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"The Secret Life Of Plants"  
 

I can't conceive the nucleus of all 
Begins inside a tiny seed 

And what we think as insignificant 
Provides the purest air we breathe 

 
But who am I to doubt or question the inevitable being 

For these are but a few discoveries  
We find inside the Secret Life of Plants 

 
A species smaller than the eye can see 

Or larger than most living things 
And yet we take from it without consent 

Our shelter, food, habiliment 
 

But who am I to doubt or question the inevitable being 
For these are but a few discoveries  

We find inside the Secret Life of Plants 
 

But far too many give them in return  
A stomp, cut, drown, or burn 

As is they're nothing 
But if you ask yourself where would you be 

Without them you will find you would not 
 

And some believe antennas are their leaves 
That spans beyond our galaxy 

They've been, they are and probably will be 
Who are the mediocrity 

 
But who am I to doubt or question the inevitable being 

For these are but a few discoveries  
We find inside the Secret Life of Plants 

For these are but a few discoveries  
We find inside the Secret Life of Plants 

 

“Stevie Wonder” 





ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η παρούσα διατριβή αποδεικνύει ότι το πυρηνικό γονίδιο AtLOn1 περιέχει δύο 

ενάρξεις της µετάφρασης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο κωδικοποιώντας για δύο ισόµορφα. 
Το πλασιδιακό ισόµορφο Lon1L που ξεκινά στην πρώτη Μεθειονίνη και το µιτοχονδριακό 
ισόµορφο Lon1S το οποίο ξεκινά στη Μεθειονίνη 46. In vivo µικροσκοπία φθορισµού του 
AtLon1 γονιδίου σε σύντηξη µε το YFP έδειξε ότι συµβαίνει ολίσθηση του µηχανισµού 
σάρωσης του ριβοσώµατος στην περιοχή του πρώτου AUG, οδηγώντας σε εναλλακτική 
έναρξη της µετάφρασης στο δεύτερο κωδικόνιο έναρξης. Επίσης παρουσιάζεται ρύθµιση και 
σε µεταγραφικό επίπεδο αφού υπάρχει και εναλλακτική έναρξη της µεταγραφής σε 
συνδυασµό µε την ανάπτυξη ή περιβαλλοντικές συνθήκες. Το γονίδιο AtLon1 επιτυχώς 
συµπλήρωσε το φαινότυπο του µεταλλάγµατος Pim1 στη ζύµη ανεξάρτητα του πεπτιδίου 
οδηγού. Ακόµη, το πεπτίδιο οδηγός του AtLon1 είναι αρκετα συντηρηµένο και σε άλλους 
φυτικούς οργανισµούς. 

Οι πρωτεΐνες που περιέχουν το τµήµα PORR (Plant Organelle RNA Recognition) 
εµπλέκονται στο µάτισµα των πλαστιδιακών γονιδίων της οµάδας ΙΙ. Το γονίδιο Leukothea1 
περιέχει το τµήµα PORR και είναι αναγκαίο την ανάπτυξη του εµβρύου. Το µετάλλαγµα 
leuko1-1 εµφανίζει λευκές κοτυληδόνες, ενώ η ολική έλλειψη της πρωτεΐνης οδηγεί στη 
θνησιµότητα του εµβρύου, όπως εµφανίζεται στο µετάλλαγµα leuko1-2. Η πρωτεΐνη Leuko1 
έχει πεπτίδιο οδηγό για τον χλωροπλάστη, αλλά και σινιάλα εισόδου και εξόδου από τον 
πυρήνα, τα NLS και NES αντίστοιχα.  Μικροσκοπική ανάλυση των κατασκευών του γονιδίου 
µε YFP έδειξε ότι η πρωτεΐνη µπορεί να τοποθετείται στον πυρήνα, αλλά και στον 
χλωροπλάστη και µάλιστα διακινούµενη από τον πυρήνα στον χλωροπλάστη. Ο φαινότυπος 
του µεταλλάγµατος leuko1-1 οφείλεται στην έλλειψη της πρωτεΐνης από τον πυρήνα. Για 
αυτό το λόγο, η αποκλειστική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα συµπλήρωσε 
το φαινότυπο του µεταλλάγµατος leuko1-1. 

 Η παρούσα διατριβή παρέχει πληροφορίες και αποτελέσµατα που έχουν να 
κάνουν µε τους µηχανισµούς τοποθέτησης και λειτουργίας των γονιδίων Lon1 και Leukothea 
αναφορικά της ανάπτυξης του φυτικού σώµατος. Η πολλαπλή επανοτοποθέτηση των 
παραπάνω πρωτεϊνών παρέχει ένα εξελιγµένο δίκτυο σηµατοδότησης µέσα στο φυτό έναnτι 
της ανάπτυξη ή και των περιβαλλοντικών συνθηκών που επικρατούν. 

 



ABSTRACT 
Cellular homeostasis and survival relies on components of protein quality control 

mechanism including chaperones for proper folding of non-native polypeptides and proteases 
to eliminate the irreparably damaged proteins. In bacteria and eukaryotic organelles the ATP-
dependent Lon protease plays a critical role in the removal of oxidised proteins and hence 
prevents cumulative damage by deleterious degradation-resistant aggregates. This report 
demonstrates that nuclear AtLon1 gene contains two in-frame translation initiation codons 
encoding for a long plastidial isoform (Lon1L) starting at Met1 and a short mitochondrial 
targeted isoform (Lon1S) starting at Met46. In vivo fluorescence microscopy of AtLon1 N-
terminal deletion variants fused to YFP revealed leaky ribosome scanning around the first 
AUG, which deviates extensively from the optimum Kozak consensus, leading to alternative 
translation initiation at the second initiation codon. Additional complexity results from 
differential selection of transcription start sites (TSS) depending on tissue specificity and 
stress-response. The TSS for Lon1S devoid of the first AUG context is predominant, whereas 
the upstream TSS containing the two in-frame AUGs is highly expressed only in leaves and 
under shortage of light. The twin N-terminal presequences of AtLon1 are highly conserved 
among various plant species. Interestingly, AtLon1 successfully complemented the 
mitochondrial mutant phenotype of the yeast PIM1 gene homolog through an AUG context-
dependent but N-terminal targeting domain independent mechanism. In line with the widely-
held theory that dual-targeted condition is a gain-of-function derived from gene duplication, 
the AtLon1 twin presequences may represent an intermediate in the evolution of dual-
targeting affecting post-germinative growth. 

Recent studies have shown that proteins containing the PORR (Plant Organelle 
RNA Recognition) domain are implicated in group II intron splicing mechanism of chloroplast 
encoded genes. Leukothea1 gene that contains the PORR domain is necessary for embryo 
development. The leuko1-1 mutant allele caused by single nucleotide change of G to A 
resulting in amino acid substitution of Glycine 373 to Aspartic acid. The leuko1-1 seedlings 
have typical white-cotyledon phenotype. The total loss of Leukothea1 function in leuko1-2 
mutant alleles results in embryo arrest upon transition from the globular to the heart-stage 
embryo.  In silico analysis has shown that Leuko1 protein has a putative transit peptide for 
chloroplast targeting and signals for nuclear localization NLS and export NES. Microscopic 
analysis of Leuko1 gene constructs fused to YFP confirmed the dual targeting properties of 
Leuko1 to both chloroplasts and the nucleus. Furthermore, the Leuko1 roadmap to the 
nucleus and back to the cytoplasm from the nucleus depends on the Importin1α and 
Exportin1 mechanisms, respectively. The leuko1-1 phenotype results from the disturbed 
equilibrium of the protein in the nucleus due to enhanced protein export. Therefore, the 
truncated version of Leuko1 protein missing the transit peptide at the N-terminus 
complements the leuko1-1 phenotype, highlighting the crucial role of Leuko1 in the nucleus. 
Leuko1 protein targeting to the nucleus is associated with the mRNA processing and splicing 
of nuclear-encoded genes targeted to the chloroplasts.  

This study provides information regarding the mechanisms of two nuclear-encoded 
proteins translocation to distinct subcellular compartments. Plant organelles originate for 
endosymbiosys of bacteria in the primitive eukaryotic cell. During the course of evolution 
organellar targeting proteins encoded by the nuclear genome involved in fundamental 
biological processes including mRNA processing/splicing (Leukothea1) or protein processing 
(Lon1) mechanisms, attained dual-targeting properties. These features for multi sub-cellular 
localization provide a sophisticated network for plant signaling response to environmental or 
developmental cues.    

 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Περιεχόµενα 
ABSTRACT .................................................................................................................................. 7 



Περιεχόμενα ............................................................................................................................. 9 

1.Εισαγωγή ............................................................................................................................. 16 

1.1 Ο ρόλος της βιογένεσης των οργανιδίων στους μοριακούς  μηχανισμούς ανάπτυξης των 

φυτών ..................................................................................................................................... 16 

1.2.1 Μηχανισμοί πρωτεόλυσης στα φυτά ............................................................................ 17 

1.2.1.a Πρωτεάσωμα και πρωτέασες που τοποθετούνται στα οργανίδια των φυτών ..... 17 

1.2.1.b Σύστημα πρωτεόλυσης  Clp .................................................................................... 18 

1.2.1.c Σύστημα πρωτεόλυσης  FtsH .................................................................................. 18 

1.2.1.d Σύστημα πρωτεόλυσης  Lon ................................................................................... 19 

1.2.2 Η πρωτεάση Lon στα φυτά ............................................................................................ 22 

1.2.3 Τα μεταλλάγματα lon1 .................................................................................................. 22 

1.2.3.a Τα μιτοχόνδρια των μεταλλαγμάτων lon1 παρουσιάζουν ανώμαλη μορφολογία 23 

1.2.3.b Η πρωτεάση AtLon1 ανήκει στην υπεροικογένεια ΑΑΑ
+
 ....................................... 25 

1.3.1 Εμβρυογένεση στο φυτό Arabidopsis thaliana ............................................................. 26 

1.3.2 Τα βασικά χαρακτηριστικά ενός ώριμου φυτού καθιερώνονται κατά τη διάρκεια της 

Εμβρυογένεσης....................................................................................................................... 28 

1.3.3 Τα Κύτταρα Αποκτούν Ταυτότητες Ιστών ως Αποτέλεσµα Εξειδικευμένης Γονιδιακής 

Έκφρασης ................................................................................................................................ 29 

1.3.4 Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού .............................................................. 30 

1.3.4.a Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που κωδικοποιούνται από το 

πλαστιδιακό DΝΑ................................................................................................................ 30 

1.3.4.b Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού μηχανισμού που κωδικοποιούνται από το 

πυρηνικό DΝΑ ..................................................................................................................... 31 

1.3.5 Πρωτεΐνες πολλαπλής τοποθέτησης μέσα στο κύτταρο ............................................... 32 

1.3.6 Δυαδική τοποθέτηση de novo σύνθεσης πρωτεϊνών ................................................... 33 

1.3.7 Οι πρωτεΐνες διπλής τοποθέτησης σε οργανίδια και πυρήνα συμμετέχουν στη 

σταθερότητα του DNA και την έκφραση γονιδίων ................................................................ 35 

1.4.1 Η μετάλλαξη leukothea1 ............................................................................................... 37 

1.4.1.a Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του μεταλλάγματος leukothea1-1 ......................... 37 

1.4.1.b Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του αλληλόμορφου leukothea1-2 ......................... 41 



1.4.2 Η πρωτεΐνη LEUKO1 περιέχει το τμήμα DUF860 ή PORR ..............................................44 

1.4.3 Το τμήμα PORR εντοπίζεται μόνο σε γονίδια φυτικών οργανισμών ............................44 

1.5.1 Σκοπός της ερευνητικής μελέτης ...................................................................................47 

2. Υλικά & Μέθοδοι ................................................................................................................50 

2.1 Φυτικό υλικό .....................................................................................................................50 

2.2 Συνθήκες καλλιέργειας Arabidopsis thaliana και Nicotiana benthamiana ......................50 

2.3 Πρωτόκολλο απομόνωσης ολικού RNA από σπορόφυτα Arabidopsis thaliana ..............50 

2.4 Πρωτόκολλο απομόνωσης ολικού RNA από έμβρυα Arabidopsis thaliana .....................51 

2.5 Πρωτόκολλο απομόνωσης γονιδιωματικού DNA από Arabidopsis .................................51 

2.6 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) .....................................................................52 

2.6.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) ..............................................................52 

2.6.2 PCR αποικιών. ............................................................................................................53 

2.6.3 RT-PCR ........................................................................................................................53 

2.7 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) ....................................................................55 

2.8 Ανάλυση δεσοξυριβονουκλεϊνικών οξέων (DNA) ............................................................55 

2.9 Απομόνωση και καθαρισμός κλασμάτων DNA από πηκτή αγαρόζης ..............................56 

2.10 Ενοποίηση τμημάτων με κολλώδη άκρα ........................................................................57 

2.11 Βακτηριακά κύτταρα και μετασχηματισμός ...................................................................57 

2.11.1 Προετοιμασία δεκτικών βακτηριακών κυττάρων Escherichia coli. .........................57 

2.11.2 Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων Escherichia coli με πλασμιδιακό DNA. .....58 

2.11.3 Μετασχηματισμός βακτηριακών κυττάρων Agrobacterium tumefaciens με 

ηλεκτροπόρωση. .................................................................................................................58 

2.12 Αποθήκευση για μεγάλα χρονικά διαστήματα βακτηριακών κυττάρων .......................59 

2.13 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από κύτταρα Escherichia coli .....................................59 

2.13.1 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με την μέθοδο της αλκαλικής λύσης. .................59 

2.13.2 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με την βοήθεια κoλώνας QIAGEN. .....................59 

2.14 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από Αgrobacterium tumefaciens ...............................60 

2.15 Πέψη νουκλεϊνικών οξέων με ενδονουκλεάσες περιορισμού .......................................60 

2.16 Μετασχηματισμός Αrabidopsis thaliana ........................................................................60 



2.16.1 Μέθοδος διείσδυσης με εφαρμογή κενού σε ολόκληρα φυτά Αrabidopsis. ......... 60 

2.16.2 Ανάπτυξη φυτών και διείσδυση με κατάλληλο στέλεχος Agrobacterium. ............. 61 

2.16.3 Επιλογή των μετασχηματισμένων φυτών της Τ1 γενιάς. ........................................ 61 

2.17 YFP Απεικόνιση ............................................................................................................... 62 

2.18 Πολλαπλή ευθυγράμμιση ακολουθιών και φυλογενετική ανάλυση ............................. 62 

2.19 Χειρισμός κυττάρων ζύμης ............................................................................................. 63 

2.19.1 Μετασχηματισμός κυττάρων ζύμης. ....................................................................... 63 

2.19.2 Επιλογή και δοκιμή των μετασχηματισμένων κυττάρων. ....................................... 63 

2.19.3 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA από κύτταρα ζύμης. ............................................ 63 

2.19.4 Παροδική έκφραση σε φύλλα καπνού. ................................................................... 64 

2.20 Αποσιώπηση των γονιδίων Importin α1/α2 στον καπνό μέσω VIGS (Virus Induced Gene 

Silencing) ................................................................................................................................. 65 

2.21 Απομόνωση πρωτοπλαστών .......................................................................................... 65 

2.22 Χειρισμός μετασχηματισμένων πρωτοπλαστών με Λεπτομυκίνη B (Leptomycin B, LMB)

 ................................................................................................................................................ 66 

2.23 Υδατικά διαλύματα και θρεπτικά μέσα βακτηριακών κυττάρων και φυτών. ............... 66 

2.23.1 Διαλύματα ανάπτυξης βακτηρίων - σχετικά αντιδραστήρια. ................................. 66 

2.23.2 Διαλύματα ενζύμων και απομόνωσης πλασμιδιακού  DNA. .................................. 66 

2.23.3 Διαλύματα απομόνωσης γονιδιωματικού DNA ...................................................... 67 

2.23.4 Διαλύματα ηλεκτροφόρησης .................................................................................. 67 

2.23.5 Διαλύματα και θρεπτικά μέσα ιστοκαλλιέργειας και μετασχηματισμού φυτών ... 67 

2.23.6 Διαλύματα παροδικής έκφρασης στα φύλλα καπνού ............................................ 67 

2.23.7 Διαλύματα απομόνωσης πρωτοπλαστών ............................................................... 67 

2.24 Κατασκευές και Κλωνοποιήσεις ..................................................................................... 68 

2.25 Προγράμματα νευρωνικών δικτύων πρόβλεψης τοποθέτησης πρωτεϊνών ................. 71 

2.25 Προγράμματα Βιοπληροφορικής ................................................................................... 71 

3. Αποτελέσματα .................................................................................................................... 74 



3.a H πολυπλοκότητα της AtLon1 πρωτεάσης στη δυαδική τοποθέτησή της στους 

χλωροπλάστες και τα μιτοχόνδρια με τη διαφορική χρήση δύο κωδικονίων έναρξης της 

μετάφρασης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο ..........................................................................74 

3.a.1 Το γονίδιο AtLon1 παρουσιάζει εναλλακτική έναρξη της μετάφρασης εξαιτίας δύο 

κωδικονίων έναρξης της μετάφρασης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο ..................................74 

3.a.2 Διαφορική επιλογή θέσεων έναρξης της μεταγραφής..................................................81 

3.a.3 H N-τελική περιοχή του γονιδίου Lon1 διατηρείται εξελικτικά μεταξύ των φυτικών 

οργανισμών.............................................................................................................................85 

3.a.4 Η νουκλεοτιδική ακολουθία στην περιοχή του δεύτερου AUG είναι λειτουργική στη 

ζύμη .........................................................................................................................................88 

3.b Μελέτη των μηχανισμών υποκυτταρικής τοποθέτησης και λειτουργίας της πρωτεΐνης 

Leuko1 στην ανάπτυξη του φυτού Arabidopsis thaliana .......................................................89 

3.b.1 Η αμινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης Leuko1 και τα σινιάλα υποκυτταρικής 

τοποθέτησης ...........................................................................................................................90 

3.b.2 Τα γονίδια του φυτού Arabidopsis thaliana που φέρουν το τμήμα PORR αποτελούν 

μια υπεροικογένεια ................................................................................................................93 

3.b.3 H πρωτεΐνη Leuko1 τοποθετείται στα νουκλεοειδή του χλωροπλάστη και στον πυρήνα 

του κυττάρου ..........................................................................................................................95 

3.b.4 Η τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα καθορίζεται από σινιάλα NLS μέσω 

του συστήματος της ιμπορτίνης-α .........................................................................................96 

3.b.5 Η μετάλλαξη leuko1 ενισχύει την έξοδο της πρωτεΐνης από τον πυρήνα ....................98 

3.b.6 Η έξοδος της πρωτεΐνης Leuko1 από τον πυρήνα αναστέλλεται από τη λεπτομυκίνη Β

 ..............................................................................................................................................101 

3.b.7 Η αποκλειστική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα συμπληρώνει το 

φαινότυπο της μετάλλαξης leuko1-1 ....................................................................................103 

3.b.8 Το επίπεδα έκφρασης των χλωροπλαστικών γονιδίων PsbB, PetB και PetD είναι 

χαμηλό στο μετάλλαγμα leuko1-1 ........................................................................................104 

3.b.9 Το μάτισμα γονιδίων του πυρήνα στο μετάλλαγμα leuko1-2 δεν είναι λειτουργικό .106 

4. Συζήτηση ...........................................................................................................................110 

4.a.1 Η πρωτεάση Lon1 τοποθετείται στα μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες εξαιτίας 

μερικής ολίσθησης ριβοσωμάτων κατά τη σάρωση του μεταγραφήματος ........................110 

4.a.2 Η δυαδική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Lon1 καθορίζεται από ένα δυναμικό σύστημα 

απόκρισης .............................................................................................................................112 



4.a.3 H δυαδική ακολουθία οδηγών-συνθήματος της πρωτεΐνης Lon1 πιθανώς σχετίζεται με 

ένα μεταβατικό εξελικτικό στάδιο ....................................................................................... 113 

4.b.1 Το γονίδιο Leukothea1 ανήκει στην οικογένεια των γονιδίων που περιέχουν το τμήμα 

PORR ..................................................................................................................................... 115 

4.b.2 Η πρωτεΐνη LEUKO1 τοποθετείται στο χλωροπλάστη αλλά μετακινείται εντός και εκτός 

του πυρήνα ........................................................................................................................... 115 

4.b.3 Η αποκλειστική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα συμπληρώνει το 

φαινότυπο της μετάλλαξης leuko1-1 ................................................................................... 116 

4.b.4 Πιθανός ρόλος της πρωτεΐνης Leuko1 ........................................................................ 116 

5. Βιβλιογραφία .................................................................................................................... 119 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1.Εισαγωγή 
 
1.1 Ο ρόλος της βιογένεσης των οργανιδίων στους µοριακούς  µηχανισµούς 
ανάπτυξης των φυτών 

Εξαιτίας της ενδοσυµβίωσης µε τα α-πρωτεοβακτήρια και τα κυανοβακτήρια,  τα 
ευκαρυωτικά κύτταρα απόκτησαν τα µιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες, µε αποτέλεσµα τη 
διαφοροποίηση των βιοενεργειακών και βιοσυνθετικών µηχανισµών οι οποίοι είναι 
απαραίτητοι για την οµαλή λειτουργία των κυττάρων (Dyall et al., 2004). Στη διάρκεια της 
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εξέλιξης, οι ενδοσυµβιώτες έχασαν µεγάλο µέρος του γονιδιώµατος τους, το οποίο 
µεταφέρθηκε στον πυρήνα του κυττάρου, χάνοντας έτσι την αυτονοµία τους µε αποτέλεσµα 
να διαφοροποιηθούν στα οργανίδια έχοντας πλέον διακριτούς ρόλους στη φυσιολογία του 
κυττάρου (Dyall et al., 2004).  

Οι λειτουργίες των µιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών εξαρτώνται κυρίως από 
πρωτεΐνες που συντίθενται στο κυτταρόπλασµα και κωδικοποιούνται από τον πυρήνα. Έχει 
υπολογισθεί ότι το πρωτέοµα των µιτοχονδρίων και των χλωροπλαστών αποτελείται από 
2000 και 2700 πρωτεΐνες, αντίστοιχα (Millar et al., 2006). Τα φυτικά κύτταρα έχουν 
διαχωρίσει τη φωτοσύνθεση, την οξειδωτική φωσφορυλίωση και γενικότερα ένα µεγάλο 
αριθµό άλλων πρωτογενών βιοχηµικών µονοπατιών ανάµεσα στα µιτοχόνδρια και τους 
χλωροπλάστες. Αυτός ο διαχωρισµός είναι κρίσιµος για τη διατήρηση όλων των 
φυσιολογικών και βιοχηµικών ιδιοτήτων του κυττάρου, προκειµένου τα κύτταρα να βρίσκονται 
σε οµοιόσταση κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των φυτικών ιστών. Γίνεται εύκολα 
αντιληπτό, ότι οι πρωτεΐνες πρέπει να κωδικοποιούνται και να τοποθετούνται στα οργανίδια 
υπό τον έλεγχο πολύπλοκων µηχανισµών οι οποίοι καθορίζονται από φυσιολογικούς, 
περιβαλλοντικούς και αναπτυξιακούς παράγοντες. Μέρος αυτών των µηχανισµών είναι και η 
επικοινωνία µεταξύ πυρήνα και οργανιδίων η οποία είναι πολύ κρίσιµη ώστε να επέλθει η 
άµεση απόκριση στα περιβαλλοντικά και αναπτυξιακά ερεθίσµατα.  

Η µελέτη των µηχανισµών διακίνησης των πρωτεϊνών  ανάµεσα στα οργανίδια και 
τον πυρήνα, παράλληλα µε την ανάλυση των περιβαλλοντικών και αναπτυξιακών 
παραγόντων, καθίσταται εξαιρετικά σηµαντική προκειµένου να κατανοηθεί ο ρόλος της 
βιογένεσης και λειτουργίας των οργανιδίων στην ανάπτυξη των φυτών. 

Στην παρούσα µελέτη αναλύονται διεξοδικά οι µηχανισµοί που διέπουν τη 
σύνθεση, τοποθέτηση και λειτουργία δύο πρωτεϊνών µέσα στο κύτταρο, αναφορικά της 
ανάπτυξης του φυτού Arabidopsis thaliana. H πρώτη είναι η Lon πρωτεάση, η οποία 
κωδικοποιείται στον πυρήνα και τοποθετείται στα οργανίδια. Ο ρόλος της είναι η 
πρωτεόλυση των µη φυσιολογικών πρωτεϊνών µέσα στα οργανίδια κάτω από ιδιαίτερες 
περιβαλλοντικές και αναπτυξιακές συνθήκες. Η  δεύτερη πρωτεΐνη που µελετήθηκε, είναι η 
Leukothea η οποία περιέχει τµήµα αναγνώρισης και πρόσδεσης σε οργανιδιακό RNA.  Η 
πρωτεΐνη Leukothea είναι ζωτικής σηµασίας στην εµβρυογένεση του φυτού και υπάρχουν 
ενδείξεις ότι συµµετέχει στο µάτισµα των οργανιδιακών ιντρονίων, ενώ παράλληλα έχει τη 
δυνατότητα να τοποθετείται και στον πυρήνα του κυττάρου.  

 
 

1.2.1 Μηχανισµοί πρωτεόλυσης στα φυτά 
 

1.2.1.a Πρωτεάσωµα και πρωτέασες που τοποθετούνται στα οργανίδια των φυτών 
Στο σύνολο τους οι βιολογικές ενδοκυτταρικές λειτουργίες βασίζονται στην 

οµoιόσταση και στην ανακύκλωση των πρωτεϊνών. Η µοίρα των πρωτεϊνών καθορίζεται από 
τη ρυθµιζόµενη βιοσύνθεση νέων πολυπεπτιδίων και την εξειδικευµένη αποδόµηση των 
προυπάρχοντων πρωτεϊνικών µορίων. Το 26S πρωτεάσωµα παίζει σηµαντικό ρόλο στην 
αποδόµηση των πρωτεϊνών, απαλείφοντας ένζυµα που δεν χρειάζονται και 
αποσυναρµολογώντας ρυθµιστικά δίκτυα που προυπάρχουν (Hershko and Ciechanover, 
1998). Αυτός ο πρωτεολυτικός µηχανισµός ρυθµίζει και συντονίζει την ανάπτυξη των φυτών 
επηρεάζοντας την εµβρυογένεση, τη φωτοµορφογένεση, την ανάπτυξη του άνθους, τον 
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κιρκαδικό ρυθµό, τη γήρανση και την απόκριση από ορµονικά σήµατα (Smalle and Vierstra, 
2004). Παρόλα αυτά, οι πρωτεΐνες-στόχοι του συστήµατος ουµπικουιτίνης/ 26S 
πρωτεασώµατος περιορίζονται αποκλειστικά στο κυτταρόπλασµα και στον πυρήνα των 
κυττάρων.  

Στα φυτικά οργανίδια υπάρχει ένας ευκρινής µηχανισµός ελέγχου, που επιλεκτικά 
αφαιρεί µη συναρµολογηµένα ή σταθερά πολυπεπτίδια προστατεύοντας από δυνητικά 
επικίνδυνα συσσωµατώµατα πρωτεϊνικών µορίων. Ο µηχανισµός ποιοτικού ελέγχου των 
πρωτεϊνών στα ευκαρυωτικά οργανίδια, όπως είναι τα µιτοχόνδρια, τα υπεροξυσώµατα και τα 
πλαστίδια, πραγµατοποιείται από µέλη των ATP-εξαρτώµενων πρωτεϊνών, που είναι οι Clp, 
FtsH και οι Lon (Adam et al., 2001; Sinvany-Villalobo et al., 2004; Janska, 2005; Sakamoto, 
2006). Αυτές οι πρωτεάσες, όπως και το 26S πρωτεάσωµα, ανήκουν στην υπεροικογένεια 
των AAA+ πρωτεϊνών (ATPases associated with diverse cellular activities, ΑΤΡάσες που 
σχετίζονται µε διάφορες κυτταρικές λειτουργίες) (Neuwald et al., 1999; Iyer et al., 2004). Η 
δοµική µονάδα των AAA+ πρωτεϊνών, χαρακτηρίζεται από το AAA+ τµήµα που αποτελείται 
από 220-250 αµινοξέα µε ή και χωρίς επαναλήψεις. Γενικά, το τµήµα AAA+ καθορίζει την 
επιλογή των στόχων και τη ρύθµιση της λειτουργίας της πρωτεάσης. Μέχρι σήµερα, έχει 
πραγµατοποιηθεί σηµαντική πρόοδος στην έρευνα των εξαρτώµενων από το ΑΤΡ 
πρωτεασών που συναρµολογούνται από ανεξάρτητα εκφραζόµενες AAA+ 

πρωτεϊνικές 
υποµονάδες όπως είναι οι Clp, ή από πρωτεολυτικά κέντρα που εδράζονται στο ίδιο 
πολυπεπτίδιο, όπως είναι οι FtsH και οι Lon.  

 
1.2.1.b Σύστηµα πρωτεόλυσης  Clp  

Η πρωτεάση Clp είναι ένα έζυµο που αποτελείται από εξειδικευµένες υποµονάδες. 
Η καταλυτική περιοχή πρωτεόλυσης και η περιοχή ATPάσης βρίσκονται σε διαφορετικές 
υποµονάδες του ενζύµου. Στο E.coli, η υποµονάδα της πρωτεάσης ClpP δηµιουργεί ένα 
επταµερές δακτύλιο µε στενό κεντρικό πόρο. ∆ύο τέτοιοι δακτύλιοι αλληλεπιδρούν µεταξύ 
τους δηµιουργώντας µια µεγαλύτερη και πιο πολύπλοκη δοµή. Ένα άλλο σύµπλεγµα είναι 
αυτό που αποτελείται από υποµονάδες περιοχών ATPάσης, τη ClpA ή ClpX (όταν πρόκειται 
για ένα τµήµα AAA+ ή πολλαπλά, αντίστοιχα) και συνδέεται εξωτερικά του συµπλέγµατος που 
διενεργεί την πρωτεόλυση. Οι ClpA, ClpX δηµιουργούν ανεξάρτητα ένα οµοεξαµερές δακτύλιο 
χαρακτηριστικό των πρωτεϊνών ΑΑΑ+, ο οποίος έχει τη δράση µοριακού συνοδού. Πρωτεάσες 
οµόλογες της Clp από το E.coli έχουν βρεθεί και χαρακτηρισθεί στους ανώτερους 
ευκαρυώτες, αλλά δεν υπάρχουν στους κατώτερους ευκαρυώτες, όπως είναι η ζύµη. Παρ’ 
όλα αυτά, παρόµοιες πρωτεΐνες µε τις Clp (Clp-like), αλλά χωρίς πρωτεολυτική δράση έχουν 
βρεθεί στα µιτοχόνδρια κυττάρων ζύµης (Van Dyck et al., 1998).   

Στο Arabidopsis thaliana υπάρχουν 14 γονίδια που κωδικοποιούν υποµονάδες Clp. 
Μόνο η ClpP1 κωδικοποιείται  στο χλωροπλαστικό γονιδίωµα, ενώ όλα τα άλλα γονίδια είναι 
πυρηνικά. Πρόσφατα βρέθηκε ότι ένα µέρος του ολοενζύµου Clp τοποθετείται στο στρώµα 
του χλωροπλάστη και αποτελείται από έξι ισοµερή Clp (ClpP1, ClpP2, ClpP3, ClpP4, ClpP5, 
ClpP6), τέσσερις µη πρωτεολυτικές υποµονάδες (ClpR1-ClpR4) και δύο εξειδικευµένες για τα 
φυτά υποµονάδες, τις ClpS1, ClpS2 (Peltier et al., 2004).  

 
1.2.1.c Σύστηµα πρωτεόλυσης  FtsH  

Η πρωτεάση FtsH αρχικά χαρακτηρίσθηκε στο E.coli ότι αποικοδοµεί πρωτεΐνες 
µικρής διάρκειας ζωής (short lived). Σε αντίθεση µε τη πρωτεάση Clp, που αποτελείται από 
πολλαπλές υποµονάδες µε διαφορετικές λειτουργίες, η πρωτεάση FtsH έχει τα τµήµατα 
ATPάσης και πρωτεόλυσης στο ίδιο πολυπεπτίδιο και από αυτό δηµιουργούνται οµο-
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ολιγοµερή σύµπλοκα. Τα οµόλογα της πρωτεάσης FtsH στη ζύµη, Yta10-12p, έχουν 
χαρακτηρισθεί λεπτοµερώς ότι τοποθετούνται στην εσωτερική µεµβράνη των µιτοχονδρίων 
(Langer et al., 2000). Έπειτα από κρυσταλλογραφική ανάλυση µε ακτίνες X, το τµήµα 
ATPάσης από FtsΗ του E.coli δηµιουργεί ένα εξαµερές δακτύλιο που περιέχει συντηρηµένα 
αρωµατικά αµινοξέα. Επίσης η πρωτεάση FtsH του E.coli έχει δύο διαµεµβρανικά τµήµατα 
στο άµινο άκρο, τα οποία πιθανότατα προσδένονται στην πλασµατική µεµβράνη, ενώ το 
τµήµα υπεύθυνο για την πρωτεόλυση βρίσκεται στο καρβόξυ άκρο και αντικρίζει το 
κυτταρόπλασµα (Ito et al., 2005). Στους χλωροπλάστες των φυτικών κυττάρων τα οµόλογα 
των FtsH τοποθετούνται στις µεµβράνες των θυλακοειδών στους χλωροπλάστες έτσι, ώστε το 
τµήµα της πρωτεάσης να αντικρίζει το στρώµα (Lindahl et al., 1996, Chen et al., 2000, 
Sakamoto et al 2003).  Πρόσφατα, στα κύτταρα ζύµης οι πρωτεάσες FtsH εντοπίστηκαν και 
στα µιτοχόνδρια (Komenda et al., 2006).  

Το φυτό Arabidopsis thaliana έχει δώδεκα γονίδια FtsH και άλλα τέσσσερα οµόλογα 
των FtsH, τα οποία όµως δεν έχουν το µοτίβο πρόσδεσης ψευδαργύρου (zinc-binding motif) 
και άρα είναι µη λειτουργικά όσον αφορά στην πρωτεόλυση. Εννιά από τα δώδεκα 
τοποθετούνται στον χλωροπλάστη, ενώ τα υπόλοιπα τρία (FtsH3, 4, 10) στα µιτοχόνδρια 
(Adam et al., 2001).  Οι πρωτεάσες FtsH παίζουν σηµαντικό ρόλο στη φυσιολογική λειτουργία 
των χλωροπλαστών επειδή αποικοδοµούν τη φώτο-οξειδωµένη και «κατεστραµµένη» 
πρωτεΐνη D1, καθώς και άλλες πρωτεΐνες του φωτοσυστήµατος ΙΙ (PSII). Υπάρχουν ενδείξεις 
ότι οι πρωτεάσες FtsH έχουν πολλαπλούς ρόλους και λειτουργίες στους χλωροπλάστες και 
για αυτό το λόγο θεωρούνται εξαιρετικά σηµαντικές (Sakamoto et al., 2006). 

 
1.2.1.d Σύστηµα πρωτεόλυσης  Lon 

Το όνοµα Lon δόθηκε εξαιτίας του φαινοτύπου των µεταλλαγµένων κυττάρων  
Escherichia coli K-12 long (Donch and Greenberg, 1968) και ήταν η πρώτη πρωτεάση µε το 
τµήµα ΑΑΑ+ 

που ανακαλύφθηκε (Chung and Goldberg, 1981). H πρωτεάση Lon αντιστοιχεί 
σε έναν καθολικό πρωτεολυτικό µηχανισµό, ο οποίος εντοπίζεται σε όλους τους 
οργανισµούς, µονοκύτταρους και πολυκύτταρους. Τα ορθόλογα της Lon χωρίζονται σε δύο 
υποκατηγορίες (Rotanova et al., 2006). Ο τύπος των LonA έχει ένα µακρύ άµινο-τελικό 
τµήµα (Ν-domain) µαζί µε την κεντρική δοµή ΑΤPάσης και το καρβόξυ-τελικό τµήµα (C-
terminal) στο οποίο περιέχεται η καταλυτική πρωτεολυτική δυάδα Σερίνης-Λυσίνης. Τα δύο 
αυτά αµινοξέα είναι συντηρηµένα σε συγκεκριµένες θέσεις. Αντίθετα, η υποκατηγορία των 
πρωτεασών LonB εντοπίζεται κυρίως στα Αρχαιοβακτήρια που δεν έχουν τις πρωτεάσες Clp 
και FtsH (Εικόνα 1). Το τµήµα ΑΑΑ+ 

αποτελείται από 2 δοµικές περιοχές: την περιοχή 
πρόσδεσης του νουκλεοτιδίου (α/β) και την περιοχή της έλικας (α). Η περιοχή α/β περιέχει 
συντηρηµένα µοτίβα, τα sensor-1, Walker A και B που συµµετέχουν στην πρόσδεση και στην 
υδρόλυσή του ΑΤP, καθώς και στη ρύθµιση της πρωτεολυτικής δράσης κατά τη διάρκεια των 
µοριακών αλληλεπιδράσεων (Neuwald et al., 1999; Εικόνα. 1). Η περιοχή (α) περιέχει 
τουλάχιστον ένα συντηρηµένο µοτίβο, το sensor-2 που χαρακτηρίζεται από συντήρηση του 
αµινοξέως Αργινίνη (Arg), που συµµετέχει στην υδρόλυση του ΑΤΡ και στην αναδιάταξη της 
πρωτεΐνης κατά τις αλληλεπιδράσεις (Neuwald et al., 1999; Iyer et al., 2004). Αντίθετα µε το 
τµήµα ΑΑΑ+ 

που είναι υψηλά συντηρηµένο σε όλα τα ορθόλογα των  πρωτεασών Lon, το 
επακόλουθο τµήµα SSD είναι σηµαντικά διαφορετικό και καθόλου συντηρηµένο µεταξύ των 
ορθολόγων. Το τµήµα SSD (Sensor and Substrate Discrimination domain) παίζει 
σηµαντικότατο ρόλο στην αναγνώριση και πρόσδεση των πρωτεϊνικών υποστρωµάτων 
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(Smith et al., 1999). Η ορθή αναγνώριση του υποστρώµατος είναι κρίσιµη διαδικασία για την 
ολοκληρωµένη λειτουργική δράση της Lon, που µπορεί να σχετίζεται είτε µε τη πρωτεόλυση, 
είτε µε την αναδίπλωση πρωτεϊνικών µορίων. Το τµήµα SSD είναι µέρος της περιοχής (α) και 
πιθανώς επεκτείνεται µέχρι το µοτίβο sensor-2 του τµήµατος AAA+. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Εικόνα 1. ∆οµικά χαρακτηριστικά των Lon πρωτεασών 
Σχηµατική αναπαράσταση της οικογένειας LonA, απεικονίζεται το N-τµήµα, το κεντρικό τµήµα AAA+ και 
το τµήµα SSD. Στο καρβόξυ τελικό-άκρο βρίσκεται το πρωτεολυτικό τµήµα µε τα συντηρηµένα αµινοξέα 
Σερίνης (S) και Λυσίνης (K). Στην οικογένεια LonB το τµήµα AAA+ διακόπτεται από διαµεµβρανικές 
περιοχές υπεύθυνες για την τοποθέτηση στη µεµβράνη, ενώ δεν υπάρχει το N-τµήµα. 
 
 

Ο ρόλος της πρωτεάσης Lon στην αποικοδόµηση των οξειδωµένων πρωτεϊνών που 
παράγονται στα µιτοχόνδρια έχει αναλυθεί διεξοδικά στους µη φυτικούς οργανισµούς. Τα 
µιτοχόνδρια κατέχουν σηµαντικό ρόλο στην παροχή ενέργειας στο κύτταρο και συµµετέχουν 
στη βιοσύνθεση των αµινοξέων, στην οξείδωση των λιπαρών οξέων καθώς και σε πλήθος 
άλλων µεταβολικών διεργασιών. Παρόλα αυτά, τα µιτοχόνδρια αποτελούν τις κύριες θέσεις 
παραγωγής οξειδωτικών µορίων ενώ ταυτόχρονα αποτελούν βασικούς στόχους οξειδωτικής 
καταστροφής. Κύτταρα ζύµης µε µετάλλαξη στο γονίδιο PIM1 (οµόλογο του Lon) 
παρουσιάζουν προβλήµατα στην αναπνοή εξαιτίας συσσώρευσης βλαβών στην ακεραιότητα 
του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος (Suzuki et al., 1994; van Dyck et al., 1994). Επιπρόσθετα, 
µελέτες στο µύκητα Podospora anserine έδειξαν ότι η υπερέκφραση της πρωτεάσης Lon, 
µειώνει τις καρβονυλιωµένες πρωτεΐνες, αυξάνει την ανθεκτικότητα έναντι εξωγενούς 
οξειδωτικού στρες και παράλληλα επιµηκύνει τη διάρκεια ζωής του µικροοργανισµού (Luce 
and Osiewacz, 2009). Εκτός της πρωτεολυτικής λειτουργίας της πρωτεάσης Lon, έχει 
αναφερθεί ότι η Lon παρουσιάζει και ιδιότητες µοριακού συνοδού συµµετέχοντας στη 
συναρµολόγηση πρωτεϊνικών συµπλόκων (Rep et al., 1996), αλλά συνδέεται και µε 
συγκεκριµένες ακολουθίες µιτοχονδριακού DNA ή RNA για να διατηρηθεί η σταθερή 
οργάνωση του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος  (Lu et al., 2007). Τα παραπάνω αναδεικνύουν 
τη σηµαντική λειτουργική δράση του µοριακού µηχανισµού Lon ως σύστηµα πρωτεόλυσης 
ή/και µοριακού συνοδού προκειµένου να διατηρηθεί η οµοιόσταση, η δοµή του και η  
ανθεκτικότητά του µιτοχονδρίου έναντι συνθηκών οξειδωτικής καταπόνησης.  

Η πρωτεάση Lon από το E. Coli και τη ζύµη έχει διερευνηθεί ενδελεχώς. Στο 
Escherichia coli, η πρωτεάση EcLon αποικοδοµεί περίπου το 50% των πρωτεϊνών που έχουν 
λανθασµένη αναδίπλωση, αναγνωρίζοντας αρωµατικά και υδρόφοβα αµινοξέα τα οποία είναι 
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προσβάσιµα µόνο σε µη αναδιπλώµενα πολυπεπτίδια, τα οποία όµως δεν είναι εκτεθειµένα 
όταν η πρωτεΐνη είναι σωστά αναδιπλωµένη (Gur and Sauer, 2008). Το οµόλογο γονίδιο 
PIM1 (proteolysis in mitochondria, πρωτεόλυση στα µιτοχόνδρια) της ζύµης ελέγχει τη σωστή 
αναδίπλωση των πρωτεϊνών στη µήτρα (matrix) των µιτοχονδρίων (Suzuki et al., 1994; van 
Dyck et al., 1994). Πρωτεΐνες που δεν παρουσιάζουν τη σωστή αναδίπλωση, συσσωρεύονται 
στη µήτρα και διασπώνται από την πρωτεάση PIM1 σε συνεργασία µε το µοριακό συνοδό 
Hsp70 (Wagner et al., 1994). Η πρωτεάση PIM1 είναι απαραίτητη για την κανονική έκφραση 
γονιδίων που κωδικοποιούνται από το µιτοχονδριακό γονιδίωµα (van Dyck et al., 1998). 
Κύτταρα ζύµης που φέρουν µετάλλαξη στο γονίδιο PIM1 είναι ανίκανα να διατηρήσουν 
σταθερή την οργάνωση του µιτοχονδριακού γονιδιώµατος (mtDNA) (Suzuki et al., 1994; van 
Dyck et al., 1994). Από τη στιγµή που σηµαντικά συστατικά της αναπνευστικής αλυσίδας 
κωδικοποιούνται από το µιτοχονδριακό γονιδίωµα, τα µεταλλάγµατα pim1 της ζύµης έχουν 
πρόβληµα στην αναπνοή και δεν έχουν τη δυνατότητα να αναπτυχθούν σε θρεπτικά 
υποστρώµατα χωρίς επεξεργασµένες (non fermentable) πηγές άνθρακα. Επιπρόσθετα, όπως 
αποκαλύπτουν φωτογραφίες από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο διέλευσης, τα µιτοχόνδρια pim1 
έχουν ανώµαλο σχήµα και συσσωρεύουν συσσωµατώµατα πολυπεπτιδίων στη µήτρα 
(Suzuki et al., 1994). 

 Στα θηλαστικά κατά τη διάρκεια της γήρανσης, έχει βρεθεί ότι περιορίζεται η 
έκφραση του γονιδίου Lon, κάτι το οποίο συσχετίζεται µε τη συσσώρευση οξειδωµένων 
πρωτεϊνικών  συσσωµατωµάτων (Lee et al., 1999). Η µιτοχονδριακή ακονιτάση όταν 
οξειδωθεί εξαιτίας της υδροφοβικής της µορφής αναγνωρίζεται επιλεκτικά από τη πρωτεάση 
Lon και αποικοδοµείται (Bota and Davies, 2002), µε αποτέλεσµα τη δυσλειτουργία των 
µιτοχονδρίων και τον κυτταρικό θάνατο (Bota et al., 2005). Επίσης, αξίζει να αναφερθεί ότι οι 
πρωτεάσες Lon εµπλέκονται στην απαλοιφή των οξειδωµένων µορφών ορισµένων 
πρωτεϊνών, προστατεύοντας έτσι το σχηµατισµό καρβονυλιωµένων συσσωµατωµάτων 
µεγάλου µοριακού βάρους µέσα στη µήτρα του οργανιδίου (Bota and Davies, 2002). Η 
πρωτεϊνική καρβονυλίωση προκαλείται από ασθένειες και αποτελεί ένδειξη έντονης 
οξειδωτικής βλάβης και δυσλειτουργίας ενζυµικών συστηµάτων. Για αυτούς τους λόγους, οι 
πρωτεάσες Lon αποτελούν σηµαντικά συστατικά του µηχανισµού της κυτταρικής άµυνας 
έναντι της οξειδωτικής καταπόνησης προστατεύοντας από την κυτταροτοξική οξείδωση και 
συσσωµάτωση των πρωτεϊνών (Nyström, 2005). 

Η διατήρηση ενός κοινού λειτουργικού ρόλου από τους προκαρυώτες µέχρι και τους 
ευκαρυώτες υποδηλώνει τον σηµαντικό ρόλο των πρωτεασών Lon στην προστασία των 
κυττάρων (Teichmann et al., 1996). Σε κύτταρα ζύµης στα οποία υπάρχει έλλειψη της PIM1, η 
Lon πρωτεάση από το E.coli µπορεί να αποδοµήσει τις προβληµατικά αναδιπλωµένες 
πρωτεΐνες, αποδεικνύοντας µε αυτό τον τρόπο την ισοδυναµία µεταξύ προκαρυωτικών και 
ευκαρυωτικών οµολόγων. Επίσης, έχει αναφερθεί και µια διττή λειτουργία των Lon 
πρωτεασών (Rep et al., 1996a). Ανεξάρτητα της πρωτεόλυσης, οι πρωτεάσες Lon 
λειτουργούν ως µοριακοί συνοδοί καθορίζοντας την  συναρµολόγηση πρωτεϊνικών 
συµπλόκων. Επιπρόσθετο λειτουργικό χαρακτηριστικό γνώρισµα είναι ότι µπορούν να 
συνδεθούν µε περιοχές του DNA πλουσίες σε GT ιδιότητα που υποδηλώνει την άµεση 
συµµετοχή τους στη διατήρηση της οργάνωσης του µιτοχονδριακού DNA (mtDNA) (Fu et al., 
1997; Lu et al., 2003; Liu et al., 2004). Ειδικότερα, στα θηλαστικά οι πρωτεάσες Lon 
συνδέονται µε µονόκλωνο DNA, ενώ στα βακτήρια µε δίκλωνες δοµές.  
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1.2.2 Η πρωτεάση Lon στα φυτά 
Οι πληροφορίες για την υποκυτταρική τοποθέτηση, βιοχηµική λειτουργία και το 

φυσιολογικό ρόλο των πρωτεασών Lon στα φυτά είναι περιορισµένες. Αντίθετα µε το E.coli 
και το Saccharomyces cerevisiae που περιέχουν µόνο ένα Lon αντίγραφο, στα φυτά 
υπάρχουν πολλαπλά Lon ισοµερή. Υπάρχουν ενδείξεις ότι, όπως στα βακτήρια και στα 
ευκαρυωτικά οµόλογα, οι φυτικής προέλευσης πρωτεάσες Lon συνδυάζουν την πρωτεολυτική 
δράση µε λειτουργίες που σχετίζονται µε την συναρµολόγηση πρωτεϊνικών µορίων, 
προκειµένου να δοµηθεί το σύστηµα ποιοτικού και ποσοτικού ελέγχου των πρωτεϊνών στα 
φυτικά οργανίδια (Janska, 2005; Sakamoto, 2006). Τα ισοµερή των πρωτεασών Lon 
τοποθετούνται υποκυτταρικά σε διάφορα οργανίδια, όπως τα µιτοχόνδρια, οι χλωροπλάστες 
και τα υπεροξυσσώµατα (Sarria et al., 1998; Adam et al., 2001; Janska, 2005). 

Όπως στα βακτήρια και στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, υπάρχουν ενδείξεις ότι 
τα φυτικά µιτοχόνδρια σε συνθήκες οξειδωτικής καταπόνησης χρησιµοποιούν το 
πρωτεολυτικό σύστηµα Lon για να ανταπεξέλθουν (Sweetlove et al., 2002; Lister et al., 2004). 
Έχει δειχθεί σε φυτά φασολιάς ότι η πρωτεάση Lon αποικοδοµεί ένα µιτοχονδριακό πεπτίδιο 
που σχετίζεται µε την κυτταροπλασµατική αρρενοστειρότητα (cytoplasmic male sterility) 
(Sarria et al., 1998). Επιπρόσθετα, σε φυτικά µιτοχόνδρια τα οποία είχαν υποστεί οξειδωτικό 
στρες βρέθηκε ότι η εξαρτώµενη από ATP πρωτεάση Lon παρουσιάζει υψηλά επίπεδα 
ενεργότητας. Η παρατήρηση αυτή υποδηλώνει ότι η πρωτεάση Lon συµβάλλει στην 
αποικοδόµηση των οξειδωµένων και προβληµατικών πρωτεϊνών (Sweetlove et al., 2002).  

