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The HSP90 system is an abundant and highly conserved molecular 

chaperone, with key roles in many pathways ranging from cellular 

homeostasis and signal transduction to development. However, its 

engagement in developmental pathways is poorly understood in plants. 

Since there are several members of the Hsp90 gene family, an RNAi 

approach was employed in Arabidopsis to comprehensively investigate the 

function of HSP90 proteins in a tissue specific manner. The LFY::HSP90RNAi 

lines lost their competence to flower suggesting that Hsp90 silencing 

compromise the regulatory network that controls the timing and/or the 

ability of flowering. However, short heat-shock treatments alleviated the 

LFY::HSP90RNA  interference and flower-like structures were able to develop 

into flowers. These Hsp90 knockdown lines exhibited late flowering and were 

chosen for further analysis. Subsequent generations showed extreme bud 

and flower phenotypes while flowering time was highly affected in light-

dependent manner. Many of the key components of flowering pathways were 

disturbed. Even though transgenic DNA samples showed modifications on 

the methylation status of the 5SrRNA sequence and the LFY promoter, 

perturbed flowering proceeded under normal growing conditions. BiFC and 

yeast-2-hybrid approaches demonstrated that HSP90s interact with two 

major flowering pathway integrators, SOC1 and AGL24.  

These findings reveal that deficiency in the HSP90 chaperone 

machinery disrupts the reproductive cycle and degrades the epigenetic 

control. The HSP90 buffering capacity impairment to the point of 

canalization distortion is discussed. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Το σύστηµα των HSP90 πρωτεϊνών αποτελεί ένα άφθονο και υψηλά 

συντηρηµένο σύστηµα µοριακού συνοδού, το οποίο διαδραµατίζει εξέχοντες 

ρόλους σε πληθώρα βιολογικών διαδικασιών που κυµαίνονται από την 

κυτταρική οµοιόσταση και τη µετάδοση σήµατος µέχρι την ανάπτυξη. Παρ’ όλα 

αυτά, η εµπλοκή του στα αναπτυξιακά µονοπάτια των φυτών  δεν έχει καταστεί 

ακόµα πλήρως κατανοητή.  
Η παρούσα εργασία ασχολείται µε το πώς η εξασθένηση της ρυθµιστικής 

ικανότητας των HSP90 προκαλεί παραµόρφωση στην καναλοποίηση της 

ανάπτυξης. 

Στο φυτό Arabidopsis η οικογένεια των HSP90 πρωτεϊνών αποτελείται 

από αρκετά µέλη. Χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της RNA γονιδιακής 

αποσιώπησης προκειµένου να καταστεί δυνατή η µελέτη της λειτουργίας των 

HSP90 πρωτεϊνών σε συγκεκριµένο αναπτυξιακό και ιστοειδικό στάδιο. Οι 

LFY::HSP90RNAi σειρές έχασαν την ικανότητά τους να ανθίζουν, κατάσταση 

που δηλώνει ότι η αποσιώπηση των Hsp90 γονιδίων  διατάραξε τα ρυθµιστικά 

δίκτυα που ελέγχουν το χρόνο και/ή την ικανότητα της άνθισης. Όµως,  

βραχυπρόθεσµες εφαρµογές θερµικών σοκ  ανέστρεψαν την LFY::HSP90RNA  

αποσιώπηση και σε ορισµένεις σειρές οι ανθόµορφες δοµές που σχηµατίστηκαν 

µπόρεσαν να εξελιχθούν σε άνθη. Αυτές οι LFY::HSP90RNAi σειρές  

επιλέχτηκαν για περαιτέρω ανάλυση. Οι επικείµενες γενιές παρουσίασαν  

εξαιρετικά δραµατικούς φαινότυπους τόσο στα κλειστά όσο και στα ανοιχτά 

άνθη. Επίσης, η εφαρµογή διαφόρων συνθηκών φωτοπεριόδου επηρέασε 

εξαιρετικά το χρόνο άνθισης. Πολλά από τα βασικά συστατικά των µονοπατιών 

της άνθισης διαταράχθηκαν. Αν και τα αποµονωµένα DNA δείγµατα από τις 

διαγονιδιακές σειρές έδειξαν  τροποποιήσεις στο πρότυπο µεθυλίωσης των 

φυτών τόσο στην 5SrRNA ακολουθία όσο και στον LFY προαγωγέα, η άνθιση, 

παρ’ ότι διαταραγµένη, προάγεται κάτω από κανονικές συνθήκες ανάπτυξης. Οι 

τεχνολογικές προσεγγίσειςτων BiFC και yeast-2-hybrid απέδειξαν ότι  οι 

HSP90s αλληλεπιδρούν µε δύο κυρίαρχους ρυθµιστές και µεσολαβητές της 

άνθισης, SOC1 and AGL24.  

Τα ευρήµατα αυτά αποκαλύπτουν ότι  η ανεπάρκεια του συστήµατος του  

HSP90 µοριακού συνοδού  διασπά των αναπαραγωγικό κύκλο των φυτών και  

αλλοιώνει τον επιγενετικό έλεγχο.  
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1.α. Μοριακοί συνοδοί 
 
 
Οι µοριακοί συνοδοί είναι πρωτεϊνικά σύµπλοκα που συµµετέχουν, 

διευκολύνουν και ρυθµίζουν τις αλλαγές στη διαµόρφωση πλείστων πρωτεϊνών, χωρίς 
όµως να παρέχουν πληροφορίες σχετικά µε την τελική δοµή των πρωτεϊνών αυτών. Οι 
µοριακοί συνοδοί προσδένονται και σταθεροποιούν τις διαµορφώσεις των πρωτεϊνών-
‘πελατών’ τους και µέσα από κύκλους πρόσδεσης και απελευθέρωσης µπορούν να 
συνεισφέρουν στην τελική ορθή διαµόρφωση των πρωτεϊνών αυτών και να µειώσουν τη 
συσσωµάτωσή τους (Dobson 2004). Μέσω του µηχανισµού αυτού, οι µοριακοί συνοδοί 
διαδραµατίζουν ουσιαστικό ρόλο σε πολλές κυτταρικές διαδικασίες. Αναλυτικά, 
κατέχουν κυρίαρχο ρόλο στην αναδίπλωση των πρωτεϊνών, εµπλέκονται στη de novo 
σύνθεση πολυπεπτιδίων (Hartl and Hayer-Hartl 2002), λειτουργούν ως µεταφορείς 
διαµέσω µεµβρανών (Rapoport 2007) και συµµετέχουν στην αναδίπλωση πρωτεϊνών 
που έχουν µετουσιωθεί από ποικίλες περιβαλλοντικές καταπονήσεις  (Nollen and 
Morimoto 2002). Επίσης, λαµβάνουν µέρος στη συναρµολόγηση ολιγοµερών και 
αποσυναρµολόγηση πρωτεϊνικών συµπλόκων, ελέγχοντας µε αυτόν τον τρόπο την 
αλλαγή µεταξύ ενεργής και ανενεργής διαµόρφωσης των πρωτεϊνών-‘πελατών’, την 
ενδοκυτταρική µεταφορά και την ποιότητα και αποικοδόµηση των πρωτεϊνών αυτών 
(Ellis 2006).  

Η λειτουργική δοµή µιας πρωτεΐνης είναι µία από τις πολυάριθµες µορφές 
που µπορούν να υιοθετηθούν από ένα πολυπεπτίδιο µήκους µερικών εκατοντάδων 
αµινοξέων. Οι µερικώς µη λειτουργικές δοµές των µη ώριµων πρωτεϊνών µπορούν να 
προκληθούν σε δύο περιπτώσεις: κατά τη διάρκεια κ αµέσως µετά τη σύνθεση των 
πρωτεϊνών, ή µετά από αποσταθεροποίηση µιας ώριµης πρωτεΐνης. Επίσης, η δοµική 
σταθερότητα των πρωτεϊνών µπορεί να αλλάξει λόγω λαθών κατά τη µεταγραφή ή τη 
µετάφραση. Οι καταστάσεις αυτές οδηγούν σε αλλοίωση των πρωτεϊνών, οι οποίες 
‘µαρκάρονται’  µέσω της ουµπικουτινίωσης και στη συνέχεια οδηγούνται στα 
πρωτεασώµατα για αποικοδόµηση (Glickman and Ciechanover 2002). Βέβαια, η 
ακρίβεια µε την οποία τα κυτταρικά συστήµατα επιτυγχάνουν να αναγνωρίσουν τις 
λανθασµένες δοµές και η ικανότητα µε την οποία µπορούν να διαχωρίσουν τις 
πρωτεΐνες αγρίου τύπου που παροδικά βρίσκονται σε κατάσταση εσφαλµένης 
αναδίπλωσης από τις πρωτεΐνες που έχουν εσφαλµένη αναδίπλωση λόγω µετάλλαξης, 
δεν έχει ξεκαθαριστεί πλήρως ακόµα. Τόσο στους προκαρυωτικούς όσο και στους 
ευκαρυωτικούς οργανισµούς, οι µοριακοί συνοδοί συχνά θεωρούνται ανταγωνιστές των 
πρωτεασών καθώς και οι δύο αυτές κατηγορίες ενζύµων αναγνωρίζουν 
αποσταθεροποιηµένες πρωτεΐνες (Tomala and Corona, 2008). Η επικρατέστερη 
υπόθεση είναι ότι οι µοριακοί συνοδοί συνεργάζονται ενεργητικά µε το σύστηµα 
αποικοδόµησης του πρωτεασώµατος στην επιλογή δοµικά ασταθών πρωτεϊνών που 
τελικά θα αποικοδοµηθούν (Esser et al 2004, Arndt et al 2007).          

Οι µοριακοί συνοδοί απαντώνται συνήθως σε  µεγάλη αφθονία µέσα στα 
κύτταρα και πολύ πιθανόν να προσδένονται παροδικά σε ελαττωµατικές πρωτεΐνες 
προάγοντας την αναδίπλωσή τους και παρεµποδίζοντας έτσι την αποικοδόµησή τους 
(Wickner et al 1999). Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς ειδικότερα, οι µοριακοί 
συνοδοί, που είναι σε µεγάλο βαθµό οµόλογοι µε τους αντίστοιχους των βακτηρίων, 
είναι περισσότεροι σε αριθµό. Επίσης, είναι πιο εξειδικευµένοι και µπορούν να 
χωριστούν σε δύο µεγάλες κατηγορίες: αυτοί που είναι ενεργοί σε συνθήκες 
καταπόνησης και αυτοί που συσχετίζονται µε την παραγωγή και ωρίµανση νέων 
πρωτεϊνών. ∆ηλαδή µπορούµε να πούµε ότι η πρώτη κατηγορία συσχετίζεται µε την 
απόκριση σε καταστάσεις καταπόνησης, ενώ η δεύτερη µε την ένταση της µετάφρασης 
(Albanese et al 2006).  

Έχουν χαρακτηριστεί πάνω από 20 διαφορετικές οικογένειες πρωτεϊνών µε 
την ιδιότητα του µοριακού συνοδού, οι οποίες είναι συντηρηµένες σε όλο το σύνολο των 
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προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών οργανισµών.  Μείζονος σηµασίας αποτελούν οι 
οικογένειες µοριακών συνοδών που επάγονται κάτω από συνθήκες καταπόνησης και 
κυρίως θερµικής καταπόνησης. Ονοµάζονται ‘θερµοεπαγόµενες πρωτεΐνες’ (HSPs) και 
χωρίζονται µε βάση το µοριακό τους βάρος. Περιλαµβάνουν τις HSP100, HSP90, 
HSP70, HSP60 (chaperonins), HSP40 και τις µικρού µοριακού βάρους 
θερµοεπαγώµενες πρωτεΐνες sHSPs (Εικόνα 1). Η κάθε HSP οικογένεια αναγνωρίζει 
συγκεκριµένα δοµικά χαρακτηριστικά πρωτεϊνών που βρίσκονται σε ανώριµη, ασταθής 
ή και κατεστραµµένη κατάσταση. Οι οικογένειες των HSP60, HSP70 και HSP90 εκτός 
από τη συνεχή τους συµµετοχή στην αναδίπλωση και ωρίµανση των πρωτεϊνών, 
διαδραµατίζουν επίσης σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της φαινοτυπικής ποικιλότητας. 
Από την άλλη, οι µικρές HSPs και οι HSP100 κυρίως εµπλέκονται στην επανάκτηση 
των πρωτεϊνών µετά από καταστάσεις καταπόνησης  (Rutherford, 2003). Οι καλύτερα 
µελετηµένες και κατανοητές οικογένειες, από άποψη λειτουργίας του µηχανισµού 
δράσης, είναι οι HSP70 και HSP60. Αυτοί οι µοριακοί συνοδοί αναγνωρίζουν και 
αλληλεπιδρούν µε µη ή µερικώς αναδιπλωµένα πολυπεπτίδια και προσδένονται σε 
εκτεθειµένες υδροφοβικές περιοχές µέσα στις πρωτεΐνες αποτρέποντας τη 
συσσωµάτωση τους και διατηρώντας τες σε µία δυναµική κατάσταση αναδίπλωσης 
µέχρι την απελευθέρωσή τους. Η διαδικασία αυτή είναι ιδιαίτερης σηµασίας ειδικά για 
τα αναπτυσσόµενα πολυπεπτίδια που αναδύονται από το ριβόσωµα (Dobson 2003).  

 
 

Hsp Οικογένεια 
Οικογένεια (ΜΒ) Προκαρυώτες Ευκαρυώτες Λειτουργία 
Hsp10 (10KDa) GroES Hsp10 Συν-τσαπερόνιο της Hsp90 
Hsp40 (40KDa) DnaJ Hsp40 Συν-τσαπερόνιο της Hsp70 

Hsp60 (60KDa) GroEL Hsp60, TRiC Υποβοήθηση  στην αναδίπλωση 
πρωτεϊνών 

Hsp70 (70KDa) DnaK Hsp70, Hsc70, Hsp110 
Υποβοήθηση στην αναδίπλωση 
πρωτεϊνών και εµπλοκή στη 
µεταφορά πρωτεϊνών σε οργανίδια 

Hsp90 (90KDa) HtpG Hsp83, Hsp89, Hsp90 

Σταθεροποίηση λανθασµένα 
αναδιπλούµενων πρωτεϊνών και 
διάσωση της λειτουργίας 
πρωτεϊνών µετάδοσης σήµατος 
όπως υποδοχείς ορµονών 

Hsp100 
(100KDa) ClpA, ClpB, ClpX Hsp104 

Ρυθµίζει την πρωτεϊνική 
συσσώρευση και την 
θερµοανθεκτικότητα 

 
Εικόνα 1: Κατηγοριοποίηση των Hsps µε βάση το µοριακό τους βάρος 

 
 
Η κάθε οικογένεια µοριακών συνοδών αναγνωρίζει ποικίλες ενδιάµεσες 

καταστάσεις µη ορθών πολυπεπτιδίων και η αλληλεπίδραση των πρωτεϊνών της κάθε 
οικογένειας µε τις πρωτεϊνες - “πελάτες”  συµβαίνει µέσω διαφορετικών µηχανισµών 
πρόσδεσης (Εικόνα 2). Οι HSP70 πρωτεΐνες προσδένονται σε περιοχές πεπτιδίων µε 
συγκεκριµένη θέση και µοτίβο υδροφοβικών καταλοίπων σχηµατίζοντας έναν 
‘σφιγκτήρα’ στην περιοχή αλληλεπίδρασης (Jiang et al 2005). Σε αντίθεση, οι Hsp60 
διευκολύνουν την αναδίπλωση εσωκλείοντας τα µη ορθά πολυπεπτίδια σε µία κεντρική 
κοιλότητα µιας δακτυλιοειδούς κατασκευής που σχηµατίζεται από όµοιες ή εξαιρετικά 
συγγενικές  συµµετρικές υποµονάδες (Rye et al 1999).                     

Αντίθετα µε τους καλά χαρακτηρισµένους µοριακούς συνοδούς, όπως η 
HSP60 και η HSP70, η HSP90 δεν εµπλέκεται στην κανονική αναδίπλωση των 
πρωτεϊνών (Nathan et al., 1997). Η HSP90 αναγνωρίζει επιφανειακά υδροφοβικά 
χαρακτηριστικά που απαντώνται µόνο σε έναν περιορισµένο αριθµό σχεδόν ώριµων 
αλλά δοµικά ασταθών πρωτεϊνών που συµµετέχουν, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, 
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σε µονοπάτια µεταγωγής σήµατος. Αν και οι HSP60 και οι HSP70 αναδιπλώνουν 
πολλές διαφορετικές πρωτεΐνες- στόχους, οι HSP90 στοχεύουν κυρίως υψηλά 
ειδικευµένους ρυθµιστές του κυτταρικού κύκλου καθώς και ρυθµιστές της ανάπτυξης 
όπως για παράδειγµα κινάσες και συγκεκριµένες τάξεις µεταγραφικών παραγόντων 
(Richter and Buchner, 2001). ∆ηλαδή, οι HSP90 επιδεικνύουν µία ξεκάθαρη και 
εκλεκτική επιλεκτικότητα ως προς τον τύπο των πρωτεϊνών-‘πελατών’ (client-proteins) 
που συνοδεύουν. Ανάµεσα στο πλήθος των πρωτεϊνών-‘πελατών’ συµπεριλαµβάνονται 
πρωτεΐνες τόσο δοµικά όσο λειτουργικά διαφορετικές µεταξύ τους: τελοµεράσες (Holt et 
al 1999), ο οργανωτής αυξίνης N-WASP (Park et al 2005), η συνθάση µονοξείδιου του 
αζώτου (Garcia-Cardena et al 1998) αλλά και ένα εύρος υποδοχέων ορµονών, που 
εκδηλώνουν τη δράση τους στον πυρήνα των κυττάρων (Pratt and Toft 2003). Επίσης, 
έχει χαρακτηριστεί µια πληθώρα πρωτεϊνών µε δράση κινάσης µε τις οποίες οι HSP90 
αλληλεπιδρούν (Pearl 2005). Βέβαια, ακόµα και µέσα στον ίδιο πληθυσµό πρωτεϊνών-
‘πελατών’ που είναι λειτουργικά συγγενείς µπορεί να υπάρχει υψηλός βαθµός 
εκλεκτικότητας, δηλαδή πρωτεΐνες µε υψηλή οµολογία να εξαρτώνται εντελώς 
διαφορετικά από τις HSP90 για την ενεργοποίησή τους.      

 
  

 

γ. α. β. 

 
 

 
 
 
 
 

δ. ε. στ. 
Εικόνα 2 : Οι διαφορετικές δοµικές 
καταστάσεις των κυρίαρχων οικογενειών 
µοριακών συνοδών ως προς το σηµείο 
πρόσδεσης της πρωτεΐνης-‘πελάτη’. 
Αντιπροσωπευτικά παραδείγµατα της 
κάθε οικογένειας: α) Το Hsp90 διµερές 
της ζύµης που συµπλοκοποιείται µε το 
συν-τσαπερόνιο p23/SbaI και ένα 
ανάλογο του ATP. β) Τα αµινοξέα 1-554 
της Hsc70 του µόσχου χωρίς την 10KDa 
καρβοξυ-τελική. γ) Η βακτηριακή τύπου 
Ι µικρή    µοριακός   συνοδός   της   
Hsp60  οικογένειας, GroEL, που 
αποτελείται              από                δύο    

 οµοιοεπταµερικούς    δακτυλίους. δ) Η εξαµερής δοµή ενός αρχαίου οµολόγου της πρεφολντίνης. ε) Η 
δωδεκαµερής δοµή της Hsp16.3   από το βακτήριο Mycobacterium Tuberculosis στην οποία είναι εµφανή 
οι διµερείς υποµονάδες. στ) Η δοµή της περιοχής βιοφωτισµού της καλεξίνης (Kosmaoglou et al 2008).       

 
 

1.α.1. Το HSP90 σύστηµα µοριακού συνοδού 
 
 
Οι HSP90 πρωτεΐνες απαντώνται σε πολύ µεγάλη αφθονία στα κύτταρα των 

οργανισµών, κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης, καθώς αποτελούν το 1-2% 
των συνολικών διαλυτών κυτταρικών πρωτεϊνών (Lai et al 1984). Η οικογένεια των 
HSP90 µοριακών συνοδών είναι ευρέως διαδεδοµένη από τους κατώτερους ευκαρυώτες 
µέχρι την κορυφή της ιεραρχίας, τον άνθρωπο. Οι θερµοεπαγόµενες πρωτεΐνες (HSP) 
90 ανακαλύφθηκαν αρχικά ως πρωτεΐνες των οποίων η συγκέντρωσή τους αυξάνεται 
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κάτω από την επίδραση θερµικού σοκ. Αν και ο όρος ‘θερµοεπαγόµενος’ ταιριάζει 
απόλυτα στις υπόλοιπες πρωτεΐνες της µεγάλης οικογένειας των θερµοεπαγόµενων 
πρωτεϊνών, όσον αφορά τις HSP90 είναι σχετικά ασύµφωνος. Στους περισσότερους, αν 
όχι σε όλους, τους οργανισµούς και κυτταρικούς τύπους, οι HSP90 βρίσκονται σε 
εξαιρετική αφθονία και κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης, µε την επαγωγή 
τους να µην ξεπερνά σε αύξηση µερικές τάξεις µεγέθους. Έχει εκτιµηθεί ότι οι HSP90 
αποτελούν περίπου το 1% του πρωτεώµατος µη καταπονηµένων κυττάρων, το οποίο τις 
κατατάσσει µέσα στις πιο άφθονες πρωτεΐνες των οργανισµών (Lai et al 1984). Παρ’ όλα 
αυτά όµως, οι HSP90 θεωρούνται ένα άκρως εξειδικευµένο σύστηµα µοριακών 
συνοδών. Αυτό που τις ξεχωρίζει από τα υπόλοιπα συστήµατα είναι το γεγονός ότι 
συσχετίζονται µε πρωτεΐνες-κλειδιά που είναι ικανές να επάγουν µονοπάτια ζωτικής 
σηµασίας για την ανάπτυξη των οργανισµών. Το εύρος των πρωτεϊνών-στόχων των 
HSP90 περιλαµβάνει υποδοχείς στεροειδών ορµονών, πρωτεΐνες που εµπλέκονται σε 
µονοπάτια µετάδοσης µηνυµάτων και αρκετούς µεταγραφικούς παράγοντες 
(Calderwood et al., 2006). Πρόσφατες έρευνες που έγιναν στη ζύµη Saccharomyces 
serevisiae παρέχουν στοιχεία που επιδεικνύουν ότι σχεδόν το 10% του πρωτεώµατος 
της ζύµης αλληλεπιδρά µε την HSP90 µέσο φυσικού, γενετικού ή χηµικού 
µηχανισµού, δηµιουργώντας έτσι ένα δυναµικό δίκτυο στα µονοπάτια µετάδοσης 
σήµατος και στις κυτταρικές δραστηριότητες (Zhao et al., 2005). Επίσης, µεγάλο 
ποσοστό από τις πρωτεΐνες που αλληλεπιδρούν µε την HSP90 στη ζύµη ανήκουν στην 
κατηγορία των µεταγραφικών παραγόντων, αποτέλεσµα που υποδηλώνει την επίδραση 
που ασκεί η HSP90 στη γενική γονιδιακή έκφραση του οργανισµού. Τυπικά, η HSP90 
µέσο µίας ATP-εξαρτώµενης κατάστασης εξασφαλίζει µια δυναµική κατάσταση για τις 
σχεδόν ασταθείς πρωτεΐνες πριν σταθεροποιηθούν από αλλαγές στη διαµόρφωσή τους 
(Mayer και Bukau, 1999; Picard, 2002). 

 
 

 

Εικόνα 3: Κυτταρικές διαδικασίες 
εξαρτώµενες από την HSP90. Έχει δειχθεί ότι 
οι HSP90 συµµετέχουν στα ακόλουθα 
κυτταρικά συστήµατα:1. µονοπάτια 
µεταγωγής σήµατος (όπως υποδοχείς, 
κινάσες, ογκογονίδια/προ-ογκογονίδια και 
µιτογονικά µονοπάτια), 2. αντιγραφή και 
επιδιόρθωση του DNA, 3. µεταγραφή, 4. 
διατήρηση των τελοµερών, 5. εισαγωγή και 
ποιοτικός έλεγχος µέσα στον εκκριτικό 
µηχανισµό, 6. έλεγχος των κυστικών 
εκκρίσεων του εκκριτικού µηχανισµού, 7. 
εισαγωγή µέσα στους χλωροπλάστες, 8. 
αναδίπλωση στα µιτοχόνδρια (Richter et al., 
2007).         

  
 
Οι HSP90 είναι µια υψηλά συντηρηµένη οικογένεια πρωτεϊνών. Στον 

άνθρωπο, οι δύο ισόµορφες α και β παρουσιάζουν 60 και 40% οµοιότητα σε αµινοξικό 
επίπεδο µε τις οµόλογες στη ζύµη (Saccharomyces serevisiae) και στο βακτήριο 
Escherichia coli αντίστοιχα. Επίσης, έχει βρεθεί ότι είναι απαραίτητες για τη 
βιωσιµότητα αρκετών ευκαρυωτικών οργανισµών όπως  η ζύµη (Louvion et al, 1996), η 
C. elegans (Birnby et al 2000) και η  Drosophila (Yue et al 1999). Στους προκαρυώτες, 
οι HSP90 συµβάλλουν  περισσότερο βοηθητικά. Στο E.coli συµβάλλουν στην κανονική 
λειτουργία του οργανισµού σε όλες τις θερµοκρασίες ανάπτυξης (Bardwell and Craig 
1988) και έχει δειχθεί ότι διαδραµατίζουν ουσιαστικό ρόλο στη θερµοανθεκτικότητα 
των κυανοβακτηρίων (Tanaka and Nakamoto 1999). Γονίδια της οικογένειας των 
Hsp90 έχουν επίσης αποµονωθεί από αρκετά φυτικά είδη όπως η ντοµάτα, το 
καλαµπόκι, η ελαιοκράµβη, η σίκαλη, το Catharanthus και το Arabidopsis. 
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Συγκρίσεις µεταξύ των αµινοξικών ακολουθιών των φυτικών HSP90 και ακολουθιών 
προερχόµενων από οµόλογα ζύµης ή ζώων, έδειξαν οµοιότητες που κυµαίνονταν µεταξύ 
63-71%, ενώ οι συγκρίσεις µεταξύ των διαφόρων φυτικών HSP90 ανέδειξαν 88-93% 
οµοιότητα (Krishna and Gloor 2001). Όσον αφορά την παρουσία των HSP90 πρωτεϊνών 
σε κυτταρικά οργανίδια, έχει βρεθεί ότι στον άνθρωπο, το ενδοπλασµατικού δικτύου 
(ER) οµόλογο Grp94, που ονοµάζεται επίσης και gp96, και το προκαρυωτικό 
µιτοχονδριακό οµόλογο Trap1, παρουσιάζουν ποσοστά οµολογίας της τάξης του  49 και 
35% όµοια µε τις αντίστοιχες κυτταροπλασµατικές µορφές (Picard D, 2002). 

 Στο Arabidopsis thaliana, έχουν χαρακτηριστεί 7 γονίδια της οικογένειας 
των Hsp90. Τα κυτταροπλασµατικά µέλη (Ηsp90.1, Hsp90.2, Hsp90.3 και Hsp90.4) 
παρουσιάζουν µεταξύ τους ποσοστό οµολογίας της τάξης του 85% σε αµινοξικό 
επίπεδο, σε αντίθεση µε τα οργανιδιακά µέλη (Hsp90.5, Hsp90.6 και Hsp90.7)  που 
παρουσιάζουν ποσοστό οµολογίας της τάξης του 45% (Krishna and Gloor 2001) 
(Εικόνα 3). Η µεγάλη οµοιότητα που χαρακτηρίζει τα κυτταροπλασµατικά µέλη της 
οικογένειας µπορεί πιθανώς να οδηγεί και σε αλληλεπικαλυπτόµενες λειτουργίες, 
χαρακτηριστικό που έχει παρατηρηθεί µέσω της µελέτης T-DNA µεταλλαγµάτων για 
καθένα από τα τέσσερα µέλη (Samakovli et al., 2007). Ενώ στο Arabidopsis κανένα 
µετάλλαγµα για καθένα από τέσσερα γονίδια ξεχωριστά δεν είναι θανατογόνο, 
µετάλλαξη σε άλλους οργανισµούς που περιέχουν µόνο ένα γονίδιο που κωδικοποιεί 
για HSP90 πρωτεΐνη προκαλεί θνησιµότητα (Rutherford και Lindquist, 1998). Παρόλο 
που η δράση που ασκούν οι HSP90 πρωτεϊνες στο Arabidopsis είναι παρόµοια µε αυτή 
των οµόλογών τους στα ζωικά συστήµατα, ο υψηλός αριθµός των κυτταροπλασµατικών 
µελών της οικογένειας υποδηλώνει ότι η ακτίνα στην οποία δρουν είναι ακόµα 
µεγαλύτερη. 

 

ΑtHsp90.1 AtHsp90.2 AtHsp90.3 AtHsp90.4 AtHsp90.5 AtHsp90.6 AtHsp90.7 

ΑtHsp90.1 100 80 50 70 90 80 30 

ΑtHsp90.2 100 60 70 80 60 20 

AtHsp90.3 100 40 70 50 10 

ΑtHsp90.4 100 80 60 20 

ΑtHsp90.5 100 80 80 

ΑtHsp90.6 100 90 

ΑtHsp90.7 100 
 

Εικόνα 4: Ποσοστό % οµολογίας σε αµινοξικό επίπεδο µεταξύ των µελών της οικογένειας των Hsp90 
γονιδίων (Krishna and Gloor 2001) . 

 
 

1.α.2. ∆οµικές ιδιότητες 
 
 

 
 

Εικόνα 4: Σχηµατική αναπαράσταση της δοµικής διαµόρφωσης της Hsp90 στη ζύµη. Η περιοχή που 
ενώνει την N-τελική µε την C-τελική περιοχή ποικίλει αρκετά τόσο σε µέγεθος όσο και σύνθεση µεταξύ των 
ειδών (Pearl και Prodromou 2006).  
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Η υψηλά συντηρηµένη δοµή της πρωτεΐνης HSP90 αποτελείται από τις 

παρακάτω διακριτές περιοχές: την αµινο-τελική (Ν-τελική) περιοχή πρόσδεσης του 
ATP, τη µεσαία περιοχή πρόσδεσης των πρωτεϊνών-‘πελατών’ και την καρβόξυ-τελική 
(C-τελική) περιοχή όπου είναι η περιοχή διµερισµού (Εικόνα 4). Με εξαίρεση τις HtpG 
(E.coli) και TRAP1 (άνθρωπος), η N-τελική και µεσαία περιοχή συνδέονται µεταξύ τους 
µε έναν φορτισµένο σύνδεσµο και στην C-τελική περιοχή περιέχεται το πενταπεπτίδιο 
MEEVD που είναι το σηµείο πρόσδεσης των TPR επαναλαµβανόµενων περιοχών (TPR 
repeats) οι οποίες απαντώνται σε πολλά συν-τσαπερόνια που αποτελούν βοηθούς των 
µοριακών συνοδών (Pratt et al 2004). Ενώ η C-τελική περιοχή είναι απαραίτητη για το 
δοµικό διµερισµό της HSP90, η N-τελική περιοχή υπόκειται παροδικό διµερισµό 
καθοδηγούµενη από την πρόσδεση του ATP. Πρόσφατα, ένα µοντέλο κινητικής 
πραγµατικού χρόνου βασιζόµενο στο µηχανισµό FRET (Fluorescent resonance energy 
transfer) πρότεινε πέντε ενδιάµεσες καταστάσεις που πιθανόν να αντιπροσωπεύουν  τα 
ποικίλα στάδια του κύκλου της HSP90 στη ζύµη (Hahn et al., 2009) (Εικόνα 5). Η 
πρόσδεση του ATP στο ανοιχτό διµερές οδηγεί σε περιστροφή περίπου 120ο της 
περιοχής ‘lid’ που αποτελείται από τα αµινοξέα 94-125, µε αποτέλεσµα η περιοχή ‘lid’ 
να σκεπάσει την περιοχή πρόσδεσης του ATP (κατάσταση Ι1). Στη συνέχεια, η αλλαγή 
της χωροθέτησης της περιοχής ‘lid’ προκαλεί την ανταλλαγή των αµινο-τελικών β-
αλυσίδων κάθε µονοµερούς, καταλήγοντας στην ακριβή ένωση των N-τελικών περιοχών 
(Κατάσταση Ι2).   

      

 
 

Εικόνα 5: Ο ΑΤΡ κύκλος του HSP90 συστήµατος µοριακού συνοδού. Εκτίµηση των πέντε πιθανών 
ενδιάµεσων σταδίων του διµερούς µε τη βοήθεια µοντέλων κινητικής. Η πρόσδεση του ΑΤΡ επάγει την 
εναπόθεση της περιοχής ‘lid’ (απεικονίζεται µε κόκκινο) µέσα στην περιοχή πρόσδεσης του ΑΤΡ 
(διαµόρφωση Ι1) και την ανταλλαγή των Ν-τελικών προεξεχόντων αλυσίδων κάθε µονοµερούς (διαµόρφωση 
Ι2). Περαιτέρω αλλαγές στη διαµόρφωση οδηγούν στη συµπιεσµένη και σπειροειδή κλειστή διαµόρφωση. 
Επίσης, στα αριστερά απεικονίζονται οι ανοιχτές και κλειστές κρυσταλλικές δοµές της HSP90 µε την 
περιοχή ‘lid’ να απεικονίζεται µε κόκκινο χρώµα και οι προεξέχοντες Ν-τελικές αλυσίδες να απεικονίζονται 
µε µωβ (Hahn et al., 2009).   

 
 
Ο διµερισµός των Ν-τελικών περιοχών ακολουθείται από περισσότερες 

αλλαγές στη διαµόρφωση, οδηγώντας σε µία συµπιεσµένη σπειροειδή δοµή (Ali et al 
2006). Σε αυτή την κλειστή κατάσταση, ο καταλυτικός βρόγχος της κεντρικής περιοχής 
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αλληλεπιδρά µε τη ‘lid’ περιοχή επιτρέποντας την αλληλεπίδραση της ενεργής 
περιοχής, που ονοµάζεται Arg380,  µε τη γ-φωσφορική οµάδα του ΑΤΡ, οδηγώντας 
στην υδρόλυση του β-γ-φωσφοδιεστερικού δεσµού του ΑΤΡ. Η υδρόλυση του ΑΤΡ 
επαναφέρει την HSP90 σε ανοιχτή διαµόρφωση µε αποσυνδεµένες τις Ν-τελικές 
περιοχές και ελεύθερη την περιοχή ‘lid’. Οι αλλαγές στη διαµόρφωση που 
περιλαµβάνονται στον κύκλο ΑΤΡ της HSP90 λαµβάνουν χώρα σχετικά αργά, 
σηµειώνοντας τη διακίνηση ενός µορίου ΑΤΡ κάθε λεπτό για την HSP90 στη ζύµη 
(Panaretou et al 1998). Μελέτες έχουν δείξει ότι µερικά συν-τσαπερόνια της HSP90 
ρυθµίζουν τον κύκλο της στοχεύοντας στις ενδιάµεσες καταστάσεις της. Ο ΑΤΡ κύκλος 
της HSP90 είναι απαραίτητος για τη λειτουργία της στη ζύµη, υποδηλώνοντας ότι το 
άνοιγµα και το κλείσιµο του διµερούς σχετίζεται υψηλά µε την αναδίπλωση ή την 
ενεργοποίηση των πρωτεϊνών-‘πελατών’ της (Hahn 2009).  

Όπως είναι φανερό, η HSP90 προκειµένου να λάβει την τελική λειτουργική 
της διαµόρφωση, υπόκειται µια πληθώρα µετα-µεταφραστικών τροποποιήσεων που 
επηρεάζουν τη λειτουργία της. Ανάµεσα σε αυτές, εκτός από τον ΑΤΡ κύκλο, είναι η 
υπερφωσφορυλίωση καταλοίπων σερίνης και θρεονίνης που έχει δειχθεί ότι ρυθµίζουν 
αρνητικά τη λειτουργία της (Zhao et al., 2005) και  αποφωσφορυλίωσή της από την 
φωσφατάση Ppt1 στη ζύµη (Wandinger et al., 2006). Αν και έχουν ταυτοποιηθεί αρκετά 
σηµεία φωσφορυλίωσης, ακόµα δεν έχει αποσαφηνιστεί ο ρόλος τους (Ogiso et al., 
2004).  

 Ένας άλλος µηχανισµός που έχει προταθεί ότι ρυθµίζει τη λειτουργία της 
HSP90 είναι µετά-µεταφραστικές τροποποιήσεις µέσω ακετυλίωσης (Scroggins et al., 
2007), µιας και αναστολείς της δράσης των αποακετυλασών ιστονών προκαλούν 
αναστολή στη λειτουργία της HSP90. Επίσης, έχει βρεθεί και η περιοχή στη 
νουκλεοτιδική της αλληλουχία που υπόκειται ακετυλίωση. Μετάλλαξη στη 
συγκεκριµένη περιοχή, που ονοµάζεται Κ294, αποκαλύπτει ότι η ακετυλίωση της 
συγκεκριµένης περιοχής διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην πρόσδεση τόσο των 
πρωτεϊνών-στόχων όσο και των βοηθητικών παραγόντων.     

 
 

1.α.3. Βοηθητικοί παράγοντες 
 
 
TPR-µοτίβου πρωτεΐνες 

 
 
Μέσα στα κύτταρα των οργανισµών η HSP90 λειτουργεί ως το κύριο 

συστατικό µίας δυναµικής οργάνωσης πολυπρωτεϊνικών συµπλόκων, περιλαµβάνοντας 
µια πληθώρα βοηθητικών παραγόντων, από τους οποίους έχουν ταυτοποιηθεί πάνω 
από 12. Οι βοηθητικοί παράγοντες χωρίζονται σε κατηγορίες ανάλογα µε το πώς 
αλληλεπιδρούν µε την HSP90, πως επηρεάζουν τον ΑΤΡ κύκλο της και πως επιδρούν 
στην πρόσδεση του κάθε υποστρώµατος.  

Η µεγαλύτερη κατηγορία βοηθητικών παραγόντων που έχει προσδιοριστεί 
και ταυτοποιηθεί µέχρι σήµερα  είναι οι TPR-µοτίβου πρωτεΐνες. Οι παράγοντες αυτοί 
περιέχουν στην ενεργή δοµή τους µια ελικοειδή διαµόρφωση, που σχηµατίζεται από 
επαναλήψεις δοµών φουρκέτας 34 αµινοξέων, η οποία προσδένεται στο πενταπεπτίδιο 
MEEVD του C-τελικού άκρου της HSP90 (Carrello et al 1999). Βέβαια, η παρουσία 
του µοτίβου σε µια πρωτεΐνη δεν συνεπάγεται αυτόµατα στο γεγονός ότι αποτελεί 
βοηθητικό παράγοντα της HSP90. Πράγµατι, τουλάχιστον σε µια ταυτοποιηµένη TPR-
µοτίβου πρωτεΐνη που συνεργάζεται µε την HSP90, τη Sgt1, δεν απαιτείται η 
χρησιµοποίηση του µοτίβου προκειµένου να πραγµατοποιηθεί η πρόσδεσή της (Lee et 
al 2004). Οι πρωτεΐνες αυτής της κατηγορίας αποτελούν µια ιδιαίτερη οµάδα µε 
ελάχιστες βιοχηµικές οµοιότητες πέραν του TPR-µοτίβου. Για παράδειγµα, η πρωτεΐνη 
WISp39 φαίνεται να δρα ως ειδικός παράγοντας ενσωµάτωσης µιας πρωτεΐνης- 
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“πελάτη” (Jascur et al 2005), ενώ οι πρωτεΐνες Hop/Sti1/p60 και ο υποδοχέας της 
εξωτερικής µεµβράνης του µιτοχονδρίου Tom70 φαίνεται να διευκολύνουν την 
ενσωµάτωση του συµπλόκου της HSP90 σε µεγαλύτερα πολυπρωτεϊνικά συστήµατα 
(Young et al 2003). Αρκετές TPR-µοτίβου πρωτεΐνες έχουν ενσωµατωµένες και 
επιπρόσθετες ενζυµικές λειτουργίες όπως οι ανοσοφιλίνες (immunophilins) Cyp40 και 
οι FKBPs που είναι πεπτίδο-πρόπυλο-ισοµεράσες, οι PP5 και Ser/THr που κατέχουν 
ιδιότητα φωσφατάσης  και η CHIP που είναι µια E3/E4 λιγάση ουµπικουτινίωσης 
(Pearl and Prodromou, 2006).        

Παρόλο που ο βιολογικός ρόλος πολλών βοηθητικών παραγόντων στην 
ενεργοποίηση  πρωτεϊνών- “πελατών” από την HSP90 παραµένει µέχρι και σήµερα 
συγκεχυµένος, υπάρχουν αρκετές πληροφορίες σχετικά µε τη φύση τόσο των 
αλληλεπιδράσεων όσο και των πιθανών βιολογικών µηχανισµών. Τρεις διαφορετικοί 
βοηθητικοί παράγοντες, οι Hop/Sti1, Cdc37 και p23 έχει βρεθεί ότι παίζουν 
κατασταλτικό ρόλο στον ΑΤΡ κύκλο της HSP90  και δύο, η Aha1 και η Cpr6, παίζουν 
ρόλο στην ρόλο ενεργοποίησης (Panaretou et al 2002).       

        
Παράγοντες θερµικού σοκ (Heat Shock Factors, HSF) 

 
 
Οι παράγοντες θερµικού σοκ (HSFs) αποτελούν τους βασικούς ρυθµιστές 

της απόκρισης κάτω από θερµική καταπόνηση στους ευκαρυώτες. Εµπλέκονται στην 
αντίληψη και σηµατοδότηση της καταπόνησης και επίσης συµµετέχουν στη ρύθµιση 
κυτταρικών λειτουργιών, περιλαµβάνοντας και την ανάπτυξη. Οι λειτουργικές τους 
ιδιότητες αποδίδονται στις εξαιρετικά συντηρηµένες δοµικές περιοχές τους: στην 
περιοχή πρόσδεσης του DNA και στην περιοχή ολιγοµερισµού. Συγκεκριµένα, όταν 
παρουσιαστούν ερεθίσµατα καταπόνησης οι HSFs σχηµατίζoυν την οµοτριµερή ενεργή 
µορφή που τους καθιστά ικανούς να προσδεθούν τα στοιχεία θερµικού σοκ (Heat 
shock elements, HSEs) που βρίσκονται στους προαγωγείς των hsp γονιδίων. Στη 
συνέχεια, όταν η έκφραση των Hsp γονιδίων είναι ικανοποιητική ή έχουν επανέλθει 
φυσιολογικές συνθήκες, τα ενεργά τριµερή µετατρέπονται ξανά σε ανενεργά µονοµερή.  

Στα φυτά, οι HSFs αποτελούν υπεροικογένεια η οποία χωρίζεται σε τρεις 
τάξεις: Α-, Β- και C-. Στο Arabidopsis συγκεκριµένα, απαντούνται 15 µέλη της Α τάξης 
και 5 µέλη της Β τάξης. Από αυτά, τα µέλη της Α τάξης χαρακτηρίζονται ως 
µεταγραφικοί ενεργοποιητές των γονιδίων θερµικής καταπόνησης. Ειδικά, οι 
ATHSFA1a και ATHSFA1b του Arabidopsis είναι χαµηλού επιπέδου συνεχόµενα 
εκφραζόµενες πρωτεΐνες, που ενεργοποιούνται προκειµένου να προσδεθούν στο DNA 
και να επάγουν τη µεταγραφή των γονιδίων θερµικού σοκ αµέσως µετά την εµφάνιση 
θερµικού σοκ (Yamada et al., 2007).    

 
     

1.β. Φαινοτυπική πλαστικότητα 
 
          
1.β.1. Καναλοποίηση 
 

Η ιδέα της καναλοποίησης είναι µια απροσδιόριστη έννοια  και ερµηνεύεται 
διαφορετικά ανάλογα µε το επιστηµονικό υπόβαθρο του κάθε µελετητή (Gibson and 
Wagner, 2000). Οι αναπτυξιακοί βιολόγοι, όπως ο Wilkins (1986), ορίζουν την 
καναλοποίηση ως «η σταθεροποίηση των αναπτυξιακών µονοπατιών µέσω πολλαπλών 
γενετικών παραγόντων του γενώµατος, δηµιουργώντας ένα είδος γενετικής ρύθµισης». Η 
αντίληψη αυτή έρχεται σε συµφωνία µε την ερµηνεία εµβρυολόγων, όπως ο 
Shmalhausen (1986) και ο Waddington (1956), η οποία σχετίζεται µε την εκπληκτική 
σταθερότητα των πολύπλοκων αναπτυξιακών διαδικασιών. Κανένας δεν αρνείται το 
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γεγονός ότι όντως υπάρχει ένας ρυθµιστικός µηχανισµός ο οποίος συνίσταται από ένα 
δίκτυο εξαιρετικά ενδιαφέροντων βιοχηµικών µηχανισµών που ενορχηστρώνουν τη 
ρύθµιση αυτή και ότι τα αποτελέσµατα της ρύθµισης είναι εµφανή τόσο όταν 
µελετούνται αναπτυξιακά όσο και από εξελεγκτικά (Gerhart et al., 1997). Βέβαια, όσον 
αφορά τους γενετιστές που µελετούν την εξέλιξη, αυτοί δίνουν µια πιο περιορισµένη 
ερµηνεία στον όρο καναλοποίηση. ∆ηλαδή, ενώ θεωρούν ότι η ρύθµιση αναφέρεται 
στην ικανότητα να διατηρείται ένα χαρακτηριστικό σταθερό µε χαµηλή διακύµανση, 
θέτουν ερωτήσεις σχετικά µε το αν µπορούν τα χαρακτηριστικά να εξελιχθούν ώστε να 
ποικίλουν ακόµα λιγότερο και πως µπορεί αυτό να γίνει εφικτό (Gibson and Wagner, 
2000).       

Στη φύση, ένας οργανισµός αγρίου-τύπου που αναπτύσσεται κάτω από 
φυσιολογικές συνθήκες,  λόγω της έµφυτης γενετικής του παραλλακτικότητας, έχει την 
ικανότητα να παράγει φαινοτύπους που να µην επηρεάζονται από περιβαλλοντικές και 
γενετικές διαταραχές. Παρόλα αυτά όµως, κατά την πορεία της εξελικτικής διαδικασίας 
των οργανισµών, έρχονται στο φως φαινότυποι που αποκλίνουν αρκετά από το 
φαινοτυπικό µέσο όρο του κάθε οργανισµού. Όπως προαναφέρθηκε, στη δεκαετία του 
1950, ο βιολόγος και γενετιστής CH Waddington ήταν από τους πρώτους που ανέφεραν 
την εµφάνιση αποκλινόντων χαρακτηριστικών στα άτοµα ενός πληθυσµού κάτω από 
συνθήκες περιβαλλοντικού στρες σε ποικίλους οργανισµούς (Waddington, 1942; 1953; 
1956). Το αξιοσηµείωτο των χαρακτηριστικών αυτών είναι ότι η εµφάνισή τους 
ανεξαρτητοποιείται και µπορούν να εµφανίζονται ακόµα και όταν έχει πλέον εκλείψει  
η αιτία που τα προκάλεσε. Στην προσπάθειά του ο Waddington να εξηγήσει την 
προφανή κληρονόµηση των χαρακτηριστικών αυτών, που παρουσιάστηκαν αρχικά λόγω 
περιβαλλοντικών διαταράξεων, πρότεινε την παρακάτω υπόθεση. Τα χαρακτηριστικά 
αυτά, που εµφανίζονται κάτω από ειδικές συνθήκες, βρίσκονται κάτω από διαρκή 
έλεγχο εναντίον των ποικίλων περιβαλλοντικών διαταραχών και εσωτερικών γενετικών 
πολυµορφισµών και κυµαίνονται σε ανεκτά επίπεδα για τον οργανισµό. Η υπόθεση 
αυτή ονοµάστηκε ‘καναλοποίηση’ (canalization). Έχει προταθεί ότι η ‘καναλοποίηση’ 
µέσω της φυσικής επιλογής σταθεροποιεί τους φαινoτύπους και µειώνει την 
ποικιλοµορφία τους. Η κατάσταση αυτή επιτυγχάνεται µέσω της ρύθµισης της 
έκφρασης αρκετών χαρακτηριστικών, κατορθώνοντας έτσι η καναλοποίηση να διατηρεί 
τις κατάλληλες συνθήκες ανάπτυξης για τον οργανισµό παρ’ όλες τις περιβαλλοντικές 
και γενετικές διαταραχές. Όταν όµως διαταράσσεται η ρυθµιστική ικανότητα των 
οργανισµών λόγω ακραίων περιβαλλοντικών συνθηκών, τότε µπορεί να αλλοιωθεί ο 
‘καναλοποιηµένος’  φαινότυπος και να αποκαλυφθούν φαινότυποι που δεν 
εµφανίζονταν κάτω από φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Τα χαρακτηριστικά που 
αποκαλύπτονται είναι κληρονοµήσιµα και αφοµοιώνονται γενετικά ακόµα και όταν δεν 
υπάρχει γενετική βάση πίσω από την εµφάνισή τους (Waddington, 1953, 1956; Sollars 
et al., 2003; Sato και Siomi, 2010).     

Είναι φανερό ότι κάθε διαδικασία που µειώνει το ποσοστό της 
παραλλακτικότητας ενός χαρακτηριστικού, µειώνει και την ικανότητα του οργανισµού 
για εξέλιξη ως προς το χαρακτηριστικό αυτό, αφού ο ρυθµός της εξέλιξης κάτω από 
φυσική επιλογή είναι ανάλογος µε την ποσότητα της προστιθέµενης γενετικής 
ποικιλότητας (Fisher, 1930). Βραχυπρόθεσµα λοιπόν, η καναλοποίηση τείνει να 
µειώσει την ικανότητα για εξέλιξη των επηρεασµένων χαρακτηριστικών, ενώ 
µακροπρόθεσµα, µπορεί να συνεισφέρει στην εξελικτική σταθερότητα (Gibson and 
Wagner, 2000). Από την άλλη µεριά όµως, η καναλοποίηση έχει την ικανότητα να 
αυξάνει ενδεχοµένως την εµφάνιση φαινοτυπικών διαφοροποιήσεων κατά την 
εξελικτική διαδικασία. ∆ηλαδή, παρόλο που µειώνεται η πιθανότητα εµφάνισης νέων 
χαρακτηριστικών στον οργανισµό, συγχρόνως επιτρέπεται η σταδιακή εµφάνιση 
χαρακτηριστικών που ήταν ανίκανα να αποκαλυφθούν κάτω από φυσιολογικές 
συνθήκες ανάπτυξης. 

Όπως αναφέρεται παραπάνω, η κληρονοµούµενη παραλλακτικότητα 
θεωρείται ότι κατέχει κυρίαρχη θέση στις εξελικτικές διαδικασίες, µε την καναλοποίηση 
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να καταλαµβάνει το ρόλο του κεντρικού εκφραστή της. Βέβαια, θα πρέπει να υπάρχει 
και ένας µηχανισµός ικανός διεκπεραιώνει το έργο αυτό. Οι Meiklejohn και Hartl 
(2002), προτείνουν την ιδέα του εξελικτικού ρυθµιστή ή αλλιώς «επαγόµενου 
διοχετευτή» (inducible canalizer). Με τους όρους αυτούς προσπαθούν να 
χαρακτηρίσουν µηχανισµούς που επάγονται όταν οι οργανισµοί βρίσκονται κάτω από 
αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες και τους παρέχουν τη δυνατότητα να αποκαλύψουν 
γενετικά χαρακτηριστικά που ήταν ανίκανα να εµφανιστούν κάτω από φυσιολογικές 
συνθήκες ανάπτυξης.  Τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά αυτά µπορούν να προσαρµοσθούν 
και να κληρονοµηθούν. Ως ένας τέτοιου είδους ρυθµιστικός µηχανισµός έχει προταθεί 
ότι λειτουργεί το σύστηµα µοριακού συνοδού των HSP90 πρωτεϊνών (Rutherford και 
Lindquist, 1998). Συµπερασµατικά, έρευνες έχουν δείξει ότι το σύστηµα µοριακού 
συνοδού των HSP90 πρωτεϊνών έχει την ικανότητα να λειτουργήσει ως ρυθµιστής 
εναντίον πληθώρας περιβαλλοντικών και γενετικών διαταράξεων που επηρεάζουν τη 
φυσιολογική ανάπτυξη ενός οργανισµού, λειτουργώντας έτσι σαν ένα καθολικό σύστηµα 
που περιορίζει τις όποιες πιθανές φαινοτυπικές αποκλίσεις του οργανισµού αυτού 
(Samakovli et al., 2007).  
 

 
1.β.2. Στοχαστικότητα 

 
 
Σε όλους τους ζωντανούς οργανισµούς, η ρύθµιση των µονοπατιών της  

ανάπτυξης, του µεταβολισµού και η πρόοδος ενός οργανισµού µέσο του κυτταρικού 
κύκλου οργανώνονται µε τη βοήθεια πολύπλοκων δικτύων βιοχηµικών αντιδράσεων. 
Μέσα σε αυτά τα ρυθµιστικά δίκτυα, η γενετική δραστηριότητα ελέγχεται µε µοριακά 
µηνύµατα τα οποία καθορίζουν πότε και πόσο συχνά το κάθε γονίδιο θα µεταγραφεί. 
Βέβαια, υπάρχουν και συµπληρωµατικά µηνύµατα που µπορεί να προέρχονται είτε 
από το περιβάλλον (εξωτερικά ερεθίσµατα), είτε από άλλα κύτταρα µέσα στον 
οργανισµό (εσωτερικά ερεθίσµατα). Τα µηνύµατα αυτά έχουν την ικανότητα να 
επιδρούν πάνω στις αντιδράσεις που λαµβάνουν χώρα µέσα στον οργανισµό, µε 
αποτέλεσµα να επηρεάζουν ή και να κατευθύνουν τις µελλοντικές κυτταρικές 
διαδικασίες. Μια πρωτεΐνη που λειτουργεί ως ρυθµιστής σε µια αναπτυξιακή 
διαδικασία δεν είναι απαραίτητο ότι λειτουργεί αποκλειστικά και µόνο στη διαδικασία 
αυτή. Πολύ πιθανό να λειτουργεί σε συνδυασµό και µε άλλα εσωτερικά ή εξωτερικά 
µηνύµατα ώστε να ελέγχει πολλά περισσότερα γονίδια και διαδικασίες, γεγονός που 
υποδεικνύει πόσο πολύπλοκα και περιπλεγµένα δίκτυα αλληλεπιδράσεων είναι δυνατό 
να υπάρχουν. Σε αυτά τα δίκτυα, µια πρωτεΐνη µπορεί να ελέγχει γονίδια που 
παράγουν άλλους ρυθµιστές, οι οποίοι µε τη σειρά τους ελέγχουν άλλα γονίδια και 
ούτω καθ’ εξής (McAdams και Arkin, 1997).    

Στα βιοχηµικά ρυθµιστικά δίκτυα, τα χρονικά διαστήµατα µεταξύ των 
διαδοχικών γεγονότων καθορίζονται από τις αναπόφευκτες καθυστερήσεις κατά την 
αφοµοίωση ή µείωση των συγκεντρώσεων των διαφόρων προϊόντων της κάθε διεργασίας. 
Τα περισσότερα δίκτυα συνδέονται γενετικά µιας και η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται 
από ένα γονίδιο ενός δικτύου µπορεί να ελέγχει την έκφραση γονιδίων του ίδιου ή και 
διαφορετικών δικτύων. Η χρονική καθυστέρηση σε αυτά τα συνδεόµενα γενετικά δίκτυα 
εξαρτάται από το χρόνο που απαιτείται για να φτάσει µια πρωτεΐνη στην απαιτούµενη 
συγκέντρωση προκειµένου να µπορέσει να ασκήσει έλεγχο στα επόµενα γονίδια ή 
µονοπάτια που ακολουθούνται. Αντιστρόφως, η χρονική καθυστέρηση προκειµένου να 
απενεργοποιηθεί το γονίδιο και να σταµατήσει η παραγωγή της πρωτεΐνης εξαρτάται 
από το χρόνο που χρειάζεται για να µειωθεί η συγκέντρωση της πρωτεΐνης κάτω από το 
λειτουργικό όριο. Όµως, γεννάται το ερώτηµα του τι είναι αυτό που καθορίζει το χρόνο 
που απαιτείται προκειµένου να φτάσει µια πρωτεΐνη στη συγκέντρωση ενεργοποίησης 
και πώς οι διάφορες παρεκκλίσεις του χρόνου αυτού µπορούν να επηρεάσουν τις 
κυτταρικές διεργασίες µέσα σε έναν οργανισµό. Στην προσπάθειά τους οι ερευνητές να 
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εξηγήσουν το φαινόµενο αυτό, πρότειναν την ερµηνεία ότι το πρότυπο της αύξησης της 
συγκέντρωσης των πρωτεϊνών είναι στοχαστικό, δηλαδή ότι είναι το αποτέλεσµα τυχαίων 
διαδικασιών (Yarchuk et al., 1992). Με άλλα λόγια µπορεί να ειπωθεί ότι ο µέσος 
αριθµός των πρωτεϊνών που εκφράζονται από ένα γονίδιο είναι το προϊόν ενός µέσου 
ρυθµού ενεργοποίησης της µεταγραφής και ενός µέσου αριθµού παραγόµενων 
πρωτεϊνών ανά µεταγράφηµα, καταστάσεις οι οποίες διαφέρουν από κύτταρο σε 
κύτταρο λόγω της στοχαστικότητας. Οι McAdams και Arkin  (1997) προτείνουν ότι η 
στοχαστικότητα που παρατηρείται σε όλους τους θεµελιώδεις µηχανισµούς της 
γονιδιακής έκφρασης, καθώς και στον έλεγχο της έκφρασης των γονιδίων, αποτελεί τη 
γενεσιουργό δύναµη της στοχαστικότητας που παρατηρείται στις κυτταρικές 
λειτουργίες.  

Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να επισηµανθεί η διαφορά µεταξύ γενετικής 
παραλλακτικότητας και στοχαστικών φαινοµένων. Λέγοντας γενετική παραλλακτικότητα 
ενός πληθυσµού εννοούµε τις διαφορές που εµφανίζονται στην έκφραση των γονιδίων 
που ελέγχουν ένα συγκεκριµένο χαρακτηριστικό µεταξύ των ατόµων ενός πληθυσµού. 
Η γενετική παραλλακτικότητα αποτελεί βασικό παράγοντα της εξέλιξης αφού δίνει στα 
άτοµα την ικανότητα να προσαρµόζονται στο περιβάλλον µέσα στο οποίο 
αναπτύσσονται, συγχρόνως όµως τείνει να διατηρήσει τη φαινοτυπική οµοιοµορφία 
µέσα, για παράδειγµα, σε έναν  αυτογονιµοποιούµενο πληθυσµό φυτών. ∆ηλαδή, το 
τελικό αποτέλεσµα της γενετικής παραλλακτικότητας οφείλεται στην αλληλεπίδραση 
µεταξύ γενότυπου και περιβάλλοντος µε τελικό αποτέλεσµα τον περιορισµό των 
ακραίων φαινοτυπικών αποκλίσεων. Παράλληλα, κύριο χαρακτηριστικό των 
οργανισµών αποτελεί και η ύπαρξη στοχαστικών µηχανισµών. ∆ηλαδή υπάρχουν 
µηχανισµοί που ορίζουν τη στοχαστική έκφραση των γονιδίων κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξης ενός πολυκύτταρου οργανισµού. Τα στοχαστικά αυτά φαινόµενα λαµβάνουν 
χώρα µέσα στον οργανισµό, δεν εξαρτώνται από το περιβάλλον και έχουν ως 
αποτέλεσµα τη δηµιουργία πολυµορφισµών µέσα σε έναν πληθυσµό. Επίσης, η 
στοχαστική ανάπτυξη είναι πιο ευέλικτη και είναι αυτή που επιτρέπει την καλύτερη 
προσαρµογή ενός οργανισµού στις περιβαλλοντικές αλλαγές κατά τη διάρκεια της 
ανάπτυξής του, δηµιουργώντας έτσι µία καινούρια βάση για εξέλιξη (Samakovli et al., 
2007). 

 
 

1.β.3. Καναλοποίηση στη µύγα  Drosophila melanogaster 
 

 
Στη Drosophila, αρκετά από τα δοµικά χαρακτηριστικά του σώµατος της 

επηρεάζονται όταν αλλοιωθεί η λειτουργία των HSP90 µέσω µετάλλαξης, 
φαρµακευτικής αναστολής ή περιβαλλοντικού στρες. Τα αποτελέσµατα της διαταραχής 
αυτής είναι η εµφάνιση µορφολογικών ανωµαλιών, οι οποίες µάλιστα λαµβάνουν 
κληρονοµήσιµο χαρακτήρα (Rutherford και Lindquist, 1998).  

Στη Drosophila, ενώ πολλά ποιοτικά χαρακτηριστικά έχουν ένα 
συγκεκριµένο εύρος διακύµανσης σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης, η επακριβής 
τοποθέτηση των λεπιδωτών και θωρακικών τριχών στο σώµα της µύγας είναι σχεδόν 
αµετάβλητη τόσο µέσα στον ίδιο πληθυσµό όσο και µεταξύ πληθυσµών και είναι άκρως 
συντηρηµένη µεταξύ των διαφόρων ειδών µύγας (Simpson et al., 1999). Λόγω αυτής 
της αυστηρής συντηρητικότητας, ο αριθµός των τριχών αυτών έχει χρησιµοποιηθεί 
εκτενώς για µελέτες µοντέλων καναλοποίησης (Rendel, 1967; Pineiro, 1992). 
Μεταγενέστερα µοντέλα προτείνουν ότι η γενετική ρύθµιση είναι ένα παραπροϊόν της 
περιβαλλοντικής καναλοποίησης, το οποίο έχει τη δυνατότητα να εξελιχθεί κάτω από 
ισχυρή και συνεχή επιλεκτική πίεση (Wagner et al., 1997; Meiklejohn and Hartl, 
2002). Τα µοντέλα αυτά προβλέπουν ότι από τη στιγµή που η γενετική και η 
περιβαλλοντική καναλοποίηση συνδέονται τόσο στενά µεταξύ τους, θα πρέπει να 
βρίσκονται κάτω από τους ίδιους µηχανισµούς ρύθµισης (Wagner et al., 1997; Eshel 
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and Matessi, 1998; Ancel and Fontana, 2000; Meiklejohn and Hartl, 2002). Η 
HSP90 οικογένεια πρωτεϊνών αποτελεί ένα σύστηµα που βρίσκεται στο επίκεντρο των 
επιδράσεων που ασκούν η γενετική ποικιλότητα και οι περιβαλλοντικές καταπονήσεις 
και θα µπορούσε αναµενόµενα να θεωρηθεί υποψήφια για τον προαναφερόµενο κοινό 
µηχανισµό ρύθµισης (Meiklejohn and Hartl, 2002). Η άποψη αυτή υποστηρίζεται και 
από τους Milton et al. (2006) που µελέτησαν χαρακτηριστικά των τριχών και των 
φτερών σε µεταλλάγµατα Drosophila όπου είχε αλλοιωθεί η έκφραση των HSP90 
πρωτεϊνών. Παρατήρησαν ότι ενώ ο αριθµός των λεπιδωτών και θωρακικών τριχών στα 
µεταλλαγµένα έντοµα επηρεάστηκε δραµατικά από την έλλειψη των HSP90, άλλα 
χαρακτηριστικά όπως ο κυµαινόµενος εκ φύσεως τύπος των τριχών και το µέγεθος των 
φτερών αλλά και η εκ φύσεως ασυµµετρία µεταξύ δεξιού και αριστερού φτερού 
παρέµειναν σχετικά ανεπηρέαστα. Σηµαντική παρατήρηση των φαινοτυπικών 
αποτελεσµάτων αποτέλεσε το γεγονός ότι τόσο το µέγεθος όσο και η κατεύθυνση της 
φαινοτυπικής αλλοίωσης δεν µπορούσε να προβλεφθεί, µιας και παρουσιάστηκε 
τροµερή ποικιλοµορφία µεταξύ των διαφορετικών γεγονότων. Συµπερασµατικά, θα 
µπορούσε να ειπωθεί ότι το HSP90 σύστηµα µοριακού συνοδού παρουσιάζει ένα είδος 
εκλεκτικότητας ως προς τα χαρακτηριστικά που ρυθµίζει, προτιµώντας ποιοτικά και 
ποσοτικά χαρακτηριστικά που εµφανίζονται σταθερά και κληρονοµούνται αυστηρά στον 
άγριο πληθυσµό. Η ρυθµιστική εκλεκτικότητα του HSP90 συστήµατος ίσως να 
επιδεικνύει  µια συστηµατοποιηµένη και αναγκαστική διάκριση µεταξύ του βιολογικού 
ελέγχου που ασκείται στην ποικιλοµορφία των αµετάβλητων ποιοτικών και ποσοτικών 
χαρακτηριστικών και του ελέγχου που ασκείται σε πιο ελαστικά ποσοτικά 
χαρακτηριστικά, µιλώντας πάντα για οργανισµούς που αναπτύσσονται σε φυσιολογικές 
συνθήκες.           

Ένα καλά µελετηµένο σύστηµα που αποδεικνύει ότι το HSP90 σύστηµα 
µοριακού συνοδού θέτει όρια στην εµφάνιση των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών και 
είναι το µονοπάτι µετάδοσης σήµατος των mitogen-ενεργοποιούµενων κινασών 
πρωτεϊνών (MAPK) (Koshland et al., 1982; Ferrell, 1996; Rutherford, 2000; Nijhout et 
al., 2003). Τα αποτελέσµατα της µελέτης έδειξαν ότι η ελάττωση της δράσης της HSP90 
πρωτεϊνης σε αγρίου τύπου γενετικά υπόβαθρα επηρεάζει αρκετά µονοπάτια µεταγωγής 
σήµατος αλλοιώνοντας έτσι το µορφολογικό αποτέλεσµα στα άτοµα του πληθυσµού και 
επιτρέποντας την εµφάνιση ανώµαλων χαρακτηριστικών. Στη συνέχεια, µέσο συνεχούς 
επιλογής, υπάρχει η δυνατότητα της αύξησης της εµφάνισης των χαρακτηριστικών 
αυτών µέσα στον πληθυσµό. Επίσης, είναι δυνατή η εγκαθίδρυση των χαρακτηριστικών 
αυτών ξεπερνώντας την αρχική αιτία εµφάνισής τους και πλέον τα χαρακτηριστικά να 
εκφράζονται ανεξάρτητα της έλλειψης της HSP90. Εποµένως, είναι φανερό ότι το 
σύστηµα µοριακού συνοδού της HSP90 όχι µόνο δηµιουργεί ένα δίκτυο που ρυθµίζει 
την καναλοποίηση κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης στον άγριο τύπο, αλλά τελικά 
καταστέλλει και την εµφάνιση ιδιαίτερων χαρακτηριστικών που οδηγούν σε 
πολυµορφισµούς µεταξύ των ατόµων ενός πληθυσµού. Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει 
η σταθεροποίηση και η κληρονόµηση  των µορφολογικών αλλαγών στις επόµενες 
γενιές, ακόµα και όταν η έκφραση της HSP90 επανέρχεται στα φυσιολογικά επίπεδα, 
παρέχοντας µία βάση για εξέλιξη νέων χαρακτηριστικών (Cowen και Lindquist, 2005). 
Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν ότι η λειτουργική HSP90 πρωτεϊνη 
συµπεριφέρεται ως ρυθµιστής των διαδικασιών που ελέγχουν τις αναπτυξιακές 
διαδικασίες ενός οργανισµού και είναι υπεύθυνη για το τελικό φαινοτυπικό αποτέλεσµα 
του οργανισµού. ∆ηλαδή, η HSP90 πρωτεϊνη µέσο της δράσης της διατηρεί σε 
λανθάνουσα κατάσταση φαινοτύπους που αποκλίνουν από τα φυσιολογικά όρια της 
ανάπτυξης του οργανισµού και τους απελευθερώνει µόνο κάτω από συγκεκριµένες 
συνθήκες (Sollars et al., 2003). Η κατάσταση αυτή δίνει τη δυνατότητα στον οργανισµό 
να διατηρήσει ένα σταθερό φαινότυπο παρ’ όλες τις πιθανές γενετικές διαφοροποιήσεις 
ή περιβαλλοντικές διαταραχές που µπορεί να υποστεί (Waddington, 1953).    

