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ΣΕΤΙΝΘΨΘ 
 
 
 
 

Ρι πρωτεΐνεσ HSP90 αποτελοφν ζνα υψθλά ςυντθρθμζνο και άκρωσ εξειδικευμζνο 
ςφςτθμα μοριακοφ ςυνοδοφ το οποίο διευκολφνει τθν ωρίμανςθ ενόσ κακοριςμζνου 
ςυνόλου πρωτεϊνϊν κατζχοντασ ςθμαντικοφσ βιολογικοφσ ρόλουσ. Φα υποςτρϊματα αυτά 
αποτελοφνται κυρίωσ από πρωτεϊνικζσ κινάςεσ και υποδοχείσ ςτεροειδϊν ορμονϊν που 
καταλαμβάνουν κεντρικζσ κζςεισ ςε πολλά βιολογικά δίκτυα κακϊσ εμπλζκονται ςτον 
ζλεγχο τθσ κυτταρικισ ομοιόςταςθσ, τον πολλαπλαςιαςμό, τθν διαωοροποίθςθ και τθν 
απόπτωςθ. Επιπλζον, το ςφςτθμα HSP90 αποτελεί ζνα κομβικό ςτοιχείο τθσ πρωτεόςταςθσ 
θ οποία ελζγχει πολλά ςθμαντικά ςθματοδοτικά μονοπάτια ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα. Ωσ 
εκ τοφτου, οι HSP90 αποτελοφν μόρια-κλειδιά για τθν ρφκμιςθ ποικίλων κυτταρικϊν 
λειτουργιϊν ουςιαςτικϊν για τθν επιβίωςθ ενόσ οργανιςμοφ και αςκοφν ιςχυρζσ 
επιδράςεισ ςτθν βιολογία των οργανιςμϊν, τισ αςκζνειεσ και τισ εξελικτικζσ διαδικαςίεσ. Φο 
ςφςτθμα HSP90 ενζχεται επίςθσ ςτον ωαινοτυπικό κακοριςμό, ενϊ παράλλθλα ανοίγει 
νζουσ ορίηοντεσ για τθν κεραπεία του καρκίνου, αποτελϊντασ θ ίδια θ πρωτεΐνθ 
ωαρμακευτικό ςτόχο. 

Υτα πλαίςια τθσ παροφςασ μεταπτυχιακισ εργαςίασ, με τθ χριςθ τθσ τεχνολογικισ 
προςζγγιςθσ BiFC αποδείχκθκε ότι οι πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3 αλλθλεπιδροφν με τον 
κομβικό ρυκμιςτι τθσ άνκθςθσ TFL2 αλλά όχι με τον ρυκμιςτι τθσ ανάπτυξθσ των πετάλων 
RBE. Επιπρόςκετα, χρθςιμοποιικθκαν αποςιωπθμζνεσ ςειρζσ Arabidopsis thaliana 
(RacRNAi και LFY/RNAi) που χαρακτθρίηονται από μειωμζνα επίπεδα ζκωραςθσ των Hsp90 
ςε ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ και αναπτυξιακά ςτάδια, προκειμζνου να μελετθκοφν τα 
πρότυπα ζκωραςθσ των γονιδίων WUS και CYCLINB1;1. Ιςτοχθμικζσ αναλφςεισ GUS 
υπζδειξαν τθν απουςία ζκωραςθσ του γονιδίου WUS ςε ωυτάρια τριϊν και πζντε θμερϊν 
RacRNAi (ςειρά 10H) και τθν παρουςία ζκωραςισ του ςε ζμβρυα τθσ ίδιασ ςειράσ, 
υποδεικνφοντασ τθν πικανι φπαρξθ ενόσ αναπτυξιακοφ παρακφρου κατά το οποίο το 
γονίδιο WUS παφει να εκωράηεται ςτα ωυτά αυτά. Αντίςτοιχθ πειραματικι προςζγγιςθ ςε 
ζμβρυα ωυτϊν LFY/RNAi (ςειρά 10.141) υπζδειξε τθν απουςία ζκωραςθσ του γονιδίου 
WUS. Επιπλζον, ιςτοχθμικζσ GUS αναλφςεισ ζδειξαν πωσ ςτα ωυτά RacRNAi 10H το 
πρότυπο τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου CYCLINB1;1 παρουςιάηει διακυμάνςεισ.  

Ανακεωαλαιϊνοντασ, τα δεδομζνα μασ ςυνθγοροφν υπζρ τθσ εμπλοκισ των HSP90 
τόςο ςε μονοπάτια που διζπουν τα αρχικά ςτάδια ανάπτυξθσ του Arabidopsis 
(εμβρυογζνεςθ) όςο και ςτθ διαδικαςία τθσ άνκθςθσ. 
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ABSTRACT 
 
 
 
 
 HSP90 proteins consist a highly conserved and extremely specialized molecular 
chaperone system, which facilitates the maturation of a defined group of proteins, playing 
crucial biological roles. These substrates are enriched in protein kinases and steroid 
hormone receptors occupying central positions in many biological networks as they are 
involved in the control of cellular homoeostasis, proliferation, differentiation and apoptosis. 
Furthermore, the HSP90 chaperone system forms a proteostasis hub that controls numerous 
important signalling pathways in eukaryotic cells. As a consequence, HSP90 regulates a 
plethora of essential cellular functions for the survival of organisms and exerts marked 
effects on normal biology, disease and evolutionary processes. Moreover, HSP90 capacitates 
phenotypic variation while widens the horizons for the cure of cancer, being the molecule 
itself a pharmaceutical target. 
 Objectives of the current master thesis were a) the analysis of the HSP90 protein 
interactions with two proteins involving in flowering, TFL2 and RBE and b) the study of WUS, 
a central player in shoot meristem regulation, and CYCLINB1;1 promoters transcriptional 
activity. 
 We used the bimolecular fluorescence complementation (BiFC) assay to 
demonstrate in planta interactions among TFL2, HSP90.1 and HSP90.3. However, no 
interactions were observed between RBE, HSP90.1 and HSP90.3.  
 Transgenic Arabidopsis RNAi plants (lines 10H and 10.141) harbouring a 
transcriptional fusion between WUS and the reporter gene (b-glucuronidase) GUS, were 
analysed for GUS expression in 3, 5 day-old seedlings and in mature flowers. In 10H line, no 
GUS expression was detected in 3 and 5 day-old seedlings. However, the WUS promoter was 
able specifically to direct GUS expression in developing seeds of RNAi 10H plants but not in 
RNAi 10.141 plants. Furthermore, transgenic Arabidopsis RNAi plants (line 10H) expressing a 
transcriptional fusion between CYCLINB1;1 promoter and the reporter gene GUS, were 
analysed for GUS expression in 3, 5 day-old seedlings and in mature flowers. The CYCLINB1;1 
promoter was active in all tissues tested. 
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1.1 Μοριακοί ςυνοδοί (molecular chaperones) 
Ρι πρωτεΐνεσ είναι τα πιο ευζλικτα και δομικά πολφπλοκα βιολογικά μακρομόρια τα 

οποία ςυμμετζχουν ςχεδόν ςε κάκε βιολογικι διαδικαςία. Φα κφτταρα εκωράηουν πολλζσ 
χιλιάδεσ διαωορετικά είδθ πρωτεϊνϊν, τα οποία βιοςυντίκενται από τα ριβοςϊματα, ωσ 
γραμμικζσ αλυςίδεσ από αρκετζσ χιλιάδεσ αμινοξζα. Για να είναι βιολογικά λειτουργικζσ, 
αυτζσ οι αλυςίδεσ πρζπει να αναδιπλωκοφν ςτθν «ωυςικι τουσ διαμόρωωςθ», ζνα ςφνολο 
μερικϊν ςτενά ςυνδεδεμζνων τριςδιάςτατων δομϊν (Dobson et al., 1998; Bartlett and 
Radford, 2009). 

Φο πϊσ οι πρωτεΐνεσ αποκτοφν τισ ςφνκετεσ και δυναμικζσ δομζσ που απαιτοφνται 
για τθ λειτουργία τουσ είναι ζνα από τα κεμελιϊδθ ερωτιματα τθσ βιολογίασ. Ρι 
πλθροωορίεσ για τθν τελικι τεταρτοταγι δομι των πρωτεϊνϊν εμπεριζχονται μζςα ςτα 
γραμμικά πολυπεπτίδια που ςυντίκενται από το mRNA ςτα ριβοςϊματα. Θ απόκτθςθ τθσ 
τεταρτοταγοφσ δομισ μπορεί να γίνεται χωρίσ βοικεια in vitro, όμωσ ςτα ηωντανά κφτταρα 
θ κατάςταςθ είναι πιο πολφπλοκθ κακϊσ το ενδοκυτταρικό περιβάλλον παρουςιάηει 
εξαιρετικά υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ πρωτεϊνϊν, νουκλεϊκϊν οξζων και άλλων μακρομορίων. 
Ξολονότι, θ αλλθλουχία των αμινοξζων και οι νόμοι τθσ κερμοδυναμικισ κακορίηουν τθν 
ωυςικι διαμόρωωςθ μιασ πρωτεΐνθσ, το ςυνωςτιςμζνο κυτταρικό περιβάλλον επθρεάηει 
ςθμαντικά τθν αναδίπλωςθ των νεοςυντικζμενων πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων. Ωσ 
αποτζλεςμα αυτοφ του ςυνωςτιςμοφ των μακρομορίων, τα νεοςυντικζμενα πολυπεπτίδια 
και οι πρωτεΐνεσ με χαμθλι ςτακερότθτα που ζχουν χάςει τθν αναδίπλωςι τουσ εκκζτουν 
τισ υδρόωοβεσ περιοχζσ τουσ, διακινδυνεφοντασ διαρκϊσ να αναδιπλωκοφν λανκαςμζνα 
και να ςχθματίςουν ςυςςωματϊματα (Zou et al., 2008). Φόςο θ λανκαςμζνθ αναδίπλωςθ 
όςο και θ δθμιουργία ςυςςωματωμάτων  μπορεί να οδθγιςει ςε πολλά προβλιματα ςε ζνα 
κφτταρο. Σροκειμζνου τα κφτταρα να αποωφγουν τον κίνδυνο τθσ ςυςςωμάτωςθσ και 
κατακριμνιςθσ των νεοςυντικζμενων πρωτεϊνϊν τουσ, ζχουν αναπτφξει ζνα ςφνκετο 
ςφςτθμα μοριακϊν ςυνοδϊν, το οποίο βοθκά ςτθν αναδίπλωςθ των πολυπεπτιδίων κακϊσ 
αυτά βγαίνουν από το ριβόςωμα (Εικόνα 1.1) (Morimoto, 1994; Young et al., 2004). 

Ωσ μοριακοί ςυνοδοί ορίηονται οι πρωτεΐνεσ, οι οποίεσ μζςω ελεγχόμενθσ 
δζςμευςθσ και απελευκζρωςθσ αλλθλεπιδροφν, ςτακεροποιοφν ι βοθκοφν μια μθ 
αναδιπλϊμενθ πρωτεΐνθ να αποκτιςει μια τριτογαγι δομι, ϊςτε να είναι βιολογικά 
ενεργι. Ρι πρωτεΐνεσ μοριακζσ ςυνοδοί ςυμμετζχουν ςε μια πλειάδα ενδοκυτταρικϊν 
λειτουργιϊν όπωσ θ de novo αναδίπλωςθ, θ επαναδίπλωςθ μετουςιωμζνων πρωτεϊνων, θ 
μεταωορά πρωτεϊνϊν ςε ςυγκεκριμζνο υποκυτταρικό διαμζριςμα και θ πρωτεολυτικι 
αποδόμθςθ των πρωτεϊνϊν (Εικόνα 1.1) (Katschinski, 2004).  

Ματά τθν βιοςφνκεςθ των πρωτεϊνϊν, τα νεοςυντικζμενα πολυπεπτίδια ανζρχονται 
από το ριβόςωμα ζχοντασ τισ υδρόωοβεσ περιοχζσ τουσ εκτεκειμζνεσ οι οποίεσ τελικά κα 
προςτατευτοφν ςτο εςωτερικό τθσ αναδιπλωμζνθσ πρωτεΐνθσ. Ρι μοριακοί ςυνοδοί 
αναγνωρίηουν τισ εκτεκειμζνεσ υδρόωοβεσ περιοχζσ των αρτιγενϊν πολυπεπτιδίων 
δεςμεφοντασ τισ προςωρινά ενϊ ςτθν ςυνζχεια τισ απελευκερϊνουν, Ζτςι αποτρζπουν τισ 
μθ κατάλλθλεσ αλλθλεπιδράςεισ που κα μποροφςαν να οδθγιςουν ςτθ δθμιουργία 
ςυςςωματωμάτων (Hartl and Hayer-Hartl, 2009). Αυτόσ ο κφκλοσ δράςθσ των μοριακϊν 
ςυνοδϊν ςυνικωσ οδθγείται από τθν υδρόλυςθ του ΑΦΤ, Ματά τθν μετάωραςθ, οι μοριακοί 
ςυνοδοί ςυνειςωζρουν ςτθν ωρίμανςθ των αρτιγενϊν αλυςίδων είτε με το να βοθκοφν ςτθ 
ςωςτι αναδίπλωςθ, ςυγκροτϊντασ ζτςι πολυμερι ςφμπλοκα, είτε με τθν μετατόπιςθ των 
νεοςυντικζμενων αλυςίδων ςτα διάωορα ενδοκυτταρικά οργανίδια (Voisine et al., 2010).  

Ρι μοριακοί ςυνοδοί δεν προςδζνονται ςτα υποςτρϊματά τουσ μόνο για να 
εμποδίςουν άμεςα τθ διαμοριακι ςυςςωμάτωςθ με το να προςτατεφουν τισ περιοχζσ των 
μθ-διαλυτϊν πολυπεπτιδικϊν αλυςίδων που αλλθλεπιδροφν μεταξφ τουσ. Επιπλζον 
αποτρζπουν ι αντιςτρζωουν τθν ενδομοριακι αναδίπλωςθ (Doyle et al., 2007). 
Υυγκεκριμζνοι μοριακοί ςυνοδοί, όπωσ οι οικογζνειεσ των HSP100 και Clp ζχουν τθ 
ικανότθτα να ¨ξετυλίγουν¨ πρωτεΐνεσ ι να διαταράςςουν μικρά πρωτεϊνικά 
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ςυςςωματϊματα με ζναν ΑΦΤ-εξαρτϊμενο μθχανιςμό (Hartl and Hayer-Hartl, 2002). Εκτόσ 
από τισ γενικϊν κακθκόντων μοριακζσ ςυνοδοφσ, πολλζσ μοριακζσ ςυνοδοί εμπλζκονται 
ςτθν εξαιρετικά ειδικι αναδίπλωςθ μεμονωμζνων πρωτεϊνϊν ι τθν ςυναρμολόγθςθ 
πολυπρωτεΐνικϊν ςυμπλοκϊν. 
 
 

 
 
 

Ρι μοριακοί ςυνοδοί δεν κακορίηουν τθν τεταρτοταγι δομι των αναδιπλωμζνων 
πρωτεϊνϊν αλλά τισ βοθκοφν να βρουν τθ δομι τουσ πιο αποτελεςματικά. Ωςτόςο, μόνο 
λίγεσ ςυμπεριωζρονται ωσ αλθκινοί καταλφτεσ αυξάνοντασ το ρυκμό τθσ αναδίπλωςθσ των 
πρωτεϊνϊν οι οποίεσ και καλοφνται «καταλφτεσ αναδίπλωςθσ» (folding catalysts). Θ 

Εικόνα 1.1: Απλουςτευμζνθ απεικόνιςθ ενόσ τμιματοσ των μθχανθςμϊν των μοριακϊν ςυνοδϊν 
που λειτουργοφν ςτο κυτταρόπλαςμα. (Α) Θ αναδίπλωςθ των πρωτεϊνϊν μζςω τθσ Hsp70 
πραγματοποιείται ταυτόχρονα με τθν μετάωραςθ, παράγοντεσ ανταλλαγισ νουκλεοτιδίων (NEFs) 
και θ Hsp40 διευκολφνουν αυτι τθ διαδικαςία. (Β) Ξετά τθν πρωτεϊνοςφνκεςθ είναι τα ομόλογα 
τθσ Hsp70 προωκοφν τθν αναδίπλωςθ ςε άλλα κυτταρικά διαμερίςματα. (C) Ρριςμζνεσ πρωτείνεσ 
παρουςιάηονται ςε μεγάλο βακμό αναδιπλωμζνεσ αν και ςε ανενεργι κατάςταςθ, το ςφμπλοκο τθσ 
Hsp90, θ ΑΦΤ-εξαρτϊμενθ δράςθ του οποίου οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ πρωτεΐνθσ-
υποςτρϊματοσ. ςυν-ςυνοδοί ενεργοφν ωσ προςαρμογείσ μεταξφ των Hsp70 και Hsp90, με 
ςυγκεκριμζνεσ ςυν-ςυνοδοφσ να ενεργοφν ωσ αναςτολείσ (π.χ. Sti1) ι παράγοντεσ διζγερςθσ (π.χ. 
Aha1) τθσ Hsp90 ΑΦΤαςθσ. (D) Θ λανκαςμζνθ αναδίπλωςθ και το κυτταρικό ςτρεσ οδθγοφν ςε 
παρεκκλίνουςεσ πρωτεϊνικζσ διαμορωϊςεισ, οι οποίεσ μποροφν να οδθγιςουν ςε ςυςςωμάτωςθ. Θ 
Hsp104 καταλφει τθν αποςυςςωμάτωςθ μια διαδικαςία που διευκολφνεται από τισ Hsp 70, 40 και 
26. 



11 
 

πλειοψθωία των μοριακϊν ςυνοδϊν αποτρζπει τισ μθ ςωςτζσ αλλθλεπιδράςεισ των νζο-
ςυντικζμενων πρωτεϊνϊν και τουσ επιτρζπει τθν αυκόρμθτθ αναδίπλωςθ. Ρ μθχανιςμόσ 
αυτόσ αυξάνει τθν απόδοςθ, αλλά όχι το ρυκμό τθσ πρωτεϊνικισ αναδίπλωςθσ (Hartl, 1996). 

Ρ ποιοτικόσ ζλεγχοσ των πρωτεϊνϊν και θ διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ του 
πρωτεϊματοσ (πρωτεόςταςθ) είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν υγεία των κυττάρων ενόσ 
οργανιςμοφ (Powers, 2009). Ρ όροσ αυτόσ αναωζρεται ςε ζνα πολφπλοκο δίκτυο 
βιολογικϊν μονοπατιϊν με ςκοπό να διατθρεί τθ δυναμικι ιςορροπία και τθν 
διαμορωωτικι ακεραιότθτα του πρωτεϊματοσ, και να παρζχει προςαρμογι ςτισ 
περιβαλλοντικζσ μεταβολζσ (Balch et al., 2008). Φο δίκτυο αυτό περιλαμβάνει αρκετζσ 
εκατοντάδεσ πρωτεΐνεσ, όπωσ, κυρίωσ, μοριακζσ ςυνοδοφσ και ρυκμιςτζσ τουσ, οι οποίεσ 
βοθκοφν ςτθν de novo αναδίπλωςθ ι επαναδίπλωςθ, κακϊσ και το ςφςτθμα 
ουβικουιτίνθσ-πρωτεαςϊματοσ (UPS) και το ςφςτθμα αυτοωαγίασ, που διαμεςολαβοφν για 
τθν ζγκαιρθ απομάκρυνςθ των ςυςςωματωμζνων και των μθ αναςτρζψιμα λάκοσ 
αναδιπλωμζνων πρωτεϊνϊν. Ανεπάρκειεσ ςτθν πρωτεόςταςθ ζχει αποδειχκεί ότι οδθγοφν 
ςτθν εκδιλωςθ πολλϊν προβλθμάτων ςτα κφτταρα κι ολόκλθρο τον οργανιςμό (Hartl et al., 
2011). 

Ρι δφο τφποι μοριακϊν ςυνοδϊν που ζχουν εκτενϊσ μελετθκεί είναι: α)οι HSP70 
μοριακοί ςυνοδοί που εμπλζκονται ςε μια ποικιλία διαδικαςιϊν του κυττάρου όπωσ ςτθ 
ςωςτι αναδίπλωςθ και ςυναρμολόγθςθ των νεοςυντικζμενων πρωτεϊνϊν, ςτον ζλεγχο 
πρωτεϊνϊν που ωζρουν λάκοσ ςτθν αναδίπλωςθ, αλλά και πολυπεπτιδίων που ζχουν 
δθμιουργιςει ςυςςωματϊματα, κακϊσ και ςτθ μετακίνθςθ πρωτεϊνϊν δια μζςω 
μεμβρανϊν. Θ δράςθ των HSP70 βαςίηεται ςτθν ικανότθτά τουσ να αλλθλεπιδροφν με 
υδρόωοβεσ πρωτεϊνικζσ περιοχζσ και απαιτείται θ παρουςία/υδρόλυςθ του ATP (Mayer and 
Bukau, 1999), β) το ςφςτθμα των HSP60 ι τςαπερονίνεσ. Ρι τςαπερονίνεσ είναι μια ομάδα 
μοριακϊν ςυνοδϊν οι οποίοι απαντϊνται ςτουσ προκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ και ςτα 
μιτοχόνδρια και πλαςτίδια των ευκαρυωτικϊν οργανιςμϊν (Hendrick and Hartl, 1993). 

Φα μόρια κλειδιά του ςυςτιματοσ των μοριακϊν ςυνοδϊν ζχουν διατθρθκεί από 
τουσ προκαρυωτικοφσ ζωσ τουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Εντοφτοισ, ςε ςφγκριςθ με τα 
βακτιρια, οι πρωτεΐνεσ που απαιτοφν αναδίπλωςθ ςε ζνα ευκαρυωτικό κφτταρο είναι 
περιςςότερεσ και πιο πολφπλοκεσ. Για να ανταποκρικοφν ςτισ αυξθμζνεσ και 
πολυπλοκότερεσ απαιτιςεισ αναδίπλωςθσ των πρωτεϊνϊν τουσ, τα ευκαρυωτικά κφτταρα 
ζχουν διευρφνει το ςφςτθμα μοριακϊν ςυνοδϊν που υπάρχει ςτα βακτιρια. Εντοφτοισ, οι 
βαςικζσ αρχζσ των ςυςτθμάτων των μοριακϊν ςυνοδϊν είναι οι ίδιεσ τόςο ςτουσ 
προκαρυωτικοφσ όςο και ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. 

Αν και ο ακριβισ αρικμόσ των διαωόρων μοριακϊν ςυνοδϊν ςτο κφτταρο είναι 
άγνωςτοσ, είναι ςαωζσ ότι ζνα ςθμαντικό μζροσ των ςυνολικϊν επιπζδων των κυτταρικϊν 
πρωτεϊνϊν είναι αωιερωμζνο ςτθν διατιρθςθ τθσ πρωτεϊνικισ ομοιόςταςθσ (Taipale et al., 
2010). 
 
 
1.2 Θερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ (HSPs) και απόκριςθ ςτο κερμικό ςτρεσ 

Φα κφτταρα όλων των οργανιςμϊν ςυνεχϊσ υωίςτανται μια ςειρά από βλάβεσ που 
οωείλονται είτε ςε εςωτερικοφσ, είτε ςε εξωτερικοφσ ωυςικο-χθμικοφσ και βιοτικοφσ 
ςτρεςογόνουσ παράγοντεσ. Για το λόγο αυτό, τα ηωντανά ςυςτιματα ζχουν αναπτφξει μια 
ςειρά από ςτρατθγικζσ για τθν επιδιόρκωςθ αυτϊν των βλαβϊν και/ι για τθν εξάλειψθ των 
παραγόντων υπεφκυνων για τθ βλάβθ (Vabulas et al., 2010). 

Ωσ κυτταρικό ςτρεσ ορίηεται θ οποιαδιποτε διαταραχι τθσ ομοιόςταςθσ του 
κυττάρου. Ζνασ ιδιαίτερα μελετθμζνοσ μθχανιςμόσ προςαρμογισ κυτταρικοφ ςτρεσ είναι 
αυτόσ που επάγεται από το κερμικό ςοκ (heat shock). ΢λοι οι οργανιςμοί, όταν βρεκοφν ςε 
περιβάλλον όπου τα επίπεδα τθσ κερμοκραςίασ δεν είναι τα επιτρεπτά για τθν επιβίωςι 
τουσ, αναπτφςςουν μθχανιςμοφσ κερμοανκεκτικότθτασ. Ρι πρωτεΐνεσ είναι δυναμικά 
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πολυμερι που μποροφν να αωιςουν τθν διαλυτι διαμόρωωςι τουσ ςτο χϊρο και να 
ςχθματίςουν δομζσ που βρίςκονται οριακά μεταξφ τθσ διαλυτισ κατάςταςθσ και αυτισ των 
ςυςςωματωμάτων. Ξε τθν αλλαγι τθσ κερμοκραςίασ προςωζρεται ςτο ςφςτθμα θ 
κατάλλθλθ ενζργεια για τθν μετατόπιςθ τθσ παραπάνω ιςορροπίασ ςε μία κατάςταςθ 
ςχεδόν πλιρουσ διαταραχισ τθσ αναδίπλωςθσ των πρωτεϊνϊν. Ωσ αποτζλεςμα είναι ο 
αυξθμζνοσ κίνδυνοσ ςυςςωμάτωςθσ τουσ μζςω τθσ ζκκεςθσ των υδρόωοβων περιοχϊν 
τουσ (Vabulas et al., 2010). 

Θ απόκριςθ ςτο κερμικό ςτρεσ αποτελεί ζναν ςθματοδοτικό μθχανιςμό που βοθκά 
ςτθν διατιρθςθ τθσ κυτταρικισ ομοιόςταςθσ κάτω από ςυνκικεσ ςτρεσ. Ανάμεςα ςτισ 
αλλαγζσ που παρατθροφνται ςτθν κυτταρικι δραςτθριότθτα και ωυςιολογία, το πιο 
ςθμαντικό γεγονόσ είναι θ ςυςςϊρευςθ των άκρωσ ςυντθρθμζνων πρωτεϊνϊν, που 
ονομάηονται κερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ ι πρωτεΐνεσ κερμικοφ ςοκ (Heat shock proteins, 
HSPs) (Schelesinger et al., 1982; Arya et al., 2007). Σειράματα ςε διαωορετικά είδθ ζχουν 
δείξει ότι θ αυξθμζνθ ζκωραςθ αυτϊν των πρωτεϊνϊν μπορεί να προςτατεφςει τουσ 
οργανιςμοφσ ενάντια ςτισ απαγορευτικζσ για τθν επιβίωςι τουσ κερμοκραςίεσ και τθν 
επαγόμενθ από το ςτρεσ βλάβθ κακϊσ επάγουν τθ κερμοανκεκτικότθτα εξιςορροπϊντασ 
τθν ομοιόςταςθ των κυττάρων. Θ επαγωγι τθσ ζκωραςισ τουσ κάτω από δυςμενείσ 
ςυνκικεσ, οι οποίεσ προκαλοφν αλλοιϊςεισ (μετουςίωςθ) ςτισ ανϊτερεσ δομζσ των 
πρωτεϊνϊν, οδιγθςε τουσ ερευνθτζσ ςτο ςυμπζραςμα ότι οι κερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ 
προςτατεφουν το κφτταρο από τισ τοξικζσ επιδράςεισ των μετουςιωμζνων πρωτεϊνϊν. 
Επιπλζον, ζχει αποδειχκεί πωσ κατζχουν ζναν εξαιρετικά διατθρθμζνο ρόλο ςτθν 
ομοιόςταςθ μεταξφ όλων των ειδϊν Lindquist and Craig, 1988). 

Θ ςφνκεςθ ειδικϊν πρωτεϊνϊν μετά από ζκκεςθ ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ 
αναωζρκθκε πρϊτα ςε κφτταρα τθσ Drosophila (Tissieres et al., 1974), αλλά δεν άργθςε να 
διαπιςτωκεί ότι θ κυτταρικι αυτι απόκριςθ είναι κοινι ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ, από τα 
βακτιρια ζωσ και τουσ ανϊτερουσ ωυτικοφσ και ηωικοφσ οργανιςμοφσ (Nover and Scharf, 
1997). Θ απόκριςθ αυτι ςυνίςταται ςτθν επιλεκτικι μεταγραωι των κερμοεπαγόμενων 
γονιδίων (HSP genes), τα οποία πριν ιταν ανενεργά ι είχαν μικρι ενεργότθτα και ςτθν 
ταυτόχρονθ καταςτολι τθσ μεταγραωισ των υπολοίπων γονιδίων. Θ μείωςθ αυτι τθσ 
μεταωραςτικισ δραςτθριότθτασ οδθγεί ςε μία ςθμαντικι εξοικονόμθςθ ενζργειασ, θ οποία 
κατά κφριο λόγο καταναλϊνεται ςτθ μετάωραςθ και εκτιμάται ότι είναι μεγαλφτερθ του 
50% τθσ ςυνολικισ ενζργειασ του κυττάρου. Φα νζα mRNAs που ςυντίκενται μετά το 
κερμικό ςτρεσ μεταωράηονται ςε κερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ. ΢ταν θ κερμοκραςία 
επανζλκει ςτα ωυςιολογικά για τον οργανιςμό επίπεδα, τα HSP γονίδια είτε ςταματοφν να 
μεταγράωονται είτε τα επίπεδα τθσ ζκωραςισ τουσ μειϊνονται, ενϊ αρχίηουν να 
μεταγράωονται και πάλι τα υπόλοιπα γονίδια των κυττάρων. Θ κερμοκραςία ςτθν οποία 
παρατθρείται μζγιςτθ επαγωγι τθσ ςφνκεςθσ των κερμοεπαγόμενων πρωτεϊνϊν εξαρτάται 
από τθ ωυςιολογικι κερμοκραςία του κάκε οργανιςμοφ (Holcik and Sonenberg, 2005). 

Ρι κερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ δεν εμωανίηονται ςτα κφτταρα μόνο λόγω αφξθςθσ 
τθσ κερμοκραςίασ. Θ ςφνκεςι τουσ επάγεται και από άλλουσ περιβαλλοντικοφσ 
παράγοντεσ, όπωσ τα βαρζα μζταλλα, αωυδάτωςθ, οι ελεφκερεσ ρίηεσ οξυγόνου και θ 
ανοξία, κακϊσ επίςθσ και ςε πακολογικζσ καταςτάςεισ, όπωσ ςε περιπτϊςεισ μολφνςεων 
και τραυματιςμοφ των ιςτϊν. Επιπλζον, πολλά από τα μζλθ τθσ οικογζνειασ των 
κερμοεπαγόμενων πρωτεϊνϊν, οι οποίεσ ονομάηονται ςυγγενείσ κερμοεπαγόμενεσ 
πρωτεΐνεσ (Heat shock cognates – HSCs), εκωράηονται και κάτω από ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ 
αφξθςθσ και παίηουν ρόλο ςε ωυςιολογικζσ λειτουργίεσ των κυττάρων, όπωσ ο κυτταρικόσ 
κφκλοσ και θ κυτταρικι διαωοροποίθςθ (Feige and Polla, 1994; Nollen and Morimoto, 2002).  

Ρι κερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ είναι άωκονεσ ςτα κφτταρα. Φο ποςοςτό των 
πρωτεϊνϊν αυτϊν ωτάνει ζωσ και 5-10% των ολικϊν πρωτεϊνϊν των κυττάρων, ανάλογα με 
τθ ςτρεςογόνο κατάςταςι τουσ. Εντοπίηονται τόςο ςτο κυτταρόπλαςμα, όςο και ςε 
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διάωορα υποκυτταρικά οργανίδια, όπωσ τα μιτοχόνδρια, οι χλωροπλάςτεσ και το 
ενδοπλαςματικό δίκτυο. 

Ρι HSPs μποροφν να ςυμβάλλουν με δυο τρόπουσ ςτθν αντιμετϊπιςθ των 
ςτρεςογόνων καταςτάςεων: Σρϊτον, μερικζσ από αυτζσ είτε διακζτουν πρωτεολυτικι 
ικανότθτα είτε εμπλζκονται ςτθ διαδικαςία τθσ πρωτεόλυςθσ, προάγοντασ τθν 
αποικοδόμθςθ μθ ωυςιολογικϊν πρωτεϊνϊν. Ωςτόςο, ζχει αναωερκεί ότι πολλζσ από αυτζσ 
ζχουν τθν ικανότθτα να «επιδιορκϊνουν» μετουςιωμζνεσ πρωτεΐνεσ μετά από τθν 
εωαρμογι κάποιασ μορωισ ςοκ. Δεφτερον, οι HSPs λειτουργοφν και ωσ μοριακοί ςυνοδοί, 
προάγοντασ τθ ςωςτι αναδίπλωςθ των πρωτεϊνϊν και παρεμποδίηοντασ τθν κατακριμνιςθ 
τουσ (Parsell and Lindquist, 1993; Ellis, 2007). Ζτςι είναι υπεφκυνεσ τόςο για τθ διατιρθςθ 
των ανωτζρων δομϊν άλλων πρωτεϊνϊν, όςο και για τθ ςωςτι διαμόρωωςι τουσ κατά τθ 
βιοςφνκεςι τουσ και τθ μεταωορά τουσ ςτα οργανίδια. Θ δράςθ τουσ ωσ μοριακοί ςυνοδοί 
οωείλεται ςτθν ικανότθτά τουσ να αναγνωρίηουν και να προςδζνονται ςτισ υδρόωοβεσ 
περιοχζσ των πρωτεϊνϊν οι οποίεσ, είτε κατά τθ διάρκεια τθσ βιοςφνκεςισ τουσ, είτε λόγω 
άλλων παραγόντων, βρίςκονται εκτεκειμζνεσ (Hartl and Hayer-Hartl 2002; Ellis and van der 
Vies, 1991). 

Θ πρωταρχικι όμωσ λειτουργία των HSPs είναι θ δράςθ τουσ ωσ μοριακζσ ςυνοδοί 
(π.χ., Hsp70 και HSP90) ςυνεπϊσ είναι ικανζσ να αναγνωρίηουν και δεςμεφουν 
εκκολαπτόμενθ πολυπεπτιδικζσ αλυςίδεσ και μερικϊσ διπλωμζνα ενδιάμεςα των 
πρωτεϊνϊν, αποτρζποντασ ζτςι τθν ςυςςωμάτωςθ και λανκαςμζνθσ αναδίπλωςι τουσ, ι ωσ 
τςαπερονίνεσ (HSP60), που διευκολφνουν άμεςα τθν αναδίπλωςθ των πρωτεϊνϊν  (Pratt 
and Toft, 2003; Riggs et al., 2003). 

Ξε βάςθ τισ λειτουργίεσ αυτζσ ςυνεπάγεται ότι οι HSPs αλλθλεπιδροφν με μία 
πολφ μεγάλθ ποικιλία κυτταρικϊν πρωτεϊνϊν και ςυνεπϊσ είναι ςθμαντικά ςυςτατικά των 
κυτταρικϊν δικτφων (Csermely 2004). Αυτό αντικατοπτρίηεται επίςθσ από τον ρόλο τουσ, 
ιδίωσ τθσ HSP90, ςτθν εξζλιξθ (Rutherford και Lindquist 1998). 

Ξελζτεσ οδιγθςαν ςτο ςυμπζραςμα ότι τα κερμοεπαγόμενα γονίδια εμωανίηουν 
υψθλό βακμό ςυντιρθςθσ κατά τθν διάρκεια τθσ εξζλιξθσ, όχι μόνο ςε ότι αωορά τθν 
κωδικι αλλθλουχία των πρωτεϊνϊν τουσ αλλά και ςτισ ρυκμιςτικζσ τουσ αλλθλουχίεσ 
(Lindquist, 1986). Φο γεγονόσ αυτό, κακϊσ και το ότι οι κερμοεπαγόμενεσ πρωτεΐνεσ 
απαντϊνται ςτα κφτταρα κάτω από ποικίλεσ ςυνκικεσ, υποδθλϊνουν τθ ςθμαςία των 
πρωτεϊνϊν αυτϊν (Becker and Craig, 1994).  

Υφμωωνα με το παραπάνω, οι HSPs ζχουν κάποιεσ κοινζσ λειτουργικζσ περιοχζσ: 
μία περιοχι δζςμευςθσ νουκλεοτιδίων αδενίνθσ που δεςμεφει και υδρολφει ΑΦΤ και μία 
περιοχι δζςμευςθσ πεπτιδίων που δεςμεφει εκτεκειμζνα υδρόωοβα κατάλοιπα των 
πρωτεϊνϊν-υποςτρϊματων (Fink, 1999; Jaattela, 1999). Θ δζςμευςθ του ATP πυροδοτεί μια 
κρίςιμθ διαμορωωτικι αλλαγι που οδθγεί ςτθν απελευκζρωςθ τθσ δεςμευμζνθσ 
πρωτεΐνθσ-υποςτρϊματοσ (Tsan and Gao, 2009; McCarty et al., 1995). ΢πωσ θ αναδίπλωςθ 
των περιςςότερων νεοςυντικζμενων πρωτεϊνϊν ςτο κφτταρο απαιτεί αλλθλεπιδράςεισ με 
μία ι περιςςότερεσ μοριακζσ ςυνοδοφσ, οι κζςεισ δζςμευςθσ πρωτεϊνϊν των HSPs είναι 
ευρείασ εξειδίκευςθσ, και θ δζςμευςθ διευκολφνεται από υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ 
(Gragerov and Gottesman, 1994). Ετςι, είναι αναμενόμενο οι HSPs να δεςμεφουν και άλλα 
μθ πρωτεϊνικά μόρια με εκτεκειμζνα υδρόωοβα κατάλοιπα. Σράγματι, ζχει δειχκεί ότι οι 
HSP60, HSP70, HSP90 και gp96 δεςμεφουν τισ βακτθριακζσ ενδοτοξίνεσ LPS (Reed et al., 
2003; Habich et al., 2005). 

Θ μεταγραωι των κερμοεπαγόμενων γονιδίων μετά από κερμικό ςτρεσ οωείλεται 
πρωταρχικά ςτθ δζςμευςθ του μεταγραωικοφ παράγοντα του κερμικοφ ςτρεσ (HSF) ςε 
ρυκμιςτικζσ αλλθλουχίεσ του υποκινθτι τουσ (Pirkkala et al., 2001). Ρι ρυκμιςτικζσ αυτζσ 
αλλθλουχίεσ ονομάηονται ςτοιχεία απόκριςθσ ςτθ κερμότθτα (HSEs) οι οποίεσ ζχουν 
χαρακτθριςτεί και εμωανίηουν πολφ μεγάλθ ομοιότθτα μεταξφ τουσ (Weber et al., 1997). 
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Θ επαγωγι των HSPs πρζπει να υωίςταται αυςτθρό ζλεγχο δεδομζνου ότι θ 
ςυνεχισ παρουςία τουσ κα διατάραςςε τθν πρωτεϊνικι ομοιόςταςθ και τισ ενδοκυττάριεσ 
λειτουργίεσ, επιωζροντασ μθ ωυςιολογικό ζλεγχο τθσ αφξθςθσ και πικανϊσ κυτταρικό 
κάνατο. Θ επαγωγι τθσ ζκωραςισ τουσ είναι ραγδαία, κακϊσ μετατρζπονται ςτο 
επικρατζςτερο προϊόν τθσ πρωτεϊνοςφνκεςθσ μζςα ςτα 15 πρϊτα λεπτά από τθν ζκκεςθ ςε 

υψθλζσ κερμοκραςίεσ (Lindquist, 1986). Θ αυξθμζνθ ζκωραςθ των HSPs ρυκμίηεται ςε 
πολλαπλά επίπεδα όπωσ θ μεταγραωι, θ ςτακερότθτα και θ αποτελεςματικότθτα τθσ 
μετάωραςθσ των HSP mRNAs. Ξόνο ςε δφο περιπτϊςεισ, ςτα είδθ Hydra oligatis και 
Trematomus bernacchii δεν ζχει παρατθρθκεί απόκριςθ ςτο κερμικό ςτρεσ (Katschinski, 
2004). 
 
 

1.3 Οικογζνειεσ κερμοεπαγόμενων πρωτεϊνϊν (HSPs) 
Υτα κφτταρα υπάρχουν αρκετζσ διαωορετικζσ κλάςεισ κερμοεπαγόμενων 

πρωτεϊνϊν, τα οποία ςχθματίηουν ςυνεργαηόμενα μονοπάτια και δίκτυα. Ρι Heat Shock 
Proteins αποτελοφν μία υπεροικογζνεια πρωτεΛνϊν υψθλά ςυντθρθμζνων κατά τθν εξζλιξθ 
και ζχουν προτακεί αρκετζσ ταξινομιςεισ για τθν κατθγοριοποίθςι τουσ (Al-Whaibi, 2011). 
Υτο μεγαλφτερο όμωσ μζροσ τθσ βιβλιογραωίασ οι HSPs ταξινομοφνται ςε υπο-οικογζνειεσ 
ανάλογα με το μοριακό τουσ βάροσ, το οποίο προςδιορίηεται με θλεκτροωόρθςθ ςε 
αποδιατακτικι πθκτι πολυακρυλαμιδθσ παρουςία SDS (SDS-PAGE). Ζτςι διακρίνονται ςε 
οικογζνειεσ των 100 kDa, 90 kDa, 70 kDa, 60 kDa και των μικρϊν κερμοεπαγόμενων 
πρωτεϊνϊν sHps (12-43 kDa) (Εικόνα 1.2) (Hartl et al., 2011). 
 
 

 
Εικόνα 1.2: Ρι οικογζνειεσ των κερμοεπαγόμενων πρωτεϊνϊν. 

 
 
1.3.1 Η οικογζνεια HSP100 (Clp) 

Θ οικογζνεια HSP100 είναι μια κατθγορία μοριακϊν ςυνοδϊν που εμπλζκονται ςε 
μια ευρεία ποικιλία βαςικϊν μεταβολικϊν διεργαςιϊν ςε όλα τα προκαρυωτικά και 
ευκαρυωτικά είδθ που ςυμβάλλουν ςτθν αναδιαμόρωωςθ/αποςυναρμολόγθςθ 
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πρωτεϊνικϊν ςφμπλόκων ι/και πρωτεϊνικϊν ςυςςωματωμάτων χρθςιμοποιϊντασ τθν 
ενζργεια του ATP (Burton and Baker, 2005; Sauer et al, 2004). Θ οικογζνεια HSP100 
περιλαμβάνει μία διατθρθμζνθ ομάδα AAA+ ΑΦΤαςϊν με μζγεκοσ που κυμαίνεται μεταξφ 
78 και 100 kDa (Richter et al., 2010; Nover and Scharf, 1997). Υτα βακτιρια περιλαμβάνει τισ 
πρωτεΐνεσ ClpA, ClpB, ClpC, ClpE, ClpX, ClpY, και άλλα. Σαρόμοιεσ πρωτεΐνεσ βρίςκονται και 
ςτα ωυτά, τισ ηφμεσ και τα κθλαςτικά (Barends et al., 2010). Ρμόλογα των HSP100 ςτα 
κθλαςτικά ςυμπεριλαμβάνουν και τισ p97/Cdc48 (οι οποίεσ ςυμμετζχουν 
ςε μονοπάτια ποιοτικοφ ελζγχου πρωτεϊνϊν) και ΑΦΤάςεσ που ςυςχετίηονται 
με το πρωτεάςωμα (Schrader et al., 2009). Επιπλζον, το Arabidopsis thaliana όπωσ και όλα 
τα ανϊτερα ωυτά περιζχουν ομόλογα των CΙρΒ, CΙρC και ClpD υποοικογενειϊν ςτο 
κυτταρόπλαςμα, τουσ χλωροπλάςτεσ και τα μιτοχόνδρια, ενϊ δεν υπάρχουν 
αναγνωριςμζνα μζλθ των CIpA και ClpE (Clarke et al., 2005). 

Ρι πρωτεΐνεσ HSP100 υποδιαιροφνται ςε δφο κατθγορίεσ με βάςθ τον αρικμό των 
περιοχϊν ΑΑΑ+. Θ κατθγορία 1 των HSP100 πρωτεϊνϊν, είναι εξαμερείσ δομζσ που 
περιζχουν δφο κζςεισ δεςμεφςεωσ νουκλεοτιδίων ςε κάκε μονομερζσ. Υτθν κατθγορία αυτι 
ανικουν οι βακτθριακζσ πρωτεΐνεσ ClpA, ClpB, ClpC και ClpE κακϊσ και ομολογά τουσ ςτα 
ωυτά (ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ ClpD) και ςτθ ηφμθ (HSP104). Ρι πρωτεΐνεσ τθσ 
κατθγορίασ 2 των HSP100 περιζχουν μόνο μία μονάδα ςφνδεςθσ νουκλεοτιδίων, και 
περιλαμβάνει τισ πρωτεΐνεσ Clp Χ και ClpY (Lee et al., 2007; Martin et al., 2005).  

Ρι πρωτεΐνεσ HSP100 πιςτεφεται πωσ τραβοφν τισ λάκοσ αναδιπλωμζνεσ πρωτεΐνεσ 
μζςα από τον κεντρικό πόρο του εξαμεροφσ δακτυλίου ςε μια ξεδιπλωμζνθ κατάςταςθ, 
επιτρζποντασ ςτισ πρωτεΐνεσ να επαναδιπλωκοφν (Doyle et al, 2007; Schaupp et al., 
2007). Ρ ακριβισ μθχανιςμόσ αναδίπλωςθσ μζςω των HSP100 είναι ακόμα αςαωισ. 
Επιπλζον, οι HSP100 τθσ κατθγορίασ 1 ςυνειςωζρουν ςτθν αποςςυςωμάτωςθ των 
πρωτεϊνϊν (Goloubinoff et al., 1999).  
 

 
1.3.2 Η οικογζνεια HSP70  

Ξία από τισ υψθλότερα ςυντθρθμζνεσ μοριακζσ ςυνοδοφσ είναι οι πρωτεΐνεσ 
HSP70. ΢λεσ οι HSP70 ζχουν μεγάλθ ομολογία μεταξφ τουσ. Θ προκαρυωτικι, που 
ονομάηεται DnaK, εμωανίηει περίπου 60% ομολογία με τθν αλλθλουχία τθσ ευκαρυωτικισ 
HSP70, οι οποίεσ βρίςκονται ςτο κυτταρόπλαςμα και ςτο οργανίδια, όπωσ το ER, τα 
μιτοχόνδρια και οι χλωροπλάςτεσ (Richter et al., 2010).  

Ρι HSP70 αποτελοφνται από δφο διακριτζσ περιοχζσ, μία πολφ ςυντθρθμζνθ 
αμινοτελικι περιοχι περίπου 44 kDa ςτθν οποία υπάρχει μία κζςθ δζςμευςθσ για ATP και 
ζχει αςκενι ενεργότθτα ATPάςθσ και μια λιγότερο ςυντθρθμζνθ καρβοξυτελικι περιοχι 27 
kDa περίπου μζςω τθσ οποίασ οι πρωτεΐνεσ αυτζσ δεςμεφουν τα υποςτρϊματά τουσ (Bukau 
and Horwich, 1998). Θ κζςθ δζςμευςθσ ωιλοξενεί ζνα τμιμα από επτά, υδρόωοβων κυρίωσ, 
καταλοίπων αμινοξζων (Hartl and Hayer-Hartl, 2002; Zhu et al., 1996).  

Ρ ΑΦΤ-εξαρτϊμενοσ κφκλοσ αντίδραςθσ των HSP70 ρυκμίηεται από ςυμπαράγοντεσ. 
Ρι μεγαλφτερεσ κατθγορίεσ των HSP70 ςυμπαραγόντων είναι θ οικογζνεια των HSP40 
(επίςθσ γνωςτι ωσ DnaJ) και κάποιοι παράγοντεσ ανταλλαγισ νουκλεοτιδίων (Kampinga 
and Craig, 2010; Mayer, 2010). 

Θ οικογζνεια HSP70 είναι αρκετά ποικιλόμορωθ και περιλαμβάνει πολλζσ 
πρωτεΐνεσ που εκωράηονται κάτω από ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ αφξθςθσ κακϊσ και 
πρωτεΐνεσ που επάγονται φςτερα από ςτρεσ. Ρι πρωτεΐνεσ αυτζσ μπορεί να επιτελοφν 
επικαλυπτόμενεσ ι μοναδικζσ λειτουργίεσ ςε διαωορετικά κυτταρικά διαμερίςματα και 
είναι βαςικοί παράγοντεσ αναδίπλωςθσ των πρωτεϊνϊν και ελζγχου τθσ πρωτεόςταςθσ 
(Fink 1999; Mayer and Bukau, 2005). Ρι πρωτεΐνεσ τθσ οικογζνειασ αυτισ εμπλζκονται ςε 
ζνα μεγάλο αρικμό κυτταρικϊν διεργαςιϊν. Μάτω από ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, οι HSP70s 
εμπλζκονται ςτθν de novo αναδίπλωςθ των πρωτεϊνϊν, ςτθ μεταωορά πρωτεϊνϊν από και 
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προσ τον πυρινα και ςτθ ςυγκρότθςθ των ριβοςωμάτων. Υε ςυνκικεσ καταπόνθςθσ 
εμποδίηουν τθ ςυςςωμάτωςθ των πρωτεϊνϊν που ζχουν χάςει τθν αναδίπλωςι τουσ ενϊ 
μποροφν ακόμθ και να αναδιπλϊςουν τισ ςυςςωματωμζνεσ πρωτεΐνεσ (Su and  Li, 2008; 
Mayer and  Bukau, 2005). 
 
 
1.3.3 Η οικογζνεια HSP60  

Θ οικογζνεια HSP60s, που ονομάηονται επίςθσ τςαπερονίνεσ, περιλαμβάνει δφο 
ομάδεσ μορίων (Kaufman, 1999): Ρι τςαπερονίνεσ τθσ ομάδασ Ι (γνωςτζσ ωσ HSP60s ςτουσ 
ευκαρυϊτεσ και GroEL ςτα βακτιρια) ζχουν επταμελείσ δακτυλίουσ, απαντϊνται ςτα 
βακτιρια, τα μιτοχόνδρια και τουσ χλωροπλάςτεσ, και ςυνεργάηονται με ομοεπταμερισ 
ςυμπαράγοντεσ τθσ οικογζνειασ πρωτεϊνϊν Θsp10 (GroES ςτα βακτιρια) (Horwich and 
Fenton, 2009; Spiess et al., 2004). Ρι τςαπερονίνεσ τθσ ομάδασ II (TRiC, επίςθσ γνωςτι ωσ 
CCT) βρίςκονται ςτα αρχαία και ςτο κυτταρόπλαςμα των ευκαρυωτϊν ζχουν ςυνικωσ 
οκταμελείσ δακτυλίουσ και είναι ανεξάρτθτοι από τουσ Θsp10 παράγοντεσ (Munoz et al., 
2011; Douglas et al., 2011).  

Ρι τςαπερονίνεσ ςυγκροτοφν μεγάλα ςφμπλοκα διπλϊν δακτυλίων των 800 kDa που 
περικλείουν μία κεντρικι κοιλότθτα. Μάκε δακτφλιοσ περιζχει μία κεντρικι κοιλότθτα ςτθν 
οποία εγκλείονται πρωτεΐνεσ με λανκαςμζνθ διαμόρωωςθ με μία διαδικαςία που απαιτεί 
τθν παρουςία ATP (Horwich et al., 2007). Ρι HSP60s δεςμεφουν αρχικά τισ πρωτεΐνεσ με 
λανκαςμζνθ διαμόρωωςθ μζςω των υδρόωοβων επαωϊν και ςτθ ςυνζχεια τα 
υποςτρϊματα αυτά μετατοπίηονται εντόσ τθσ κεντρικισ κοιλότθτασ όπου αναδιπλϊνονται 
και προςτατεφονται από τθ ςυςςωμάτωςθ με άλλεσ πρωτεΐνεσ. Θ GroEL περικλείει ζνα 
πρωτεϊνικό μόριο ανά κοιλότθτα και εν ςυνεχεία, θ κοιλότθτα κλείνει από τθ ςφνδεςθ του 
ςυμπαράγοντα GroES παρουςία ΑΦΤ (Todd et al, 1994; Horwich et al., 2006) 

Ζχει αποδειχκεί πωσ οι τςαπερονίνεσ είναι ςθμαντικζσ ςτθν παροχι βοικειασ 
ςε πρωτεΐνεσ πλαςτιδίων όπωσ θ Rubisco (Wang et al., 2004). Ρριςμζνεσ μελζτεσ 
επιςθμαίνουν ότι αυτι θ κατθγορία πρωτεϊνϊν κα μποροφςε να εμπλζκεται ςτθν 
αναδίπλωςθ και τθν ςυςςωμάτωςθ πολλϊν πρωτεϊνϊν που μεταωζρονται ςε 
οργανιδία, όπωσ οι χλωροπλάςτεσ και τα μιτοχόνδρια (Lubben et al., 1989). Υυγκεκριμζνα, 
οι HSP60 δεςμεφονται με διαωορετικοφσ τφπουσ πρωτεϊνϊν μετά τθ μεταγραωι τουσ και 
πριν από τθν αναδίπλωςθ τουσ για τθν αποτροπι τθσ ςυςςωμάτωςισ (Parsell και Lindquist, 
1993). Από λειτουργικισ άποψθσ, οι τςαπερονίνεσ είναι περιοριςμζνεσ ςτα ωυτά όπου οι 
τςαπερονίνεσ του ςτρϊματοσ δρουν για τθν επίτευξθ τθσ λειτουργικισ διαμόρωωςθσ των 
πρωτεϊνϊν που ζχουν ειςαχκεί πρόςωατα ςτουσ χλωροπλάςτεσ (Jackson-Constan et al., 
2001). 
 
 
1.3.4 Η οικογζνεια των μικρϊν κερμοεπαγόμενων πρωτεϊνϊν (sHSPs) 

Ρι sHps παίηουν ζνα πολφ ςθμαντικό ρόλο ςτθν άμυνα των οργανιςμϊν κατά τθ 
διάρκεια ςτρεςογόνων καταςτάςεων ενϊ προςτατεφουν τισ πρωτεΐνεσ από τθ μθ 
αντιςτρεπτι ςυςςωμάτωςθ. Ρι sHps απαντϊνται ςε αρκετά υποκυτταρικά οργανίδια όπου 
θ ικανότθτά τουσ να προςδζνονται ςτισ πρωτεΐνεσ και να τισ προςτατεφουν είναι μείηονοσ 
ςθμαςίασ για το δίκτυο των μοριακϊν ςυνοδϊν. Φο μοριακό τουσ βάροσ ποικίλει από 12-43 
kDa ενϊ ςυγκροτοφν δυναμικά ολιγομερι. Tα sHps μονομερι ζχουν μια κοινι περιοχι α-
κρυςτάλλινθσ ςτο C-τελικό άκρο θ οποία περιζχει 80-100 κατάλοιπα αμινοξζων και είναι 
πλοφςια ςε β-ωφλλα που είναι υπεφκυνα για το ςχθματιςμό των διμερϊν (Seo et al., 2006; 
Sun and MacRae, 2005). 

Φα ολιγομερι των sHSPs μποροφν να ωτάςουν και τα 800 kDa και είναι αποτζλεςμα 
αλλθλεπίδραςθσ των επικρατειϊν α-κρυςταλλίνθσ δφο μονομερϊν ςχθματίηοντασ ζνα 
διμερζσ. Ρι sHSPs ωωςωορυλιϊνονται και αυτό οδθγεί ςε μια αλλαγι τθσ κατάςταςθσ των 
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ςυγκροτθμζνων ολιγομερϊν τουσ και κατ’ επζκταςθ τθσ βιολογικισ τουσ δράςθσ. Ρ 
ολιγομεριςμόσ των sHSPs είναι απαραίτθτοσ για τθν αλλθλεπίδραςθ τουσ με το υπόςτρωμα 
και τθν δράςθ μοριακοφ ςυνοδοφ, αν και ο ρόλοσ κάκε ολιγομεροφσ διαωζρει ανάμεςα ςτισ 
sHSPs. (Acunzo et al., 2012). 