Τα παραπάνω υποδεικνύουν τη συµµετοχή των πρωτεασών Lon στην 
αποικοδόµηση πρωτεϊνών ή και τη λειτουργία τους ως µοριακοί συνοδοί στα µιτοχόνδρια 
(Lister et al., 2004). Τα ισόµορφα της πρωτεάσης Lon στα φυτά, κωδικοποιούνται από 
οικογένειες πυρηνικών γονιδίων και έχουν πεπτίδια οδηγούς για διάφορα οργανίδια. Αυτή η 
διαφορετική υποκυτταρική τοποθέτηση µάλλον προέρχεται από τη µετά-ενδοσυµβιοτική 
συνεξέλιξη µεταξύ των φυτικών οργανιδίων και υποδεικνύει το ρόλο της πρωτεάσης Lon  στη 
σταθερότητα και στην οµοιόσταση των οργανιδίων και συνεπώς του κυττάρου. Με βάση την 
πρωτεϊνική οµολογία, έχουν αναγνωρισθεί τέσσερα γονίδια που κωδικοποίουν για πρωτεάσες 
Lon στο Arabidopsis thaliana, τα οποία ανήκουν στην υπεροικογένεια LonA (Sinvany-Villalobo 
et al., 2004; Janska et al., 2010). Γενετική ανάλυση των µεταλλαγµάτων lon1 έδειξε ότι η 
πρωτεΐνη AtLon1 συµµετέχει στη βιογένεση του µιτοχονδρίου και στη διατήρηση της 
λειτουργίας του, που είναι απαραίτητη για τη µετά-εµβρυακή ανάπτυξη και εγκαθίδρυση του 
φυτού (Rigas et al., 2009a, b). H πρωτεΐνη AtLon4 τοποθετείται ταυτόχρονα στα µιτοχόνδρια 
και τους χλωροπλάστες, πιθανώς εξαιτίας µίας N-τελικής ακολουθίας-οδηγού (Sakamoto, 
2006; Ostersetzer et al., 2007). Αντίθετα, η πρωτεΐνη AtLon2 τοποθετείται στα 
υπεροξυσώµατα και συµµετέχει στην είσοδο των πρωτεϊνών στη µήτρα, (Lingard και Bartel, 
2009), ενώ το γονίδιο AtLon3 πιθανότατα είναι ψευδογονίδιο αφού πειραµατικές αναλύσεις 
έδειξαν ότι δεν  εκφράζεται (Ostersetzer et al., 2007; Rigas et al., 2009a). 

 
 

1.2.3 Τα µεταλλάγµατα lon1 
Προκειµένου να ταυτοποιηθούν µεταλλάγµατα µε ανωµαλία στην ανάπτυξη της 

ρίζας, πραγµατοποιήθηκε σάρωση φυτών Arabidopsis thaliana µεταλλαγµένων µε το χηµικό 
µεταλλαξιογόνο EMS.  Αποµονώθηκε και χαρακτηρίσθηκε το µετάλλαγµα lon1-1 που 
εµφανίζει προβληµατική ανάπτυξη στη ρίζα (Rigas et al., 2009a) (Εικόνα 2). Λεπτοµερής 
φαινοτυπική ανάλυση έδειξε ότι δεν επηρεάζεται µόνο η επιµήκυνση της πρωτογενούς ρίζας, 
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αλλά ολόκληρη η µεταεµβρυακή ανάπτυξη του φυτού. Η πρωτογενής ρίζα του µεταλλάγµατος 
είναι εµφανώς καθυστερηµένη σε σύγκριση µε τα φυτά αγρίου τύπου Col-0, µε αποτέλεσµα η 
ανάπτυξη του σποροφύτου να καθυστερεί αµέσως µετά τη βλάστηση του σπέρµατος (Εικόνα 
2Β). Αυτή η καθυστέρηση διατηρείται καθόλη τη διάρκεια του βιολογικού κύκλου του 
µεταλλάγµατος lon1-1. Ως αποτέλεσµα, το µέγεθος του ώριµου lon1-1 φυτού είναι σηµαντικά 
µειωµένο σε σχέση µε του αγρίου τύπου φυτού (Εικόνα 2F). Επίσης χαρακτηρίσθηκε το 
αλληλόµορφο µετάλλαγµα του γονιδίου Lon1, το lon1-2 που οφείλεται σε ένθεση T-DNA 
(Rigas et al., 2009a).  Το lon1-2, όπως και το lon1-1, παρουσιάζει καθυστερηµένη ανάπτυξη 
(Εικόνα 2C). Παρόλα αυτά το lon1-2 έχει πιο ήπιο φαινότυπο σε σχέση µε το lon1-1 (Rigas et 
al., 2009b). Για παράδειγµα, το µήκος των βλαστών, η φυλλική επιφάνεια και το µήκος των 
καρποταξιών των φυτών lon1-2 σε σχέση µε το αντίστοιχο µήκος στα φυτά lon1-1 δεν είναι 
τόσο µειωµένο παρόλο που η διαφορά µεταξύ τους και σε σχέση µε τα φυτά αγρίου τύπου 
είναι σηµαντική (Rigas et al., 2009a, b). Αξιοσηµείωτη διαφορά µεταξύ των δύο 
µεταλλαγµάτων είναι το ποσοστό βλαστικότητας σε συνθήκες ήπιας θερµικής καταπόνησης. 
Σε φυσιολογικές συνθήκες το ποσοστό βλαστικότητας ανάµεσα στα δύο µεταλλάγµατα lon1 
είναι περίπου ίδιο µε αυτό που εµφανίζουν τα φυτά αγρίου τύπου Col-0. Ωστόσο η 
βλαστικότητα των σπερµάτων lon1-1 περιορίζεται δραµατικά σε συνθήκες ήπιας θερµικής 
καταπόνησης 32οC (Rigas et al., 2009a). Η µειωµένη βλαστικότητα αποτελεί εξειδικευµένο 
φαινοτυπικό δείκτη, αφού δεν παρατηρείται σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Η 
παρατήρηση αυτή επισηµαίνει το σηµαντικό ρόλο της πρωτεάσης Lon1 κατά τη βλάστηση 
των σπερµάτων. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 2.  Καθυστερηµένη ανάπτυξη των 
µεταλλαγµάτων lon1 αµέσως µετά τη 
βλάστηση 
Φαινότυπος σποροφύτων 5 ηµερών Col-0 (A), 
EMS µεταλλάγµατος lon1-1 (B), T-DNA 
µεταλλάγµατος lon2-1 (C). ∆ιαγονιδιακά 
σπορόφυτα lon1-1 (D) και lon2-1 (E) σταθερώς 
µετασχηµατισµένα µε το γονίδιο At5g26860. 
Αντίστοιχα φυτά σε ώριµη ηλικία (F). Κλίµακα 
στην απεικόνιση σποροφύτων =1mm, ώριµων 
φυτών =1cm. 

 
1.2.3.a Τα µιτοχόνδρια των µεταλλαγµάτων lon1 παρουσιάζουν ανώµαλη µορφολογία  

Μορφολογική εξέταση των µιτοχονδρίων από κύτταρα ζύµης pim1, αποκάλυψε ότι 
παρουσιάζουν ανώµαλη µορφολογία (Suzuki et al., 1994).  Το σχήµα των µιτοχονδρίων δεν 
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ήταν φυσιολογικό, ενώ εµφανίζονται συσσωµατώµατα µιτοχονδριακών πρωτεϊνών στη µήτρα 
των µιτοχονδρίων. Εξετάστηκε η µορφολογία των µιτοχονδρίων σε κύτταρα υποκοτυλίου από 
το µετάλλαγµα lon1-1 εφαρµόζοντας ηλεκτρονική µικροσκοπία διέλευσης (ΤΕΜ, Τransmission 
Εlectron Μicroscopy) (Rigas et al., 2009a). Τα µιτοχόνδρια παρουσιάζονταν διογκωµένα 
χωρίς τη φυσιολογική τους δικτύωση µε ελάχιστα ανεπτυγµένο εσωτερικό µεµβρανικό 
σύστηµα, όπου µε δυσκολία διεκρίνονταν τα cristae (Εικόνα 3B και 3D). Σε αντίθεση µε τα 
µιτοχόνδρια του µεταλλάγµατος, τα µιτοχόνδρια από υποκοτύλια φυτών αγρίου τύπου 
παρουσίαζαν κανονική ανάπτυξη και σχήµα, καθώς και φυσιολογικά cristae (Εικόνα 3A και 
3C). Επίσης, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι τα παραπάνω χαρακτηριστικά των µιτοχονδρίων 
των µεταλλαγµάτων παρουσιάζουν οµοιότητες µε τα χαρακτηριστικά των προµιτοχονδρίων 
από σπέρµατα καλαµποκιού (Logan et al., 2001) και ρυζιού (Howell et al., 2006) (Εικόνα 4). 
Συνεπώς είναι φανερός ο ρόλος της πρωτεάσης Lon1 του Arabidopsis στη βιογένεση των 
µιτοχονδρίων κατά τη διάρκεια της βλάστησης του σπέρµατος. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3. Φωτογραφίες από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο ∆ιέλευσης τοµών από κύτταρα 
υποκοτυλίου φυτών ηλικίας 5 ηµερών 
(A και C) Αγρίου τύπου, (Β και D) µεταλλάγµατος lon1-1. Τα ώριµα µιτοχόνδρια των φυτών αγρίου 
τύπου είναι σηµειωµένα µε m, ενώ τα προµιτοχόνδρια στο µετάλλαγµα lon1-1 εµφανίζονται µε βέλη. Pl, 
πλαστίδιο; Cw, Κυτταρικό τοίχωµα. Κλίµακα = 1µm 
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Εικόνα 4. Φωτογραφία από Ηλεκτρονικό Μικροσκόπιο ∆ιέλευσης τοµής εµβρύων 
(Α) Αποξηραµένο σπέρµα αραβοσίτου (Logan et al., 2001). Κλάσµα µιτοχονδρίων  όπου µε κόκκινο 
βέλος εµφανίζονται τα προµιτοχόνδρια και µε µπλε βέλος τα φυσιολογικά µιτοχόνδρια. (Β) αποξηραµένο 
σπέρµα  ρυζιού (Howell et al., 2006). Η δυναµική διαφοροποίησης των µιτοχονδρίων σε διάφορα 
αναπτυξιακά στάδια µετά την ενυδάτωση του σπέρµατος. Κλάσµα µιτοχονδρίων  όπου µε κόκκινο βέλος 
εµφανίζονται τα προµιτοχόνδρια και µε µπλε βέλος  τα φυσιολογικά µιτοχόνδρια. 
 
 
1.2.3.b Η πρωτεάση AtLon1 ανήκει στην υπεροικογένεια ΑΑΑ+ 

Ένας µεγάλος αριθµός ορθόλογων πρωτεασών Lon που ανήκουν στην 
υποοικογένεια LonA εντοπίστηκαν µέσω βιοπληροφορικής ανάλυσης. Έτσι η φυλογενετική 
σύγκριση των οικογενειών Lon πρωτεασών από διάφορα βιολογικά µοντέλα αποκάλυψε ότι 
µπορούν να ταξινοµηθούν σε τρεις µεγάλες οµάδες σύµφωνα µε την υποκυτταρική τους 
τοποθέτηση (Εικόνα 5Α). Οι κλάδοι Ι και ΙΙ στοιχειοθετούνται λόγω υποκυτταρικής 
τοποθέτησης στα υπεροξυσώµατα και στα µιτοχόνδρια στους ευκαρυώτες, ενώ ο κλάδος ΙΙΙ 
περιέχει µόνο τα βακτηριακά ορθόλογα. Επιπρόσθετα, τα µέλη από τις δύο µεγάλες οµάδες 
ευκαρυωτικών στους κλάδους Ι και ΙΙ διαχωρίζονται σε υποκλάδους σύµφωνα µε την 
προέλευση τους. Συνεπώς, ο κλάδος Ι χωρίζεται σε δυο υποοµάδες. Στον κλάδο Ιa 
περιέχονται πρωτεάσες Lon -που οδηγούνται στο υπεροξύσωµα-  από ζωικά γένη, ενώ στον 
κλάδο Ιp πρωτεάσες Lon από τα φυτά. Παρόµοια, ο κλάδος ΙΙ χωρίζεται σε 3 υποοµάδες. Τα 
ορθόλογα των Lon πρωτεασών που οδηγούνται στα µιτοχόνδρια από ζωικούς οργανισµούς 
οµαδοποιούνται στον κλάδο ΙΙa, ενώ ο κλάδος ΙΙf περιέχει Lon ορθόλογα µυκήτων. Ο κλάδος 
IIp περιέχει µόνο Lon ορθόλογα από φυτά, ταξινόµηση που συµφωνεί µε τις προβλέψεις 
βιοπληροφορικής ανάλυσης και µε τις βάσεις δεδοµένων. ∆εν αποκλείεται όµως µέλη του 
κλάδου να παρουσιάζουν δυαδική τοποθέτηση στα µιτοχόνδρια και στα πλαστίδια (Janska, 
2005; Sakamoto, 2006). 
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Εικόνα 5. Βιοϋπολογιστική ανάλυση των πρωτεασών Lon σε διάφορους οργανισµούς µοντέλα.  
Unrooted Neighbor-Joining εξελικτικό δένδρο όπως προέρχεται από τη πολλαπλή ευθυγράµµιση των 
αµινοξικών ακολουθιών ATP-εξαρτώµενων πρωτεασών της υπεροικογένειας LonA. Κάθε έλλειψη 
αντιπροσωπεύει διαφορετικούς εξελικτικούς κλάδους. Ο κλάδος Ι και ΙΙ περιέχει πρωτεάσες που 
τοποθετούνται στο υπεροξύσωµα και στο µιτοχόνδριο από ζωικούς (α), φυτικούς οργανισµούς (p) και 
µύκητες (f). Ο αστερίσκος στον κλάδο ΙΙp* σηµαίνει ότι οι πρωτεάσες Lon των φυτών ενδεχοµένως να 
παρουσιάζουν διπλή τοποθέτηση στα µιτοχόνδρια και στα πλαστίδια. Ο κλάδος ΙΙΙ περιέχει πρωτεάσες 
Lon βακτηριακής προέλευσης. Οι αριθµοί στις παρενθέσεις αντιστοιχούν στούς κωδικούς αριθµούς 
καταχώρησης των ακολουθιών (Πίνακας Α1, Παράρτηµα). Με τελείες εµφανίζονται οι τιµές bootstrap 
µεταξύ 60-80%, ενώ οι υπόλοιπες κυµαίνονται από 80% και άνω.  
 
 
 
1.3.1 Εµβρυογένεση στο φυτό Arabidopsis thaliana 

Ως εµβρυογένεση µπορεί να ορισθεί το µέρος της φυτικής ανάπτυξης που λαµβάνει 
χώρα στον εµβρυόσακκο της σπερµατικής βλάστης ή στο ανώριµο σπέρµα. Κατά τη διάρκεια 
της εµβρυογένεσης καθιερώνονται αρκετά βασικά χαρακτηριστικά γνωρίσµατα του 
πρωτογενούς φυτικού σώµατος σε υποτυπώδη µορφή. Αυτή η διαδικασία συµβαίνει σε καλά 
προσδιορισµένα στάδια, που προκύπτουν από ειδικά πρότυπα της κυτταρικής διαίρεσης. Η 



 

 

 

27 1.3.1 Εμβρυογένεση στο φυτό Arabidopsis thaliana 

πρώτη περιγραφή της εµβρυογένεσης έγινε το 1870 από τον Hanstein, για το φυτό Cαpsellα 
bursα-pαstoris.  

Κατά την εµβρυογένεση µετατρέπεται το γονιµοποιηµένο ωάριο σε πολυκύτταρο 
οργανισµό µε οργανωµένη δοµή σε τρεις επικαλυπτόµενες φάσεις:  

(i) ∆ιαφοροποίηση των ιστών,  
(ii) Κυτταρική αύξηση 
(iii) Ωρίµανση /αφυδάτωση 

Μετά τη γονιµοποίηση, εγκαθιδρύεται πολικότητα και άξονας συµµετρίας στο 
γονιµοποιηµένο ωάριο. Η συµµετοχή του µητρικού ιστού στην εγκαθίδρυση της πολικότητας 
αµφισβητείται, χωρίς να αποκλείεται, επειδή ίδια πολικότητα εγκαθιδρύεται στα σωµατικά 
έµβρυα, που δεν περιβάλλονται από µητρικό ιστό. Ως πιθανοί µηχανισµοί, που ενδεχοµένως 
επάγουν την πολικότητα, θεωρούνται φυσικά αίτια ή/και µικρά µόρια που διαχέονται προς το 
γονιµοποιηµένο ωάριο.  

Ο άξονας κορυφής-βάσης του σποροφύτου διαιρείται σε 5 ζώνες (Εικόνα 6): 
(i)  κορυφαίο µερίστωµα, 
(ii) κοτυληδόνες,  
(iii) υποκοτύλιο, 
(iv) ρίζα και  
(v) µερίστωµα ρίζας. 
 
Το αξονικό πρότυπο κορυφής - βάσης του εµβρύου καθιερώνεται κατά τη διάρκεια 

της πρώτης διαίρεσης του ζυγωτού, η οποία είναι ασύµµετρη. Η πρώτη διαίρεση του 
ζυγωτού από λειτουργική άποψη δηµιουργεί πολικότητα στο έµβρυο σε ένα κορυφαίο και ένα 
κύτταρο της βάσης, τα οποία έχουν διαφορετική τύχη. Το µικρότερο, κορυφαίο θυγατρικό 
κύτταρο παίρνει περισσότερο κυτταρόπλασµα από το µεγαλύτερο κύτταρο της βάσης, το 
οποίο κληρονοµεί το µεγάλο χυµοτόπιο του ζυγωτού. Το κορυφαίο κύτταρο επακολούθως 
διαιρείται επανειληµµένα για να παράγει το µεγαλύτερο τµήµα του εµβρύου, ενώ το µεγάλο 
κύτταρο της βάσης που περιέχει ένα µεγάλο χυµοτόπιο, διαιρείται µόνο κάποιες φορές πριν 
τα παράγωγά του διαφοροποιηθούν για να δώσουν τον αναρτήρα. Ο αναρτήρας συνδέει το 
έµβρυο µε το κύτταρο της βάσης. Μόνο η υπόφυση (hypophysis), ο πιο κορυφαίος απόγονος 
του κυττάρου της βάσης συµβάλλει στη δοµή του εµβρύου. Η υπόφυση θα σχηµατίσει ένα 
µέρος του κορυφαίου µεριστώµατος της ρίζας.  

Οι 5 ζώνες του άξονα του σποροφύτου δεν προέρχονται από τη ταυτόχρονη 
διαίρεση του άξονα, αλλά δηµιουργούνται σταδιακά. Τα στάδια που µεσολαβούν, από 
τη γονιµοποίηση µέχρι τη δηµιουργία του εµβρύου, έχουν µελετηθεί σε πολλά 
δικοτυλήδονα φυτά, συµπεριλαµβανοµένου του φυτού Arabidopsis και είναι τα 
παρακάτω :  
•Στάδιο των δυο-κυττάρων. Ο ζυγώτης διαιρείται ασύµµετρα, δίνοντας δύο θυγατρικά κύτ-
ταρα µε διαφορετικό µέγεθος και προορισµό. Η µορφογενετική τύχη κάθε κυττάρου εξαρτάται 
από τη θέση του. Από το µικρότερο κορυφαίο κύτταρο δηµιουργείται το µεγαλύτερο µέρος 
του εµβρύου, ενώ από το µεγαλύτερο κύτταρο του δικύτταρου εµβρύου δηµιουργείται κυρίως 
ο αναρτήρας (suspensor) και µέρος του ριζιδίου, όπως αναφέρθηκε προηγούµενα  
•Στάδιο της οκτάδας. Το κορυφαίο κύτταρο υφίσταται µια σειρά υψηλώς διατεταγµένων, 
στερεοτυπικών διαιρέσεων µε αποτέλεσµα ένα οκτακύτταρο γλοβοειδές έµβρυο 30 ώρες 
µετά τη γονιµοποίηση. Το έµβρυο αυτό αποτελείται από ανώτερη και τη κατώτερη σειρά 
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κυττάρων και η κάθε µια αποτελείται από τέσσερα κύτταρα. Οι δυο αυτές σειρές κυττάρων 
του σταδίου αυτού διαφοροποιούν και διαιρούν το έµβρυο σε δύο µισά, σε εκείνο της 
κορυφής και στο αντίστοιχο της βάσης, αντανακλώντας το αξονικό πρότυπο που επιβάλλεται 
στο έµβρυο κατά την πρώτη διαίρεση του ζυγωτού. 
•Στάδιο σφαιρικό (globular). Στο στάδιο αυτό γίνονται πλευρικές διαιρέσεις έτσι, ώστε να 
διαχωριστεί το πρωτόδερµα από τα εσωτερικά κύτταρα. Το πρωτόδερµα περιβάλλει και τα 
δύο ήµισυ του εµβρύου µε σκοπό τη παραγωγή των επιδερµικών ιστών του φυτού. 
Εσωτερικά του πρωτοδέρµατος βρίσκονται τα κύτταρα του θεµελιώδους µεριστώµατος, τα 
οποία θα δηµιουργήσουν τους ιστούς του φλοιού και την ενδοδερµίδα της ρίζας και του 
υποκοτύλιου. Το ακτινωτό πρότυπο διαφοροποίησης των ιστών είναι ορατό στο στάδιο αυτό. 
•Στάδιο της καρδιάς (heart-stage embryo). Στο στάδιο αυτό, η ανώτερη στιβάδα των 
τεσσάρων 4 κυττάρων σχηµατίζει τις καταβολές των κοτυληδόνων και του βλαστιδίου. Η 
κεντρική περιοχή, που προέρχεται από τα κατώτερα τέσσερα κύτταρα, υποδιαιρείται σε δύο 
επιµέρους περιοχές, την πάνω-κάτω και την κάτω-κάτω. Στο στάδιο αυτό αναγνωρίζονται 
τρεις αξονικές περιοχές : Η κορυφαία περιοχή, η οποία δηµιουργεί τις κοτυληδόνες και το κο-
ρυφαίο µερίστωµα του βλαστού, µια ενδιάµεση περιοχή, η οποία δηµιουργεί το υποκοτύλιο 
και η περιοχή της βάσης, η οποία δηµιουργεί τη ρίζα. 
•Στάδιο της τορπίλης και ώριµου εµβρύου. Στα στάδια αυτά ολοκληρώνεται η 
διαµόρφωση του εµβρύου, µε τη δηµιουργία του υποκοτυλίου, του µεριστώµατος της ρίζας 
και της κεντρικής καλύπτρας.  

Τα πρωτογενή µεριστώµατα του βλαστού και της ρίζας δηµιουργούνται στους πό-
λους του άξονα του εµβρύου. Το βλαστίδιο είναι οργανωµένο σε ζώνες και στιβάδες. Από το 
κορυφαίο µερίστωµα προέρχονται οι κοτυληδόνες, όργανα οµόλογα των φύλλων, που 
δηµιουργούνται στην κορυφή του βλαστού, ενώ από το ριζικό µερίστωµα προέρχεται η ρίζα. 
Οι κοτυληδόνες σε πολλά φυτικά είδη αυξάνουν σηµαντικά µετά από το στάδιο της τορπίλης, 
αυξάνοντας σε αριθµό κυττάρων και σε µέγεθος και µπορούν να  αποτελέσουν το 90% της 
συνολικής εµβρυακής µάζας. 

Οι κοτυληδόνες αποτελούν τα αποθησαυριστικά όργανα των θρεπτικών συστατικών 
σε πολλά είδη. Κατά τη διάρκεια της φάσης αύξησης των κοτυληδόνων, αυτές συνθέτουν και 
αποθηκεύουν πρωτεΐνες, άµυλο και λιπίδια, που θα χρησιµοποιηθούν στη φάση της 
βλάστησης των σπερµάτων και µάλιστα κατά τη διάρκεια της ετεροτρόφου αύξησης. Παρόλο 
που αποθέµατα τροφής αποθηκεύονται στις κοτυληδόνες του Arabidopsis, η αύξηση των κο-
τυληδόνων δεν είναι τόσο έντονη, όσο σε άλλα δικοτυλήδονα φυτά.  

 
 

1.3.2 Τα βασικά χαρακτηριστικά ενός ώριµου φυτού καθιερώνονται κατά τη διάρκεια 
της Εµβρυογένεσης  

Η εµβρυογένεση των αγγειοσπέρµων δηµιουργεί µόνο ένα υποτυπώδες φυτικό 
σώµα, το οποίο τυπικά αποτελείται από τον εµβρυακό άξονα και δύο κοτυληδόνες. Πολλές α-
πό τις δοµές που συγκροτούν το ενήλικο - ώριµο φυτό παράγονται µετά την εµβρυογένεση 
διαµέσου της δραστηριότητας των µεριστωµάτων. Ωστόσο, η εµβρυογένεση καθιερώνει τρία 
θεµελιώδη αναπτυξιακά πρότυπα που παραµένουν σταθερά και αµετάβλητα στο ηλικιωµένο 
φυτό:   

1. Το ακτινωτό πρότυπο των ιστών που απαντώνται στα φυτικά όργανα 2. το αξονικό 
αναπτυξιακό πρότυπο κορυφής - βάσης και 3. τα πρωτογενή µεριστώµατα που θα 
παράγουν το µεγαλύτερο µέρος του φυτικού σώµατος κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης µετά από τη βλάστηση. Το ακτινωτό και το αξονικό πρότυπο 



 

 

 

29 1.3.3 Τα Κύτταρα Αποκτούν Ταυτότητες Ιστών ως Αποτέλεσµα Εξειδικευμένης 

Γονιδιακής Έκφρασης 

καθιερώνονται κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης και µπορούν εύκολα να 
εντοπιστούν στο ώριµο φυτό. Σχεδόν όλα τα φυτά παρουσιάζουν ένα αξονικό 
πρότυπο, στο οποίο η ρίζα και ο βλαστός είναι στα αντίθετα άκρα ενός γραµµικού 
άξονα. Οποιοδήποτε µεµονωµένο τµήµα είτε της ρίζας ή του βλαστού εµφανίζει άκρα 
κορυφής και βάσης µε διαφορετικές διακριτές φυσιολογικές και δοµικές ιδιότητες. Το 
ακτινωτό πρότυπο των ιστών µπορεί να παρατηρηθεί όταν εξετασθεί η διάταξη των 
ιστών που εκτείνονται από το εξωτερικό ενός βλαστού ή µιας ρίζας προς το κέντρο 
τους.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 6.  Η εµβρυογένεση του φυτού Arabidopsis thaliana χαρακτηρίζεται από ένα ακριβές 
πρότυπο κυτταρικής διαιρέσεως.  
Αναπαριστώνται διαδοχικά στάδια της εµβρυογένεσης. Πάνω : Στάδια ανάπτυξης εµβρύου στο 
Arabidopsis. Κάτω : Αντιστοιχία περιοχής του εµβρύου και φυτικών οργάνων. 
 
 
1.3.3 Τα Κύτταρα Αποκτούν Ταυτότητες Ιστών ως Αποτέλεσµα Εξειδικευµένης 
Γονιδιακής Έκφρασης  

Επιπρόσθετα γονίδια έχουν ταυτοποηθεί ότι λειτουργούν στην καθιέρωση του 
ακτινικού προτύπου των ιστών στη ρίζα και το υποκοτύλιο κατά τη διάρκεια της 
εµβρυογένεσης και είναι σηµαντικά για τη διατήρηση αυτού του προτύπου κατά τη διάρκεια 
της µετεµβρυακής ανάπτυξης.  Για να ταυτοποιηθούν αυτά τα γονίδια, ερευνητές 
αποµόνωσαν µεταλλάγµατα Arabidopsis, στα οποία οι ρίζες αυξάνονταν πιο αργά απ’ ότι 
στον άγριο τύπο. Ανάλυση αυτών των µεταλλαγµάτων, ταυτοποίησε αρκετά γονίδια µε 
µεταλλάξεις, που προκαλούν ατέλειες στο ακτινικό πρότυπο των ιστών. Αυτές οι µεταλλάξεις 
επηρεάζουν την οργάνωση των ιστών και την κυτταρική διαφοροποίηση, όχι µόνο στο 
έµβρυο, αλλά επίσης στην πρωτογενή και δευτερογενή ρίζα και στο υποκοτύλιο. Παρόλο που 
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είναι απαραίτητη η εκτεταµένη ερευνητική εργασία πριν κατανοηθεί πως καθιερώνεται το 
ακτινικό πρότυπο των ιστών, πιθανόν αυτό συµβαίνει διαµέσου της εξαρτηµένης από τη 
θέση έκφρασης ταυτόσηµων γονιδίων των κυττάρων ή των ιστών. Τα γονίδια αυτά 
κωδικοποιούν παράγοντες µεταγραφής και ελέγχουν την έκφραση άλλων γονιδίων, των 
οποίων τα προϊόντα είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη και λειτουργία αυτών των τύπων 
ιστών ή κυττάρων.  

 
 

1.3.4 Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού  
 
1.3.4.a Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που κωδικοποιούνται από το πλαστιδιακό 
DΝΑ  

Η βιοσύνθεση των πρωτεϊνών στο χλωροπλάστη γίνεται σε ελεύθερα (στο στρώµα) 
και σε προσδεµένα στη µεµβράνη των θυλακοειδών ριβοσώµατα (προκαρυωτικού τύπου, 
70S). Η πρόσδεση των τελευταίων ενεργοποιείται από το φως και την αύξηση του pΗ του 
στρώµατος, ως αποτέλεσµα της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας. Μεµβρανικά 
πολυπεπτίδια, όπως είναι η D1 και οι πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού κέντρου αντίδρασης 
PS Ι, καθώς και η υποµονάδα III της ΑΤΡάσης, συντίθενται σε ριβοσώµατα προσδεµένα στα 
θυλακοειδή, ενώ η υποµονάδα LSU της Rubisco συντίθεται τόσο σε προσδεµένα, όσο και σε 
ελεύθερα ριβοσώµατα του στρώµατος. Στον πίνακα 1.1, φαίνονται τα γονίδια του 
χλωροπλαστικού DNA που συµµετέχουν στο σχηµατισµό του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 
Η ρύθµιση των γονιδίων αυτών γίνεται σε µεταγραφικό επίπεδο κυρίως από το φως  
χωρίς να απουσιάζει βέβαια και ο µεταφραστικός έλεγχος της έκφρασής τους.  

 
 



 

 

 

31 1.3.4 Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

 
 
Πίνακας 1.1 Γονίδια του χλωροπλαστικού DNA που κωδικοποιούν πρωτεΐνες του 
φωτοσυνθετικού µηχανισµού 
 
 
 
1.3.4.b Πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό 
DΝΑ  

Στον πίνακα 1.2 φαίνονται οι πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που κωδι-
κοποιούνται από πυρηνικά γονίδια. Η ρύθµιση της έκφρασης των πυρηνικών γονιδίων γίνεται 
στο επίπεδο της µεταγραφής συνήθως από το φως. Έχει βρεθεί ότι η φωτορύθµισή τους 
επιτυγχάνεται µέσω cίs-ρυθµιστικών, µη µεταγραφόµενων αλληλουχιών στο DNA, οι οποίες 
βρίσκονται σε περιοχές του υποκινητή και του ενισχυτή. Υπάρχουν θέσεις πρόσδεσης για 
διάφορους µεταγραφικούς παράγοντες, οι οποίοι δρουν είτε θετικά είτε αρνητικά, 
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επιτρέποντας έτσι έναν αυστηρό έλεγχο της µεταγραφής. Η ρύθµιση της γονιδιακής 
έκφρασης στο πυρήνα µπορεί να γίνει και σε επίπεδο µετάφρασης ή και µετα-µεταφραστικά. 

 
 

 
 
Πίνακας 1.2 Γονίδια πυρηνικού γονιδιώµατος που κωδικοποιούν πρωτεΐνες του 
φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

 
 
Όπως φαίνεται από τα παραπάνω, η δοµή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού είναι απο-
τέλεσµα της συνεργασίας µεταξύ του χλωροπλάστη και του πυρήνα. Οι ρυθµιστικοί 
παράγοντες συγκρότησής του, εντοπίζονται κυρίως στη φωτονιακή διέγερση της 
βιοσύνθεσης πρωτεϊνών (φωτοϋποδοχείς και αλυσίδες µεταφοράς σήµατος), στη 
βιοσύνθεση πρωτεϊνών (γονιδιακή µεταγραφή και µετάφραση), στη µεταφορά τους από το 
κυτταρόπλασµα στο πλαστίδιο και στα θυλακοειδή, αλλά και στη σύνδεση των επιµέρους 
πρωτεϊνών σε µια λειτουργική φωτοσυνθετική µονάδα. 
 
 
 
1.3.5 Πρωτεΐνες πολλαπλής τοποθέτησης µέσα στο κύτταρο    

Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, πολλές κυτταρικές λειτουργίες διπλασιάστηκαν εξαιτίας 
της εξέλιξης και αυτό είχε ως αποτέλεσµα να πραγµατοποιούνται παρόµοιες λειτουργίες σε 



 

 

 

33 1.3.6 Δυαδική τοποθέτηση de novo σύνθεσης πρωτεϊνών 

διαφορετικά υποκυτταρικά διαµερίσµατα και από διαφορετικές ισοµορφές ενζύµων (Krause 
and Krupinska, 2009). Για µεγάλο χρονικό διάστηµα, υποστηριζόταν ο κανόνας ότι ένα 
γονίδιο, αντιστοιχούσε σε µια πρωτεΐνη και µια πρωτεΐνη σε ένα υποκυτταρικό διαµέρισµα 
µέσα στο κύτταρο. Όµως η ανακάλυψη πρωτεϊνών µε διπλή τοποθέτηση σε δύο 
διαµερίσµατα του κυττάρου ανέτρεψε τον παραπάνω ισχυρισµό (Natsoulis et al., 1986). Στα 
φυτικά κύτταρα, η πρώτη πρωτεΐνη διπλής τοποθέτησης που ανακαλύφθηκε, ήταν η 
ρεδουκτάση της γλουταθειόνης (Glutathione Reductase) στο Pisum sativum  και βρέθηκε ότι 
τοποθετείται στα µιτοχόνδρια αλλά και στους χλωροπλάστες (Creissen et al., 1995). Από 
τότε, ο αριθµός των πρωτεϊνών µε αποδεδειγµένη διπλή ή πολλαπλή τοποθέτηση αυξάνεται 
σταθερά (Karniely et al., 2005) παρέχοντας συµπληρωµατικές γνώσεις στη ρύθµιση αυτής  
της λειτουργίας.  

Έχουν χαρακτηριστεί δύο βασικοί µηχανισµοί διπλής τοποθέτησης των πρωτεϊνών 
στα οργανίδια (Peeters and Small, 2001; Mackenzie, 2005). Ο πρώτος µηχανισµός (twin 
presequences) στηρίζεται στην ύπαρξη δυο διαδοχικών σε σειρά πεπτιδίων συνθήµατος που 
αναγνωρίζονται εκλεκτικά από το σύστηµα υποδοχέων του κάθε οργανιδίου στο οποίο 
πρόκειται να τοποθετηθεί το πολυπεπτίδιο που συντέθηκε στο κυτταρόπλασµα. Απαραίτητη 
προϋπόθεση στο µηχανισµό αυτό είναι ότι πρέπει να κωδικοποιηθούν δυο ανεξάρτητες 
ισοµορφές της πρωτεΐνης ώστε η κάθε µια να φέρει στο Ν-τελικό άκρο ένα από τα πεπτίδια 
συνθήµατος. Ο δεύτερος µηχανισµός (ambiguous presequence) εξασφαλίζει την είσοδο του 
πολυπεπτιδίου σε δυο οργανίδια, εξαιτίας της ιδιότητας του µοναδικού πεπτιδίου συνθήµατος 
που εντοπίζεται στο Ν-τελικό άκρο, να αναγνωρίζεται από τους υποδοχείς του συστήµατος 
εισόδου και των δυο οργανιδίων. Οι δυο αυτοί µηχανισµοί φαίνεται ότι καθορίζουν την 
ταυτόχρονη είσοδο µιας πρωτεΐνης στα µιτοχόνδρια και στους χλωροπλάστες που έχουν 
κοινή εξελικτική καταγωγή. Στα οργανίδια αυτά η είσοδος πρωτεϊνικών µορίων καθορίζεται 
κυρίως από τη παρουσία πεπτιδίων συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο της πρωτεΐνης.  

Πρόσφατα όµως υπάρχουν αναφορές ύπαρξης παραλλαγών αυτού του µοντέλου. 
Για παράδειγµα η τοποθέτηση του πεπτιδίου στο χλωροπλάστη να καθορίζεται από την 
ύπαρξη πεπτιδίου συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο, αλλά η ταυτόχρονη τοποθέτηση στον 
πυρήνα να εξασφαλίζεται από την παρουσία σινιάλου αναγνώρισης για το σύστηµα εισόδου 
στον πυρηνικό φάκελο (Nuclear Localization Signal, NLS), το οποίο και εντοπίζεται 
διάσπαρτο στη πρωτεϊνική ακολουθία (Krause and Krupinska, 2009). 

Ο έλεγχος στη διαφορετική διανοµή των πρωτεϊνών που παρουσιάζουν δυαδική 
τοποθέτηση συµµετέχοντας στο µεταβολισµό των νουκλεϊνικών οξέων µπορεί να είναι ένα 
µέσο για τη διασφάλιση της επικοινωνίας µεταξύ των διαµερισµάτων του κυττάρου που έχουν 
γενετικό υλικό.  

 
 

1.3.6 ∆υαδική τοποθέτηση de novo σύνθεσης πρωτεϊνών  
Ένας κοινός µηχανισµός για την παραγωγή πολλαπλών πρωτεϊνών από ένα 

γονίδιο είναι η χρησιµοποίηση διαφορετικής αρχής της µεταγραφής ή της µετάφρασης ή η 
χρησιµοποίηση διαφορετικών εξωνίων από εναλλακτικό µάτισµα (Πίνακας 2). Ένα 
παράδειγµα διαφορετικής έναρξης της µεταγραφής και της µετάφρασης, µε αποτέλεσµα τη 
δυαδική τοποθέτηση στον πυρήνα και τα µιτοχόνδρια στο Arabidopsis thaliana αποτελεί η 
πρωτεΐνη DNA ligase 1 (Sunderland et al., 2006). Αυτή η πρωτεΐνη εµφανίζει δυαδική 
τοποθέτηση και είναι χαρακτηριστικό παράδειγµα της κυριαρχίας του µιτοχονδριακού 



 
34 

πεπτιδίου συνθήµατος έναντι του πυρηνικού σινιάλου τοποθέτησης (NLS, Nuclear 
Localization Signal) (Sunderland et al., 2006). Χαρακτηριστικό επίσης παράδειγµα 
τοποθέτησης στον πυρήνα και στους χλωροπλάστες αποτελεί η πρωτείνη  cp31 η οποία 
εξαιτίας  διαφορετικών κωδικονίων έναρξης  που προκύπτουν από εναλλακτικό µάτισµα, 
σχηµατίζει εναλλακτικές πρωτεϊνικές ισοµορφές που συνδέονται µε RNA.  

Η µετά-µεταφραστική τροποποίηση των πρωτεϊνών, όπως για παράδειγµα η 
φωσφορυλίωση, αποτελεί εναλλακτικό ρυθµιστικό µηχανισµό ελέγχου υποκυτταρικής 
τοποθέτησης πρωτεϊνών µε δυαδικά µοτίβα στόχευσης (Karniely et al., 2005).  Πρόσφατα, 
περιγράφθηκε ένας νέος τύπος τροποποίησης ο οποίος ελέγχει τη διανοµή της πρωτεΐνης 
phosphateisopentenyl-transferase του φυτού Arabidopsis thaliana (AtIPT3) στα πλαστίδια και 
τον πυρήνα. Αυτή η πρωτεΐνη περιέχει ένα µοτίβο µετα-µεταφραστικής τροποποίηση τύπου 
“farsenylation” δηλαδή σύνδεσης ενός ισοπρεονοειδούς µε µια κυστεΐνη στο καρβόξυ τελικό 
άκρο της πρωτεΐνης. Πειράµατα παροδικού µετασχηµατισµού επιδερµικών κυττάρων 
κρεµµυδιού (Allium cepa) αποκάλυψαν ότι η  µεταφραστική σύντηξη της πρωτεΐνης µε το 
γονίδιο GFP οδηγεί το πολυπεπτίδιο που κωδικοποιείται στον πυρήνα. Αντίθετα όταν η 
πρωτεΐνη δεν υποστεί την τροποποίηση τύπου “farsenylation” τοποθετείται στα πλαστίδια 
(Galichet et al., 2008). Εκτός από τις παραπάνω µετά-µεταφραστικές τροποποιήσεις, η 
τοποθέτηση των πρωτεϊνών επηρεάζεται και από την αλληλεπίδραση µε άλλες πρωτεΐνες 
(Πίνακας 2). Τέτοιο παράδειγµα αποτελεί το γονίδιο του καπνού Tobacco  Stress-Induced 
Gene-1 (Tsi1) το οποίο δεσµεύεται µε την πρωτεΐνη  protein Tsip1 (Ham et al., 2006). 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Πίνακας 2. Πρωτεΐνες µε δυαδική τοποθέτηση στον πυρήνα και στα φυτικά οργανίδια (Krause 
and Krupinska, 2009) 
Παρουσιάζονται πρωτεΐνες µε δυαδική τοποθέτηση στον πυρήνα και στα φυτικά οργανίδια, η µέθοδος 
µελέτης της τοποθέτησής τους και η λειτουργία τους στο χλωροπλάστη και τον πυρήνα.  
 
 



 

 

 

35 1.3.7 Οι πρωτεΐνες διπλής τοποθέτησης σε οργανίδια και πυρήνα συμμετέχουν στη 

σταθερότητα του DNA και την έκφραση γονιδίων 

1.3.7 Οι πρωτεΐνες διπλής τοποθέτησης σε οργανίδια και πυρήνα συµµετέχουν στη 
σταθερότητα του DNA και την έκφραση γονιδίων 

Παρόλο που το σενάριο διπλής υποκυτταρικής τοποθέτησης πρωτεΐνης αρχικά είχε 
παραβλεφθεί, ο Ian Small και οι συνεργάτες του από το 1998 είχε θεωρήσει πιθανό το 
γεγονός η ίδια πρωτεΐνη να βρίσκονται ταυτόχρονα σε δύο υποκυτταρικά διαµερίσµατα που 
περιέχουν DNA προκειµένου να συµµετέχει στο µεταβολισµό του DNA ή και του RNA (Small 
et al., 1998). Αν και η πληθώρα κοινών δραστηριοτήτων που σχετίζεται με τη σταθερότητα του 

γονιδιώματος και την έκφραση των γονιδίων, επιβάλλει την ύπαρξη πρωτεϊνών ταυτόχρονα στον 

πυρήνα ή σε υποκυτταρικά οργανίδια όπως τα πλαστίδια και τα μιτοχόνδρια, οι πρώτες αναφορές 
περιέγραφαν αποκλειστικά τη δυαδική τοποθέτηση πρωτεϊνών στα µιτοχόνδρια και τους 
χλωροπλάστες (Silva-Filho et al., 2003). Αντίθετα, οι πρωτεΐνες που τοποθετούνται στο πυρήνα 
και ταυτόχρονα σε ένα ή και στα δύο φυτικά οργανίδια δεν έχουν µέχρι στιγµής µελετηθεί 
διεξοδικά. Στις περισσότερες των περιπτώσεων, οι πρωτεΐνες διπλής τοποθέτησης, είχαν 
αρχικά περιγραφθεί ότι τοποθετούνται µόνο σε ένα υποκυτταρικό διαµέρισµα και αργότερα 
χαρακτηρίστηκε η δυαδική τοποθέτησή τους σε οργανίδιο που περιέχει DNA 
επιβεβαιώνοντας την αρχική υπόθεση των Small et al. (Πίνακας 2).  

Για παράδειγµα η πρωτεΐνη MFP1 (MAR-binding filament-like protein 1) είχε 
αρχικά θεωρηθεί λανθασµένα ότι τοποθετείται αποκλειστικά στον πυρήνα. H πρωτεΐνη MFP1 
εντοπίζεται µόνο στα φυτά και εµφανίζει µη ειδική δέσµευση µε το DNA. Με τη κατασκευή 
MFP1-GFP εντοπίστηκαν στίγµατα στη περιφέρεια του πυρήνα των κυττάρων φυτών 
καπνού, Nicotiana benthamiana, και εξαιτίας αυτού του προτύπου υποκυτταρικής 
τοποθέτησης η πρωτεΐνη χαρακτηρίσθηκε ως συστατικό µέρος του πυρήνα (Gindullis et al., 
1999). Παρόλα αυτά, πιο λεπτοµερής ανάλυση αποκάλυψε ότι η πρωτεΐνη MFP1 
τοποθετείται και στους χλωροπλάστες, όπου συνδέεται µε τα θυλακοειδή του στρώµατος του 
χλωροπλάστη και αποµονώνεται µαζί µε τα νουκλεοειδή του χλωροπλάστη (Jeong et al., 
2003). Οι ανοσολογικές αναλύσεις µε ειδικό αντίσωµα επιβεβαίωσαν ότι η πρωτεΐνη 
βρίσκεται σε αφθονία στους χλωροπλάστες, αλλά και στο πυρήνα των κυττάρων (Samaniego 
et al., 2008). Με βάση τα χαρακτηριστικά υποκυτταρικής τοποθέτησης, αυτή η πρωτεΐνη 
φαίνεται µάλλον ότι σχετίζεται µε τη δοµική οργάνωση του DNA στον πυρήνα και στα 
πλαστίδια.  

Ένα άλλο παράδειγµα πρωτεΐνης µε όµοιες λειτουργίες στον πυρήνα και σε 
οργανίδια που περιέχουν DNA, είναι αυτό της DNA-λιγάσης-1 του φυτού Arabidopsis thaliana 
(Sunderland et al., 2006) (Πίνακας 3). Η έναρξη της µετάφρασης από το πρώτο κωδικόνιο 
έναρξης παράγει µια µιτοχονδριακή ισοµορφή, ενώ η έναρξη της µετάφρασης από το 
δεύτερο κωδικόνιο έναρξης οδηγεί στη σύνθεση ισοµορφής που τοποθετείται στον πυρήνα 
(Sunderland et al., 2006). Επειδή το φυτό Arabidopsis έχει µόνο µία λιγάση, φαίνεται ότι η 
πρωτεΐνη αυτή έχει παρόµοιους ρόλους στον πυρήνα και στα οργανίδια.  

Μία ειδική κατηγορία πρωτεϊνών µε δυαδική τοποθέτηση στα οργανίδια και τον 
πυρήνα είναι οι πρωτεΐνες που δεσµεύονται στα τελοµερή. Αυτές οι πρωτεΐνες παίζουν 
σηµαντικό ρόλο στη δοµή και τη σταθερότητα του γονιδιώµατος µέσω της σύνδεσης µε 
µονόκλωνο ή δίκλωνο DNA στα τελοµερή. Ορισµένες από αυτές τις πρωτεΐνες έχουν 
χαρακτηρισθεί ως πλαστιδιακές και δεσµεύουν RNA (Kwon et al., 2004) όπως οι cp31 και 
cp33 (Ohta et al., 1995). Η µεταφραστική σύντηξη µε GFP συντµηµένης µορφής της 
πρωτεΐνης cp31, που ονοµάζεται STEP1 (single-stranded telomere-binding protein 1), 
τοποθετείται στον πυρήνα κυττάρων του φυτού Solanum tuberosum. Επίσης, η πρωτεΐνη 
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SEBF (silencing element binding factor) που αποµονώθηκε ως πρωτεΐνη δέσµευσης 
µονόκλωνου DNA και είναι οµόλογη της cp31 ή PR10a (pathogenesis-related 10a) 
ανιχνεύθηκε ανοσολογικά ταυτόχρονα στο πυρήνα και στον χλωροπλάστη (Boyle et al., 
2001). Προτείνεται λοιπόν ότι η SEBF είναι ένας πυρηνικός ρυθµιστής που αποθηκεύεται στο 
χλωροπλάστη µέχρι να επέλθουν συγκεκριµένες συνθήκες οπότε θα απελευθερωθεί εκτός 
του χλωροπλάστη. Άλλη πρωτεΐνη µε τα παρόµοια χαρακτηριστικά δέσµευσης στα τελοµερή 
η οποία όµως διαθέτει και πεπτίδιο συνθήµατος για στόχευση στον χλωροπλάστη είναι η 
Whirly1 (Krause et al., 2005; Υοο et al., 2007).  

Οι µεταγραφικοί παράγοντες αποτελούν σηµαντική οµάδα πρωτεϊνών µε πιθανή 
δυαδική τοποθέτηση στον πυρήνα και στα οργανίδια. In silico ανάλυση γονιδίων του 
Arabidopsis που κωδικοποιούν για µεταγραφικούς παράγοντες, αποκάλυψε ότι 48 πρωτεΐνες 
πιθανώς να τοποθετούνται στα πλαστίδια (Wagner et al., 2006). Μία διαφορετική 
προσέγγιση in silico ανάλυσης προέβλεψε οτι 78 µεταγραφικοί παράγοντες πιθανώς 
τοποθετούνται στα πλαστίδια ενώ 12 στα µιτοχόνδρια (Schwacke et al., 2007). Από την 
οµάδα των µιτοχονδριακών µεταγραφικών παραγόντων, η  πρωτεΐνη APL (altered phloem 
development-like) µέσω σύντηξης µε GFP πρόσφατα αποδείχθηκε πειραµατικά ότι 
τοποθετείται εκτός του πυρήνα και στα µιτοχόνδρια (Carrie et al., 2008).  