Βέβαια, µέχρι και σήµερα η µελέτη του HSP90 συστήµατος µοριακού 
συνοδού στη Drosophila είναι πολύπλοκή υπόθεση. Ο λόγος έγκειται σε µελέτες που 
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έχουν δείξει ότι η ρυθµιστική ικανότητα της HSP90 πρωτεϊνης περιορίζεται σε 
συγκεκριµένα µορφολογικά χαρακτηριστικά και δεν επηρεάζει τα υπόλοιπα. Το 
γεγονός αυτό ενισχύει την υπόθεση ότι υπάρχουν ποικίλοι ρυθµιστικοί µηχανισµοί που 
εµπλέκονται στη ρύθµιση της ανάπτυξης και ότι η HSP90 είναι ένας από αυτούς (Sato 
και Siomi, 2010).  

 

 
 

Εικόνα 6: Μοντέλο του ρυθµιστικού ρόλου της HSP90 στην καναλοποίηση: Η HSP90 αποκρύπτει τις 
γενετικές µεταλλάξεις. α) όταν τα επίπεδα της HSP90 είναι φυσιολογικά, η υποκείµενη γενετική 
παραλλακτικότητα (γκρι κορυφές) παραµένει κρυφή και τα γενετικά µηνύµατα του οργανισµού 
εκφράζονται κανονικά (µαύρες κορυφές) έχοντας ως αποτέλεσµα ένα φαινότυπο που κυµαίνεται µέσα σε 
επιτρεπτά όρια. β) Όταν η έκφραση της HSP90 αλλοιώνεται, τότε αποκαλύπτεται η κρυφή γενετική 
παραλλακτικότητα µε αποτέλεσµα την εµφάνιση γενετικών µηνυµάτων (µαύρες κορυφές) που κανονικά δεν 
θα έπρεπε να εκφράζονται. Αυτή η διαφοροποιηµένη έκφραση των γενετικών µηνυµάτων µπορεί να 
οδηγήσει σε ανώµαλους φαινοτύπους (Sato και Siomi, 2010).   

 
 

1.β.4. Καναλοποίηση στο φυτό Arabidopsis thaliana  
 
 
Τα φυτά για να µπορέσουν να αναπτυχθούν, να επιβιώσουν στο περιβάλλον 

και να αναπαραχθούν, πρέπει να υπερνικήσουν δύο περιορισµούς µείζονος σηµασίας. 
Πρώτον, όντας οργανισµοί ανίκανοι να µετακινηθούν, όπως και οι µονοκύτταροι 
µύκητες, πρέπει να έχουν την ικανότητα να µπορούν να διαισθάνονται τις αλλαγές του 
περιβάλλοντος που αναπτύσσονται και να αντιδρούν σε αυτές. ∆εύτερον, όπως τα ζώα, 
που έχουν βέβαια την ικανότητα της µετακίνησης, τα ανώτερα φυτά είναι πολύπλοκοι 
πολυκύτταροι οργανισµοί που για να ολοκληρωθεί η ανάπτυξή τους θα πρέπει να 
περάσουν µέσα από τη διαδικασία της διαφοροποίησης των κυττάρων τους. Είναι 
γνωστό ότι, στα ζωικά συστήµατα, ο δεύτερος περιορισµός εµπλέκει τις HSP90 
(Sangster και Queitsch, 2005). Ο συνδυασµός των δύο αυτών καταστάσεων που έχουν 
να αντιµετωπίσουν τα φυτά ενισχύει τη σηµαντικότητα και την πιθανή εµπλοκή του 
HSP90 συστήµατος µοριακού συνοδού, το οποίο είναι γνωστό για την ικανότητα του να 
ανταποκρίνεται σε περιβαλλοντικά ερεθίσµατα, να συµµετέχει σε ποικίλες κυτταρικές  
διεργασίες και να προάγει την αναπτυξιακή σταθερότητα των οργανισµών.  

Στο αυτογονιµοποιούµενο φυτικό είδος Arabidopsis thaliana, όπως έχει 
αναφερθεί, υπάρχουν επτά γονίδια που κωδικοποιούν για τις HSP90 πρωτεΐνες. ∆ύο 
από τα οργανιδιακά µέλη έχει δειχθεί ότι επηρεάζουν την ανάπτυξη. Μετάλλαξη στο 
χλωροπλαστικό γονίδιο hsp90.5 αλλοιώνει την απόκριση στο κόκκινο φως, την αντοχή 
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στη χλώριο και καθυστερεί την ανάπτυξη των χλωροπλαστών (Cao et al., 2003). 
Μετάλλαξη στο γονίδιο hsp90.7 , που τοποθετείται στο ενδοπλασµατικό δίκτυο, 
επηρεάζει τη διατήρηση του ακραίου µεριστώµατος (Ishiguro et al., 2002). Όσον αφορά 
τα κυτταροπλασµατικά µέλη της οικογένειας (hsp90.1-4), η λειτουργία τους δεν είναι 
πλήρως κατανοητή µιας και µέχρις στιγµής έχει µόνο δειχθεί ότι µεταλλάξεις τους 
επηρεάζουν µονοπάτια απόκρισης σε βιοτροφικά παράσιτα, µικροβιακά παθογόνα και 
ιούς. Οι µοναδικές πρωτεΐνες που έχουν χαρακτηριστεί ως υποστρώµατά  του HSP90 
συστήµατος µοριακού συνοδού στο Arabidopsis, µέχρι σήµερα, είναι οι R πρωτεΐνες 
που λειτουργούν στην άµυνα των φυτών ενάντια όλων των παραπάνω παθογόνων 
(Sangster et al., 2007; Salathia και Queitsch, 2007).              

 Προκειµένου να µελετηθεί η λειτουργία των HSP90 στο Arabidopsis, η 
έκφρασή τους µεταβλήθηκε µε τη βοήθεια φαρµακευτικής καταστολής ή 
περιβαλλοντικής καταπόνησης και πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις φαινοτυπικών 
χαρακτηριστικών κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του φυτού όταν βρίσκεται στο στάδιο 
του αρτίβλαστου 9 ηµερών (Queitsch et al., 2002). Η µειωµένη λειτουργία των Hsp90 
γονιδίων δηµιούργησε έναν πίνακα µορφολογικών χαρακτηριστικών  η µελέτη των 
οποίων οδήγησε στα παρακάτω συµπεράσµατα. Μεγάλη εντύπωση προκαλεί το γεγονός 
ότι οι φαινότυποι που προκλήθηκαν από την έλλειψη των HSP90 στο Arabidopsis δεν 
είναι τόσο ακραίοι και αφύσικοι όπως στη Drosophila. Γενικά, είναι δύσκολο να 
µπορέσει να προβλέψει κανείς το χαρακτηριστικό εκείνο που είναι ικανό να 
προσαρµοστεί και να εξελιχθεί µέσω της φυσικής επιλογής. Φυτά που παρουσιάζουν 
τροποποιηµένα χαρακτηριστικά, όπως αλλοιωµένο σχήµα φύλλων ή διαφορές στην 
επιµήκυνση του υποκοτυλίου, πολύ πιθανόν να βρίσκονται σε σηµαντική πλεονεκτική 
θέση σε σχέση µε τα φυτά κανονικού φαινοτύπου κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες 
ανάπτυξης.  Η παρατήρηση αυτή υποδηλώνει ότι το HSP90 σύστηµα µοριακού 
συνοδού µπορεί να επηρεάσει όχι µόνο τα µορφολογικά χαρακτηριστικά του 
οργανισµού αλλά και την απόκρυψη ή την εµφάνιση ιδιαίτερων φαινοτυπικών 
χαρακτηριστικών σε συνδυασµό µε την αντίδραση στις περιβαλλοντικές αλλαγές 
(Queitcsh et al., 2002; Sangster et al., 2004). Ένα δεύτερο συµπέρασµα αποτελεί το 
γεγονός ότι η HSP90 πρωτεϊνη προφανώς επηρεάζει την πλαστικότητα της ανάπτυξης. Ο 
όρος πλαστικότητα αναφέρεται στην ικανότητα των φυτών να εµφανίζουν 
παραλλακτικότητα στο φαινότυπο ανάλογα µε τις περιστάσεις και τις περιβαλλοντικές 
συνθήκες στις οποίες αναπτύσσονται. ∆ηλαδή, πιθανώς η HSP90 πρωτεϊνη να δρα στο 
σηµείο όπου λαµβάνει χώρα η αλληλεπίδραση µεταξύ του γενότυπου του οργανισµού 
και του περιβάλλοντος, γεγονός που της δίνει ένα τροµερό πλεονέκτηµα ως προς τη 
συµµετοχή της στις αναπτυξιακές διαδικασίες και στο πως τις επηρεάζει. Τρίτο 
συµπέρασµα που έδωσε η µελέτη των φαινοτυπικών αποτελεσµάτων της αλλοίωσης της 
έκφρασης της HSP90, ήταν το γεγονός ότι ίσως η HSP90 να ρυθµίζει τη σταθερότητα 
της ανάπτυξης ενάντια στοχαστικών διαδικασιών. ∆ηλαδή, πιθανώς η HSP90 να 
αποτελεί το ρυθµιστή που ελέγχει τη σειρά και τη λειτουργία των διαδικασιών που 
λαµβάνουν χώρα κατά την ανάπτυξη του οργανισµού, αποτρέποντας λανθάνουσες 
εκφράσεις και εµφανίσεις χαρακτηριστικών που αποκλείουν από τον αναµενόµενο και 
οριοθετηµένο φαινότυπο.        

Η ετεροζυγωτία αποτελεί έναν από τους κυριότερους παράγοντες στη 
διατήρηση όχι µόνο της γενετικής ποικιλότητας αλλά και της φαινοτυπικής ευρωστίας. 
Όµως, η ετεροζυγωτία για κάθε ξεχωριστό άτοµο µέσα στον πληθυσµό του Arabidopsis 
είναι εξαιρετικά χαµηλή και γίνεται ακόµα χαµηλότερη στα αυτο-γονιµοποιούµενα 
είδη. Για το λόγο αυτό, δεν είναι ξεκάθαρο αν η λειτουργία της HSP90 περιορίζει τις 
µορφολογικές αποκλίσεις ως αποτέλεσµα της ρύθµισης της ετεροζυγωτίας σε 
πολλαπλούς γενετικούς τόπους ή αν περιορίζει µέσω ενός καθολικού και ισχυρού 
µηχανισµού τις υπάρχουσες στοχαστικές διεργασίες που ελέγχουν το φαινότυπο 
αποτέλεσµα του φυτού (Samakovli et al., 2007).    
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Εικόνα 7: Καναλοποίηση των µορφογενετικών διαδικασιών α) Οι φαινοτυπικοί πολυµορφισµοί 
περιορίζονται µέσα στον κώνο.  Κάθε χωρικό σηµείο µέσα στον κώνο αντιπροσωπεύει  µία µορφή ενός 
εµβρύου (λευκό), νεαρού φυταρίου  (ανοιχτό πράσινο), φυτού (πράσινο), ή σηµεία κατά τη διάρκεια της 
αναπαραγωγικής περιόδου  και ανάπτυξης του άνθους (κίτρινο)  που στοχαστικά συνδέεται  µε 
οποιοδήποτε σηµείο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Οι περιµετρικοί κύκλοι θεωρούνται ως τα 
περιοριστικά όρια που θέτουν οι HSP90. β)  Αν οι κύκλοι περιορισµού διευρυνθούν λόγω µείωσης του 
επιπέδου λειτουργίας των HSP90, τότε η διάµετρος του κώνου αυξάνει  επιτρέποντας να εµφανιστούν 
περισσότερες από το κανονικό φαινοτυπικές παραλλαγές αυξάνοντας έτσι το µέγεθος του πολυµορφισµού.  
γ)  Όταν το περιβάλλον αλλάζει αιφνίδια σε ένα συγκεκριµένο χρονικό σηµείο της ανάπτυξης, τότε η 
διάµετρος του κώνου διευρύνεται ακόµα περισσότερο  και η καναλοποίηση της ανάπτυξης αλλάζει 
κατεύθυνση. Η αλλαγή αυτή τελικά επιτρέπει την εµφάνιση περισσότερων διαταραχών κατά τη διάρκεια 
της ανάπτυξης   και την παραγωγή νέων πολυµορφικών χαρακτηριστικών.  Η σπουδαιότητα του 
φαινοµένου είναι εντυπωσιακή όταν µειώνεται η λειτουργία της HSP90 γιατί τελικά τα όρια που 
περιορίζουν την ανάπτυξη διευρύνονται τροµερά και οι διαταραχές στην ανάπτυξη  µεγιστοποιούνται 
(Samakovli et al., 2007).  

 
 
Υπάρχουν πολλές έρευνες µέχρι σήµερα που υποδηλώνουν ότι οι HSP90 

πιθανώς  συµβάλλουν στις ταχείες εξελικτικές διαδικασίες. Έχει παρατηρηθεί, τόσο στη 
µύγα Drosophila melanogaster όσο και στο φυτό Arabidopsis thaliana ότι η 
µορφολογική παραλλακτικότητα ενισχύεται σε µεγάλο βαθµό κάτω από µειωµένη 
λειτουργία των HSP90 (Rutherford and Lindquist, 1998; Queitsch et al., 2002). Και 
στους δύο οργανισµούς, οι αλλοιωµένοι φαινότυποι, οι οποίοι εξαρτώνται από τις 
HSP90, διέφεραν µεταξύ διαφορετικών γενετικών υποβάθρων, γεγονός που υποδηλώνει 
ότι η ήδη υπάρχουσα κρυφή γενετική παραλλακτικότητα  εξαρτάται από τις HSP90 και 
εκφράζεται φαινοτυπικά. Οι Rutherford και Lindquist (1998) προσδιόρισαν ότι το 
χαµηλό ποσοστό εµφάνισης των χαρακτηριστικών αυτών µπορούσε να αυξηθεί µε 
τεχνητή επιλογή για τα χαρακτηριστικά αυτά και τελικά να οδηγηθούν στην εξάλειψη 
των χαρακτηριστικών αυτών. Παρόµοια πειράµατα αποκάλυψαν ότι ορισµένα HSP90-
εξαρτώµενα χαρακτηριστικά στη Drosophila melanogaster προέρχονταν από ένα 
συνδυασµό γενετικών αλλά και επιγενετικών υποβάθρων (Sollars V et al., 2003). 
Σηµαντικό είναι το γεγονός ότι πολλά από αυτά τα χαρακτηριστικά µπορούσαν να 
αποκαλυφθούν κάτω από µέτριες περιβαλλοντικές αλλαγές. Συνοψίζοντας, όλα τα 
δεδοµένα µαζί οδηγούν στο συµπέρασµα ότι οι HSP90 µπορεί να διαδραµατίζουν 
σηµαντικό ρόλο στη σύνδεση των περιβαλλοντικών αλλαγών µε την αποκάλυψη 
φαινοτυπικών χαρακτηριστικών, τα οποία έχουν τη βάση τους σε γενετικές διαφορές. 
∆ηλαδή, οι HSP90 µπορεί να δρουν ως  ρυθµιστές των τροποποιήσεων που συµβαίνουν 
κατά την εξελικτική διαδικασία (Sangster et al., 2007).  

Παρόλο που στη Drosophila η µελέτη της ρυθµιστικής ικανότητας της 
HSP90 περιορίζεται στην παρατήρηση µορφολογικών χαρακτηριστικών, στο 
Arabidopsis επεκτείνεται πέρα της γενετικής παραλλακτικότητας. Εκµεταλλευόµενοι τα 
µοναδικά πλεονεκτήµατα του φυτικού συστήµατος πολλοί ερευνητές κατάφεραν να 
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ποσοτικοποιήσουν τη ρυθµιστική ικανότητα της HSP90 στα µονοπάτια 
περιβαλλοντικής αντίδρασης και να αποδείξουν το ρόλο της HSP90 στην πλαστικότητα 
και την περιβαλλοντική καναλοποίηση (Sangster et al., 2004).   

 
 

1.β.5. HSP90 και ανθεκτικότητα στις ασθένειες στα φυτά 
 
 
 Τα φυτά στο περιβάλλον που αναπτύσσονται εκτίθενται συνεχώς σε 

επιθέσεις πληθώρας µικροβιακών παθογόνων, εντόµων και νηµατωδών. Για το λόγο 
αυτό, έχουν αναπτύξει ένα σύστηµα αµυντικών µηχανισµών που τους επιτρέπει να 
αντικρούουν αυτές τις επιθέσεις. Ο κυριότερος µηχανισµός αντίδρασης σε αυτού του 
είδους επιθέσεις είναι η πρωτεϊνο-ειδική αλληλεπίδραση των φυτικών R (Resistance) 
γονιδίων ανθεκτικότητας µε τα γονίδια µολυσµατικότητας των παθογόνων (Flor et al., 
1971). Η αναγνώριση των πρωτεϊνών µολυσµατικότητας των παθογόνων από τις R 
πρωτεΐνες θέτει σε εκκίνηση µια σειρά διαδοχικών γεγονότων οδηγώντας σε 
περιορισµένο κυτταρικό θάνατο στο σηµείο της µόλυνσης που είναι γνωστός ως 
αντίδραση υπερευαισθησίας (HR). H HR συνοδεύεται από ραγδαία οξειδωτική έκρηξη, 
ιοντική ροή, ενδυνάµωση κυτταρικών τοιχωµάτων, φωσφορυλίωση πρωτεϊνών και 
ενεργοποίηση πολλών γονιδίων άµυνας (Dangl και Jones, 2001).          

Αρκετές δηµοσιεύσεις έχουν αποδείξει το ρόλο των κυτταροπλασµατικών 
Hsp90 γονιδίων του Arabidopsis στην ανθεκτικότητα εναντίον ασθενειών. Οι Liu et al., 
(2004) έδειξαν ότι οι HSP90 πρωτεΐνες αλληλεπιδρούν µε τα προϊνόντα των δύο πιο 
βασικών γονιδίων της αµυντικής αντίδρασης των φυτών, Sgt1 (Εικόνα 8) και Rar1, 
καθώς και µε το γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη  ανθεκτικότητας Ν που 
προσδίδει ανθεκτικότητα για τον ιό του µωσαϊκού του καπνού. Οι Takahashi et al. 
(2003), εξέτασαν τη συµµετοχή των Hsp90 γονιδίων στα µονοπάτια ανθεκτικότητας στο 
Arabidopsis και συγκεκριµένα την επίδραση που ασκούν τα Hsp90 γονίδια στα R 
γονίδια ανθεκτικότητας Rpm1 και Rps2. Όταν φυτά µολύνθηκαν µε Pseudomonas 
syringae, παρατηρήθηκε αύξηση της έκφρασης του hsp90.1  αλλά όχι των υπολοίπων 
hsp γονιδίων. Εφαρµογή τζελνταναµυκίνης (GDA), που αποτελεί αναστολέα των Hsp90 
γονιδίων, µείωσε την PRS2-επαγόµενη βακτηριακή ανθεκτικότητα και την HR, ενώ η 
RPM1-επαγόµενη HR παρέµεινε ανεπηρέαστη και η βακτηριακή ανθεκτικότητα 
παρουσίασε µόνο µια µικρή µείωση. Επιπρόσθετα, µεταλλάγµατα µε πλήρως 
απενεργοποιηµένο το Hsp90.1 γονίδιο παρουσίαζαν προβλήµατα στην RPS2-
επαγόµενη ανθεκτικότητα αλλά όχι στην RPM1-επαγόµενη ανθεκτικότητα. Σε µια 
διαφορετική δηµοσίευση, οι Hubert et al. (2003) παρουσίασαν ότι κυρίαρχα 
µεταλλάγµατα για το hsp90.2 γονίδιο του Arabidopsis παρουσιάζουν µειωµένη 
ανθεκτικότητα στην RPM1-επαγωγή αλλά όχι στην RPS2-. Τα αποτελέσµατα αυτά 
δείχνουν ότι υπάρχουν πιθανότητες οι σχεδόν όµοιες κυτταροπλασµατικές HSP90 
πρωτεϊνες του Arabidopsis να αποκλίνουν σε λειτουργία.  
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Εικόνα 8: Κρυσταλλική δοµή του συµπλόκου Hsp90-N-Sgt1-CS. (A) Απεικόνιση της στερεοδιαµόρφωσης 
των περιοχών αλληλεπίδρασης των αντίθετων β-πτυχωτών περιοχών της πρωτεϊνης Sgt1-CS µε τις 
επικείµενες  περιοχές της Hsp90-N. (B) Συντηρητικός χρωµατισµός της επιφάνειας της Sgt1-CS πρωτεϊνης 
(µπλε-κόκκινο: περισσότερο-λιγότερο συντηρηµένη περιοχή). Η επιφάνεια που εµφανίζεται στα αριστερά 
είναι υψηλά συντηρηµένη µε µια επιµήκης περιοχή  πλήρως σταθερών καταλοίπων τα οποία σχηµατίζουν 
την περιοχή αλληλεπίδρασης µε την Hsp90 πρωτεϊνη. Ο υψηλός βαθµός συντηρητικότητας υποδηλώνει ότι 
η αλληλεπίδραση που λαµβάνει χώρα στην περιοχή αυτή είναι πραγµατική βιολογικά. (C) Περίληψη της 
αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Hsp90-N–Sgt1-CS βασιζόµενη στη συντηρηµένη επιφάνεια 
αλληλεπίδρασης. Η περιοχή πρόσδεσης του ADP περιορίζεται στην εσωτερική κοιλότητα της Hsp90-N και 
το κινούµενο ‘lid’ τµήµα που κλείνει στην κατάσταση ενεργοποίησης της  Hsp90 από το ATP σηµειώνονται 
στο σχήµα (Zhang et al., 2008). 

 
 
Η αλληλεπίδραση του HSP90 συστήµατος µοριακού συνοδού µε τις R  

πρωτεΐνες πιθανόν να µην είναι µονοδιάστατη και να συσχετίζεται και µε κάποια άλλη 
λειτουργική πλευρά των HSP90. Οι R πρωτεΐνες διατηρούν υψηλό βαθµό 
πολυµορφισµού στη γονιδιωµατική τους ακολουθία, κατάσταση που ισχύει ίσως λόγω 
της συνεχόµενης πάλης µεταξύ των φυτών και των παθογόνων, παρουσιάζοντας ένα 
κλασικό παράδειγµα φαινοτυπικής πλαστικότητας. Συγκεκριµένα, η LLR περιοχή, που 
είναι η περιοχή σύνδεσης των HSP90 µε τις R πρωτεΐνες, βρίσκεται κάτω από συνεχή 
διαφοροποίηση (Bergelson et al., 2001). Επίσης,  έχει δειχθεί ότι οι HSP90 
συµµετέχουν στον έλεγχο της εµφάνισης πιθανών φαινοτυπικών αποκλίσεων που 
µπορεί να εκδηλωθούν τόσο στο Arabidopsis όσο και στη Drosophila (Queitsch et al., 
2002; Sollars et al., 2003; Sangster et al., 2004). Όπως έχει αναφερθεί, αλλοίωση της 
ρυθµιστικής ικανότητας των HSP90 µέσω περιβαλλοντικών καταπονήσεων, χρήση 
φαρµάκων ή µεταλλάξεων, προκαλεί εµφάνιση  των πολυµορφισµών αυτών, 
ενισχύοντας την υπόθεση ότι η HSP90-εξαρτώµενη απόκρυψη και απελευθέρωση των 
φαινοτυπικών χαρακτηριστικών µπορεί να επηρεάσει την εξελικτική πορεία του 
οργανισµού (Sangster και Queitsch, 2005). Επίσης, δεν µπορεί να περάσει 
απαρατήρητο το γεγονός ότι η HSP90-εξαρτώµενη επαγωγή των R πρωτεϊνών µπορεί να 
επιτρέπει ανεπαίσθητες δοµικές αλλαγές στις R πρωτεΐνες και να βοηθά στη 
διαφοροποίηση των γονιδιωµατικών τους ακολουθιών, χαρακτηριστικό που 
παρατηρείται πολύ έντονα µέσα στην οικογένεια  αυτή (Schulze-Lefert, 2004). Μεγάλο 
ενδιαφέρον παρουσιάζει και η παρατήρηση ότι η υπερέκφραση στον καπνό του R 
γονιδίου RPS4 του Arabidopsis έχει ως αποτέλεσµα την ενεργοποίηση της HR (Zhang 
et al., 2004), που λαµβάνει χώρα µε τη βοήθεια των ενδογενών hsp90 και SGT1 
γονιδίων του καπνού. Οι παρατηρήσεις αυτές υποδηλώνουν ότι το συντηρηµένο HSP90 
σύµπλοκο κατέχει την ικανότητα να συνδέει τις συνεχόµενα διαφοροποιούµενες και 
ετερόλογες R πρωτεΐνες µε τα άκρως συντηρηµένα σινιάλα ενεργοποίησης των 
µονοπατιών ανθεκτικότητας. Συµπερασµατικά, τα δεδοµένα δείχνουν ότι οι HSP90 
αποτελούν ένα σύστηµα που έχει την ικανότητα να ελαχιστοποιεί τον αντίκτυπο τυχόν 
µεταλλάξεων που µπορεί να συµβούν σε µονοπάτια που απαιτούνται για την αµυντική 
αντίδραση εναντίον ενός νέου µολυσµατικού παράγοντα (Sangster και Queitsch, 
2005).     

Η επαγωγή αµυντικών αντιδράσεων είναι ένα κλασσικό παράδειγµα της 
φαινοτυπικής πλαστικότητας. Πέρα όµως από τα όρια της άµυνας, το σύµπλοκο των 
HSP90 πρωτεϊνών έχει την ικανότητα να ανταποκρίνεται στο περιβάλλον µέσω της 
προτεινόµενης εµπλοκής του σε µονοπάτια που αλληλεπιδρούν µε το περιβάλλον και 
να το αντιλαµβάνεται επάγοντας τους κατάλληλους φαινοτυπικούς πολυµορφισµούς. 
Ως παράδειγµα αναφέρεται η κατάσταση κατά την οποία όταν νεαρά φυτάρια 
Arabidopsis µεγαλώνουν στο σκοτάδι παρουσία του φαρµάκου τζελνταναµυκίνη (GDA), 
επηρεάζεται δραµατικά η επιµήκυνση των υποκοτυλίων τους (Queitsch et al., 2002). 
Οµοίως, το εύρος της επιµήκυνσης της ρίζας, η απόκριση στη βαρύτητα και το 
πρασίνισµα του φυτού παρουσία φωτός επίσης εξαρτώνται από τις HSP90. Επίσης, όταν 
οι HSP90 αναστέλλονται παρατηρείται αύξηση στην ποικιλότητα των χαρακτηριστικών, 
γεγονός που υποδηλώνει ότι το σύµπλοκο µοριακού συνοδού των HSP90 πιθανώς να 
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σταθεροποιεί την ανάπτυξη στα φυτά (Queitsch et al., 2002). Κάτι αντίστοιχο όµως δεν 
έχει παρατηρηθεί στη µύγα Drosophila melanogaster (Milton et al., 2003). Αυτή η 
διαφορά πιθανώς να αντικατοπτρίζει τη στενή σχέση που υπάρχει µεταξύ του 
µεταβαλλόµενου περιβάλλοντος και των αναπτυξιακών διαδικασιών των φυτών. ∆ηλαδή, 
τα φυτά για να µπορούν να αντιλαµβάνονται τις αλλαγές του περιβάλλοντος και να 
προσαρµόζονται σε αυτές, αξιοποιούν την ικανότητα αντίληψης του περιβάλλοντος δια 
µέσω των HSP90 πρωτεϊνών, και έτσι ανασκευάζουν τη στερεοτυπική τους µορφολογία 
ή αντιδρούν στα εξωτερικά ερεθίσµατα (Sangster και Queitsch, 2005).  

 
 

1.β.6. Αποκάλυψη επιγενετικής παραλλακτικότητας 
 
 
Όπως έχει αναφερθεί στις προηγούµενες ενότητες, η αναστολή της δράσης 

των HSP90 πρωτεϊνών, στα φυτά και στα ζώα, επάγει την εµφάνιση και, στη συνέχεια, 
κληρονόµηση ασυνήθιστων φαινοτύπων. Οι φαινότυποι αυτοί µέσω της 
αυτογονιµοποίησης των απογόνων των επόµενων γενεών έχουν την ικανότητα να 
αυξήσουν τα ποσοστά εµφάνισής τους  µέσα στον πληθυσµό, χωρίς όµως να 
ακολουθούν τον Μενδελιανό τρόπο κληρονόµησης (Wong και Houry, 2006). Μέχρι και 
σήµερα, δεν έχει βρεθεί ένα ακριβές µοριακό µοντέλο που να εξηγεί το φαινόµενο 
αυτό. Αν και υπάρχουν δεδοµένα που υποστηρίζουν την άποψη ενός γενετικού 
µοριακού µοντέλου ρύθµισης των οργανισµών από τις HSP90 (Rutherford και 
Lindquist, 1998; Queitsch et al., 2002; Samakovli et al., 2007), υπάρχουν επίσης 
αρκετά  δεδοµένα που ερµηνεύουν καλύτερα το φαινόµενο αυτό µέσω της ύπαρξης 
ενός επιγενετικού µοριακού µοντέλου ρύθµισης (Sollars et al., 2003). ∆ηλαδή, 
υπάρχουν αποτελέσµατα που ενισχύουν την άποψη ότι οι HSP90 συµβάλλουν στη 
ρύθµιση της εκδήλωσης και κληρονόµησης των χαρακτηριστικών αυτών ρυθµίζοντας τα 
επιγενετικά πρότυπα των οργανισµών.   

Την άποψη αυτή ενισχύει η έρευνα των Zhao et al. (2005) που 
πραγµατοποίησαν στη ζύµη Saccharomyces cerevisiae και δείχνει ότι ανάµεσα στο 
πλήθος των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν είτε φυσικά είτε γενετικά µε τις HSP90 
υπάρχουν και αρκετές πρωτεΐνες που ανήκουν στα INO80 και SWR-C σύµπλοκα 
αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης. Τα αποτελέσµατα αυτά υποδηλώνουν έντονα ότι 
πιθανός να υπάρχει λειτουργική σύνδεση µεταξύ των HSP90 και των µηχανισµών 
αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης, τουλάχιστον στη ζύµη. Από τη στιγµή βέβαια που οι 
HSP90 αποτελούν µια υψηλά συντηρηµένη οικογένεια πρωτεϊνών µεταξύ όλων των 
οργανισµών, από τα κατώτερα αρχαιοβακτήρια έως τον άνθρωπο, είναι λογικό να 
υποθέσει κάποιος ότι και στους υπόλοιπους οργανισµούς θα υπάρχει ένα παρόµοιο 
δίκτυο αλληλεπιδράσεων (Wong και Houry, 2006). 
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Είκόνα 9: Μία συσχέτιση µεταξύ γενετικής και επιγενετικής στην απόκτηση νέων χαρακτηριστικών. Α) 
Μέσω της γενετικής οδού, ένα νέο χαρακτηριστικό, που εµφανίζεται ως νέος φαινότυπος, εκδηλώνεται από 
µη-επιβλαβής µεταλλάξεις και/ή ανασυνδυασµούς γονιδίων αλλάζοντας έτσι το γένωµα των απογόνων. 
Θετική επιλογή για το νέο χαρακτηριστικό έχει ως αποτέλεσµα αύξηση της αναλογίας των απογόνων που το 
εκδηλώνουν, µέσα στον πληθυσµό, αλλά και ενσωµάτωση του νέου γονιδίου, που είναι υπεύθυνο για το 
χαρακτηριστικό αυτό, στο γονιδιακό υπόβαθρο του πληθυσµού. Β) Μέσω της επιγενετικής οδού, ένα νέο 
χαρακτηριστικό µπορεί να είναι το αποτέλεσµα της έκφρασης γονιδίων που κάτω από φυσιολογικές 
συνθήκες είναι ανενεργά. Περιβαλλοντικές καταπονήσεις επάγουν τροποποιήσεις στο DNA, στις ιστόνες, 
στη δοµή της χρωµατίνης και/ή στη λειτουργία του RNAi µηχανισµού, οι οποίες τροποποιούν το προφίλ 
της γονιδιακής έκφρασης των επηρεασµένων απογόνων. Κληρονόµηση του γονικού επιγενώµατος και 
θετική επιλογή για το νέο χαρακτηριστικό έχει ως αποτέλεσµα στην αύξηση της αναλογίας των απογόνων 
που περιέχουν το νέο επιγένωµα, αν και δεν έχει γίνει καµία αλλαγή στο γενετικό υπόβαθρο των ατόµων 
του πληθυσµού (Wong και Houry, 2006). 

 
 
Οι Sollars et al. (2003) έκαναν µια σηµαντική ανακάλυψη όσον αφορά την 

εµπλοκή των HSP90 σε µοριακά µοντέλα επιγενετικής ρύθµισης. Αλλοιώνοντας την 
έκφραση του hsp90 γονιδίου στη Drosophila, είτε µε γενετική µετάλλαξη είτε µε 
φαρµακευτική αναστολή, παρατήρησαν ότι εµφανίστηκε ένας πολύ ιδιαίτερος 
φαινότυπος στο µάτι της µύγας, που ήταν κληρονοµήσιµος στις επόµενες γενιές 
ελλείψει πλέον της επιλεκτικής πίεσης, και συγχρόνως υπήρξε αλλαγή στην κατάσταση 
της χρωµατίνης που επηρέαζε καθολικά τα επίπεδα ακετυλίωσης της H3 ιστόνης µέσα 
στον οργανισµό. Συγχρόνως, παρατήρησαν ότι µεταλλάξεις στο γονίδιο trithorax της 
οικογένειας TrxG, που αποτελούν πρωτεΐνες χρωµατίνης που ρυθµίζουν µαζί µε µέλη 
της Polycomp οµάδας πρωτεϊνών την τύχη των κυττάρων κατά την ανάπτυξη µέσω 
ελέγχου επιγενετικών µονοπατιών, εµφάνιζαν τον ίδιο ακριβώς φαινότυπο. Όταν τα 
έντοµα επιλέχθηκαν µέχρι και έξι γενιές για το νέο χαρακτηριστικό, τότε τους δόθηκε 
τροφή που περιείχε αναστολείς αποακετυλασών (HDAC). Μεγάλο ενδιαφέρον 
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παρουσίασε η παρατήρηση ότι έντοµα που προέκυψαν είτε από µετάλλαξη της HSP90 
πρωτεϊνης, είτε από φαρµακευτική αναστολή της, είτε από µεταλλάξεις του trithorax 
γονιδίου κατάφεραν να αντιστρέψουν το φαινότυπο. Θεωρήθηκε λοιπόν ότι η αλλαγή 
αυτή στην κατάσταση της χρωµατίνης ήταν υπεύθυνη για την επιγενετική κληρονόµηση 
του φαινοτύπου στο µάτι και ότι η HSP90 συσχετίζεται µε την κληρονόµηση του 
χαρακτηριστικού αυτού. Πιο πρόσφατα, περαιτέρω ανάλυση του φαινοµένου απέδειξε 
ότι προκειµένου να µπορεί να εκφραστεί το γονίδιο trithorax, απαιτείται η HSP90 για 
να διατηρεί την περιοχή της χρωµατίνης ενεργή (Tariq et al., 2009). Μέσα από τις 
µελέτες αυτές φαίνεται πως η HSP90 µπορεί να επηρεάσει ένα σπουδαίο και εξελικτικά 
υψηλά συντηρηµένο επιγενετικό δίκτυο που ελέγχει κυρίαρχα αναπτυξιακά και 
κυτταρικά µονοπάτια ενός οργανισµού.   

 
 

 

Εικόνα 10: Ρύθµιση της µεθυλίωσης των ιστονών από 
τα PcG και TrxG σύµλοκα. α) Οι TrxG   πρωτεΐνες 
σχηµατίζουν σύµπλοκο πάνω σε στοιχεία 
ενεργοποίησης (PRE/TRE). Η TRITHORAX είναι µια 
πρωτεΐνη του συµπλόκου που τρι-µεθυλιώνει τη λυσίνη 
4 της ιστόνης Η3, που είναι ένα επιγενετικό 
χαρακτηριστικό των ενεργά µεταγραφόµενων γονιδίων. 
Στο µοντέλο αυτό, η HSP90 αλληλεπιδράµε τη Rvb1p 
πρωτεΐνη αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης και/ή τη 
TRITHORAX  προκειµένου να διατηρείται ενεργή η 
χρωµατίνη.  β) Όταν απενεργοποιηθεί η λειτουργία της 
HSP90 λόγω στρες, τότε πραγµατοποιείται 
αντικατάσταση των TrxG πρωτεϊνών από τις PcG στα 
σηµεία που υπάρχουν τα στοιχεία ενεργοποίησης των 
συµπλόκων (PRE/TRE). Το PcG πρωτεϊνικό σύµπλοκο 
περιέχει την E(z) πρωτεΐνη η οποία τρι-µεθυλιώνει τη 
λυσίνη 27 της ιστόνης Η3, που αποτελεί δείκτη 
ανενεργής χρωµατίνης και καταστολής της µεταγραφής 
(Ruden και Lu, 2008).  

 

 
 
 
 
Εκτός από αυτά, υπάρχουν αρκετά παραδείγµατα στη βιβλιογραφία που 

αποδεικνύουν τη συµµετοχή επιγενετικών στοιχείων στην κληρονόµηση φαινοτύπων 
που επάγονται από τις HSP90. Έχει προταθεί ότι στοχευόµενη µεθυλίωση του DNA και 
τροποποιήσεις της χρωµατίνης που µπορεί να συνδέονται λειτουργικά µε τις HSP90, 
είναι επιγενετικοί µηχανισµοί µε τους οποίους τα πρότυπα ενεργοποίησης ή 
αποσιώπησης ενός γονιδίου κληρονοµούνται χωρίς να υπάρξει καµία αλλαγή στη 
νουκλεοτιδική αλληλουχία. Σηµαντικό παράδειγµα αποτελεί το γονίδιο CARM1, το 
οποίο συµµετέχει στη µεθυλίωση της αργινίνης 17 στην ιστόνη Η3, το οποίο 
συσχετίζεται µε τον υποδοχέα των οιστρογόνων (ER) και διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο 
στη ρύθµιση της µεταγραφής (Beato και Klug, 2000). Ο ER ρυθµίζεται από τις HSP90 
µε τον εξής τρόπο: η παρουσία οιστρογόνων επάγει την απελευθέρωση του ER από τις 
HSP90, ο οποίος µπορεί να ενωθεί πλέον µε τα οιστρογόνα και να ενεργοποιήσει τη 
µεταγραφή γονιδίων που εξαρτώνται από αυτόν. Ένα άλλο παράδειγµα αποτελεί η 
µεθυλοτρανσφεράση της λυσίνης 4 στην ιστόνη 3 (SMYD3) στον άνθρωπο, που 
προκειµένου να δρα ικανοποιητικά απαιτεί την παρουσία των HSP90 (Hamamoto et 
la., 2004). Επίσης, η µελέτη του πρωτεώµατος της ζύµης (Zhao et al., 2005) 
αποκάλυψε ότι η HSP90 αλληλεπιδρά µε τις Tahlp και Pihlp πρωτεΐνες, που 
συσχετίζονται µε τον Rvb1p παράγοντα αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης.     

Παρόλο που η κληρονόµηση των HSP90-επαγόµενων φαινοτύπων και η 
αύξηση της εµφάνισής τους µέσα στους πληθυσµούς όπου παρατηρούνται αποτελεί ένα 
εξαιρετικά πολύπλοκο φαινόµενο, ίσως τον πιο καθοριστικό παράγοντα του φαινοµένου 
να αποτελεί η σταθερότητα της κληρονόµησης (Sollars et al., 2003; Sangster et al., 
2004). Αυτό γιατί καταστάσεις έλλειψης ισορροπίας στην εµφάνιση ενός επιγενετικού 
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γεγονότος λόγω αναστρέψιµων βιοχηµικών τροποποιήσεων στο DNA και/ή στις ιστόνες 
θα παρουσιάζουν προβλήµατα στη διατήρηση της κατάστασης της χρωµατίνης από µια 
γενιά στην επόµενη. Προκειµένου λοιπόν να γίνει εφικτή η σταθερή κληρονόµηση του 
φαινοτύπου ενός οργανισµού απαιτείται συνεργασία τόσο γενετικών όσο και 
επιγενετικών µηχανισµών  (Sangster et al., 2004; 2007). ∆ηλαδή, ενώ η παραγωγή 
ενός νέου φαινοτύπου κάτω από συνθήκες καταστολής των HSP90 πρωτεϊνών µπορεί να 
οφείλεται σε επιγενετικούς µηχανισµούς, η φαινοτυπική επιλογή που θα οδηγήσει στη 
συσσώρευση όλων εκείνων των καθοριστικών παραγόντων που εξυπηρετούν στην 
καναλοποίηση (διοχέτευση) του φαινοτύπου έχει γενετική βάση.      

       Βέβαια, ο µηχανισµός µέσα από τον οποίο οι HSP90 πραγµατοποιούν 
την καναλοποίηση των φαινοτύπων βρίσκεται κάτω από διαρκή και έντονη µελέτη. Από 
την  έρευνα που έχει πραγµατοποιηθεί µέχρι στιγµής, εικάζεται ότι οι HSP90 δρουν ως 
ρυθµιστές της φαινοτυπικής παραλλακτικότητας, ότι µετάλλαξη σε κάθε ένα γονίδιο 
που κωδικοποιεί για HSP90 πρωτεΐνες οδηγεί σε εµφάνιση φαινοτυπικών διαταραχών 
που βρίσκονταν κάτω από κατάσταση καταστολής και ότι οι HSP90 ελέγχουν τη 
λειτουργία των στοχαστικών µηχανισµών µέσω ελαχιστοποίησης των πιθανών 
διαταραχών που συµβαίνουν κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Πιο πρόσφατα, έχει 
προταθεί η ιδέα ότι οι HSP90 διαµεσολαβούν στην καναλοποίηση των χαρακτηριστικών 
των οργανισµών µέσω επιγενετικών ρυθµίσεων. Χαρακτηριστικό παράδειγµα πέραν των 
γονιδίων trithorax, αποτελεί  και το γονίδιο piwi, το οποίο απαιτείται για την 
αποσιώπηση των µεταθετών στοιχείων και λειτουργεί και ως επιγενετικός ρυθµιστής στη 
Drosophila (Specchia et al., 2010; Gangaraju et al., 2011).  Για να µπορεί η PIWI 
πρωτεΐνη να λειτουργεί ικανοποιητικά, δηλαδή να καταστέλλει τη δηµιουργία νέων 
γενοτύπων από µεταλλάξεις και να αποσιωπά τους ήδη υπάρχοντες γενετικούς 
πολυµορφισµούς µέσω επιγενετικών µηχανισµών, πρέπει να υπόκειται  µετα-
µεταφραστική ρύθµιση από την HSP90 πρωτεΐνη.      
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1.γ. Άνθιση 
 
 
1.γ.1. Γενικά 

 
 
Τα ανθοφόρα φυτά αντιπροσωπεύουν µια από τις πιο επιτυχηµένες και 

ιδιαίτερες οµάδες οργανισµών του πλανήτη µε πάνω από 250.000 υπάρχοντα είδη στη 
φύση και χιλιάδες ακόµα ποικιλίες που παράχθηκαν από βοτανολόγους µέσω 
υβριδισµών και άλλων µεθόδων αναπαραγωγής. Η σηµαντικότερη πρόκληση που 
έχουν να αντιµετωπίσουν τα φυτά είναι η επιτυχηµένη αναπαραγωγή µέσα στο 
απρόβλεπτο περιβάλλον το οποίο µεγαλώνουν. Για το λόγο αυτό, είναι ικανά να 
καθορίσουν πότε εµφανίζονται οι ευνοϊκότερες συνθήκες για την ανάπτυξή τους και 
τότε να παράγουν de novo γαµέτες στα όργανα του κάθε άνθους. Παρά το γεγονός ότι 
υπάρχουν φυτά, όπως οι ορχιδέες, τα τριαντάφυλλα και τα σκυλάκια, που έχουν πολύ 
ιδιαίτερα άνθη, τα περισσότερα άνθη περιέχουν τέσσερα ευδιάκριτα είδη οργάνων και η 
ανάπτυξή τους ελέγχεται από υψηλά συντηρηµένους µοριακούς µηχανισµούς (krizek 
και Fletcher , 2005).       

Τη σηµαντικότερη αναπτυξιακή µετάβαση στα φυτά, που έχουν βέβαια την 
ικανότητα να ανθίζουν, αποτελεί η αλλαγή από τη βλαστική στην αναπαραγωγική φάση 
ανάπτυξης. Η κατάλληλη χρονική στιγµή για τη µετάβαση αυτή είναι πρωτίστης 
σηµασίας ώστε να υπάρξει µεγιστοποίηση της αναπαραγωγικής επιτυχίας, το οποίο 
µεταφράζεται σε ιδανικό αριθµό σπορίων για το φυτό. Κάθε φυτικό είδος έχει αναπτύξει 
ιδιαίτερους µηχανισµούς για την αναπαραγωγή. Πολλά φυτικά είδη ανταποκρίνονται 
σε περιβαλλοντικά σινιάλα που ελέγχουν το χρόνο άνθισης, όπως είναι η φωτοπερίοδος 
ή οι συνθήκες χαµηλών θερµοκρασιών, αλλά υπάρχουν και διάφοροι µηχανισµοί 
καταπόνησης που έχουν την ικανότητα να επάγουν την άνθιση, όπως είναι ο 
υπερπληθυσµός, έλλειψη θρεπτικών στοιχείων, ζέστη ή ξηρασία. Επίσης, υπάρχουν 
και ενδογενή σινιάλα που ρυθµίζουν την άνθιση. 

 Οι πολλαπλές πληροφορίες που εισέρχονται στα φυτά παίρνουν τέτοια 
µορφή ώστε να ρυθµίσουν την τύχη του κορυφαίου βλαστικού µεριστώµατος. Η 
ικανότητα των φυτών να προσαρµόζουν µορφολογικά την ανάπτυξή τους ανάλογα µε τα 
ερεθίσµατα που δέχονται από το περιβάλλον τονίζει µια θεµελιώδη διαφορά που έχουν 
τα φυτά σε σχέση µε τα ζώα. Στα φυτά, το κύριο µέρος της ανάπτυξης συµβαίνει µετά-
εµβρυικά µέσω συνεχούς παραγωγής βλαστικών κυττάρων από τα κορυφαία 
µεριστώµατα της ρίζας και του βλαστού (Simpson και Dan, 2002). Τα πρωτογενή 
κύτταρα που θα δώσουν στη συνέχεια φύλλα ή άνθη εµφανίζονται στις πλευρικές 
καταβολές του κορυφαίου µεριστώµατος του βλαστού και η µετάβαση από τη βλαστική 
στην ανθική κατάσταση του φυτού ελέγχεται από µια οµάδα γονιδίων που είναι γνωστά 
ως γονίδια ταυτότητας µεριστώµατος (Εικόνα 10). 

Η αναπαραγωγική επιτυχία ενός φυτού έγκειται στην ικανότητά του να 
παράγει άνθη, η οποία αποτελεί εντυπωσιακή αναπτυξιακή αλλαγή στον κύκλο 
ανάπτυξης του φυτού (Simpson και Dean, 2002). Κατά τη διάρκεια της βλαστικής 
ανάπτυξης του φυτού, το κορυφαίο βλαστικό µερίστωµα (SAM, Shoot Apical Meristem) 
εγκαθιδρύει την αρχιτεκτονική του βλαστού µέσω της δηµιουργίας επαναληπτικών 
σειρών αρχέγονων βλαστικών κυττάρων που αναπτύσσονται σε φύλλα ή/και 
πλευρικούς βλαστούς (κλάδοι) οι οποίοι έχουν δικό τους κορυφαίο βλαστικό 
µερίστωµα (Poethig, 1990). Μετά από τη µετάβαση στην αναπαραγωγική φάση 
ανάπτυξης, σχεδόν από όλα τα κορυφαία µεριστώµατα παράγονται άνθη. Η ανάπτυξη 
του αναπαραγωγικού βλαστού διαφέρει από το βλαστικό στα εξής σηµεία: 

• Το άνθος έχει αρκετούς τύπους εξειδικευµένων ανθικών οργάνων από 
τους οποίους ο αριθµός, η διαµόρφωση και η µορφολογία είναι ξεχωριστά για κάθε 
είδος. 
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• Η έναρξη και η ανάπτυξη πλευρικών βλαστών βρίσκονται σε κατάσταση 
καταστολής στον ανθικό βλαστό. 

• Αντίθετα µε τους περισσότερους βλαστούς, οι ανθικοί βλαστοί είναι 
καθορισµένοι και σταµατούν να αυξάνονται µετά από την έναρξη της δηµιουργίας των 
τελευταίων αναπαραγωγικών οργάνων (Pidkowich et al., 1999). 

 
 

 
  

αλληλεπιδρούν προκειµένου να αρχίσει η 
διαδικασία δηµιουργίας τω ανθικών οργάνων 

Εικόνα 11: Σχηµατική αναπαράσταση του 
κορυφαίου βλαστικού µεριστώµατος (SAM) 
και του ανθικού µεριστώµατος (FM). Στο 
κορυφαίο αδιαφοροποίητο βλαστικό 
µερίστωµα (SAM) η αλληλεπίδραση των 
γονιδίων Clv3 και Wus έχει ως αποτέλεσµα 
την παραγωγή νέων κυττάρων στη 
µεριστωµατική ζώνη και τη δηµιουργία 
φύλλων κατά τη βλαστική ανάπτυξη. Στο 
διαφοροποιηµένο ανθικό µερίστωµα (FM) 
είναι εµφανής η παρουσία του γονιδίου Lfy 
από την αρχή της διαφοροποίησης που 
οριοθετεί και την αλλαγή της ταυτότητας του 
µεριστώµατος. Στη συνέχεια, το Lfy σε 
συνδυασµό µε το Wus και το Ag 

(Fletcher, 2002). 
 

 
 
 
Τα φυτικά είδη παρουσιάζουν µεγάλη ποικιλότητα στον χρόνο άνθισης, µε 

τη στιγµή της ανθικής αλλαγής να ελέγχεται από υπεράριθµους περιβαλλοντικούς και 
ενδογενούς παράγοντες (Izawa et al., 2003). Ο συνδυασµός αυτός δίνει τη δυνατότητα 
στα φυτά να µπορούν να εξισορροπούν την ανάπτυξή τους από γενιά σε γενιά µε τις 
επιθυµητές περιβαλλοντικές συνθήκες. Όπως είναι κατανοητό, η ανθική ανάπτυξη 
απαιτεί το συντονισµό ενός πολύπλοκου πολυπαραγοντικού δικτύου. 

Την τελευταία εικοσαετία έχει γίνει αξιοσηµείωτη πρόοδος στην κατανόηση 
των µηχανισµών που χρησιµοποιούν τα φυτά για να καθορίσουν το χρόνο και το είδος 
του µεριστώµατος προκειµένου να ενεργοποιηθεί η άνθιση. Αν και τα άνθη που 
παράγονται από κάθε φυτικό είδος διαφέρουν δραµατικά µεταξύ τους, οι γενετικοί και 
µοριακοί µηχανισµοί που βρίσκονται πίσω από τη ρύθµιση της δηµιουργίας του 
άνθους είναι εξαιρετικά συντηρηµένοι.    

Από τη δεκαετία του ‘90 τα πρώτα γονίδια που εµπλέκονται στην ανάπτυξη 
του άνθους κλωνοποιήθηκαν από τα φυτά µοντέλα Arabidopsis thaliana και 
Antirrhinum majus. Από τότε, τεράστια πρόοδος έχει γίνει προκειµένου να κατανοηθεί 
ο µηχανισµός της άνθισης και να καθοριστούν τα γενετικά µονοπάτια που ρυθµίζουν 
τη διαµόρφωση του άνθους (Theissen, 2001). Ο ρόλος αρκετών γονιδίων που 
ρυθµίζουν τη χωροταξική και χρονική έκφραση των γονιδίων ανθικής ταυτότητας έχει 
αποσαφηνιστεί. Επιπλέον, η ανακάλυψη των microRNAs που ελέγχουν αρκετά γονίδια 
ειδικά για τη µορφοποίηση του άνθους έχει αποκαλύψει ένα νέο επίπεδο ρύθµισης της 
γονιδιακής έκφρασης στην ανάπτυξη του άνθους. Επίσης, οι τεχνολογίες των 
µικροσυστοιχιών και ανοσοκαθίζησης χρωµατίνης έχουν αξιοποιηθεί για την 
ταυτοποίηση γονιδίων στόχων των µεταγραφικών παραγόντων που εµπλέκονται στη 
µορφοποίηση του άνθους. Η ανακάλυψη του ότι οι µεταγραφικοί παράγοντες που 
εµπλέκονται στη µορφοποίηση του άνθους δρουν σε πλήρως οργανωµένα σύµπλοκα, 
ανοίγει νέους δρόµους στη βιοχηµική έρευνα (Krizek και Fletcher, 2005). 
Επιπρόσθετα, νέα γονίδια έχουν χαρακτηριστεί που πιθανώς εγκαθιδρύουν το πρότυπο 
της ανθικής µορφοποίησης,  δηµιουργούν τους ποικίλους κυτταρικούς τύπους και 
ιστούς των τεσσάρων τύπων οργάνων του άνθους και εµπλέκονται στον καθορισµό της 
τελικής µορφής τους. Η κατανόηση της άνθισης είναι επίσης ένα πεδίο υψηλής 
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σηµασίας για τη γεωργία, µιας και µπορεί να βοηθήσει στη βελτίωση χαρακτηριστικών 
όπως είναι η απόδοση του σπόρου και η ωρίµανση του καρπού.        

 

   
 
 
Η ανάπτυξη των ανθοφόρων φυτών είναι µια κ

από το έµβρυο µέχρι το πλήρες αναπτυγµένο φυτό 
οργάνων από τα µεριστώµατα (Steeves και Sussex, 19
έµβρυα, που στη συνέχεια θα δώσουν άνθη κατά τη
συντηρηµένο σχέδιο κυτταρικών διαιρέσεων για να µορφο
αποτελείται από έναν ακτινωτό άξονα και από έναν κορυ
2001). Ο ακτινωτός άξονας εγκαθιδρύει την εξωτερική 
φλοιό και τον κεντρικό προ-αγγειακό ιστό. Ο κορυφαίος ά
βλαστικό µερίστωµα, το οποίο αποτελείται από µια µικρ
που συνεχώς διαιρούνται και αναπληρώνονται (Fletcher,
παράγουν θυγατρικά κύτταρα που εκτοπίζονται στην π
όπου εισέρχονται σε ειδικά µονοπάτια διαφοροποίησης
οργάνων παράγονται κατά τη διάρκεια της οργανογένεσης
όµως, το κορυφαίο βλαστικό µερίστωµα ξεκινάει την πα
για τη δηµιουργία φύλλων στις καταβολές κάτω από ένα
Μετά το πέρας της περιόδου της βλαστικής ανάπτυξης, ό
φωτοσυνθετικές  δραστηριότητες για την ανάπτυξή του, α
µέσω ενός συνδυασµού ενδογενών και περιβαλλοντικών σ
ανθικής µετάβασης, το κορυφαίο βλαστικό µερίστωµα µε
µερίστωµα που παράγει τους δευτερογενείς ανθοφόρους κ

Τα περισσότερα άνθη αποτελούνται από 
οργάνων που εµφανίζονται σε οµόκεντρους κύκλους πο
δύο εξωτερικοί δακτύλιοι περιέχουν στείρα όργανα και σ
σέπαλα σχηµατίζουν τον πρώτο δακτύλιο και αποτελούν 
επικάλυψη του αναπτυσσόµενου άνθους. Τα πέταλα
δακτύλιο και συχνά είναι µεγάλα και επιδεικτικά για να 
εσωτερικοί δακτύλιοι αποτελούνται από όργανα που
αναπαραγωγή. Οι στήµονες εµφανίζονται στον τρίτο δακτύ
εξελίσσεται στο αρσενικό γαµετόφυτο. Τα καρπόφυλλα
ύπερος, εµφανίζονται στο κέντρο και παράγουν τις ωοθήκ
γαµετόφυτα, δηλαδή τον εµβρυόσακο. Συχνά τα καρπό
σχηµατίσουν το γυναικείο. Μετά τη γονιµοποίηση, το 
καρπό που φέρει τους σπόρους.   

 

 

Εικόνα 12: Τα φυτά µοντέλα 
Arabidopsis thaliana και  
Antirrhinum majus 
 

αλά συντηρηµένη ακολουθία 
µέσω συνεχών σχηµατισµών 
89). Τα περισσότερα φυτικά 
ν ανάπτυξη, υφίστανται ένα 
ποιήσουν µια απλή δοµή που 
φαίο-βασικό άξονα (Jurgens, 
επιδερµίδα, τον υποκείµενο 
ξονας καθορίζει το κορυφαίο 
ή οµάδα βλαστικών κυττάρων 
 2002). Τα βλαστικά κύτταρα 
εριφέρεια του µεριστώµατος 

. Μόνο ένας µικρός αριθµός 
 του φυτού. Κατά το φύτρωµα 
ραγωγή αρχέγονων κυττάρων 
 καλά οργανωµένο πρότυπο. 
που το φυτό µεγιστοποιεί τις 
ρχίζει η ανάπτυξη των ανθέων 
ινιάλων. Κατά τη διάρκεια της 
τατρέπεται σε αναπαραγωγικό 
αι τα ξεχωριστά άνθη.  
τέσσερις διακριτούς τύπους 
υ ονοµάζονται δακτύλιοι. Οι 
χηµατίζουν το περιάνθιο. Τα 
την εξωτερική προστατευτική 
 εµφανίζονται στο δεύτερο 
έλκουν τους επικονιαστές. Οι 
 είναι υπεύθυνα για την 
λιο και παράγουν γύρη, που 
, που είναι γνωστά και ως 
ες που περιέχουν τα θηλυκά 
φυλλα συµπτύσσονται για να 
γυναικείο αναπτύσσεται στον 
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Εικόνα 13: Σχηµατική 
απεικόνιση των ανθικών 
οργάνων και των οµοκεντρικών 
δακτυλίων που αποτελούν το 
άνθος στο Arabidopsis 
thaliana.    

 
Η µορφοποίηση του άνθους συµβαίνει µέσω µιας σειράς διαδοχικών 

βηµάτων. Πρώτα, καθορίζεται η τύχη του κορυφαίου µεριστώµατος µέσω της 
δραστηριότητας των γονιδίων ανθικής ταυτότητας. Στη συνέχεια, το ανθικό µερίστωµα 
τροποποιείται σύµφωνα µε το πρότυπο των δακτυλίων για τις καταβολές των οργάνων 
µέσω της δραστηριότητας των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για την ταυτότητα των 
οργάνων. Τρίτον, τα γονίδια αυτά ενεργοποιούν µε τη σειρά τους άλλα γονίδια 
εξειδικευµένα στη δηµιουργία των ιστών και των κυτταρικών τύπων που αποτελούν 
τους διαφορετικούς τύπους οργάνων του άνθους. Κάθε ένα από αυτά τα βήµατα 
βρίσκεται κάτω από αυστηρό γενετικό έλεγχο και καθένα περιλαµβάνει περίπλοκα 
δίκτυα θετικών και αρνητικών ρυθµιστικών παραγόντων που επικαλύπτονται σε 
ποικίλα επίπεδα προκειµένου να ρυθµίσουν την µορφοποίηση του άνθους.    

 
 

1.γ.2. Προγραµµατίζοντας την ταυτότητα 
 
 
Η άποψη ότι τα άνθη αποτελούνται από τροποποιηµένα φύλλα 

καταγράφηκε πρώτα στα κείµενα του Goethe (Goethe, 1790), αλλά από το ‘90  και 
µετά υπάρχουν αποδείξεις, φυσιολογικού και γενετικού περιεχοµένου, που 
υποστηρίζουν την άποψη αυτή. Για παράδειγµα, προσεκτική µορφολογική 
παρατήρηση στο Arabidopsis έχει δείξει ότι οι ανθικές καταβολές εκδηλώνονται στις 
ίδιες καταβολές που παράγονταν τα φύλλα κατά τη βλαστική φάση ανάπτυξης. Κάτω 
από τις κατάλληλες επαγωγικές συνθήκες, οι καταβολές της βλαστικής φάσης µπορούν 
να µετατραπούν σε ανθικές καταβολές ή και να παράγουν χιµαιρικά όργανα (Long και 
Barton, 2000). Επίσης, υπάρχουν στη βιβλιογραφία αποδείξεις ότι µεταλλάξεις σε 
φυτά που αφορούν την ταυτότητα του ανθικού µεριστώµατος (FMI, Floral Meristem 
Identity) έχουν ως αποτέλεσµα τα φυτά να συνεχίζουν να παράγουν φύλλα και 
βλαστούς ακόµα και µετά τη µετάβαση στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης. 

Η ταυτότητα του ανθικού µεριστώµατος αντιπροσωπεύεται από ένα σύνολο 
χαρακτηριστικών, µε τη δηµιουργία του άνθους να είναι ένα από αυτά και να 
αποτελείται από τουλάχιστον τέσσερις διακριτές διαδικασίες: τον καθορισµό της σωστής 
θέσης των αναδυόµενων καταβολών, τον καθορισµό του ορθού χρόνου για τη 
µορφοποίηση των ανθέων, την απόδοση ανθικής ταυτότητας στις καταβολές και την 
ανάπτυξη του άνθους µε βάση το σωστό πρότυπο (Weigel, 1995). Παρόλο που θα 
περίµενε κανείς αυτές οι διαδικασίες να λαµβάνουν χώρα διαδοχικά η µια µετά την 
άλλη, υπάρχουν πολλές αποδείξεις που υποστηρίζουν ότι υπάρχει λειτουργική 
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αλληλεπίδραση µεταξύ τους αποδίδοντας έτσι στο όλο σύστηµα ευρωστία και 
προσαρµοστικότητα για το σχηµατισµό των ανθέων (Blazquez et al., 2006). 
 
 
1.γ.2.1. Κατασκευή του γενετικού δικτύου της άνθισης  

 
 
Μελέτες στο Arabidopsis έχουν δείξει ότι η µετάβαση στην άνθιση ελέγχεται 

από πολύπλοκα γενετικά δίκτυα και ότι υπάρχουν τέσσερα βασικά αλληλοεξαρτώµενα 
µονοπάτια που παρακολουθούν την πληθώρα των φυσικών, χηµικών και βιολογικών 
σινιάλων/πληροφοριών για την έναρξη της άνθισης (Εικόνα 3). Τα µονοπάτια µεγάλης 
ηµέρας και εαρινοποίησης ανταποκρίνονται σε περιβαλλοντικά σινιάλα όπως είναι η 
ποιότητα του φωτός και η θερµοκρασία, ενώ το αυτόνοµο µονοπάτι και το εξαρτώµενο 
από το γιββεριλλικό οξύ ανταποκρίνονται στην ενδογενή αναπτυξιακή κατάσταση του 
φυτού (Moon et al., 2005). 

 

 

Εικόνα 14: Το γενετικό 
ρυθµιστικό δίκτυο που 
ελέγχει την άνθιση στο 
Arabidopsis. Το βέλη 
υποδηλώνουν θετικές 
ρυθµιστικές σχέσεις ενώ οι 
µπάρες αρνητικές. Τα 
µονοπάτια της άνθισης 
ελέγχουν την έκφραση των 
κοµβικών γονιδίων Soc1, Ft 
και Leafy. Τα γονίδια αυτά 
κωδικοποιούν για 
πρωτεϊνες που 
ενεργοποιούν τα γονίδια 
µεριστωµατικής ταυτότητας 
Ap1 (Apetala1), Ap2 
(Apetala2), Ful (Fruitfull), 
Cal (Cauliflower) και Leafy 
που µετατρέπουν το 
βλαστικό µερίστωµα σε 
αναπαραγωγικό(Henderson 
και Dean, 2004). 

 
 

 
1.γ.2.2. Μονοπάτι µεγάλης ηµέρας  

 
 
Προκειµένου να αντιληφθούν και να αντιδράσουν στις αλλαγές της 

φωτοπεριόδου, τα φυτά πρέπει να έχουν την ικανότητα να αντιλαµβάνονται τη διάρκεια 
του φωτός και να την συνδέουν µε έναν εσωτερικό µηχανισµό που χρησιµεύει ως 
µετρητής της (κιρκαδικό ρολόι).  Στο Arabidopsis, τα ιώδη/υπεριώδη φυτοχρώµατα και 
τα UV/κυανά κρυπτοχρώµατα που απορροφούν φώς είναι οι κύριοι φωτο-υποδοχείς 
που εµπλέκονται στην αντίληψη του µήκους ηµέρας (Boss et al., 2004). Η αντίληψη 
του φωτός από αυτούς τους υποδοχείς µηδενίζει το κιρκαδικό ρολόι ξανά και ξανά ώστε 
να παραµένει συγχρονισµένο µε το περιβάλλον. Η λειτουργία αυτή ονοµάζεται 
φωτοπεριοδισµός. 

Η φωτοπερίοδος µεγάλης ηµέρας έχει την ικανότητα να προάγει την άνθιση 
στο Arabidopsis µέσω της ενεργοποίησης του µεταγραφικού παράγοντα Constans (Co). 
Το Co διαδραµατίζει πρωταρχικό ρόλο στην ερµηνεία των πληροφοριών που 
προέρχονται από το περιβάλλον προκειµένου να επιτευχθεί η αντίληψη του µήκους 
ηµέρας. Είναι γονίδιο που απαιτείται για την ενεργοποίηση των κοµβικών (Integrators) 
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γονιδίων της άνθισης αλλά και για την απευθείας ενεργοποίηση του γονιδίου Ft 
(Flowering Locus T). Το mRNA του Co εκδηλώνει ρυθµική ηµερήσια έκφραση που 
ελέγχεται από το κιρκαδικό ρολόι και ρυθµίζεται µέσω διαφόρων φωτο-υποδοχέων που 
επιδρούν στη σταθερότητα της πρωτεΐνης του. Τα φυτοχρώµατα και τα κρυπτοχρώµατα 
είναι οι δύο οµάδες των φωτο-υποδοχέων: το PhytochromeB (PhyB) προάγει την 
αποικοδόµηση της πρωτεΐνης του CO, ενώ τα PhytochromeA (PhyA), Cryptochrome1 
(Cry1) και  Cryptochrome2 (Cry2) την σταθεροποιούν. Αυτές οι ανταγωνιστικές 
δραστηριότητες έχουν ως αποτέλεσµα τη συσσώρευση του CO µόνο το βράδυ (Valverde 
et al., 2004).  

Η πρωτεΐνη του CO, που είναι λειτουργική µόνο κάτω από συνθήκες 
µεγάλης ηµέρας, προάγει την άνθιση µέσω της άµεσης ενεργοποίησης των κοµβικών 
γονιδίων της άνθισης, όπως είναι το Suppressor of Overexpression of Constans1 (Soc1, 
ή αλλιώς Agl20) και Ft, αλλά και µέσω έµµεσης ενεργοποίησης του Leafy. Επίσης, σε 
µεταλλάξεις του co έχουµε καθυστερηµένη άνθιση κάτω από συνθήκες µεγάλης 
ηµέρας, αλλά σε συνθήκες µικρής ηµέρας η άνθισης λαµβάνει χώρα κανονικά, 
γεγονός που υποδηλώνει ότι δεν επηρεάζεται το αυτόνοµο µονοπάτι.       