Ξία από τισ χαρακτθριςτικζσ λειτουργίεσ αυτισ τθσ τάξθσ είναι θ αποδόμθςθ των 
πρωτεϊνϊν που ζχουν ακατάλλθλθ αναδίπλωςθ. Ζνα άλλο χαρακτθριςτικό που διακρίνει 
τισ sHSPs από άλλεσ κατθγορίεσ μοριακϊν ςυνοδϊν είναι ότι θ δράςθ τουσ είναι 
ανεξάρτθτθ από το ΑΦΤ (Miernyk, 1999). 

Ρι sHSPs δεν μποροφν να ξαναναδιπλϊςουν τισ λάκοσ αναδιπλωμζνεσ πρωτεΐνεσ, 
αλλά μποροφν να δεςμεφουν τισ μερικά διπλωμζνεσ ι αποδιαταγμζνεσ πρωτεΐνεσ 
υποςτρϊματα, αποτρζποντασ τθν ςυςςωμάτωςθ των πρωτεϊνϊν (Haslbeck et al., 2005; 
McHaourab et al., 2009). Ρι πρωτεΐνεσ υποςτρϊματα πιςτεφεται ότι είναι ςε τθγμζνθ 
ςωαιρικι ωάςθ, θ αποδιάταξθ τουσ είναι θμιτελισ και θ δευτεροταγι τουσ δομι 
παραμζνει. Θ εξαιρειτικά αργοφ ρυκμοφ απελευκζρωςθ των πρωτεϊνϊν που δεςμεφουν, 
ζχει οδθγιςει ςτθν διαπίςτωςθ ότι λειτουργοφν ωσ δεξαμενζσ μθ διπλωμζνων 
πολυπεπτιδίων. Επίςθσ, ζχει δειχκεί ότι, μετά τθν απομάκρυνςθ του ςτρεσ οι sHps 
ςυνεργάηονται με μοριακζσ ςυνοδοφσ, όπωσ οι HSP70 και HSP100 πρωτεΐνεσ, με 
αποτζλεςμα τθν απελευκζρωςθ του πεπτιδίου ςτόχου και τθν ΑΦΤ–εξαρτϊμενθ 
αναδίπλωςι του (Mogk et al., 2003; Lee et al., 1997). 

Αν και ο τρόποσ δράςθσ τουσ δεν ζχει κακοριςτεί πλιρωσ, οι sHps προςδίδουν ςτα 
κφτταρα μία διαδοχικά αυξανόμενθ ανκεκτικότθτα ςτθ κερμότθτα κακϊσ και ςε άλλεσ 
καταςτάςεισ ςτρεσ. Φο αποτζλεςμα είναι ότι θ επιβίωςθ κάτω από ςυνκικεσ ςτρεσ 
ενιςχφεται, πικανότατα επειδι αποτρζπεται θ μθ αντιςτρεπτι ςυςςωμάτωςθ των 
αποδιαταγμζνων πρωτεϊνϊν. (MacRae, 2000). 
 
 
1.3.5 Η οικογζνεια HSP90  

Θ κερμοεπαγόμενθ πρωτεΐνθ 90 (HSP90) είναι μια υψθλά ςυντθρθμζνθ μοριακι 
ςυνοδόσ θ οποία διευκολφνει τθν ωρίμανςθ ενόσ πλικουσ πρωτεϊνϊν (γνωςτζσ ωσ πελάτεσ) 
όταν βρίςκονται κοντά ςτθν απόκτθςθ τθσ ϊριμθσ διαμόρωωςισ τουσ. Φα υποςτρϊματα 
αυτά αποτελοφνται κατά κφριο λόγο από μεταωορείσ μοριακϊν ςινιάλων, όπωσ 
πρωτεϊνικζσ κινάςεσ και υποδοχείσ ςτεροειδϊν ορμονϊν που καταλαμβάνουν κεντρικζσ 
κζςεισ ςε πολλά βιολογικά δίκτυα κακϊσ εμπλζκονται ςτον ζλεγχο τθσ κυτταρικισ 
ομοιόςταςθσ, τον πολλαπλαςιαςμό, τθν διαωοροποίθςθ και τθν απόπτωςθ (Εικόνα 1.5) 
(Pearl and Prodromou, 2006; Richter and Buchner, 2006). Ωσ εκ τοφτου, θ HSP90 αποτελεί 
μόριο κλειδί για τθν ρφκμιςθ ποικίλων κυτταρικϊν λειτουργιϊν, ουςιαςτικϊν για τθν 
επιβίωςθ ενόσ οργανιςμοφ και αςκεί ιςχυρζσ επιδράςεισ ςτθν βιολογία των οργανιςμϊν, 
τισ αςκζνειεσ κακϊσ και τισ εξελικτικζσ διαδικαςίεσ. 

Θ HSP90 είναι μία από τισ πιο ςυντθρθμζνεσ HSPs. Ρμόλογα γονίδια HSP90 
ςυναντϊνται από τα βακτιρια μζχρι και τον άνκρωπο, ενϊ θ πρωτεΐνθ HSP90 αποτελεί το 
1-2% των κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν ενόσ κυττάρου ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, με το 
ποςοςτό να ανεβαίνει ςε ςυνκικεσ ςτρεσ, όπωσ θ απότομθ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ 
κακϊσ αποτελεί βαςικό ςυςτατικό τθσ απόκριςθσ ςτο κερμικό ςοκ. Υε ςυνκικεσ ςτρεσ 
παρατθρείται υπερζκωραςθ των HSP90 γονιδίων κακϊσ απαιτοφνται υψθλζσ 
ςυγκεντρϊςεισ τθσ HSP90 για τθ ςωςτι επαναδίπλωςθ των αποδιαταγμζνων πρωτεϊνϊν, 
ενϊ ςε κανονικζσ ςυνκικεσ θ HSP90 είναι αναγκαία για τθ ρφκμιςθ τθσ αναδίπλωςθσ ενόσ 
μεγάλου ςυνόλου πρωτεϊνικϊν υποςτρωμάτων κακϊσ ο ρόλοσ τθσ εκτείνεται πολφ πζρα 
από τθν ανοχι του ςτρεσ (Krukenberg et al. 2011; Welch and Feramisco, 1982). Αυτι θ 
αωκονία κακϊσ και το γεγονόσ ότι ςτουσ περιςςότερουσ οργανιςμοφσ είναι απαραίτθτθ για 
τθ βιωςιμότθτά τουσ, υποδθλϊνουν το ςθμαντικό βιολογικό ρόλο τθσ πρωτεΐνθσ αυτισ. 
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Θ μοριακι αυτι ςυνοδόσ είναι ιδιαίτερθ με διάωορουσ τρόπουσ. Σρϊτον, δεν 
κατζχει τόςο ετερόκλθτο ωάςμα υποςτρωμάτων όπωσ θ GroE ι θ HSP70 (Picard, 2002; Pratt 
and Toft, 2003; Smith, 1998). Δεφτερον, δεν δεςμεφει ξεδιπλωμζνεσ πρωτεΐνεσ, αλλά  
πρωτεΐνεσ με ςχεδόν ϊριμθ διαμόρωωςθ (Jakob et al., 1995) γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι 
ωριμάηει ζνα περιοριςμζνο ςφνολο πρωτεϊνϊν που καταλαμβάνουν μεταςτακείσ 
διαμορωϊςεισ κατά τα τελευταία ςτάδια αναδίπλωςισ τουσ. Φρίτον, ωαίνεται να ζχει 
εξελιχκεί από ζνα απλοϊκό ςφςτθμα ςτουσ προκαρυϊτεσ ςτον πιο εξελιγμζνο μθχανιςμό 
μοριακϊν ςυνοδϊν ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα, ο οποίοσ ςυνεργάηεται με μια μεγάλθ ςειρά 
από βοθκθτικά μόρια που ςυνδζονται με μια κακοριςμζνθ διάταξθ κατά τθ διάρκεια του 
κφκλου δράςθσ τθσ μοριακισ ςυνοδοφ (Εικόνα 1.5) (Li et al, 2011; Wandinger et al, 2008; 
Taipale et al, 2010; Pearl and Prodromou, 2006). 

Θ HSP90 αποτελεί ζνα κομβικό ςτοιχείο τθσ πρωτεϊνικισ ομοιόςταςθσ 
(πρωτεόςταςθσ) θ οποία ελζγχει πολλά ςθμαντικά ςθματοδοτικά μονοπάτια ςτα 
ευκαρυωτικά κφτταρα (Taipale et al, 2010). Ματά ςυνζπεια, θ HSP90 εμπλζκεται μεταξφ 
άλλων ςτθν εξζλιξθ του κυτταρικοφ κφκλου, τθ ςυντιρθςθ των τελομερϊν, τθν απόπτωςθ, 
τθν μεταγωγι ςιματοσ τθσ μίτωςθσ, τθν μεταωορά μζςω κυςτιδίων, τθν ενδογενι ανοςία 
και τθν ςτοχευμζνθ πρωτεϊνικι αποδόμθςθ. Σράγματι, θ εξζλιξθ και θ ςυντιρθςθ αυτϊν 
των λειτουργικϊν δικτφων κεωρείται ότι εξαρτϊνται από τθν ικανότθτα τθσ HSP90 ςτθν 
ρφκμιςθ των επιπτϊςεων των μεταλλάξεων οι οποίεσ αποςτακεροποιοφν δομικά τα 
υποκείμενα πρωτεϊνικά ςφμπλοκα, επιτρζποντασ ζτςι τθν απόκτθςθ νζων χαρακτθριςτικϊν. 
Ωσ εκ τοφτου, θ HSP90 ενζχεται ςτον ωαινοτυπικό κακοριςμό, όπωσ ζχουν δείξει μελζτεσ 
ςτθν D. melanogaster (Rutherford και Lindquist 1998, Specchia et al. 2010), ενϊ παράλλθλα 
ανοίγει νζουσ ορίηοντεσ για τθν κεραπεία του καρκίνου, αποτελϊντασ θ ίδια θ πρωτεΐνθ 
ωαρμακευτικό ςτόχο (Jhaveri et al. 2012). Άλλοσ ζνασ βιολογικόσ ρόλοσ τθσ HSP90 είναι θ 
ςωςτι ςφνκεςθ και θ διατιρθςθ πρωτεϊνικϊν ςυμπλόκων όπωσ των μικρϊν 
ριβονουκλεοπρωτεϊνικϊν ςωματιδίων (snoRNPs), τθσ RNA πολυμεράςθσ ΙΙ, των κιναςϊν 
που ςχετίηονται με τισ κινάςεσ τθσ 3-ωωςωατιδιλοϊνοςιτόλθσ (PIKK), του ςυμπλόκου των 
τελομερϊν, των ςυμπλόκων RISC και του πρωτεαςϊματοσ. Ωσ εκ τουτου, θ HSP90 
ςυμμετζχει και ςε πλθκϊρα άλλων ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν όπωσ είναι αυτό τθσ RNA 
ςίγθςθσ και τθσ αποδόμθςθσ των πρωτεϊνϊν μζςω του πρωτεαςϊματοσ (Makhnevych and 
Houry 2012).  

Ρι διάωοροι μοριακοί ςυνοδοί ακολουκοφν ξεχωριςτζσ ςτρατθγικζσ αναδίπλωςθσ 
των πρωτεϊνϊν. Ζτςι και θ πρωτεΐνθ HSP90 ωσ μοριακι ςυνοδόσ ακολουκεί τθ δικι τθσ. Σιο 
ςυγκεκριμζνα θ HSP90 προςδζνεται ςτα υποςτρϊματά τθσ που δεν είναι άλλα από 
πρωτεΐνεσ που είναι κοντά ςτο να αποκτιςουν τθ ωυςιολογικι ςτερεοδιαμόρωωςι τουσ. 
Σαράλλθλα με αυτιν τθν ςτρατθγικι θ κυτταροπλαςματικι HSP90 λειτουργεί ωσ μζροσ 
ενόσ ςυμπλόκου αναδίπλωςθσ όπου θ HSP90 δρα μετά τθν HSP70 και χρθςιμοποιεί τθν 
ενζργεια που παράγεται από τθν δζςμευςθ και τθν υδρόλυςθ του ΑΦΤ για τθν δομικι 
ωρίμανςθ και διαμορωωτικι ρφκμιςθ πολυάρικμων πρωτεϊνϊν και τθν εγκακίδρυςθ τθσ 
ενδογενοφσ και προςαρμοςτικισ ανοςίασ (McClellan, et al. 2007). Για τον λόγο αυτό, θ 
HSP90 αλλθλεπιδρά με πολλοφσ ρυκμιςτζσ και με περιςςότερεσ από 20 ςυν-τςαπερόνεσ 
πολλζσ από τισ οποίεσ περιζχουν περιοχζσ επαναλιψεων τετρατρικοπεπτιδίων (TPR) για να 
δεςμεφονται επάνω ςτθν HSP90, κακοδθγοφν τθν αναγνϊριςθ των πρωτεϊνϊν-πελατϊν και 
ρυκμίηουν τισ βιοχθμικζσ δραςτθριότθτζσ τθσ. Αυτζσ οι δραςτθριότθτεσ ςυνδζονται ςτενά 
με τισ περιβαλλοντικζσ διαταραχζσ. 

Θ HSP90 υπόκειται ςε ςθμαντικό βακμό βιοχθμικισ ρφκμιςθσ. Εκτόσ από τθν 
δζςμευςθ και υδρόλυςθ του ΑΦΤ, οι αλλθλεπιδράςεισ τθσ με διαωορετικοφσ βοθκθτικοφσ 
παράγοντεσ διευκφνουν τον κφκλο δράςθσ τθσ. Επιπλζον, τόςο θ HSP90 όςο και οι ςυν-
τςαπερόνεσ ρυκμίηονται περαιτζρω από μετα-μεταωραςτικζσ τροποποιιςεισ. Αυτζσ είναι: θ 
ωωςωορυλίωςθ, θ ακετυλίωςθ, θ S-νιτροςιλίωςθ, θ οξείδωςθ και θ ουβικιτινίωςθ. Θ HSP90 
κεωρείται ότι είναι μία ωωςωοπρωτεΐνθ, αωοφ μζχρι ςτιγμισ ζχει βρεκεί ότι 
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ωωςωορυλιϊνονται 12 κατάλοιπα τθσ HSP90β και 14 τθσ HSP90α ιςομορωισ του ανκρϊπου 
(Mollapour and Neckers 2012). 
 
 
1.3.5.α Φυλογζνεςθ τθσ HSP90 

Θ οικογζνεια κερμοεπαγόμενων  πρωτεϊνϊν HSP90 είναι εξαιρετικά ςυντθρθμζνθ. 
Ξε εξαίρεςθ το αρχαία, οργανιςμοί ςε όλα τα βαςίλεια τθσ ηωισ ζχουν ζνα ι περιςςότερα 
γονίδια που κωδικοποιοφν τθν HSP90. Θ οικογζνεια HSP90 μπορεί να διαιρεκεί ςε πζντε 
υποοικογζνειεσ: τισ κυτταροπλαςματικζσ HSP90A, τισ HSP90B που εντοπίηονται ςτο 
ενδοπλαςματικό δίκτυο (ER), τισ HSP90C των χλωροπλαςτϊν, τισ μιτοχονδριακζσ πρωτεΐνεσ 
TRAP που ςχετίηονται με τισ TNFR και τισ βακτθριακζσ πρωτεΐνεσ G υψθλισ κερμοκραςίασ 
(HtpG) (Εικόνα 1.3, θ κλίμακα αντιπροςωπεφει γενετικι απόςταςθ) (Chen et al., 2006). Θ 
HtpG βρίςκεται ςτα περιςςότερα βακτθριακά είδθ, αλλά, ςε αντίκεςθ με τα ευκαρυωτικά 
ομολόγά τθσ, δεν είναι απαραίτθτο γονίδιο ςε μθ ςτρεςογόνεσ ςυνκικεσ και ζχει μζτριεσ 
μόνο επιδράςεισ ςτθν ανάπτυξθ του οργανιςμοφ ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 1.3: Φυλογενετικι εξζλιξθ τθσ HSP90 υπεροικογζνειασ. 
 
 

Ρι τζςςερισ ευκαρυωτικζσ HSP90 υποοικογζνειεσ εξελίχκθκαν από μια HtpG 
ομοιάηουςα ομάδα. Θ οικογζνεια TRAP των μιτοχονδριακϊν HSP90 είναι πιο ςτενά 
ςυνδεδεμζνθ με τθν βακτθριακι ομάδα HtpG, ωςτόςο, είναι απίκανο να είναι να ζχει 
προκφψει από ενδοςυμβίωςθ. Αντ 'αυτοφ, ωαίνεται να ζχει εξελιχκεί ανεξάρτθτα από τισ 
οικογζνειεσ HSP90A, HSP90B και HSP90C κατά τισ αρχζσ τθσ εξζλιξθσ των ευκαρυωτϊν. Θ 
λειτουργία τθσ TRAP είναι ελάχιςτα κατανοθτι, αλλά θ ανκρϊπινθ TRAP ζχει αποδειχκεί ότι 
προςτατεφει τα κφτταρα από το οξειδωτικό ςτρεσ που προκαλείται από τθν απόπτωςθ 
(Pridgeon et al., 2007). 
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Ρι πρωτεΐνεσ HSP90B που εντοπίηονται ςτο ER, γνωςτζσ ωσ GRP94 ςτον άνκρωπο, 
παίηουν ρόλο ςτον ποιοτικό ζλεγχο των πρωτεϊνϊν ER. ΢λα τα γνωςτά υποςτρϊματα των 
GRP94 δρουν ςε μονοπάτια εκκρίςεωσ ι βρίςκονται ςτθν κυτταρικι επιωάνεια (Yang et al., 
2005). Θ GRP94 επάγεται ιςχυρά από διαταραχζσ τθσ πρωτεϊνικισ ομοιόςταςθσ ςτο ER. 
Επιπλζον, ωαίνεται πωσ οι οικογζνειεσ HSP90A του κυτταροπλάςματοσ και οι HSP90C των 
χλωροπλαςτϊν προζκυψαν από τθν ομάδα HSP90B του ER. 

Θ ομάδα HSP90A είναι θ μεγαλφτερθ, θ πιο διαδεδομζνθ και θ πιο καλά 
μελετθμζνθ από τισ υποοικογζνειεσ των HSP90. Εξελικτικά πρόςωατα πανομοιότυπα 
γεγονότα ζχουν οδθγιςει ςε πολλαπλά γονίδια που κωδικοποιοφν κυτταροπλαςματικζσ 
HSP90 ςε πολλοφσ οργανιςμοφσ. Για παράδειγμα, τα περιςςότερα ςπονδυλωτά ζχουν δφο 
γονίδια που κωδικοποιοφν τθν HSP90: τα HSP90AA/1 και HSP90AB/1. Ρι λειτουργίεσ αυτϊν 
των παραλόγων είναι εξαιρετικά επικαλυπτόμενεσ, αν και ζχουν αναωερκεί μερικζσ 
λειτουργίεσ που επιτελοφνται από εξειδικευμζνα παράλογα (Eustace et al., 2004). 
 
 
1.3.5.β Κυτταρικι τοποκζτιςθ 

Θ HSP90 είναι μια μεγάλθ διμερισ πρωτεΐνθ που βρίςκεται ςχεδόν ςε κάκε 
διαμζριςμα των ευκαρυωτικϊν κυττάρων, όπωσ τα μιτοχόνδρια, οι χλωροπλάςτεσ και το 
ενδοπλαςματικό δίκτυο. Σράγματι, τα περιςςότεροι ευκαρυωτικά γονιδιϊματα 
κωδικοποιοφν πολλαπλζσ πρωτεΐνεσ HSP90 ειδικζσ για ςυγκεκριμζνα υποκυτταρικά 
διαμερίςματα, που προζκυψαν νωρίσ ςτθν πορεία τθσ εξζλιξθσ (Εικόνα 1.3). Ξολονότι είναι 
δομικά παρόμοιεσ με τισ κυτταροπλαςματικζσ HSP90, ζχουν διαωορετικζσ κυτταρικζσ 
λειτουργίεσ και είναι πικανό να παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτθν υγεία των οργανιςμϊν. 

Θ HSP90 είναι μία από τισ πιο άωκονεσ πρωτεΐνεσ ςτο κυτταρόπλαςμα. Ρριςμζνεσ 
HSP90 μετατοπίηονται ςτον πυρινα ςε απόκριςθ ςτο ςτρεσ και άλλα ερεκίςματα αν και δεν 
υπάρχει κάποιο ομόλογό τθσ ειδικά εντοπιςμζνο ςτον πυρινα (Pratt and Toft, 1997; Akner 
et al., 1992; Biggiogera et al., 1996; Langer et al., 2003). Ρι κυτταροπλαςματικζσ HSP90 
μποροφν επίςθσ να μεταωερκοφν ςε υποκυτταρικά οργανίδια (πχ μιτοχόνδρια) ι άλλα μζρθ 
του κυττάρου. Για παράδειγμα, ζχουν ανιχνευκεί ςτον εξωκυττάριο χϊρο, όπου ενεργοφν 
για τθν διαμορωωτικι ωρίμανςθ τθσ μεταλλοπρωτεϊνάςθσ 2, μεςολαβϊντασ ςτθν 
διειςδυτικότθτα των καρκινικϊν κυττάρων.  
 
 
1.3.5.γ Δομι τθσ HSP90 πρωτεΐνθσ 

Σρόςωατεσ μελζτεσ ζχουν αποςαωθνίςει τισ δομζσ τθσ HSP90 των βακτθρίων (Shiau 
et al., 2006; Ali et al., 2006), τθσ ηφμθσ και των κθλαςτικϊν (Dollins et al., 2007). Θ γενικι 
αρχιτεκτονικι των δομικϊν περιοχϊν τθσ είναι παρόμοιεσ, αλλά υπάρχουν κάποιεσ επί 
μζρουσ διαωοροποιιςεισ όςον αωορά τισ υποπεριοχζσ που τισ απαρτίηουν. 

Θ HSP90 παρουςιάηει δομικι ομολογία με άλλεσ ΑΦΤάςεσ τθσ GHKl 
υπεροικογζνειασ. Υτθν ενεργό τθσ μορωι θ HSP90 είναι διμερζσ. Θ HSP90 αποτελείται από 
τρεισ λειτουργικζσ περιοχζσ: κάκε μονομερζσ του HSP90 διμεροφσ ζχει μία άκρωσ 
ςυντθρθμζνθ Ο-τελικι περιοχι με ενεργότθτα ATPάςθσ (NTD) ςυνδεδεμζνθ με μια μεςαία 
περιοχι (MD) θ οποία εμπλζκεται ςτθν υδρόλυςθ του ΑΦΤ και τθν δζςμευςθ του 
υποςτρϊματοσ και των βοθκθτικϊν μορίων 41, που ακολουκείται από μια C-τελικι περιοχι 
διμεριςμοφ (CTD) (Εικόνα 1.4) (Caplan, 1999; Pearl and Prodromou, 2000).  

Θ ενδογενισ ενεργότθτα ATPαςθσ τθσ HSP90 βρίςκεται ςτο αμινοτελικό άκρο τθσ 
πρωτεΐνθσ με τα κατάλοιπα Asp79 και Glu33 να ζχουν κφριο ρόλο ςτθν πρόςδεςθ του ATP 
και ςτθν υδρόλυςι του αντίςτοιχα (Panaretou et al., 1998). Ζτςι, θ HSP90 δεςμεφει ATP ςτο 
NTD, το οποίο υδρολφεται ςτθν ςυνζχεια ζπειτα από τθν αλλθλεπίδραςι τθσ με τουσ 
πελάτεσ και με οριςμζνεσ ςυν-ςυντςαπερόνεσ. Δομικά μθ ςχετιηόμενοι ωυςικοί αναςτολείσ 
τθσ HSP90 μποροφν να εκτοπίςουν το ΑΦΤ και  να εμποδίςουν τθν λειτουργία τθσ HSP90 με 
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υψθλι εξειδίκευςθ (Dollins et al., 2007). Θ υψθλι ςυντιρθςθ τθσ κζςθσ ςφνδεςθσ του ΑΦΤ 
επιτρζπει ςε αυτοφσ τουσ αναςτολείσ να χρθςιμεφςουν ωσ εξαιρετικά χριςιμα εργαλεία για 
τθν ανίχνευςθ τθσ λειτουργίασ τθσ HSP90 από τα ωυτά μζχρι τα ηϊα και τουσ μφκθτεσ. 
Επιπλζον, ςτο HSP90 διμερζσ, μια ςτακεροποιθτικι αλλθλεπίδραςθ με το Ο-τελικό άκρο 
του απζναντι μονομεροφσ προάγει τθν δραςτικότθτα (Cunningham et al., 2008).. 

Θ μεςαία περιοχι πιςτεφεται ότι ζχει ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτθν αναγνϊριςθ και 
τθν δζςμευςθ των υποςτρωμάτων. Θ μεςαία περιοχι είναι ςυνδεδεμζνθ με το NTD 
από ζναν ωορτιςμζνο ςυνδζςμο, ο οποίοσ κατζχει ςθμαντικό ρόλο ςτθν λειτουργία τθσ 
HSP90 (Hainzl et al., 2009; Tsutsumi et al,. 2009). Αυτι θ περιοχι απουςιάηει από τθ 
βακτθριακι HtpG κακϊσ και από το μιτοχονδριακό ομόλογο των κθλαςτικϊν Trap1. 

Θ καρβοξυτελικι επικράτεια είναι λιγότερο ςυντθρθμζνθ ςτθν ακολουκία από τθν 
υπόλοιπθ πρωτεΐνθ και χρθςιμεφει ςτον ομοδιμεριςμό τθσ πρωτεΐνθσ (Harrisτ et al., 2004; 
Minami et al., 1994), με τθ ςυμμετοχι τθσ αμινοτελικισ επικράτειασ (επικράτεια "καπάκι", 
lid domain) ςε οριςμζνεσ ςυνκικεσ (Krukenberg et al., 2011). Φα πζντε κατάλοιπα τθσ C-
τελικισ περιοχισ (Met-Glu-Glu-Val-Asp, το μοτίβο MEEVD) ςυνκζτουν μία εξαιρετικά 
ςυντθρθμζνθ περιοχι δζςμευςθσ (TPR), θ οποία μεςολαβεί ςτθν αλλθλεπίδραςθ με πολλά 
βοθκθτικά ςυνοδά μόρια που ζχουν TPR μοτίβα (Young et al., 1998). 

 
 
Εικόνα 1.4: Οι δομικζσ περιοχισ τθσ 
HSP90 και του κφκλου μοριακοφ 
ςυνοδοφ. (a) Ρι δομικζσ περιοχζσ τθσ 
HSP90, που αποτελείται από μια 
αμινο-τελικι περιοχι (NTD), μια 
μεςαία περιοχι (MD) και μία καρβοξυ-
τελικι περιοχι (CTD). (b) Δομι του 
πλιρουσ μικουσ HSP90 διμεροφσ από 
τθν Escherichia coli, τθν Saccharomyces 
cerevisiae (κυτταροπλαςματικζσ 
αμωότερεσ) και το Canis familiaris 
(GRP94 μια HSP90 ενδοπλαςμικοφ 
δικτφου). Φα χρϊματα υποδεικνφουν 
περιοχζσ από το μζροσ a. (c) Υχθματικι 
αναπαράςταςθ του προτεινόμενου 
διαμορωωτικοφ κφκλου τθσ HSP90 και 
του ρόλου τθσ νουκλεοτιδικισ 
υδρόλυςθσ. Δζςμευςθ τθσ ΑΦΤ οδθγεί 
ςε μία κλειςτι διαμόρωωςθ τθσ HSP90. 
Χδρόλυςθ του ΑΦΤ ςε ADP οδθγεί ςε 
μια δεφτερθ κατάςταςθ που είναι 
δομικά αςαωισ. Θ απομάκρυνςθ του 
ADP αποκακιςτά τθν HSP90 ςτθν 
ανοικτι τθσ διαμόρωωςθ. 

 
 
1.3.5.δ Βοθκθτικά ςυνοδά μόρια τθσ HSP90  

Υτα ευκαρυωτικά κφτταρα, ζχουν ταυτοποιθκεί περιςςότερεσ από 20 ςυν-
τςαπερόνεσ (Εικόνα 1.5). Υε πολλζσ περιπτϊςεισ, ο βιολογικόσ τουσ ρόλοσ παραμζνει ςε 
μεγάλο βακμό άγνωςτοσ. Επιπλζον, οριςμζνεσ ςυν-τςαπερόνεσ (για παράδειγμα θ Cdc37) 
είναι ηωτικισ ςθμαςίασ ςε οριςμζνουσ οργανιςμοφσ, αλλά απουςιάηουν ςε άλλουσ 
(Johnson and Brown, 2009).  

Φα βοθκθτικά ςυνοδά μόρια ρυκμίηουν τθν λειτουργία τθσ HSP90 με τζςςερισ 
τρόπουσ: 1) ςυντονίηουν τθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ τθσ HSP90 και άλλων ςυςτθμάτων 

c 
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μοριακϊν ςυνοδϊν, όπωσ θ HSP70, 2) ενδυναμϊνουν ι αναςτζλλουν τθν δραςτικότθτα 
ΑΦΤάςθσ τθσ HSP90, 3) προςλαμβάνουν ςυγκεκριμζνεσ κατθγορίεσ πελατϊν για τθν HSP90 
και 4) μζςα από τισ ενηυμικζσ τουσ δραςτθριότθτεσ, ςυμβάλουν ςε διάωορεσ πτυχζσ 
του κφκλου δράςθσ τθσ μοριακισ ςυνοδοφ (Taipale et al, 2010). 

Φο μεγαλφτερο υποςφνολο ςυν-τςαπερονϊν είναι αυτζσ που περιζχουν περιοχζσ 
TPR (πχ HOP, CHIP) που δεςμεφονται ςτα μοτίβα MEEVD τθσ HSP90 (Scheufler et al., 2000). 
Αυτι θ κατθγορία βοθκθτικϊν μορίων είναι εξαιρετικά ποικιλόμορωθ, παρά το γεγονόσ  ότι 
ζχει ζνα κοινό μθχανιςμό δζςμευςθσ με τθν HSP90. Ζνασ ιδιαίτερα ςθμαντικόσ ρόλοσ των 
ςυν-τςαπερονϊν που περιζχουν περιοχζσ TPR είναι να διευκολφνουν τθν ςυνεργατικι, 
διαδοχικι δράςθ των HSP40, HSP70 και HSP90 ϊςτε να επιτευχκεί ωρίμανςθ πρωτεϊνϊν 
πελατϊν. Χπάρχουν όμωσ και βοθκθτικά ςυνοδά μόρια τα οποία δεν περιζχουν TPR μοτίβα, 
όπωσ είναι θ p23 (SBA1 ςτθ ηφμθ), θ CDC37 και θ AHA1 (Dittmar et al., 1997; Mayer et al., 
2002; Roe et al., 2004), τα οποία ςυνδζονται ςε άλλεσ κζςεισ με τθν HSP90. 

Σολλζσ ςυν-τςαπερόνεσ είτε αναςτζλλουν τθν δραςτικότθτα ΑΦΤάςθσ τθσ HSP90  
(για παράδειγμα θ HOP, θ Cdc37 και θ p23) (Siligardi et al. 2002; Prodromou et al. (1999). 
είτε τθν ενιςχφουν (για παράδειγμα θ AHA1 και θ Cpr6) (Panaretou et al. 2002; McLaughlin 
et al., 2002), αντανακλϊντασ πικανϊσ τα διαωορετικά ςτάδια του κφκλου δράςθσ τθσ HSP90 
ςτα οποία δρουν. 
 
 
1.3.5.ε Πρωτεΐνεσ-υποςτρϊματα τθσ HSP90 (client proteins) 

Για να κεωρθκεί μία πρωτεΐνθ ωσ υπόςτρωμα τθσ HSP90 κα πρζπει να πλθρεί δφο 
βαςικά κριτιρια. Σρϊτον, κα πρζπει να αλλθλεπιδρά ωυςικά με τθν HSP90. Δεφτερον, θ 
αναςτολι τθσ λειτουργίασ τθσ HSP90 κα πρζπει να οδθγεί ςε χαμθλότερα επίπεδα 
δραςτθκότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ-πελάτθ. Υυνθκζςτερα, το τελευταίο οδθγεί ςε αποδόμθςθ 
μζςω του πρωτεαςϊματοσ, αλλά μπορεί επίςθσ να οδθγιςει ςε ςυςςωμάτωςθ (Xu et al., 
2005). 

Χπάρχουν  δφο κφριεσ κατθγορίεσ πελατϊν τθσ HSP90: οι πρωτεϊνικζσ κινάςεσ και οι 
υποδοχείσ ςτεροειδϊν ορμονϊν (Εικόνα 1.5). Σράγματι, θ HSP90 ανακαλφωκθκε αρχικά 
κατά τον χρωματογραωία ςυγγζνειασ του πρϊτου μοριακά χαρακτθριςμζνου ογκογονιδίου, 
τθσ πρωτεΐνθσ Tyr κινάςθ ν-Src (Taipale et al, 2010). 

Φο καλφτερα μελετθμζνο υπόςτρωμα τθσ HSP90 είναι οι υποδοχείσ των ςτεροειδϊν 
ορμονϊν (Steroid Hormone Receptors, SHRs). Ρ μονομερισ υποδοχζασ των 
γλυκοκορτικοειδϊν και ο υποδοχζασ τθσ προγεςτερόνθσ αλλθλεπιδροφν με τθν HSP90, ενϊ 
είναι προςδεδεμζνοι με τθν HSP70/Hop, και αποκτοφν τθν τελικι δομι ςτθν οποία κα 
προςδεκεί θ ςτεροειδισ ορμόνθ φςτερα από τθν αλλθλεπίδραςι τουσ με τθν HSP90 (Young 
et al., 2001), και υδρόλυςθ του ATP από αυτιν (Grenert et al., 1999). ΢ταν το μόριο του 
υποδοχζα αναδιπλωκεί, τότε απελευκερϊνεται από τθν HSP90, και είτε προςδζνει τθ 
ςτεροειδι ορμόνθ με απόρροια τον ομοδιμεριςμό του και τθν ενεργοποίθςι του, ι 
παραμζνει αςτακισ και αναγνωρίηεται ξανά από τον μθχανιςμό των μοριακϊν ςυνοδϊν 
(Young et al., 2001).  

Επίςθσ, αρκετά καλά μελετθμζνοσ είναι και ο μθχανιςμόσ ωρίμανςθσ μιασ άλλθσ 
ομάδασ υποςτρωμάτων τθσ HSP90 που αποτελείται από ρυκμιςτικζσ κινάςεσ 
ςερίνθσ/κρεονίνθσ και τυροςίνθσ. Φο βοθκθτικό ςυνοδό μόριο CDC37, το οποίο είναι 
ςυντθρθμζνο από το ςακχαρομφκθτα ωσ τα κθλαςτικά, ςυνεργάηεται με τθν HSP90 ςτθν 
αναδίπλωςθ ενόσ ολοζνα αυξανόμενου αρικμοφ τζτοιων κιναςϊν (Richter and Buchner, 
2001) όπωσ θ πρωτεϊνικι κινάςθ Β/ΑΜΦ, θ ΞΑΤ κινάςθ και πολλζσ άλλεσ (Basso et al., 2002; 
Chen et al., 2002; Tatebe and Shiozaki, 2003). 

Σαρά το γεγονόσ ότι οι περιςςότερο μελετθμζνοι πελάτεσ είναι οι υποδοχείσ 
ςτεροειδϊν ορμονϊν και οι πρωτεϊνικζσ κινάςεσ, πολλοί άλλοι ζχουν ανακαλυωκεί, όπωσ ο 
eNOS (García-Cardeña. et al., 1998), θ αντίςτροωθ μεταγραωάςθ τθσ τελομεράςθσ (TERT) 
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(Holt et al.. 1999), μεταγραωικοί παράγοντεσ και πρωτεΐνεσ χρωματίνθσ (όπωσ θ οικογζνεια 
PAS μεταγραωικϊν παραγόντεων, οι  p53, STAT3 και TRITHORAX) (Sato et al., 2003; Tariqet 
al., 2009). ΢λα τα παραπάνω, τοποκετοφν τθν HSP90 ςε πολλοφσ ηωτικοφσ ρυκμιςτικοφσ 
κόμβουσ. 

Υτα ωυτά, θ HSP90 και θ ςυν-τςαπερόνθ SGT1 ςυςχετίηονται με πολλζσ πρωτεΐνεσ 
NLR (nucleotide-binding, leu-rich repeat (LRR)), οι οποίεσ είναι κυτταροπλαςματικοί 
πρωτεϊνικοί αιςκθτιρεσ που απαιτοφνται για τθν ενδογενι ανοςία.  Ρι LRR περιοχζσ τουσ 
αναγνωρίηουν μόρια ςχετιηόμενα με πακογόνα, κάτι που οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ τθσ 
ςθματοδότθςθσ. Θ HSP90 και θ SGT1 απαιτοφνται για τθν ςτακερότθτα του ςυμπλόκου του 
αιςκθτιρα. Υυνεπϊσ, μεταλλάξεισ τθσ HSP90 ι τθσ SGT1, ι αναςτολι τθσ HSP90, μειϊνουν 
τα επίπεδα των πρωτεϊνϊν NLR και κζτουν ςε κίνδυνο τθν ανοςοποιθτικι απόκριςθ ενάντια 
ςε πολλά πακογόνα (Takahashi et al., 2003; Lu et al., 2003). 
 
 

 
Εικόνα 1.5: Η HSP90 ρυκμίηει ποικίλεσ κυτταρικζσ διεργαςίεσ μζςω τθσ αλλθλεπίδραςισ τθσ με τισ 
πρωτεΐνεσ-πελάτεσ τθσ. Υυνεργάηεται με βαςικζσ ςυν-ςυνοδοφσ (όπωσ οι p23, HOP και το ςφςτθμα 
ςυνοδϊν HSP40-HSP70) (πορτοκαλί) και με άλλεσ ςυν-ςυνοδοφσ (πράςινο). Σροςαρμογείσ ςυν-
ςυνοδοί, όπωσ οι Cdc37 και SGT1 ςυνεργάηονται με ζναν περιοριςμζνο αρικμό 
πρωτεϊνϊν ι πρωτεϊνικϊν περιοχϊν (μπλε). Ωςτόςο, για τα περιςςότερα υποςτρϊματα τθσ HSP90, 
δεν είναι γνωςτό το ποιζσ ςυν-ςυνοδοί, εάν υπάρχουν, ςυνδζονται ςτο ςφμπλοκο (υποδεικνφονται 
με ερωτθματικό). 

 
 

Θ  γνϊςθ ςχετικά με τουσ πελάτεσ τθσ HSP90 ζχει αυξθκεί τα τελευταία χρόνια, 
χάρθ κυρίωσ ςε μελζτεσ ςτθν ηφμθ, ςτθν οποία 1.232 πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν ωυςικά ι 
γενετικά με τθν Hsp90 (Breitkreutz et al., 2008). Ξε άλλα λόγια, ~ 20% των πρωτεϊνϊν τθσ 
ηφμθσ επθρεάηονται από τθν λειτουργία τθσ HSP90, κακιςτϊντασ τθν τθν πρωτεΐνθ με τισ 
περιςςότερεσ αλλθλεπιδράςεισ ςτο γονιδίωμα τθσ ηφμθσ. Αυτό ζρχεται ςε πλιρθ αντίκεςθ 
με τθν άποψθ ότι θ HSP90 ζχει περιοριςμζνθ γκάμα υποςτρωμάτων ςε ςχζςθ με άλλεσ 
κατθγορίεσ μοριακϊν ςυνοδϊν όπωσ θ GroEL και θ GroES, οι οποία διαμεςολαβοφν για τθν 
αναδίπλωςθ του ~ 10% των πρωτεϊνϊν ςτθν Ε. coli (Kerner et al., 2005). 

Φο πϊσ θ HSP90 προςλαμβάνει διαωορετικοφσ τφπουσ πρωτεϊνϊν-υποςτρϊματων 
με τθν βοικεια των διαωόρων ςυν-τςαπερονϊν παραμζνει ακόμα αςαωζσ. Θ HSP90 
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ωαίνεται να ζχει αρκετζσ περιοχζσ αλλθλεπίδραςθσ με τα υποςτρϊματα, και θ ιςχφσ τθσ 
δζςμευςθσ ωαίνεται να επθρεάηεται ςε μεγάλο βακμό από τθν δομικι ευελιξία του 
υποςτρϊματοσ (Wandinger et al., 2008). Κςωσ θ ιςχυρότερθ απόδειξθ ότι θ αναγνϊριςθ του 
υποςτρϊματοσ από τθν HSP90 ςχετίηεται με τθν διαμόρωωςθ ι τθν ςτακερότθτα του 
πελάτθ, παρά με τθν πρωτοταγι του αλλθλουχία, προζρχεται από μελζτεσ με ογκογόνεσ 
κινάςεσ (Brugge, 1986; Xu et al., 1999). 
 
 
1.3.5.ςτ HSP90 και εξζλιξθ 

Υτουσ ευκαρυϊτεσ, θ HSP90, μπορεί να επθρεάςει ςθμαντικά τθ ωαινοτυπικι 
εκδιλωςθ τθσ γενετικισ διακφμανςθσ. Θ δεξαμενι τθσ λειτουργίασ τθσ HSP90 μπορεί να 
καλφψει τθν ποικιλομορωία, ζτςι ϊςτε όταν το περιβαλλοντικό ςτρεσ εξαντλεί αυτι τθν 
δεξαμενι, εμωανίηονται ςε οριςμζνα άτομα νζα χαρακτθριςτικά. Υτθν Drosophila 
melanogaster, ςτο Arabidopsis thaliana και ςτο Danio rerio (Zebrafish), τα ειδικά 
χαρακτθριςτικά που παρατθρικθκαν μετά τθν εξάντλθςθ τθσ HSP90 εξαρτϊνταν ςε μεγάλο 
βακμό από το γενετικό υπόβακρο (Cowen and Lindquist, 2005; Rutherford and Lindquist, 
1998; Queitsch et al., 2002; Yeyati et al., 2007; Sangster et al., 2008b). Ξε τθν επζκταςθ των 
μθχανιςμϊν με τουσ οποίουσ θ HSP90 μπορεί να ςυμβάλει ςτθν παραγωγι νζων 
κλθρονομιςιμων ωαινοτφπων, μπορεί να επθρεάςει τθν κλθρονομικότθτα επιγενετικϊν 
χαρακτθριςτικϊν, τθν επαγωγι νζων μεταλλάξεων και ακόμθ και να προκαλζςει 
μεταλλαξιγζνεςθ προκαλοφμενθ από τρανςποηόνια (Sollars et al.,. 2003; Tokuriki and 
Tawfik,  2009; Specchia et al.,  2010). 

Θ HSP90 μπορεί επίςθσ να ενιςχφςει τθ γενετικι παραλλακτικότθτα, επιτρζποντασ 
τθσ να ζχει άμεςα αποτελζςματα. Φα καλφτερα παραδείγματα είναι τα μεταλλαγμζνα 
ογκογονίδια, θ δράςθ των οποίων  ενεργοποιείται άμεςα από τθν HSP90 (Whitesell and 
Lindquist, 2005).  

Φα χαρακτθριςτικά που εξαρτϊνται από τθν HSP90 μποροφν να καταςτοφν 
ανκεκτικά ςτισ περιβαλλοντικζσ αλλαγζσ μζςω τθσ επιλογισ. Αυτό μπορεί να ςυμβεί με τθν 
απόκτθςθ νζων, ιςχυρϊν μεταλλάξεων ι με τθν εκ νζου ςυλλογι και τον εμπλουτιςμό τθσ 
αρχικισ παραλλαγισ (Cowen and Lindquist, 2005; Rutherford and Lindquist, 1998). 
Σροςαρμοςμζνεσ παραλλαγζσ των πρωτεϊνϊν με τροποποιθμζνθ εξάρτθςθ από τισ 
μοριακζσ ςυνοδοφσ μπορεί να δθμιουργθκοφν κατά τθν διάρκεια τθσ πειραματικισ 
εξζλιξθσ, αλλά παραδείγματα τζτοιων παραλλαγϊν ςτθν ωφςθ δεν ζχουν ακόμα 
προςδιοριςτεί (Xu et al., 2005; Stephanou and Latchman, 1999).  
 
 
1.4. Άνκθςθ 

Φο γενικό δομικό ςχζδιο των ωυτϊν εγκακιδρφεται κατά τθ διάρκεια τθσ 
εμβρυογζνεςθσ όταν οι αδιαωοροποίθτεσ μεριςτωματικζσ περιοχζσ τθσ ρίηασ και του 
βλαςτοφ διαχωρίηονται. Ωςτόςο, μεγάλο μζροσ τθσ ωυτικισ ανάπτυξθσ λαμβάνει χϊρα 
μετά τθν εμβρυογζνεςθ, μζςω τθσ επαναλθπτικισ παραγωγισ καταβολϊν οργάνων ςτο 
κορυωαίο μερίςτωμα του βλαςτοφ (ΑΞΒ). Υτα περιςςότερα είδθ το ΑΞΒ αρχικά δθμιουργεί 
τα βλαςτικά όργανα όπωσ τα ωφλλα αλλά ςε κάποιο χρονικό ςθμείο το ΑΞΒ κάνει τθ 
μετάβαςθ ςτθν αναπαραγωγικι ανάπτυξθ και ςτθν παραγωγι των ανκζων (Levy and Dean, 
1998). 
 Αυτι θ αλλαγι ςτθν αναπτυξιακι μοίρα των καταβολϊν που ξεκίνθςε ςτο ΑΞΒ 
ελζγχεται από περιβαλλοντικά και ενδογενι ςιματα (Bernier, 1988; McDaniel et al., 1992). 
Σάντωσ, ςε αντίκεςθ με πολλζσ αναπτυξιακζσ μεταβάςεισ ςτα ηϊα, το ΑΞΒ των ωυτϊν δεν 
είναι μθ αντιςτρεπτά δεςμευμζνο ςτθν αναπαραγωγικι ανάπτυξθ από τθν ςτιγμι που κα 
ξεκινιςει θ άνκθςθ. Υε οριςμζνα είδθ και γονοτφπουσ, υπό οριςμζνεσ περιβαλλοντικζσ 
ςυνκικεσ, οι βλαςτοί των ωφλλων ςχθματίηονται μετά τα άνκθ με ζνα ωαινόμενο γνωςτό 
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ωσ αντιςτροωι τθσ άνκθςθσ (inflorescence reversion) (Battey and R.F. Lyndon, 1990; 
Pouteau et al., 1997). Αυτι θ παρατιρθςθ υποδεικνφει ότι τα γονίδια και οι διαδικαςίεσ 
που εμπλζκονται ςτθ μετάβαςθ ςτθν άνκθςθ απαιτοφνται τόςο ςτθν ζναρξθ όςο και ςτθν 
διατιρθςθ τθσ αναπαραγωγικισ ανάπτυξθσ (Εικόνα 1.6).  
 Επειδι πολλά είδθ πρζπει να ωτάςουν μία οριςμζνθ θλικία ι μζγεκοσ πριν να 
μπορζςουν να ανκίςουν, το βλαςτικό μερίςτωμα κεωρείται ότι πρϊτα διζρχεται από μία 
νεανικι ωάςθ ςτθν οποία είναι ανίκανο να αποκρίνεται ςε ενδογενι ι εξωγενι ςιματα που 
κα προκαλοφςαν τθν άνκθςθ ςε ζνα ϊριμο μερίςτωμα (Lawson and Poethig, 1995). Θ 
πλειοψθωία των ωυτϊν χρθςιμοποιοφν περιβαλλοντικά ερεκίςματα για τθ ρφκμιςθ τθσ 
μετάβαςθσ ςτθν άνκθςθ, επειδι όλα τα άτομα ενόσ είδουσ πρζπει να ανκίςουν 
ςυγχρονιςμζνα για επιτυχι ετερομιξία και επειδι όλα τα είδθ πρζπει να ςυμπλθρϊςουν 
τθν αναπαραγωγι τουσ υπό ευνοϊκζσ ςυνκικεσ. Ρποιεςδιποτε περιβαλλοντικζσ 
μεταβλθτζσ παρουςιάηουν τακτικζσ εποχιακζσ αλλαγζσ αποτελοφν δυνθτικοφσ παράγοντεσ 
που ελζγχουν τθ μετάβαςθ ςτθν άνκθςθ (Εικόνα 1.7). Ρι περιβαλλοντικοί παράγοντεσ 
γίνονται αντιλθπτοί από διάωορα μζρθ του ωυτοφ και ςθμαντικότεροι είναι θ 
ωωτοπερίοδοσ, θ κερμοκραςία και θ διακεςιμότθτα του νεροφ.. Άλλα είδθ είναι λιγότερο 
ευαίςκθτα ςτισ περιβαλλοντικζσ μεταβλθτζσ και ωαίνεται να ανκίηουν ωσ απόκριςθ ςε 
ενδογενι ςυνκιματα όπωσ το ωυτικό μζγεκοσ ι ο αρικμόσ των βλαςτικϊν κόμβων. Θ 
άνκθςθ μπορεί επίςθσ να επάγεται από το ςτρεσ όπωσ θ ζλλειψθ κρεπτικϊν, θ ξθραςία και 
ο ςυνωςτιςμόσ (Levy and Dean, 1998).  

Χπάρχουν ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ αυτϊν των διαωορετικϊν παραγόντων, 
ζτςι ϊςτε κάκε παράγοντασ μπορεί να αλλάξει τθν οριακι τιμι για τθν αποτελεςματικότθτα 
των άλλων. Φα ωυτά οπότε, κα προβοφν ςτθ χριςθ διαωορετικοφ κρίςιμου παράγοντα ςε 
διαωορετικά περιβάλλοντα. Υαωϊσ, υπάρχουν εναλλακτικά μονοπάτια για τθν άνκθςθ ςτα 
περιςςότερα, αν όχι ςε όλα, τα ωυτά. Επειδι οι διάωοροι παράγοντεσ προϊκθςθσ τθσ 
άνκθςθσ γίνονται αντιλθπτοί από διαωορετικά μζρθ του ωυτοφ, αυτό ςυνεπάγεται ότι τα 
μζρθ αυτά αλλθλεπιδροφν και ότι θ τφχθ του κορυωαίου μεριςτϊματοσ, αν παραμζνει 
βλαςτικό ι αν γίνεται αναπαραγωγικό, ελζγχεται από μια ςειρά από ςιματα μεγάλων 
αποςτάςεων ςε ολόκλθρο το ωυτό. Σάραυτα, οριςμζνεσ περιβαλλοντικζσ επιδράςεισ ςτθν 
άνκθςθ δεν ζχουν τοποκετθκεί εντόσ των μονοπατιϊν τθσ άνκθςθσ. Σ.χ., δεν είναι ςαωζσ 
εάν οι επιδράςεισ τθσ διακεςιμότθτασ κρεπτικϊν ι τθσ ποιότθτασ του ωωτόσ ςτθν άνκθςθ 
δρουν μζςω των μονοπατιϊν που ζχουν ιδθ χαρακτθριςτεί ι μζςω περαιτζρω μονοπατιϊν 
(Ohto et al., 2001).  

Φα ωυτά αναπτφςςονται μζςα από τθ ςυνεχι δράςθ των μεριςτωμάτων. Ματά τθν 
αντίλθψθ των κατάλλθλων περιβαλλοντικϊν ςυνκθμάτων, το ΑΞΒ μετατρζπεται ςε ζνα 
αναπαραγωγικά κακοριςτικό μερίςτωμα ταξιανκίασ. Υτο Arabidopsis thaliana, το 
μερίςτωμα τθσ ταξιανκίασ παράγει πρόςκετα δευτερεφοντα μεριςτϊματα ταξιανκίασ, 
κακϊσ και ανκικά μεριςτϊματα ςτα πλάγια του, για να δθμιουργιςουν τθ χαρακτθριςτικι 
αρχιτεκτονικι των ϊριμων ωυτϊν (Amasino, 2010). Φο ανκικό μερίςτωμα αναδφεται ωσ μια 
πλευρικι απόωυςθ, ι διόγκωςθ, ςτθν περιωζρεια του μεριςτϊματοσ τθσ ταξιανκίασ. Υε 
αυτό το ςτάδιο μποροφν να ανιχνευκοφν οριςμζνα από τα πρϊτα ςθμάδια ζκωραςθσ των 
ειδικϊν γονιδίων τθσ άνκθςθσ (Grandjean et al., 2004; Reddy et al., 2004; Heisler et al., 
2005). Ξόλισ το ανκικό μερίςτωμα ζχει εγκακιδρυκεί, υποβάλλεται ςε ζνα ςτερεότυπο 
πρότυπο αφξθςθσ μζςα από μια ςειρά καλά-κακοριςμζνων ςταδίων (Smyth et al., 1990). Φα 
ορόςθμα ςτάδια περιλαμβάνουν: ςτάδιο 1, που αντιςτοιχεί ςτθν πρϊτθ μορωολογικι 
εμωάνιςθ μιασ απόωυςθσ ςτα πλευρικά του μεριςτϊματοσ τθσ ταξιανκίασ, ςτάδιο 3, όταν 
πρωτοεμωανίηονται οι καταβολζσ των ςεπάλων, ςτάδιο 5, όταν οι καταβολζσ των πετάλων 
και των ςτθμόνων γίνονται άμεςα ορατζσ και το ςτάδιο 13, όταν ο μπουμποφκι ανοίγει και 
επζρχεται θ άνκθςθ. 

Ζνα ανκικό μερίςτωμα διαωζρει από τα άλλα μαριςτϊματα με πολλοφσ και 
ςθμαντικοφσ τρόπουσ. Υυγκεκριμζνα, το ανκικό μερίςτωμα παράγει διαδοχικά ανκικά 
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όργανα: τα ςζπαλα, τα πζταλα, τουσ ςτιμονεσ και τα καρπόωυλλα. Αυτά τα όργανα 
αναπτφςςονται ςε ομόκεντρουσ δακτυλίουσ, ι ςπείρεσ (Steeves and Sussex, 1989; Smyth et 
al., 1990). Ωσ εκ τοφτου, τα άνκθ ζχουν μια πολφ ςτερεότυπθ αρχιτεκτονικι, που 
αποτελείται από ςπείρεσ ςτείρων οργάνων (περιάνκιο) γφρω από τισ ςπείρεσ των 
αναπαραγωγικϊν δομϊν. Υτο Arabidopsis, τζςςερα ςζπαλα προκφπτουν ςτθν εξωτερικι, ι 
πρϊτθ, ςπείρα. Αυτά τα ωυλλϊδθ όργανα περικλείουν το μπουμποφκι του άνκουσ κακϊσ 
αυτό αναπτφςςεται. Φζςςερα άςπρα πζταλα προκφπτουν ςτθ δεφτερθ ςπείρα, ςε κζςεισ 
που εναλλάςςονται με τα ςζπαλα. Ζξι ςτιμονεσ, οι οποίοι αποτελοφνται από ζνα νιμα και 
ζνα ανκιρα ςτο άκρο του που παράγει τθ γφρθ, προκφπτουν ςτθν τρίτθ ςπείρα. Θ κεντρικι 
τζταρτθ ςπείρα παράγει τθν κθλυκι αναπαραγωγικι δομι, το γυναικείο, το οποίο 
αποτελείται από δφο ςυμπτυγμζνα καρπόωυλλα. Φο γυναικείο περιζχει τα ωάρια, τα οποία, 
μετά από τθ γονιμοποίθςθ, κα προχωριςουν ςτο να παράγουν τουσ ςπόρουσ. Υε αντίκεςθ 
με το ΑΞΒ που ςυνεχίηει να παράγει ωφλλα και μαςχαλιαία μπουμποφκια ουςιαςτικά επ' 
αόριςτον, το ανκικό μερίςτωμα είναι κακοριςμζνο, δεδομζνου ότι τελικά καταναλϊνεται 
για τθν παραγωγι του άνκουσ, τερματίηοντασ τθν ανάπτυξι του (Irish, 2010). 