Το πιο χαρακτηριστικό και µελετηµένο παράδειγµα διπλής τοποθέτησης 
µεταγραφικού παράγοντα είναι η πρωτεΐνη Whirly1. Η Whirly1 ανήκει σε µια µικρή οικογένεια 
µεταγραφικών παραγόντων που συνήθως αποτελέιται από µόνο 2 µέλη στα περισσότερα 
αγγειόσπερµα (Desveaux et al., 2005). Αρχικά µελετήθηκε η λειτουργία της στον πυρήνα 
όπου  δεσµεύει µονόκλωνο DNA συµµετέχοντας στη µεταγραφική ενεργοποίηση του 
γονιδίου PR10α (Desveaux et al., 2000) και στην οµοιόσταση του µήκους των τελοµερών 
(Υοο et al., 2007; Kwon et al., 2004). Παρόλα αυτά, η σύντηξη µε GFP σε 
µετασχηµατισµένους πρωτοπλάστες µεσόφυλλου του φυτού της πατάτας, αποκάλυψε  
υποκυτταρική τοποθέτηση στους χλωροπλάστες, εγείροντας ζήτηµα ταυτόχρονης δυαδικής 
τοποθέτησης της πρωτεΐνης in vivo στον πυρήνα αλλά και στους χλωροπλάστες. 
Παράλληλα, πειράµατα ανοσολογικής ανίχνευσης έδειξαν καθαρά ότι η φυσιολογική µορφή 
της πρωτεΐνης Whirly1 τοποθετείται στον πυρήνα και τους χλωροπλάστες του ίδιου κυττάρου 
σε φύλλα του φυτού Hordeum vulgare (Grabowski et al., 2008). Συνεπώς η  Whirly1 αποτελεί 
µέχρι στιγµής τη µοναδική φυτικής προέλευσης πρωτεΐνη που τοποθετείται στον πυρήνα και 
τους χλωροπλάστες του ίδιου κυττάρου. Η πρωτεΐνη Whirly1 του Zea mays έχει παρατηρηθεί 
ότι συνδέεται in vitro µε πλαστιδιακό DNA (Prikyl et al., 2008). Παρόλα αυτά, τα 
αποτελέσµατα της ανάλυσης του µεταλλάγµατος why1 θέτουν υπό αµφισβήτηση τη 
συµµετοχή της πρωτεΐνης στην αντιγραφή του DNA ή τη επιδιόρθωσή του, αφού ουσιαστικά 
δεν µεταβάλλονται τα επίπεδα του πλαστιδιακού DNA (Prikyl et al., 2008). Όµως στα 
µεταλλάγµατα why1  
παρατηρήθηκε ασυνήθιστα υψηλή συγκέντρωση ριβοσωµάτων, η οποία οδήγησε σε 
φαινότυπο λεύκανσης (Prikyl et al., 2008). Tο Arabidopsis thaliana έχει 2 πρωτεΐνες Whirly 
(Whirly1 και Whirly3), που διαφέρουν ως προς την τοποθέτησή τους στο χλωροπλάστη. Η 
διαγονιδιακή κατασκευή Whirly1-GFP αποκάλυψε τη τοποθέτηση της πρωτεΐνης στον 
χλωροπλάστη σε δοµές που εµφανίζουν στίγµατα, ενώ η κατασκευή Whirly3-GFP εµφανίζει 
στον χλωροπλάστη διάχυτο πρότυπο (Krause et al., 2005). Με βάση αυτά τα δεδοµένα 
φαίνεται ότι τα οµόλογα γονίδια Whirly που τοποθετούνται στα πλαστίδια έχουν διαφορετικές 
µεταξύ τους λειτουργίες. Στο καλαµπόκι η µεγαλύτερη ποσότητα της πλαστιδιακής Whirly 
ανιχνεύθηκε ως διαλυτή πρωτεΐνη στο στρώµα των χλωροπλαστών ενώ ένα µικρό µέρος 
εντοπίστηκε σε µεµβρανικό κλάσµα των θυλακοειδών (Prikyl et al., 2008). Η υπόθεση που 
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διαµορφώνεται είναι πως ότι η πρωτεΐνη τοποθετείται στα πλαστίδια και υπό συγκεκριµένες 
συνθήκες απελευθερώνεται για να τοποθετηθεί στον πυρήνα όπου δρα ως µεταγραφικός 
παράγοντας. Βέβαια δεν µπορεί να αποκληθεί επιπρόσθετη λειτουργία της πρωτεΐνης στα 
πλαστίδια.  

Μία άλλη πρωτεΐνη που θα µπορούσε να βρίσκεται στα πλαστίδια πριν 
πραγµατοποιήσει το ρόλο της στην ενεργοποίηση της έκφρασης πυρηνικών γονιδίων, είναι η 
ΑΤΧR5 (Arabidopsis trithorax related protein 5) στο Arabidopsis (Raynaud et al., 2006). H 
ATXR5 ανήκει στην οικογένεια πρωτεϊνών που περιέχει το τµήµα SET και σχετίζεται µε τον 
επιγενετικό έλεγχο της γονιδιακής έκφρασης (Kouzarides et al., 2002; Lachner et al., 2002). 
Η αποθήκευση της στα πλαστίδια και η µετέπειτα απελευθέρωσή της, χρήζει πειραµατικής 
επιβεβαίωσης, για παράδειγµα µέσω µελέτης της λειτουργίας της όταν η πρωτεΐνη βρίσκεται 
είτε µόνο στον πυρήνα ή είτε στα πλαστίδια. Αυτό θα µπορούσε να επιτευχθεί µέσω 
λειτουργικής συµπληρωµατικότητας σε γενετικό υπόβαθρο µεταλλαγµάτων στα οποία δεν 
υπάρχει η πρωτεΐνη, όπου µια ανασυνδυασµένη µορφή της πρωτεΐνης τοποθετείται 
αποκλειστικά στον πυρήνα ή στα πλαστίδια, αλλά όχι ταυτόχρονα και στα δύο υποκυτταρικά 
διαµερίσµατα.    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 3. Μηχανισµοί υποκυτταρικής τοποθέτησης µίας πρωτεΐνης στα οργανίδια και τον 
πυρήνα (Krause and Krupinska, 2009) 
Με βάση µελετηµένες πρωτεΐνες, παρουσιάζονται προτεινόµενοι µηχανισµοί τοποθέτησης στον πυρήνα 
και στους χλωροπλάστες ή στα µιτοχόνδρια. 
 
 
 

1.4.1 Η µετάλλαξη leukothea1 
 
1.4.1.a Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του µεταλλάγµατος leukothea1-1 

Από σάρωση µεταλλαγµάτων που πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Μοριακής 
Βιολογίας η µετάλλαξη leukothea1 επιλέχθηκε µεταξύ άλλων µεταλλαγµάτων εξαιτίας του 
ιδιαίτερου φαινοτύπου που σχετίζεται µε αποκλειστική λεύκανση των κοτυληδόνων (Εικόνα 
7). Ο χαρακτηριστικός αυτός φαινότυπος αποτέλεσε το κίνητρο επιλογής του ονόµατος 
“Λευκοθέα” που σύµφωνα µε τη µυθολογία αποτελεί µία από τις λευκές νηρηίδες της 
θάλασσας.   

Το µετάλλαγµα leukothea1-1 (leuko1-1) προέρχεται από χηµική µεταλλαξογένεση µε 
EMS (Ethane Methane Sulfonate). Στο leuko1-1 η µετάλλαξη χαρτογραφήθηκε στο γονίδιο 
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At5g62990, το οποίο έχει µία αµινοξική υποκατάσταση της Γλυκίνης (373) σε Ασπαρτικό οξύ 
(G373→D), εξαιτίας της αλλαγής της βάσης G στη θέση 1188bp σε A,  αναφορικά του 
κωδικονίου έναρξης της µετάφρασης (Αθανασιάδη, 2008).  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 7. Χαρακτηριστικές φαινοτυπικές ανωµαλίες του µεταλλάγµατος leuko1-1 
Α) Φαινότυπος σποροφύτων και B) Χαρακτηριστική χλώρωση leuko1-1 κοτυληδόνων φυτών ηλικίας 5 
ηµερών.               
                
 

Σε αντίθεση µε τις κοτυληδόνες τα φύλλα του µεταλλάγµατος leuko1-1 είναι πράσινα. 
Βιοµετρικές αναλύσεις αποκάλυψαν ότι η ανάπτυξη του µεταλλάγµατος υστερεί εµφανώς στα 
πρώτα στάδια µετά τη βλαστικότητα των σπερµάτων συγκριτικά µε τα φυτά αγρίου τύπου 
Col-0. Επειδή η χαρακτηριστική φαινοτυπική ανωµαλία της µετάλλαξης leuko1-1 είναι οι 
λευκές κοτυληδόνες, χρησιµοποιώντας τεχνικές ηλεκτρονικής µικροσκοπίας διερευνήθηκαν 
πιθανές µορφολογικές αλλοιώσεις των χλωροπλαστών (Εικόνα 8 και  9). Η παρατήρηση 
έγινε σε κύτταρα από κοτυληδόνες και πρώτα φύλλα φυτών Col-0 και leuko1-1 που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε 1 % σακχαρόζη στους 22οC µε φωτοπεριόδο 16h φως 
και 8h σκοτάδι.  

 

       Col-0            leuko1-1      

A

Β
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Eικόνα 8. Παρατήρηση της µορφολογίας των χλωροπλαστών του µεταλλάγµατος 
leuko1-1 και των φυτών Col-0. 
α) Χλωροπλάστης από κύτταρα κοτυληδόνας φυτού Col-0 ηλικίας 5 ηµερών, β) 
Χλωροπλάστης από κύτταρα κοτυληδόνας φυτού leuko1-1 ηλικίας  7 ηµερών, γ) 
Χλωροπλάστης από κύτταρα πρώτων φύλλων φυτών Col-0 ηλικίας 14 ηµερών, δ) 
Χλωροπλάστης από κύτταρα πρώτων φύλλων φυτών leuko1-1 ηλικίας 14 ηµερών.  
 

 Οι εικόνες έδειξαν ότι ο φακοειδής σχηµατισµός και η οργανωµένη δοµή των 
θυλακοειδών και των grana στους χλωροπλάστες των φυτών αγρίου τύπου δεν παρατηρείται 
στα φυτά της µετάλλαξης leuko1-1. Συγκεκριµένα οι χλωροπλάστες είναι µικρότεροι και δεν 
είναι άρτια σχηµατισµένοι µε προβληµατικοί οργάνωση των θυλακοειδών. Εντούτοις, η 
µορφολογία του χλωροπλάστη στα πρώτα φύλλα του µεταλλάγµατος leuko1-1 είναι 
βελτιωµένη συγκριτικά µε τις κοτυληδόνες του χωρίς όµως και πάλι να φτάνει την αρτιότητα 
των χλωροπλαστών που εµφανίζουν τα φυτά αγρίου τύπου (Εικόνα 8). Προκειµένου να 
εξεταστεί αν οι φαινοτυπικές αυτές ανωµαλίες θα µπορούσαν να εξαλειφθούν εάν 
συµπληρωνόταν εξωγενώς πηγή άνθρακα, τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο που 
περιείχε 3% σακχαρόζη. Για την παρατήρηση της µορφολογίας των χλωροπλαστών σε 
κύτταρα των κοτυληδόνων τα φυτά αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι εξαιτίας πιθανού εκφυλισµού 
των φωτοσυνθετικών χρωστικών στο φως. Για την αντίστοιχη παρατήρηση στα πρώτα 
φύλλα, τα φυτά αναπτύχθηκαν σε φυσιολογικό κύκλο  φωτοπεριόδου, 16h φως και 8h 
σκοτάδι. 
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Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η µορφολογία των χλωροπλαστών σε κύτταρα leuko1-1 
κοτυληδόνων που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι είναι προβληµατική (Εικόνα 9). Οι 
χλωροπλάστες δεν έχουν την τυπική οργάνωση των grana  και  δεν συσσωρεύουν άµυλο 
όπως οι χλωροπλάστες των φυτών αγρίου τύπου (Εικόνα 9α). Η αύξηση της σακχαρόζης 
στο θρεπτικό µέσο ανάπτυξης, βελτιώνει την εικόνα των χλωροπλαστών στα πρώτα φύλλα 
του µεταλλάγµατος leuko1-1 που εµφανίζουν βελτιωµένο πρότυπο οργάνωσης των 
θυλακοειδών (Εικόνα 9δ). Στις ίδιες συνθήκες στους χλωροπλάστες των πρώτων φύλλων 
των φυτών αγρίου τύπου παρατηρούνται αµυλόκοκκοι. Οι αµυλόκοκκοι αποτελούν 
αποθησαυριστικές δοµές και αντιπροσωπεύουν  το καθαρό κέρδος σε ενέργεια και 
σκελετούς άνθρακα από τη λειτουργία της φωτοσύνθεσης. Εποµένως, η χαρακτηριστική 
αλλοίωση της µορφολογίας των χλωροπλαστών του φυτού leuko1-1, δε φαίνεται να είναι 
συνέπεια φωτοαναστολής -περίσσειας φωτός, αφού η εικόνα των κοτυληδόνων του δε 
βελτιώνεται στο σκοτάδι. Από την άλλη, φαίνεται να υπάρχει πρόβληµα θρεπτικής 
ανεπάρκειας εξαιτίας πιθανής κακής λειτουργίας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, αφού οι 
χλωροπλάστες εκµεταλλεύονται το συµπλήρωµα σακχαρόζης για να οργανώσουν καλύτερα 
τη λεπτή τους δοµή. Στις αντίστοιχες συνθήκες οι χλωροπλάστες των φυτών αγρίου τύπου 
αποταµιεύουν την περίσσεια της σακχαρόζης µε τη µορφή αµυλοκόκκων (Εικόνα 9γ).  

 

 
 
Eικόνα 9. Μορφολογία χλωροπλαστών µεταλλάγµατος Col-0 και leuko1-1 φυτών 
 α) χλωροπλάστης από κύτταρα κοτυληδόνων φυτών Col-0 ηλικίας 5 ηµερών που αναπτύχθηκαν στο 
σκοτάδι, β) χλωροπλάστης από κύτταρα κοτυληδόνων φυτών leuko1-1  ηλικίας 7 ηµερών που 
αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι, γ) Χλωροπλάστες από κύτταρα πρώτων φύλλων φυτών Col-0 ηλικίας 14 
ηµερών σε θρεπτικό µέσο µε 3 % σακχαρόζη και δ) Χλωροπλάστες από κύτταρα πρώτων φύλλων 
φυτών leuko1-1  0 ηλικίας 14 ηµερών σε θρεπτικό µέσο µε 3 % σακχαρόζη. 
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Η ποσοτικοποίηση των φωτοσυνθετικών χρωστικών ταυτίστηκε µε το φαινότυπο της 

λεύκανσης των κοτυληδόνων του φυτού leuko1-1  και τη σταδιακή αναστροφή του 
φαινοτύπου που παρατηρείται στα πρώτα φύλλα. Μετρήσεις των φωτοσυνθετικών 
χρωστικών, χλωροφύλλης α και β (Chl α και β) και των καροτενοειδών που αποτελούν 
χρωστικές προστασίας των κεραίων των φωτοσυστηµάτων πραγµατοποιήθηκαν στις 
κοτυληδόνες και στα πρώτα φύλλα φυτών Col-0 και leuko1-1. Οι µετρήσεις αποκάλυψαν 
δραµατική µείωση των χρωστικών της φωτοσύνθεσης, όσο και των καροτενοειδών στις 
κοτυληδόνες του µεταλλάγµατος leuko1-1, σε σχέση µε τα φυτά αγρίου τύπου.  Όσον αφορά 
στα φύλλα του leuko1-1 η περιεκτικότητα των χρωστικών είναι ελαφρά µειωµένη σε σύγκριση 
µε τα φυτά αγρίου τύπου.  

Η µορφολογία των χλωροπλαστών βελτιώνεται στα πρώτα φύλλα σε σχέση µε τις 
κοτυληδόνες, φαινόµενο που επιβεβαιώνεται και µε τη ποσοτική ανάλυση των χρωστικών της 
φωτοσύνθεσης. Το παραπάνω γεγονός υποδεικνύει ότι η µετάλλαξη leuko1-1 επηρεάζει τη 
µορφογένεση ιστών µε εµβρυακές καταβολές, όπως είναι οι κοτυληδόνες. Οπότε η πρωτεΐνη 
Leuko1 φαίνεται να έχει κρίσιµο ρόλο στην ανάπτυξη του εµβρύου, κάτι το οποίο 
επιβεβαιώνεται και από τη µελέτη του µεταλλάγµατος leukothea1-2.  

 
1.4.1.b Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά του αλληλόµορφου leukothea1-2 

Βιοπληροφορική αναζήτηση και άλλων αλληλοµόρφων µεταλλαγµάτων οδήγησε στον 
εντοπισµό του  αλληλόµορφου leukothea1-2, που οφείλεται σε Τ-DNA ένθεση στο γονίδιο 
At5g62990 (Eικόνα 13), ανωφερικά 30bp από το κωδικόνιο έναρξης. Η ίδια σειρά T-DNA είχε 
προηγούµενα µελετηθεί (Tzafrir, 2003; Tzafrir, 2004) και χαρακτηρισθεί ως emb1692. Η 
σειρά αυτή διατίθεται από τον ερευνητή Meinke, o oποίος την εντόπισε στα πλαίσια µιας 
γενικότερης έρευνας για µεταλλάγµατα που εµπλέκονται στη εµβρυογένεση. Έχει µελετηθεί η 
µορφολογία των εµβρύων της σειράς µε µικροσκοπία Nomarski και παρουσιάζεται στη βάση 
δεδοµένων www.seedgenes.org (Εικόνα 10).  Περαιτέρω παρατήρηση των καρποταξιών του 
T-DΝΑ αλληλοµόρφου leuko1-2 επιβεβαίωσαν τη Μενδελιανή διάσχιση του θνησιγόνου 
φαινότυπου σε κατάσταση οµοζυγωτίας (Εικόνα11).  
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Εικόνα 10. Εικόνες µικροσκοπίας Nomarski από τη βάση δεδοµένων www.seedgenes.org  
Α. Εικόνες από την εµβρυακή ανάπτυξη αγρίου τύπου φυτού Col-0 
B. Εικόνες από την εµβρυακή ανάπτυξη του µεταλλάγµατος emb1692/leuko1-2. H ανάπτυξη του 
µεταλλάγµατος σταµατάει στο στάδιο της καρδιάς    
                             

 
Εικόνα 11. Καρποταξίες ετερόζυγων ως προς την ένθεση φυτών leuko1-2. Παρατηρείται 
ανοµοιοµορφία των αναπτυσσόµενων σπερµάτων 

Α 

Β 
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 Με αστεράκια και βέλη σηµειώνονται τα µη φυσιολογικά σπέρµατα. Κάτω δεξιά, φαίνονται σπέρµατα 
από ετερόζυγη για την ένθεση, ώριµη καρποταξία, ανάµεσα στα οποία διακρίνονται 3 συρρικνωµένα 
(οµόζυγα για την T-DNA ένθεση) 
 

Τα ώριµα σπέρµατα εξετάστηκαν περισσότερο για να ελεγχθεί αν παρουσιάζουν 
κάποια ανωµαλία στη δοµή ή στην ανάπτυξη των εµβρύων που εµπεριέχουν, σαν κι αυτές 
που παρουσιάζουν άλλα µεταλλάγµατα όπως τα sco 1-2, sco 1-3 (Ruppel and Hangarter, 
2007) και το raspberry3 (Apuya, 2002). Η επεξεργασία ώριµων σπερµάτων ετερόζυγων ως 
προς την ένθεση φυτών leuko1-2 µε NaOH έδειξε πως το ¼ των εµβρύων, που αντιστοιχούν 
στα οµόζυγα ως προς την ένθεση σπέρµατα, έφτανε ως το καρδιόσχηµο στάδιο ανάπτυξης 
(Εικόνα 12γ), ενώ τα υπόλοιπα ¾ (Εικόνα 12δ) ολοκλήρωναν την ανάπτυξή τους 
φυσιολογικά, σχηµατίζοντας κοτυληδόνες και ριζίδιο. Μολονότι η ανάπτυξη των οµόζυγων ως 
προς την ένθεση εµβρύων σταµατά στο καρδιόσχηµο στάδιο, το έµβρυο ακόµη και στη φάση 
αυτή, δεν έχει την οργανωµένη και συνεκτική δοµή που παρουσιάζει το αντίστοιχης ηλικίας 
Col-0 έµβρυο (Εικόνα 12α). Στο τελικό, όµως, στάδιο ανάπτυξης των εµβρύων, η εικόνα που 
παρουσιάζουν τα Col-0 έµβρυα (Εικόνα 12β) είναι όµοια µε τα έµβρυα που φέρουν την 
ένθεση σε ετεροζυγωτή κατάσταση (Εικόνα 12).  

Σύµφωνα µε τα παραπάνω και επειδή η µοριακή ανάλυση του µεταλλάγµατος leuko1-2 
δεν καθίσταται εύκολη λόγω της θνησιµότητας του εµβρύου, ο αλληλόµορφος leuko1-1 
αποτελεί το πλέον κατάλληλο γενετικό υπόβαθρο για τη διεξοδική µελέτη της λειτουργίας 
αφού ναι µεν η αµινοξική υποκατάσταση (G373→D) ευθύνεται για σηµαντικές φαινοτυπικές 
ανωµαλίες, τα φυτά όµως µπορούν να αναπτυχθούν, γονιµοποιούνται και δίνουν απογόνους 
 
                                                     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 12. Μορφολογία σπερµάτων και εµβρύων από το αγρίου τύπου φυτό Col-0 και το 
αλληλόµορφο µετάλλαγµα leuko1-2 
Ι. Σπέρµατα από α) Col-0 φυτό στη φάση ανάπτυξης καρδιόσχηµου εµβρύου, β) Col-0 φυτό στη φάση 
του ώριµου εµβρύου γ), δ) από καρποταξία ετεροζυγωτού ως προς την ένθεση φυτού. Στο γ) φαίνεται 
σπέρµα από οµόζυγο ως προς την T-DNA ένθεση έµβρυο (1/4), ενώ στο δ) σπέρµα που περιέχει 
έµβρυο µε την ένθεση T-DNA σε ετεροζυγωτή κατάσταση ή χωρίς ένθεση (3/4). II. Παρουσιάζονται τα 
αντίστοιχα έµβρυα από τα σπέρµατα που βρίσκονται άνωθέν τους. 
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1.4.2 Η πρωτεΐνη LEUKO1 περιέχει το τµήµα DUF860 ή PORR 
 Σε πρωτεϊνικό επίπεδο, το γονίδιο Leuko1 (At5g62990) αποτελείται από τρεις κύριες 
δοµές. Το Ν-τελικό άκρο που περιλαµβάνει το πεπτίδιο συνθήµατος για τοποθέτηση στον 
χλωροπλάστη, το οποίο εκτείνεται από τo πρώτο έως το 60ο αµινοξύ), το τµήµα DUF 860 
(Domain of Unknown Function 860) µεγέθους 319aa (61 – 380) και το C-τελικό άκρο 
µεγέθους 114aa (381–494aa) (Εικόνα 13). Το τµήµα DUF860 παρουσιάζεται αποκλειστικά 
σε γονίδια φυτικών οργανισµών.  
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 13. Σχηµατική απεικόνιση των δοµών του γονιδίου LEUKO1 και η θέση των 
µεταλλάξεων 
Το γονίδιο LEUKO1 αποτελείται από το N-άκρο, το τµήµα DUF860/PORR και το C-άκρο. Η µετάλλαξη 
leuko1-1 βρίσκεται στο τµήµα DUF860/PORR. Η µετάλλαξη leuko1-2 είναι η ένθεση T-DNA 30bp 
ανωφορικά του κωδικονίου έναρξης  του γονιδίου και απεικονίζεται µε το ανεστραµµένο τρίγωνο.   
 
 

Πρόσφατα, για πρώτη φορά στο φυτό Zea mays αναγνωρίσθηκε και µελετήθηκε 
πρωτεΐνη που περιέχει το τµήµα DUF860 (domain of unknown function) (Kroeger et al., 
2009). H πρωτεΐνη WTF1 (What’s this factor 1) εντοπίστηκε να ανοσοκαθιζάνει µε τα 
ιντρόνια χλωροπλαστικών RNA της οµάδας ΙΙ (splicing intron group II). Σχηµατίζει οµοδιµερές 
σύµπλοκο µε την πρωτεΐνη RNC1 (RNase III-domain protein) και φαίνεται οτι είναι 
απαραίτητη για την οµαλή λειτουργία του µατίσµατος των χλωροπλαστικών ιντρονίων 
(Kroeger et al., 2009). Πειραµατικά δεδοµένα έδειξαν ότι το τµήµα DUF860 έχει ένα µέχρι 
τώρα άγνωστο µοτίβο in vitro σύνδεσης µε το RNA (Kroeger et al., 2009). Συνεπώς το 
DUF860 µετονοµάστηκε σε PORR (Plant Organelle RNA Recognition motif) . To Arabidopsis 
thaliana έχει 15 οµόλογα γονίδια που φέρουν το τµήµα DUF860, µεταξύ των οποίων είναι το 
γονίδιο Leuko1 (At5g62990) και το ορθόλογο At4g01037 του Zea mays WTF1 στο 
Arabidopsis. Τα περισσότερα μέλη της οικογένειας DUF860 φαίνεται να στοχεύουν στους 
χλωροπλάστες ή  στα μιτοχόνδρια, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι πρωτεΐνες με αυτό το τμήμα 

πιθανόν να έχουν πολλαπλούς ρόλους στο μεταβολισμό του RNA και στα δύο οργανίδια. Παρόλα 
αυτά, από βιοπληροφορικές αναλύσεις που πραγµατοποιήθηκαν, υπάρχουν ενδείξεις ότι 
παράλληλα τοποθετούνται και στον πυρήνα των κυττάρων και έτσι προκύπτουν σηµαντικές 
ερωτήσεις σε σχέση µε τη λειτουργία τους, την εξέλιξη των µηχανισµών επικοινωνίας µεταξύ 
οργανιδίων και πυρήνα σε συνάρτηση µε την ανάπτυξη του φυτού.  

 
 

1.4.3 Το τµήµα PORR εντοπίζεται µόνο σε γονίδια φυτικών οργανισµών 
Ερευνώντας για άλλες πρωτεΐνες Leuko1 εκτός του Arabidopsis thaliana µέσω του 

προγράµµατος BlastP (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI), βρέθηκε ότι µόνο στους 
φυτικούς οργανισµούς υπάρχουν οµόλογες πρωτεΐνες µε το τµήµα PORR (Εικόνες 14 και 
15). Στις βάσεις δεδοµένων και ιδιαίτερα στο TAIR (www.arabidopsis.org) και NCBI, το 
PORR είχε προηγουµένως χαρακτηρισθεί ως DUF860 (Domain of Unknown Function) ή 
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λανθασµένα ως υδρολάση του καρβόξυ-άκρου της ουµπικουιτίνης. Πρόσφατη αναφορά 
ανέτρεψε αυτό τον χαρακτηρισµό, αφού παρουσιάστηκε ότι το τµήµα PORR συνδέεται µε 
οργανιδιακό RNA και συµµετέχει στο µάτισµα των οργανιδιακών ιντρονίων κατηγορίας ΙΙ, ενώ 
παράλληλα η οµολογία σε αµινοξικό επίπεδο µε τις υδρολάσεις του καρβόξυ-άκρου της 
ουµπικουιτίνης είναι ελάχιστη (Kroeger et al., 2009). Τα περισσότερα µέλη της οικογένειας 
PORR/DUF860 προβλέπεται ότι τοποθετούνται στα µιτοχόνδρια ή στους χλωροπλάστες, είτε 
στον πυρήνα, οπότε η λειτουργία τους µάλλον θα πρέπει να σχετίζεται µε βασικές διεργασίες 
µεταβολισµού του RNA στα υποκυτταρικά αυτά διαµερίσµατα που περιέχουν νουκλεϊνικά 
οξέα.  

Στο φυλογενετικό δένδρο που δηµιουργήθηκε από την πολλαπλή ευθυγράµµιση 
των ορθόλογων αµινοξικών ακολουθιών διακρίνονται τρεις κύριοι κλάδοι (Εικόνα 15). Ο 
πρώτος (Ι) περιέχει πρωτεΐνες ορθόλογες της Leuko1 από δικοτυλήδονα φυτά, όπως το 
Arabidopsis (Arabidopsis thaliana και Arabidopsis lyrata), το Mimulus gattatus, τη Μηδική 
(Medicago sativa), τη λεύκα (Populus trichocarpa), τη ρετσινολαδιά (Ricinus communis) και 
το αµπέλι (Vitis vinifera). Ο δεύτερος κλάδος αποτελείται από ορθόλογες πρωτεΐνες που 
προέρχονται από µονοκοτυλήδονα φυτά, όπως το κριθάρι (Hordeum vulgare), το γλυκό 
σόργο (Sorghum bicolor) και το ρύζι (Oryza sativa). Ο τρίτος κλάδος περιλαµβάνει ορθόλογες 
πρωτεΐνες από τα αρχέγονα βρυόφυτα Selaginella moellendorffii και Physcomitrella patens. 
Συνεπώς στο βασίλειο των φυτών οι ορθόλογες πρωτεΐνες οµαδοποιούνται ανάλογα µε την 
εξελικτική τους διαδικασία. Αξιοσηµείωτο είναι ότι οι ορθόλογες πρωτεΐνες Leuko1 από 
µονοκοτυλήδονα και δικοτυλήδονα φυτά σε αντίθεση µε τα αρχέγονα βρυόφυτά Selaginella 
moellendorffii και Physcomitrella patens διατηρούν συντηρηµένη τη Γλυκίνη-373, γεγονός 
που υποδηλώνει το σηµαντικό λειτουργικό ρόλο του συγκεκριµένου αµινοξέως (Εικόνα 14).  
 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 14. Πολλαπλή ευθυγράµµιση αµινοξικών ακολουθιών των ορθόλογων πρωτεϊνών 
Leuko1 από φυτικούς οργανισµούς. 
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Ο κόκκινος αστερίσκος δείχνει το συντηρηµένο αµινοξύ Γλυκίνη-373, που  στη µετάλλαξη leuko1-1 έχει 
αντικατασταθεί από το Ασπαρτικό οξύ (G373→D) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 15. Φυλογενετικό δένδρο Neighbor-Joining χωρίς ρίζα (Unrooted) υπολογισµένο µε 
βάση τη πολλαπλή ευθυγράµµιση µεταξύ των ορθόλογων πρωτεϊνών Leuko1 από διάφορους 
φυτικούς οργανισµούς 
Unrooted Neighbor-Joining εξελικτικό δένδρο όπως προέρχεται από τη πολλαπλή ευθυγράµµιση των 
αµινοξικών ακολουθιών πρωτεϊνών Leuko1 από διάφορους φυτικούς οργανισµούς. Κάθε έλλειψη 
αντιπροσωπεύει διαφορετικούς εξελικτικούς κλάδους. Ο κλάδος (Ι) περιέχει πρωτεΐνες ορθόλογες της 
Leuko1 από δικοτυλήδονα φυτά, όπως το Arabidopsis (Arabidopsis thaliana και Arabidopsis lyrata), το 
Mimulus gattatus, τη Μηδική (Medicago sativa), τη λεύκα (Populus trichocarpa), τη ρετσινολαδιά 
(Ricinus communis) και το αµπέλι (Vitis vinifera). Ο κλάδος II αποτελείται από ορθόλογες πρωτεΐνες που 
προέρχονται από µονοκοτυλήδονα φυτά, όπως το κριθάρι (Hordeum vulgare), το γλυκό σόργο 
(Sorghum bicolor) και το ρύζι (Oryza sativa). Ο  κλάδος II περιλαµβάνει ορθόλογες πρωτεΐνες από τα 
αρχέγονα βρυόφυτα Selaginella moellendorffii και Physcomitrella patens. 
 
1.5.1 Σκοπός της ερευνητικής µελέτης 

Το µιτοχόνδριο και ο χλωροπλάστης διαθέτουν γενετικό υλικό παρόλο τον 
εκφυλισµό που έχουν υποστεί κατά τη διάρκεια της εξέλιξης. Η διατήρηση της οµοιόστασης 

ΙΙΙ 

ΙΙ 
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των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από τα οργανιδιακά γονιδιώµατα ή κωδικοποιούνται 
από γονίδια που εδράζουν στο πυρηνικό γονιδίωµα και στην συνέχεια εισέρχονται στα 
οργανίδια, αποτελεί σηµαντική διεργασία για τη διατήρηση της σωστής λειτουργίας των 
οργανιδίων, σε συνάρτηση µε την ανάπτυξη του φυτού. Για να διατηρηθεί η κυτταρική 
οµοιόσταση, ένα δίκτυο επικοινωνίας µεταξύ του πυρήνα και των οργανιδίων έχει αναπτυχθεί 
µε σκοπό τη ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων  και τη διατήρηση της σωστής λειτουργίας των 
οργανιδιακών πρωτεωµάτων. Σκοπός αυτής της ερευνητικής εργασίας είναι η µελέτη του 
ρόλου δυο γονιδίων που εδράζουν στον πυρήνα, αλλά τα προϊόντα που κωδικοποιούν 
εντοπίζονται στα φυτικά οργανίδια και θεωρούνται κρίσιµα στην εµβρυακή και µετα-εµβρυακή 
ανάπτυξη του φυτού. Το πρώτο είναι το γονίδιο Lon το οποίο εξαιτίας εκλεκτικής 
µεταγραφικής και µεταφραστικής ρύθµισης  υπό συνθήκες οξειδωτικής καταπόνησης 
κωδικοποιεί ταυτόχρονα µια µικρή ισοµορφή που στοχεύει στο µιτοχόνδριο και τη µεγάλη 
ισοµορφή που τοποθετείται στο χλωροπλάστη για τον έλεγχο της ποιότητας των 
οργανιδιακών πρωτεωµάτων. Το δεύτερο είναι το γονίδιο leukothea που φαίνεται ότι 
επηρεάζει τη σταθερότητα και ωρίµανση των µεταγραφηµάτων γονιδίων του χλωροπλάστη 
αλλά και πυρηνικών γονιδίων των οποίων τα πρωτεϊνικά προϊόντα τοποθετούνται στο 
χλωροπλάστη.   
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2. Υλικά & Μέθοδοι 
 

2.1 Φυτικό υλικό  
Σαν υλικό για τα πειράµατα της παρούσας µελέτης χρησιµοποιήθηκε το φυτό 

Arabidopsis thaliana (οικότυπος Columbia), το οποίο ανήκει στην οικογένεια των 
Σταυρανθών – Brassicaceae και το φυτό Nicotiana benthamiana της οικογένειας 
Solanaceae.   

 
 

2.2 Συνθήκες καλλιέργειας Arabidopsis thaliana και Nicotiana benthamiana 
Για την ανάπτυξη φυτών κάτω από ασηπτικές συνθήκες, τα σπέρµατα 

ενυδατώνονται για 24 ώρες στους 40C και απολυµαίνονται σε 25% διάλυµα χλωρίνης, o.o1% 
Triton-X. Στη συνέχεια τοποθετούνται κάτω από ασηπτικές συνθήκες σε τρυβλία, παρουσία 
κατάλληλου θρεπτικού µέσου (βλέπε επιµέρους πρωτόκολλα). Τα τρυβλία τοποθετούνται σε 
θάλαµο επώασης ελεγχόµενων συνθηκών (θερµοκρασία 220C και φωτοπερίοδο 16 ώρες 
φως/8 ώρες σκοτάδι). Μετά από 2 εβδοµάδες τα φυτά µεταφυτεύονται στο χώµα και 
τοποθετούνται στον ίδιο θάλαµο ανάπτυξης φυτών. 

 
 
2.3 Πρωτόκολλο αποµόνωσης ολικού RNA από σπορόφυτα Arabidopsis thaliana 

Φρέσκο φυτικό υλικό (ολόκληρα φυτά Arabidopsis ή διάφορα όργανά του) 
οµογενοποιείται παρουσία υγρού αζώτου µε κατάλληλο γουδί λειοτρίβησης. 
�     Το δείγµα  µεταφέρεται σε eppendorf tube των 2ml. (Για κάθε 2gr ιστού 
προστίθεται 1ml διαλύµατος αποµόνωσης και 1ml φαινόλης). Έντονη ανάµιξη του 
δείγµατος. 
� Φυγοκέντρηση (max speed) για 10min. 
�      Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο tube και ακολουθεί καθαρισµός του 
δείγµατος µε ίσο όγκο φαινόλης. 
�   Επαναλαµβάνεται φυγοκέντρηση κάτω από τις ίδιες συνθήκες. 
�    Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο tube και ακολουθεί προσθήκη ίσου όγκου 
φαινόλης-χλωροφόρµιου-ισοαµυλικής αλκοόλης (25:24:1). Έντονη µίξη. 
�    Επαναλαµβάνεται η ίδια φυγοκέντρηση. 
�   Μεταφορά του υπερκειµένου σε νέο tube χωρίς να διαταραχθεί η ενδιάµεση 
φάση και προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης-χλωροφόρµιου-ισοαµυλικής αλκοόλης 
(25:24:1). Έντονη µίξη. 
�   Επαναλαµβάνεται η ίδια φυγοκέντρηση. 
�   Ξανά µεταφορά του υπερκειµένου σε νέο tube χωρίς να διαταραχθεί η ενδιάµεση 
φάση και προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου-ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1). Έντονη 
µίξη. 
�   Επαναλαµβάνεται η ίδια φυγοκέντρηση. 
�   Για την κατακρήµνιση των νουκλεϊνικών οξέων, στο υπερκείµενο προστίθεται 
1/10 του όγκου 3Μ CH3COONa pH 4.8 και 2.5 όγκοι παγωµένης αιθανόλης 100% και 
στους -20οC overnight. 
� Ακολουθεί φυγοκέντρηση στους 4οC σε max speed. 
� Το ίζηµα διαλύεται σε αποστειρωµένο ddH2Ο (µε θέρµανση στους 65οC όταν 
χρειάζεται) 
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2.4 Πρωτόκολλο αποµόνωσης ολικού RNA από έµβρυα Arabidopsis thaliana 
Το πρωτόκολλο που ακολουθεί αποτελεί τροποποίηση του πρωτοκόλλου από την αναφορά 
των Onate-Sanchez et al., 2008. 
Έµβρυα από το κατάλληλο στάδιο του φυτού Arabidopsis thaliana, αποµονώνονται µε τη 
βοήθεια λαβίδας και στερεοσκοπίου 
� Στα έµβρυα προστίθεται το διάλυµα αποµόνωσης (όσο το δυνατό λιγότερο όγκος, 
µέχρι 150µl). Μέσα στο διάλυµα τα έµβρυα µπορούν να αποθηκευτούν και στους -
80οC 
� Με µικρογουδί οµογενοποιούνται στα έµβρυα 
� Σε 150µl διάλυµα οµογενοποίησης (έµβρυα και διάλυµα αποµόνωσης) 
προστίθενται 150µl χλωροφόρµιο και ακολουθεί ισχυρή ανακίνηση για 30’’. 
� Φυγοκέντρηση για 5’  
� Μεταφέρεται το υπερκείµενο σε νέο eppendorf tube και προστίθενται 300µl 
φαινόλης, ακολουθεί ισχυρή ανακίνηση για 1’. Στη συνέχεια προστίθενται 150µl 
χλωροφόρµιο κα ισχυρή ανακίνηση για 3’. 
� Φυγοκέντρηση για 5’  
� Μεταφέρεται το υπερκείµενο σε νέο eppendorf tube (~250µl) και προστίθεται 1/3 
του όγκου 8Μ LiCl (83µl). Ακολουθεί ελαφριά ανακίνηση. Το δείγµα αφήνεται στους -
20οC για 1h 
� Φυγοκέντρηση για 30’ στους  4οC 
� Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το ίζηµα επαναιωρείται σε 30µl ddΗ20 
� Ακολουθεί αντίδραση DNAse (στα 60µl) όπως αναφέρεται παρακάτω 
�  Μετά την αντίδραση DNAse προστίθενται στο δείγµα 440µl ddΗ20, 7µl 3M NaAc 
pH:5.2 (Sodium Acetate) και 250µl 100% αιθανόλης 
� Φυγοκέντρηση για 10’ στους  4οC. (Mε αυτόν τον τρόπο αποµακρύνονται τα 
συστατικά της αντίδρασης DNAse και όλοι οι πολυσακχαρίτες) 
� Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο eppendorf tube και εκεί προστίθενται 43µl 3M 
NaAc pH:5.2 και 750µl 100% αιθανόλης. Ανακινείται ελαφρά και αφήνεται o/n στους -
20 οC 
� Φυγοκέντρηση για 30’ στους  4οC 
� Αποµακρύνεται προσεχτικά το υπερκείµενο, ακολουθεί µια γρήγορη 
φυγοκέντρηση για να αποµακρυνθεί τυχόν  υπερκείµενο που έχει µείνει και το ίζηµα 
επαναιωρείται στα 20-25µl µε ddΗ20 
 
 
2.5 Πρωτόκολλο αποµόνωσης γονιδιωµατικού DNA από Arabidopsis 
Φρέσκο φυτικό υλικό οµογενοποιείται παρουσία υγρού αζώτου σε κατάλληλο γουδί 
λειοτρίβισης ή µέσα σε eppendorf tube µε µικρογουδί. 
� Το ρυθµιστικού διάλυµα CTAB τοποθετείται στο υδατόλουτρο στους 65οC  
� Προσθέτουµε έναν όγκο (200µl) ζεστού CTAB και τοποθετούµε τα eppendorf σε 
υδατόλουτρο στους 65οC για 10-30 λεπτά 
� Προστίθεται ίσος όγκος SEVAG [χλωροφόρµιου:ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1)] και 
το µίγµα αναδεύεται ελαφρά.  
� Φυγοκέντρηση για 3 λεπτά στις µέγιστες στροφές (13.000 στρ/λεπτό)  
� Μεταφορά του υπερκειµένου σε καθαρό eppendorf tube. 
� Προσθέτουµε 0,7 του όγκου (140µl) ισοπροπανόλης, αναδεύουµε µε το χέρι και το 
αφήνουµε σε ηρεµία για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου  
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� Φυγοκέντρηση του δείγµατος για 15 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου στις µέγιστες 
στροφές 
�  Το ίζηµα που προκύπτει ξεπλένεται προσθέτωντας 0,5 ml 100% αιθανόλης και 
στη συνέχεια ακολουθεί φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 13.000 στροφές  
� Αποµακρύνση του υπερκειµένου. 
� Επαναιώρηση  του ιζήµατος σε 100µl H2O ή Τ.Ε. 
 
 
2.6 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 

2.6.1 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) 
Ένα γενικό πρωτόκολλο για την ενίσχυση τµηµάτων DNA είναι το ακόλουθο: 

Συστατικά Αντίδρασης Πυκνό 
∆ιάλυµα 

Όγκος Τελική 
Συγκέντρωση 

Ρυθµιστικό ∆ιάλυµα 
PCR(1) 

10 x 5µl 1 x 

dNTPs 2mM 5µl 200µΜ 
Ευθύς εκκινητής 3µM 5µl 300nM 
Ανάστροφος εκκινητής 3µM 5µl 300nM 
DNA  - 2 µl 10ng gDNA 
DyNAzymeTM EXT 
(FINNZYMES) (3) 

1unit/µl 1µl 1 unit 

ddH2O - έως τα 
50µl 

- 

Τελικός όγκος αντίδρασης 50µl 
(1) Pυθµιστικό διάλυµα PCR µε συγκέντρωση 15mM MgCl2 [10x Optimized DyNAzyme 
Ext Buffer (F-514)]   
 (3) Η DyNAzymeTM  EXT Πολυµεράση της FINNZYMES (F-512S) έχει το 
χαρακτηριστικό να προσθέτει αδενίνη στο 3΄ άκρο του DNA χωρίς να έχουµε 
προσθέσει αδενίνη ως µήτρα. Αυτό το γνώρισµα διευκολύνει την κλωνοποίηση των 
προϊόντων της PCR σε φορείς όπως ο pGEM κ.α. 
Κάθε ένα από τα συστατικά της αντίδρασης τοποθετούνται σε σωλήνα χωρητικότητας 
0,2ml κατάλληλο για αντιδράσεις PCR  
 
� Οι θερµοκύκλοι επιλέγονται µε βάση το πρότυπο που παρουσιάζεται ακολούθως: 

1 x Αποδιάταξη του DNA µήτρα για 2 λεπτά στους 940C 
20-30 x Αποδιάταξη στους 940C για 30’’  

Υβριδισµός εκκινητών στο αντίστοιχο Tm (1) για 30’’ 
Επιµήκυνση στους 720C για 2’ έως 8’ (2) 

1 x Τελική επιµήκυνση προϊόντος στους 720C για 10’ 
 ∆ιατήρηση στους 10 οC για 5’’ 

(1) 
Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από τη θερµοκρασία τήξης Tm του εκκινητή 

που υπολογίζεται από τον τύπο:  69,3 + 0,41·GC% - 650/αριθµό βάσεων εκκινητή. 
 (2) 

Ο χρόνος επιµήκυνσης εξαρτάται από το µέγεθος του τµήµατος DNA που 
ενισχύεται µε βάση τις προδιαγραφές της θερµοανθεκτικής Πολυµεράσης και οι οποίες 
είναι 1,3kb -1.5kb/1min. 
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� Όταν τελειώσουν οι PCR αντιδράσεις, αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης 0,8%-3%, 
ανάλογα µε το µέγεθος των τµηµάτων DNA και το διαχωρισµό που θέλουµε να 
επιτύχουµε. 
� Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στις αντιδράσεις PCR των οποίων τα προϊόντα 
προορίζονται για κλωνοποιήσεις σχεδιάστηκαν µε θέση αναγνώρισης ενζύµου 
περιορισµού στο 5΄ άκρο, η οποία θα µας διευκολύνει κατά την υποκλωνοποίηση του 
τµήµατος σε άλλους φορείς. Η θέση αναγνώρισης επιλέχτηκε ώστε να είναι µοναδική 
τόσο µέσα στο τµήµα DNA που επιθυµούµε να κλωνοποιήσουµε όσο και σε άλλους 
φορείς.  
 

2.6.2 PCR αποικιών. 
Ο εντοπισµός αποικιών βακτηρίων (Escherichia coli ή Agrobacterium 

tumefaciens), που έχουν ανασυνδυασµένο πλασµίδιο χωρίς όµως να είναι δυνατή η 
δοκιµή της β-γαλακτοσιδάσης και κατά συνέπεια η επιλογή µπλέ / άσπρων αποικιών, 
µπορεί να γίνει µε µια απλή αντίδραση PCR µέρους της µικροβιακής αποικίας 
(colonies PCR). Συγκεγκριµένα, όταν είναι γνωστή η νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
τµήµατος DNA που µας ενδιαφέρει να έχει υποκλωνοποιηθεί στον κατάλληλο 
πλασµιδιακό φορέα και να περιέχεται στον εκάστοτε µικροοργανισµό, µπορούµε να 
σχεδιάσουµε εκκινητές, οπότε µε µια απλή αντίδραση PCR colony να πιστοποιήσουµε 
την ένθεση ή όχι. Χρησιµοποιώντας την τεχνική αυτή η πιστοποίηση γίνεται σύντοµα 
ενώ σε σύντοµο χρονικό διάστηµα από την στιγµή που αναλυθούν τα αποτελέσµατα 
του PCR µπορούµε να έχουµε καλλιέργεια του µικροοργανισµού που φέρει το 
ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. 
� Χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα συλλέγουµε και µεταφέρουµε 
την βακτηριακή αποικία από το στερεό θρεπτικό µέσο σε eppendorf tube που έχει 15µl 
ddH2O και διατηρείται στους 40C. 
� Στην αντίδραση PCR προσθέτουµε τα συστατικά που αναφέραµε προηγουµένως  
µε την διαφορά που αντί για gDNA ως µήτρα προσθέτουµε 3µl από το τα περίπου 
15µl αιώρηµα βακτηριακών κυττάρων. 
� Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από τους εκκινητές που χρησιµοποιούµε και 
ο χρόνος επιµήκυνσης από το µέγεθος του τµήµατος DNA που αναµένεται. Ο αριθµός 
των θερµοκύκλων είναι 20-25. 
� Μόλις οι αντιδράσεις ολοκληρωθούν τα αποτελέσµατα αναλύονται σε gel 
αγαρόζης. Για τις θετικές αποικίες µεταφέρουµε τα υπόλοιπα 7µl σε θρεπτικό µέσο LB 
µε το κατάλληλο αντιβιοτικό 
 

2.6.3 RT-PCR 
� Αποµονώνεται ολικό RNA από ολόκληρα φυτά ή διάφορα φυτικά όργανα. Με την 
βοήθεια φασµατοφωτοµέτρου µετράµε την ποσότητα που περιέχεται σε κάθε δείγµα. 
� Από κάθε δείγµα ολικού RNA παίρνουµε 25µg και χρησιµοποιώντας το ένζυµο 
DΝάσηI καταστρέφουµε το DNA που περιέχεται στο δείγµα για να µην χρησιµοποιηθεί 
ως µήτρα στις αντιδράσεις PCR. Τα συστατικά της αντίδρασης και οι τελικές 
συγκεντρώσεις είναι τα ακόλουθα. 