  
 

1.γ.2.3. Μονοπάτι γιββερελλικού οξέος  
 
 
Οι γιββερελλίνες (GAs) αποτελούν την οικογένεια γονιδίων που ρυθµίζει 

πολλές διαδικασίες της ανάπτυξης του φυτού. Στο σπόρο και στο µικρό φυτό είναι 
υπεύθυνες για την παραγωγή υδρολυτικών ενζύµων, τη βλάστηση και την ανάπτυξη. 
Στο ώριµο φυτό είναι σηµαντικές για την ανάπτυξη του φύλλου και του βλαστού, την 
άνθηση, την παραγωγή των ανθήρων και τον αριθµό των σπορίων (Pharis και King, 
1985).  

Μελέτες στο Arabidopsis έχουν δείξει ότι φυτά που είναι ανίκανα να 
συνθέσουν την ορµόνη γιββερελλικό οξύ (GA) δεν ανθίζουν όταν µεγαλώνουν σε 
συνθήκες µικρής ηµέρας (Wilson et al., 1992). Το γεγονός αυτό υποδηλώνει ότι οι GΑs 
διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στον έλεγχο της άνθησης σε συνθήκες µικρής ηµέρας, 
ενώ σε συνθήκες µεγάλης ηµέρας ο ρόλος τους δεν είναι πρωτεύουσας σηµασίας αφού 
τα ίδια µεταλλάγµατα απλώς καθυστερούν οριακά να ανθίσουν σε σχέση µε του αγρίου 
τύπου (Reeves και Coupland, 2001). Έχει δειχθεί ότι ένας από τους λόγους που τα 
φυτά αδυνατούν να ανθίσουν σε συνθήκες µικρής ηµέρας είναι γιατί δεν µπορούν να 
ενεργοποιήσουν το γονίδιο µεριστωµατικής ταυτότητας Leafy (Blazquez et al., 1998). Η 
επίδραση των GAs στο Leafy ασκείται µέσω µιας συγκεκριµένης περιοχής στον 
προαγωγέα του γονιδίου που αποτελεί περιοχή πρόσδεσης της GA-myb πρωτεΐνης 
(Blazquez και Weigel, 2000). Όταν η περιοχή αυτή µεταλλαχτεί τότε ο προαγωγέας του 
Leafy αδυνατεί να ενεργοποιήσει το γονίδιο  σε συνθήκες µικρής ηµέρας, ενώ 
εξακολουθεί να ανταποκρίνεται στα µηνύµατα της άνθισης όταν τα φυτά µεγαλώνουν 
σε συνθήκες µεγάλης ηµέρας.  
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Εικόνα 15: Μοντέλο 
των µονοπατιών 
προαγωγής της 
άνθισης µέσω των 
γιββερελλινών 
ορµονών στο 
Arabidopsis.  
 

 
 
Επίσης, συνεχόµενη έκφραση του Leafy  σε φυτά µε µεταλλαγµένο το 

γονίδιο υπεύθυνο για τη σύνθεση των γιββερελλινών (ga1-3) έχει την ικανότητα να 
προάγει την άνθιση (Blazquez et al., 1998), κάτι που συµβαίνει και όταν εκφράζεται 
συνεχώς το γονίδιο Soc1. Τα ευρήµατα αυτά υποδεικνύουν ότι οι GAs επάγουν την 
άνθιση σε συνθήκες µικρής ηµέρας µέσω της ρύθµισης των Leafy και Soc1 και ότι ο 
έλεγχος των δύο αυτών γονιδίων είναι εν µέρει ανεξάρτητος (Moon et al., 2003).  

 
 

1.γ.2.4. Αυτόνοµο µονοπάτι 
 
 
Το αυτόνοµο µονοπάτι απαιτείται στα φυτά προκειµένου να αποτραπεί η 

άνθιση πριν το φυτό ολοκληρώσει την βλαστική του ανάπτυξη. Χωρίς το αυτόνοµο 
µονοπάτι οι βλαστοί που αναπτύσσονται, µόλις βγουν από το χώµα, θα άνθιζαν αµέσως 
εάν οι περιβαλλοντικές συνθήκες το επέτρεπαν.   

Το αυτόνοµο µονοπάτι ονοµάστηκε έτσι λόγω της έλλειψης συµµετοχής του 
είτε στο µονοπάτι µεγάλης ηµέρας είτε στο µονοπάτι γιββερελλικού οξέος. Τα γονίδια 
που περιλαµβάνει το µονοπάτι αυτό δεν λειτουργούν σε µια γραµµική σειρά αλλά 
υπάρχουν πολλές υποοµάδες που έχουν όλες έναν κοινό στόχο, το γονίδιο Flc 
(Flowering Locus C). Το αυτόνοµο µονοπάτι προάγει την άνθιση ανεξάρτητα από τα 
σινιάλα που δέχεται το φυτό από το περιβάλλον καταστέλλοντας την έκφραση του Flc 
το οποίο λειτουργεί ως καταστολέας της άνθισης (Michaels και Amasino 2001).  

Μεταλλάξεις που εκδηλώνουν φαινότυπο καθυστερηµένης άνθισης κάτω 
συνθήκες µεγάλης αλλά και µικρής µέρας έκαναν δυνατή την ταυτοποίηση γονιδίων 
του µονοπατιού αυτού. Τα βασικά γονίδια που χαρακτηρίστηκαν είναι τα: Flowering 
locus A (Fca), Fpa, Fve και Luminidependens (Ld). Κοινό χαρακτηριστικό όλων των 
µεταλλάξεων είναι η συσσώρευση mRNA του γονιδίου Flc, υποδηλώνοντας ότι ο ρόλος 
των γονιδίων αυτών έγκειται στην καταστολή της έκφρασης του Flc (Twyman, 2003). Το 
γονίδιο Flc κωδικοποιεί για έναν MADS-box µεταγραφικό παράγοντα που 
παρεµποδίζει, µάλλον έµµεσα, την έκφραση των παραπάνω γονιδίων. Ενώ το Ld είναι 
ένας µεταγραφικός παράγοντας, , τα Fca και Fpa κωδικοποιούν για πρωτεΐνες που 
προσδένονται σε RNA. Τα προϊόντα αυτά ίσως να ρυθµίζουν αρνητικά την έκφραση του 
Flc και σε µεταγραφικό και σε µετά- µεταγραφικό επίπεδο. Ενώ τα προαναφερόµενα 
γονίδια προάγουν την άνθιση, το γονίδιο Early Flowering in Short days (Efs) 
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κωδικοποιεί για έναν καταστολέα της άνθισης στο αυτόνοµο µονοπάτι, µιας και δεν 
παρατηρείται φαινότυπος πρόωρης άνθισης σε µεταλλάγµατα που µεγαλώνουν σε 
συνθήκες µικρής ηµέρας.   

 
 

1.γ.2.5. Μονοπάτι εαρινοποίησης  
 
 
Μια µεγάλη περίοδος χαµηλών θερµοκρασιών (κάτω από 10oC) προάγει την 

άνθιση σε πολλά φυτικά είδη και σε ορισµένους οικότυπους του Arabidopsis. Αποτελεί 
µια πολύ χρήσιµη στρατηγική αναπαραγωγής λόγω της αναβολής που προκαλεί στην 
άνθιση µέχρι να έρθει η άνοιξη. Αυτή η απόκριση εαρινοποίησης είναι επιστατική του 
αυτόνοµου µονοπατιού, δηλαδή η εαρινοποίηση υπερνικά το φαινότυπο 
καθυστερηµένης άνθισης των fca, fpa και ld µεταλλαγµάτων (Twyman, 2003).    

Μόλις αποκτηθεί, η κατάσταση της εαρινοποίησης «αποµνηµονεύεται» από 
το φυτό κατά τη διάρκεια της µετέπειτα ανάπτυξης, ενδεικτικό ενός επιγενετικού 
τρόπου δράσης. Αρκετές πρωτεΐνες που αυτόνοµου µονοπατιού δρουν παράλληλα µε 
αυτό της εαρινοποίησης καταστέλλοντας το Flc γονίδιο (Henderson και Dean, 2004).   

Η µοριακή βάση αυτής της παρατήρησης έγκειται στη διασταύρωση των 
µονοπατιών εαρινοποίησης και αυτόνοµου στο Flc γονίδιο. Η έκφραση του Flc 
ρυθµίζεται αρνητικά σε χαµηλές θερµοκρασίες και αν και δεν έχουν χαρακτηριστεί 
άµεσοι ρυθµιστικοί παράγοντες, ένα σηµαντικό γονίδιο ελέγχου στο µονοπάτι αυτό 
είναι το Fri (Frigida). Σε φυσικούς οικότυπους καθυστερηµένης άνθισης, το Fri προάγει 
τη συσσώρευση mRNA του γονιδίου Flc, ενώ κατά τη διάρκεια της εαρινοποίησης 
λειτουργεί για να µειώσει την έκφρασή του Flc. Η αρνητική ρύθµιση του Flc διατηρείται 
ακόµα και όταν ανεβεί η θερµοκρασία του περιβάλλοντος. Αυτό επιτυγχάνεται µε τη 
λειτουργία του γονιδίου Vrn2 (Vernalization Response 2), το οποίο κωδικοποιεί για µια 
πυρηνική πρωτεΐνη της οικογένειας Polycomp που έχει την ικανότητα να διατηρεί τη 
δοµή της χρωµατίνης σταθερή κατά τη διάρκεια των διαδοχικών κυτταρικών 
διαιρέσεων. Τα δεδοµένα αυτά υποδεικνύουν ότι η καταστολή του γονιδίου Flc 
εγκαθίσταται µέσω διαδικασιών που εξαρτώνται από την καταστολή της δραστηριότητας 
του Fri, αλλά διατηρείται µέσω ενός επιγενετικού τρόπου ρύθµισης. Επίσης, ο 
επιγενετικός έλεγχος του χρόνου άνθισης στο Arabidopsis επιβεβαιώνεται και από 
παρατηρήσεις µεταλλαγµάτων σε γονίδια που ελέγχουν τη µεθυλίωση του DNA στο 
φυτό, που και αυτά εκδηλώνουν φαινότυπο καθυστερηµένης άνθισης (Twyman, 2003).    
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Εικόνα 16: Το γενετικό δίκτυο του χρόνου άνθισης. Τα γονίδια που εµπλέκονται προκειµένου να 
ολοκληρωθεί ο µηχανισµός της άνθισης καθώς και οι αλληλεπιδράσεις τους εµφανίζονται µε µπλε. Με 
γκρι εµφανίζονται γονίδια που λειτουργούν στα αρχικά στάδια του ABCDE µοντέλου και είναι απαραίτητα 
για τον καθορισµό της ταυτότητας του ανθικού µεριστώµατος (Ehrenreich et al., 2009).     

 
  

1.γ.3. Κοµβικά γονίδια των µονοπατιών της άνθισης  
 
 
1.γ.3.1. SOC1 

 
Το γονίδιο Soc1 (ή αλλιώς Agl20 ή Suppressor of CO Overexpression) 

κωδικοποιεί για ένα MADS-box µεταγραφικό παράγοντα και είναι συντηρηµένο µεταξύ 
των Αγγειοσπέρµων, τόσο στα Μονοκοτυλήδονα όσο και στα ∆ικοτυλήδονα (Lee et al., 
2008). Ονοµάστηκε έτσι γιατί το Soc1 µετάλλαγµα δεν αποµονώθηκε από γενετική 
σάρωση για µεταλλάγµατα που καθυστερούν στο χρόνο άνθισης, αλλά από µια 
ανεξάρτητη µελέτη σάρωσης για καταστολείς της έκφρασης του γονιδίου Constans (Co) 
(Samach et al., 2000). Πρόσφατες έρευνες έχουν δείξει ότι το Soc1 κωδικοποιεί για 
µια πολύ-λειτουργική πρωτεΐνη που ρυθµίζει όχι µόνο το χρόνο άνθισης αλλά και το 
ανθικό πρότυπο και τον καθορισµό της ανθικής ταυτότητας του µεριστώµατος (Melzer 
et al., 2008), δράσεις που έχουν πιστοποιηθεί πειραµατικά και σε άλλα φυτικά είδη 
πέρα του Arabidopsis. Τα ευρήµατα αυτά υποδηλώνουν ότι το Soc1 πιθανώς να 
διαδραµατίζει ρόλο γενικού ρυθµιστή στην οργανογένεση του φυτού (Lee και Lee, 
2010). 

 Το γονίδιο εκφράζεται κυρίως στα φύλλα και στο κορυφαίο βλαστικό 
µερίστωµα, µε την έκφραση του να αυξάνεται µε την πάροδο του χρόνου και να 
παρατηρείται απότοµη αύξηση στο µερίστωµα κατά την ανθική µετάβαση. Η έκφραση 
του Soc1 απουσιάζει από το στάδιο 1 του ανθικού µεριστώµατος και ξανά-εµφανίζεται 
στο κέντρο παλαιοτέρων ανθικών µεριστωµάτων.  

 

 

Εικόνα 17: Η δραστηριότητα του Soc1 
ανιχνεύεται σε  πολλά µονοπάτια της 
άνθισης (µεγάλης ηµέρας, αυτόνοµο, 
εαρινοποίησης)  τα οποία συνδέει και 
συνδυάζει προκειµένου να επαχθεί η 
άνθηση. Επίσης δέχεται µηνύµατα που 
προέρχονται από την ηλικία του φυτού 
και τις γιββερελλίνες. Το Soc1 
αλληλεπιδρά µε το Agl24 και 
ρυθµίζουν θετικά το ένα το άλλο µέσο 
µια κλειστής κυκλικής ρύθµισης 
(µαύρο κουτί). Όταν τα δύο γονίδια 
εκφράζονται στο κορυφαίο µερίστωµα 
ενεργοποιούν το Leafy, που είναι 
γονίδιο ανθικής ταυτότητας του 
µεριστώµατος. Στη συνέχεια το Leafy 
ξεκινά την ανάπτυξη των οργάνων του 
άνθους επάγοντας γονίδια της Α τάξης. 
Επιπρόσθετα µε τη ρύθµιση του 
χρόνου άνθισης  τα  Soc1 και Agl24   
εµπλέκονται και στην καταστολή 
πρόωρης ανάπτυξης ανθικών οργάνων 
µέσω της καταστολής του Sep3, 
γονιδίου που απαιτείται για την 
ενεργοποίηση γονιδίων της B και C 
τάξης. Με αυτόν τον τρόπο τα Soc1 και 
Agl24 διασφαλίζουν ότι η επαγωγή της    
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άνθισης και η ανάπτυξη του άνθους θα λάβουν χώρα στο σωστό χρόνο και χώρο. Το γκρι κουτί 
αντιπροσωπεύει τον αγγειακό ιστό του φύλλου όπου συµβαίνει η επαγωγή του Ft από το Co (Lee και Lee, 
2010).  

 
 
1.γ.3.2. AGL24  

 
 
Η πολυµελής οικογένεια των MADS-box µεταγραφικών παραγόντων στο 

Arabidopsis  διαδραµατίζει πρωτεύον ρόλο στη µετάβαση από τη βλαστική στην ανθική 
φάση ανάπτυξης. Το γονίδιο Agl24 (Agamous-like 24) είναι µέλος µιας γονιδιακής 
οικογένειας που έχει βρεθεί ότι προάγει την άνθιση (Michaels et al., 2003). Η έκφραση 
του γονιδίου ανιχνεύεται στο κορυφαίο βλαστικό µερίστωµα και ρυθµίζεται θετικά στο 
αναπαραγωγικό πλέον µερίστωµα κατά την ανθική µετάβαση. Μελέτες µε τη χρήση 
κατάλληλων διαγονιδιακών κατασκευών έχουν δείξει ότι σε 35S:Agl24 και Agl24RNAi 
σειρές η θετική ρύθµιση της έκφρασης του Agl24 οδηγεί σε πρώιµη άνθιση και ότι 
ελάττωση της έκφρασης του Agl24 οδηγεί σε καθυστερηµένη άνθιση. Τα δεδοµένα αυτά 
υποδηλώνουν ότι το Agl24 αποτελεί προαγωγέα της άνθισης µε την ποσότητά του να 
διαδραµατίζει περιοριστικό παράγοντα (Liu et al., 2008).  

Η έκφραση του Agl24 ανιχνεύεται ελάχιστα στο κέντρο των αναδυόµενων 
ανθικών µεριστωµάτων και είναι παρούσα στα ανθικά αναπαραγωγικά όργανα στα 
επόµενα στάδια σχηµατισµού των ανθέων (Yu et al., 2004). Απευθείας καταστολή του 
γονιδίου από άλλα γονίδια ελέγχου του χρόνου άνθισης, όπως είναι το Soc1 και το Svp, 
ή από το Ap1, που είναι γονίδιο µεριστωµατικής ταυτότητας, έχει ως αποτέλεσµα το 
φυτό να µην µπορεί να συνεχίσει το αναπτυξιακό του σχέδιο. Τα δεδοµένα αυτά 
συνεισφέρουν στην άποψη ότι το Agl24 συµβάλλει στον προσδιορισµό της ταυτότητας 
του ανθικού µεριστώµατος (Liu et al., 2008). Επίσης, πολύ σηµαντικές είναι οι µελέτες 
που υποδεικνύουν ότι η AGL24 πρωτεΐνη αλληλεπιδρά µε τη SOC1 στο κορυφαίο 
µερίστωµα κατά τη µετάβαση από τη βλαστική στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης 
και ότι ρυθµίζουν θετικά το ένα το άλλο (Liu et al., 2008). Η αλληλεπίδραση αυτή έχει 
ως αποτέλεσµα το συνδυασµό διαφόρων µηνυµάτων που αντιλαµβάνονται οι δύο αυτές 
πρωτεΐνες  ρυθµίζοντας θετικά την ίδια τους την έκφραση ως ενός ποσοτικού ορίου που 
φαίνεται ότι απαιτείται για τη µετάβαση του κορυφαίου µεριστώµατος από τη βλαστική 
στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης. 

 
 

1.γ.3.3. FT  
 
 
Το µονοπάτι της φωτοπεριόδου στο Arabidopsis αρχικά καθορίστηκε βάσει 

µεταλλαγµάτων που παρουσίαζαν φαινότυπο καθυστερηµένης άνθησης. Παραδείγµατα 
τέτοιων µεταλλαγµάτων αποτελούν τα µεταλλάγµατα των gigantea (gi), constans (co) 
και ft (flowering locus t). Έχει δειχθεί ότι το Gi κωδικοποιεί για µια µεγάλη πυρηνική 
πρωτεΐνη άγνωστης λειτουργίας που απαιτείται για την ενεργοποίηση της µεταγραφής 
του Co (Suarez-Lopez et al., 2001). Είναι γνωστό ότι το Co κωδικοποιεί για µια 
πυρηνική πρωτεΐνη που ενεργοποιεί τη µεταγραφή του Ft και του Soc1. Όσον αφορά το 
Ft, το Co επάγει την έκφραση του mRNA του Ft στον ιθµαγγειώδη ιστό των 
κοτυληδόνων και των φύλλων του Arabidopsis  κάτω από συνθήκες µεγάλης ηµέρας 
(Abe et al., 2005). Η πρωτεΐνη FT, που παράγεται στο φλοίωµα, µετακινείται προς το 
κορυφαίο βλαστικό µερίστωµα όπου απαιτείται προκειµένου να επαχθεί η διαδικασία 
της µετάβασης στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης και να ξεκινήσει η άνθιση.  

Βέβαια, το Ft είναι ένα γονίδιο που δέχεται σινιάλα της άνθισης όχι µόνο 
από το µονοπάτι µεγάλης ηµέρας, αλλά και από τα υπόλοιπα (εαρινοποίησης, 
αυτόνοµο και µονοπάτι γιββερελινών). Μεταλλάξεις στο γονίδιο έχουν ως αποτέλεσµα 
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ισχυρό φαινότυπο καθυστερηµένης άνθισης, ενώ υπερέκφραση του γονιδίου οδηγεί σε 
πρόωρη άνθηση, ανεξάρτητη από το µήκος ηµέρας και τη θερµοκρασία (Blazquez et 
al., 2003). Όπως προαναφέρθηκε, το γονίδιο Ft ενεργοποιείται από το Co στο µονοπάτι 
της φωτοπεριόδου, ενώ στα µονοπάτια εαρινοποίησης και αυτόνοµο το γονίδιο Flc 
ρυθµίζει αρνητικά την έκφραση του Ft (Hepworth e al., 2002).  

Ένα ακόµη χαρακτηριστικό του γονιδίου που δείχνει τη σηµαντικότητά του 
ως κοµβικό γονίδιο της άνθισης είναι η ρύθµισή του µέσω επιγενετικών µηχανισµών. 
Πρόσφατες µελέτες δείχνουν ότι η έκφραση του Ft επηρεάζεται από τροποποιήσεις των 
ιστονών. Η θέση στο χρωµόσωµα όπου βρίσκεται το Ft φαίνεται να εµπλουτίζεται µε 
τριµεθυλίωση της ιστόνης Η3  στη λυσίνη 7 (Η3Κ27), που οδηγεί στην απενεργοποίηση 
του γονιδίου, ενώ µείωση της έκφρασης του συµπλόκου Polycomp Repressive 
Complex 2 (PRC2) έχει ως αποτέλεσµα τη µείωση της τριµεθυλίωσης της Η3Κ27 µέσα 
στη χρωµατινική περιοχή του Ft και κατά συνέπεια την απελευθέρωση της έκφρασής 
του (Jiang et al., 2008). Επίσης, καταστολή της έκφρασης του γονιδίου Lhp1 (Like 
Heterochromatin Protein 1), που έχει την ικανότητα να προσδένεται στην Η3Κ27 και 
να προκαλεί σίγαση της χρωµατίνης, έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της έκφρασης του 
Ft (Takada και Goto, 2003).          

 

 

Εικόνα 18: Κοµβικές ρυθµιστικές 
αλληλεπιδράσεις στο φύλλο και στο 
κορυφαίο µερίστωµα του A.thaliana. 
Οι συνεχείς γραµµές 
αντιπροσωπεύουν απευθείας 
αλληλεπιδράσεις (ρύθµιση των 
επιπέδων του mRNA αναφέρεται σε 
µεταγραφικό έλεγχο). Το φως 
κατέχει διπλό ρόλο: ρυθµίζει το 
κιρκαδικό ρολόι και διατηρεί τη 
σταθερότητα της πρωτεϊνης του 
CO.Υπάρχει κυτταρική συνέχεια από 
το φλοίωµα στο κορυφαίο µερίστωµα 
που παρέχεται από τις 
ενδοκυτταρικές συνδέσεις µέσω των 
πλασµοδεσµάτων . Κατά τη διάρκεια 
της βλαστικής φάσης ανάπτυξης το 
κορυφαίο µερίστωµα παράγει 
φύλλα. Μετά την επαγωγή της 
άνθισης αλλάζει χαρακτήρα και 
παράγει άνθη (Kobayashi και 
Weigel, 2007).      

 
 

1.γ.4. Γονίδια µεριστωµατικής ταυτότητας 
 
 
Η ταυτοποίηση των θεµελιωδών παραγόντων που ελέγχουν την ταυτότητα 

του ανθικού µεριστώµατος απασχολεί πολλά χρόνια τους ερευνητές, οι οποίοι 
προσπαθούν µέσα από µελέτη µεταλλάξεων να χαρακτηρίσουν τα γονίδια αυτά. Με 
άλλα λόγια, τα κύρια στοιχεία που έχουµε µέχρι σήµερα σχετικά µε την εµπλοκή 
συγκεκριµένων πρωτεϊνών στον καθορισµό της ταυτότητας του µεριστώµατος στηρίζεται 
σε µελέτες µεταλλάξεων που έχουν να κάνουν µε καταστολή της δράσης ενός γονιδίου 
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ή υπερέκφρασής του. Μέσω των πειραµάτων που έχουν γίνει µέχρι σήµερα έχει 
ταυτοποιηθεί µια µικρή οµάδα γονιδίων που αναφέρονται ως γονίδια ταυτότητας 
µεριστώµατος και θα αναλυθούν παρακάτω.  

 
 

1.γ.4.1. LEAFY 
 
 
Το γονίδιο Leafy διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο κατά την ανάπτυξη του 

άνθους και χαρακτηρίζεται ως γονίδιο χρόνου άνθισης αλλά και ως γονίδιο ταυτότητας 
µεριστώµατος. Κατ’ αρχήν, διαµεσολαβεί στα επαγωγικά µηνύµατα της άνθισης, 
συµπεριλαµβανοµένων των φωτοπεριοδικών µηνυµάτων µέσω του Ft αλλά και των 
γιββερελινών, που το δίνουν το ρόλο του κοµβικού γονιδίου της άνθισης. Επίσης, 
καθορίζει  την ταυτότητα του ανθικού µεριστώµατος. Η έκφρασή του προηγείται της 
ανθικής µετάβασης. Ανιχνεύεται πρώτα σε νεαρές καταβολές φύλλων και αυξάνεται η 
έκφρασή του µέχρι να φτάσει τη µέγιστη τιµή στα νεαρά ανθικά µεριστώµατα 
(Blazquez et al., 1997). Φυτά όπου το γονίδιο εκφράζεται συνεχώς έχουν την ικανότητα 
να ανθίζουν νωρίτερα (Blazquez et al., 1997), ενώ φυτά στα οποία έχει σιγάσει το 
γονίδιο παράγουν φύλλα ή βλαστούς στις καταβολές που κανονικά θα έπρεπε να 
παράγουν άνθη (Weigel et al., 1992), δείχνοντας έτσι ότι το γονίδιο Leafy συµµετέχει 
στον καθορισµό του χρόνου άνθισης. ∆οµές παραπλήσιες µε άνθος εµφανίζονται τελικά 
στους ανθοφόρους βλαστούς των Leafy µεταλλαγµάτων πιθανώς λόγω της έκφρασης 
του Ap1, ενός άλλου γονιδίου ταυτότητας ανθικού µεριστώµατος, που µπορεί να 
ενεργοποιηθεί ανεξάρτητα από το Leafy (Weigel και Meyerowitz, 1994). Επίσης, πρέπει 
να τονιστεί ότι το Leafy γονίδιο δεν είναι µόνο απαραίτητο αλλά και επαρκές για να 
αποδώσει ανθική ταυτότητα στις ανερχόµενες καταβολές µιας και εκτοπική και 
συνεχής έκφρασή του στο Arabidopsis έχει ως αποτέλεσµα τον πρόωρο 
µετασχηµατισµό φύλλων και πλευρικών βλαστών σε άνθη αγρίου τύπου (Weigel και 
Nilsson, 1995). Το Leafy φαίνεται να λειτουργεί ως κοµβικός αποδέκτης των σινιάλων 
των µονοπατιών της άνθισης αφού ελέγχει όχι µόνο το χρόνο άνθησης αλλά και την 
έναρξη της µετάβασης της ταυτότητας του κορυφαίου µεριστώµατος.    

Η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από το Leafy έχει δράση µεταγραφικού 
παράγοντα και είναι συντηρηµένη µόνο στα φυτά  (Blazquez et al., 1997). Επίσης, 
παρόλο που οι µεταγραφικοί παράγοντες ανήκουν σε οικογένειες, το γονίδιο Leafy δεν 
ανήκει σε κάποια οικογένεια. Η πρωτεΐνη φαίνεται να τοποθετείται κυρίως στον πυρήνα 
αλλά LEAFY-GFP συντηγµένες πρωτεΐνες τοποθετούνται τόσο στο κυτταρόπλασµα όσο 
και στις κοιλότητες των πλασµοδεσµάτων. Η LEAFY πρωτεΐνη έχει την ικανότητα να 
µετακινείται από το ένα κύτταρο στο άλλο µέσω των πλασµοδεσµάτων, χωρίς ακόµα 
βέβαια να έχει εξακριβωθεί ο λόγος της µετακίνησης. Προκειµένου να ελεγχθεί η 
ικανότητα µετακίνησης της LEAFY πρωτεΐνης δηµιουργήθηκε κατασκευή 
καθοδηγούµενη από προαγωγέα ειδικό της L1 στοιβάδας του κορυφαίου µεριστώµατος 
του Arabidopsis. Η δράση της πρωτεΐνης δεν ανιχνεύτηκε µόνο στην L1 στοιβάδα αλλά 
σε όλο το ανθικό µερίστωµα (Wu et al., 2003). Επίσης, τα κανονικά επίπεδα έκφρασης 
του γονιδίου στο κορυφαίο µερίστωµα έχουν τεράστια σηµασία καθώς φαίνεται ότι 
καθορίζουν τη χρονική στιγµή όπου θα λάβει χώρα η ανθική µετάβαση (Blazquez et 
al., 1997).    

Έχει δειχθεί ότι η LEAFY πρωτεΐνη προσδένεται σε συγκεκριµένες 
ακολουθίες που βρίσκονται στις ρυθµιστικές περιοχές των γονιδίων Ap1 (Apetala 1), 
Ap3 (Apetala 3) και Ag (Agamous). Επίσης, φαίνεται ότι το Leafy γονίδιο εκφράζεται 
αρκετά σταθερά και στα αναπτυσσόµενα κλειστά άνθη γεγονός που µπορεί να 
οφείλεται στη σταθερή έκφραση του προαγωγέα του αλλά και στην ικανότητά του να 
µετακινείται µεταξύ των κυττάρων (Blazquez et al., 2006).    
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1.γ.4.2. AP1 
 
 
Το γονίδιο Ap1 ανήκει και αυτό στην οικογένεια των MADS-box 

µεταγραφικών παραγόντων και διαδραµατίζει διπλό ρόλο κατά την άνθιση. 
Ενεργοποιείται απευθείας από το Leafy ή από Ft (Wigge et al., 2005), συµµετέχει στον 
καθορισµό της ταυτότητας του ανθικού µεριστώµατος και επίσης λειτουργεί και ως 
γονίδιο Α τάξης κατά το σχηµατισµό του άνθους, συµµετέχοντας έτσι στον καθορισµό 
της ταυτότητας των οργάνων του περιάνθιου (Wagner et al., 1999).    

Η έκφραση του Ap1 εντοπίζεται στα νεαρά ανθικά µεριστώµατα, λίγο µετά 
την εµφάνιση του Leafy. Ο φαινότυπος φυτών που εκφράζουν συνεχώς το γονίδιο είναι 
ανάλογος µε το ρόλο του ως γονίδιο µεριστωµατικής ταυτότητας. Τα 35S:AP1 φυτά 
ανθίζουν πρόωρα και εµφανίζουν µετατροπές των βλαστών σε άνθη, φαινότυπος που 
είναι παρόµοιος µε αυτόν που παρουσιάζουν τα 35S:Leafy διαγονιδιακά φυτά (Mandel 
και Yanofsky, 1995). 

 
 

1.γ.4.3. CAL 
 
 
 Άλλο ένα γονίδιο της οικογένειας των MADS-box µεταγραφικών 

παραγόντων που συµµετέχει στον προσδιορισµό της ταυτότητας του µεριστώµατος είναι 
το Cal. Παρουσιάζει υψηλή συγγένεια µε το γονίδιο Ap1 καθώς και παρόµοιο πρότυπο 
έκφρασης στο κορυφαίο µερίστωµα. Παρόλο που µεταλλάξεις του γονιδίου δεν 
εµφανίζουν κάποιο διακριτό φαινότυπο σε σχέση µε τον άγριο τύπο στο Arabidopsis, 
διπλά µεταλλάγµατα cal και ap1 προκαλούν πλήρες µετασχηµατισµό των ανθικών 
µεριστωµάτων σε µεριστώµατα σχεδόν αναπαραγωγικού τύπου από τα οποία 
προκύπτουν άλλα παρόµοια µεριστώµατα. Επιπρόσθετα, συνεχόµενη έκφραση του Cal 
εµφανίζει παρόµοιο αλλά πιο αδύνατο φαινότυπο σε σχέση µε αυτόν των 35S:AP1 
φυτών (Liljegren et al., 1999).  

Η χρησιµότητα των γονιδίων Ap1/Cal για τον προσδιορισµό της ταυτότητας 
του ανθικού µεριστώµατος έχει παρατηρηθεί µόνο στο Arabidopsis και σε άλλα µέλη 
της οικογένειας των Brassicaceae. Η παρατήρηση αυτή συµφωνεί µε αποτελέσµατα 
φυλογενετικών µελετών που δείχνουν ότι τα γονίδια Cal και Ap1 πιθανώς να 
προέρχονται από ένα πρόσφατο γεγονός διπλασιασµού, που απαντάται µόνο στην 
οικογένεια των Brassicaceae (Lawton-Rauh et al., 1999).             

   

   
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 

Εικόνα 19: Γενικά πρότυπα έκφρασης γονιδίων διαµεσολαβητών της άνθησης και µερικών σηµαντικών
ρυθµιστών. Απεικονίζονται ένα φύλλο, ένα βλαστικό και ένα ανθικό µερίστωµα. Το χρώµα αντιπροσωπεύει
πρότυπο mRNA (ή GUS καθοδηγούµενο από τον προαγωγέα του γονιδίου) έκφρασης για το γονίδιο που
υποδεικνύεται. Ο όρος ‘detected’ δηλώνει ότι έχει ανιχνευτεί έκφραση του γονιδίου χωρίς όµως να είναι
γνωστό το πρότυπο έκφρασης. Αύξηση της  έντασης του χρώµατος από το βλαστικό στο ανθικό µερίστωµα,
υποδηλώνει αύξηση της έκφρασης του γονιδίου. Το αστεράκι υποδηλώνει το κορυφαίο µερίστωµα και οι
αριθµοί τα στάδια του ανθικού µεριστώµατος (Parcy, 2005).     
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1.γ.5. Το µοντέλο ABCDE 
 
 
Το µοντέλο ABC επισηµαίνει το γεγονός ότι η ταυτότητα των ανθικών 

οργάνων προσδιορίζεται από τρείς οµάδες γονιδιακών λειτουργιών (A, B και C) που 
δρουν σε συνδυασµό: τα γονίδια της Α τάξης όταν λειτουργούν αυτόνοµα καθορίζουν 
την ταυτότητα των σεπάλων, η Α τάξη σε συνδυασµό µε τη Β ελέγχει την ταυτότητα των 
πετάλων, η Β τάξη σε συνδυασµό µε τη C ελέγχει την ταυτότητα των στηµόνων και η C 
τάξη όταν δρα αυτόνοµα ελέγχει την ταυτότητα των καρπόφυλλων.  

 
 

 

Εικόνα 20: Μοντέλα του 
γενετικού ελέγχου της ταυτότητας 
των ανθικών οργάνων και το 
ABCE µοντέλο. Α) το κλασσικό 
ABCE (Coen και Meyerowitz, 
1991). Β) Το µοντέλο των 
κυλιόµενων ορίων (Kramer et al., 
2003). C) Το µοντέλο µε τα µη 
καθορισµένα όρια (Buzgo et al., 
2004). D) το τετραπλό µοντέλο 
του καθορισµού της ταυτότητας 
των οργάνων στο Arabidopsis 
(Kaufmann et al., 2005).  

 
 
Έχουν ταυτοποιηθεί πολλά γονίδια που διαδραµατίζουν κύριο ρόλο στον 

καθορισµό της ταυτότητας των οργάνων του άνθους στο Arabidopsis αλλά και στο 
Antirrhinum. Στο Arabidopsis, τα γονίδια Αp1 και Αp2 είναι γονίδια της Α τάξης, το 
Αp3 και Pistillata (Ρi) είναι γονίδια Β τάξης και το Agamous (Ag) ανήκει στην C τάξη. 
Τα αντίστοιχα γονίδια για το Antirrhinum είναι τα: Squamosa για το Αp1, Lipless 1 και 
2 για το Αp2, Deficiens (Def) και Globosa (Glo) για τα Αp3 και Pi αντίστοιχα, και το 
Plena (Ple) που αποτελέι γονίδιο της C τάξης (Soltis et al., 2007).  

Όλα αυτά τα γονίδια µε εξαίρεση το Αp2 ανήκουν στην οικογένεια των 
MADS-box µεταγραφικών παραγόντων, που είναι µια ευρεία οικογένεια ευκαρυωτικών 
γονιδίων που κωδικοποιούν για µεταγραφικούς παράγοντες οι οποίοι περιέχουν µια 
υψηλά συντηρηµένη περιοχή πρόσδεσης του DNA. Η οικογένεια αυτή χωρίζεται σε δυο 
τύπους, Ι και ΙΙ, οι οποίοι  απαντώνται και οι δυο όχι µόνο στα φυτά αλλά στους 
µύκητες και στα ζώα.  

Το ABC µοντέλο έχει τροποποιηθεί µε την ταυτοποίηση επιπρόσθετων 
µεταγραφικών παραγόντων που ελέγχουν την ταυτότητα του σχηµατισµού της ωοθήκης 
(Colombo et al., 1995) και ονοµάζονται γονίδια D τάξης. Επίσης έχουν προστεθεί και 
εκείνα τα γονίδια που συνεισφέρουν στην ταυτότητα των σεπάλων, πετάλων, στηµόνων 
και καρπόφυλλων και ονοµάζονται γονίδια Ε τάξης (Pelaz et al., 2000). Τα γονίδια της 
Ε τάξης στο Arabidopsis είναι τα Sepallata 1 , 2, 3 και 4. Οι SEP πρωτεϊνες σε 
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συνδυασµό µε τις πρωτεϊνες του ABC µοντέλου απαιτούνται για τον προσδιορισµό της 
ταυτότητας των οργάνων του άνθους. Σύµφωνα µε µελέτες στο Arabidopsis, για το 
σχηµατισµό των σεπάλων απαιτείται ο συνδυασµός των Α και Ε τάξεων, για τα πέταλα ο 
συνδυασµός των Α, Β και Ε  τάξεων, για τους στήµονες ο συνδυασµός των Β, C και E 
τάξεων και για τα καρπόφυλλα ο συνδυασµός των C και E τάξεων.  
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1.δ. Επιγενετική 
 
 
1.δ.1. Γενικά 
 

 
Ο όρος επιγενετική χρησιµοποιήθηκε αρχικά για να περιγράψει φαινόµενα 

όπου οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ γενότυπου και περιβάλλοντος µπορεί να παράγουν 
νέους φαινότυπους κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης (Waddington, 1942).    

Σήµερα, ο όρος επιγενετική αναφέρεται πιο ειδικά στη µελέτη 
κληρονοµήσιµων τροποποιήσεων στην έκφραση των γονιδίων ή του φαινότυπου των 
κυττάρων χωρίς αλλαγές στη νουκλεοτιδική αλληλουχία του DNA, που µπορούν να 
τροποποιηθούν από περιβαλλοντικά ερεθίσµατα (Holliday, 1994). Η επιγενετική 
ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης επιτυγχάνεται µε µεθυλίωση του DNA, 
τροποποιήσεις ή παραλλαγές των ιστονών της χρωµατίνης, αναδιαµόρφωση της 
χρωµατίνης και µπορεί επίσης να περιλαµβάνει και µικρά RNAs. Η µεθυλίωση του 
DNA που λαµβάνει χώρα στα νουκλεοτίδια των κυτοσινών, πραγµατοποιείται από 
ένζυµα που ονοµάζονται DNA µεθυλοτρανσφεράσες και εµπλέκεται σε πολλές 
κυτταρικές διαδικασίες όπως είναι η αποσιώπηση µεταθετών στοιχείων και 
περικεντροµερικών περιοχών, η απενεργοποίηση του X χρωµοσώµατος και το γενωµικό 
εντύπωµα. Οι τροποποιήσεις των ιστονών αναφέρονται στη µετα-µεταφραστική 
οµοιοπολική πρόσδεση χηµικών οµάδων στις ιστόνες, όπως φωσφορυλίωση, 
ακετυλίωση και µεθυλίωση. Οι παραλλαγές των ιστονών είναι µη κανονικές ιστόνες µε 
διαφορετικές αµινοξικές ακολουθίες από τις κανονικές ιστόνες και µπορεί να έχουν 
διαφορετικές επιγενετικές επιδράσεις στο γένωµα από τις κανονικές ιστόνες. Σταθερές 
χρωµατινικές δοµές, που διατηρούνται ή τροποποιούνται από πρωτεϊνες 
αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης, µπορεί επίσης να διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο 
στη ρύθµιση της  γονιδιακής έκφρασης. Τα µικρά RNAs διαδραµατίζουν ποικίλους 
ρόλους στη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης σε προ- αλλά και µετα-µεταφραστικό 
επίπεδο. Γενικά µπορεί να ειπωθεί ότι οι επιγενετικοί µηχανισµοί διαδραµατίζουν 
ουσιαστικό ρόλο σε όλους τους πολύπλοκους οργανισµούς ως ρυθµιστές της 
µεταγραφής.  
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Εικόνα 21: Μια γενική περίληψη των αλληλεπιδρώντων δικτύων µέσω των οποίων οι περιβαλλοντικά 
επαγώµενες αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση επηρεάζουν τη συµπεριφορά και το δυναµικό των κυττάρων 
των οργανισµών. Η γονιδιακή έκφραση ρυθµίζεται µέσω ενός αλληλένδετου δικτύου από DNA, ιστόνες, µη-
στονικές πρωτεϊνες (περιλαµβανοµένων και των µεταγραφικών παραγοντών) και RNA, που συλλογικά 
αναφέρονται ως χρωµατίνη. Υπάρχουν αρκετές οικογένειες ενζύµων που διαχειρίζονται τις λειτουργικές 
ιδιότητες της χρωµατίνης. Μερικές τροποποιούν τις ιστόνες και τους µεταγραφικούς παράγοντες, ενώ άλλες 
τροποποιούν απευθείας το DNA µετά το πακετάρισµά του στη χρωµατίνη. Οι περιβαλλοντικοί παράγοντες 
επηρεάζουν τη γονιδιακή έκφραση ρυθµίζοντας ή υπονοµεύοντας τις δραστηριότητες των ενζύµων αυτών. 
Μερικοί προσπαθούν να ασκήσουν άµεσα αποτελέσµατα αναστέλλοντας ή ενεργοποιώντας ενζύµα, ενώ 
άλλοι δρουν από απόσταση µέσω κυτταρικών µονοπατιών σινιάλων µεταβάλλοντας ρυθµιστικές πρωτεϊνες ή 
µεταβολίτες. Τα επακόλουθα γεγονότα χαρακτηρίζονται από αναπόφευκτη εξάπλωση των δικτύων των 
αλληλεπιδράσεων. Ο µηχανισµός της µεταγραφής αυτός καθεαυτός τροποποιεί τη δοµή της χρωµατίνης, 
µερικές φορές µε λειτουργικές επιπτώσεις, ενώ το σύνολο των µεταγραφηµάτων του οργανισµού πολλές 
φορές περιέχει ρυθµιστικά RNAs, µε µερικά από αυτά να εµπλέκονται άµεσα στη γονιδιακή αποσιώπηση. 
Το πρωτέωµα του οργανισµού περιέχει όχι µόνο µεταβολικά ένζυµα που ρυθµίζουν τα επίπεδα των κύριων 
µεταβολιτών που απαιτούνται για τις τροποποιήσεις της χρωµατίνης αλλά και εκείνες τις πρωτεϊνες που 
εµπλέκονται στη συναρµολόγηση και σιαχείρηση της χρωµατίνης, περιλαµβάνοντας και ένζυµα 
τροποποίησης της χρωµατίνης. Οι περιβαλλοντικά επαγώµενες αλλαγές στη γονιδιακή έκφραση µπορούν 
να συµβούν είτε σε σωµατικά κύτταρα είτε µέσα σε κύτταρα της θυληκής ή αρσενικής κυτταρικής σειράς. 
Αν η επαγώµενη αλλαγή δεν µεταβιβαστεί µέσω της µίτωσης στην επόµενη γενιά, τότε οι επίδρασή της θα 
περιοριστεί στο πατρικό κύτταρο και θα είναι ελάχιστης σηµασίας για τον οργανισµό. Αν η αλλαγή 
κληρονοµείται µιτωτικά, τότε τα αποτελέσµατα µπορεί να είναι πολύ διαφορετικά(far reaching). Για 
παράδειγµα, σε ένα σωµατικό κύτταρο µια κληρονοµίσιµη αλλαγή µπορεί να δηµιουργήσει έναν 
δυσλειτουργικό κλώνο κυττάρων µε φαινοτυπικές επιπτώσεις (όπως ένας όγκος). Σε µια γαµετική σειρά, η 
κληρονοµίσιµη αλλαγή µπορεί να µεταδοθεί απευθείας στα γαµετικά κύτταρα (αρσενικό ή θυληκό) και 
πιθανώς, ανάλογα µε τη φύση της αλλαγής, στην επόµενη γενια. Υπάρχουν αρκετοί µηχανισµοί µέσω των 
οποιων µια περιβαλλοντικά επαγώµενη επιγενετική αλλαγή µπορεί να προκαλέσει µια στοχευµένη αλλαγή 
στην ακολουθία του DNA οδηγώντας σε γενετική πλέον κληρονόµιση της µετάλλαξης, ασκώντας επίδραση 
στο φαινότυπο των επόµενων γενεών (Turner, 2009).  

 
 

1.δ.2. Μεθυλίωση του DNA 
 
 
1.δ.2.1. Ζώα 

 
 
Επιγενετικοί µηχανισµοί υπάρχουν σε πάρα πολλούς οργανισµούς, µε τη 

µεθυλίωση του DNA να είναι ο ποιο µελετηµένος από αυτούς στα ζώα. Η µελέτη της 
λειτουργίας της µεθυλίωσης έδειξε ότι η µεθυλίωση του DNA συνδέεται µε καταστολή 
της χρωµατίνης και απαιτείται για τη ‘φροντίδα’ του γενώµατος (σίγαση των µεταθετών 
στοιχείων), τη ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης και τη διατήρηση της ακεραιότητας 
της ταυτότητας των κυττάρων (Suzuki και Bird, 2008). Φαίνεται να περιορίζεται σε 
επίπεδο κυτοσίνης και ειδικά στο πλαίσιο των CpG δινουκλεοτιδίων. Τα CpG 
δινουκλεοτίδια είναι ακολουθίες κυτοσίνης-φωσφόρου-γουανίνης που συνήθως 
συσσωρεύονται σε γενωµατικές περιοχές που ονοµάζονται CpG νησίδες και συχνά 
τοποθετούνται στους προαγωγείς των γονιδίων εκδηλώνοντας χαµηλά επίπεδα DNA 
µεθυλίωσης. Στον άνθρωπο, το 60% περίπου των γονιδίων περιέχουν CpG νησίδες στην 
περιοχή του προαγωγέα τους και αν και η µεθυλίωση των περιοχών αυτών είναι σπάνια, 
όταν συµβαίνει έχει ως αποτέλεσµα τη σταθερή καταστολή του γονιδίου (Weber et al., 
2007)  Όµως, η µεθυλίωση του DNA στα ζώα µπορεί να λάβει χώρα και εκτός των CpG 
νησίδων, όπως για παράδειγµα έχει αναφερθεί σε εµβρυονικά βλαστικά κύτταρα 
(Ramsahoye, 2000). Επίσης, αν και η κυτοσίνη κατά κανόνα µεθυλιώνεται σε 5-
µεθυλο-κυτοσίνη, µπορεί επίσης να µετατραπεί και σε 5-ύδροξυ-µεθυλο-κυτοσίνη που 
επίσης διαδραµατίζει σηµαντικό επιγενετικό ρόλο (Kriaucionis και Heintz, 2009). Στα 
ζώα, η µεθυλίωση του DNA επάγεται από DNA µεθυλοτρανσφεράσες που είναι 
υπεύθυνες για τη de novo µεθυλίωση αλλά και για τη διατήρηση των προτύπων 
µεθυλίωσης κατά την αντιγραφή (Harris, 2010).   
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Η µεθυλίωση νουκλεοτιδίων κυτοσινών είναι πρωταρχικής σηµασίας στην 
ανάπτυξη των θηλαστικών και ειδικά στη διαφοροποίηση των κυτταρικών σειρών (Reik, 
2007), στη ρύθµιση της µεταγραφής (Klose και Bird, 2006) και στη διατήρηση της 
γενωµατικής σταθερότητας (Reik, 2007). Αντιστοίχως, έχουν παρατηρηθεί ποικίλα 
πρότυπα DNA µεθυλίωσης που αντικατοπτρίζουν το λειτουργικό περιεχόµενο 
γενωµατικών περιοχών. Οι παρατηρήσεις περιλαµβάνουν ρυθµιστικές περιοχές,  
προαγωγείς και γονιδιακές περιοχές αλλά και σε επαναλαµβανόµενα στοιχεία 
(Eckhardt, 2006). Τα δεδοµένα αυτά υποδηλώνουν ότι διαφορετικοί µηχανισµοί 
µπορεί να εµπλέκονται µεταξύ της ρύθµισης της δραστηριότητας των DNA 
µεθυλοτρανσφερασών κατά µήκος του γενώµατος και της αλληλεπίδρασής τους µε 
άλλες  πρωτεϊνες που σχετίζονται µε τη διατήρηση της χρωµατίνης και τις 
τροποποιήσεις των ιστονών (Cedar και Bergman, 2009).  

Στον άνθρωπο, η διατήρηση της µεθυλίωσης του DNA καθ’ όλη τη διάρκεια 
του κυτταρικού κύκλου διαµεσολαβείται κυρίως από τρείς DNA µεθυλοτρανσφεράσες, 
την DNMT1, την DNMT3a και την DNMT3b. Η DNMT1 εµπλέκεται κυρίως στη 
διατήρηση της µεθυλίωσης του DNA κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου µε τα 
επίπεδα της έκφρασή της να κορυφώνονται κατά τη διάρκεια της S φάσης στη µίτωση. 
Κατά τη διάρκεια αυτής της φάσης, η DNMT1 είναι υπεύθυνη για την πιστή αντιγραφή 
των µεθυλιωµένων DNA ακολουθιών και γι’ αυτό το λόγο εντοπίζεται στον ίδιο τόπο που 
λαµβάνει χώρα η αντιγραφή του DNA.  Από την άλλη,  οι DNMT3a και DNMT3b 
απαιτούνται για τη de novo µεθυλίωση αλλά και για την άρτια κληρονόµηση των 
επιγενετικών φαινοµένων (Liang et al., 2002). Παράδειγµα αποτελούν οι ES κυτταρικές 
σειρές ελαττωµατικές ως προς και τις δύο µεθυλάσες που παρουσιάζουν µε το πέρασµα 
του χρόνου µειωµένα επίπεδα µεθυλίωσης (Chen et al., 2003). Οι µεθυλάσες αυτές 
εκδηλώνουν µια πιο ετερογενή κατανοµή. Η DNMT3a φαίνεται να συσχετίζεται µε την 
ετεροχρωµατίνη ή την µη ενεργή χρωµατίνη, ενώ η DNMT3b παρουσιάζει µια πιο 
διάχυτη πυρηνική τοποθέτηση αν και οι δύο µεθυλάσες τοποθετούνται σε περιοχές 
περικεντροµερικά της ετεροχρωµατίνης (Bachman et al., 2001). Πιθανώς, η 
επιγενετική κληρονοµικότητα της µεθυλίωσης του DNA να απαιτεί όχι µόνο τη 
διατήρηση της υπάρχουσας µεθυλίωσης από τη DNMT1 αλλά και τις de novo DNMT3a 
και DNMT3b προκειµένου να διορθώνουν και να µεθυλιώνουν συγκεκριµένες 
ακολουθίες στο DNA (Chen et al., 2003).    

 
 

Επιγενετική κληρονοµικότητα 
 
 
 Ως κληρονοµικότητα ορίζεται η αναλογία της φαινοτυπικής ποικιλότητας σε 

έναν πληθυσµό που αποδίδεται στη γενετική παραλλακτικότητα. Η κληρονοµικότητα 
των επιγενετικών χαρακτηριστικών ενός οργανισµού, που επηρεάζουν το φαινοτυπικό 
αποτέλεσµα, εξαρτάται από πληθώρα παραγόντων. Τα πρότυπα της µεθυλίωσης του 
DNA µπορεί να επηρεαστούν από τη γενετική παραλλακτικότητα, τις περιβαλλοντικές 
αλλαγές και από κληρονοµήσιµες και µη αλλαγές σε άλλες επιγενετικές διαδικασίες 
όπως είναι, για παράδειγµα, η επίδραση που µπορεί να ασκήσει η δοµή της 
χρωµατίνης ή η πρόσδεση µεταγραφικών παραγόντων στα πρότυπα µεθυλίωσης του 
DNA. Επίσης, στοχαστικές τροποποιήσεις κατά το πέρασµα του χρόνου µπορούν να 
επηρεάσουν την επιγενετική κατάσταση του οργανισµού.  Όλοι αυτοί οι παράγοντες 
µπορεί να συνεισφέρουν στην εκτίµηση της κληρονοµικότητας της µεθυλίωσης του 
DNA, η οποία µπορεί να είναι χρόνο-, ιστο-, τοπο- ή πληθυσµο-ειδική (Bell και 
Spector, 2011). 

Στα θηλαστικά, υπάρχει µια οικογένεια πρωτεϊνών που ονοµάζονται 
µεθυλοτρανσφεράσες διατήρησης της µεθυλίωσης του DNA και των ιστονών. Οι 
πρωτεΐνες αυτές εξασφαλίζουν τη διάδοση των επιγενετικών χαρακτηριστικών µέσω των 
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µιτωτικών κυτταρικών διαιρέσεων µε υψηλή ακρίβεια, που κυµαίνεται στην τάξη του 
95-99% (Genereux, 2005).  

 

 

Εικόνα 22: Προτεινόµενος 
µηχανισµός όπου η µεθυλίωση του 
DNA οδηγεί σε καταστολή της 
µεταγραφής. α) Η µεταγραφικά 
ενεργή χρωµατίνη είναι µη 
µεθυλιωµένη και έχει υψηλά 
επίπεδα ακετυλιωµένων ουρών 
ιστονών. β) Μεθυλίωση στα CpG 
δινουκλεοτίδια µπορεί να 
επιτυγχανθεί µε µια από τις τρεις 
γνωστές DNA µεθυλτρανσφεράσες 
του ανθρώπου (DNMT1, DNMT3a, 
DNMT3b) µε αποτέλεσµα υψηλά 
επιπέδα CpG µεθυλίωσης, που όµως 
περιέχουν ακόµα τις ακετυλιωµένες 
ουρές των ιστονών. Το DNA στην 
περίπτωση αυτή αναµένεται να είναι 
µεταγραφικά ικανό. γ) Το 
µεθυλιωµένο DNA στοχεύεται από 
πρωτεϊνες (MBD proteins) που 
προσδένονται σε µεθυλιωµένες 
περιοχές όπως η MBD2 και η 
MeCP2 που συνεργάζονται µε 
µεγάλα πρωτεϊνικά σύµπλοκα όπως 
είναι το NuRD σύµπλοκο   (MBD2)   
και το Sin3a σύµπλοκο (MeCP2).  Οι 
από-ακετυλάσες των ιστονών HDAC1 
και HDAC2 σε συνεργασία µε τα 
σύµπλοκα µεθυλίωσης έχουν ως 
αποτέλεσµα αλλαγές στη δοµή της 
χρωµατίνης δηµιουργώντας 
χρωµατίνη που είναι µεταγραφικά 
ανενεργή (Strathdee and Brown, 
2002).    

 
 

 
 

 
1.δ.2.2. Φυτά  

 
 
Η µεθυλίωση του DNA, στο Arabidopsis thaliana, λαµβάνει χώρα σε τρία 

διαφορετικά πλαίσια νουκλεοτιδικών ακολουθιών: CpG, CpHpG και CpHpHp (όπου 
Η=C, T, ή A) µε ποσοστό που κυµαίνεται σε 24%, 6.7% και 1.7% αντιστοίχως (Cokus 
et al., 2008). Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η κατανοµή των µεθυλιώσεων στα 
χρωµοσώµατα του Arabidopsis. Σε κάθε χρωµόσωµα του Arabidopsis, οι 
κεντροµερικές περιοχές περιλαµβάνουν επαναλαµβανόµενες ακολουθίες DNA που 
αποτελούνται από επαναλήψεις της 178bp κεντροµερικής ακολουθίας οι οποίες 
πλαισιώνονται από την περικεντροµερική ετεροχρωµατίνη, που και αυτή αποτελείται 
από επαναλαµβανόµενες ακολουθίες περιλαµβάνοντας µεταθετά στοιχεία DNA (TEs, 
Transposable Elements) και ρετρο-στοιχεία. Κάθε κεντροµερές περικλείει αρκετές 
χιλιάδες ζεύγη βάσεων του DNA. Είναι φανερό ότι η µεθυλίωση του DNA λαµβάνει 
χώρα κυρίως σε περιοχές επαναλαµβανόµενων ακολουθιών, το οποίο συµβαίνει επίσης 
και σε µεταθετά στοιχεία της ευχρωµατίνης. Αντίθετα, υπάρχουν γονίδια στις 
κεντροµερικές περιοχές που παραµένουν ενεργά παρόλο που περιβάλλονται από 
µεθυλιωµένα µεταθετά στοιχεία (Zilberman et al., 2007). Επίσης, τα µεταθετά στοιχεία  
έχουν την ικανότητα να εισβάλλουν στο γονιδίωµα ενός οργανισµού και να αυξάνονται 
σε αριθµό αντιγράφων µε σκοπό να βλάψουν τον ξενιστή τους. Όλοι οι οργανισµοί 
έχουν αναπτύξει µεθόδους προστασίας εναντίον των TEs. Οι µέθοδοι περιλαµβάνουν 
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τροποποιήσεις των ιστονών, µεθυλίωση του DNA ή συνδυασµό και των δύο µε σκοπό τη 
διατήρηση των TEs σε ανενεργή κατάσταση (Slotkin και Martienssen, 2007). Στο 
Arabidopsis,  τα TEs γενικά είναι µεθυλιωµένα καθ’ όλο το µήκος τους αν και 
υπάρχουν και ιδιαίτεροι µηχανισµοί για συγκεκριµένους γενετικούς τόπους (Zilberman 
et al., 2007).  

Σε αντίθεση µε τα µεταθετά στοχεία, η µεθυλίωση παρουσιάζει διακριτό 
πρότυπο διανοµής όταν εµφανίζεται σε νουκλεοτιδικές ακολουθίες των γονιδίων και 
υπάρχει µια πολύ ιδιαίτερη σχέση µεταξύ µεθυλίωσης και µεταγραφής. Στο 
Arabidopsis, περίπου τι 1/3 των γονιδίων µεθυλιώνονται σε CG δινουκλεοτίδια που 
βρίσκονται στην κωδική περιοχή τους και η µεθυλίωση διατηρείται από τη MET1. 
Επίσης, όχι µόνο η κατανοµή των µεθυλιώσεων µέσα στα γονίδια παρουσιάζει το 
ακριβώς αντίθετο πρότυπο σε σχέση µε την κατανοµή της RNA πολυµεράσης II αλλά 
και τα 3’ και 5’ άκρα των κωδικών περιοχών είναι ελεύθερα από µεθυλιώσεις 
(Zilberman et al., 2007). Αντίθετα µε τη µεθυλίωση των µεταθετών στοιχείων, η CG 
µεθυλίωση στις ακολουθίες των γονιδίων δεν φαίνεται να προκαλεί απενεργοποίηση των 
γονιδίων αυτών µιας και τείνουν να εµφανίζουν ένα µέτριο πρότυπο έκφρασης σε 
πολλούς ιστούς (Law και Jacobsen, 2010). Οι παρατηρήσεις αυτές υποδεικνύουν ότι η 
µεθυλίωση στα 3’ και 5’ άκρα µπορεί να είναι κατασταλτική για τη µεταγραφή, πιθανώς 
µέσο παρεµβολής στην έναρξη ή τον τερµατισµό της (Gehring και Henikoff, 2008). 
Όντως, γονίδια που µεθυλιώνονται στην περιοχή του προαγωγέα τους ή στο 5’ άκρο 
έχουν τους χαµηλότερους µεταγραφικούς ρυθµούς στο γονιδίωµα. Με άλλα λόγια, 
γονίδια που µεταγράφονται µε µέτριο ρυθµό έχουν περισσότερες πιθανότητες να 
µεθυλιώνονται από γονίδια που έχουν χαµηλή ή υψηλή έκφραση (Zilberman et al., 
2007), υποδηλώνοντας ότι η διαδικασία της µεταγραφής αυτή καθεαυτή, αν δεν είναι 
πολύ αργή ή πολύ γρήγορη, µπορεί να προάγει τη µεθυλίωση (Gehring και Henikoff, 
2008). Επιπρόσθετα, η παρουσία CG µεθυλίωσης σε µερικά γονίδια έχει παρατηρηθεί 
και σε άλλους σπονδυλωτούς οργανισµούς, δείχνοντας ότι µπορεί να είναι ένα κοινό 
χαρακτηριστικό των ευκαρυωτικών οργανισµών (Suzuki και Bird, 2008).    

Στα φυτά, η µεθυλίωση στα δινουκλεοτίδια CG διατηρείται από τη DNA 
µεθυλοτρανσφεράση MET1 (Methylotransferase 1) που είναι αντίστοιχη της DNMT1 
στα ζώα. Η CpHpG µεθυλίωση είναι διαδεδοµένη τόσο στο Arabidopsis όσο και σε άλλα 
φυτικά γενώµατα και διατηρείται µέσω µίας κυκλικής ανατροφοδοσίας που 
σχηµατίζεται από τη φυτό-ειδική DNA µεθυλοτρανσφεράση CMT3 (Chromomethylase 
3) και την ιστονό-µεθυλοτρανσφεράση KYP (Kryptonite) (Law και Jacobsen, 2010). Η 
CpHpHp µεθυλίωση είναι επίσης σε αφθονία στα φυτά και διατηρείται από το RdDM 
(RNA-directed DNA methylation) µονοπάτι που στοχεύει τη DNA µεθυλτρανσφεράση 
DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2 και είναι οµόλογη της DNMT3 στα 
ζώα) στο DNA χρησιµοποιώντας τα 24-νουκλεοτιδίων µικρά παρεµβαλλόµενα RNAs. 
Στα ζώα, οι τύποι CpHpG και CpHpHp µεθυλίωσης ανιχνεύονται κυρίως στα βλαστικά 
κύτταρα και πιθανώς εισάγονται από τις DNMT3a και DNMT3b µεθυλάσες (Lister et 
al., 2009), ενώ δεν υπάρχει µονοπάτι αντίστοιχο του RdDM-επαγόµενου που 
παρατηρούµε στο Arabidopsis. Η de novo µεθυλίωση στο Arabidopsis εγκαθιδρύεται 
από την DRM2 µεθυλάση. 

 Το Arabidopsis περιέχει πολλά µονοπάτια µικρών RNAs που εµπλέκονται 
στην άµυνα εναντίον παθογόνων, στην ανάπτυξη, στην απόκριση κάτω από στρες και 
στην εγκαθίδρυση της µεθυλίωσης του DNA (Chapman και Carrington, 2007). Κάθε 
µονοπάτι µικρών RNAs βασίζεται στη λειτουργία της πρωτεΐνης Argonaute (AGO), της 
πρωτεΐνης Dicer (DCL) και σε ορισµένες περιπτώσεις της RNA-εξαρτώµενης RNA 
πολυµεράσης (RdRP). Οι µοριακές λειτουργίες των ενζύµων αυτών έχουν διασαφηνιστεί 
σε πολλούς οργανισµούς. Η ενδονουκλεάση Dicer διαχωρίζει τα διπλής έλικας RNAs 
(dsRNAs) σε τµήµατα 21-25 νουκλεοτιδίων. Μία από τις δύο αλυσίδες των µικρών 
RNAs που παράγονται, ενώνεται στο σύµπλοκο της πρωτεΐνης AGO και στη συνέχεια, 
ανάλογα µε το µονοπάτι, µπορεί να χρησιµεύσει ως οδηγός για την καταστροφή 
µεταγραφηµάτων ή για τη de novo µεθυλίωση. Αν τα dsRNAs δεν δηµιουργούνται 
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φυσικά (όπως για παράδειγµα από πρόδροµα miRNAs), τότε µπορούν να συντεθούν 
από την RdRP πολυµεράση από µονής αλυσίδας RNA µήτρες. Το Arabidopsis περιέχει 
αρκετά γονίδια για κάθε ένα από αυτά τα ένζυµα. Πολλά από αυτά έχουν διακριτές 
λειτουργίες ειδικά στα µονοπάτια παραγωγής µικρών RNAs, αν και συµβαίνουν 
αλληλεπικαλύψεις και αντικαταστάσεις (Gehring και Henikoff, 2008).    

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 23: Θεωρητικό µονοπάτι 
RNA-επαγόµενης DNA µεθυλίωσης 
στο Arabidopsis thaliana. Οι 
περιοχές-στόχοι (τα µπλε βέλη) 
στρατολογούν µέσω ενός αγνώστου 
µηχανισµού ένα σύµπλοκο της RNA 
πολυµεράσης IV, που αποτελείται 
από τις NRPD1 και NRPD2, που έχει 
ως αποτέλεσµα τη δηµιουργία µονής 
αλυσλιδας RNAs (ssRNAs). Τα 
ssRNAs µετατρέπονται σε διπλής 
αλυσίδας RNAs (dsRNAs) µέσω της 
RNA-εξαρτώµενης RNA πολυµεράσης 
RDR2. Τα dsRNAs στη συνέχεια 
επεξεργάζονται σε 24 νουκλεοτηδίων   
siRNAs   από    τη DCL3. Τα siRNAs 
στη συνέχεια ενσωµατώνονται στην 
AGO4 πρωτεϊνη  (περιέχει  στοιχεία   
PAZ -  και   PIWI)   που συνεργάζεται 

µε ένα άλλο σύµπλοκο της RNA πολυµεράσης IV, NRPD1B-NRPD2. Η AGO4 που είναι ‘φορτωµένη’ µε τα 
siRNAs, µπορεί να εντοπίσει οµόλογες γενωµατικές ακολουθίες και να οδηγήσει την πρωτεϊνη DRM2 που 
κατέχει de novo δραστηριότητα µεθυλοτρανσφεράσης. Η στόχευση της DRM2 σε γενωµατικές ακολουθίες 
επίσης περιλαµβάνει την SWI-SNF πρωτεϊνη αναδιαµόρφωσης της χρωµατίνης DRD1. Το NRPD1B-NRPD2 
σύµπλοκο µπορεί να παράγει ένα µεταγράφηµα-στόχο (ssRNA) όπου µπορούν να υβριδίσουν τα siRNAs της 
AGO4. ∆εδοµένου του ότι οµολογίες των siRNAs µε ορισµένες περιοχές απουσιάζουν σε drm2  και ago4 
µεταλλάγµατα, είναι πιθανό ότι η DNA µεθυλίωση (µπλε κύκλοι) να διεγείρει τη δηµιουργία των siRNAs και 
να ενισχύει την αποσιώπηση (Henderson και Jacobsen, 2007).   

 
Προκειµένου να διατηρηθεί η ακεραιότητα του γονιδιώµατος από γενιά σε 

γενιά, τα µεταθετά στοιχεία πρέπει να βρίσκονται κάτω από ισχυρή και συνεχή 
ρύθµιση στα αναπαραγωγικά κύτταρα. Ένας από τους τρόπους που τα φυτά 
καταφέρνουν τη αποσιώπηση αυτή είναι µέσω της σταθερής κληρονόµησης της 
µεθυλίωσης του DNA. Παρόλο που τα φυτά εκδηλώνουν µειωτική κληρονόµηση της 
γονιδιακής αποσιώπησης (Law και Jacobsen, 2010), δεν υπάρχουν στοιχεία ότι 
υποβάλλονται σε καθολικές καταστάσεις υποµεθυλίωσης του DNA στα γαµετικά 
κύτταρα όπως συµβαίνει στα ζώα. Εντούτοις, λαµβάνει χώρα επαναπρογραµµατισµός 
µεγάλης κλίµακας σε µη γαµετικά αναπαραγωγικά κύτταρα που πιθανώς να ενισχύει 
την αποσιώπηση των µεταθετών στοιχείων στα γαµετικά κύτταρα (Feng et al., 2010).  