Θ γενετικι ανάλυςθ του χρόνου άνκθςθσ ςτον αρακά, ςτα ςιτθρά και ςτο 
Arabidopsis υποςτθρίηει τθν υπόκεςθ ότι θ μετάβαςθ ςτθν άνκθςθ πραγματοποιείται υπό 
πολυπαραγοντικό ζλεγχο (Snape et al., 1996; Weller et al., 1997; Koornneef et al., 1998b). 
΢ντωσ, πολλαπλά γονίδια που ελζγχουν τον χρόνο άνκθςθσ ζχουν ταυτοποιθκεί και ςτα 
τρία από τα παραπάνω είδθ. Επιπλζον, μερικά από αυτά τα γονίδια δρουν για να 
προωκιςουν τθν άνκθςθ και άλλα για να τθν καταςτείλουν. Μάποια αλλθλεπιδροφν με 
περιβαλλοντικζσ μεταβλθτζσ και άλλα ωαίνεται να δρουν αυτόνομα. Θ άνκθςθ 
περιλαμβάνει τθν διαδοχικι δράςθ δφο ομάδων γονιδίων: αυτϊν που αλλάηουν τθν μοίρα 
του μεριςτϊματοσ από βλαςτικό ςε ανκικό, τα γονίδια τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν 
μεριςτωμάτων (floral meristem identity genes) και αυτά τα οποία κατευκφνουν τον 
ςχθματιςμό των ποικίλων τμθμάτων του άνκουσ, τα γονίδια τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν 
οργάνων (organ identity genes). Υυνεπϊσ, γονίδια που ελζγχουν τον χρόνο άνκθςθσ μπορεί 
να αλλθλεπιδροφν με τα γονίδια τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν μεριςτωμάτων, όπου ςτο 
Arabidopsis περιλαμβάνονται τα: LEAFY (LFY), APETALA1 (AP1), APETALA2 (AP2), 
CAULIFLOWER (CAL), και UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO) (Εικόνα 1.6). Φα γονίδια 
μεριςτωματικισ ταυτότθτασ είναι από μόνα τουσ ικανά να επθρεάηουν τον χρόνο άνκθςθσ 
(Mandel and Yanofsky, 1995; Weigel and Nilsson, 1995). 

Υυγκεντρωτικά μποροφμε να διακρίνουμε τισ αναπτυξιακζσ διαδικαςίεσ που 
οδθγοφν ςτον ςχθματιςμό των ανκζων ςε τζςςερα διαδοχικά ςτάδια (Payer, 1857; Sattler, 
1973). Φο πρϊτο είναι θ επαγωγι τθσ άνκθςθσ. Αυτι είναι θ διαδικαςία με τθν οποία το 
ΑΞΒ, το οποίο είναι το ςφνολο των διαιροφμενων κυττάρων που δθμιουργεί τα 
περιςςότερα από τα μζρθ του ωυτοφ που βρίςκονται πάνω από τισ ρίηεσ, αποωαςίηει ότι 
ιρκε θ ϊρα να ςταματιςει να παράγει ωφλλα, και να ξεκινιςει να παράγει άνκθ (Bernier, 
1988). Θ επαγωγι γίνεται με διαωορετικοφσ τρόπουσ ςε διαωορετικά ωυτά. Υτο Arabidopsis 
ο ςυνδυαςμόσ εςωτερικϊν και περιβαλλοντικϊν ςθμάτων, όπωσ θ θλικία του ωυτοφ, θ 
διατροωικι του κατάςταςθ, θ διάρκεια τθσ θμζρασ, και ςε οριςμζνεσ ποικιλίεσ θ 
κερμοκραςία, προςδιορίηει ότι το κορυωαίο μερίςτωμα κα αλλάξει τθ μοίρα του από 
βλαςτικό ςε ανκικό. Ζπειτα ξεκινά το δεφτερο ςτάδιο όπου κακορίηεται θ μοίρα του 
ανκικοφ μεριςτϊματοσ μζςω τθσ δραςτθριότθτασ των γονιδίων τθσ ταυτότθτασ των 
ανκικϊν μεριςτωμάτων κακϊσ γίνεται θ παραγωγι των μεμονωμζνων ανκζων πλευρικά 
του ΑΞΒ. Αυτζσ οι ανκικζσ καταβολζσ προκφπτουν, από πρότυπεσ κυτταρικζσ διαιρζςεισ, ςε 
ζνα κακοριςμζνο χρονικό και χωρικό πρότυπο. Φο τρίτο ςτάδιο είναι ο ςχθματιςμόσ των 
καταβολϊν των οργάνων ςε κάκε ανκικι καταβολι μζςω τθσ δραςτθριότθτασ των γονιδίων 
τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν οργάνων που ενεργοποιοφνται από τα γονιδία τθσ ταυτότθτασ 
των ανκικϊν μεριςτωμάτων. Υτο Arabidopsis, το τρίτο ςτάδιο τθσ ανάπτυξθσ του άνκουσ 
είναι επομζνωσ ο ςχθματιςμόσ των 15 αδιαωοροποίθτων καταβολϊν των οργάνων, ςε 
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ςτερεότυπεσ κζςεισ εντόσ τθσ ανκικισ καταβολισ. Αυτζσ οι καταβολζσ των οργάνων είναι 
ςε αυτό το ςτάδιο όχι μόνο αδιαωοροποίθτεσ, αλλά δεν είναι επίςθσ αμετάκλθτα 
κακοριςμζνεσ, ζτςι ϊςτε οι μοίρεσ τουσ είναι ακόμθ είτε εν μζρει είτε πλιρωσ μθ 
κακοριςμζνεσ (Bowman et al., 1989). Ματά το τελικό ςτάδιο τθσ ανάπτυξθσ του άνκουσ τα 
γονίδια τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν οργάνων ενεργοποιοφν μεταγενζςτερουσ επενεργθτζσ 
των οποίων ο ρόλοσ είναι ο κακοριςμόσ τθσ μοίρασ των καταβολϊν των οργάνων, και θ 
ςυνακόλουκθ διαωοροποίθςθ τουσ ςε όργανα κατάλλθλα για τισ κζςεισ τουσ. Μάκε όργανο 
αποτελείται από ζνα μικρό αρικμό κακοριςμζνων τφπων κυττάρων, μερικά από τα οποία 
είναι όργανο-ειδικά, και μερικά βρίςκονται ςε διάωορα είδθ οργάνων. Μάκε ζνα από αυτά 
τα ανωτζρω βιματα εκτελείται υπό αυςτθρό γενετικό ζλεγχο, και κάκε ζνα περιλαμβάνει 
περίτεχνα δίκτυα των κετικϊν και αρνθτικϊν παραγόντων που διαςταυρϊνονται ςε 
διάωορα επίπεδα για τθ ρφκμιςθ τθσ μορωογζνεςθσ του άνκουσ (Krizek and Fletcher, 2005). 
 
 

 
Εικόνα 1.6: Γονιδιακό ρυκμιςτικό δίκτυο για τον ζλεγχο τθσ πρϊιμθσ ανάπτυξθσ των ανκζωνςτο  
Arabidopsis. Υχεδιαγραμματικι απεικόνιςθ των γονιδίων που εμπλζκονται ςτον κακοριςμό τθσ 
ταυτότθτασ του ανκικοφ μεριςτϊματοσ, του ανκικοφ προτφπου, ι τον ςχθματιςμό των ανκικϊν 
οργάνων, και των ρυκμιςτικϊν τουσ αλλθλεπιδράςεων. Ρι ενεργοποιθτζσ ςυνδζονται με τουσ 
ςτόχουσ τουσ με βζλθ, οι καταςτολείσ με γραμμζσ με τυωλά άκρα. Ρι μπλε κουκκίδεσ πάνω από τα 
γονίδια υποδεικνφουν ότι θ άμεςθ ςφνδεςθ προσ αυτά τα γονίδια ζχει αποδειχκεί. Ρι λευκοί κφκλοι 
αντιπροςωπεφουν πρωτεϊνικά ςφμπλοκα. Ρι διακεκομμζνεσ γραμμζσ δείχνουν ότι το γονιδιακά 
προϊόντα δεν λειτουργοφν ωσ μεταγραωικοί ρυκμιςτζσ. Ζνα κόκκινο βζλοσ επιςθμαίνει τθ κζςθ του 
ΑΤ1 ςτο ρυκμιςτικό δίκτυο. 

 
 

Φο Arabidopsis thaliana, ωσ το κορυωαίο πρότυπο ςφςτθμα για τθ μοριακι και 
γενετικι ανάλυςθ τθσ ανάπτυξθσ των ωυτϊν, ζχει προςωζρει μια πλθκϊρα πλθροωοριϊν 
για το πϊσ θ αρχιτεκτονικι αυτι ζχει κακοριςτεί. Ξε τθν ζλευςθ τθσ ολοκλιρωςθσ τθσ 
αλλθλουχίασ του γονιδιϊματοσ του Arabidopsis, ςε ςυνδυαςμό με μια πλοφςια ποικιλία 
γενετικϊν ςτρατθγικϊν, πολλά από τα γονίδια και τα ρυκμιςτικά μονοπάτια που ελζγχουν 
τθν ζναρξθ, διαμόρωωςθ, ανάπτυξθ και διαωοροποίθςθ τθσ άνκθςθσ, ζχουν χαρακτθριςτεί 
(Irish, 2010). Θ άνκθςθ ελζγχεται από περιβαλλοντικζσ ςυνκικεσ και τθν αναπτυξιακι 
ρφκμιςθ. Θ πολυπλοκότθτα αυτισ τθσ ρφκμιςθσ δθμιουργείται από ζνα περίπλοκο δίκτυο 
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μονοπατιϊν άνκθςθσ. Φο Arabidopsis αποτελεί ζνα εξαιρετικό ςφςτθμα-μοντζλο για να γίνει 
θ προςζγγιςθ αυτισ τθσ πολυπλοκότθτασ. Ωσ εκ τοφτου, οι γενετικζσ αλλθλεπιδράςεισ που 
ελζγχουν τθν ανκικι μετάβαςθ ςτο Arabidopsis ζχουν περιγραωεί με ζνα μοντζλο που 
ςυνεχϊσ εκςυγχρονίηεται και ανακεωρείται κακϊσ νζα δεδομζνα γίνονται διακζςιμα. 
Ξελζτεσ ςτο ωυτό αυτό ζχουν οδθγιςει ςτθν ταυτοποίθςθ των ςυςτατικϊν εντόσ των 
ςθματοδοτικϊν μονοπατιϊν που επθρεάηουν τθν άνκθςθ και ςτθν τοποκζτθςι τουσ εντόσ 
των μοριακϊν ιεραρχιϊν. Επιπλζον, διακριτά μονοπάτια ςιμανςθσ είναι γνωςτό ότι 
ςυγκλίνουν ςτθν ενεργοποίθςθ των ίδιων γονιδίων χρόνου άνκθςθσ. Αυτι θ ςφγκλιςθ των 
μονοπατιϊν ςε μία κοινι ομάδα γονιδίων μπορεί να εξαναγκάςει τθν ενςωμάτωςθ 
διαωορετικϊν αποκρίςεων, ζτςι ϊςτε το ωυτό να μπορεί να παράγει μία ςυνδιοργανωμζνθ 
απόκριςθ άνκθςθσ υπό ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ πολλαπλζσ περιβαλλοντικζσ παράμετροι 
μεταβάλλονται παράλλθλα (Mouradov et al., 2002).  
 
 
1.4.1 Μονοπάτια άνκθςθσ 

Υτα ωυτά, θ επιτυχισ αναπαραγωγι και θ επακόλουκθ ανάπτυξθ των ςπόρων και 
των καρπϊν εξαρτϊνται από τθν ανκοωορία ςτθ ςωςτι ςτιγμι. Αυτό περιλαμβάνει το 
ςυντονιςμό τθσ ανκοωορίασ με τθν κατάλλθλθ εποχι και με τθν αναπτυξιακι ιςτορία του 
ωυτοφ. Θ γενετικι και μοριακι ανάλυςθ ςτο Arabidopsis, αποκάλυψε διαωορετικά αλλά 
ςυνδεόμενα μονοπάτια που είναι υπεφκυνα για τθν ανίχνευςθ των κφριων εποχιακϊν 
ςυνκθμάτων, τθν διάρκεια τθσ θμζρασ και τθν χαμθλι κερμοκραςία, κακϊσ και άλλων 
τοπικϊν περιβαλλοντικϊν και εςωτερικϊν ςθμάτων (Εικόνα 1.7). Θ εξιςορρόπθςθ των 
ςθμάτων από αυτζσ τισ πορείεσ ςυμπλθρϊνεται από ζνα κοινό ςφνολο γονιδίων ϊςτε να 
κακοριςτεί το πότε επζρχεται θ ανκοωορία. Θ ςυντζλεςθ τθσ άνκθςθσ τθν κατάλλθλθ 
ςτιγμι απαιτεί τθν αντίλθψθ και επεξεργαςία ενόσ ευρζωσ ωάςματοσ περιβαλλοντικϊν και 
εςωτερικϊν ςθμάτων. Αυτά πρζπει να ενταχκοφν ςε μια ενιαία απόωαςθ, για το αν θ 
άνκθςθ κα λάβει χϊρα ι όχι (Putterill et al., 2004). 
 
 

 
Εικόνα 1.7: Μονοπάτια ελζγχου του χρόνου άνκθςθσ ςτο Arabidopsis. Ρι κετικζσ ρυκμιςτικζσ 
ςχζςεισ υποδεικνφονται με βζλθ, ενϊ οι αρνθτικζσ με γραμμζσ με τυωλά άκρα. 

 
 

Ξζςω τθσ μοριακισ γενετικισ του Arabidopsis ζχει διερευνθκεί το πϊσ αυτά τα 
διαωορετικά ςιματα εντοπίηονται και επεξεργάηονται. Αρκετά διαωορετικά, πλθν όμωσ 
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ςυνδεόμενα, γενετικά μονοπάτια χρόνου άνκθςθσ ζχουν εντοπιςτεί. Φα εν λόγω μονοπάτια 
ρυκμίηουν τθν απόκριςθ του χρόνου άνκθςθσ ςτα ερεκίςματα ωωτόσ και κερμοκραςίασ ι 
ςε εςωτερικά ςιματα (ορμόνθ γιββερελλίνθ και αυτόνομο μονοπάτι) (Blazquez et al., 2003; 
Mouradov et al., 2002; Halliday et al., 2003; Simpson and Dean, 2002; Cerdan and Chory, 
2003; Moon et al., 2003; Sung et al., 2003). Χάρθ ςτθν ολοκλιρωςθ τθσ αλλθλουχίασ του 
γονιδιϊματοσ του Arabidopsis ζχουν διεξαχκεί εκτεταμζνα πειράματα μεταλλαξιγζνεςθσ με 
ςκοπό να ανακαλυωκοφν τα γονίδια που ρυκμίηουν τον χρόνο άνκθςθσ και ζχουν οδθγιςει 
ςτθν ταυτοποίθςθ πολλϊν μεταλλαγμάτων του Arabidopsis. Θ απόκριςθ των 
μεταλλαγμάτων αυτϊν ωσ προσ τον χρόνο άνκθςθσ ςτισ περιβαλλοντικζσ μεταχειρίςεισ, 
όπωσ θ εαρινοποίθςθ και θ ωωτοπερίοδοσ, ςυνδυαηόμενθ με γενετικζσ αναλφςεισ τθσ 
επίςταςθσ, ζχουν εγκακιδρφςει τθν φπαρξθ τουλάχιςτον τεςςάρων μονοπατιϊν που 
ελζγχουν τον χρόνο άνκθςθσ ςτο Arabidopsis. 
 
 
1.4.1.α Μονοπάτι φωτοπεριόδου μακράσ θμζρασ  

Ζνασ από τουσ πιο ςθμαντικοφσ παράγοντεσ που ελζγχουν τον χρόνο άνκθςθσ ςτισ 
εφκρατεσ περιοχζσ είναι θ διάρκεια τθσ κακθμερινισ περιόδου ωωτόσ ι ωωτοπεριόδου. Φα 
ωυτά που ανκίηουν ωσ απόκριςθ τθσ ωωτοπεριόδου είναι κατθγοριοποιθμζνα ςε μικρισ 
θμζρασ, μεγάλθσ θμζρασ ι ουδζτερα ωσ προσ τθ μζρα. Φο Arabidopsis είναι ζνα ωυτό 
προαιρετικά μεγάλθσ θμζρασ που αν και μπορεί να ανκίςει ςε μικρζσ θμζρεσ, ανκίηει πολφ 
πιο γριγορα ςε μεγάλεσ θμζρεσ τθσ άνοιξθσ και του καλοκαιριοφ (16 ϊρεσ ωωσ/8 ϊρεσ 
ςκοτάδι). Ξοριακζσ-γενετικζσ προςεγγίςεισ ζχουν υποδείξει ζνα μονοπάτι υπεφκυνο για 
πρϊιμθ άνκθςθ ωσ απόκριςθ ςε επαγόμενεσ μακρζσ ωωτοπεριόδουσ και ζνα GA-
μεςολαβοφμενο μονοπάτι που προάγει τθν άνκθςθ υπό μικρζσ θμζρεσ. Σαράλλθλα οι εν 
λόγω ζρευνεσ, μζςω μεταλλάξεων ςτο Arabidopsis, ζχουν ταυτοποιιςει γονίδια που 
απαιτοφνται για τθν απόκριςθ ςτο μικοσ τθσ θμζρασ και οριςμζνα από αυτά κωδικοποιοφν 
ρυκμιςτικζσ πρωτεΐνεσ εξειδικευμζνα εμπλεκόμενεσ ςτθν ρφκμιςθ τθσ άνκθςθσ, ενϊ άλλα 
κωδικοποιοφν ςυςτατικά των μονοπατιϊν μετάδοςθσ ςιματοσ ωωτόσ ι εμπλζκονται ςτθν 
λειτουργία του κιρκαδικοφ ρολογιοφ. Φα μεταλλάγματα κακυςτερθμζνθσ άνκθςθσ 
κακορίηουν τα γονίδια που προάγουν τθν ανκοωορία, ενϊ τα μεταλλάγματα πρόωρθσ 
άνκθςθσ κακορίηουν τα γονίδια που αναςτζλλουν τθ μετάβαςθ ςτθν άνκθςθ (Huang, et al., 
2005; Mouradov et al., 2002; Koornneef et al., 1998b; Levy and Dean, 1998). 

Φο ςιμα του μικουσ τθσ θμζρασ γίνεται αντιλθπτό ςτο ωφλλο, μεταωζρεται μζςω 
των ςτοιχείων του ωλοιϊματοσ και καταλιγει ςτθν κορυωι του βλαςτοφ, όπου ξεκινά θ 
ανκοωορία. Αυτό το ςιμα μερικζσ ωορζσ αναωζρεται ωσ ανκικό ερζκιςμα ι ανκογόνο 
(florigen) (Corbesier and Coupland, 2006; Colasanti and Sundaresan, 2000). Φα ωυτά 
ανιχνεφουν το ωωσ από τουλάχιςτον πζντε περιοχζσ του ορατοφ ωάςματοσ με τθ χριςθ 
τουλάχιςτον τριϊν τάξεων ωωτοχποδοχζων. Φο μπλε ωωσ και το υπεριϊδεσ-Α ανιχνεφονται 
από τα κρυπτοχρϊματα, το κόκκινο (R) και το υπζρυκρο (FR) από τα ωυτοχρϊματα ενϊ το 
υπεριϊδεσ-Β από ζναν ακόμθ μθ χαρακτθριςμενο ωωτοχποδοχζα. Υτο Arabidopsis, 
υπάρχουν τουλάχιςτον πζντε ωυτοχρϊματα (PHYA ζωσ PHYE) και δφο κρυπτοχρϊματα 
(CRY1 και CRY2). Αυτοί οι ωωτοχποδοχείσ ζχουν χαρακτθριςτεί από τθν επίδραςθ που 
ζχουν ςτθν μορωογζνεςθ των ωυταρίων υπό διαωορετικζσ ςυνκικεσ ωωτιςμοφ (Thomas 
and Vince-Prue, 1997).  

Φο μονοπάτι μακράσ θμζρασ ξεκινά με τουσ ωωτοχποδοχείσ (όπωσ οι PHYA και 
CRY2), οι οποίοι ξεκινοφν ςιματα που αλλθλεπιδροφν με ζνα κιρκαδικό ρολόι και 
ειςζρχονται ςτον κιρκαδικό ρυκμό. Ματά κάποιον τρόπο, το μικοσ τθσ θμζρασ υπολογίηεται 
και όταν το μικοσ τθσ ςκοτεινισ περιόδου μειωκεί κάτω από ζνα κρίςιμο ςθμείο, γονίδια 
που προάγουν τθν άνκθςθ, (όπωσ το CO) ενεργοποιοφνται. Αυτι θ ενεργοποίθςθ οδθγεί με 
τθ ςειρά τθσ ςε ανοδικι ρφκμιςθ των γονιδίων ταυτοποίθςθσ ανκικοφ μεριςτϊματοσ και 
ςυνεπϊσ ςτθν άνκθςθ. Φα CONSTANS (CO), CRYPTOCHROME2/FHA (CRY2), GIGANTEA (GI), 
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FLOWERING LOCUS T (FT) και FWA αποτελοφν τμιμα αυτοφ του μονοπατιοφ προϊκθςθσ 
μακράσ θμζρασ (Koornneef et al., 1991). Φο CO είναι το τελευταίο που δρα από τα γνωςτά 
γονίδια που εξειδικεφονται ςε αυτό το μονοπάτι. Επίςθσ όλα τα άλλα γονίδια δρουν και ςε 
άλλα μονοπάτια ι ζχουν πιο γενικζσ επιδράςεισ. Φα FT και FWA δρουν κακοδικά του CO, 
ενϊ τα GI και CRY2 δρουν ανοδικά του CO (Suarez-Lopez et al., 2001; Kardailsky et al., 1999; 
Kobayashi et al., 1999; Onouchi et al., 2000; Guo et al., 1998). 

Ζχει δειχτεί ότι το επίπεδο τθσ δραςτθριότθτασ CO ςτο Arabidopsis είναι κατά 
άμεςο τρόπο ςυνδεδεμζνο με τον χρόνο άνκθςθσ (M. Piñeiro and G. Coupland, 1998). H 
επαγωγι τθσ δραςτθριότθτασ του CO είναι επαρκισ ϊςτε να προκαλζςει γριγορα τθν 
άνκθςθ υπό μικρζσ θμζρεσ και να ξεκινιςει τθν μεταγραωι των LEAFY (LFY) και TERMINAL 
FLOWER 1 (TFL1) τόςο ςφντομα όςο αυτά τα γονίδια επάγονται για μεταωορά ςε 
επαγωγικζσ ωωτοπεριόδουσ (Simon et al., 1996). Φο CO ωαίνεται ότι προωκεί τθν άνκθςθ 
με τθν άμεςθ ανοδικι ρφκμιςθ τθσ ζκωραςθ των γονιδίων FT και SUPPRESSOR OF 
OVEREXPRESSION OF CO 1 (SOC1) (Hayam and Coupland, 2003). Σάντωσ, τα επίπεδα του 
AP1 mRNA αυξάνονται πιο αργά μετά τθν ενεργοποίθςθ του CO ςυγκριτικά με τθν 
απόκριςθ ςε επαγωγικζσ ωωτοπεριόδουσ (Simon et al., 1996). Αυτά τα δεδομζνα 
υποδθλϊνουν ότι το CO δρα ςε ζνα μονοπάτι που είναι επαρκζσ για τθν ενεργοποίθςθ τθσ 
μεταγραωισ των LFY και TFL1 αλλά αυτι θ γριγορθ ενεργοποίθςθ του AP1 απαιτεί ζνα 
επιπρόςκετο μονοπάτι. Υυμπεραςματικά, το CO ωαίνεται να μεςολαβεί μεταξφ του 
κιρκαδικοφ ρολογιοφ και του γονιδίου του χρόνου άνκθςθσ FT (Suarez-Lopez et al., 2001). 
Αυτό το μοντζλο υποδθλϊνει ότι το κιρκαδικό ρολόι δρα εντόσ του μονοπατιοφ μεγάλθσ 
θμζρασ για να ρυκμίςει τθν ζκωραςθ γονιδίων όπωσ το CO και το FT. 

Υτο Arabidopsis, θ ποιότθτα του ωωτόσ επθρεάηει τον χρόνο άνκθςθσ με το  R ωωσ 
να εμποδίηει και το FR ωωσ να επάγει τθν άνκθςθ (Martínez-Zapater et al., 1994). Φο μπλε 
ωωσ από μόνο του προάγει τθν άνκθςθ ςτο Arabidopsis μζςω των CRY2 και CO, και το 
προϊόν του γονιδίου FHA ζχει δειχκεί να κωδικοποιεί το CRY2 (Guo et al., 1998). Tο CRY1 
εμπλζκεται ςτθν προϊκθςθ τθσ άνκθςθσ, αλλά θ αλλθλεπίδραςι του με τα μονοπάτια 
ανκικισ προϊκθςθσ είναι αςαωισ. Υτο κόκκινο ωωσ, το PHYB λειτουργεί υπό το καταςτολι 
τθσ λειτουργίασ CO (Putterill et al., 1995). Υτο μπλε ωωσ, το CRY2 αναςτζλλει το PHYB και 
επάγει τθν άνκθςθ (Lin et al., 1998). 

Αρκετά γονίδια που επθρεάηουν τθν ωωτοπεριοδικι ευαιςκθςία και που μπορεί να 
κωδικοποιοφν ςυςτατικά του κιρκαδικοφ ρολογιοφ ζχουν ταυτοποιθκεί. Tα TOC1, LATE 
ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) και CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED1 (CCA1) μπορεί να δρουν 
ςε μία αρνθτικι ανατροωοδοτοφμενθ λοφπα, ςτθν οποία θ ζκωραςθ των LHY και CCA1 
αυξάνεται το πρωί και καταςτζλλεται θ ζκωραςθ του TOC1. Ξε βάςθ αυτό το μοντζλο, τα 
LHY και CCA1 ανατροωοδοτοφνται για να καταςτείλουν τθν ίδια τουσ τθν ζκωραςθ, και 
κακϊσ τα πρωτεϊνικά τουσ επίπεδα πζωτουν, θ ζκωραςθ του TOC1 αυξάνεται. Φο TOC1, με 
τθ ςειρά του, προάγει τθν ζκωραςθ των LHY και CCA1, ξεκινϊντασ ζτςι ζναν άλλο κφκλο 
(Alabadi et al., 2001; Kim et al., 2003). Αυτι θ ανατροωοδοτοφμενθ λοφπα μπορεί να 
ρυκμίηει τον χρόνο άνκθςθσ κακορίηοντασ τθν ςτιγμι τθσ θμζρασ όπου τα γονίδια του 
χρόνου άνκθςθσ ςτο μονοπάτι μεγάλθσ θμζρασ, όπωσ τα CO και GI, εκωράηονται.  

Φο γονίδιο GI προάγει τθν ζκωραςθ του CO ενϊ το EARLY FLOWERING3 (ELF3) 
καταςτζλλει τθν ζκωραςθ του CO και είναι αναγκαίο για τθν ειςαγωγι του ρολογιοφ ςε 
μεγάλεσ θμζρεσ κακϊσ είναι ζνασ καταςτολζασ τθσ ςιμανςθσ του ωωτόσ που καταςτζλλει 
τθν είςοδο του ωωτόσ ςτο ρολόι κατά τθ διάρκεια τθσ νφχτασ. Αυτό επιτυγχάνεται κακϊσ το 
ELF3 δεςμεφει το PHYB αναςτζλλοντασ ζτςι τθ δραςτθριότθτα αυτοφ του ωωτοχποδοχζα 
(Millar, 2003). Υυνοπτικά οι λειτουργίεσ των γονιδίων LHY, CCA1, ELF3 και TOC1 
επεξεργάηονται το ωυςικό ςιμα. Φο επεξεργαςμζνο ςιμα διαβιβάηεται ςτο γονίδιο GI και 
το ςιμα που προκφπτει ενεργοποιεί το γονίδιο CO. 
 
 



31 
 

1.4.1.β Αυτόνομο μονοπάτι  
Φο αυτόνομο μονοπάτι ταυτοποιικθκε μζςω μίασ ομάδασ μεταλλαγμάτων που 

κακυςτεροφν τθν άνκθςθ υπό όλεσ τισ ωωτοπεριόδουσ και είναι υψθλά ανταποκρινόμενα 
ςτθν εαρινοποίθςθ. Αυτά τα μεταλλάγματα περιλαμβάνουν τα fca, fy, fpa, ld και fve. Επειδι 
τα προϊόντα των αντίςτοιχων αγρίου τφπου γονιδίων ωαίνονται να προάγουν τθν άνκθςθ 
ανεξάρτθτα τθσ ωωτοπεριόδου, αυτά τα γονίδια κεωρείται ότι δρουν ςτο αυτόνομο 
μονοπάτι προϊκθςθσ. Επιπλζον, το γεγονόσ ότι αυτά τα μεταλλάγματα αποκρίνονται ςτθν 
εαρινοποίθςθ δείχνει ότι το προωκθτικό μονοπάτι εαρινοποίθςθσ δρα ςε πλεοναςμό με το 
αυτόνομο μονοπάτι προϊκθςθσ (Martinez-Zapater and Somerville, 1990; Koornneef et al., 
1991, 1998a; Mouradov et al., 2002). Φα μεταλλάγματα αυτά περιζχουν πολφ υψθλότερα 
επίπεδα του FLOWERING LOCUS C (FLC) mRNA από ότι τα αγρίου τφπου ωυτά ι τα 
κακυςτερθμζνθσ άνκθςθσ μεταλλάγματα που επθρεάηονται από τα μονοπάτια μακράσ 
θμζρασ ι GA (Michaels and Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999). Ζτςι, ςτα μεταλλάγματα 
του αυτόνομου μονοπατιοφ ωαίνεται να κακυςτερεί θ άνκθςθ προκαλϊντασ αυξθμζνθ 
ζκωραςθ του FLC, και ςυνεπϊσ ςε αγρίου τφπου ωυτά αυτό το μονοπάτι μπορεί να 
κεωρθκεί ότι ρυκμίηει αρνθτικά τθν ζκωραςθ του FLC.  

Ρ κφριοσ ςτόχοσ των γονιδίων του αυτόνομου μονοπατιοφ, κατά ςυνζπεια είναι το 
FLC ζνασ MADS-τομζασ παράγοντασ μεταγραωισ που καταςτζλλει τθν άνκθςθ. Είναι 
ενδιαωζρον ότι, τα γονίδια αυτά καταςτζλλουν τθν ζκωραςθ του FLC χρθςιμοποιϊντασ 
διαωορετικοφσ μθχανιςμοφσ (Simpson, 2004; Michaels and Amasino, 2001). 

Αρκετά από τα γονίδια εντόσ του αυτόνομου μονοπατιοφ ζχουν κλωνοποιθκεί. Δφο 
από αυτά τα γονίδια, το LD και το FCA, κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ των οποίων θ λειτουργία 
μπορεί να είναι θ ρφκμιςθ τθσ ζκωραςθσ άλλων γονιδίων. Θ πρωτεΐνθ LD μπορεί να 
κωδικοποιεί ζναν μεταγραωικό παράγοντα ενϊ θ FCA δείχκθκε να δεςμεφεται ςτο RNA in 
vitro (Lee et al., 1994). Εντυπωςιακά, το FPA επίςθσ κωδικοποιεί μία πρωτεΐνθ δζςμευςθσ 
RNA, υποδθλϊνοντασ ότι θ μετα-μεταγραωικι ρφκμιςθ μπορεί να παίηει ζναν γενικό ρόλο 
ςτο μονοπάτι (Schomburg et al., 2001). Ανάλυςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ του FCA με τα γονίδια 
μεριςτωματικισ ταυτότθτασ δείχνει ότι θ λειτουργία του FCA είναι απαραίτθτθ τόςο για τθν 
ενεργοποίθςθ όςο και τθν ικανότθτα απόκριςθσ ςτα γονίδια LFY και AP1. Χπερζκωραςθ του 
FPA προκαλεί ςοβαρι πρϊιμθ άνκθςθ υπό μικρζσ μζρεσ, ενϊ αυξθμζνθ ζκωραςθ του FCA 
είχε ςχετικά μικρζσ επιδράςεισ ςτον χρόνο άνκθςθσ (Macknight et al., 1997; Schomburg et 
al., 2001). Μαι τα τρία γονίδια εκωράηονται με ζνα παρόμοιο πρότυπο, με μζγιςτθ ζκωραςθ 
ςτθν κορυωι των ωυτϊν και τθσ ταξιανκίασ και χαμθλά επίπεδα ςτα ϊριμα ωφλλα και τισ 
ρίηεσ. Επιπροςκζτωσ, το ID1 δρα ωσ ζνασ μεταγραωικόσ ρυκμιςτισ και απαιτείται για να 
παράγει και/ι να ρυκμίςει ζνα ςιμα που δθμιουργείται ςε ανϊριμα ωφλλα και επθρεάηει 
τθν αναπαραγωγικι ανάπτυξθ ςτο ΑΞΒ. 

To αυτόνομο μονοπάτι, πικανϊσ δρα διαμορωϊνοντασ το μονοπάτι μακράσ θμζρασ 
και το μονοπάτι των γιββερελλινϊν κακϊσ το FLC ανταγωνίηεται τθν δραςτθριότθτα αυτϊν 
των μονοπατιϊν που προωκοφν τθν ανκοωορία, με τθν καταςτολι του ςυνόλου των 
γονιδίων-ςτόχων που ενεργοποιοφνται από αυτά (Simpson and Dean, 2002; Blazquez and 
Weigel, 2000; Hepworth et al., 2002). Αυτι θ επίδραςθ του FLC είναι δοςοεξαρτϊμενθ, και 
ωσ εκ τοφτου το FLC λειτουργεί ωσ ζνασ ροοςτάτθσ που κακορίηει τθν ικανότθτα του 
μονοπατιϊν άνκθςθσ του Arabidopsis να ανταποκρικοφν ςτα επαγωγικά ςυνκιματα. 
Ελζγχοντασ το FLC, θ αυτόνομθ πορεία κακορίηει το επίπεδο ςτο οποίο δρα αυτόσ ο 
ροοςτάτθσ. Φο αυτόνομο μονοπάτι, ωσ εκ τοφτου, προάγει τθν άνκθςθ ζμμεςα, με τθ 
διευκόλυνςθ τθσ ανταπόκριςθσ ςτα ςυνκιματα που προωκοφν ενεργά τθν ανκοωορία 
(Simpson, 2004). 

Σαρότι όλεσ οι μεταλλάξεισ του αυτόνομου μονοπατιοφ δρουν αυξάνοντασ τθν 
ζκωραςθ του FLC, γενετικζσ αποδείξεισ υποδθλϊνουν ότι μπορεί να μθν δρουν όλεσ ςε ζνα 
απλό γραμμικό μονοπάτι, δείχνοντασ ζναν πολφ ευρφτερο ρόλο αυτϊν των γονιδίων ςτθν 
ωυτικι ανάπτυξθ από τθν απλι ρφκμιςθ του χρόνου άνκθςθσ (Koornneef et al., 1998a).  
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1.4.1.γ Μονοπάτι εαρινοποίθςθσ  
Θ ζκκεςθ ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ για αρκετζσ εβδομάδεσ (εαρινοποίθςθ) ςυχνά 

επιταχφνει τθν άνκθςθ. Θ ευερεκιςτότθτα ςε αυτι τθ μεταχείριςθ μπορεί να διαωζρει 
διακριτά μεταξφ των ποικιλιϊν ενόσ είδουσ. Σολλοί οικότυποι του Arabidopsis για να 
ανκίςουν απαιτοφν ζκκεςθ ςε μία περίοδο ψυχρισ κερμοκραςίασ για 4 ζωσ 8 εβδομάδεσ 
αλλά κα ανκίςουν πολφ αργά εάν δεν εκτεκοφν ςε μεταχείριςθ εαρινοποίθςθσ (Michaels 
and Amasino, 2000). Φο πεδίο αντίλθψθσ τθσ εαρινοποίθςθσ είναι θ βλαςτθτικι κορυωι 
αλλά όλα τα ενεργά διαχωριηόμενα κφτταρα, όχι μόνο αυτά τθσ βλαςτθτικισ κορυωισ, 
μπορεί να είναι ικανά να αποκρίνονται ςτθν εαρινοποίθςθ (Curtis and Chang, 1930; 
Metzger, 1988; Wellensiek, 1964). Υε αντίκεςθ με τθν ωωτοπεριοδικι επαγωγι, θ 
εαρινοποίθςθ προετοιμάηει το ωυτό να ανκίςει αλλά δεν προκαλεί από μόνθ τθσ τθν 
άνκθςθ οδθγϊντασ το μερίςτωμα να απαντιςει ςτα περιβαλλοντικά και αναπτυξιακά 
ςιματα άνκθςθσ (Michaels and Amasino, 2001). Αυτό ςθμαίνει ότι υπάρχει ςαωισ χρονικόσ 
διαχωριςμόσ μεταξφ τθσ ψυχρισ μεταχείριςθσ και τθσ άνκθςθσ, που ςυνικωσ λαμβάνει 
χϊρα μετά από μία περίοδο αφξθςθσ ςε κερμότερεσ κερμοκραςίεσ.  

Φο FLC κωδικοποιεί ζναν MADS-box μεταγραωικό παράγοντα που δρα ωσ 
καταςτολζασ τθσ άνκθςθσ και θ υψθλοφ επιπζδου ζκωραςθ του FLC ςχετίηεται με τθν 
απαίτθςθ για εαρινοποίθςθ των ετιςιων χειμερινϊν ποικιλιϊν (Michaels and Amasino, 
1999; Sheldon et al., 1999; 2000). Ρ βαςικόσ ρόλοσ του FLC είναι να καταςτζλλει τθν 
άνκθςθ, αναςτζλλοντασ τθν ζκωραςθ των FT και SOC1 (Mouradov et al., 2002). Αυτό είναι 
αντίκετο με τθν λειτουργία του CO, που προωκεί τθν άνκθςθ ςε μεγάλεσ θμζρεσ, και το 
οποίο ενεργοποιεί αυτά τα γονίδια. Θ ςφνδεςθ μεταξφ του FLC και τθσ εαρινοποίθςθσ 
ιςχυροποιικθκε από τθν επίδειξθ ότι θ αωκονία του FLC mRNA πζωτει όταν τα ωυτά 
εκτίκενται ςτο κρφο και ότι αυτι θ ελάττωςθ λαμβάνει χϊρα ςταδιακά με ζναν τρόπο που 
είναι ςφμωωνοσ με τθν ςταδιακι επίδραςθ ςτον χρόνο άνκθςθσ. Επομζνωσ, το αυτόνομο 
μονοπάτι και το μονοπάτι εαρινοποίθςθσ διαςταυρϊνονται εν μζρει κακϊσ ςυςχετίηονται 
με το FLC (Komeda, 2004). 

Σαρότι το FLC παίηει κεντρικό ρόλο ςτθν εαρινοποίθςθ, αυτό πικανϊσ δεν εξθγεί 
όλθ τθν απόκριςθ ςτθν εαρινοποίθςθ κακότι τα μεταλλάγματα που ωζρουν ςιωπθλοφσ 
αλλθλομόρωουσ του FLC δείχνουν απόκριςθ ςτθν εαρινοποίθςθ (Michaels and Amasino, 
2001). Χπάρχει μία ομάδα MADS-box μεταγραωικϊν παραγόντων ςτενά ςυςχετιςμζνθ με το 
FLC και μερικι μείωςθ μεταξφ αυτϊν μπορεί να εξθγιςει τθν ικανότθτα των 
μεταλλαγμάτων flc για απόκριςθ ςτθν εαρινοποίθςθ (Ratcliffe et al., 2001; Scortecci et al., 
2001). Αδράνεια τουλάχιςτον ενόσ από αυτοφσ τουσ μεταγραωικοφσ παράγοντεσ, FLM, 
προκαλεί πρόωρθ άνκθςθ ενϊ θ υπερζκωραςι του κακυςτερεί τθν άνκθςθ (Scortecci et al., 
2001). Εντοφτοισ κανζνα από αυτά τα γονίδια δεν ρυκμίηεται από τθν εαρινοποίθςθ κατά 
παρόμοιο τρόπο με το FLC. Χπάρχουν επίςθσ αποδείξεισ ότι θ εαρινοποίθςθ δεν δρα απλά 
για να μειϊςει τθν ζκωραςθ ενόσ παρεμποδιςτι τθσ άνκθςθσ όπωσ του FLC, αλλά προάγει 
πιο ενεργά τθν άνκθςθ (Michaels and Amasino, 2001; Reeves and Coupland, 2001). 

Φο προϊόν του γονιδίου FRIGIDA (FRI) κατά κάποιον τρόπο αυξάνει τθν αωκονία του 
FLC mRNA (Michaels and Amasino, 1999; Sheldon et al., 1999). Διαπιςτϊκθκε ότι τα γονίδια, 
FLC και FRI, δρουν ςυνεργατικά για τθν απόκτθςθ τθσ απαίτθςθσ για εαρινοποίθςθ. Θ 
μοριακι γενετικι ανάλυςθ των FRI/FLC υποδεικνφει ότι θ εαρινοποίθςθ δρα με μείωςθ τθσ 
ζκωραςθσ του FLC ωσ απόκριςθ ςε εκτεταμζνθ ζκκεςθ ςτο κρφο. Θ ζκωραςθ του FLC δείχνει 
κοινά χαρακτθριςτικά με τθν κατάςταςθ εαρινοποίθςθσ. Αυτά τα χαρακτθριςτικά τθσ 
εαρινοποίθςθσ δείχνουν ομοιότθτεσ ςτον επιγενετικό ζλεγχο τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ και 
οδιγθςαν ςτθν άποψθ ότι θ ρφκμιςθ τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ από τθν μεκυλίωςθ μπορεί 
να αποτελεί τθ βάςθ τθσ εαρινοποίθςθσ. Ωσ εκ τοφτου, ζνασ επιγενετικόσ μθχανιςμόσ 
πικανϊσ να είναι υπεφκυνοσ για τθν εγκακίδρυςθ, διατιρθςθ και επαναρφκμιςθ των 
εκάςτοτε αυτοδιαιωνιηόμενων αλλαγϊν που λαμβάνουν χϊρα κατά τθ διάρκεια ι 
μεταγενζςτερα τθσ ζκκεςθσ ςτο κρφο.  
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Φα μεταλλάγματα εαρινοποίθςθσ ςτο Arabidopsis (vrn) εμποδίηουν τθν καταςτολι 
τθσ ζκωραςθσ του FLC με ζκκεςθ ςτο κρφο και μπορεί να είναι ελαττωματικά είτε ςτθν 
αντίλθψθ τθσ χαμθλισ κερμοκραςίασ είτε ςτθν μετάδοςθ του ψυχροφ ςιματοσ από το 
μονοπάτι προϊκθςθσ τθσ εαρινοποίθςθσ (Chandler et al., 1996). Εντοπίςτθκαν δφο γονίδια 
αρμόδια για τθ διαδικαςία τθσ εαρινοποίθςθσ, τα VRN1 και VRN2. Φο γονίδιο VRN2 
ρυκμίηει τθν γονιδιακι ζκωραςθ με τθν τροποποίθςθ τθσ δομισ τθσ χρωματίνθσ (Birve et 
al., 2001; Gendall et al., 2001). Ρ ρόλοσ του είναι θ διατιρθςθ τθσ εαρινοποιθμζνθσ 
κατάςταςθσ διατθρϊντασ τθν καταςτολι τθσ ζκωραςθσ FLC ενϊ δεν απαιτείται για τθν 
αρχικι απόκριςθ ςτο κρφο. Ζνα γονίδιο που εμωανίηεται να ρυκμίηει τθν απόκριςθ ςτο 
κρφο είναι το HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 1 (HOS1) (Lee et al., 
2001; Ishitani et al., 1998). 
 
 
1.4.1.δ Μονοπάτι γιββερελλινϊν  

Ρ αυξθτικόσ ρυκμιςτισ GA (γιββερελλινικό οξφ) προάγει τθν άνκθςθ ςτο 
Arabidopsis (Wilson et al., 1992; Putterill, et al., 1995; Blazquez et al., 1998). Αυτό αρχικά 
δείχκθκε από εωαρμογζσ εξωγενοφσ GA, που προκάλεςαν πρόωρθ άνκθςθ των αγρίου 
τφπου ωυτϊν, και μελετικθκε αργότερα μζςω μεταλλάξεων που διακόπτουν είτε τθν 
βιοςφνκεςθ είτε τθ ςθματοδότθςθ του GA (Wilson et al., 1992). Αυτζσ οι μεταλλάξεισ ζχουν 
επίςθσ επιδράςεισ ςε πολλζσ άλλεσ πλευρζσ τθσ ωυτικισ αφξθςθσ και ανάπτυξθσ 
ςυμπεριλαμβανομζνων τθσ επιμικυνςθσ του μίςχου, τθσ γονιμοποίθςθσ και τθσ ανκικισ 
ανάπτυξθσ.  

Ζχουν ταυτοποιθκεί αρκετζσ μεταλλάξεισ που επθρεάηουν τθν βιοςφνκεςθ του GA 
ςτο Arabidopsis και τα μεταλλαγμζνα γονίδια κλωνοποιικθκαν. Ξερικά από αυτά είναι τα 
γονίδια GA1, GA4 και GA5 και ωαίνεται να ζχουν κάποιο ρόλο ςτθν ρφκμιςθ του χρόνου 
άνκθςθσ. Φο GA1 κωδικοποιεί ζνα ζνηυμο που καταλφει το πρϊτο βιμα που ςυντελείται 
ςτθν βιοςφνκεςθ του GA (Sun and Kamiya, 1994). Φο αντίςτοιχο μετάλλαγμα, είναι ανίκανο 
να ανκίςει ςε μικρζσ θμζρεσ και ανκίηει πιο κακυςτερθμζνα από ότι ό άγριοσ τφποσ ςε 
μεγάλεσ θμζρεσ (Wilson et al., 1992). Αυτά τα ωυτά επίςθσ εμωανίηουν ςοβαρό νανιςμό, Υε 
αντίκεςθ με τα ga1, τα μεταλλάγματα ga4 και ga5, ζχουν λιγότερο ςοβαρζσ επιδράςεισ, 
αναπτφςςοντασ θμινάνα ωυτά που παράγουν γόνιμα άνκθ με ωυςιολογικά siliques 
(Koornneef and van der Veen, 1980). Φα ga4 και ga5 μεταλλάγματα είναι ελαττωματικά 
ςτθν δραςτθριότθτα ενηφμων που ενδεχομζνωσ είναι εμπλεκόμενα ςε ζνα ρυκμιςτικό βιμα 
ςτθν βιοςφνκεςθ του GA (Talon et al., 1990; Xu et al., 1995). 

Ρ ρόλοσ του GA ςτον ζλεγχο τθσ άνκθςθσ επίςθσ υποδθλϊνεται και από γονίδια 
που εμπλζκονται ςτθν ςθματοδότθςθ του GA. Φρία ςυνδεδεμζνα γονίδια με ρόλουσ-κλειδί 
ςτθν ςθματοδότθςθ του GA, τα GIBBERELLIC ACID INSENSITIVE (GAI), REPRESSOR OF GA1-3 
(RGA) και RGA-LIKE 1 (RGL1) ζχουν αλλθλοεπικαλυπτόμενεσ λειτουργίεσ. Φα παραπάνω 
γονίδια πιςτεφεται ότι παρεμποδίηουν τισ αποκρίςεισ ςτο GA απουςία ενεργοφ GA, και ότι 
το GA καταςτζλλει  αυτι τθν παρεμπόδιςθ. Υφμωωνα με αυτό το μοντζλο οι αποκρίςεισ ςτο 
GA λαμβάνουν χϊρα απουςία GA εάν τα GAI, RGA, και RGL1 είναι αδρανοποιθμζνα. 
Σαράλλθλα, το RGL1 μπορεί επίςθσ να εμπλζκεται ςτθν ανάπτυξθ των ςεπάλων και των 
πετάλων. Επιπλζον θ ακολουκία DELLA ωαίνεται να παίηει ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτον 
μθχανιςμό μζςω του οποίου το GA παρεμποδίηει τθν λειτουργία των GAI, RGA και RGL1 
(Mouradov et al., 2002).  

Φο γονίδιο SPY κωδικοποιεί άλλον ζναν αρνθτικό ρυκμιςτι των αποκρίςεων GA που 
επθρεάηει τον χρόνο άνκθςθσ (Jacobsen and Olszewski, 1993). Ρ τρόποσ με τον οποίο το 
γονίδιο αυτό δρα για να ρυκμίςει τισ αποκρίςεισ ςτο GA δεν είναι γνωςτόσ, αλλά γενικϊσ 
δρα ανοδικά του GAI, και μπορεί να απαιτείται για τθν δραςτθριότθτα των GAI/RGA. Άλλεσ 
πρωτεΐνεσ που εμπλζκονται ςτο μονοπάτι ςιμανςθσ του  GA και ςτθν ρφκμιςθ του χρόνου 
άνκθςθσ είναι τα PHOTOPERIOD RESPONSIVE 1 (PHOR1), FPF1, και SHI. Φο PHOR1 αρχικά 
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ταυτοποιικθκε ςτθν πατάτα και δεν ενςωματϊκθκε εντόσ του μονοπατιοφ μετάδοςθσ 
ςιματοσ του Arabidopsis (Amador et al.,2001). Κςωσ δρα ανοδικά του RGA και κα μποροφςε 
να εμπλζκεται ςτθν αποςφνκεςι του ωσ απόκριςθ ςτο GA, παρότι δεν υπάρχει άμεςθ 
απόδειξθ για αυτό. Φο FPF1 προτάκθκε ότι προάγει τθν άνκθςθ μζςω του μονοπατιοφ GA. 
Φζλοσ, θ κυρίαρχθ μετάλλαξθ shi προκαλεί ζναν ωαινότυπο παρόμοιο με το μετάλλαγμα 
που είναι ελλειπτικό ςε GA, ςυμπεριλαμβανομζνθσ τθσ κακυςτερθμζνθσ άνκθςθσ (Fridborg 
et al., 1999; 2001).  

Αρκετζσ μελζτεσ ζχουν περιγράψει γενετικζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ του 
μονοπατιοφ GA και άλλων μονοπατιϊν χρόνου άνκθςθσ. Επί παραδείγματι, το μονοπάτι GA 
κεωρείται ότι πικανϊσ δρα παράλλθλα ςτο μονοπάτι μακράσ θμζρασ επειδι υπάρχει 
πλεοναςμόσ μεταξφ των μεταλλάξεων που επθρεάηουν τα δφο αυτά μονοπάτια. Θ 
επίδραςθ των μεταλλάξεων που επιωζρουν βλάβεσ ςτο μονοπάτι GA είναι μεγαλφτερθ υπό 
μικρζσ θμζρεσ (Putterill et al., 1995; Reeves and Coupland, 2001). Αυτό υποδθλϊνει ότι ςε 
μικρζσ θμζρεσ, όπου το μονοπάτι μακράσ θμζρασ δεν είναι ενεργό, το GA είναι το κυρίαρχο 
μονοπάτι άνκθςθσ και απϊλεια τθσ λειτουργίασ αυτοφ του μονοπατιοφ μπορεί να 
αποτρζπει τθν άνκθςθ. Χπό μεγάλεσ θμζρεσ, θ επίδραςθ τθσ αδρανοποίθςθσ του 
μονοπατιοφ GA είναι λιγότερο ςοβαρι εξαιτίασ τθσ δραςτθριότθτασ του μονοπατιοφ 
μακράσ θμζρασ. Υειρζσ πειραμάτων ζχουν δείξει ότι το μονοπάτι του GA ρυκμίηει τα ίδια 
γονίδια χρόνου άνκθςθσ όπωσ τα άλλα μονοπάτια του χρόνου άνκθςθσ (Borner et al., 2000; 
Lee et al., 2000; Samach et al., 2000). Ζνασ τρόποσ με τον οποίο οι GAs προάγουν τθν 
άνκθςθ είναι αυξάνοντασ τθν μεταγραωικι δραςτθριότθτα του γονιδίου ταυτότθτασ του 
ανκικοφ μεριςτϊματοσ LEAFY (LFY) (Blazquez et al., 1998; Melzer et al., 1999).  
 
 
1.4.2 Σο μοντζλο ABCE 

Θ ςφγχρονθ ζρευνα ςτθν ανκικι εξζλιξθ και τθν ανκικι ανάπτυξθ ζχει ωσ 
υποκείμενο πλαίςιο τθσ το μοντζλο που διατυπϊκθκε με τθν ανακάλυψθ μιασ ςειράσ 
γονιδίων. Φα γονίδια αυτά δρουν από κοινοφ, ςε ζνα ωαινομενικά απλό ςυνδυαςτικό 
μοντζλο, με ςκοπό να κακοριςτεί θ ταυτότθτα των τεςςάρων τφπων οργάνων που 
ςυνκζτουν ζνα τζλειο άνκοσ. Είναι ευρζωσ γνωςτό ωσ το μοντζλο ABC και βαςίηεται ςε μια 
ςειρά από ομοιοτικζσ μεταλλάξεισ ςε δφο είδθ μοντζλα, το Arabidopsis thaliana 
(Brassicaceae) και το Antirrhinum majus (Plantaginaceae) (Coen and Meyerowitz, 1991; 
Weigel and Meyerowitz, 1994; Bowman et al., 1989).  