Συστατικά 
Αντίδρασης 

Πυκνό 
∆ιάλυµα 

Όγκος Τελική 
Συγκέντρωση 

Ρυθµιστικό 
∆ιάλυµα 

10 x 6µl 1 x 
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DNάσης I 
DNάση I 
(Promega) 

2 units/ µl 7µl 14 units 

Αναστολέα 
RNάσης 
(Promega) 

30 units/ µl 1µl 30 units 

Ολικό RNA - - 25µg 
ddH2O - έως τα 

60µl 
- 

Τελικός όγκος αντίδρασης 60 µl 
Η αντίδραση πραγµατοποιείτε στους 370C για 45’. 
� Μόλις ολοκληρωθεί η αντίδραση πραγµατοποιείται καθαρισµός µε φαινόλη και 
στην συνέχεια προσθέτουµε 1/10 του όγκου 3Μ CH3COONa, pH 4,8 και 2 όγκους 
100% αιθανόλη. Το µείγµα ανακατεύεται καλά και τοποθετείται στους –200C για 12 
ώρες. 
� Το ολικό RΝΑ ελεύθερο από DNA συλλέγεται µε φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 
30’ στους 40C. Το υπερκείµενο υγρό αποµακρύνεται και το ίζηµα διαλύεται σε ~25µl 
ddH2O. Από αυτά 2µl αναλύονται σε gel αγαρόζης για να επιβεβαιώσουµε πραγµατικά 
ότι δεν έχει καταστραφεί το RNA αλλά µόνο το DNA και 2µl αραιώνονται µε ddH2O 
1:250, η αραίωση χρησιµοποιείται για να µετρήσουµε την συγκέντρωση του RNA µε 
την βοήθεια φασµατοφωτοµέτρου. 
� 2µg ολικού RΝΑ ελεύθερο από DNA µεταγράφεται ανάστροφα σε µονόκλωνο 
cDNA. Η διαδικασία γίνεται σε δυο βήµατα. 
� Στο πρώτο βήµα το ολικό RΝΑ ελεύθερο από DNA και εξειδικευµένοι εκκινητές, 
αποδιατάσσονται στους 650C για 10’ και µετά τοποθετούνται στους 40C. Τα συστατικά 
και οι συγκεντρώσεις σ’αυτό το βήµα δίδονται από τον ακόλουθο πίνακα. 
Συστατικά Πρώτου Βήµατος Όγκος Τελική 

Συγκέντρωση 
Ολικό RΝΑ ελεύθερο από DNA - 2µg 
Εκκινητές για ανάστροφη µεταγραφή 
(12,5µM) 

4 µl 50pmoles 

ddH2O έως τα 
10µl 

 

Όγκος πρώτου βήµατος 10µl 
� Στο δεύτερο βήµα προστίθενται τα ακόλουθα συστατικά: 

Συστατικά ∆ευτέρου  
Βήµατος 

Όγκος Τελική 
Συγκέντρωση 

5 x Ρυθµιστικό διάλυµα 
ανάστροφης µεταγραφάσης 

4µl 1 x 

100 mM DTT 2µl 10mM 
10 mM dNTPs 2µl 1mM 
Αναστολέα RNάσης 30 units/ 
µl (Promega) 

1µl 30units 

Superscript-II Ανάστροφη 
Μεταγραφάση 50 units/ µl 
(Invitrogen) 

1µl 50units 
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Όγκος δεύτερου βήµατος 10µl 
Τελικός όγκος αντίδρασης όγκος πρώτου και δευτέρου βήµατος 20µl 

� Η αντίστροφη µεταγραφή πραγµατοποιείται στους 420C για 60’. 
� Όταν ολοκληρωθεί η αντίδραση, διατηρείται στους 40C. Γίνεται αραίωση 1/5 και 
χρησιµοποιούνται 3µl για αντίδραση PCR. 
 
 
2.7 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

Σε 2µg ολικό RNA σποροφύτων Arabidopsis thaliana, που έχουν αναπτυχθεί 
στις προαναφερθείσες συνθήκες, πραγµατοποιήθηκε αντίδραση ανάστροφης 
µεταγραφής (RT, Reverse Transcriptase). Για την αντίδραση RT χρησιµοποιήθηκε 
εξειδικευµένος εκκινητής, ο οποίος αναφέρεται στο παράρτηµα. Τα 20µl της 
αντίδρασης RT µεταφέρονται σε νέο eppendorf tube και εκεί προστίθενται 80µl 
διαλύµατος 2.5M Ammonium acetate και 2.5mM EDTA (Komura and Riggs, 1998). 
Προστίθενται επίσης 200µl 100% αιθανόλης και το δείγµα αφήνεται σε θερµοκρασία 
δωµατίου για 30’. Στη συνέχεια ακολουθεί φυγοκέντρηση για 30’ στους 4oC. Υπάρχει η 
δυνατότητα να γίνουν πολλαπλές αντιδράσεις RT και όλες µαζί να ενωθούν πριν γίνει 
ο καθαρισµός µε Ammonium acetate. Με αυτόν τον τρόπο επιτυγχάνεται µεγάλη 
συµπύκνωση του δείγµατος, όταν η έκφραση του γονιδίου είναι πολύ χαµηλή.  

Το ένζυµο Superscript-II είναι ανάστροφη µεταγραφάση τύπου MMLV οπότε 
προσθέτει στο τέλος της αντίδρασης βάσεις Cs (Κυτοσίνες). Για αυτό στην αντίδραση 
PCR που ακολουθεί ο πρόσθιος εκκινητής είναι ο Smart: 5’-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTGGCCATTACGGCCGGG - ‘3 από το SMART 
RACE cDNA Amplification kit (Clontech, Mountain View, CA, USA) και ανάστροφοι 
εκκινητές οι 5’-ATCAAAGCCCTTCATAAACCC-3’ and 5’- 
GAAGAAAGCACGATGACCCAACGAAGTAG-3’, για το Lon1L and Lon1S 
µεταγράφηµα αντίστοιχα.  

Αν χρειαστεί πραγµατοποιείται και 2ο ή και 3ο συνεχόµενο PCR µε 
εξειδικευµένο ανάστροφο εκκινητή εσωτερικά του προϊόντος που έχει ήδη ενισχυθεί 
(nested  PCR), και µε πρόσθιο εκκινητή τον 5’-Primer: 5’-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT- ‘3  . Σε αυτήν την περίπτωση γίνονται αραιώσεις 
1/00 ή 1/1000 του προηγούµενου προϊόντος PCR, προκειµένου αυτό να 
χρησιµοποιηθεί ως µήτρα για το επόµενο PCR. Όταν βρεθεί η επιθυµητή ζώνη από 
την αντίδραση PCR, αυτή αποµονώνεται, κλωνοποείται σε φορέα και ακολουθεί 
αλληλούχιση του φορέα στην κατάλληλη περιοχή.  

 
 
2.8 Ανάλυση δεσοξυριβονουκλεϊνικών οξέων (DNA) 

Για την ανάλυση κλασµάτων νουκλεϊνικών οξέων διαφορετικού µεγέθους και 
διαφορετικών διαµορφώσεων χρησιµοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση σε gel αγαρόζης. Ο 
διαχωρισµός γραµµικών µορίων  DNA είναι  ανάλογος προς το µέγεθος των µοριών. 
Τα µόρια των νουκλεϊνικών οξέων γίνονται ορατά στην πηκτή αγαρόζης µε τη βοήθεια 
µίας χρωστικής που παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων . H χρωστική ονοµάζεται 
βρωµιούχο αιθίδιο και έχει την ιδιότητα να φθορίζει παρουσία υπεριώδους φωτός. Η 
περιεκτικότητα της πηκτής σε αγαρόζη εξαρτάται από το µέγεθος των µορίων που 
πρόκειται να διαχωριστούν. Συνήθως ποικίλλει από 0,8% ως 4% αγαρόζη w/v. 
� Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης προστίθεται σε διάλυµα 1xΤΑΕ. 
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� Θέρµανση του διαλύµατος σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρις ότου να διαλυθεί 
πλήρως η αγαρόζη και το µίγµα καταστεί διαφανές. 
� Προσθήκη διαλύµατος βρωµιούχου αιθίδιου σε τελική συγκέντρωση 0,005% v/v. 
� Η πηκτή τοποθετείται σε κατάλληλο δοχείο συσκευής ηλεκτροφόρησης µε την 
ανάλογη χτένα και αφήνεται να στερεοποιηθεί σε θερµοκρασία δωµατίου. 
� Στα δείγµατα που πρόκειται να αναλυθούν προστίθενται 2µl χρωστικής (loading 
dye) 
� Μετά την πήξη αποµακρύνεται η χτένα και προστίθεται κατάλληλος όγκος 1X TAE, 
που αποτελεί το ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης. 
� Τα δείγµατα τοποθετούνται στις ειδικές θέσεις της πηκτής και λαµβάνει χώρα η 
ηλεκτροφόρηση παρουσία συνεχούς τάσης 50-120V, που ποικίλλει ανάλογα µε την 
επιθυµητή ταχύτητα διαχωρισµού, το µέγεθος της συσκευής και την περιεκτικότητά της 
σε αγαρόζη.  
Η σύσταση της πηκτής αγαρόζης 0.8% είναι η εξής: 
0.8g 

αγαρόζης 
2ml 1x TAE 
7µl βρωµιούχου αιθίδιου 
98 ml H2O 

Τελικός όγκος 100 ml 
 
Η σύσταση του ρυθµιστικού διαλύµατος ηλεκτροφόρησης είναι η εξής: 
20ml  1x TAE 
70µl βρωµιούχου αιθίδιου 
980 ml H2O 

Τελικός όγκος 1000 ml 
 
Η σύσταση του µητρικού διαλύµατος χρωστικών 5x (loading dye) είναι η εξής: 
1,25 % (w/v) µπλε της βρωµοφαινόλης 
1,25 % (w/v) κυανολοξυλένιο 
Η2Ο 

Στη τελική σύσταση του 1x διαλύµατος χρωστικών προστίθεται και 50 % (w/v) 
σουκρόζης. 
 
 
 
2.9 Αποµόνωση και καθαρισµός κλασµάτων DNA από πηκτή αγαρόζης 
� Ανάλογα µε το µέγεθος του προς αποµόνωση κλάσµατος DNA προετοιµάζεται 
πηκτή αγαρόζης µε συγκέντρωση 0,8% w/v. 
� Το δείγµα αναλύεται ηλεκτροφορητικά. Εφόσον ο διαχωρισµός του κλάσµατος, 
που πρόκειται να αποµονωθεί από τα υπόλοιπα είναι ικανοποιητικός, αφαιρείται η 
ζώνη που το περικλείει µε τη βοήθεια κοπιδιού.  
� Το κοµµάτι της πηκτής τοποθετείται σε φιαλίδιο Eppendorf  1,5ml.  
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� Εν συνεχεία τοποθετείται στους – 80οC για 15΄ 
� Ακολουθεί αποµόνωση DNA µε βάση το πρωτόκολο της QIAquick  Gel Extraction 
Kit (Cat No 28704). 
 
 
2.10 Ενοποίηση τµηµάτων µε κολλώδη άκρα 

Ο πλασµιδιακός φορέας καθώς και το κλάσµα DNA, του οποίου η 
κλωνοποίηση επιδιώκεται αποµονώνονται και καθαρίζονται από gel αγαρόζης όπως 
περιγράφηκε στην παράγραφο “Αποµόνωση και καθαρισµός κλασµάτων DNA από gel 
αγαρόζης”. Ο τελικός όγκος στον οποίο λαµβάνει χώρα η αντίδραση είναι συνήθως 
20µl. 
� Σε eppendorf tube που βρίσκεται στον πάγο προστίθεται κατάλληλη ποσότητα 
DNA από τον πλασµιδιακό φορέα και από το ένθετο. Ο όγκος αυτών των δύο δεν 
πρέπει να ξεπερνά τo 50% του όγκου της αντίδρασης. 
� Προσθήκη 2µl 10Χ ρυθµιστικού διαλύµατος Τ4 της αντίδρασης. 
� Προσθήκη 1µl  DNA Τ4 λιγάσης (0,1U/µl, ΝΕBiolabs). 
Ανάµιξη του δείγµατος και επώαση του στους 160C για 4-12 ώρες. 
 
 
2.11 Βακτηριακά κύτταρα και µετασχηµατισµός 

2.11.1 Προετοιµασία δεκτικών βακτηριακών κυττάρων Escherichia coli. 
� Μονή αποικία κατάλληλου βακτηριακού στελέχους DH5a αναπτύσσεται σε υγρό 
θρεπτικό µέσο LB για 12 ώρες στους 370C. Το βακτηριακό αυτό στέλεχος 
χρησιµοποιείται συνήθως για την κλωνοποίηση πλασµιδίων έχοντας υψηλή ικανότητα 
µετασχηµατισµού (>1x106 transformants/µg pUC19 DNA). Ο γενότυπος 
χαρακτηρίζεται από την έλλειψη ∆(lacZ)M15 που εκφράζει το καρβόξυ τµήµα της β-
γαλακτοσιδάσης επιτρέποντας έτσι την α-συµπληρωµατικότητα µε το lac α τµήµα που 
κωδικοποείται από πολλούς πλασµιδιακούς φορείς. Έτσι είναι δυνατή η επιλογή 
µπλέ/άσπρων αποικιών.   
� 2ml από την αρχική καλλιέργεια µεταφέρονται σε κωνική φιάλη που περιέχει 200ml 
θρεπτικού µέσου LB. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 370C µέχρις ότου η οπτική 
πυκνότητά της φτάσει O.D550 =0,5. 
� Η καλλιέργεια τοποθετείται για 10 λεπτά στον πάγο και τα βακτηριακά κύτταρα 
κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση για 5min στις 5000 στροφές/λεπτό στους 40C. 
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε µισό όγκο του αρχικού, 25mM παγωµένου 
CaCl2. 
� Επαναλαµβάνεται ο ίδιος τρόπος κατακρήµνισης 
� Το βακτηριακό ίζηµα  επαναιωρείται σε 75mM  παγωµένου CaCl2, σε όγκο 
διαλύµατος που ισούται µε το 1/15 του αρχικού της βακτηριακής καλλιέργειας. 
� Προστίθεται  αποστειρωµένη γλυκερόλη ώστε η τελική της συγκέντρωση να είναι 
ίση µε 15% v/v. 
� Το δείγµα, αφού αναµειχθεί πολύ καλά, µοιράζεται σε Eppendorf tube και 
καταψύχεται αµέσως µε τη βοήθεια υγρού αζώτου. 
� Η διατήρηση των “δεκτικών” πλέον βακτηριακών κυττάρων, για µακρά χρονικά 
διαστήµατα είναι δυνατή µε την αποθήκευσή τους στους -800C.  
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2.11.2 Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων Escherichia coli µε πλασµιδιακό DNA. 
Η διαδικασία µετασχηµατισµού περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 

� Σε 200µl δεκτικών κυττάρων DH5α προστίθενται 10-50 ng πλασµιδιακού DNA. 
� To µείγµα αναµιγνύεται και επωάζεται στον πάγο για 30min. 
� Ακολουθεί θερµικό σοκ του δείγµατος µε επώαση για 2min στους 420-430C.  
� Προσθήκη 1,3 ml θρεπτικού µέσου LB, ανάµιξη του δείγµατος και επώαση για 1 
ώρα στους 370C. 
� Φυγοκέντρηση του δείγµατος για 30΄΄ στις 13000 στροφές/λεπτό.  
� Αποµάκρυνση του υπερκείµενου και επαναιώρηση του ιζήµατος σε 100-200µl LB.  
� Επίστρωση του δείγµατος σε τρυβλίο µε θρεπτικό µέσο LB, που περιέχει ως µέσο 
επιλογής αντιβιοτικό (αµπικιλίνη ή καναµυκίνη). Σε περίπτωση χρήσης πλασµιδιακού 
φορέα που φέρει το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης υπάρχει δυνατότητα επιλογής 
µπλε/άσπρων αποικιών. Αυτό επιτυγχάνεται µε την προσθήκη στο θρεπτικό µέσο του 
χρωµοφόρου υποστρώµατος X-gal και του παράγοντα IPTG που δρα σαν επαγωγέας 
του υποκινητή του lacZ γονιδίου, σε τελικές συγκεντρώσεις 5x10-3  και  50mM 
αντίστοιχα. 
� Επώαση των τριβλίων για 12-16 ώρες σε θάλαµο 370C. 
 

2.11.3 Μετασχηµατισµός βακτηριακών κυττάρων Agrobacterium tumefaciens 
µε ηλεκτροπόρωση. 
� Μονή αποικία κατάλληλου βακτηριακού στελέχους Agrobacterium tumefaciens 
(GV3101) αναπτύσσεται σε 2ml υγρό θρεπτικό µέσο LB για 6 ώρες στους 280C. 
� 0.1ml από την αρχική καλλιέργεια µεταφέρονται σε κωνική φιάλη που περιέχει 
100ml θρεπτικού µέσου LB. Η καλλιέργεια αναπτύσσεται στους 280C µέχρις ότου η 
οπτική πυκνότητά της φτάσει O.D550 =0,5-0,7. 
� Η καλλιέργεια τοποθετείται για 15 λεπτά στον πάγο και τα βακτηριακά κύτταρα 
κατακρηµνίζονται µε φυγοκέντρηση για 10min στις 3500 στροφές/λεπτό στους 40C. 
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 100ml διαλύµατος γλυκερόλης (10%v/v) και 
φυγοκεντρείται κατά τον ίδιο τρόπο. 
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 50ml διαλύµατος γλυκερόλης (10%v/v) και 
φυγοκεντρείται κατά τον ίδιο τρόπο. 
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 2ml διαλύµατος γλυκερόλης (10%v/v) και 
φυγοκεντρείται κατά τον ίδιο τρόπο. Το βήµα αυτό επαναλαµβάνεται. 
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναιωρείται σε 1ml διαλύµατος γλυκερόλης (10%v/v) 
(πυκνότητα 1011-1012 βακτήρια/ml). ∆είγµατα των 45µl µοιράζονται σε φιαλίδια 
Eppendorf και καταψύχονται αµέσως µε τη βοήθεια υγρού αζώτου. Μπορούν να 
διατηρηθούν για µεγάλο χρονικό διάστηµα στους –800C. 
� Σε 45µl δεκτικών κυττάρων προστίθενται 10-50ng πλασµιδιακού DNA. 
� Το µείγµα αναµιγνύεται καλά και επωάζεται στον πάγο για 5min. 
� Το δείγµα µεταφέρεται σε παγωµένη κυβέτα ηλεκτροπόρωσης, διαµέτρου 0.2cm. 
� Εφαρµόζεται ηλεκτρικός παλµός. Οι παράµετροι για το σύστηµα της BioRad 
Gene PulserΙΙ  είναι χωρητικότητα 25µF, αντίσταση 400Ω (min) και 600Ω (max) και 
ηλεκτρικό πεδίο 1,8kV  χρονικήs διάρκειας 8-12msec. 
� Αµέσως µετά ακολουθεί προσθήκη 1ml θρεπτικού µέσου LB, ανάµειξη του 
δείγµατος και επώαση για 3 ώρες στους 280C. 
� Φυγοκέντρηση του δείγµατος για 1min στις 10000 στροφές/λεπτό και 
επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 100µl θρεπτικού µέσου LB. 
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� Όλη η ποσότητα του δείγµατος επιστρώνεται σε τρυβλίο µε θρεπτικό µέσο LB, που 
περιέχει ως µέσο επιλογής κατάλληλα αντιβιοτικά για την επιλογή τόσο του 
Agrobacterium και του πλασµιδίου Ti, όσο και του δυαδικού πλασµιδιακού φορέα. 
� Επώαση των τριβλίων για 36-48 ώρες σε θάλαµο 280C. 
 

Για να επιλέξουµε τα µετασχηµατισµένα κύτταρα Agrobacterium µε τον 
κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα εφαρµόζουµε την συνδυασµένη δράση τριών 
αντιβιοτικών. Η επιλογή γίνεται σε στερεά τρυβλία µε LB που περιέχουν 50mg/L 
Ριφαµπικίνη για την επιλογή των κυττάρων του Agrobacterium, 50mg/L Τζενταµυκίνη 
για την επιλογή του Τi πλασµιδίου του στελέχους GV3101 και 50mg/L Καναµυκίνη για 
την επιλογή του δυαδικού φορέα. 
 
 
2.12 Αποθήκευση για µεγάλα χρονικά διαστήµατα βακτηριακών κυττάρων 
� Μονή αποικία βακτηριακού στελέχους, το οποίο πρόκειται να αποθηκευθεί, 
αναπτύσσεται σε υγρό θρεπτικό µέσο LB (παρουσία των κατάλληλων αντιβιοτικών) 
στους 370C για 12 ώρες όσον αφορά το E.coli και στους 280C για 24 ώρες όσον 
αφορά το Agrobacterium tumefaciens. 
� 600µl από αυτή την καλλιέργεια µεταφέρονται σε φιαλίδιο eppendorf.  
� Προσθήκη 300µl  γλυκερόλης 99%.  
� Το δείγµα αναµειγνύεται έντονα και ψύχεται στο υγρό άζωτο. 
Αποθήκευση στους -800C. Τα βακτήρια παραµένουν ζωντανά τουλάχιστον για 10 
χρόνια 
 
 
2.13 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από κύτταρα Escherichia coli 

2.13.1 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε την µέθοδο της αλκαλικής λύσης. 
� Μονή βακτηριακή αποικία, που περιέχει το προς αποµόνωση πλασµίδιο, 
καλλιεργείται σε υγρό θρεπτικό µέσο LB στους 370C για 12 ώρες.  
� Από αυτή την καλλιέργεια 1.5ml µεταφέρεται σε Eppendorf tube και φυγοκεντρείται 
για 1min στις 12000 στροφές/λεπτό.  
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 200µl διαλύµατος P1. 
� Προσθήκη 200µl από το διάλυµα λύσης P2. Ακολουθεί πολύ ελαφριά ανακίνηση 
µέχρι το δείγµα να γίνει  διαυγές.. 
� Το δείγµα επωάζεται σε θερµοκρασία δωµατίου για το πολύ 3 λεπτά. 
� Προσθήκη 200µl διαλύµατος 3Μ/5Μ CH3COOK, ανάµειξη και επώαση στον πάγο 
για 15min. 
� Φυγοκέντρηση του δείγµατος για 20min στις 13000 στροφές/λεπτό. 
� Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό Eppendorf tube. Προστίθεται διπλάσιος 
όγκος αιθανόλης. Ανάµιξη και επώαση για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 
� Το δείγµα φυγοκεντρείται για 15 λεπτά στις 13000 στροφές/λεπτό σε θερµοκρασία 
δωµατίου. 
� Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και αφού στεγνώσει το ίζηµα προστίθενται 40µl 
dH2O. 
 

2.13.2 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε την βοήθεια κoλώνας QIAGEN. 
Όταν απαιτείται το πλασµιδιακό DNA να είναι υψηλής καθαρότητας, όπως όταν 
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επιθυµούµε να µετασχηµατίσουµε κύτταρα Αgrobacterium tumefaciens, η αποµόνωση 
πραγµατοποιείται µε την βοήθεια κολώνας QIAGEN [QIAprep Spin Miniprep Kit (Cat 
No 27104)] και στηριζόµενοι στο πρωτόκολο που παρέχει η ίδια η εταιρεία. 
 
 
2.14 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από Αgrobacterium tumefaciens 

Μετά το µετασχηµατισµό του στελέχους Αgrobacterium tumefaciens, 
επιβάλλεται ο έλεγχος της παρουσίας του πλασµιδίου µέσα στο Αgrobacterium. 
� Μονή αποικία βακτηριακού στελέχους Agrobacterium αναπτύσσεται σε 5ml υγρό 
θρεπτικό µέσο LB, παρουσία αντίστοιχου αντιβιοτικού, για 36 ώρες στους 280C. 
� 1.5ml της καλλιέργειας µεταφέρεται σε Eppendorf tube και φυγοκεντρείται για 
2min. 
� Το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 200µl P1. 
� Προσθήκη 20µl από διάλυµα λυσοζύµης 20mg/ml.  
� Έντονη µίξη για 20sec και τοποθέτηση στους 370C για 15 λεπτά. 
� Προσθήκη 200µl διαλύµατος λύσης P2.  
� Έντονη µίξη για 20sec και προσθήκη 50µl φαινόλης. Εντονη µείξη για 1min 
(vortex). 
� Προσθήκη 200µl διαλύµατος 3Μ/5Μ CH3COOK . Ακολουθεί έντονη µείξη. 
� Φυγοκέντρηση του δείγµατος για 5min στις 12000 στροφές/λεπτό. 
� Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε καθαρό  Eppendorf tube. Προστίθεται διπλάσιος 
όγκος αιθανόλης σε σχέση µε τον όγκο του δείγµατος. Ανάµειξη και επώαση για 
10λεπτά στον πάγο. 
� Το δείγµα φυγοκεντρείται για 10 λεπτά στις 12000 στροφές/λεπτό σε θερµοκρασία 
δωµατίου. 
Το υπερκείµενο αποµακρύνεται και αφού στεγνώσει το ίζηµα διαλύεται σε 25µl dH2O. 
Το ¼ της ποσότητας αυτής είναι συνήθως αρκετό για τον µετέπειτα µετασχηµατισµό 
κυττάρων E. coli.  
 
 
2.15 Πέψη νουκλεϊνικών οξέων µε ενδονουκλεάσες περιορισµού 

Συνήθως οι πέψεις δειγµάτων DNA από ενδονουκλεάσες περιορισµού 
λαµβάνουν χώρα σε σχετικά µικρούς όγκους από 20-50µl.  
� Σε eppendorf tube  προστίθενται κατάλληλος όγκος ddH2O, 1/10 του όγκου 10x 
του κατάλληλου κατά περίσταση ρυθµιστικού διαλύµατος, το DNA και  τέλος το ένζυµο 
περιορισµού: 
Ανάµειξη του δείγµατος και επώαση από 1-12 ώρες στους 370C. H άριστη 
θερµοκρασία δράσης διαφέρει µεταξύ των ενζύµων περιορισµού. Η πλειονότητα όµως 
λειτουργεί άριστα στους 370C.  
 
 
2.16 Μετασχηµατισµός Αrabidopsis thaliana 

2.16.1 Μέθοδος διείσδυσης µε εφαρµογή κενού σε ολόκληρα φυτά Αrabidopsis. 
Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί τροποποίηση της µεθόδου που 
περιγράφεται από τους Bechtold et al. (1993). Είναι προσαρµοσµένη για τη 
χρησιµοποίηση οικότυπων Columbia και Landsberg erecta. Με επιµέρους όµως 
τροποποιήσεις του πρωτοκόλλου, η µέθοδος µπορεί να χρησιµοποιηθεί και για το 
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σταθερό µετασχηµατισµό άλλων οικότυπων Arabidopsis thaliana. Το ποσοστό 
επιτυχίας σταθερού µετασχηµατισµού ποικίλει ανάλογα µε το µέγεθος και το 
αναπτυξιακό στάδιο των φυτών. Άλλοι σηµαντικοί παράγοντες που καθορίζουν τον 
αριθµό µετασχηµατισµένων φυτών που θα δηµιουργηθούν είναι η πυκνότητα της 
καλλιέργειας και το στέλεχος του Agrobacterium, η καλή εφαρµογή του κενού, και οι 
συνθήκες ανάπτυξης των φυτών µετά το µετασχηµατισµό. Χρησιµοποιώντας τη 
µέθοδο αυτή, 95% περίπου των φυτών δίνουν µετασχηµατισµένα σπέρµατα. Το 
ποσοστό των µετασχηµατισµένων σπερµάτων για κάθε φυτό µπορεί να φτάσει το 1 
ανά 25 σπέρµατα. 
 

2.16.2 Ανάπτυξη φυτών και διείσδυση µε κατάλληλο στέλεχος Agrobacterium. 
� Όταν τα φυτά φτάσουν ένα ύψος 20-25cm και τα πρώτα άνθη έχουν σχηµατιστεί, 
είναι έτοιµα να χρησιµοποιηθούν. 
� Αναπτύσσουµε µία καλλιέργεια µε το κατάλληλο στέλεχος Agrobacterium (που 
φέρει την επιθυµητή κατασκευή του δυαδικού φορέα) σε 5ml θρεπτικό µέσο LB για 16 
ώρες στους 280C. 
1ml αυτής της καλλιέργειας µεταφέρεται σε 500 ml θρεπτικό µέσο LB και αναπτύσσεται 
στους 280C µέχρις ότου η οπτική πυκνότητα φτάσει OD600=2.0. 
Τα βακτηριακά κύτταρα φυγοκεντρούνται για 5min στις 5000 στροφές/λεπτό σε 
θερµοκρασία δωµατίου και επαναδιαλύονται σε 750 ml διαλύµατος διείσδυσης (ΙΜ). Η 
καλλιέργεια αφήνεται να αναπτυχθεί για άλλες 2 ώρες. 
Η καλλιέργεια µεταφέρεται σε ένα δοχείο ζέσεως χωρητικότητας 500ml και όλο το 
δοχείο τοποθετείται σε έναν κάδο κενού. Ενα δοχείο που περιέχει 4 ανεπτυγµένα φυτά 
αναποδογυρίζεται και τα φυτά εµβαπτίζονται µέσα στην καλλιέργεια του 
Agrobacterium. Προσέχουµε τα φυτά να είναι βυθισµένα ολόκληρα µέσα στην 
καλλιέργεια, συµπεριλαµβανοµένης της ροζέτας και των δευτερογενών βλαστών που 
αρχίζουν να εµφανίζονται στη βάση της ροζέτας. Συνίσταται το χώµα να ενυδατώνεται 
καλά πριν την διείσδυση, ώστε να απορροφά όσο το δυνατό λιγότερη καλλιέργεια 
Agrobacterium. Σε αντίθετη περίπτωση το µολυσµένο χώµα παρεµποδίζει την 
ανάπτυξη των φυτών. 
Ο κάδος κενού κλείνεται αεροστεγώς και µε τη βοήθεια µιας αντλίας  κενού 
εφαρµόζεται κενό 400 mm Hg, για 5-10 λεπτά.  
Μεταφορά των φυτών σε θάλαµο επώασης ελεγχόµενων συνθηκών (θερµοκρασίας 
220C, υγρασία 40% και µε φωτοπερίοδο 16 ώρες φως/ 8 ώρες σκοτάδι), µέχρι να 
κλείσουν τον κύκλο ζωής τους. 
Μόλις τα φυτά αφυδατωθούν, γίνεται συγκοµιδή των σπερµάτων τους. 
 

2.16.3 Επιλογή των µετασχηµατισµένων φυτών της Τ1 γενιάς. 
� Σπέρµατα Τ1 γενιάς αποστειρώνονται και επιστρώνονται σε τρυβλία µε θρεπτικό 
µέσο επιλογής MS. Το θρεπτικό µέσο είναι εµπλουτισµένο µε κατάλληλα αντιβιοτικά 
που θα βοηθήσουν για την ορθή επιλογή των µετασχηµατισµένων φυτών. Στην 
παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν το αντιβιοτικό καναµυκίνη και σεφοταξίµη.  
�  Τα τρυβλία µεταφέρονται σε θάλαµο ελεγχόµενων συνθηκών (θερµοκρασία 220C, 
υγρασία 40% και µε φωτοπερίοδο 16 ώρες φως/8 ώρες σκοτάδι). 
� Τα τρυβλία επωάζονται σε αυτές τις συνθήκες για περίπου 14 ηµέρες. 
� Μετά από 5-7 ηµέρες τα µετασχηµατισµένα σπέρµατα αναπτύσσονται σε σκούρα 
πράσινα φυτά και έχουν φυσιολογικό φαινότυπο. Η ρίζα τους είναι κοντή αλλά 
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φυσιολογική. Τα µη µετασχηµατισµένα σπέρµατα αναπτύσσουν πολύ κοντό ριζικό 
σύστηµα και έχουν ανοιχτές πράσινες ή υποκίτρινες κοτυληδόνες. Μετά τη δέκατη 
ηµέρα ο διαχωρισµός των µετασχηµατισµένων φυτών από τα µη µετασχηµατισµένα 
είναι πλέον εµφανής. Τα µετασχηµατισµένα φυτά αναπτύσσουν σχεδόν φυσιολογική 
ρίζα και δεύτερο ζευγάρι φύλλων, ενώ η ανάπτυξη των µη µετασχηµατισµένων 
επιβραδύνεται και τελικά νεκρώνονται. 
� Μετά την επιλογή, τα µετασχηµατισµένα φυτά µεταφέρονται σε άλλα τρυβλία µε 
θρεπτικό µέσο 1xMS, χωρίς αντιβιοτικό προκειµένου να αναπτυχθούν όσο το δυνατό 
καλύτερα µέχρι το στάδιο της ροζέτας και τότε µεταφέρονται στο χώµα για να 
συνεχιστεί η ανάπτυξή τους στις ίδιες συνθήκες φωτοπεριόδου και θερµοκρασίας. 
 
 
2.17 YFP Απεικόνιση 

Τα διαγονιδιακά φυτά της Τ2 και Τ3 γενιάς, τα οποία µετασχηµατίσθηκαν µε 
τις Lon κατασκευές, αναπτύχθηκαν κάθετα και έγινε σε αυτά χρώση µε την ειδική για 
τα µιτοχόνδρια χρωστική MitoTracker® Orange CMTMRos (Invitrogen, Paisley, UK). 
Ολόκληρα φυτά ηλικίας τεσσάρων ηµερών εµβαπτίστηκαν για 30 λεπτά σε υγρό 0.5x 
MS θρεπτικό διάλυµα στο οποίο είχε προστεθεί 10nM MitoTracker®. Στη συνέχεια 
ξεπλύθηκαν αρκετές φορές µε σκέτο 0.5x MS θρεπτικό διάλυµα προκειµένου να φύγει 
η χρωστική ουσία.  

Από τα παροδικώς µετασχηµατισµένα φύλλα καπνού αποµονώθηκε η 
επιδερµίδα, η οποία στη συνέχεια εµβαπτίστηκε για 3 λεπτά σε 5µΜ DAPI (4',6-
diamidino-2-phenylindole), το οποίο εξειδικευµένα δεσµεύεται µε τα νουκλεϊνικά οξέα.  

Οι ρίζες, τα υποκοτύλια των φυτών, καθώς και τα µετασχηµατισµένα 
επιδερµικά κύτταρα καπνού, τοποθετήθηκαν σε αντικειµενοφόρο πλάκα και πάνω από 
αυτά τοποθετήθηκε σταγόνα νερού και καλυπτρίδα. Τα κύτταρα εξετάστηκαν µε το 
οπτικό µικροσκόπιο Olympus BX-50 (Tokyo, Japan) εξοπλισµένο µε φθορισµό. Ο 
φθορισµός του YFP παρατηρήθηκε µε το  φίλτρο filter #41017, Endow GFP Bandpass 
Emission Filter (Chroma Technology Corp., Brattleboro, USA), ενώ ο φθορισµός της 
χρώσης µε το φίλτρο ροδαµίνης U-MSWG (Olympus, Tokyo, Japan). Οι φωτογραφίες 
τραβήχθηκαν µε την κάµερα Olympus DP71, χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα Cell^A 
(Olympus Soft Imaging Solutions, Germany). Η ένωση των φωτογραφιών 
πραγµατοποιήθηκε µε το πρόγραµµα Adobe Photoshop CS3 (version 9.01). 

 
 
2.18 Πολλαπλή ευθυγράµµιση ακολουθιών και φυλογενετική ανάλυση 

Η πολλαπλή ευθυγράµµιση των ακουθιών των Lon πρωτεασών έγινε µε το 
πρόγραµµα CLUSTALX 1.83 µε τους προκαθορισµένους από το πρόγραµµα 
αλγορίθµους. Τα αποτέλεσµατα εξάχθηκαν σε µορφή GCG/MSF και αναλύθηκαν µε το 
πρόγραµµα GeneDoc MFC Application version 2.6.0.2. Το φυλογενετικό δένδρο 
Neighbor-Joining εξάχθηκε από την πολλαπλή ευθυγράµµιση των ακολουθιών 
χρησιµοποιώντας 1000 bootstraps, προκειµένου να αποκτηθούν τιµές βαθµολόγησης 
για κάθε εσωτερικό κλάδο. Στη συνέχεια το δένδρο αναλύθηκε στο πρόγραµµα 
PHYLIP (Phylogeny Inference Package) 3.65. Η απεικόνιση του δένδρου έγινε µε τη 
µορφή Tagged Image File Format (TIFF), όπως εξάχθηκε από το πρόγραµµα PHYLIP.  
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2.19 Χειρισµός κυττάρων ζύµης 
2.19.1 Μετασχηµατισµός κυττάρων ζύµης. 
Η δηµιουργία δεκτικών κυττάρων ζύµης και ο µετασχηµατισµός τους 

βασίζεται στην χρήση CH3COOLi. Η µεθοδολογία που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί 
παραλλαγή του πρωτοκόλλου που περιγράφεται από τους Ito et al. (1983). 
� Από κύτταρα ζύµης που αναπτύσσονται στους 300C σε τρυβλίο µε YPD 
χρησιµοποιώντας την µικροβιολογική λούπα συλλέγουµε 50µl µόλυσµα. Η καλλιέργεια 
θα πρέπει να είναι φρέσκια και προσέχουµε τα κύτταρα που θα αποµονωθούν να 
βρίσκονται στην άκρη µιας αναπτυσσόµενης αποικίας ώστε να είναι νέα και υγιή. Τα 
κύτταρα µεταφέρονται σε 1ml αποστειρωµένο νερό. 
� Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 5000rpm για 5’’. 
� Το ίζηµα των κυττάρων επαναιωρούνται σε διάλυµα 100mM CH3COOLi και όγκου 
1ml. Ακολουθεί επώαση στους 300C για 5 λεπτά. 
� Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 5000rpm για 5’’. Αποµακρύνεται το 
υπερκείµενο υγρό χρησιµοποιώντας µικροπιπέτα. 
� Στο ίζηµα των κυττάρων ζύµης προστίθενται µε την σειρά : 
240µl PEG από διάλυµα 50%w/v 
36µl 1 M CH3COOLi 

25µl carrier DNA  
5µl πλασµιδιακό DNA ώστε η τελική συγκέντρωση στο µείγµα να Ζείναι 100ng-

5µg 
45µl αποστειρωµένο νερό 
� Το ίζηµα των κυττάρων ζύµης αιωρείται στο µείγµα µετασχηµατισµού και 
ακολουθεί θερµική καταπόνηση στους 420C για 20 λεπτά.   
� Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 5000rpm για 10’’. Αποµακρύνεται 
το υπερκείµενο υγρό χρησιµοποιώντας µικροπιπέτα. 
� Το ίζηµα των κυττάρων ζύµης αιωρείται σε 200-400µl αποστειρωµένο νερό και 
στρώνεται σε τριβλία ώστε να γίνει η επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων. 
 

2.19.2 Επιλογή και δοκιµή των µετασχηµατισµένων κυττάρων. 
Οι κατασκευές που χρησιµοποιήθηκαν στην ΥFP απεικόνιση, αλλά χωρίς το 

YFP, δηλαδή οι cDNA κλώνοι At-shortLon1 και At-longLon1 εισήχθησαν τον φορέα 
PVT-100U. Ο παραπάνω φορέας περιέχει το σταθερά εκφραζόµενο σύστηµα του 
γονιδίου της αλκοολικής αφυδρογονάσης (ADH1) µε τον προαγωγέα και τη ληκτική 
ακολουθία, καθώς και το τροποποιηµένο γονίδιο URA3 για την επιλογή. Ο 
µετασχηµατισµός της ζύµης πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο lithium acetate. Τα 
µετασχηµατισµένα κύτταρα ζύµης επιλέχθηκαν σε συνθετικό θρεπτικό µέσο χωρίς 
URA που περιείχε 2% γλυκόζη.  Η ετερόλογη λειτουργική συµπληρωµατικότητα έγινε 
όπως προηγούµενα (van Dyck et al., 1998). 
 

2.19.3 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από κύτταρα ζύµης. 
Η µεθοδολογία που εφαρµόστηκε περιγράφηκε από τους Hoffman and 

Winston (1987). 
� Κύτταρα ζύµης αναπτύσσονται σε 10ml θρεπτικό µέσο LSM για 1 εως 2 µέρες 
στους 300C. 
� Τα κύτταρα συλλέγονται σε σωλήνα eppendorf µε φυγοκέντρηση στις 5000rpm για 
2’. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και τα κύτταρα επαναιωρούνται σε 0,5ml dH2O. 
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Συλλέγονται ξανά µε φυγοκέντρηση στις 5000rpm για 2’. 
� Το ίζηµα κυττάρων επαναιωρείται σε 200µl ∆ιαλύµατος λύσης και σε 200µl 
φαινόλη : χλωροφόρµιο : ισοαµυλική αλκοόλη (25:24:1). Επιπλέον προσθέτουµε 0,3g 
γυάλινα σφαιρίδια  διαµέτρου 425-600 µm. 
� Ο σωλήνας που περιέχει τα κύτταρα ανακινείται δυνατά για 3-4 λεπτά για να 
λυθούν τελείως. 
� Τα υπολείµµατα των κυττάρων συγκεντρώνονται στο άκρο του σωλήνα µε 
φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 5’. Το υπερκείµενο υγρό που περιέχει το 
πλασµιδιακό DNA συλλέγεται και µεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf στον οποίο 
προσθέτουµε 1ml 100% αιθανόλη για την κατακρήµνιση των νουκλεϊνικών οξέων. 
Ανακινούµε τον σωλήνα και τον αφήνουµε ακίνητο για 10 λεπτά. 
� Το πλασµιδιακό DNA που κατακρηµνίστηκε συλλέγεται στο άκρο του σωλήνα µε 
φυγοκέντρηση στις 13000 rpm για 5’. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και διαλύουµε 
το DNA σε 400µl dH2O, στην συνέχεια προσθέτουµε 3µl RNάσης. Το µείγµα 
επωάζεται για 5’ στους 370C. Προσθέτουµε 1/10 του όγκου 3Μ CH3COONa, pH 4,8 
και 2 όγκους 100% αιθανόλη. Το µείγµα αναµιγνύεται καλά. 
� Το πλασµιδιακό DNA που κατακρηµνίστηκε συλλέγεται στο άκρο του σωλήνα µε 
φυγοκέντρηση στις 13000rpm για 5’. Αποµακρύνουµε το υπερκείµενο και διαλύουµε το 
DNA σε 50µl dH2O από τα οποία παίρνουµε 20µl για µετασχηµατισµό δεκτικών 
κυττάρων E. coli. 
 

2.19.4 Παροδική έκφραση σε φύλλα καπνού. 
�      Χρησιµοποιείται στέλεχος του Agrobacterium tumefaciens GV3101, 
µετασχηµατισµένο µε πλασµιδιακό φορέα. Ο µετασχηµατισµός πραγµατοποιείται µε 
ηλεκτροπόρωση. 
� Μετά την ηλεκτροπόρωση, τα βακτήρια αφήνονται να αναπτυχθούν σε στερεό 
θρεπτικό υπόστρωµα LB, µε τριπλή επιλογή (ριφαµπικίνη Rif, τζενταµυκίνη Gen και 
καναµυκίνη Kan). Τα αγροβακτήρια αναπτύσσονται στους 28oC και η ανάπτυξή τους 
διαρκεί έως και τρεις ηµέρες. 
� Επιλογή µονής αποικίας και καλλιέργεια σε υγρό θρεπτικό υπόστρωµα LB 
(5ml), µε τριπλή επιλογή (ριφαµπικίνη Rif- προαιρετικό, τζενταµυκίνη Gen και 
καναµυκίνη Kan). Ανάπτυξη για 1-2 ηµέρες, έως ότου θολώσει καλά. Για ταχύτερη 
ανάπτυξη τοποθετούνται σε 3ml θρεπτικού µέσου. 
� Ακολουθεί επανακαλλιέργεια σε 3ml θρεπτικό µέσο µε διπλή επιλογή   
(τζενταµυκίνη Gen και καναµυκίνη Kan, 50µg/ml) Ο/Ν. 
� Φωτοµετρούνται οι καλλιέργειες σε OD600 (είναι καλό να µην ξεπερνά το 2). 
Τοποθετούνται σε eppendorfs (ανά 1ml).  
� Φυγοκέντρηση στις 3.500rpm για 10΄  
� Αποµακρύνεται το υπερκείµενο και το βακτηριακό ίζηµα ξεπλένεται µε 1ml 
dilution buffer (όσος ο όγκος της αρχικής καλλιέργειας στο eppendorf tube). Χρειάζεται 
πολλή προσοχή διότι το βακτηριακό ίζηµα µπορεί εύκολα να αποκολληθεί και να χαθεί 
σηµαντικός αριθµός βακτηρίων. 
� Αποµακρύνεται το dilution buffer και το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται σε 
1ml induction buffer (όσος ο όγκος της αρχικής καλλιέργειας στο eppendorf tube ), 
όπου αφήνεται για 3h σε RT. 
� Ακολούθως φωτοµετρούνται ξανά τα βακτηριακά διαλύµατα και αραιώνονται, 
έτσι ώστε να έχουν τελικά την επιθυµητή οπτική πυκνότητα για το infiltration. 
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� Χρησιµοποιώντας ένεση µε µικρή διάµετρο και χωρίς τη βελόνα, στο κάτω 
µέρος του φύλλου καπνού, πραγµατοποιείται διήθηση των Agrobacterium tumefaciens 
σε όλο το έλασµα του φύλλου. 
2.20 Αποσιώπηση των γονιδίων Importin α1/α2 στον καπνό µέσω VIGS (Virus 
Induced Gene Silencing) 

Προκειµένου να εξετασθεί ο ρόλος της ιµπορτίνης α στη µετακίνηση της πρωτεΐνης 
LEUKO1 στον πυρήνα, αποσιωπήθηκε η έκφραση των γονιδίων importin α1/α2 στο καπνό 
Nicotiana benthamiana (Kanneganti et al. 2007) χρησιµοποιώντας τη µέθοδο TRV-VIGS (Liu 
et al. 2002, Ratcliff et al. 2001). Τα γονίδια importin α1 και α2 είναι κλωνοποιηµένα στο 
φορέα pTV00, ο οποίος επιτρέπει την παραγωγή του RNA2 από το γονιδίωµα του ιού TRV 
(Kanneganti et al. 2007, Ratcliff et al. 2001). Οι κλώνοι ονοµάζονται pTV00:NbImpa1 και 
pTV00:NbImpa1, αντίστοιχα. Σε φύλλα καπνού έγινε διήθηση ταυτόχρονα µε κύτταρα 
Agrobacterium tumefaciens που έφεραν τις κατασκευές pTV00 και µε κύτταρα Agrobacterium 
tumefaciens που έφεραν την κατασκευή pBINTRA6. Η κατασκευή pBINTRA6 επιτρέπει την 
παραγωγή του RNA1 του γονιδιώµατος του ιού TRV (Ratcliff et al. 2001).  

Η κατασκευή pTV00:PDS χρησιµοποιήθηκε στο θετικό πείραµα ελέγχου, αφού 
µέσω αυτού τα φυτά χλωρώνουν εξαιτίας της αποσιώπησης του γονιδίου PDS (Phytoene 
Desaturase Gene). Ο άδειος φορέας pTV00 χρησιµοποιήθηκε στο αρνητικό πείραµα 
ελέγχου, για να ελεγχθεί η επίδραση από τη µόλυνση του TRV. Ύστερα από 3 εβδοµάδες 
περίπου, και όταν τα φυτά που µολύνθηκαν µε την κατασκευή pTV00:PDS έχουν χλωρώσει, 
γίνεται διήθηση κυττάρων Agrobacterium tumefaciens που φέρουν τις επιθυµητές 
κατασκευές στα φύλλα καπνού, όπου έχουν αποσιωπηθεί τα γονίδια της ιµπορτίνης α1 και 
α2. 

Μετά από 48h-72h, αποµονώνεται η επιδερµίδα των φύλλων καπνού που 
µολύνθηκαν µε τις επιθυµητές κατασκευές και εξετάζoνται µε µικροσκοπία φθορισµού.   

 
 

2.21 Αποµόνωση πρωτοπλαστών 
� Φύλλα καπνού Nicotiana benthamiana µε τη βοήθεια νυστεριού και λαβίδας κόβονται σε 

µικρά κοµµάτια του 1cm x 1cm  τοποθετούνται σε άδειο τρυβλίο παρουσία 0.5M 
µαννιτόλης 

� Tα µικρά κοµµάτια φύλλων πλασµολύονται σε 0.5M µαννιτόλης για 1-2 ώρες. Η 
πλασµόλυση πραγµατοποιείται σε θερµοκρασία δωµατίου και απουσία φωτός 
� Αφαιρούµε το διάλυµα µαννιτόλης και προσθέτουµε κατάλληλη ποσότητα διαλύµατος 

ενζύµων-κυτταρινασών (∆ιάλυµα ενζύµων) 
� Κλείνουµε τα τριβλία µε parafilm και τα επωάζουµε στο σκοτάδι στους 250C περίπου για  

8-10 ώρες. 
� Αναδεύουµε προσεχτικά το τρυβλίο 2-3 φορές κατά τη διάρκεια των 10 ωρών, αλλά όχι 

προς το τέλος και δεν συνίσταται η συνεχής ανάδευση του τρυβλίου 
� Αφαιρείται το διάλυµα ενζύµων και προστίθεται το διάλυµα MCa. 
� Από το πάτο του τρυβλίου συλλέγοντα οι πρωτοπλάστες  µε πιπέτα Pasteur  

(Αντί για τρυβλία Petri µπορούµε να χρησιµοποιήσουµε και µικρά titer plate των 9 
θέσεων. Με αυτόν τον τρόπο γίνεται εξοικονόµηση ποσότητας διαλυµάτων) 
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2.22 Χειρισµός µετασχηµατισµένων πρωτοπλαστών µε Λεπτοµυκίνη B (Leptomycin 
B, LMB) 
� Από µετασχηµατισµένα φύλλα καπνού αποµονώνονται πρωτοπλάστες όπως 
αναφέρεται προηγούµενα στην παράγραφο 2.21. 
� Συλλέγουµε προσεχτικά και µε αργές κινήσεις τους πρωτοπλάστες, 
χρησιµοποιώντας πιπέτα Pasteur. Τους τοποθετούµε σε titer plate των 9 θέσεων µαζί µε το 
διάλυµα MCa.  
� Προστίθεται η Leptomycin B (Enzo Life Sciences, Alexis Biochemicals, ALX-380-
100, Nottingham, UK) σε τελική συγκέντρωση 2µM, η οποία είναι διαλυµένη σε 100% 
αιθανόλη. Γίνεται ενδιάµεσο stock 66µΜ ή 165µM, ώστε στα 200µl δείγµατος να προστίθεται 
ικανή ποσότητα δείγµατος, άλλα όχι και πολύ µεγάλη, γιατί η αιθανόλη επηρεάζει δραµατικά 
τους πρωτοπλάστες. (Αρχική ποσότητα  LMB 0.2mg/ml. 540.07MW, 200mgr) 
� Γίνεται πολύ ελαφρά ανάδευση για 1h 
� Συλλέγονται οι πρωτοπλάστες προσεχτικά και µε αργές κινήσεις µε πιπέτα Pasteur 
� Σε αντικειµενοφόρο τοποθετούνται µε γλυκερόλη δύο καλυπτρίδες µε 5mm κενό 
ανάµεσά τους. Στο «κενό» εισάγεται το δείγµα, και από πάνω άλλη καλυπτρίδα. 