Ένας τρόπος για να επαναπρογραµµατιστεί το επιγένωµα του οργανισµού 
είναι µέσω της αφαίρεσης των µεθυλιωµένων νουκλεοτιδίων των κυτοσινών. Το γένωµα 
του Arabidopsis κωδικοποιεί για τέσσερις δι-λειτουργικές helix-hairpin-helix DNA 
γλυκοσυλάσες/ΑΡ λυάσες: ROS1 (Repressor of Silencing 1), DME (Demeter), DML2 
(Demeter Like 2) και DML3 (Demeter Like 3). Οι πρωτεϊνες αυτές αναγνωρίζουν και 
αφαιρούν τις µεθυλιωµένες κυτοσίνες, µε αποτέλεσµα να δηµιουργούνται κενά 
νουκλεοτιδίων στη διπλή έλικα του DNA. Στη συνέχεια, ένζυµα επιδιόρθωσης και 
ενοποίησης του DNA θεωρητικά γεµίζουν τα κενά µε µη µεθυλιωµένα νουκλεοτίδια 
κυτοσινών (Law και Jacobsen, 2010). Οι  ROS1, DML2 και DML3  λειτουργούν κυρίως 
στους βλαστικούς ιστούς και γονιδιωµατικές έρευνες έχουν δείξει ότι αποµεθυλιώνουν 
εκατοντάδες στοχευµένες περιοχές κατά µήκος του γονιδιώµατος, έχοντας προτίµηση 
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στις περιοχές των γονιδίων (Penterman et al., 2007). Παρόλο που η αποσιώπηση και 
των τριών γονιδίων δεν επηρεάζει σηµαντικά τα συνολικά επίπεδα ή πρότυπα 
µεθυλίωσης του γονιδιώµατος του Arabidopsis, τα ένζυµα αυτά φαίνεται να 
εξισορροπούν τη δράση του RdDM µηχανισµού και να ρυθµίζουν ποσοτικά τα επίπεδα 
µεθυλίωσης σε συγκεκριµένες γονιδιωµατικές περιοχές (Feng et al., 2010).  

Από την άλλη, η DME λειτουργεί ως καθολική αποµεθυλάση στο 
ενδοσπέρµιο (ο επιπρόσθετος εµβρυονικός ιστός των ανθοφόρων φυτών) του 
Arabidopsis (Hsieh et al., 2009), συµβάλλοντας σε µεγάλης κλίµακας επιγενετικό 
επαναπρογραµµατισµό. Στο Arabidopsis, η γαµετογένεση του θηλυκού ξεκινάει όταν 
ένα σωµατικό µεγασπόριο (µητρικό κύτταρο) υπόκειται µείωση για να παράγει το 
απλοειδές µεγασπόριο, που στη συνέχεια θα αναπτυχθεί σε ώριµο θηλυκό γαµετόφυτο 
(εµβρυόσακκος) που θα περιέχει ένα ωάριο, ένα κεντρικό κύτταρο (δι-πύρηνο) και 
πολλά άλλα βοηθητικά κύτταρα. Κατά τη διάρκεια της διπλής γονιµοποίησης το ωάριο 
συντήκεται µε το αρσενικό κύτταρο του  αρσενικού γαµετόφυτου της γύρης 
σχηµατίζοντας το έµβρυο. Ο κεντρικός πυρήνας συντήκεται µε ένα άλλο σπερµατικό 
κύτταρο από  τη γύρη και σχηµατίζει το τριπλοειδές ενδοσπέρµιο, το οποίο τρέφει το 
έµβρυο και συµπεριφέρεται όπως ο πλακούντας στα θηλαστικά. Η DME εκφράζεται 
κυρίως στο κεντρικό κύτταρο πριν τη γονιµοποίηση και έτσι µόνο το µητρικό γένωµα 
αποµεθυλιώνεται οδηγώντας σε εξειδικευµένη έκφραση των γονιδίων που προέρχονται 
από το µητρικό αλληλόµορφο  στο ενδοσπέρµιο (Huh et al., 2008). Η διαφοροποίηση 
αυτή, δηλαδή η εξειδικευµένη ενεργοποίηση γονιδίων στα θηλυκά γαµετικά κύτταρα 
λόγω της δράσης της πρωτείνης DME, ονοµάζεται εντύπωµα.   

 
 

 

Εικόνα 24: Μοντέλο της ρύθµισης του 
εντυπώµατος της MEA πρωτεϊνης. Η 
µεθυλίωση της ΜΕΑ πρωτεϊνης διατηρείται 
από τη µεθυλοτρανσφεράση ΜΕΤ1. Στο 
κεντρικό κύτταρο η DME αφαιρεί τις 
µεθυλιώσεις στην περιοχή -500bp και η µη 
µεθυλιωµένη πλέον ΜΕΑ που παράγεται 
σχηµατίζει PcG σύµπλοκα. Μετά τη 
γονιµοποίηση τα σύµπλοκα ΜΕΑ-FIE-PcG 
στοχεύουν το πατρικό αλληλόµορφο για να 
διατηρήσουν την κατάσταση σίγασης ενώ η 
µητρική ΜΕΑ πρωτεϊνη συνεχίζει  να 
εκφράζεται στο ενδοσπέρµιο (Gehring et al., 
2006).   

 
 
Παρόλο που µέχρι πρόσφατα είχαν ταυτοποιηθεί µόνο έξι γονίδια στο 

γονιδίωµα του Arabidopsis που εντυπώνονται, µελέτες στο ενδοσπέρµιο αποκάλυψαν 
µεγάλου εύρους γονιδιωµατικές αλλαγές στα πρότυπα της µεθυλίωσης του DNA καθώς 
και µια δραµατική µείωση στο πρότυπο µεθυλίωσης στα νουκλεοτίδια CpG. Τα 
αποτελέσµατα αυτά δηλώνουν ότι ίσως υπάρχουν και πολλά άλλα γονίδια που 
εντυπώνονται στο Arabidopsis (Gehring et al., 2009). Η αποµεθυλίωση που 
προκαλείται από την DME µπορεί επίσης να επανεργοποιήσει την έκφραση των 
µεταθετών στοιχείων. Στη συνέχεια, τα µεταγραφήµατά τους τοποθετούνται στο RNAi 
µονοπάτι και παράγοντας συµπληρωµατικά siRNAs µπορούν να οδηγήσουν τη DNA 
µεθυλίωση σε περιοχές ελεύθερες από CG νησίδες. Στις περιοχές αυτές, η µεθυλίωση 
είναι υψηλή σε ενδοσπέρµια αγρίου τύπου αλλά µειώνεται στο ενδοσπέρµιο dme 
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µεταλλαγµάτων (Feng et al., 2010). Μιας και το γονιδίωµα του ενδοσπερµίου δεν 
συµβάλλει στο γένωµα της επόµενης γενιάς, ήπια ενεργοποίηση και επανεργοποίηση 
των µεταθετών στοιχείων στο ενδοσπέρµιο µπορεί να µην είναι θανάσιµη. Επίσης, 
µπορεί να ενισχύσει την αποσιώπηση των µεταθετών στοιχείων στο ωάριο και αργότερα 
στο έµβρυο, συµβάλλοντας στην ακεραιότητα του γονιδιώµατος του απογόνου. Όντως, 
υπάρχει µια τάξη Pol IV-εξαρτωµένων siRNAs που συσσωρεύονται µόνο στα άνθη και 
στις νεαρές καρποταξίες και πιθανώς να προέρχονται από το ενδοσπέρµιο (Mosher et 
al., 2009).         

   
 
1.δ.3. Τροποποιήσεις ιστονών  
 
 
1.δ.3.1. Ζύµη και µύγα 
 

 
Αν και η µεθυλίωση του DNA αποτελεί έναν καλά εγκαταστηµένο µηχανισµό 

για τη σταθερή κληρονόµηση των επιγενετικών φαινοµένων, οργανισµοί που µόλις και 
µετά βίας µεθυλιώνουν το DNA τους, όπως είναι η ζύµη Saccharomyces serevisiae και 
η µύγα Drosophila melanogaster, µπορούν να µεταδόσουν τις επιγενετικές 
πληροφορίες κατά τη διάρκεια του κυτταρικού τους κύκλου πιθανώς αλλάζοντας τη 
δοµή της χρωµατίνης τους (Bernstein et al., 2007). Οι καθοριστικοί παράγοντες που 
επηρεάζουν τη δοµή της χρωµατίνης είναι οι πρωτεϊνες των ιστονών. Το DNA 
συσπειρώνεται γύρω από τις ιστόνες (δηµιουργώντας σύµπλοκα που ονοµάζονται 
νουκλεοσώµατα), έχοντας ως αποτέλεσµα το αποτελεσµατικό πακετάρισµα 2m DNA σε 
έναν µόνο πυρήνα διαµέτρου 10µ. Κάθε νουκλεόσωµα περιέχει ένα οκταµερές 
τεσσάρων κεντρικών πρωτεϊνών ιστονών που ονοµάζονται Η3, Η4, Η2Α και Η2Β. Όµως, 
πέρα από το δοµικό τους ρόλο, οι ιστόνες διαδραµατίζουν κυρίαρχο ρόλο και στη 
ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης. Αλλάζοντας την τοπική κατάσταση της χρωµατίνης, 
η προσβασιµότητα των περιλαµβανόµενων ακολουθιών του DNA, όπως για παράδειγµα, 
στο µεταγραφικό µηχανισµό, µπορεί να ρυθµιστεί έχοντας ως αποτέλεσµα την 
ενεργοποίηση ή την καταστολή γονιδίων (Orphanides και Reinberg, 2000). Από τη 
στιγµή που η τοπική κατάσταση της χρωµατίνης συνεισφέρει στη διατήρηση της 
µεταγραφικής ενεργοποίησης ή καταστολής, δεν αποτελεί έκπληξη το γεγονός ότι είναι 
αναγκαία η διατήρηση και η µετάδοση της κατάστασης αυτής κατά τη διάρκεια του 
κυτταρικού κύκλου µιας και, για παράδειγµα, µπορεί να ελέγχει την έκφραση ιστό-
ειδικών γονιδίων. Παρ’ όλα αυτά, το σύστηµα αυτό  είναι αναγκαίο να έχει την 
ικανότητα εµφάνισης δυναµικών αλλαγών που απαιτούνται σε αποκρίσεις καταστάσεων 
στρες ή επιδιόρθωσης του DNA (Blomen και Boonstra, 2011). Γενικώς, η 
λειτουργικότητα της χρωµατίνης µπορεί να ρυθµιστεί είτε µε την τοποθέτηση ειδικών 
µορφών ιστονών κατά µήκος του γονιδιώµατος, όπως για παράδειγµα την τοποθέτηση 
της ιστόνης Η3.3 σε ενεργά µεταγραφόµενη περιοχή, ή µε την οµοιοπολική 
τροποποίηση των αµινο-τελικών ουρών των ιστονών (Kouzarides, 2007).    

 
 

Επιγενετική κληρονοµικότητα 
 
 
Σε αντίθεση µε άλλες µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις, η µεθυλίωση των 

ιστονών θεωρείται ότι είναι ο κυρίαρχος παράγοντας που εµπλέκεται στην επιγενετική 
κληρονοµικότητα (Rice και Allis, 2001). Μεθυλίωση της ιστόνης Η3 στη λυσίνη 9 
(Η3Κ9) ή στη λυσίνη 27 (Η3Κ27) αποτελεί δείκτη καταστολής, ενώ µεθυλίωση της 
ιστόνης Η3 στη λυσίνη 4 (Η3Κ4) συσχετίζεται µε ενεργή κατάσταση χρωµατίνης και 
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ικανότητα µεταγραφής (Kouzarides, 2007). Κάθε ένα από αυτά τα κατάλοιπα 
αµινοξέων µπορεί να µόνο-, δι- και τρι-µεθυλιωθεί. Η ενεργή Η3Κ4Me και η ανενεργή 
Η3Κ27Me ρυθµίζονται από τις οικογένειες πρωτεϊνών των TrxG (Trithorax) και PcG 
(Polycomp) αντίστοιχα, ενώ υπάρχει και ένα ξεχωριστό σύστηµα ελέγχου που διατηρεί 
τη µεθυλίωση Η3Κ9Me καθ’ όλη τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου το οποίο 
δραστηριοποιείται από την πρωτεΐνη Heterochromatin-associated protein 1 (HP1) 
(Blomen και Boonstra, 2011). Για να µπορούν όµως οι µεθυλιώσεις αυτές να είναι 
κληρονοµήσιµες, πρέπει να έχουν την ικανότητα να µεταφέρονται σταθερά µέσω της S 
φάσης στη µίτωση.  

Κατά τη διάρκεια της αντιγραφής του DNA, οι ιστόνες αποσυναρµολογούνται 
µε σκοπό να µπορέσει να διεκπεραιωθεί ο µηχανισµός της αντιγραφής και γρήγορα 
ξανά συναρµολογούνται στις δύο θυγατρικές αλυσίδες. Μετά την αποσυναρµολόγηση, 
τα πατρικά Η2Α-Η2Β διµερή και Η3-Η4 τετραµερή επανακατανέµονται στις θυγατρικές 
αλυσίδες και συµπληρώνονται µε νεοσυντιθέµενες ιστόνες ώστε να εξασφαλίσουν και 
στις δύο αλυσίδες τον ίδιο αριθµό νουκλεοσωµάτων (Groth et al., 2007). Από τη στιγµή 
που τα τετραµερή των Η3-Η4 µπορούν να χωριστούν σε διµερή, πιθανό µοντέλο 
αποτελεί ο χωρισµός των πατρικών Η3-Η4 τετραµερών σε διµερή µαζί µε τις 
τροποποιήσεις τους και η εξίσου διανοµή τους στις θυγατρικές αλυσίδες. ∆ηλαδή το 
‘ηµι-συντηρητικό’ µοντέλο αντιγραφής δηλώνει ότι µετά την αντιγραφή και οι δύο 
αλυσίδες θα περιέχουν νουκλεοσώµατα που θα αποτελούνται από ένα πατρικό και ένα 
νεοσυντιθέµενο διµερές. Βέβαια, σύµφωνα µε πειράµατα που πραγµατοποιήθηκαν σε 
χρωµοσωµατα τύπου SV40 δείχθηκε ότι τα πατρικά Η3-Η4 αποθέτονται ως τετραµερή 
και διανέµονται τυχαία στις θυγατρικές αλυσίδες, γεγονός που δηλώνει ότι τα 
επιγενετικά χαρακτηριστικά των πατρικών ιστονών εξασθενίζουν (Xu et al., 2010). Με 
βάση αυτό το δεδοµένο τίθεται το ερώτηµα πως η τυχαία κατανοµή των πατρικών 
ιστονών µπορεί να επιτρέπει την πιστή αντιγραφή των επιγενετικών χαρακτηριστικών 
της χρωµατίνης. Σύµφωνα µε τους Blomen και Boonstra (2011), πιθανώς η ιστονική 
πρωτεΐνη ΗΡ1 να λειτουργεί ως ‘αναγνώστης’ που εντοπίζει την κατάσταση µεθυλίωσης 
των Η3Κ9 καταλοίπων των πατρικών ιστονών και µετέπειτα διανέµει την κατάσταση 
αυτή και στις νεοσυντιθέµενες ιστόνες.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 25: Επαναφορά της Η3Κ9 µεθυλίωσης µετά από την αντιγραφή του DNA. Κατά τη διάρκεια της S 
φάσης, τα νουκλεοσώµατα διασπώνται από το µηχανισµό της αντιγραφής και επακόλουθα 
ξανασυναρµολογούνται στις θυγατρικές αλυσίδες. Ο τρόπος αυτός συναρµολόγησης  απαιτεί τη χρήση 
πατρικών και νέο-συντιθέµενων ιστονών. Τα πατρικά Η3-Η4 τετραµερή αποθέτονται τυχαία στις θυγατρικές 
αλυσίδες. Εναλλακτικά, σε ειδικές περιστάσεις τα τετραµερή µπορούν να χωριστούν σε διµερή. Η 
κατάσταση αυτή διευκολύνει το ηµι-συντηρητικό µοντέλο αντιγραφής, όπου τα πατρικά Η3-Η4 διµερή 
συνδυάζονται µε νεο-συντιθέµενα Η3-Η4 διµερή µε σκοπό να µορφοποιήσουν ηµι-πατρικά νουκλεοσώµατα. 
Η διάδοση των µεθυλιώσεων της Η3Κ9me3 διευκολύνεται από τις ΗΡ1 και ΚΜΤs, όπου η ΗΡ1 προσδένεται 
στις µεθυλιώσεις της πατρικής Η3Κ9me3 και επάγει τη Η3Κ9 µεθυλίωση στις νεοσυντιθέµενες ιστόνες 
(Blomen και Boonstra, 2011).         
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1.δ.3.2. Φυτά 
 
 
Τα φυτά εκτίθενται σε ποικίλα περιβαλλοντικά ερεθίσµατα. Σε µερικά από 

αυτά, τα φυτά έχουν την ικανότητα προσαρµογής (για παράδειγµα µηχανικές 
διαταραχές), άλλα προάγουν τη γρήγορη άνθιση τους (για παράδειγµα η θερµοκρασία) 
και άλλα προτρέπουν τη ρύθµιση της ανάπτυξης, της αύξησης και της µορφογένεσης 
των φυτών σε απόκριση των εποχικών αλλαγών. Καθώς οι περιβαλλοντικές αλλαγές 
µπορεί να είναι από βραχύπρόθεσµες σε µακροπρόθεσµες (µέρες ως µήνες), οι 
οργανισµοί έχουν εξελιχθεί έτσι ώστε αντιστρεπτά να τροποποιούν την έκφραση των 
γονιδίων τους χωρίς να αλλάζουν την αρχική νουκλεοτιδική αλληλουχία του DNA, 
δηµιουργώντας µία διαδικασία ‘µνήµης’ που ορίζεται ως επιγενετικό φαινόµενο 
(Cazzonelli et al., 2009). Χαρακτηριστικό παράδειγµα ενός φαινοµένου ‘µνήµης’ 
αποτελεί η εαρινοποίηση, που ορίζεται ως η επιτάχυνση της άνθισης την άνοιξη µέσω 
των παρατεταµένων χαµηλών θερµοκρασιών του χειµώνα. Ενώ κληρονοµείται µέσω των 
µιτωτικών διαιρέσεων,  η κατάσταση της εαρινοποίησης επαναπρογραµµατίζεται κατά 
τη µείωση και πρέπει η επόµενη γενιά να εκτεθεί σε χαµηλές θερµοκρασίες για να 
συµβεί πάλι το φαινόµενο (Schmitz και Amasino, 2007). Σε µοριακό επίπεδο, το 
φαινόµενο της εαρινοποίησης λαµβάνει χώρα όταν οι πρωτεΐνες τις οικογένειας 
Polycomp (PCG) επάγουν την αποσιώπηση του γονιδίου flc (Flowering Locus C) στο 
Arabidopsis που ελέγχει το χρόνο άνθισης (Kim et al., 2009). Σε χειµερινούς-ετήσιους 
οικοτύπους του Arabidopsis, το flc εκφράζεται σε ψηλά επίπεδα για να καταστείλει την 
έναρξη της άνθισης. Κατά την εαρινοποίηση, το flc  τροποποιείται λόγω της µεθυλίωσης 
της ιστόνης Η3Κ27me3 µε αποτέλεσµα την επιγενετική σίγηση της έκφρασης του 
γονιδίου. Όταν περνάει ο χειµώνας και οι θερµοκρασίες γίνονται πιο θερµές, παραµένει 
σταθερή η τριµεθυλίωση της Η3Κ27 όπως και η σίγηση του flc. Κρατώντας 
απενεργοποιηµένο το flc, το Arabidopsis µπορεί να ανθίσει αποκρινόµενο στα 
περιβαλλοντικά σινιάλα όπως είναι η φωτοπερίοδος. Όταν µορφοποιούνται οι γαµέτες 
κατά τη διάρκεια της µείωσης, τα χαρακτηριστικά που έχει τοποθετήσει η ιστόνη 
H3K27me3 στο flc αφαιρούνται µε έναν άγνωστο µέχρι στιγµής µηχανισµό και στους 
σπόρους το flc εκφράζεται και πάλι. Έτσι, η άνθιση αναστέλλεται από το flc  µέχρι τα 
φυτά της επόµενης γενιάς να αντιµετωπίσουν χαµηλές θερµοκρασίες (Feng et al., 
2010). 

 
Εικόνα 26: Προτεινόµενος 
µηχανισµός µέσω του οποίου 
ρυθµίζεται η κατάσταση της 
χρωµατίνης στην περιοχή του 
γονιδίου flc καθώς και η µεταγραφή 
του γονιδίου flc από το 
UBC1,2/HUB1,2 µονοπάτι. Οι 
πρωτεϊνες HUB1 και HUB2 
σχηµατίζουν ένα ετεροτετραµερές, µε 
δύο µόρια πρωτεϊνης από την 
καθεµία, και στη συνέχεια 
προσαρτίζουν τις πρωτεϊνες UBC1 
και UBC2 στη χρωµατίνη στη 
νουκλεοτιδική περιοχή του flc. Στη 
συνέχεια, η H2B ιστόνη 
ουβικουτινιώνεται από τις UBC1 και  
UBC2 και χρησιµεύει ως στόχος για 
την προσάρτιση της Η3 
µεθυλοτρανσφεράσης, ενισχύοντας 
την υποµεθυλίωση των Η3Κ4 και 
Η3Κ36 ιστονών µε αποτέλεσµα την 
αύξηση της έκφρασης του FLC και 
την καθυστέρηση της άνθισης στο 
Arabidopsis (Cao et al., 2008).   
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Πρόσφατα, ένα καινούριος µηχανισµός αποσιώπησης µεταθετών στοιχείων 
περιγράφηκε στο Arabidopsis και δεν περιλαµβάνει ούτε µεθυλίωση του DNA ούτε 
διµεθυλίωση της ιστόνης Η3Κ9. Αυτός ο µηχανισµός εµπεριέχει µεθυλίωση της Η3Κ27 
που είναι απαραίτητη για την καταστολή της καταχρηστικής αντιγραφής της 
ετεροχρωµατίνης όπου ενδηµούν τα µεταθετά στοιχεία. Υπερ-αντιγραφή των µεταθετών 
στοιχείων µπορεί να οδηγήσει σε επανεργοποίηση και εξάπλωση του αριθµού των 
αντιγράφων τους, και ο µηχανισµός της Η3Κ27me πιθανός έχει εξελιχθεί προκειµένου 
να καταστέλλει την υπερβολική αντιγραφή και να διασφαλίζει τη σταθερότητα του 
γονιδιώµατος. Αν όντως ισχύει ο µηχανισµός αυτός θα υποδείκνυε ότι τα 
χαρακτηριστικά των ιστονών όχι µόνο επαναπρογραµµατίζονται αλλά επίσης 
επαναπρογραµµατίζουν και το γονιδίωµα, όπως στην περίπτωση της Η3Κ27me που 
διατηρεί την αντιγραφή των µεταθετών στοιχείων κάτω από έλεγχο, το οποίο προφανώς 
είναι ιδιαίτερης σηµασίας για τον κύκλο των ενεργών φυτικών κυττάρων και των 
αναπαραγωγικών φυτικών κυττάρων κατά τη διάρκεια της µείωσης και ίσως κατά τα 
πρώιµα στάδια της ανάπτυξης του εµβρύου (Feng et al., 2010). 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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` 
2.α. Συνθήκες καλλιέργειας φυτικού υλικού 
 
 

Για την ανάπτυξη των φυτών κάτω από ασηπτικές συνθήκες, σπέρµατα του 
Arabidopsis thaliana ενυδατώνονται για 24h στους 40C και στη συνέχεια 
αποστειρώνονται σε διάλυµα 70% αιθανόλης ακολουθούµενο από διάλυµα 20% 
χλωρίνης. Στη συνέχεια µεταφέρονται κάτω από ασηπτικές συνθήκες σε τρυβλία, 
παρουσία κατάλληλου θρεπτικού µέσου. Τα τρυβλία τοποθετούνται σε θάλαµο 
ανάπτυξης κάτω από ελεγχόµενες συνθήκες θερµοκρασίας (220C), υγρασίας (40%) και 
φωτοπεριόδου. 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν δύο τύποι φωτοπεριόδου: 
α) Συνθήκες µεγάλης ηµέρας: 16ώρες φώς/8ώρες σκοτάδι ( µε ένταση φωτός 

περίπου 140 microeinsteins per second per square meter (µE/m2/sec)) 
β) Συνθήκες µικρής ηµέρας: 8ώρες φως/16ώρες σκοτάδι (µε ένταση φωτός 

περίπου 80-90 microeinsteins per second per square meter (µE/m2/sec)).  
 
 
2.β. Καλλιέργεια σπορόφυτων Arabidopsis thaliana 
 
 
i) Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώµατος MS 
 
• Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώµατος MS µε την ανάλογη σύσταση. 
• Αποστείρωση του υποστρώµατος για 20min στους 1200C.  
• Γέµισµα τρυβλίων Petri 9cm µε 20ml θρεπτικού υποστρώµατος µέσα σε θάλαµο 
νηµατικής ροής (Laminair flow) µε τον οποίο επιτυγχάνονται αποστειρωµένες 
συνθήκες. 
• Αφήνονται να στερεοποιηθούν. 
• Τα τρυβλία µπορεί να φυλαχθούν για περίπου 2 εβδοµάδες στους 40C. 
 
ii) Στερεή καλλιέργεια σπορόφυτων Arabidopsis thaliana 
 
• Η εκβλάστηση των σπερµάτων προϋποθέτει την επιτυχηµένη έξοδό τους από την 
κατάσταση ληθάργου. Για να συµβεί αυτό, τα σπέρµατα τοποθετούνται σε dH2O για 
24h στους 40C. 
• Απολύµανση των σπερµάτων µε 70% αιθανόλη για 30sec, αποµάκρυνση της 
αιθανόλης και προθήκη διαλύµατος χλωρίνης 20% για 1-2min ανάλογα µε την 
ποσότητα των σπερµάτων. Η όλη διαδικασία γίνεται µέσα σε θάλαµο νηµατικής ροής. 
• Αποµάκρυνση του διαλύµατος της χλωρίνης και ξέπλυµα των σπερµάτων 5 φορές 
µε ddH2O από 1min τη φορά.  
• Επίστρωση των σπορίων στην επιφάνεια υποστρώµατος, σε τρυβλία Petri που 
περιέχουν θρεπτικό µέσο MS µε τη βοήθεια πιπέτας Gilson.  
• Τα τριβλία αφήνονται ανοιχτά να στεγνώσουν για 30min περίπου. 
• Σφραγίζονται µε ταινία parafilm και µεταφέρονται σε θάλαµο ανάπτυξης 
ελεγχόµενων συνθηκών. 
• Μετά από δύο εβδοµάδες τα φυτά έχουν αναπτυχθεί αρκετά και έτσι µπορούν να 
µεταφερθούν στο χώµα όπου για 3-4 µέρες µένουν καλυµµένα µε διαφανή µεµβράνη 
και παρατηρούνται σε περιβάλλον υγρασίας για να ξεπεράσουν την καταπόνηση από 
τη µεταφύτευση. Έτσι, αναπτύσσονται µέχρι να ολοκληρώσουν το βιολογικό τους 
κύκλο και να γίνει η συλλογή σπερµάτων.  
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iii) Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκαν φυτά Arabidopsis thaliana 
οικοτύπου  Columbia (Col-O) ή αλλιώς αγρίου τύπου. 
 
 
2.γ. Agrobacterium tumefaciens και µετασχηµατισµός 
 
 

Το Agrobacterium tumefaciens είναι ένα Gram- αρνητικό, ραβδόµορφο 
βακτήριο εδάφους, ανήκει στην οικογένεια Rhizobiaceae και προκαλεί στα φυτά την 
ασθένεια του κορωνωτού κάλλου. Η παθογενετικότητά του εξαρτάται άµεσα από την 
ύπαρξη σε αυτό ενός µεγάλου πλασµιδίου µεγέθους 200-250Kb, το Ti- πλασµίδιο. 
Μέσω του Ti πλασµιδίου που περιέχει είναι δυνατή η µεταφορά εξωγενών γονιδίων (ή 
DNA γενικότερα) µέσα στα φυτά µετά τη µόλυνσή τους µε το βακτήριο.  

Στην παρούσα έρευνα χρησιµοποιήθηκε το στέλεχος GV3101::pMP90 που 
είναι παράγωγο του στελέχους C58 του Agrobacterium tumefaciens και περιέχει το Ti 
πλασµίδιο pTiC58∆Τ-DNA. Το συγκεκριµένο στέλεχος εκφράζει αντοχή στα 
αντιβιοτικά Rifampicin/ Gentamicin   sulphate .   H   Rifampicin   λειτουργεί  ως  
δείκτης  επιλογής  του  βακτηρίου  και   η Gentamicin sulphate ως δείκτης επιλογής 
του Ti πλασµιδίου σε συγκεντρώσεις 50µg/ml και 25µg/ml αντίστοιχα.  
 
 
2.γ.1 Απευθείας µετασχηµατισµός Agrobacterium tumefaciens µε τη µέθοδο 
Freeze-thaw 

 
• Ανάπτυξη ενός στελέχους Agrobacterium tumefaciens σε 5ml LB θρεπτικό µέσο συν 
κατάλληλο αντιβιοτικό ολονύχτια στους 280C 
• Προσθήκη 2ml από την ολονύχτια καλλιέργεια σε 50ml LB θρεπτικό µέσο σε 
κωνική φιάλη των 250ml και ζωηρή ανάδευση στους 280C µέχρι η οπτική πυκνότητα 
της καλλιέργειας να φτάσει την τιµή OD600 0.5 έως 1.0 (η τιµή 0.6 λειτουργεί 
καλυτέρα) 
• Κρύωµα της καλλιέργειας στον πάγο. Φυγοκέντριση του κυτταρικού εναιωρήµατος 
στις 3000 στροφές για 5min στους 40C 
• Αποβολή του υπερκείµενου διαλύµατος. Επαναδιάλυση των κυττάρων σε 1ml 
διαλύµατος 20mM CaCl2. ∆ιανοµή 0.1ml ποσοτήτων σε προκρυωµένα eppendorf 
tubes (1) 
• Προσθήκη περίπου 1µg πλασµιδιακού DNA στα κύτταρα (2) 
• Πάγωµα των κυττάρων σε υγρό άζωτο (3) 
• Ξεπάγωµα των κυττάρων µε επώαση του eppendorf tube σε υδατόλουτρο των 370C 
για 5min 
•  Προσθήκη 1ml LB θρεπτικού µέσου στο eppendorf tube και επώαση στους 280C 
για 2-4 ώρες µε απαλή ανάδευση. Αυτή η περίοδος επιτρέπει τα βακτήρια να 
εκφράσουν το γονίδιο αντιβιοτικής αντοχής.  
• Φυγοκέντριση των eppendorf tubes για 30sec. Αποβολή του υπερκείµενου 
διαλύµατος και επαναδιάλυση των κυττάρων σε 0.1ml LB θρεπτικό µέσο 
• Στρώσιµο των κυττάρων σε τριβλίο YEP/agar που περιέχει τα κατάλληλα 
αντιβιοτικά. Επώαση στους 280C. Οι µετασχηµατισµένες αποικίες θα εµφανιστούν σε 
2-3 µέρες  (4) 
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1 Τα κύτταρα µπορούν να καταψυχθούν και να αποθηκευτούν στους -800C. Τα 
παγωµένα κύτταρα µπορούν να χρησιµοποιηθούν για µελλοντικά πειράµατα 
µετασχηµατισµού.  
2 Το πλασµίδιο µπορεί να είναι είτε CsCl- ταινιωτό DNA ή ακατέργαστο 
παρασκεύασµα που αποµονώθηκε από µία γρήγορη, µικρής κλίµακας διαδικασία. 
3 Το γρήγορο πάγωµα είναι ο πιο σηµαντικός παράγοντας της διαδικασίας. Πάγωµα σε 
ξηρό πάγο/λουτρό αιθανόλης συχνά µειώνει σηµαντικά τη συχνότητα 
µετασχηµατισµού. 
4 Η συγκέντρωση των αντιβιοτικών ποικίλει εξαρτώµενη από το στέλεχος του 
Agrobacterium και τον δείκτη αντιβιοτικής αντοχής που χρησιµοποιείται. 
 
 
2.γ.2. Πρωτόκολο αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA από Agrobacterium 
tumefaciens 
 
A) Αλκαλική λύση αποµόνωσης πλασµιδιακού DNA από Agrobacterium 
tumefaciens 
 
• 1.5ml καλλιέργειας Agr.tumefaciens µεταφέρεται σε eppendorf και φυγοκεντρούµε 
για 2min στις 13000rpms 
• Αποβολή υπερκειµένου 
• Προσθήκη 200µl διαλύµατος Ρ1 αλκαλικής λύσης και επαναιώρηση του ιζήµατος  
• Προσθήκη λυσοζύµης µε οδοντογλυφίδα 
• Ανακάτεµα µε vortex για 20sec 
• Επώαση του eppendorf tube στους 370C για 15min 
• Προσθήκη 200µl Ρ2 διαλύµατος αλκαλικής λύσης και χρήση vortex για 20sec 
• Προσθήκη 50µl φαινόλης και χρήση vortex για 1min 
• Προσθήκη 200µl P3 διαλύµατος αλκαλικής λύσης και χρήση vortex για 20sec 
• Φυγοκέντριση για 5min στις 13000rpms 
• Μεταφορά υπερκείµενου σε νέο eppendorf και προσθήκη δύο όγκων παγωµένης 
αιθανόλης 100% 
• Επώαση στον πάγο για 10min 
• Φυγοκέντριση για 10min στις 13000rpms 
• Αποβολή της αιθανόλης και αφήνουµε να στεγνώσουν τα tubes 
• Προσθήκη 25µl dH2O και επαναδιάλυση 
 
Β) Μετασχηµατισµός του αποµονωµένου DNA 
 
• Μετασχηµατισµός 100µl κυττάρων DH5a (E. Coli στέλεχος) µε τα 25µl DNA που 
αποµονώθηκαν 
• Στρώσιµο τριβλίου LB (που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό) 
 
Γ) Έλεγχος παρουσίας ένθετου 
 
• Επιλογή µονής αποικίας και ανάπτυξή της µε ολονύχτια επώαση σε 5ml LB 
θρεπτικό διάλυµα που περιέχει το κατάλληλο αντιβιοτικό 
• Εφαρµογή του πρωτοκόλλου της αλκαλικής λύσης στην καλλιέργεια για την 
αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA 
• Πέψη του DNA µε κατάλληλα ένζυµα περιορισµού και ανάλυση των  πέψεων σε 
πηκτή αγαρόζης χρησιµοποιώντας και δείκτη αναφοράς µοριακών µαζών  
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• Ανάλογα µε τα αποτελέσµατα, έλεγχος για την ύπαρξη της επιθυµητής ένθεσης  
στα µετασχηµατισµένα DH5a κύτταρα οπότε και στα µετασχηµατισµένα κύτταρα 
Agrobacterium από όπου προήλθε το DNA.   
 
 
2.δ.  Μετασχηµατισµός φυτών A. thaliana µε Agrobacterium 
tumefaciens 
 
 
Υλικό εκκίνησης: Μετασχηµατισµένες µονές αποικίες Agrobacterium tumefaciens που 
έχουν αναπτυχθεί σε τριβλία µε θρεπτικό µέσο LB που περιέχουν τα κατάλληλα 
αντιβιοτικά επιλογής. 
 
 Πρωτόκολλο: 
• Ανάπτυξη µονής αποικίας σε 5ml υγρού θρεπτικού διαλύµατος LB (που περιέχει τα 
κατάλληλα αντιβιοτικά) µε επώαση για 24-36 ώρες στους 280C 
• Μεταφορά 3ml από την καλλιέργεια σε 300ml LB (χωρίς αντιβιοτικά) σε κωνική 
φιάλη των 1000ml 
• Επώαση στους 280C µε έντονη ανάδευση µέχρι η οπτική πυκνότητα να πάρει την 
τιµή OD550 =2 
• Ένωση των δύο κωνικών φιαλών: έχουµε 600ml διαλύµατος  
• Φυγοκέντριση του διαλύµατος για 10min στους 280C στις 4500rpms 
• Αποβολή υπερκειµένου και επαναιώρηση ιζήµατος µε 800ml διαλύµατος 
αγροδιήθησης   
• Εµβάπτιση των φυτών στο διάλυµα αγροδιήθησης  
   
∆ιάλυµα αγροδιήθησης:  για 1lt :       2.15gr      ½ MS salts 
                                                        2ml         1xB5 vitamins (x500) 
                                                        50gr        5% sucrose 
                                                       0.5gr        0.5MES/lt 
                                                      150µl        Silwet 
                                                       10µl         BAP of 1mg/ml DMSO stock 
                                                     pH 5.7        KOH 1N   
 
 
2.ε. Αποµόνωση γενωµατικού DNA από φυτά Arabidopsis thaliana  µε 
τη µέθοδο CTAB 
 
 
• Φρέσκο φυτικό υλικό (ολόκληρα ή µέρη των φυτών Arabidopsis) οµογενοποιείται  
παρουσία υγρού αζώτου σε κατάλληλο γουδί λειοτρίβισης. 
• Το οµογενοποιηµένο υλικό µεταφέρεται σε σωλήνα falcon. Για κάθε gr 
οµογενοποιηµένου ιστού προστίθενται στο σωλήνα  2ml  2X διαλύµατος CTAB, που 
έχει προθερµαθεί στους 600C. Το δείγµα αναµιγνύεται και επωάζεται για 15 λεπτά 
στους 600C. Σ’ αυτό το στάδιο δηµιουργούνται σύµπλοκα CTAB-νουκλεϊκών οξέων. 
• Προστίθεται ίσος όγκος χλωροφόρµιου : ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1) και το µίγµα 
αναδεύεται ελαφρά. 
• Φυγοκέντρηση του δείγµατος στις 5000 r/min για 5min. 
• Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο σωλήνα και προσδιορίζεται ο όγκος του.  
Προστίθεται 1/5 του όγκου του διαλύµατος CTAB 5% w/v (προθερµασµένου στους 
600C). Ανάµιξη του µίγµατος. 

• Προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου : ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1) στο δείγµα. 
Ανάµιξη. 
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• Φυγοκέντρηση του δείγµατος στις 10000 r/min για 12min. 
• Προσδιορισµός του όγκου του υπερκείµενου διαλύµατος και πάλι. Στη συνέχεια 
προστίθεται ρυθµιστικό διάλυµα κατακρήµνισης CTAB 1% w/v, σε αναλογία 1:1.3 σε 
σχέση µε τον όγκο του υπερκείµενου. Το δείγµα αναµιγνύεται και επωάζεται σε 
θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα. 
• Φυγοκέντρηση του δείγµατος στις 10000 r/min για 12min.  
• Αποµάκρυνση υπερκειµένου και επαναιώρηση ιζήµατος σε 0.5ml REB 
(ρυθµιστικού διαλύµατος επαναδιάλυσης) για κάθε gr φυτικού ιστού που 
χρησιµοποιήθηκε. 
• Το DNA κατακρηµνίζεται µε την προσθήκη δύο όγκων αιθανόλης. Ανάµιξη και 
επώαση του µίγµατος σε θερµοκρασία δωµατίου για 10 λεπτά. 
• Φυγοκέντρηση στις 12000 r/min για 10min σε θερµοκρασία δωµατίου. 
• Το δείγµα επαναδιαλύεται σε 400µl ddH2O και υφίσταται καθαρισµό µε φαινόλη, 
φαινόλη-χλωροφόρµιο και χλωροφόρµιο. 
• Μετά το τέλος του καθαρισµού τα νουκλεϊκά οξέα κατακρηµνίζονται µε διπλάσιο 
όγκο αιθανόλης. 
• Μετά από φυγοκέντριση για 10 λεπτά στις 12000 r/min, το ίζηµα που προκύπτει 
ξεπλένεται µε 70% v/v αιθανόλης. Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε κατάλληλη 
ποσότητα ddH2O. 
 
∆ιαλύµατα: 
 

• SEVAG: χλωροφορµιο : ισοαµυλική αλκοόλη (24: 1)  
• 1% CTAB διάλυµα κατακρήµνισης DNA : 1% w/v CTAB (Cetyl- Trimethyl- 
Ammonium Bromide), 50mM Tris-HCl pH8, 10mM EDTA pH8 
• 2x CTAB buffer : 2% w/v CTAB, 100mM Tris-HCl pH8.5, 20mM EDTA pH8, 
1.4M NaCl, 1% w/v PVP (Πολυβινυλ-πυρρολιδόνη, ΜΒ=40000), 1% w/v DTT 
• 5% CTAB : 5% w/v CTAB, 0.35M NaCl 
• REB διάλυµα επαναδιάλυσης DNA : 10mM Tris-HCl pH7.5, 1mM EDTA pH8, 1M 
NaCl 
 
 
2.στ. Καθορισµός DNA µε φαινόλη 
 
 
• Σε φιαλίδιο eppendorf που περιέχει το προς καθαρισµό δείγµα DNA προσθέτουµε 
ίσο όγκο διαλύµατος φαινόλης και ανακινούµε µέχρι να επιτευχθεί ανάµιξη των δύο 
φάσεων. 
• Φυγοκέντρηση για 4min, στις 12000 r/min. 
• Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο eppendorf και προστίθεται ίσος όγκος 
µίγµατος φαινόλης: χλωροφόρµιου: ισοαµυλικής αλκοόλης (25:24:1). Έντονη µίξη. 
• Φυγοκέντρηση για 4min, στις 12,000 r/min. 
• Μεταφορά του υπερκείµενου σε νέο σωλήνα, χωρίς να διαταραχθεί η ενδιάµεση 
φάση. Προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρµιου : ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1). Έντονη 
µίξη. 
• Φυγοκέντρηση για 4min, στις 12000 r/min. 
• Στο υπερκείµενο προστίθενται: α) 1/10 του όγκου, 3Μ CH3COONa, pH4.8 και β) 
δύο όγκοι αιθανόλης, µε σκοπό την κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων. Το δείγµα 
επωάζεται για 12 ώρες, στους -200C και στη συνέχεια, φυγοκεντρείται για 15min, στις 
12000 r/min,  στους 40C. 
• Αποµάκρυνση υπερκειµένου και το ίζηµα αφήνεται να στεγνώσει. 
• Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε κατάλληλο, όγκο ddH2O. 
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2.ζ. Αποµόνωση ολικού RNA από φυτά Arabidopsis thaliana  
 
 
• Ιστός Arabidopsis µεταφέρεται σε φιαλίδιο eppendorf και προστίθεται ίσος όγκος 
φαινόλης : extraction buffer. 

• Έντονη λειοτρίβιση µε έµβολο µέχρι µα διαλύθεί τελείως ο ιστός.  
• Ξέπλυµα του εµβόλου µε ίσο όγκο φαινόλης : extraction buffer µέσα στο eppendorf. 
• Έντονη ανάµιξη µε vortex µέχρι να ενωθούν οι δύο φάσεις.  
• Φυγοκέντριση για 5min στις 13000 r/min. 
• Μεταφορά υπερκειµένου σε νέο eppendorf και προσθήκη ίσου όγκου φαινόλης : 

χλωροφορµίου : ισοαµυλικής αλκοόλης (25:24:1). 
• Έντονη ανάµιξη µε vortex. 
• Φυγοκέντριση για 5min στις 13000 r/min. 
• Μεταφορά υπερκειµένου σε νέο eppendorf και προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορµίου : 

ισοαµυλικής αλκοόλης (24:1). 
• Έντονη ανάµιξη µε vortex. 
• Φυγοκέντριση για 5min στις 13000 r/min 
• Μεταφορά υπερκειµένου σε νέο eppendorf και προσθήκη 1/10 του όγκου CH3COONa 

pH 4.8 και 2.5 όγκους παγωµένη EtOH 100%. 
• Ελαφριά ανάµιξη και επώαση στους -20oC o/n. 
• Φυγοκέντριση για 20min στις 13000rpms στους 4oC. 
• Αποµάκρυνση υπερκειµένου. 
• Επαναδιάλυση ιζήµατος σε κατάλληλο όγκο ddH2O. 

 
∆ιάλυµα:  
 
• ∆ιάλυµα αποµόνωσης RNA: 100mM Tris-HCl pH9.5, 0.5%SDS (w/v) 
 
 
2.η. Χειρισµός µε DNAse 
 
 
Ο χειρισµός των δειγµάτων RNA µε DNAse έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο της 
PROMEGA: RQ1 RNase-free DNase (M610A). 
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2.θ. Βακτηριακά στελέχη 
 
 

Το βακτηριακό στέλεχος που χρησιµοποιήθηκε για την κλωνοποίηση 
πλασµιδίων είναι το DH5a (Escherichia coli). Το στέλεχος αυτό έχει υψηλή ικανότητα 
µετασχηµατισµού (>2χ106 transformants/ µg of plasmid DNA). Ο γενότυπός του 
χαρακτηρίζεται από την έλλειψη της ∆(lacZ)M15 περιοχής που εκφράζει το καρβόξυ 
τµήµα της β-γαλακτοσιδάσης, επιτρέποντας έτσι την α- συµπληρωµατικότητα µε το lac 
a τµήµα που κωδικοποιείται από πολλούς πλασµιδιακούς φορείς. Έτσι είναι δυνατή η 
επιλογή µπλε-άσπρων αποικιών κατά την ανάπτυξή τους σε θρεπτικό υπόστρωµα που 
περιέχει X-gal και IPTG. 

Το στέλεχος DH5a φέρει την ιδιότητα recA1, η οποία δεν επιτρέπει 
ανασυνδυασµό µεταξύ   του   µετασχηµατισµένου   φορέα   που    κλωνοποιείται  ,   
όταν   αυτός   περιέχει   ένθετο µεγαλύτερο από 10Kb, και του γονιδιώµατος του 
βακτηρίου. Γι’ αυτό το συγκεκριµένο στέλεχος είναι κατάλληλο και για την 
κλωνοποίηση κοσµιδίων. 
 
 
2.ι. Μετασχηµατισµός δεκτικών βακτηριακών κυττάρων  
 
 
2.ι.1.Προετοιµασία “δεκτικών” βακτηριακών κυττάρων για µετασχηµατισµό 
 
• Μονή αποικία κατάλληλου βακτηριακού στελέχους (DH5a) αναπτύσσεται σε υγρό 
θρεπτικό µέσο LB για 12 ώρες στους 370C. 
• Μεταφορά 2ml από την αρχική καλλιέργεια σε κωνική φιάλη που περιέχει 200ml 
θρεπτικού µέσου LB (αναλογία 1:100). 
• Επώαση των κωνικών φιαλών στους 370C (+shaker) µέχρι η οπτική πυκνότητα να 
γίνει O.D.550=0.5. 
• Τοποθέτηση της καλλιέργειας στον πάγο.  
• Μεταφορά της καλλιέργειας σε πλαστικό µπουκάλι και φυγοκέντριση για 5min στις 
5000 r/min στους 40C (πλήρης ισοζύγιση απαραίτητη). Κατακρήµνιση των 
βακτηριακών κυττάρων.  
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου και επαναδιάλυση ιζήµατος µε παγωµένο CaCl2 
25mM. Προσθήκη όγκου ίσου µε του µισού  του αρχικού όγκου της βακτηριακής 
καλλιέργειας.   
• Επανάληψη ίδιου τρόπου κατακρήµνισης.  
• Αποµάκρυνση υπερκείµενου και επαναδιάλυση ιζήµατος µε παγωµένο CaCl2 
75mM. Προσθήκη όγκου ίσου µε το 1/15 του αρχικού όγκου της βακτηριακής 
καλλιέργειας.  
• Προσθήκη αποστειρωµένης γλυκερόλης ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι ίση µε 
15% v/v. Απαιτείται πολύ καλή µίξη. 
• Το δείγµα µοιράζεται σε φιαλίδια eppendorf και καταψύχεται αµέσως µε τη 
βοήθεια υγρού αζώτου. 
• Αποθήκευση και διατήρηση των “δεκτικών” βακτηριακών κυττάρων στους -800C. 
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2.ι.2.Μετασχηµατισµός “δεκτικών” βακτηριακών κυττάρων E.coli µε 
πλασµιδιακό DNA 
 
• Σε 200µl “δεκτικών” βακτηριακών κυττάρων DH5a προστίθενται 10-50ng 
πλασµιδιακού DNA.  
• Το µίγµα αναµιγνύεται και επωάζεται στον πάγο για 30min. 
• Ακολουθεί θερµικό σοκ του δείγµατος για 1-2min στους 420C.  
• Προσθήκη 1ml θρεπτικού µέσου LB ενώ το δείγµα βρίσκεται στους 420C και 
επώαση στη συνέχεια στους 370C για 1 ώρα.  
• Φυγοκέντριση του διαλύµατος στις 13000r/min για 1min και αποµάκρυνση των 
2/3 του υπερκείµενου. 
• Επαναδιάλυση του ιζήµατος και επίστρωση κατάλληλης ποσότητας του διαλύµατος 
σε τρυβλίο µε θρεπτικό µέσο LB που περιέχει και κατάλληλο αντιβιοτικό ως µέσο 
επιλογής που διαφέρει κατά περίσταση.  
• Επώαση των τριβλίων για 12-16 ώρες σε θάλαµο 370C. 
 
 
2.ι.3. Υπολογισµός αποδοτικότητας µετασχηµατισµού (Transform efficiency) 
 
• Χωρίζουµε το τριβλίο σε τεταρτηµόρια και µετράµε τις αποικίες σε ένα από αυτά. 
Έστω ότι έχουµε n αποικίες. 
• Στο τριβλίο έχουµε: 4 x n = 4n αποικίες. 
• Έστω ότι έχουµε µετασχηµατίσει τα βακτηριακά κύτταρα µε περίπου 10ng 
πλασµιδιακού DNA.  
• Οπότε: στα 10ng έχουµε 4n αποικίες  
              στα 1000ng                χ?       
                                               χ = 400n αποικίες  
Οι 400n αποικίες αντιστοιχούν στην ποσότητα που επιστρώθηκε. Έστω ότι 
επιστρώσαµε y µl από τα z µl που είχαµε αρχικά (στο eppendorf). 
Στα y µl που επιστρώσαµε έχουµε 400n αποικίες  
στα z µl                                              χ? 
                                                   χ = 400nz/y    αποικίες/µg πλασµιδιακού DNA. 

• Για τον υπολογισµό της transform efficiency  των “δεκτικών” βακτηριακών 
κυττάρων: ικανοποιητικό εύρος αποδοτικότητας: 5x106 – 2x107 αποικίες/µg 
πλασµιδιακού DNA. 
 
∆ιαλύµατα: 
 
• Θρεπτικό µέσο LB : 0.5% (w/v) yeast extract, 1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) peptone. 
Για στερεό θρεπτικό µέσο προσθέτουµε και 1.4% bacteriological agar 
• Ampicillin : 100mg/ml σε dH2O. Φυλάσσεται στους -200C 
• Kanamycin : 50mg/ml σε dH2O. Φυλάσσεται στους -200C 
• Bacteria transformation buffer (BTB) 25mM CaCl2 : 25mM CaCl2 σε 10mM 
Tris-HCl pH8 (0.376gr CaCl2 για διάλυµα 100ml) 
• BTB 75mM CaCl2 : 1.1gr CaCl2 σε 10mM Tris-HCl pH8 (1.1gr CaCl2 για διάλυµα 
100ml) 
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2.κ. Αποθήκευση βακτηριακών κυττάρων για µεγάλα χρονικά 
διαστήµατα 
 
 

Για να αποθηκεύσουµε βακτήρια για µεγάλα χρονικά διαστήµατα 
ακολουθούµε την εξής διαδικασία: 

• Εµβολιάζουµε µε µονή αποικία του βακτηριακού στελέχους που θέλουµε να 
αποθηκεύσουµε ένα κατάλληλο θρεπτικό µέσο (συνήθως LB ή TY) που περιέχει 
κάποιο αντιβιοτικό στο οποίο είναι ανθεκτικό το στέλεχος, µε σκοπό να αποφύγουµε 
ενδεχόµενες µολύνσεις, και γίνεται επώαση στους 370C µε συνεχή ανάδευση για 12-
16h. 

• Στη συνέχεια, µεταφέρονται 700µl από την παραπάνω καλλιέργεια σε φιαλίδιο 
eppendorf και προστίθονται 350µl αποστειρωµένηs γλυκερόληs 100%. 

• Αναµιγνύουµε έντονα και ψύχουµε το φιαλίδιο µε υγρό άζωτο. 
• Τοποθετούµε τα κύτταρα στους -800C όπου µπορούν να διατηρηθούν ζωντανά έως 
και 10 χρόνια.    
 
 
 
2.λ. Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA µε το πρωτόκολλο της αλκαλικής 
λύσης  πλασµιδιακού DNA µε τη βοήθεια φυγοκέντρου 
 
 

• Μεταφορά 1.5ml από υγρή καλλιέργεια που αναπτύχθηκε o/n σε LB µε 
κατάλληλο αντιβιοτικό επιλογής σε eppendorf και φυγοκέντριση για 1min στις 
13000r/min. 

• Αποµάκρυνση υπερκείµενου ώστε το ίζηµα (pellet) να µείνει όσο πιο στεγνό γίνεται.  
• Προσθήκη 0.2ml  διαλύµατος  P1 και  επαναδιάλυση  του  ιζήµατος  µε πιπέτα 

     1ml διαλύµατος P1: 920µl ddH2O 
                                    50µl 1M Tris-HCl pH8 
                                    20µl 0.5M EDTA  
                                    10µl RNAse 10mg/ml 
• Προσθήκη 0.2ml διαλύµατος P2, ανάδευση ελαφρά µέχρι το διάλυµα να γίνει 
διαυγές και επώαση του eppendorf ανοιχτό σε RT (θερµοκρασία δωµατίου) για 4min.   
    1ml διαλύµατος P2: 930µl ddH2O 
                                   50µl 20% SDS  
                                   20µl 10N NaOH  
• Προσθήκη 0.2ml παγωµένου διαλύµατος 3M CH3COOK/5M CH3COOH και καλή 
ανάµιξη µέχρι να εµφανιστούν λευκά κοµµάτια. 
• Επώαση στον πάγο για 15min. 
• Φυγοκέντριση για 20min στις 13000r/min. 
• Προσεκτική µεταφορά του υπερκείµενου σε νέο eppendorf. 
• Προσθήκη 2 όγκων παγωµένης Et-OH 100%(αιθανόλη) και καλή ανάµιξη. 
• Επώαση για 20min σε RT. 
• Φυγοκέντριση στις 13000r/min για 15min. 
• Αποµάκρυνση της Et-OH χωρίς τίναγµα και επώαση σε RT ανοιχτό για στέγνωµα. 
• Προσθήκη κατάλληλου όγκου ddH2O και επαναδιάλυση του ιζήµατος.  
• Αποθήκευση και διατήρηση στους -200C. 
 
 
 



59 

 

 
 
∆ιαλύµατα:  
 
• Ρ3 διάλυµα αλκαλικής λύσης : 100ml P3: 60ml 3+5M CH3COOK, 11.5ml 
CH3COOH, 28.5ml dH2O 
• RNAse A : Μητρικό διάλυµα RNAσης A 10mg/ml σε 10mM Tris-HCl pH7.4, 
15mM NaCl. Βρασµός του διαλύµατος για 15min, διακοπή για 20min και επανάληψη 
βρασµού. Φυλάσσεται στους -200C. 
 
 
2.µ. Αντιδράσεις µε ένζυµα περιορισµού 
 
 

Για να δράσει ένα ένζυµο περιορισµού, δηλαδή να αναγνωρίσει και να “κόψει” 
µια εξανουκλεοτιδική αλληλουχία βάσεων, χρειάζεται κατάλληλες συνθήκες. Πρώτον, 
πρέπει να υπάρχει ένα υπόστρωµα, το οποίο µπορεί να είναι πλασµιδιακό DNA, 
γενωµατικό DNA ή DNA φάγου και να περιέχει τουλάχιστον µια αλληλουχία έξι 
βάσεων, η οποία να αναγνωρίζεται από το αντίστοιχο ένζυµο περιορισµού. Επίσης, και 
η καθαρότητα του υποστρώµατος παίζει σηµαντικό ρόλο στο βαθµό που θα 
προχωρήσει η αντίδραση αφού πολλές φορές κατά την αποµόνωση και τον καθαρισµό 
του DNA µπορεί να µεταφέρονται παράγοντες που να δρουν περιοριστικά για τη δράση 
των ενζύµων. 

∆εύτερον, η ποσότητα και η ποιότητα του ρυθµιστικού διαλύµατος του 
ενζύµου (buffer) παίζουν ρόλο. Τα ρυθµιστικά διαλύµατα παρέχονται κυρίως έτοιµα 
µε το ένζυµο περιορισµού από την εταιρεία προέλευσης και η ποσότητα που 
χρησιµοποιείται είναι το 1/10 του τελικού όγκου της αντίδρασης από 10χ buffer. 
Τρίτον,  η ποσότητα του ενζύµου που απαιτείται παίζει σηµαντικό ρόλο. Περιοριστικό 
ρόλο στην ποσότητα του ενζύµου που χρησιµοποιείται αποτελεί η συγκέντρωση της 
γλυκερόλης που περιέχεται στο διάλυµα συντήρησης του ενζύµου η οποία δεν πρέπει 
να υπερβαίνει το 5% στον τελικό όγκο της αντίδρασης. Ο όγκος της αντίδρασης όπου 
λαµβάνει χώρα η πέψη κυµαίνεται µεταξύ 30-50µl. 
Σε φιαλίδιο eppendorf προσθέτουµε:  

• 10χ ρυθµιστικό διάλυµα: 10% του τελικού όγκου 
• ∆είγµα DNA: µέχρι 80% του τελικού όγκου 
• Ένζυµο περιορισµού: µέχρι 10% του τελικού όγκου 
• ddH2O: µέχρι το 100% του τελικού όγκου 

Στη συνέχεια αναµιγνύουµε το δείγµα και επωάζουµε στους 370C για 1-2h (η 
άριστη θερµοκρασία λειτουργίας των περισσοτέρων ενζύµων περιορισµού). 
 
 
2.µ.1 Επίλογή ενζύµων περιορισµού για την ανίχνευση κατά Southern 

Για να είναι δυνατή η µελέτη του µεθυλώµατος των LFY::HSP90RNAi φυτών 
θα πρέπει τα ένζυµα περιορισµού που θα επιλεγούν για την ανάλυση κατά Southern 
να είναι ευαίσθητα στην µεθυλίωση.  ∆ηλαδή, να πέπτουν ή όχι την ακολουθία που 
αναγνωρίζουν ανάλογα µε το αν είναι µεθυλιωµένη ή όχι. Επιλέχτηκαν τέσσερα ένζυµα 
περιορισµού τα οποία είναι ευαίσθητα σε διαφορετικά είδη µεθυλίωσης του DNA. Τα 
ένζυµα αυτά είναι:  

MspI : αναγνωρίζει την τετρανουκλεοτιδική αλληλουχία C’CGG και είναι ευαίσθητο 
στη µεθυλίωση τύπου mCNG. Αναγνωρίζει και πέπτει την ακολουθία όταν δεν είναι 
µεθυλιωµένη η κυτοσίνη στο 3’ άκρο.  
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HpaII : αναγνωρίζει την τετρανουκλεοτιδική αλληλουχία C’CGG και είναι ευαίσθητο 
στη µεθυλίωση τύπου mCG. Αναγνωρίζει και πέπτει την ακολουθία όταν δεν είναι 
µεθυλιωµένη η κυτοσίνη στο 5’ άκρο. 

EcoRII : αναγνωρίζει την τετρανουκλεοτιδική αλληλουχία ‘CCWGG και είναι 
ευαίσθητο στη µεθυλίωση τύπου Dcm (CmCA/TGG). Αναγνωρίζει και πέπτει την 
ακολουθία όταν δεν είναι µεθυλιωµένη η κυτοσίνη στο 5’ άκρο. 

ClaI : αναγνωρίζει την εξανουκλεοτιδική αλληλουχία AT’CGAT και είναι ευαίσθητο στη 
µεθυλίωση τύπου Dam (GmATC). Αναγνωρίζει και πέπτει την ακολουθία όταν δεν είναι 
µεθυλιωµένη η αδενίνη στο 3’ άκρο.  
 
 
 
2.ν. Ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης  
 
 

Για την ανάλυση κλασµάτων νουκλεϊκών οξέων διαφορετικού µεγέθους και 
διαφορετικών διαµορφώσεων χρησιµοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης. 
Ο διαχωρισµός γραµµικών µορίων  DNA είναι  ανάλογος προς το µέγεθος των µορίων. 
Τα µόρια των νουκλεϊκών οξέων γίνονται ορατά στην πηκτή αγαρόζης µε τη βοήθεια 
µίας χρωστικής που παρεµβάλλεται µεταξύ των βάσεων η οποία είναι το βρωµιούχο 
αιθίδιο (EtBr) 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 2% αγαρόζη w/v. 
• Σε διάλυµα 1Χ ΤΑΕ προσθέτουµε κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης. 
• Θερµαίνουµε το διάλυµα σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι να διαλυθεί πλήρως η 
αγαρόζη και το µίγµα καταστεί διαφανές. 
• Προσθέτουµε διάλυµα βρωµιούχου αιθίδιου σε τελική συγκέντρωση 0.005% v/v. 
• Τοποθετούµε την πηκτή σε κατάλληλο δοχείο συσκευής ηλεκτροφόρησης µε την 
ανάλογη χτένα και αφήνουµε να στερεοποιηθεί σε θερµοκρασία δωµατίου. 
• Στα δείγµατα που πρόκειται να αναλυθούν προσθέτουµε κατάλληλη ποσότητα 
χρωστικής 5x dye.  
• Μετά την πήξη αποµακρύνουµε τη χτένα και προσθέτουµε κατάλληλο όγκο 1X 
TAE, που αποτελεί το ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης. 
• Τα δείγµατα τοποθετούνται στις ειδικές θέσεις της πηκτής που δηµιουργήθηκαν 
από τη χτένα. 
• Συνδέουµε τη συσκευή σε ηλεκτρικό πεδίο και λαµβάνει χώρα η ηλεκτροφόρηση 
παρουσία συνεχούς τάσης 50-120V. Τα δείγµατα µεταναστεύουν από τον αρνητικό 
προς το θετικό πόλο αφού είναι αρνητικά φορτισµένα.  

Αν θέλουµε να εκτιµήσουµε το µέγεθος των ζωνών του DNA (µετά από πέψη), 
ηλεκτροφορούµε δίπλα στα δείγµατά µας δείκτες (ladders) οι οποίοι έχουν 
καθορισµένα και γνωστά µοριακά βάρη. Ένας γνωστός δείκτης που χρησιµοποιείται 
ευρέως είναι ο λ-βακτηριοφάγος µετά από πέψη µε το ένζυµο περιορισµού HindIII. Τα 
µεγέθη που δίνει είναι: 23.130, 9.416, 6.557, 4.361, 2.322, 2.027, 564 και 125.   
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∆ιαλύµατα: 
 
•     ΤΑΕ 50χ : 24.2gr (w/v) Tris-base, 100ml 0.5M EDTA pH8 (Ethylene- Diamine- 
Tetracetic Acid disodium salt), 57ml CH3COOH για 1lt ρυθµιστικού διαλύµατος 
• Ethidium Bromide (EtBr) : 10mg/ml  H2O. Αποθήκευση σε σκοτεινό µπουκάλι, σε 
θερµοκρασία δωµατίου 
• Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης για gel αγαρόζης : 1χ TAE, 0.5µg/ml 
EtBr 
• ∆ιάλυµα χρωστικής για ηλεκτροφόρηση DNA : 1χ βασικού διαλύµατος χρωστικών 
(10χ) που περιέχει 1.25% (w/v) bromophenol blue και 1.25% (w/v) xylene cyanol σε 
dH2O, 50% σουκρόζη 
• Πηκτή αγαρόζης:  100ml 0.8%: 98ml ddH2O, 2ml TAE 50X, 0.8gr αγαρόζη, 5µl 
EtBr 
                                      
                       
                                                                                                      
2.ξ. Ενοποίηση τµηµάτων DNA µε πλασµιδιακό φορέα 
 
 

Η διαδικασία της ενοποίησης στηρίζεται στην ιδιότητα της T4 DNA λιγάσης να 
αναγνωρίζει άκρα και να συνδέει τµήµατα µε συµπληρωµατικά (5’ ή 3’ προεξέχοντα) ή 
τυφλά άκρα. Οι χρησιµοποιούµενοι πλασµιδιακοί φορείς καθίστανται γραµµικοί µετά 
από πέψη µε ένζυµα περιορισµού, οπότε και είναι δυνατή η ενοποίησή τους µε 
κατάλληλο τµήµα DNA µέσο της λιγάσης. 

Στο πείραµα χρησιµοποιήθηκαν οι πλασµιδιακοί φορείς pGEMT-easy, 
pSPYNE, pSPYCE, pGADT7 και ο pGBKT7. Η κάθε αντίδραση ενοποίησης 
πραγµατοποιείται σε τελικό όγκο 15µl. 

Σε φιαλίδιο eppendorf προστίθενται: 
1.Κατάλληλη ποσότητα DNA, ώστε µε δεδοµένη ποσότητα πλασµιδιακού 

φορέα (συνήθως 25ng) να επιτυγχάνεται η επιθυµητή αναλογία µορίων τµήµατος 
DNA: φορέα. Για την αναλογία ισχύει ο τύπος : 

 
Αναλογία= µέγεθος φορέα (Kb) x ng τµήµατος DNA/ng φορέα x µέγεθος  τµήµατος DNA 
(Kb). 

Συνήθως χρησιµοποιείται αναλογία ίση µε τη µονάδα αλλά και αναλογίες 3:1 
ή 1:3 λειτουργούν ικανοποιητικά. 
            2.Κατάλληλη ποσότητα ρυθµιστικού διαλύµατος (Ligation buffer) 10x ή 2x, 
µέχρι τελικής συγκέντρωσης 1x. 

3.1µl Τ4 DNA λιγάσης (3 Weiss units). 
4.ddH2O µέχρι συµπλήρωση του όγκου της αντίδρασης.  
Το δείγµα αναµιγνύεται και τοποθετείται για 12h στους 14-160C. 

 
∆ιάλυµα: 
 
• 2x ligation buffer : 30mM Tris-HCl pH7.8, 10mM MgCl2, 10mM DTT, 1mM ATP, 
5% PEG 
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2.ο. Αντίδραση αντίστροφης µεταγραφής  
 
 
• Σύνθεση πρώτης αλυσίδας : σε φιαλίδιο PCR 0.2ml προσθέτουµε  1µl oligodT 
                                                                                                  x µl ολικό RNA 
                                                                                                  1µl dNTPs 
10mM 
                                                                                               ddH2O µέχρι τα 
12µl 
• Επώαση στους 65oC για 5min σε PCR κεφαλή 
• Τοποθέτηση των φιαλιδίων αµέσως στον πάγο 
• Σύντοµη φυγοκέντριση των φιαλιδίων 
• Προσθέτουµε στη συνέχεια : 4µl 5x ρυθµιστικό διάλυµα 
                                             2µl DTT 
                                             1µl RNAse out 
                                             1µl Ανάστροφη µεταγραφάση (Reverse Transcriptase) 
• Επωάζουµε την αντιδραση σε PCR κεφαλή µε το εξής πρόγραµµα : 42oC για 1h 
                                                                                                    70oC για 
15min  
• Χρησιµοποιούµε κατάλληλη ποσότητα από την RT αντίδραση για PCR αντίδραση 
 
 
2.π. Αλυσιδωτή αντίδραση  της πολυµεράσης (PCR) 
 
 

Στον παρακάτω πίνακα περιέχονται οι περιεκτικότητες και οι ποσότητες των 
αντιδρώντων, βάση των ενζύµων και των πυκνών διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν 
στην παρούσα µελέτη: 
 

Συστατικά αντίδρασης Πυκνό διάλυµα Τελική συγκέντρωση Όγκος  
Ρυθµιστικό διάλυµα PCR 10x  ή 2χ 1χ 5µl 

dNTPs 10mM από 
καθένα 200µM 1µl 

Άνω εκκινητής  10µM 200nM 1 µl 
Κάτω εκκινητής  10µΜ 200nM 1µl 

DNA µήτρα - - Ποικίλει 
DNA πολυµεράση (units/µl) (units) µl 

ExpandTM High Fidelity 
(Roche) 3.5 2.6 0.75 

Taq (Invitrogen) 5 1 0.2  

ddH2O Τόσο ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 
50µl  

 
 

Το ρυθµιστικό διάλυµα µπορεί να περιέχει MgCl2, συνήθως σε συγκέντρωση 
15mM ή όχι, οπότε παρέχεται ξεχωριστά ως πυκνό διάλυµα συγκέντρωσης 50mM. Η 
ικανοποιητικότερη και συνηθέστερα χρησιµοποιούµενη τελική συγκέντρωση ιόντων 
Mg+2 είναι 1.5mM. 