Φο μοντζλο ABC πρότεινε ότι τρεισ γονιδιακζσ λειτουργίεσ, Α, Β και C, που ενεργοφν 
ςε ςυνδυαςμό, κακορίηουν τα όργανα που διαμορωϊνουν τισ τζςςερισ ςπείρεσ του άνκουσ 
(Εικόνα 1.8). Ζκαςτθ εκ των A, B και C λειτουργιϊν κεωρείται ότι καταλαμβάνει δφο 
γειτονικζσ ςπείρεσ, που επικαλφπτονται μεταξφ τουσ ζτςι ϊςτε κάκε ςπείρα ορίηεται από 
τθν ζκωραςθ μιασ μοναδικισ λειτουργίασ ι από τον ςυνδυαςμό των λειτουργιϊν. Θ 
ζκωραςθ μόνο τθσ C λειτουργίασ ςτθν ςπείρα 4 προκαλεί τον ςχθματιςμό των 
καρπόωυλλων. Υτθ ςπείρα 3 εκωράηονται οι Β και C λειτουργίεσ, οι οποίεσ κακορίηουν τουσ 
ςτιμονεσ. Φα πζταλα ςχθματίηονται ςτθν ςπείρα 2 λόγω τθσ ταυτόχρονθσ ζκωραςθσ των Α 
και Β λειτουργιϊν και θ ζκωραςθ μόνο τθσ A λειτουργίασ ςτθν ςπείρα 1 οδθγεί ςτα ςζπαλα. 
Υτο μοντζλο ABC είναι ενςωματωμζνθ θ αμοιβαία καταςτολι μεταξφ των Α και C 
λειτουργιϊν για να εξθγιςει γιατί θ C λειτουργία επεκτείνεται ςτισ εξωτερικζσ ςπείρεσ ςτισ 
μεταλλάξεισ τθσ A λειτουργίασ, που προκαλοφν τθν ανάπτυξθ αναπαραγωγικϊν οργάνων 
ςτισ πρϊτεσ ςπείρεσ. Είναι ςθμαντικό ότι, παρόμοιεσ κατθγορίεσ μεταλλαγμάτων 
περιγράωθκαν και ςτο Arabidopsis και ςτο Antirrhinum, γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι θ 
ρφκμιςθ τθσ ταυτότθτασ των οργάνων είναι ιδιαίτερα διατθρθμζνθ ςτθν εξζλιξθ. 
Δεδομζνου ότι το μοντζλο βαςίςτθκε ςε ομοιοτικζσ μεταλλάξεισ ςτα δφο αυτά πρότυπα 
είδθ, κεωρείται ότι το μοντζλο ABC παρζχει ζνα ενιαίο πλαίςιο για να εξθγιςει τθν 
ανάπτυξθ του άνκουσ (Irish, 2010; Causier et al., 2010; Soltis et al., 2007). 
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Σολλά γονίδια ζχουν αναγνωριςτεί ότι δρουν ωσ ρυκμιςτζσ κλειδιά ςτον κακοριςμό 
τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν οργάνων ςτα Arabidopsis και Antirrhinum. Υτο Arabidopsis, τα 
APETALA1 (AP1) και AP2 είναι τα γονίδια τθσ A λειτουργίασ, τα AP3 και PISTILLATA (PI) είναι 
τα γονίδια τθσ Β λειτουργίασ, και το AGAMOUS (AG) είναι το γονίδιο τθσ C λειτουργίασ (Keck 
et al., 2003). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σολλά από τα γονίδια ABC από διάωορα είδθ, ζχουν εντοπιςτεί και με εξαίρεςθ το 

γονίδιο APETALA2 (AP2) του Arabidopsis (και τα ομόλογά του), είναι MADS-box γονίδια, μια 

Εικόνα 1.8: Σο μοντζλο ABCE και οι πρωτεϊνικζσ αλλθλεπιδράςεισ που κακορίηουν τθν ταυτότθτα 
των οργάνων. (α) Φο μοντζλο ABCE. Διάγραμμα ενόσ μοντζλου άνκουσ με ςζπαλα (Se) ςτθν 
εξωτερικι ςπείρα (1), πζταλα (Pt) ςτθν ςπείρα 2, ςτιμονεσ (St) ςτθν ςπείρα 3, και καρπόωυλλα (Ca) 
ςτθν ςπείρα 4. Μάτω από το άνκοσ είναι το μοντζλο ABC. Υτθν πρϊτθ ςπείρα εκωράηονται τα γονίδια 
τθσ Α λειτουργίασ (κόκκινο). Υτθν ςπείρα 2 ςυν-εκωράηονται (πορτοκαλί) τα γονίδια των Α και Β 
λειτουργιϊν (κίτρινο). Υτθν τρίτθ ςπείρα οι Β και C (μπλε) λειτουργίεσ δρουν μαηί (πράςινο), ενϊ 
ςτθν τζταρτθ ςπείρα θ C λειτουργία δρα μόνθ τθσ. Φο μοντζλο ABC προβλζπει τθν αμοιβαία 
καταςτολι μεταξφ των A και C-λειτουργιϊν, όπωσ υποδεικνφεται από τισ γραμμζσ με τα τυωλά 
άκρα. Θ λειτουργία E (μωβ), κακορίηει το ανκικό πλαίςιο ςτο οποίο λειτουργοφν τα γονίδια ABC. Ρι 
πρωτεΐνεσ τισ E λειτουργίασ ςχθματίηουν ςφμπλοκα με τουσ κατάλλθλουσ παράγοντεσ ABC ϊςτε να 
κατευκφνουν τθν  ταυτότθτα των ανκικϊν οργάνων. Μάκε ςφμπλοκο αποτελείται από μία τετράδα 
MADS-box παραγόντων που αλλθλεπιδροφν μζςω τθσ αλλθλουχίασ του C-τελικoφ άκρου των 
πρωτεϊνϊν. (β) Mεταλλάγματα Arabidopsis από τα οποία προτάκθκε το μοντζλο ABC. Υτθν κορυωι 
είναι το άνκοσ άγριου τφπου. Μάτω από αυτό απεικονίηεται ζνα μετάλλαγμα τθσ Α λειτουργίασ όπου 
θ απϊλεια των γονιδίων Α οδθγεί ςτθν επζκταςθ τθσ C λειτουργίασ ςτισ ςπείρεσ 1 και 2. Υτο 
apetala2 μετάλλαγμα τθσ Α λειτουργίασ που απεικονίηεται εδϊ, τα ςζπαλα μετατρζπονται ςε δομζσ 
που ομοιάηουν με καρπόωυλλο ι ωφλλα (ανάλογα με τον αλλθλόμορωο), και τα πζταλα ςε όργανα 
που ομοιάηουν με ςτιμονεσ (κυκλωμζνοσ ανκιρασ ςτθν ςπείρα 2). Υτα μεταλλάγματα του 
Arabidopsis τθσ Β λειτουργίασ όπωσ το pistillata, οι δφο πρϊτεσ ςπείρεσ ζχουν ταυτότθτα ςζπαλων, 
και θ τρίτθ ςπείρα μετατρζπεται ςε ζνα καρπόωυλλο. Υτο κάτω μζροσ απεικονίηεται το μετάλλαγμα 
Arabidopsis τθσ C λειτουργίασ, το agamous. Υφμωωνα με το ABC μοντζλο απϊλεια τθσ δράςθσ του C 
γονιδίου οδθγεί ςτθν επζκταςθ τθσ Α-λειτουργίασ ςε όλεσ τισ ςπείρεσ του άνκουσ. Φο αποτζλεςμα 
είναι θ μετατροπι των αναπαραγωγικϊν οργάνων (ςτιμονεσ και καρπόωυλλα) ςε όργανα του 
περιανκίου (ςζπαλα και πζταλα) και θ απϊλεια του κακοριςμοφ των ανκζων, δίνοντασ ωαινότυπο 
που μοιάηει με τριαντάωυλλο. 

β α 

Se 
(1) 

St 
(3) 

Pt 
(2) 

Ca 
(4) 
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μεγάλθ οικογζνεια ευκαρυωτικϊν γονιδίων που κωδικοποιοφν μεταγραωικοφσ παράγοντεσ 
που περιζχουν μία περιοχι δζςμευςθσ DNA υψθλά ςυντθρθμζνθ (MADS περιοχι) (Theissen 
et al., 2000; Jofuku et al., 1994). Ρι MADS-box παράγοντεσ αποδεικνφονται κακοριςτικοί 
ρυκμιςτζσ των ωυτικϊν αναπτυξιακϊν διαδικαςιϊν, και ςτο Arabidopsis ζχουν εντοπιςτεί 
τουλάχιςτον 107 MADS-box γονίδια. Ρι ωυτικζσ MADS-box πρωτεΐνεσ ανικουν ςε δφο 
μεγάλεσ οικογζνειεσ: τθν κατθγορία τφπου Ι και τθν κατθγορία τφπου II (Parenicovα et al., 
2003; Alvarez-Buylla et al., 2000). Φα ABC MADS-box γονίδια ανικουν ςτθν κατθγορία τφπου 
ΙΙ, και χαρακτθρίηονται από τζςςερισ διακριτοφσ τομείσ. Φο AP2 κωδικοποιεί ζνα μζλοσ τθσ 
AP2/EREBP οικογζνειασ μεταγραωικϊν παραγόντων, πράγμα που ςθμαίνει ότι ζνα 
μεταγραωικό ρυκμιςτικό δίκτυο ζχει κεντρικι ςθμαςία για τον προςδιοριςμό τθσ 
ταυτότθτασ των οργάνων (Weigel, 1995; Ditta et al., 2004) 

Φα γονίδια SEPALLATA (SEP1, 2, 3, 4) είναι λειτουργικά πλεονάηοντα ςτον 
κακοριςμό τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν οργάνων. Ξε βάςθ τισ μελζτεσ ςτο Arabidopsis, οι 
A+E λειτουργίεσ είναι απαραίτθτεσ για τα ςζπαλα, οι A+B+E λειτουργίεσ για τα πζταλα, οι 
B+C+E λειτουργίεσ για τουσ ςτιμονεσ, και οι C+E λειτουργίεσ για τα καρπόωυλλα. Ωσ εκ 
τοφτου, μια πιο κατάλλθλθ ςυντομογραωία για το ςθμερινό μοντζλο τθσ ταυτότθτασ των 
ανκικϊν οργάνων ςτο Arabidopsis και το Antirrhinum είναι το μοντζλο ABCE (Εικόνα 1.8). Φο 
«μοντζλο κουαρτζτο» εξθγεί πϊσ τα πρωτεϊνικά προϊόντα των γονιδίων των λειτουργιϊν 
ABCE μποροφν να αλλθλεπιδράςουν για τον ζλεγχο τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν οργάνων 
(Honma and Goto, 2000; Theissen and Saedler, 2001). Ρι πρωτεΐνεσ SEP ςχθματίηουν 
τετραμερι ςφμπλοκα με τισ πρωτεΐνεσ ABC και ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, αυτά τα 
ςυγκροτιματα πρωτεϊνϊν αποτελείται από μία ι περιςςότερεσ ABC πρωτεΐνεσ ςε 
ςυνδυαςμό με μια πρωτεΐνθ SEP (Fan et al., 1997; Immink et al,, 2009). 

Φο μοντζλο ABCE με τθν κζςπιςθ μιασ περαιτζρω κατθγορίασ MADS-box 
μεταγραωικϊν παραγόντων που απαιτοφνται για τθ δθμιουργία του ανκικοφ πλαιςίου, 
εξθγεί τθν ανικανότθτα των γονιδίων ABC να προςδϊςουν από μόνα τουσ ταυτότθτα 
ανκικοφ οργάνου ςε ωφλλα. ΢μωσ θ ςυνδυαςμζνθ εκτοπικι ζκωραςθ των γονιδίων SEP και 
ABC είναι αρκετι για να μετατρζψει ωφλλα ςε ανκικά όργανα (Honma and Goto, 2001; 
Pelaz et al., 2001). Φζλοσ είναι πικανό να υπάρχει ςθμαντικι αλλθλεπικάλυψθ ςτισ 
διαδικαςίεσ ελζγχου τθσ λειτουργίασ του ανκικοφ μεριςτϊματοσ και τθσ ταυτότθτασ των 
οργάνων δεδομζνου ότι ζχει αποδειχτεί πωσ τα γονίδια AP1, SEP3 και AG ζχουν επιπλζον 
ρόλουσ ςτθν εγκακίδρυςθ του ανκικοφ μεριςτϊματοσ.  
 
 
1.4.3 Σο γονίδιο RABBIT EARS (RBE) 

Φο γονίδιο RABBIT EARS (RBE) ζχει αναγνωριςτεί ωσ ρυκμιςτισ τθσ ανάπτυξθσ των 
πετάλων ςτο Arabidopsis thaliana. Φο RBE κωδικοποιεί μία πρωτεΐνθ SUPERMAN (SUP)-like 
zinc-finger που εκωράηεται ςτα κφτταρα τθσ δεφτερθσ ςπείρασ κατά τα ςτάδια 3-6 τθσ 
άνκθςθσ. Θ πρωτεΐνθ αυτι βρίςκεται ςτον πυρινα και είναι ζνασ μεταγραωικόσ 
παράγοντασ. Σεριζχει μία Cys2His2 zinc-finger περιοχι ςφνδεςθσ DNA και μία ethylene-
responsive element binding factor (ERF)–associated amphiphilic repression (EAR)-like 
περιοχι (Takeda et al., 2004). Θ ςυναωισ πρωτεΐνθ SUPERMAN (SUP), θ οποία περιζχει μία 
παρόμοίωσ διατεταγμζνθ περιοχι zinc-finger και EAR-like μοτίβο, ζχει δειχκεί ότι διακζτει 
ικανότθτεσ δζςμευςθσ DNA και μεταγραωικισ καταςτολισ (Dathan et al., 2002; Hiratsu et 
al., 2002).. 

Φο RBE εκωράηεται ςτισ καταβολζσ των πετάλων και τα πρόδρομα κφτταρα τουσ, και 
θ ζκωραςθ αυτι εξαωανίηεται ςτα μεταγενζςτερα ςτάδια. Υυγκεκριμζνα, θ ζκωραςθ του 
RBE ξεκινά από τα πρόδρομα κφτταρα των καταβολϊν των πετάλων ςτο ςτάδιο 3 τθσ 
άνκθςθσ και ςυνεχίηει ςτισ αναπτυςςόμενεσ καταβολζσ των πετάλων μζχρι το ςτάδιο 6. 
Αυτά τα χαρακτθριςτικά υποδθλϊνουν πωσ το RBE απαιτείται για τθν ζγκαιρθ ζναρξθ και 



37 
 

ανάπτυξθ των καταβολϊν των οργάνων τθσ δεφτερθσ ςπείρασ κατά τα πρϊιμο ςτάδια 
(Takeda et al., 2004).  

Φα μεταλλάγματα rbe παρουςιάηουν παραμορωϊςεισ ςτα όργανα τθσ δεφτερθσ 
ςπείρασ, όπωσ μεταβολζσ ςτθ μορωολογία των πετάλων, τα πζταλα μπορεί να 
αντικαταςτακοφν με όργανα που μοιάηουν με ςτιμονεσ, ι νιματα ενϊ οριςμζνα άνκθ rbe 
ζχουν αυξθμζνο αρικμό ςεπάλων ι παρουςιάηουν ςφντθξθ ςεπάλων (Takeda et al., 2004). 
Φο γονίδιο AGAMOUS (AG) δρα ωσ καταςτολζασ τθσ ανάπτυξθσ ςτθν δεφτερθ ςπείρα 
(Bowman et al., 1991; 1993) ενϊ μελζτεσ δείχνουν ότι αυτζσ οι παραμορωϊςεισ των ωυτϊν 
rbe οωείλονται ςτθν εκτοπικι του ζκωραςθ ςτα κφτταρα τθσ δεφτερθσ ςπείρασ και ότι το 
RBE δρα ωσ ζνασ καταςτολζασ τθσ ζκωραςθσ του AG ςτα άνκθ του Arabidopsis (Krizek et al., 
2006).  

Επιπρόςκετα από τον προςδιοριςμό τθσ ταυτότθτασ των οργάνων τθσ δεφτερθσ 
ςπείρασ, τα AP1 και AP2 απαιτοφνται επίςθσ για τθν ζναρξθ των εν λόγω οργάνων. Άλλα 
γονίδια που προάγουν τθν ζναρξθ και τθν ανάπτυξθ των καταβολϊν των οργάνων τθσ 
δεφτερθσ ςπείρασ είναι τα UNUSUAL FLORAL ORGANS (UFO), PETAL LOSS (PTL), RABBIT 
EARS (RBE) και ROXY1. Υτο Arabidopsis, το PTL λειτουργεί ωσ παράγοντασ μεταγραωισ ςτθν 
πρϊτθ ςπείρα, όπου περιορίηει το μζγεκοσ τθσ ηϊνθσ μεταξφ των ςεπάλων. ςυμβάλλοντασ 
ζτςι ςτο ςχθματιςμό των ορίων μεταξφ των οργάνων αυτϊν (Brewer et al., 2004). Φο UFO 
ςτοχεφει για αποικοδόμθςθ ζναν καταςτολζα του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων τθσ 
δεφτερθσ ςπείρασ (Durfee et al., 2003; Samach et al., 1999). Ζχει βρεκεί ότι το RBE δρα 
ζπειτα από τα γονίδια ΑΡ1, PTL και UFO (Irish, 2008). 

Ξελζτεσ ζχουν δείξει πωσ το RBE ςυμβάλει ςτθν δθμιουργία του προτφπου των 
νεαρϊν ανκζων με τθν διατιρθςθ δφο διαωορετικϊν τφπων ορίων. Φο RBE προωκεί τθν 
ανάπτυξθ τθσ δεφτερθσ ςπείρασ με τθ διατιρθςθ ενόσ ορίου μεταξφ τθσ δεφτερθσ και 
τρίτθσ ςπείρασ του άνκουσ, το οποίο περιορίηει τθν ζκωραςθ του γονιδίου AG τθσ κλάςθσ C 
ςτισ ςπείρεσ τρία και τζςςερα. Αν και τα αρχικά όρια τθσ ζκωραςθσ του AG μπορεί να 
δθμιουργικθκαν ανεξάρτθτα από το RBE, θ διατιρθςθ τθσ φπαρξθσ τουσ απαιτεί το RBE. 
Φζτοιοι ειδικοί καταςτολείσ ςτο περιάνκιο, ςυμπεριλαμβανομζνου και του RBE, 
εξαςωαλίηουν ότι θ C περιοχι περιορίηεται ςτο κζντρο του άνκουσ (Cartolano et al., 2009). 
Φο RBE δρα επίςθσ για να διατθριςει ζνα δεφτερο τφπο ορίων, τα οποία διαχωρίηουν τισ 
καταβολζσ των μεμονωμζνων ςεπάλων εντόσ τθσ πρϊτθσ ςπείρασ. Ξοριακά και γενετικά 
δεδομζνα υποδθλϊνουν ότι τα UFO και RBE λειτουργοφν ςτο ίδιο μονοπάτι για τθν 
προϊκθςθ τθσ ζναρξθσ και ανάπτυξθσ των οργάνων τθσ δεφτερθσ ςπείρασ και ότι το UFO 
απαιτείται για τα κανονικά επίπεδα ζκωραςθσ του RBE (Irish, 2008; Krizek et al., 2006). 
Ξεταλλάξεισ ςτα UFO, RBE ι PTL προκαλοφν παρόμοια ελαττϊματα ςτισ δφο εξωτερικζσ 
ςπείρεσ των ανκζων. (Griffith et al., 1999). Φο αν το PTL είναι ζνα ςυςτατικό του 
μονοπατιοφ των UFO/RBE ι δρα ςε ξεχωριςτό μονοπάτι παραμζνει αςαωζσ. Επιπλζον, 
ζχουν ερευνθκεί τα πρότυπα ζκωραςθσ του RBE κατά τθν ανάπτυξθ των ωαρίων και 
δείχνουν πωσ το RBE δρα επίςθσ για τθ ρφκμιςθ τθσ ανάπτυξθσ του εξωτερικοφ τουσ 
περιβλιματοσ (Krizek et al., 2006). 

Σολλά γονίδια που εμπλζκονται ςτθ διατιρθςθ των ορίων εντόσ των 
αναπτυςςόμενων ανκζων ζχουν εντοπιςτεί. Φο γονίδιο SUP διατθρεί ζνα όριο μεταξφ τθσ 
τρίτθσ και τζταρτθσ ςπείρασ των ανκζων. Ξπορεί να αποτρζψει τθν επζκταςθ τθσ 
ζκωραςθσ του AP3 ςτθν τζταρτθ ςπείρα με τθ ρφκμιςθ τθσ ιςορροπίασ τθσ κυτταρικισ 
διαίρεςθσ ςτθν τρίτθ και τζταρτθ ςπείρα (Sakai et al., 1995). Φα πρότυπα ζκωραςθσ των RBE 
και SUP ςτα μπουμποφκια είναι διαωορετικά, γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι οι λειτουργίεσ 
τουσ διαχωρίηονται χωρoταξικά. Επιπλζον, οι λειτουργίεσ αυτϊν των δφο γονιδίων είναι 
πικανόν να είναι ανταγωνιςτικζσ, όςον αωορά τθν ανάπτυξθ του άνκουσ. Φο ςυμπζραςμα 
αυτό ζχει εξαχκεί κακϊσ το SUP ρυκμίηει τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων αρνθτικά ςτα 
όρια τθσ τρίτθσ και τζταρτθσ ςπείρασ (Sakai et al., 1995; Sakai et al., 2000) ενϊ το RBE 
εμπλζκεται ςτθν προςδιοριςμό των κυττάρων ι τθν ενεργοποίθςθ του πολλαπλαςιαςμοφ 
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των κυττάρων, και όχι ςτθν καταςτολι του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων, όπωσ το SUP. 
Ζτςι, ςε ζνα άνκοσ, είναι διαωορετικι όχι μόνο θ περιοχι δράςθσ, αλλά επίςθσ και τα 
γονίδια-ςτόχοι των RBE και SUP. 

Θ εγκακίδρυςθ και θ ςυντιρθςθ των ορίων των οργάνων είναι ηωτικισ ςθμαςίασ 
για τθν ανάπτυξθ των ηϊων και των ωυτϊν. Υτά άνκθ του Arabidopsis, τρία microRNA164 
(miR164) γονίδια (MIR164a, b και c) ρυκμίηουν μετα-μεταγραωικά τθν ζκωραςθ των CUP-
SHAPED COTYLEDON1 (CUC1) και CUC2, τα οποία κωδικοποιοφν βαςικοφσ ρυκμιςτζσ 
μεταγραωισ που απαιτοφνται για τον ςχθματιςμό των ορίων των οργάνων, κακϊσ και για 
τθν καταςτολι τθσ ανάπτυξθσ ςε μία ποικιλία ιςτϊν (Wang et al., 2004; Mallory et al., 2004; 
Rhoades et al., 2002; Sieber et al., 2007). Θ ακριβισ ρφκμιςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των 
μεταγραωθμάτων CUC1 CUC2 είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τον ορκό ζλεγχο του αρικμοφ των 
οργάνων και του ςχθματιςμοφ των ορίων κακ’ όλθ τθν βλαςτικι και αναπαραγωγικι 
ανάπτυξθ (Baker et al., 2005; Laufs et al., 2004; Mallory et al., 2004; Sieber et al., 2007). 

Φα τρία miR164 γονίδια εκωράηονται ςε ξεχωριςτζσ χωρικζσ και χρονικζσ περιοχζσ 
που είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για τθ λειτουργία τουσ. Σρόςωατα πειραματικά δεδομζνα, 
αποδεικνφουν ότι το RBE ρυκμίηει τθν ζκωραςθ και των τριϊν miR164 γονιδίων. 
Υυγκεκριμζνα, το RBE αλλθλεπιδρά άμεςα με τον υποκινθτι του MIR164c και ρυκμίηει 
αρνθτικά τθν ζκωραςι του. Φο RBE ρυκμίηει επίςθσ τθν ζκωραςθ των MIR164a και 
MIR164b, αν και αυτό ωαίνεται να γίνεται ζμμεςα καταςτζλλοντασ τθ μεταγραωι του 
MIR164b και ρυκμίηοντασ κετικά το MIR164a. Επιπροςκζτωσ, ζχει δειχκεί ότι ο ρόλοσ του 
RBE ςτθν ανάπτυξθ των ςεπάλων και πετάλων διαμεςολαβείται εν μζρει από τθν 
ταυτόχρονθ ρφκμιςθ των γονιδιακϊν προϊόντων των CUC1 και CUC2. Αυτά τα 
αποτελζςματα δείχνουν ότι ζνασ ρόλοσ του RBE είναι να τελειοποιεί τθν ζκωραςθ των 
miR164 ϊςτε να ρυκμίςουν τα γονίδια CUC1 και CUC2, τα οποία ακολοφκωσ ρυκμίηουν με 
ακρίβεια αναπτυξιακά γεγονότα που απαιτοφνται για τθν οργανογζνεςθ των ςζπαλων και 
πετάλων (Huang et al., 2012). 
 
 

 
 
 
 
 
 Εικόνα 1.9: Μοντζλο για τθ λειτουργία του RBE 
ςτθν ανάπτυξθ τθσ πρϊτθσ και τθσ δεφτερθσ 
ςπείρασ του άνκουσ. Φα βζλθ και οι μπάρεσ 
περιγράωουν τισ αλλθλεπιδράςεισ που 
ςτθρίηονται ςε γενετικά ι/και μοριακά 
δεδομζνα. Φα διακεκομμζνα βζλθ υποδεικνφουν 
προτεινόμενεσ αλλθλεπιδράςεισ. Ρι πράςινεσ 
ελλείψεισ αντιπροςωπεφουν καταβολζσ 
ςζπαλων και ο κίτρινοσ κφκλοσ αντιπροςωπεφει 
τισ καταβολζσ ενόσ πετάλου. 

 
 
 
 
 

 
Φο RBE εκωράηεται μόνο ςτα κφτταρα τθσ δεφτερθσ ςπείρασ (Takeda et al., 2004), 

αλλά οι μεταλλάξεισ ςτο γονίδιο αυτό μεταβάλλουν τθν ανάπτυξθ τόςο τθσ πρϊτθ όςο και 
τθσ δεφτερθσ ςπείρασ. Θ μειωμζνθ ανάπτυξθ τθσ δεφτερθσ ςπείρασ των μεταλλαγμάτων rbe 
ωαίνεται να ςυνοδεφεται από αυξθμζνθ ανάπτυξθ ςε μία γειτονικι περιοχι τθσ πρϊτθσ 
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ςπείρασ. Ρι Krizek et al., (2006) υποδεικνφουν ότι μονοπάτια ςθματοδότθςθσ ενεργοφν 
μεταξφ γειτονικϊν ομάδων κυττάρων μεταξφ τθσ πρϊτθσ και δεφτερθσ ςπείρασ ρυκμίηοντασ 
τον κυτταρικό πολλαπλαςιαςμό. Υτο μοντζλο που προτείνουν (Εικόνα 1.9), τα γονίδια UFO 
και RBE δρουν ςε ζνα μονοπάτι προωκϊντασ τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων τθσ 
δεφτερθσ ςπείρασ μζςω τθσ καταςτολισ του AG, το οποίο δρα ωσ καταςτολζασ τθσ 
ανάπτυξθσ όταν εκωράηεται εκτοπικά ςτθν δεφτερθ ςπείρα (Bowman et al., 1991; 1993). Φα 
πολλαπλαςιαηόμενα κφτταρα τθσ δεφτερθσ ςπείρασ κατά τθ ζναρξθ των πετάλων παράγουν 
ζνα ςιμα (S) που κινείται προσ τα γειτονικά κφτταρα τθσ πρϊτθσ ςπείρασ, ενεργοποιϊντασ 
ζναν αναςτολζα τθσ ανάπτυξθσ τθσ πρϊτθσ ςπείρασ (Ι) ςε αυτζσ τισ περιοχζσ. Ζνα τζτοιο 
μονοπάτι οδθγεί ςτθ ζναρξθ και ανάπτυξθ των πετάλων, κακϊσ και ςτθν κακιζρωςθ 
ςυνόρων μεταξφ των γειτονικϊν καταβολϊν των ςεπάλων. Υε αυτό το μοντζλο, θ ποςότθτα 
του πολλαπλαςιαςμοφ των κυττάρων τθσ δεφτερθσ ςπείρασ και επομζνωσ θ ποςότθτα του S 
που παράγεται, ελζγχεται από τισ δραςτθριότθτεσ των UFO και RBE. Φο ROXY1, μία 
πρωτεΐνθ γλουταρεδοξίνθ (Xing et al., 2005), μπορεί επίςθσ να διαδραματίςει ζνα ρόλο εδϊ 
ωσ πικανόσ μετα-μεταωραςτικόσ ρυκμιςτισ του RBE. Υε rbe άνκθ, θ ζκωραςθ του AG ςτθν 
δεφτερθ ςπείρα αναςτζλλει τον πολλαπλαςιαςμό των κυττάρων ςτθν δεφτερθ ςπείρα. Αυτό 
οδθγεί ςε μείωςθ ι εξάλειψθ του ςιματοσ αναςτολισ τθσ ανάπτυξθσ ςτθν πρϊτθ ςπείρα, κι 
ζτςι οδθγεί ςε ενίςχυςθ τθσ ανάπτυξθσ ςτθν ηϊνθ μεταξφ των ςεπάλων και κατά ςυνζπεια 
ςε ςφντθξθ ςεπάλων και τον περιςταςιακό ςχθματιςμό επιπλζον ςεπάλων. Επομζνωσ, το 
RBE αποτελεί ςυςτατικό ενόσ μονοπατιοφ ςθματοδότθςθσ μεταξφ των ςπειρϊν που 
ρυκμίηει τθν ανάπτυξθ ςτισ δφο εξωτερικζσ ςπείρεσ των ανκζων  

Φζλοσ, απϊλεια τθσ λειτουργίασ του RBE ι του PTL διαταράςςει τθν ίδια διαδικαςία 
ειςροισ αυξίνθσ. Ζτςι, θ αυξίνθ είναι ζνα άμεςο και μεταδιδόμενο ςινιάλο ζναρξθσ των 
πετάλων προωκϊντασ τθν βιοςφνκεςι τθσ ςτθν ηϊνθ μεταξφ των ςζπαλων ςτα 
μεταλλαγμζνα ωυτά ptl και rbe αποκακιςτϊντασ τθν ζναρξθ των πετάλων. (Lampugnani et 
al., 2013).  

Υφμωωνα λοιπόν με όλα τα παραπάνω, το RBE ελζγχει πολλαπλζσ βιολογικζσ 
διεργαςίεσ κατά τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ των ςεπάλων και των πετάλων. 
 
 
1.4.4 Η ομάδα Polycomb (PcG)-Σο γονίδιο TERMINAL FLOWER2 (TFL2) 

1.4.4.α ΢υμπφκνωςθ τθσ χρωματίνθσ και γονιδιακι ρφκμιςθ-Η ομάδα Polycomb (PcG) 
Θ ςτακερι καταςτολι τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ είναι μια ςθμαντικι πτυχι των 

αναπτυξιακϊν προγραμμάτων των ανϊτερων οργανιςμϊν. Υτα ωυτά και ςτα ηϊα, το DNA 
οργανϊνεται και ςυμπιζηεται μζςα ςτθν χρωματίνθ θ οποία περιορίηει ωυςικά τθν 
προςβαςιμότθτα του γονιδιϊματοσ από ρυκμιςτικζσ πρωτεΐνεσ όπωσ οι παράγοντεσ 
μεταγραωισ (Zhang et al., 2007; Rando and Ahmad, 2007). Υυςτιματα-μοντζλα ωυτϊν 
ζχουν ςυμβάλει αποδεικνφοντασ ότι αυτόσ ο περιοριςμόσ είναι δυναμικόσ και αλλάηει κατά 
τθ διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ και ωσ απόκριςθ ςε εξωγενι ερεκίςματα.  

Θ κεμελιϊδθσ μονάδα τθσ χρωματίνθσ είναι το νουκλεόςωμα, το οποίο 
ςχθματίηεται με το τφλιγμα 147 bp DNA γφρω από ζνα οκταμερζσ ιςτονϊν (δφο αντίτυπα 
από κάκε μία εκ των ιςτονϊν Θ2Α, Θ2Β, Θ3 και Θ4) (Pfluger and Wagner, 2007). Αυτζσ οι 
πρωτεΐνεσ, οι ιςτόνεσ, μποροφν να τροποποιθκοφν με επιγενετικοφσ μθχανιςμοφσ, για 
παράδειγμα με μεκυλίωςθ ι ακετυλίωςθ λυςινϊν ι ωωςωορυλίωςθ ςερινϊν. Ειδικοί 
ςυνδυαςμοί των εν λόγω τροποποιιςεων των ιςτονϊν εντοπίηονται από άλλεσ πρωτεΐνεσ 
τθσ χρωματίνθσ και ζτςι παίηουν ουςιαςτικό ρόλο ςτθ γονιδιακι ρφκμιςθ (Εικόνα 1.10) 
(Turck et al., 2007).  

Ρι πρωτεΐνεσ τθσ ομάδασ Polycomb (PcG) εντοπίςτθκαν για πρϊτθ ωορά ωσ 
καταςτολείσ του ομοιοτικϊν γονιδίων ςτθν Drosophila melanogaster (Lewis, 1978; Jurgens, 
1985). Ρι πρωτεΐνεσ PcG ςτθν Drosophila και τα κθλαςτικά διακρίνονται κυρίωσ ςε 2 
λειτουργικϊσ διαωορετικά υποςφμπλοκα (Muller and Verrijzer, 2009): το Polycomb 
Repressive Complex2 (PRC2), το οποίο καταλφει τθν τριμεκυλίωςθ τθσ λυςίνθσ 27 τθσ 
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ιςτόνθσ Θ3 (H3K27) ςε ςυγκεκριμζνα γονίδια-ςτόχουσ και το PRC1, που αναγνωρίηει με το 
chromodomain του τθν τριμεκιλίωςθ  H3K27me3  για τθν προαγωγι τθσ ςυμπφκνωςθσ τθσ 
χρωματίνθσ, διατθρόντασ ςτακερι τθν μεταγραωικι καταςτολι των γονιδίων-ςτόχων. Υτο 
Arabidopsis ωςτόςο, δεν υπάρχει ςφμπλοκο PRC1, όμωσ ζχει υποςτθριχκεί ότι το γονίδιο 
TFL2 μπορεί να εκπλθρϊςει μια ςχετικι λειτουργία. Ωσ εκ τοφτου το TFL2 δεςμεφει 
H3K27me3 για να επιτευχκεί θ καταςτολι τθσ μεταγραωισ ςε PCG ςτόχουσ (Turck et al, 
2007; Zhang et al, 2007; Xu and Shen, 2008).  
 
 
1.4.4.β Σο γονίδιο TERMINAL FLOWER2 (TFL2) 

Φο γονίδιο TERMINAL FLOWER2 (TFL2), το οποίο ζχει ονομαςτεί επίςθσ και LIKE 
HETEROCHROMATIN PROTEIN1 (LHP1) και TU8 (Gaudin et al., 2001; Kim et al., 2004), 
κωδικοποιεί ζναν παράγοντα ρφκμιςθσ τθσ ςυμπφκνωςθσ τθσ χρωματίνθσ ςτα ωυτά 
κατζχοντασ ζτςι ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτθν γονιδιακι ρφκμιςθ. Φο TFL2 είναι το ομόλογο 
ςτο Arabidopsis του Su(var)2-5, το γονίδιο που κωδικοποιεί τθν HETEROCHROMATIN 
PROTEIN1 (HP1), που περιγράωθκε για πρϊτθ ωορά ςτθν Drosophila melanogaster 
(Eissenberg et al., 1990; Zemach et al., 2006).  

Θ πρωτεΐνθ TFL2, όπωσ όλεσ οι πρωτεΐνεσ HP1 χαρακτθρίηονται από τθν Ο-τελικι 
chromo περιοχι τθσ (CD) (τθσ τροποποίθςθσ τθσ οργάνωςθσ των χρωμοςωμάτων) (Paro and 
Hogness, 1991) και τθν εξαιρετικά ςυντθρθμζνθ C-τελικι chromo shadow περιοχι (CSD), οι 
οποίεσ διαχωρίηονται από μια μεταβλθτοφ μικουσ και αλλθλουχίασ αμινοξζων λιγότερο 
ςυντθρθμζνθ περιοχι ςφνδεςθσ (Eissenberg and Elgin, 2000). Θ CD ζχει αποδειχκεί ότι 
δεςμεφεται ςτθν ιςτόνθ Θ3 τριμεκυλιωμζνθ ςτθν λυςίνθ 27, ενϊ θ CSD εμπλζκεται ςε 
αλλθλεπιδράςεισ με άλλεσ πρωτεΐνεσ κακϊσ και ςτον ομοδιμεριςμο τθσ πρωτεΐνθσ (Singh 
and Georgatos, 2002) 

Ρι Haughn et al., το 1991 απομόνωςαν ζξι μεταλλάγματα Arabidopsis με 
τροποποιθμζνα επίπεδα γλυκοηινόλθσ ςτα ωφλλα (μια ομάδα δευτερογενϊν μεταβολιτϊν 
που ςχετίηεται με τθν άμυνα των ωυτϊν ζναντι πακογόνων βακτθρίων και μυκιτων, κακϊσ 
και εντόμων). Ζνα από αυτά, το οποίο ονομάςτθκε tu8, αναωζρκθκε ότι ζχει ζνα 
αςυνικιςτο ωαινότυπο: μειωμζνα επίπεδα των αλειωατικϊν και αρωματικϊν γλυκοηινολϊν 
ςτα ωφλλα. Αυτι θ μειωμζνθ περιεκτικότθτα ςε γλυκοηινόλθ ςυνοδεφεται με πρϊιμθ 
ανκοωορία και ωαινοτφπουσ με υπανάπτυκτα ωφλλα ροηζτασ. Γενετικι χαρτογράωθςθ και 
αλλθλοφχιςθ του DNA ταυτοποίθςε τθ μετάλλαξθ tu8 ωσ το tfl2-6, ζνα νζο αλλθλόμορωο 
του γονιδίου TFL2.  

Ξεταγενζςτερθ εργαςία από άλλουσ ζδειξε ότι το μετάλλαγμα tu8/tfl2 είναι 
ιδιαίτερα πλειοτροπικό, με μικρότερο ανάςτθμα (νανιςμόσ), αυξθμζνθ διακλάδωςθ, 
τερματιςμό τθσ ταξιανκίασ και μειωμζνθ ευαιςκθςία ςτθν ωωτοπερίοδο, τροποποιθμζνα 
επίπεδα ΙΑΑ, αυξθμζνθ επίπεδα ινδόλθσ γλυκοηινόλθσ ςτισ ρίηεσ, αυξθμζνθ αντίςταςθ ςτο 
πακογόνο μφκθτα Plasmodiophora brassicae (Clubroot), μειωμζνθ κερμοανκεκτικότθτα και 
μειωμζνθ ζκωραςθ των κυτταροπλαςματικϊν HSP90 (Ludwig-Müller et al., 1999; 2000). 
Δεδομζνθσ τθσ ευρείασ ρυκμιςτικισ λειτουργίασ του chromodomain τθσ πρωτεΐνθσ, 
απουςία ι μειωμζνα πρωτεϊνικά επίπεδα του TFL2 προκαλοφν τροποποιιςεισ ςτθν 
μεταγραωι μιασ ποικιλίασ γονιδίων ςτο Arabidopsis. Ωσ εκ τοφτου, ο πλειοτροπικόσ 
ωαινότυποσ των μεταλλαγμάτων tfl2 μπορεί να οωείλεται ςε άμεςεσ ι ζμμεςεσ επιπτϊςεισ 
ςε πολλαπλά μεταβολικά μονοπάτια. Σράγματι, ζχει δειχκεί ότι το TFL2 δρα ςτθν ρφκμιςθ 
του χρόνου άνκθςθσ καταςτζλλοντασ το γονίδιο FLOWERING LOCUS T (FT), καταςτζλλοντασ 
το FLOWERING LOCUS C (FLC) ωσ απόκριςθ ςτισ χαμθλζσ κερμοκραςίεσ, ωσ ρυκμιςτισ τθσ 
ζκωραςθσ των ομοιοτικϊν γονιδίων τθσ άνκθςθσ καταςτζλλοντασ τα AGAMOUS (AG), 
APETALA 3 (ΑΡ3) και PISTILLATA (PI), και αποτελεί ςυςτατικό ςτθ ρφκμιςθ των επιπζδων 
ινδόλθσ γλυκοηινόλθσ (Mylne et al., 2006; Germann et al., 2006; Sung et al., 2006). 
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Θ ενδοκυτταρικι τοποκζτθςθ του TFL2 ζχει μελετθκεί και πολλζσ αναωορζσ 
αποδεικνφουν πωσ το TFL2 δρα κυρίωσ ςτισ ευχρωματινικζσ περιοχζσ (Libault et al., 2005; 
Zemach et al., 2006). Εκτόσ από τον πυρθνικό τθσ εντοπιςμό, θ ομολογία τθσ πρωτεΐνθσ 
TFL2 με τισ πρωτεΐνεσ HP1 από άλλουσ οργανιςμοφσ υποδεικνφει μια δράςθ του TFL2 ςτισ 
πυρθνικζσ διαδικαςίεσ, πικανότατα ωσ ρυκμιςτισ τθσ γονιδιακισ μεταγραωισ μζςω τθσ 
τροποποίθςθσ τθσ δομισ τθσ χρωματίνθσ. Φο TFL2 εντοπίηεται ςτθν ευχρωματίνθ και 
λειτουργεί κυρίωσ ςτθν καταςτολι γονιδίων που βρίςκονται εντόσ τθσ ευχρωματίνθσ, όπωσ 
αυτά που προαναωζρκθκαν (Εικόνα 1.10) (Schatlowski et al., 2008; Hennig and Derkacheva, 
2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Εικόνα 1.10: Διάταξθ ςτο χϊρο των τροποποιιςεων τθσ χρωματίνθσ, ςθμαντικϊν για τθ γονιδιακι 
ζκφραςθ. Απεικονίηεται είναι γενικό ευχρωματινικό γονίδιο του ωυτοφ Arabidopsis thaliana ςτα 
πλαίςια τροποποιιςεων τθσ χρωματίνθσ, οι οποίεσ είναι γνωςτό ότι επθρεάηουν τθν ζκωραςθ των 
γονιδίων. Φα οκταμερι των ιςτονϊν παρουςιάηονται ωσ μωβ κφλινδροι. Θ τροποποίθςθ H2A.Z 
απεικονίηεται ωσ μια πορτοκαλί ζλλειψθ. Θ κατανομι των τροποποιιςεων οι οποίεσ 
προςδιορίςτθκαν από μελζτεσ κακολικισ δζςμευςθσ αναωζρονται με ζντονα γράμματα, για να 
διακρίνονται από εκείνεσ για τισ οποίεσ οι πλθροωορίεσ προζρχονται μόνο από μελζτεσ ενόσ 
περιοριςμζνου αρικμοφ γονιδίων. Υθμειϊνεται, ότι οι H3K27me3 και H3K9me3 δεν 
αλλθλεπικαλφπτονται, γονίδια που καταςτζλλονται από H3K27me3 ςτεροφνται H3K9me3 και 
αντίςτροωα. Επίςθσ, απεικονίηεται θ κατανομι τθσ μεκυλίωςθσ του DNA και τθσ LHP1/TFL2. 
1 H3K9me3 και H3K36me2 μπορεί να ζχουν διαωορετικοφσ ρόλουσ ςτθ μεταγραωι, εξαρτάται από 
τθν κζςθ τουσ. 

 
 

In vitro, θ TFL2/LHP1 δεςμεφεται με τθν ιςτόνθ Θ3 θ οποία είναι δι- ι τρι-
μεκυλιωμζνθ ςτθν λυςίνθ 9 (H3K9me2 ι H3K9me3), τισ περιοχζσ που αναγνωρίηονται από 
το HP1 και με τθν ιςτόνθ Θ3 τριμεκυλιωμζνθ ςτθ λυςίνθ 27 (H3K27me3), τισ μεκυλιϊςεισ 
που δθμιουργοφνται από τθν δράςθ του PRC2. Ωςτόςο, in vivo το TFL2/LHP1 δεςμεφεται με 
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τθν χρωματίνθ ςχεδόν αποκλειςτικά  ςε περιοχζσ που χαρακτθρίηονται από H3K27me3, 
αλλά όχι από H3K9me2 ι -3 (Turck et al., 2007). Ωσ εκ τοφτου, το TFL2/LHP1 κεωρείται ζνα 
λειτουργικό ομόλογό του PRC1 επειδι in vivo αναγνωρίηει εξειδικευμζνα και 
ςυνεντοπίηεται με τισ περιοχζσ H3K27me3 ωσ μζροσ ενόσ μθχανιςμοφ που καταςτζλλει τθν 
ζκωραςθ πολλϊν γονιδίων-ςτόχων του PRC2 (Turck et al, 2007; Zhang et al., 2007). 

Φο πρότυπο ζκωραςθσ του TFL2 ςτα ωυτά αγρίου τφπου δείχνει ότι oι περιοχζσ 
όπου θ μεταγραωι του TFL2 είναι υψθλι, αντιςτοιχοφν ςε ηϊνεσ ενεργϊσ διαιροφμενων 
κυττάρων και ωσ εκ τοφτου, υψθλοφ ρυκμοφ γονιδιακισ αντιγραωισ. Φο πρότυπο ζκωραςθσ 
ςε αυτζσ τισ περιοχζσ είναι ςφμωωνο με τθν λειτουργία του TFL2 ςτθ γονιδιακι καταςτολι 
πρόςωατα αντεγραμμζνου DNA. Αυτό ςυμβαίνει πικανότατα μζςω του ςχθματιςμοφ του 
πυκνϊν δομϊν χρωματίνθσ, μια λειτουργία που περιγράωθκε για τισ πρωτεΐνεσ HP1 ςε 
άλλουσ οργανιςμοφσ. Φόςο το πρότυπο ζκωραςθσ όςο και ο πλειοτροπικόσ ωαινότυποσ των 
μεταλλαγμάτων tfl2 είναι ςφμωωνα με μια λειτουργία ςτθν ρφκμιςθ διάωορων διαδικαςιϊν 
κακ’ όλθ τθν ανάπτυξθ των ωυτϊν (Sundas-Larsson et al., 1998; Nilsson, 2007). Ματά αυτόν 
τον τρόπο, το TFL2 μπορεί να δρα ωσ κφριοσ ρυκμιςτισ τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ ςτα ωυτά, 
για τον ζλεγχο διαωόρων αναπτυξιακϊν μονοπατιϊν. 

Θ μειωμζνθ ευαιςκθςία ςτθν ωωτοπερίοδο ςτα μεταλλάγματα tfl2 δείχνει πωσ το  
TFL2 ςυςχετίηεται με το μονοπάτι τθσ ωωτοπεριόδου τθσ άνκθςθσ. Φο TFL2 λειτουργεί ωσ 
ζνασ ειδικόσ καταςτολζασ του FCA ςτθν αυτόνομθ οδό. Φόςο το αυτόνομο όςο και το 
μονοπάτι τθσ ωωτοπεριόδου προωκοφν τθν άνκθςθ με τθν ενεργοποίθςθ του FT. Φο TFL2 
λειτουργεί ωσ καταςτολζασ του FT (Kotake et al., 2003). Εκτόσ του ότι είναι ζνασ ρυκμιςτισ 
του χρόνου άνκθςθσ επθρεάηοντασ τα αυτόνομο μονοπάτι και εκείνο τθσ ωωτοπεριόδου, το 
TFL2 ζχει δειχκεί να ςυμμετζχει ςτθν ρφκμιςθ του χρόνου άνκθςθσ μζςω του μονοπατιοφ 
τθσ εαρινοποίθςθσ (Mylne et al., 2006; Sung et al., 2006). Φο TFL2 ενεργεί ςτθν διατιρθςθ 
τθσ κατάςταςθσ καταςτολισ του FLC μετά τθν εαρινοποίθςθ. Φα παραπάνω υποδεικνφουν 
μια λειτουργία του TFL2 όχι ωσ ζνασ γενικόσ καταςτολζασ τθσ άνκθςθσ αλλά αντίκετα ωσ 
ρυκμιςτισ ειδικϊν γονιδίων κατά τθ διάρκεια του κακοριςμοφ του χρόνου άνκθςθσ ςε 
τουλάχιςτον τρία από τα τζςςερα μονοπάτια τθσ άνκθςθσ (Nilsson, 2007). Επιπλζον, δρα 
ςτα αρχικά ςτάδια τθσ άνκθςθσ μαηί με τα γονίδια χρόνου άνκθςθσ SVP, SOC1 και AGL24 ςε 
ζνα δίκτυο καταςτολισ του SEP3, προκειμζνου να αποωευχκεί θ πρόωρθ διαωοροποίθςθ 
του ανκικοφ μεριςτϊματοσ (Liu et al., 2009). 

Εκτοπικι ζκωραςθ των ΑΡ1 και AG οδθγεί ςτον τερματιςμό του IFM (Mandel and 
Yanofsky, 1995; Weigel and Nilsson, 1995; Mizukami and Ma, 1997). Ξελζτεσ ζδειξαν πωσ  
το TFL2 δρα ωσ καταςτολζασ του ΑΡ1 ςε διάωορουσ ιςτοφσ και κατά τθ διάρκεια πολλϊν 
αναπτυξιακϊν ςταδίων ενϊ κεωρείται πωσ θ εκτοπικι ζκωραςθ του AP1 είναι ζνασ 
παράγοντασ που ςυμβάλλει ςτθν πρϊιμθ ωάςθ τθσ μετάβαςθσ και τον πρόωρθ τερματιςμό 
των IFM των ωυτϊν tfl2. Αυτά τα δεδομζνα ςε ςυνδυαςμό δείχνουν πωσ το TFL2 
καταςτζλλει τα γονίδια ρφκμιςθσ του μεριςτϊματοσ και ανκικισ ταυτότθτασ ΑΡ1 και AG με 
ςκοπό να διατθριςει ενεργό το μερίςτωμα τθσ ταξιανκίασ (Nilsson, 2007) 

Φα ανκικά βλαςτικά κφτταρα ςτα ωυτά, τερματίηονται με ακρίβεια, πράγμα που 
ςθμαίνει ότι παφουν να λειτουργοφν και διατθροφνται ωσ βλαςτικά κφτταρα, ςε μια 
διαδικαςία που ςυντονίηεται με άλλα αναπτυξιακά γεγονότα. Ρ τερματιςμόσ τθσ 
ςυντιρθςθσ των βλαςτικϊν κυττάρων των ανκζων περιλαμβάνει δφο βαςικοφσ παράγοντεσ 
μεταγραωισ, τισ πρωτεΐνεσ AG, και WUSCHEL (WUS). Φο AG είναι ζνασ παράγοντασ 
μεταγραωισ απαραίτθτοσ για τον τερματιςμό τθσ ανκικισ μοίρασ των βλαςτικϊν κυττάρων, 
καταςτζλλοντασ το γονίδιο διατιρθςθσ των βλαςτικϊν κυττάρων WUS. Φο AG καταςτζλλει 
άμεςα τθν ζκωραςθ του WUS με ςφνδεςθ ςτον γενετικό τόπο loci του WUS και τθν 
πρόςλθψθ, άμεςα ι ζμμεςα, του TFL2 ςτο WUS που αναγνωρίηει και διατθρεί τισ περιοχζσ 
H3K27me3 εμποδίηοντασ το να μεταγραωεί οδθγϊντασ ςτον τερματιςμό τθσ ςυντιρθςθσ 
των ανκικϊν βλαςτικϊν κυττάρων  (Liu et al., 2011). 
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Ξειωμζνα επίπεδα αυξίνθσ ι μια αλλαγμζνθ απόκριςθ ςτθν αυξίνθ κα μποροφςε 
να είναι θ αιτία πίςω από αρκετά από τα γνωρίςματα ςτον ωαινότυπο των tfl2 
μεταλλαγμάτων. όπωσ πχ το μειωμζνο κυτταρικό μζγεκοσ (Sundas-Larsson et al., 1998). Φα 
μεταλλάγματα tfl2 εμωανίηουν τροποποιθμζνα επίπεδα τθσ ΙΑΑ κατά τα διάωορα ςτάδια 
τθσ ανάπτυξθσ (Ludwig-Müller et al., 1999). Ξετά από χειριςμό με αυξίνθ παρατθρείται μια 
μειωμζνθ απόκριςθ ςτα ωυτά tfl2 ενϊ βρζκθκε ότι αρκετά γονίδια ςχετικά  με τθν αυξίνθ 
ζχουν μειωμζνθ ζκωραςθ ςτα ωυτά tfl2 (Nilsson, 2007). Φα μειωμζνα επίπεδα μεταγραωισ 
οριςμζνων, αλλά όχι όλων των γονιδίων τθσ αυξίνθσ τα οποία ρυκμίηονται από το TFL2, 
υποδεικνφουν ότι το TFL2 εμπλζκεται ςε ςυγκεκριμζνεσ διεργαςίεσ και δεν είναι ζνασ 
γενικόσ καταςτολζασ τθσ μεταγραωισ ςτθν απόκριςθ ςτθν αυξίνθ. Φο ςυμπζραςμα αυτό 
είναι ςφμωωνο με τθν δράςθ του TFL2 ςτθν ρφκμιςθ ςυγκεκριμζνων γονιδίων κατά τθ 
διάρκεια διαωορετικϊν αναπτυξιακϊν προγραμμάτων όπωσ θ καταςτολι των FLC και FT και 
θ καταςτολι των ΑΡ3, AG και PI (Kotake et al, 2003; Sung et al, 2006). 

Υε πρόςωατθ μελζτθ οι Rizzardi et al., (2011) ζδειξαν ότι το μετάλλαγμα tfl2 ζχει 
χαμθλότερο ποςοςτό βιοςφνκεςθσ τθσ αυξίνθσ, με αποτζλεςμα χαμθλά επίπεδα αυξίνθσ. 
Υφμωωνα με αυτό, τα tfl2 μεταλλάγματα ζχουν χαμθλότερα επίπεδα ζκωραςθσ των 
γονιδίων απόκριςθσ ςτθν αυξίνθ και μειωμζνθ απόκριςθ ςτθν αυξίνθ. Υυγκεκριμζνα, το 
μειωμζνο ποςοςτό τθσ βιοςφνκεςθσ τθσ αυξίνθσ ςτα ωυτά tfl2 ςυςχετίηεται με τθν αρνθτικι 
ρφκμιςθ των ειδικϊν γονιδίων ςτθν βιοςφνκεςθ αυξίνθσ ςτο μονοπάτι που είναι 
εξαρτϊμενο από τρυπτοωάνθ, ζνα υποςφνολο των γονιδίων YUCCA. In vivo, το TFL2 ζχει ωσ 
ςτόχο του ζναν αρικμό γονιδίων YUCCA με ζναν τρόπο εξαρτϊμενο από αυξίνθ 
αποκαλφπτοντασ ζνα ρόλο του TFL2 ςτθ ρφκμιςθ τθσ αυξίνθσ, πικανϊσ ωσ ςυςτατικό των 
πρωτεϊνικϊν ςυμπλοκϊν που επθρεάηουν τον μεταγραωικό ζλεγχο (Rizzardi et al., 2011). Φα 
δεδομζνα αυτά υποδεικνφουν ζναν άμεςο ρόλο του TFL2 ςτθν ρυκμιηόμενθ ανάπτυξθ των 
ωυτϊν από τθν αυξίνθ, ρυκμίηοντασ κετικά τθν ζκωραςθ ενόσ υπο-ςυνόλου των YUCCA 
γονίδιων. Ωσ εκ τοφτου, το TFL2 ζχει ζνα ρόλο ςτθν κετικι μεταγραωικι ρφκμιςθ και 
ανάδρομθ ρφκμιςθ τθσ βιοςφνκεςθσ τθσ αυξίνθσ. Ζνασ τζτοιοσ ρόλοσ του TFL2 ςτθν κετικι 
μεταγραωικι ρφκμιςθ δεν ζχει ξαναπαρατθρθκεί ςτα ωυτά. 

Σρόςωατα, εντοπίςτθκε και μελετικθκε ζνασ LHP1-Interacting Factor2 (LIF2). Θ 
πρωτεΐνθ LIF2 ζχει μοτίβα αναγνϊριςθσ RNA και ανικει ςτθ μεγάλθ οικογζνεια των 
πρωτεϊνϊν hnRNP, θ οποία εμπλζκεται ςτθν επεξεργαςία του RNA. Φο LIF2 μπορεί είτε να 
ανταγωνίηεται είτε να δρα μαηί με το TFL2. Επιπλζον, εμπλζκεται ςτον κακοριςμό τθσ 
κυτταρικισ ταυτότθτασ και μπορεί να τροποποιεί τθν δραςτθριότθτα του TFL2 ςε 
ςυγκεκριμζνα loci, κατά τθ διάρκεια ςυγκεκριμζνων αναπτυξιακϊν παρακφρων ι ςε 
απόκριςθ ςε περιβαλλοντικά ερεκίςματα που ελζγχουν τον κακοριςμό τθσ κυτταρικισ 
μοίρασ. Εκτιμάται, ότι τα LIF2 και TFL2 ενεργοφν ςε αλλθλοεπικαλυπτόμενα μονοπάτια που 
ςυνδζουν τον αναπτυξιακό ζλεγχο και τα περιβαλλοντικά μονοπάτια ςθματοδότθςθσ, με το 
LIF2 ενδεχομζνωσ να διαμορωϊνει τθν δράςθ του TFL2 ςε ζνα υποςφνολο των ςτόχων του, 
ςε απόκριςθ ςε αυτά τα εξωτερικά ερεκίςματα (Latrasse et al., 2011). 
 