 
 

2.23 Υδατικά διαλύµατα και θρεπτικά µέσα βακτηριακών κυττάρων και φυτών. 
2.23.1 ∆ιαλύµατα ανάπτυξης βακτηρίων - σχετικά αντιδραστήρια. 

� LB υγρό θρεπτικό µέσο 
0,5% (w/v) Εκχύλισµα ζύµης, 1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) Πεπτόνη. Στην περίπτωση 
στερεού θρεπτικού µέσου προστίθεται 1,4% (w/v) άγαρ. 
� TY υγρό θρεπτικό µέσο 
1,6% (w/v) Πεπτόνη, 1,6% (w/v) Εκχύλισµα ζύµης, 0,5% (w/v) NaCl 
� IPTG (isopropyl- β-D-thiogalactopyranoside)  
200mg/ml σε dH2O. Κρατείται στους -200 C. 
� Χ-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl- β-D-galactopyranoside (BRL) 
20mg/ml σε διµεθυλ-φορµαµίδιο. Αποθηκεύεται στους -200 C. 
 

2.23.2 ∆ιαλύµατα ενζύµων και αποµόνωσης πλασµιδιακού  DNA. 
� P1 ρυθµιστικό διάλυµα επαναδιάλυσης 
50mM Tris-Cl pH 8,0, 10mM EDTA pH 8,0 και  100µg/ ml RNάσης. 
� P2 ρυθµιστικό διάλυµα λύσης 
0,2Ν NaOH, 1% (w/v) SDS 
� 3M/5M CH3COOK 
60ml 5Μ οξικού καλίου pH 4,8-5,2 αναµιγνύονται µε 11,5ml οξικού οξέος και 28,5ml 
dH2O.   
� RNάση 
∆ιάλυµα RNάσης A 10mg/ml σε 10mM Tris-HCl pH7,4, 15mM NaCl. Βρασµός του 
διαλύµατος για 15min. ∆ιακοπή για 20min και επανάληψη βρασµού, έτσι 
καταστρέφονται υπολείµµατα DNάσης. Το διάλυµα φυλάσσεται στους -200C. 
� T.E. ρυθµιστικό διάλυµα 
10mM Tris-Cl pH 7,5, 1mM EDTA pH 8,0. 

∆ιαλύµατα αποµόνωσης ολικού RNA 
� Sevag    
      (24:1) (Χλωροφόρµιο: ισοαµυλική αλκοόλη) 



 

 

67 2.23 Υδατικά διαλύματα και θρεπτικά μέσα βακτηριακών κυττάρων και φυτών. 

 
2.23.3 ∆ιαλύµατα αποµόνωσης γονιδιωµατικού DNA 

� CTAB  DNA Ρυθµιστικό διάλυµα αποµόνωσης 
2% (w/v) CTAB, 100mM Tris pH 8,0, 20mM EDTA pH 8,0, 1,4M NaCl, 1% (w/v) PVP 
(πολυβινυλ-πυρρολιδόνη, Μ.Β 40.000), 2% (w/v) CTAB. 
� Sevag    
      (24:1) (Χλωροφόρµιο: ισοαµυλική αλκοόλη) 
 

2.23.4 ∆ιαλύµατα ηλεκτροφόρησης 
� 10 x TBE διάλυµα ηλεκτροφόρησης 
9,3gr/lt EDTA, 5,5gr/lt Boric acid, 108gr/lt Tris-Cl. 
� 50 x TAE ρυθµιστικού διάλυµατος 
24,2gr (w/v) Tris-base, 100ml/lt 0,5M EDTA pH 8,0, 57,1ml/lt  CH3COOH 
� Βρωµιούχο αιθίδιο 
5mg/ml σε dH2O. Το διάλυµα διατηρείται σε σκοτεινόχρωµο µπουκάλι σε  
θερµοκρασία  δωµατίου 
� ∆ιάλυµα νουκλεοτιδίων 
2,5mM dATP, 2,5mM dGTP, 2,5mM dTTP  σε dH2O. 
� (10% w/v) Ammonium Persulfate (APS) 
1g ammonium persulafate σε 10ml H2O 
� 30:0,8% διάλυµα ακρυλαµίδη:δισ-ακρυλαµίδη 
      30g ακρυλαµίδη και 1g δισ-ακρυλαµίδη 
� TEMED 
      ∆ιατίθεται από την SIGMA 
 

2.23.5 ∆ιαλύµατα και θρεπτικά µέσα ιστοκαλλιέργειας και µετασχηµατισµού φυτών 
� Θρεπτικό µέσο ½ MS  
½ x MS Θρεπτικό µέσο που αποτελείται από MS άλατα και βιταµίνες (4,3g/l ICN), 2% 
Σακχαρόζη, 0,5 g/l ΜΕS, 3g/l Phytagel, pH 5,7. 
� ∆ιάλυµα διείσδυσης (IM) 
Σε ένα λίτρο ddH2O διαλύουµε 2.2g MS θρεπτικό διάλυµα αλάτων, 1x B5 βιταµίνες 
(από 1000x), 50g σακχαρόζη, 0,5g MES, 8g/l Difco Bacto άγαρ, pH 5,7. Μετά την 
αποστείρωση προσθέτουµε 0,01 mg/lt BAP και 200µl Silwet L-77 (Osi Specialties). 
� Stock βιταµινών 1000Χ B5 
1000mg Ινοσιτόλη, 100mg Θειαµίνη, 10mg Νικοτινικό οξύ, 10mg Πυριδοξίνη σε 10ml 
ddH2O. 
 

2.23.6 ∆ιαλύµατα παροδικής έκφρασης στα φύλλα καπνού 
� Induction Buffer 
10mM MgCl2 ,  10mM MES pH=5.6,  150µM acetosyringone.       
� Dilution Buffer 
Το induction buffer χωρίς acetosyringone. 
 
 

2.23.7 ∆ιαλύµατα αποµόνωσης πρωτοπλαστών 

� ∆ιάλυµα ενζύµων 
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1% Cellulase Onozuka R-10, 0.25% Macerozyme R-10, 8mM CaCl2, 0.4M 
µαννιτόλη, pH 5.5 (KOH). 

� ∆ιάλυµα ΜCa 
30 ml 0.5M µαννιτόλη, 60 ml 0.2M CaCl2. 

 

 

2.24 Κατασκευές και Κλωνοποιήσεις 
35S::YFP 
- Με τους εκκινητές [Met-YFP-For-Β] / [YFP-Lon-Rev] και µήτρα το Citrine-YFP (Tian et al., 
2004; Griesbeck et al., 2001) ενισχύθηκε το YFP και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο 
pUC19/SmaI, όπου και αλληλουχήθηκε. Κλώνος: Μet-YFP/pUC19 (3) 
- Στη συνέχεια, πέψη µε EcoRI/HindIII και κλωνοποίηση το Met-YFP στο pBluescript SK-
/EcoRI/HindIII. Κλώνος: Μet-YFP/SK- 
- Πέψη XbaI και κλωνοποίηση στην XbaI θέση του pGPTV 35S w/o GUS. Έλεγχος 
κατεύθυνσης µε πέψεις.  Κλώνος: Μet-YFP/pGPTV 35 w/o GUS 
 
35S::Leuko11-173:YFP 
- Με τους εκκινητές [Alba-For] / [Alb-Rev (L)] και µήτρα το BAC ΜJH22 ενισχύθηκε το 
Leuko11-173 και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο pBluescript KS+/SmaI(*), όπου και 
αλληλουχήθηκε. Κλώνος: 1,2 KS+ [1] 
-Στη θέση MluI του κλώνου 1,2-YFP KS+ [57], κλωνοποιήθηκε το YFP/ΜluI το οποίο κόπηκε 
από τον κλώνο YFP/pUC19. Κλώνος: 1,2-YFP KS+ [57] 
-Πέψη του κλώνου 1,2-YFP KS+ [57] µε EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο 
pbi121/SmaI/SacI. Κλώνος: 1,2-YFP pbi121 [1] 
 
35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494   
- Με του εκκινητές [Alba-For-L] / [Alb-Rev] και µήτρα το BAC ΜJH22 ενισχύθηκε το 
Leuko1174-494 και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο pUC19/SmaI, όπου και αλληλουχήθηκε. 
Κλώνος: 3,4 pUC19 [1] 
- Πέψη του κλώνου 3,4 pUC19 [1] µε MluI/NotI και κλωνοποίηση στη θέση MluI/NotI του 
κλώνου 1,2 KS+ [1]. Κλώνος: 1,4 KS+ [2] 
- Στη θέση MluI του κλώνου 1,4 KS+ [2] κλωνοποιήθηκε το YFP/ΜluI το οποίο κόπηκε από 
τον κλώνο YFP/pUC19 [2]. Κλώνος: 1,4-YFP KS+ [64] 
- Πέψη του κλώνου 1,4-YFP KS+ [64] µε EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο 
pbi121/SmaI/SacI. Κλώνος: 1,4-YFP pbi121 [1] 
 
35S::YFP:Leuko11-494 

- Με του εκκινητές [Alba-For-L2] / [Alb-Rev] και µήτρα το BAC ΜJH22 ενισχύθηκε το 
Leuko11-494 και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο pBluescript SK-/SmaI, όπου και 
αλληλουχήθηκε. Κλώνος: M SK- [5] 
- Στη θέση MluI του κλώνου M SK- [5] κλωνοποιήθηκε το Met-YFP/ΜluI το οποίο κόπηκε από 
τον κλώνο Μet-YFP/pUC19 (3). Κλώνος: M-YFP SK- [3] 
- Πέψη του κλώνου M-YFP SK- [3] µε EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο pbi121/SmaI/SacI. 
Κλώνος: M-YFP pbi121 [1] 
 
35S::YFP:Leuko11-494:∆(NLS)   
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- Με του εκκινητές [Met-YFP-For-Β] / [NLS-Kpn-Rev] και µήτρα τον κλώνο M-YFP SK- [3] 
ενισχύθηκε το 5’-mNLS και κλωνοποιήθηκε στον φορέα pGEM. Κλώνος: 5’-mNLS pGEM [1] 
- Με του εκκινητές [NLS-Kpn-For] / [Alba-Rev] και µήτρα το BAC ΜJH22 ενισχύθηκε το 3’-
mNLS και κλωνοποιήθηκε στον φορέα pUC18/SmaI*. Κλώνος: 3’-mNLS pUC18 [4] 
- Στη θέση KpnI του κλώνου 5’-mNLS pGEM [1] κλωνοποιήθηκε το 3’-mNLS το οποίο 
κόπηκε µε KpnI από τον κλώνο 3’-mNLS pUC18 [4]. Κλώνος: 5-3 mNLS pGEM [5] 
- Πέψη του κλώνου 5-3 mNLS pGEM [5] µε EcoRI και κλωνοποίηση του 5-3 mNLS  στον 
φορέα pBluescript SK-/EcoRI. Έλεγχος κατεύθυνσης. Κλώνος: 5-3 SK- [12] 
- Πέψη του κλώνου 5-3 mNLS SK- [12] EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο pbi121/SmaI/SacI. 
Κλώνος: 5-3 pbi121 [5] 
 
35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D) 
- Με του εκκινητές [Alba-For-L] / [Alba-Rev] και µήτρα γονιδιωµατικό DNA από το µετάλλαγµα 
leuko1-1 ενισχύθηκε το Leuko1174-494:(G373→D) και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο 
pUC19/SmaI, όπου και αλληλουχήθηκε. Κλώνος: 3,4-Αlbino pUC19 [2] 
- Πέψη του κλώνου3,4-Αlbino pUC19 [2] µε BamHI και κλωνοποίηση στον κλώνο M SK- [5] 
όπου κόπηκε και αυτός µε BamHI. Κλώνος: Alb-M G�D SK- [29] 
- Στη θέση MluI του κλώνου Alb-M G�D SK- [29] κλωνοποιήθηκε το Met-YFP/ΜluI το οποίο 
κόπηκε από τον κλώνο Μet-YFP/pUC19 (3). Κλώνος: Alb-MYFP G�D  SK- [9] 
- Πέψη του κλώνου Alb-M-MYFP G�D SK- [9] µε EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο 
pbi121/SmaI/SacI. Κλώνος: Alb-MYFP G�D pbi121 [4] 
 
35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D):∆(NLS) 
- Πέψη του κλώνου 5-3 SK- [12] µε XbaI και κλωνοποίηση του τµήµατος που περιέχει το 
µεταλλαγµένο NLS στον κλώνο Alb-MYFP G�D  SK- [9] κοµµένο µε XbaI. Κλώνος: 5-3 
mNLS G�D SK [3] 
- Πέψη του κλώνου 5-3 mNLS G�D SK [3] µε EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο 
pbi121/SmaI/SacI. Κλώνος: 5-3 mNLS G�D pbi121 [1] 
 
35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69) 
- Με του εκκινητές [Alb-trunc-ΧhoΙ] / [Alba-Rev] και µήτρα το BAC ΜJH22 ενισχύθηκε το n και 
κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο pBluescript SK-/SmaI, όπου και αλληλουχήθηκε. 
Κλώνος: n SK- 
- Πέψη του κλώνου n SK- µε EcoRV/SacI και κλωνοποίηση στο pbi121/SmaI/SacI. Κλώνος: 
n  pbi121 [1] 
 
Lon1S-YFP  
- Με του εκκινητές [U19013-For] / [LoncDNA-Rev] και µήτρα τον κλώνο U19013 
(ABRC/NASC) ενισχύθηκε το Lon1S και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο pUC19/SmaI, 
όπου και αλληλουχήθηκε. Κλώνος: Short pUC19 [36] 
- Πέψη του κλώνου Short pUC19 [36] µε ΧbaI και κλωνοποίηση στο pVT-100U/XbaI. 
Κλώνος: ShortcDNA pVT100U [9]  
- Στη θέση MluI του κλώνου ShortcDNA pVT100U [9] κλωνοποιήθηκε το YFP/ΜluI το οποίο 
κόπηκε από τον κλώνο YFP/pUC19 [2]. Κλώνος: ShortcDNA-YFP pVT100U [28]  
-  Πέψη του κλώνου ShortcDNA-YFP pVT100U [28] µε XbaI και κλωνοποίηση στον φορέα 
pGPTV 35S w/o GUS. Κλώνος: ShortcDNA-YFP pGPTV 35S w/o GUS 
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Lon1SS-YFP  
- Με του εκκινητές [LoncDNA-For] / [LoncDNA-In-Rev] και µήτρα το BAC F2P16 ενισχύθηκε 
το τµήµα F2P16-Short. 
- Με του εκκινητές [LoncDNA-For] / [LoncDNA-Rev] και µήτρα τα Lon1S (PCR product) και 
F2P16-Short (PCR product) (double template PCR) ενισχύθηκε το Lon1L και κλωνοποιήθηκε 
στη θέση SmaI στο pUC19/SmaI, όπου και αλληλουχήθηκε. Κλώνος: Long pUC19 [58] 
- Πέψη του κλώνου Long pUC19 [58] µε ΧbaI και κλωνοποίηση στο pVT-100U/XbaI. Κλώνος: 
LongcDNA pVT100U [38]  
- Στη θέση MluI του κλώνου LongcDNA pVT100U [38] κλωνοποιήθηκε το YFP/ΜluI το οποίο 
κόπηκε από τον κλώνο YFP/pUC19 [2]. Κλώνος: LongcDNA-YFP pVT100U [53]  
-  Πέψη του κλώνου LongcDNA-YFP pVT100U [53] µε XbaI και κλωνοποίηση στον φορέα 
pGPTV 35S w/o GUS. Κλώνος: LongcDNA-YFP pGPTV 35S w/o GUS 
 
Lon1LS-YFP  
- Με του εκκινητές [LonWT-For] / [LoncDNA-Rev] και µήτρα τον κλώνο Long pUC19 [58]  
ενισχύθηκε το τµήµα Lon1LS και κλωνοποιήθηκε στη θέση SmaI στο pUC19/SmaI, όπου και 
αλληλουχήθηκε. Κλώνος: LongWT pUC19 [2]   
- Πέψη του κλώνου LongWT pUC19 [2] µε ΧbaI και κλωνοποίηση στο pVT-100U/XbaI. 
Κλώνος: LongWTcDNA pVT100U [31]  
- Στη θέση MluI του κλώνου LongWTcDNA pVT100U [31] κλωνοποιήθηκε το YFP/ΜluI το 
οποίο κόπηκε από τον κλώνο YFP/pUC19 [2]. Κλώνος: LongWTcDNA-YFP pVT100U [37]  
-  Πέψη του κλώνου LongWTcDNA-YFP pVT100U [37] µε XbaI και κλωνοποίηση στον φορέα 
pGPTV 35S w/o GUS. Κλώνος: LongWTcDNA-YFP pGPTV 35S w/o GUS 
 
Lon1[ ∆L]S-YFP 
- Με του εκκινητές [Lon1withG-For] / [LoncDNA-Rev] και µήτρα τον κλώνο LongWTcDNA-
YFP pVT100U [37] ενισχύθηκε το τµήµα Lon1[∆L]S-YFP και κλωνοποιήθηκε στο φορέα 
pGEM. Κλώνος:  Lon1withG pGEM [5]  
- Πέψη του κλώνου Lon1-withG pGEM [5] µε SmaI/SacI και κλωνοποίηση στο pGPTV 35S. 
Κλώνος: Lon1-withG Pgptv 
 
Εκκινητές:  
[Met-YFP-For-Β]: 5’ – AA ACGCGT CCACC ATGGGAGGTGGAGCTGTG – ‘3 73.46 (53.3) 
[YFP-Lon-Rev]: 5’ - A ACGCGT GGCCCCAGCGGCCGCAGCAGC - ‘3 78.29 
[Alba-For]: 5’ - CCACCATGATGATGGCGCTTACTCAAC – ‘3 66.5 (55.8)  
[Alb-Rev (L)]: 5’ –A ACGCGT AGCCAATTTATCAGAGATCTC – ‘3 62.1 (53.96) 
[Alba-For-L]: 5’ –A ACGCGT AAGCTCCAGAAGCTACTAATG – ‘3 65.1 (55.91) 
[Alba-For-L2]: 5’ – AA ACGCGT ATGATGATGGCGCTTACT – ‘3 62.22 (51.41) 
[Alb-Rev]: 5’ – A GCGGCCGCATCACTCTTACTACCAGGA– ‘3 69.49 (55.25) 
[NLS-Kpn-For]: 5’ – A GGTACC GCTGGAGGCGCCACACTTGGTGAT – ‘3 73.46 (58.24) 
[NLS-Kpn-Rev]: 5’ – A GGTACC TCCAGCTCCAATTCTCTTTCCTTCTTGAAT – ‘3 69.46 
(50.06) 
[Alb-trunc-ΧhoΙ]: 5’ – CCTCGAGAAAACAATGGTACTGAAGCAGAACAGAGTTC – ‘3 69.46 
(50.06) 
[U19013-For]: 5’ - AA TCTAGA CCACCATGTTAAAGCTCTTCACTTC - ‘3 65.75 (61.64) 
[LoncDNA-For]: 5’ - A TCTAGA CCACC ATGAAGGGCTTTGATACTAATC - 3’ 67.07 (54.38) 



 

 

71 2.25 Προγράμματα νευρωνικών δικτύων πρόβλεψης τοποθέτησης πρωτεϊνών 

[LoncDNA-In-Rev]: 5’ - GAAGAAAGCACGATGACCCAACGAAGTAG - ‘3 66.67 
[LonWT-For]: 5’ - A TCTAGA GGGTTT ATGAAGGGCTTTGATACTAATC - ‘3   66.4 
[Lon1withG-For]: 5’ – A CCCGGG AAG AAG GGC TTT GAT ACT AAT CT – ‘3 55.3 
[LoncDNA-Rev]: 5’ - GACAAAAGGTCAACGTGGCAATACACA - ‘3 63.44 
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PSORT: http://wolfpsort.org/ 
Predotar: http://urgi.versailles.inra.fr/predotar/predotar.html 
TargetP: http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ 
ChloroP: http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/ 
MitoProt: http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html 
BaCello: http://gpcr.biocomp.unibo.it/bacello/ 
SubLoc: www.bioinfo.tsinghua.edu.cn/SubLoc/ 
Cello: http://cello.life.nctu.edu.tw/ 
Nucleo: http://pprowler.itee.uq.edu.au/Nucleo-Release-1.0/ 
NUC-Ploc: http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/Nuc-PLoc/ 
Y-Loc: http://abi.inf.uni-tuebingen.de/Services/YLoc/webloc.cgi 
NetNES: http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNES/ 

 
2.25 Προγράµµατα Βιοπληροφορικής 

http://www.oxfordjournals.org/nar/database/c 
http://www.seedgenes.org 
http://www.arabidopsis.org 
http://www.softberry.ru  
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
http://au.expasy.org/ 
http://affymetrix.arabidopsis.info 
https://www.genevestigator.com/gv/index.jsp 
http://www.bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi 
http://jsp.weigelworld.org/expviz/expviz.jsp 
http://atted.jp/ 
http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/ 
http://aranet.mpimp-golm.mpg.de/ 
http://www.jgi.doe.gov/ 
http://www.1001genomes.org 
http://bar.utoronto.ca/eplant/ 
http://mpss.udel.edu 
http://www.plantgdb.org/AtGDB  
http://mips.helmholtz-muenchen.de/plant/genomes.jsp 
http://mfold.bioinfo.rpi.edu/ 
http://mfold.burnet.edu.au/ 
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3. Αποτελέσµατα 
 

3.a H πολυπλοκότητα της AtLon1 πρωτεάσης στη δυαδική τοποθέτησή της στους 
χλωροπλάστες και τα µιτοχόνδρια µε τη διαφορική χρήση δύο κωδικονίων έναρξης 
της µετάφρασης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο 
 
3.a.1 Το γονίδιο AtLon1 παρουσιάζει εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης εξαιτίας δύο 
κωδικονίων έναρξης της µετάφρασης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο 

Η εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης εξαιτίας δύο κωδικονίων έναρξης στο ίδιο 
αναγνωστικό πλαίσιο έχει αναφερθεί ως σηµαντικός µηχανισµός µετά-µεταγραφικής 
ρύθµισης στους ευκαρυώτες, προκειµένου να δηµιουργηθούν πρωτεϊνικές ισοµορφές οι 
οποίες τοποθετούνται σε διαφορετικά υποκυτταρικά διαµερίσµατα παρόλο που 
κωδικοποιούνται από το ίδιο µεταγράφηµα (Danpure, 1995; Silva-Filho, 2003; Carrie et al., 
2009a).  

Η ανάλυση της νουκλεοτιδκής Ν-τελικής περιοχής του γονιδίου Lon1 αποκάλυψε 
την παρουσία δύο κωδικονίων έναρξης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο (Εικόνα 1Α). 
Βιοπληροφορική ανάλυση που βασίστηκε στην εφαρµογή προγραµµάτων νευρωνικών 
δικτύων προέβλεψε ότι το Lon1 έχει δύο πεπτίδια-συνθήµατος διαδοχικά τοποθετηµένα. Το 
πρώτο πεπτίδιο-συνθήµατος αποτελείται από 45 αµινοξέα και οδηγεί την πρωτείνη στο 
χλωροπλάστη, ενώ το δεύτερο πεπτίδιο-συνθήµατος περιέχει αµινοξική ακολουθία το οποίο 
οδηγεί την πρωτεΐνη στο µιτοχόνδριο (Εικόνα 1Β). Η παραπάνω διαµόρφωση κατά την οποία 
δύο ξεχωριστά πεπτίδια-συνθήµατος, στη συγκεκριµένη περίπτωση το πρώτο για το 
χλωροπλάστη και το δεύτερο για το µιτοχόνδριο, βρίσκονται τοποθετηµένα στη σειρά στην Ν-
τελική περιοχή µιας πρωτεΐνης χαρακτηρίζεται ως δυαδική ακολουθία οδηγών-συνθήµατος 
(twin presequences) και συµβάλλουν στη σύνθεση δύο ανεξάρτητων ισοµορφών µε εκλεκτική 
τοποθέτηση το καθένα σε ένα υποκυτταρικό διαµέρισµα (Peeters and Small, 2001; 
Mackenzie, 2005).  

Προκειµένου να εξεταστούν οι παραπάνω προβλέψεις βιοπληροφορικής ανάλυσης, 
δηµιουργήθηκαν µια σειρά κατασκευών µε παραλλαγές του Ν-τελικού άκρου του γονιδίου 
AtLon1 σε σύντηξη µε το γονίδιο φθορισµού YFP (Yellow Fluorescent Protein). Οι 
κατασκευές αυτές αναλύθηκαν in vivo µέσω µικροσκοπίας φθορισµού (Εικόνα 1C). 
Γενικότερα το γονίδιο YFP συνηθίζεται να χρησιµοποιείται ως δείκτης σε πειράµατα 
υποκυτταρικής τοποθέτησης, αφού δίδει ικανοποιητικά και αποδεκτά αποτελέσµατα 
απεικόνισης της τοποθέτησης της πρωτεΐνης που µελετάται, µε πολύ ελάχιστες περιπτώσεις 
λάθους σε σύγκριση µε άλλες πειραµατικές µεθόδους (Kojak, 2005; Mackenzie, 2005), όπως 
είναι η in vitro µεταγραφή-µετάφραση και εισαγωγή σε οργανίδια (in vitro transcription-
translation and organellar import assays). 
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3.a.1 Το γονίδιο AtLon1 παρουσιάζει εναλλακτική έναρξη της μετάφρασης εξαιτίας δύο 

κωδικονίων έναρξης της μετάφρασης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο 
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Εικόνα 1. Το γονίδιο του φυτού Arabidopsis που κωδικοποεί τη πρωτεάση Lon1 έχει δύο 
κωδικόνια έναρξης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο  
(A) H νουκλεοτιδική ακολουθία του Ν-τελικού τµήµατος που περιέχει τα κωδικόνια έναρξης 
παρουσιάζεται µε πλάγια γράµµατα (italics), τα κωδικόνια AUGs είναι υπογραµµισµένα. Οι δυαδικές 
ακολουθίες για το χλωροπλάστη και το µιτοχόνδριο έχουν χρωµατισθεί µε µπλέ και κόκκινο χρώµα 
αντίστοιχα. Τα στοιχεία ΤΑΤΑ εσωκλείονται σε κουτιά, ενώ οι cis-ακολουθίες µεταγραφικής ρύθµισης 
CCAAT, RΕa και GATA είναι υπογραµµισµένες. Οι κόκκινες σηµαίες αντιπροσωπεύουν τους κλώνους 
EST, ενώ οι µπλε σηµαίες απεικονίζουν τα 5’-άκρα του Lon1 cDNA που βρέθηκαν πειραµατικά.  Τα F1 
και F2 υποδεικνύουν τη θέση των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην ανάλυση της έκφρασης.  
(B) Αποτελέσµατα πρόβλεψης υποκυτταρικής τοποθέτησης της πρωτεΐνης Lon1 µε βάση 
βιοπληροφορική ανάλυση. Τα πρώτα 45 αµινοξέα αποτελούν το πεπτίδιο-συνθήµατος για 
στόχευση στο χλωροπλάστη, ενώ τα αµινοξέα 46-90 αντιστοιχούν στο πεπτίδιο-συνθήµατος 
για στόχευσει στα µιτοχόνδριο. 
 (C) Σχηµατική περιγραφή των κατασκευών του γονιδίου Lon1 σε σύντηξη µε το γονίδιο 
αναφοράς YFP που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα in vivo κυτταρικής απεικόνισης. Στα 
κουτιά εσωκλείονται οι νουκλεοτιδικές τροποποιήσεις κάθε κατασκευής.  
 

 

Με βάση αυτό τον πειραματικό σχεδιασμό πραγματοποιήθηκε σύντηξη του YFP πριν την 

AAA
+ 

περιοχή του Lon1 cDNA.  Οι παραλλαγές του 5’-άκρου του Lon1 που σχεδιάστηκαν 
περιγράφονται στην συνέχεια. Η κατασκευή Lon1S-YFP  αντιστοιχεί σε έλλειψη των πρώτων 
45 αµινοξέων µε αποτέλεσµα να διατηρείται µόνο η περιοχή που περιλαµβάνει το δεύτερο 
κωδικόνιο έναρξης AUG. Στην κατασκευή Lon1LS-YFP περιλαµβάνεται ολόκληρη η 
ακολουθία οδηγός χωρίς καµιά µεταβολή. Η κατασκευή Lon1SS-YFP περιέχει όλη την 
ακολουθία του γονιδίου Lon1 µε τη διαφορά ότι η νουκλεοτιδική ακολουθία στο πρώτο 
κωδικόνιο έναρξης έχει αλλάξει και έχει αντικατασταθεί µε αυτή του δεύτερου κωδικονίου 
έναρξης. Η κατασκευή Lon1[ ∆L]S-YFP περιέχει την Ν-τελική ακολουθία, µε τη διαφορά ότι η 
θυµίνη και η γουανίνη του 1ο AUG έχουν τροποποιηθεί σχηµατίζοντας τα νουκλεοτίδια ΑΑΑ, 
τα οποία δεν αποτελούν κωδικόνιο έναρξης. Ο έλεγχος της έκφρασης των παραπάνω 
κατασκευών πραγµατοποιήθηκε από τον καθολικά εκφραζόµενο προαγωγέα CaMV35S (35S 
Cauliflower Mosaic Virus).  

Προκειµένου να µην υπάρξουν παραπλανητικά αποτελέσµατα εξαιτίας της 
εφαρµογής της τεχνολογίας µικροσκοπίας φθορισµού, εφαρµόστηκαν επιπρόσθετοι τεχνικοί 
παράµετροι  (Carrie et al., 2009b). Η in vivo απεικονιστική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε όχι 
σε έναν αλλά σε διάφορους ιστούς ή κυτταρικού τύπους περιλαµβάνοντας κύτταρα ριζικών 
τριχιδίων,  στόµατα, κύτταρα υποκοτυλίων που έχουν αναπτυχθεί στο σκοτάδι και επιδερµικά 
κύτταρα φύλλων. Η ανάλυση έγινε τόσο σε σταθερά µετασχηµατισµένα φυτά Arabidopsis 
thaliana, καθώς και µε πειράµατα in planta παροδικής έκφρασης σε επιδερµικά κύτταρα 
φύλλων καπνού (Nicotiana benthamiana). Η εφαρµογή των παραπάνω παραµέτρων 
εξαλείφει τη πιθανότητα εξαγωγής λανθασµένων συµπερασµάτων.  

Σε συµφωνία µε τα δεδοµένα που προέκυψαν από την in silico ανάλυση, η 
έκφραση της γονιδιακής κατασκευής Lon1S-YFP  έδειξε τοποθέτηση της πρωτεΐνης Lon1 στα 
µιτοχόνδρια (Εικόνα 2). Η έκφραση της κατασκευής Lon1LS-YFP  έδειξε ότι η πρωτεΐνη 
τοποθετείται ταυτόχρονα στα µιτοχόνδρια και στους χλωροπλάστες (Εικόνα 3). Αυτή η διπλή 
στόχευση της πρωτεΐνης, υποδηλώνει ότι δύο διαφορετικές ισοµορφές της ίδιας πρωτεΐνης 
προκύπτουν από εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης, εξαιτίας της παρουσίας δύο 
λειτουργικών κωδικονίων έναρξης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο του γονιδίου Lon1. Έτσι, η 
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µεγαλύτερη ισοµορφή της πρωτεΐνης Lon1 τοποθετείται στον χλωροπλάστη, χαρακτηρίζεται 
ως Lon1L (Long) και ξεκινά από το πρώτο AUG (1st Met). Η µικρότερη ισοµορφή που 
χαρακτηρίζεται ως Lon1S (Short) τοποθετείται στο µιτοχόνδριο και η σύνθεση της ξεκινά από 
το δεύτερο AUG στο αµινοξύ +46. Επίσης, η αλλαγή της νουκλεοτιδικής ακολουθίας στη 
περιοχή του πρώτου AUG από την νουκλεοτιδική ακολουθία του δεύτερου AUG στην 
κατασκευή Lon1SS-YFP , οδήγησε την πρωτεΐνη όχι στα µιτοχόνδρια αλλά στους 
χλωροπλάστες στα πράσινα τµήµατα του φυτού και στα πλαστίδια στη ρίζα (Εικόνα 4). Το 
πρότυπο αυτό της υποκυτταρικής τοποθέτησης υποδεικνύει ότι η περιοχή που περικλείει το 
πρώτο AUG, έχει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της εναλλακτικής έναρξης της µετάφρασης, 
µέσω του µηχανισµού ολίσθησης του ριβοσώµατος κατά τη σάρωση του µεταγραφήµατος 
(leaky ribosome scanning mechanism). Επιπρόσθετα, η κατασκευή Lon1SS-YFP  
υποστηρίζει την εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης στα δύο κωδικόνια έναρξης του ίδιου 
αναγνωστικού πλαισίου από το ίδιο Lon1 µεταγράφηµα. Η κατασκευή Lon1[ ∆L]S-YFP έγινε 
για να εξεταστεί το ενδεχόµενο εναλλακτικής έναρξης της µετάφρασης από µη τυπικό 
κωδικόνιο έναρξης, όπως είναι τα κωδικόνια CUG, ACG ή GUG τα οποία έχουν πιστοποιηθεί 
ότι µπορούν να προκαλέσουν έναρξη της µετάφρασης ιδιαίτερα σε γονίδια προκαρυωτικής 
προέλευσης (Kojak, 2005). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η πρωτεΐνη τοποθετείται εκλεκτικά 
στα µιτοχόνδρια γεγονός που αποκλείει την έναρξη σύνθεσης της ισοµορφής που στοχεύει 
στον χλωροπλάστη από άλλο κωδικόνιο έναρξης εκτός του πρώτου AUG (Εικόνα 5). 
Ερµηνεύοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα καταλήγουµε στο συµπέρασµα ότι η 
νουκλεοτιδική ακολουθία της περιοχής που περιλαµβάνει το πρώτο κωδικόνιο έναρξης AUG 
είναι σηµαντική για την εναλλακτική έναρξης της µετάφρασης έτσι, ώστε να παραχθεί η 
ισοµορφή Lon1L που στοχεύει στον χλωροπλάστη ταυτόχρονα µε την ισοµορφή Lon1S που 
στοχεύει στο µιτοχόνδριο από το ίδιο Lon1 mRNA. 
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Εικόνα 2. Η τοποθέτηση στα µιτοχόνδρια οφείλεται στη περιοχή του N-τελικού άκρου της 
κατασκευής Lon1S-YFP  
Απεικόνιση ριζικών τριχιδίων (Α-D), κυττάρων υποκοτυλίου φυτών που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι (E-
F) και κυττάρων από στοµάτια (G-I) από σταθερώς µετασχηµατισµένα φυτά Arabidopsis thaliana. Oι 
εικόνες (J-N) απεικονίζουν την in planta παροδική έκφραση σε επιδερµικά κύτταρα φύλλου καπνού. Οι 
φωτογραφίες (A, G και J) είναι από φακό οπτικού τύπου Nomarsky, οι φωτογραφίες (B, E, F, H και L) 
πάρθηκαν µε φίλτρο για καταγραφή της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης, στη φωτογραφία (C) 
απεικονίζεται η εξειδικευµένη χρώση των µιτοχονδρίων µε τη φθορίζουσα χρωστική MitoΤracker και 
στη (D) ο αυτοφθορισµός της χλωροφύλλης στο φίλτρο ροδαµίνης. Οι εικόνες (D) και (Μ) είναι από τη 
µίξη του πράσινου και κόκκινου φθορισµού για τα ριζικά και επιδερµικά κύτταρα καπνού αντίστοιχα. Οι 
εικόνες (Ι) και (Ν) προέρχονται από τη µίξη των εικόνων (G, H) και (J, Μ), αντίστοιχα. Κλίµακα: 10µm. 
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Εικόνα 3. Η κατασκευή Lon1LS-YFP τοποθετείται ταυτόχρονα στα µιτοχόνδρια και τα  
πλαστίδια 
Απεικόνιση ριζικών τριχιδίων (Α-D), κυττάρων υποκοτυλίου φυτών που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι (E-
F) και κυττάρων από στοµάτια (G-I) από σταθερώς µετασχηµατισµένα φυτά Arabidopsis thaliana. Oι 
εικόνες (J-N) απεικονίζουν την in planta παροδική έκφραση σε επιδερµικά κύτταρα φύλλου καπνού. Οι 
φωτογραφίες (A, G και J) είναι από φακό οπτικού τύπου Nomarsky, οι φωτογραφίες (B, E, F, H και L) 
πάρθηκαν µε φίλτρο για καταγραφή της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης, στη φωτογραφία (C) 
απεικονίζεται η εξειδικευµένη χρώση των µιτοχονδρίων µε τη φθορίζουσα χρωστική MitoΤracker και 
στη (D) ο αυτοφθορισµός της χλωροφύλλης στο φίλτρο ροδαµίνης. Οι εικόνες (D) και (Μ) είναι από τη 
µίξη του πράσινου και κόκκινου φθορισµού για τα ριζικά και επιδερµικά κύτταρα καπνού αντίστοιχα. Οι 
εικόνες (Ι) και (Ν) προέρχονται από τη µίξη των εικόνων (G, H) και (J, Μ), αντίστοιχα. Κλίµακα: 10µm. 
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Εικόνα 4. Η νουκλεοτιδική ακολουθία που περικλείει το δεύτερο AUG συνθέτει το ισχυρό 
κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης µε αποτέλεσµα την αποκλειστική τοποθέτηση της 
κατασκευής Lon1SS-YFP στα πλαστίδια 
Απεικόνιση ριζικών τριχιδίων (Α-D), κυττάρων υποκοτυλίου φυτών που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι (E-
F) και κυττάρων από στοµάτια (G-I) από σταθερώς µετασχηµατισµένα φυτά Arabidopsis thaliana. Oι 
εικόνες (J-N) απεικονίζουν την in planta παροδική έκφραση σε επιδερµικά κύτταρα φύλλου καπνού. Οι 
φωτογραφίες (A, G και J) είναι από φακό οπτικού τύπου Nomarsky, οι φωτογραφίες (B, E, F, H και L) 
πάρθηκαν µε φίλτρο για καταγραφή της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης, στη φωτογραφία (C) 
απεικονίζεται η εξειδικευµένη χρώση των µιτοχονδρίων µε τη φθορίζουσα χρωστική MitoΤracker και 
στη (D) ο αυτοφθορισµός της χλωροφύλλης στο φίλτρο ροδαµίνης. Οι εικόνες (D) και (Μ) είναι από τη 
µίξη του πράσινου και κόκκινου φθορισµού για τα ριζικά και επιδερµικά κύτταρα καπνού αντίστοιχα. Οι 
εικόνες (Ι) και (Ν) προέρχονται από τη µίξη των εικόνων (G, H) και (J, Μ), αντίστοιχα. Κλίµακα: 10µm. 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5. Η κατασκευή Lon1[ ∆L]S-YFP αποδεικνύει ότι η τοποθέτηση στα πλαστίδια οφείλεται 
αποκλειστικά στο πρώτο κωδικόνιο AUG και όχι σε κωδικόνια τύπου µη-AUG που εντοπίζονται 
στα πρώτα 45 αµινοξέα του N-τελικού τµήµατος της πρωτεΐνης 
Απεικόνιση ριζικών τριχιδίων (Α-D), κυττάρων υποκοτυλίου φυτών που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι (E-
F) και κυττάρων από στοµάτια (G-I) από σταθερώς µετασχηµατισµένα φυτά Arabidopsis thaliana. Oι 
εικόνες (J-N) απεικονίζουν την in planta παροδική έκφραση σε επιδερµικά κύτταρα φύλλου καπνού. Οι 
φωτογραφίες (A, G και J) είναι από φακό οπτικού τύπου Nomarsky, οι φωτογραφίες (B, E, F, H και L) 
πάρθηκαν µε φίλτρο για καταγραφή της πράσινης φθορίζουσας πρωτεΐνης, στη φωτογραφία (C) 
απεικονίζεται η εξειδικευµένη χρώση των µιτοχονδρίων µε τη φθορίζουσα χρωστική MitoΤracker και 
στη (D) ο αυτοφθορισµός της χλωροφύλλης στο φίλτρο ροδαµίνης. Οι εικόνες (D) και (Μ) είναι από τη 
µίξη του πράσινου και κόκκινου φθορισµού για τα ριζικά και επιδερµικά κύτταρα καπνού αντίστοιχα. Οι 
εικόνες (Ι) και (Ν) προέρχονται από τη µίξη των εικόνων (G, H) και (J, Μ), αντίστοιχα. Κλίµακα: 10µm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.a.2 ∆ιαφορική επιλογή θέσεων έναρξης της µεταγραφής  

Η διπλή στόχευση της Lon1 πρωτεάσης στους χλωροπλάστες και στα µιτοχόνδρια, 
εξαιτίας της εναλλακτικής έναρξης της µετάφρασης, βασίζεται στην παρουσία δύο 
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κωδικονίων έναρξης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο του γονιδίου. Συνεπώς, απαραίτητη 
προϋπόθεση είναι η µεταγραφή του γονιδίου Lon1 να οδηγεί σε µεταγράφηµα που θα 
περιλαµβάνει τα δυο αυτά κωδικόνια έναρξης στη σειρά. Αρχικά πραγµατοποιήθηκε 
αναζήτηση σε βάσεις κατοχύρωσης πειραµατικών δεδοµένων του φυτού Arabidopsis 
thaliana για cDNA (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; http://www.arabidopsis.org/). Η αναζήτηση 
αποκάλυψε την ύπαρξη τουλάχιστον τριών ESTs (Expressed Sequence Tags) (Εικόνα 1Α). 
∆ύο από αυτούς τους κλώνους, οι BP813894 και BP826885, µε αριθµούς καταχώρησης 
no.RAFL22-34-A02 και no.RAFL22-73-L03 αντίστοιχα, έχουν το πιο επεκτεινόµενο 5’-άκρο 
στη θέση +3 αναφορικά του πρώτου κωδικονίου έναρξης AUG, ενώ ο τρίτος κλώνος 
BP561906 µε αριθµό RAFL09-31-C19 φθάνει µέχρι τη θέση +32. Ωστόσο, κατά την  
αναζήτηση δεν βρέθηκε κλώνος που να περιλαµβάνει 5’-µη µεταφραζόµενη περιοχή, η οποία 
να περιέχει τα δύο κωδικόνια έναρξης. 

Η έλλειψη καταχώρησης ακολουθιών ESTs θα µπορούσε να αποδοθεί στην πολύ 
χαµηλή έκφραση του γονιδίου ή και στην ισχυρή δευτεροταγή δοµή του Lon1 mRNA που 
ενδεχοµένως δηµιουργείται στο 5’-άκρο, η οποία αποτελεί περιοριστικό παράγοντα της 
σύνθεσης sscDNA που αντιστοιχεί σε ολόκληρο το µήκος του µεταγραφήµατος. Για τους 
λόγους αυτούς εφαρµόστηκε η τεχνική σύνθεσης sscDNA και 5’-RACE (Rapid Αmplification 
of cDNA Εnds) εφαρµόζοντας την τεχνολογία SMART RACE ενίσχυσης cDNA (βλέπε 
ενότητα Υλικά και Μέθοδοι).  

Αρχικά ολικό RNA αποµονώθηκε από διάφορα αναπτυξιακά στάδια και φυτικά 
όργανα του φυτού καθώς και από σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν σε διάφορες συνθήκες 
καταπόνησης προκειµένου να αυξηθεί η αντιπροσώπευση στο δείγµα των σπάνιων 
µεταγραφηµάτων του γονιδίου Lon1 για να γίνει στη συνέχεια δυνατή η αποµόνωση τους. 
Σκοπός ήταν να πραγµατοποιηθεί συγκριτική µελέτη µεταξύ της έκφρασης του 
µεταγραφήµατος Lon1L σε σχέση µε το µεταγράφηµα Lon1S. Παρόλο που στην ανάλυση 
κάθε δείγµατος ο ανάστροφος εκκινητής ήταν κοινός, σχεδιάστηκαν και χρησιµοποιήθηκαν 
διαφορετικοί πρόσθιοι εκκινητές ενίσχυσης για κάθε περίσταση.  Για τη µελέτη του 
µεταγραφήµατος Lon1L επιδέχθηκε ο πρόσθιος εκκινητής F1 που υβριδίζει στην 5’-µη 
µεταφραζόµενη περιοχή πριν το 1ο ΑUG, ενώ για τη µελέτη του µεταγραφήµατος Lon1S 
χρησιµοποιήθηκε  ο εκκινητής F2 που υβριδίζει εκλεκτικά στην νουκλεοτιδική περιοχή του 2ου 
AUG (Εικόνα 6Α, Πίνακας Α2-Παράρτηµα). Τα αποτελέσµατα της ανάλυσης που 
παρουσιάζονται στην Εικόνα 6A έδειξαν ότι το µεταγράφηµα Lon1L ανιχνεύεται σε δείγµατα 
RNA που αποµονώθηκαν από συγκεκριµένο αναπτυξιακό στάδιο και ειδικές συνθήκες 
καταπόνησης. Συγκεκριµένα, το µεταγράφηµα Lon1L εντοπίζεται σε υψηλά επίπεδα 
έκφρασης στα φύλλα και σε νεαρά σπορόφυτα που αρχικά βλάστησαν στο φως αλλά στη 
συνέχεια αναπτύχθηκαν  για 3 ηµέρες στο σκοτάδι.  

Συνεπώς, σε αυτές τις συνθήκες φαίνεται ότι η πρωτεΐνη Lon1 τοποθετείται 
ταυτόχρονα στους χλωροπλάστες και στα µιτοχόνδρια εξαιτίας της ύπαρξης στο 
µεταγράφηµα Lon1L των δυο κωδικονίων που καθορίζουν εναλλακτική έναρξη της 
µεταγραφής. Σε αντίθεση µε το Lon1L, το µεταγράφηµα Lon1S, που κωδικοποιεί τη 
µιτοχονδριακή ισοµορφή, εµφανίζεται να είναι κυρίαρχο σε σειρά συνδυασµένων συνθηκών 
καταπόνησης που προσοµοιάζουν συνθήκες υποξίας. Συγκεκριµένα, το µεταγράφηµα Lon1S 
υπερτερεί όταν νεαρά σπορόφυτα αναπτυχθούν σε υγρή καλλιέργεια, χωρίς ανάδευση και σε 
συνθήκες θερµοκαταπόνησης 37oC. Εκτός από την ανάλυση της έκφρασης του γονιδίου 
Lon1, εξετάστηκε και η έκφραση του γονιδίου Lon4 στις ίδιες συνθήκες. Σε συµφωνία µε 
προηγούµενες αναφορές (Sinvany-Villalobo et al., 2004), αλλά και µε τις βάσεις δεδοµένων 
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µικροσυστοιχιών, τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Lon4 είναι πολύ χαµηλότερα συγκριτικά 
µε αυτά του γονιδίου Lon1.  

Έκπληξη προκάλεσε όµως η παρατήρηση ότι το πρότυπο επαγωγής της έκφρασης 
του γονιδίου Lon4 σε συγκεκριµένες συνθήκες ταυτίζεται µε εκείνο που προκύπτει όταν 
αθροιστεί η έκφραση των Lon1S και Lon1L µαζί. Αυτή η παρατήρηση αποτελεί ένδειξη ότι η 
απόκριση της έκφρασης των γονιδίων Lon1 και Lon4 είναι κοινή στις ίδιες συνθήκες που 
σχετίζονται µε περιβαλλοντική καταπόνηση ή το αναπτυξιακό στάδιο ενός ιστού. Αξίζει στο 
σηµείο αυτό να αναφερθεί ότι πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν οτι η πρωτεΐνη Lon4 
παρουσιάζει δυαδική τοποθέτηση στα µιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες εξαιτίας Ν-τελικού 
πεπτιδίου-συνθήµατος που αναγνωρίζεται από τους υποδοχείς του µηχανισµού εισόδου 
πρωτεινών και των δυο οργανιδίων (ambiguous presequence; Sakamoto, 2006; Ostersetzer 
et al., 2007).  Συνεπώς, τα  παραπάνω αποτελέσµατα συνηγορούν στο ότι υπάρχει ένα 
πολύπλοκος και εξελιγµένος µηχανισµός, που ορίζει την επιλογή θέσης έναρξης της 
µεταγραφής για το γονίδιο Lon1 ώστε στη συνέχεια µε εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης 
να κωδικοποιηθούν δυο ισοµορφές µε διαφορική στόχευση στα φυτικά οργανίδια. Επιπλέον, 
φαίνεται ότι τα γονίδια Lon1 και Lon4 προέκυψαν από πρόσφατο γεγονός διπλασιασµού 
αλλά κατά τη διάρκεια της εξέλιξης ανέπτυξαν διαφορετικούς µηχανισµούς δυαδικής 
στόχευσης στα φυτικά οργανίδια. 
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Εικόνα 6. H εναλλακτική επιλογή της αρχής της µεταγραφής του AtLon1 γονιδίου καθορίζεται 
από τον τύπο του ιστού και την απόκριση σε συνθήκες καταπόνησης 
(Α) Συγκριτική ανάλυση της έκφρασης των µεταγραφηµάτων Lon1L, Lon1S και Lon4 µέσω 
ηµιποσοτικού RT-PCR µε εξειδικευµένους εκκινητές που αναφέρονται στoν Πίνακα Α2-Παράρτηµα. Τα 
δείγµατα RNA αποµονώθηκαν από:  
(1) 7-ηµερών σπορόφυτα, (2) βλαστούς, (3) φύλλα ροζέτας, (4) άνθη, (5) κοτυληδόνες, (6) πρωτογενείς 
ρίζες, (7) σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν σε υγρή καλλιέργεια στους 22oC χωρίς ανάδευση για 2 
ηµέρες, (8) σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν σε υγρή καλλιέργεια στους 37oC χωρίς ανάδευση στο 
σκοτάδι, (9) σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν σε υγρή καλλιέργεια στους 22oC µε 10µg/ml 
χλωραµφενικόλη, (10) σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν στους 22oC στο σκοτάδι και, (11) σπορόφυτα 
που αναπτύχθηκαν σε στερεή καλλιέργεια στους 22oC και ακτινοβολήθηκαν µε UV. Το γονίδιο GAPDH 
χρησιµοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς για την κανονικοποίηση των δειγµάτων, ενώ τo προϊόν PCR 
από ενίσχυση γονιδιωµατικού DNA υποδεικνύεται ως gDNA. Προκειµένου να εξεταστεί το ενδεχόµενο 
επιµόλυνσης από γονιδιωµατικό DNA πραγµατοποιήθηκε ενίσχυση PCR χωρίς το δείγµα RNA να έχει 
µεταγραφθεί.  Επίσης παρουσιάζονται ως βέλη οι θέσεις των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στην 
αντίδραση PCR για το κάθε µεταγράφηµα.  
Τα προϊόντα των 5’-άκρων του Lon1L (Β) και Lon1S (C) αναλύθηκαν σε  πηκτή 3% αγαρόζης. Για την 
ανάλυση του Lon1L, αποµονώθηκε RNA από σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν πρώτα σε κανονική 
φωτοπερίοδο 16h/8h και στη συνέχεια  στο απόλυτο σκοτάδι για 2 ηµέρες, ενώ για την ανάλυση του 
Lon1S αποµονώθηκε RNA από σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες προσοµοίωσης υποξίας. 
Τα βέλη υποδεικνύουν τις ζώνες που κατόπιν αλληλούχισης, αντιστοιχούν στα 5’-άκρα των  Lon1L και 
Lon1S .  