Κάθε ένα από τα συστατικά της αντίδρασης προσθέτονται σε σωλήνα 
χωρητικότητας 0.2ml κατάλληλο για αντιδράσεις PCR που είναι τοποθετηµένος στον 
πάγο. Στη συνέχεια αναµειγνύονται καλά, φυγοκεντρούνται για λίγο ώστε να 
συγκεντρωθούν στην άκρη του σωλήνα και τοποθετούνται στην κεφαλή της συσκευής 
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MJ Research PT200 που έχει ήδη προγραµµατιστεί µε το κατάλληλο πρόγραµµα. Η 
συσκευή διαθέτει θερµαινόµενο καπάκι και γι’ αυτό δεν χρειάζεται η προσθήκη 
λαδιού στις αντιδράσεις PCR.  

Οι θερµόκυκλοι επιλέγονται µε βάση το πρότυπο που παρουσιάζεται 
παρακάτω: 
 

1χ α)Αποδιάταξη της DNA µήτρας για 2min στους 940C 

25-40χ 

β)Αποδιάταξη στους 940C για 30sec 
γ)Υβριδισµός εκκινητών συνήθως σε θερµοκρασία που εξαρτάται από το 
Τm των εκκινητών για 30-40sec (1)

δ)Επιµήκυνση στους 720C  για την Expand HiFi και για την Taq 
Invitrogen, για χρόνο  που ποικίλει ανάλογα µε το µέγεθος του 
πολυµερισµού και των προδιαγραφών του ενζύµου 

1χ ε)Τελική επιµήκυνση και κατανάλωση του ενζύµου για 7-10min, στη 
θερµοκρασία επιµήκυνσης  

 
 
Το παραπάνω αποτελεί ένα πολύ γενικευµένο προφίλ θερµοκρασιών και σταδίων PCR 
αντίδρασης που επιδέχεται µεγάλο αριθµό παρεµβάσεων ανάλογα µε τις επιθυµητές 
εφαρµογές και ιδιαιτερότητες.  
(1): Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από τη θερµοκρασία τήξης Τm. Η άριστη 
θερµοκρασία στην περίπτωση DNA*DNA υβριδισµού είναι 250C χαµηλότερη από τη 
θερµοκρασία τήξης του υβριδίου (Τm). 
Η θερµοκρασία Τm υπολογίζεται από τον τύπο:  
 

Τm = 81.50C + 16.6 logM + 0.41(%G+C) – 0.61(%φορµαµίδιο) – 500/n 
 
Όταν τελειώσουν οι αντιδράσεις PCR, αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης 0.8-1.2% 
ανάλογα µε το αναµενόµενο µήκος των αποτελεσµάτων. Οι αντιδράσεις PCR 
αποθηκεύονται στους -200C. 
Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις 
αντιδράσεις PCR της παρούσας εργασίας εµφανίζονται στον παρακάτω πίνακα :  
 

Ονοµασία εκκινητή Νουκλεοτιδική αλληλουχία µε κατεύθυνση 5΄- 3΄ 
RB1 TCATAGCCGAATAGCCTCTCC 
RB2 TTATGGAACGTCAGTGGAGC 
RB3 TTGCGGTTCTGTCAGTTCC 
LB1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG 
LB2 TGGAACAACACTCAACCCTATCTCG 
LB3 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT 
Ad1.1 TG(AT)G(AGCT)AG(GC)A(AGCT)CA(GC)AGA 
Ad1.2 (AGCT)TCGA(GC)T(AT)T(GC)G(AT)GTT 
Ad2.1 (AGCT)GTCGA(GC)(AT)GA(AGCT)A(AT)GAA  
Ad2.2 AG(AT)G(AGCT)AG(AT)A(AGCT)CA(AT)AGG 
Ad3.1 (GC)TTG(AGTC)TA(GC)T(AGCT)CT(AGCT)TGC 
Ad5.1 (AT)GTG(AGCT)AG(AT)A(AGCT)CA(AGCT)AGA 
17300F CGTAAACCAACTTCTCTCCCTATCTC 
17300R GAATGAAAGTAACGCCACACACAC 
21930F CTTGTGGGTTATAGAGGATGCTGC 
21930R TATTGAAAGCTAACCATGAGGGC 
3chrom2nd-F GTTTGGCGTGGGCTATAAGG 
3chrom2nd-R CCCACCTCTCATTGTAAATCCC 
HSP-F AAAGAATTCATGGAGGCGTTGG 
HSP-R CAAGCTGTCCTTCAACTGAGAAAT 
AT18S-F TTGATTCTATGGGTGGTGGT 



64 

 

AT18S-F CCTTGTTACGACTTCTCCTT 
UFO-F CCAGTAGCAACAGTAGCAC 
UFO-R GAGGGTTACACAAGAGAATGG 
SUP-F TGAGGAACAGCTTCTATGGCCG 
SUP-R CTTGTAGCCTCTCCAGCCTCCAC 
Cmt3RT-F GTACCTGGCCTGACAGATACAAACC 
Cmt3RT-R CTCTGATATGGCAGCAGCTCC 
Dmt7RT-F CGGGAGCGCTTCTGCTTAATCTG 
Dmt7RT-R GCTGGCAGTTTCTTAGCCTCTGG 
Dcl1RT-F GGGACGAGGCGGGTAACAATAAG 
Dcl1RT-R CCAAAGGCACTTTGGGAACCAAG 
Dcl2RT-F GGATGCTGATGCGATGGAAACTG 
Dcl2RT-R CTCAGAAAACTATGCCTCAACGCG 
Dcl3RT-F GACTGCGTCAGCCGTCATTAG 
Dcl3RT-R GCTTTGGAGATACATGCCCAG 
Dcl4RT-F GGACCCAATTCTTCTTCACACTAG 
Dcl4RT-R GACAGAGTCCGCTATGACCTTGGC 
ErectaRT-F AGGGAGCAACGTTGCTGGAG 
ErectaRT-R CTAAGTTGTTTCCTCGCAACCC 
Erl1RT-F GGAGAAGATGCAGCGAATGG 
Erl1RT-R CACCCGTTAGATGATTGCCAGC 
SEP3-F GATATCTTTTGGGAGAGGAGAAAG 
SEP3-R GTCTCAGTCAGCATGCGTTCC 
GA3ox1-F AAGAGCAAGATGCCTGCTATG 
GA3ox1-R ACGATATCGCAGTAGTTGAGG 
GA20ox2-F CTCCATGCCAAACACCAGATC 
GA20ox2-R TTCACCATGAGAACAAAGGAC 
GA20x2-F CAGATAATCTCAGTGCTAAGATC 
GA20x2-R AAGCTAATCCAAAACACTATCC 
AGO4-F CCAAAGAACAATGATTTCTACCTC 
AGO4-R GGGACAAAAGCATATTCAAACC 
Frigida-F GGAGGAAAAGGTTGATGACTGAAG 
Frigida-R CTTCCATCTCTTTGTCGAGCTG 
FCA-F AGCAACAGAAACAGCAACAAC 
FCA-R GAAAAGATAGAATGCAGATGGTC 
Agl24-a TAAAGTGGGTGCTGAGATTGAATAACG 
Agl24-b TTGGCTCATACAACACTGGCCCTTC 
AP1-F CCTAAAGAGCTTCAGAATCTGGAGC 
AP1-R TTAATTGGATGAAAAGAGCCTAGCCAC 
Cal-F GAACCAATGAGCCTCAAGGATCTCC 
Cal-R TCGATGTAGTCTATTCAAGCGGCG 
Clavata1-F GGGCTTGTGTTATCTTCACCATGATTG 
Clavata1-R TATTTATCTTGCTTGGGTCAGAAACGC 
Wuschel-F CATGCAAGCTCAGGTACTGAATGTGG 
Wuschel-R GCGAAGCATAGTTGTGAACATACGAG 
STM-F CTAAAGAAGCTCGTCAACAACTGC 
STM-R AGAACAACACAAAAGGATACACACC 
RTleafy-F CAGGTCAAGGAAAGATGAAGAAGC 
RTleafy-R TGGAACATACCAAATAGAGAGACG 
FUL-F GATCTTGATTCGTTGAGCTTGAAG 
FUL-R CGTCTCGACAACGGAGTTCCATC 
FT-F CAGAGAAACCACCTGTTTGTTCAAG 
FT-R AAGTCTTCTTCCTCCGCAGCCAC 
FD-F GATTCCACCACGGTCACTGTTCT 
FD-R TCAATCCCCAAAAGAGAAACAAGGAC 
90univ-F GGACTGCAAACATGGAGAGGAT 
90univ-R TTGTCGACTTCCTCCATCTTGC 
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SOC1-F GCAGCATTTGAAATATGAAGCAGC 
SOC1-R GAAATAAGACAACAAGAGAGAAGCAGC 
TFL1-F TCTCAGATCCTTCTTCACTTTGGTG 
TFL1-R TTCAGAGTACGGAAATTCAGAACAC 
FLC-F AACTAGAAATCAAGCGAATTGAG 
FLC-R GGTGACATCTCCATCTCAGCTTC 
AP3-F GAGACCACCAAGAAAAAGAAC 
AP3-R CAATAAGCCTAAGCACTACTG 
Agamous-F CAACCAAGTACAAAACTTTTGTC 
Agamous-R GGAGAAGAACAAAGGGGAAAG 
90-SPLIT-F ATATCTAGAACGACAATGGCGGACGCTGAAACC 
90-SPLIT-R ATAGGTACCGTCGACTTCCTCCATCTT 
SOC1-SPLIT-F ATAGGATCCGAAGATATGGTGAGGGGCAAA 
SOC1-SPLIT-R ATAGGTACCCTTTCTTGAAGAACAAGGTAACCC 
90yeast-F ATACATATGATGGCGGACGCTGAAACC 
Yeast90/ClaI-R ATAATCGATTTAGTCGACTTTTGTGTG 
90yeast-R ATACTGCAGTTAGTCGACTTTTGTGTG 
SOC1yeast-F ATACATATGATGGTGAGGGGCAAAACT 
SOC1yeast-R ATAGGATCCTCACTTTCTTGAAGAACAAGG 
yeastAgl24/ClaI-R ATAATCGATTCATTCCCAAGATGGAAG 
Agl24yeast-F ATACATATGATGGCGAGAGAGAAGATAAGG 
Agl24yeast-R ATACTGCAGTCATTCCCAAGATGGAAG 
CEN-At/F CATATTCGACTCCAAAACACTAACC 
CEN-At/R AGAAGATACAAAGCCAAAGACTCAT 
5S-rDNA/F GTCCTGCTTCTTTCGTCGGAG 
5S-rDNA/R TTGGGCTATATTACGGACCCA 
lfyBiNEW-F GAATGT(CT)GATGAAAGAAAAAGTTTGA 
lfyBiNEW-R T(AG)CTT(AG)AACCAAT(AG)CTCTC(AG)TT 
Soc1BiNEW-F AAATAGATGAAA(CT)GAGGAAAG(CT)TA 
Soc1BiNEW-R AT(AG)CAACCTCCTTTCAT(AG)A(AG)ATTTA 
Bisup-F GAAT(CT)AGT(CT)T(CT)TTT(CT)A(CT)AGT(CT) 
Bisup-R ACTA(AG)TAAT(AG)ATTT(AG)T(AG)(AG)TACATC 

 
∆ιαλύµατα: 
 
• Ρυθµιστικό διάλυµα 10x (Taq Invitrogen) : 200mM Tris-HCl, 500mM KCl, 50mM 
MgCl2 
• dNTPs : 10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 10mM TTP, ddH2O 
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2.π.1. PCR αποικιών  
 
Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για να ελέγξουµε ποια τµήµατα DNA έχουν 

υποκλωνοποιηθεί στον πλασµιδιακό φορέα. Στην περίπτωση που είναι γνωστή η 
νουκλεοτιδική αλληλουχία του τµήµατος του DNA που µας ενδιαφέρει να έχει 
υποκλωνοποιηθεί στον πλασµιδιακό φορέα, µπορούν να σχεδιαστούν συγκεκριµένοι 
εκκινητές (primers) και να πιστοποιήσουµε µε αυτόν τον τρόπο την ένθεση ή όχι.  

Μια άλλη περίπτωση που µπορεί να χρησιµοποιηθεί αυτή η µέθοδος είναι ως 
ένδειξη για τα πιθανά επιθυµητά τµήµατα που έχουν υποκλωνοποιηθεί στον 
πλασµιδιακό φορέα. Στην περίπτωση αυτή, ως εκκινητές χρησιµοποιούνται οι ίδιοι 
που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση PCR για την ενίσχυση του συγκεκριµένου 
τµήµατος. Η διαδικασία είναι η εξής: 

• Σε αποστειρωµένο φιαλίδιο eppendorf τοποθετούνται 25µl ddH2O 
• Χρησιµοποιώντας αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα συλλέγουµε τη βακτηριακή 
αποικία από το στερεό υπόστρωµα και την τοποθετούµε στο eppendorf 

• Στη συνέχεια περνάµε την οδοντογλυφίδα σε  τµήµα τριβλίου µε LB (και 
κατάλληλο αντιβιοτικό)  ώστε να φτιάξουµε master plate 

• Αποδιατάσουµε τη διαλυµένη αποικία στους 960C για 13min 
• Προετοιµάζουµε τα δείγµατα για την αντίδραση PCR µόνο που αντί για DNA 
χρησιµοποιούµε 6µl από το βακτηριακό αιώρηµα 

• Η θερµοκρασία υβριδισµού εξαρτάται από τους εκκινητές που χρησιµοποιούµε 
και ο χρόνος επιµήκυνσης από το µέγεθος του αναµενόµενου τµήµατος. Ο αριθµός 
των θερµοκύκλων είναι 25 

•  Όταν ολοκληρωθεί το πρόγραµµα τα αποτελέσµατα αναλύονται σε πηκτή 
αγαρόζης. Το master plate επωάζεται για 12-16h στους 370C και την επόµενη µέρα 
για τις αποικίες που µας ενδιαφέρει θα µπορέσουµε να βάλουµε υγρές καλλιέργειες 
σε LB (µε κατάλληλο αντιβιοτικό). Όταν τα κύτταρα αναπτυχθούν χρησιµοποιούνται 
για περαιτέρω επεξεργασία ή αναµιγνύονται µε γλυκερόλη για αποθήκευση στους -
800C 
 
2.π.2. Tail PCR 
 

Ως Tail-PCR (Thermal Asymmetric Interlaced Polymerase Chain Reaction) 
ορίζεται η µέθοδος µε την οποία είναι δυνατή η ενίσχυση αγνώστων ακολουθιών που 
πλαισιώνουν γνωστές ακολουθίες, για παράδειγµα, οι γενωµατικές ακολουθίες που 
συνωρεύουν µε ένα T-DNA στοιχείο. Η τεχνική αυτή χρησιµοποιεί ένα ειδικό εκκινητή 
της γνωστής ακολουθίας και µια σειρά µικρότερων, εκφυλισµένων εκκινητών που 
µπορούν να υβριδίσουν στην άγνωστη ακολουθία.  

Τα δείγµατα υπόκεινται σε PCR ενίσχυση, εναλλάσσοντας τους κύκλους 
µεταξύ υψηλής και χαµηλής αυστηρότητας. Η πρώτη αντίδραση λαµβάνει χώρα σε 
συνθήκες υψηλής αυστηρότητας ώστε οι ειδικοί εκκινητές να υβριδίσουν στο DNA και 
να ακολουθήσει η ενίσχυσή του. Ακολουθεί ένας µη-ειδικός κύκλος ώστε να 
υβριδίσουν οι εκφυλισµένοι εκκινητές και να συντεθεί η συµπληρωµατική αλυσίδα. 
Τυπικά, το προϊόν της πρώτης αντίδρασης χρησιµοποιείται ως µήτρα για µια δεύτερη 
και µερικές φορές µια τρίτη αντίδραση χρησιµοποιώντας εσωτερικούς ειδικούς 
εκκινητές και την ίδια σειρά των εκφυλισµένων εκκινητών. Το πρωτόκολλο έχει 
περιγραφεί από τους Liu et al. (1995).    

 



 
 
 

 
 Εικόνα 1: Σχηµατική αποικόνιση της γενικής αρχής της Tail-PCR αντίδρασης.
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Οι εκφυλισµένοι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν είναι οι εξής: 
 

 
 
 
 
2.ρ. BiFC (Bimolecular fluorescence complementation) - SPLIT GFP σε 
Nicotiana Benthamiana 
 
 

 
 
 

 
Το πρωτόκολλο που ακολουθήθηκε στην παρούσα εργασία είναι σύµφωνο 

µε το τεχνικό εγχειρίδιο των Walter et al. (2004) για την οπτικοποίηση πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων µέσω φθορίζουσας συµπληρωµατικότητας σε ζωντανά φυτικά 
κύτταρα.  

Αναλυτικά, το σύστηµα περιέχει δύο πλασµιδιακούς φορείς, τον pSPYNE 
και τον pSPYCE όπου σε κάθε έναν είναι κλωνοποιηµένη η άµινο-υποµονάδα και η 
καρβόξυ-υποµονάδα της GFP πρωτεϊνης αντίστοιχα. Οι πρωτεϊνες των οποίων 
επιθυµείται ο έλεγχος της αλληλεπίδρασής τους κλωνοποιούνται η µια σε κάθε φορέα 
στο ίδιο αναγνωστικό πλαίσιο µε την αντίστοιχη υποµονάδα της GFP πρωτεϊνης. Στη 

Εικόνα 2: Έλεγχος αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών in 
planta σύµφωνα µε το σύστηµα SPLIT-GFP. Μια 
φθορίζουσα πρωτεϊνη (GFP) χωρίζεται στα δύο και 
κάθε µια από τις δύο υποµονάδες είναι ανίκανη 
να παράγει φθορισµό. Όταν όµως 
πραγµατοποιείται πρωτεϊνική σύντηξη της κάθε 
υποµονάδας µε πρωτεϊνες που αλληλέπιδρούν, 
τότε οι δύο υποµονάδες έρχονται κοντά και η 
φθορίζουσα πρωτεϊνη έρχεται στην αρχική της 
µορφή δηµιουργώντας ένα λειτουργικό 
φθοροφόρο.    
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συνέχεια µετασχηµατίζονται κύτταρα Agrobacerium tumefaciens µε την κάθε 
κατασκευή ξεχωριστά. Μετά το πέρας 65-72 ωρών είναι δυνατή η παρατήρηση της 
αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών µέσω της ανίχνευσης της  ακτινοβολίας που παράγεται 
µε µικροσκόπιο φθορισµού. Προκειµένου όµως να µπορέσει να λειτουργήσει το 
σύστηµα, απαιτείται η χρήση της πρωτεϊνης p19. Στον παροδικό µετασχηµατισµό, οι 
εισερχόµενοι πλασµιδιακοί φορείς ανιχνεύονται ως εξωγενής από τα κύτταρα µε 
συνέπεια την επαγωγή του µηχανισµού της RNAi αποσιώπησης για την αντιµετώπιση 
της προσβολής. Η πρωτεϊνη p19 λειτουργεί ως καταστολέας της αποσιώπησης 
επιτρέποντας την έκφραση των πλασµιδιακών φορέων χωρίς άµεση καταστολή από το 
φυτικό οργανισµό. 
 
 
Πρωτόκολλο αγρο-διήθησης 
 
 

• Ανάπτυξη µονών αποικιών µετασχηµατισµένων Agrobacterium tumefaciens που 
φέρουν ξεχωριστά τα πλασµίδια της αλληλεπίδρασης αλλά και το πλασµίδιο p19 σε 
5ml θρεπτικού µέσου LB, παρουσία κατάλληλων αντιβιοτικών επιλογής, o/n 

• Επανακαλλιέργεια κάθε µονής αποικίας µε αραίωση 1:25 σε 10ml θρεπτικού µέσου 
LB για 4-5h στους 28oC παρουσία έντονης ανάδευσης µέχρι η οπτική πυκνότητα να 
φτάσει το OD600=0.7   

• Φυγοκέντριση για 15min στις 4000rpms σε θερµοκρασία δωµατίου 
• Αποµάκρυνση υπερκειµένου και επαναδιάλυση των κυττάρων σε κατάλληλη ποσότητα 

διαλύµατος διήθησης (infiltration media) ώστε η οπτική πυκνότητα των κυττάρων να 
είναι OD600=0.7  για τα προς αλληλεπίδραση πλασµίδια και OD600=1 για το p19 

• Επώαση για 1.5h σε θερµοκρασία δωµατίου 
• Ανάµιξη ίσης ποσότητας από κάθε αγρο-καλλιέργεια και εµβολιασµός µε το τελικό 

διάλυµα φύλλών καπνού  
• ∆ιάλυµα διήθησης: 10mM MES 

                             10mM MgCl2
                                 150µM acetosyringone 
                                 pH 5.7 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
Εικόνα 3: Οι πλασµιδιακοί φορείς πρωτεϊνικής έκφρασης pSPYNE (pGPTVII.GFP.Kan) και 
pSPYCE (pGPTVII.GFP.Bar) που χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο αλληλεπίδρασης στο 
σύστηµα SPLIT-GFP. 
 
 
2.σ. Σύστηµα δυο υβριδίων 
 
 

Ο έλεγχος αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών σε ετερόλογο σύστηµα έκφρασης 
πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τα πρωτόκολλα της Clontech: Yeast Protocol 
HandBook (PT3024-1) και Matchmaker Gal4 Two-Hybrid System 3 and Libraries 
User Manual (PT3247-1). 

  
 
Εικόνα 4: Οι πλασµιδιακοί φορείς πρωτεϊνικής έκφρασης pGBKT7 και pGADT7 που 
χρησιµοποιούνται για τον έλεγχο αλληλεπίδρασης στο σύστηµα δυο υβριδίων της Clontech. 
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2.τ. Μεταφορά νουκλεϊκών οξέων κατά SOUTHERN  
 
 

• Ανάλυση των νουκλεϊκών οξέων (DNA) σε πηκτή αγαρόζης παρουσία δείκτη µοριακών 
βαρών 

• Μέτρηση της απόστασης που έχουν µετακινηθεί τα νουκλεϊκά οξέα µε χάρακα από τα 
πηγαδάκια της πηκτής αγαρόζης  

• Κόψιµο των περιττών τµηµάτων αγαρόζης δεξιά και αριστερά από τα δείγµατα  
• Εµβάπτιση της πηκτής σε 0.25Ν HCl για 15min παρουσία ανάδευσης (ή µέχρι να 

αλλάξουν χρώµα οι χρωστικές του loading dye) 
• Ξέπλυµα της πηκτής δύο φορές µε ddH2O 
• Προσθήκη διαλύµατος αποδιάταξης 2x30min (2x250ml) 
• Ξέπλυµα της πηκτής µια φορά µε ddH2O 
• Προσθήκη διαλύµατος ουδετεροποίησης 2x30min (2x250ml) 
• Κόψιµο των απορροφητικών χαρτιών και της µεµβράνης : 

3x Whatman στο µέγεθος της πηκτής  
1x πλαστική µεµβράνη Boehringer Manheim στο µέγεθος της πηκτής 
2x Whatman στο πλάτος της πηκτής µε µεγάλο µήκος που θα χρησιµοποιηθούν ως 
γέφυρα κατά τη συναρµολόγηση του ‘σαντουιτς’  
    Πολλά απορροφητικά χαρτιά κουζίνας στο µέγεθος της πηκτής  

• Συναρµολόγηση (Εικόνα ):  
1.βρέξιµο των Whatman γεφυρών στο 20xSSC και τοποθέτηση στην επιφάνεια 
    2.τύλιγµα µε µεµβράνη γύρω-γύρω τα ελέυθερα σηµεία της επιφάνειας  
    3.τοποθέτηση της πηκτής πάνω στη γέφυρα κατευθείαν από το διάλυµα 
ουδετεροποίησης  
    4.διαβροχή της µεµράνης Boehringer σε 2xSSC και τοποθέτηση προσεκτικά πάνω 
στην πηκτή αφού έχει σηµανθεί η πλευρά όπου δε θα µεταφερθούν τα νουκλεϊκά οξέα 
    5.τοποθέτηση ενός Whatman που έχει διαβραχεί σε 2xSSC 
    6.τοποθέτηση των δύο Whatman  
    7.τύλιγµα µε µεµβράνη της επιφάνειας της γέφυρας εκτός από το ‘σαντουιτς’ 
    8.τοποθέτηση από πάνω πολλά απορροφητικά χαρτιά  
    9.τοποθέτηση µιας επιφάνειας πάνω από τα απορροφητικά χαρτιά 
  10.τοποθέτηση βάρους (περίπου 0.5kg) 

• Αφαίρεση βρεγµένων απορροφητικών χαρτιών µετά από µια ώρα περίπου και 
προσθήκη στεγνών 

• Η µεταφορά λαµβάνει χώρα o/n (12-16h) 
• Μετά το πέρας της µεταφροράς αφαιρείται η µεµβράνη από το ‘σαντουιτς’, ξεπλένεται 

µε 2xSSC και τοποθετείται σε στεγνό Whatman 
• Η µεµβράνη ψήνεται για 2h στους 80oC 
• Στη συνέχεια τοποθετείται η µεµβράνη σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας µε την 

πλευρά του DNA προς την τράπεζα και εφαρµόζεται υπεριώδη ακτινοβολία για 1.5min 
• Η µεµβράνη µπορεί να αποθηκευτεί στους 4oC µέχρι να λάβει χώρα ο υβριδισµός    

     



 
Εικόνα 5: Συναρµολόγηση του ‘σαντουιτς’ ώστε να λάβει χώρα η µεταφορά των νουκλεϊκών οξέων κατά 
Southern.  
 
∆ιαλύµατα: 
 

• ∆ιάλυµα αποδιάταξης: 1.5M NaCl, 0.5M NaOH  
• ∆ιάλυµα ουδετεροποίησης: 1.5M NaCl, 0.5M Tris-HCl pH7.5 
• 20xSSC: 3M NaCl, 0.3M Sodium citrate 
• 0.25N HCl: 8.55ml HCl 37% (11.7N) σε 500ml ddH2O 

 
 
2.υ. Υβριδισµός νουκλεϊκών οξέων 
 
 

• Τοποθέτηση του διαλύµατος προϋβριδισµού καθώς και του γυάλινου σωλήνα που θα 
λάβει χώρα ο υβριδισµός στο θάλαµο υβριδισµού που είναι προθερµασµένος στους 
65oC 

• Τοποθέτηση της µεµβράνης µέσα στο σωλήνα µε τη νουκλεϊκή πλευρά να κοιτά στο 
εσωτερικό του σωλήνα και προσθήκη 20ml διαλύµατος προϋβριδισµού 

• Επώαση για 1h στους 65oC 
• Για κάθε 100cm2 µεµβράνης χρησιµοποιούνται 3.5ml διαλύµατος υβριδισµού και για 

κάθε 1ml διαλύµατος υβριδισµού χρησιµοποιούνται 25ng ανιχνευτή 
• Μετά το πέρας της 1h υπολογίζεται η ποσότητα του ανιχνευτή που θα χρησιµοποιηθεί 

και λαµβάνει χώρα αποδιάταξή του για 5min µε βρασµό και στη συνέχεια τοποθέτησή 
του στον πάγο 

• Αφαίρεση διαλύµατος προϋβριδισµού και προσθήκη διαλύµατος υβριδισµού όπου 
έχει προστεθεί και ο ανιχνευτής (το διάλυµα υβριδισµού είναι ίδιο µε το διάλυµα 
προϋβριδισµού) 

• Ο υβριδισµός λαµβάνει χώρα στους 65oC o/n 
• Μετά το πέρας του υβριδισµού ακολουθεί µια σειρά ξεπλυµάτων της µεµβράνης για 

την αποµάκρυνση των µη ειδικών υβριδίων: 
1. Αφαίρεση διαλύµατος υβριδισµού και ξέπλυµα της µεµβράνης µε 5%SDS για 15min 

στους 65oC 
2. Αφαίρεση διαλύµατος και προσθήκη 5%SDS για 15min στους 60oC 
3. Αφαίρεση διαλύµατος και προσθήκη 1%SDS για 15min στους 55oC 
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4. Αφαίρεση διαλύµατος και προσθήκη 1%SDS για 15min στους 50oC 
5. Αφαίρεση διαλύµατος και προσθήκη 1%SDS για 15min στους 45oC 
6. Αφαίρεση διαλύµατος και προσθήκη 1%SDS για 15min στους 40oC 

 
∆ιαλύµατα: 
 

• 1M NaP: για 1000ml: 71gr Na2HPO4 ή 88gr Na2HPO4.2H2O ή 134gr Na2HPO4.7H2O, 
4ml 85% H3PO4 

• 10%BSA: 10gr BSA σε 100ml ddΗ2Ο 
• Church διάλυµα υβριδισµού: για 20ml: 7ml 20%SDS, 10ml 1M NaP, 2ml 10% 

BSA, 1ml ddH2O, 40µl 0.5M EDTA 
• 5%SDS: 40mM NaP, 5% SDS, 1mM EDTA 
• 1%SDS: 40mM NaP, 1% SDS, 1mM EDTA 

 
 
2.φ. Ανίχνευση σήµατος υβριδισµού νουκλεϊκών οξέων  
 
 

Μετά το πέρας των ξεπλυµάτων της µεµβράνης που ακολουθείται από την 
αντίδραση υβριδισµού των νουκλεϊκών οξέων, ακολουθείται το πρωτόκολλο ανίχνευσης 
σήµατος σύµφωνα µε το πρωτόκολλο και σύστηµα ανίχνευσης της Roche: Dig High 
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Cat. No. 11585614910) 

Μετά τη σήµανση των ανιχνευτών πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της 
αποδοτικότητάς τους σύµφωνα µε το πρωτόκολλο του εγχειριδίου. Τα αποτελέσµατα 
του ελέγχου παρουσιάζονται στην εικόνα 5. Μετά την ανίχνευση του σήµατος των 
αραιώσεων των ανιχνευτών παρατηρήθηκε ότι η αποδοτικότητα των ανιχνευτών 
βρίσκεται σε ικανοποιητικά επίπεδα και µπορούν να χρησιµοποιηθούν στις 
προτεινόµενες συγκεντρώσεις για την ανίχνευση κατά Southern. 

 
 

 
 
 
τη µέγιστη αποδοτικότητά του και µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην προτεινόµενη συγκέντρωση για 
ανίχνευση. Όλη η διαδικασία ακολουθεί το πρωτεόκολλο της Roche: Dig High Prime DNA Labeling and 
Detection Starter Kit II (Cat. No. 11 745 832 910). 

 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 6: Φωτογραφίες φιλµ των 
αποτελεσµάτων του ελέγχου της 
αποδοτικότητας των ανιχνευτών 5S rRNA 
και CEΝ. Μετά το τέλος της σήµανσης του 
ανιχνευτή, ακολουθούν διαδοχικές 
αραιώσεις του σηµασµένου ανιχνευτή και 
ενός σηµασµένου DNA που χρησιµοποιείται 
ως θετικός έλεγχος. Μετά την ανίχνευση του 
σήµατος συγκρίνεται η αποδοτικότητα του 
ανιχνευτή σε σχέση µε τον θετικό έλεγχο. Αν 
το στίγµα της 0.1pg/µl αράιωσης είναι 
εµφανές τόσο στον ανιχνευτή όσο και στον 
θετικό έλεγχο, τότε ο ανιχνευτής έχει φτάσει  
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2.χ. Χειρισµός του DNA µε SODIUM BISULFITE 
 
 

Σε κάθε γενωµατικό δείγµα DNA που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα 
εργασία πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση από αναπαραγωγικό ιστό. Χρησιµοποιήθηκαν 
2µg DNA από κάθε δείγµα για µετατροπή µε Sodium bisulfite που 
πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το kit της Qiagen: EpiTect Bisulfite Kit (48) Cat. No. 
59104. Το τελικό προϊόν της µετατροπής διαλύθηκε σε 20µl ddH2O και 
χρησιµοποιήθηκαν 4µl για κάθε PCR αντίδραση. Η προετοιµασία της αντίδρασης 
αλλά και το πρόγραµµα της PCR αντίδρασης που ακολουθήθηκε ήταν κοινά για όλα 
τα δείγµατα και για όλες τις προς µελέτη περιοχές 

 
 

 
 
 
2.χ.1. Ιδιότητες του Sodium Bisulfite 
 
 

Το Sodium Bisulfite είναι µια χηµική ένωση µε τον χηµικό τύπο NaHSO3. 
Όταν ένα δείγµα DNA χειρίζεται µε Sodium Bisulfite, τότε όλα τα κατάλοιπα µη 
µεθυλιωµένων κυτοσινών µετρατέπονται σε κατάλοιπα ουρακίλης σύµφωνα µε µια 
σειρά αντιδράσεων που παρουσιάζονται στην εικόνα 30, ενώ τα µεθυλιωµένα 
κατάλοιπα κυτοσίνης παραµένουν ανεπηρέαστα. Αλληλουχώντας στη συνέχεια το 
δείγµα DNA, τα µεθυλιωµένα κατάλοιπα κυτοσίνης εµφανίζονται ανεπηρέαστα στο 
αποτέλεσµα της αλληλούχισης, ενώ τα µη µεθυλιωµένα κατάλοιπα εµφανίζνονται ως 
κατάλοιπα θυµίνης (Εινόνα 31). Συγκρίνοντας στη συνέχεια την αλληλουχία του 
τροποποιηµένου DNA µε την αλληλουχία αγρίου τύπου φανερώνονται τα µεθυλιωµένα 
ή µη κατάλοιπα κυτοσίνης.    
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Εικόνα 7: Σχηµατική απεικόνιση της σειράς των χηµικών αντιδράσεων που λαµβάνουν χώρα στα κατάλοιπα 
κυτοσίνης κατά το χειρισµό του DNA µε Sodium Bisulfite. 1. Χηµική αντίδραση αντικατάστασης του 
υδρογόνου στον άνθρακα 4 του αρωµατικού δακτυλίου της κυτοσίνης µε –SO3H οµάδα (Sulphonation). 2. 
Χηµική αντίδραση αφαίρεσης της αµινο-οµάδας του άνθρακα 3 του αρωµατικού δακτυλίου της θείο-κυτοσίνης 
(Hydrolytic deamination). 3. Χηµική αντίδραση αφάιρεσης της –SO3H οµάδας από την θείο-ουρακίλη και την 
παραγωγή ουρακίλης (alkali desulphonation). 

Εικόνα 8: Σχηµατική απεικόνιση της µετατροπής µιας 
γενωµατικής αλληλουχίας DNA µε Sodium Bisulfite και 
του διαβάσµατος της σειράς των νουκλεοτιδίων µετά από 
αλληλούχηση. Οι µη µεθυλιωµένες κυτοσίνες 
µετατρέπονται σε ουρακίλες µε το χειρισµό του Sodium 
Bisulfite. Αλληλούχηση της ακολουθίας µετά το 
χειρισµό αποκαλύπτει ότι οι θέσεις των καταλοίπων 
κυτοσίνης έχουν αντικατασταθεί από κατάλοιπα 
θυµίνης, ενώ οι µεθυλιωµένες κυτοσίνες δεν έχουν 
υποστεί  καµια τροποποίηση.   
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3.α. Δημιουργία της κατασκευής αποσιώπησης και 
φαινοτυπική παρατήρηση των μετασχηματισμένων φυτών 

 
 
Κάτω από φυσιολογικές συνθήκες, οι HSP90 πρωτεΐνες απαντώνται σε πολύ 

μεγάλη συγκέντρωση στα κύτταρα των οργανισμών καθώς αποτελούν το 1-2% των 
συνολικών διαλυτών κυτταρικών πρωτεϊνών (Lai et al., 1984). Η οικογένεια των HSP90 
μοριακών συνοδών είναι ευρέως διαδεδομένη από τους κατώτερους ευκαρυώτες μέχρι 
την κορυφή της ιεραρχίας, τον άνθρωπο. Έχει εκτιμηθεί ότι οι HSP90 πρωτεϊνες 
αποτελούν περίπου το 1% του πρωτεώματος μη καταπονημένων κυττάρων, το οποίο τις 
κατατάσσει μέσα στις πιο άφθονες πρωτεΐνες των οργανισμών (Lai et al., 1984). Παρ’ 
όλα αυτά όμως, οι HSP90 θεωρούνται ένα άκρως εξειδικευμένο σύστημα μοριακού 
συνοδού. 
Αυτό που τις ξεχωρίζει από τα υπόλοιπα συστήματα μοριακών συνοδών είναι το γεγονός 
ότι συσχετίζονται με πρωτεΐνες-κλειδιά που είναι ικανές να επάγουν μονοπάτια ζωτικής 

σημασίας για την ανάπτυξη των οργανισμών. Το εύρος των πρωτεϊνών-στόχων των 
HSP90 πρωτεϊνων περιλαμβάνει υποδοχείς στεροειδών ορμονών, πρωτεΐνες που 
εμπλέκονται σε μονοπάτια μετάδοσης μηνυμάτων και αρκετούς μεταγραφικούς 
παράγοντες (Calderwood et al., 2006). Μεγάλο ποσοστό των πρωτεϊνών που 
αλληλεπιδρούν με την HSP90 στη ζύμη ανήκουν στην κατηγορία των μεταγραφικών 
παραγόντων, αποτέλεσμα που υποδηλώνει την επίδραση που ασκεί η HSP90 στη 
συλλογική γονιδιακή έκφραση του οργανισμού. 

Λόγω της σημαντικότητας και της ιδιαιτερότητας του HSP90 συστήματος 
μοριακού συνοδού στους οργανισμούς, αποφασίστηκε η μελέτη της λειτουργίας του 
στο φυτό μοντέλο Arabidopsis thaliana. Για την επίτευξη αυτού του στόχου επιλέχθηκε 
η προσέγγιση της RNA γονιδιακής αποσιώπησης (RNA Interference, RNAi). Στα 
πλαίσια της συγκεκριμένης προσέγγισης ‘αποσιωπήθηκε’ η έκφραση των τεσσάρων 
κυτταροπλασματικών μελών της HSP90 οικογένειας κατά το στάδιο μετάβασης από τη 
βλαστική στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης του φυτού. Μιας και η μετάβαση 
λαμβάνει χώρα στο κορυφαίο μερίστωμα το φυτού, το οποίο από βλαστικό αλλάζει 
ταυτότητα και γίνεται αναπαραγωγικό, επιλέχθηκε ως εξειδικευμένος προαγωγέας 
έκφρασης κατά το συγκεκριμένο αναπτυξιακό στάδιο ο προαγωγέας του γονιδίου LFY 
(Blazquez et al., 1997). Για την ενεργοποίηση του μηχανισμού της αποσιώπησης, 
επιλέχθηκε η περιοχή που κατέχει το μεγαλύτερο ποσοστό ομολογίας μεταξύ των 
τεσσάρων γονιδίων, η οποία χρησιμοποιήθηκε ως βραχίονας νοήματος και 
αντινοήματος στην RNAi κατασκευή (Εικόνα 1). Στη συνέχεια, η κατασκευή 
αποσιώπησης κλωνοποιήθηκε στο δυαδικό πλασμιδιακό φορέα pGPTV-HPT ώστε να 
καταστεί δυνατός ο μετασχηματισμός φυτών με τη μέθοδο του Agrobacterium 
tumefaciens. Όταν πλέον φυτά Arabidopsis thaliana οικότυπου Col-O έφτασαν σε 
ηλικία μετασχηματισμού, δεκαέξι φυτά μετασχηματίστηκαν με την RNAi κατασκευή.  

 Μετά την ολοκλήρωση του βιολογικού κύκλου των φυτών που υποβλήθηκαν 
σε μετασχηματισμό, συλλέχθηκαν τα σπόρια από όλα τα φυτά και αφού αφέθηκαν δύο 
εβδομάδες για να ξεραθούν, τοποθετήθηκαν σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο MS που 
περιείχε επίσης και το αντιβιοτικό υγρομυκίνη (Hygromycin, 30μg/ml), κατάλληλο για 
την επιλογή των μετασχηματισμένων φυτών, και το αντιβιοτικό σεφοταξίμη (sefotaxime 
50μg/ml), κατάλληλο για τη θανάτωση του υπολειπόμενου αγροβακτηρίου που 
παρέμεινε στα σπόρια από τον μετασχηματισμό. Τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε θάλαμο 
ανάπτυξης ελεγχόμενων συνθηκών (22oC, 16h φως/8h σκοτάδι). Μετά από 21 ημέρες 
μέσα στα τρυβλία ανάπτυξης είχαν επιζήσει μόνο τα μετασχηματισμένα LFY::HSPRNAi 
φυτά, τα οποία ήταν 24 στο σύνολο. Στη συνέχεια τα φυτά τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 
με θρεπτικό μέσο MS χωρίς επιλογή για να ανακάμψουν και σε ηλικία 26 ημερών 
μεταφυτεύτηκαν σε γλαστράκια με χώμα.     
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Εικόνα 1: Δημιουργία της κατασκευής αποσιώπησης των τεσσάρων κυτταροπλασματικών HSP90 γονιδίων 
υπό την καθοδήγηση ιστοειδικού προαγωγέα και κλωνοποίησή της σε δυαδικό φορέα για το 
μετασχηματισμό φυτών Arabidopsis thaliana σύμφωνα με τη μέθοδο του Agrobacterium tumefaciens. α) 
επιλογή της περιοχής που κατέχει το μεγαλύτερο ποσοστό ομολογίας μεταξύ των τεσσάρων γονιδίων. Το 
μέγεθος της περιοχής είναι 574bp και βρίσκεται μεταξύ της θέσης 361 και 935 του cDNA του γονιδίου 
Hsp90.3 (At5g56030). β) Ο ειδικός φορέας δημιουργίας της RNAi κατασκευής, pHANNIBAL, όπου 

κλωνοποιήθηκε με φορά νοήματος και αντινοήματος η ομόλογη περιοχή των τεσσάρων γονιδίων. γ) Το 
αναμενόμενο διπλής αλυσίδας RNA (dsRNA) που θα παραχθεί μέσα στο φυτό από την μεταγραφή της 
κασέτας έκφρασης. Στη συνέχεια μέσω του RNAi μηχανισμού του φυτού θα παραχθούν τα μικρά 21-25 
νουκλεοτιδίων RNAs (small RNAs) τα οποία θα στοχεύσουν τα RNAs στόχους και θα τα αποικοδομήσουν. 
Στην προκειμένη περίπτωση τα RNAs στόχοι είναι τα μεταγραφήματα των τεσσάρων κυτταροπλασματικών 
Hsp90 γονιδίων. δ) Η κατασκευή αποσιώπησης στο τελικό δυαδικό φορέα pGPTV-HPT. Η κασέτα 
αποσιώπησης καθοδηγείται από τον ιστοειδικό προαγωγέα LFY. Το γονίδιο LFY εκφράζεται κυρίως στο 
κορυφαίο βλαστικό, αναπαραγωγικό και ανθικό μερίστωμα. Διαδραματίζει πρωταρχικό ρόλο στην 
μετάβαση από τη βλαστική στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης, ενώ είναι υπεύθυνο για την ταυτότητα 
του μεριστώματος και απαραίτητο προκειμένου να ενεργοποιηθούν τα γονίδια σχηματισμού των ανθέων.       
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Εικόνα 2: Μακροσκοπικές φωτογραφίες των μετασχηματισμένων φυτών LFY::HSPRNAi σε σχέση με τον 
άγριο τύπο. Όλα τα φυτά είναι 32 ημερών. α) φυτό αγρίου τύπου Arabidopsis thaliana οικοτύπου Col-O. 
β) Μετασχηματισμενά LFY::HSPRNAi φυτά. Από αριστερά προς τα δεξιά ξεκινώντας από την πάνω σειρά: 
φυτό 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26.   

 

 
Τα μετασχηματισμένα LFY::HSP90RNAi φυτά στην ηλικία των 32 ημερών 

είναι φανερά υποανάπτυκτα σε σχέση με τα φυτά του άγριου τύπου (Εικόνα 2). Ενώ ο 
αριθμός των φύλλων της ροζέττας τους είναι ικανοποιητικός και κυμαίνεται μεταξύ 6-

14 πραγματικών φύλλων, το μέγεθος των φύλλων είναι αρκετά έως σημαντικά 
μικρότερο. Κύριο χαρακτηριστικό των LFY::HSP90RNAi φυτών είναι η απουσία 
ανθοφόρου βλαστού, ενώ όσα παρουσιάζουν ανθοφόρο βλαστό (όπως το φυτό 2) δεν 
εμφανίζουν κανένα άνθος. Ενώ τα φυτά αγρίου τύπου στην ηλικία των 32 ημερών 
έχουν ήδη μπει στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης και παράγουν τις πρώτες 
καρποταξίες, τα LFY::HSP90RNAi φυτά μένουν καθηλωμένα στη βλαστική φάση 
ανάπτυξης. Το φαινόμενο αυτό έχει παρατηρηθεί ξανά σε προηγούμενο 
μετασχηματισμό φυτών Arabidopsis thaliana με την ίδια κατασκευή αποσιώπησης. 
Και σε εκείνη την περίπτωση, τα μετασχηματισμένα LFY::HSP90RNAi  έφτασαν στην 
ηλικία των 50 ημερών χωρίς να παράγουν άνθη αλλά το πείραμα καταστράφηκε λόγω 
τεχνικής βλάβης του θαλάμου επώασης. Υπήρχαν λοιπόνενδείξεις ότι και αυτά τα 
διαγονιδιακά Arabidopsis φυτά δεν θα κατάφερναν να παράγουν άνθη ώστε να 
ολοκληρώσουν το βιολογικό τους κύκλο. Η εξέλιξη αυτή θα κρατούσε καθηλωμένο το 
φαινόμενο στην Τ1 γενιά χωρίς τη δυνατότητα περαιτέρω μελέτης του. Για το λόγο 
αυτό, αποφασίστηκε η εφαρμογή μιας σειράς θερμικών καταπονήσεων σε ορισμένα 
LFY::HSP90RNAi φυτά.  

Λόγω της καθοδήγησης της αποσιώπησης από ιστοειδικό προαγωγέα, είναι 
αναμενόμενο στα υπόλοιπα βλαστικά μέρη του φυτού (ρίζα, φύλλα ροζέτας) η έκφραση 
των Hsp90 γονιδίων να βρίσκεται σε φυσιολογικά επίπεδα. Αφού η συγκεκριμένη 
οικογένεια γονιδίων είναι θερμοεπαγόμενη, προκαλώντας θερμική καταπόνηση 
παρέχεται η δυνατότητα στα φυτά να αυξήσουν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων στα 
βλαστικά μέρη όπου εξακολουθούν να λειτουργούν κανονικά. Η αύξηση αυτή  μπορεί 
ενδεχομένως να αντισταθμίσει τις απώλειες που προκαλούνται από τη λειτουργία της 
RNAi κατασκευής στο κορυφαίο μερίστωμα. Έτσι, η υπερπαραγωγή μηνυμάτων λόγω 
του θερμικού στρες ίσως να συμπληρώσει το κενό που προκλήθηκε από την έλλειψη 
των μηνυμάτων των γονιδίων στο κορυφαίο μερίστωμα. Η αντιστάθμιση αυτή μπορεί 
πιθανώς να δημιουργήσει το κατάλληλο περιβάλλον και να επαναφέρει τη συνέχεια 
των βιολογικών διεργασιών για να καταστεί εφικτή η μετάβαση στην αναπαραγωγική 
φάση ανάπτυξης. Βέβαια, πιο σημαντικό επίτευγμα θα αποτελούσε η δημιουργία 
ανθέων, καθώς υπήρχαν LFY::HSP90RNAi φυτά που ενώ είχαν μεταβεί στην 

αναπαραγωγική φάση ήταν ανίκανα να παράγουν άνθη. Γίνεται λοιπόν εμφανές ότι δεν 
απαιτείται μόνο η μετάβαση στην άνθιση αλλά, ακόμα περισσότερο απαιτείται η 
ικανότητα σχηματισμού λειτουργικών ανθέων για να μπορέσουν να μεταβούν τα φυτά 
στην επόμενη γενιά ανάπτυξης. Για το σκοπό αυτό, ορισμένα φυτά υποβλήθηκαν σε 
εφαρμογές θερμικών καταπονήσεων ενώ μερικά άλλα  παρέμειναν σε κανονικές 
συνθήκες ανάπτυξης ως μάρτυρες. Ο αναλυτικός πίνακας με όλες τις εφαρμογές σε 
όλα τα φυτά ακολουθεί παρακάτω: 
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Η επιλογή των φυτών για τα προγράμματα των θερμικών καταπονήσεων 
πραγματοποιήθηκε λαμβάνοντας υπόψην ορισμένα χαρακτηριστικά των φυτών. ΄Ετσι 
επιλέχτηκαν κυρίως φυτά που παρουσίαζαν ένα σχετικά εύρωστο φαινότυπο και 
έδειχναν ότι έχουν περισσότερες πιθανότητες ναι παράγουν κάποιο θετικό αποτέλεσμα, 
σε σχέση με πιο καχεκτικά φυτά. Τα φυτά 8, 13, 14, 23 παρέμειναν μονίμως στους 
22oC. Αν και παρήγαγαν κεντρικό ανθοφόρο βλαστό στην προχωρημένη ηλικία των 60 
ημερών, δεν κατάφεραν να παράγουν κανένα άνθος, ούτε κάποια υποτυπώδη ανθική 
δομή. Τα φυτά αυτά τελικά πέθαναν στην προχωρημένη ηλικία των 100 ημερών 
περίπου. Μια άλλη κατηγορία φυτών, αναπτύσσονταν στους 29oC και υποβλήθηκαν σε 
ποικίλα θερμικά σοκ. Στην πλειονότητά τους, τα φυτά αυτά δεν κατόρθωσαν να 
παράγουν άνθη. Παρόλο που η υψηλή θερμοκρασία ενίσχυσε την ανάπτυξή τους και 
τα έδωσε τη δυνατότητα να γίνουν πιο εύρωστα και να παράγουν αρκετούς ανθοφόρους 
βλαστούς, εντούτοις δεν εμφάνισαν κανένα άνθος. Οι κυρίαρχες δομές που 
εμφανίζονταν στις προγραμματισμένες ανθικές καταβολές αποτελούνταν μόνο από 
φυλλοειδείς σχηματισμούς ή καλλοειδείς μορφές αδιαφοροποίητων κυττάρων. Η 
πλειονότητα των φυτών αυτών δεν ολοκλήρωσε τον βιολογικό της κύκλο. Τα 
περισσότερα από αυτά αναπτύχθηκαν μέχρι την ηλικία των 116 ημερών και στη 
συνέχεια ξεράθηκαν και πέθαναν. Ενδεικτικά παραθέτονται μακροσκοπικές 
φωτογραφίες των βιολογικών κύκλων ανάπτυξης ορισμένων αντιπροσωπευτικών φυτών 
(Εικόνα 2, οι βιολογικοί κύκλοι όλων των φυτών παραθέτονται στο παράρτημα 1).        

Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσίασε η μελέτη των μετασχηματισμένων 
LFY::HSP90RNAi φυτών με τη χρήση στερεοσκοπίου. Σε όλα τα μετασχηματισμένα 
φυτά που μελετήθηκαν, στις καταβολές των ανθοφόρων οφθαλμών στις μασχάλες των 
φύλλων, έκαναν την εμφάνισή τους φυλλοειδείς μορφές, καλλοειδείς μορφές ή 
καινούριοι βλαστοί (Εικόνα 3). Οι φυλλοειδείς μορφές περιελάμβαναν σχηματισμούς 
από πολλά μικρά φύλλα σε ομάδες. Οι καλλοειδείς μορφές αποτελούνταν από 
αδιαφοροποίητες δομές κυττάρων χωρίς να φαίνεται ότι παρουσιάζουν κάποιο 
συγκερκιμένο δομικό πρότυπο. Τέλος, από την ανθική καταβολή σε πολλές 
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περιπτώσεις φύονταν επιπλέον ανθοφόροι βλάστοι, οι οποίοι και αυτοί κατέληγαν στις 
αντίστοιχες φυλλοειδείς ή αδιαφοροποίητες δομές.      

Από τις εφαρμογές των προγραμμάτων θερμικού σοκ, μόνο δύο φυτά, το φυτό 
10 και το φυτό 21, κατάφεραν να περάσουν και στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης 
και να παράγουν άνθη (Εικόνα 2δ και 2ε). Τα φυτά αυτά, το 10 σε ηλικία 70 ημερών 
και το 21 σε ηλικία 42 ημερών, ύστερα από τις εφαρμογές των θερμικών 
καταπονήσεων κατάφεραν σε ορισμένους ανθοφόρους βλαστούς να παράγουν 
λειτουργικά άνθη, τα οποία όμως ήταν λίγα στον αριθμό. Μη γνωρίζοντας το πόσο 
δριμύς μπορεί να είναι ο φαινότυπος των απογόνων και αν είναι ικανοί να επιβιώσουν, 
από τα άνθη που παρήχθησαν σε κάθε φυτό, ορισμένα αφέθηκαν προς 
αυτογονιμοποίηση και τα υπόλοιπα επικονιάστηκαν τεχνητά με γύρη αγρίου τύπου 
Col-O. 

Με την ολοκλήρωση του βιολογικού κύκλου των φυτών 10 και 21, τα 
σπέρματα κάθε φυτού που προήλθαν από αυτογονιμοποίηση ή ετερογονιμοποίηση 
συλλέχθηκαν ξεχωριστά και στη συνέχεια ακολούθησε επίστρωσή τους σε κατάλληλο 
θρεπτικό μέσο επιλογής για ανάπτυξη των απογόνων και περαιτέρω παρατήρηση του 

φαινομένου.  
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ε Εικόνα 2: Φωτογραφίες ενδεικτικών 
βιολογικών κύκλων LFY::HSP90RNAi φυτών σε 
σύγκριση με τον άγριο τύπο. Οι ηλικίες του 
κάθε φυτού ξεκινούν από τα αριστερά προς τα 
δεξιά. α) Col-O ηλικίας 24, 32 και 45 ημερών. 
Τα φυτά Col-O εκπτύσσουν ανθοφόρο βλαστό 
σε ηλικία περίπου 20 ημερών και σε μια 
βδομάδα έχουν εμφανίσει το πρώτο άνθος. 

Ολοκληρώνουν το βιολογικό τους κύκλο σε 
ηλικία 60 ημερών όπου το φυτό έχει ήδη 
ξεραθεί και συλλέγονται τα  σπόρια των 

καρποταξιών. β) Φυτό 10  ηλικίας  37,  45,  49,  

57, 70 και 84 ημερών. Παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον γιατί παρέμεινε καθηλωμένο στη βλαστική φάση  
ανάπτυξης     μέχρι  την  ηλικία   των  50   ημερών,  έκπτυξε   α νθοφόρο   βλαστό    μετά   από   το    πρώτο   

 θερμικό  σοκ  στους  37oC και κατάφερε να παράγει άνθη και να καρποδέσει μετά από 2 θερμικά σοκ.  γ) 
Φυτό 13 ηλικίας  37, 45, 54,  62  και  75  ημερών.  Παρέμεινε  σε όλη την  ανάπτυξή του στους  22oC  
χωρίς εφαρμογή θερμικού σοκ, έκπτυξε κεντρικό βλαστό στην ηλικία των 60 ημερών και ολοκλήρωσε το 
βιολογικό του κύκλο σε ηλικία 110 ημερών. δ) Φυτό 2 ηλικίας 37, 45, 50 και 57 ημερών. Παρόλο που 
τοποθετήθηκε  στους 29oC για αρκετές μέρες, εφαρμόστηκαν 4 θερμικά σοκ και έκπτυξε κεντρικό βλαστό 

από  μικρή  ηλικία,   δεν   έδωσε   κανένα   άνθος.   ε)   Φυτό   21   ηλικίας   35,   37,   41,   45   και   54,  



82 
 

ημερών αντίστοιχα . Το φυτό αυτό παρέμεινε καθηλωμένο στη βλαστική φάση ανάπτυξης μέχρι την ηλικία 
των 35 ημερών. Μετά από θερμικό σοκ στους 29oC έκπτυξε κεντρικό βλαστό και μετά από το πρώτο 
θερμικό σοκ στους 37oC παρήγαγε άνθη που γονιμοποιήθηκαν και μετατράπηκαν σε καρποταξίες.  

 
 

   
 

    
 

   
 

   
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
3.α.1. Μοριακός χαρακτηρισμός των LFY::HSP90RNAi φυτών 
 
 

Ο μετασχηματισμός φυτών Col-O με την κασέτα έκφρασης της αποσιώπησης 
των κυτταροπλασματικών Hsp90 γονιδίων στο στάδιο της ανθικής μετάβασης, 
παρήγαγε 24 γεγονότα μετασχηματισμού. Στο σύνολό τους, τα φυτά παρουσίασαν τα 
εξής παρόμοια χαρακτηριστικά : καθυστερημένη ανάπτυξη και ανικανότητα 
μετάβασης στην αναπαραγωγική φάση η οποία μπορεί να περιλαμβάνει την  
ανικανότητα έκπτυξης ανθοφόρου βλαστού ή σε δεύτερο στάδιο την ανικανότητα  
παραγωγής ανθέων. Τα προγράμματα θερμικού σοκ βελτίωσαν την ανάπτυξη των 

α 

β 

γ 

δ 

ε 

στ 

ζ η 

Εικόνα 3: Φωτογραφίες  των δομών που 
παράγονται στις καταβολές των ανθέων στα 
LFY::HSP90RNAi φυτά σε σχέση με φυτά 
αγρίου τύπου. α) Φυτό 1: στην πλειοψηφία 
των ανθικών μεριστωμάτων εμφανίζονται 
καλλοειδείς μορφές αδιαφοροποίητων 
κυττάρων. β) Φυτό 2: ομοίως και σε αυτό το 
φυτό έχουμε την     εμφάνιση     δραματικά     

ανώμαλων     κυτταρικών      δομών    στους 

ανθοφόρους οθφαλμούς αλλά επίσης παρατηρούνται και πολλές περιπτώσεις φυλλοειδών κατασκευών. 
Δηλαδή, στον οθφαλμό που ήταν προγραμματισμένος να παράγει άνθος, το φυτό παράγει φύλλα, 
συνήθως πάνω από τρία. γ) Φυτό 3: Τόσο καλλοειδείς όσο και φυλλοειδείς μορφές παρατηρήθηκαν. δ) 
Φυτό 4: εκτός της εμφάνισης των συνηθισμένων δομών που παρατηρούνται στα LFY::HSP90RNAi φυτά 

παρατηρούνται επίσης και πολλοί βλαστοί που εκφύονται από ένα θεωρητικά ανθικό μερίστωμα, όπως 
φαίνεται στην δεξιά φωτογραφία. ε) Φυτό 10: Εκτός από την εμφάνιση των καλλοειδών μορφών και των 
φυλλοειδών κατασκευών, μετά το θερμικό σοκ σε ορισμένους βλαστούς παρατηρούνται  ταξιανθίες με 
τέλεια άνθη όπως εμφανίζεται στην αριστερή και δεξιά φωτογραφία. στ) Φυτό 11: Εξαιρετικά ανώμαλες 
δομές και πολλοί βλαστοί να εκφύονται από τις ανθικές καταβολές. ζ) Φυτό 21: Εδώ κυριαρχεί η 
εμφάνιση ταξιανθιών με τέλεια άνθη μετά τις εφαρμογές των θερμικών σοκ. Ο φαινότυπος του φυτού 
μοιάζει πολύ  με αυτό του άγριου τύπου. η) Ταξιανθία αγρίου τύπου Col-O με τέλεια άνθη.            
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φυτών: έγιναν πιο εύρωστα και στην πλειονότητά τους έκπτυξαν ανθοφόρο βλαστό. Όλα 
τα φυτά, εκτός από τις δύο εξαιρέσεις των φυτών 10 και 21, ενώ εμφάνισαν καλλοειδείς 
ή φυλλοειδείς σχηματισμούς στις ανθικές καταβολές, δεν παρήγαγαν κανένα 
λειτουργικό ή έστω υποτυπώδες άνθοΗ φαινοτυπική παρατήρηση των LFY::HSP90RNAi  
φυτών έδειξε μια ομοιογένεια των χαρακτηριστικών μεταξύ των διαφόρων γεγονότων 
μετασχηματισμού ως προς το φαινόμενο της αποσιώπησης. 

Επόμενο βήμα αποτέλεσε ο μοριακός χαρακτηρισμός των ανεξάρτητων 
γεγονότων μετασχηματισμού ώστε να επιβεβαιωθεί ότι το φαινοτυπικό αποτέλεσμα 
είναι άμεσα συσχετισμένο με τη λειτουργία της RNAi αποσιώπησης και ανεξάρτητο από 
τη θέση ένθεσης της κασέτας έκφρασης στο γονιδίωμα των φυτών. Τα φυτά στα οποία 
πραγματοποιήθηκε μοριακή χαρτογράφηση είναι αρχικά τα φυτά 10 και 21. Από τη 
στιγμή που τα δύο αυτά ανεξάρτητα γεγονότα ανταποκρίθηκαν στις θερμικές 
εφαρμογές και μας παρέχουν τη δυνατότητα μελέτης του φαινομένου, είναι αναγκαία η 
μοριακή χαρτογράφησή τους. Επίσης, επιλέχτηκαν και τα φυτά 6, 14 και 17, που 
αποτελούν αντιπροσωπευτικά φυτά ενδιάμεσου φαινοτύπου και παρουσιάζουν όλες τα 
φαινοτυπικά χαρακτηριστικά που εμφανίζονται στα σύνολο των LFY::HSP90RNAi 
φυτών. Η χαρτογράφηση των ενθέσεων έγινε σύμφωνα με τη μέθοδο της Tail-PCR. Τα 
αποτελέσματα της Tail-PCR παρουσιάζονται παρακάτω:       

 
α) Φυτό 10:   
 
 
 

  
 
 

 Στο φυτό 10, η κασέτα έκφρασης LFY::HSP90RNAi έχει ενσωματωθεί δυο 
φορές στο γονιδίωμα. Η πρώτη ένθεση βρίσκεται στο χρωμόσωμα 2 στη θέση 7522510 
που αντιστοιχεί στη θέση 523 της κωδικής περιοχής του γονιδίου At2g17300. Το 
At2g17300 είναι ένα χλωροπλαστικό γονίδιο άγνωστης λειτουργίας, χωρίς να είναι 
γνωστές οι βιολογικές διαδικασίες στις οποίες εμπλέκεται. Η δεύτερη ένθεση βρίσκεται 
στο χρωμόσωμα 3 στη θέση 119283228 που αντιστοιχεί σε διαγονιδιακή περιοχή. 
 
β) Φυτό 21:  
 

  
 
 
Στο φυτό 21, η κασέτα έκφρασης ενσωματώθηκεμια φορά στο γονιδίωμα, στο 

χρωμόσωμα 2 στη θέση 9348432 που αντιστοιχεί στη θέση 696 της κωδικής περιοχής 
του γονιδίου At2g21930. Το At2g21930 είναι ένα γονίδιο αγνώστου λειτουργίας, 
εντοπίζεται στα πλασμοδέσματα των κυττάρων και είναι πατρικής προέλευσης.  

  1η ένθεση                                                   2η ένθεση 
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γ) Φυτό 6: 
 

  
 

 
Στο φυτό 6, η κασέτα έκφρασης ενσωματώθηκε μια φορά στο γονιδίωμα, στο 

χρωμόσωμα 3 στη θέση 4768389 που αντιστοιχεί στη θέση 1509 της κωδικής 
περιοχής του γονιδίου At3g14300. Το At3g14300 είναι ένα γονίδιο με λειτουργία 
πεκτινεστεράσης. Εμπλέκεται στην τροποποίηση του κυτταρικού τοιχώματος και 

τοποθετείται στο κυτταρικό τοίχωμα και στα πλασμοδέσματα.  
 

δ) Φυτό 14:   
 

  
 

Στο φυτό 14, η κασέτα έκφρασης ενσωματώθηκεμια φορά στο γονιδίωμα, στο 
χρωμόσωμα 3 στη θέση10982706 που αντιστοιχεί στη θέση 610 του τρίτου ιντρονίου 
του γονιδίου At3g28958. Το γονίδιο At3g28958 ανήκει στην υπέρ-οικογένεια των 
cupredoxins και εμπλέκεται στην μεταφορά ηλεκτρονίων και στην πρόσδεση ιόντων 
χαλκού.   
 
ε) Φυτό 17: 

 
 
 

Στο φυτό 17, η κασέτα έκφρασης ενσωματώθηκε μια φορά στο γονιδίωμα, στο 
χρωμόσωμα 2 στη θέση 9348701 που αντιστοιχεί στη θέση 1060 της κωδικής 

περιοχής του γονιδίου At2g21930. Το At2g21930 είναι ένα γονίδιο αγνώστου 
λειτουργίας, εντοπίζεται στα πλασμοδέσματα των κυττάρων και είναι πατρικής 
προέλευσης. 

Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της Tail-PCR (Thermal asymmetric interlaced-
PCR) στα  ανεξάρτητα γεγονότα μετασχηματισμού, παρατηρούμε ότι οι περιοχές 
ένθεσης είναι διαφορετικές μεταξύ τους. Έχουμε εισαγωγή της κασέτας έκφρασης σε 
κωδική περιοχή γονιδίου, σε ιντρόνιο γονιδίου αλλά και σε γενωματική περιοχή μεταξύ 
γονιδίων. Όλα τα φυτά που ελέγχθηκαν παρουσίαζαν τα ίδια φαινοτυπικά 
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χαρακτηριστικά με τη μόνη διαφορά ότι τα φυτά 10 και 21 άνθισαν μετά από τις 
εφαρμογές των θερμικών σοκ. Τα αποτελέσματα αυτά υποδηλώνουν ότι το φαινοτυπικό 
αποτέλεσμα που παρουσιάζουν τα γεγονότα μετασχηματισμού με την LFY::HSP90RNAi 
κασέτα έκφρασης είναι ανεξάρτητα από τη θέση ενσωμάτωσης των ενθέσεων στο 
γονιδίωμα των φυτών.  

 
 

3.α.2. Μοριακή ανάλυση των LFY::HSP90RNAi φυτών 
 
 

Η φαινοτυπική παρατήρηση σε συνδυασμό με τα αποτελέσματα της μοριακής 
χαρτογράφησης των ενθέσεων των LFY::HSP90RNAi  φυτών υποδηλώνουν ότι τα 
χαρακτηριστικά που παρατηρούνται στα μετασχηματισμένα φυτά οφείλονται στην 
αποσιώπηση των κυτταροπλασματικών Hsp90 γονιδίων.  

Μέσω του RNAi μηχανισμού επιτυγχάνεται είτε μεταγραφική γονιδιακή 

σίγηση ( Transcriptional Gene Silencing, TGS) είτε μετά-μεταγραφική αποικοδόμηση 
των μηνυμάτων (Post Transcriptional Gene Silencing, PTGS) των γονιδίων που 
στοχεύονται. Με βάση τη λειτουργία αυτή, τα επίπεδα των μεταγραφημάτων των 
κυτταροπλασματικών Hsp90 γονιδίων θα πρέπει να είναι διαφορετικά στα 
μετασχηματισμένα LFY::HSP90RNAi φυτά, και συγκεκριμένα μειωμένα σε σχέση με τα 
φυτά  αγρίου τύπου. Βέβαια, σημαντική παράμετρο αποτελεί η επιλογή του ιστού για 
την πραγματοποίηση της μελέτης των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων. Όπως 
αναφέρθηκε, η κασέτα έκφρασης καθοδηγείται από τον ιστοειδικό προαγωγέα LFY. 
Οπότε, είναι αναμενόμενο η έκφρασή της να λαμβάνει χώρα μόνο στα μεριστώματα 
των φυτών, και ειδικά στα ανθικά μεριστώματα, χωρίς να επηρεάζονται τα υπόλοιπα 
μέρη του φυτού. Για το λόγο αυτό η μελέτη των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων έλαβε 
χώρα σε μεριστωματικό ιστό ανθικών καταβολών. Άλλη μια παράμετρος που λήφθηκε 
υπόψη ήταν η διαφορετικότητα των ανθικών μεριστωμάτων. Όπως παρατηρήθηκε, κατά 
τη φαινοτυπική μελέτη, στις ανθικές καταβολές των φυτών υπάρχει ποικιλομορφία 
όσον αφορά τις κατασκευές  που παράγονται. Μπορεί να σχηματίζονται καλλοειδείς 
δομές αδιαφοροποίητων κυττάρων, φυλλοειδείς κατασκευές ή ακόμα και άνθη, όπως 
παρατηρήθηκε σε κάποιες περιπτώσεις. Για το λόγο αυτό κρίθηκε σκόπιμη η μελέτη 
του κάθε μεριστώματος ξεχωριστά τόσο από φυτά τα οποία άνθισαν όσο και από τα 
υπόλοιπα.  