 
1.5 Σο γονίδιο WUSCHEL (WUS) και θ εμπλοκι του ςτθν λειτουργία του ακραίου 
μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ (ΑΜΒ) 
1.5.1 Σο ακραίο μερίςτωμα του βλαςτοφ (ΑΜΒ)  

Φο ακραίο μερίςτωμα του βλαςτοφ (ΑΞΒ) των ανϊτερων ωυτϊν είναι ζνα δυναμικό 
ςφςτθμα κυττάρων το οποίο ξεκινά επανειλθμμζνα τον ςχθματιςμό οργάνων κατά τθ 
διάρκεια τθσ μετα-εμβρυονικισ ανάπτυξθσ. Φο πρότυπο των διαιρζςεων και θ εξειδίκευςθ 
των κυττάρων ςτο ακραίο αναπτυςςόμενο τμιμα του βλαςτοφ, ρυκμίηεται από τθν 
παροδικι και τοπολογικι ζκωραςθ μίασ ςειράσ γονιδίων. Μυρίαρχο ρόλο ςτθ δθμιουργία 
και διατιρθςθ του ΑΞΒ ζχει βρεκεί λοιπόν ότι παίηουν τα γονίδια SHOOTMERISTEMLESS 
(STM), WUSCHEL (WUS), CLAVATA1 (CLV1), CLAVATA2 (CLV2), CLAVATA3 (CLV3) και ZWILLE 
(ZLL). Φο ΑΞΒ όμωσ είναι θ αρχικι δομι από τθν οποία ςχθματίηεται όχι μόνο ο κεντρικόσ 
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βλαςτόσ του ωυτοφ αλλά και όλα τα δευτερεφοντα όργανα, όπωσ τα ωφλλα και τα άνκθ. Φα 
ωφλλα ςχθματίηονται με διαωοροποίθςθ μίασ ομάδασ κυττάρων τθσ περιωερειακισ ηϊνθσ, 
ενϊ τα άνκθ προκφπτουν από τα ανκικά μεριςτϊματα που αναπτφςςονται ςτα άκρα του 
ΑΞΒ. Ματ’ αυτό τον τρόπο λοιπόν θ δθμιουργία του ΑΞΒ είναι άμεςα ςυνδεδεμζνθ τόςο με 
τθν ανάπτυξθ των ωφλλων όςο και με τθν ανάπτυξθ των ανκζων (Jurgens, 2001).  

Θ ςυνεχισ ανάπτυξθ του βλαςτοφ εξαρτάται από τθ δράςθ του ΑΞΒ το οποίο 
αποτελεί και κζντρο ςχθματιςμοφ όλων των μεταγενζςτερων οργάνων του βλαςτοφ. 
Ξπορεί να διαιρεκεί ςε περιοχζσ, οι οποίεσ παρουςιάηουν διαωορετικζσ ιδιότθτεσ και 
λειτουργίεσ. Υε επιμικθ προβολι, το ΑΞΒ μπορεί να χωριςτεί ςε δφο διακριτά τμιματα. Θ 
εξωτερικι ςτιβάδα ονομάηεται μανδφασ (tunica) και περιβάλλει το εςωτερικό τμιμα που 
ονομάηεται ςϊμα (corpus) (Kwiatkowska, 2004). Υε εγκάρςια προβολι, το ΑΞΒ χωρίηεται 
ςτθν κεντρικι ηϊνθ (central zone–CZ) και ςτθν περιωερειακι ηϊνθ (περιωερειακό 
μερίςτωμα) (peripheral zone) (Reddy 2008; Steeves and Sussex, 1989). Θ κεντρικι ηϊνθ  
περιζχει ζναν αρικμό ςχετικά αργά διαιροφμενων κυττάρων, τα οποία είναι λίγο 
μεγαλφτερα και με περιςςότερα κυςτίδια από ότι τα περιβάλλοντα κφτταρα. Θ κεντρικι 
ηϊνθ που ςυνιςτά το «κφλακα» ι «ενδιαίτθμα» των βλαςτικϊν ι αρχικϊν κυττάρων (stem 
cell niche) του αναπτυςςόμενου βλαςτοφ, αποτελείται από τισ τρεισ ςτιβάδεσ L1, L2 και L3, 
και τον «κφλακα» κυττάρων μεταγωγισ ςινιάλων (signalling niche cells) που ονομάηεται 
κζντρο οργάνωςθσ (organizing centre-OC), (Εικόνα 1.11α) (Rieu and Laux 2009; Stewart and 
Dermen, 1970).  

Θ κεντρικι ηϊνθ του ΑΞΒ περιβάλλεται από τα κυγατρικά βλαςτικά κφτταρα (stem 
cell daughters) τθσ περιωερειακισ ηϊνθσ τα οποία περιζχουν μικρό αρικμό κυςτιδίων, 
διαιροφνται ταχζωσ και ανάλογα με τα γονίδια που εκωράηουν διαωοροποιοφνται 
περαιτζρω (Sablowski, 2007). Ζτςι, θ επαγωγι οργανο-ειδικϊν γονιδίων οδθγεί ςτθν 
ανάπτυξθ και ωρίμανςθ των καταβολϊν, οι οποίεσ ςχθματίηονται ςτθν περιωζρεια του ΑΞΒ 
και αποτελοφν τα ςθμεία ανάπτυξθσ των μεταγενζςτερων οργάνων του βλαςτοφ. Μάτω από 
τθν κεντρικι ηϊνθ και ςε βακφτερα κυτταρικά ςτρϊματα βρίςκεται θ τρίτθ δομι του ΑΞΒ, 
θ ραβδωτι ηϊνθ, τα κφτταρα τθσ οποίασ περιζχουν πολυάρικμα κυςτίδια και ςυμβάλλουν 
ςτο ςχθματιςμό του κυρίουσ ςϊματοσ του βλαςτοφ.  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 1.11: (α) Υχθματικι απεικόνιςθ των ςτιβάδων και περιοχϊν του ακραίου μεριςτϊματοσ του 
βλαςτοφ (ΑΞΒ). Μεντρικι ηϊνθ (CZ), κζντρο οργάνωςθσ (OC), ραβδωτι ηϊνθ (RZ), περιωερειακι 
ηϊνθ (ΤΗ), κυτταρικζσ ςτιβάδεσ  L1, L2 και L3. Ρ πλθκυςμόσ των βλαςτικϊν κυττάρων του ΑΞΒ είναι 
εντοπιςμζνοσ ςτισ ςτιβάδεσ 1-3 τθσ κεντρικισ ηϊνθσ. (β) Διαγραμματικι απεικόνιςθ τθσ 
ςυςςϊρευςθσ των CLV1, CLV3, STM και WUS mRNAs ςτα μεριςτϊματα ωυτϊν άγριου τφπου. Για τθν 
διατιρθςθ τθσ ομοιόςταςθσ του ΑΞΒ, το WUS-εξαρτϊμενο ςινιάλο πρζπει να μεταωερκεί από τα 
WUS-εκωράηοντα κφτταρα ςε υψθλότερεσ κυτταρικζσ ςτιβάδεσ. 

α β 
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Σειράματα ανάλυςθσ χιμαιρικϊν ΑΞΒ υποδθλϊνουν ότι κατά τθ διάρκεια τθσ 
ανάπτυξθσ θ κεντρικι ηϊνθ είναι αυτι που τροωοδοτεί με νζα κφτταρα τόςο τθν 
περιωερειακι ηϊνθ, όςο και το μερίςτωμα τθσ εντεριϊνθσ, κακϊσ αποτελεί το ςθμείο 
δθμιουργίασ νζων αρχικϊν μεριςτωματικϊν κυττάρων (Steeves and Sussex, 1989). Θ 
περιωερειακι ηϊνθ και το μερίςτωμα τθσ εντεριϊνθσ τροωοδοτοφν με τθ ςειρά τουσ με 
κφτταρα τισ νζεσ δομζσ και καταβολζσ των οργάνων που ςχθματίηονται. Ματ’ αυτό τον 
τρόπο, ςε κάκε αναπτυςςόμενο ωυτομερζσ, θ κεντρικι και περιωερειακι ηϊνθ κακϊσ και 
το μερίςτωμα τθσ εντεριϊνθσ του ΑΞΒ διατθροφν το μζγεκοσ του με ςυνεχείσ κυτταρικζσ 
διαιρζςεισ. Φο ΑΞΒ εκτόσ από τθν ικανότθτα να διατθρεί το μζγεκοσ και τθν οργάνωςθ του, 
ζχει και τθν δυνατότθτα αναγζννθςθσ. ΢ταν για παράδειγμα θ κεντρικι ηϊνθ του ΑΞΒ 
καταςτραωεί, οριςμζνα κφτταρα τθσ περιωερειακισ ηϊνθσ αλλάηουν κυτταρικι μοίρα και 
μετατρζπονται ςε κφτταρα κεντρικισ ηϊνθσ δθμιουργϊντασ ζνα ι περιςςότερα νζα 
λειτουργικά ΑΞΒ. Σαρόμοια, μία διχοτόμθςθ του αρχικοφ ΑΞΒ οδθγεί ςτθν αναγζννθςθ 
δφο ξεχωριςτϊν μεριςτωμάτων με κανονικό μζγεκοσ. 

Υφμωωνα με πειραματικά δεδομζνα, ζχει προτακεί το παρακάτω μοντζλο δράςθσ 
των εμπλεκόμενων γονιδίων για τθ ρφκμιςθ τθσ ομοιόςταςθσ του ΑΞΒ. Ρ κακοριςμόσ τθσ 
ταυτότθτασ των βλαςτικϊν κυττάρων εξαρτάται από τθ δράςθ δφο τουλάχιςτον γονιδίων, 
του WUS και του STM. Φα γονίδια αυτά ενϊ αρχικά εκωράηονται κατά τθ διάρκεια τθσ 
εμβρυογζνεςθσ το ζνα ανεξάρτθτα από το άλλο, ςτθ ςυνζχεια τθσ ανάπτυξθσ θ διατιρθςθ 
τθσ ζκωραςθσ του ενόσ απαιτεί τθν φπαρξθ του άλλου (Lenhard et al. 2002). Σαρ’ όλα αυτά, 
τα δφο αυτά γονίδια δρουν ανεξάρτθτα το ζνα από το άλλο αλλά ο κακοριςμόσ του ΑΞΒ 
απαιτεί τθν ςυνζργεια και των δφο. Θ δράςθ του WUS οδθγεί ςτον κακοριςμό ενόσ 
υποςυνόλου κυττάρων ωσ βλαςτικά κφτταρα, ενϊ θ δράςθ του STM καταςτζλλει τθν 
διαωοροποίθςθ τουσ προκειμζνου αυτά να διαιρεκοφν πριν τα κυγατρικά τουσ κφτταρα 
ενςωματωκοφν ςτισ καταβολζσ των πλάγιων οργάνων (Lenhard et al., 2002; Endrizzi et al., 
1996; Long et al., 1996). Χωρίσ όμωσ τθν παρουςία ενόσ μθχανιςμοφ αρνθτικισ ανάδραςθσ 
(negative feedback loop), θ ςυνεχισ δράςθ των γονιδίων WUS και STM κα είχε ςαν 
αποτζλεςμα τθν υπζρμετρθ ςυςςϊρευςθ βλαςτικϊν κυττάρων ςτθν κεντρικι ηϊνθ. Φον 
ρόλο αυτό τθσ αρνθτικισ ρφκμιςθσ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου WUS ωαίνεται πωσ 
διαδραματίηει το CLV ςφμπλοκο μεταγωγισ ςινιάλου, θ δράςθ του οποίου οδθγεί ςτθ 
διατιρθςθ ενόσ περιοριςμζνου αλλά ικανοφ αρικμοφ βλαςτικϊν κυττάρων ςτο 
αναπτυςςόμενο ΑΞΒ (Schoof et al., 2000). 

Φα mRNA των επιμζρουσ ςυςτατικϊν αυτοφ του CLV-WUS-STM δικτφου μεταγωγισ 
ςινιάλου ςυςςωρεφονται ςε ξεχωριςτζσ και ςε μεγάλο βακμό μθ αλλθλοεπικαλυπτόμενεσ 
δομζσ (περιοχζσ) του μεριςτϊματοσ (Εικόνα 1.11β). Φο γεγονόσ αυτό υποδθλϊνει ότι ο 
ςυντονιςμόσ τθσ ομοιόςταςθσ των βλαςτικϊν κυττάρων απαιτεί τθ ςυμμετοχι όλων των 
ςτιβάδων τθσ κεντρικισ ηϊνθσ. Σροκειμζνου λοιπόν να επιτευχκεί θ ρφκμιςθ αυτι, θ WUS-
εκωράηουςα δομι πρζπει να παράγει ζνα ςινιάλο το οποίο ζχει τθν ικανότθτα να 
μετακινείται από τα βακφτερα κυτταρικά ςτρϊματα προσ τισ ςτιβάδεσ L2 και L1. 
Σικανολογείται ότι τα WUS mRNA ι θ πρωτεΐνθ αυτι κακ’ αυτι μετακινείται και ρυκμίηει 
τθν ζκωραςθ του γονιδίου CLV3. Ματά παρόμοιο τρόπο, το ςινιάλο που παράγεται από το 
CLV ςφμπλοκο πρζπει να ζχει επίςθσ τθν ικανότθτα μίασ μθ κυτταρο-αυτόνομθσ δράςθσ 
(non-cell-autonomous action). Οα μπορεί δθλαδι να μεταωζρεται από τισ ςτιβάδεσ L1 και 
L2 ςτθν L3, προκειμζνου να καταςτείλει τθν ζκωραςθ του γονιδίου WUS (Yadav et al., 2011). 
 
 
1.5.2 Σο γονίδιο WUSCHEL (WUS) 

Φο πρότυπο οργάνωςθσ των ιςτϊν επιτυγχάνεται χάρθ ςτθ δράςθ μίασ ςειράσ 
γονιδίων. ΢ςον αωορά το βλαςτό (ςυμπεριλαμβανομζνων των ωφλλων και των ανκζων), τα 
ςθμαντικότερα από αυτά είναι τα SHOOTMERISTEMLESS (STM), WUSCHEL (WUS), 
CLAVATA1 (CLV1) και CLAVATA3 (CLV3), ASYMMETRIC LEAVES1 (AS1) LEAFY (LFY), APETALA 
(AP), AGAMOUS (AG) και CAULIFLOWER (CAL). 
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Φο ΑΞΒ αποτελεί το κζντρο ςχθματιςμοφ όλων των μεταγενζςτερων οργάνων του 
βλαςτοφ. Φο WUS, θ ζκωραςθ του οποίου παρατθρείται ςτο κζντρο οργάνωςθσ είναι 
υπεφκυνο για τθν διατιρθςθ των βλαςτικϊν κυττάρων ςε μία αδιαωοροποίθτθ κατάςταςθ. 
Φα βλαςτικά κφτταρα από τθν άλλθ εκωράηουν το γονίδιο CLAVATA3 (CLV3), το οποίο 
ελζγχει τθν ζκωραςθ του WUS, περιορίηοντασ κατ’ αυτό τον τρόπο το μζγεκοσ του κζντρου 
οργάνωςθσ (Williams and Fletcher, 2005). 

Σρϊτθ ζνδειξθ τθσ ζναρξθσ ςχθματιςμοφ του «κφλακα» των βλαςτικϊν κυττάρων 
αποτελεί θ ζκωραςθ του γονιδίου WUS ςτα τζςςερα υποδερμικά ακραία κφτταρα (ραχιαίο 
τμιμα) του 16-κφτταρου προεμβρφου (Εικόνα 1.12). Φα κφτταρα αυτά διαιροφνται ςτθ 
ςυνζχεια αςφμμετρα αρκετζσ ωορζσ, προκειμζνου να δθμιουργιςουν τισ τρεισ 
χαρακτθριςτικζσ ςτιβάδεσ (L1, L2 και L3) και μία «WUS εκωράηουςα δομι» (WUS expression 
domain) ςτθ βάςθ του ραχιαίου τμιματοσ τθσ αναπτυςςόμενθσ μεριςτωματικισ καταβολισ 
(Mayer et al., 1998). Θ ζκωραςθ του γονιδίου WUS είναι απαραίτθτθ για τον κανονικό 
ςχθματιςμό του εμβρυονικοφ ΑΞΒ και τθν ζκωραςθ του CLV3 ι STM ςτα ϊριμα ζμβρυα. 
Από τθν άλλθ μεριά, θ ζκωραςθ του γονιδίου CLV3 κακορίηει τθ ςωςτι τοπολογικι 
ζκωραςθ του WUS από το ςτάδιο του καρδιόςχθμου εμβρφου και μετά. Φο γεγονόσ αυτό 
υποδθλϊνει ότι ο αλλθλοεξαρτϊμενοσ αυτόσ ανάδρομοσ μθχανιςμόσ γονιδιακισ ζκωραςθσ 
(feedback loop), ο οποίοσ ρυκμίηει τθν ομοιόςταςθ του ΑΞΒ είναι ιδθ ενεργόσ ςτο ςτάδιο 
αυτό. Ρ λόγοσ που το γονίδιο WUS είναι ενεργό από τα πρϊτα κιόλασ ςτάδια τθσ 
εμβρυογζνεςθσ είναι άγνωςτοσ. Σικανολογείται ωςτόςο, ότι θ δράςθ του αποτρζπει τα 
πρόδρομα κφτταρα του «κφλακα» των βλαςτικϊν κυττάρων να ειςζλκουν ςε άλλα 
εμβρυονικά αναπτυξιακά μονοπάτια. 

Φο WUS δεν απαιτείται για τθν ζναρξθ των ανκικϊν μεριςτωμάτων και των 
μεριςτωμάτων του βλαςτοφ, αλλά για τθ ςυντιρθςθ τουσ κατά τθ διάρκεια τθσ παραγωγισ 
των οργάνων (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998). Υυνεπϊσ, θ παρουςία του προϊόντοσ 
του γονιδίου WUS είναι απαραίτθτθ για τθν κανονικι λειτουργία του ΑΞΒ. Φα ολικισ 
απϊλειασ λειτουργίασ wus μεταλλάγματα αδυνατοφν να δθμιουργιςουν ζνα λειτουργικό 
ΑΞΒ. Υτα ωυτά αυτά, τα ακραία εμβρυονικά κφτταρα αντί να εγκακιδρφςουν ζναν 
πλθκυςμό βλαςτικϊν μεριςτωματικϊν κυττάρων μπαίνουν ςε μία πορεία διαωοροποίθςθσ, 
με αποτζλεςμα τον τερματιςμό τθσ λειτουργίασ του ΑΞΒ. Επιπλζον, ζχουν τθν ικανότθτα 
ανάπτυξθσ δφο μόνο ηευγϊν κανονικϊν ωφλλων. Θ ανάπτυξθ τουσ ςτθ ςυνζχεια ςταματά 
κακϊσ το ΑΞΒ διογκϊνεται και κακίςταται μθ λειτουργικό. Υε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ 
ζχουμε τθν ανάπτυξθ επιγενϊν ΑΞΒ ςτο ακραίο τμιμα του βλαςτοφ ι/και μαςχαλιαίων 
ΑΞΒ ςτθ βάςθ των κοτυλθδόνων. Φα μεριςτϊματα αυτά όμωσ ςταματοφν και πάλι τθν 
ανάπτυξθ τουσ μετά από δραςτθριότθτα μικρισ διάρκειασ. Ματά παρόμοιο τρόπο, τα άνκθ 
που ςχθματίηονται ςτα ςτελζχθ αυτά ωζρουν ςχεδόν κανονικοφσ ςπονδφλουσ ςεπάλων και 
πετάλων, αλλά ο πρόωροσ τερματιςμόσ τθσ ανάπτυξθσ τουσ οδθγεί ςτθ δθμιουργία ενόσ 
άνκουσ με ζναν μόνο κεντρικό ςτιμονα. Από τα άνκθ αυτά απουςιάηει πλιρωσ ο ςτφλοσ και 
ο φπεροσ του γυναικείου (Laux et al., 1996). Ρι ωαινότυποι των μεταλλαγμάτων wus 
υποδθλϊνουν τθν ςθμαςία του γονιδίου WUS ςτθν ανάπτυξθ και διατιρθςθ του ΑΞΒ. 

Φο γονίδιο WUS κωδικοποιεί ζναν ομοιοδομικό (homeodomain) μεταγραωικό 
παράγοντα, και ανικει ςτθν οικογζνεια των WUSCHEL RELATED HOMEOBOX (WOX) 
γονιδίων (Haecker et al., 2004). Ζκωραςθ του WUS εντοπίηεται αρχικά ςτο ςτάδιο του 16-
κφτταρου προεμβρφου (πρϊτα ςτάδια του ςωαιρικοφ προεμβρφου) ςτα εςωτερικά κφτταρα 
του ραχιαίου τμιματοσ. Ματά τθ διάρκεια ζναρξθσ ςχθματιςμοφ του ΑΞΒ, θ ζκωραςθ του 
περιορίηεται βακμιαία ςε ζνα υποςφνολο κυττάρων τθσ κεντρικισ ηϊνθσ (Εικόνα 1.12). Ζχει 
προτακεί ότι τα κφτταρα αυτά παράγουν ζνα ςινιάλο, το οποίο κακορίηει τθν ταυτότθτα 
των κυττάρων τθσ κεντρικισ ηϊνθσ (Mayer et al., 1998). Υφμωωνα με τθ κεωρία αυτι, ςτα 
μεταλλάγματα wus θ απουςία του ςινιάλου από τα κφτταρα τθσ κεντρικισ ηϊνθσ ζχει ςαν 
αποτζλεςμα αυτά να υιοκετοφν εξειδικευμζνεσ πορείεσ διαωοροποίθςθσ, οδθγϊντασ ςτον 
τερματιςμό τθσ ανάπτυξθσ του ΑΞΒ. Φο γεγονόσ ότι θ μικρι αυτι ομάδα των WUS-
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εκωραηόντων κυττάρων παρουςιάηει μία παρόμοια λειτουργία με το κζντρο θρεμίασ του 
ΑΞΤ, είναι ιδιαίτερα ενδιαωζρον (van der Graaff et al., 2009; Sarkar et al., 2007). Φαίνεται 
λοιπόν ότι τόςο το κζντρο θρεμίασ όςο και τα WUS-εκωράηοντα κφτταρα είναι υπεφκυνα 
για τθν διατιρθςθ των αρχικϊν μεριςτωματικϊν κυττάρων ςε μία αδιαωοροποίθτθ 
κατάςταςθ, γεγονόσ που επιτρζπει τθν διατιρθςθ και ςυνεχι ομαλι λειτουργία των 
ακραίων μεριςτωμάτων. Υε αντίκεςθ όμωσ με τα κφτταρα του κζντρου θρεμίασ του ΑΞΤ, τα 
οποία διαιροφνται με πολφ αργοφσ ρυκμοφσ, τα WUS-εκωράηοντα κφτταρα διαιροφνται 
ςυχνά, ςυμβάλλοντασ αωενόσ μεν ςτθν διατιρθςθ του κφλακα των βλαςτικϊν 
(μεριςτωματικϊν) κυττάρων, αωετζρου δε ςτθν τροωοδοςία των περιωερειακϊν ηωνϊν με 
νζα κυγατρικά κφτταρα. Θ λειτουργία και ρυκμιςτικι δράςθ του γονιδίου WUS ςχετίηεται 
άμεςα με τθν επαγωγι των γονιδίων CLAVATA (Bhalla and Singh 2006). 
 
 

Εικόνα 1.12: Δυναμικι του προτφπου 
ζκφραςθσ του WUS κατά τθ διάρκεια τθσ 
πρϊιμθσ εμβρυογζνεςθσ. Υχθματικι 
παρουςίαςθ του προτφπου ζκωραςθσ του 
WUS ςε διαωορετικά εμβρυονικά ςτάδια 
(αριςτερι ςτιλθ) και διάγραμμα των 
αςφμμετρων κυτταρικϊν διαιρζςεων που 
οδθγοφν ςτον εντοπιςμό τθσ WUS περιοχισ 
ςτθ βάςθ των καταβολϊν του μεριςτϊματοσ 

του βλαςτοφ. Θ ζκωραςθ του WUS (κόκκινο) 
ξεκινά ςτα τζςςερα υποεπιδερμικά κφτταρα 
τθσ ακραίασ περιοχισ του εμβρφου ςτο 
ςτάδιο των 16 κυττάρων. Αυτά τα κφτταρα 
διαιροφνται κατά μικοσ, αλλά μόνο τα 
κεντρικά κυγατρικά κφτταρα ςυνεχίηουν τθν 
ζκωραςθ του WUS. Απεικονίηονται δφο 
μθχανιςμοί: Αρχικά όλα τα κυγατρικά 
κφτταρα κλθρονομοφν το WUS mRNA, το 
οποίο ςτθ ςυνζχεια αποικοδομείται ςτα 
περιωερικά κυγατρικά κφτταρα, ενϊ τα 
κεντρικά κυγατρικά κφτταρα διατθροφν τθν 
ζκωραςθ του WUS. Εναλλακτικά, το WUS 
mRNA κα μποροφςε ιδθ να κατανζμεται 
αςφμμετρα πριν τθν κυτταρικι διαίρεςθ και  
ωσ εκ τοφτου κα κλθρονομθκεί από ζνα 
μόνο κυγατρικό κφτταρο. Φα κφτταρα που 
εκωράηουν το WUS διαιροφνται τελικά 

οριηοντίωσ, δθμιουργϊντασ τισ κυτταρικζσ ςτοιβάδεσ L2 και L3 ςτο προχωρθμζνο ςτάδιο του 
καρδιόςχθμου εμβρφου. Υε αυτι τθν περίπτωςθ, θ ζκωραςθ του WUS περιορίηεται ςτα κάτω 
κυγατρικά κφτταρα. Ρ προςανατολιςμόσ του ακολουκοφν οι κυτταρικζσ διαιρζςεισ υποδεικνφονται 
με διακεκομμζνεσ γραμμζσ. 

 
 

Φα τρία CLV γονίδια κωδικοποιοφν ςυςτατικά ενόσ μονοπατιοφ μεταγωγισ 
ςινιάλου, το οποίο επιτρζπει τθν επικοινωνία μεταξφ των διαωορετικϊν κυτταρικϊν 
ομάδων του ακραίου και ανκικοφ μεριςτϊματοσ. Θ επικοινωνία αυτι περιλαμβάνει τθ ροι 
τθσ πλθροωορίασ για τον κακοριςμό τθσ «τφχθσ» κάκε κυττάρου ςτο ΑΞΒ. Ξία ςειρά 
βιοχθμικϊν πειραματικϊν δεδομζνων ζχουν δείξει ότι οι CLV1, 2 και 3 πρωτεΐνεσ 
ςυνδζονται μεταξφ τουσ, δθμιουργϊντασ ζνα μεμβρανικό ςφμπλοκο μεταγωγισ ςινιάλου 
(Yadav et al., 2011; Rojo et al., 2002).  
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΢πωσ αναωζρκθκε ανωτζρω, το γονίδιο WUS προάγει το ςχθματιςμό του ΑΞΒ, δια 
μζςω τθσ επαγωγισ του γονιδίου CLV3 και τθσ δθμιουργίασ του ενεργοφ CLV ςυμπλόκου. 
Φο CLV ςφμπλοκο μεταγωγισ ςινιάλου πικανότατα εμπλζκεται ςτον περιοριςμό τθσ 
ζκωραςθσ του γονιδίου WUS (Εικόνα 1.13). Φο WUS είναι επίςθσ ικανό να επάγει από μόνο 
του τθν μεταγραωι του CLV3, και αποτελεί βαςικό ςυςτατικό του CLV μονοπατιοφ 
μεταγωγισ ςινιάλου. Θ δράςθ του επιτρζπει τθ διατιρθςθ ενόσ ικανοφ αρικμοφ CLV3 
μεταγραωθμάτων ςτα ακραία μεριςτωματικά κφτταρα, εξιςορροπϊντασ τθν αρνθτικι 
ρφκμιςθ που επιωζρει ςτο ίδιο θ μεταγωγι ςινιάλου του CLV ςυμπλόκου (Carles and 
Fletcher, 2003; Schoof et al., 2000). Σειραματικά δεδομζνα ζχουν δείξει ότι το γονίδιο WUS 
αποτελεί τον ςτόχο τθσ μεταγωγισ ςινιάλου του CLV ςυμπλόκου. Φο ςινιάλο που 
μεταβιβάηεται από το κυτταρόπλαςμα ςτον πυρινα, πικανότατα δια μζςω μίασ MAPKs, 
οδθγεί ςτθν καταςτολι τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου WUS. Ρ μθχανιςμόσ αυτόσ τθσ 
αρνθτικισ ανάδραςθσ επιτρζπει τον περιοριςμό τθσ δράςθσ του γονιδίου WUS και κατά 
ςυνζπεια τθ ρφκμιςθ τθσ ομοιόςταςθσ (τοπολογικι και ποςοτικι) των βλαςτικϊν κυττάρων 
του ΑΞΒ (Brand et al., 2000).  
 
 

 
Εικόνα 1.13: Μοντζλο ςυντιρθςθσ του μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ. Θ ταυτότθτα των βλαςτικϊν 
κυττάρων κακορίηεται από τθ μεταγωγι ενόσ ςινιάλου (κόκκινο βζλοσ) από το κζντρο οργάνωςθσ 
(κόκκινθ περιοχι), το οποίο απαιτεί τθν ζκωραςθ του γονιδίου WUS. Φα βλαςτικά κφτταρα (μπλε 
περιοχι) περιορίηουν τθν ζκωραςθ του γονιδίου WUS δια μζςω του CLV ςυμπλόκου μεταγωγισ 
ςινιάλου. Φα κφτταρα που εξζρχονται τθσ περιοχισ που ελζγχεται από τθ λειτουργία των γονιδίων 
CLV διαωοροποιοφνται και ενςωματϊνονται ςτισ καταβολζσ των πλάγιων οργάνων. 

 
 

Ξελζτεσ ζδειξαν ότι το WUS καταςτζλλει άμεςα τθν μεταγραωι αρκετϊν γονιδίων 
ARABIDOPSIS RESPONSE REGULATOR (ARR5, ARR6, ARR7 και ARR15), που δρουν ςτθν 
αρνθτικι ανάδραςθ του ςινιάλου κυτοκινίνθσ υποδεικνφοντασ πωσ το WUS προάγει τθν 
απόκριςθ κυτοκινίνθσ. Θ άμεςθ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ του CLV/WUS 
δικτφου και του ςθματοδοτικοφ μονοπατιοφ τθσ κυτοκινίνθσ απαιτείται για τθ ςωςτι 
λειτουργία του μεριςτϊματοσ (Leibfried et al., 2005). Σαράλλθλα, θ απόκριςθ κυτοκινίνθσ 
ρυκμίηει τθν ζκωραςθ του WUS τόςο μζςω CLV-εξαρτϊμενων όςο και CLV-ανεξάρτθτων  
μθχανιςμϊν. Φα δφο παραπάνω ευριματα υποδεικνφουν ότι το WUS και το ςινιάλο 
κυτοκινίνθσ αλλθλεπιδροφν μζςω πολλαπλϊν μονοπατιϊν κετικισ ανάδραςθσ τα οποία 
ελζγχουν τελικά τον αρικμό των βλαςτικϊν κυττάρων ςτο ΑΞΒ (Gordon et al., 2009). 

Ξια ςειρά από επιπλζον ρυκμιςτικά γονίδια ελζγχουν τθν κζςθ και τον αρικμό των 
κυττάρων που εκωράηουν το WUS και ωσ εκ τοφτου ζχουν επίςθσ ζνα ρόλο ςτον ζλεγχο τθσ 
ςτακερότθτασ του μεριςτϊματοσ. Ζνα από αυτά είναι το ULTRAPETALA (ULT), το οποίο 
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ανταγωνίηεται το WUS (Carles et al., 2004). Φα HD-ZIPIII γονίδια CORONA (CNA), PHABULOSA 
(PHAB), και PHAVOLUTA (PHAV) (τα δφο τελευταία είναι γνωςτά για τον ρόλο τουσ ςτον 
ζλεγχο τθσ πολικότθτασ των οργάνων) επίςθσ περιορίηουν το μζγεκοσ τθσ WUS-
εκωράηουςασ δομισ και το μζγεκοσ του μεριςτϊματοσ (Prigge et al., 2005; Williams et al., 
2005). Σαράγοντεσ αναδιαμόρωωςθσ τθσ χρωματίνθσ ςυμμετζχουν ςτθν πρόλθψθ τθσ 
ζκωραςθσ του WUS εκτόσ τθσ περιοχισ όπου εκωράηεται ωυςιολογικά και το ενεργοποιοφν 
άμεςα ςτθν κανονικι περιοχι του (Kwon et al., 2005; Kaya et al., 2001; Bertrand et al., 
2003). Ζνασ άλλοσ γνωςτόσ κετικόσ ρυκμιςτισ του WUS είναι το STIMPY (STIP), το οποίο 
κωδικοποιεί μια πρωτεΐνθ τθσ ίδιασ οικογζνειασ με το WUS και απαιτείται για τθ διατιρθςθ 
τθσ ζκωραςθσ του WUS ςτο μερίςτωμα (Wu et al., 2005).  

Φο WUS αναδεικνφεται ωσ ζνασ κεντρικόσ ρυκμιςτισ τθσ ταυτότθτασ και τθσ 
ςτακερότθτασ του μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ. Για τθν εξιςορρόπθςθ τθσ μετατόπιςθσ των 
κυττάρων μακριά από το μερίςτωμα με τον εωοδιαςμό των νζων μεριςτωματικϊν 
κυττάρων, πρζπει να διατθρείται ζνα ςτακερό και ακριβζσ πρότυπο ζκωραςθσ του WUS 
εντόσ ενόσ πλθκυςμοφ κυττάρων που πολλαπλαςιάηεται ςυνεχϊσ. Αυτό επιτυγχάνεται με 
πολλαπλοφσ ρυκμιςτικοφσ μθχανιςμοφσ, πολλοί από τουσ οποίουσ δρουν για τθν 
καταςτολι του WUS εκτόσ τθσ κανονικισ περιοχισ ζκωραςισ του (Sablowski, 2007). 
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2. ΧΝΙΜΑ & ΞΕΘΡΔΡΙ 
 

 
 
 

 

2. ΤΛΗΚΑ & ΜΔΘΟΓΟΗ 
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2.1 ΢υνκικεσ καλλιζργειασ φυτικοφ υλικοφ  
2.1.1 Παραςκευι ςτερεοφ κρεπτικοφ υποςτρϊμςτοσ MS Murashige And Skoog) 

 Σαραςκευι ςτερεοφ κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ MS με τθν κατάλλθλθ ςφςταςθ. 

 Αποςτείρωςθ του διαλφματοσ για 20 min ςτουσ 120oC. 

 Σροςκικθ 20ml υποςτρϊματοσ ςε τρυβλία Petri μζςα ςε κάλαμο νθματικισ ροισ 
(Laminar flow) για τθν επίτευξθ αποςτειρωμζνων ςυνκθκϊν. 

 Φα τρυβλία αωινονται ϊςτε να ςτερεοποιθκεί το κρεπτικό. 

 Φα τρυβλία μποροφν να ωυλαχκοφν για περίπου 2 εβδομάδεσ ςτουσ 4οC. 
 
 
2.1.2 Εγκατάςταςθ και ανάπτυξθ φυτϊν Arabidopsis thaliana και Nicotiana tabacum 
α) Φοποκζτθςθ των ςπερμάτων ςε dH2O για 24h ςτουσ 4οC προκειμζνου να εξζλκουν από το 

ςτάδιο του λθκάργου και να ακολουκιςει θ εκβλάςτθςι τουσ. 
β) Απολφμανςθ και επίςτρωςθ των ςπορίων κάτω από αςθπτικζσ ςυνκικεσ ςε κάλαμο 

νθματικισ ροισ.  

 Απολφμανςθ των ςπερμάτων με 70% αικανόλθ για 30sec. 

 Απομάκρυνςθ τθσ αικανόλθσ. 

 Σροςκικθ διαλφματοσ χλωρίνθσ 20% για 1-2min ανάλογα με τθν ποςότθτα των 
ςπερμάτων. Απομάκρυνςθ του διαλφματοσ τθσ χλωρίνθσ. 

 Πζπλυμα των ςπερμάτων 5 ωορζσ με αποςτειρωμζνο ddH2O επί μερικά 
δευτερόλεπτα τθ ωορά. 

 Επίςτρωςθ των ςπορίων ςε ςτρογγυλά τρυβλία Petri που περιζχουν ςτερεό κρεπτικό 
υπόςτρωμα MS με τθν βοικεια πιπζτασ Gilson.  

 Φα τρυβλία αωινονται μιςάνοιχτα για να ςτεγνϊςουν για περίπου 30min. 

 Υωράγιςμα των τρυβλίων με διπλι ταινία parafilm και μεταωορά ςε κάλαμο 
ανάπτυξθσ ελεγχόμενων ςυνκθκϊν (κερμοκραςία 22οC, υγραςία 40% και 
ωωτοπερίοδοσ 16 ϊρεσ ωωσ/8 ϊρεσ ςκοτάδι). 

 Ξετά το πζρασ περίπου δφο εβδομάδων κι αωοφ τα ωυτά ζχουν μια ανάπτυξθ που 
να κακιςτά δυνατι τθν μεταωφτευςι τουσ, μεταωζρονται ςε μείγμα χϊματοσ όπου 
και καλφπτονται με διάωανθ μεμβράνθ ι πλαςτικό. Φα ωυτά παραμζνουν 
ςκεπαςμζνα για 3-4 περίπου θμζρεσ ϊςτε να βοθκθκοφν από το κακεςτϊσ τθσ 
αυξθμζνθσ υγραςίασ να ξεπεράςουν το ςοκ τθσ καταπόνθςθσ που προκλικθκε από 
τθν μεταωφτευςθ. Θ ανάπτυξθ των ωυτϊν ςυνεχίηεται ςτισ ίδιεσ ελεγχόμενεσ 
ςυνκικεσ και ςτον ίδιο κάλαμο ανάπτυξθσ. 

 
 
2.2 Σφποι φυτϊν Arabidopsis thaliana που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν εν λόγω εργαςία 

 Αγρίου τφπου Arabidopsis thaliana οικοτφπου Columbia (Col-0) 

 Διαγονιδιακζσ ςειρζσ Arabidopsis thaliana  

 WUS::GUS οικοτφπου Landsberg erecta (Ler) 

 WUS::GUS/RacRNAi (10H) γενιά F2 

 WUS::GUS/LFY-RNAi (10.141) γενιά F2 

 FA4C (CYCLINB1;1::GUS) οικοτφπου Columbia (Col-0) 

 FA4C/RacRNAi (10H) γενιά F2 
 
 
2.3 Βακτθριακά ςτελζχθ 
2.3.1 Escherichia coli 

 Φο βακτθριακό ςτζλεχοσ που χρθςιμοποιικθκε για τθν κλωνοποίθςθ πλαςμιδίων 
είναι το DH5a (E.coli). Φο ςτζλεχοσ αυτό ζχει υψθλι ικανότθτα μεταςχθματιςμοφ (>2x106 
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transformants/μg of plasmid DNA). Ρ γονότυπόσ τουσ χαρακτθρίηεται από τθν ζλλειψθ τθσ Δ 
(lacz) Ξ15 περιοχισ που εκωράηει το καρβόξυ τμιμα τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ, επιτρζποντασ 
ζτςι τθν ςυμπλθρωματικότθτα με το lac-a τμιμα που κωδικοποιείται από πολλοφσ 
πλαςμιδιακοφσ ωορείσ. Ζτςι είναι δυνατι θ επιλογι μπλε-άςπρων αποικιϊν κατά τθν 
ανάπτυξι τουσ ςε κρεπτικό μζςο που περιζχει X-gal και IPTG. 
 
 
2.3.1.α Προετοιμαςία δεκτικϊν βακτθριακϊν κυττάρων για μεταςχθματιςμό  

 Ξονι αποικία κατάλλθλου βακτθριακοφ ςτελζχουσ (DH5a) αναπτφςςεται ςε κρεπτικό 
μζςο LB για 12hrs ςτουσ 37οC. 

 Ξεταωορά 2ml από τθν αρχικι καλλιζργεια ςε κωνικι ωιάλθ που περιζχει 200ml 
κρεπτικοφ μζςου LB (αναλογία 1:1). 

 Επϊαςθ των κωνικϊν ωιαλϊν ςτουσ 37οC μζχρι θ οπτικι πυκνότθτα να ωτάςει 
O.D.550= 0.5. 

 Φοποκζτθςθ τθσ καλλιζργειασ ςε πάγο. 

 Ξεταωορά τθσ καλλιζργειασ ςε πλαςτικό μπουκάλι και ωυγοκζντρθςθ για 5min ςτισ 
5000r/min ςτουσ 4οC (πλιρθσ ιςοηφγιςθ απαραίτθτθ). Ματακριμνιςθ των 
βακτθριακϊν κυττάρων. 

 Απομάκρυνςθ υπερκειμζνου και επαναδιάλυςθ ιηιματοσ με παγωμζνο CaCl2 25mM. 
Σροςκικθ όγκου ίςου με του μιςοφ του αρχικοφ όγκου τθσ βακτθριακισ 
καλλιζργειασ. 

 Επανάλθψθ ίδιου τρόπου κατακριμνιςθσ. 

 Απομάκρυνςθ υπερκειμζνου και επαναδιάλυςθ ιηιματοσ με παγωμζνο CaCl2 75mM. 
Σροςκικθ ίςου όγκου με το 1/15 του αρχικοφ όγκου τθσ βακτθριακισ καλλιζργειασ. 

 Σροςκικθ αποςτειρωμζνθσ γλυκερόλθσ ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ να είναι ίςθ με 
15% v/v. Απαιτείται πολφ καλι μίξθ. 

 Φο δείγμα μοιράηεται ςε ωιαλίδια eppendorf  και καταψφχεται αμζςωσ με τθν 
βοικεια υγροφ αηϊτου. 

 Αποκικευςθ και διατιρθςθ των ‘δεκτικϊν’ βακτθριακϊν κυττάρων ςτουσ -80oC. 
 
 
2.3.1.β Μεταςχθματιςμόσ δεκτικϊν κυττάρων Escherichia coli με πλαςμιδιακό DNA 

 Υε 200μl δεκτικϊν βακτθριακϊν κυττάρων DH5a προςτίκενται 10-50ng πλαςμιδιακοφ 
DNA. 

 Φο μίγμα αναμιγνφεται και επωάηεται ςτον πάγο για 30min  

 Ακολουκεί κερμικό ςοκ του δείγματοσ για 1-2 min ςτουσ 42οC. 

 Σροςκικθ 1ml κρεπτικοφ μζςου LB ενϊ το δείγμα βρίςκεται ςτουσ 42 οC και επϊαςθ 
ςτθ ςυνζχεια ςτουσ 37οC για 1 ϊρα. 

 Φυγοκζντρθςθ του διαλφματοσ ςτισ 13000 r/min για 1min και απομάκρυνςθ των 2/3 
του υπερκειμζνου. 

 Επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ και επίςτρωςθ κατάλλθλθσ ποςότθτασ του διαλφματοσ 
ςε τρυβλίο με κρεπτικό μζςο LB που περιζχει και κατάλλθλο αντιβιοτικό ωσ μζςο 
επιλογισ που διαωζρει κατά περίςταςθ. 

 Επϊαςθ των τρυβλίων για 12-16 hrs ςε κάλαμο ςτουσ 37 οC. 
 
 
2.3.1.γ Yπολογιςμόσ αποδοτικότθτασ μεταςχθματιςμοφ (Transform efficiency) 

 Χωρίηουμε το τρυβλίο ςε τεταρτθμόρια και μετράμε τισ αποικίεσ ςε ζνα από αυτά. 
Ζςτω ότι ζχουμε n αποικίεσ. 
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 Υτο τρυβλίο κα ζχουμε: 4xn=4n αποικίεσ. 

 Ζχουμε περίπου 10ng plasmid DNA. Ρπότε: 
                                    Υτα 10ng ζχουμε 4n αποικίεσ  
                                    Υτα 1000ng ζχουμε x? αποικίεσ , x = 400n αποικίεσ  

 Ρι 400n αποικίεσ αντιςτοιχοφν ςτθν ποςότθτα που επιςτρϊκθκε. Ζςτω ότι   
επιςτρϊςαμε y μl από τα z μl που είχαμε αρχικά. Ρπότε: 

                  Υτα y μl που επιςτρϊςαμε ζχουμε 400n αποικίεσ  
                  Υτα z μl ζχουμε x? αποικίεσ, x = 400nz/y αποικίεσ/μg πλαςμιδιακοφ DNA. 
 

Ικανοποιητικό εύρος αποδοτικότητας:  
 
 
 

 
 
2.3.2 Agrobacterium tumefaciens 

Φο Agrobacterium tumefaciens είναι ζνα αρνθτικό κατά Gram αερόβιο βακτιριο το 
οπόιο ζχει μορωι ραβδίων και ανικει ςτθν οικογζνεια Rhizobiaceae. Φο βακτιριο αυτό 
περιζχει ζνα πλαςμίδιο μεγζκουσ περίπου 200 kb, το οποίο ονομάηεται πλαςμίδιο Ti (tumor 
inducing) και ζχει τθν ιδιότθτα να μεταςχθματίηει τα ωυτικά κφτταρα, ενςωματϊνοντασ το 
DNA του ςτο γονιδίωμα τουσ.  

Φο πλαςμίδιο Ti δεν μεταωζρεται ολόκλθρο ςτα ωυτικά κφτταρα αλλά μόνο μια 
περιοχι του (μικουσ περίπου 20 kb), που ονομάηεται T-DNA (Transfer DNA). Θ περιοχι 
αυτι μεταωζρεται ςτον πυρινα των ωυτικϊν κυττάρων και επειδι περιζχει οριςμζνα 
ογκογονίδια είναι υπεφκυνθ για τθν δθμιουργία ενόσ είδουσ καρκίνου, που ονομάηεται 
crown gall.  

Υφμωωνα με τα παραπάνω, το πλαςμίδιο Ti μπορεί να χρθςιμοποιθκεί ωσ ζνασ 
ωυςικόσ ωορζασ (vector) μεταωοράσ και ζκωραςθσ ξζνων γονιδίων ςε ωυτικά κφτταρα. Ωσ 
εκ τοφτου ο ωυςικόσ μθχανιςμόσ μεταωοράσ γενετικοφ υλικοφ ςε ωυτικά κφτταρα από τα 
αγροβακτιρια χρθςιμοποιείται για τθν δθμιουργία διαγονιδιακϊν ωυτϊν αωοφ γίνουν οι 
κατάλλθλεσ γενετικζσ επεμβάςεισ. Υτόχοσ θ απενεργοποιιςθ των γονίδιων που 
δθμιουργοφν τουσ όγκουσ τοποκετϊντασ ςτο πλαςμίδιο το γονίδιο που κα προςδϊςει ςτο 
ωυτό μία επικυμθτι ιδιότθτα. 
 
 

 
Εικόνα 2.1: Υτο παραπάνω ςχιμα ωαίνονται τα ςτάδια που ακολουκοφνται για τθν χριςθ του 
πλαςμιδίου Ti, που απομονϊνεται από το βακτιριο Agrobacterium tumefaciens, ωσ ωορζασ για τθν 
ειςαγωγι επικυμθτϊν γονιδίων ςτα ωυτά. 
 

5x 106 – 2x107 αποικίεσ/μg πλαςμιδιακοφ DNA 
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Υτθν παροφςα ζρευνα χρθςιμοποιικθκε το ςτζλεχοσ GV3101::pMP90 που είναι 
παράγωγο του ςτελζχουσ C58 του Agrobacterium tumefaciens και περιζχει το Ti πλαςμίδιο 
pTiC58ΔΦ-DNA. Φο ςυγκεκριμζνο ςτζλεχοσ εκωράηει αντοχι ςτα αντιβιοτικά Rifampicin/ 
Gentamicin  sulphate.  H   Rifampicin   λειτουργεί  ωσ δείκτθσ  επιλογισ  του  βακτθρίου  και  
θ Gentamicin sulphate ωσ δείκτθσ επιλογισ του Ti πλαςμιδίου ςε ςυγκεντρϊςεισ 50μg/ml 
και 25μg/ml αντίςτοιχα.  
 
 

2.3.2.α Μεταςχθματιςμόσ βακτθριακϊν κυττάρων Agrobacterium tumefaciens με τθ 
μζκοδο freeze – thaw 

 Σροςκικθ περίπου 1μg πλαςμιδιακοφ DNA ςτα κφτταρα.  

 Σάγωμα των κυττάρων ςε υγρό άηωτο (1). 

 Πεπάγωμα των κυττάρων με επϊαςθ του ωιαλιδίου eppendorf ςε υδατόλουτρο των 
37°C για 5min. 

 Σροςκικθ 1ml LB κρεπτικοφ μζςου ςτο ωιαλίδιο eppendorf και επϊαςθ ςτουσ 28°C 
για 2-4hrs με απαλι ανάδευςθ. Αυτι θ περίοδοσ επιτρζπει τα βακτιρια να 
εκωράςουν το γονίδιο αντιβιοτικισ αντοχισ. 

 Φυγοκζντρθςθ των ωιαλιδίων για 30sec. Αποβολι του υπερκείμενου διαλφματοσ και 
επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε 0.1ml LB κρεπτικό μζςο. 

 Υτρϊςιμο των κυττάρων ςε τρυβλίο LB/agar που περιζχει τα αντιβιοτικά (2) 
Τιωαμπικίνθ (Rifampicin), Φηενταμυκίνθ (Gendamycin sulphate) και Μαναμυκίνθ 
(Kanamycin). Ρι μεταςχθματιςμζνεσ αποικίεσ κα εμωανιςτοφν ςε 2-3 θμζρεσ. 

 Επϊαςθ ςτουσ 28°C.  
 
1 Φο γριγορο πάγωμα είναι ο πιο ςθμαντικόσ παράγοντασ τθσ διαδικαςίασ. Σάγωμα ςε ξθρό 
πάγο/λουτρό αικανόλθσ ςυχνά μειϊνει ςθμαντικά τθ ςυχνότθτα μεταςχθματιςμοφ. 
2 Θ ςυγκζντρωςθ των αντιβιοτικϊν ποικίλει εξαρτϊμενθ από το ςτζλεχοσ του 
Agrobacterium και τον δείκτθ αντιβιοτικισ αντοχισ που χρθςιμοποιείται. 
 
 
2.3.3 Αποκικευςθ βακτθριακϊν κυττάρων για μεγάλα χρονικά διαςτιματα 

 Για να αποκθκεφςουμε βακτθριακά κφτταρα για μεγάλα χρονικά διαςτιματα 
ακολουκοφμε τθν παρακάτω διαδικαςία: 

 Εμβολιάηουμε με μονι αποικία του βακτθριακοφ ςτελζχουσ που κζλουμε να 
αποκθκεφςουμε ζνα κατάλλθλο κρεπτικό μζςο που περιζχει κάποιο αντιβιοτικό ςτο 
οποίο είναι ανκεκτικό το ςτζλεχοσ, με ςκοπό τθν αποωυγι ενδεχομζνων μολφνςεων, 
και γίνεται επϊαςθ ςτουσ 37οC με ςυνεχι ανάδευςθ για 12-16hrs. 

 Υτθ ςυνζχεια, μεταωζρονται 800μl από τθν παραπάνω καλλιζργεια ςε ωιαλίδιο 
eppendorf και προςτίκενται 400μl αποςτειρωμζνθσ γλυκερόλθσ 100%. 

 Αναμιγνφουμε ζντονα και ψφχουμε το ωιαλίδιο ςε υγρό άηωτο. 

 Φοποκετοφμε τα κφτταρα ςτουσ -80οC όπου μποροφν να διατθρθκοφν ηωντανά ζωσ 
και 10 χρόνια. 

 
 
2.4 Απομόνωςθ πλαςμιδιακοφ DNA 
2.4.1 Αλκαλικι λφςθ πλαςμιδιακοφ DNA (Alkaline minipreparation) 

 Ξεταωορά 1.5ml από υγρι καλλιζργεια που αναπτφχκθκε ςε LB over night ςε 
eppendorf και ωυγοκζντρθςθ για 1min ςτισ 13000r/min. 

 Απομάκρυνςθ υπερκείμενου ϊςτε το ίηθμα (pellet) να μείνει όςο πιο ςτεγνό γίνεται.  

 Σροςκικθ 0.2ml  διαλφματοσ  P1 και  επαναδιάλυςθ  του  ιηιματοσ  με πιπζτα. 
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 Σροςκικθ 0.2ml διαλφματοσ P2, ανάδευςθ ελαωρά μζχρι το διάλυμα να γίνει 
διαυγζσ και επϊαςθ του eppendorf ανοιχτό ςε RT (κερμοκραςία δωματίου) για 4min.   

 Σροςκικθ 0.2ml παγωμζνου διαλφματοσ 3M CH3COOK/5M CH3COOH και καλι 
ανάμιξθ μζχρι να εμωανιςτοφν λευκά κομμάτια. 

 Επϊαςθ ςτον πάγο για 15min. 

 Φυγοκζντρθςθ για 20min ςτουσ 40C ςτισ 13000r/min. 

 Σροςεκτικι μεταωορά του υπερκείμενου ςε νζο eppendorf. 

 Σροςκικθ 2 όγκων παγωμζνθσ Et-OH 100% (αικανόλθ) και καλι ανάμιξθ. 

 Επϊαςθ για 10min ςε RT. 

 Φυγοκζντρθςθ ςτισ 13000r/min για 15min. 

 Απομάκρυνςθ τθσ Et-OH χωρίσ τίναγμα και επϊαςθ ςε RT ανοιχτό για ςτζγνωμα. 

 Σροςκικθ κατάλλθλου όγκου dH2O και επαναδιάλυςθ του ιηιματοσ.  

 Αποκικευςθ και διατιρθςθ ςτουσ -200C. 
 
 
2.5 Πζψθ Νουκλεϊνικϊν Οξζων με Ζνηυμα Περιοριςμοφ 

Φα ζηυμα παριοριςμοφ είναι ενδονουκλεάςεσ που κόβουν dsDNA ςε ςυγκεκριμζνεσ 
αλλθλουχίεσ. Για να δράςει ζνα ζνηυμο περιοριςμοφ, δθλαδι να αναγνωρίςει και να 
“κόψει” μια εξωνουκλεοτιδικι αλλθλουχία βάςεων, χρειάηεται κατάλλθλεσ ςυνκικεσ: 

I. Σρζπει να υπάρχει ζνα υπόςτρωμα, το οποίο μπορεί να είναι πλαςμιδιακό DNA, 
γενωματικό DNA ι DNA ωάγου και να περιζχει τουλάχιςτον μια αλλθλουχία ζξι 
βάςεων, θ οποία να αναγνωρίηεται από το αντίςτοιχο ζνηυμο περιοριςμοφ. Επίςθσ, 
και θ κακαρότθτα του υποςτρϊματοσ παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτο βακμό που κα 
προχωριςει θ αντίδραςθ αωοφ πολλζσ ωορζσ κατά τθν απομόνωςθ και τον 
κακαριςμό του DNA μπορεί να μεταωζρονται παράγοντεσ που να δρουν περιοριςτικά 
για τθ δράςθ των ενηφμων. 

II. Θ ποςότθτα και θ ποιότθτα του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ του ενηφμου (buffer) 
παίηουν ρόλο. Φα ρυκμιςτικά διαλφματα παρζχονται κυρίωσ ζτοιμα με το ζνηυμο 
περιοριςμοφ από τθν εταιρεία προζλευςθσ και θ ποςότθτα που χρθςιμοποιείται είναι 
το 1/10 του τελικοφ όγκου τθσ αντίδραςθσ από 10x buffer. 

III. Θ ποςότθτα του ενηφμου που απαιτείται παίηει ςθμαντικό ρόλο. Σεριοριςτικό ρόλο 
ςτθν ποςότθτα του ενηφμου που χρθςιμοποιείται αποτελεί θ ςυγκζντρωςθ τθσ 
γλυκερόλθσ που περιζχεται ςτο διάλυμα ςυντιρθςθσ του ενηφμου θ οποία δεν πρζπει 
να υπερβαίνει το 5% ςτον τελικό όγκο τθσ αντίδραςθσ. Ρ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ όπου 
λαμβάνει χϊρα θ πζψθ κυμαίνεται μεταξφ 30-50μl. 