 
 
 

Με βάση τα προηγούµενα αποτελέσµατα προκειµένου να προσδιορισθεί η αρχή 
έναρξης της µεταγραφής για τη σύνθεση του µεταγραφήµατος Lon1L ολικό RNA 
αποµονώθηκε από σπορόφυτα που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες έλλειψης φωτός. Η 
εφαρµογή της µεθόδου 5’-RACE (Rapid Amplification of cDNA ends) βάση της τεχνολογίας 
SMART είχε ως αποτέλεσµα να ενισχυθούν µε αντίδραση PCR τρία κύρια προϊόντα 
µεγέθους περίπου 75, 85 και 100bp (Εικόνα 6B). Η αλληλούχισή τους αποκάλυψε ότι δυο 



 

 

85 3.a.3 H N-τελική περιοχή του γονιδίου Lon1 διατηρείται εξελικτικά μεταξύ των φυτικών 

οργανισμών 

προϊόντα εκτείνονται πριν του πρώτου κωδικονίου έναρξης της µετάφρασης. Συγκεκριµένα, 
το προϊόν 100bp αντιστοιχεί στη θέση -38 από το 1ο AUG, ενώ το προϊόν των 75bp στη θέση 
-13 (Εικόνα 1Α). Σε αντίθεση µε τα προηγούµενα προϊόντα η αλληλούχιση του προϊόντος 
µεγέθους 85bp έδειξε ότι το προϊόν αυτό προέκυψε από υβριδισµό του ανάστροφου εκκινητή 
R1 στη θέση 197bp από το πρώτο AUG εξαιτίας της υψηλής οµολογίας των βάσεων DNA 
του ολιγονουκλεοτιδίου  µε την νουκλεοτιδική ακολουθία αυτής της περιοχής.  Η ίδια 
πειραµατική διαδικασία εφαρµόστηκε για την εύρεση του 5’-άκρου του µεταγραφήµατος 
Lon1S µε τη διαφορά ότι ολικό RNA για την ανάλυση, αποµονώθηκε από φυτά που 
αναπτύχθηκαν στη συνθήκη που παροµοιάζει κατάσταση υποξίας. Στην περίπτωση αυτή, η 
αλληλούχιση του προϊόντος ενίσχυσης PCR µεγέθους 320bp αποκάλυψε ότι το µεταγράφηµα 
ξεκινά από τη θέση +3 ως προς τη θέση του πρώτου κωδικονίου έναρξης. Σε συµφωνία µε 
αυτό το αποτέλεσµα ίδια θέση έναρξης της µεταγραφής εντοπίστηκε σε κλώνους ESTs 
BP813894 και BP826885 του γονιδίου Lon1 που έχουν κατοχυρωθεί στις βάσεις δεδοµένων 
(Εικόνα 1Α). Περαιτέρω in silico ανάλυση οδήγησε στον εντοπισµό τµηµάτων ΤΑΤΑ 30bp 
ανωφορικά των δυο θέσεων έναρξης της µεταγραφής (TSS, Transcription Start Site) που 
εντοπίστηκαν πειραµατικά (Εικόνα 1Α). Τα µοτίβα ΤΑΤΑ βρίσκονται σε περιοχές πλούσιες σε 
Αδενίνη (Α) και Θυµίνη (Τ) σε συµφωνία µε το γενικό κανόνα που ορίζει ότι τα ρυθµιστικά 
µοτίβα ΤΑΤΑ βρίσκονται κοντά στη θέση έναρξης της µεταγραφής σε περιοχές µε υψηλό Α/Τ 
περιεχόµενο.  

 
 
3.a.3 H N-τελική περιοχή του γονιδίου Lon1 διατηρείται εξελικτικά µεταξύ των φυτικών 
οργανισµών  

Στο φυτό Arabidopsis thaliana η πρωτεΐνη Lon1 τοποθετείται υποκυτταρικά 
ταυτόχρονα σε δυο οργανίδια, στο χλωροπλάστη και στο µιτοχόνδριο. Η υποκυτταρική αυτή 
τοποθέτηση οφείλεται στην εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης στα δυο κωδικόνια AUG 
που βρίσκονται στο Ν-τελικό άκρο κωδικοποιώντας για δυο ισοµορφές. Η µεγάλη ισοµορφή 
Lon1L περιλαµβάνει και τα δυο κωδικόνια και στοχεύει στον χλωροπλάστη, ενώ η µικρότερη 
ισοµορφή Lon1S που φέρει αποκλειστικά το δεύτερο κωδικόνιο έναρξης στοχεύει στο 
µιτοχόνδριο. Η εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης βασίζεται στην νουκλεοτιδική ακολουθία 
που περιβάλει το πρώτο AUG, η οποία επιτρέπει σε ορισµένες µικρές ριβοσωµικές 
υποµονάδες 40S που σαρώνουν το µεταγράφηµα να ολισθήσουν για να αναγνωρίσουν στη 
συνέχεια το δεύτερο AUG, εξασφαλίζοντας µε αυτόν το µηχανισµό τη σύνθεση των δυο 
ισοµορφών. Φαίνεται ότι η διάταξη αυτή των νουκλεοτιδικών περιοχών των δυο κωδικονίων 
έναρξης, θα πρέπει να έχει διατηρηθεί κατά την εξέλιξη για να είναι δυνατή η δυαδική 
τοποθέτηση της πρωτεΐνης. Για αυτό πραγµατοποιήθηκε αναζήτηση ακολουθιών στις βάσεις 
δεδοµένων, προκειµένου να διευκρινιστεί η διευθέτηση στοιχείων που καθορίζουν την έναρξη 
της µετάφρασης στο Ν-τελικό άκρο γονιδίων Lon από διάφορους φυτικούς οργανισµούς. 

Με βάση τη πολλαπλή ευθυγράµµιση ακολουθιών οι οµόλογες Lon πρωτεάσες από 
διάφορους φυτικούς ταξινοµήθηκαν σε τρεις κατηγορίες (Εικόνα 7Α, Πίνακας Α3-
Παράρτηµα). H πρώτη κατηγορία περιλαµβάνει τις οµόλογες πρωτεΐνες των οποίων το Ν-
τελικό άκρο φέρει δυο κωδικόνια έναρξης της µεταγραφής στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο 
όπως το γονίδιο Lon1 του φυτού Arabidopsis thaliana. Τα µέλη της κατηγορίας αυτής 
προέρχονται από τους οργανισµούς Arabidopsis lyrata, παπάγια (Carica papaya), λεύκα 
(Populus trichocarpa) και καφεόδενδρο (Theobroma cacao). Βιοπληροφορική ανάλυση των 
παραπάνω προέβλεψε ότι οι συγκεκριµένες οµόλογες πρωτεΐνες φέρουν δυο πεπτίδια-
συνθήµατος σε σειρά. Όπως στην περίπτωση της AtLon1 πρωτεάσης, το πρώτο πεπτίδιο-
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συνθήµατος φαίνεται οτι σχετίζεται µε την τοποθέτηση της πρωτεΐνης στο χλωροπλάστη και 
το δεύτερο στη σειρά στο µιτοχόνδριο.  Στη δεύτερη κατηγορία ταξινοµούνται τα οµόλογα Lon 
γονίδια που έχουν ένα πεπτίδιο-συνθήµατος και ευθυγραµµίζονται µε την Ν-τελική ακολουθία 
της πρωτεάσης Lon4 του φυτού Arabidopsis thaliana. Τα µέλη της κατηγορίας αυτής 
εντοπίζονται στους οργανισµούς Arabidopsis lyrata, καλαµπόκι (Zea mays), βρώµη 
(Brachypodium distachyon) και ρύζι (Oryza sativa). Η τρίτη κατηγορία περιλαµβάνει τα 
οµόλογα των Lon πρωτεασών µε µακρύ Ν-τελικό άκρο παρόµοιο σε µήκος µε εκείνο των 
µελών της πρώτης κατηγορίας όµως µε τη διαφορά ότι υπάρχει ελάχιστη οµολογία µεταξύ 
τους. Σε αυτήν την κατηγορία ανήκουν οµόλογες Lon από τα διάτοµα (Thalassiosira 
pseudonana), το ζυµοµύκητα (Saccharomyces cerevisiae) και τα βρυόφυτα (Selaginella).  
Στο συγκεκριµένο µοντέλο ευθυγράµµισης επιλέχθηκε η πρωτεάση Lon του βακτηρίου 
Escherichia coli (EcLon), προκειµένου να οριοθετήσει τη θέση των ακολουθιών του 
πεπτιδίου-συνθήµατος των οµολόγων από ευκαρυωτικούς οργανισµούς, αφού ως 
προκαρυωτική πρωτεΐνη δεν διαθέτει τέτοια αµινοξική ακολουθία.  

Επιπλέον, η πολλαπλή ευθυγράµµιση αποκάλυψε ότι σε συγκεκριµένους 
οργανισµούς εντοπίζονται δύο αντίγραφα γονιδίων Lon που πιθανόν να παρουσιάζουν 
δυαδική υποκυτταρική τοποθέτηση µε τάση διαφορικής εξέλιξης µεταξύ τους όσον αφορά 
στον µηχανισµό της υποκυτταρικής στόχευσης. Συγκεκριµένα, φυτικοί οργανισµοί όπως το 
Arabidopsis thaliana, το Arabidopsis lyrata και η λεύκα Populus trichocarpa διαθέτουν δυο 
γονίδια Lon που αποτελούν παραλλαγές των γονιδίων Lon1 και Lon4 του φυτού Arabidopsis 
thaliana. Έτσι, οι πρωτεΐνες Lon των οργανισµών αυτών στοχεύουν ταυτόχρονα στο 
χλωροπλάστη και το µιτοχόνδριο είτε (i) µε βάση ενός µηχανισµού αντίστοιχου του AtLon1, 
δηλαδή µε τη διάταξη σε σειρά δυο διακριτών πεπτιδίων-συνθήµατος και κωδικοποιώντας 
δυο ισοµορφές µια για κάθε οργανίδιο, είτε (ii) µε βάση ενός µηχανισµού αντίστοιχου του 
AtLon4, κωδικοποιώντας για ένα πολυπεπτίδιο, το οποίο στο Ν-τελικό άκρο φέρει ένα 
πεπτίδιο-σύνθηµατος που αναγνωρίζεται ταυτόχρονα από τους υποδοχείς των µηχανισµών 
ελέγχου-εισόδου πρωτεϊνών των δυο οργανιδίων.  

Επιπρόσθετα, έκπληξη προκαλεί η ύπαρξη µίας βάσης, θυµίνης, στη θέση +13 του 
γονιδίου Lon4 τόσο στο φυτό Arabidopsis thaliana όσο και στο φυτό Arabidopsis lyrata, η 
οποία συντελεί στη δηµιουργία κωδικονίου λήξης (Εικόνα Α1-Παράρτηµα). Η αφαίρεση της 
συγκεκριµένης βάσης έχει σαν αποτέλεσµα το αναγνωστικό πλαίσιο µεταξύ των δυο 
διαδοχικών κωδικονίων έναρξης που βρίσκονται στο Ν-τελικό άκρο των γονιδίων AtLon4 
(Arabidopsis thaliana Lon4) και AlLon4 (Arabidopsis lyrata Lon4) να γίνει πλέον ανοιχτό. Οι 
συγκεκριµένες παραλλαγές των γονιδίων AtLon4 και AlLon4 µετονοµάζονται σε  AtLon4/1 και  
AlLon4/1 επειδή µε ανοικτό το αναγνωστικό πλαίσιο τα γονίδια  AtLon4 και  AlLon4 αποκτούν 
N-τελικό άκρο όµοιο µε αυτό των γονιδίων AtLon1 και  AlLon1 (Εικόνα 7Α). Για να 
ταυτοποιηθούν περαιτέρω οι οµοιότητες και οι διαφορές στη περιοχή του Ν-τελικού άκρου 
µεταξύ των γονιδίων Lon1 και Lon4 αναλύθηκε η οµολογία σε νουκλεοτιδικό και σε αµινοξικό 
επίπεδο τριών τµηµάτων των γονιδίων. Το πρώτο (Ι) τµήµα εκτείνεται ανωφορικά του 
πρώτου κωδικονίου έναρξης, το δεύτερο τµήµα (ΙΙ) περιλαµβάνει την περιοχή µεταξύ των 
δυο κωδικονίων έναρξης και τέλος το τρίτο (ΙΙΙ) τµήµα εκτείνεται κατωφορικά του δεύτερου 
κωδικονίου έναρξης (Εικόνα Α1-Παράρτηµα). Τα αποτελέσµατα της σύγκρισης σε 
νουκλεοτιδικό επίπεδο έδειξαν υψηλή παραλλακτικότητα στο τµήµα Ι των δυο γονιδίων που 
εξηγείται επειδή αποτελεί τη 5’-µεταγραφόµενη µη-µεταφραζόµενη περιοχή (Εικόνα 7Β). 
Παραδόξως όµως η νουκλεοτιδική οµολογία στο τµήµα ΙΙ είναι υψηλότερη από το τµήµα ΙΙΙ, 
µολονότι το τo τµήµα ΙΙΙ και στα δυο γονίδια βρίσκεται σε κωδική περιοχή. Κατά αντιστοιχία η 
οµολογία σε αµινοξικό επίπεδο του τµήµατος ΙΙ σε σχέση µε το τµήµα ΙΙΙ µεταξύ των γονιδίων 
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Lon1 και των παραλλαγών Lon4/1 είναι υψηλή (Εικόνα 7Β). Οι παραπάνω παρατηρήσεις στο 
σύνολό τους υποστηρίζουν το ενδεχόµενο τα γονίδια Lon1 και Lon4 να προέκυψαν από 
γεγονός διπλασιασµού αλλά στη συνέχεια ακολούθησαν διαφορετική εξελικτική πορεία όσον 
αφορά στο µηχανισµό δυαδικής υποκυτταρικής τοποθέτησης. 

Όπως αναφέρθηκε προηγούµενα και σε συµφωνία µε σχετικές βιβλιογραφικές 
αναφορές η νουκλεοτιδική ακολουθία που περιβάλει το πρώτο κωδικόνιο έναρξης AUG είναι 
σηµαντική για την ολίσθηση της µικρής ριβοσωµικής υποµονάδας 40S κατά τη σάρωση του 
µεταγραφήµατος µε αποτέλεσµα τη εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης και της 
κωδικοποίησης ισοµορφών που τοποθετούνται σε διαφορετικά διαµερίσµατα του κυττάρου 
(Joshi et al., 1997; Kojak, 2005). Η ευθυγράµµιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών που 
περικλείουν τα δυο κωδικόνια έναρξης µεταξύ των οµόλογων του γονιδίου AtLon1 που 
ανήκουν στην κατηγορία Ι αποκάλυψε ότι υπάρχει υψηλή συντήρηση στην περιοχή του 
πρώτου κωδικονίου έναρξης σε αντίθεση µε το δεύτερο κωδικόνιο έναρξης (Εικόνα 7C). 
Παρόλα αυτά, οι νουκλεοτιδικές παραλλαγές της περιοχής του δεύτερου κωδικόνιου έναρξης 
AUG συµφωνούν µε αυτές που χαρακτηρίζουν µια λειτουργική ακολουθία έναρξης της 
µετάφρασης τύπου Kozak στα αγγειόσπερµα (Joshi et al., 1997; Kojak, 2005). Σε αντίθεση 
µε το δεύτερο κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης το πρώτο είναι ισχυρά συντηρηµένο και 
αποκλίνει σηµαντικά από το µοτίβο Kozak. Αυτή η εντυπωσιακή νουκλεοτιδική οµοιότητα 
στην περιοχή του πρώτου AUG µεταξύ των οµολόγων της πρωτεάσης Lon στην κατηγορία Ι 
υποδηλώνει ότι η περιοχή αυτή είναι απαραίτητη για να επιτρέπει τη παροδική ολίσθηση 
µικρών ριβοσωµικών υποµονάδων ώστε να ξεκινά εναλλακτικά η µετάφραση και από τη 
δεύτερη χαρακτηριστική ακολουθία Kozak. Για το λόγο αυτό η νουκλεοτιδική ακολουθία 
εκατέρωθεν του πρώτου κωδικονίου διατηρήθηκε κατά τη διάρκεια της εξέλιξης. Συνεπώς, 
µέσω του µηχανισµού ολίσθησης του ριβοσώµατος από ένα mRNA παράγονται µε 
εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης δύο ισοµορφές της ίδιας πρωτεΐνης που τοποθετούνται 
ξεχωριστά σε δυο οργανίδια, στα πλαστίδια και στα µιτοχόνδρια.  
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Εικόνα 7. Το Ν-τελικό τµήµα των οµόλογων πρωτεϊνών Lon είναι συντηρηµένο µεταξύ 
διαφορετικών φυτικών ειδών 
(Α) Πολλαπλή ευθύγραµµιση του N-τελικού τµήµατος των οµόλογων πρωτεϊνών Lon. Με έντονα 
γράµµατα απεικονίζονται οι οµόλογες πρωτεΐνες της κατηγορίας Ι, που µοιάζουν µε τις δυαδικές Ν-
τελικές ακολουθίες υποκυτταρικής τοποθέτησης του AtLon1.  
(Β) Ποσοστά οµολογίας σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αµινοξέων των τµηµάτων Ι-ΙΙΙ µεταξύ των 
γονιδίων Lon1 και Lon4 από τα φυτά Arabidopsis thaliana και το Arabidopsis lyrata. Πληροφορίες για 
τις συντεταγµένες του κάθε τµήµατος δίνονται στην  Εικόνα Α1 του Παραρτήµατος.  
(C) Πολλαπλή ευθυγράµµιση της νουκλεοτιδικής ακολουθίας που περικλείει το πρώτο και το δεύτερο 
κωδικόνιο έναρξης AUG των οµόλογων πρωτεϊνών Lon της κατηγορίας Ι. 
 
 

 

3.a.4 Η νουκλεοτιδική ακολουθία στην περιοχή του δεύτερου AUG είναι λειτουργική 
στη ζύµη 

Παρόλο που η οµόλογη πρωτεΐνη PIM1 στη ζύµη φαίνεται να µην έχει τα 
συντηρηµένα αµινοξέα Μεθειονίνη-Λευκίνη-Λυσίνη (MLK), διαθέτει Ν-τελικό τµήµα παρόµοιο 
σε µέγεθος µε εκείνο των πρωτεϊνών που µοιάζουν στην πρωτεάση Lon1 του φυτού 
Arabidopsis thaliana. Επίσης, τα κύτταρα ζύµης µε µετάλλαξη στο γονίδιο PIM1 (∆pim1) 
χαρακτηρίζονται από αναπνευστική ανεπάρκεια και αδυνατούν να αναπτυχθούν σε θρεπτικό 
µέσο χωρίς πηγή άνθρακα που να µπορεί να µεταβολισθεί εύκολα. Εξαιτίας αυτών των 
χαρακτηριστικών αποτελούν άριστο µοντέλο για πειράµατα ετερόλογης λειτουργικής 
έκφρασης του φυτικού γονιδίου AtLon1. Μέσω της πειραµατικής αυτής διαδικασίας µπορεί να 
εξεταστεί εάν τα πεπτίδια-συνθήµατος του γονιδίου φυτικής προέλευσης µπορούν να είναι 
λειτουργικά στα κύτταρα ζύµης. Στα πειράµατα λειτουργικής συµπληρωµατικότητας 
χρησιµοποιήθηκε γλυκερόλη ως πηγή άνθρακα που δεν µπορεί εύκολα να µεταβολισθεί και 



 

 

89 3.b Μελέτη των μηχανισμών υποκυτταρικής τοποθέτησης και λειτουργίας της 

πρωτεΐνης Leuko1 στην ανάπτυξη του φυτού Arabidopsis thaliana 

δοκιµάστηκαν οι κατασκευές AtLon1SS, AtLon1S και  AtLon1LS. Στην Εικόνα 8 
παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα που δείχνουν ότι οι κατασκευές  AtLon1S και AtLon1SS µε 
επιτυχία συµπληρώνουν το φαινότυπο αναπνευστικής ανεπάρκειας των κυττάρων ζύµης 
∆pim1. Αντίθετα, η κατασκευή AtLon1LS που αντιστοιχεί στο Ν-τελικό άκρο του γονιδίου 
Lon1 από το φυτό Arabidopsis thaliana αδυνατεί λειτουργικά να συµπληρώσει την αδυναµία 
των κυττάρων ∆pim1. Τα αποτελέσµατα αποδεικνύουν ότι η νουκλεοτιδική ακολουθία στην 
περιοχή του δεύτερου κωδικονίου έναρξης του γονιδίου AtLon1 είναι πολύ κρίσιµη για την 
έναρξη της µετάφρασης στο ετερόλογο σύστηµα της ζύµης. Αυτή η περιοχή-πλαίσιο 
αντιστοιχεί στη χαρακτηριστική ακολουθία Kozak CCACCAUG σε αντίθεση µε τη περιοχή του 
πρώτου AUG του AtLon1 που είτε δεν είναι συµβατή µε το µηχανισµό ολίσθησης του 
ριβοσώµατος στη ζύµη, είτε προκαλεί απόρριψη της σάρωσης του µεταγραφήµατος από τη 
µικρή ριβοσωµική υποµονάδα στη ζύµη.  

Κατά συνέπεια, η ανικανότητα της κατασκευής AtLon1LS να συµπληρώσει το 
φαινότυπό της ζύµης ∆pim1, οφείλεται στο ότι η  ριβοσωµική υποµονάδα 40S δεν 
προσδένεται στο µεταγράφηµα στη περιοχή του πρώτου AUG ή/και δεν σαρώνει το AtLon1 
mRNA προκειµένου να ξεκινήσει η µετάφραση. Επιπρόσθετα, τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι 
όχι µόνο το πεπτίδιο-συνθήµατος για στόχευση στα µιτοχόνδρια, αλλά και το πεπτίδιο-
συνθήµατος για στόχευση στα πλαστίδια είναι λειτουργικό και ικανό να συµπληρώσει το 
µεταλλαγµένο φαινότυπο ζύµης µε τη µόνη προϋπόθεση η έναρξη της µετάφρασης να 
καθορίζεται από τη τυπική ακολουθία Kozak.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Εικόνα 8. Στα κύτταρα ζύµης pim1, ανεξάρτητα εάν το πεπτίδιο-συνθήµατος στο φυτό 
Arabidopsis thaliana κατευθύνει τη πρωτεΐνη Lon1 στον χλωροπλάστη ή στο µιτοχόνδριο, το 
γονίδιο AtLon1 συµπληρώνει την αναπνευστική  ανεπάρκεια των µιτοχονδρίων µε την 
προϋπόθεσε ότι η µετάφραση ξεκινά από το ισχυρό AUG που περιέχει την τυπική ακολουθία 
Kozak.   

Σειριακές πενταδικές αραιώσεις κυττάρων ζύµης στρώθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε 2% 
Σουκρόζη (YPD) και σε θρεπτικό µέσο µε 3% Γλυκερόλη (YP 3% Γλυκερόλη) και στη 
συνέχεια αναπτύχθηκαν στους 30οC για 7 και 10 ηµέρες αντίστοιχα.  
 
3.b Μελέτη των µηχανισµών υποκυτταρικής τοποθέτησης και λειτουργίας της 
πρωτεΐνης Leuko1 στην ανάπτυξη του φυτού Arabidopsis thaliana   
 
 



 

 

90 

3.b.1 Η αµινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης Leuko1 και τα σινιάλα υποκυτταρικής 
τοποθέτησης 

Η πρωτεΐνη Leuko1 αποτελείται από 494 αµινοξέα. Το πρόγραµµα ChloroP 
προβλέπει ότι τα πρώτα 69 αµινοξέα συνιστούν το πεπτίδιο-συνθήµατος για τους 
χλωροπλάστες το οποίο κατά την είσοδο αποκόπτεται. Βιοπληροφορική ανάλυση µε 
νευρωνικά δίκτυα πρόβλεψης και βάσεις δεδοµένων προβλέπουν ότι η πρωτεΐνη εκτός του 
χλωροπλάστη φέρει πληροφορίες υποκυτταρικής τοποθέτησης στον πυρήνα (Πίνακας 1). 
Πιο λεπτοµερής ανάλυση της αµινοξικής ακολουθίας της πρωτεΐνης µε εφαρµογή 
εξειδικευµένων προγραµµάτων βιοπληροφορικής για τον εντοπισµό σινιάλων τοποθέτησης 
στον πυρήνα, όπως τα NucPred, PredictNLS και NetNES, αποκάλυψε την παρουσία 
σινιάλου εισόδου στον πυρήνα NLS (Nuclear Localization Signal) του κυττάρου, καθώς και 
σινιάλo εξόδου NES (Nuclear Export Signal) από τον πυρήνα (Πίνακας 1 και Εικόνα 9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Πίνακας 1. Αποτελέσµατα βιοπληροφορικής ανάλυσης µε νευρωνικά δίκτυα και βάσεις 
δεδοµένων πρόβλεψης της υποκυτταρικής τοποθέτησης της πρωτεΐνης Leuko1 
Όπου N.D.: Not determined. Οι ηλεκτρονικές διευθύνσεις των πακέτων βιοπληροφορικής που 
εφαρµόστηκαν online παρέχονται στα Υλικά και Μέθοδοι.  

 
 
Ειδικότερα, στην πρωτεϊνική ακολουθία εντοπίστηκαν χαρακτηριστικά µονοµερή και 

διµερή σινιάλα πυρηνικής τοποθέτησης NLS (Εικόνα 9) (Kosugi et al. 1998; Macara et al., 
2001; IMai et al. 2010). Το πιο τυπικό µονοµερές σινιάλο που φαίνεται να ευθύνεται για την 
τοποθέτηση της πρωτεΐνης στον πυρήνα είναι το “KRIRRERRK” (αµινοξική θέση 396 έως 
405), το οποίο περιέχει αµινοξέα Λυσίνης (K) και Αργινίνης (R) που είναι χαρακτηριστικά 
σινιάλων τοποθέτησης της πρωτεΐνης στον πυρήνα (Boulikas et al., 1994). Τα πιο 
χαρακτηριστικά διµερή σινιάλα πυρηνικής τοποθέτησης είναι η ακολουθία KR(X)9KRR στη 
θέση 259 έως 272 και η ακολουθία RK(X)11KRK στη θέση 404 έως 419. Αυτά τα διµερή 
σινιάλα ταιριάζουν απόλυτα µε αυτά που έχουν παλαιότερα αναφερθεί (Kosugi et al., 1998). 
Επιπρόσθετα, τα πρότυπα των παραπάνω ακολουθιών, µονοµερών και διµερών, φαίνεται 
ότι µπορούν να προσδεθούν στις ειδικές θέσεις του µηχανισµού εισαγωγής της Ιµπορτίνης-α 
(Importin-a) που ελέγχει την είσοδο πρωτεϊνών από το κυτταρόπλασµα στον πυρήνα (Kosugi 
et al. 1998).  

Γενικά, τα ευρέως αποδεχούµενα σινιάλα εξόδου NES από τον πυρήνα  
ακολουθούν το πρότυπο L(Χ)2-3L(Χ)1-2L (L:Λευκίνη, Χ:οποιοδήποτε αµινοξύ) (Bogerd et al., 
1996; la Cour et al., 2004). Το πρότυπο αυτό συνήθως διαθέτει αµινοξέα Λευκίνης (L) ή 
κάποιο από τα υδρόφοβα αµινοξέα Ισολευκίνης (I), Βαλίνης (V), Φαινυλαλανίνης (F) ή 
Μεθειονίνη (M). ∆εν θεωρείται απολύτως απαραίτητο όµως µια ακολουθία να ταιριάζει 
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τοποθέτησης 

απόλυτα µε το συγκεκριµένο πρότυπο για να λειτουργήσει ως NES, αφού αρκετές 
πειραµατικά χαρακτηρισµένες ακολουθίες ως NES αποκλίνουν σηµαντικά από το πρότυπο. 
Παρόλα αυτά, ένα πεπτίδιο για να αποτελεί NES θα πρέπει επιπλέον να πληρεί και άλλες 
προϋποθέσεις όπως να έχει δευτεροταγή δοµή α-έλικας, να περιλαµβάνει σε µεγάλο 
ποσοστό τα αµινοξέα Γλουταµινικό οξύ (E), Ασπαρτικό οξύ (D) και Σερίνη (S) και να είναι 
αρνητικά φορτισµένο για να βρίσκεται εκτεθειµένο από την υπόλοιπη δοµή της πρωτεΐνης (la 
Cour et al., 2004). Η πρωτεΐνη Leuko1 περιέχει ένα τέτοιο σινιάλο στη θέση 373 έως 392, 
που αντιστοιχεί στην ακολουθία “GDLLDKDERLVIRERLIDLI”, η οποία συµφωνεί αρκετά µε 
το πρότυπο L(Χ)2-3L(Χ)1-2L (Εικόνα 9). Επιπλέον η συγκεκριµένη ακολουθία έχει δευτεροταγή 
δοµή β-πτυχωτής επιφάνειας, είναι αρνητικά φορτισµένη και περιέχει πλήθος αµινοξέων 
Ασπαρτικού (D) και Γλουταµινικού (Ε) οξέως (Εικόνα 9).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
Εικόνα 9. Τα δοµικά χαρακτηριστικά της πρωτεΐνης Leuko1 
Όπου TP το πεπτίδιο-συνθήµατος για στόχευση στον χλωροπλάστη,  NLS το σινιάλο εισόδου στον 
πυρήνα και NES το σινιάλο εξόδου από τον πυρήνα. Οι κύλινδροι αντιπροσωπεύουν τις α-έλικες, ενώ 
τα βέλη τις β-πτυχωτές επιφάνειες. 
 
 

Πολλαπλή ευθυγράµµιση του συγκεκριµένου σινιάλου NES της πρωτεΐνης Leuko1 
µε NES των πρωτεϊνών HIV-1Rev (Malim et al., 1991), mPKIa (Wen et al., 1995) και Pap1 
(Kudo et al., 1999) που είναι πειραµατικώς χαρακτηρισµένα αποκάλυψε τη µεγάλη οµολογία 
και συντήρηση µεταξύ των αµινοξικών ακολουθιών (Εικόνα 10). Συνεπώς, η συγκεκριµένη 
ακολουθία του πεπτιδίου της πρωτεΐνης Leuko1 πληρεί τις αναγκαίες προϋποθέσεις ενός 
λειτουργικού σινιάλου εξόδου NES από τον πυρήνα και επιπλέον παρουσιάζει σηµαντική 
οµολογία µε ήδη χαρακτηρισµένες ακολουθίες NES από πρωτεΐνες φυτικών και µη 
οργανισµών. Σε συµφωνία µε τα προηγούµενα χαρακτηριστικά γνωρίσµατα το πεπτίδιο 
“GDLLDKDERLVIRERLIDLI” της πρωτεΐνης Leuκo1 εφαρµόζοντας το πρόγραµµα NetNES 
δίνει υψηλή τιµή πρόβλεψης για NES.  
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Εικόνα 10. Πολλαπλή ευθυγράµµιση της ακολουθίας NES της πρωτεΐνης Leuko1 µε τις 
ακολουθίες NES πρωτεϊνών που είναι γνωστό ότι εξέρχονται από τον πυρήνα 
HIV-1REV: Replication of human immunodeficiency virus type 1 (Malim et al., 1991) 
mPKIA: heat stable inhibitor (PKI) of cAMP-dependent protein kinase (Wen et al., 1995) 
Pap1: fission yeast AP-1-like transcription factor (Kudo et al., 1999) 
 
 

Έκπληξη προκάλεσε η παρατήρηση ότι στη µετάλλαξη leuko1-1 όπου το αµινοξύ 
Γλυκίνη-373 έχει µετατραπεί σε Ασπαρτικό οξύ στη θέση 373 (G373→D) η τιµή της 
πιθανότητας για λειτουργικό σινιάλο εξαγωγής από τον πυρήνα ΝΕS αυξάνεται σηµαντικά σε 
σχέση µε τιµή που προκύπτει όταν στην θέση βρίσκεται το αµινοξύ Γλυκίνη (Εικόνα 11). 
Συνεπώς η βιοπληροφορική υποδηλώνει ότι η µεταλλαγµένη µορφή (G373→D)  της 
πρωτεΐνης Leuκo1 έχει µεγαλύτερη δυναµική να εξέρχεται από τον πυρήνα του φυτικού 
κυττάρου σε σύγκριση µε τη φυσιολογική πρωτεΐνη. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 11. Γραφική απεικόνιση της πρόβλεψης για αµινοξική ακολουθία που πιθανόν να 
αποτελεί σινιάλο εξόδου της πρωτεΐνης Leuko1 από τον πυρήνα εφαρµόζοντας το πρόγραµµα 
NetNES v1.1 
(A) Τα αποτελέσµατα πρόβλεψης για την αµινοξική ακολουθία που αποτελείται από τα αµινοξέα 370-
380 της πρωτεΐνης Leuko1. Η τιµή ξεπερνά οριακά το όριο αποδοχής ώστε η πρόβλεψη για 
αναγνώριση περιοχής NES να είναι αποδεκτή.  
(B) Η τιµή όµως της πρόβλεψης που προκύπτει µε την αµινοξική υποκατάσταση (G373→D) της ίδιας 
περιοχής της πρωτεΐνης Leuko1 αυξάνεται εντυπωσιακά. Όπου NES score η πιθανότητα µια ακολουθία 
να συνιστά λειτουργικό NES, Threshold η οριακή τιµή της πιθανότητας για αποδοχή της πρόβλεψης, 
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ΝΝ η τιµή της πιθανότητας που προκύπτει µε βάση την εφαρµογή του νευρωνικού δικτύου και ΗΜΜ η 
τιµή που προκύπτει από την εφαρµογή του µοντέλου Hidden Markov. 
 
 
 
3.b.2 Τα γονίδια του φυτού Arabidopsis thaliana που φέρουν το τµήµα PORR 
αποτελούν µια υπεροικογένεια 

Η αναζήτηση οµόλογων γονιδίων του Leuko1 στο Arabidopsis thaliana είχε ως 
αποτέλεσµα να εντοπιστούν επιπλέον 14 γονίδια που έχουν το τµήµα PORR (Plant 
Organelle RΝΑ Recognition motif).  Τα 15 µέλη της υπεροικογένειας παρόλο που έχουν 
σηµαντική οµολογία µεταξύ τους είναι φανερό ότι ταυτόχρονα είναι αρκετά διαφορετικά όπως 
φαίνεται άλλωστε από την πολλαπλή ευθυγράµµιση (Εικόνα 12)  και το φυλογενετικό δένδρο 
(Εικόνα 13). Η σκιαγραφηµένη περιοχή αντιστοιχεί στο υψηλά συντηρηµένο τµήµα PORR, τα 
υπόλοιπα όµως τµήµατα της πρωτεΐνης στο άµινο και καρβόξυ-τελικό άκρο είναι ελάχιστα 
συντηρηµένα (Εικόνα 12). Η ευθυγράµµιση επιπλέον αποκαλύπτει ότι (i) η Γλυκίνη στη θέση 
373 που στο µετάλλαγµα  leuko1-1 έχει τροποποιηθεί σε Ασπαρτικό οξύ (G373→D), 
διατηρείται σε αρκετά µέλη της υπεροικογένειας και (ii) ενώ το σινιάλο NES στη θέση 373-
392 της πρωτεΐνης Leuko1 είναι συντηρηµένο µεταξύ των οµόλογων γονιδίων, αντίθετα το 
µονοµερές NLS της πρωτεΐνης Leuko1 στη θέση 396 έως 405 δεν φαίνεται να είναι 
συντηρηµένο µεταξύ των οµόλογων γονιδίων.  

Στο φυλογενετικό δένδρο παρατηρείται ότι το γονίδιο Leuko1 (At5g62990) 
εντάσσεται σε έναν κλάδο 4 γονιδίων µαζί µε το γονίδιο At4g01037 ορθόλογο του γονιδίου 
WTF1 (What’s This Factor?) από το καλαµπόκι (Zea mays) που έχει το χαρακτηρισµένο 
τµήµα PORR. Το µετάλλαγµα wtf1 στο καλαµπόκι έχει φαινοτυπικά χαρακτηριστικά 
παρόµοια της µετάλλαξης  leuko1-1 και συγκεκριµένα τα φύλλα είναι υποκίτρινα έως πλήρως 
χλωρωτικά. Το τµήµα PORR της πρωτεΐνης WTF1 έχει αναφερθεί ότι αποτελεί συστατικό 
των ριβονουκλεοπρωτεϊνικών συµπλόκων που συµµετέχουν στο µάτισµα των ιντρονίων 
κατηγορίας ΙΙ (group II intron splicing) που έχουν ορισµένα γονίδια του χλωροπλάστη 
(Kroeger et al., 2009). Το γονίδιο RPD1 (ROOT PRIMORDIUM DEFECTIVE 1; At4g33495) 
αποτελεί επίσης µέλος της υπεροικογένειας µε το τµήµα PORR. Οι αλληλόµορφοι rpd1-1 και 
rpd1-2 που έχουν προέλθει από αµινοξικές υποκαταστάσεις εξαιτίας µεταλλαξογένεσης EMS 
παρουσιάζουν ευαισθησία στη θερµοκρασία και παρουσιάζουν ανωµαλίες στον σχηµατισµό 
επιγενετικών ριζών (adventitious roots), ενώ συνολικά φαίνεται να επηρεάζεται ο 
πολλαπλασιασµός των κυττάρων (Konishi και Sugiyama, 2006). Στον αλληλόµορφο rpd1-3 
που έχει προκύψει από ένθεση T-DNA έχει διακοπεί η έκφραση του γονιδίου εποµένως 
αναστέλλεται η ανάπτυξη στο σφαιρικό στάδιο του εµβρύου (globular stage) (Konishi και 
Sugiyama, 2006). 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

94 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 12. Πολλαπλή ευθυγράµµιση αµινοξικών ακολουθιών των µελών της υπεροικογένειας 
του φυτού Arabidopsis thaliana, τα οποία έχουν το συντηρηµένο τµήµα PORR 
Με το κόκκινο βέλος διακρίνεται η Γλυκίνη-373, η οποία στη µετάλλαξη leuko1-1 έχει αντικατασταθεί 
από το αµινοξύ Ασπαρτικό οξύ (G373→D). Το συγκεκριµένο αµινοξύ φαίνεται να διατηρείται στη ίδια 
θέση σε αρκετά από τα µέλη της υπεροικογένειας.  
Σκιαγραφηµένο µε γκρι χρώµα είναι το τµήµα PORR, µε πράσινο χρώµα το σινιάλα εξόδου από τον 
πυρήνα NES και µε κόκκινο χρώµα το σινιάλα πυρηνικής τοποθέτησης NLS της πρωτεΐνης Leuko1 µε 
τον αριθµό At5g62990. 
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Εικόνα 13. Φυλογενετικό δένδρο Neighbor-Joining χωρίς ρίζα (Unrooted) και µε ρίζα (Rooted) 
των οµόλογων πρωτεϊνών Leuko1 του φυτού Arabidopsis thaliana 
Η σκιαγράφηση µε πράσινο χρώµα αντιστοιχεί στην πρωτεΐνη Leuko1 µε κωδικό At5g62990 και η 
πρωτεΐνη At4g01037 είναι ορθόλογη της wtf1 από το ρύζι. Στο δένδρο µε ρίζα στα τµήµατα των 
διακλαδώσεων παρουσιάζονται οι τιµές της µεθόδου bootstrap. 
 
 
 
3.b.3 H πρωτεΐνη Leuko1 τοποθετείται στα νουκλεοειδή του χλωροπλάστη και στον 
πυρήνα του κυττάρου  

Για να εξεταστούν πειραµατικά οι προβλέψεις για υποκυτταρική τοποθέτηση της 
πρωτεΐνης Leuko1 δηµιουργήθηκαν οι ακόλουθες κατασκευές πρωτεϊνικής σύντηξης µε το 
γονίδιο αναφοράς  YFP (Yellow Fluorescence Protein). Στην κατασκευή 35S::Leuko11-

173:YFP το γονίδιο αναφοράς κλωνοποιήθηκε σε ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο µετά τα 
πρώτα 173 αµινοξέα του Ν-τελικού άκρου. Η συγκεκριµένη κατασκευή περιλαµβάνει το 
πεπτίδιο συνθήµατος µε πρόβλεψη στόχευσης της πρωτεΐνης στον χλωροπλάστη, αλλά 
στερείται τα στοιχεία ελέγχου εισόδου και εξόδου στον πυρήνα (Εικόνα 14Α). Η κατασκευή 
35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494 περιλαµβάνει ολόκληρη την κωδική περιοχή του γονιδίου 
Leuko1 µε παρεµβολή του γονιδίου αναφοράς σε ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο στην θέση 
174 (Εικόνα 14Β). Επιπρόσθετα, σχεδιάστηκε η κατασκευή 35S::YFP:Leuko11-494, στην 
οποία το γονίδιο YFP βρίσκεται στο Ν-τελικό άκρο του γονιδίου (Εικόνα 15Α). Με αυτήν την 
κατασκευή, το πεπτίδιο συνθήµατος για το χλωροπλάστη που είναι λειτουργικό όταν 
βρίσκεται στο Ν-τελικό άκρο µιας πρωτεΐνης ουσιαστικά καταργείται τεχνητά, µε αποτέλεσµα 
η υποκυτταρική τοποθέτηση στο συγκεκριµένο διαγονίδιο να καθορίζεται από τα στοιχεία 
ελέγχου εισόδου και εξόδου στον πυρήνα που φαίνεται ότι βρίσκονται διάσπαρτα µέσα στην 
πρωτεϊνική ακολουθία. Η έκφραση στις κατασκευές αυτές ελέγχεται από τον καθολικά 
εκφραζόµενο υποκινητή CaMV35S. Οι κατασκευές αυτές εισήχθησαν µε ηλεκτροπόρωση σε 
δεχτικά κύτταρα Agrobacterium tumefaciens που χρησιµοποιήθηκαν στη συνέχεια για να 
πραγµατοποιηθούν πειράµατα in planta παροδική έκφρασης των διαγονιδιακών κατασκευών 
σε επιδερµικά κύτταρα φύλλων καπνού Nicotiana benthamiana.  

Όπως ήταν αναµενόµενο από τις προβλέψεις της βιοπληροφορικής ανάλυσης οι 
35S::Leuko11-173:YFP και 35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494 οδήγησαν την πρωτεΐνη στο 
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χλωροπλάστη (Εικόνα 14). Ο φθορισµός εµφανίζεται σε στίγµατα (Εικόνες 14Αiv και 14Βiv) 
που µοιάζουν πολύ στα νουκλεοειδή των πλαστιδίων στα οποία βρίσκεται DNA, RNA και  
πρωτεΐνες των οργανιδίων (Sato et al. 1998; Terasawa και Sato, 2008). Οι δυο αυτές 
κατασκευές επιβεβαίωσαν πειραµατικά ότι η αµινοξική ακολουθία της πρωτεΐνης Leuko1 
µέχρι τη θέση 173 διαθέτει την απαραίτητη πληροφορία αναγνώρισης από τους υποδοχείς 
του µηχανισµού εισόδου στον χλωροπλάστη. Έτσι, η πρωτεΐνη εισέρχεται στον 
χλωροπλάστη όπου φαίνεται ότι συσσωρεύεται στα νουκλεοειδή.  

Σε αντίθεση µε τις προηγούµενες κατασκευές, στην κατασκευή 35S::YFP:Leuko11-

494 η πρωτεΐνη τοποθετήθηκε αποκλειστικά στον πυρήνα του κυττάρου (Εικόνα 15Αi-iii). 
Μάλιστα τις περισσότερες φορές ο φθορισµός παρόλο που στον πυρήνα ήταν διάχυτος, 
στίγµατα που µάλλον αποτελούν πυρηνικά σωµάτια (nuclear bodies) ήταν ιδιαίτερα εµφανή 
(Εικόνα 15Αi-iii) (Εικόνα Β1-Παράρτηµα). Η επιβεβαίωση ότι το σήµα φθορισµού εντοπίζεται 
στον πυρήνα του κυττάρου πραγµατοποιήθηκε µε χρώση DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole), η οποία δεσµεύεται εξειδικευµένα στα νουκλεϊνικά οξέα. Το πρότυπο 
στόχευσης της πρωτεΐνης στον πυρήνα επιβεβαιώνει την παρουσία λειτουργικών σινιάλων 
εισόδου στον πυρήνα NLS.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 14. Σχηµατική απεικόνιση και υποκυτταρική τοποθέτηση των κατασκευών σύντηξης του 
γονιδίου Leuko1 µε γονίδιο αναφοράς YFP που περιλαµβάνουν λειτουργικά πεπτίδια 
συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο 
Αποτελέσµατα στόχευσης (A) της κατασκευής 35S::Leuko11-173:YFP και (Β) της κατασκευής 
35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494  στον χλωροπλάστη έπειτα από πειράµατα in planta παροδική 
έκφρασης σε επιδερµικά κύτταρα φύλλων καπνού Nicotiana benthamiana. Όπου (i) φίλτρο πράσινου 
φθορισµού για ανίχνευση της πρωτεΐνης αναφοράς YFP, (ii) φωτογραφία από πολλαπλή επικάλυψη 
εικόνων από το φίλτρο για την ανίχνευση του πράσινου φθορισµού από την YFP, από το φίλτρο της 
ροδαµίνης που καταγράφει τον αυτοφθορισµό της χλωροφύλλης και το φίλτρο που καταγράφει το µπλε 
φθορισµό από τη χρώση DAPI του πυρήνα, (iii) φωτογραφία από φακό οπτικού τύπου Nomarsky και 
(iv) µεγέθυνση της εικόνας (i) για ξεκάθαρη απεικόνιση των στιγµάτων που φαίνονται να αντιστοιχούν 
στα νουκλεοειδή. Κλίµακα: 10µΜ 
 
 
 
3.b.4 Η τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα καθορίζεται από σινιάλα NLS 
µέσω του συστήµατος της ιµπορτίνης-α 

Το µεγαλύτερο ποσοστό των πρωτεϊνών που συντίθενται στο κυτταρόπλασµα 
εισέρχονται στον πυρήνα του κυττάρου µέσω του συστήµατος της ιµπορτίνης-α (Kanneganti 
et al., 2007). Προκειµένου να διαπιστωθεί εάν στην περίπτωση της πρωτεΐνης Leuko1 η 
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μέσω του συστήματος της ιμπορτίνης-α 

εισαγωγή εξαρτάται από την ιµπορτίνη-α, εφαρµόστηκε η τεχνική VIGS (Virus Induced Gene 
Silencing), ώστε να απενεργοποιηθεί το σύστηµα της ιµπορτίνης-α που εντοπίζεται στον 
πυρηνικό φάκελο και τότε να προσδιοριστεί το πρότυπο υποκυτταρικής τοποθέτησης της 
κατασκευής 35S::YFP:Leuko11-494 (Kanneganti et al., 2007). Τα γονίδια NbImpα1 και 
NbImpα2 (Nicotiana benthamiana Importin-a1/a2) αποσιωπήθηκαν σε φυτά καπνού που 
κωδικοποιούν το σύστηµα της ιµπορτίνης-α εφαρµόζοντας το σύστηµα VIGS µε τον ιό 
Tobacco rattle virus (TRV) (Ratcliff et al., 2001). Σε νεαρά φυτά καπνού που βρίσκονται στο 
στάδιο των 5 φύλλων, έγινε διήθηση αιωρήµατος καλλιεργειών κυττάρων Agrobacterium 
µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή  35S::YFP:Leuko11-494, την κατασκευή RNA1 του ιού 
TRV απαραίτητη για διασυστηµατική µόλυνση του φυτικού ιστού και την κατασκευή RNA2 
του ιού TRV που φέρει την πρωτεΐνη του ιικού περιβλήµατος προκειµένου να ενεργοποιηθεί 
η αποσιώπηση. Στην Εικόνα 15C φαίνεται η υποκυτταρική τοποθέτηση της πρωτεΐνης 
Leuko1 στον πυρήνα, όταν σε ανοικτό αναγνωστικό πλαίσιο µε τη κατασκευή RNA2 
κωδικοποιείται το γονίδιο PDS (Phytoene Desaturase Gene). Τα φύλλα των φυτών καπνού 
εξαιτίας της αποσιώπησης του γονιδίου PDS που ελέγχει τη βιοσύνθεση των χλωροφυλλών, 
εµφανίζονται χλωρωτικά (Εικόνα Β2-Παράρτηµα). Η προσβολή αυτή γίνεται ως θετικός 
δείκτης της δοκιµής VIGS αφού η επέκταση της χλώρωσης στο έλασµα του φύλλου 
υποδηλώνει την επιτυχή προσβολή, αποσιώπηση και εξάπλωσή της. Σε αντίθεση µε την 
Εικόνα 15C και στην Εικόνα 15D η πρωτεΐνη Leuko1 εκτός από τον πυρήνα εντοπίζεται στο 
κυτταρόπλασµα. Το πρότυπο της υποκυτταρικής τοποθέτησης της πρωτεΐνης Leuko1 στην 
Εικόνα 15 είναι ίδιο µε αυτό της κατασκευής 35S::YFP στην Εικόνα 15F που είναι φανερό ότι 
εντοπίζεται στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα. Το αποτέλεσµα της Εικόνας 15C οφείλεται 
στην αποσιώπηση του µηχανισµού της Ιµπορτίνης-α, επειδή κατά τη προσβολή 
χρησιµοποιήθηκε η κατασκευή RNA2 µε σύντηξη σε ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο τα γονίδια 
NbImpα1 και NbImpα2. Στατιστική καταγραφή των κυττάρων µε σήµα φθορισµού στην 
επιφάνεια του ελάσµατος των φύλλων, αποκάλυψε σηµαντική µείωση του αριθµού των 
κυττάρων µε σήµα φθορισµού αποκλειστικά στον πυρήνα σε σχέση µε την κατασκευή 
αναφοράς 35S::YFP:Leuko11-494 (Πίνακας 3). Συγκεκριµένα, µόνο στα 145 κύτταρα από τα 
230 που µετρήθηκαν συνολικά φαίνεται η πρωτεΐνη να στοχεύει στον πυρήνα, ποσοστό που 
αντιστοιχεί σε 63.04%. Τα αποτελέσµατα αυτά αποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη  Leuko1 διαθέτει 
λειτουργικό σινιάλο εισόδου NLS στον πυρήνα και η διαδικασία αυτή πραγµατοποιείται µέσω 
του µηχανισµού της Ιµπορτίνης-α που εδρεύει στον πυρηνικό φάκελο. 