Για τη μελέτη των επιπέδων έκφρασης των Hsp90 γονιδίων σε μεριστωματικό 
ιστό έγινε συλλογή μονών ανθικών μεριστωμάτων από κάθε Τ1 φυτό ξεχωριστά με τη 
χρήση στερεοσκοπίου, απευθείας τοποθέτησή τους σε υγρό άζωτο και αποθήκευση 
στους -80oC. Όταν ολοκληρώθηκε η συλλογή των δειγμάτων ακολούθησε απομόνωση 
ολικού RNA, παραγωγή cDNA με χρήση του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση (RT, 
Reverse Transcriptace) και στη συνέχεια μελετήθηκαν τα επίπεδα έκφρασης των 
γονιδίων μέσω PCR αντίδρασης. Πρέπει να επισημανθεί ότι από τη στιγμή που η 
αποσιώπηση επιδρά και στα τέσσερα κυτταροπλασματικά γονίδια, σχεδιάστηκαν 
κατάλληλοι εκκινητές που να ενισχύουν και τα τέσσερα γονίδια συγχρόνως.  Η 
κανονικοποίηση των δειγμάτων RNA έγινε με χρήση του καθολικού γονιδίου 18S rRΝΑ 
που κωδικοποιεί για την 18S υπομονάδα του ριβοσώματος. Τα αποτελέσματα της PCR 
αντίδρασης παρουσιάζονται στην εικόνα 4.  
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Τα αποτελέσματα των RT-PCR αντιδράσεων υποδεικνύουν ότι σχεδόν σε όλα 

τα δείγματα είναι δραματικά μειωμένη η έκφραση των Hsp90 γονιδίων. Εξαίρεση 
αποτελούν ορισμένα από τα μονά μεριστώματα του φυτού 21 όπως φαίνεται στα 
δείγματα 21.1, 21.2, 21.3 και 21.c. Μιας και το συγκεκριμένο φυτό εμφανίζει 
μεγαλύτερο αριθμό ανθέων σε σχέση με τα υπόλοιπα φυτά, πιθανώς η ανίχνευση 
έκφρασης των Hsp90 γονιδίων να συσχετίζεται με τη δημιουργία λειτουργικών ανθέων. 
Το αποτέλεσμα της μοριακής ανάλυσης σε συνδυασμό με τη φαινοτυπική παρατήρηση 
αποτελούν ισχυρές ενδείξεις ότι η δραματική μείωση των επιπέδων έκφρασης των 

Hsp90  γονιδίων συνδέεται άμεσα με την ανικανότητα των ανθικών μεριστωμάτων να 
παράγουν άνθη. 

Από τη στιγμή που φαίνεται ότι ελλείψει των Hsp90 γονιδίων δημιουργείται 
μια ασυνέχεια στη ροή των φυσιολογικών διαδικασιών που οδηγούν στην άνθιση, 
μεγάλο ενδιαφέρον παρουσιάζει η μελέτη των προτύπων έκφρασης γονιδίων που 
διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διαδικασία αυτή. Για το σκοπό αυτό,  
μελετήθηκαν ορισμένα γονίδια-κλειδιά που αποτελούν κομβικά σημεία αφού 
λαμβάνουν μηνύματα και από τα τέσσερα βασικά μονοπάτια της άνθισης προκειμένου 
τα φυτά να μπουν στην αναπαραγωγική διαδικασία. Τα γονίδια που επιλέχθηκαν ήταν 
το Soc1 (At2g45660), Agl24 (At4g24540), Ap1 (At1g69120) και Stm (At1g62360). Τα 
αποτελέσματα των PCR αντιδράσεων παρουσιάζονται στην εικόνα 5.    

 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
Τα αποτελέσματα των PCR δείχνουν ότι τα επίπεδα των μεταγραφημάτων των 

γονιδίων της άνθισης είναι αλλοιωμένα: κυμαίνονται από ελαφρώς μειωμένα σε σχέση 
με τον άγριο τύπο σε ορισμένα δείγματα, ενώ στην πλειονότητά τους είναι πολύ 
μειωμένα έως μη ανιχνεύσιμα. Επίσης παρατηρείται ότι δεν υπάρχει ένα συγκεκριμένο 
πρότυπο που να συνδέει τις εκφράσεις των γονιδίων μεταξύ τους ή μεταξύ των 

Εικόνα 4: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1% των PCR προϊόντων της μελέτης των επιπέδων έκφρασης των 
Hsp90 κυτταροπλασματικών γονιδίων σε μονά μεριστώματα LFY::HSP90RNAi φυτών και στον άγριο τύπο. 
Σε κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 250ng ολικού RNA για ανάστροφη μεταγραφή. Μονά ανθικά 
μεριστώματα του φυτού 10 (στήλες 10.3, 10.1 και 10.2),  του φυτού 21 (στήλες 21.1, 21.2, 21.3 και 
21.c), του φυτού 23(στήλες 23.1, 23.2 και 23.3), του φυτού 3 (στήλες 3.2, 3.3 και 3.5) και μονά ανθικά 

μεριστώματα. Col: ανθικό μερίστωμα αγρίου τύπου. Τα δείγματα των LFY::HSP90RNAi φυτών 

συλλέχθηκαν όταν τα φυτά ήταν 60 ημερών. 

Εικόνα 5: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1% των PCR προϊόντων της μελέτης των επιπέδων έκφρασης 
γονιδίων-κλειδιών της άνθησης σε μονά μεριστώματα LFY::HSP90RNAi φυτών και στον άγριο τύπο. Σε 
κάθε δείγμα χρησιμοποιήθηκαν 250ng ολικού RNA για ανάστροφη μεταγραφή. 10.1, 10.2 και 10.3: 

Μονά ανθικά μεριστώματα του φυτού 10. 21.1, 21.2, 21.3 και 21.c : Μονά ανθικά μεριστώματα του 

φυτού 21. 23.1, 23.2 και 23.3 : Μονά ανθικά μεριστώματα του φυτού 23. 3.2, 3.3 και 3.5 : Μονά ανθικά 
μεριστώματα του φυτού 3. Col: ανθικό μερίστωμα αγρίου τύπου. Τα δείγματα των LFY::HSP90RNAi φυτών 

συλλέχθηκαν όταν τα φυτά ήταν 60 ημερών. 
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δειγμάτων. Από τα γονίδια που αναλύθηκαν, τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων Soc1 
και Stm ανιχνεύονται σε μεγαλύτερο βαθμό και σε περισσότερα δείγματα σε σχέση με 
τα υπόλοιπα γονίδια. Επίσης, στην ανάλυση του Soc1 γονιδίου παρατηρείται ότι στα 
δείγματα του φυτού 21 μπορεί να εμφανίζεται μειωμένα τα επίπεδα έκφρασής του 
αλλά είναι υψηλότερα ανιχνεύσιμα σε σχέση με τα υπόλοιπα δείγματα που 
μελετήθηκαν. Εξαίρεση αποτελεί το δείγμα 3.2. Ίσως να υπάρχει κάποια σχέση σχέση 
μεταξύ των επιπέδων έκφρασης του Soc1 γονιδίου και των Hsp90 από τη στιγμή που 
στα ίδια δείγματα ανιχνεύεται έκφραση των Hsp90 γονιδίων στην προηγούμενη 
ανάλυση. 

Η ποσότητα ολικού RNA που απομωνώθηκε από κάθε μονό ανθικό 
μερίστωμα και χρησιμοποιήθηκε για ανάστροφη μεταγραφή ήταν αρκετά μικρή και 
έφτανε μόλις τα 250ng. Η μικρή ποσότητα του ολικού RNA που χρησιμοποιήθηκε στα 
παραπάνω πειράματα να διαδραματίζει περιοριστικό ρόλο σε αποτελέσματα 
αντιδράσεων για γονίδια που σε φυσιολογικές συνθήκες εκφράζονται χαμηλά και είναι 
δύσκολη η ανίχνευση των μηνυμάτων τους. Για το λόγο αυτό, έγινε ένωση 5 μονών 
ανθικών μεριστωμάτων από κάθε φυτό Τ1 γενιάς ξεχωριστά ώστε να πραγματοποιηθεί 

απομόνωση ολικού RNA και ανάστροφη μεταγραφή σε 500ng ολικού RNA. Τα γονίδια 
που μελετήθηκαν στα καινούρια cDNA δείγματα ήταν τα Hsp90, Soc1, Agl24, Lfy 
(At5g61850), Cal (At1g26310) και Ap1. Και σε αυτή την περίπτωση τα γονίδια που 
μελετήθηκαν διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο όχι μόνο στη μετάβαση του φυτού από 
τη βλαστική στην αναπαραγωγική φάση αλλά επίσης ορίζουν και την ταυτότητα του 
μεριστώματος. Τα αποτελέσματα των PCR αντιδράσεων παρουσιάζεται στην εικόνα 6.      

 

 
 

 
Τα πρότυπα έκφρασηε των γονιδίων που αναλύθηκαν δείχνουν ότι τόσο τα 

Hsp90 γονίδια όσο και τα γονίδια της άνθισης  παρουσιάζουν δραματικά μειωμένη 
έκφραση που φτάνει στα επίπεδα της μη ανιχνευσιμότητας. Ενδιαφέρον παρουσιάζει το 
φυτό 7. Στο συγκεκριμένο δείγμα η έκφραση των Hsp90 φαίνεται να είναι υψηλότερη 
από τον άγριο τύπο και διαφοροποιείται το πρότυπο έκφρασης των υπολοίπων γονιδίων 

στο δείγμα αυτό σε σχέση με τα υπόλοιπα δείγματα. Σε αυτό το δείγμα, ο φαινότυπος 
του συγκεκριμένου φυτού δεν ακολουθεί τα επίπεδα των προτύπων έκφρασης των προς 
μελέτη γονιδίων (Εικόνα 6).  

Η έκφραση του γονιδίου Soc1 ανιχνεύεται σε φυσιολογικά επίπεδα στα 
τρία από τα έξι δείγματα που αναλύθηκαν. Τα δείγματα αυτά είναι τα p1, p10 και p21 
που προέρχονται από τα αντίστοιχα Τ1 φυτά 1, 10 και 21. Επίσης, σε ένα ακόμη 
δείγμα, το p22, που προέρχεται από το φυτό 22, είναι μειωμένη αλλά ικανοποιητικά 
ανιχνεύσιμη Στα υπόλοιπα φυτά τα επίπεδα έκφρασης ήταν εμφανώς μειώμενα σε 
σχέση με τον άγριο τύπο (Εικόνα 6). Τα δεδομένα λοιπόν υποδεικνύουν ότι το 

Εικόνα 6: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 
1% των PCR προϊόντων της μελέτης των 
επιπέδων έκφρασης Hsp90 γονιδίων και 
των γονιδίων-κλειδιών της άνθησης σε 
ολικό RNA απομωνομένο από 5 ανθικά  
μεριστώματα LFY::HSP90RNAi φυτών και  
αγρίου τύπου. Όπως στα μονά 
μεριστώματα έτσι και σε αυτά τα δείγματα 
παρατηρείται δραματική μείωση μέχρι μη 
ανίχνευση της έκφρασης των Hsp90 αλλά 

και των υπολοίπων γονιδίων.  
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συγκεκριμένο γονίδιο λειτουργεί καλύτερα σε σχέση με τα υπόλοιπα γονίδια της 
άνθισης που μελετήθηκαν. 

Από τη στιγμή που παρατηρείται τέτοια καθολική αλλοίωση των προτύπων 
έκφρασης γονιδίων-κλειδιών της άνθισης, γίνεται εμφανές ότι τα Hsp90 γονίδια πρέπει 
να διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στο μηχανισμό της άνθισης. Η έλλειψη των 
Hsp90 γονιδίων φαίνεται να έχει προκαλέσει τρομερή αποδιοργάνωση στη λειτουργία 
των μονοπατιών της άνθισης, το οποίο γίνεται φανερό τόσο από τη φαινοτυπική 
παρατήρηση των LFY::HSP90RNAi φυτών όσο και από τη μοριακή ανάλυση των 
αντίστοιχων φυτών. 

 

 

3.β. Φαινοτυπική και μοριακή ανάλυση των LFY::HSP90RNAi 

φυτών Τ2 γενιάς  
 

 

Όπως αναφέρθηκε στο πρώτο μέρος, από τα 24 μετασχηματισμένα φυτά, 
μόνο δύο, τα φυτά 10 και 21, πέρασαν στην επόμενη γενιά παράγοντας ένα μικρό 
αλλά ικανοποιητικό αριθμό σπερμάτων. Επίσης, όπως προαναφέρθηκε, και στα δύο 
φυτά ορισμένα άνθη αυτογονιμοποιήθηκαν, ενώ τα υπόλοιπα επικονιάστηκαν τεχνητά 
με γύρη αγρίου τύπου. Το σύνολο των σπερμάτων που συλλέχθηκε τοποθετήθηκε σε 
τρυβλία με θρεπτικό μέσο MS για τα σπέρματα της αυτογονιμοποίησης και σε τρυβλία 
με θρεπτικό μέσο MS παρουσία του αντιβιοτικού υγρομυκίνη (hyg, 30μg/ml) για τα 
σπέρματα της ετερογονιμοποίησης, προκειμένου να θανατωθούν οι  αγρίου τύπου 
απόγονοι. Το σύνολο των σπορίων που συλλέχθηκε, τοποθετήθηκε σε τρυβλία 
θρεπτικού μέσου και τελικά αναπτύχθηκαν, δίνεται στον παρακάτω πίνακα: 

 
 

 Αριθμός 
σπορίων που 
συλλέχθηκε 

Αριθμός σπορίων 
που επιστρώθηκε 
σε MS 

Αριθμός 
σπορίων που 
επιστρώθηκε σε 
MS hyg 

Αριθμός φυτών 
που 
αναπτύχθηκαν σε 
MS 

Αριθμός φυτών 
που 
αναπτύχθηκαν σε 
MS hyg 

Φυτό 10 87 40 47 40 33 

Φυτό 21 35 19 16 2 5 

 
 
Από τα 35 σπόρια του φυτού 21 που συλλέχθηκαν, μόνο 7 εκπτύχθηκαν και 

αναπτύχθηκαν, ενώ το ένα από αυτά πέθανε σε ηλικία 26 ημερών (21e) (Εικόνα 7). 
Από τα υπόλοιπα 6 φυτά, τα πέντε παρήγαγαν άνθη τα οποία στη συνέχεια έδωσαν 
καρποταξίες και ακολούθησε συλλογή των σπερμάτων. Τα πέντε  φυτά που 
ολοκήρωσαν επιτυχώς το βιολογικό τους κύκλο, παρουσίασαν επίσης και κανονική 
ανάπτυξη. Τόσο φαινοτυπικά όσο και σε διάρκεια ζωής προσομοίαζαν αρκετά τον άγριο 
τύπο. Δηλαδή, μπορεί από τους απόγονους του φυτού 21 να αναπτύχθηκαν μόνο πέντε 
τελικά, αλλά η ανάπτυξή τους ήταν βελτιωμένη σε σχέση με το αρχικό φυτό. 
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Τα υπόλοιπα σπέρματα που δεν εκπτύχθηκαν, ανοίχτηκαν προκειμένου να 

παρατηρηθεί η μορφολογία των εμβρύων. Με τη βοήθεια στερεοσκοπίου και οπτικού 
μικροσκοπίου πραγματοποιήθηκε διάρρηξη των σπορίων και φωτογράφηση των 
εμβρύων. Ενδεικτικά αποτελέσματα της παρατήρησης εμφανίζονται στην εικόνα 8.  

 

  
 

 
 
 
 

Η μικροσκοπική παρατήρηση των εμβρύων έδειξε ότι τα περισσότερα έμβρυα 
βρισκόταν στο τελικό στάδιο της εμβρυικής ανάπτυξης (δείγματα 1, 2, 3, 5 και 6), 
όπως φαίνεται στην εικόνα 8. Επίσης σε δύο περιπτώσεις, στα δείγματα 4 και 7, τα 
έμβρυα έμειναν καθηλωμένα στα στάδια τορπίλης και καρδιόσχημο αντίστοιχα. Γίνεται 
φανερό ότι τα έμβρυα χαρακτηρίζονται από ανατομικές παραμορφώσεις που σημαίνει 
ότι τα μηνύματα ανάπτυξης και διαφοροποίησης που έλαβαν τα σπέρματα αυτά κατά 
το σχηματισμό τους δεν ήταν αρκετά προκειμένου να αναπτυχθούν πλήρως και να 
παράγουν ένα ώριμο σπέρμα.      

Αντίθετα με το φυτό 21, το φυτό 10, παρά το δραματικό φαινότυπο που 
παρουσίαζε κατά την ανάπτυξή του, ανταποκρίθηκε καλύτερα στο θερμικό σοκ  και 
από τα άνθη του παράχθηκαν πολύ περισσότερα σπέρματα, τόσο μετά από 
αυτογονιμοποίηση όσο και μετά από ετερογονιμοποίηση. Σπέρματα που προήλθαν από 
αυτογονιμοποίηση έδωσαν 40 φυτά Τ2 γενιάς ενώ 33 φυτά προέκυψαν από σπέρματα 
που ήταν προϊόντα ετερογονιμοποίησης με Col-O γύρη. Ο μεγαλύτερος αριθμός 
απογόνων Τ2 γενιάς από το συγκεκριμένο αρχικό φυτό έβαλε τις βάσεις για 
εκτενέστερη και αναλυτικότερη μελέτη του φαινομένου της εμπλοκής των Hsp90 
γονιδίων κατά την άνθιση. 

Αρχικά, πραγματοποιήθηκε φαινοτυπική παρατήρηση των Τ2 απογόνων τόσο 
σε μακροσκοπικό όσο και σε μικροσκοπικό επίπεδο. Παρακάτω παραθέτονται 
ενδεικτικές φωτογραφίες σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης φυτών που προέκυψαν τόσο  
από αυτο- όσο και από ετερογονιμοποίηση (Εικόνα 9).  

 

Εικόνα 7: Φωτογραφίες απογόνων Τ2 γενιάς του φυτού 21 σε σύγκριση με τον άγριο τύπο. 21a και 21b: 
Απόγονοι που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο MS και προέκυψαν από αυτογονιμοποίηση. 21c, 21d, 
21e, 21f και 21g: Απόγονοι που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο MShyg και προέκυψαν από 
ετερογονιμοποίηση.  Col-O: φυτό αγρίου τύπου. Όλα τα φυτά είναι ηλικίας 32 ημερών εκτός από το 21e 
που είναι 25 ημερών.   

    21a           21b             21c                21d                21e            21f                21g             Col-O 

Εικόνα 8: Ενδεικτικές φωτογραφίες οπτικού μικροσκοπίου εμβρύων Τ2 γενιάς του φυτού 21 σε σχέση 
με τον άγριο τύπο. 1-7: έμβρυα σπερμάτων LFY::HSPRNAi Τ2 γενιάς του φυτού 21. Col-O: έμβρυο 

αγρίου τύπου.   

       1                 2                           3                  4              5                     6             7           Col-O 
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10.102 10.111 

10.141 10.104 

10.1 10.3 

10.8 10.31 

Εικόνα 9: Φωτογραφίες βιολογικού κύκλου φυτών που προήλθαν από αυτό- και ετερογονιμοποίηση 
απογόνων Τ2 γενιάς του φυτού 10. Σε κάθε φυτό το κάθε στάδιο ανάπτυξης αντιστοιχεί σε  ηλικία 20, 30, 
50 και 60 ημερών. Τα φυτά 10.102, 10.104, 10.111 και 10.141 προήλθαν από αυτόγονιμοποίηση ενώ 

τα φυτά 10.1, 10.3, 10.8 και 10.31 προήλθαν από έτερογονιμοποίηση.  
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Η φαινοτυπική παρατήρηση των φυτών της Τ2 γενιάς του φυτού 10 έδειξε τα 
εξής: α) τα φυτά ήταν πιο εύρωστα σε σχέση με το αρχικό φυτό, β) είχαν πιο ομαλό 
αναπτυξιακό κύκλο που ολοκληρωνόταν σε περίπου 80 ημέρες, γ) παρόλο που 
εξακολουθούσαν να εμφανίζονται φυλλοειδείς δομές ή καλλοειδείς κατασκευές, 
εντούτοις σχεδόν όλα τα φυτά παρήγαγαν άνθη, των οποίων ο αριθμός διέφερε  μεταξύ 
των φυτών και δ) σχεδόν όλα τα φυτά παρήγαγαν καρποταξίες με σπέρματα.  Στην 
εικόνα 10 παρουσιάζονται ενδεικτικοί φαινότυποι των ανθικών καταβολών των 
LFY::HSP90RNAi  φυτών Τ2 γενιάς όπως παρατηρήθηκαν με στερεοσκόπιο.  

 
 

 
 
  

 
 
 
 
Μετά τη φαινοτυπική ανάλυση ακολούθησε μοριακή ανάλυση 

αντιπροσωπευτικών φυτών ώστε να μελετηθούν τα επίπεδα των Hsp90 γονιδίων αλλά 
και των γονιδίων της άνθησης που αναλύθηκαν και στην T1 γενιά. Σκοπός της 
ανάλυσης αυτής ήταν η σύγκριση της σχέσης φαινοτύπου/μεταγραφικού προτύπου 
μεταξύ φυτών Τ1 και Τ2 γενιάς. Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκε απομόνωση 
ολικού RNA από 5 ανθικά μεριστώματα από κάθε φυτό, δημιουργία cDNA με χρήση 
της ανάστροφης μεταγραφάσης και στη συνέχεια ακολούθησαν PCR αντιδράσεις για το 
κάθε γονίδιο. Η κανονικοποίηση των δειγμάτων έγινε με τη βοήθεια του 18s γονιδίου. 
Τα αποτελέσματα των PCR αντιδράσεων παρουσιάζονται στην εικόνα 11.  
 

 

Εικόνα 10: Φωτογραφίες ενδεικτικών φαινοτύπων που παρατηρούνται στους απογόνους της Τ2 γενιάς του 
φυτού 10. α) Ολα τα φυτά της Τ2 γενιάς παρήγαγαν λειτουργικές ταξιανθίες σε κυμαινόμενα ποσοστά 
μεταξύ των φυτών. β και γ) όλα τα φυτά εμφάνιζαν αδιαφοροποίητες δομές στις ανθικές καταβολές, 
φυλλοειδείς κατασκευές και έκπτυξη βλαστών, χαρακτηριστικά των πρωταρχικών μετασχηματισμένων 

φυτών.     

α β γ 

Εικόνα 11: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 
1% των PCR προϊόντων της μελέτης των 
επιπέδων έκφρασης των Hsp90 γονιδίων 

και γονιδίων-κλειδιών της άνθησης σε 
ολικό RNA απομωνομένο από 5 ανθικά  
μεριστώματα LFY::HSP90RNAi φυτών Τ2 
γενιάς και  αγρίου τύπου Col-O. Τα 

δείγματα p10.111, p10.125, p10.10 και 
p10.17 προέρχονται από τους αντίστοιχους 
απογόνους του φυτού 10, ενώ το δείγμα 
p21.g προέρχεται από τον αντίστοιχο 

απόγονο του φυτού 21.  
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Η έκφραση των Hsp90 γονιδίων ήταν μη ανιχνεύσιμη στην πλειονότητα 
των δειγμάτων και παρουσίασε το ίδιο πρότυπο έκφρασης όπως και στην Τ1 γενιά. Και 
στην Τ2 γενιά τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Soc1 κυμαίνονταν σε σχεδόν 
φυσιολογικά επίπεδα στα ανθικά μεριστώματα των φυτών που αναλύθηκαν. 

 Ουσιαστική ποσοτική μεταβολή παρατηρήθηκε και στο επίπεδο έκφρασης 
του mRNA του Agl24 γονίδιου Μειωμένο αλλά ανιχνεύσιμο πρότυπο και το, ενώ για τα 
υπόλοιπα γονίδια της άνθισης ανιχνεύθηκανδραματικά μειωμένα επίπεδα έκφρασης.   
 
 

3.γ. Φαινοτυπική και μοριακή ανάλυση των LFY::HSP90RNAi 

φυτών Τ3 γενιάς  
 
 

Παρατηρώντας τα αρχικά μετασχηματισμένα φυτά της Τ1 γενιάς και τους 
απογόνους της Τ2 γενιάς διακρίνεται μια σημαντική διαφορά. Όλα τα αρχικά 

LFY::HSP90RNAi  φυτά ήταν ανίκανα να παράγουν άνθη, ακόμα και αν είχαν μεταβεί 
στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης σε φυσιολογικές συνθήκες.  Εντελώς αντίθετο 
φαινότυπο παρουσίασαν οι απόγονοι των φυτών αυτών. Σχεδόν όλα τα φυτά της Τ2 
γενιάς παρήγαγαν άνθη ενώ αναπτύσσονταν σε φυσιολογικές συνθήκες αλλά επίσης 
και ο βιολογικός τους κύκλος προσομοίαζε πολύ τον άγριο τύπο. Η διαφορετικότητα 
αυτή μεταξύ των δύο γενιών τόνισε ακόμα περισσότερο την ανάγκη μελέτης του 
μηχανισμού της άνθισης.  

Είναι γνωστό ότι τα φυτά για να εξασφαλίσουν τη διαιώνιση του είδους τους 
μέσω της άνθισης και της καρποφορίας, έχουν κατασκευάσει ένα πολύπλοκο 
βιοχημικό δίκτυο. Το δίκτυο αυτό αποτελείται από τέσσερα κύρια μονοπάτια που 
οδηγούν στην άνθιση αλλά και πολλά παρακλάδια που ανάλογα με τις συνθήκες 
ανάπτυξης παρέχουν τη δυνατότητα στα φυτά να προσαρμόζονται στις εκάστοτε 
συνθήκες και να ανθίζουν. Επίσης, ανάλογα με τις συνθήκες ανάπτυξης  τροποποιείται 
η ιεράρχηση των μονοπατιών αυτών ώστε τα φυτά να μπορούν να αξιοποιούν στο 
μέγιστο τα σινιάλα που θα τα οδηγήσουν στην άνθιση. Όταν τα φυτά αναπτύσσονται σε 
συνθήκες μεγάλης ημέρας κυριαρχεί το μονοπάτι της φωτοπεριόδου, ακολουθεί το 
αυτόνομο, μετά του γιββερελλινικού οξέος και τελευταίο έρχεται το μονοπάτι της 
εαρινοποίησης. Αντίθετα, σε συνθήκες μικρής ημέρας κυριαρχεί το μονοπάτι του 
γιββερελλινικού οξέος, ακολουθεί της φωτοπεριόδου, μετά το αυτόνομο και τέλος της 
εαρινοποίησης. Η τοποθέτηση των LFY::HSP90RNAi φυτών σε συνθήκες μεγάλης και 
μικρής ημέρας μπορεί να δείξει την ιεράρχηση των μονοπατιών που επικρατεί σε κάθε 
συνθήκη, αν αποκλίνει από τον άγριο τύπο και πιο μονοπάτι είναι λειτουργικό ή μη. 
Οι μοριακές αναλύσεις που έχουν πραγματοποιηθεί μέχρι στιγμής στην Τ1 αλλά και 
στην Τ2 γενιά δείχνουν ότι είτε τα φυτά ανθίζουν είτε δεν ανθίζουν, τα γονίδια στα 
οποία συγκλίνουν τα σινιάλα και από τα τέσσερα μονοπάτια της άνθισης 
υπολειτουργούν σε πολύ μεγάλο βαθμό.    

Μετά την ολοκλήρωση του βιολογικού κύκλου των φυτών της Τ2 γενιάς, 
συλλέχθηκαν ανεξάρτητα τα σπέρματα από κάθε φυτό που άνθισε.  Από τις ομάδες των 
σπερμάτων της Τ3 γενιάς, επιλέχθηκαν εκείνες των οποίων τα αρχικά φυτά καλύπτουν 

όλο το εύρος των αντιπροσωπευτικών φαινοτύπων που παρατηρήθηκαν στην Τ2. Τα 
φυτά που επιλέχτηκαν ανήκουν στις ομάδες 10.1, 10.3, 10.8, 10.31, 10.104, 10.111 
και 10.141. Δηλαδή, ενώ, παραδείγματος χάρην, το φυτό 10.1 αντιπροσωπεύει ένα 
ανεξάρτητο φυτό της Τ2 γενιάς, στην Τ3 γενιά η συλλογή των δειγμάτων 
πραγματοποιήθηκε από αρκετούς απογόνους του φυτού αυτού. Για το λόγο αυτό 
χαρακτηρίζονται ομάδες φυτών. Οι στόχοι της επιλογής των ομάδων αυτών ήταν 1) η 
μελέτη του ρόλου της φωτοπεριόδου στην ικανότητα άνθισης των LFY::HSP90RNAi 
φυτών και 2) η παρατήρηση διατήρησης της πλαστικότητας των φαινοτύπων και στην 
επόμενη γενιά. Από τη στιγμή που οι ομάδες των φυτών αυτών αντιπροσωπεύουν το 
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σύνολο των φυτών των LFY::HSP90RNAi φυτών, μελέτη της ικανότητας άνθισης των 
φυτών αυτών θα δώσει σημαντικά αποτελέσματα για το πως τα Hsp90 γονίδια έχουν 
επηράσει το μηχανισμό της άνθισης. Προκειμένου να μελετηθεί η άνθιση 
διενεργήθηκαν 3 πειράματα: Πρώτον, ανάπτυξη των σπερμάτων σε συνθήκες μεγάλης 
ημέρας ώστε να παρατηρηθεί αν επαναλαμβάνονται οι φαινότυποι που 
παρατηρήθηκαν στην Τ2 γενιά. Δεύτερον, επανάληψη του πρώτου πειράματος ώστε να 
μετρηθεί η ικανότητα άνθισης των φυτών μέσο της μέτρησης ορισμένων δεικτών της 
άνθισης. Τρίτον, επανάληψη του δεύτερου πειράματος σε συνθήκες μικρής ημέρας 
ώστε να μετρηθεί και πάλι η ικανότητα άνθισης των φυτών.  

 
 

3.γ.1. Φαινοτυπική παρατήρηση της Τ3 γενιάς  
 
 

Όπως αναφέρθηκε, οι ομάδες φυτών της Τ2 γενιάς που επιλέχτηκαν ώστε να 
γίνει η φαινοτυπική μελέτη ήταν οι 10.1, 10.3, 10.8, 10.31, 10.104, 10.111 και 

10.141. Για το σκοπό αυτό, τα σπέρματα των ομάδων αυτών τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 
με κατάλληλο θρεπτικό μέσο MShyg30 και στη συνέχεια, αφού πραγματοποιήθηκε η 
επιλογή για τα μετασχηματισμένα φυτά, μεταφυτεύθηκαν σε γλαστράκια με χώμα. 
Καθ’ όλη τη διάρκεια της ανάπτυξή τους τα φυτά αναπτύσσονταν σε συνθήκες μεγάλης 
ημέρας. Στην εικόνα 12 παραθέτονται ενδεικτικές φωτογραφίες φυτών της κάθε 
ομάδας.  

 
 

  
 

  
 

10.8 10.31 

10.1 10.3 
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Τα Τ3 φυτά της κάθε σειράς ήταν αρκετά εύρωστα, είχαν παρόμοιο 
αναπτυξιακό κύκλο με τα αρχικά φυτά και άνθιζαν καθώς αναπτύσσονταν σε 
φυσιολογικές συνθήκες. Ένα πολύ σημαντικό χαρακτηριστικό της κάθε ομάδας που 
μελετήθηκε ήταν το γεγονός ότι μέσα στο σύνολο του πληθυσμού δεν παρατηρούνταν 
αποκλειστικά οι φαινότυποι των αρχικών φυτών, αλλά το σύνολο των φαινοτύπων που 
εκδηλώθηκαν τόσο στην Τ2 όσο και στην Τ1 γενιά. Για παράδειγμα,  η παρατήρηση 
της ομάδας φυτών 10.111 δείχνει ότι μέσα στον πληθυσμό υπάρχουν φυτά που δεν 
ανθίζουν καθόλου και μένουν καθηλωμένα στο στάδιο της ροζέτας, φυτά που 
εκπτύσσουν ανθοφόρο βλαστό αλλά δεν παράγουν άνθη και φυτά που εκπτύσσουν 
ανθοφόρο βλαστό που παράγει άνθη αλλά και καλλοειδείς/φυλλοειδείς σχηματισμούς 
όπως έχουν ήδη παρατηρηθεί στις ανθικές καταβολές.  Το αρχικό 10.111 φυτό 
χαρακτηρίζεται ως εύρωστο με έκπτυξη ανθοφόρου βλαστού και παραγωγή τόσο 
ανθέων όσο και άλλων φυλλοειδών σχηματσμών και καλλοειδών δομών. Όπως γίνεται 
αντιληπτό, η προέλευση των φυτών της Τ3 γενιάς δεν επηρεάζει το φαινοτυπικό 
αποτέλεσμα. Δηλαδή, ανεξάρτητα από το φαινότυπο που παρουσίασε το κάθε φυτό της 
Τ2 γενιάς χωριστά, οι απόγονοί του παρουσίασαν όλο το φαινοτυπίκο εύρος που 
παρατηρήθηκε στην Τ2 γενιά. Επίσης, αυτή η φαινοτυπική επανάληψη που 
παρατηρείται μέσα στον πληθυσμό της Τ3 γενιάς επιτρέπει τη συνολική παρατήρηση 
του φαινομένου ως ένα γεγονός χωρίς να απαιτείται διάσπαση σε επιμέρους 
κατηγορίες.  

 

 
3.γ.2. Πείραμα επίδρασης φωτοπεριόδου μεγάλης ημέρας 

 
 
Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, ως άνθιση ορίζεται η έκπτυξη κεντρικού 

ανθοφόρου βλαστού που σηματοδοτεί τη μετάβαση από το βλαστικό στο 
αναπαραγωγικό στάδιο ανάπτυξης (Sangster et al., 2007). Ειδικά στο Arabidopsis, 
καθώς το φυτό αναπτύσσεται και παράγει φύλλα ροζέτας βρίσκεται στη βλαστική φάση, 
ενώ μόλις εκπτύξει ανθοφόρο βλαστό εισέρχεται στην αναπαραγωγική φάση και κατ’ 

Εικόνα 12: Ενδεικτικές φωτογραφίες 
LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 γενιάς για κάθε ομάδα 
φυτών που μελετήθηκε φαινοτυπικά. Κάθε ομάδα 
στην οποία έγινε φαινοτυπική ανάλυση 
παρατηρήθηκαν τα εξής: α) οι απόγονοι της Τ3 

γενιάς παρουσιάζουν παρόμοιο φαινότυπο με το 
πατρικό φυτό, β) έχουν παρόμοιο βιολογικό κύκλο 
ανάπτυξης, γ) μέσα στον πληθυσμό των φυτών της 
κάθε σειράς εμφανίζονται και οι υπόλοιποι 
φαινότυποι που έχουν παρατηρηθεί τόσο στην Τ2 
όσο και στην Τ1 γενιά, όμως όλα τα φυτά έδωσαν 

σπέρματα.   

10.104 10.111 

10.141 
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επέκταση στην άνθιση. Οι τρόποι με τους οποίους μπορούμε να μετρήσουμε την 
άνθιση είναι δυο: α) μετρώντας τον αριθμό φύλλων ροζέτας κατά την έκπτυξη του 
ανθοφόρου βλαστού και β) μετρώντας το συνολικό αριθμό φύλλων κατά την εμφάνιση 
του πρώτου ανοιχτού άνθους. Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε και μια 
επιπλέον παράμετρος που αφορούσε την ηλικία των φυτών κατά την εμφάνιση του 
πρώτου ανοιχτού άνθους. Η παράμετρος αυτή χρησιμοποιήθηκε γιατί παρατηρήθηκε 
ότι τα άνθη στα LFY::HSP90RNAi φυτά παρουσιάζουν μεγάλη υστέρηση από την 
εμφάνιση των κλειστών ανθέων μέχρι το άνοιγμά τους. Τα αποτελέσματα των 
μετρήσεων παρουσιάζονται στους πίνακες που ακολουθούν.  

 
 

 
 

 
 

Πίνακας 1: Αποτελέσματα 
μέτρησης της άνθισης σε 
συνθήκες μεγάλης ημέρας. 
Γράφημα μέσου όρου αριθμού 
φύλλων ροζέτας για κάθε ομάδα 
LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 

γενιάς και αγρίου τύπου κατά την 
έκπτυξη του ανθοφόρου βλαστού. 
Σε κάθε ομάδα το 100% των 
φυτών που μετρήθηκε έκπτυξε 
ανθοφόρο βλαστό, οπότε τα 
αποτελέσματα περιλαμβάνουν 

όλα τα φυτά που αναπτύχθηκαν.    

Πίνακας 2: Αποτελέσματα 
μέτρησης της άνθισης σε 
συνθήκες μεγάλης ημέρας. 
Γράφημα μέσου όρου αριθμού 
φύλλων ανθοφόρου βλαστού κατά 
την εμφάνιση του 1ου ανοιχτού 
άνθους για κάθε ομάδα 
LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 
γενιάς και αγρίου τύπου. Τα 
αποτελέσματα περιλαμβάνουν 

μόνο τα φυτά της κάθε ομάδας 
που παρήγαγαν άνθη και δεν 
αντιπροσωπεύουν τον συνολικό 
αριθμό των φυτών που 
αναπτύχθηκε. Αναλυτικά τα 
ποσοστά των φυτών που 
παρήγαγαν άνθη σε κάθε ομάδα 
που περιλαμβάνεται στον πίνακα 
είναι τα εξής: Col-O 100%, 10.1 
100%, 10.3 75%, 10.8 100%, 
10.31 52%, 10.104 80%, 10.111 

48%, 10.141 66%.  

Πίνακας 1 

Πίνακας 2 
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Τα φυτά  της κάθε ομάδας LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 γενιάς και αγρίου 

τύπου αναπτύχθηκαν κάτω από συνθήκες μεγάλης ημέρας (LD, 16 h φως/8 h 
σκοτάδι). Τα δεδομένα αποτελούν το ΜΟ μετρήσεων  από δεκαεπτά φυτά. 

Προκειμένου να μελετήσουμε τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των φυτών, 
πραγματοποιήθηκαν  ανά τακτά χρονικά διαστήματα μετρήσεις όσον αφορά  την 
ηλικία στην οποία τα φυτά εμφανίζουν κεντρικό βλαστό καθώς επίσης και την ηλικία 
στην οποία εμφανίζουν το πρώτο τους άνθος. Επίσης, έγινε και καταμέτρηση των 
φύλλων ροζέτας και βλαστού των φυτών κατά τα δύο παραπάνω στάδια. Παράλληλα με 
τα μετασχηματισμένα φυτά, αντίστοιχες μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν και για τα 
φυτά αγρίου τύπου τα οποία χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες. 

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων της άνθισης σε συνθήκες μεγάλης ημέρας 
υποδεικνύουν τα εξής:  
α) Όλες οι ομάδες φυτών εκτός από την 10.141 μεταβαίνουν στην αναπαραγωγική 
φάση καθυστερημένα σε σχέση με τον άγριο τύπο αφού παράγουν μεγαλύτερο αριθμό 
φύλλων ροζέτας: ο άγριος τύπος Col παράγει 9+/-1 φύλλα ροζέτας, το 10.1 12+/-2 φύλλα, 
το 10.3 11+/-3 φύλλα, το 10.8 11+/-2 φύλλα, το 10.31 12+/-4 φύλλα, το 10.104 11+/-3 
φύλλα, το 10.111 14+/-4 φύλλα και το 10.141 9+/-2 φύλλα ροζέτας. Φαίνεται λοιπόν ότι, 
κατά κανόνα, σε συνθήκες μεγάλης ημέρας τα LFY::HSP90RNAi φυτά παρουσιάζουν 
υστέρηση ως προς το χρόνο άνθισης.  
β) Υπάρχει σημαντική καθυστέρηση των LFY::HSP90RNAi φυτών ως προς την 
εμφάνιση του 1ου ανοιχτού άνθους, σε όσα φυτά βέβαια καταφέρνουν να παράγουν 
άνθη. Ενώ ο άγριος τύπος παράγει 2+/-1 φύλλα στον ανθοφόρο βλαστό κατά την 
εμφάνιση του 1ου ανοιχτού άνθους, στις LFY::HSP90RNAi ομάδες ισχύουν τα εξής: για 
το 10.1 10+/-2 φύλλα, το 10.3 22+/-6 φύλλα, το 10.8 11+/-2 φύλλα, το 10.31 18+/-4 
φύλλα, το 10.104 13+/-5 φύλλα, το 10.111 16+/-1 φύλλα και το 10.141 10+/-3 φύλλα. 
Επίσης αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι τα νούμερα αυτά αντιπροσωπεύουν το 
ποσοστό των φυτών το οποίο άνθισε. Τα φυτά αργίου τύπου Col-O ανθισαν σε ποσοστό 
100% η ομάδα 10.1 σε ποσοστό 100%, η 10.3 σε 75%, η 10.8 σε 100%, η 10.31 σε  
52%, η 10.104 σε 80%, η 10.111 σε 48%, η 10.141 σε ποσοστό 66%. Παρόλο που 
όλα τα φυτά κατάφεραν να περάσουν στην αναπαραγωγική φάση και να παράγουν 
ανθόφορο βλαστό, εντούτοις δεν κατάφεραν όλα τα φυτά να παράγουν λειτουργικά 
άνθη.  
γ) Τα LFY::HSP90RNAi φυτά καθυστερούν να παράγουν άνθη ακόμα και αν η μέτρηση 
λάβει υπόψην τον αριθμό ημερών που απαιτείται για την εμφάνιση του 1ου άνθους. 
Ενώ ο άγριος τύπος Col-Ο χρειάζεται περίπου 29+/-1 μέρες για να ανοίξει το 1ο άνθος, 
η ομάδα 10.1 χρειάζεται 31+/-1 μέρες, η 10.3 32+/-2 μέρες, η 10.8 32+/-1 μέρες, η 
10.31 35+/-2 μέρες, η 10.104 32+/-2 μέρες, η 10.111 31+/-2 μέρες και η 10.141 35+/-2 

Πίνακας 3:  Αποτελέσματα 
μέτρησης της άνθισης σε 
συνθήκες μεγάλης ημέρας. 
Γράφημα μέσου όρου ηλικίας σε 
ημέρες κάθε ομάδας 
LFY::HSP90RNAi φυτών T3 
γενιάς και αγρίου τύπου κατά 
την εμφάνιση του 1ου ανοιχτού 
άνθους. Στις μετρήσεις 
περιλαμβάνονται τα αντίστοιχα 
φυτά που μετρήθηκαν και στον 

Πίνακα 2.  

Πίνακας 3 
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μέρες. Και σε αυτή την περίπτωση τα αποτελέσματα στηρίχθηκαν στα φυτά που 
κατάφεραν να παράγουν λειτουργικά άνθη.  

  Τα αποτελέσματα των μετρήσεων σε συνθήκες μεγάλης ημέρας δείχνουν ότι 
τα LFY::HSP90RNAi φυτά καθυστερούν σημαντικά όχι μόνο να μπουν στην 
αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης αλλά ακόμα περισσότερο στο σχηματισμό 
λειτουργικών ανθέων στο φυσιολογικό χρονικό περιθώριο που δίνεται από τη στιγμή 
της μετάβασης. Τα δεδομένα αυτά συγκλίνουν στο συμπέρασμα ότι το μονοπάτι 
μεγάλης ημέρας, που είναι το κυρίαρχο μονοπάτι σε αυτές τις συνθήκες ανάπτυξης 
είτε υπολειτουργεί και γι’αυτό υπάρχει αυτή η μεγάλη καθυστέρηση της άνθισης  
καθώς αυτή μπορεί ναεπάγεται απόλειτουργία των υπολοίπων μονοπατιών ή άλλων 
εναλλακτικών δρόμων.  

 
 

3.γ.3. Πείραμα επίδρασης φωτοπεριόδου μικρής ημέρας  
 
 

Όπως έχει αναφερθεί, σε συνθήκες μικρής ημέρας αλλάζει η ιεράρχηση των 
μονοπατιών της άνθισης και κυρίαρχο ρόλο λαμβάνει το μονοπάτι του γιβερρελινικού 
οξέος (GA). Η τοποθέτηση των φυτών στις συνθήκες αυτές μπορεί δείξει αν και σε πιο 
βαθμό έχει επηρεαστεί το συγκεκριμένο μονοπάτι από την έλλειψη των HSP90 
πρωτεϊνών στα LFY::HSP90RNAi φυτά. Για το πείραμα μικρής ημέρας 
πραγματοποιήθηκε η ίδια σειρά μετρήσεων όπως και στο προηγούμενο πείραμα, με τη 
μόνη διαφορά ότι τα φυτά τοποθετήθηκαν σε θάλαμο ανάπτυξης σε συνθήκες μικρής 
ημέρας. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, δεν αρκεί μόνο να μειωθεί ο αριθμός των φωτό-
ωρών στα φυτά αλλά πρέπει να μειωθεί και η ποιότητα του φωτός που δέχονται, 
δηλαδή η ένταση του φωτός ώστε να δημιουργηθούν συνθήκες μικρής ημέρας. Για το 
σκοπό αυτό, ο θάλαμος προγραμματίστηκε σε 8 ώρες φως/16 ώρες σκοτάδι με ένταση 
φωτός μεταξύ 70-90 PAR (Photosyntheticaly Active Radiation, μA/m2/sec). Η 
διακύμανση της έντασης του φωτός υπάρχει λόγω της διακύμανσης της απόστασης των 
φυτών από τις λάμπες φωτισμού. Τα αποτελέσματα των μετρήσεων παρουσιάζονται 
στους παρακάτω πίνακες.       

 
 

 
 
 
κατάφεραν να ανθίσουν Αναλυτικά τα ποσοστά της κάθε ομάδας που περιλαμβάνονται στον πίνακα είναι 
τα εξής: Col 100%, 10.1 100%, 10.3 100%, 10.8 100%, 10.31 100%, 10.104 86%, 10.111 78%, 10.141 
100%. 

 

Πίνακας 4: Αποτελέσματα 
μετρήσεων της άνθισης σε 
συνθήκες μικρής ημέρας. 
Γράφημα μέσου όρου αριθμού 
φύλλων ροζέτας για κάθε 
ομάδα LFY::HSP90RNAi 
φυτών Τ3 γενιάς και αγρίου 
τύπου κατά την έκπτυξη του 

ανθοφόρου βλαστού. Τα 
αποτελέσματα περιλαμβάνουν 
μόνο τα φυτά της κάθε ομάδας 
που έκπτυξαν ανθοφόρο 
βλαστό και δεν 
αντιπροσωπεύουν τον 

συνολικό αριθμό των φυτών 
που μετρήθηκε. Δηλαδή 
υπήρχαν φυτά που 
καθυστέρησαν να ανθίσουν 

και    φυτά    που    ποτέ    δεν  

Πίνακας 4 
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Μελετώντας τα αποτελέσματα της μέτρησης της άνθισης σε συνθήκες μικρής 
ημέρας προέκυψαν τα εξής αποτελέσματα: 
α) Οι σειρές που μελετήθηκαν φαίνεται να εκπτύσσουν ανθοφόρο βλαστό παρόμοια ή 
και νωρίτερα από τον άγριο τύπο με εξαίρεση τη σειρά 10.111 που καθυστερεί 
εξαιρετικά. Σε συνθήκες μικρής ημέρας ο άγριος τύπος Col εκπτύσσει ανθοφόρο 
βλαστό στα 18+/-7 φύλλα ροζέτας και τα LFY::HSP90RNAi φυτά: για την ομάδα του 
10.1 είναι 13+/-2 φύλλα, την 10.3 είναι 20+/-7 φύλλα, την 10.8  είναι 15+/-6 φύλλα, την 
10.31 είναι 17+/-3 φύλλα, την 10.104 είναι 20+/-6 φύλλα, την 10.111 είναι 32+/-9 φύλλα 
και την 10.141 είναι 21+/-6 φύλλα ροζέτας. Τα νούμερα αντιπροσωπεύουν τις ομάδες 
των φυτών που εμφάνισαν ανθοφόρο βλαστό, καθώς για τις ομάδες 10.104 και 10.111 
υπάρχει ένα ποσοστό, 14 και 22% αντίστοιχα, που παρέμεινε καθηλωμένο στη 
βλαστική φάση ανάπτυξης. Και σε αυτές τις μετρήσεις φαίνεται ότι υπάρχει 
διαβάθμιση στην έκπτυξη του κεντρικού ανθοφόρου (IM) που κυμαίνεται από τον 
άγριο τύπο μέχρι καθήλωση στη βλαστική φάση ανάπτυξης. Η καθήλωση στη βλαστική 

φάση ανάπτυξης δείχνει ότι το μονοπάτι που είναι υπεύθυνο για τη προώθηση των 
μηνυμάτων της άνθισης αδυνατεί παντελώς να ολοκληρώσει τη διαδικασία της άνθισης. 
Δηλαδή σε αυτή την περίπτωση το GA μονοπάτι είναι πλήρως απενεργοποιημένο.  
β) Η μέτρηση της δεύτερης παραμέτρου της άνθισης παρουσίασε μεγάλο ενδιαφέρον. 
Ο άγριος τύπος Col-O παράγει 35+/-9 φύλλα στον κεντρικό βλαστό μέχρι την εμφάνιση 
του 1ου ανοιχτού άνθους και στις συνθήκες μικρής ημέρας όλα τα φυτά αγρίου τύπου 
παρήγαγαν άνθη. Αντίθετα ήταν τα αποτελέσματα για τα LFY::HSP90RNAi  φυτά. Εκτός 
από δύο ομάδες φυτών, τη 10.8 και τη 10.141 που άνθισαν περίπου παρόμοια με το 
Col-O και παρουσίασαν 32+/-7 και 31+/-9 φύλλα βλαστού αντίστοιχα, οι υπόλοιπες 

Πίνακας 5: Αποτελέσματα 
μετρήσεων της άνθισης σε 
συνθήκες μικρής ημέρας. 
Γράφημα μέσου όρου αριθμού 
φύλλων κεντρικού βλαστού 
κατά την εμφάνιση του 1ου 
ανοιχτού άνθους για κάθε 

ομάδα LFY::HSP90RNAi φυτών 
Τ3 γενιάς και αγρίου τύπου. Τα 
αποτελέσματα περιλαμβάνουν 
μόνο τα φυτά της κάθε ομάδας 
που παρήγαγαν άνθη και δεν 
αντιπροσωπεύουν τον συνολικό 
αριθμό των φυτών που 
μετρήθηκε. Αναλυτικά τα 
ποσοστά της κάθε ομάδας που 
παρήγαγε άνθη είναι τα εξής: 
Col 100%, 10.1 74%, 10.3 
25%, 10.8 100%, 10.31 47%, 

10.104 54%, 10.111 0%, 

10.141 100%.  

Πίνακας 6: Αποτελέσματα 
μετρήσεων της άνθισης σε 
συνθήκες μικρής ημέρας. 
Γράφημα μέσου όρου ηλικίας 
σε ημέρες κάθε ομάδας 
LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 
γενιάς και αγρίου τύπου κατά 
την εμφάνιση του 1ου ανοιχτού 
άνθους. Στις μετρήσεις 
περιλαμβάνονται τα αντίστοιχα 
φυτά  που μετρήθηκαν στον 

Πίνακα 5.  

Πίνακας 5 

Πίνακας 6 
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ομάδες παρουσίασαν σημαντικά προβλήματα. Η ομάδα 10.1 άνθισε σε ποσοστό 75% 
παράγοντας  επιπλέον 30+/-10 φύλλα σε σχέση με το Col-O, η 10.3 άνθισε σε ποσοστό 
25% παράγοντας  επιπλέον 31+/-13 φύλλα σε σχέση με το Col-O, η 10.31 άνθισε σε 
ποσοστό 47% παράγοντας  επιπλέον 22+/-10 φύλλα σε σχέση με το Col-O, η 10.104 σε 
ποσοστό 54% παράγοντας 40+/-10 φύλλα βλαστού και η ομάδα 10.111 δεν κατάφερε να 
παράγει κανένα άνθος. Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι  αν και τα 
LFY::HSP90RNAi φυτά στο σύνολό τους καταφέρνουν να μεταβούν στο αναπαραγωγικό 
στάδιο ανάτπυξης, αντιμετωπίζουν σοβαρά προβλήματα όσον αφορά τη διαδικασία 
σχηματισμού ανθέων. Δύο μπορεί να είναι οι πιθανές αιτίες της έλλειψης σχηματισμού 
άνθους. Είτε σχηματίζεται κεντρικός ανθοφόρος, ο οποίος όμως είναι ανίκανος να 
παράγει ανθικό μερίστωμα, είτε ακόμη και να αποκτούν τα μεριστώματα ανθική 
ταυτότητα  μπορεί στη συνέχεια να λαμβάνει χώρα καταστολή της ανθικής 
διαφοροποίησης. 
γ) Επίσης, οι μετρήσεις του μέσου όρου των ηλικιών των φυτών των σειρών σε σχέση με 
τον άγριο τύπο δείχνει ότι τα φυτά καθυστερούν με μεγάλη διαφορά ημερών να 
παράγουν το 1ο ανοιχτό άνθος το οποίο ισχύει για όλες τις ομάδες εκτός της 10.141 

και της 10.111 που δεν άνθισε ποτέ. Ενώ το Col-O χρειάζεται περίπου 73+/-14 μέρες, η 
10.1 χρειάζεται 116+/-20 μέρες, η 10.3  χρειάζεται 97+/-12 μέρες, η 10.8 χρειάζεται 98+/-

19 μέρες, η 10.31 χρειάζεται 96+/-29 μέρες, η 10.104 98+/-18 μέρες και η 10.141 
χρειάζεται 72+/-15 μέρες που είναι και το μοναδικό που ανταποκρίνεται στα επίπεδα 
του αγρίου τύπου. 

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων σε συνθήκες μικρής ημέρας υποδεικνύουν 
ότι παρόλο που τα LFY::HSP90RNAi φυτά έχουν την ικανότητα να μεταβούν στην 
αναπαραγωγική φάση, εντούτις καθυστερούν δραματικά ως και ολοκληρωτικά να 
σχηματίσουν άνθη. Από τη στιγμή που σε αυτές τις συνθήκες ανάπτυξης κυρίαρχο 
ρόλο διαδραματίζει το μονοπάτι του γιββερελλινικού οξέος, τα δεδομένα δείχνουν ότι 
το μονοπάτι αυτό στο σύνολο των φυτών όχι μόνο έχει τρομερά μειωμένη 
δραστηριότητα αλλά δεν αντικαθίσταται κιόλας από κάποιο εναλλακτικό ή κυρίαρχο 
δρόμο αφού τα φυτά παράγουν τόσο δραματικά αποτελέσματα.  
 
 
3.γ.4. Μοριακή ανάλυση Τ3 γενιάς  
 
 

Παράλληλα με τη φαινοτυπική παρατήρηση, μελετήθηκαν τα επίπεδα 
έκφρασης ορισμένων γονιδίων της άνθισης σε τρεις διαφορετικούς ιστούς, από φυτά 
που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης ημέρας. Χρησιμοποιήθηκαν ολόκληρα φυτά 
19 ημερών από κάθε ομάδα LFY::HSP90RNAi  φυτών, βλαστικά μεριστώματα φυτών 
ηλικίας 24 ημερών και ανθικά μεριστώματα φυτών ηλικίας 34 ημερών. Η 
δειγματοληψία περιελάμβανε 5 μικρά φυτά για τα δείγματα των 19 ημερών και 10 
μεριστώματα για τα δείγματα των 24 και 34 ημερών. Οι ομάδες που επιλέχτηκαν ήταν 
οι 10.1, 10.8 και 10.141 αφού αντιπροσωπεύουν το σύνολο των φυτών που 
μελετούνται. Η μοριακή ανάλυση ξεκίνησε από μελέτη γονιδίων που εμπλέκονται στη 
διαδικασία της άνθισης. Τα αποτελέσματα των PCR αντιδράσεων παρουσιάζονται στις 
εικόνες 13α, 13β και 13γ.  

Τα αποτελέσματα της μελέτης των επιπέδων της έκφρασης γονιδίων της 
άνθισης στα φυτά 19 ημερών έδειξε ότι η πλειονότητα των γονιδίων που μελετήθηκε 
εκφράζεται κανονικά στα LFY::HSP90RNAi φυτά σε σχέση με τον άγριο τύπο Col-O. 
Μελετήθηκαν γονίδια και από τα τρία βασικά μονοπάτια της άνθισης, τα οποία δεν 
παρουσίασαν σημαντικές διαφορές τόσο μεταξύ των LFY::HSP90RNAi φυτών όσο και σε 
σχέση με τον άγριο τύπο. Σημαντικές διαφορές στα  επίπεδα έκφρασης  παρουσίασαν  
μόνο τα  Agl24 και GA2ox2 γονίδια,  τα  οποία  παρουσίασαν αυξημένα 
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 Col     10.1     10.8    10.141 

Col   10.3   10.8  10.28  10.102 10.104 10.141 

Εικόνα 13α: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1% των 
προϊόντων PCR αντιδράσεων για τη μελέτη της έκφρασης 
γονιδίων της άνθισης σε ολικό RNA που απομονώθηκε από 
σύμπτυξη 5 φυτών ηλικίας 19 ημερών για κάθε 

LFY::HSP90RNAi ομάδα Τ3 γενιάς και τον άγριο τύπο. Τα 
γονίδια που μελετήθηκαν είναι: Hsp90: τα 4 
κυτταροπλασματικά γονίδια, Ft (AT1G65480), Soc1 και 
Agl24: κομβικά γονίδια των μονοπατιών της άνθισης, Lfy: 
γονίδο μεριστωματικής ταυτότητας, Fd (At4g35900), Ful 
(At5g60910), Stm (At1g62360), Tfl1 (At5g03840): γονίδια 
που εκφράζονται κατά το μονοπάτι μεγάλης ημέρας, Flc 

(At5g10140), Fca: γονίδια που εκφράζονται στο αυτόνομο 
μονοπάτι, Ga2ox2 (At1g30040), Ga3ox1 (At1g15550): 
γονίδια του μονοπατιού του γιββερελλινικού οξέος. Η 
κανονικοποίηση των δειγμάτων έγινε με χρήση του γονιδίου 
18s που κωδικοποιεί για την 18S υπομονάδα του 
ριβοσώματος. Το δείγμα Col-O αντιστοιχεί στον άγριο τύπο, 
ενώ τα δείγματα 10.1, 10.8 και 10.141 σε τρεις διαφορετικές 

ομάδες LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 γενιάς. 

Εικόνα 13β: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 
1% των προϊόντων PCR αντιδράσεων για τη 
μελέτη της έκφρασης γονιδίων της άνθισης 
σε ολικό RNA που απομονώθηκε από 
σύμπτηξη 10 βλαστικών μεριστωμάτων για 
κάθε LFY::HSP90RNAi ομάδα και τον άγριο 
τύπο. Τα γονίδια που μελετήθηκαν είναι: 
Hsp90: τα 4 κυτταροπλασματικά γονίδια, 
Soc1 και Agl24: κομβικά γονίδια των 
μονοπατιών της άνθισης, Lfy: γονίδο 

μεριστωματικής ταυτότητας, Fd, Ful, Stm: 
γονίδια που εκφράζονται κατά το μονοπάτι 
μεγάλης ημέρας, Ga2ox2, Ga3ox1: γονίδια 
του μονοπατιού του γιββερελλινικού οξέος. 
Το δείγμα Col-Ο αντιστοιχεί στον άγριο 
τύπο, ενώ τα δείγματα 10.3, 10.8, 10.28, 
10.102, 10.104 και 10.141 σε έξι 

διαφορετικές ομάδες LFY::HSP90RNAi 

φυτών Τ3 γενιάς. 

επίπεδα έκφρασης στα LFY::HSP90RNAi φυτά σε 
σχέση με τον άγριο τύπο. Το Agl24 αποτελεί 
κομβικό γονίδιο του μηχανισμού της άνθισης και το 
GA2ox2 αποτελεί κύριο γονίδιο του αναβολισμού 
του γιββερελλινικού οξέος. Φαίνεται ότι σε 
κανονικές συνθήκες ανάπτυξης μεγάλης ημέρας στα 
LFY::HSP90RNAi φυτά υπάρχει υπερέκφραση 
ή/και συσσώρευση και των δύο γονιδίων, παρόλο 
που τόσο τα υπόλοιπα γονίδια που μελετήθηκαν 
όσο και τα Hsp90 γονίδια φαίνεται να λειτουργούν 
κανονικά.     

http://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?id=30541&type=locus
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Η μοριακή ανάλυση των γονιδίων που πραγματοποιήθηκε σε βλαστικό 
μεριστωματικό ιστό έδωσε τα παρακάτω αποτελέσματα. Παρατηρήθηκε ότι τα επίπεδα 
έκφρασης των Hsp90 κυτταροπλασματικών γονιδίων εμφανίζονται μειωμένα σε σχέση 
με τον άγριο τύπο Col-Ο. Επίσης, τα επίπεδα έκφρασης του Agl24 στα 
LFY::HSP90RNAi φυτά φαίνεται να βρίσκονται σε σχεδόν φυσιολογικά επίπεδα, όπως 
και στο Soc1 γονίδιο. Ενδιαφέρον παρουσιάζουν τα γονίδια GA2ox2 (At1g30040) και 
GA3ox1 (At1g15550) που αποτελούν γονίδια αναβολισμού και καταβολισμού του 
γιββερελλινικού οξέος αντίστοιχα. Τα επίπεδα έκφρασης του GA2ox2 παρατηρούνται 
αυξημένα σε σχέση με τον άγριο τύπο, όπως και στην ομάδα δειγμάτων των 19 ημερών. 
Αντίθετα, τα επίπεδα έκφρασης του GA3ox1 εμφανίζονται μειωμένα ενών στην ομάδα 
δειγμάτων των 19 ημερών ήταν σχεδόν παρόμοια με τον άγριο τύπο. Συμπερασματικά 
μπορεί να ειπωθεί ότι όταν τα μετασχηματισμένα φυτά βρίσκονται στη βλαστική φάση 
ανάπτυξης, η έκφραση των Hsp90 γονιδίων στο κορυφαίο μερίστωμα αρχίζει να 
μειώνεται,γεγονός που δηλώνει ότι αρχίζει να εκφράζεται ο μηχανισμός της 
αποσιώπησης, αλλά τα γονίδια της άνθισης παραμένουν σχεδόν σε φυσιολογικά 
επίπεδα έκφρασης εκτός από τα γονίδια του μονοπατιού του γιββερελλινικού οξέος. 

Η μελέτη των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων στα ανθικά μεριστώματα των 
LFY::HSP90RNAi φυτών εμφάνισε τελειώς διαφορετικά αποτελέσματα σε σχέση με τις 
προηγούμενες ομάδες. Κανένα από τα γονίδια που μελετήθηκαν δεν παρουσίασε το 
ίδιο πρότυπο έκφρασης στα LFY::HSP90RNAi φυτά  και στον  άγριο τύπο.  Η έκφραση 
των Hsp90 γονιδίων εμφανίστηκε δραματικά μειωμένη σε σύγκριση με τις 
προηγούμενες  ομάδες δειγμάτων, όπως και η έκφραση όλων το υπολοίπων γονιδίων 
που μελετήθηκαν. Μόνη εξαίρεση παρουσίασε το γονίδιο Fd (At4g35900) που φαίνεται 
να αυξάνονται τα επίπεδα  έκφρασής του στα LFY::HSP90RNAi  φυτά, ενώ είναι σχεδόν 
μη ανιχνεύσιμο στον άγριο τύπο. Η αύξηση αυτή στην έκφραση μπορεί να οφείλεται 
είτε σε υπερέκφραση είτε σε συσσώρευση των μηνυμάτων του γονιδίου. Επίσης, 
ενδιαφέρον παρουσίασε η μειωμένη αλλά σταθερή έκφραση των γονιδίων που 
εμπλέκονται στο μονοπάτι της μεγάλης ημέρας. Τα Stm, Tfl1 και Ful γονίδια παρόλο 
που εμφανίζουν μειωμένα πρότυπα έκφρασης σε σχέση με τον άγριο τύπο 
υποδεικνύουν μια σταθερότητα σε όλες τις ομάδες που μελετήθηκαν. Επιπλέον, τα δύο 
κομβικά γονίδια Soc1 και Agl24 παρόλο που εμφανίζουν μειωμένα επίπεδα έκφρασης, 
είναι εντούτοις ανιχνεύσιμα.  Στο σύνολό τους, τα αποτελέσματα αυτής της μοριακής 
ανάλυσης συμφωνούν με τα αποτελέσματα της ανάλυσης των προτύπων έκφρασης των 
αντίστοιχων γονιδίων σε ανθικά μεριστώματα των προηγούμενων Τ1 και Τ2 γενιών. 
 

 

 
 

 

 
 

 

 

 

 
 

  
 

Col    10.1    10.3  10.141  10.8  10.102 Εικόνα 13γ: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 1% 
των προϊόντων PCR αντιδράσεων για τη μελέτη 
της έκφρασης γονιδίων της άνθισης σε ολικό 
RNA που απομονώθηκε από σύμπτηξη 10 
ανθικών μεριστωμάτων ηλικίας 34 ημερών για  
κάθε LFY::HSP90RNAi ομάδα και τον άγριο 
τύπο. Τα γονίδια που μελετήθηκαν είναι: 
Hsp90: τα 4 κυτταροπλασματικά γονίδια, Soc1 
και Agl24: κομβικά γονίδια των μονοπατιών της 
άνθισης, Lfy, Αp1: γονίδια μεριστωματικής 
ταυτότητας, Fd, Ful, Stm, Tfl1: γονίδια που 

εκφράζονται κατά το μονοπάτι μεγάλης ημέρας, 

Flc, Fca: γονίδια που εκφράζονται στο αυτόνομο 
μονοπάτι, Ga2ox2, Ga3ox1: γονίδια του 
μονοπατιού του γιββερελλινικού οξέος. Το 
δείγμα Col-Ο αντιστοιχεί στον άγριο τύπο, ενώ 
τα δείγματα 10.1, 10.3, 10.8, 10.141 και 
10.102 σε πέντε διαφορετικές ομάδες 

LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 γενιάς. 
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πλέον τα φυτά έχουν μεταβεί στην ανθική φάση, τότε ο RNAi μηχανισμός λειτουργεί 
στο μέγιστο και μειώνει σε μεγάλο ποσοστό τα επίπεδα έκφρασης των Hsp90 γονιδίων. 
Παράλληλα όμως μειώνονται και τα επίπεδα έκφρασης όλων των γονιδίων που 
μελετήθηκαν. Τα φυτά ωστόσο είναι ικανά να παράγουν, έστω και σε κάποιο ποσοστό, 
λειτουργικά άνθη. Θεωρήθηκε λοιπόν ενδιαφέρον να μελετηθούν τα πρότυπα 
έκφρασης ορισμένων γονιδίων που εμπλέκονται στη δημιουργία του άνθους, ώστε να 
αποσαφηνιστεί αν τα γονίδια αυτά έχουν επηρεαστεί και σε πιο βαθμό από τις 
διαταραχές που έχουν προκληθεί λόγω της έλλειψης των Hsp90 γονιδίων στο 
μηχανισμό της άνθισης. Η ανάλυση των γονιδίων αυτών πραγματοποιήθηκε σε ανθικό 
μεριστωματικό ιστό ηλικίας 34 ημερών. Τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης 
παρουσιάζονται στην εικόνα 14.  
 