 

 Υε ωιαλίδιο eppendorf προςκζτουμε:  
10x ρυκμιςτικό διάλυμα:   10% του τελικοφ όγκου 
Δείγμα DNA:                          μζχρι 80% του τελικοφ όγκου 
 Ζνηυμο περιοριςμοφ:         μζχρι 10% του τελικοφ όγκου 
ddH2O:                                   μζχρι το 100% του τελικοφ όγκου 

 

 Υτθ ςυνζχεια αναμιγνφουμε το δείγμα και επωάηουμε ςε κατάλλθλθ κερμοκραςία για 
1-2hrs. Θ άριςτθ κερμοκραςία δράςθσ διαωζρει μεταξφ των ενηφμων περιοριςμοφ. Θ 
πλειονότθτα όμωσ λειτουργεί άριςτα ςτουσ 37οC. Φα ζνηυμα περιοριςμοφ που 
χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ ωαίνονται ςτον πίνακα 1. 
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2.6 Ανάλυςθ Νουκλεϊνικϊν Οξζων ςε Πθκτι Αγαρόηθσ  
 Για τθν ανάλυςθ κλαςμάτων νουκλεϊκϊν οξζων διαωορετικοφ μεγζκουσ και 

διαωορετικϊν διαμορωϊςεων χρθςιμοποιικθκε θ θλεκτροωόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ. Ρ 
διαχωριςμόσ γραμμικϊν μορίων  DNA είναι  ανάλογοσ προσ το μζγεκοσ των μορίων. Φα 
μόρια των νουκλεϊκϊν οξζων γίνονται ορατά ςτθν πθκτι αγαρόηθσ με τθ βοικεια μίασ 
χρωςτικισ που παρεμβάλλεται μεταξφ των βάςεων θ οποία είναι το βρωμιοφχο αικίδιο 
(EtBr) και ζχει τθν ιδιότθτα να ωκορίηει παρουςία υπεριϊδουσ ωωτόσ. Θ περιεκτικότθτα τθσ 
πθκτισ ςε αγαρόηθ εξαρτάται από το μζγεκοσ των μορίων που πρόκειται να διαχωριςτοφν. 
Υυνικωσ ποικίλει από 0.8% ωσ 2% αγαρόηθ w/v. 

 Υε διάλυμα 1x ΦΑΕ προςκζτουμε κατάλλθλθ ποςότθτα αγαρόηθσ. 

 Θερμαίνουμε το διάλυμα ςε ωοφρνο μικροκυμάτων μζχρι να διαλυκεί πλιρωσ θ 
αγαρόηθ και το μίγμα καταςτεί διαωανζσ. 

 Σροςκζτουμε διάλυμα βρωμιοφχου αικίδιου ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0.005% v/v. 

 Φοποκετοφμε τθν πθκτι ςε κατάλλθλο δοχείο ςυςκευισ θλεκτροωόρθςθσ με τθν 
ανάλογθ χτζνα και αωινουμε να ςτερεοποιθκεί ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 Υτα δείγματα που πρόκειται να αναλυκοφν προςκζτουμε κατάλλθλθ ποςότθτα 
χρωςτικισ 5x dye.  

 Ξετά τθν πιξθ απομακρφνουμε τθ χτζνα και προςκζτουμε κατάλλθλο όγκο 1x TAE, 
που αποτελεί το ρυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ. 

 Φα δείγματα τοποκετοφνται ςτισ ειδικζσ κζςεισ τθσ πθκτισ που δθμιουργικθκαν από 
τθ χτζνα. 

 Υυνδζουμε τθ ςυςκευι ςε θλεκτρικό πεδίο και λαμβάνει χϊρα θ θλεκτροωόρθςθ 
παρουςία ςυνεχοφσ τάςθσ 50-120V. Φα δείγματα μεταναςτεφουν από τον αρνθτικό 
προσ το κετικό πόλο αωοφ είναι αρνθτικά ωορτιςμζνα.  

Εάν κζλουμε να εκτιμιςουμε το μζγεκοσ των ηωνϊν του DNA (μετά από πζψθ), 
θλεκτροωοροφμε δίπλα ςτα δείγματά μασ δείκτεσ (ladder) οι οποίοι ζχουν κακοριςμζνα και 
γνωςτά μοριακά βάρθ. 
 
 
2.7 Απομόνωςθ και Κακαριςμόσ Κλαςμάτων DNA από πθκτι αγαρόηθσ 

 Ανάλογα με το μζγεκοσ του προσ απομόνωςθ κλάςματοσ DNA προετοιμάηεται πθκτι 
αγαρόηθσ με ςυγκζντρωςθ 0,8% w/v. 

 Φο δείγμα αναλφεται ςτθν πθκτι. Εωόςον ο διαχωριςμόσ του κλάςματοσ, που 
πρόκειται να απομονωκεί είναι ικανοποιθτικόσ, αωαιρείται θ ηϊνθ που το περικλείει 
με τθ βοικεια κοπιδιοφ. 

 Φο κομμάτι τθσ πθκτισ τοποκετείται ςε ωιαλίδιο eppendorf 1.5ml. 

 Ακολουκεί απομόνωςθ DNA με βάςθ το πρωτόκολλο τθσ QIAquick Gel Extraction Kit 
(Cat No 28704).  

 
 
2.8 Ενοποίθςθ Σμθμάτων DNA με Πλαςμιδιακό Φορζα 

 Θ διαδικαςία τθσ ενοποίθςθσ ςτθρίηεται ςτθν ιδιότθτα τθσ T4 DNA λιγάςθσ να 
αναγνωρίηει άκρα και να ςυνδζει τμιματα με κολλϊδθ (5’ ι 3’ προεξζχοντα άκρα) ι τυωλά 
άκρα. Ρι χρθςιμοποιοφμενοι πλαςμιδιακοί ωορείσ κακίςτανται γραμμικοί μετά από πζψθ 
με ζνηυμα περιοριςμοφ, οπότε και είναι δυνατι θ ενοποίθςι τουσ με κατάλλθλο τμιμα DNA 
μζςω τθσ λιγάςθσ. 
 
 
2.8.1 Διαδικαςία Α-tailing  

 Ρριςμζνεσ DΟΑ πολυμεράςεσ με επιδιορκωτικι δράςθ, όπωσ θ Pfu DNA πολυμεράςθ, 
θ Τwο DNA πολυμεράςθ και θ Tli DNA πολυμεράςθ, παράγουν τμιματα με τυωλά άκρα. 
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Σαρ 'όλα αυτά, τα προϊόντα PCR που παράγονται με αυτζσ οι πολυμεράςεσ μποροφν να 
τροποποιθκοφν με τθν χριςθ τθσ διαδικαςίασ Α-tailing. Υτόχοσ τθσ διαδικαςία αυτισ είναι θ 
δθμιουργία τμθμάτων με προεξζχοντα μόρια αδενίνθσ ςτο 3’ άκρο. Αυτό επιτυγχάνεται με 
μια αντίδραςθ ςτθν οποία χρθςιμοποιοφνται ζνηυμα όπωσ θ Taq DNA πολυμεράςθ, θ οποία 
ζχει τθ δυνατότθτα να προςκζτει μόρια αδενίνθσ ςτο 3ϋάκρο. Ζτςι, κακίςταται δυνατι θ 
ενοποίθςθ των υπό κλωνοποίθςθ τμθμάτων με ωορείσ οι οποίοι ωζρουν προεξζχοντα μόρια 
κυμίνθσ ςτο 3’άκρο τουσ, όπωσ είναι οι ωορείσ pGEM -T και pGEM-T Easy. Ξε τθν χριςθ 
αυτισ τθσ μεκόδου, ειςάγεται μόνο μία ζνκεςθ εντόσ του ωορζα (ςε αντίκεςθ με τθν 
ειςαγωγι πολλαπλϊν ενκζςεων που μπορεί να ςυμβεί ςτθν κλωνοποίθςθ με τυωλά άκρα). 
 Θ αντίδραςθ πραγματοποιείται ςε τελικό όγκο 10μl. Υε ωιαλίδιο eppendorf 
προςτίκενται:  

 1-7μl προϊόντοσ PCR με τυωλά άκρα 

 Ματάλλθλθ ποςότθτα ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Taq DNA πολυμεράςθσ 10x με MgCl2, 
μζχρι τελικισ ςυγκζντρωςθσ 1x 

 5 units Taq DNA πολυμεράςθ 

 dATPs ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0.2mM 

 ddH2O μζχρι τθν ςυμπλιρωςθσ 10μl αντίδραςθσ 

 Επϊαςθ τθσ αντίδραςθσ για 15-30min ςτουσ 70οC 
 
 
2.8.2 Αντίδραςθ Ενοποίθςθσ  

Φο ζνηυμο T4 DNA λιγάςθ ζχει τθν ιδιότθτα να αναγνωρίηει άκρα και να ςυνδζει 
τμιματα με ςυμπλθρωματικά (5’ ι 3’ προεξζχοντα) ι τυωλά άκρα. Ωσ εκ τοφτου, κακίςταται 
δυνατι θ ενοποίθςθ επικυμθτϊν τμθμάτων DNA με πλαςμιδιακοφσ ωορείσ εωόςον τα άκρα 
τουσ είναι ςυμπλθρωματικά. Για τον λόγο αυτό οι πλαςμιδιακοί ωορείσ κακίςτανται 
γραμμικοί μετά από πζψθ με ζνηυμα περιοριςμοφ. 
 Υτο πείραμα χρθςιμποιικθκαν οι πλαςμιδιακοί ωορείσ pGEM-T Easy και pGBKT7. Θ 
κάκε αντίδραςθ ενοποίθςθσ πραγματοποιείται ςε τελικό όγκο 20μl. Υε ωιαλίδιο eppendorf 
προςτίκενται: 
 

 Ματάλλθλθ ποςότθτα DNA, ϊςτε με δεδομζνθ ποςότθτα πλαςμιδιακοφ ωορζα 
(ςυνικωσ 25ng) να επιτυγχάνεται θ επικυμθτι αναλογία (Y) μορίων τμιματοσ DNA: 
μόρια ωορζα. Γενικά ιςχφει ο τφποσ: 

 
Υυνικωσ χρθςιμοποιείται αναλογία ίςθ με τθν μονάδα αλλά και ανλογίεσ 3:1 ι 1:3 
λειτουργοφν ικανοποιθτικά. 

 

 Ματάλλθλθ ποςότθτα ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (ligation buffer) 10x ι 2x, μζχρι τελικισ 
ςυγκζντρωςθσ 1x 

 1μl Φ4 DNA λιγάςθσ  

 ddH2O μζχρι ςυμπλιρωςθσ του όγκου τθσ αντίδραςθσ 

 το δείγμα ανμειγνφεται και τοποκετείται για 4-12hrs ςτουσ 14-16οC 
 
 
2.9 Αλυςιδωτι Αντίδραςθ Πολυμεράςθσ (PCR) 

Υτον παρακάτω πίνακα περιζχονται οι περιεκτικότθτεσ και οι ποςότθτεσ των 
αντιδρϊντων, βάςθ των ενηφμων και των πυκνϊν διαλυμάτων που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν 
παροφςα μελζτθ: 

      Y= μζγεκοσ ωορζα (Kb) x ng τμιματοσ DNA / ng ωορζα x μζγεκοσ τμιματοσ DNA 
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΢υςτατικά αντίδραςθσ Πυκνό διάλυμα Σελικι  Όγκοσ 

Τυκμιςτικό διάλυμα PCR 5x 1x 10μl 

MgCl2 50mM 1.5mM 1.5μl 

dNTPs 10mM από κακζνα 200μM 1μl 

Άνω εκκινθτισ 10-20μM 300nM 1.5μl 

Μάτω εκκινθτισ 10-20μΞ 300nM 1.5μl 

DNA μιτρα - - Σοικίλει 

DNA πολυμεράςθ (units/μl) (units) (u/μl) 

Phussion (NEB) 2 1 0.5μl 

ddH2O Φόςο ϊςτε ο τελικόσ όγκοσ τθσ αντίδραςθσ να είναι 50μl 

 
Μάκε ζνα από τα ςυςτατικά τθσ αντίδραςθσ προςκζτονται ςε ςωλινα 

χωρθτικότθτασ 0.2ml κατάλλθλο για αντιδράςεισ PCR που είναι τοποκετθμζνοσ ςτον πάγο. 
Υτθ ςυνζχεια αναμειγνφονται καλά, ωυγοκεντροφνται για λίγο ϊςτε να ςυγκεντρωκοφν 
ςτθν άκρθ του ςωλινα και τοποκετοφνται ςτθν κεωαλι τθσ ςυςκευισ MJ Research PT200 
που ζχει ιδθ προγραμματιςτεί με το κατάλλθλο πρόγραμμα.  

Ρι κερμόκυκλοι που απαρτίηουν το πρόγραμμα τθσ PCR επιλζχκθκαν με βάςθ το 
πρότυπο που παρουςιάηεται παρακάτω. 
 

1x α) Αποδιάταξθ τθσ μιτρασ για 2min ςτουσ 950C 

25-40x 

β) Αποδιάταξθ ςτουσ 950C για 30sec 
γ) Χβριδιςμόσ εκκινθτϊν ςυνικωσ ςε κερμοκραςία που εξαρτάται από το Φm 

των εκκινθτϊν για 30-40sec (i) 
δ) Επιμικυνςθ ςτουσ 720C για χρόνο  που ποικίλει ανάλογα με το μζγεκοσ του 

πολυμεριςμοφ και των προδιαγραωϊν του ενηφμου 

1x 
ε) Φελικι επιμικυνςθ και κατανάλωςθ του ενηφμου για 7-10min, ςτθ 

κερμοκραςία επιμικυνςθσ του κάκε ενηφμου     

 
Φο παραπάνω αποτελεί ζνα πολφ γενικευμζνο προωίλ κερμοκραςιϊν και ςταδίων 

PCR αντίδραςθσ που επιδζχεται μεγάλο αρικμό παρεμβάςεων ανάλογα με τισ επικυμθτζσ 
εωαρμογζσ και ιδιαιτερότθτεσ.  

 
(i): Θ κερμοκραςία υβριδιςμοφ εξαρτάται από τθ κερμοκραςία τιξθσ Φm. Θ άριςτθ 
κερμοκραςία ςτθν περίπτωςθ DNA*DNA υβριδιςμοφ είναι 250C χαμθλότερθ από τθ 
κερμοκραςία τιξθσ του υβριδίου (Φm). 
(ii): Θ κερμοκραςία Φm υπολογίηεται από τον τφπο:  
 
 

 
 

΢ταν τελειϊςουν οι αντιδράςεισ PCR, αναλφονται ςε πθκτι αγαρόηθσ 0.8-1.2% 
ανάλογα με το αναμενόμενο μικοσ των αποτελεςμάτων. Θ αποκικευςθ των αντιδράςεων 
PCR γίνεται ςτουσ -200C. 

Υτον παρακάτω πίνακα δίνονται οι νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ των εκκινθτϊν που 
χρθςιμοποιικθκαν ςτισ αντιδράςεισ PCR τθσ παροφςασ εργαςίασ. 
 

Φm = 69,3 + 0,41·GC% - 650/αρικμό βάςεων εκκινθτι  
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Ονομαςία εκκινθτι Νουκλεοτιδικι αλλθλουχία με κατεφκυνςθ 5ϋ- 3ϋ 

TFL2-SacI F ATAGAGCTCATGAAAGGGGCAAGTGGTGCT 

TFL2-NdeI F ATACATATGATGAAAGGGGCAAGTGGTGCT 

TFL2-PstI R AGTCTGCAGTTAAGGCGTTCGATTGTACTTGAG 

 
Φα προγράμματα που εωαρμόςτθκαν για τα διάωορα ηεφγθ εκκινθτϊν είναι τα παρακάτω: 
                      

         
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
2.10 Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC)-Split GFP ςε φφλλα καπνοφ 
(Nicotiana tabacum) 
2.10.1 Πρωτεΐνθ GFP (Green Fluorescent Protein) 

H πράςινθ ωκορίηουςα πρωτεΐνθ (GFP) είναι μία πρωτεΐνθ 27 kD που αποτελείται 
από 238 κατάλοιπα αμινοξζων. Θ GFP εντοπίςτθκε για πρϊτθ ωορά ςτθν μζδουςα 
Aequorea victoria. Θ GFP τθσ Α. victoria ζχει μια κφρια κορυωι διζγερςθσ ςε μικοσ κφματοσ 
395 nm και μία μικρότερθ ςε 475 nm. Θ κορυωι εκπομπισ τθσ είναι ςτα 509 nm, θ οποία 
βρίςκεται ςτο πράςινο τμιμα του ορατοφ ωάςματοσ και μία μικρότερθ ςτα 540 nm. 
Αντίκετα με τισ περιςςότερεσ ωκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ οι οποίεσ περιζχουν χρωμοωόρα 
ξεχωριςτό από τθν αλλθλουχία του αμινοξζων τθσ πρωτεΐνθσ, το χρωμοωόρο τθσ GFP 
παράγεται εςωτερικά από μια αντίδραςθ που περιλαμβάνει τρία κατάλοιπα αμινοξζων. 

Πρόγραμμα PCR 1 

Εκκινθτζσ: TFL2-SacI F/TFL2-PstI R 

1. 95oC for 2min 

2. 95oC for 30sec 

3. 65oC for 40sec 

4. 72oC for 100sec 

5. Go to 2 for 25 times 

6. 72oC for 5min 

7. 10oC for ever 

8. End 

Πρόγραμμα PCR 2 

Εκκινθτζσ: TFL2-NdeI F/TFL2-PstI R 

1. 95oC for 2min 

2. 95oC for 30sec 

3. 65oC for 40sec 

4. 72oC for 55sec 

5. Go to 2 for 25 times 

6. 72oC for 5min 

7. 10oC for ever 

8. End 
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Αυτι θ μοναδικι ιδιότθτα επιτρζπει ςτθν GFP να κλωνοποιθκεί εφκολα ςε πολυάρικμα 
βιολογικά ςυςτιματα, τόςο ςε προκαρυωτικά όςο και ςε ευκαρυωτικά, το οποίο άνοιξε το 
δρόμο για τθ χρθςιμοποίθςι τθσ ςε μια ποικιλία βιολογικϊν εωαρμογϊν και κυρίωσ ςτθν 
βιοανίχνευςθ. 

Υιμερα, υπάρχουν πολλζσ νζεσ παραλλαγζσ τθσ GFP με βελτιωμζνεσ ι 
ςυμπλθρωματικζσ ιδιότθτεσ ςε ςχζςθ με εκείνεσ τθσ GFP τθσ A. victoria, κακϊσ ςτθν 
κυτταρικι και μοριακι βιολογία, το γονίδιο GFP χρθςιμοποιείται ςυχνά ωσ γονίδιο 
αναωοράσ τθσ ζκωραςθσ. Αυτζσ οι GFP-like πρωτεΐνεσ επιτρζπουν τθν παρακολοφκθςθ ςτο 
χρόνο και ςτο χϊρο ενόσ ςυνεχϊσ αυξανόμενου αρικμοφ ωαινομζνων ςε ηωντανά κφτταρα 
και οργανιςμοφσ, όπωσ θ γονιδιακι ζκωραςθ, ο εντοπιςμόσ και θ δυναμικι των πρωτεϊνϊν, 
οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ πρωτεϊνϊν, θ κυτταρικι διαίρεςθ, θ αντιγραωι και θ οργάνωςθ 
των χρωμοςωμάτων, ενδοκυτταρικζσ οδοί μεταωοράσ, βιογζνεςθ οργανιδίων, κ.α. 
Επιπλζον, οι αιςκθτιρεσ που αναωζρουν τιμζσ pH, ςυγκεντρϊςεισ Ca2+ και άλλα βαςικά 
χαρακτθριςτικά του εςωτερικοφ των ηωντανϊν κυττάρων ζχουν καταςκευαςτεί από GFP-
like πρωτεΐνεσ. Θ πιο κοινι χριςθ τθσ GFP είναι να παρακολουκεί τθ κζςθ, τθν κυκλοωορία 
και τισ αλλθλεπιδράςεισ πρωτεϊνϊν που εκωράηονται μζςω τθσ ςφντθξισ τουσ με τθν GFP. 

Θ τεχνικι επανάςταςθ που προκφπτει από τθν ανακάλυψθ τθσ GFP ςχετίηεται με 
μια αξιοκαφμαςτθ ιδιότθτα του χρωμοωόρου που είναι υπεφκυνο για τον ωκοριςμό τθσ. 
Αυτό το χρωμοωόρο ςχθματίηεται αυκόρμθτα από ζνα μοτίβο τρι-πεπτιδίου ςτθν 
πρωτοταγι δομι τθσ GFP, ζτςι ϊςτε ο ωκοριςμόσ του ξεκινά "αυτόματα" ςε κάκε 
οργανιςμό όπου εκωράηεται. Ξε άλλα λόγια, θ ωρίμανςθ του χρωμοωόρου τθσ GFP απαιτεί 
μόνο οξυγόνο και δεν εξαρτάται από τθν παρουςία ενηφμων ι άλλων βοθκθτικϊν 
παραγόντων. Θ GFP είναι γενικά μθ τοξικι και μπορεί να εκωράηεται ςε υψθλά επίπεδα ςε 
διαωορετικοφσ οργανιςμοφσ με αμελθτζεσ  επιπτϊςεισ ςτθ ωυςιολογία τουσ. 

Από τθ ςκοπιά τθσ χρθςιμότθτασ τθσ ςτισ βιοεπιςτιμεσ, οριςμζνεσ πτυχζσ τθσ 
λειτουργίασ του GFP ξεχωρίηουν. Ξεταξφ αυτϊν είναι: (i) θ ωωτεινότθτα του μορίου, (ii) θ 
ωωτο-ςτακερότθτα του μορίου, (iii) θ φπαρξθ μορίων GFP-like με διαωορετικά ωάςματα 
διζγερςθσ και εκπομπισ ςε όλθ τθν ορατι περιοχι (iv) θ ταχεία και αποτελεςματικι 
αναδίπλωςθ του μορίου μζςα ςτο κφτταρο (ν) θ ταχεία ωρίμανςθ του χρωμοωόρου μετά 
τθν αναδίπλωςθ τθσ πρωτεΐνθσ και (νί) θ μονομερισ διαμόρωωςθ των GFP-like πρωτεϊνϊν, 
για τθ διευκόλυνςθ τθσ ςφντθξισ τουσ με επικυμθτζσ πρωτεΐνεσ.  
 
 
 

 
Εικόνα 2.2: Φο ωάςμα διζγερςθσ τθσ αγρίου τφπου GFP από τθν Α. victoria (μπλε) ζχει δφο 
μζγιςτα διζγερςθσ ςτα 395 nm και ςτα 475 nm. Φο ωάςμα εκπομπισ ωκοριςμοφ (πράςινο) ζχει μία 
κφρια κορυωι ςτα 509 nm και μία μικρότερθ ςτα 540 nm. 
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2.10.2 Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) 

Θ BiFC είναι μια τεχνικι που βαςίηεται ςτον ωκοριςμό και επιτρζπει τθν ανίχνευςθ 
των πρωτεϊνικϊν αλλθλεπιδράςεων ςε ηωντανά κφτταρα. Επιπλζον, μπορεί να 
χρθςιμοποιθκεί για τον προςδιοριςμό τθσ υποκυτταρικισ τοποκζτθςθσ των 
αλλθλεπιδρϊντων πρωτεϊνϊν και καταδεικνφει αν αλλάηει με τθν πάροδο του χρόνου, 
χωρίσ να απαιτείται θ προςκικθ εξωτερικϊν παραγόντων. Θ διαδικαςία BiFC βαςίηεται 
ςτθν δομικι ςυμπλιρωςθ μεταξφ δφο μθ ωκοριηόντων Ο-τελικοφ και C-τελικοφ τμθμάτων 
μίασ ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ. Ρι ωκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ, π.χ., θ πράςινθ ωκορίηουςα 
πρωτεΐνθ (GFP), αποτελοφνται από 11 αντιπαράλλθλουσ β-κλϊνουσ που ςχθματίηουν μία 
δομι β-βαρελιοφ, με μία α-ζλικα εςωτερικά και αρκετζσ μικροφ μικουσ ελικοειδείσ δομζσ. 
Φο χρωμοωόρο, που βρίςκεται ςτθν α-ζλικα εντόσ τθσ δομισ του β-βαρελιοφ, ςχθματίηεται 
από τρία κατάλοιπα. Για τθν ανάλυςθ BiFC, αρκετζσ μελζτεσ ζχουν αποδείξει ότι οι 
ωκορίηουςεσ πρωτεΐνεσ μποροφν να χωριςτοφν ςε ζνα βρόχο ι εντόσ ενόσ β-κλϊνου. Φα 
δφο προκφπτοντα μθ ωκορίηοντα τμιματα μποροφν ςτθ ςυνζχεια να ςυντθχκοφν με 
επικυμθτζσ πρωτεΐνεσ που μπορεί να αλλθλεπιδροφν. Εάν οι πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν, τα 
μθ ωκορίηοντα τμιματα ζρχονται ςε ςτενι γειτνίαςθ με αποτζλεςμα τθν αναςφςταςθ τθσ 
ακζραιασ ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ που μπορεί να απεικονιςτεί χρθςιμοποιϊντασ 
οποιοδιποτε μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. Αν οι πρωτεΐνεσ που είναι ςυντθγμζνεσ με τα 
διαχωριςμζνα τμιματα τθσ ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ  δεν αλλθλεπιδροφν, δεν λαμβάνει 
χϊρα θ αναςφςταςθ τθσ  και δεν ανιχνεφεται ωκοριςμόσ. 

Αρκετά είναι τα ςθμαντικά πλεονεκτιματα αυτισ τθσ τεχνικισ. (i) Ρι πρωτεϊνικζσ 
αλλθλεπιδράςεισ χρθςιμοποιϊντασ BiFC οπτικοποιοφνται ςτο κανονικό περιβάλλον 
του ωυτικοφ κυττάρου. (χ) Θ BiFC είναι πολφ ευαίςκθτθ και μπορεί να επιτρζψει 
τθν ανίχνευςθ των αλλθλεπιδράςεων όταν οι πρωτεΐνεσ εκωράηονται ςε χαμθλότερα 
επίπεδα υπό τον ζλεγχο των ενδογενϊν προαγωγζων. (iii) Φο πιο βαςικό πλεονζκτθμα τθσ 
BiFC είναι ότι θ πρωτεϊνικι αλλθλεπίδραςθ ςυμβαίνει ςτο πραγματικό υποκυτταρικό 
διαμζριςμα των εξεταηόμενων πρωτεϊνϊν. (ίν) Ρ ςχθματιςμόσ του πρωτεϊνικοφ ςυμπλόκου 
ςτθν BiFC λαμβάνει χϊρα μζςω μιασ πολλαπλϊν βθμάτων οδοφ in vitro όπωσ και ίn νίνο. (v) 
Ξε τθν BiFC μπορεί επίςθσ να διερευνθκεί το δομικό υπόβακρο του ςχθματιςμοφ του 
πρωτεϊνικοφ ςυμπλόκου. (vi) Θ BiFC προςζγγιςθ κακιςτά δυνατό τον εντοπιςμό ςθμάτων 
που επάγουν τον ςχθματιςμό των πρωτεϊνικϊν ςυμπλόκων ι που διαμορωϊνουν τθν 
ενδοκυτταρικι τουσ κατανομι in planta.  
 

 Εικόνα 2.3: Αρχι τθσ τεχνικισ BiFC. (Α) 
Φριςδιάςτατθ δομι τθσ Venus κίτρινθσ 
ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ. (Β) Φοπολογία 
αναδίπλωςθσ μίασ ωκορίηουςασ 
πρωτεΐνθσ. Φα αρικμθμζνα πράςινα βζλθ 
και τα πορτοκαλί κουτιά υποδεικνφουν 
τουσ β-κλϊνουσ και τισ α-ζλικεσ 
αντίςτοιχα. Ρι δφο κλειςτοί κφκλοι 
υποδεικνφουν τισ κζςεισ των κανονικϊν 
κζςεων διαχωριςμοφ και το βζλοσ 
υποδεικνφει τθν κζςθ διαχωριςμοφ 
μεταξφ του 10ου και του 11ου β-κλϊνου. 
Φο αςτζρι υποδθλϊνει το ωκοροωόρο. 
(C) Αρχι τθσ BiFC. Θ αριςτερό δομι 
αντιπροςωπεφει το Ο-τελικό κραφςμα 
τθσ BiFC (VN155) ςυγχωνευμζνο με τθν 
επικυμθτι αλλθλεπιδροφςα πρωτεΐνθ Χ, 

με κίτρινο υποδεικνφεται το ωκοροωόρο. Θ δομι ςτο κζντρο αντιπροςωπεφει το C-τελικό κραφςμα 
τθσ BiFC (VC155) ςυγχωνευμζνο με τθν άλλθ αλλθλεπιδροφςα πρωτεΐνθ Χ. Θ αριςτερι δομι δείχνει 
τθν αναςυγκροτθμζνθ ωκορίηουςα πρωτεΐνθ (FP) και το πρωτεϊνικό ςφμπλοκο Χ/Χ. 
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2.10.3 Split GFP ςε φφλλα καπνοφ (Nicotiana tabacum) 

Φο πρωτόκολλο που ακολουκικθκε ςτθν παροφςα εργαςία είναι ςφμωωνο με το 
τεχνικό εγχειρίδιο των Walter et al. (2004) για τθν οπτικοποίθςθ πρωτεϊνικϊν 
αλλθλεπιδράςεων μζςω ωκορίηουςασ ςυμπλθρωματικότθτασ ςε ηωντανά ωυτικά κφτταρα.  

Φο ςφςτθμα περιζχει δφο πλαςμιδιακοφσ ωορείσ, τον pSPYNE και τον pSPYCE όπου 
ςε κάκε ζναν είναι κλωνοποιθμζνθ θ αμινο-υπομονάδα και θ καρβόξυ-υπομονάδα τθσ GFP 
πρωτεΐνθσ αντίςτοιχα. Ρι πρωτεΐνεσ των οποίων επικυμείται ο ζλεγχοσ τθσ αλλθλεπίδραςισ 
τουσ κλωνοποιικθκαν ςτουσ ωορείσ ςτο ίδιο αναγνωςτικό πλαίςιο με τθν αντίςτοιχθ 
υπομονάδα τθσ GFP πρωτεΐνθσ. Υτθ ςυνζχεια μεταςχθματίςτθκαν κφτταρα Agrobacerium 
tumefaciens με τθν κάκε καταςκευι ξεχωριςτά. Ρι δυο καλλιζργειεσ των 
μεταςχθματιςμζνων κυττάρων αναμείχκθκαν ςε ίςεσ ςυγκεντρϊςεισ και ςτθ ςυνζχεια 
πραγματοποιικθκε ζνεςθ ςτθν υποδερμίδα ωφλλων καπνοφ Nicotiana tabacum 
προκαλϊντασ παροδικό μεταςχθματιςμό ςτα κφτταρα του καπνοφ. Ξετά το πζρασ 65-72 
ωρϊν ιταν δυνατι θ παρατιρθςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ των πρωτεϊνϊν μζςω τθσ 
ανίχνευςθσ τθσ ακτινοβολίασ που παράγεται με μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. Σροκειμζνου 
όμωσ να μπορζςει να λειτουργιςει το ςφςτθμα, απαιτείται θ χριςθ τθσ πρωτεΐνθσ p19. 
Υτον παροδικό μεταςχθματιςμό, οι ειςερχόμενοι πλαςμιδιακοί ωορείσ ανιχνεφονται ωσ 
εξωγενείσ από τα κφτταρα με ςυνζπεια τθν επαγωγι του μθχανιςμοφ τθσ RNAi 
αποςιϊπθςθσ για τθν αντιμετϊπιςθ τθσ προςβολισ. Θ πρωτεΐνθ p19 λειτουργεί ωσ 
καταςτολζασ τθσ αποςιϊπθςθσ επιτρζποντασ τθν ζκωραςθ των πλαςμιδιακϊν ωορζων. 
 
Σρωτόκολλο αγρο-διικθςθσ:  

 Ανάπτυξθ μονϊν αποικιϊν μεταςχθματιςμζνων Agrobacterium tumefaciens που 
ωζρουν ξεχωριςτά τα πλαςμίδια τθσ αλλθλεπίδραςθσ αλλά και το πλαςμίδιο p19 ςε 
5ml κρεπτικοφ μζςου LB, παρουςία κατάλλθλων αντιβιοτικϊν επιλογισ, over night. 

 Επανακαλλιζργεια κάκε μονισ αποικίασ με αραίωςθ 1:25 ςε 10ml κρεπτικοφ μζςου 
LB για 4-5h ςτουσ 28oC παρουςία ζντονθσ ανάδευςθσ μζχρι θ οπτικι πυκνότθτα να 
ωτάςει το OD600=0.7   

 Φυγοκζντρθςθ για 15min ςτισ 4000rpms ςε κερμοκραςία δωματίου 

 Απομάκρυνςθ υπερκειμζνου και επαναδιάλυςθ των κυττάρων ςε κατάλλθλθ 
ποςότθτα διαλφματοσ διικθςθσ (infiltration media) ϊςτε θ οπτικι πυκνότθτα των 
κυττάρων να είναι OD600=0.7  για τα προσ αλλθλεπίδραςθ πλαςμίδια και OD600=1 για 
το p19 

 Επϊαςθ για 1.5h ςε κερμοκραςία δωματίου 

 Ανάμιξθ ίςθσ ποςότθτασ από κάκε αγρο-καλλιζργεια και εμβολιαςμόσ με το τελικό 
διάλυμα ωφλλϊν καπνοφ  

 
 
2.11 ΢τερζωςθ και χρϊςθ GUS ςε φυτικοφσ ιςτοφσ 
 Θ μζκοδοσ που χρθςιμοποιικθκε αποτελεί τροποποίθςθ τθσ μεκόδου που 
περιγράωεται από τουσ Jefferson et al, (1987) και Rodrigues Pousada et al (1993). 

 Φυτικά όργανα Arabidopsis thaliana τοποκετοφνται ςε διάλυμα 90% ακετόνθσ για 20 
min ςτουσ 4oC. Υτο ςτάδιο αυτό γίνεται μερικι ςτερζωςθ του ιςτοφ.  

 Θ ακετόνθ αωαιρείται και οι ιςτοί ξεπλζνονται δφο ωορζσ με διάλυμα ξεπλφματοσ RS 
(Riense solution), προκιμζνου να απομακρυνκεί πλιρωσ θ ακετόνθ. 

 Σροςκικθ διαλφματοσ χρϊςθσ GSS (GUS staining solution) μζχρι ο ιςτόσ να καλυωκεί 
πλιρωσ. 

 Ακολουκεί διείςδυςθ, των ιςτϊν με τθν βοικεια αντλίασ κενοφ 2 – 3 ωορζσ. Υε αυτό 
το ςτάδιο δίνεται ιδιαίτερθ προςοχι, ζτςι ϊςτε τα ωυτικά όργανα να είναι πλιρωσ 
εμβαπτιςμζνα μζςα ςτο διάλυμα GSS και να μθν υπάρχουν ωυςαλίδεσ αζροσ γφρω 
από τον ιςτό. 
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 Επϊαςθ ςτουσ 37oC για μία ζωσ 24 ϊρεσ ανάλογα με τον ιςτό και τθν ενηυμικι 
δραςτικότθτα. Υτθν παροφςα μελζτθ θ χρϊςθ πραγματοποιικθκε για χρονικό 
διάςτθμα 4-16 ωρϊν. 

 Αωαιροφμε το διάλυμα χρϊςθσ GSS και αωυδατϊνουμε τον ιςτό ςταδιακά με τθν 
τοποκζτθςθ του ςε διαλφματα αικανόλθσ 15% και 30% για 1 ϊρα, αντίςτοιχα. 

 Φοποκζτθςθ των ιςτϊν ςε διάλυμα FAA (Fixative mix) για 2 ϊρεσ για 30 min ςτουσ 
4oC. Ρ ιςτόσ μπορεί να διατθρθκεί ςε αυτό το διάλυμα ςτουσ 4oC για μερικζσ θμζρεσ 
(3 – 4) χωρίσ να καταςτραωεί ι να υποςτεί αλλοίωςθ. 

 Αωυδατϊνουμε τον ιςτό ςταδιακά με τθν τοποκζτθςθ του ςε διαλφματα αικανόλθσ 
70%, 85%, 95% και 100% για 30 min αντίςτοιχα. Ρι ιςτοί κατά αυτόν τον τρόπο 
αποχρωματίηονται, κακϊσ ζχουμε μία ςταδιακι απομάκρυνςθ τθσ χλωροωφλλθσ και 
θ εμωάνιςθ του μπλε χρϊματοσ είναι πιο ζντονθ. 

 Θ ωωτογράωθςθ των δειγμάτων ζγινε ςε μικροςκόπιο. 
 
 
2.12 Πλαςμιδιακοί φορείσ που χρθςιμοποιικθκαν 
2.12.1 pSPYNE/pSPYCE 

Είναι ωορείσ οι οποίοι δθμιουργικθκαν ςτα πλαίςια τθσ τεχνολογίασ του BiFC 
(Bimolecular Fluorescence Complementation) για τθν οπτικοποοίθςθ αλλθλεπιδράςεων 
μεταξφ πρωτεϊνϊν ςε ηωντανά κφτταρα ηωϊκϊν και ωυτικϊν οργανιςμϊν. Ρι ωορείσ αυτοί 
ονομάςτθκαν ωσ pSPYNE and pSPYCE (split YFP N-terminal/C-terminal fragment expression) 
και ζχουν μζγεκοσ 13.1kb κα 12.9kb αντίςτοιχα. Επιπλζον, περιζχουν τον κακολικό 
προαγωγζα 35S και μία περιοχι αναγνϊριςθσ ενηφμων περιοριςμοφ (MCS, Multiple Cloning 
Site), διευκολφνοντασ τθν κλωνοποίθςθ τμθμάτων. Μάκε ωορζασ παρζχει τθ δυνατότθτα 
τθσ ζκωραςθσ των υπό μελζτθ πρωτεϊνϊν οι οποίεσ βρίςκονται ςυντθγμζνεσ είτε ςτο Ο-
άκρο, 155 αμινοξζα,(YFPN) είτε ςτο C- άκρο, 86 αμινοξζα (YFPC) τθσ YFP πρωτεΐνθσ. 
 
 
 

 
 
Εικόνα 2.4: Ρι πλαςμιδιακοί ωορείσ pSPYNE (pGPTVII.GFP.Kan) και pSPYCE (pGPTVII.GFP.Bar) που 
χρθςιμοποιοφνται ωσ ωορείσ αλλθλεπίδραςθσ ςτο ςφςτθμα SPLIT-GFP.   
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2.12.2 pGEM-T Easy 

 

 
 

Ρ ωορζασ ρGΕΞ -T Easy είναι ζνασ γραμμικόσ ωορζασ με μία 3'-τελικι κυμίνθ ςτα 
δφο άκρα. Φα T-προεξζχοντα άκρα ςτθ κζςθ ειςαγωγισ βελτιϊνουν ςθμαντικά τθν 
αποτελεςματικότθτα τθσ ενοποίθςθσ με προϊόντα PCR εμποδίηοντασ τθν 
επανακυκλοποίθςθ του ωορζα και παρζχοντασ ςυμβατά προεξζχοντα άκρα για τα προϊόντα 
PCR με τυωλά άκρα που παράγονται από οριςμζνεσ πολυμεράςεσ. Επιπλζον, είναι ωορζασ 
που δίνει μεγάλο αρικμό αντιγράωων και περιζχει τουσ προαγωγείσ Φ7 και SP6 RNA 
πολυμεράςθσ που βρίςκονται πλευρικά μιασ περιοχισ πολλαπλϊν κζςεων ενηφμων 
περιοριςμοφ, εντόσ τθσ κωδικισ περιοχισ του α-πεπτιδίου του ενηφμου τθσ β-
γαλακτοςιδάςθσ. Ωσ εκ τοφτου, ειςαγωγι ζνκεςθσ αδρανοποιεί το α-πεπτίδιο επιτρζποντασ 
τθν αναγνϊριςθ των αναςυνδυαςμζνων κυττάρων από τισ μπλε/λευκζσ αποικίεσ ςτα 
τρυβλία ενϊ περιζχει και γονίδιο ανκεκτικότθτασ ςτθν αμπικιλίνθ. 
 
 
2.12.3 pGBKT7 

 

 
 

Ρ ωορζασ pGBKT7 χρθςιμοποιείται ςτο ςφςτθμα yeast two hybrid και εκωράηει 
πρωτεΐνεσ ςυντθγμζνεσ με τα αμινοξζα 1-147 τθσ περιοχισ δζςμευςθσ GAL4 DNA (DNA-BD). 
Υτθ ηφμθ, οι ςυντθγμζνεσ πρωτεΐνεσ εκωράηονται ςε υψθλά επίπεδα από τον ενδογενι 
προαγωγζα ADH1 (PADH1). Ρ ωορζασ pGBKT7 αντιγράωεται αυτόνομα τόςο ςτο E. coli όςο 
και ςτθν S. cerevisiae από τισ pUC και 2 μ ori, αντίςτοιχα. Επιπλζον, ωζρει γονίδιο 
ανκεκτικότθτασ ςτθν καναμικίνθ για επιλογι ςε Ε. coli και τον διατροωικό δείκτθ TRP1 για 
επιλογι ςε ηφμθ. Υτελζχθ ηφμθσ που περιζχουν τον ωορζα pGBKT7 εμωανίηουν υψθλότερθ 



65 
 

απόδοςθ μεταςχθματιςμοφ από τα ςτελζχθ που ωζρουν άλλουσ ωορείσ με περιοχι DNA-
BD. 
 
 
2.13 Διαλφματα και Θρεπτικά Μζςα 
2.13.1 Θρεπτικά διαλφματα φυτϊν 

MS (Murashige and Skoog) 

 MS: 4.41g/l MS (Murashige and Skoog medium, μακρο-μικροςτοιχεία και βιταμίνεσ), 
0.05% MES (για ςτακεροποίθςθ του pH. SIGMA P-8164), 2% ςουκρόηθ (πθγι 
άνκρακα), KOH 1Ο (για ρφκμιςθ του pH ςτο 5.7), 0.3% phytagel (SIGMA M8250-100G-
για ςτερεοποίθςθ υποςτρϊματοσ αν δεν βάλουμε αντιβιοτικό) ι 0,6% αγαρόηθ (για 
ςτερεοποίθςθ υποςτρϊματοσ αν βάλουμε αντιβιοτικό). 

 
 
2.13.2 Διαλφματα θλεκτροφόρθςθσ  

 ΦΑΕ 50x 
24.2gr (w/v) Tris-base, 100ml 0.5M EDTA pH8 (Ethylene- Diamine- Tetracetic Acid 
disodium salt), 57ml CH3COOH for 1lt of buffer 

 Ethidium Bromide (EtBr) 
10mg/ml  H2O. Αποκικευςθ ςε ςκοτεινό μπουκάλι, ςε κερμοκραςία δωματίου 

 Τυκμιςτικό διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ για gel αγαρόηθσ  
1x TAE, 0.5μg/ml EtBr 

 Διάλυμα χρωςτικισ για θλεκτροωόρθςθ DNA 
1x βαςικοφ διαλφματοσ χρωςτικϊν (10x) που περιζχει 1.25% (w/v) bromophenol blue 
και 1.25% (w/v) xylene cyanol ςε dH2O, 50% ςουκρόηθ 

 GeneRulerTM DNA Ladder Mix Fermentas 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Δείκτης μοριακών βαρών GeneRuler™ DNA Ladder Mix. 
 

 
 
2.13.3 Διαλφματα μεταςχθματιςμοφ και καλλιζργειασ βακτθριακϊν κυττάρων 

 Θρεπτικό μζςο LB 
0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) peptone. Για ςτερεό κρεπτικό μζςο 
προςκζτουμε και 1.4% bacteriological agar 

 Ampicillin 
100mg/ml ςε dH2O. Φυλάςςεται ςτουσ -200C 

 Kanamycin 
50mg/ml ςε dH2O. Φυλάςςεται ςτουσ -200C 

 Gentamicin sulphate 
25mg/ml ςε dH2O. Φυλάςςεται ςτουσ -200C 

 Rifampicin 
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25mg/ml ςε μεκανόλθ. Φυλάςςεται ςτουσ -200C 
 
 
2.13.4 Διαλφματα χειριςμοφ και απομόνωςθσ πλαςμιδιακοφ DNA 

 Τ1 διάλυμα αλκαλικισ λφςθσ  
1ml P1: 20μl EDTA 0.5M, 50μl Tris-HCl pH8, 10μl RNase, 920μl dH2O 

 Τ2 διάλυμα αλκαλικισ λφςθσ 
1% SDS, 0.2N NaOH 

 Τ3 διάλυμα αλκαλικισ λφςθσ 
100ml P3: 60ml 3+5M CH3COOK, 11.5ml CH3COOH, 28.5ml dH2O 

 2x ligation buffer 
30mM Tris-HCl pH7.8, 10mM MgCl2, 10mM DTT, 1mM ATP, 5% PEG 

 RNάςθ 
Ξθτρικό διάλυμα RNάςθσ A 10mg/ml ςε 10mM Tris-HCl pH7.4, 15mM NaCl.  Βραςμόσ 
του διαλφματοσ για 15min, διακοπι για 20min και επανάλθψθ βραςμοφ. Φυλάςςεται 
ςτουσ -200C. 

 NEBuffer 1 
10mM Bis-Tris-Propane-HCl, 10mM MgCl2, 1mM Dithiothreitol, pH7.0 at 250C 

 NEBuffer2. 
50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 1 mM Dithiothreitol, pH 7.9 ςτουσ 25°C. 

 NEBuffer 3 
100mM NaCl, 50mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 1mM Dithiothreitol, pH7.9 at 250C.  

 
 
2.13.5 Διαλφματα αντίδραςθσ τθσ πολυμεράςθσ (PCR) 

 dNTPs 
10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 10mM TTP, dH2O 

 Τυκμιςτικό διάλυμα 10x (Taq Fermendas) 
200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 50mM MgCl2 

 Τυκμιςτικό διάλυμα 5x (Phusion HF finnzymes). 
7,5 mM MgCl2 

 
 
2.13.6 Διάλυμα αγροδιικθςθσ (Infiltration media) 

10mM MES 
10mM MgCl2 
150μM acetosyringone 
pH 5.7 
 
 
2.13.7 Διαλφματα ςτερζωςθσ και χρϊςθσ ιςτϊν. 

 Διάλυμα ξεπλφματοσ RS (Riense Solution) 
50mM Na(P)O4 pH 7.2, 0.5mM K3Fe(CN)6, 0.5mM K4Fe(CN)6 

 Διάλυμα χρϊςθσ GSS (Gus Staining Solution) 

 50mM Na(P)O4 pH 7.2, 0.5mM K3Fe(CN)6, 0.5mM K4Fe(CN)6,  2 mM X-GluC (MW 520.3). 

 Διάλυμα FAA (Fixated Mix) 

 50% αικανόλθ, 5% οξικό οξφ, 3.7% ωορμαλδεψδθ, 41.3% ddH2O 
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3. ΑΣΡΦΕΝΕΥΞΑΦΑ 
 

 

3. ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 
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3.1 Πρωτεϊνικζσ αλλθλεπιδράςεισ 
3.1.1 Ζλεγχοσ αλλθλεπίδραςθσ πρωτεϊνϊν in planta 

 Φα αποτελζςματα τα οποία προζκυψαν ςτα πλαίςια τθσ παροφςασ εργαςίασ, 
χωρίηονται ςε δφο κυρίωσ μζρθ. Φο πρϊτο μζροσ αωορά ςτθν μελζτθ των ενδεχόμενων 
αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των HSP90 και πρωτεϊνϊν που ζχει βρεκεί ότι διαδραματίηουν 
κάποιον ρόλο ςτθν άνκθςθ. 
 Ρι πρωτεΐνεσ HSP90 είναι ζνα υψθλά ςυντθρθμζνο ςφςτθμα μοριακϊν ςυνοδϊν, το 
οποίο διευκολφνει τθν ωρίμανςθ ενόσ κακοριςμζνου ςυνόλου πρωτεϊνϊν που 
καταλαμβάνουν κεντρικζσ κζςεισ ςε πολλά βιολογικά δίκτυα (Pearl and Prodromou, 2006; 
Richter and Buchner, 2006). Ωσ εκ τοφτου, οι HSP90 αποτελοφν μόρια-κλειδιά για τθν 
ρφκμιςθ ποικίλων κυτταρικϊν λειτουργιϊν ουςιαςτικϊν για τθν επιβίωςθ ενόσ οργανιςμοφ. 
 Ρι HSP90 είναι από τισ πιο ςυντθρθμζνεσ HSPs. Ρμόλογα γονίδια HSP90 
ςυναντϊνται από τα βακτιρια μζχρι και τον άνκρωπο, ενϊ οι πρωτεΐνεσ HSP90 αποτελοφν 
το 1-2% των κυτταροπλαςματικϊν πρωτεϊνϊν ενόσ κυττάρου ςε ωυςιολογικζσ ςυνκικεσ, με 
το ποςοςτό να ανεβαίνει ςε ςυνκικεσ ςτρεσ (Krukenberg et al. 2011; Welch and Feramisco, 
1982). Θ  γνϊςθ ςχετικά με τουσ πελάτεσ των HSP90 ζχει αυξθκεί τα τελευταία χρόνια, 
χάρθ κυρίωσ ςε μελζτεσ ςτθν ηφμθ, ςτθν οποία 1.232 πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν ωυςικά ι 
γενετικά με τισ HSP90 (Breitkreutz et al., 2008). Ξε άλλα λόγια, ~20% των πρωτεϊνϊν τθσ 
ηφμθσ επθρεάηονται από τθν λειτουργία των HSP90, κακιςτϊντασ τεσ ωσ το ςφςτθμα με τισ 
περιςςότερεσ αλλθλεπιδράςεισ ςτο γονιδίωμα τθσ ηφμθσ. 
 Σρογενζςτερεσ μελζτεσ, τόςο ςε ωαινοτυπικό όςο και ςε μοριακό επίπεδο, 
καταδεικνφουν πωσ οι HSP90 ενδεχομζνωσ κατζχουν ζναν ρόλο ηωτικισ ςθμαςίασ για τθν 
άνκθςθ του ωυτοφ Arabidopsis thaliana. Υυνδυαςτικά, τα παραπάνω δεδομζνα 
υποδεικνφουν τθν ςπουδαιότθτα τθσ μελζτθσ τθσ φπαρξθσ ι μθ αλλθλεπιδράςεων  μεταξφ 
των πρωτεϊνϊν HSP90 και πρωτεϊνϊν που εμπλζκονται ςτθν διαδικαςία τθσ άνκθςθσ. 

Για τθν διερεφνθςθ των παραπάνω αλλθλεπιδράςεων, επιλζχκθκε το ςφςτθμα 
Bimolecular Fluorescent Complementation (BiFC) ι αλλιϊσ Split-GFP. Θ BiFC είναι μια 
τεχνικι που βαςίηεται ςτον ωκοριςμό και επιτρζπει τθν ανίχνευςθ των πρωτεϊνικϊν 
αλλθλεπιδράςεων ςε ηωντανά κφτταρα. Υυγκεκριμζνα, θ διαδικαςία BiFC ςτθρίηεται ςτθν 
δομικι ςυμπλιρωςθ μεταξφ των δφο μθ ωκοριηόντων Ο- και C-τελικϊν τμθμάτων μίασ 
ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ π.χ, τθσ πράςινθσ ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ (GFP). Φα δφο αυτά 
τμιματα μποροφν να ςυντθχκοφν με επικυμθτζσ πρωτεΐνεσ που μπορεί να αλλθλεπιδροφν. 
Εάν οι πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν, τα μθ ωκορίηοντα τμιματα ζρχονται ςε ςτενι γειτνίαςθ 
με αποτζλεςμα τθν αναςφςταςθ τθσ ακζραιθσ ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ που μπορεί να 
απεικονιςτεί χρθςιμοποιϊντασ μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. Αν οι πρωτεΐνεσ που είναι 
ςυντθγμζνεσ με τα διαχωριςμζνα τμιματα τθσ ωκορίηουςασ πρωτεΐνθσ δεν αλλθλεπιδροφν, 
δεν λαμβάνει χϊρα θ αναςφςταςθ τθσ και δεν ανιχνεφεται ωκοριςμόσ. Φο πιο βαςικό 
πλεονζκτθμα τθσ BiFC είναι ότι θ πρωτεϊνικι αλλθλεπίδραςθ ςυμβαίνει ςτο πραγματικό 
υποκυτταρικό διαμζριςμα των εξεταηόμενων πρωτεϊνϊν. 

Σιο ςυγκεκριμζνα, ςτθν προκείμενθ μελζτθ οι αλλθλεπιδράςεισ ελζγχκθκαν in 
planta με πειράματα παροδικισ ζκωραςθσ ςε επιδερμικά κφτταρα ωφλλων καπνοφ. Φο 
ςφςτθμα περιείχε δφο πλαςμιδιακοφσ ωορείσ, τον pSPYNE και τον pSPYCE όπου ςε κάκε 
ζναν ιταν κλωνοποιθμζνθ θ αμινο-υπομονάδα και θ καρβόξυ-υπομονάδα τθσ GFP 
πρωτεΐνθσ αντίςτοιχα. Ρι πρωτεΐνεσ των οποίων επικυμείται ο ζλεγχοσ τθσ αλλθλεπίδραςισ 
τουσ κλωνοποιικθκαν ςτουσ ωορείσ ςτο ίδιο αναγνωςτικό πλαίςιο με τθν αντίςτοιχθ 
υπομονάδα τθσ GFP πρωτεΐνθσ. Υτθ ςυνζχεια μεταςχθματίςτθκαν κφτταρα Agrobacerium 
tumefaciens με τθν κάκε καταςκευι ξεχωριςτά. Ρι δυο καλλιζργειεσ των 
μεταςχθματιςμζνων κυττάρων αναμείχκθκαν ςε ίςεσ ςυγκεντρϊςεισ και ςτθ ςυνζχεια 
πραγματοποιικθκε ζνεςθ ςτθν υποδερμίδα ωφλλων καπνοφ Nicotiana benthamiana 
προκαλϊντασ παροδικό μεταςχθματιςμό ςτα κφτταρα του καπνοφ. Ξετά το πζρασ 65-72 
ωρϊν ιταν δυνατι θ παρατιρθςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ των πρωτεϊνϊν μζςω τθσ 
ανίχνευςθσ τθσ ακτινοβολίασ που παράγεται με μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. Σροκειμζνου 
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όμωσ να μπορζςει να λειτουργιςει το ςφςτθμα, απαιτείται θ χριςθ τθσ πρωτεΐνθσ p19. 
Υτον παροδικό μεταςχθματιςμό, οι ειςερχόμενοι πλαςμιδιακοί ωορείσ ανιχνεφονται ωσ 
εξωγενείσ από τα κφτταρα με ςυνζπεια τθν επαγωγι του μθχανιςμοφ τθσ RNAi 
αποςιϊπθςθσ για τθν αντιμετϊπιςθ τθσ προςβολισ. Θ πρωτεΐνθ p19 λειτουργεί ωσ 
καταςτολζασ τθσ αποςιϊπθςθσ επιτρζποντασ τθν ζκωραςθ των πλαςμιδιακϊν ωορζων. 
 