Σε επιβεβαίωση των παραπάνω, στην κατασκευή 35S::YFP:Leuko11-494:∆(NLS) 
όπου το κύριο µονοµερές (monopartite) “KRIRRERRK” σινιάλο είσοδο NLS στον πυρήνα  
έχει µεταλλαχθεί σε “KRIGAGGTAG”, η πρωτεΐνη χάνει την αποκλειστική τοποθέτηση της 
στον πυρήνα και εµφανίζεται επιπλέον στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 16Α). Στατιστική 
καταγραφή των κυττάρων µε σήµα φθορισµού στην επιφάνεια του ελάσµατος των φύλλων, 
αποκάλυψε σηµαντική µείωση του αριθµού των κυττάρων που µε σήµα φθορισµού 
αποκλειστικά στον πυρήνα σε σχέση µε την κατασκευή αναφοράς 35S::YFP:Leuko11-494 
(Πίνακας 3).  

Συγκεκριµένα, στην κατασκευή 35S::YFP:Leuko11-494:∆(NLS) µε την τροποποίηση 
του σινιάλου NLS µόνο 101 κύτταρα στο σύνολο των 237 κυττάρων που φθορίζουν, 
ποσοστό 42,61%, παρουσίασαν τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα. Συνεπώς, 
τα παραπάνω αποτελέσµατα σε συµφωνία µε τη βιοπληροφορική ανάλυση αποδεικνύουν ότι 
το πεπτίδιο “KRIRRERRK” της πρωτεΐνης Leuκo1 αποτελεί ένα λειτουργικό σινιάλο εισόδου 
NLS το οποίο αλληλεπιδρά µε τους υποδοχείς τοποθέτησης της πρωτεΐνης στον πυρήνα. 
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Εικόνα 15. Υποκυτταρική τοποθέτηση της κατασκευής σύντηξης 35S::YFP:Leuko11-494 µε το 
γονίδιο αναφοράς YFP στο Ν-τελικό άκρο της πρωτεΐνης Leuko1 για την κατάργηση του 
πεπτιδίου συνθήµατος στον χλωροπλάστη. 
(Α) Σχηµατική απεικόνιση της κατασκευής 35S::YFP:Leuko11-494. Πειράµατα in planta παροδικής 
έκφρασης σε επιδερµικά κύτταρα φύλλων καπνού Nicotiana benthamiana της κατασκευής 
35S::YFP:Leuko11-494  (Β) µε στόχευση στον πυρήνα, (C) µε στόχευση στον πυρήνα παρόλο που τα 
φύλλα καπνού βρίσκονται σε προχωρηµένο στάδιο χλώρωσης εξαιτίας της αποσιώπησης του γονιδίου 
PDS και (D) µε απώλεια της αποκλειστικής στόχευσης στον πυρήνα εξαιτίας της παροδικής 
αποσιώπησης των γονιδίων της ιµπορτίνης-α, NbImpα1 και NbImpα2, µε αποτέλεσµα τον αποκλεισµό 
µέρους της πρωτεΐνης στο κυτταρόπλασµα. (Ε) Σχηµατική απεικόνιση και (F) υποκυτταρική 
τοποθέτηση της κατασκευής 35S::YFP που χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης στόχευσης στον πυρήνα και 
στο κυτταρόπλασµα. Όπου (i) φίλτρο πράσινου φθορισµού για ανίχνευση της πρωτεΐνης αναφοράς 
YFP, (ii) φωτογραφία από πολλαπλή επικάλυψη εικόνων από το φίλτρο για την ανίχνευση του 
πράσινου φθορισµού από την YFP, από το φίλτρο της ροδαµίνης που καταγράφει τον αυτοφθορισµό 
της χλωροφύλλης και το φίλτρο που καταγράφει το µπλε φθορισµό από τη χρώση DAPI του πυρήνα, 
και (iii) φωτογραφία από φακό οπτικού τύπου Nomarsky. Κλίµακα: 10Μµ 
 
 
3.b.5 Η µετάλλαξη leuko1 ενισχύει την έξοδο της πρωτεΐνης από τον πυρήνα  

Στη µετάλλαξη leuko1 η αµινοξική υποκατάσταση του αµινοξέως της Γλυκίνης στη 
θέση 373 σε Ασπαρτικό οξύ εντοπίζεται σε πιθανό σινιάλο εξόδου NES (Nuclear Export 
Signal) της πρωτεΐνης από τον πυρήνα (Εικόνα 9). Με βάση την βιοπληροφορική ανάλυση η 
τροποποίηση αυτή φαίνεται να ενισχύει την εκροή της πρωτεΐνης Leuko1 από τον πυρήνα 
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στο κυτταρόπλασµα (Εικόνα 11). Αυτό το έλλειµµα πρωτεΐνης στον πυρήνα φαίνεται να είναι 
η αιτία του χαρακτηριστικού φαινοτύπου της χλώρωσης των κοτυληδόνων στα φυτά της 
µετάλλαξης leuko1.  

Προκειµένου να εξεταστεί εάν η τροποποίηση  G373→D διαταράσσει την 
υποκυτταρική κατανοµή της πρωτεΐνης µεταξύ πυρήνα και κυτταρόπλασµατος 
δηµιουργήθηκε η κατασκευή 35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D). Τα αποτελέσµατα 
υποκυτταρικής στόχευσης της πρωτεΐνης έδειξαν ότι πραγµατικά το πρότυπο επηρεάζεται 
και πλέον η πρωτεΐνη δεν τοποθετείται αποκλειστικά στον πυρήνα αλλά και στο 
κυτταρόπλασµα (Εικόνα 16Β). Η στατιστική καταγραφή των κυττάρων αποκάλυψε ότι το 
ποσοστό των κύτταρων µε φθορισµό µόνο στον πυρήνα περιορίστηκε στο 44,49%, 
σηµειώνοντας σηµαντική µείωση κατά περίπου 50% σε σχέση µε την κατασκευή αναφοράς 
35S::YFP:Leuko11-494. Σε συµφωνία µε τα προηγούµενα αποτελέσµατα και προβλέψεις, η 
αντικατάσταση G373→D που προκαλεί η µετάλλαξη leuko1 φαίνεται ότι αυξάνει την τάση της 
πρωτεΐνης να εξέρχεται του πυρήνα. Συνεπώς, ο φαινότυπος του µεταλλάγµατος leuko1-1 
µπορεί να αποδοθεί στη µερική έλλειψη της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα. Πιο αναλυτικά 
θα πρέπει να υπάρχει µια οµοιόσταση στην υποκυτταρική κατανοµή της πρωτεΐνης µεταξύ 
του χλωροπλάστη και του πυρήνα για να αναπτυχθούν φυσιολογικά τα φυτά Arabidopsis. 
Όταν η οµοιόσταση αυτή διαταραχθεί, όπως φαίνεται να γίνεται εξαιτίας της τροποποίησης 
G373→D, τότε το έλλειµµα που δηµιουργείται στον πυρήνα ευθύνεται για τη χλώρωση των 
κοτυληδόνων.   

Το προτεινόµενο µοντέλο φαίνεται να ενισχύεται από τα αποτελέσµατα της 
35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D):∆(NLS). Στην συγκεκριµένη κατασκευή υπάρχει τόσο η 
τροποποίηση G373→D που ενισχύει την εκροή της πρωτείνης από τον πυρήνα όσο και η 
απενεργοποίηση του σινιάλου εισόδου NLS στον πυρήνα. Στην κατασκευή 
35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D):∆(NLS) η πρωτεΐνη τοποθετείται σε περισσότερα κύτταρα 
στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα   (Εικόνα 16C, Πίνακας 2) 
Στατιστική καταγραφή του προτύπου υποκυτταρικής τοποθέτησης αποκάλυψε ότι µειώνεται 
σηµαντικά η αποκλειστική τοποθέτηση στον πυρήνα αφού ο αριθµός των κυττάρων µε την 
πρωτεΐνη ταυτόχρονα στον πυρήνα και το κυτταρόπλασµα αυξάνουν αρκετά και φθάνουν 
67.05% των κυττάρων που µετρήθηκαν).   
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Εικόνα 16. Σχηµατική απεικόνιση και υποκυτταρική τοποθέτηση των κατασκευών σύντηξης του 
γονιδίου Leuko1 µε γονίδιο αναφοράς YFP µε τροποποιηµένα σινιάλα εισόδου NLS και εξόδου 
NES της πρωτεΐνης στον και από τον πυρήνα. 
Αποτελέσµατα στόχευσης (A) της κατασκευής 35S::YFP:Leuko11-494:∆(NLS), (Β) της κατασκευής 
35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D) και (C) της κατασκευής 35S::YFP:Leuko11-494:(G373→D):∆(NLS) εκτός 
από τον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα. Οι χειρισµοί έγιναν µε πειράµατα in planta παροδική 
έκφρασης σε επιδερµικά κύτταρα φύλλων καπνού Nicotiana benthamiana. Όπου (i) φίλτρο πράσινου 
φθορισµού για ανίχνευση της πρωτεΐνης αναφοράς YFP, (ii) φωτογραφία από πολλαπλή επικάλυψη 
εικόνων από το φίλτρο για την ανίχνευση του πράσινου φθορισµού από την YFP, από το φίλτρο της 
ροδαµίνης που καταγράφει τον αυτοφθορισµό της χλωροφύλλης και το φίλτρο που καταγράφει το µπλε 
φθορισµό από τη χρώση DAPI του πυρήνα και (iii) φωτογραφία από φακό οπτικού τύπου Nomarsky. 
Κλίµακα: 10µΜ 
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Πίνακας 2. Στατιστική καταγραφή των κυττάρων µε σήµα φθορισµού στην επιφάνεια του 
ελάσµατος του φύλλου φυτών καπνού Nicotiana benthamiana µε βάση το πρότυπο 
υποκυτταρικής τοποθέτησης.  
Η κλίµακα µε µπλε χρώµα αντιστοιχεί σε υποκυτταρική στόχευση στον πυρήνα, µε κόκκινο σε 
ταυτόχρονη στόχευση στον πυρήνα και στο κυτταρόπλασµα και µε πράσινο αντιστοιχία σε περιορισµό 
της στόχευσης στο κυτταρόπλασµα. Οι µετρήσεις έγιναν 72 ώρες µετά την προσβολή των επιδερµικών 
κυττάρων του φύλλου. Αναλύθηκε δείγµα τουλάχιστον 40 κύτταρα σε σύνολο τεσσάρων βιολογικών 
επαναλήψεων. 
 
 
 
3.b.6 Η έξοδος της πρωτεΐνης Leuko1 από τον πυρήνα αναστέλλεται από τη 
λεπτοµυκίνη Β 

Σε κύτταρα φύλλων καπνού µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή 35S::Leuko11-

173:YFP:Leuko1174-494 παρόλο που τα προηγούµενα πειράµατα αποδεικνύουν την παρουσία 
σινιάλου τοποθέτησης στον πυρήνα NLS, η πρωτεΐνη  εξαιτίας του πεπτιδίου συνθήµατος 
τοποθετείται αποκλειστικά στον χλωροπλάστη (Εικόνα 14Β). Αυτό µάλλον γίνεται, γιατί µε το 
γονίδιο αναφοράς YFP παρατηρείται συνολικά το τελικό αποτέλεσµα της τοποθέτησης της 
πρωτεΐνης. Αρχικά δηλαδή η πρωτεΐνη εισέρχεται ταυτόχρονα στον πυρήνα και τους 
χλωροπλάστες. Με την είσοδο της όµως στον πυρήνα εξέρχεται εξαιτίας του σινιάλου NES 
και µετακινείται στο κυτταρόπλασµα όπου εκ νέου κατανέµεται µεταξύ πυρήνα και 
χλωροπλάστη. Με αυτή τη διαδροµή ενδοκυτταρικής µετακίνησης της πρωτείνης είναι 
φανερό ότι αθροιστικά αυτή συσσωρεύεται στον χλωροπλάστη, µε αποτέλεσµα το δυναµικό 
πρότυπο τοποθέτησης της στον πυρήνα να µην είναι διακριτό (Εικόνα 17Α). Εάν ισχύει αυτή 
η υπόθεση τότε θα πρέπει η εφαρµογή Λεπτοµυκίνης Β (LMB, Leptomycin B) να παγώσει τη 
διαδικασία διακίνησης αποκαλύπτοντας την τοποθέτηση της Leuko1 εκτός από τον 
χλωροπλάστη και στον πυρήνα (Εικόνα 17Β).  

Η LMB είναι ένας ισχυρός αναστολέας της εξόδου των πρωτεϊνών από τον πυρήνα 
(Nishi et al.,1994, Kudo et al. 1998, Kudo et al. 1999). Έχει χαρακτηριστεί οτι αναστέλλει την 
λειτουργία της πρωτεΐνης CRM1/exportin 1, η οποία αναγνωρίζει τις πρωτεΐνες που έχουν 
NES (Nuclear Export Signal) και είναι υπεύθυνη για την έξοδό τους από τον πυρήνα 
(Fornerod et al., 1997, Fukuda et al., 1997, Ossareh-Nazari et al., 1997). Παρόλο που η 
εφαρµογή της LMB σε πειράµατα µε φυτικά κύτταρα είναι αρκετά περιορισµένη και έχει 
πραγµατοποιηθεί σε λίγες µόνο περιπτώσεις, έχει αποδειχθεί ότι η οµόλογη πρωτεΐνη του 
Arabidopsis CRM1/exportin1 περιέχει τη συντηρηµένη Κυστεΐνη που αλκυλιώνεται από τη 
LMB (Kudo et al, 1999). 

Παρατήρηση της υποκυτταρικής τοποθέτησης της κατασκευής 35S::Leuko11-

173:YFP:Leuko1174-494 εφαρµόζοντας LMB σε πρωτοπλάστες κυττάρων του φυλλικού 
παρεγχύµατος επιβεβαίωσε την υπόθεση αυτή. Με την παρεµπόδιση της εξόδου της 
πρωτεΐνης από τον πυρήνα εξαιτίας της εφαρµογής της LMB, το σήµα φθορισµού δεν 
εντοπίζεται µόνο στους χλωροπλάστες, όπως φαίνεται στον χειρισµό του µάρτυρα (Εικόνα 
18Α), αλλά και στον πυρήνα (Εικόνα 18Β). Επιπλέον, τα αποτελέσµατα στην Εικόνα 18 
αποδεικνύουν ότι η πρωτεΐνη Leuko1 διαθέτει λειτουργικό σινιάλο NES, αφού η αναστολή 
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της πρωτεΐνης CRM1/exportin 1 που αναγνωρίζουν πυρηνικές πρωτεΐνες µε NES από τη 
LMB, έχει σαν αποτέλεσµα συσσώρευση της  Leuko1 στον πυρήνα. 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 17. Τρόπος τοποθέτησης της κατασκευής 35S:(TP)LEUKO1-YFP µε τη δράση της LMB.  
Τελικός αποδέκτης είναι ο χλωροπλάστης, αλλά η LMB µπλοκάρει την εξαγωγή της κατασκευής 
35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494, ενώ αυτή µεταφέρεται από και προς τον πυρήνα. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

103 3.b.7 Η αποκλειστική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα συμπληρώνει το 

φαινότυπο της μετάλλαξης leuko1-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 18. Η εφαρµογή LMB σε πρωτοπλάστες κυττάρων καπνού έχει σαν αποτέλεσµα την 
τοποθέτηση της κατασκευής 35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494 στον πυρήνα εκτός από τους 
χλωροπλάστες.  
Η κατασκευή 35S::Leuko11-173:YFP:Leuko1174-494 τοποθετείται (Α) στους χλωροπλάστες χωρίς την 
εφαρµογή LMB και (Β) στους χλωροπλάστες αλλά και στον πυρήνα  µε εφαρµογή 2µM LMB. (Γ) 
Πρωτοπλάστης που δεν έχει µετασχηµατισθεί, χρησιµοποιείται ως αρνητικός µάρτυρας. Στην στήλη (i) 
οι εικόνες έχουν αποτυπωθεί µε φίλτρο πράσινου φθορισµού για ανίχνευση της πρωτεΐνης αναφοράς 
YFP, (ii) µε το  φίλτρο της ροδαµίνης που καταγράφει τον αυτοφθορισµό της χλωροφύλλης, (iii) 
φωτογραφίες από επικάλυψη εικόνων από το φίλτρο για την ανίχνευση του πράσινου φθορισµού και 
του αυτοφθορισµού της χλωροφύλλης, (iv) φωτογραφίες από το φίλτρο που καταγράφει το µπλε 
φθορισµό από τη χρώση DAPI του πυρήνα και (v) φωτογραφίες από φακό οπτικού τύπου Nomarsky. 
Κλίµακα: 5Μµ 
 
 
 
3.b.7 Η αποκλειστική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα συµπληρώνει 
το φαινότυπο της µετάλλαξης leuko1-1 

Από τα αποτελέσµατα υπάρχουν ενδείξεις ότι το έλλειµµα της πρωτεΐνης Leuko1 
στον πυρήνα, το οποίο δηµιουργείται εξαιτίας της ισχυροποίησης του σινιάλου εξόδου (NES) 
από την αµινοξική υποκατάσταση G373→D, φαίνεται να ευθύνεται για το φαινότυπο του 
µεταλλάγµατος leuko1-1. Έτσι, δηµιουργήθηκε η κατασκευή 35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69) 
από την οποία έχουν αφαιρεθεί τα πρώτα 69 αµινοξέα που φαίνεται ότι κωδικοποιούν το 
πεπτίδιο συνθήµατος για το χλωροπλάστη και τροποποίηση του αµινοξέως Βαλίνη στη Θέση 
69 σε Μεθειονίνη.  

Έτσι, µε τα µέχρι στιγµής πειραµατικά αποτελέσµατα η συγκεκριµένη κατασκευή 
αναµένεται να οδηγήσει την πρωτεΐνη αποκλειστικά στον πυρήνα και όχι στο χλωροπλάστη. 
Με αυτήν την κατασκευή µετασχηµατίσθηκαν µεταλλάγµατα leuko1-1 και το αποτέλεσµα 
ήταν η συµπλήρωση του φαινοτύπου. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 19D η διαγονιδιακή σειρά 
#1 σε αντίθεση µε τη σειρά #2 (Εικόνα 19Ε) που έχουν µετασχηµατιστεί µε την κατασκευή 
35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69) αποκτά φαινότυπο φυτών αγρίου τύπου (Εικόνα 19Α). 
Εποµένως, όταν η πρωτεΐνη Leuko1 µε την αφαίρεση του πεπτιδίου συνθήµατος για τον 
χλωροπλάστη, τοποθετηθεί αποκλειστικά στον πυρήνα εξαιτίας των λειτουργικών σινιάλων 
NLS, τότε το έλλειµµα των φυτών της µετάλλαξης leuko1-1 εξαιτίας της ενίσχυσης του 
σινιάλου NES από την υποκατάσταση G373→D αποκαθίστανται. Τα φυτά της σειράς #1 
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εξαιτίας της διαγονιδιακής αυτής κατασκευής αποκτούν πράσινες κοτυληδόνες και είναι όµοια 
µε τα φυτά αγρίου τύπου. 

Η µοριακή πιστοποίηση της έκφρασης του γονιδίου Leuko1 που οδηγείται από τον 
υποκινητή CaMV35S έγινε µε ηµιποσοτικό RT-PCR. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 
πραγµατικά στην διαγονιδιακή σειρά #1 σε αντίθεση µε τη σειρά #2 το γονίδιο Leuko1 
υπερεκφράζεται (Εικόνα 20). Η έκφραση του γονιδίου στα φυτά της σειράς #2 είναι πολύ 
χαµηλή παρόλο που η έκφραση οδηγείται από τον υποκινητή CaMV35S γεγονός που 
υποδηλώνει ότι η θέση ένθεσης του διαγονιδίου δεν υποστηρίζει τη σωστή λειτουργικότητα 
της κασέτας CaMV35S. Έτσι τα φυτά της σειράς #2 εξακολουθούν να παρουσιάζουν 
έλλειµµα πρωτεΐνης στον πυρήνα και συνεπώς να έχουν χλωρωτικές κοτυληδόνες (Εικόνα 
19).  
 
 

 
 
 

 
 
 

Εικόνα 20. Μοριακή ανάλυση της έκφρασης του 
γονιδίου Leuko1 στα γενετικά υπόβαθρα. 
(Α) φυτά αγρίου τύπου Col-0, (B) φυτά της 
µετάλλαξης leuko1-1, (C) φυτά µε γενετικό 
υπόβαθρο leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την 
κατασκευή Leuko1prom::Leuko11-494 που 
περιλαµβάνει το γονιδιωµατικό τµήµα του γονιδίου 
Leuko1, (D) φυτά της διαγονιδιακής σειράς #1 και 
(Ε) φυτά της διαγονιδιακής σειράς #2, γενετικού 
υπόβαθρου leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την 
κατασκευή  35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69). Όπου 
gDNA προϊόν αντίδρασης PCR µε µήτρα 
γονιδιωµατικό DNA. Κάτω µέρος της Εικόνας: 
Μάρτυρας επιµόλυνσης από γονιδιωµατικό DNA. 
Αποτέλεσµα ενίσχυσης µε αντίδραση PCR µήτρα 
mRNA, που δεν έχει υποστεί ανάστροφη 
µεταγραφή (no-RT). 
 

Εικόνα 19. Φαινότυπος των σποροφύτων ηλικίας 6-ηµερών που χρησιµοποιήθηκαν για τη 
µελέτη της έκφρασης χλωροπλαστικών γονιδίων. 
(Α) φυτά αγρίου τύπου Col-0, (B) φυτά της µετάλλαξης leuko1-1, (C) φυτά µε γενετικό υπόβαθρο 
leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή Leuko1prom::Leuko11-494 που περιλαµβάνει το 
γονιδιωµατικό τµήµα του γονιδίου Leuko1, (D) φυτά της διαγονιδιακής σειράς #1 και (Ε) φυτά της 
διαγονιδιακής σειράς #2, γενετικού υπόβαθρου leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή  35S:: 
Leuko170-494:∆(Leuko11-69). Κλίµακα: 1mm. 
 

 
 

3.b.8 Το επίπεδα έκφρασης των χλωροπλαστικών γονιδίων PsbB, PetB και PetD είναι 
χαµηλό στο µετάλλαγµα leuko1-1 

Το πολυκιστρονικό µεταγράφηµα του οπερονίου psbB κωδικοποιεί τρία γονίδια 
PsbB, PsbT και PsbH του φωτοσυστήµατος ΙΙ και δύο γονίδια petB και petD του 
συµπλέγµατος b6f του κυτοχρώµατος (Monod et al.,1994, Barkan, 1988; Westhoff και 
Herrmann, 1988). Το µεταγράφηµα αυτό συναρµολογείται σε πολυσώµατα και λειτουργεί ως 
mRNA (Barkan, 1988). Επειδή στη µετάλλαξη του καλαµποκιού wtf1 (What’s This Factor?) 
που έχει χαρακτηρισµένο τµήµα PORR και εµφανίζει χλωρωτικά φύλλα, τα γονίδια του 
συγκεκριµένου οπερονίου παρουσιάζουν πρόβληµα έκφρασης (Kroeger et al., 2009), 



 

 

105 3.b.8 Το επίπεδα έκφρασης των χλωροπλαστικών γονιδίων PsbB, PetB και PetD είναι 

χαμηλό στο μετάλλαγμα leuko1-1 

πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της έκφρασης τους στο µετάλλαγµα leuko1-1 µε ηµιποσοτικό 
RT-PCR. Για τα πειράµατα ολικό RNA αποµονώθηκε από κοτυληδόνες φυτών αγρίου τύπου 
Col-0, του µεταλλάγµατος leuko1-1, αλλά και από φυτά leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την 
κατασκευή 35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69) ή την κατασκευή Leuko1prom::Leuko11-494. Τα 
αποτελέσµατα έδειξαν ότι τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων PsbB, petB και petD είναι 
µειωµένα στις κοτυληδόνες των µεταλλαγµάτων leuko1-1 και στα φυτά της διαγονιδιακής 
σειράς #2 µε γενετικό υπόβαθρο leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή 
35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69) (Εικόνα 21). Τα φυτά αυτά, όπως φαίνεται στην Εικόνα 19, 
έχουν χλωρωτικές κοτυληδόνες. Σε αντίθεση στα φυτά όπου οι κοτυληδόνες είναι 
φυσιολογικά πράσινες, όπως τα φυτά αγρίου τύπου και τα µετασχηµατισµένα φυτά leuko1-1 
µε την κατασκευή 35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69) διαγονιδιακή σειρά #1, και την κατασκευή 
Leuko1prom::Leuko11-494 (Εικόνα 19), η έκφραση των γονιδίων PsbB, petB και petD δεν 
παρουσιάζει πρόβληµα (Εικόνα 21). Ενδιαφέρον συγκεντρώνει η παρατήρηση ότι η έκφραση 
του γονιδίου rpl2-2 (ribosomal protein L20) στα χλωρωτικά φυτά µε διαταραγµένα τα επίπεδα 
έκφρασης γονιδίων του οπερονίου psbB δεν φαίνεται να µεταβάλλεται (Εικόνα 21).  

Συµπερασµατικά, η έκφραση του χλωροπλαστικού γονιδίου rpl2-2, σε αντίθεση µε 
τα γονίδια psb, petB και petD δεν αλλάζει σε φυτά µε γενετικό υπόβαθρο leuko1-1 όπου δεν 
συµπληρώνεται η λειτουργία. Συνεπώς, ο φαινότυπος των χλωρωτικών κοτυληδόνων στα 
φυτά µε γενετικό υπόβαθρο leuko1-1 φαίνεται ότι σχετίζεται άµεσα µε τα µειωµένα επίπεδα 
µεταγραφηµάτων χλωροπλαστικών γονιδίων που συσχετίζονται µε βασικές λειτουργίες του 
χλωροπλάστη, όπως είναι η φωτοσύνθεση. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

Εικόνα 21. Μοριακή ανάλυση της 
έκφρασης χλωροπλαστικών γονιδίων 
σε γενετικά υπόβαθρα 
 (Α) φυτά αγρίου τύπου Col-0, (B) φυτά 
της µετάλλαξης leuko1-1, (C) φυτά µε 
γενετικό υπόβαθρο leuko1-1 
µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή 
Leuko1prom::Leuko11-494 που 
περιλαµβάνει το γονιδιωµατικό τµήµα 
του γονιδίου Leuko1, (D) φυτά της 
διαγονιδιακής σειράς #1 και (Ε) φυτά της 
διαγονιδιακής σειράς #2, γενετικού 
υπόβαθρου leuko1-1 µετασχηµατισµένα 
µε την κατασκευή 35S::Leuko170-

494:∆(Leuko11-69). Όπου gDNA προϊόν 
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αντίδρασης PCR µε µήτρα γονιδιωµατικό 
DNA. Κάτω µέρος κάθε επιµέρους 
τµήµατος ανάλυσης έκφρασης γονιδίου: 
Μάρτυρας επιµόλυνσης από 
γονιδιωµατικό DNA. Αποτέλεσµα 
ενίσχυσης µε αντίδραση PCR µήτρα 
mRNA, που δεν έχει υποστεί ανάστροφη 
µεταγραφή (no-RT). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.b.9 Το µάτισµα γονιδίων του πυρήνα στο µετάλλαγµα leuko1-2 δεν είναι λειτουργικό 

Συνοπτικά, τα µέχρι στιγµή αποτελέσµατα µε βάση την ανάλυση του 
αλληλοµόρφου leuko1-1 µε χλωρωτικές κοτυληδόνες αποδεικνύουν ότι η µεταβολή G373→D 
ενισχύει το σινιάλου εξόδου NES της πρωτεΐνης Leuko1 από τον πυρήνα. Συνεπώς, η 
διαταραχή αυτή της οµοιόστασης στον πυρήνα φαίνεται να ευθύνεται για το φαινότυπο 
leuko1-1. Η µοριακή ανάλυση της έκφρασης γονιδίων που κωδικοποιούνται από το 
χλωροπλαστικό γονιδίωµα αποκάλυψε ότι σηµαντικά γονίδια των φωτοσυστηµάτων και κατά 
επέκταση της φωτοσύνθεσης παρουσιάζουν µειωµένα επίπεδα έκφρασης, µολονότι δεν 
φαίνεται να υπάρχει έλλειµµα της πρωτεΐνης στον χλωροπλάστη. Οι ανωµαλίες αυτές στον 
χλωροπλάστη φαίνεται λοιπόν να συνδέονται µε το έλλειµµα πρωτεΐνης στον πυρήνα, 
παρατήρηση που αναδεικνύει τη συµµετοχή της πρωτεΐνης Leuko1 στην ωρίµανση  των 
µηνυµάτων γονιδίων του πυρήνα που τοποθετούνται στον χλωροπλάστη επηρεάζοντας την 
λειτουργία του οργανιδίου. 

Ένα καλό βιολογικό σύστηµα για να διερευνηθεί η προτεινόµενη υπόθεση είναι ο 
αλληλόµορφος leuko1-2. Η ανάπτυξη του µεταλλάγµατος leuko1-2 σταµατά στην 
εµβρυογένεση, εξαιτίας T-DNA ένθεσης στον υποκινητή του γονιδίου At5g62990 µε 
αποτέλεσµα το γονίδιο να µην εκφράζεται. Το γεγονός αυτό αναδεικνύει το σηµαντικό ρόλο 
της πρωτεΐνης στην ανάπτυξη του εµβρύου και κατά επέκταση στην εγκατάσταση και 
ανάπτυξη του φυτού. Αξιοσηµείωτη είναι επίσης η αναφορά ότι η πρωτεΐνη WTF1 του φυτού 
Zea mays που περιέχει το τµήµα PORR (Plant Organelle Rna Recognition motif) συµµετέχει 
στο µάτισµα των ιντρονίων κατηγορίας ΙΙ χλωροπλαστικών γονιδίων (Kroeger et al., 2009). 
Όπως η πρωτεΐνη WTF1 του καλαµποκιού, έτσι και η πρωτεΐνη Leuko1 του Arabidopsis 
περιέχει το τµήµα PORR, τοποθετείται στον χλωροπλάστη αλλά και στον πυρήνα. Έτσι, 
κρίθηκε σκόπιµο να εξεταστεί το µάτισµα πυρηνικών γονιδίων στο µετάλλαγµα leuko1-2 
αποµονώνοντας οµοζυγωτά έµβρυα από ετεροζυγωτά φυτά leuko1-2.  

Η επιλογή των γονιδίων που εξετάστηκαν έγινε εφαρµόζοντας τα εξής κριτήρια: (i) 
να εκφράζονται στο ίδιο περίπου αναπτυξιακό στάδιο µε το γονίδιο Leuko1, (ii) οι πρωτεΐνες 
που κωδικοποιούν να έχουν διακριτό πεπτίδιο συνθήµατος στο N-τελικό άκρο για στόχευση 
στους χλωροπλάστες και (iii) τα ιντρόνια τους να έχουν χαρακτηριστικά παρόµοια µε τα 
ιντρόνια κατηγορίας ΙΙ των χλωροπλαστικών γονιδίων, όπως µεγάλο µέγεθος ιντρονίου ως 
προϋπόθεση για χαρακτηριστική δευτεροταγή δοµή. Πράγµατι τα γονίδια που επιλέχθηκαν 
µεταξύ άλλων είναι τα At1g03160 και At1g67660, τα οποία συνεκφράζονται σε υψηλό 
ποσοστό µε το γονίδιο Leuko1, οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούν τοποθετούνται στο 
χλωροπλάστη και έχουν ασυνήθιστα µεγάλα ιντρόνια µολονότι εδράζουν στο πυρηνικό 
γονιδίωµα. Το γονίδιο  At1g03160 κωδικοποιεί την πρωτεΐνη FZO-like GTPase (fuzzy onions 
gene), που τοποθετείται στο χλωροπλάστη και έχει αναφερθεί ότι συµµετέχει στη βιογένεση 
των θυλακοειδών του χλωροπλάστη (Gao et al., 2006). Το γονίδιο At1g67660 κωδικοποιεί 



 

 

107 3.b.9 Το μάτισμα γονιδίων του πυρήνα στο μετάλλαγμα leuko1-2 δεν είναι λειτουργικό 

την πρωτεΐνη ενδονουκλεάση περιορισµού τύπου-ΙΙ (Restriction endonuclease, type II-like), η 
οποία τοποθετείται στα πλαστίδια όπως προβλέπουν οι βάσεις δεδοµένων.  

Ο έλεγχος της διαδικασίας µατίσµατος των γονιδίων At1g03160 και At1g67660 
ώστε να πιστοποιηθεί η παρουσία ή όχι ώριµων µεταγραφηµάτων µε ιντρόνια  
πραγµατοποιήθηκε µε ηµιποσοτικό RT-PCR σε ολικό RNA που αποµονώθηκε από 
οµοζυγωτά leuko1-2 θνησιγενή έµβρυα. Η ίδια τεχνική εφαρµόστηκε σε δείγµατα από έµβρυα 
του ίδιου αναπτυξιακού σταδίου φυτών αγρίου τύπου Col-0, φυτών της µετάλλαξης leuko1-1, 
φυτών γενετικού υπόβαθρου leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή 
Leuko1prom::Leuko11-494 που περιλαµβάνει το γονιδιωµατικό τµήµα του γονιδίου Leuko1, 
και φυτών της διαγονιδιακής σειράς #1 και σειράς #2 µε γενετικό υπόβαθρο leuko1-1 
µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή  35S:: Leuko170-494:∆(Leuko11-69) (Εικόνα 22). Οι 
εκκινητές που επιλέχθηκαν για την ανάλυση υβριδίζουν εκατέρωθεν του κάθε ιντρονίου των 
δύο γονιδίων (Εικόνα 22D). Συγκεκριµένα, για το γονίδιο At1g013160 το ζευγάρι των 
εκκινητών υβριδίζει στο 4ο και στο 7ο εξώνιο, µε αποτέλεσµα εάν το µάτισµα έχει πρόβληµα 
το προϊόν ενίσχυσης του µεταγραφήµατος µε τα ιντρόνια 4-6 να έχει µέγεθος. Στην 
περίπτωση όµως που το µάτισµα γίνεται κανονικά το αναµενόµενο προϊόν έχει µέγεθος 
270bp. Για το γονίδιο At1g67660 το ζευγάρι των εκκινητών υβριδίζει στο 1ο και στο 2ο εξώνιο, 
µε αποτέλεσµα εάν το µάτισµα έχει πρόβληµα το προϊόν ενίσχυσης του µεταγραφήµατος µε 
το µοναδικό ιντρόνιο να έχει µέγεθος 690bp. Στην περίπτωση όµως που το µάτισµα γίνεται 
κανονικά το αναµενόµενο προϊόν έχει µέγεθος 280bp. Με αυτόν τον πειραµατικό σχεδιασµό 
µπορεί να ελεγχθεί η παρουσία ιντρονίου στο µεταγράφηµα των γονιδίων εάν υπάρχει 
πρόβληµα ωρίµανσης του µηνύµατος. 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι στα δείγµατα των θνησιγενών εµβρύων leuko1-2, το 
µάτισµα των γονιδίων είναι προβληµατικό, αφού ξεκάθαρα διακρίνεται η παρουσία 
µεταγραφήµατος µε ιντρονία (Εικόνες 22A και 22Β). Αντίθετα, στα υπόλοιπα γενετικά 
υπόβαθρα το µάτισµα πραγµατοποιείται κανονικά, αφού δεν διακρίνεται το συγκεκριµένο 
προϊόν εξαιτίας της απουσίας ιντρονίου. Ο έλεγχος πιθανής επιµόλυνσης από γονιδιωµατικό 
DNA έδωσε αρνητικά αποτελέσµατα µε βάση την ενίσχυση µε αντίδραση PCR µήτρας 
mRNA, που δεν έχει υποστεί ανάστροφη µεταγραφή (no-RT).  

Τα αποτελέσµατα δείχνουν ότι τα πυρηνικά γονίδια At1g03160 και At1g67660, που 
κωδικοποιούν πρωτεΐνες που στοχεύουν στο χλωροπλάστη, δεν επιδέχονται σωστό µάτισµα 
µε αποτέλεσµα τα ιντρόνια να µην αποκόπτονται και το µεταγράφηµα να µην είναι ώριµο και 
συνεπώς µη λειτουργικό. Αυτή η σηµαντική πληροφορία αποκαλύπτει για πρώτη φορά τη 
συµµετοχή µιας πρωτεΐνης µε δοµή PORR και συγκεκριµένα της πρωτεΐνης Leuko1, στη 
διαδικασία µατίσµατος ιντρονίων γονιδίων του πυρήνα που µοιάζουν µε τα ιντρόνια 
κατηγορίας ΙΙ των χλωροπλαστικών γονιδίων στο δικοτυλήδονο φυτό Arabidopsis thaliana. 
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Εικόνα 22. Έλεγχος της διαδικασίας ωρίµανσης των γονιδίων At1g03160 και At1g67660 
(Α) At1g03160 και At1g67660 (Β) σε δείγµα ολικού RNA που αποµονώθηκε από έµβρυα (i) φυτών 
αγρίου τύπου Col-0, (ii) φυτών της µετάλλαξης leuko1-1, (iii) φυτών της µετάλλαξης leuko1-2, (iv) φυτά 
µε γενετικό υπόβαθρο leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή Leuko1prom::Leuko11-494 που 
περιλαµβάνει το γονιδιωµατικό τµήµα του γονιδίου Leuko1, (v) φυτά της διαγονιδιακής σειράς #1 και (vi) 
φυτά της διαγονιδιακής σειράς #2, γενετικού υπόβαθρου leuko1-1 µετασχηµατισµένα µε την κατασκευή  
35S::Leuko170-494:∆(Leuko11-69). Όπου gDNA προϊόν αντίδρασης PCR µε µήτρα γονιδιωµατικό DNA. 
(C) Tο GAPDH χρησιµοποιήθηκε ως γονίδιο αναφοράς . (D) Σχηµατική απεικόνιση των θέσεων που 
υβριδίζουν το ζευγάρι των εκκινητών για την ανάλυση των γονιδίων At1g03160 και At1g67660.  
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4. Συζήτηση 
 
4.a.1 Η πρωτεάση Lon1 τοποθετείται στα µιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες 
εξαιτίας µερικής ολίσθησης ριβοσωµάτων κατά τη σάρωση του µεταγραφήµατος  

Με βάση πειραµατικά δεδοµένα και αναλύσεις βιοπληροφορικής, εκτιµάται ότι το 
πρωτέοµα στα µιτοχόνδρια αποτελείται από 2000 πρωτεΐνες  περίπου, ενώ στα πλαστίδια 
από 2700 πρωτεΐνες (Millar et al., 2006). Παρόλα αυτά, πρόσφατα πειραµατικά 
αποτελέσµατα δείχνουν ότι οι αριθµοί αυτοί αναµένεται να αυξηθούν εξαιτίας του φαινοµένου 
της διπλής τοποθέτησης µιας πρωτεΐνης στα δυο οργανίδια. Εξαιτίας της θεωρίας της 
ενδοσυµβιωτικής εξέλιξης, η δυαδική τοποθέτηση ισοµορφών µιας πρωτεΐνης, οι οποίες 
κωδικοποιούνται από ένα γονίδιο, στα µιτοχόνδρια και τα πλαστίδια είναι συχνό φαινόµενο. 
Εάν και συνεχώς αποδεικνύεται πειραµατικά ότι πρωτεΐνες τοποθετούνται ταυτόχρονα στα 
δύο οργανίδια, ελάχιστες πληροφορίες υπάρχουν για το µηχανισµό που ελέγχει τη δυαδική 
τοποθέτηση. Επιπλέον, παρόλο που διάφορες τεχνικές µπορούν να εφαρµοστούν για τον 
έλεγχο τοποθέτησης των ισοµορφών µιας πρωτεΐνης στα δυο οργανίδια, αρκετές 
επιστηµονικές εργασίες αναφέρουν ότι η τεχνική της in vitro εισόδου πρωτεϊνών στα 
οργανίδια ενδέχεται να οδηγήσει σε εσφαλµένα συµπεράσµατα (Kojak, 2005; Mackenzie, 
2005). Αντίθετα, η σύντηξη του γονιδίου που εξετάζεται στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο µε τη 
πρωτεΐνη φθορισµού και στη συνέχεια η in vivo µικροσκοπική παρατήρηση ζωντανών 
κυττάρων, φαίνεται να είναι η πλέον αξιόπιστη µεθοδολογία για την έρευνα και τον έλεγχο της 
υποκυτταρικής τοποθέτησης µιας πρωτεΐνης. Με βάση αυτή τη πειραµατική προσέγγιση, 
παρουσιάζονται στοιχεία ότι το γονίδιο AtLon1 κωδικοποιεί δυο πρωτεϊνικές ισοµορφές µε 
δυαδική τοποθέτηση στα µιτοχόνδρια και στους χλωροπλάστες, εξαιτίας της εναλλακτικής 
έναρξης της µετάφρασης. Το πρότυπο αυτό υποκυτταρικής τοποθέτησης καθορίζεται από 
την επίδραση αβιοτικών συνθηκών καταπόνησης και από τον τύπο του φυτικού οργάνου.  

Η µετάφραση στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς ξεκινά γενικά µε τη γραµµική 
σάρωση του µεταγραφήµατος από τα ριβοσώµατα (Kojak, 2005). Σύµφωνα µε αυτόν τον 
µηχανισµό, η µικρή ριβοσωµική υποµονάδα 40S αναγνωρίζει το 5’-άκρο του mRNA και 
σαρώνει το µεταγράφηµα ξεκινώντας από τη 5’-µη-µεταφραζόµενη περιοχή (5’-UTR) µέχρι 
να εντοπίσει το πρώτο κωδικόνιο έναρξης της µετάφρασης. Στο σηµείο αυτό, η µεγάλη 
υποµονάδα του ριβοσώµατος συνδέεται µε τη µικρή και ξεκινά η µετάφραση. Η 
αποτελεσµατικότητα και η πιστότητα της έναρξης της µετάφρασης από το πρώτο AUG 
καθορίζεται από την περιοχή που περιβάλλει το κωδικόνιο έναρξης. Εάν η νουκλεοτιδική 
αυτή ακολουθία συµφωνεί έστω και µερικώς µε την ακολουθία Kojak GCCRCCAUGG (Kojak, 
2005) τότε η σάρωση του µεταγραφήµατος σταµατά και ξεκινά η  µετάφραση από κωδικόνιο 
έναρξης AUG της περιοχής. Μία Πουρίνη, κατά προτίµηση Αδενίνη στη θέση -3 και µια 
Γουανίνη στη θέση +4, είναι οι πιο συντηρηµένες βάσεις τις ακολουθίας Kojak, παρόλο που 
στα φυτά αυτή η συντήρηση δεν είναι τόσο ισχυρή σε σχέση µε τους ζωικούς οργανισµούς 
(Joshi et al., 1997). Όταν η ακολουθία Kojak παρεκκλίνει από το συντηρηµένο µοτίβο, τότε 
κάποια ριβοσώµατα θα ξεκινήσουν την µετάφραση από το πρώτο AUG, ενώ άλλα θα 
συνεχίσουν τη σάρωση µέχρι τη θέση του δεύτερου AUG. Ο µηχανισµός αυτό της µερικής 
ολίσθησης του ριβοσώµατος εξαιτίας της νουκλεοτιδικής ακολουθίας που περιβάλλει το 
πρώτο AUG (leaky ribosome scanning mechanism) δύναται να οδηγήσει στην παραγωγή 
δύο πρωτεϊνικών ισοµορφών όταν δύο κωδικόνια έναρξης βρίσκονται στο ίδιο αναγνωστικό 
πλαίσιο. Οι δυο αυτές πρωτεϊνικές ισοµορφές τοποθετούνται τελικά σε δυο ξεχωριστά 
διαµερίσµατα µέσα στα κύτταρο (Souciet et al., 1999; Watanabe et al., 2001; Carrie et al., 
2009a).  Σε συµφωνία µε αυτό το µοντέλο, το Lon1 mRNA περιέχει στο ίδιο αναγνωστικό 
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πλαίσιο δύο κωδικόνια έναρξης της µετάφρασης και παράγει εξαιτίας της εναλλακτικής 
έναρξης της µετάφρασής  δύο ισοµορφές, τη µεγαλύτερη ισοµορφή Lon1L που τοποθετείται 
στα πλαστίδια, και τη µικρότερη ισοµορφή Lon1S που τοποθετείται στα µιτοχόνδρια. Η 
ανάλυση της νουκλεοτιδικής περιοχής στη περιοχή των δύο κωδικονίων έναρξης αποκάλυψε 
ότι η ακολουθία στο δεύτερο AUG  “CCCACCAUGT” είναι αρκετά όµοια µε την τυπική 
ακολουθία Kozak, διατηρώντας µάλιστα και τη συντηρηµένη πουρίνη στη θέση -3 αδενίνη. 
Αντίθετα,  η ακολουθία που περιέχει το πρώτο AUG “GGGTTTAUGA” αποκλίνει σηµαντικά 
από τη τυπική ακολουθία Kozak. Αυτή η διαφορά στη σύνθεση των νουκλεοτιδίων που 
περιέχουν τα δύο κωδικόνια έναρξης έχει σαν αποτέλεσµα ορισµένα ριβοσώµατα να 
προσπερνούν το πρώτο AUG και να αναγνωρίζουν στη συνέχεια το αµέσως επόµενο AUG 
που διαθέτει τη τυπική ακολουθία Kozak. Αυτή η διάταξη των κωδικονίων έναρξης 
αναδεικνύει ότι η µιτοχονδριακή ισοµορφή Lon1S είναι σηµαντική και αναγκαία για την 
εύρυθµη λειτουργία του κυττάρου. 

Εκτός όµως από την ακολουθία που περιέχει τα κωδικόνια έναρξης της 
µετάφρασης, ο µηχανισµός ολίσθησης των ριβοσωµάτων κατά τη σάρωση του 
µεταγραφήµατος καθορίζεται και από τα δοµικά χαρακτηριστικά των mRNA. Για παράδειγµα, 
η ολίσθηση των ριβοσωµάτων κατά τη σάρωση συµβαίνει και όταν το 5’-άκρο του 
µεταγραφήµατος είναι µικρό και κοντά στο πρώτο AUG (Kojak, 2005). Η αρχή έναρξης της 
µεταγραφής TSS (Transcription Start Site) του Lon1 βρέθηκε 38 νουκλεοτίδια πριν το πρώτο 
AUG, σε απόσταση τέτοια ώστε να µπορεί να προσδεθεί η µικρή ριβοσωµική υποµονάδα 
αλλά να ενισχύεται η ολίσθηση της. Επίσης, έχει αναφερθεί ότι η ύπαρξη δευτεροταγούς 
δοµής σε mRNA αµέσως µετά το κωδικόνιο έναρξης AUG όταν αυτό περιέχεται σε 
νουκλεοτιδική ακολουθία που αποκλίνει από το τυπικό µοτίβο Kozak µπορεί να προκαλέσει 
έναρξη της µεταγραφής από το συγκεκριµένο AUG (Kozak, 2005). Η πιο λογική ερµηνεία 
είναι ότι µια τέτοια δοµή ενδεχοµένως να επιβραδύνει τη διαδικασία σάρωσης του 
µεταγραφήµατος και ενδεχοµένως να βελτιώνεται η ικανότητα αναγνώρισης του κωδικονίου 
έναρξης από τη  µικρή ριβοσωµική 40S υποµονάδα. Παρόλα αυτά, η πρόβλεψη της 
δευτεροταγούς δομής του Lon1 mRNA έδειξε ότι δεν υπάρχουν σταθερές δομές τύπου βρόγχου 
μετά το πρώτο AUG, τέτοιες που θα μπορούσαν να λειτουργήσουν ενισχυτικά της έναρξης της 
μετάφρασης στο πρώτο κωδικόνιο έναρξης περιορίζοντας έτσι την ολίσθηση του ριβοσώµατος 
(Εικόνα Α2-Παράρτηµα).  Επίσης, η ab initio ανάλυση της δοµής του  µεταγραφήµατος Lon1 
αποκάλυψε ότι τα δύο κωδικόνια έναρξης βρίσκονται σε περιοχές χαλαρής δευτεροταγούς 
δοµής και µάλιστα η δευτεροταγής δοµή του δεύτερου AUG είναι πιο χαλαρή, µάλλον επειδή 
αυτή η δοµή είναι απαραίτητη για την αποτελεσµατική έναρξη της µετάφρασης στο 
συγκεκριµένο AUG.  