 
3.1.1.α Καταςκευζσ για τον ζλεγχο των αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των 
κυτταροπλαςματικϊν HSP90 με πρωτεΐνεσ άνκθςθσ, με το ςφςτθμα SPLIT-GFP 
 Ρι αλλθλεπιδράςεισ που εξετάςτθκαν ιταν μεταξφ των πρωτεϊνϊν HSP90.1 και 
HSP90.3 (κυτταροπλαςματικά μζλθ τθσ HSP90 υπεροικογζνειασ) και των πρωτεϊνϊν TFL2 
και RBE (πρωτεΐνεσ που εμπλζκονται ςτθν διαδικαςία τθσ άνκθςθσ). Μριτιριο επιλογισ των 
ςυγκεκριμζνων HSP90 κυτταροπλαςματικϊν μελϊν αποτζλεςε το πρότυπο ζκωραςισ τουσ. 
Υυγκεκριμζνα το HSP90.1 γονίδιο αποτελεί το κακαρά κερμοεπαγόμενο μζλοσ τθσ 
οικογζνειασ, ενϊ το γονίδιο HSP90.3 παρουςιάηει το υψθλότερο ποςοςτό ζκωραςθσ από τα 
τρία μζλθ τθσ οικογζνειασ που ανιχνεφονται ομαδοποιθμζνα ςτο χρωμόςωμα 5 του 
Arabidopsis. 

Ρι παραπάνω αλλθλεπιδράςεισ ελζγχκθκαν in planta με πειράματα παροδικισ 
ζκωραςθσ ςε επιδερμικά κφτταρα ωφλλων καπνοφ. Για τον ςκοπό αυτό χρθςιμοποιικθκαν 
γονιδιακζσ καταςκευζσ οι οποίεσ προχπιρχαν ςτο εργαςτιριο: Ρι πρωτεΐνεσ HSP90.1 και 
HSP90.3 ιταν κλωνοποιθμζνεσ ςτον ωορζα pSPYCE ενϊ οι πρωτεΐνεσ TFL2 και RBE ιταν 
κλωνοποιθμζνεσ ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pSPYNE (εικόνεσ 3.1α και 3.1β αντίςτοιχα). 
 
 
 

P35S TFL2 cds smGFP4 pAnos

pSPYNE pSPYNE

P35S RBE cds smGFP4 pAnos

P35S HSP90.1 cds smGFP4 pAnos

pSPYCE pSPYCE

P35S HSP90.3 cds smGFP4 pAnos

 
 

Εικόνα 3.4: ΢χθματικι παρουςίαςθ των καταςκευϊν παροδικοφ μεταςχθματιςμοφ των πρωτεϊνϊν 
HSP90.1, HSP90.3, TFL2 και RBE. Ματαςκευζσ παροδικοφ μεταςχθματιςμοφ για τον ζλεγχο 
αλλθλεπιδράςεων των πρωτεϊνϊν TFL2 και RBE με τισ πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3 με το ςφςτθμα 
SPLIT-GFP. (α) Ρι πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3 κλωνοποίθκθκαν ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pSPYCE 
και (β) οι TFL2 και RBE κλωνοποιικθκαν ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pSPYNE ςε μεταωραςτικι ςφντθξθ 
με τθν καρβόξυ-τελικι και με τθν αμινο-τελικι υπομονάδα αντίςτοιχα τθσ GFP πρωτεΐνθσ που 
περιζχει ο ωορζασ. Ρι καςζτεσ ζκωραςθσ κακοδθγοφνται από τον κακολικό προαγωγζα 35S. 

 
 

α 

β 
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3.1.1.β Ζλεγχοσ αλλθλεπιδράςεων των πρωτεϊνϊν HSP90.1 και HSP90.3 με τισ πρωτεΐνεσ 
TFL2 και RBE 

Για τον παροδικό μεταςχθματιςμό χρθςιμποποιικθκαν ωυτά καπνοφ (Nicotiana 
benthamiana), τα οποία όταν ζωταςαν ςε αναπτυξιακό ςτάδιο όπου είχαν εκπτφξει 4-6 
ηευγάρια πραγματικϊν ωφλλων, μεταςχθματίςτθκαν με τουσ εξισ ςυνδυαςμοφσ 

πλαςμιδίων: α) pSPYNE:NbZIP/pSPYCE:CbZIP/p19, β) pSPYNE/pSPYCE:HSP90.1, γ) 

pSPYNE/pSPYCE:HSP90.3, δ) pSPYNE:TFL2/pSPYCE:HSP90.1/p19, ε) 
pSPYNE:TFL2/pSPYCE:HSP90.3/p19, ςτ) pSPYNE:RBE/pSPYCE:HSP90.1/p19, η) 
pSPYNE:RBE/pSPYCE:HSP90.3/p19. Εκτόσ από τουσ ςυνδυαςμοφσ των πλαςμιδιακϊν 
ωορζων για τον ζλεγχο των αλλθλεπιδράςεων, πραγματοποιικθκε ακόμθ ζνασ 
μεταςχθματιςμόσ για το κετικό ζλεγχο τθσ διαδικαςίασ. Ωσ κετικόσ ζλεγχοσ 
χρθςιμοποιικθκε θ πυρθνικι πρωτεΐνθ bZIP, θ οποία ζχει χωριςτεί ςε δυο υπομονάδεσ που 
ζχουν κλωνοποιθκεί ςε κάκε πλαςμιδιακό ωορζα. Θ αλλθλεπίδραςθ οδθγεί ςε λειτουργικι 
πρωτεΐνθ που τοποκετείται ςτον πυρινα και το ςιμα ανιχνεφεται ωσ ωκοριςμόσ ςτον 
πυρινα των κυττάρων του καπνοφ. Για τον αρνθτικό ζλεγχο των αλλθλεπιδράςεων 
χρθςιμοποιικθκαν οι ςυνδυαςμοί του άδειου πλαςμιδιακοφ ωορζα pSPYNE με τουσ 
αναςυνδυαςμζνουσ πλαςμιδιακοφσ ωορείσ pSPYCE:HSP90.1 και pSPYCE:HSP90.3.  

Ρι παρατθριςεισ ςτθν υποδερμίδα των ωφλλων ζλαβε χϊρα μετά το πζρασ 65 
ωρϊν από τον εμβολιαςμό των ωφλλων καπνοφ ςε μικροςκόπιο ωκοριςμοφ. Σροκειμζνου 
να διαςωαλιςτεί θ ορκότθτα των αποτελεςμάτων, θ διαδικαςία του μεταςχθματιςμοφ των 
ωυτϊν και τθσ παρατιρθςθσ των αλλθλεπιδράςεων διενεργικθκε δφο ωορζσ. Φα 
αποτελζςματα από τον ζλεγχο των αλλθλεπιδράςεων παρουςιάηονται ςτισ εικόνεσ 3.2 και 
3.3. Υθμειϊνεται, ότι επιπλζον ωωτογραωίεσ όλων των αλλθλεπιδράςεων παρατίκενται ςτο 
Σαράρτθμα. 
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Θ αλλθλεπίδραςθ κετικοφ ελζγχου, με τισ υπομονάδεσ τθσ πρωτεΐνθσ bZIP, 
λειτοφργθςε όπωσ ιταν αναμενόμενο κακϊσ το αποτζλεςμά τθσ ιταν θ ανίχνευςθ 
ωκοριςμοφ ςτουσ πυρινεσ των μεταςχθματιςμζνων κυττάρων του καπνοφ (Εικόνα 3.2). 

Θ παρατιρθςθ των ωφλλων του παροδικοφ μεταςχθματιςμοφ τόςο με το 
ςυνδυαςμό pSPYNE:TFL2/pSPYCE:HSP90.1 όςο και με τον ςυνδυαςμό 
pSPYNE:TFL2/pSPYCE:HSP90.3, υπζδειξε τθν παρουςία ςιματοσ ωκοριςμοφ ςτον πυρινα 
των κυττάρων και ςτισ δφο περιπτϊςεισ (Εικόνα 3.2), γεγονόσ που αποτελεί μια ιςχυρι 
ζνδειξθ αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ τθσ TFL2 και των HSP90.1/HSP90.3. Είναι γνωςτό ότι θ TFL2 
είναι πρωτεΐνθ που εντοπίηεται ςτον πυρινα των ωυτικϊν κυττάρων και καταςτζλλει τθν 
ζκωραςθ πολυάρικμων γονιδίων μεταξφ των οποίων και γονίδια που εμπλζκονται ςτθν 
άνκθςθ όπωσ τα FT, FLC, AG και AP3  αωοφ ωαίνεται να ενεργεί όμοια με τισ πρωτεΐνεσ 
PRC1 τθσ ομάδασ Polycomb (PcG) (Turck et al., 2007; Zhang et al., 2007). Σαράλλθλα, τόςο 
ςτουσ ηωικοφσ οργανιςμοφσ (Meng et al., 1996: Burch and Weller, 2005) όςο και ςτουσ 
ωυτικοφσ οργανιςμοφσ (Samakovli et al., 2014) ζχει βρεκεί ότι θ HSP90 ειςζρχεται ςτον 
πυρινα των κυττάρων προκειμζνου να εκδθλϊςει τθ δράςθ τθσ. 
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Ματά τθν παρατιρθςθ των ωφλλων που μεταςχθματίςτθκαν με τουσ ςυνδυαςμοφσ 
pSPYNE:RBE/pSPYCE:HSP90.1 και pSPYNE:RBE/pSPYCE:HSP90.3, όπωσ και εκείνων του 
αρνθτικοφ ελζγχου pSPYNE/pSPYCE:HSP90.1 και pSPYNE/pSPYCE:HSP90.3, δεν ανιχνεφτθκε 
ωκοριςμόσ ςτουσ πυρινεσ των κυττάρων (Εικόνα 3.3). Σιο ςυγκεκριμζνα, ανιχνεφτθκε μόνο 
αυτοωκοριςμόσ προερχόμενοσ από τουσ χλωροπλάςτεσ των κυττάρων. Ωσ εκ τοφτου, θ 
πρωτεΐνθ RBE ωαίνεται να μθν αλλθλεπιδρά οφτε με τθν πρωτεΐνθ HSP90.1 αλλά οφτε και 
με τθν HSP90.3. Ζχει βρεκεί πωσ θ πρωτεΐνθ RBE εντοπίηεται ςτον πυρινα και παίηει 
κακοριςτικό ρόλο ςτθν ανάπτυξθ των πετάλων του άνκουσ όπωσ και των ςεπάλων (Krizek 
et al., 2006). 

Υυνοψίηοντασ τα παραπάνω αποτελζςματα, οι παρατθριςεισ των 
μεταςχθματιςμζνων ωφλλων καπνοφ ζδειξαν πωσ θ πρωτεΐνθ TFL2 αλλθλεπιδρά με τισ 
πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3 ςτον πυρινα των κυττάρων ενϊ θ πρωτεΐνθσ RBE ωαίνεται 
να μθν αλλθλεπιδρά με καμία από τισ δφο μοριακζσ ςυνοδοφσ. Αναλυτικότερα, εντοπίςτθκε 
ωκοριςμόσ ςε ποςοςτό 14,75% εκ των παρατθρθκζντων πυρινων τθσ αλλθλεπίδραςθσ 
TFL2/HSP90.1 και 16,67% ςτθν αλλθλεπίδραςθ TFL2/HSP90.3. Φο αντίςτοιχο ποςοςτό τθσ 
αλλθλεπίδραςθσ του κετικοφ ελζγχου bZIP ιταν 26,67%. Υτο ςθμείο αυτό, πρζπει να 
ςθμειωκεί πωσ ο αρικμόσ των μεταςχθματιςμζνων ωφλλων καπνοφ που εξετάςτθκαν ιταν 
μεγαλφτεροσ ςτισ περιπτϊςεισ των αλλθλεπιδράςεων τθσ πρωτεΐνθσ RBE ςυγκριτικά με τισ 
περιπτϊςεισ των αλλθλεπιδράςεων τθσ πρωτεΐνθσ TFL2. Ξε τον μεγάλο αρικμό 
παρατθρθκζντων ωφλλων επιδιϊχκθκε θ κατά το δυνατόν καλφτερθ επιβεβαίωςθ των 
αποτελεςμάτων κακϊσ ςτισ αλλθλεπιδράςεισ τθσ πρωτεΐνθσ RBE δεν εντοπιηόταν ςιμα 
ωκοριςμοφ. 
 
 
3.1.2 Κλωνοποιιςεισ του γονιδίου TFL2 

3.1.2.α Κλωνοποίθςθ του γονιδίου TFL2 ςτον φορζα pGBKT7 
Φα αποτελζςματα των αντιδράςεων αλλθλεπίδραςθσ in planta, ζδειξαν ότι θ 

πρωτεΐνθ TFL2 αλλθλεπιδρά με τισ πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3. Φα δεδομζνα αυτά 
ζρχονται να προςτεκοφν ςτα πολυάρικμα άλλα πειραματικά αποτελζςματα που ζχουν 
εξαχκεί ςτο ςυγκεκριμζνο εργαςτιριο και τα οποία καταδεικνφουν τθν ςθμαντικι εμπλοκι 
των HSP90 πρωτεϊνϊν ςτθ άνκθςθ του ωυτοφ Arabidopsis thaliana. Εντοφτοισ, μία ακόμα 
πιο ιςχυρι απόδειξθ για τθ δυναμικι τθσ αλλθλεπίδραςθσ κα αποτελοφςε θ επιβεβαίωςι 
τθσ ςε ζνα ετερόλογο ςφςτθμα ζκωραςθσ in vivo. Για το λόγο αυτό κα μποροφςε να 
χρθςιμοποιθκεί το ςφςτθμα δυο υβριδίων ςτθ ηφμθ Saccharomyces cerevisiae. 

Υτο ςφςτθμα δυο υβριδίων χρθςιμοποιοφνται δφο πλαςμιδιακοί ωορείσ. Ρ ζνασ 
ωορζασ ωζρει τθν περιοχι πρόςδεςθσ ςτο DNA του ενεργοποιθτι τθσ μεταγραωισ και ο 
δεφτεροσ τθν περιοχι ενεργοποίθςθσ τθσ μεταγραωισ του γονιδίου αναωοράσ με βάςθ το 
οποίο κα ελεγχτεί θ αλλθλεπίδραςθ. Υε κάκε ωορζα κλωνοποιείται μια από τισ δφο 
πρωτεΐνεσ που επικυμείται να ελεγχκεί θ αλλθλεπίδραςι τουσ. Ζνα τζτοιο ηεφγοσ 
πλαςμιδιακϊν ωορζων, αποτελοφν οι πλαςμιδιακοί ωορείσ τθσ Clontech pGBKT7, που ωζρει 
τθν περιοχι πρόςδεςθσ ςτο DNA, και ο pGADT7, που ωζρει τθν περιοχι ενεργοποίθςθσ τθσ 
μεταγραωισ. Υτο εργαςτιριο υπάρχουν ιδθ οι καταςκευζσ που περιζχουν κλωνοποιθμζνα 
τα γονίδια HSP90.1 και HSP90.3 ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pGADT7. Επομζνωσ, για να 
ελεγκοφν οι παραπάνω αλλθλεπιδράςεισ με το ςφςτθμα δφο υβριδίων, κα πρζπει θ κωδικι 
περιοχι τθσ πρωτεΐνθσ TFL2 να κλωνοποιθκεί ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pGBKT7, ςε 
μεταωραςτικι ςφντθξθ με τθν ρυκμιςτικι περιοχι του πλαςμιδιακοφ ωορζα.  

Ξε βάςθ τα παραπάνω, πραγματοποιικθκε θ κλωνοποίθςθ του γονιδίου TFL2 ςτον 
πλαςμιδιακό ωορζα pGBKT7 με ςκοπό να χρθςιμοποιθκεί ςε μελλοντικό πείραμα με το 
ςφςτθμα δυο υβριδίων ςτθ ηφμθ Saccharomyces cerevisiae για τθν επαλικευςθ των in 
planta αλλθλεπιδράςεϊν του πρωτεϊνικοφ προϊόντοσ του με τισ πρωτεΐνεσ HSP90.1 και 
HSP90.3. Για τον ςκοπό αυτό, κρίκθκε ςκόπιμο το γονίδιο TFL2 να κλωνοποιθκεί αρχικά 
ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pGEM-T Easy τθσ Promega, ο οποίοσ είναι ζνασ γραμμικόσ ωορζασ 
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που ωζρει προεξζχοντα μόρια κυμίνθσ ςτα 3’ άκρα του. Φα T-προεξζχοντα άκρα ςτθ κζςθ 
ειςαγωγισ βελτιϊνουν ςθμαντικά τθν αποτελεςματικότθτα τθσ ενοποίθςθσ με προϊόντα 
PCR εμποδίηοντασ τθν επανακυκλοποίθςθ του ωορζα και παρζχοντασ ςυμβατά 
προεξζχοντα άκρα για τα προϊόντα PCR με Α-προεξζχοντα άκρα. 

Σροκειμζνου να κλωνοποιθκεί το γονίδιο TFL2 ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pGEM-T 
Easy χρειάςτθκε αρχικά να ενιςχυκεί το γονίδιο με αντίδραςθ PCR. Θ αντίδραςθ PCR 
εκτελζςτθκε με τθν χριςθ εκκινθτϊν ςχεδιαςμζνων να ενιςχφουν ολόκλθρθ τθν κωδικι 
αλλθλουχία (full length cds) του γονιδίου TFL2 και να του προςδίδουν άκρα με κζςεισ 
αναγνϊριςθσ για τα ζνηυμα περιοριςμοφ NdeI/PstI (βλζπε Χλικά και Ξζκοδοι). Αωοφ το 
προϊόν τθσ αντίδραςθσ PCR αναλφκθκε ςε πθκτι αγαρόηθσ (Εικόνα 3.4), ακολοφκθςε 
απομόνωςθ τθσ επικυμθτισ ηϊνθσ από τθν πθκτι αγαρόηθσ και κακαριςμόσ τθσ με τθν 
χριςθ του Οucleospin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey Nagel). Μακότι ςτόχοσ ιταν θ 
μετζπειτα ειςαγωγι του γονιδίου TFL2 ςτθ κζςθ ειςαγωγισ με τα T-προεξζχοντα άκρα του 
πλαςμιδιακοφ ωορζα pGEM-T Easy, το επόμενο βιμα ιταν θ διαδικαςίασ Α-tailing. Υτόχοσ 
τθσ διαδικαςία αυτισ ιταν θ δθμιουργία προεξεχόντων μορίων αδενίνθσ ςτα 3’ άκρα του 
γονιδίου κακϊσ θ Pfu DNA πολυμεράςθ που χρθςιμοποιικθκε ςτθν αντίδραςθ PCR παράγει 
τμιματα με τυωλά άκρα. Ξε τον τρόπο αυτό κατζςτθ ςτθν ςυνζχεια δυνατι θ ενοποίθςθ 
του γονιδίου TFL2 ςτθ κζςθ ειςαγωγισ με τα T-προεξζχοντα άκρα του pGEM-T Easy με τθν 
χριςθ του ενηφμου T4 DNA λιγάςθ. Εν ςυνεχεία, ακολοφκθςε μεταςχθματιςμόσ δεκτικϊν 
βακτθριακϊν κυττάρων E. coli DH5a και επίςτρωςι τουσ ςε κρεπτικό μζςο LB παρουςία του 
αντιβιοτικοφ επιλογισ αμπικιλίνθ κακϊσ και των X-Gal/IPTG για τθν αναγνϊριςθ των 
αναςυνδυαςμζνων κυττάρων. 
 
 
 

     
 
 
 

Ρ παραπάνω μεταςχθματιςμόσ ζδωςε πολυάρικμεσ άςπρεσ και μπλε αποικίεσ από 
τισ οποίεσ επιλζχτθκαν 6 άςπρεσ αποικίεσ ϊςτε να ελεγχκοφν για τθν παρουςία του ενκζτου 
μετά από πζψεισ με κατάλλθλα ζνηυμα περιοριςμοφ. Ζτςι, ςτο κάκε δείγμα DNA που 
απομονϊκθκε, πραγματοποιικθκαν δφο διπλζσ πζψεισ επιβεβαίωςθσ. Θ μία πζψθ ζγινε με 
τα ζνηυμα περιοριςμοφ NdeI και PstI τα οποία κα ζπρεπε να δϊςουν αναμενόμενα 
προϊόντα ςτισ 2.980bp και 1.338bp. Θ δεφτερθ διπλι πζψθ ζγινε με τα ζνηυμα περιοριςμοφ 
HndIII και PstI τα οποία κα ζπρεπε να δϊςουν αναμενόμενα προϊόντα ςτισ 3.295bp και 
1.033bp. Φα προϊόντα των πζψεων αναλφκθκαν ςε πθκτι αγαρόηθσ και παρουςιάηονται 
ςτθν παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.5). 
 
 

1.338bp 

Εικόνα 3.4: Προϊόν τθσ PCR αντίδραςθσ για τθν 
ενίςχυςθ του cds του γονιδίου TFL2. Ανάλυςθ ςε 
πθκτι αγαρόηθσ 0,8% του προϊόντοσ τθσ PCR 
αντίδραςθσ ςε TFL2 DNA. με τουσ εκκινθτζσ TFL2- 
NdeI F/TFL2-PstI R. Φο μζγεκοσ του γονιδίου TFL2 
είναι 1.338bp. 
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Εικόνα 3.5: Ανάλυςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 0,8% των προϊόντων των αντιδράςεων πζψεων 
επιβεβαίωςθσ με κατάλλθλα ζνηυμα περιοριςμοφ για τθν ανίχνευςθ τθσ ζνκεςθσ του γονιδίου 
TFL2 ςτο φορζα pGEM-T Easy. (α) Διπλζσ πζψεισ με ζνηυμα NdeI/PstI και (β) με ζνηυμα HndIII/PstI. 
Ρι αποικίεσ 1 και 2  περιζχουν το ζνκετο κακϊσ ζδωςαν τα αναμενόμενα προϊόντα ενϊ πικανότατα 
να υπάρχει παρουςία του ενκζτου και ςτισ αποικίεσ 3 και 4 και θ πζψεισ να μθν είναι πλιρεισ. Θ 
αποικία 1 επιλζχκθκε για περαιτζρω χειριςμοφσ. 
 

 
΢πωσ ωαίνεται και ςτθν Εικόνα 3.5, το γονίδιο TFL2 ζχει κλωνοποιθκεί ςτο 

πλαςμίδιο των αποικιϊν 1 και 2 κακϊσ τα δφο αυτά δείγματα ζδωςαν τισ ηϊνεσ με τα 
αναμενόμενα μεγζκθ. Επιπλζον, είναι πολφ πικανό να υπάρχει παρουςία του ενκζτου και 
ςτισ αποικίεσ 3 και 4 και θ επιπλζον ηϊνθ που εμωανίηεται ςτθν πθκτι αγαρόηθσ να είναι 
άκοπο πλαςμιδιακό DNA το οποίο μπορεί να οωείλεται ςε πικανι χριςθ μεγάλθσ 
ποςότθτασ DNA ςτισ πζψεισ. 

Υτθν ςυνζχεια για να ξεκινιςει θ διαδικαςία τθσ κλωνοποίθςθσ του γονιδίου TFL2 
ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pGBKT7 επιλζχκθκε θ αποικία 1. Αρχικά, πραγματοποιικθκαν 
διπλζσ πζψεισ με τα ζνηυμα περιοριςμοφ NdeI και PstI του DNA τθσ αποικία 1 και του ωορζα 
pGBKT7, ϊςτε να απομονωκεί το επικυμθτό γονίδιο από τον ωορζα pGEM-T Easy και να ζχει 
ίδια άκρα με τον ωορζα pGBKT7 προκειμζνου να είναι εωικτι θ ενοποίθςι τουσ. Θ πζψθ 
του pGEMT-Easy/TFL2 αναλφκθκε ςε πθκτι αγαρόηθσ και ζδωςε δφο ηϊνεσ ςτισ 2.980bp και 
1.338bp (Εικόνα 3.6). Ακολοφκθςε απομόνωςι τθσ επικυμθτισ ηϊνθσ των 1.338bp που είναι 
το TFL2 από τθν πθκτι αγαρόηθσ όπωσ και τθσ ηϊνθσ του ωορζα pGBKT7 και κακαριςμόσ 
τουσ με τθν χριςθ του Οucleospin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey Nagel). Εν ςυνεχεία 
ζλαβε χϊρα θ αντίδραςθ ενοποίθςθσ του γονιδίου TFL2 με τον ωορζα pGBKT7, με τθν 
χριςθ του ενηφμου T4 DNA λιγάςθ. Ζπειτα, ακολοφκθςε μεταςχθματιςμόσ δεκτικϊν 
βακτθριακϊν κυττάρων E. coli DH5a και επίςτρωςι τουσ ςε κρεπτικό μζςο LB παρουςία του 
αντιβιοτικοφ επιλογισ καναμικίνθ.  
 
 

     

2.980bp 
3.295bp 

1.338bp 
1.033bp 

1      2      3      4      5      6 1      2      3      4      5      6 
α β 

2.980bp 

1.338bp 

Εικόνα 3.6: Ανάλυςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 0,8% 
των προϊόντων τθσ αντίδραςθσ διπλισ πζψθσ με 
ζνηυμα περιοριςμοφ για τθν απομόνωςθ του 
γονιδίου TFL2 από το φορζα pGEM-T Easy. 
Διπλι πζψθ με ζνηυμα περιοριςμοφ NdeI/PstI για 
τθν απομόνωςθ του γονιδίου TFL2 από το ωορζα 
pGEM-T Easy και τθν δθμιουργία ίδιων άκρων με 
τον ωορζα pGBKT7, που ζχει κοπεί με τα ίδια 
ζνηυμα, προκειμζνου να είναι εωικτι θ μετζπειτα 
ενοποίθςι τουσ. 
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Ρ μεταςχθματιςμόσ αυτόσ ζδωςε μερικζσ αποικίεσ από τισ οποίεσ επιλζχτθκαν 6 
ϊςτε να ελεγχκοφν για τθν παρουςία του ενκζτου με διπλζσ πζψεισ επιβεβαίωςθσ με 
κατάλλθλα ζνηυμα περιοριςμοφ. Ζτςι, πραγματοποιικθκε απομόνωςθ του πλαςμιδιακοφ 
DNA των αντίςτοιχων βακτθριακϊν καλλιεργειϊν, με τθν μζκοδο τθσ αλκαλικισ λφςθσ, και 
ςτθν ςυνζχεια πραγματοποιικθκαν δφο διπλζσ πζψεισ επιβεβαίωςθσ ςτο κάκε δείγμα DNA. 
Θ μία διπλι πζψθ ζγινε με τα ζνηυμα περιοριςμοφ NdeI και PstI με αναμενόμενα προϊόντα 
ςτισ 7.300bp και 1.338bp. Θ δεφτερθ διπλι πζψθ ζγινε με τα ζνηυμα περιοριςμοφ BamHI και 
PstI με αναμενόμενα προϊόντα ςτισ 8.283bp και 355bp. Φα προϊόντα των πζψεων 
αναλφκθκαν ςε πθκτι αγαρόηθσ και παρουςιάηονται ςτθν παρακάτω εικόνα. 
 
 
 

 
 

 
 
 

΢πωσ ωαίνεται και τθν εικόνα τθσ πθκτισ αγαρόηθσ (Εικόνα 3.7), το γονίδιο TFL2 
ζχει κλωνοποιθκεί ςτο πλαςμίδιο των αποικιϊν 1, 2, 3, 5, 7 και 8 κακϊσ τα δείγματα αυτά 
ζδωςαν τισ ηϊνεσ με τα αναμενόμενα μεγζκθ. Επιπλζον, ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ 
εμωανίηεται μία αχνι επιπλζον ηϊνθ ςτθν πθκτι αγαρόηθσ, το οποίο είναι πολφ πικανό να 
είναι άκοπο πλαςμιδιακό DNA το οποίο οωείλεται ςε χριςθ μεγάλθσ ποςότθτασ DNA ςτισ 
πζψεισ. 

Υυνοψίηοντασ, πραγματοποιικθκε θ κλωνοποίθςθ του γονιδίου TFL2 ςτον 
πλαςμιδιακό ωορζα pGBKT7 με ςκοπό να χρθςιμοποιθκεί μελλοντικά ςε πείραμα με το 
ςφςτθμα δυο υβριδίων ςτθ ηφμθ Saccharomyces cerevisiae προκειμζνου να επαλθκευτοφν 
οι in planta αλλθλεπιδράςεισ τθσ πρωτεΐνθσ TFL2 με τισ πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3 
(Εικόνα 3.8). 
 
 
 

7.300bp 

1.338bp 

1      2     3      4 5      6      7      8 
α 

β 
1     2     3     4     5     6 

8.283bp 

355bp 

Εικόνα 3.7: Ανάλυςθ ςε πθκτι 
αγαρόηθσ 0,8% των προϊόντων 
των αντιδράςεων πζψεων 
επιβεβαίωςθσ με κατάλλθλα 
ζνηυμα περιοριςμοφ για τθν 
ανίχνευςθ τθσ ζνκεςθσ του 
γονιδίου TFL2 ςτο φορζα 
pGBKT7. (α) Διπλζσ πζψεισ με 
ζνηυμα NdeI/PstI και (β) με 
ζνηυμα BamHI/PstI (ςε όςεσ 
αποικίεσ βγικαν κετικζσ από τισ 
πζψεισ τθσ α εικόνασ). Ρι 

αποικίεσ 1, 2, 3, 5, 7 και 8 
περιζχουν το ζνκετο κακϊσ 
ζδωςαν τα αναμενόμενα 
προϊόντα.  
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PT7 DNA-BD TFL2 cds TT7

pGBKT7

NdeI PstI

TTFL2T
A

NdeI PstI

pGEM-T 
Easy

A

 
 

Εικόνα 3.8: ΢χθματικι παρουςίαςθ των καταςκευϊν διαδοχικϊν κλωνοποίθςεων του γονιδίου 
TFL2 για μελλοντικό μεταςχθματιςμό ηφμθσ. (α) Φο TFL2 κλωνοποιικθκε αρχικά ςτον πλαςμιδιακό 
ωορζα pGEM-T Easy ςτθ κζςθ ειςαγωγισ μεταξφ των T-προεξεχόντων άκρων ϊςτε ςτθν ςυνζχεια να 
κλωνοποιθκεί ςτο ωορζα pGBKT7. (β) Θ πρωτεϊνθ TFL2 κλωνοποίθκθκε ςτον πλαςμιδιακό ωορζα 
pGBKT7 ςε μεταωραςτικι ςφντθξθ με τθν υπομονάδα του ενεργοποιθτι του γονιδίου αναωοράσ. 
DNA-BD: υπομονάδα πρόςδεςθσ ςτο DNA, PT7: Φ7 εκκινθτισ, TT7: αλλθλουχία τερματιςμοφ 
μεταγραωισ. Θ καταςκευι του ωορζα pGBKT7 με το ζνκετο TFL2 δθμιουργικθκε για μελλοντικι 
χριςθ του για μεταςχθματιςμό ηφμθσ προκειμζνου να ελεγχκεί θ αλλθλεπίδραςθ τθσ πρωτεΐνθσ TFL2 
με άλλεσ πρωτεΐνεσ, όπωσ οι HSP90.1 και HSP90.3 μζςω του ςυςτιματοσ δυο υβριδίων. 

 
 
3.1.2.β Κλωνοποίθςθ του γονιδίου TFL2 ςτον φορζα pGEM-T Easy 

Σζρα από τθν κλωνοποίθςθ του γονιδίου TFL2 ςτον πλαςμιδιακό ωορζα pGEM-T 
Easy, όπωσ περιγράωθκε ςτθν προθγοφμενθ ενότθτα, πραγματοποιικθκε θ κλωνοποίθςθ 
του γονιδίου TFL2 ςτον ίδιο ωορζα με τθν διαωορά ότι το γονίδιο ενιςχφκθκε με άλλουσ 
εκκινθτζσ που του προςδίδουν άκρα με κζςεισ αναγνϊριςθσ για τα ζνηυμα περιοριςμοφ 
SacI/PstI. Θ διαδικαςία που ακολουκικθκε ιταν ακριβϊσ θ ίδια με εκείνθ τθσ προθγοφμενθσ 
ενότθτασ. 

Αρχικά ενιςχφκθκε το γονίδιο με αντίδραςθ PCR με τθν χριςθ εκκινθτϊν 
ςχεδιαςμζνων να ενιςχφουν ολόκλθρθ τθν κωδικι αλλθλουχία του γονιδίου TFL2 και να του 
προςδίδουν άκρα με κζςεισ αναγνϊριςθσ για τα ζνηυμα περιοριςμοφ SacI/PstI (βλζπε Χλικά 
και Ξζκοδοι). Αωοφ το προϊόν τθσ αντίδραςθσ PCR αναλφκθκε ςε πθκτι αγαρόηθσ (Εικόνα 
3.9), ακολοφκθςε απομόνωςθ και κακαριςμόσ τθσ επικυμθτισ ηϊνθσ από τθν πθκτι 
αγαρόηθσ. Ακολοφκθςε θ διαδικαςία Α-tailing του DNA που απομονϊκθκε και κατζςτθ ςτθν 
ςυνζχεια δυνατι θ ενοποίθςθ του γονιδίου TFL2 ςτθ κζςθ ειςαγωγισ με τα T-προεξζχοντα 
άκρα του pGEM-T Easy με τθν χριςθ του ενηφμου T4 DNA λιγάςθ. Εν ςυνεχεία, ακολοφκθςε 
μεταςχθματιςμόσ δεκτικϊν βακτθριακϊν κυττάρων E. coli DH5a και επίςτρωςι τουσ ςε 
κρεπτικό μζςο LB παρουςία του αντιβιοτικοφ επιλογισ αμπικιλίνθ κακϊσ και των X-
Gal/IPTG για τθν αναγνϊριςθ των αναςυνδυαςμζνων κυττάρων. 
 
 
 

α β 
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Ρ παραπάνω μεταςχθματιςμόσ ζδωςε πολυάρικμεσ άςπρεσ και μπλε αποικίεσ από 
τισ οποίεσ επιλζχτθκαν 6 άςπρεσ αποικίεσ ϊςτε να ελεγχκοφν για τθν παρουςία του ενκζτου 
με πζψεισ με κατάλλθλα ζνηυμα περιοριςμοφ. Ζτςι, ζπειτα από απομόνωςθ του 
πλαςμιδιακοφ DNA, με τθν μζκοδο τθσ αλκαλικισ λφςθσ, πραγματοποιικθκαν δφο διπλζσ 
πζψεισ επιβεβαίωςθσ ςτο κάκε δείγμα DNA. Θ μία διπλι πζψθ ζγινε με τα ζνηυμα 
περιοριςμοφ SacI και PstI τα οποία κα ζπρεπε να δϊςουν αναμενόμενα προϊόντα ςτισ 
2.972bp και 1.338bp. Θ δεφτερθ διπλι πζψθ ζγινε με τα ζνηυμα περιοριςμοφ HndIII και PstI 
τα οποία κα ζπρεπε να δϊςουν αναμενόμενα προϊόντα ςτισ 3.295bp και 1.033bp. Φα 
προϊόντα των πζψεων αναλφκθκαν ςε πθκτι αγαρόηθσ και παρουςιάηονται ςτθν παρακάτω 
εικόνα. 
 
 
 

                             
 

Εικόνα 3.10: Ανάλυςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 0,8% των προϊόντων των αντιδράςεων πζψεων 
επιβεβαίωςθσ με κατάλλθλα ζνηυμα περιοριςμοφ για τθν ανίχνευςθ τθσ ζνκεςθσ του γονιδίου 
TFL2 ςτο φορζα pGEM-T Easy. (α) Διπλζσ πζψεισ με ζνηυμα SacI/Pst και (β) με ζνηυμα HndIII/PstI. Ρι 
αποικίεσ 2, 3, 5 και 6 περιζχουν το ζνκετο κακϊσ ζδωςαν τα αναμενόμενα προϊόντα.  

 
 

΢πωσ ωαίνεται και sτθν Εικόνα 3.10, το γονίδιο TFL2 ζχει κλωνοποιθκεί ςτο 
πλαςμίδιο των αποικιϊν 2, 3, 5 και 6 κακϊσ τα δείγματα αυτά ζδωςαν τισ ηϊνεσ με τα 
αναμενόμενα μεγζκθ.  
 
 
3.2 Ιςτοχθμικι ανάλυςθ με τθν χριςθ του ςυςτιματοσ αναφοράσ GUS 

Υτo εργαςτιριο Ξοριακισ Βιολογίασ ζχει χρθςιμοποιθκεί θ προςζγγιςθ τθσ 
ςτοχευμζνθσ γονιδιακισ αποςιϊπθςθσ με ςκοπό τθν παραγωγι διαγονιδιακϊν ςειρϊν 
Arabidopsis (RNAi ςειρζσ). Ρι ςειρζσ αυτζσ χαρακτθρίηονται από εκλεκτικι αποςιϊπθςθ των 
τεςςάρων κυτταροπλαςματικϊν μελϊν τθσ HSP90 οικογζνειασ υπό τθν κακοδιγθςθ του 

1.338bp 

Εικόνα 3.9: Προϊόν τθσ PCR αντίδραςθσ για τθν 
ενίςχυςθ του cds του γονιδίου TFL2. Ανάλυςθ ςε 
πθκτι αγαρόηθσ 0,8% του προϊόντοσ τθσ PCR 
αντίδραςθσ ςε TFL2 DNA. με τουσ εκκινθτζσ TFL2-
SacI F/TFL2-PstI R. Φο μζγεκοσ του γονιδίου TFL2 
είναι 1.338bp. 

 

2.972bp 3.295bp 

1      2      3      4      5      6 1      2      3      4      5      6 

1.338bp 1.033bp 

α β 
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ιςτοειδικοφ Rac2/Rop7 προαγωγζα (Ξεταπτυχιακι εργαςία Ξαργαριτοποφλου Θεϊνθ). Θ 
χριςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ καταςκευισ αποςκοποφςε ςτθ μείωςθ των επιπζδων ζκωραςθσ 
των HSP90 ςε ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ και ςε ςυγκεκριμζνα αναπτυξιακά ςτάδια με ςτόχο 
τθν μελζτθ του ρόλου του ςυςτιματοσ ςτθν εγκακίδρυςθ και λειτουργία του ΑΞΒ κακϊσ 
και ςτθν  ανάπτυξθ του αγωγοφ ιςτοφ.  

Φο γονίδιο RAC ανικει ςτθν RHO οικογζνεια μικρϊν GTPαςϊν. Ρι πρωτεΐνεσ αυτζσ 
λειτουργοφν ωσ μοριακοί διακόπτεσ και ενεργοποιοφνται από ενδογενι ι εξωγενι ςινιάλα 
όταν προςδζνεται GTP και απενεργοποιοφνται κατά τθν υδρόλυςθ του GTP ςε GDP (Bourne 
et al, 1991). Φα γονίδια τθσ οικογζνειασ αυτισ εμπλζκονται ςε πολλά μονοπάτια ςθμαντικά 
για τθν επιβίωςθ του κυττάρου όπωσ θ μεταγωγι ςιματοσ επαγόμενθ από ςτρεσ (Hall, 
1998: Aspenstrom, 1999: Ridley, 2001). Tο mRNA του γονιδίου AtRAC2/ROP7 υπάρχει ςε 
μικρι ποςότθτα παντοφ ςτο ωυτό, ςε όλουσ του ιςτοφσ και όλα τα αναπτυξιακά ςτάδια, 
εμωανίηοντασ κάποια μζγιςτα ςε οριςμζνα από αυτά.  

Φο δεφτερο μζροσ των αποτελεςμάτων τθσ παροφςασ εργαςίασ, αωορά ςτθν 
ιςτοχθμικι μελζτθ τθσ ζκωραςθσ δφο γονιδίων, WUS και CYCLINB1;1, τα οποία κεωρικθκαν 
πωσ μποροφν να ςυνειςωζρουν ςτθν κατανόθςθ των παρατθροφμενων ωαινοτφπων τθσ 
αποςιωπθμζνθσ ςειράσ RacRNAi 10H του ωυτοφ Arabidopsis thaliana. 

 
 
3.2.1 Μελζτθ τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου WUSCHEL (WUS) ςε 
φυτάρια τθσ αποςιωπθμζνθσ ςειράσ RacRNAi 10H 

Φα αποτελζςματα του ωαινοτυπικοφ χαρακτθριςμοφ τθσ RacRNAi 10H ςειράσ 
υπζδειξαν πωσ θ μείωςθ των επιπζδων ζκωραςθσ των HSP90 μπορεί να επιωζρει ςθμαντικι 
απόκλιςθ του ωαινοτφπου από το ωυςιολογικό. Χαρακτθριςτικόσ είναι ο πλειοτροπικόσ 
ωαινότυποσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ ςειράσ όπωσ και αυτόσ τθσ ζλλειψθσ κυριαρχίασ κορυωισ 
(Ξεταπτυχιακι εργαςία Δθμοποφλου Αναςταςία). Φα ωυτά με ζλλειψθ κυριαρχίασ 
κορυωισ δεν εκπτφςςουν κεντρικό βλαςτό άλλα παράγουν πολυάρικμουσ πλάγιουσ 
βλαςτοφσ. 

Μακϊσ λοιπόν, τα ωυτά τθσ RacRNAi 10H ςειράσ χαρακτθρίηονται από ζλλειψθ 
κυριαρχίασ κορυωισ, κεωρικθκε πικανι θ μθ ςωςτι λειτουργία του ακραίου 
μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ (ΑΞΒ). Ωσ εκ τοφτου, κρίκθκε ςκόπιμθ θ μελζτθ τθσ ζκωραςθσ 
του γονιδίου WUSCHEL (WUS), το οποίο κατζχει κυρίαρχο ρόλο ςτθ δθμιουργία και 
διατιρθςθ του ΑΞΒ. 

Φο γονίδιο WUS, θ ζκωραςθ του οποίου παρατθρείται ςτο κζντρο οργάνωςθσ είναι 
υπεφκυνο για τθν διατιρθςθ των βλαςτικϊν κυττάρων ςε αδιαωοροποίθτθ κατάςταςθ. Φα 
βλαςτικά κφτταρα από τθν άλλθ εκωράηουν το γονίδιο CLAVATA3 (CLV3), το οποίο ελζγχει 
τθν ζκωραςθ του WUS, περιορίηοντασ κατ’ αυτό τον τρόπο το μζγεκοσ του κζντρου 
οργάνωςθσ (Williams and Fletcher, 2005). Φα ολικισ απϊλειασ λειτουργίασ wus 
μεταλλάγματα αδυνατοφν να δθμιουργιςουν ζνα λειτουργικό ΑΞΒ, κάτι που υποδθλϊνει 
τθν ςθμαςία του γονιδίου WUS ςτθν ανάπτυξθ και διατιρθςθ του ΑΞΒ (Laux et al., 1996). 
 Θ ζκωραςθ του γονιδίου WUS μελετικθκε μζςω τθσ προςζγγιςθσ τθσ ιςτοχθμικισ 
ανάλυςθσ τθσ μεταγραωικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου, με τθν χριςθ 
του ςυςτιματοσ αναωοράσ GUS. Ωσ μάρτυρεσ, χρθςιμοποιικθκαν διαγονιδιακά ωυτά 
Arabidopsis thaliana οικοτφπου Landsberg erecta (Ler), τα οποία περιζχουν κατάλλθλθ 
γονιδιακι καταςκευι. Θ καταςκευι αυτι περιείχε τον προαγωγζα του γονιδίου WUS ςε 
μεταωραςτικι ςφντθξθ με το γονίδιο αναωοράσ GUS. Φα ωυτά ςτα οποία διερευνικθκε θ 
ζκωραςθ του γονιδίου WUS αποτελοφςαν ωυτά τθσ F2 γενιάσ θ οποία προζκυψε από τθν 
διαςταφρωςθ των ωυτϊν-μαρτφρων WUS::GUS με ωυτά τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 
10H. Μακϊσ λοιπόν τα ωυτά WUS::GUS/RacRNAi (10H) είναι προϊόν διαςταφρωςθσ, 
παρατθρικθκαν και ωυτά που είχαν μεγαλϊςει ςε κρεπτικό μζςο MS απουςία αντιβιοτικϊν 
και ωυτά που είχαν μεγαλϊςει ςε κρεπτικό μζςο MS παρουςία αντιβιοτικϊν (Hyg/Ppt). 
Αυτό κρίκθκε ςκόπιμο προκειμζνου να διαπιςτωκεί το αν τα παρατθροφμενα ωυτά ιταν 



81 
 

διαγονιδιακά ι όχι, ενϊ τα ωυτά που μεγάλωςαν απουςία αντιβιοτικϊν λειτοφργθςαν ςαν 
ζνασ ακόμα μάρτυρασ. 
 Ρι παρατθριςεισ πραγματοποιικθκαν με τθν βοικεια οπτικοφ μικροςκοπίου ςε 
νεαρά ωυτάρια τριϊν και πζντε θμερϊν και τα αποτελζςματα που ελιωκθςαν 
παρουςιάηονται ςτισ παρακάτω εικόνεσ. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.11: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε φυτάρια αγρίου 
τφπου Arabidopsis thaliana τριϊν θμερϊν. (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο 
του προαγωγζα WUS ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν. (β) Σεριοχι γφρω από το ΑΞΒ ςτο οποίο και 
παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 
 Υφμωωνα με τθν παρατιρθςθ των ωυτϊν WUS::GUS των τριϊν θμερϊν, θ ζκωραςθ 
τθσ GUS καταςκευισ είναι αρκετά εντοπιςμζνθ ςε ςυγκεκριμζνθ περιοχι του ΑΞΒ, όπωσ 
αναμενόταν. Αναλυτικότερα, ωαίνεται πωσ ο WUS προαγωγζασ οδθγεί τθν ζκωραςθ του 
γονιδίου-μάρτυρα GUS ςτο κζντρο οργάνωςθσ του μεριςτϊματοσ, το οποίο ςφμωωνα με 
τθν βιβλιογραωία, αποτελεί τθν περιοχι ζκωραςθσ του WUS ςε αυτό το αναπτυξιακό 
ςτάδιο. Επομζνωσ, θ παρατιρθςθ του μάρτυρα ζδωςε τα αναμενόμενα αποτελζςματα. 
 
 
 

α 

β 
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Εικόνα 3.12: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε φυτάρια τθσ 
διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana τριϊν θμερϊν. Σρότυπο 
ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα WUS ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν που 
μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο (α) χωρίσ αντιβιοτικά και (γ) με αντιβιοτικά. Σεριοχι γφρω από το ΑΞΒ 
ςτο οποίο κα ζπρεπε να παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ, ωυταρίων που μεγάλωςαν ςε 
κρεπτικό μζςο (β) χωρίσ αντιβιοτικά και (δ) με αντιβιοτικά. 

 
 
  Φα αποτελζςματα τθσ παρατιρθςθσ των ωυτϊν WUS::GUS/RacRNAi (10H) των 
τριϊν θμερϊν ζδωςαν μία τελείωσ διαωορετικι εικόνα ςυγκριτικά με τον μάρτυρα. Δεν 
ανιχνεφεται πουκενά μπλε χρϊμα ςε κανζνα από τα δείγματα, γεγονόσ που υποδθλϊνει 
πωσ ςτα ωυτά με RacRNAi υπόβακρο τθσ ςειράσ 10H, το γονίδιο WUS ωαίνεται να μθν 
εκωράηεται κακϊσ ο προαγωγζασ του δεν λειτουργεί και δεν εκωράηεται το γονίδιο GUS. Θ 
ίδια εικόνα παρατθρικθκε και ςτα ωυτά που μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο χωρίσ 
αντιβιοτικά και ςε αυτά με αντιβιοτικά. 
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Εικόνα 3.13: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε φυτάρια αγρίου 
τφπου Arabidopsis thaliana πζντε θμερϊν. (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο 
του προαγωγζα WUS ςε ωυτάρια πζντε θμερϊν. (β) Σεριοχι γφρω από το ΑΞΒ ςτο οποίο και 
παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 
 Θ παρατιρθςθ των ωυτϊν WUS::GUS των πζντε θμερϊν ζδωςε τα ίδια 
αποτελζςματα με εκείνα των ωυτϊν των τριϊν θμερϊν. Μαι πάλι θ ζκωραςθ του γονιδίου 
GUS είναι περιοριςμζνθ ςε μία ςυγκεκριμζνθ περιοχι του μεριςτϊματοσ, υπό τον ζλεγχο 
του προαγωγζα WUS. Θ μόνθ διαωορά είναι θ ενδεχομζνωσ ελάχιςτα μεγαλφτερθ περιοχι 
ζκωραςθσ. Μαι πάλι λοιπόν, θ παρατιρθςθ του μάρτυρα ζδωςε τα αναμενόμενα 
αποτελζςματα. 
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Εικόνα 3.14: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε φυτάρια τθσ 
διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana πζντε θμερϊν. Σρότυπο 
ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα WUS ςε ωυτάρια πζντε θμερϊν που 
μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο (α) χωρίσ αντιβιοτικά και (γ) με αντιβιοτικά. Σεριοχι γφρω από το ΑΞΒ 
ςτο οποίο κα ζπρεπε να παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ, ωυταρίων που μεγάλωςαν ςε 
κρεπτικό μζςο (β) χωρίσ αντιβιοτικά και (δ) με αντιβιοτικά. 

 
 
 ΢πωσ και ςτθν περίπτωςθ του μάρτυρα, τα αποτελζςματα τθσ παρατιρθςθσ των 
ωυτϊν WUS::GUS/RacRNAi (10H) των πζντε θμερϊν ιταν τα ίδια με εκείνα των ωυτϊν των 
τριϊν θμερϊν. Υτα ωυτά που μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο χωρίσ αντιβιοτικά όπωσ και ςε 
αυτά με αντιβιοτικά δεν παρατθρικθκε πουκενά και ςε κανζνα δείγμα ζκωραςθ του 
γονιδίου GUS. Ωσ εκ τοφτου, το γονίδιο WUS ωαίνεται να ςυνεχίηει να μθν εκωράηεται δφο 
μζρεσ μετά κατά τθν ανάπτυξθ των ωυταρίων. 
 Υυγκεντρωτικά τα παραπάνω αποτελζςματα ζδειξαν πωσ ενϊ ο μάρτυρασ ζδωςε 
τθν εικόνα που αναμενόταν, τοποκετϊντασ τθν ζκωραςθ του GUS ςτο κζντρο οργάνωςθσ 
του μεριςτϊματοσ, τα ωυτά WUS::GUS/RacRNAi (10H) δεν ζδειξαν κακόλου τθν ζκωραςθ 
τθσ καταςκευισ. 
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3.2.2 Μελζτθ τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου WUSCHEL 
(WUS) ςε ζμβρυα αποςιωπθμζνων ςειρϊν Arabidopsis thaliana 
 Μακϊσ τα αποτελζςματα τθσ προθγοφμενθσ ενότθτασ υποδεικνφουν τθν απουςία 
ζκωραςθσ του γονιδίου WUS ςε νεαρά ωυτάρια αποςιωπθμζνων ςειρϊν RacRNAi 10H, 
κρίκθκε ςκόπιμθ θ διερεφνθςθ τθσ ζκωραςισ του ςε μεγαλφτερθσ θλικίασ ωυτά. Μάνοντασ 
χριςθ τθσ ίδιασ μεκόδου, τθσ ιςτοχθμικισ ανάλυςθσ GUS, ςκοπόσ ιταν ο περιοριςμόσ του 
αναπτυξιακοφ παρακφρου κατά το οποίο το γονίδιο WUS δεν εκωράηεται ςτθν 
ςυγκεκριμζνθ ςειρά. 
 Υφμωωνα με τθν βιβλιογραωία, το γονίδιο WUS ξεκινά να εκωράηεται από το ςτάδιο 
του 16-κφτταρου προεμβρφου. Επομζνωσ, επιλζχτθκαν άνκθ από τισ ίδιεσ διαγονιδιακζσ 
ςειρζσ ωυτϊν Arabidopsis thaliana με τθν προθγοφμενθ ενότθτα, προκειμζνου να 
παρατθρθκεί θ ζκωραςθ τθσ GUS καταςκευισ ςτα ζμβρυα που βρίςκονταν ςτο εςωτερικό 
των υπζρων. Ρι παρατθριςεισ αρχικά πραγματοποιικθκαν με τθν βοικεια ςτερεοςςκοπίου 
και ςτθν ςυνζχεια με οπτικό μικροςκόπιο ςε άνκθ ωυτϊν θλικίασ 41 θμερϊν. Φα 
αποτελζςματα που ελιωκθςαν παρουςιάηονται ςτισ παρακάτω εικόνεσ. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.15: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε ζμβρυα αγρίου 
τφπου Arabidopsis thaliana. Άνκθ 41 θμερϊν ςτα οποία ωαίνεται το πρότυπο ζκωραςθσ του 
γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα WUS ςε ζμβρυα ςτο εςωτερικό των υπζρων, όπωσ 
παρατθρικθκαν (α) με ςτερεοςκόπιο και (β) με οπτικό μικροςκόπιο. (γ) Ψπεροι ανκζων οι οποίοι 
περιζχουν ζμβρυα όπου και παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 

Θ παρατιρθςθ του μάρτυρα ζδωςε τα αναμενόμενα αποτελζςματα. Σιο 
ςυγκεκριμζνα, θ παρατιρθςθ των ανκζων WUS::GUS ζδειξε ζκωραςθ τθσ καταςκευισ ςτα 
ζμβρυα των γονιμοποιθμζνων υπζρων. 
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Εικόνα 3.16: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε ζμβρυα τθσ 
διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana. Άνκθ 41 θμερϊν ςτα οποία 
ωαίνεται το πρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα WUS ςε ζμβρυα 
ςτο εςωτερικό των υπζρων, όπωσ παρατθρικθκαν (α) με ςτερεοςκόπιο και (β) με οπτικό 
μικροςκόπιο. (γ) Ψπεροι ανκζων οι οποίοι περιζχουν ζμβρυα όπου και παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ 
καταςκευισ. 

 
 

Θ παρατιρθςθ των ανκζων WUS::GUS/RacRNAi (10H) ζδωςε τα ίδια αποτελζςματα 
με εκείνα των μαρτφρων. Φαίνεται πωσ ο WUS προαγωγζασ οδθγεί τθν ζκωραςθ του 
γονιδίου αναωοράσ GUS ςτα ζμβρυα, τα οποία αρικμθτικά είναι εμωανϊσ λιγότερα ανά 
φπερο ςυγκριτικά με τον μάρτυρα. 
 Υτο ευρφτερο πλαίςιο μελζτθσ των HSP90 και τθσ εμπλοκισ τουσ ςτθν ωαινοτυπικι 
πλαςτικότθτα των οργανιςμϊν, ζχουν καταςκευαςτεί, πζρα από τισ ςειρζσ RacRNAi, 
αντίςτοιχεσ ςειρζσ αποςιϊπθςθσ των τεςςάρων κυτταροπλαςματικϊν μελϊν τθσ HSP90 
οικογζνειασ υπό τθν κακοδιγθςθ του ιςτοειδικοφ προαγωγζα LFY (Ξεταπτυχιακι εργαςία 
Ξαργαριτοποφλου Θεϊνθ). Θ χριςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ καταςκευισ αποςκοπεί ςτθν 
διερεφνθςθ του ρόλου των HSP90 ςτθν άνκθςθ, κακϊσ θ πρωτεΐνθ LEAFY εκωράηεται ςτθ 
ωάςθ μετάβαςθσ από το βλαςτικό ςτο αναπαραγωγικό ςτάδιο ςτα δικοτυλιδονα ωυτά και 
ρυκμίηει τθν παραγωγι των ανκζων. Επιπλζον, απαιτείται για όλεσ τισ βαςικζσ λειτουργίεσ 
που διαωοροποιοφν τα άνκθ και αναωζρεται και ωσ γονίδιο ταυτότθτασ μεριςτϊματοσ 
(William et al, 2004).  