Επιπρόσθετα, µερική ολίσθηση ριβοσωµάτων κατά τη σάρωση του 
µεταγραφήµατος συµβαίνει όταν η έναρξη της µετάφρασης πραγµατοποιηθεί από τα 
εναλλακτικά κωδικόνια CUG, ACG ή GUG (Kojak, 2005; Wamboldt et al., 2009). Τα 
συγκεκριµένα κωδικόνια είναι ασθενή ακόµα και όταν περιέχονται σε τυπική νουκλεοτιδική 
ακολουθία Kozak. Ωστόσο, η αφαίρεση του πρώτου κωδικονίου έναρξης στο γονίδιο Lon1, 
είχε ως αποτέλεσµα την έναρξη της µετάφρασης στο ισχυρό και δεύτερο στη σειρά κωδικόνιο 
AUG, τοποθετώντας την πρωτεΐνη Lon1 στα µιτοχόνδρια. Συνεπώς, η ολίσθηση του 
ριβοσώµατος στο µεταγράφηµα Lon1 συµβαίνει στην περιοχή του πρώτου κωδικόνιο AUG 
και δεν οφείλεται στην παρουσία εναλλακτικού κωδικονίου έναρξης.  
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4.a.2 Η δυαδική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Lon1 καθορίζεται από ένα δυναµικό 
σύστηµα απόκρισης  

Τα πλαστίδια και τα µιτοχόνδρια είναι οργανίδια που προέρχονται από την 
ενδοσυµβίωση και έτσι µοιράζονται αλληλεπικαλυπτόµενες λειτουργίες.  Μάλιστα, η 
τοποθέτηση µιας πρωτεΐνης και στα δύο οργανίδια, ενισχύει σηµαντικά την ποικιλοµορφία 
του πρωτεόµατος των δύο οργανιδίων. Η σύνθεση των πρωτεϊνικών ισοµόρφων που έχουν 
διπλή τοποθέτηση πρέπει να γίνεται µε υψηλή ακρίβεια, η οποία καθορίζεται από την 
αναπτυξιακή κατάσταση του φυτού και την επίδραση περιβαλλοντικών συνθηκών. 
Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελεί η ζύµη, όπου σε συνθήκες έλλειψης θρεπτικών 
στοιχείων δραµατικές µεταβολές συµβαίνουν σε µεταγραφικό και µεταφραστικό επίπεδο των 
γονιδίων (Ingolia et al., 2009). Στο φυτό Arabidopsis thaliana έχει αναφερθεί ότι το γονίδιο 
GSTF8 ρυθµίζεται µέσω πολλαπλών σηµείων έναρξης της µεταγραφής ανάλογα µε τον τύπο 
του ιστού και της περιβαλλοντικής καταπόνησης, οδηγώντας στην σύνθεση πρωτεϊνικών 
ισοµορφών που τοποθετούνται σε διαφορετικά υποκυτταρικά διαµερίσµατα (Thatcher et al., 
2007). Στο γονίδιο Lon1 επιπρόσθετα συµβαίνει ρύθµιση στο µεταγραφικό επίπεδο που 
προηγείται της εναλλακτικής έναρξης της µετάφρασης (Εικόνα 1). Συγκεκριµένα, µε 
εναλλακτική έναρξη καθορίζεται η µεταγραφή του γονιδίου Lon1 µε βάση το αναπτυξιακό 
στάδιο και την απόκριση σε συνθήκες καταπόνησης. Το µεταγράφηµα Lon1L που 
περιλαµβάνει στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο τα δυο κωδικόνια έναρξης της µεταγραφής, 
εκφράζεται ισχυρά στα φύλλα ή σε συνθήκες έλλειψης φωτός. Σε αυτές τις συνθήκες από το 
µεταγράφηµα Lon1L παράγονται δυο ισοµορφές της πρωτεΐνης µε εναλλακτική έναρξη της 
µετάφρασης. Η πρώτη και µεγαλύτερη σε µήκος τοποθετείται στους χλωροπλάστες, ενώ η 
δεύτερη ισοµορφή τοποθετείται στα µιτοχόνδρια. Ωστόσο, το πρότυπο έκφρασης του 
γονιδίου Lon1 αλλάζει όταν τα φυτά αναπτύσσονται σε συνθήκες που φαίνεται ότι προκαλούν 
καταστάσεις υποξίας. Σε αυτές τις συνθήκες το µεταγράφηµα Lon1S είναι το κυρίαρχο που 
κωδικοποιεί την ισοµορφή που τοποθετείται στο µιτοχόνδριο. Τα αποτελέσµατα αυτά 
δείχνουν ότι ο ρόλος της πρωτεάσης Lon1 στο µιτοχόνδριο είναι ουσιαστικός για τη 
φυσιολογική ανάπτυξη των φυτών, αφού ανεξάρτητα της µεταγραφικής ή µεταφραστικής 
ρύθµισης η τοποθέτηση της πρωτεΐνης Lon1 στα µιτοχόνδρια είναι διασφαλισµένη.   

Σε συµφωνία µε τα παραπάνω αποτελέσµατα, in silico ανάλυση του υποκινητή του 
γονιδίου Lon1 αποκάλυψε την ύπαρξη συγκεκριµένων cis-ρυθµιστικών στοιχείων που 
ενδεχοµένως συσχετίζονται µε τη µεταγραφική του ρύθµιση. Συγκεκριµένα, δύο CCAAT 
στοιχεία εντοπίζονται στις θέσεις -375 και -271 από το πρώτο AUG.  Το ετεροτριµερές 
σύµπλεγµα Hap, είναι συντηρηµένο στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, και συνδέεται σε 
αυτές τις ακολουθίες του τύπου “CCAAT”. Πρόσφατες έρευνες υποστηρίζουν ότι ο ρόλος 
αυτού του συµπλέγµατος σχετίζεται άµεσα µε την έκφραση γονιδίων σε συνθήκες 
οξειδωτικής καταπόνησης (Thön et al., 2010). Υπό συνθήκες ανοξίας οι µιτοχονδριακές 
πρωτεΐνες είναι ιδιαίτερα ευαίσθητες στην καρβονυλίωση που προκύπτει από τα υψηλά 
επίπεδα των ενεργών µορφών οξυγόνου ROS (Reactive Oxygen Species).  Στον υποκινητή, 
οι ακολουθίες “CCAAT” µάλλον ενισχύουν την έκφραση του κυρίαρχου µεταγραφήµατος 
Lon1S που κωδικοποιεί αποκλειστικά τη µιτοχονδριακή πρωτεϊνική ισοµορφή προκειµένου 
να εξουδετερωθούν οι βλαβερές συνέπειες της υποξίας. ∆ύο ακόµα στοιχεία 6 βάσεων 
προσδιορίστηκαν στον υποκινητή, που σχετίζονται  µε την καταστολή της µεταγραφικής 
λειτουργίας σε συνθήκες έλλειψης φωτός (Degenhardt and Tobin, 1996). Στις θέσεις -273 
έως -278 και στις θέσεις -203 έως -208 υπάρχουν αντίστοιχα το στοιχείο REa που αντιστοιχεί  
στην ακολουθία “AACCAA”  και το στοιχείο GATA µε το συντηρηµένο µοτίβο “AGATAA”. 
Αυτά τα στοιχεία πιθανώς λειτουργούν καταστέλλοντας την έκφραση του Lon1S mRNA όταν 
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αλλάζει η κατάσταση του φωτισµού σε σκοτάδι. Συνεπώς όταν τα φυτά αναπτύσσονται στο 
σκοτάδι, ένα ρυθµιστικό σύµπλεγµα φυτοχρώµατος και πρωτεϊνών, που συνδέονται στα 
στοιχεία Rea και GATA, δυνητικά ενεργοποιεί τη µεταγραφική λειτουργία του υποκινητή για 
την έκφραση του µεταγραφήµατος Lon1L. Ιδιαίτερα, το στοιχείο Rea επικαλύπτει το στοιχείο 
CCAAT στη θέση -271, αναδεικνύοντας έτσι ένα ανταγωνιστικό τρόπο λειτουργίας. Η 
λειτουργία αυτή εξασφαλίζει τη διαθεσιµότητα του στοιχείου CCAAT σε φυσιολογικές 
συνθήκες φωτισµού για τη µεταγραφή του Lon1S, ενώ αυτή καταστέλλεται στο σκοτάδι, 
δεδοµένου ότι το ρυθµιστικό σύµπλεγµα REa επικρατεί. Ωστόσο, ο ρόλος αυτών των 
ρυθµιστικών στοιχείων πρέπει να εκτιµηθεί πειραµατικά προκειµένου να προσδιοριστεί 
ενδελεχώς η µεταγραφική απόκριση του υποκινητή Lon1 σε συνθήκες καταπόνησης. 
 
 
4.a.3 H δυαδική ακολουθία οδηγών-συνθήµατος της πρωτεΐνης Lon1 πιθανώς 
σχετίζεται µε ένα µεταβατικό εξελικτικό στάδιο 

Σηµαντικές αλλαγές στην οµοιόσταση των ευκαρυωτικών κυττάρων προέκυψαν 
εξαιτίας της  ενδοσυµβίωσης των µιτοχονδρίων και των πλαστιδίων (Dyall et al., 2004). 
Πρώτα ενσωµατώθηκαν τα µιτοχόνδρια από την ενδοσυµβίωση µε α-πρωτεοβακτήρια. Μια 
δεύτερη ενδοσυµβίωση µε τα κυανοβακτήρια είχε ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία των 
πλαστιδίων που είναι ικανά για φωτοσύνθεση. Κατά τη διάρκεια αυτών των διαδικασιών οι 
µικροοργανισµοί που ενσωµατώθηκαν έχασαν την αυτονοµία τους. Αυτό το φαινόµενο 
αποδίδεται στο γεγονός ότι υπήρξε µεταφορά γενετικής πληροφορίας από τους οργανισµούς 
της ενδοσυµβίωσης στον πυρήνα των κυττάρων ξενιστών µε αποτέλεσµα το γονιδίωµα των 
οργανιδίων να µειωθεί δραµατικά. Όµως οι πρωτεΐνες που κωδικοποιούνται από το πυρηνικό 
γονιδίωµα για να οδηγηθούν στα οργανίδια απέκτησαν σταδιακά πεπτίδια συνθήµατος στο 
Ν-άκρο τους, τα οποία αλληλεπιδρούν µε τους µηχανισµούς εισαγωγής του κάθε οργανιδίου. 
Γενικά τα χαρακτηριστικά των πεπτιδίων συνθήµατος που σχετίζονται µε την παραπάνω 
αλληλεπίδραση είναι αρκετά συντηρηµένα. Για παράδειγµα, ένα πεπτίδιο συνθήµατος για τα 
µιτοχόνδρια πρωτεΐνης ζύµης µπορεί να οδηγήσει µια φυτικής προέλευσης πρωτεΐνη στα 
µιτοχόνδρια, αλλά και στα πλαστίδια των φυτικών κυττάρων (Huang et al., 1990).  

Προκειµένου να µελετηθεί η συντήρηση κατά την εξέλιξη της οργανιδιακής 
τοποθέτησης της πρωτεάσης Lon1, εξετάστηκε εάν είναι δυνατή η συµπλήρωση του 
φαινοτύπου ∆pim1 κυττάρων ζύµης, χρησιµοποιώντας τις Ν-τελικές ακολουθίες του γονιδίου 
AtLon1 µε τα αντίστοιχα πεπτίδια συνθήµατος. Το αποτέλεσµα ήταν ότι το γονίδιο AtLon1 
µπορούσε να συµπληρώσει το φαινότυπο, ανεξάρτητα του πεπτιδίου συνθήµατος που είχε 
στο N-άκρο, είτε ήταν για τα µιτοχόνδρια, είτε για τα πλαστίδια. Παρόλα αυτά όµως, η 
συµπλήρωση του φαινοτύπου ήταν πετυχηµένη µόνο όταν η έναρξη της µετάφρασης 
καθοριζόταν από τη τυπική ακολουθία Kozak του δεύτερου κωδικονίου.  

Με την παράλληλη εξέλιξη των οργανιδίων και τα κοινά χαρακτηριστικά τους, 
δηµιουργήθηκαν µηχανισµοί διπλής τοποθέτησης των πρωτεϊνών που κωδικοποιούνται από 
γονίδια που εδράζουν στον πυρήνα. ∆ύο τύποι ακολουθιών διπλής τοποθέτησης έχουν 
χαρακτηρισθεί στα φυτά, οι δυαδικές και οι µονοµερείς ακολουθίες (Peeters and Small, 2001; 
Mackenzie, 2005). Οι δυαδικές ακολουθίες περιέχουν δύο διακριτά πεπτίδια συνθήµατος ένα 
για κάθε οργανίδιο, τα οποία βρίσκονται σε σειρά στο Ν-άκρο του γονιδίου. Οι µονοµερείς 
ακολουθίες αποτελούνται από ένα µόνο πεπτίδιο συνθήµατος που αναγνωρίζεται και από τα 
δύο οργανίδια. 

Η Lon1 πρωτεάση τοποθετείται παράλληλα στα µιτοχόνδρια και τα πλαστίδια 
εξαιτίας των δυαδικών ακολουθιών που περιέχονται στο ίδιο µεταγράφηµα του γονιδίου 
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κωδικοποιώντας δυο πρωτεϊνικές ισοµορφές. Σε αντίθεση µε την πρωτεάση Lon1, η 
πρωτεάση Lon4 έχει µια µονοµερή ακολουθία που την οδηγεί  και στα δύο οργανίδια, από 
ένα όµως µεταγράφηµα και πολυπεπτίδιο (Sakamoto, 2006; Ostersetzer et al., 2007). 
Ωστόσο και τα δύο γονίδια φαίνεται να προέρχονται από διπλασιασµό. Πρώτον, γιατί η 
οµοιότητα της αµινοξικής ακολουθίας µεταξύ των δύο είναι ιδιαίτερα υψηλή (Rigas et al., 
2009b) και δεύτερον εξαιτίας της υψηλής οµολογίας που παρουσιάζεται στο Ν-άκρο της Lon4 
πριν τη µονοµερή ακολουθία οδηγό, µε το πεπτίδιο οδηγό της Lon1, που ευθύνεται για την 
τοποθέτηση στα πλαστίδια. Όµως, σε αυτή την περιοχή του γονιδίου Lon4 το αναγνωστικό 
πλαίσιο δεν είναι ανοιχτό. Επιπρόσθετα, πειραµατικά δεδοµένα αναφέρουν ότι οι 
περιπτώσεις διπλής τοποθέτησης πρωτεϊνών µε µονοµερείς ακολουθίες είναι πολύ 
περισσότερες από ότι αυτών µε τις δυαδικές ακολουθίες (Carrie et al., 2009a).  Συνολικά, τα 
παραπάνω αποτελέσµατα αναδεικνύουν τη δυναµική εξέλιξη των πρωτεασών Lon ως προς 
την τοποθέτησή τους µέσα στο κύτταρο και φαίνεται ότι η πρωτεάση Lon1 βρίσκεται σε 
ενδιάµεσο στάδιο της εξέλιξης  που αφορά τη διπλή τοποθέτηση στα φυτικά οργανίδια.  

Τα πλαστίδια αλλάζουν τη µορφολογία τους ανάλογα µε τις περιβαλλοντικές 
συνθήκες που επικρατούν, αλλά και το αναπτυξιακό στάδιο στο οποίο βρίσκονται τα κύτταρα. 
Αρκετές πρωτεάσες έχει αναφερθεί οτι συµµετάσχουν στη διατήρηση της οµοιόστασης των 
πρωτεϊνών των πλαστιδίων, µε  πολύ σηµαντικό ρόλο κατά τη διάρκεια µετάβασης του ενός 
πλαστιδιακού τύπου στον άλλο. Παρόλο που ο ρόλος της πρωτεάσης Lon1 έχει αρκετά 
αποσαφηνισθεί όσον αφορά στη βιογένεση των µιτοχονδρίων, στη µετα-εµβυρακή ανάπτυξη 
και στην εγκαθίδρυση του σποροφύτου (Rigas et al., 2009a, b), χρειάζονται επιπλέον 
πειραµατικές παρατηρήσεις προκειµένου  
να διευκρινιστεί ο λειτουργικός της ρόλος στα πλαστίδια και στην ανάπτυξη των φυτών. 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Εικόνα 1. Σχηµατική απεικόνιση της υποκυτταρικής τοποθέτησης της πρωτεάσης Lon1 που 
εξαρτάται από την εναλλακτική έναρξη της µετάφρασης και καθορίζεται από την επιλογή δυο 
σηµείων έναρξης της µεταγραφής. 
 (A) µεταγράφηµα Lon µε δυο κωδικόνια έναρξης στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο, το οποίο λόγω 
εναλλακτικής έναρξης της µετάφρασης κωδικοποιεί τη µεγάλη πρωτεϊνική ισοµορφή Lon1L, µε 
τοποθέτηση στους χλωροπλάστες και τη µικρή ισοµορφή Lon1S, µε τοποθέτηση στα µιτοχόνδρια. 
(Β) Σε συνθήκες ανοξίας επικρατεί το µεταγράφηµα Lon1 που έχει µόνο το δεύτερο κωδικόνιο έναρξης 
της µετάφρασης, µε αποτέλεσµα την αποκλειστική σύνθεση της ισοµορφής που τοποθετείται στα 
µιτοχόνδρια. 
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4.b.1 Το γονίδιο Leukothea1 ανήκει στην οικογένεια των γονιδίων που περιέχουν το 
τµήµα PORR 

Σε πρωτεϊνικό επίπεδο, το γονίδιο Leuko1 (At5g62990) αποτελείται από τρεις 
κύριες δοµές. Το Ν-τελικό άκρο που περιλαµβάνει το πεπτίδιο συνθήµατος για τοποθέτηση 
στον χλωροπλάστη, το οποίο εκτείνεται από τo πρώτο έως το 60ο αµινοξύ), το τµήµα DUF 
860 (Domain of Unknown Function 860) µεγέθους 319aa (61 –380) και το C-τελικό άκρο 
µεγέθους 114aa (381–494aa). Το τµήµα DUF860 παρουσιάζεται αποκλειστικά σε γονίδια 
φυτικών οργανισµών και πρόσφατα αποτελέσµατα έδειξαν ότι έχει ένα µέχρι τώρα άγνωστο 
µοτίβο in vitro σύνδεσης µε το RNA (Kroeger et al., 2009). Συνεπώς το DUF860 
µετονοµάστηκε σε PORR (Plant Organelle RNA Recognition motif). Στο Arabidopsis thaliana 
υπάρχουν 15 οµόλογα γονίδια που περιέχουν αυτό το τµήµα PORR που ευθύνεται για την 
πρόσδεση της πρωτεΐνης σε οργανιδιακό RNA (Kroeger et al, 2009). Η πρωτεΐνη WTF1 του 
φυτού Zea mays που περιέχει το τµήµα PORR έχει αναφερθεί πως συµµετέχει στο µάτισµα 
των ιντρονίων της κατηγορίας ΙΙ των χλωροπλαστικών γονιδίων (group II intron splicing) 
(Kroeger et al, 2009). Οι πρωτεΐνες που περιέχουν το συγκεκριµένο τµήµα υπάρχουν 
αποκλειστικά στους φυτικούς οργανισµούς, ακόµα και στα πλέον αρχέγονα φυτά όπως είναι 
το βρυόφυτο Physcomitrella patens. Επειδή οι πρωτεΐνες αυτές παρουσιάζονται µόνο στα 
φυτά, είναι δεδοµένο ότι και η λειτουργία τους ή η δράση τους συµµετέχουν σε µηχανισµούς 
εξειδικευµένους για τα φυτά.  

 
 
4.b.2 Η πρωτεΐνη LEUKO1 τοποθετείται στο χλωροπλάστη αλλά µετακινείται εντός και 
εκτός του πυρήνα 

Πειραµατικά αποτελέσµατα από τη  σύντηξη της πρωτεΐνης µε YFP και 
µικροσκοπική παρατήρηση έδειξαν ότι η πρωτεΐνη Leuko1 τοποθετείται στους 
χλωροπλάστες εξαιτίας της παρουσίας  πεπτιδίου συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο για το 
χλωροπλάστη. Η ύπαρξη πεπτιδίου συνθήµατος επιβεβαιώνεται και από τα βιοϋπολογιστικά 
προγράµµατα πρόβλεψης υποκυτταρικής τοποθέτησης των πρωτεϊνών. Επίσης, είναι 
αξιοσηµείωτο το γεγονός ότι ο φθορισµός στο χλωροπλάστη εµφανίζει πρότυπο σε στίγµατα 
που µοιάζουν µε νουκλεοειδή των οργανιδίων τα οποία περιέχουν DNA, RNA και πρωτεΐνες 
(Sato et al. 1998; Terasawa and Sato, 2008). Οπότε πιθανώς η πρωτεΐνη Leuko1 να 
συµµετέχει σε σύµπλοκα πρωτεϊνών που συνδέονται µε νουκλεϊνικά οξέα. Η πρωτεΐνη 
Leuko1 εκτός του πεπτιδίου οδηγού για το χλωροπλάστη, έχει και σινιάλα εισόδου (Nuclear 
Localization Signal, NLS) και εξόδου (Nuclear Export Signal, NES) από τον πυρήνα του 
κυττάρου. Οι πρωτεΐνες που τοποθετούνται ταυτόχρονα στους χλωροπλάστες και τους 
πυρήνες έχουν ελάχιστα µελετηθεί, ενώ σχετικά πρόσφατα υπήρξαν αναφορές ανάλυσης 
πρωτεϊνών τέτοιου τύπου (Krause και Krupinska, 2009; Hammani et al., 2010) 

 Όταν η πρωτεΐνη YFP βρίσκεται στο N-άκρο της πρωτεΐνης Leuko1 
απενεργοποιείται το πεπτίδιο συνθήµατος και τότε η πρωτεΐνη Leuko1 εξαιτίας των τυπικών 
µονοµερών και διµερών NLS που περιέχει, τοποθετείται στον πυρήνα του κυττάρου και τις 
περισσότερες φορές ο φθορισµός εµφανίζεται σε στίγµατα. Το µοτίβο των NLS που 
περιέχονται δεσµεύεται από την Ιµπορτίνη-α (Kosugi et al. 1998). Ο µηχανισµός εισόδου της 
πρωτεΐνης Leuko1 µέσω του µηχανισµού της Ιµπορτίνης-α επιβεβαιώνεται από το γεγονός 
ότι όταν η Ιµπορτίνη-α1/α2 αποσιωπείται µέσω VIGS, τότε σε µεγάλο ποσοστό η πρωτεΐνη 
Leuko1 δεν τοποθετείται στον πυρήνα. Επιπρόσθετα, στην πρωτεΐνη Leuko1 υπάρχει και η 
χαρακτηριστική ακολoυθία σινιάλου εξόδου NES (Nuclear Export Signal) από τον πυρήνα.  
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Το σινιάλο NES συµφωνεί απόλυτα µε το τυπικό µοτίβο των NES και εµφανίζει 
µεγάλη οµολογία µε τα πειραµατικώς αποδεδειγµένα σινιάλα εξόδου, όπως είναι τα HIV-
1Rev (Malim et al., 1991), mPKIa (Wen et al., 1995) και το NES από την πρωτεΐνη Pap1 
(Kudo et al., 1999). Το σινιάλο NES της πρωτεΐνης Leuko1 έχει µεγάλη περιεκτικότητα στα 
αµινοξέα Ασπαρτικό και Γλουταµινικό οξύ που είναι αρνητικά φορτισµένα και συνήθως 
σχηµατίζουν α-έλικα, η οποία είναι απαραίτητη προϋπόθεση για να είναι λειτουργικό το 
σινιάλο NES. Η λεπτοµυκίνη Β είναι ένας ισχυρός αναστολέας της εξόδου των πρωτεϊνών 
από τον πυρήνα (Nishi et al.,1994, Kudo et al. 1998, Kudo et al. 1999). Η λεπτοµυκίνη Β 
προκαλεί αναστολή της πρωτεΐνης CRM1/exportin 1, η οποία είναι υπεύθυνη για την 
αναγνώριση πρωτεϊνών µε NES και για την έξοδό τους από τον πυρήνα (Fornerod et al., 
1997, Fukuda et al., 1997, Ossareh-Nazari et al., 1997). Ενώ η κατασκευή 35S::Leuko11-

173:YFP:Leuko1174-494 τοποθετείται στους χλωροπλάστες, η εφαρµογή λεπτοµυκίνης Β είχε 
σαν αποτέλεσµα τη τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 ταυτόχρονα στον πυρήνα και τους 
χλωροπλάστες. Συνεπώς, η πρωτεΐνη Leuko1 έχει την πληροφορία να εισέρχεται και να 
εξέρχεται από τον πυρήνα, καθώς και το πεπτίδιο συνθήµατος για την τοποθέτησή της στους 
χλωροπλάστες (Εικόνα 2).  

 
 
4.b.3 Η αποκλειστική τοποθέτηση της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα συµπληρώνει 
το φαινότυπο της µετάλλαξης leuko1-1 

Το έλλειµµα της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα, το οποίο δηµιουργείται εξαιτίας 
της ισχυροποίησης του σινιάλου εξόδου (NES) από την αµινοξική υποκατάσταση G373→D, 
φαίνεται να ευθύνεται για το φαινότυπο του µεταλλάγµατος leuko1-1. ∆ηµιουργώντας την 
κατάλληλη κατασκευή, δηλαδή αφαιρώντας το πεπτίδιο-συνθήµατος για το χλωροπλάστη, 
και µετασχηµατίζοντας τα µεταλλάγµατα leuko1-1 έγινε εφικτή η αποκλειστική τοποθέτηση 
της πρωτεΐνης Leuko1 στον πυρήνα των κυττάρων. Το αποτέλεσµα ήταν η συµπλήρωση του 
φαινοτύπου του µεταλλάγµατος leuko1-1, το οποίο επιβεβαιώνει τη θεωρία ότι η έλλειψη της 
πρωτεΐνης από τον πυρήνα δηµιουργεί το µορφολογικό πρόβληµα στον εµβρυακής 
καταγωγής ιστό, που είναι οι κοτυληδόνες.  

Το παραπάνω αποτέλεσµα, η αποδεδειγµένη είσοδος και έξοδος της πρωτεΐνης 
Leuko1 στον πυρήνα, καθώς και η παρουσία µη-ώριµων πυρηνικών mRNA στο θνησιγόνο 
µετάλλαγµα leuko1-2, αναδεικνύουν τον κρίσιµο ρόλο της πρωτεΐνης στο µηχανισµό 
επεξεργασίας συγκεκριµένων mRNA στον πυρήνα.   

 
 

4.b.4 Πιθανός ρόλος της πρωτεΐνης Leuko1  
Οι χλωροπλάστες έχουν προέλθει από τα κυανοβακτήρια εξαιτίας της 

ενδοσυµβίωσης. Στην πορεία της εξέλιξης όµως, πραγµατοποιήθηκε µεταφορά γενετικής 
πληροφορίας από τα οργανίδια στον πυρήνα (Dyall et al., 2004). Η πρωτεΐνη Leuko1 
πιθανώς να είναι αποτέλεσµα αυτής της µεταφοράς και για αυτό το λόγο φαίνεται να έχει ένα 
διττό ρόλο στον πυρήνα και το χλωροπλάστη. Μάλιστα, ο ρόλος της πρωτεΐνης στον πυρήνα 
ενδέχεται να συσχετίζεται µε λειτουργικούς µηχανισµούς που αφορούν το χλωροπλάστη. Η 
πρωτεΐνη Leuko1 περιέχει το τµήµα PORR (Plant Organelle RNA Recognition) το οποίο 
συµµετέχει στο µάτισµα των ιντρονίων της οµάδας ΙΙ των χλωροπλαστικών γονιδίων (group II 
intron splicing) (Kroeger et al, 2009). Οπότε ο λειτουργικός της ρόλος στο χλωροπλάστη 
µάλλον είναι επεξεργασία των οργανιδιακών µεταγραφηµάτων, όπως είναι και το µάτισµα 
των ιντρονίων.  Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν στο 
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µετάλλαγµα leuko1-2 ενισχύουν την παραπάνω υπόθεση.  Στο µετάλλαγµα leuko1-2 (T-DNA 
ένθεση) η πρωτεΐνη Leuko1 απουσιάζει εντελώς. Τα γονίδια At1g03160 και At5g67660 
συνεκφράζονται µε το γονίδιο Leuko1, διαθέτουν πεπτίδιο συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο για 
τοποθέτηση στον χλωροπλάστη και τα ιντρόνια τους παρουσιάζουν χαρακτηριστικά 
παρόµοια µε τα ιντρονία της οµάδας ΙΙ χλωροπλαστικών γονιδίων, κοινώς πληρούν τις 
απαραίτητες προϋποθέσεις για να θεωρηθούν πιθανά υποστρώµατα της Leuko1. Τα 
µεταγραφήµατα των δύο γονιδίων στο µετάλλαγµα leuko1-2 έχουν ιντρόνια τα οποία δεν 
έχουν αποκοπεί σε αντίθεση µε τα φυτά αγρίου τύπου και το µετάλλαγµα leuko1-1(EMS). 
∆ηλαδή το µάτισµα των mRNA των παραπάνω γονιδίων δεν είναι λειτουργικό όταν δεν 
υπάρχει η πρωτεΐνη Leuko1. Τα γονίδια αυτά συνεκφράζονται µε το γονίδιο Leuko1, 
διαθέτουν πεπτίδιο συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο για τοποθέτηση στον χλωροπλάστη και τα 
ιντρόνια τους παρουσιάζουν χαρακτηριστικά παρόµοια µε τα ιντρονία της οµάδας ΙΙ 
χλωροπλαστικών γονιδίων. 

Αρχικά το µάτισµα ιντρονίων της οµάδας ΙΙ χλωροπλαστικών γονιδίων είχε 
χαρακτηρισθεί ως αυτοκαταλυτικό σύστηµα χωρίς τη συµµετοχή ενζυµικών συµπλόκων. 
Πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι είναι αναγκαία η συµµετοχή πρωτεϊνικών συµπλόκων 
προκειµένου να πραγµατοποιηθεί (Longevialle et al., 2010). O µηχανισµός µατίσµατος των 
ιντρονίων της οµάδας ΙΙ παρουσιάζεται στα βακτήρια, στα αρχαία και στα ευκαρυωτικά 
οργανίδια (Chalamcharla et al., 2010) και είναι αρκετά όµοιος µε το µηχανισµό µατίσµατος 
των προ-mRNA του πυρήνα. Για αυτό το λόγο, προτείνεται ότι ο µηχανισµός µατίσµατος των 
ιντρονίων της κατηγορίας ΙΙ είναι εξελικτικά ο πρόγονος του µηχανισµού µατίσµατος που 
συµβαίνει στον πυρήνα (Cech, 1986; Cavalier-Smith, 1991; Sharp, 1991; Lynch και 
Kewalramani, 2003; Martin and Koonin 2006; Roy and Gilbert 2006). Μάλιστα, έχει δειχθεί ότι 
το κατηγορίας ΙΙ ιντρόνιο του γονιδίου Ll.LtrB από το βακτήριο Lactococcus lactis έχει τη 
δυνατότητα να υποστεί µάτισµα από το µηχανισµό των προ-mRNA του πυρήνα στον 
ευκαρυώτη Saccharomyces cerevisiae (Chalamcharla et al., 2010).  

Συνεπώς, είναι πιθανό η πρωτεΐνη Leuko1 να συµµετέχει ταυτόχρονα σε δύο 
αποµακρυσµένους µηχανισµούς επεξεργασίας των mRNA οι οποίοι όµως έχουν κοινά 
χαρακτηριστικά και συνδέονται εξελικτικά. Ο ένας είναι ο µηχανισµός µατίσµατος των 
ιντρονίων της κατηγορίας ΙΙ στους χλωροπλάστες και ο δεύτερος που εδράζεται στον 
πυρήνα, µάλλον είναι ένας διαφορετικός µηχανισµός µατίσµατος από το µηχανισµό των προ-
mRNΑ, ο οποίος φαίνεται να έχει παρόµοια χαρακτηριστικά µε το µηχανισµό µατίσµατος των 
ιντρονίων της κατηγορίας ΙΙ.   Λόγω της ενδοσυµβίωσης και της µεταφοράς γενετικού υλικού 
από τους ενδοσυµβιώτες στον πυρήνα του κυττάρου, προτείνεται ότι µεταφέρθηκαν 
παράλληλα και µηχανισµοί επεξεργασίας των mRNA, συστατικό των οποίων αποτελεί η 
πρωτεΐνη Leuko1.   

 Έτσι, η πρωτεΐνη Leuko1 υπό συνθήκες µπορεί να τοποθετηθεί ταυτόχρονα στον 
πυρήνα και στο χλωροπλάστη. Η λειτουργία της στον πυρήνα συσχετίζεται µε την 
επεξεργασία mRNA που κωδικοποιούν πρωτεΐνες που σχετίζονται άµεσα µε το 
χλωροπλάστη. Εναλλακτικά, δεν µπορεί να αποκλειστεί το ενδεχόµενο η πρωτεΐνη Leuko1 
να εξέρχεται από το χλωροπλάστη, ώστε στην συνέχεια να οδηγηθεί στον πυρήνα, αφού δεν 
έχει πλέον το πεπτίδιο συνθήµατος (Εικόνα 2). Σε αυτή την περίπτωση υπάρχει επικοινωνία 
πυρήνα-χλωροπλάστη, πιθανώς για τη συντονισµένη επεξεργασία των mRNA στα δύο 
διαµερίσµατα.  

Είναι απαραίτητο να πραγµατοποιηθούν επιπλέον πειράµατα για να αποσαφηνιστεί 
ο ρόλος της πρωτεΐνης Leuko1 και η σχέση  της µε τη προγραµµατισµένη ανάπτυξη του 
φυτού στο εµβρυακό στάδιο. Τα πειράµατα αυτά θα αφορούν τη µετακίνηση της πρωτεΐνης 
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ανάµεσα  στον πυρήνα και στον χλωροπλάστη, καθώς και ποιοι είναι οι πρωτεϊνικοί 
παράγοντες που συνδέονται µε την πρωτεΐνη Leuko1 προκειµένου να επιτευχθεί η λειτουργία 
της. Μία άλλη πειραµατική προσέγγιση που χρειάζεται, είναι να ερευνηθούν ποιοι είναι οι 
στόχοι mRNA της Leuko1 στον πυρήνα και το χλωροπλάστη και πως πραγµατοποιείται η 
επεξεργασία αυτών των mRNA. Όλα τα παραπάνω θα φωτίσουν το ρόλο της Leukothea και 
θα συµπληρώσουν τα κενά που υπάρχουν στην εξέλιξη των µηχανισµών µατίσµατος και 
πως αυτοί καθορίζουν την πρόδροµη ανάπτυξη του φυτικού οργανισµού.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Εικόνα 2.  Μοντέλο ενδοκυτταρικής µετακίνησης της πρωτεΐνης Leuko1.  
Η πρωτεΐνη Leuko1 µπορεί να τοποθετηθεί ταυτόχρονα στον πυρήνα και το χλωροπλάστη. Η πρωτεΐνη 
Leuko1 εισάγεται στον πυρήνα εξαιτίας της αναγνώρισης των µονοµερών και διµερών σινιάλων NLS 
από το σύστηµα Ιµπορτίνης-α1/2 του πυρηνικού φακέλου. Από τον πυρήνα η πρωτεΐνη Leuko1 
εξέρχεται στο κυτταρόπλασµα εξαιτίας της αναγνώρισης του σινιάλου NES από το µηχανισµό 
CRM1/Exportin1. Γενικά, η πρωτεΐνη Leuko1 που βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα είτε από τη de novo 
σύνθεση της, είτε λόγω της εξόδου της από τον πυρήνα, εξαιτίας της αναγνώρισης του πεπτιδίου 
συνθήµατος στο Ν-τελικό άκρο από τους µηχανισµούς εισαγωγής του χλωροπλάστη ΤΟΜ/ΤΙΜ 
εισέρχεται στο οργανίδιο. Υπάρχει και η πιθανότητα υπό ιδιαίτερες συνθήκες η πρωτεΐνη Leuko1 να 
εξέρχεται από το χλωροπλάστη, χωρίς το πεπτίδιο οδηγό  το οποίο έχει προηγουµένως αποκοπεί, και 
στη συνέχεια να εισέρχεται στον πυρήνα.   
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Organism Gene Accession Number Database Prediction a AAA b SSDc 
Bacteria 

Escherichia coli EcLon AAC36871  NCBI  310 - 584 496 - 606 
Agrobacterium tumefaciens  Atu1261 AAK87056  NCBI  312 - 585 498 - 607 

Sinorhizobium meliloti  n.a. AF167159  NCBI  313 - 586 499 - 608 
Rhizobium leguminosarum  n.a. YP_767294  NCBI  312 - 585 498 - 607 

Pseudomonas syringae n.a. AAM97840 NCBI  306 - 579 492 - 601 
Pseudomonas fluorescens n.a. AAF65564  NCBI  306 - 579 492 - 601 
Pseudomonas aeruginosa  n.a. AAG05192  NCBI  306 - 579 492 - 601 

Fungi 
Saccharomyces cerevisiae  PIM1 P36775 NCBI mitochondrion 586 - 915 774 - 937 

Schizosaccharomyces pombe n.a. CAA91071 NCBI mitochondrion 532 - 846 719 - 868 
Yarrowia lipolytica  n.a. CAG78709  NCBI mitochondrion 611 - 956 799 - 978 
Candida glabrata n.a. CAG60847  NCBI mitochondrion 451 - 807 639 - 829 

Aspergillus oryzae n.a. BAE59916  NCBI mitochondrion 563 - 890 750 - 912 
Erwinia amylovora n.a. CAA54779  NCBI mitochondrion 310 - 584 496 - 606 

Plants 
Arabidopsis thaliana AtLon1 At5g26860 / NP_568490  NCBI mitochondrion 418 - 743 605 - 765 

 AtLon2 At5g47040 / NP_568675  NCBI peroxisome 631 - 683 549 - 706 
 AtLon3 At3g05780 / NP_566258  NCBI mitochondrion 401 - 730 588 - 752 
 AtLon4 At3g05790 / NP_566259 NCBI mitochondrion 410 - 748 598 - 770 

Zea mays ZmLon1 AAC50011  NCBI peroxisome 362 - 681 550 - 704 
 ZmLon2 AAC50021  NCBI mitochondrion 409 - 765 596 - 787 

Triticum aestivum Lon1 AAS19619  NCBI peroxisome 363 - 682 551 - 705 
Medicago truncatula n.a. ABE88289  NCBI mitochondrion 589 - 946 776 - 968 

Oryza sativa LOC_Os03g19350 LOC_Os03g19350 TIGR mitochondrion 360 - 749 547 - 771 
 LOC_Os07g48960 LOC_Os07g48960 TIGR mitochondrion 422 - 777 609 - 799 
 LOC_Os09g36300 LOC_Os09g36300 TIGR peroxisome 361 - 680 549 - 703 

Populus trichocarpa eugene3.00130080 eugene3.00130080 JGI mitochondrion 433 - 800 620 - 822 
 eugene3.01330113 eugene3.01330113 JGI mitochondrion 433 - 800 620 - 822 
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 n.a. Poptr1_1:827676 JGI peroxisome 367 - 689 555 - 712 
 n.a. Poptr1_1:836320 JGI peroxisome 367 - 689 555 - 712 

Animals 
Apis meliffera n.a. XP_392970  NCBI mitochondrion 495 - 769 682 - 771 

Drosophlia melanogaster  CG8798 AAF49134  NCBI mitochondrion 500 - 774 687 - 796 
Homo sapiens Lon1 NP_004784  NCBI mitochondrion 477 - 751 664 - 773 

 Lon2 NP_113678  NCBI peroxisome 329 - 643 516 - 665 
Bos taurus n.a. BAD91492 NCBI mitochondrion 478 - 752 665 - 774 

Xenopus laevis n.a. AAI10948 NCBI peroxisome 333 - 647 520 - 669 
Mus musculus n.a. AAN85210  NCBI mitochondrion 466 - 740 635 - 762 

 n.a. NP_080103  NCBI peroxisome 329 - 643 516 - 665 

Rattus norvegicus n.a. BAB62423  NCBI mitochondrion 467 - 741 654 - 763 
 

Πίνακας Α1. Οµόλογα της Lon πρωτεάσης σε µικρόβια, φυτικά και ζωικά είδη. 

Συντµήσεις:  

NCBI (National Center for Biotechnology Information)                             http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
TIGR (The Intitute for Genomic Research)                                                      http://www.tigr.org/ 
JGI (DOE Joint Genome Institute)                                                                      http://genome.jgi-
psf.org/programs/plants/index.jsf 
ENSEMBL (WTSI / EBI)                                                                                             http://www.ensembl.org/index.html 

 
 

 n.a. Q3MIB4_RAT  ENSEMBL peroxisome 329 - 643 516 - 665 
n.a. not available 
a Prediction of protein subcellular localization 
b The coordinates of the AAA module were defined based on EcLon (Rotanova et al., 2006). 
c The SSD domain was defined as previously described (Smith et al., 1999). 
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Πίνακας Α2. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη της έκφρασης των Lon µεταγραφηµάτων. 

Gene AGI 

Primer Sequence 

Tm Cycles a gDNAb cDNAb Forward Reverse 

GAPDH At3g04120 

5’-
GCCAAGAAGGTTGTTATCTCTGCCC-
3’ 5’-GCTCGACCTGTTGTCGCCAACG-3’ 57 21 811 547 

AtLon1L At5g26860 
[F1]: 5’-
GCCTTTAAAATTGGGGTTTTGC-3’ 

5’-
GAAGAAAGCACGATGACCCAACGAAGTAG-
3’ 

56 25 333 333 

AtLon1S At5g26860 

[F2]: 5’-
CCACCATGTTAAAGCTCTTCACTTC-
3’ 56 21 167 167 

AtLon4 At3g05790 

5’-
ATCTCGATGTTCCTATTGACTTATC-
3’ 5’-AATTCTAGGCACTTCGGTGGATG-3’ 54 33 690 350 

a Number of cycles corresponding to the logarithmic phase of amplification for each transcript 

b PCR product size in bp 
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Πίνακας Α3. Lon1 και Lon4 πρωτεάσες φυτικών οργανισµών. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organism Gene Annotation Number Database 
    a.a 
length 

Arabidopsis thaliana AtLon1  At5g26860 NCBI 985 
  AtLon4  At3g05790 NCBI 942 

Arabidopsis lyrata AlLon1  ARALYDRAFT_489519 NCBI 991 
  AlLon4  ARALYDRAFT_477873 NCBI 940 

Populus trichocarpa  PtrLon1   POPTR_0005s01760 JGI 1013 
  PtrLon4  POPTR_0013s01030 JGI 968 

Carica papaya CrpLon1 gene evm.TU.supercontig_48.159 JGI 930 
Theobroma cacao ThcLon1 CGD0022449 JGI 1042 

Oryza sativa OsLonA  Os03g19350 NCBI 948 

  OsLonB  Os07g48960 NCBI 976 
Zea mays ZmLon GRMZM2G113056 JGI 980 

Brachypodium distachyon  BradiLon Bradi1g17070 JGI 994 

Selaginella moellendorffii SelmLon SELMODRAFT_30426  JGI 1114 

Saccharomyces cerevisiae Pim1 P36775 NCBI 1133 

Thalassiosira pseudonana ThasLon  CCMP1335 NCBI 985 
Escherichia coli EcLon AAC36871 NCBI 784 
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Συντµήσεις:  
NCBI (National Center for Biotechnology Information)                             http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
JGI (DOE Joint Genome Institute)                                                                      http://genome.jgi-
psf.org/programs/plants/index.jsf 

 

 

Εικόνα Α1.  Πολλαπλή ευθυγράµµιση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των γονιδίων Lon1 και Lon4 των Arabidopsis thaliana και 
Arabidopsis lyrata.  

Η περιοχή χωρίζεται στο τµήµα I το οποίο περιέχει το 5’-UTR (150 νουκλεοτίδια), στο τµήµα II που αποτελείται από την περιοχή ανάµεσα 
στα δύο AUG και στο τµήµα III που ξεκινά αµέσως µετά το δεύτερο AUG και επεκτείνεται στα 150 νουκλεοτίδια.  Τα όρια για κάθε τµήµα 
παριστάνονται µε ανεστραµµένο τρίγωνο και τα AUG βρίσκονται µέσα στο διακεκοµµένο πλαίσιο. Ο αστερίσκος υποδεικνύει τη θέση της 
Θυµίνης η οποία διακόπτει το ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο, δηµιουργώντας το κωδικόνιο λήξης TGA.  
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Εικόνα Α2. ∆ευτεροταγής δοµή του 5’-άµινου τελικού άκρου του Arabidopsis thaliana Lon1 mRNA.  

Χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα Mfold στα πρώτα 223 νουκλεοτίδια αρχίζοντας από το 38nt ανωφορικά του πρώτου AUG το οποίο 
αντιστοιχεί στην θέση έναρξης της µεταγραφής. Η περιοχή περιλαµβάνει τα δύο AUG στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο (εκλείψεις). Φανερή είναι 
η “χαλαρή” δοµή στην περιοχή των κωδικονίων έναρξης της µετάφρασης.  
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Πίνακας Β1. Ορθόλογα της πρωτεΐνης Leukothea στα διάφορα φυτικά είδη. 

Organism Annotation number Database 
a.a. 

length 

Arabidopsis thaliana At5g62990 NCBI 494 

Arabidopsis lyrata XP_002864830.1 NCBI 492 

Mimulus gatatus mgv1a026990m.g JGI 518 

Medicago truncatula Medtr3g105870 JGI 491 

Populus trichocarpa XP_002302898.1 NCBI 483 

Ricinus communis XP_002523214.1 NCBI 475 

Vitis vinifera XP_002265738.1 NCBI 485 

Sorghum bicolor XP_002463681.1 NCBI 504 

Hordeum vulgare BAJ92503 NCBI 511 

Oryza sativa a NP_001052443.1 NCBI 502 

Oryza sativa b EAZ30183 NCBI 529 

Selaginella moellendorffii 438174 JGI 480 

Physcomitrella patens Pp1s33_98V6 JGI 481 
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Πίνακας Β2. Οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη της έκφρασης  

Gene AGI 

Primer Sequence  

Tm Cycles a gDNAb cDNAb Forward  Reverse  

Leuko1 At5g62990 
5’- 

AACGCGTAAGCTCCAGAAGCTACTAATG 
-3’ 

5’-AGAATAGCTCTGGATGTCTC-3’ 56 29 535 535 

PetB AtCG00720 5’- TTCGAAGAACGTCTTGAGATTCAG -3’ 
5’-AAAAGCTTCAGTAACGGTTGGAC-

3’ 
56 

20 178 178 

PetD AtCG00730 5’- TTAGCTAAAGGTATGGGTCACA-3’ 5’-CCAAAGGAGTTGCAAAAGGAT-3’ 56 20 169 169 

Rpl2-2 AtCG01310 
5’- 

GGCCATACATAATATAGAAATCACACT-3’ 
5’-AACATTTCCCACTTGTCCGACTGT-

3’ 
56 

20 145 145 

PsbB AtCG00680 5’- GTGTTTTCTGGTTTGTGCTTCTTG -3’ 5’- GTTGTACCTTTCCGGTTAGTCC-3’ 56 20 238 238 

FZO-like 
GTPase 

At1g03160 5’- TCACGTTTCTGTGCTACTCTGACTT -3’ 5’- TTTTCCACTGCTGTGTGTACCG -3’ 55 40 910 270 

At1g67660 At1g67660 
5’- GAT-GAT-GAT-GAG-GCT-AGT-TCA-

AGT -3’ 

5’- 
GAGTGATGAGTGATAAAGCAGTAGA-

3’ 
55 40 690 280 

 

a Number of cycles corresponding to the logarithmic phase of amplification for each transcript 

b PCR product size in bp 
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H αντίδραση RT πραγµατοποιήθηκε µε τους παρακάτω εκκινητές:  

Leuko1-RT (GUSTGAR): 5’- AAGTCGACCCATGATTCCACAGCACTATTTGC -3’ 

PetB-RT: 5’- AATACCTTGCTTACGTATCATTAGG -3’ 

PetD-RT: 5’- TGTTGCTCCAATACCTAACCACAG -3’ 

Rpl2-2-RT: 5’- TCTTCTTCCAAGTGCAGGATAACC -3’ 

PsbB-RT: 5’- GCGGACGAACACTAAGATGGAA -3’ 

FZO-like GTPase-RT: 5’- CTG-TAT-TAA-GCA-ACT-TCC-GTG-T -3’ 

At1g67660-RT: 5’- GGG-ATG-AGC-AAA-TGG-TGA-AAT-GG -3’
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Εικόνα Β1. Υποκυτταρική τοποθέτηση της κατασκευής σύντηξης 35S::YFP:Leuko11-494 
σε πυρήνες  κυττάρων.  
Η τοποθέτηση της κατασκευής 35S::YFP:Leuko11-494  εµφανίζεται µε διακριτά στίγµατα µέσα 
στον πυρήνα τα οποία πιθανώς αποτελούν πυρηνικά σωµάτια (nuclear bodies). Κλίµακα: 
2µm 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα Β1. Μετασχηµατισµένα φύλλα καπνού στα οποία έχουν αποσιωπηθεί τα 
γονίδια (A) Ιµπορτίνη α1/α2 και (Β)  PDS (Phytoene Desaturase Gene).  
Τα φύλλα εξαιτίας της αποσιώπησης του γονιδίου PDS που ελέγχει τη βιοσύνθεση των 
χλωροφυλλών, εµφανίζονται χλωρωτικά. 
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