Μακϊσ οι αποςιωπθμζνεσ αυτζσ ςειρζσ εμωανίηουν ωαινοτφπουσ όπωσ μειωμζνθ 
ανάπτυξθ, αποωαςίςτθκε και ςε αυτά θ μελζτθ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου WUS με τθν 
μζκοδο τθσ ιςτοχθμικισ ανάλυςθσ GUS. Ωσ μάρτυρεσ, χρθςιμοποιικθκαν και πάλι ωυτά τθσ 
διαγονιδιακισ ςειράσ WUS::GUS. Φα ωυτά ςτα οποία διερευνικθκε θ ζκωραςθ του γονιδίου 
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WUS αποτελοφςαν ωυτά τθσ F2 γενιάσ θ οποία προζκυψε από τθν διαςταφρωςθ των 
ωυτϊν-μαρτφρων WUS::GUS με ωυτά τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ LFY/RNAi 10.141. 

Ρι παρατθριςεισ ζγιναν ςε άνκθ τα οποία επιλζχτθκαν από τισ διαγονιδιακζσ 
ςειρζσ, προκειμζνου να παρατθρθκεί θ ζκωραςθ τθσ GUS καταςκευισ ςτα ζμβρυα που 
βρίςκονταν ςτο εςωτερικό των υπζρων. Ρι παρατθριςεισ αρχικά πραγματοποιικθκαν με 
τθν βοικεια ςτερεοςςκοπίου και ςτθν ςυνζχεια με οπτικό μικροςκόπιο ςε άνκθ θλικίασ 28 
θμερϊν. Φα αποτελζςματα που ελιωκθςαν παρουςιάηονται ςτισ παρακάτω εικόνεσ. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.17: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε ζμβρυα αγρίου 
τφπου Arabidopsis thaliana. Άνκθ 28 θμερϊν ςτα οποία ωαίνεται το πρότυπο ζκωραςθσ του 
γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα WUS ςε ζμβρυα ςτο εςωτερικό των υπζρων, όπωσ 
παρατθρικθκαν (α) με ςτερεοςκόπιο και (β) με οπτικό μικροςκόπιο. (γ) Ψπεροι ανκζων οι οποίοι 
περιζχουν ζμβρυα όπου και παρατθρείται θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 
 Φα άνκθ των ωυτϊν μαρτφρων των 28 θμερϊν, είχαν τθν ίδια εικόνα με εκείνα των 
μεγαλφτερων ωυτϊν. Σιο ςυγκεκριμζνα, θ παρατιρθςθ των ανκζων αυτϊν ζδειξε ζκωραςθ 
τθσ καταςκευισ GUS ςτα ζμβρυα των γονιμοποιθμζνων υπζρων. 
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Εικόνα 3.18: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ WUS::GUS ςε ζμβρυα τθσ 
διαγονιδιακισ ςειράσ LFY-RNAi 10.141 του φυτοφ Arabidopsis thaliana. Άνκθ 28 θμερϊν ςτα οποία 
ωαίνεται το πρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα WUS ςε ζμβρυα 
ςτο εςωτερικό των υπζρων, όπωσ παρατθρικθκαν με ςτερεοςκόπιο. 

 
 
 Αντίκετα με τον μάρτυρα, ςτα άνκθ των ωυτϊν WUS::GUS/LFY-RNAi (10.141) δεν 
εντοπίςτθκε ζκωραςθ του γονιδίου αναωοράσ GUS φςτερα από παρατιρθςι τουσ ςε 
ςτερεοςκόπιο. 
 Υυνοψίηοντασ, τα ανωτζρω δεδομζνα ζδειξαν πωσ ενϊ ςτα άνκθ 
WUS::GUS/RacRNAi (10H) όπωσ και ςτον μάρτυρα, ο WUS προαγωγζασ οδθγεί τθν ζκωραςθ 
του γονιδίου αναωοράσ GUS ςτα ζμβρυα, τα άνκθ WUS::GUS/LFY-RNAi (10.141) δεν ζδειξαν 
κακόλου τθν ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 
 
 
3.2.3 Μελζτθ τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου CYCLINB1:1 ςε 
φυτάρια τθσ αποςιωπθμζνθσ ςειράσ RacRNAi 10H 

 Υτθν προςπάκεια περαιτζρω κατανόθςθσ του παρατθροφμενου ωαινοτφπου των 
ωυτϊν RacRNAi(10H), μελετικθκε ακόμα μία παράμετροσ, το πρότυπο των κυτταρικϊν 
διαιρζςεων ςε νεαρά ωυτάρια. Για τον ςκοπό αυτό, πραγματοποιικθκε ιςτοχθμικι 
ανάλυςθ τθσ μεταγραωικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου τθσ κυκλίνθσ Β1, 
με τθν χριςθ του ςυςτιματοσ αναωοράσ GUS. 
 Θ κυκλίνθ Β1 (cyclin B1), είναι μία ρυκμιςτικι πρωτεΐνθ θ οποία κατά τθν διάρκεια 
του κυτταρικοφ κφκλου ςε ςφμπλοκο με τθν κυκλινο-εξαρτϊμενθ κινάςθ CDC2 (ι αλλιϊσ 
CDK1) ελζγχει τθν μετάβαςθ από τθν μεςόωαςθ ςτθν διαίρεςθ, δθλαδι από τθν ωάςθ G2 
ςτθ ωάςθ M. 

Φο πείραμα εκτελζςτθκε με παρόμοια λογικι με τθν ενότθτα 3.2.1, εωαρμόηοντασ 
τθν μζκοδο τθσ ιςτοχθμικισ ανάλυςθσ GUS ςε νεαρά ωυτάρια. Ωσ μάρτυρεσ, 
χρθςιμοποιικθκαν διαγονιδιακά ωυτά Arabidopsis thaliana οικοτφπου Columbia (Col-0), τα 
οποία περιζχουν κατάλλθλθ γονιδιακι καταςκευι. Θ καταςκευι αυτι περιείχε τον 
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προαγωγζα του γονιδίου CYCLINB1;1 ςε μεταωραςτικι ςφντθξθ με το γονίδιο αναωοράσ 
GUS (διαγονιδιακι ςειρά FA4C). Φα ωυτά ςτα οποία διερευνικθκε θ ζκωραςθ του γονιδίου 
CYCLINB1;1 αποτελοφςαν ωυτά τθσ F2 γενιάσ θ οποία προζκυψε από τθν διαςταφρωςθ των 
ωυτϊν-μαρτφρων FA4C με ωυτά τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H. Μακϊσ λοιπόν τα 
ωυτά FA4C/RacRNAi (10H) είναι προϊόν διαςταφρωςθσ, παρατθρικθκαν και ωυτά που είχαν 
μεγαλϊςει ςε κρεπτικό μζςο MS απουςία αντιβιοτικοφ και ωυτά που είχαν μεγαλϊςει ςε 
κρεπτικό μζςο MS παρουςία αντιβιοτικοφ (Hyg). Αυτό κρίκθκε ςκόπιμο προκειμζνου να 
διαπιςτωκεί το αν τα παρατθροφμενα ωυτά ιταν διαγονιδιακά ι όχι, ενϊ τα ωυτά που 
μεγάλωςαν απουςία αντιβιοτικοφ λειτοφργθςαν ςαν ζνασ ακόμα μάρτυρασ. 
 Ρι παρατθριςεισ πραγματοποιικθκαν με τθν βοικεια οπτικοφ μικροςκοπίου ςε 
ωυτάρια τριϊν και πζντε θμερϊν και τα αποτελζςματα που ελιωκθςαν παρουςιάηονται 
ςτισ παρακάτω εικόνεσ. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.19: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ CYCLINB1;1::GUS ςε φυτάρια 
αγρίου τφπου Arabidopsis thaliana (FA4C) τριϊν θμερϊν. (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS 
υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα CYCLINB1;1 ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν. (β) Μοτυλθδόνεσ, ακραίο 
μερίςτωμα βλαςτοφ και (γ) ρίηασ όπου παρατθρείται κατά κφριο λόγο θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 

Υφμωωνα με τθν παρατιρθςθ των ωυτϊν FA4C των τριϊν θμερϊν, θ ζκωραςθ τθσ 
GUS καταςκευισ εντοπίηεται, όπωσ αναμενόταν, ςε περιοχζσ με ζντονθ δραςτθριότθτα 
κυτταροδιαιρζςεων. Αναλυτικότερα, θ χρϊςθ εμωανίηεται με τθν μορωι κουκκίδων ςε 
διαιροφμενα κφτταρα ςτθν περιοχι των μεριςτωμάτων του βλαςτοφ και τθσ ρίηασ, όπωσ και 
ςτισ κοτυλθδόνεσ κακϊσ αυτζσ αναπτφςςονται. Ρριςμζνεσ ωορζσ επίςθσ, εντοπίηεται χρϊςθ 
ςτισ νευρϊςεισ των κοτυλθδόνων και ςτο υποκοτφλιο ςε ςθμεία από όπου ςυχνά 
εκπτφςςονται μετζπειτα οι δευτερογενείσ ρίηεσ του ωυτοφ. Επιπλζον, ςε πολλζσ 
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περιπτϊςεισ ωαίνεται πωσ θ ζκωραςθ του γονιδίου GUS, υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα 
CYCLINB1;1 δεν είναι τόςο περιοριςμζνθ ςε μεμονωμζνα κφτταρα αλλά εμωανίηεται 
περιςςότερο διάχυτθ ςε μία ευρφτερθ περιοχι. 
 
 

 
 

Εικόνα 3.20: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ CYCLINB1;1::GUS ςε φυτάρια 
τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana τριϊν θμερϊν (απουςία 
αντιβιοτικοφ). (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα CYCLINB1;1 
ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν που μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο χωρίσ αντιβιοτικό (β) Μοτυλθδόνεσ, 
ακραίο μερίςτωμα βλαςτοφ και (γ) ρίηασ όπου παρατθρείται κατά κφριο λόγο θ ζκωραςθ τθσ 
καταςκευισ. 

 
 
 Θ παρατιρθςθ των ωυτϊν FA4C/RacRNAi (10H) των τριϊν θμερϊν τα οποία 
μεγάλωςαν απουςία αντιβιοτικοφ ζδειξε ότι ςτα ωυτά αυτά θ χρϊςθ εμωανίηεται 
περιςςότερο διάχυτθ ςτθν περιοχι των κοτυλθδόνων ςυγκριτικά με τον μάρτυρα. 
Επιπροςκζτωσ, ςε οριςμζνα δείγματα παρατθρικθκε θ φπαρξθ διάςπαρτων περιοχϊν 
χρϊςθσ κάτω από το ακραίο μερίςτωμα του βλαςτοφ αλλά όχι πάνω ςε αυτό. 
 
 
 
 
 
 
 

α 

β 
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Εικόνα 3.21: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ CYCLINB1;1::GUS ςε φυτάρια 
τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana τριϊν θμερϊν (παρουςία 
αντιβιοτικοφ). (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα CYCLINB1;1 
ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν που μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο με αντιβιοτικό (β) Μοτυλθδόνεσ, ακραίο 
μερίςτωμα βλαςτοφ και (γ) ρίηασ όπου παρατθρείται κατά κφριο λόγο θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 
 ΢ςον αωορά τα ωυτά FA4C/RacRNAi (10H) των τριϊν θμερϊν τα οποία μεγάλωςαν 
παρουςία αντιβιοτικοφ τα αποτελζςματα ιταν παρόμοια με αυτά τον ωυτϊν μεγαλωμζνων 
απουςία αντιβιοτικοφ. Εδϊ, θ χρϊςθ εμωανίηεται λιγότερο διάχυτθ ςτισ κοτυλθδόνεσ όπωσ 
και ςτο μερίςτωμα τθσ ρίηασ, όμωσ και πάλι παρατθρικθκε θ φπαρξθ διάςπαρτων περιοχϊν 
χρϊςθσ κάτω από το ακραίο μερίςτωμα του βλαςτοφ ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

α 

β 

γ 



92 
 

 
 

Εικόνα 3.22: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ CYCLINB1;1::GUS ςε φυτάρια 
αγρίου τφπου Arabidopsis thaliana (FA4C) πζντε θμερϊν. (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS 
υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα CYCLINB1;1 ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν. (β) Σρϊτο ηεφγοσ ωφλλων και 
(γ) ακραίο μερίςτωμα ρίηασ όπου παρατθρείται κατά κφριο λόγο θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 

 
 
 Φα ωυτά μάρτυρεσ FA4C των πζντε θμερϊν ωαίνεται πωσ ζχουν περάςει ςε επόμενο 
αναπτυξιακό ςτάδιο, κακϊσ όλα τα δείγματα ζχουν εκπτφξει το πρϊτοσ ηεφγοσ ωφλλων μετά 
τισ κοτυλθδόνεσ. Ωσ εκ τοφτου, ο CYCLINB1;1 προαγωγζασ οδθγεί τθν ζκωραςθ του 
γονιδίου-μάρτυρα GUS κυρίωσ ςτα νζα αναπτυςςόμενα ωφλλα και ςτο μερίςτωμα τθσ ρίηασ. 
Επιπροςκζτωσ, χρϊςθ εμωανίηεται και ςε ςθμεία του υποκοτυλίου ςε πολλά από τα οποία 
ζχει ξεκινιςει ιδθ θ ανάπτυξθ δευτερευόντων ριηϊν. Θ ςυςςϊρευςθ ζκωραςθσ του GUS 
ςτισ κοτυλθδόνεσ είναι πλζον ελάχιςτθ κακϊσ ζχουν ςχεδόν ολοκλθρϊςει τθν ανάπτυξι 
τουσ. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

α 

β 

γ 
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Εικόνα 3.23: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ CYCLINB1;1::GUS ςε φυτάρια 
τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana πζντε θμερϊν (απουςία 
αντιβιοτικοφ). (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα CYCLINB1;1 
ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν που μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο χωρίσ αντιβιοτικό (β) Σρϊτο ηεφγοσ 
ωφλλων και (γ) ακραίο μερίςτωμα ρίηασ όπου παρατθρείται κατά κφριο λόγο θ ζκωραςθ τθσ 
καταςκευισ. 

 
 
 ΢πωσ ςυνζβθ και ςτα νεαρότερα ωυτά, θ παρατιρθςθ των ωυτϊν FA4C/RacRNAi 
(10H) των πζντε θμερϊν τα οποία μεγάλωςαν απουςία αντιβιοτικοφ ζδειξε ότι ςε ςφγκριςθ 
με τον μάρτυρα ςτα ωυτά αυτά θ χρϊςθ ςτο νζο ηεφγοσ ωφλλων είναι διάχυτθ και ςυνικωσ 
καλφπτει ολόκλθρθ τθν επιωάνειά τουσ ενϊ διάχυτθ είναι θ χρϊςθ και ςτο μερίςτωμα τθσ 
ρίηασ. Άλλθ μία διαωορά τουσ είναι πωσ οριςμζνα ωυτά εμωάνιςαν κακυςτερθμζνθ 
ανάπτυξθ και βρίςκονταν ςτο ςτάδιο τθσ ζναρξθσ ανάπτυξθσ του πρϊτου ηεφγουσ ωφλλων. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

α 

β 

γ 
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Εικόνα 3.24: Ιςτοχθμικι τοποκζτθςθ τθσ ζκφραςθσ τθσ καταςκευισ CYCLINB1;1::GUS ςε φυτάρια 
τθσ διαγονιδιακισ ςειράσ RacRNAi 10H του φυτοφ Arabidopsis thaliana πζντε θμερϊν (παρουςία 
αντιβιοτικοφ). (α) Σρότυπο ζκωραςθσ του γονιδίου GUS υπό τον ζλεγχο του προαγωγζα CYCLINB1;1 
ςε ωυτάρια τριϊν θμερϊν που μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο με αντιβιοτικό (β) Μοτυλθδόνεσ, ακραίο 
μερίςτωμα βλαςτοφ και (γ) ρίηασ όπου παρατθρείται κατά κφριο λόγο θ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ. 
 
 
 Φα ωυτά FA4C/RacRNAi (10H) των πζντε θμερϊν τα οποία μεγάλωςαν παρουςία 
αντιβιοτικοφ εμωάνιςαν κακυςτερθμζνθ ανάπτυξθ και ςε ςχζςθ με εκείνα που μεγάλωςαν 
απουςία αντιβιοτικοφ αλλά και με τα ωυτά μάρτυρεσ. Υυγκεκριμζνα, δεν παρατθρείται 
ζκπτυξθ ωφλλων ενϊ θ ζκωραςθ του GUS ςυςςωρεφεται κυρίωσ ςτο μερίςτωμα τθσ ρίηασ 
και ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ παρατθρείται και μία διάχυτθ ζκωραςθ ςε ολόκλθρθ τθν 
περιοχι τθσ ρίηασ. Υτισ κοτυλθδόνεσ θ παρατθροφμενθ ζκωραςθ τθσ καταςκευισ είναι 
ελάχιςτθ και εντοπίηεται κυρίωσ ςτισ νευρϊςεισ. Φο ίδιο ιςχφει και ςτθν περίπτωςθ του 
ακραίου μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ, όπου θ ζκωραςθ που παρατθρείται εντοπίηεται 
κυρίωσ ςε περιοχζσ γφρω από αυτό και ιδιαίτερα ςτον αγωγό ιςτό. 
 Υφμωωνα με τα παραπάνω αποτελζςματα, το πρότυπο ζκωραςθσ τθσ καταςκευισ 
GUS παρουςίαςε διακυμάνςεισ περιλαμβάνοντασ ζνα εφροσ ωιανοτφπων. Επιπλζον, κακϊσ 
τα ωυτά ολοκλιρωναν τθν ανάπτυξθ των κοτυλθδόνων ωαίνεται πωσ κακυςτεροφςαν να 
ειςζλκουν ςτο επόμενο αναπτυξιακό ςτάδιο τθσ ζκπτυξθσ του πρϊτου ηεφγουσ ωφλλων.  
 
 
 
 
 
 

α 

β 

γ 
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4.1 Οι HSP90 πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν με τθν πρωτεΐνθ TFL2 
Υτα πλαίςια τθσ μελζτθσ τθσ λειτουργίασ των HSP90, ςτo εργαςτιριο Ξοριακισ 

Βιολογίασ ζχει χρθςιμοποιθκεί θ προςζγγιςθ τθσ ςτοχευμζνθσ γονιδιακισ αποςιϊπθςθσ με 
ςκοπό τθν παραγωγι διαγονιδιακϊν ςειρϊν Arabidopsis (RNAi ςειρζσ). Ρι ςειρζσ αυτζσ 
χαρακτθρίηονται από εκλεκτικι αποςιϊπθςθ των τεςςάρων κυτταροπλαςματικϊν μελϊν 
τθσ HSP90 οικογζνειασ υπό τθν κακοδιγθςθ ιςτοειδικϊν προαγωγζων (Ξεταπτυχιακι 
εργαςία Ξαργαριτοποφλου Θεϊνθ). Θ χριςθ των ςυγκεκριμζνων καταςκευϊν 
αποςκοποφςε ςτθ μείωςθ των επιπζδων ζκωραςθσ των HSP90 ςε ςυγκεκριμζνουσ ιςτοφσ 
και ςε ςυγκεκριμζνα αναπτυξιακά ςτάδια προκειμζνου να μελετθκοφν τα αποτελζςματα 
τθσ απϊλειασ ζκωραςθσ των HSP90 ςτα ςτάδια αυτά. Ρ ζνασ προαγωγζασ που 
χρθςιμοποιικθκε ιταν ο LFY ϊςτε να καταςτεί δυνατι θ μελζτθ τθσ εμπολισ των HSP90 
ςτθν διαδικαςία τθσ άνκθςθσ. Ρ άλλοσ προαγωγζασ που χρθςιμοποιικθκε για τθν 
παραγωγι RNAi ςειρϊν ιταν ο AtRAC2/ROP7 με ςτόχο τθν μελζτθ του ρόλου του 
ςυςτιματοσ ςτθν εγκακίδρυςθ και λειτουργία του ΑΞΒ κακϊσ και ςτθν ανάπτυξθ του 
αγωγοφ ιςτοφ. Φόςο τα ωαινοτυπικά αποτελζςματα όςο και οι μοριακζσ αναλφςεισ των 
μεταςχθματιςμζνων LFY/RNAi ωυτϊν υποδεικνφουν πωσ τα HSP90 γονίδια διαδραματίηουν 
ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτθν άνκθςθ του ωυτοφ Arabidopsis thaliana, κακϊσ μείωςθ ι 
απαλειωι τθσ ζκωραςθσ κακιςτά τα ωυτά τθσ Φ1 γενιάσ ανίκανα να αναπαραχκοφν και να 
παράγουν απογόνουσ. Ακόμθ όμωσ και ςτα ωυτά τθσ Φ2 και Φ3 γενιάσ που κατάωεραν να 
ανκίςουν παρατθρικθκε ότι ο αρικμόσ των ανκζων όπωσ και ο ωαινότυποσ τουσ δεν είναι ο 
ωυςιολογικόσ. 

Φα ευριματα αυτά ζρχονται να προςτεκοφν ςε οριςμζνεσ ακόμα ερευνθτικζσ 
μελζτεσ που ςυνθγοροφν ςτθν εμπλοκι των HSP90 γονιδίων ςτο μθχανιςμό τθσ άνκθςθσ 
(Kim et al., 2011; Sangster et al., 2008a; 2007). Επιπλζον, ςφμωωνα με μελζτεσ, ςτθν ηφμθ 
1.232 πρωτεΐνεσ αλλθλεπιδροφν ωυςικά ι γενετικά με τισ HSP90 (Breitkreutz et al., 2008). 
Ξε άλλα λόγια, ~ 20% των πρωτεϊνϊν τθσ ηφμθσ επθρεάηονται από τθν λειτουργία των 
HSP90, κακιςτϊντασ τθν ωσ τθν πρωτεΐνθ με τισ περιςςότερεσ αλλθλεπιδράςεισ ςτο 
γονιδίωμα τθσ ηφμθσ. Υυνδυαςτικά, τα παραπάνω δεδομζνα υποδεικνφουν τθν πικανότθτα 
μια ι περιςςότερεσ πρωτεΐνεσ του μθχανιςμοφ άνκθςθσ του Arabidopsis να αλλθλεπιδροφν 
με τισ HSP90.  
 Υτόχοσ του πρϊτου μζρουσ τθσ παροφςασ μεταπτυχιακισ εργαςίασ ιταν θ 
διερεφνθςθ των αλλθλεπιδράςεων των HSP90.1 και HSP90.3 πρωτεϊνϊν με τισ πρωτεΐνεσ 
TFL2 και RBE που εμπλζκονται ςτθν οργανογζνεςθ του άνκουσ.  

Ρι αλλθλεπιδράςεισ ελζγχκθκαν in planta με πειράματα παροδικισ ζκωραςθσ ςε 
επιδερμικά κφτταρα ωφλλων καπνοφ. Φα αποτελζςματα των αντιδράςεων αλλθλεπίδραςθσ 
ζδειξαν ότι θ πρωτεΐνθ TFL2 αλλθλεπιδρά με τισ πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3 και πωσ οι 
αλλθλεπιδράςεισ αυτζσ τοποκετοφνται ςτον πυρινα των κυττάρων.  

Θ πρωτεΐνθ TFL2 κεωρείται ζνα λειτουργικό ομόλογό PRC1 τθσ ομάδασ Polycomb 
αποτελόντασ ζναν παράγοντα ρφκμιςθσ τθσ ςυμπφκνωςθσ τθσ χρωματίνθσ ςτα ωυτά και 
κατζχοντασ ζτςι ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτθν γονιδιακι ρφκμιςθ. Είναι γνωςτό επίςθσ, πωσ οι 
HSP90 αλλθλεπιδροφν με τθν χρωματίνθ, με τθν δζςμευςι τουσ ςε ιςτόνεσ κι αυτό οδιγθςε 
ςτθν υπόκεςθ ότι οι HSP90 μποροφν να επθρεάςουν τθν δομι και τθν οργάνωςθ τθσ 
χρωματίνθσ (Schnaider et al. 1999; Csermely et al., 1994). Επιπλζον, αρκετά γονίδια ςτόχοι 
που υπερεκωράηονται ςε αναςτολι των HSP90, υπόκεινται ςε επιγενετικό ζλεγχο. Ζχει 
προτακεί ότι οι πρωτεΐνεσ τθσ ομάδασ Polycomb (PCG) ζχουν τουσ ίδιουσ υποκινθτζσ-
ςτόχουσ με τισ HSP90 και ότι ςυνεργάηονται για τθν καταςτολι αρκετϊν γενετικϊν τόπων 
loci (Sawarkar and Paro, 2013). Επίςθσ ζχει δειχκεί ότι οι HSP90 ςυνεργάηονται και με τισ 
πρωτεΐνεσ τθσ ομάδασ Trithorax (TrxG) για τθ διατιρθςθ τθσ ενεργισ ζκωραςθσ περιοχϊν-
ςτόχων τθσ χρωματίνθσ (Tariq et al., 2009). Εντοφτοισ, θ ακριβισ ςχζςθ μεταξφ των HSP90 
και των πρωτεϊνϊν TrxG και PCG δεν ζχει ακόμα αποςαωθνιςτεί. 
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Θ ανικανότθτα δράςθσ τθσ πρωτεΐνθσ TFL2 ςτα ωυτά LFY/RNAi πικανϊσ να 
αντικατοπτρίηεται και ςτο πρότυπο υπομεκυλίωςθσ που παρουςίαςαν ςε ςχζςθ με τον 
άγριο τφπο. Θ ανάλυςθ του πρότυπου μεκυλίωςθσ ωυτϊν με μειωμζνα επίπεδα ζκωραςθσ 
των κυτταροπλαςματικϊν HSP90 γονιδίων (LFY/RNAi), υπζδειξε ότι ζχουν τροποποιθκεί 
επιγενετικά παρουςιάηοντασ υπομεκυλιωμζνο επιγενετικό πρότυπο (Διδακτορικι Διατριβι 
Ξαργαριτοποφλου Θεϊνθ).  

Εκτόσ των ανωτζρω δεδομζνων, θ ςυςχζτιςθ των HSP90 με τθν πρωτεΐνθ TFL2 
ενδεχομζνωσ να είναι περιςςότερο πολφπλοκθ. Υφμωωνα με τουσ Ludwig-Muller et al., 
(2000) θ παρατθροφμενθ κερμοευαιςκθςία του tfl2 (TU8) Arabidopsis μεταλλάγματοσ 
οωείλεται ςε μειωμζνα επίπεδα των κυτταροπλαςματικϊν HSP90. Φο ποιοσ είναι όμωσ ο 
ακριβισ μθχανιςμόσ που είναι υπεφκυνοσ για τα μειωμζνα επίπεδα των HSP90 παραμζνει 
ακόμα αςαωζσ. 

΢πωσ γίνεται αντιλθπτό, το γονίδιο TFL2 κωδικοποιεί ζναν ςθμαντικό καταςτολζα 
τθσ γονιδιακισ ζκωραςθσ. Επομζνωσ, οι HSP90 μζςω τθσ αλλθλεπίδραςισ τουσ με τθν 
πρωτεΐνθ TFL2 πικανϊσ να ρυκμίηουν επιγενετικά μια πλειάδα μονοπατιϊν και διαδικαςιϊν 
που εμπλζκονται ςτον ςφνκετο μθχανιςμό τθσ άνκθςθσ. Δφο ωαίνεται να είναι οι πικανοί 
ρόλοι που μπορεί να διαδραματίηει θ HSP90 ςτο ωαινόμενο αυτό. Σρϊτον, θ HSP90 λόγω 
τθσ ιδιότθτασ να λειτουργεί ωσ μοριακόσ ςυνοδόσ μπορεί να ςυμβάλλει ςτθ διατιρθςθ τθσ 
ςωςτισ ενεργισ διαμόρωωςθσ τθσ TFL2 πρωτεΐνθσ. Ενδεχομζνωσ θ TFL2 πρωτεΐνθ να είναι 
ανίκανθ να τροποποιείται και να λαμβάνει τθν ορκι διαμόρωωςθ που τθ κζτει ςε 
λειτουργικι κατάςταςθ. Θ αλλθλεπίδραςθ με τθν HSP90 επιτρζπει τθν τροποποίθςθ και 
διατιρθςθ τθσ λειτουργικισ διαμόρωωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ, επιτρζποντασ τθν 
αλλθλεπίδραςθ με τισ ιςτόνεσ. Δεφτερον, θ HSP90 πρωτεΐνθ μπορεί να απαιτείται για τθ 
μετακίνθςθ τθσ πρωτεΐνθσ TFL2 ςτον πυρινα των κυττάρων προκειμζνου να καταςτείλει τθ 
γονιδιακι μεταγραωι. Θ μία περίπτωςθ όμωσ δεν αποκλείει τθν άλλθ, το οποίο 
ςυνεπάγεται πωσ οι δυο παραπάνω ρόλοι τθσ HSP90 κα μποροφςαν να δρουν ςυνεργατικά. 
Σικανόν επομζνωσ, θ πρωτεΐνθ HSP90 να χρειάηεται τόςο για τθ λιψθ και διατιρθςθ τθσ 
ςωςτισ διαμόρωωςθσ τθσ πρωτεΐνθσ TFL2 όςο και για τθν είςοδο τθσ ςτον πυρινα των 
κυττάρων. 
 
 
4.2 Οι HSP90 πρωτεΐνεσ δεν αλλθλεπιδροφν με τθν πρωτεΐνθ RBE 
 Φαινοτυπικζσ αναλφςεισ των LFY/RNAi ωυτϊν ζχουν δείξει πωσ θ πλειονότθτα των 
ανκζων τουσ εμωανίηουν διαταραγμζνο ωαινότυπο. Υυγκεκριμζνα, αναπτφςςουν μειωμζνο 
αρικμό οργάνων ι/και όργανα που παρουςιάηουν παραμορωϊςεισ, ςυμωφςεισ ι μειωμζνο 
μζγεκοσ. ΢ςον αωορά τα πζταλα, βρζκθκε πωσ ο αρικμόσ τουσ είναι μειωμζνοσ ςτο 
μεγαλφτερο ποςοςτό των ανκζων που μελετικθκαν. Σαράλλθλα μπορεί να 
χαρακτθρίηονται από μια πλθκϊρα δυςμορωιϊν, από υπανάπτυξθ ι/και να δθμιουργοφν 
ςυμωφςεισ με άλλα ανκικά όργανα  Ωσ εκ τοφτου, ζχοντασ υπόψθ τα δεδομζνα αυτά 
κρίκθκε ςκόπιμο, να εξεταςτοφν οι αλλθλεπιδράςεισ των HSP90.1 και HSP90.3 πρωτεϊνϊν 
με τθν πρωτεΐνθ RBE, ζναν βαςικό ρυκμιςτι τθσ ανάπτυξθσ των πετάλων ςτο Arabidopsis. 
Ρι αλλθλεπιδράςεισ ελζγχκθκαν in planta με πειράματα παροδικισ ζκωραςθσ ςε 
επιδερμικά κφτταρα ωφλλων καπνοφ. Υφμωωνα με τα αποτελζςματα του SPLIT-GFP 
πειράματοσ ωαίνεται ότι θ πρωτεΐνθ RBE δεν αλλθλεπιδρά με καμία από τισ πρωτεΐνεσ 
HSP90.1 και HSP90.3.  

Φο RBE κωδικοποιεί μία πρωτεΐνθ SUPERMAN (SUP)-like zinc-finger θ οποία κατζχει 
κακοριςτικό ρόλο ςτθν ανάπτυξθ των πετάλων του άνκουσ όπωσ και των ςεπάλων. Μακϊσ θ 
πρωτεΐνθ RBE ωαίνεται να μθν αλλθλεπιδρά με τισ πρωτεΐνεσ HSP90.1 και HSP90.3, 
ςφμωωνα με τα αποτελζςματα των αντιδράςεων αλλθλεπίδραςθσ, ο παρατθροφμενοσ 
ωαινότυποσ των LFY/RNAi ωυτϊν υποδθλϊνει πωσ οι HSP90 ενδεχομζνωσ να εμπλζκονται 
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ςε πρότερα ςτάδια τθσ άνκθςθσ, όπωσ ςτον κακοριςμό τθσ ταυτότθτασ των ανκικϊν 
οργάνων. 
 
 
4.3 Ιςτοχθμικι μελζτθ ζκφραςθσ γονιδίων με τθν χριςθ του ςυςτιματοσ αναφοράσ GUS 

΢πωσ ζχει ιδθ αναωερκεί, ζχουν καταςκευαςτεί διαγονιδιακζσ ςειρζσ 
χρθςιμοποιϊντασ τον ιςτο-ειδικό προαγωγζα Rac2/Rop7 μζςω των οποίων 
πραγματοποιικθκε ςτοχευμζνθ, χρονικά και αναπτυξιακά, καταςτολι των 
κυτταροπλαςματικϊν HSP90 γονιδίων. Θ χριςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ καταςκευισ 
αποςκοποφςε ςτθν μελζτθ του ρόλου του ςυςτιματοσ ςτθν εγκακίδρυςθ και λειτουργία 
του ΑΞΒ κακϊσ και ςτο μονοπάτι ανάπτυξθσ του αγωγοφ ιςτοφ. Θ ωαινοτυπικι ανάλυςθ 
τθσ RacRNAi 10H ςειράσ υπζδειξε πωσ θ μείωςθ των επιπζδων ζκωραςθσ των HSP90 μπορεί 
να επιωζρει ςθμαντικι απόκλιςθ του ωαινοτφπου από το ωυςιολογικό. Ζνα από τα 
ςθμαντικότερα ωαινοτυπικά χαρακτθριςτικά τθσ ςειράσ RacRNAi 10H, αποτελεί θ απουςία 
κεντρικοφ βλαςτοφ, δθλαδι θ ζλλειψθ κυριαρχίασ κορυωισ κακϊσ και θ αδυναμία 
ςτιριξθσ. Επιπροςκζτωσ τα ωυτά χαρακτθρίηονται από τθν παρουςία πολυάρικμων 
πλάγιων βλαςτϊν όπωσ και διπλϊν βλαςτϊν.   

Υτα πλαίςια κατανόθςθσ μερικϊν εκ των παρατθροφμενων ωαινοτφπων τθσ 
αποςιωπθμζνθσ ςειράσ RacRNAi 10H, το δεφτερο μζροσ τθσ εν λόγω μεταπτυχιακισ 
εργαςίασ αωορά ςτθν ιςτοχθμικι μελζτθ τθσ ζκωραςθσ δφο γονιδίων, των WUS και 
CYCLINB1;1. Φα γονίδια αυτά κεωρικθκε πωσ ενδεχομζνωσ εμπλζκονται ςτθν εμωάνιςθ των 
ωαινοτυπικϊν αυτϊν χαρακτθριςτικϊν κάτω από ςυνκικεσ ζλλειψθσ των HSP90. 
 
 
4.3.1 Μελζτθ τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου WUSCHEL (WUS) 

Σζραν του πλειοτροπικοφ ωαινοτφπου τθσ RacRNAi 10H ςειράσ, ζνα μεγάλο 
ποςοςτό των ωυτϊν αυτϊν δεν εκπτφςςουν κεντρικό βλαςτό άλλα παράγουν 
πολυάρικμουσ πλάγιουσ βλαςτοφσ (Ξεταπτυχιακι εργαςία Δθμοποφλου Αναςταςία). 
Μακϊσ λοιπόν, τα ωυτά τθσ RacRNAi 10H ςειράσ χαρακτθρίηονται από ζλλειψθ κυριαρχίασ 
κορυωισ, κεωρικθκε πικανι θ μθ ςωςτι λειτουργία του ακραίου μεριςτϊματοσ του 
βλαςτοφ (ΑΞΒ). Ωσ εκ τοφτου, κρίκθκε ςκόπιμθ θ μελζτθ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου WUS 
ςτθν ςειρά RacRNAi 10H, το οποίο κατζχει κυρίαρχο ρόλο ςτθ δθμιουργία και διατιρθςθ 
του ΑΞΒ. 

Φο γονίδιο WUS κωδικοποιεί για ζναν ομοιοδομικό (homeodomain) μεταγραωικό 
παράγοντα που είναι υπεφκυνοσ για τθν διατιρθςθ των αρχικϊν μεριςτωματικϊν 
κυττάρων ςε αδιαωοροποίθτθ κατάςταςθ, γεγονόσ που επιτρζπει τθν διατιρθςθ και 
ςυνεχι ομαλι λειτουργία του ΑΞΒ. Θ ζκωραςθ του γονιδίου WUS μελετικθκε μζςω τθσ 
προςζγγιςθσ τθσ ιςτοχθμικισ ανάλυςθσ τθσ μεταγραωικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα 
του γονιδίου, με τθν χριςθ του ςυςτιματοσ αναωοράσ GUS. Αρχικά, θ ζκωραςθ του 
γονιδίου εξετάςτθκε ςε νεαρά ωυτάρια τριϊν και πζντε θμερϊν και οι παρατθριςεισ των 
ωυτϊν και ςτισ δφο θλικίεσ ςυμωωνοφν. Υυγκεκριμζνα, τα αποτελζςματα ζδειξαν πωσ ςτον 
μάρτυρα θ ζκωραςθ του GUS ανιχνεφεται πολφ εντοπιςμζνα, ςτο κζντρο οργάνωςθσ του 
μεριςτϊματοσ, ενϊ ςτα ωυτά WUS::GUS/RacRNAi (10H) δεν ανιχνεφεται ζκωραςθ. 
Υθμειϊνεται, πωσ το παραπάνω ιςχφει τόςο για τα ωυτά WUS::GUS/RacRNAi (10H) που 
μεγάλωςαν ςε κρεπτικό μζςο χωρίσ αντιβιοτικό όςο και για εκείνα που αναπτφχκθκαν 
παρουςία αντιβιοτικοφ. 

Μακϊσ θ μελζτθ των ωυταρίων των τριϊν και πζντε θμερϊν υποδεικνφει τθν 
απουςία ζκωραςθσ του γονιδίου WUS ςτθν ςειρά RacRNAi 10H ςτο ςυγκεκριμζνο ςτάδιο 
ανάπτυξθσ, κρίκθκε ςκόπιμθ θ διερεφνθςθ τθσ ζκωραςισ του ςε μικρότερθσ θλικίασ ωυτά. 
Μάνοντασ χριςθ τθσ ίδιασ μεκόδου, τθσ ιςτοχθμικισ ανάλυςθσ GUS, ςκοπόσ ιταν ο 
περιοριςμόσ του αναπτυξιακοφ παρακφρου κατά το οποίο το γονίδιο WUS δεν εκωράηεται 
ςτθν εν λόγω ςειρά ωυτϊν. Είναι γωνςτό ότι το γονίδιο WUS ξεκινά να εκωράηεται από το 
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ςτάδιο του 16-κφτταρου προεμβρφου (Haecker et al., 2004). Επομζνωσ, επιλζχτθκαν άνκθ 
από ωυτά θλικίασ 41 θμερϊν, προκειμζνου να παρατθρθκεί θ ζκωραςθ τθσ GUS 
καταςκευισ ςτα ζμβρυα που βρίςκονταν ςτο εςωτερικό των υπζρων. Ζτςι, θ παρατιρθςθ 
των ανκζων WUS::GUS/RacRNAi (10H) ζδωςε τα ίδια αποτελζςματα με εκείνα των 
μαρτφρων κακϊσ ανιχνεφκθκε θ ζκωραςθ του WUS ςτα ζμβρυα. 

Θ μελζτθ του πρότυπου ζκωραςθσ του γονιδίου WUS ςε RacRNAi ωυτά θλικίασ επτά 
θμερϊν, υπζδειξε ότι δεν ανιχνεφονται WUS μεταγραωιματα ςτο ακραίο μερίςτωμα του 
βλαςτοφ (Διπλωματικι εργαςία Γεωργοποφλου Σαραςκευι). Αντίκετα, ςε ωυτά 19 θμερϊν 
ζχει δειχκεί ότι το WUS εκωράηεται και μάλιςτα ωαίνεται να προςεγγίηει τα ωυςιολογικά 
επίπεδα ζκωραςθσ (Ξεταπτυχιακι εργαςία Δθμοποφλου Αναςταςία). Υυνδυαςτικά, όλα τα 
παραπάνω καταλιγουν ςτο ςυμπζραςμα πωσ υπάρχει ζνα αναπτυξιακό παράκυρο, κατά το 
οποίο το γονίδιο WUS εκωράηεται ελάχιςτα ι και κακόλου ςτα ωυτά τθσ αποςιωπθμζνθσ 
ςειράσ RacRNAi 10Θ. Σριν και μετά το αναπτυξιακό αυτό παράκυρο ωαίνεται πωσ θ 
ζκωραςθ του WUS είναι ωυςιολογικι ι κοντά ςτα ωυςιολογικά επίπεδα. Υφμωωνα με τα 
μζχρι τϊρα δεδομζνα, το αναπτυξιακό ςτάδιο ςτο οποίο το WUS ςταματάει να εκωράηεται 
τοποκετείται μετά τον ςχθματιςμό του 16-κφτταρου προεμβρφου και πριν ι κατά τθν τρίτθ 
θμζρα μετά τθν βλάςτθςθ του ςπόρου. Επίςθσ, το αναπτυξιακό ςτάδιο ςτο οποίο το WUS 
ξεκινά και πάλι να εκωράηεται τοποκετείται μετά τθν ζβδομθ θμζρα και πριν ι κατά τθν 
δζκατθ ζνατθ θμζρα ανάπτυξθσ των ωυτϊν. 
 ΢πωσ γίνεται αντιλθπτό, θ διαταραχι τθσ ζκωραςθσ του WUS πικανότατα 
διαδραματίηει άμεςο ρόλο ςτθν εμωάνιςθ του ωαινοτφπου τθσ ζλλειψθσ κυριαρχίασ 
κορυωισ και ςτθν δυςλειτουργία που παρουςιάηει το κορυωαίο μερίςτωμα ςτα ωυτά 
RacRNAi 10H. Εντοφτοισ, ο μθχανιςμόσ ο οποίοσ είναι υπεφκυνοσ για τθν αλλοίωςθ των 
προτφπων ζκωραςθσ του WUS δεν ζχει ακόμα αποςαωθνιςτεί. Θ πρϊτθ εξιγθςθ που κα 
μποροφςε να δοκεί είναι πωσ οι HSP90 εμπλζκονται ςτο CLV-WUS-STM δίκτυο μεταγωγισ 
ςινιάλου. Είναι γνωςτό, πωσ ο κακοριςμόσ τθσ ταυτότθτασ των βλαςτικϊν κυττάρων 
εξαρτάται από τθ δράςθ των γονιδίων WUS και STM και πωσ θ διατιρθςθ τθσ ζκωραςθσ 
του ενόσ απαιτεί τθν φπαρξθ του άλλου. Θ δράςθ του WUS οδθγεί ςτον κακοριςμό ενόσ 
υποςυνόλου κυττάρων ωσ βλαςτικά κφτταρα, ενϊ θ δράςθ του STM καταςτζλλει τθν 
διαωοροποίθςθ τουσ προκειμζνου αυτά να διαιρεκοφν. Χωρίσ όμωσ τθν παρουςία ενόσ 
μθχανιςμοφ αρνθτικισ ανάδραςθσ (negative feedback loop), θ ςυνεχισ δράςθ των γονιδίων 
WUS και STM κα είχε ςαν αποτζλεςμα τθν υπζρμετρθ ςυςςϊρευςθ βλαςτικϊν κυττάρων 
ςτθν κεντρικι ηϊνθ. Επομζνωσ, θ διατιρθςθ ενόσ περιοριςμζνου αλλά ικανοφ αρικμοφ 
βλαςτικϊν κυττάρων ςτο αναπτυςςόμενο ΑΞΒ επιτυγχάνεται με ζναν μθχανιςμό αρνθτικισ 
ρφκμιςθσ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου WUS, το CLV ςφμπλοκο μεταγωγισ ςινιάλου το οποίο 
ρυκμίηει τθν ομοιόςταςθ του ΑΞΒ (Williams and Fletcher, 2005). Ξε βάςθ τα δεδομζνα 
αυτά, αν οι HSP90 εμπλζκονται ςτο δίκτυο CLV-WUS-STM κα ιταν πικανό να διαταραχκεί 
όλο το ςθματοδοτικό μονοπάτι ομοιόςταςθσ του ΑΞΒ ςε ςυνκικεσ ζλλειψθσ των HSP90, 
όπωσ παρατθρικθκε ςτα ωυτά RacRNAi 10H. Ενδεχομζνωσ θ φπαρξθ του αναπτυξιακοφ 
παρακφρου όπου δεν ανιχνεφεται ζκωραςθ του WUS, να οωείλεται ςτθν αυξθμζνθ 
ζκωραςθ τθσ καταςκευισ αποςιϊπθςθσ εξαιτίασ του προαγωγζα που χρθςιμοποιικθκε. 
 Ξία δευτερεφουςα ερμθνεία ςχετικά με τθν διαταραχι τθσ ζκωραςθσ του WUS κα 
μποροφςε να προκφψει από τον ρόλο που διαδραματίηει θ αυξίνθ ςτθν ζκωραςθ του. 
Χπάρχουν αρκετζσ βιβλιογραωικζσ αναωορζσ που ςυςχετίηουν τα επίπεδα κυτοκινίνθσ και 
αυξίνθσ με τθν επαγωγι τθσ ζκωραςθσ του WUS, μία εκ των οποίων υποδεικνφει πωσ θ 
δθμιουργία διαβάκμιςθσ αυξίνθσ και θ πολικι κατανομι του PIN1 είναι ηωτικισ ςθμαςίασ 
για τθ ρφκμιςθ τθσ ζκωραςθσ του WUS κατά τθ διάρκεια τθσ ςωματικισ εμβρυογζνεςθσ ςτο 
Arabidopsis (Su et al., 2009; Su et al., 2011). Επιπροςκζτωσ, ζχει βρεκεί πωσ τα επίπεδα 
ζκωραςθσ του γονιδίου PIN1 ςτθν ςειρά RacRNAi 10H είναι αρκετά μειωμζνα 
(Ξεταπτυχιακι εργαςία Δθμοποφλου Αναςταςία). Φο γονίδιο PIN1 κωδικοποιεί για ζναν 
μεταωορζα εκροισ αυξίνθσ και απαιτείται για τθν ζναρξθ και διατιρθςθ μιασ διαβάκμιςθσ 
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αυξίνθσ ςτα ωυτά κακϊσ εμπλζκεται ςτθν πολικι μεταωορά τθσ αυξίνθσ (Friml et αϊ., 2003). 
Μακϊσ λοιπόν, θ αποςιωπθμζνθ RacRNAi 10Θ ςειρά παρουςιάηει προβλιματα τόςο ςτθν 
μεταωορά των μθνυμάτων τθσ αυξίνθσ όςο και ςτθν αντίλθψθ των επιπζδων αυξίνθσ κα 
μποροφςε ενδεχομζνωσ αυτό να οδθγιςει ςτθν παρατθροφμενθ ελάττωςθ τθσ ζκωραςθσ 
του WUS. 
 Υυμπεραςματικά, και τα δφο ανωτζρω ενδεχόμενα κα μποροφςαν εν δυνάμει να 
ςυνειςωζρουν ςτθν αποδιοργάνωςθ του ακραίου μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ και ςτθν 
εμωάνιςθ του ωαινοτφπου τθσ ζλλειψθσ κυριαρχίασ κορυωισ τθσ RacRNAi 10Θ ςειράσ, 
μζςω τθσ διατάραξθσ του προτφπου ζκωραςθσ του γονιδίου WUS. 
 
 
4.3.1.α Μελζτθ τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου WUS ςε 
ζμβρυα LFY/RNAi 

Φαινοτυπικζσ αναλφςεισ που ζχουν πραγματοποιθκεί ςτισ ςειρζσ LFY/RNAi 
καταλιγουν ςτο ςυμπζραςμα πωσ τα ωυτά αυτά εκτόσ από τθν δυςλειτουργία και τθν 
αποδιοργάνωςθ που εμωανίηουν ςτθν διαδικαςία τθσ άνκθςθσ, ωαίνεται να 
αντιμετωπίηουν προβλιματα και ςτθν ανάπτυξι τουσ. Ωσ εκ τοφτου, αποωαςίςτθκε και ςε 
αυτά τα ωυτά θ μελζτθ τθσ ζκωραςθσ του γονιδίου WUS με τθν χριςθ του ςυςτιματοσ 
αναωοράσ GUS. Υυνεπϊσ, για τον ςκοπό αυτό, επιλζχτθκαν άνκθ από ωυτά θλικίασ 28 
θμερϊν, προκειμζνου να παρατθρθκεί θ ζκωραςθ τθσ GUS καταςκευισ ςτα ζμβρυα που 
βρίςκονταν ςτο εςωτερικό των υπζρων. Για το ςυγκεκριμζνο πείραμα χρθςιμοποιικθκε θ 
ςειρά LFY/RNAi 10.141. Φα αποτελζςματα των παρατθριςεων υποδθλϊνουν πωσ αντίκετα 
με τον μάρτυρα, ςτον οποίο καταγράωθκε ζκωραςθ τθσ καταςκευισ GUS ςτα ζμβρυα των 
γονιμοποιθμζνων υπζρων, ςτα άνκθ των ωυτϊν WUS::GUS/LFY-RNAi (10.141) δεν 
εντοπίςτθκε ζκωραςθ του γονιδίου αναωοράσ GUS. 
 Σροκειμζνου να διαλευκανκεί το αν ευκφνεται θ θλικία των ωυτϊν ι αν υπάρχει 
ενδεχόμενθ εμπλοκι των HSP90 ςτθν απουςία ζκωραςθσ του γονιδίου WUS κα πρζπει να 
πραγματοποιθκοφν επιπλζον πειράματα. 
 
 
4.3.2 Μελζτθ τθσ μεταγραφικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του γονιδίου CYCLINB1:1 

Σζρα από τθν ποικιλία των ωαινοτφπων που παρουςιάηει θ ςειρά RacRNAi 10H, ζχει 
διαπιςτωκεί ςε γενικι κλίμακα πωσ τα ωυτά αυτά ζχουν μικρότερο φψοσ ςε ςφγκριςθ με τα 
ωυτά αγρίου τφπου. Ματά ςυνζπεια, ςτθν προςπάκεια διερεφνθςθσ του παρατθροφμενου 
ωαινοτφπου των ωυτϊν RacRNAi(10H), κεωρικθκε ενδιαωζρον να ελενχκεί ακόμα μία 
παράμετροσ, το πρότυπο των κυτταρικϊν διαιρζςεων ςε νεαρά ωυτάρια. Θ μελζτθ των 
κυτταροδιαιρζςεων, πραγματοποιικθκε εωαρμόηοντασ τθνν μεκόδο τθσ ιςτοχθμικισ 
ανάλυςθσ GUS για τθν ανάλυςθ τθσ μεταγραωικισ δραςτθριότθτασ του προαγωγζα του 
γονιδίου τθσ κυκλίνθσ Β1. 
 Θ κυκλίνθ Β1 (CYCLIN B1), είναι μία ρυκμιςτικι πρωτεΐνθ θ οποία κατά τθν διάρκεια 
του κυτταρικοφ κφκλου ςε ςφμπλοκο με τθν κυκλινο-εξαρτϊμενθ κινάςθ CDC2 (ι αλλιϊσ 
CDK1) ελζγχει τθν μετάβαςθ από τθν μεςόωαςθ ςτθν διαίρεςθ, δθλαδι από τθν ωάςθ G2 
ςτθ ωάςθ M.  
 Θ ζκωραςθ του γονιδίου CYCLINB1;1 εξετάςτθκε ςε νεαρά ωυτάρια τριϊν και πζντε 
θμερϊν. Υτα ωυτά FA4C/RacRNAi (10H) των τριϊν θμερϊν (είτε μεγάλωςαν παρουςία είτε 
απουςία αντιβιοτικϊν) θ ζκωραςθ τθσ GUS καταςκευισ εντοπίςτθκε, όπωσ αναμενόταν, ςε 
περιοχζσ με ζντονθ δραςτθριότθτα κυτταροδιαιρζςεων όπωσ οι περιοχζσ των 
μεριςτωμάτων του βλαςτοφ και τθσ ρίηασ, οι κοτυλθδόνεσ κακϊσ αυτζσ αναπτφςςονταν και 
περιοχζσ του υποκοτυλίου από όπου ςυχνά εκπτφςςονταν μετζπειτα οι δευτερογενείσ ρίηεσ 
του ωυτοφ. Υυγκριτικά όμωσ με τον μάρτυρα, ςτα ωυτά FA4C/RacRNAi (10H) τα οποία 
μεγάλωςαν απουςία αντιβιοτικϊν θ χρϊςθ εμωανιηόταν περιςςότερο διάχυτθ ςτισ 
περιοχζσ των κοτυλθδόνων και του μεριςτϊματοσ τθσ ρίηασ. Υτα μεγαλφτερα ωυτά τα 
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πρότυπα ζκωραςθσ των ςειρϊν άλλαξαν κυρίωσ όςον αωορά τα ωυτά που μεγάλωςαν 
παρουςία αντιβιοτικϊν κακϊσ βρίςκονταν ςε προγενζςτερο ςτάδιο ανάπτυξθσ ςε ςχζςθ με 
τον μάρτυρα και θ ςυςςϊρευςθ χρϊςθσ ιταν μειωμζνθ. Μαι πάλι τα ωυτά FA4C/RacRNAi 
(10H) τα οποία μεγάλωςαν απουςία αντιβιοτικϊν παρουςίαςαν ζνα πρότυπο χρϊςθσ 
περιςςότερο διάχυτο ςτθν επιωάνεια του νζου ηεφγουσ ωφλλων και ςτο μερίςτωμα τθσ 
ρίηασ ςυγκριτικά με τον μάρτυρα. 
 Φα δεδομζνα αυτά δείχνουν πωσ ςτα ωυτά FA4C/RacRNAi (10H) το πρότυπο 
ζκωραςθσ τθσ καταςκευισ GUS παρουςίαςε ζνα εφροσ ωιανοτφπων. Επιπλζον, κακϊσ τα 
ωυτά ολοκλιρωναν τθν ανάπτυξθ των κοτυλθδόνων ωαίνεται πωσ κακυςτεροφςαν να 
ειςζλκουν ςτο επόμενο αναπτυξιακό ςτάδιο τθσ ζκπτυξθσ του πρϊτου ηεφγουσ ωφλλων.  
  Υυνοψίηοντασ, όλα τα ανωτζρω δεδομζνα ςυνδυαςτικά καταδεικνφουν μία 
γενικευμζνθ εμπλοκι των κυτταροπλαςματικϊν HSP90 πρωτεϊνϊν ςε κομβικζσ διαδικαςίεσ 
κακϋόλθ τθν πορεία τθσ ανάπτυξθσ των ωυτϊν. Αναλυτικότερα, τα ευριματα μασ 
επιςθμαίνουν τον εξζχοντα ρόλο που διαδραματίηουν οι HSP90 πρωτεΐνεσ ςτο μθχανιςμό 
τθσ άνκθςθσ που κεμελιϊνεται δια μζςω τθσ αλλθλεπίδραςθσ των HSP90 με ζνα κεντρικό 
ρυκμιςτικό μόριο τθσ άνκθςθσ, τθν πρωτεΐνθ TFL2. Επιπλζον, διαπιςτϊκθκε πωσ θ μείωςθ 
των επιπζδων των HSP90 οδιγθςε ςτθν εμωάνιςθ ενόσ αναπτυξιακοφ παρακφρου, κατά το 
οποίο το γονίδιο WUS εκωράηεται ελάχιςτα ι και κακόλου με αποτζλεςμα τθν 
αποδιοργάνωςθ του ακραίου μεριςτϊματοσ του βλαςτοφ και τθν εμωάνιςθ του 
ωαινοτφπου τθσ ζλλειψθσ κυριαρχίασ κορυωισ. ΢πωσ γίνεται αντιλθπτό, το ςφςτθμα HSP90 
κατζχει ρόλο κεμελιϊδουσ ςθμαςίασ και αςκεί ρφκμιςθ ευρείασ κλίμακασ από τα πρϊτα 
κιόλασ ςτάδια τόςο ςτθν βλαςικι όςο και ςτθν αναπαραγωγικι ανάπτυξθ των ωυτϊν. 
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