 

 

 
 
 
 
 

 
 

Δύο βασικά γονίδια του ABCE μοντέλου, το Ap3 (At3g54340)και το Sep3 
(At1g24260), εμφάνισαν αυξημένα επίπεδα έκφρασης  σε σχέση με τον άγριο τύπο. Το 
Ap3 είναι γονίδιο της Β τάξης και εμπλέκεται στη δημιουργία των πετάλων και των 

 Col      10.1      10.3    10.8   10.102   10.111   10.141 

Τα μέχρι στιγμής δεδομένα δείχνουν 
ότι στα LFY::HSP90RNAi  φυτά κατά τα 
πρώτα στάδια της ανάπτυξής τους τα 
γονίδια που είναι υπεύθυνα εξέλιξη του 
βιολογικού κύκλου και τη μετάβαση 
στην άνθιση λειτουργούν κανονικά, 
όπως επίσης λειτουργούν  κανονικά  
και  τα  Hsp90 γονίδια. Καθώς τα φυτά 
αρχίζουν να ξεφεύγουν από τη 
βλαστική ανάπτυξη και να ετοιμάζονται 
για τη μετάβαση στην ανθική φάση, 
μπαίνει σε λειτουργία ο RNAi 
μηχανισμός αφού ενεργοποιείται το 
γονίδιο Lfy και η έκφραση των Hsp90 
γονιδίων  αρχίζει  να   μειώνεται.   Όταν  

Εικόνα 14: Ανάλυση σε 
πηκτή αγαρόζης 1% των 
αποτελεσμάτων των PCR 
αντιδράσεων της μελέτης της 
έκφρασης γονιδίων που 
εμπλέκονται στη δημιουργία 
του άνθους  σε ολικό RNA που 
απομονώθηκε από σύμπτηξη 
10 ανθικών μεριστωμάτων 
ηλικίας 34 ημερών για  κάθε 
LFY::HSP90RNAi ομάδα Τ3 
γενιάς και αγρίου τύπου. Τα 

γονίδια που μελετήθηκαν 
είναι: Sep3, Ag, Ap3: γονίδια 
του ABCE μοντέλου, Sup, Ufo: 
γονίδια που συμμετέχουν στη 
δημιουργία του άνθους, 
erecta: γονίδιο που 
εμπλέκεται στην ταυτότητα των 
οργάνων που προέρχονται από 
το βλαστικό μερίστωμα, Wus:  

γονίδιο  που   εκφράζεται   στο  

κορυφαίο μερίστωμα και είναι υπεύθυνο για τον καθορισμό της ταυτότητας των βλαστικών            
κυττάρων. Το δείγμα Col-O αντιστοιχεί στον άγριο τύπο, ενώ τα δείγματα 10.1, 10.3, 10.8, 10.111, 

10.102 και 10.141 σε έξι διαφορετικές ομάδες LFY::HSP90RNAi φυτών T3 γενιάς. 
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στημόνων, ενώ το Sep3 είναι γονίδιο της Ε τάξης και εμπλέκεται στη δημιουργία όλων 
των οργάνων του άνθους. Επίσης, αυξημένη έκφραση παρουσίασε το Erecta 
(At2g26330), γονίδιο που εμπλέκεται στην ταυτότητα των οργάνων που προέρχονται 
από το βλαστικό μερίστωμα, αλλά και το Wus (At2g17950), γονίδιο που είναι 
υπεύθυνο για τον καθορισμό της ταυτότητας των βλαστικών κυττάρων στο κορυφαίο 
μερίστωμα. Παρόμοια έκφραση με τον άγριο τύπο παρουσίασε το Ufo (At1g30950), 
γονίδιο που εμπλέκεται στην εγκαθίδρυση όχι μόνο της σωστής ταυτότητας του 
ανθικού μεριστώματος αλλά και του προτύπου των δακτυλίων των ανθικών οργάνων. 
Γίνεται λοιπόν εμφανές ότι τα κύρια γονίδια που ελέγχουν ότι μόνο την παραγωγή 
μεριστωματικών κυττάρων αλλά και τη διαφοροποίησή τους βρίσκονται όχι μόνο σε 
κατάσταση υπερέκφρασης αλλά και εκτοπικής έκφρασης στο κορυφαίο ανθικό 
μερίστωμα. Εμφανές παράδειγμα αποτελούν τα γονίδια Ap3 και Sep3 που φαίνεται να 
εκφράζονται όχι μόνο νωρίτερα από ότι είναι προγραμματισμένα αλλά και σε 
διαφορετικό ιστό. Τα γονίδια Ap3 και Sep3 αποτελούν γονίδια της Β και Ε τάξης 
αντίστοιχα που συμμετέχουν στον καθορισμό της ταυτότητας των οργάνων του άνθους 
και η έκφρασή τους ανιχνεύεται αφού έχει λάβει χώρα η διαφοροποίηση του ανθικού 
μεριστώματος και έχει ήδη αρχίσει η δημιουργία του άνθους. Συμπερασματικά, 
παρόλο που ο μηχανισμός της άνθισης είναι τρομερά διαταραγμένος και 
υπολειτουργεί, μέσο κάποιων άλλων εναλλακτικών ή συμπληρωματικών μηχανισμών 
τα  LFY::HSP90RNAi φυτά καταφέρνουν να ενισχύσουν τη δράση ορισμένων 
σημαντικών γονιδίων για τη δημιουργία του άνθους και να οδηγήσουν τα φυτά στην 
ανθοφορία.     

Πέραν της προσπάθειας αποσαφήνισης των αλλαγών που έχουν 
πραγματοποιηθεί στην άνθιση λόγω της έλλειψης των Hsp90 γονιδίων μέσο της 
μοριακής ανάλυσης γονιδίων κλειδιών του μηχανισμού, έγινε επίσης και ανάλυση 
κύριων γονιδίων που εμπλέκονται στον RNAi μηχανισμό.  Πρώτο επιλέχτηκε το γονίδιο 
Ago4 (At2g27040) που εμπλέκεται στην στρατολόγηση των μικρών 21-27 
νουκλεοτιδίων RNAs στο πρωτεϊνικό σύμπλοκο αποσιώπησης. Στη συνέχεια 
επιλέχτηκαν τα Dcl (Dicer-like) γονίδια που είναι ορθόλογα του γονιδίου Dicer στα ζώα, 
το οποίο είναι υπεύθυνο για την παραγωγή των μικρών 21-27 νουκλεοτιδίων RNAs, 
από το μητρικό διπλής αλυσίδας RNA (dsRNA). Στο Arabidopsis τα Dcl γονίδια είναι 
τέσσερα: Dcl1 (At1g01040), Dcl2 (At3g03300), Dcl3 (At3g43920) και Dcl4 
(At5g20320). Το γονίδιο Dcl1 αποτελεί ομόλογο του γονιδίου Dicer του ανθρώπου και 
εμπλέκεται στην παραγωγή των μικρών miRNAs και siRNAs. Το γονίδιο Dcl2 αποτελεί 
επίσης ομόλογο του γονιδίου Dicer και εμπλέκεται στην παραγωγή των siRNAs. Το 
γονίδιο Dcl3 απαιτείται για το σχηματισμό των siRNAs από την RDR2 ριβονουκλεάση. 
Το γονίδιο Dcl4 εμπλέκεται στο σχηματισμό των siRNAs τόσο από κατασκευές 
ανάστροφων επαναλήψεων όσο και από ενδογενείς ακολουθίες.  

Εκτός από τα παραπάνω γονίδια που επιλέχτηκαν για ανάλυση, ένα ακόμη 
φαινόμενο που απαιτεί ανάλυση είναι αυτό της άνθισης των Τ2 και Τ3 γενιών σε σχέση 
με την Τ1. Όπως έχει αναφερθεί, τα φυτά των γενιών Τ2 και Τ3 παράγουν άνθη ενώ τα 
αρχικά φυτά ήταν ανίκανα για ανθοφορία σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Μόνο 
μετά την εφαρμογή θερμικών σοκ, κατάσταση που θα μπορούσε να χαρακτηριστεί ως 
εξωτερικό περιβαλλοντικό στρες, τα αρχικά φυτά κατάφεραν όχι μόνο να παράγουν 
άνθη αλλά και να μεταβιβάσουν την ικανότητα αυτή στις επόμενες γενιές. Η 
εγκαθίδρυση νέων ιδιοτήτων σε έναν οργανισμό μετά την εφαρμογή κάποιου 
εξωτερικού ερεθίσματος και η μεταβίβαση αυτών των ιδιοτήτων στις επόμενες γενιές, 
ονομάζεται επιγενετική. Βασικός μηχανισμός εγκαθίδρυσης των ιδιοτήτων αυτών είναι 
μέσο  μεθυλιώσεων, δηλαδή μεθυλ-ομάδων που ενσωματώνονται στη νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του οργανισμού. Μέχρι σήμερα έχουν ταυτοποιηθεί αρκετά γονίδια που 
εμπλέκονται στον έλεγχο του μεθυλιώματος του οργανισμού. Ενδεικτικά αναλύθηκαν 
δύο από αυτά, το γονίδιο Cmt3 (At1g69770) που εμπλέκεται στη μεθυλίωση 
καταλοίπων κυτοσίνης εκτός CG νησίδων και το γονίδιο Dmt7 (At5g14620) που είναι 
ομόλογο του γονιδίου Dnmt3 στα ζώα και εμπλέκεται στη διατήρηση της μεθυλίωσης 
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κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου. Τα αποτελέσματα των αναλύσεων των PCR 
αντιδράσεων όλων των γονιδίων που μελετήθηκαν παρουσιάζονται στις εικόνες 15α και 
15β.  
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
  
 
 

 
 
 
Τα αποτελέσματα αυτής της ομάδας γονιδίων έδειξαν ότι, το AGO4 στα 

δείγματα από τα φυτά 19 ημερών και τα ανθικά μεριστώματα 34 ημερών, έχει 

παρόμοια έκφραση τόσο μεταξύ των LFY::HSP90RNAi φυτών όσο και μεταξύ των φυτών 
και του άγριου τύπου. Αντιθέτως, τα Dcl γονίδια διαφοροποιούνται από τον άγριο τύπο 
και στις δύο ομάδες δειγμάτων. Και τα 4 γονίδια φαίνεται να παρουσιάζουν αυξημένη 
έκφραση στα LFY::HSP90RNAi φυτά, κατάσταση που μπορεί να αποδοθεί στην 
αυξημένη λειτουργία του RNAi μηχανισμού λόγω της αποσιώπησης των Hsp90 
γονιδίων. Όσον αφορά τις δύο μεθυλοτρανσφεράσες που μελετήθηκαν, Cmt3 και Dmt7, 
και στις δυο ομάδες δειγμάτων φαίνεται να παρουσιάζουν ελάχιστες αλλαγές σε σχέση 
με τον άγριο τύπο. Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα γίνεται φανερό ότι 
υπάρχει επαγωγή του RNAi μηχανισμού για την αποικοδόμηση των μηνυμάτων των 

Col      10.1     10.3     10.8   10.102   10.111   10.141 

Col      10.1     10.3     10.8   10.102   10.111   10.141 

Εικόνα 15α: Ανάλυση σε πηκτή 
αγαρόζης 1% των αποτελεσμάτων των 
PCR αντιδράσεων της μελέτης της 
έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται 
στον RNAi μηχανισμό και στη 
μεθυλίωση του γενωματικού DNA των 
φυτών,  σε ολικό RNA που 
απομονώθηκε από σύμπτηξη 5 φυτών 
ηλικίας 19 ημερών για  κάθε 
LFY::HSP90RNAi ομάδα Τ3 γενιάς 
και αγρίου τύπου. Τα γονίδια που 
μελετήθηκαν είναι: cmt3, dmt7: για 
τη μελέτη της δράσης των 

μεθυλοτρανσφερασών στα φυτά, Ago4, 

Dcl1, Dcl2, Dcl3, Dcl4: για τη μελέτη 
του RNAi μηχανισμού. Το δείγμα Col-
Ο αντιστοιχεί στον άγριο τύπο, ενώ τα 
δείγματα 10.1, 10.3, 10.8, 10.111, 
10.102 και 10.141 σε έξι 
διαφορετικέςομάδες LFY::HSP90RNAi 
φυτών Τ3 γενιάς. 
 
 

Εικόνα 15β: Ανάλυση σε πηκτή 
αγαρόζης 1% των αποτελεσμάτων των 
PCR αντιδράσεων της μελέτης της 
έκφρασης γονιδίων που εμπλέκονται 
στον RNAi μηχανισμό και στη 
μεθυλίωση του γενωματικού DNA των 
φυτών,  σε ολικό RNA που 
απομονώθηκε από σύμπτηξη 10 
ανθικών μεριστωμάτων ηλικίας 34 
ημερών για κάθε LFY::HSP90RNAi 
ομάδα Τ3 γενιάς και αγρίου τύπου. 
Τα γονίδια που μελετήθηκαν είναι: 

dmt7: για τη μελέτη  της  δράσης  των     

μεθυλοτρανσφερασών στα   φυτά , Ago4,  Dcl1,  Dcl3: για τη  μελέτη του RNAi μηχανισμού. Το δείγμα Col 
αντιστοιχεί στον άγριο τύπο, ενώ τα δείγματα 10.1, 10.3, 10.8, 10.111, 10.102 και 10.141 σε έξι 
διαφορετικές ομάδες LFY::HSP90RNAi φυτών Τ3 γενιάς. 
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Hsp90 γονιδίων που επιβεβαιώνεται και μοριακά. Επίσης, τουλάχιστον σε 
μεταγραφικό επίπεδο, δεν φαίνεται να έχουν επηρεαστεί οι συγκεκριμένες 
μεθυλοτρανσφεράσες που μελετήθηκαν στα LFY::HSP90RNAi φυτά γεγονός που 
δηλώνει ότι πιθανόν δεν έχει πραγματοποιηθεί κάποια αλλαγή στον τρόπο διατήρησης 
της μεθυλίωσης κατά την διάρκεια του κυτταρικού κύκλου ή στην de novo μεθυλίωση 
σε περιοχές ελεύθερες από CG νησίδες.  
 
 

3.δ. Πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις  
 
 

Τόσο τα φαινοτυπικά αποτελέσματα όσο και οι μοριακές αναλύσεις των 
μετασχηματισμένων LFY::HSP90RNAi φυτών οδηγούν σε μια κεντρική παρατήρηση: τα 
Hsp90 γονίδια πιθανώς να διαδραματίζουν πολύ σημαντικό ρόλο στην άνθιση του 
φυτού Arabidopsis thaliana, καθώς μείωση ή απαλοιφή της έκφρασής τους καθιστά τα 

φυτά ανίκανα να αναπαραχθούν και να παράγουν απογόνους.  
Είναι γνωστό ότι οι πρωτεϊνες HSP90 λειτουργούν ως μοριακοί συνοδοί. 

Δρουν σε πρωτεϊνικό επίπεδο σχηματίζοντας σύμπλοκα προκειμένου να ασκήσουν τη 
δράση τους, η οποία περιλαμβάνει α) συμβολή στη λειτουργική διαμόρφωση της 
πρωτείνης-στόχου, β) προστασία πρωτεϊνών από αποικοδόμηση κάτω από συνθήκες 
στρες, γ) μεταφορά πρωτεϊνών-στόχων σε κυτταρικά διαμερίσματα ή μεταξύ κυττάρων 
και δ) διατήρηση της πρωτείνης στόχου σε κατάλληλη διαμόρφωση ώστε να μπορέσει 
να ασκήσει τη δράσης ή να δεχτεί κάποιο υπόστρωμα. Επίσης, το εύρος δράσης των 
HSP90 αλλά και η σημαντικότητά τους στις κυτταρικές λειτουργίες και την ανάπτυξη 
των οργανισμών φάνηκε και μέσω ανάλυσης του πρωτεώματος της ζύμης όπου 
δείχθηκε ότι οι HSP90 αλληλεπιδρούν σε πρωτεϊνικό επίπεδο με περίπου το 10% του 
συνόλου των πρωτεϊνών της ζύμης (Zhao et al., 2005).    

 
 

3.δ.1. Βιοπληροφορική ανάλυση των γονιδίων της άνθισης του Arabidopsis 

thaliana  
 
 

Λαμβάνοντας υπόψην τα αποτελέσματα μέχρι στιγμής, αποδεικνύεται ότι οι 
HSP90 πρωτεϊνες προφανώς διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στο μηχανισμό της 
άνθισης αφού η έλλειψή τους προκαλεί τόσο δραματική αποδιοργάνωση στην πορεία 
της ανάπτυξης του φυτού. Είναι λοιπόν πολύ πιθανόν μέσα στο σύνολο των πρωτεϊνών 
που απαρτίζουν το μηχανισμό της άνθισης στο Arabidopsis, να υπάρχουν μια, δυο ή 
περισσότερες πρωτεϊνες που να αλληλεπιδρούν με τις HSP90. Για το λόγο αυτό 
κάνοντας χρήση κατάλληλων πακέτων βιοπληροφορικής, πραγματοποιήθηκε στοίχιση 
σε αμινοξικό επίπεδο των πρωτεϊνών της άνθισης LFY, SOC1, Agl24, AP1 και FT. Όλες 
αποτελούν κομβικές πρωτεϊνες που δέχονται τα μηνύματα και από τα τέσσερα βασικά 
μονοπάτια της άνθισης και αποτελούν πρωτεϊνες -κλειδιά για τη μετάβαση από τη 
βλαστική στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης. Εγινε έλεγχος για την ύπαρξη 
δομικών ομολογιών μεταξύ αυτών των πρωτεϊνών με πρωτεϊνες της ζύμης 

Saccharomyces cerevisiae που έχει δειχθεί ότι αλληλεπιδρούν με την HSP90 της 
ζύμης (Zhao et al., 2005).   

Για την εύρεση των ομολογιών χρησιμοποιήθηκαν οι  εξής ιστότοποι: 
1. http://www.arabidopsis.org/ 
2. http://www.yeastgenome.org/ 
3. http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ 
4. http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 
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Από όλες τις πρωτεϊνες που ελέγχθηκαν, μόνο η SOC1 παρουσίασε 
σημαντική ομολογία με την πρωτεϊνη YEP3 (YHL0009C) της ζύμης που αλληλεπιδρά 
με την HSP90. Η πρωτεϊνη SOC1 (At2g45660) είναι ένας μεταγραφικός παράγοντας 
απαραίτητος για την προαγωγή της άνθισης αφού κατέχει κομβική θέση στην αντίληψη 
των μηνυμάτων που προέρχονται και από τα τέσσερα μονοπάτια της άνθισης. Επίσης, 
δρα συνεργιστικά με την πρωτεϊνη AGL24 για να προάγει την άνθιση και συμβάλλει 
στη ρύθμιση της ταυτότητας του αναπαραγωγικού μεριστώματος μέσω της ρύθμισης 
του γονιδίου LFY. Η πρωτεϊνη YEP3 (YHL0009C) της ζύμης που είναι γνωστό ότι 
αλληλεπιδρά με την HSP90, είναι επίσης μεταγραφικός παράγοντας. Τα αποτελέσματα 
της ομολογίας παρουσιάζονται στην εικόνα 16. 

 
   

  
 
 
 
 
 
 
 
3.δ.2. Έλεγχος αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών in planta 
 
 

Προκειμένου να διαπιστωθεί αν οι κυτταροπλασματικές HSP90 πρωτεϊνες 
αλληλεπιδρούν με την πρωτεϊνη SOC1, επιλέχθηκε μια σειρά τεχνολογικών 

προσεγγίσεωνοι οποίες έχουν την ικανότητα να ανιχνεύουν και να υποδεικνύουν τις 
πρωτεϊνικές αλληλεπιδράσεις. Ένα ευρέως διαδεδομένο σύστημα ελέγχου 
αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών σε φυτικά κύτταρα (in planta) αποτελεί η προσέγγιση του 
Bimolecular Fluorescence Complementation (BiFC) που είναι  γνωστή και ως ‘Split 
YFP’. 

Στο σύστημα αυτό στηρίζεται στην παρατήρηση ότι οι Ν- / C- τελικές 
υπομονάδες της πρωτεΐνης YFP (Yellow Fluorescence Protein) δεν αποτελούν από 
μόνες λειτουργικές πηγές φθορισμού. Ωστόσο, όταν αυτές συγχωνευθούν με πρωτεΐνες 
οι οποίες αλληλεπιδρούν μεταξύ τους, τότε οι δύο μη φθορίζουσες υπομονάδες της 

AtSoc1 

Εικόνα 16: Ευθυγράμμιση της πρωτεϊνης SOC1 (At2g45660) του Arabidopsis thaliana με την πρωτεϊνη 

YEP3 (YHL0009C) της ζύμης Saccharomyces cerevisiae. Η περιοχή πρόσδεσης της HSP90 στην YEP3 
περιλαμβάνεται στο μπλε παραλληλόγραμμο. Η πρωτεϊνη SOC1 (αμινοξέα 1-167) ευθυγραμμίζεται 
σχεδόν εξολοκλήρου με την περιοχή πρόσδεσης της HSP90 και είναι κατά 60% ομόλογη με την αμινοξική 

περιοχή 162-331 της YEP3.  
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πρωτεΐνης (Ν-C-τελικές περιοχές) έρχονται σε στενή επαφή, αναδιπλώνονται μαζί. Αυτό 
έχει ως αποτέλεσμα την εκπομπή ακτινοβολίας στα 475nm του υπεριώδους μήκους 
κύματος, η οποία μπορεί να ανιχνευθεί με μικροσκόπιο φθορισμού. 

Ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης πραγματοποιήθηκε μεταξύ της  HSP90.3 και 
της SOC1 πρωτεϊνης. Η HSP90.3 επιλέχτηκε γιατί κατέχει το μεγαλύτερο ποσοστό 
ομολογίας με τις υπόλοιπες κυτταροπλασματικές HSP90 πρωτεϊνες. Οι τελικές 
κατασκευές στους πλασμιδιακούς φορείς pSPYNE και pSPYCE παραθέτονται στην 
εικόνα 17. 

 

 
 
 
 
 

 
Όταν τα φυτά καπνού αναπτύχθηκαν τόσο ώστε να έχουν παράγει 4-6 

ζευγάρια πραγματικών φύλλων, πραγματοποιήθηκε παροδικός μετασχηματισμός 
κάνοντας ένεση στην υποδερμίδα επιλεγμένων φύλλων με τους εξής συνδυασμούς 
κατασκευών (βλέπε Υλικά και Μέθοδοι) : α) pSPYNE:SOC1/pSPYCE:HSP90.3/p19, β) 
pSPYNE:NbZIP/ pSPYCE:CbZIP/p19, γ) pSPYNE/pSPYCE:HSP90.3/p19. Εκτός από 
το συνδυασμό των ανασυνδυασμένων πλασμιδιακών φορέων για τον έλεγχο της 
αλληλεπίδρασης, πραγματοποιήθηκαν ακόμη δυο μετασχηματισμοί, ένας για θετικό 
και ένας για αρνητικό έλεγχο. Ως θετικός έλεγχος χρησιμοποιήθηκε η πυρηνική 
πρωτεϊνη bZIP, η οποία έχει χωριστεί σε δυο υπομονάδες που έχουν κλωνοποιηθεί σε 
κάθε πλασμιδιακό φορέα. Η αλληλεπίδραση οδηγεί σε λειτουργική πρωτεϊνη που 
τοποθετείται στον πυρήνα και το σήμα ανιχνεύεται ως φθορισμός στον πυρήνα των 
κυττάρων του καπνού. Ως αρνητικός έλεγχος χρησιμοποιήθηκε ο άδειος πλασμιδιακός 
φορέας pSPYNE σε συνδυασμό με την pSPYCE:HSP90.3 πρωτεϊνη. 

Μετά το πέρας 65 ωρών από τον εμβολιασμό των φύλλων καπνού, 
παρατηρήθηκε η υποδερμίδα των φύλλων σε μικροσκόπιο φθορισμού. Τα 
αποτελέσματα της παρατήρησης παρουσιάζονται στην εικόνα 18.   

 

Εικόνα 17: Σχηματική 
αναπαράσταση των 
κατασκευών παροδικού 
μετασχηματισμού για το 
έλεγχο αλληλεπίδρασης των 
πρωτεϊνών SOC1 και 

HSP90.3 με το σύστημα 
SPLIT-GFP. Η κάθε 
πρωτεϊνη κλωνοποιείται στον 
αντίστοιχο πλασμιδιακό 
φορέα σε μεταφραστική 

σύντηξη με  την  υπομονάδα  

της GFP πρωτεϊνης που περιέχει ο φορέας. Οι κασέτες έκφρασης καθοδηγούνται από τον καθολικό 
προαγωγέα 35S. Στον φορέα pSPYNE είναι κλωνοποιημένη η αμινο-τελική υπομονάδα, ενώ στον pSPYCE 
είναι κλωνοποιημένη η καρβοξυ-τελική υπομονάδα της GFP πρωτεϊνης.   
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Η αλληλεπίδραση θετικού ελέγχου λειτούργησε όπως ήταν αναμενόμενο και 

το αποτέλεσμά της ήταν η ανίχνευση φθορισμού στον πυρήνα των κυττάρων του 
καπνού. Η χρήση κατασκευής αρνητικού ελέγχου επίσης λειτούργησε όπως 
αναμενόταν, καθώς δεν ανιχνεύθηκε φθορισμός στον πυρήνα των κυττάρων. Στην 
περίπτωση των φύλλων που παρατηρήθηκαν ανιχνεύτηκε μόνο αυτοφθορισμός 
προερχόμενος από τους χλωροπλάστες των κυττάρων. Όσον αφορά την παρατήρηση 
των φύλλων που μετασχηματίστηκαν με το συνδυασμό pSPYNE:SOC1, 
pSPYCE:HSP90.3 τα αποτελέσματα έδειξαν την παρουσία σήματος φθορισμού στον 
πυρήνα των κυττάρων του καπνού. Η SOC1 είναι πρωτεϊνη που τοποθετείται στον 
πυρήνα των φυτικών κυττάρων και στα ζώα έχει δειχθεί ότι η HSP90 εισέρχεται στον 
πυρήνα των κυττάρων προκειμένου να εκδηλώσει τη δράση της. Το γεγονός ότι 
ανιχνεύεται φθορισμός στον πυρήνα είναι ένδειξη ότι είτε οι πρωτεϊνες SOC1:N-smGFP 
και HSP90.3:C-smGFP παράγονται, εισέρχονται στον πυρήνα και αλληλεπιδρούν, 

φέρνοντας κοντά τις δυο υπομονάδες της GFP πρωτεϊνης και παράγοντας τη 
λειτουργική μορφή της που εκπέμπει ακτινοβολία στα 475nm, είτε  αλληλεπιδρούν 
στο κυτταρόπλασμα και στησυνέχεια εισέρχονται στον πυρήνα όπου συσσωρεύεται το 
σήμα και ανιχνεύεται. 

Σύμφωνα με μια πρόσφατη δημοσίευση των Lee et al (2008), η πρωτεϊνη 
Agl24 αλληλεπιδρά στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων με την πρωτεϊνη SOC1 και στη 
συνέχεια μεταφέρονται μέσα στον πυρήνα προκειμένου να ενεργοποιηθεί το γονίδιο 
LFY. Με βάση το δεδομένο αυτό, επόμενο βήμα της μελέτης πρωτεϊνικών 
αλληλεπιδράσεων αποτέλεσε η μελέτη πιθανής αλληλεπίδρασης μεταξύ της HSP90.3 

Εικόνα 18: HSP90.3-SOC1 αλληλεπίδραση. Φωτογραφίες υποδερμίδων φύλλων καπνού στις οποίες έχει 
πραγματοποιηθεί παροδικός μετασχηματισμός με τους εξής συνδυασμούς: α) pSPYNE:SOC1, 
pSPYCE:HSP90.3, p19, β) pSPYNE:NbZIP, pSPYCE:CbZIP, p19, γ) pSPYNE, pSPYCE:HSP90.3, p19. Τα 
φίλτρα του μικροσκοποίου που χρησιμοποιήθηκαν είναι το οπτικό, για τις φωτογραφίες στο ορατό μήκος 
κύματος, και το φθορισμού, για τις φωτογραφίες στα 475nm. Οι φωτογραφίες πάρθηκαν 65 ώρες μετά 
από το μετασχηματισμό των φύλλων. Τα άσπρα βέλη δείχνουν τους πυρήνες όπου ανιχνεύεται φθορισμός 

λόγω της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών.     

α) 

β) 

γ) 
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και της AGL24 πρωτεϊνης. Για το λόγο αυτό η κωδική περιοχή της AGL24 πρωτεϊνης 
κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pSPYNE σε μεταφραστική σύντηξη με την 
αμινο-τελική υπομονάδα της GFP πρωτεϊνης  για την κατασκευή της κασέτας 
έκφρασης (Εικόνα 19).  
 

  
 
 
 
 
 

Όπως και πριν, φυτά καπνού με 4-6 ζευγάρια πραγματικών φύλλων 
εμβολιάστηκαν με μίγμα αγροβακτηρίων που περιείχε τις εξής κατασκευές:  pSPYNE: 
AGL24, pSPYCE:HSP90.3 και p19. Μετά τον εμβολιασμό, τα φυτά αφέθηκαν να 
ανακάμψουν και 65 ώρες μετά παρατηρήθηκαν στο μικροσκόπιο. Τα αποτελέσματα 
της παρατήρησης παρουσιάζονται στην εικόνα 20.  
 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
Τα αποτελέσματα του μετασχηματισμού έδειξαν ότι στον πυρήνα των 

κυττάρων της υποδερμίδας του καπνού ανιχνεύεται φθορισμός υπό τη μορφή 
πράσινου σήματος. Τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι και η AGL24 πρωτεϊνη 
αλληλεπιδρά με την HSP90.3 και η αλληλεπίδρασή τους τοποθετείται στον πυρήνα των 
κυττάρων. Αποδεικνύεται λοιπόν ότι οι HSP90 πρωτεϊνες διαδραματίζουν πρωτεύοντα 
ρόλο στο μηχανισμό της άνθισης αφού αλληλεπιδρούν με δύο κομβικές πρωτεϊνες οι 

οποίες βρίσκονται στο σταυροδρόμι των σινιάλων όλων των μονοπατιών της άνθισης. 
Γίνεται προφανές ότι ελλείψει των HSP90 πρωτεϊνών δεν είναι δυνατή η μεταγωγή των 
σινιάλων για την ολοκλήρωση της διαδικασίας της άνθισης, οπότε τα φυτά ως συνέπεια 
εμφανίζουν τόσο δραματικούς φαινότυπους.   
 
 
 
 
 

Εικόνα 19: Σχηματική αναπαράσταση της κατασκευής παροδικού μετασχηματισμού για το έλεγχο 
αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών Agl24 και HSP90.3 με το σύστημα SPLIT-GFP. Η πρωτεϊνη Agl24 
κλωνοποιείται στον pSPYNE πλασμιδιακό φορέα σε μεταφραστική σύντηξη με την αμινο-τελική υπομονάδα 

της GFP πρωτεϊνης.  

Εικόνα 20: HSP90.3-AGL24 αλληλεπίδραση. Φωτογραφίες μικροσκοπικής παρατήρησης υποδερμικών 
κυττάρων καπνού όπου έχει πραγματοποιηθεί παροδικός μετασχηματισμός με το συνδυασμό κατασκευών 
pSPYNE:AGL24, pSPYCE:HSP90.3 και p19. Τα φίλτρα του μικροσκοποίου που χρησιμοποιήθηκαν είναι 
το οπτικό, για τις φωτογραφίες στο ορατό μήκος κύματος, και το φθορισμού, για τις φωτογραφίες στα 
475nm. Οι φωτογραφίες τραβήχτηκαν 65 ώρες μετά από το μετασχηματισμό των φύλλων. Τα άσπρα βέλη 

δείχνουν τον πυρήνα όπου ανιχνεύεται φθορισμός λόγω της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών.     
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3.δ.3. Έλεγχος αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών σε ετερόλογο σύστημα έκφρασης  
 
 

Τα αποτελέσματα των αντιδράσεων αλληλεπίδρασης in planta, έδειξαν ότι η 
πρωτεϊνη HSP90.3 αλληλεπιδρά με δυο σημαντικές πρωτεϊνες της άνθισης, τη SOC1 
και την AGL24. Βέβαια ακόμα πιο ισχυρή απόδειξη για τη δυναμική της 
αλληλεπίδρασης θα αποτελούσε η επιβεβαίωσή της σε ένα ετερόλογο σύστημα 
έκφρασης in vivo. Για το λόγο αυτό χρησιμοποιήθηκε το σύστημα δυο υβριδίων στη 
ζύμη Saccharomyces cerevisiae.  

Στο σύστημα δυο υβριδίων χρησιμοποιούνται δυο πλασμιδιακοί φορείς. Ο 
ένας φορέας φέρει την περιοχή πρόσδεσης στο DNA του ενεργοποιητή της μεταγραφής 
και ο δεύτερος την περιοχή ενεργοποίησης της μεταγραφής του γονιδίου αναφοράς με 
βάση το οποίο θα ελεγχτεί η αλληλεπίδραση. Σε κάθε φορέα κλωνοποιείται μια από τις 
δύο πρωτεϊνες που επιθυμείται να ελεγχτεί η αλληλεπίδρασή τους. Εφόσον οι δυο 
πρωτεϊνες αλληλεπιδρούν, οι περιοχές πρόσδεσης στο DNA και ενεργοποίησης της 
μεταγραφής έρχονται κοντά, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση της μεταγραφής του 

γονιδίου αναφοράς. Στην προκειμένη περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν οι πλασμιδιακοί 
φορείς της Clontech pGBKT7, που φέρει την περιοχή πρόσδεσης στο DNA, και ο 
pGADT7, που φέρει την περιοχή ενεργοποίησης της μεταγραφής. Το σχεδιάγραμμα 
ενεργοποίησης του γονιδίου αναφοράς και λειτουργίας της μεθόδου παραθέτεται στην 
εικόνα 21.  

  

 
 

Για το σκοπό αυτό, η κωδική περιοχή της HSP90.3 πρωτεϊνης 
κλωνοποιήθηκε στον πλασμιδιακό φορέα pGADT7, ενώ οι πρωτεϊνες SOC1 και AGL24 
κλωνοποιήθηκαν στον πλασμιδιακό φορέα pGBKT7, σε μεταφραστική σύντηξη με την 
αντίστοιχη ρυθμιστική περιοχή του κάθε πλασμιδιακού φορέα (Εικόνα 22). 
Ακολούθησε διαδοχικός μετασχηματισμός κυττάρων ζύμης Saccharomyces cerevisiae 
στελέχους SG335 σύμφωνα με το πρωτόκολλο της Clontech. Οι συνδυασμοί των 

μετασχηματισμών που πραγματοποιήθηκαν για τον έλεγχο της αλληλεπίδρασης αλλά 
και για θετικό και αρνητικό έλεγχο ήταν οι εξής: α) pGBKT7/pGADT7:HSP90.3, β) 
pGBKT7:SOC1/pGADT7:HSP90.3, γ) pGBKT7:AGL24/pGADT7:HSP90.3, δ) 
pGBKT7:SOC1/pGADT7, ε) pGBKT7:AGL24/ pGADT7, στ) pGBKT7:53/pGADT7:T. 

Οι συνδυασμοί β) και γ) χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της 
αλληλεπίδρασης, οι συνδυασμοί α), δ) και ε) ως αρνητικοί έλεγχοι του πειράματος  και 
ο συνδυασμός στ) ως θετικός έλεγχος του πειράματος.   
 

Εικόνα 21: Σχηματική αναπαράσταση 
του συστήματος δυο υβριδίων στη ζύμη. 
Σε πλασμιδιακούς φορείς που φέρουν 
την περιοχή πρόσδεσης στο DNA και την 
περιοχή ενεργοποίησης της μεταγραφής 
του γονιδίου αναφοράς αντίστοιχα, 
κλωνοποιούνται σε μεταφραστική 
σύντηξη οι πρωτεϊνες των οποίων 
επιθυμείται να ελεγχτεί η 
αλληλεπίδραση. Στη συνέχεια ακολουθεί 
μετασχηματισμός, ταυτόχρονα ή 
διαδοχικά,  της ζύμης και με τους δυο 
πλασμιδιακούς φορείς. Εφόσον οι δυο 
πρωτείνες αλληλεπιδρούν, έρχονται 

κοντά οι δύο ρυθμιστικές περιοχές και 
καθίσταται δυνατή η ενεργοποίηση του 

γονιδίου αναφοράς.   
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Τα γεγονότα του διπλού μετασχηματισμού ήταν αποικίες ζύμης που είχαν την 

ικανότητα να αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο απουσία των αμινοξέων τρυπτοφάνη και 
λευκίνη, γεγονός που υποδηλώνει ότι η αναπτυσσόμενη ζύμη έχει μετασχηματιστεί και 
με τα δυο πλασμίδια. Από κάθε μετασχηματισμό επιλέχτηκαν κάποιες αποικίες που 
στρώθηκαν ξανά σε διπλή επιλογή και στη συνέχεια επιλέχτηκαν μια για κάθε 
μετασχηματισμό προκειμένου να γίνει ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης. Για τα κύτταρα 
SG335 ο έλεγχος της αλληλεπίδρασης πραγματοποιείται με ανάπτυξη των ζυμών σε 
θρεπτικό μέσο όπου απουσιάζουν τέσσερα αμινοξέα: τρυπτοφάνη, λευκίνη, ιστιδίνη και 
αδενίνη. Το γονίδιο αναφοράς που ενεργοποιείται όταν οι δυο πρωτεϊνες 
αλληλεπιδρούν είναι για την παραγωγή ιστιδίνης. Τα αποτελέσματα της ανάπτυξης των 
ζυμών στα κατάλληλα θρεπτικά μέσα παρουσιάζονται στις εικόνες 23α, 23β και 23γ. 

  

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

Εικόνα 22: Σχηματική 
αναπαράσταση των κατασκευών 
μετασχηματισμού ζύμης για τον 
έλεγχο αλληλεπίδρασης των 
πρωτεϊνών SOC1 και AGL24 με 
την HSP90.3 μέσω του 
συστήματος των δύο υβριδίων. Η 
κάθε πρωτεϊνη κλωνοποιείται 
στον αντίστοιχο πλασμιδιακό 
φορέα σε μεταφραστική σύντηξη 
με την υπομονάδα του 
ενεργοποιητή του γονιδίου 
αναφοράς. DNA-BD: υπομονάδα 
πρόσδεσης στο DNA, AD: 
υπομονάδα ενεργοποίησης της 
μεταγραφής, PT7: Τ7 εκκινητής, 
TT7: αλληλουχία τερματισμού 

μεταγραφής.  

Εικόνα 23α: Φωτογραφίες αποικιών επιλεγμένων μετασχηματισμένων SG335 κυττάρων ζύμης που 
αναπτύσσονται σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο διπλής επιλογής, δηλαδή χωρίς τρυπτοφάνη και λευκίνη. 1: 
pGBKT7:53/pGADT7:T,0 2: pGBKT7:SOC1/pGADT7. 3: pGBKT7:AGL24/pGADT7, 4: 
pGBKT7:SOC1/pGADT7:HSP90.3, 5: pGBKT7:AGL24/pGADT7:HSP90.3, 6: pGBKT7 
/pGADT7:HSP90.3. Κάθε αποικία επιλέχτηκε από τον αρχικό μετασχηματισμό και στη συνέχεια 

επανατοποθετήθηκε για ανάπτυξη σε διπλή επιλογή, χωρίς τρυπτοφάνη και λευκίνη.  

Εικόνα 23β: Φωτογραφίες αποικιών ζυμών που 
επιλέχτηκαν από κάθε μετασχηματισμό SG335 
κυττάρων. Τα κύτταρα αναπτύσσονται σε τρυβλία 
με θρεπτικό μέσο YPDA, που περιέχει όλα τα 
απαραίτητα αμινοξέα ανάπτυξης της ζύμης. Οι 

αποικίες διαλύθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο 
YPD, ισοποσοτικοποιήθηκαν και στη συνέχεια 
στρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο YPDA 
πραγματοποιώντας μια σειρά διαδοχικών 
αραιώσεων. Ξεκινώντας από πυκνή καλλιέργεια, 
έγιναν διαδοχικές αραιώσεις σε 10-1, 10-2, και 
103.1:pGBKT7:53/pGADT7:T,2:pGBKT7:AGL24

/pGADT7,3:pGBKT7:SOC1/pGADT7,4:pGBKT7:
SOC1/pGADT7:HSP90.3,5:pGBKT7:AGL24/pG
ADT7:HSP90.3και6:pGBKT7/pGADT7:HSP90.3.
Οι φωτογραφίες τραβήχτηκαν μετά από 5 μέρες 
ανάπτυξης των αποικιών στους 28oC.  
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Τα αποτελέσματα του πειράματος με το σύστημα των δύο υβριδίων 

επιβεβαιώνουν  ότι η HSP90.3 πρωτεϊνη αλληλεπιδρά με τη SOC1 και με την AGL24 
πρωτεϊνη. Στην εικόνα 23γ παρατηρείται ότι σε θρεπτικό μέσο όπου απουσιάζουν τα 
αμινοξέα τρυπτοφάνη, λευκίνη και ιστιδίνη, τα δείγματα 4 και 5, που 
αντιπροσωπεύουν τους μετασχηματισμούς των συνδυασμών 
pGBKT7:SOC1/pGADT7:HSP90.3 και pGBKT7:AGL24/pGADT7:HSP90.3 
αντίστοιχα, είναι τα μόνα που έχουν την ικανότητα να αναπτυχθούν στην τριπλή 
επιλογή λόγω της αλληλεπίδρασης των πρωτεϊνών, όπως συμβαίνει στο δείγμα 1 που 
αντιπροσωπεύει το θετικό έλεγχο. 

Επιπλέον, οι ίδιες πλασμιδιακές κατασκευές χρησιμοποιήθηκαν και για το 
μετασχηματισμό ενός διαφορετικού στελέχους ζύμης, το Y187. Στο στέλεχος αυτό είναι 
δυνατή η ανίχνευση αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών μέσω του μεταβολισμού του X-a-gal 
που αποτελεί υπόστρωμα για την α-γαλακτοσιδάση. Η αλληλεπίδραση πρωτεϊνών 
ενεργοποιεί το γονίδιο αναφοράς GAL-4 το οποίο καταβολίζει το X-a-gal που περιέχεται 
στο θρεπτικό υπόστρωμα. Το προϊόν καταβολισμού του X-a-gal είναι η παραγωγή μπλε 
χρώματος, που υποδεικνύει την ύπαρξη αλληλεπίδρασης πρωτεϊνών στη συγκεκριμένη 
αποικία μετασχηματισμένης ζύμης.  

Επιλέχτηκαν στη συνέχεια αποικίες από κάθε μετασχηματισμό οι οποίες 
αναπτύχθηκαν σε δυο θρεπτικά μέσα. Στο μεν θρεπτικό μέσο επιλογής απουσίαζαν τα 
αμινοξέα τρυπτοφάνη και λευκίνη, ενώ στο δε απουσίαζαν τα αμινοξέα τρυπτοφάνη και 
λευκίνη αλλά είχε επιστρωθεί με 10μl X-a-gal (20mg/ml). Τα αποτελέσματα της 
επιλογής παρουσιάζονται στην εικόνα 24. 

 

 
 

 
 
θρεπτικό μέσο που περιέχει και x-a-gal. Οι αποικίες διαλύθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο YPD, 
ισοποσοτικοποιήθηκαν και στη συνέχεια επιστρώθηκαν στο θρεπτικό μέσο σχηματίζοντας σταγόνα των 
10μl. 1: pGBKT7:53/pGADT7:T, 2: pGBKT7:SOC1/pGADT7:HSP90.3, 3: pGBKT7:SOC1/pGADT7, 4: 
pGBKT7:AGL24/pGADT7, 5: pGBKT7/pGADT7:HSP90.3 και 6: pGBKT7:AGL24/pGADT7:HSP90.3. Οι 

φωτογραφίες τραβήχτηκαν μετά από 11 μέρες ανάπτυξης των αποικιών στους 28oC.  

 

πυκνή καλλιέργεια, έγιναν διαδοχικές  αραιώσεις σε 10-1, 10-2,και 10-3 . 1: pGBKT7:53/pGADT7:T. 2: 
pGBKT7:AGL24/pGADT7, 3: pGBKT7:SOC1/pGADT7, 4: pGBKT7:SOC1/pGADT7:HSP90.3, 5: 
pGBKT7:AGL24/pGADT7:HSP90.3 και 6: pGBKT7 /pGADT7:HSP90.3. Οι φωτογραφίες τραβήχτηκαν 
μετά από 11 μέρες ανάπτυξης των αποικιών στους 28oC.  
 
    

Εικόνα 24:  Φωτογραφία επιλεγμένων 
αποικιών ζυμών που αναπτύσσονται σε 
τρυβλία με θρεπτικό μέσο SD με έλλειψη 
των αμινοξέων λευκίνη και τρυπτοφάνη. 
α) Επιλεγμένες αποικίες 
μετασχηματισμένων ζυμών που 

αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο SD με 
έλλειψη των αμινοξέων λευκίνη και 
τρυπτοφάνη. β) Οι ίδιες επιλεγμένες 
αποικίες  αναπτύσσονται  στο  παραπάνω  
 

a
α 

a
β 

Εικόνα 23γ: Φωτογραφία αποικιών 
επιλεγμένων ζυμών που αναπτύσσονται σε 
τρυβλία με θρεπτικό μέσο τριπλής επιλογής. 
Από το υπόστρωμα απουσιάζουν τα αμινοξέα 
τρυπτοφάνη, λευκίνη και ιστιδίνη,  που 
επιλέχτηκαν    από     κάθε       
μετασχηματισμό  SG335  κυττάρων.  Οι  
αποικίες διαλύθηκαν σε υγρό θρεπτικό μέσο 
YPD, ισοποσοτικοποιήθηκαν και στη συνέχεια 
στρώθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο YPDA 
πραγματοποιώντας      μια     σειρά     

διαδοχικών   αραιώσεων.   Ξεκινώντας      από  
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Ανακεφαλαιώνοντας, όλες οι τεχνολογικές προσεγγίσεις που 
χρησιμοποιήθηκαν υποδεικνύουν ότι η  HSP90.3 πρωτεϊνη αλληλεπιδρά τόσο in 
planta όσο και in vivo με τις SOC1 και AGL24 πρωτεϊνες. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές 
υπογραμμίζουν τον εξέχοντα ρόλο που διαδραματίζουν οι HSP90 πρωτεϊνες στον 
έλεγχο της μεταγωγής των μηνυμάτων της άνθισης.    
 
 

3.ε. Μελέτη του προτύπου μεθυλίωσης των LFY::HSP90RNAi 

φυτών 
 
 

Όπως αναφέρθηκε σε προηγούμενες ενότητες, υπάρχει μια μεγάλη διαφορά 
μεταξύ των αρχικών LFY::HSP90RNAi μετασχηματισμένων φυτών της Τ1 γενιάς και των 
Τ2 και Τ3 γενεών: τα φυτά των Τ2 και Τ3 γενεών ανθίζουν κανονικά σε φυσιολογικές 
συνθήκες χωρίς την εφαρμογή κανενός εξωτερικού βοηθητικού παράγοντα.  

Η εφαρμογή ισχυρών εξωτερικών καταπονήσεων στους οργανισμούς μπορεί να 
προκαλέσει τροποποιήσεις στην αλληλουχία του DNA των οργανισμών, χωρίς όμως να 
συμβεί καμία αλλαγή στη νουκλεοτιδική τους αλληλουχία. Οι τροποποιήσεις αυτές 
εισέρχονται υπό τη μορφή μεθυλομάδων σε κατάλοιπα κυτοσίνης και τροποποιούν την 
κατάσταση του μεθυλώματος του οργανισμού. Τροποποίηση του μεθυλώματος ενός 
οργανισμού σημαίνει ότι α) διαφοροποιείται η έκφραση γονιδίων, δηλαδή γονίδια 
εκφράζονται ή αποσιωπούνται όταν θα έπρεπε να συμβαίνει το αντίθετο,  και β) 
ολόκληρες περιοχές διαφοροποιούνται ως προς την ικανότητά τους να είναι ενεργές ή 
όχι, μεταγραφικά.  

Σε όλα τα ευκαρυωτικά γενώματα, είναι γνωστό ότι η μεθυλίωση παρατηρείται 
σε κατάλοιπα κυτοσίνης και συνήθως λαμβάνει χώρα σε επαναλαμβανόμενες 
ακολουθίες σε ποσοστό μεγαλύτερο από ότι εντοπίζεται στο υπόλοιπο γονιδίωμα. Η 
μεθυλίωση των επαναλαμβανόμενων ακολουθιών μπορεί να καταστείλλει τον 
ανασυνδυασμό μεταξύ των ακολουθιών αυτών σε διάφορες θέσεις του γενώματος, το 
οποίο, αν συνέβαινε, θα οδηγούσε σε μετατοπίσεις και χρωμοσωμικές ανακατατάξεις. 
Η μεθυλίωση μπορεί επίσης να προκαλέσει απώλεια της RNA πολυμεράσης II 
εξαρτώμενης μεταγραφής των επαναλαμβανώμενων ακολουθιών, όπως συμβαίνει με τα 
μεταθετά στοιχεία, είτε προλαμβάνοντας την έναρξη της μεταγραφής είτε εμποδίζοντας 
την συνέχισή της. Πολλές έρευνες δείχουν τη σχέση μεταξύ της μεθυλίωσης 
προαγωγέων γονιδίων που μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση II και της 
απενεργοποίησης των γονιδίων αυτών. Αντιθέτως, ο ρόλος της μεθυλίωσης στην 
μεταγραφή γονιδίων που καθοδηγείται από τις RNA πολυμεράσες I και III είναι 
ελάχιστα κατανοητός. Εντούτοις, τα γονίδια των 5S rRNA, των tRNA και των SINE 
μεταθετών στοιχείων μεταγράφονται από την RNA πολυμεράση III. Γενικεύοντας, 
μπορεί να ειπωθεί ότι η αύξηση της μεθυλίωσης αναστέλλει τη μεταγραφή που 
πραγματοποιείται από την RNA πολυμεράση III, με την ύπαρξη βέβαια και εξαιρέσεων 
(Mathieu et al., 2002).  

Ο οικότυπος Col-0 του Arabidopsis thaliana έχει βρεθεί ότι περιέχει περίπου 
1000 αντίγραφα των 5S rRNA γονιδίων ανά απλοειδές γένωμα. Τα αντίγραφα αυτά 
οργανώνονται σε κατά σειρά επαναλήψεις που τοποθετούνται στην περικεντρομερική 
ετεροχρωματίνη στα χρωμοσώματα 3, 4 και 5. Κάθε 5S rRNA επανάληψη αποτελείται 
από μια μεταγραφόμενη περιοχή 120bp και μια περίπου 380bp μη μεταγραφόμενη 
περιοχή (Cloix et al., 2001).  Τα γονίδια αυτά είναι μεθυλιωμένα σε ποσοστό περίπου 
79%. Το ποσοστό αυτό είναι πολύ υψηλό σε σχέση με τα χαμηλά επίπεδα μεθυλίωσης 
του γενώματος του Arabidopsis, που είναι 6.3%. Παρόλα τα υψηλά επίπεδα 
μεθυλίωσης, τα γονίδια είναι ενεργά, χωρίς να επηρεάζεται η μεταγραφή τους από την 
RNA πολυμεράση III (Mathieu et al, 2002).  



114 
 

Το κεντρομερές των ευκαρυωτικών χρωμοσωμάτων είναι μια σημαντική δομή 
για τον ακριβή διαχωρισμό των αδερφών χρωματιδών κατά τη διάρκεια των μιτωτικών 
και μειωτικών κυτταρικών διαίρεσεων. Στο Arabidopsis, οι κεντρομερικές περιοχές και 
των πέντε χρωμοσωμάτων αποτελούνται από επαναλήψεις μιας ακολουθίας 180bp 
(Shibata και Murata, 2004). Η κεντρομερική αλληλουχία των 182bp αποτελεί την 
βασική μονάδα που επαναλαμβάνεται χιλιάδες φορές προκειμένου να σχηματιστεί η 
περιοχή του κεντρομερούς των χρωμοσωμάτων. Είναι ανενεργή, ετεροχρωματινική 
περιοχή και πλήρως μεθυλιώμενη ώστε να βρίσκεται συνεχώς σε καταστολή. Η 
καταστολή αυτή είναι απαραίτητη για την αποσιώπηση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών, 
οπως τα μεταθετά στοιχεία, που μπορεί να βλάψουν την κανονική λειτουργία των 
γονιδίων ενός οργανισμού. Αλλαγή στο μεθυλίωμα, δηλαδή στην κατάσταση 
μεθυλίωσης, ενός οργανισμού μπορεί να αλλάξει την κατάσταση μεθυλίωσης του 
κεντρομερούς. Για το λόγο αυτό η κεντρομερική αλληλουχία αποτελεί δείκτη της 
κατάστασης του μεθυλιώματος.     

Οι ακολουθίες τόσο του 5S rRNA όσο και της κεντρομερικής ακολουθίας 
χρησιμοποιούνται ως δείκτες μεθυλίωσης των γενωμάτων τόσο στο Arabidopsis όσο και 

σε άλλους ευκαρυωτικούς οργανισμούς. Λόγω των πολλαπλών επαναλήψεων και των 
πλούσιων CG (κυτοσίνης-γουανίνης) περιοχών που περιέχουν, οι ακολουθίες αυτές 
είναι μεθυλιωμένες σε φυσιολογικές συνθήκες. Σε φυτά Arabidopsis, των οποίων έχει 
τροποποιηθεί το γένωμα, παρατηρείται αλλαγή του προτύπου μεθυλίωσης των 
περιοχών  αυτών.  

Για τη μελέτη του προτύπου μεθυλιώσης των LFY::HSP90RNAi φυτών 
σχεδιάστηκαν κατάλληλοι εκκινητές για την ενίσχυση των ακολουθιών της 5S rRNA 
και της κεντρομερικής (CEN) ακολουθίας (βλέπε Υλικά και Μέθοδοι; Vaillant et al., 
2006) που θα χρησιμοποιηθούν σαν ανιχνευτές, αντίστοιχα. 

 
 

3.ε.1. Αποτελέσματα ανάλυσης νουκλεϊκών οξέων κατά Southern 
 
 

Τα LFY::HSP90RNAi φυτά Τ3 γενιάς που επιλέχτηκαν για την ανάλυση κατά 
Southern ήταν τα 10.3, 10.8, 10.111 και 10.141. Επίσης, χρησιμοποιήθηκαν φυτά 
αγρίου τύπου Arabidopsis για σύγκριση. Αρχικά απομονώθηκε γενωματικό DNA από 
τα αναπαραγωγικά μέρη των φυτών (βλαστός, φύλλα βλαστού, άνθη) από κάθε ομάδα 
δειγμάτων. Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν πέψεις γενωματικού DNA από όλα τα 
δείγματα με τα ένζυμα περιορισμού MspI, HpaII, EcoRII και ClaI  απότο καθένα σε 
ξεχωριστή αντίδραση. Τα ένζυμα που χρησιμοποιήθηκαν είναι ευαίσθητα στην 
μεθυλίωση δηλαδή  έχουν τη δυνατότητα να πέψουν ή όχι την ακολουθία-στόχο που 
αναγνωρίζουν ανάλογα με το αν είναι μεθυλιωμένη ή όχι. Οι πέψεις αναλύθηκαν σε 
πηκτή αγαρόζης (εικόνες 26α και 27α) και τα Southern αποτυπώματα που προέκυψαν 
υβριδοποιήθηκαν με τους ανιχνευτές 5S rRNA και CEN, που σημάνθηκαν με DIG-11-
dUTP, στους 65oC. Τα πρότυπα υβριδισμού είναι ορατά στην εικόνα 26β και 27β, 
αντίστοιχα.   

Στις πέψεις με το ένζυμο περιορισμού MspI όλα τα δείγματα που 
υβριδοποιήθηκαν με τον 5S ανιχνευτή παρουσίασαν το ίδιο πρότυπο, τόσο τα 
LFY::HSP90RNAi φυτά μεταξύ τους όσο και σε σχέση με τον άγριο τύπο. Το γεγονός 
αυτό υποδηλώνει ότι ο τύπος mCNG μεθυλίωσης δεν έχει τροποποιηθεί στα 
LFY::HSP90RNAi φυτά. Στη δεύτερη ομάδα δειγμάτων, που περιλαμβάνουν τις πέψεις 
με το ένζυμο περιορισμού HpaII, παρατηρείται ότι υπάρχει διαφορετικό πρότυπο 
μεταξύ του αγρίου τύπου και των LFY::HSP90RNAi φυτών. H ένταση των ζωνών 
αυξάνεται στα LFY::HSP90RNAi φυτά, γεγονός που σημαίνει ότι το ένζυμο περιορισμού 
HpaII έχει βελτιωμένη ικανότητα στο να κόβει τα 5S γονίδια. Αυτό υποδεικνύει 
ελάττωση των επιπέδων μεθυλίωσης του 5S rRNA στα LFY::HSP90RNAi φυτά σε σχέση 
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με τον άγριο τύπο. Ενώ στον άγριο τύπο που αντιπροσωπεύεται από το δείγμα Col-Ο, 
παρατηρείται μια συσσώρευση του σήματος υβριδισμού προς τα μεγαλύτερα μοριακά 
βάρη λόγω της ύπαρξης mCG μεθυλίωσης στο Arabidopsis,  στα LFY::HSP90RNAi 
φυτά το σήμα εμφανίζεται και σε χαμηλότερα μοριακά βάρη. Παρόμοιο πρότυπο 
παρατηρείται και στην επόμενη ομάδα πέψεων με το ένζυμο περιορισμού EcoRII. Πάλι 
στο δείγμα Col-Ο το σήμα υβριδισμού συσσωρεύεται πρός τα μεγαλύτερα μοριακά 
βάρη λόγω της ύπαρξης Dcm μεθυλίωσης στο Arabidopsis, ενώ στα υπόλοιπα δείγματα 
το σήμα ανιχνεύεται με μεγαλύτερη ένταση και στα μικρότερα μοριακά βάρη.  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 26α: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 0.8% των προϊόντων των πέψεων γενωματικού DNA 
(200ng/στήλη) απομονωμένων από LFY::HSP90RNAi φυτά και από φυτά Arabidopsis  άγριου τύπου.  Η 
κάθε απομόνωση υπεβλήθηκε σε τέσσερις πέψεις με ένζυμα περιορισμού ευαίσθητα στη μεθυλίωση ή μη 
της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που αναγνωρίζουν. Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 10.3, 
10.8, 10.111, 10.141 Τ3 γενιάς για τις LFY::HSP90RNAi σειρές  και Col-Ο για τον άγριο τύπο. Τα ένζυμα 

περιορισμού που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα MspI, HpaII, EcoRII και ClaI.  
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Όσον αφορά την ομάδα δειγμάτων του ενζύμου ClaI, παρατηρείται ότι δεν 

υπάρχει καμία διαφορά μεταξύ του αγρίου τύπου και των μετασχηματισμένων σειρών 
και ότι σε όλα τα δείγματα το σήμα ανιχνεύεται πολύ ψηλά σε μοριακά βάρη πάνω 
από τις 5000bp περίπου.  

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα φαίνεται ότι το πρότυπο μεθυλίωσης 
mCNG των LFY::HSP90RNAi φυτών σε σχέση με τον άγριο τύπο δεν έχει επηραστεί. Σε 
όλα τα δείγματα και στον άγριο τύπο το ένζυμο περιορισμού MspI πέπτει με το ίδιο 
πρότυπο τις ακολουθίες του 5S rRNA γεγονός που δηλώνει ότι δεν ανιχνεύεται 
μεταβολή του ποσοστού μεθυλίωσης τύπου mCNG. Αντίθετα, το πρότυπο μεθυλίωσης 
mCG των LFY::HSP90RNAi φυτών σε σχέση με τον άγριο τύπο έχει επηρεαστεί. Ενώ 
στον άγριο τύπο το ένζυμο περιορισμού HpaII φαίνεται να πέπτει σε μικρό ποσοστό τις 
νουκλεοτιδικές αλληλουχίες του 5S rRNA, γεγονός που είναι φυσιολογικό, στα 
LFY::HSP90RNAi φυτά το πρότυπο μεθυλίωσης εμφανίζεται αρκετά διαφοροποιημένο. 
Στα δείγματα αυτά προφανώς το ποσοστό μεθυλίωσης είναι μειωμένο αφού το HpaII 
αναγνωρίζει και πέπτει πολύ περισσότερες αλληλουχίες και καταστά δυνατή την 
εμφάνιση της μικρότερης υπομονάδας των 200bp που μπορεί να πέψει το ένζυμο, ενώ 
δεν εμφανίζεται στον άγριο τύπο. Το ίδιο ισχύει και για τη μεθυλίωση τύπου Dcm στα 
LFY::HSP90RNAi  φυτά. Φαίνεται ότι τα LFY::HSP90RNAi φυτά χαρακτηρίζονται από 
χαμηλότερα επίπεδα Dcm μεθυλίωσης αφού και εδώ το ένζυμο περιορισμού EcoRII 
αναγνωρίζει και πέπτει πολύ περισσότερες θέσεις και καταστά δυνατή επίσης την 
εμφάνιση της μικρότερης υπομονάδας των 200bp που μπορεί να πέψει, χωρίς να  
εμφανίζεται στον άγριο τύπο. Όσον αφορά το ένζυμο ClaI, τα επίπεδα της Dam 
μεθυλίωσης βρίσκονται σε φυσιολογικά επίπεδα χωρίς καμία διαφορά από τον άγριο 
τύπο. 
 

Εικόνα 26β: Αυτοραδιογραφία που υποδεικνύει το πρότυπο υβριδισμού που προέκυψε μετά από 

υβριδοποίηση του αποτυπώματος με τον ανιχνευτή 5S rRNA. Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 

10.3, 10.8, 10.111, 10.141 Τ3 γενιάς για τις LFY::HSP90RNAi ομάδες  και Col-Ο για τον άγριο τύπο. 

10Kb 
 
 

 
 
2.5Kb 

 

 
 
1Kb 

 

 
0.5Kb 

 
0.2Kb 



117 
 

 
 
 

 
 
διήρκεσε 20 λεπτά και στη συνέχεια έγινε εμφάνιση του φιλμ σύμφωνα με πρότυπη τεχνική 
αυτοραδιογραφίας.     

 

Εικόνα 27α: Ανάλυση 
σε πηκτή αγαρόζης 0.8% 
των προϊόντων των 
πέψεωνγενωματικώνDNA(
200ng/στήλη) 
απομονωμένων από 
LFY::HSP90RNAi φυτά 
και τον άγριο τύπο. Η 
κάθε απομόνωση 
υπεβλήθει σε τρεις 
πέψεις με ένζυμα 
περιορισμού ευαίσθητα 
στη μεθυλίωση ή μη της 
νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας που 
αναγνωρίζουν. Τα 
δείγματα που 
χρησιμοποιήθηκαν είναι: 
10.3, 10.8, 10.111, 

10.141 Τ3 γενιάς για τις 
LFY::HSP90RNAi ομάδες  
και Col-Ο για τον άγριο 
τύπο. Τα ένζυμα 

περιορισμού που 
χρησιμοποιήθηκαν είναι 
τα MspI, HpaII και 

EcoRII.  

Εικόνα 27β: 
Φωτογραφικό φιλμ όπου 
έχουν αποτυπωθεί τα 
αποτελέσματα 
υβριδισμού κατά 
Southern των 
απομονωμένων 
γενωματικών DNAs, 
τωνLFY::HSP90RNAi 
σειρών και του άγριου 
τύπου Col-Ο, με τον 
ανιχνευτή CEN. Τα 
δείγματα που 
χρησιμοποιήθηκαν είναι: 
10.3, 10.8, 10.111, 

10.141 Τ3 γενιάς για τις 
LFY::HSP90RNAi ομάδες  

και Col-Ο για τον άγριο 
τύπο. Η έκθεση της 
πλαστικής μεβράνης 
υβριδισμού στο 
φωτογραφικό           φιλμ  
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Η χρήση του ανιχνευτή CEN για την κεντρομερική περιοχή των 182bp 
εμφάνισε διαφορετικά αποτελέσματα σε σύγκριση με τον 5S rRNA ανιχνευτή. Τα 
ένζυμα περιορισμού που χρησιμοποιήθηκαν σε αυτό το πείραμα ήταν τα MspI, HpaII 
και EcoRII. Και οι τρεις ομάδες των πέψεων έδωσαν τα ίδια αποτελέσματα σε όλα τα 
δείγματα που μελετήθηκαν. Τόσο στον άγριο τύπο όσο και στα  LFY::HSP90RNAi φυτά 
δεν παρατηρήθηκε καμία διαφορά στο πρότυπο μεθυλίωσης με το συγκεκριμένο 
ανιχνευτή, γεγονός που δηλώνει ότι τα καθολικά πρότυπα μεθυλίωσης των 
LFY::HSP90RNAi φυτών δεν έχουν αλλάξει. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με τα 
αποτελέσματα της μελέτης του προτύπου έκφρασης των μεθυλοτρανσφερασών γονιδίων 
στα ανθικά μεριστώματα. Η κανονική έκφραση των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για τη 
διατήρηση της μεθυλίωσης μέσα στον οργανισμό και το σταθερό πρότυπο της 
μεθυλίωσης της κεντρομερικής περιοχής συνάδει στο γεγονός ότι δεν έχουν συμβεί 
γενικευμένες αλλαγές στα LFY::HSP90RNAi φυτά που να επηρεάζουν τον οργανισμό 
στο σύνολό του. Από την άλλη, η αλλαγή στο πρότυπο μεθυλίωσης του 5S rRNA 
δηλώνει ότι πιθανώς να έχουν εγκατασταθεί επιγενετικές αλλαγές οι οποίες έχουν 
στοχευμένη τοποθέτηση.  

Τα αποτελέσματα μέχρι στιγμής δείχουν ότι σε συνθήκες μεγάλης ημέρας τα 
LFY::HSP90RNAi φυτά παρουσιάζουν μειωμένα επίπεδα μεθυλίωσης. Δηλαδή, μέσα 
στο γένωμα των φυτών υπάρχουν περισσότερες ενεργοποιημένες περιοχές από ότι στον 
άγριο τύπο. Στη συνέχεια, ακολούθησε μελέτη των προτύπων μεθυλίωσης των φυτών σε 
συνθήκες μκρής ημέρας. Όπως παρατηρήθηκε στις μετρήσεις της άνθισης, τα 
LFY::HSP90RNAi  φυτά ανταποκρίνονται διαφορετικά σε συνθήκες  μεγάλης και 
μικρής ημέρας. Για το λόγο αυτό μελετήθηκε η κατάσταση του μεθυλιώματος των 
φυτών και στις δυο σύνθηκες, με τους ίδιους ανιχνευτές για να διαπιστωθεί αν οι 
διαφορές στην ικανότητα της άνθισης συνδέονται με αλλαγές στην κατάσταση των 
μεθυλιώματος. Τα αποτελέσματα των πειραμάτων εμφανίζονται στις εικόνες 28α, 28β, 
29α και 29β.  
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Η ανίχνευση του σήματος υβριδισμού των γενωματικών DNAs που 

απομονώθηκαν από φυτά που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας 
και υβριδίθηκαν με τον ανιχνευτή 5S rRNA εμφάνισε τα παρακάτω αποτελέσματα. Οι 
αντιδράσεις πέψεων των δειγμάτων μεγάλης ημέρας 10.1, 10.8, 10.31 10.141 και Col-
Ο με το ένζυμο περιορισμού MspI δεν έδειξε διαφορές στο πρότυπο μεθυλίωσης τόσο 
μεταξύ των δειγμάτων των LFY::HSP90RNAi φυτών όσο και μεταξύ των φυτών και τον 
άγριο τύπο, όπως ακριβώς και στην προηγούμενη ανάλυση κατά Southern με τον ίδιο 
ανιχνευτή (Εικόνα 28β). Διαφορετικά ήταν τα αποτελέσματα της ανιχνευσης του 
σήματος στις συνθήκες μικρής ημέρας. Τα δείγματα Col, 10.8 και 10.141 εμφάνισαν 
παρόμοιο πρότυπο μεθυλίωσης στην πέψη με το MspI το οποίο ακολουθεί το πρότυπο 
που παρατηρήθηκε στις συνθήκες μεγάλης ημέρας (Εικόνα 28β). Στα δείγματα 10.1 
και 10.31 το σήμα υβριδισμού ανιχνεύεται με πολύ μικρότερη ένταση στα μικρά 

μοριακά βάρη και φάινεται να συσσωρεύεται στα μεγαλύτερα μοριακά βάρη, γεγονός 
που δηλώνει ότι τα δείγματα παρουσιάζουν αυξημένα ποσοστά μεθυλίωσης τύπου 
mCNG. 

Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα της μελέτης των προτύπων μεθυλίωσης με τα 
αποτελέσματα του πειράματος μικρής ημέρας εμφανίζεται η εξής συσχέτιση. Οι ομάδες 
δειγμάτων που σε συνθήκες μικρής ημέρας άνθισαν σε πολύ μικρό ποσοστό, 
εμφάνισαν διαφορετικά πρότυπα mCNG μεθυλίωσης σε σχέση με τον άγριο τύπο αλλά 
και ομάδες LFY::HSP90RNAi φυτών που άνθισαν ικανοποιητικά στις ίδιες συνθήκες. 
Παρατηρούμε λοιπόν ότι οι ομάδες φυτών που αντιμετωπίζουν δυσκολία στην άνθιση 

Εικόνα 28α: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 0.8% των προϊόντων των πέψεων γενωματικών DNA 
(200ng/στήλη) απομονωμένων από LFY::HSP90RNAi φυτά και τον άγριο τύπο, που αναπτύχθηκαν σε 
συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας. Η κάθε απομόνωση υποβλήθηκε σε δυο πέψεις με ένζυμα 
περιορισμού ευαίσθητα στη μεθυλίωση ή μη της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που αναγνωρίζουν. Τα 
δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 10.1, 10.8, 10.31, 10.141 Τ3 γενιάς για τις LFY:: HSP90RNAi 

ομάδες και Col-Ο για  τον άγριο τύπο. Τα ένζυμα περιορισμού που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα MspI και 
HpaII.  

 

Εικόνα 28β: Εικόνα φωτογραφικού φιλμ στο οποίο έχουν αποτυπωθεί τα αποτελέσματα υβριδισμού κατά 
Southern των απομονωμένων γενωματικών DNAs, των  LFY::HSP90RNAi σειρών και του άγριου τύπου 
Col-Ο που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας, με τον ανιχνευτή 5S rRNA. Τα 
δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 10.1, 10.8, 10.31, 10.141 Τ3 γενιάς για τις LFY::HSP90RNAi 
ομάδες  και Col-Ο για τον άγριο τύπο. Η έκθεση της πλαστικής μεβράνης  υβριδισμού   στο φωτογραφικό 
φιλμ διήρκεσε 20 λεπτά και στη συνέχεια έγινε εμφάνιση του φιλμ σύμφωνα με πρότυπη τεχνική 

αυτοραδιογραφίας. 
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εμφανίζουν και αυξημένα πρότυπα mCNG μεθυλίωσης. Η διαφορά στην ικανότητα 
άνθισης σε συνθήκες μικρής ημέρας έγκειται στο γεγονός ότι τα φυτά αντιλαμβάνονται 
διαφορετικά το μονοπάτι του γιββερελλινικού οξέος, που είναι και το κυρίαρχο, ή 
έχουν ενεργοποιήσει σε διαφορετικό βαθμό εναλλακτικούς δρόμους προκειμένου να 
επιτευχθεί η άνθιση. Πιθανώς, τα διαφοροποιημένα πρότυπα μεθυλίωσης μεταξύ των 
δειγμάτων να σχετίζονται με την ικανότητα των δειγμάτων να κρατούν ενεργοποιημένο 
το μονοπάτι του γιββερελλινικού οξέος ή την ικανότητα ενεργοποίησης των 
εναλλακτικών μονοπατιών για την ολοκλήρωση της άνθισης. 

Παρόμοια ήταν τα αποτελέσματα που έδωσαν τα δείγματα στις αντιδράσεις 
πέψεων με το ένζυμο περιορισμού HpaII (Εικόνα 28β). Τόσο σε συνθήκες μεγάλης όσο 
και μικρής ημέρας, τα φυτά παρουσιάζουν το ίδιο πρότυπο μεθυλίωσης, που είναι 
αντίθετο του αγρίου τύπου. Ενώ στο δείγμα Col-Ο, και στις δυο συνθήκες, φαίνεται να 
συσσωρεύεται το σήμα στα μεγάλα μοριακά βάρη, στα υπόλοιπα δείγματα το σήμα 
ανιχνεύεται μέχρι την μικρότερη μονάδα 5S rRNA των 200bp που μπορεί να παραχθεί 
από την αντίδραση πέψης. Η διαφορά αυτή δηλώνει ότι και στις δύο συνθήκες 
ανάπτυξης, στα LFY::HSP90RNAi φυτά τα επίπεδα μεθυλίωσης τύπου mCG είναι 

μειωμένα.    
 

 
 
 
Εικόνα 29α: Ανάλυση σε πηκτή αγαρόζης 0.8% των προϊόντων των πέψεων γενωματικών DNA 
(200ng/στήλη) απομονωμένων από LFY::HSP90RNAi φυτά και τον άγριο τύπο, που αναπτύχθηκαν σε 

συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας. Η κάθε απομόνωση υπεβλήθει σε δυο πέψεις με ένζυμα 

περιορισμού ευαίσθητα στη μεθυλίωση ή μη της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας που αναγνωρίζουν. Τα 
δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 10.1, 10.8, 10.31, 10.141 για τις LFY::HSP90RNAi ομάδες  και 
Col για τον άγριο τύπο. Τα ένζυμα περιορισμού που χρησιμοποιήθηκαν είναι τα  MspI  και  HpaII.  
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Εικόνα 29β: Εικόνα φωτογραφικού φιλμ όπου έχουν αποτυπωθεί τα αποτελέσματα υβριδισμού κατά 
Southern των απομονωμένων γενωματικών DNAs, των  LFY::HSP90RNAi ομάδων και του άγριου τύπου 
Col που ανααπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας, με τον ανιχνευτή CEN. Τα δείγματα 
που χρησιμοποιήθηκαν είναι: 10.1, 10.8, 10.31, 10.141 για τις LFY::HSP90RNAi ομάδες  και Col για τον 
άγριο τύπο. Η έκθεση της πλαστικής μεβράνης υβριδισμού  στο  φωτογραφικό φιλμ έλαβε χώρα 20 λεπτά 
και στη συνέχεια έγινε εμφάνιση του φιλμ σύμφωνα με πρότυπη τεχνική αυτοραδιογραφίας.     

 
 

Τα αποτελέσματα του υβριδισμού του CEN ανιχνευτή έδωσαν παρόμοια 
αποτελέσματα και στις δυο συνθήκες ανάπτυξης. Όλα τα δείγματα των 
LFY::HSP90RNAi φυτών δεν διέφεραν από τον άγριο τύπο Col-Ο και στις δύο ομάδες 
αντιδράσεων πέψειων. Τα δεδομένα αυτά δηλώνουν ότι τόσο σε συνθήκες μεγάλης όσο 
και μικρής ημέρας, τα καθολικά πρότυπα μεθυλίωσης των LFY::HSP90RNAi φυτών δεν 
τροποποιούνται.  

Η ανάλυση του πρότυπου μεθυλίωσης των LFY::HSP90RNAi φυτών δείχνει 
ότι, σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης, τα φυτά έχουν τροποποιηθεί επιγενετικά. 
Αλλαγές έχουν εγκατασταθεί στις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες του γενώματος των 
φυτών οι οποίες επιφέρουν αλλαγές στην ανταπόκρισή τους ώς προς την άνθιση. 
Φαίνεται ότι η ικανότητα άνθισης των φυτών, που τα διαφοροποιεί από τα αρχικά 
LFY::HSP90RNAi φυτά, να έγκειται στην εγκαθίδρυση επιγενετικών αλλαγών στο 
γένωμά τους που τους επιφέρει την ιδιότητα αυτή.   

 
 

3.στ. Bisulfite sequencing 
 
 

Η ανάλυση του προτύπου του μεθυλιώματος των LFY::HSP90RNAi φυτών 

έδειξε ότι τα φυτά βρίσκονται σε κατάσταση αυξημένης υπομεθυλίωσης, σε σχέση με 
τον άγριο τύπο. Όπως έχει ειπωθεί, η ικανότητα των φυτών Τ2 και Τ3 γενιάς να 
ανθίζουν σε κανονικές συνθήκες χωρίς υποβοήθηση αποτελεί ένδειξη ύπαρξης 
επιγενετικών αλλαγών στο γένωμα των φυτών. Οι ενδείξεις επιβεβαιώθηκαν με την 
ανάλυση της μεθυλίωσης κατά Southern χρησιμοπιώντας τον 5S rRNA ανιχνευτή. Το 
γεγονός ότι τα αποτελέσματα του CEN ανιχνευτή έδειξαν ότι τα καθολικά πρότυπα 
μεθυλίωσης των LFY::HSP90RNAi φυτών είναι αμετάβλητα προτρέπει στην εστίαση της 
εύρεσης επιγενετικών αλλαγών σε συγκεκριμένους στόχους οι οποίοι να συσχετίζονται 
με το μηχανισμό της άνθισης. Η τεχνική που επιτρέπει την αναζήτηση εξιδεικευμένων 
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στόχων που έχουν τροποποιηθεί επιγενετικά είναι η Sodium Bisulfite PCR. Με βάση 
τη μεθοδολογία αυτή, το προς ανάλυση DNA χειρίζεται με Sodium Bisulfite και μέσο  
μιας σειράς χημικών αντιδράσεων τα μη μεθυλιωμένα κατάλοιπα κυτοσίνης 
μετατρέπονται σε κατάλοιπα ουρακίλης ενώ τα μεθυλιωμένα κατάλοιπα παραμένουν 
ανεπηρέαστα. Στη συνέχεια, με τη χρήση εξειδικευμένων εκκινητών ενισχύεται η 
περιοχή ενδιαφέροντος που επιθυμείται να μελετηθεί η κατάσταση μεθυλίωσής της και 
στη συνέχεια  κλωνοποιείται σε κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα. Είναι σημαντικό να 
διευκρινιστεί ότι το γενωματικό DNA κάθε κυττάρου ενός οργανισμού, δεν είναι 
απαραίτητο να κατέχει ακριβώς το ίδιο πρότυπο μεθυλίωσης με τα υπόλοιπα. Για το 
λόγο αυτό, η κλωνοποιήση της επιθυμητής ενισχυμένης γενωματικής περιοχής σε 
πλασμιδιακό φορέα έχει ως αποτέλεσμα την κατασκευή βιβλιοθήκης με τα ποικίλα 
διαφορετικά αντίγραφα της ενισχυμένης περιοχής. Στη συνέχεια, ανάλογα με το 
ποσοστό της μεθυλίωσης που εμφανίζεται σε κάθε κατάλοιπο κυτοσίνης στην 
αναλυούμενη περιοχή, κρίνεται αν το συγκεκριμένο κατάλοιπο είναι μεθυλιωμένο ή 
όχι. Ο πλασμιδιακός φορέας που χρησιμοποιήθηκε για την κλωνοποίηση των 
ενισχυμένων τμημάτων DNA ήταν ο pGEMT-easy (Promega).  

  
 
3.στ.1. Επιλογή γενωματικών περιοχών και σχεδιασμός εκκινητών 
 
 

Τα αποτελέσματα, μέχρι στιγμής, υποδεικνύουν ότι: α) οι 
κυτταροπλασματικές HSP90 πρωτεϊνες εμπλέκονται στο μηχανισμό της άνθισης του 
φυτού Arabidopsis και ότι η έλλειψή τους επιφέρει δραματικές επιπτώσεις στην 
ανάπτυξή του φυτού. β) Τα LFY::HSP90RNAi  φυτά ενώ ήταν ανίκανα να 
αναπαραχθούν στην Τ1 γενιά, μετά την εφαρμογή θερμικών καταπονήσεων κατάφεραν 
να υπερπηδήσουν τα εμποδια που είχαν δημιουργηθεί, να αναπαραχθούν και να 
μεταβιβάσουν την ιδιότητα αυτή στις επόμενες γενιές. Η τροποποίηση στην 
αναπαραγωγική συμπεριφορά των LFY::HSP90RNAi  φυτών αποδίδεται σε επιγενετικές 
αλλαγές, οι οποίες αποδειχθήκανε με την ανάλυση κατά Southern. Υπάρχει όμως η 
δυνατότητα, πέραν της ολικής αλλαγής οτυ μεθυλιώματος των φυτών, να έχουν συμβεί 
στοχευμένες αλλαγές σε επίπεδο μεθυλίωσης του DNA σε συγκεκριμένες ρυθμιστικές 
περιοχές. Είναι γνωστό ότι η πληθώρα των γονιδίων που απαρτίζουν το μηχανισμό της 
άνθισης, ανήκουν στην ευρήτερη οικογένεια των MADS-Box μεταγραφικών 
παραγόντων. Όταν ένα γονίδιο κατέχει την ιδιότητα του μεταγραφικού παράγοντα, αυτό 
σημαίνει ότι η πρωτεϊνη του συγκεκριμένου γονιδίου έχει την ιδιότητα να προσδένεται 
σε ακολουθίες στόχους στην περιοχή του προαγωγέα του γονιδίου που ρυθμίζει και να 
το ενεργοποιεί ή να το καταστέλει αντίστοιχα. Υπάρχει λοιπόν μεγάλη πιθανότητα, 
μέσω επιγενετικών τροποποιήσεων σε επίπεδο μεθυλίωσης του DNA, να έχουν 
δημιουργηθεί αλλαγές σε ρυθμιστικές περιοχές προαγωγέων γονιδίων που να 
επηρεάζουν την ικανότητα έκφρασής τους και να τροποποιούν το αποτέλεσμα της 
άνθισης. Έχοντας ως βάση τα δεδομένα αυτά, πραγματοποιήθηκε μελέτη των 
προαγωγέων γονιδίων της άνθισης που περιέχουν ρυθμιστικές περιοχές ελέγχου από 
άλλα ή και για άλλα γονίδια.  

Μετά από ανάλυση των γενωματικών περιοχών των προαγωγέων βασικών 
γονιδίων της άνθισης, επιλέχτηκαν τα εξής γονίδια για περαιτέρω μελέτη: Soc1, Lfy και 
Ap1. Η περιοχή των προαγωγέων, οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν και οι ρυθμιστικές 
περιοχές που περιέχουν παρουσιάζονται στις εικόνες 32α, 32β και 32γ.  
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που εμπλέκεται στην αναπαραγωγική ανάπτυξη. Με μαύρη γραμμή στα δεξιά της νουκλεοτιδικής 
αλληλουχίας έχει σημανθεί η περιοχή πρόσδεσης του γονιδίου Fd που εμπλέκτεται στη προαγωγή της 
άνθισης. Η περιοχή που επιλέχτηκε ξεκινάει στο -228 από το σημείο έναρξης της μετάφρασης. Με γαλάζιο 
χρώμα έχουν σημανθεί οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από τα ένζυμα περιορισμού 
BglII και SalI τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της μετατροπής της περιοχής από το χειρισμό 
του Bisulfite.     

 

 

Εικόνα 32α: Απεικόνιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της περιοχής του προαγωγέα του Αp1 γονιδίου 
που επιλέχτηκε προκειμένου να μελετηθεί με την τεχνική του Bisulfite sequencing. Με μωβ χρώμα 
απεικονίζονται οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την ενίσχυση της περιοχής μεγέθους 329bp. Με 

πράσινο χρώμα έχουν σημανθεί οι δυο ρυθμιστικές περιοχές πρόσδεσης του γονιδίου Lfy στον 
πρoαγωγέα, με κίτρινο χρώμα η περιοχή του ρυθμιστικού στοιχείου C-box core που είναι υπεύθυνο για 

την αντίληψη  του φωτός και  με  κόκκινο χρώμα  η  περιοχή πρόσδεσης  του γονιδίου   Spl3 (At2g33810)  
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Για να γίνει εφικτή η εξαγωγή ασφαλών αποτελεσμάτων σχετικά με το 

πρότυπο μεθυλίωσης της προς μελέτης περιοχής, απαιτείται ανάλυση μεγάλου 
αριθμού ξεχωριστών κλώνων μετά την κλωνοποίηση της ενισχυμένης περιοχής σε 
κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα. Ο ίδιος περιορισμός ισχύει και για τον σχεδιασμό των 
εκκινητών. Λόγω του ότι ένα συγκεκριμένο κατάλοιπο κυτοσίνης μπορεί να είναι 
μεθυλιωμένο σε κάποια κύτταρα ενώ σε κάποια άλλα όχι, ο εκκινητής στο 
συγκεκριμένο κατάλοιπο πρέπει να είναι εκφυλισμένος για να αποφεχθούν 
εσφαλμένες διακρίσεις μεταξύ των προς ενίσχυση αλληλουχιών. Στο κεφάλαιο Υλικά 
και Μέθοδοι αναφέρονται οι εκφυλισμένοι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την 
ενίσχυση τω παραπάνω επιλεγμένων γενωματικών περιοχών.  

 
 

3.στ.2. Απομόνωση γενωματικού DNA και χειρισμός με Sodium Bisulfite 
 
 

Για την ανάλυση των προτύπων μεθυλίωσης επιλέχτηκαν φυτά αγρίου τύπου 
που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας και φυτά 
LFY::HSP90RNAi των ομάδων 10.1 και 10.141 που αναπτύχθηκαν σε αντίστοιχες 

Εικόνα 32β: Απεικόνιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της περιοχής του προαγωγέα του Soc1 
γονιδίου που επιλέχτηκε προκειμένου να μελετηθεί με την τεχνική του Bisulfite sequencing. Με μωβ 
χρώμα απεικονίζονται οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την ενίσχυση της περιοχής μεγέθους 371bp. Με 
κόκκινο χρώμα έχει σημανθεί η περιοχή που περιέχει τα ρυθμιστικά στοιχεία ελέγχου του γονιδίου από 
τα γονίδια Flc και Co. Με γαλάζιο χρώμα έχουν σημανθεί οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που 
αναγνωρίζονται από τα ένζυμα περιορισμού HindIII και EcoRII τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για τον 
έλεγχο της μετατροπής της περιοχής από το χειρισμό του Bisulfite. . Η περιοχή που επιλέχτηκε ξεκινάει 

στο -320 από το σημείο έναρξης της μετάφρασης. 

Εικόνα 32γ: Απεικόνιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της περιοχής του προαγωγέα του γονιδίου Lfy 
που επιλέχτηκε προκειμένου να μελετηθεί με την τεχνική του Bisulfite sequencing. Με μωβ χρώμα 
απεικονίζονται οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την ενίσχυση της περιοχής μεγέθους 353bp. Με 
πράσινο χρώμα έχει σημανθεί η ρυθμιστική περιοχή πρόσδεσης του γονιδίου Gamyb33 (At5g06100) 
που εμπλέκεται στη ρύθμιση της άνθισης μέσω του μονοπατιού των γιββεριλλινών. Με γαλάζιο χρώμα 
έχουν σημανθεί οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που αναγνωρίζονται από τα ένζυμα περιορισμού XbaI και 
XhoI τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για τον έλεγχο της μετατροπής της περιοχής από το χειρισμό του 
Bisulfite. . Η περιοχή που επιλέχτηκε ξεκινάει στο +65 από το σημείο έναρξης της μετάφρασης. 
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συνθήκες. Οι δυο ομάδες των LFY::HSP90RNAi φυτών επιλέχτηκαν γιατί παρουσιάζουν 
διαφορετικό πρότυπο μεθυλίωσης σε σχέση με τον άγριο τύπο σε συνθήκες μεγάλης 
ημέρας αλλά και μεταξύ τους σε συνθήκες μικρής ημέρας. Επίσης, σύμφωνα με τις 
μετρήσεις της άνθισης τόσο σε συνθήκες μεγάλης όσο και μικρής ημέρας 
ανταποκρίνονται διαφορετικά και παρουσιάζουν μεγάλες αποκλίσεις μεταξύ τους. Οι 
ομάδες φυτών 10.1 και 10.141 τόσο με το φαινότυπο όσο και με τα πρότυπα 
μεθυλίωσης που εμφανίζουν αποτελούν αντιπροσωπευτικά δείγματα του συνόλου των 
φυτών που έχουν μελετηθεί.  

 Μετά την ολοκλήρωση των πειραμάτων κλωνονποίησης των ενισχυμένων 
περιοχών, επιλέχτηκαν τυχαία 10 αποικίες ώστε να πραγματοποιηθούν αντιδράσεις 
πέψεων με ένζυμα περιορισμού. Οι αντιδράσεις πέψεων πραγματοποιήθηκαν για δυο 
λόγους: α) κάθε ένζυμο που επιλέχτηκε περιέχει τουλάχιστον ένα κατάλοιπο κυτοσίνης 
στην νουκλεοτιδική ακολουθία που αναγνωρίζει. Εαν η συγκεκριμένη θέση είναι 
μεθυλιωμένη τότε ο χειρισμός με Bisulfite θα την τροποποιήσει και δεν θα 
αναγνωρίζεται πλέον από το ένζυμο περιορισμού. Έτσι υπάρχει μια ένδειξη ύπαρξης 
μεθυλίωσης στην περιοχή ή όχι. β) Επειδή δεν είναι απαραίτητο όλα τα κατάλοιπα 

κυτοσίνης να είναι μεθυλιωμένα σε μια περιοχή, επιλέκτηκε και ένα δεύτερο ένζυμο 
περιορισμού του οποίου τα αποτελέσματα θα συμπληρώνουν τα αποτελέσματα του 
πρώτου ενζύμου. Δηλαδή, αν και τα δυο ένζυμα αναγνωρίζουν την ακολουθία στόχο 
και την πέπτουν, τότε πιθανώς η συγκεκριμένη περιοχή να μην είναι μεθυλιωμένη, ενώ 
αν και τα δυο ένζυμα αναγνωρίζουν και πέπτουν την ακολουθία στόχο σε κάποιο 
ποσοστό, τότε πολύ πιθανόν η συγκεκριμένη περιοχή να παρουσιάζει ένα 
διαφοροποιημένο πρότυπο μεθυλίωσης.  

 
 
3.στ.3. Ανάλυση του προαγωγέα Ap1  
 
 

Μια περιοχή μεγέθους 329bp του προαγωγέα του γονιδίου Ap1 ενισχύθηκε, 
από όλες τις σειρές LFY-RNAi φυτών που χρησιμοποιήθηκαν μετά από επώασημε 
Sodium Bisulfite. Επιλέχτηκαν 10 αποικίες για κάθε δείγμα DNA στις οποίες 
πραγματοποιήθηκαν οι εξής πέψεις: πέψη EcoRI για την επιβεβαίωση του μεγέθους 
του ενθέτου και πέψεις BglII και SalI για τον έλεγχο του προτύπου μεθυλίωσης 
(Εικόνα 33).  

 

 
 
 
 
 
 

 

Εικόνα 33: Πίνακας αποτελεσμάτων πέψεων για τη μελέτη μεθυλίωσης του προαγωγέα Ap1. Για κάθε 
δείγμα DNA ελέγχτηκαν 10 αποικίες όπου πραγματοποιήθηκαν τρεις πέψεις στην κάθε μια. 1) EcoRI για 

την επιβεβαίωση του μεγέθους του ενθέτου,  2) BglII και 3) SalI για τον έλεγχο της μεθυλίωσης.    
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Τα αποτέλεσματα  των πέψεων υποδηλώνουν ότι  η θέση αναγνώρισης των 
ενζύμων περιορισμού έχει καταστραφεί σε όλα τα δείγματα που αναλύθηκαν. Αυτό 
οδηγεί στο συμπέρασμα ότιστην περιοχή του προαγωγέα του Ap1 γονιδίου δεν 
ανιχνεύονται τροποποιήσεις του μεθυλιώματος, αφού και τα δυο ένζυμα που 
χρησιμοποιήθηκνα δεν αναγνωρίζουν την ακολουθία στόχο. Για το λόγο αυτό, δεν 
μελετήθηκε περαιτέρω η περιοχή αυτή. 
 
 
3.στ.4. Ανάλυση του προαγωγέα Soc1  
 
 

Όμοίως αναλύθηκε η περιοχή μεγέθους 371bp του προαγωγέα του Soc1 
γονιδίου. Πραγματοποιήθηκε η ίδια σειρά πειραμάτων, με τη μόνη διαφορά ότι τα 
ένζυμα περιορισμού που χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα HindIII και EcoRII (Εικόνα 34).  

 

 
 

 
 
 

 
Τα αποτέλεσματα  των πέψεων και σε αυτή την περιοχή υποδηλώνουν ότι  η 

θέση αναγνώρισης των ενζύμων περιορισμού έχει καταστραφεί σε όλα τα δείγματα που 
αναλύθηκαν. Αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότιστην περιοχή του προαγωγέα του Soc1 
γονιδίου δεν ανιχνεύονται τροποποιήσεις του μεθυλιώματος, αφού και τα δυο ένζυμα 
που χρησιμοποιήθηκνα δεν αναγνωρίζουν την ακολουθία στόχο. Για το λόγο αυτό, δεν 
μελετήθηκε περαιτέρω η περιοχή αυτή. 

 
 

3.στ.5. Ανάλυση του προαγωγέα Lfy  
 
 

Η ίδια ανάλυση πραγματοποιήθηκε και για την  περιοχή μεγέθους 353bp 
του προαγωγέα του Lfy γονιδίου Και εδώ τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν 
ακολουθούν την ίδια σειρά με τη μόνη διαφορά ότι τα ένζυμα περιορισμού που 
χρησιμοποιήθηκαν ήταν τα XbaI και XhoI (Εικόνα 35) και αναλύθηκαν 20 αποικίες 
αντί για 10. 

  

Εικόνα 34: Πίνακας αποτελεσμάτων πέψεων της μελέτης μεθυλίωσης του προαγωγέα Soc1. Για κάθε 
δείγμα DNA ελέγχτηκαν 10 αποικίες όπου πραγματοποιήθηκαν τρεις πέψεις στην κάθε μια. 1) EcoRI για 

την επιβεβαίωση του μεγέθους του ενθέτου,  2) HindIII και 3) EcoRII για τον έλεγχο της μεθυλίωσης.  
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Η ανάλυση των πέψεων που πραγματοποιήθηκαν έδειξε ότι όλες οι αποικίες 

των δειγμάτων Col-0 μεγάλης και μικρής ημέρας δεν έδωσαν κανένα προϊόν με τις 
πέψεις XbaI και XhoI, αποτέλεσμα που δηλώνει ότι στον άγριο τύπο η συγκεκριμένη 
περιοχή δεν είναι μεθυλιωμένη. Στα υπόλοιπα δείγματα ορισμένες αποικίες έδωσαν 
προϊόντα στις αντιδράσεις πέψεων XbaI και XhoI, που δηλώνει ότι οι θέσεις 
αναγνώρισης των ενζύμων παραμένουν λειτουργικές λόγω μεθυλίωσής τους. Στην 
εικόνα 35 φαίνεται ότι τα LFY::HSP90RNAi φυτά παρουσιάζουν διαφορετικό πρότυπο 
μεθυλίωσης από ότι ο άγριος τύπος και στις δυο συνθήκες ανάπτυξης. Οι αντιδράσεις 
πέψεων με το ένζυμο περιορισμού XbaI δεν παράγουν προϊόντα (0%) και για τα δύο 
δείγματα αγρίου τύπου, ενώ παρήγαγαν 50% για το 10.1 μεγάλης ημέρας, 25% για το 
10.1 μικρής ημέρας, 10% για το 10.141 μεγάλης ημέρας και 15% για το 10.141 
μικρής ημέρας. Παρόμοια ήταν τα αποτελέσματα και για το XhoI. Πάλι, τα δυο 
δείγματα αγρίου τύπου παρήγαγαν 0% προϊόντα στις αντιδράσεις πέψεων, ενώ το 10.1 
μεγάλης ημέρας παρήγαγε 25%, το 10.1 μικρής ημέρας 35%, το 10.141 μεγάλης 
ημέρας 5% και το 10.141 μικρής ημέρας 5%. Τα αποτελέσματα αυτά δηλώνουν ότι 
τουλάχιστον στα κατάλοιπα κυτοσίνης που περιέχονται στις θέσεις αναγνώρισης των 
ενζύμων περιορισμού το πρότυπο μεθυλίωσης στα LFY::HSP90RNAi φυτά είναι 
διαφοροποιημένο σε σχέση με τον άγριο τύπο και στις δύο συνθήκες ανάπτυξης.  

Επειδή όμως οι πέψεις με τα ένζυμα περιορισμού αποτελούν ένδειξη της 
ύπαρξης ή απουσίας μεθυλίωσης στα συγκεκριμένα κατάλοιπα κυτοσινών, για να 
καταστεί δυνατή η μελέτη ολόκληρης της περιοχής απαιτείται η αλληλούχισή της. Για 
το σκοπό αυτό, αλληλουχήθηκαν όλοι οι κλώνοι που ελέγχθηκαν με τις αντιδράσεις 
των πέψεων. Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης παρουσιάζονται στις εικόνες 37α και 
37β.     

Αναλύοντας τους συγκεντρωτικούς πίνακες των αποτελεσμάτων της 
αλληλούχισης των δειγμάτων και των δύο συνθηκών γίνεται φανερό ότι ο προαγωγέας 
του Lfy γονιδίου βρίσκεται κάτω από επιγενετικό έλεγχο. Τόσο στις συνθήκες μεγάλης 
όσο και μικρής ημέρας φαίνεται να έχει υποστεί αλλαγές η κατάσταση του 
μεθυλιώματός του, οι οποίες αποθηκεύονται ως μεθυλο-ομάδες στα κατάλοιπα της 
κυτοσίνης. Στα αποτελέσματα των συνθηκών μεγάλης ημέρας φαίνεται ότι στο δείγμα 
10.1 παρατηρούνται υψηλότερα ποσοστά μεθυλίωσης σε σχέση με το 10.141. Όμως, 
στην περιοχή πρόσδεσης της MYB33 πρωτεϊνης  και τα δύο δείγματα εμφανίζουν όμοια 
υψηλά ποσοστά μεθυλίωσης. Η MYB33 πρωτεϊνη αποτελεί μια πρωτεϊνη κλειδί του 
μονοπατιού του γιββερελλινικού οξέος μέσω της οποίας το συγκεκριμένο μονοπάτι 

Εικόνα 35: Πίνακας αποτελεσμάτων πέψεων της μελέτης μεθυλίωσης του προαγωγέα Lfy. Για κάθε 

δείγμα DNA ελέγχτηκαν 20 αποικίες όπου πραγματοποιήθηκαν τρεις πέψεις στην κάθε μια. 1) EcoRI για 

την επιβεβαίωση του μεγέθους του ενθέτου,  2) XbaI και 3) XhoI για τον έλεγχο της μεθυλίωσης.  



128 
 

ενεργοποιεί το Lfy γονίδιο προκειμένου να επαχθεί η άνθιση. Στα δεδομένα αυτά 
φαίνεται ότι η περιοχή πρόσδεσης της MYB33 πρωτεϊνης  στον προαγωγέα του Lfy 
είναι πλήρως μεθυλιωμένη. Παρόμοια είναι τα αποτελέσματα και στα δείγματα των 
συνθηκών μικρής ημέρας με τη διαφορά όμως ότι στην περιοχή πρόσδεσης της MYB33 
πρωτεϊνης, το δείγμα 10.1 εμφανίζει υψηλότερα ποσοστά μεθυλίωσης από ότι το 
δείγμα 10.141. Δηλαδή, ενώ στο δείγμα 10.1 και τα τρία κατάλοιπα κυτοσίνης της 
περιοχής πρόσδεσης CAACTGTC χαρακτηρίζονται από υψηλά ποσοστά μεθυλίωσης, 
στο δείγμα 10.141 μόνο το ένα κατάλοιπο είναι υψηλά μεθυλιωμένο, ενώ στα 
υπόλοιπα δυο το ποσοστό μεθυλίωσης είναι χαμηλό.     
  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   

Εικόνα 37α: Σχηματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων του Bisulfite sequencing της περιοχής του 
προαγωγέα του Lfy γονιδίου στα δείγματα 10.1 και 10.141 για τα LFY::HSP90RNAi φυτά και Col-Ο για τον 
άγριο τύπο. Όλα τα φυτά αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης ημέρας. Με γαλάζιο έχουν σημανθεί τα 
κατάλοιπα κυτοσίνης που περιέχονται στην προς μελέτη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Κάθε κατάλοιπο 
κυτοσίνης χαρακτηρίζεται από τρεις ετικέτες. Η κάθε σήμανση αποτελεί το τελικό ποσοστιαίο αποτέλεσμα 
που μετρήθηκε για το συγκεκριμένο κατάλοιπο και στους 20 κλώνους που αναλύθηκαν στο εκάστοτε δείγμα. 
Οι σημάνσεις της κάθε σειράς αντιπροσωπεύουν από πάνω προς τα κάτω τα δείγματα Col, 10.1 και 10.141. 
Στην νουκλεοτιδική αλληλουχία έχει σημανθεί το 8-νουκλεοτίδιο CAACTGTC που αποτελεί τη ρυθμιστική 

αλληλουχία πρόσδεσης της MYB33 πρωτεϊνης (At5g06100). 
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3.στ.6. Ανάλυση του προαγωγέα Sup  
 
 

Ένα ακόμη γονίδιο στο οποίο μελετήθηκε το πρότυπο μεθυλίωσης του 
προαγωγέα του ήταν το Superman (At3g23130). Το Sup είναι ένα γονίδιο που 
εκφράζεται εξειδικευμένα στο άνθος και εμπλέκεται στο σχηματισμό των ανθήρων και 
του υπέρου. Σε υπομεθυλιωμένο γενετικό υπόβαθρο ένα μέρος της περιοχής του 
προαγωγέα του γονιδίου Sup μεθυλιώνεται επιλεκτικά καταστέλλοντας την έκφρασή 
του (Jacobsen et al., 1999). Λόγω του γεγονότος ότι και τα LFY::HSP90RNAi φυτά 
βρίσκονται σε κατάσταση υπομεθυλίωσης, θεωρήθηκε σκόπιμο να μελετηθεί η 
ανταπόκριση του προαγωγέα του γονιδίου αυτού στο γενετικό υπόβαθρο των 
LFY::HSP90RNAi φυτών. Για το σκοπό αυτό, σχεδιάστηκαν κατάλληλοι εκφυλισμένοι 
εκκινητές για την ενίσχυση της ακολουθίας του προαγωγέα του Sup γονιδίου που έχει 
δειχθεί ότι τροποποιείται. Η ανάλυση πραγματοποιήθηκε σε όλα τα δείγματα που 
έχουν μελετηθεί (Εικόνα 37).  

 

   

Εικόνα 37α: Σχηματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων του Bisulfite sequencing της περιοχής του 
προαγωγέα του Lfy γονιδίου στα δείγματα 10.1 και 10.141 για τα LFY::HSP90RNAi φυτά και Col-Ο για 
τον άγριο τύπο. Όλα τα φυτά αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μικρής ημέρας. Με γαλάζιο έχουν σημανθεί τα 
κατάλοιπα κυτοσίνης που περιέχονται μελετούμενη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Κάθε κατάλοιπο 
κυτοσίνης χαρακτηρίζεται από τρεις ετικέτες. Η κάθε σήμανση αποτελεί το τελικό ποσοστιαίο αποτέλεσμα 
που μετρήθηκε για το συγκεκριμένο κατάλοιπο και στους 20 κλώνους που αναλύθηκαν στο εκάστοτε 
δείγμα. Οι σημάνσεις της κάθε σειράς αντιπροσωπεύουν από πάνω προς τα κάτω τα δείγματα Col, 10.1 
και 10.141. Στην νουκλεοτιδική αλληλουχία έχει σημανθεί το 8-νουκλεοτίδιο CAACTGTC που αποτελεί 

τη ρυθμιστική αλληλουχία πρόσδεσης της MYB33 πρωτεϊνης (At5g06100). 
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Και σε αυτή την περίπτωση πραγματοποιήθηκε η ίδια σειρά πειραμάτων. 

Επειδή όμως στην ενισχυμένη περιοχή δεν περιέχεται θέση αναγνώρισης για κάποιο 
συμβατικό ένζυμο περιορισμού, επιλέχτηκε ο ίδιος αριθμός κλώνων όπως και στην 
περίπτωση του προαγωγέα του Lfy και πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση των δειγμάτων. 
Τα αποτελέσματα της αλληλούχισης παρουσιάζονται στην εικόνα 37α. Η μελέτη των 
αποτελεσμάτων για τη γενωματική περιοχή του Sup προαγωγέα δείχνει ότι σε όλα τα 
δείγματα και συνθήκες δεν εμφανίζεται κάποια αλλαγή στο πρότυπο μεθυλίωσης της 
αλληλουχίας. Όλα τα δείγματα των LFY::HSP90RNAi φυτών είναι πανομοιότυπα με τον 
άγριο τύπο γεγονός που δηλώνει ότι η συγκεκριμένη περιοχή δεν έχει επηρεαστεί από 
την αλλαγή του μεθυλιώματος των LFY::HSP90RNAi φυτών.  

Συγκεντρώνοντας τα δεδομένα από το πείραμα του Bisulfite sequencing 
παρατηρείται ότι έχουν συμβεί εξιδεικευμένες αλλαγές στο μεθυλίωμα των 
LFY::HSP90RNAi φυτών τουλάχιστον σε μια γενωματική περιοχή. Γίνεται προφανές ότι 
τα φυτά για να καταφέρουν να υπερπηδήσουν το εμπόδιο που προκάλεσε στην άνθιση 
η απώλεια των HSP90 πρωτεϊνών επιστράτευσαν βοηθητικούς μηχανισμούς, όπως είναι 
οι αλλαγές στα πρότυπα μεθυλίωσής τους. Οι αλλαγές αυτές μπορεί να εξυπηρετούν 
είτε στην ενεργοποίηση γονιδίων ή μηχανισμών που υποβοηθούν την ολοκλήρωση της 
άνθισης, είτε στην απενεργοποίηση περιοχών που τα φυτά πλέον δεν μπορούν να 
χρησιμοποιήσουν λόγω έλλειψης των HSP90 πρωτεϊνών. 

 

Εικόνα 37: Απεικόνιση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της περιοχής του προαγωγέα του γονιδίου Sup 

που επιλέχτηκε προκειμένου να αναλυθεί με την τεχνική του Bisulfite sequencing. Με μωβ χρώμα 
απεικονίζονται οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν για την ενίσχυση της γενωματικής περιοχής μεγέθους 
215bp. Η περιοχή που επιλέχτηκε ξεκινάει στο -63  από το σημείο έναρξης της μετάφρασης. 

  
 

Εκκινητές 



131 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    

Εικόνα 37α: Σχηματική απεικόνιση των αποτελεσμάτων του Bisulfite sequencing της περιοχής του 
προαγωγέα του γονιδίου Sup στα δείγματα 10.1 και 10.141 για τα LFY::HSP90RNAi φυτά και Col-Ο για τον 
άγριο τύπο. Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας. Με κόκκινο έχουν σημανθεί 
τα κατάλοιπα κυτοσίνης που περιέχονται στην προς μελέτη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Κάθε κατάλοιπο 
κυτοσίνης χαρακτηρίζεται από έξι σημάνσεις. Η κάθε σήμανση αποτελεί το τελικό ποσοστιαίο αποτέλεσμα 
που μετρήθηκε για το συγκεκριμένο κατάλοιπο και στους 20 κλώνους που αναλύθηκαν στο εκάστοτε δείγμα. 
Οι σημάνσεις της κάθε σειράς αντιπροσωπεύουν από πάνω προς τα κάτω τα δείγματα Col-Ο, 10.1 και 

10.141 μεγάλης ημέρας και στη συνέχεια Col-Ο, 10.1 και 10.141 μικρής ημέρας.  
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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4.α. Θεωρητικό υπόβαθρο  
 
Οι HSP90 πρωτεϊνες αποτελούν μια πολύ συντηρημένη οικογένεια 

πρωτεϊνών τόσο μεταξύ των ευκαρυωτικών οργανισμών όσο και μεταξύ 
ευκαρυωτικών και προκαρυωτικών. Παρόλο που ονομάζονται θερμοεπαγόμενες, η 
έκφρασή τους δεν εμφανίζεται μόνο κάτω από συνθήκες καταπόνησης, με το 
θερμικό σοκ να αποτελεί μια από αυτές, αλλά ανιχνεύεται ικανοποιητικά και σε 
φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης των οργανισμών. Στο φυτό Arabidopsis thaliana 
έχουν χαρακτηριστεί 7 μέλη της οικογένειας. Τα Hsp90.1, 2, 3 και 4 γονίδια που 
αποτελούν τα κυτταροπλασματικά μέλη, είναι το αντικείμενο μελέτης της 
παρούσας εργασίας.  

Σε όλους τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς που έχουν μελετηθεί 
μέχρι σήμερα τα ομόλογα των κυτταροπλασματικών Hsp90 γονιδίων, έχει δειχθεί η 
σημαντικότητα και αναγκαιότητα της έκφρασής τους όχι μόνο για τη σωστή 
ανάπτυξη των οργανισμών αλλά και τη βιωσιμότητά τους. Παρόμοιες μελέτες έχουν 

πραγματοποιηθεί και στο Arabidopsis μέσο της τεχνικής των T-DNA 
μεταλλαγμάτων όπου απαλοίφεται η έκφραση των γονιδίων. Τα πειράματα μελέτης 
των τεσσάρων γονιδίων μέσο T-DNA μετάλλαξης παρουσίασαν δύο πολύ σημαντικά 
αποτελέσματα. Πρώτον, κάθε απλή hsp90 μετάλλαξη παρουσίαζε παρόμοιο 
φαινότυπο με τις υπόλοιπες. Καμία απλή hsp90 μετάλλαξη για καθένα από τα 
τέσσερα γονίδια δεν απειλούσε τη βιωσιμότητα του φυτού και τα αποτελέσματα της 
απαλοιφής της έκφρασής του γονιδίου είχε ως αποτέλεσμα την εμφάνιση εύρους 
φαινοτύπων που επαναλαμβανόταν και στις μεταλλάξεις των υπολοίπων μελών 
(Samakovli et al., 2007). Τα δεδομένα αυτά δηλώνουν ότι υπάρχει πιθανώς 
αλληλοεπικάλυψη των δράσεων των τεσσάρων γονιδίων στο Arabidopsis.  Δεύτερον, 
ήταν αδύνατη η δημιουργία τριπλών και τετραπλών μεταλλαγμάτων των γονιδίων 
μιας και οι απόγονοι των διασταυρώσεων δεν ήταν βιώσιμοι. Κάθε προσπάθεια 
απαλοιφής παραπάνω από δυο γονιδίων συγχρόνως επέφερε θνησιγόνα 
αποτελέσματα γεγονός που δείχνει πόσο απαραίτητη είναι η δράση τους για τη 
βιωσιμότητα του οργανισμού.  

Έχοντας υπόψη τα παραπάνω δεδομένα, σχεδιάστηκε ένα ερευνητικό 
έργο προκειμένου να καταστεί δυνατή η μελέτη της λειτουργίας των 
κυτταροπλασματικών Hsp90 γονιδίων σε συγκεκριμένο αναπτυξιακό στάδιο στο 
φυτό Arabidopsis thaliana. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιήθηκε ο μηχανισμός 
της RNA γονιδιακής αποσιώπησης (RNAi, RNA interference). Ο RNAi μηχανισμός 
κατέχει τα εξής πλεονεκτήματα: πρώτον, επιλέγοντας μια γενωματική περιοχή 
υψηλής ομολογίας των προς μελέτη γονιδίων, καθίσταται δυνατή η αποσιώπηση 
όλων των προς μελέτη γονιδίων συγχρόνως. Δεύτερον, το σημαντικότερο 
πλεονέκτημα του μηχανισμού έγκειται στο γεγονός ότι δεν απαλείφει πλήρως την 
έκφραση του ή των προς μελέτη γονιδίων. Η RNA αποσιώπηση λειτουργεί 
ποσοστιαίως και σε κάθε προϊόν μετασχηματισμού μπορεί να κυμαίνεται από 0-
100%. Καθίσταται λοιπόν δυνατή η μελέτη του γονιδίου ή γονιδίων στόχων που η 
απαλοιφή τους προκαλεί θνησιγενή αποτελέσματα στον οργανισμό. Τρίτον, έχει 
αποδειχθεί ότι ο μηχανισμός είναι σταθερός και εξακολουθεί να εκφράζεται για 
αρκετές γενιές οργανισμό που μελετάται. Ειδικά για το Arabidopsis, έχει δειχθεί 

ότι παραμένει σταθερός μέχρι και 5 γενιές (Stoutjesdijk et al., 2002). Το 
χαρακτηριστικό αυτό δίνει τη δυνατότητα εκτενής παρατήρησης των γονιδίων που 
μελετούνται για αρκετές γενιές. Το χαρακτηριστικό αυτό δίνει τη δυνατότητα 
εκτενούςς παρατήρησης των γονιδίων που αποσιωπούνται για αρκετές γενιές.  

Πραγματοποιήθηκε στοχευμένη μελέτη της λειτουργίας των γονιδίων 
σε συγκεκριμένο αναπτυξιακό στάδιο χρησιμοποιώντας τον ιστο-ειδικό προαγωγέα 
του γονιδίου Lfy. Το Lfy γονίδιο, που εκφράζεται κατά κύριο λόγο στο κορυφαίο 
βλαστικό και αναπαραγωγικό μερίστωμα, είναι υπεύθυνο για τη μετάβαση του 
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φυτού από τη βλαστική στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης, ορίζει την 
ταυτότητα του κορυφαίου μεριστώματος και γίνει το έναυσμα για την έναρξη του 
σχηματισμού των ανθέων (Blazquez et al., 1997). Αποτελεί λοιπόν κυρίαρχο 
γονίδιο που ελέγχει την ταυτότητα του μεριστώματος επιτρέποντας τη μετάβαση 
στην αναπαραγωγική φάση ανάπτυξης και τη δημιουργία ανθέων. Η κατεύθυνση 
της RNA αποσιώπησης στην ανθική φάση ανάπτυξης του φυτού μειώνει το 
φαινοτυπικό αποτέλεσμα και θέτει τις προϋποθέσεις για μια πιο επικεντρωμένη 
παρατήρηση του φαινομένου.   

 
 

4.β. Οι HSP90 επηρεάζουν δραματικά το φαινότυπο της άνθισης  
 
 
Πραγματοποιήθηκε μετασχηματισμός φυτών Arabidopsis με την 

κατασκευή αποσιώπησης. Η φαινοτυπική παρατήρηση σε συνδυασμό με τη 
μοριακή ανάλυση των LFY::HSP90RNAi φυτών έδειξε ότι τα αρχικά μεταλλάγματα 

χωρίζονταν φαινοτυπικά σε δυο κύριες κατηγορίες: φυτά που έμειναν καθηλωμένα 
στη βλαστική φάση ανάπτυξης και αυτά που μετέβαιναν στην αναπαραγωγική 
φάση. Και στις δυο περιπτώσεις τα φυτά ήταν ανίκανα να παράγουν άνθη ακόμα 
και μετά την ολοκλήρωση αρκετών εβδομάδων ανάπτυξης. Χαρακτηριστικό 
αποτέλεσμα αποτέλεσε η συνεχής παραγωγή φυλλοειδών δομών ή 
αδιαφοροποίητων καλλοειδών μορφών στις καταβολές που είναι 
προγραμματισμένες να παραχθούν άνθη πανω στον ανθοφόρο βλαστό. 
Μορφολογικές μελέτες στο Arabidopsis έχει δείξει ότι οι ανθικές καταβολές 
εκδηλώνονται στις ίδιες καταβολές που παράγονται τα φύλλα κατά τη βλαστική 
φάση ανάπτυξης. Με βάση τη βιβλιογραφία, όταν το φυτό βρίσκεται κάτω από τις 
κατάλληλες επαγωγικές συνθήκες, οι καταβολές της βλαστικής φάσης 
μετατρέπονται σε ανθικές καταβολές ή παράγονται χιμαιρικά όργανα (Long και 
Barton, 2000). Επίσης, υπάρχουν αναφορές όπου αποδεικνύεται το γεγονός ότι 
μεταλλάξεις γονιδίων που αφορούν την ταυτότητα του ανθικού μεριστώματος (FMI, 
Floral Meristem Identity) έχουν ως αποτέλεσμα τα φυτά να συνεχίζουν να 
παράγουν φύλλα και βλαστούς ακόμα και μετά τη μετάβαση στην αναπαραγωγική 
φάση ανάπτυξης (Schultz and Haughn, 1991). Τα δεδομένα αυτά σε συνδυασμό 
με τη μοριακή χαρτογράφηση των ενθέσεων που απέδειξε ότι το φαινοτυπικό 
αποτέλεσμα δεν εξαρτάται από τη θέση ένθεσης της κατασκευής αποσιώπησης στο 
γένωμα των φυτών, δημιουργεί βάσιμες υποψίες για την αλλοίωση της ορθής 
μεταγώγησης των μηνυμάτων της άνθισης και την εμπλοκή των HSP90 πρωτεϊνών 
στο μηχανισμό της άνθισης. Η λειτουργία του μηχανισμού αποσιώπησης 
επιβεβαιώθηκε με μελέτη των επιπέδων έκφρασης και των τεσσάρων Hsp90 
γονιδίων, που παρουσίασαν δραματική μείωση σε σχέση με τον άγριο τύπο. Στη 
βιβλιογραφία υπάρχουν αναφορές που να επιβεβαιώνουν την επίδραση των Hsp90 
γονιδίων στη διαδικασία της άνθισης. Έχει δειχθεί ότι φυτά με μειωμένα επίπεδα 
έκφρασης των Hsp90 γονιδίων εμφανίζουν αλλοιωμένο χρόνο άνθισης (Sangster et 
al., 2007) και ότι η μείωση της έκφρασης επηρεάζει γενωματικές περιοχές 
ρύθμισης  ποιοτικών  χαρακτηριστικών (QTLs, Quantitative Trait Loci) που 

ελέγχουν χαρακτηριστικά της άνθισης  (Sangster et al., 2008).  
Η ανικανότητα παραγωγής ανθέων στα αρχικά LFY::HSP90RNAi φυτά 

αντιμετωπίστηκε με  εφαρμογή θερμικών καταπονήσεων στους 37oC ώστε να 
υπερπηδηθεί η παρεμβολή της αποσιώπησης. Τα θερμικά σοκ προκάλεσαν 
πολλαπλασιασμό των μηνυμάτων των Hsp90 γονιδίων στα μέρη του φυτού που 
παραμένουν λειτουργικά, παρέχοντας τη δυνατότητα να αντιμετωπιστεί η έλλειψη 
στο κορυφαίο μερίστωμα και το μονοπάτι της άνθισης να «κλείσει» με αποτέλεσμα 
το σχηματισμό ανθέων. Από τη φαινοτυπική παρατήρηση των απογόνων των φυτών 
που κατάφεραν να ανθίσουν προέκυψε μια σημαντική αντίθεση με τους 
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προγόνους: τα φυτά της T2 γενιάς παρήγαγαν άνθη τα οποία στη συνέχεια είχαν 
την ικανότητα να δέσουν σε καρποταξίες και να ολοκληρώσουν έτσι τα φυτά το 
βιολογικό τους κύκλο. Το ίδιο παρατηρήθηκε και στα φυτά της Τ3 γενιάς.  
 
 
4.γ. Η μείωση των επιπέδων έκφρασης των Hsp90 γονιδίων διαταράσσει τη 
λειτουργία των μονοπατιών της άνθισης  
 
 

Όπως είναι γνωστό, η άνθιση είναι ένα πολύπλοκο φαινόμενο με πολλά 
μονοπάτια και ακόμα περισσότερα γονίδια. Οι φαινοτυπικές παραμορφώσεις που 
παρατηρήθηκαν στα LFY::HSP90RNAi  φυτά, συσχετίστηκαν με μετατροπές των 
προτύπων έκφρασης γονιδίων που συμμετέχουν στο μηχανισμό της άνθισης. 
Μοριακές αναλύσεις γονιδίων πραγματοποιήθηκαν σε διάφορους ιστούς στην Τ1, 
Τ2 και Τ3 γενιά των φυτών όπου και παρατηρήθηκε επανάληψη του φαινότυπου 
της Τ2 γενιάς.  

Στις Τ1 και Τ2 γενιές πραγματοποιήθηκαν μοριακές αναλύσεις για τα 
Hsp90 κυτταροπλασματικά γονίδια αλλά και για κομβικά γονίδια της άνθισης 
όπως είναι τα Soc1, Agl24, Ap1, Leafy και Cal. Και στις δύο γενιές σε όλα τα 
δείγματα που μελετήθηκαν οι εκφράσεις των παραπάνω γονιδίων ήταν παρόμοιες 
μεταξύ τους και δραματικά μειωμένες σε σχέση με τον άγριο τύπο. Σε πολλές 
περιπτώσεις δε, η έκφραση των μελετούμενων γονιδίων ήταν μη ανιχνεύσιμη. 
Γίνεται λοιπόν φανερό ότι ελλείψει των Hsp90 γονιδίων επηρεάζεται δραματικά η 
διαμεσολάβηση των μηνυμάτων της άνθισης με όλα τα κεντρικά γονίδια που δρουν 
στο κορυφαίο μερίστωμα κατά την αλλαγή της ταυτότητάς του να υπολειτουργούν 
στο μέγιστο βαθμό.  

Στην Τ3 γενιά πραγματοποιήθηκε διεξοδικότερη ανάλυση των 
προτύπων έκφρασης όχι μόνο των παραπάνω γονιδίων αλλά και γονιδίων που 
αντιπροσωπεύουν το κάθε μονοπάτι της άνθισης ξεχωριστά. Επίσης, η μοριακή 
ανάλυση πραγματοποιήθηκε και σε τρία διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια των 
φυτών. Πρώτον, σε μικρά φυτά ηλικίας 19 ημερών, δεύτερον σε απομονωμένα 
βλασικά μεριστώματα ηλικίας 24 ημερών και τέλος σε ανθικά μεριστώματα 
ηλικίας 34 ημερών. Οι δειγματολοψίες αυτές σκοπό είχαν να δείξουν από πιο 
σημείο της ανάπτυξης και μετά παρατηρείται αλλοίωση της έκφρασης των γονιδίων 
που μελετούνται ώστε να σχηματιστεί μια εικόνα σχετικά με το πώς έχει επιδράσει 
η μείωση της έκφρασης των Hsp90 γονιδίων στα μοριακά μονοπάτια της άνθισης 
των φυτών. Η ανάλυση έδειξε ότι στα μικρά φυτά τα Hsp90 γονίδια εκφράζονται 
κανονικά, στα βλαστικά μεριστώματα αρχίζει να μειώνεται η έκφρασή τους και στα 
ανθικά πλέον μεριστώματα μειώνεται δραματικά. Τα μοριακά αποτελέσματα 
υποδηλώνουν ότι κατά τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης των φυτών η κατασκευή 
αποσιώπησης δεν λειτουργεί. Η κατάσταση αυτή έρχεται σε συμφωνία με το 
πρότυπο έκφρασης του προαγωγέα Leafy, το οποίο είναι πολύ χαμηλό έως μη 
ανιχνεύσιμο στο στάδιο αυτό. Στην επόμενη ομάδα δειγμάτων των 24 ημερών, που 
παρατηρήθηκε η μείωση του προτύπου έκφρασης των Hsp90 γονιδίων, η έκφραση 
του γονιδίου Leafy αρχίζει να εμφανίζεται ομοιόμορφα τόσο μεταξύ των δειγμάτων 

όσο και σε σχέση με τον άγριο τύπο. Στα δείγματα των ανθικών μεριστωμάτων 
παρατηρείται αντίστοιχη μείωση στην έκφραση τόσο των Hsp90 γονιδίων όσο και 
στο Leafy σε σχέση πάντα με τον άγριο τύπο. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι η 
κατασκευή αποσιώπησης λειτουργεί στο μέγιστο βαθμό αλλά η δραματική μείωση 
των μηνυμάτων των Hsp90 γονιδίων έχει επηρεάσει την έκφραση του γονιδίου 
Leafy που πλέον δεν λειτουργεί κανονικά.  

Σε γενικές γραμμές τα πρότυπα έκφρασης των γονιδίων που 
μελετήθηκαν στις ομάδες δειγμάτων των 19 και 24 ημερών δεν αποκλίνουν από 
τον άγριο τύπο. Από το μονοπάτι της μεγάλης ημέρας επιλέχτηκαν τα γονίδια FD, 
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FUL, STM και TFL1. Και τα τέσσερα γονίδια παρουσίασαν παρόμοια πρότυπα 
έκφρασης μεταξύ όλων των δειγμάτων που μελετήθηκαν δηλώνοντας ότι μέχρι τα 
φυτά να ολοκληρώσουν το βλαστικό στάδιο ανάπτυξης δεν επηρεάζεται η 
λειτουργία του μονοπατιού. Το ίδιο ακριβώς ισχύει και για το αυτόνομο μονοπάτι 
μιας και η ανάλυση των γονιδίων FLC και FCA έδειξε ασήμαντες διαφορές. Μεγάλο 
ενδιαφέρον παρουσίασαν οι αναλύσεις των γονιδίων GA2ox2 και GA3ox1 που 
αποτελούν γονίδια καταβολισμού και αναβολισμού του γιββερελλινικού οξέος 
αντίστοιχα. Και στις δύο ομάδες δειγμάτων παρατηρήθηκε συσσώρευση της 
έκφρασης του GA2ox2 γονιδίου, με μεγαλύτερη συσσώρευση να παρουσιάζεται στα 
δείγματα των 19 ημερών. Όσον αφορά το GA3ox1 γονίδιο, ενώ στα μικρά φυτά 
παρουσιάζεται μικρή συσσώρευση των μηνυμάτων του γονιδίου σε σχέση με τον 
άγριο τύπο, στα βλαστικά μεριστώματα παρατηρείται μεγάλη μείωση του προτύπου 
έκφρασης. Η μείωση αυτή αυξάνεται ακόμα περισσότερο όταν το κορυφαίο 
μερίστωμα έχει μεταβεί στην ανθική φάση ανάπτυξης. Τα αποτελέσματα αυτά 
δείχνουν ότι πιθανώς τα LFY::HSP90RNAi φυτά είναι ανίκανα να καταβολίσουν το 
γιββερελλινικό οξύ που παράγεται κατά τον αναβολισμό, κατάσταση που δηλώνει 
ότι δεν μπορεί να κλείσει ο κύκλος του γιββερελλινικού οξέος. Η ανικανότητα 
ολοκλήρωσης του κύκλου σημαίνει ότι το συγκεκριμένο μονοπάτι της άνθισης δεν 
λειτουργεί σωστά ώστε να προάγει την άνθιση. Το συμπέρασμα αυτό έρχεται σε 
συμφωνία με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μελέτη των 
LFY::HSP90RNAi φυτών σε συνθήκες μικρής ημέρας.     

Οι συνθήκες μεγάλης και μικρής ημέρας ανάπτυξης των φυτών, 
εκτός από ποιοτικές και ποσοτικές διαφορές της εντάσεως του φωτός, 
χαρακτηρίζονται και από διαφορές σε μοριακό επίπεδο. Είναι γνωστό ότι 
προκειμένου να προαχθεί η άνθιση τα φυτά έχουν αναπτύξει τέσσερα κύρια 
μονοπάτια μεταγωγής των σημάτων της άνθισης και ανάλογα με τις συνθήκες 
ανάπτυξης αλλάζει η ιεράρχηση των μονοπατιών για την προαγωγή της. Σε 
συνθήκες μεγάλης ημέρας κύριο ρόλο κατέχει το μονοπάτι της φωτοπεριόδου και 
ακολουθούν με σειρά σημαντικότητας το αυτόνομο, γιββερελλινών και 
εαρινοποίησης. Σε συνθήκες μικρής ημέρας τον κύριο ρόλο κατέχει το μονοπάτι 
των γιββερελλινών και ακολουθούν το αυτόνομο, φωτοπεριόδου και εαρινοποίησης 
(Reeves and Coupland, 2001). Αναλύοντας τα αποτελέσματα που προέκυψαν από 
τις συνθήκες μικρής ημέρας παρατηρούνται τα εξής. Το 50% των φυτών που 
χρησιμοποιήθηκαν δεν άνθισε στις συνθήκες αυτές, ενώ το υπόλοιπο 50% άνθισε 
αρκετά καθυστερημένα σε σχέση με τον άγριο τύπο. Γενικά παρατηρήθηκε μεγάλη 
καθυστέρηση ως προς την ικανότητα των φυτών να παράγουν άνθη, κατάσταση που 
παρατηρήθηκε σε πολύ μικρότερο βαθμό στις συνθήκες μεγάλης ημέρας. Η 
παρατήρηση αυτή δηλώνει ότι η διαφορετική ιεράρχηση των μονοπατιών σε 
συνθήκες μικρής ημέρας επανέφερε ορισμένα από τα φυτά της Τ3 γενιάς στην 
αρχική κατάσταση που είχαν αντιμετωπίσει τα LFY::HSP90RNAi φυτά της Τ1 
γενιάς, με αποτέλεσμα να εμφανίζουν τον αρχικό φαινότυπο, δηλαδή της μη 
άνθισης. Τα δεδομένα αυτά σε συνδυασμό με τη μοριακή ανάλυση που 
πραγματοποιήθηκε δείχνουν ότι τουλάχιστον το μονοπάτι του γιββερελλινικού 
οξέος είναι μη λειτουργικό και ανίκανο να προάγει την άνθιση. Παραμένει 
απενεργοποιημένο τόσο στις συνθήκες μεγάλης όσο και μικρής ημέρας, οπότε δεν 

μπορεί να συμβάλλει στην άνθιση των φυτών που παρατηρείται τόσο στην Τ3 όσο 
και στην προηγούμενη Τ2 γενιά.   
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Εικόνα 1: Σχηματική απεικόνιση των μονοπατιών της άνθισης και των γονιδίων που τα απαρτίζουν 
(Welch et al., 2004). Με κόκκινο κύκλο είναι σημειωμένα τα γονίδια που μελέτηθηκαν κατά τη 
μοριακή ανάλυση των προτύπων έκφρασης. Με μπλε τετράγωνο έχει σημανθεί το HSP90 σύστημα 
μοριακού συνοδού που συμμετέχει στην προαγωγή της άνθισης.     

    
 

4.δ. Οι HSP90 αλληλεπιδρούν με κομβικά συστατικά του μονοπατιού 

της άνθισης  
 
Το γεγονός ότι τα μετασχηματισμένα LFY::HSP90RNAi φυτά 

αδυνατούν να σχηματίσουν άνθη απουσία των Hsp90 γονιδίων οδηγεί στο 
συμπέρασμα ότι πιθανώς οι HSP90 πρωτεϊνες να εμπλέκονται σε κομβικά σημεία 
του μηχανισμού της άνθισης αφού τα αποτελέσματα της έλλειψής τους είναι τόσο 
δραματικά. Έχοντας υπόψη τις έρευνες στη ζύμη Saccharomyces sereviciae που 
δείχνουν ότι το 10% του πρωτεώματός της αλληλεπιδρά με την HSP82 (Zhao et al., 
2005), πολύ πιθανόν οι HSP90 πρωτεϊνες να αλληλεπιδρούν με κάποια ή κάποιες 
πρωτεϊνες της άνθισης στο Arabidopsis. Ομολογίες βρέθηκαν μεταξύ της SOC1 
(At2g45660) πρωτεϊνης του Arabidopsis (που θεωρείται κομβικό γονίδιο της 
άνθισης) και της YEP3 (YHL0009C) στη ζύμη, η οποία ανήκει επίσης 
χαρακτηρίζεται ως μεταγραφικός παράγοντας, όπως η SOC1 πρωτεϊνη. Ελεγχος 
της αλληλεπίδρασης των ΗSP90-3 και SOC1 πρωτεϊνών με διαφορετικές 
τεχνολογικές προσεγγίσεις υπέδειξε τόσο in planta όσο και in vivo  οι δυο 
πρωτεϊνες αλληλεπιδρούν.  Η SOC1 πρωτεϊνη αποτελεί κομβική και απαραίτητη 
πρωτεϊνη για τη μεταγωγή σινιάλων που προέρχονται από όλα σχεδόν τα κύρια 
μονοπάτια της άνθισης. Εκτός από αυτό, πρόσφατη μελέτη έχει δείξει ότι αφού 
αλληλεπιδράσει με την AGL24 πρωτεϊνη, εισέρχεται στον πυρήνα των κυττάρων για 
να ενεργοποιήσει το γονίδιο Leafy και να προαχθεί η άνθιση (Lee et al., 2008). 
Συγκεκριμένα, η SOC1 δημιουργεί ετεροσύμπλοκο με την AGL24 (De Folter et 
al., 2005) και στη συνέχεια το σύμπλοκο αυτό εισέρχεται στον πυρήνα των 
κυττάρων και ενεργοποιεί τον προαγωγέα του γονιδίου Leafy με απευθείας 
πρόσδεση της SOC1 πρωτεϊνης σε ρυθμιστικές περιοχές του προαγωγέα. Διττός 
φαίνεται να είναι ο ρόλος που μπορεί να διαδραματίζει η HSP90 σε αυτό το σημείο 
του μονοπατιού. Πιθανώς η SOC1 πρωτεϊνη να είναι ανίκανη να τροποποιείται και 

HSP90 
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να λαμβάνει την ορθή διαμόρφωση που τη θέτει σε λειτουργική κατάσταση. Η 
αλληλεπίδρασή της με την HSP90 που  λειτουργεί ως μοριακός συνοδός, επιτρέπει 
την τροποποίηση και διατήρηση της λειτουργικής διαμόρφωσης της SOC1 
πρωτεϊνης, προάγοντας τοιουτοτρόπως την αλληλεπίδραση με την AGL24 
πρωτεϊνη. Δεύτερον, η HSP90 μπορεί να είναι απαιτείται για τη μετακίνηση του 
συμπλόκου SOC1/AGL24 στον πυρήνα των κυττάρων προκειμένου να 
ενεργοποιηθεί το γονίδιο Leafy. Υπάρχει βέβαια η πιθανότητα οι δυο παραπάνω 
ρόλοι της HSP90 να δρουν συνεργιστικά. Δηλαδή, να χρειάζεται τόσο για τη λήψη 
και διατήρηση της σωστής διαμόρφωσης της SOC1 πρωτεϊνης όσο και για την 
είσοδο του συμπλόκου στον πυρήνα των κυττάρων.  

Μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί στα ζωικά συστήματα, έχουν 
δείξει ότι για να μετακινηθούν οι υποδοχείς των στεροειδών ορμονών από το 
κυτταρόπλασμα στον πυρήνα των κυττάρων προκειμένου να προσδεθούν στα 
υποστρώματά τους, χρειάζονται παρουσία της HSP90. Έρευνες έχουν 
πραγματοποιηθεί τόσο στους υποδοχείς οιστρογόνων (Devin-Leclerc et al., 1998, 
Elbi et al., 2004) όσο και στους υποδοχείς γλουκοκορτικοειδών ορμονών (Katar et 

al., 2006; Echeverria et al., 2009; Elbi et al., 2004). Τα αποτελέσματα αυτά 
συνηγορούν στο μοντέλο ότι ο υποδοχέας σχηματίζει ετεροσύμπλοκο με την 
HSP90 το οποίο εισέρχεται στον πυρήνα των κυττάρων. Στη συνέχεια η HSP90 
αποδεσμεύεται από τον υποδοχέα ώστε να μπορέσει ο υποδοχέας να προσδεθεί 
στην αντίστοιχη ορμόνη (Echeverria et al., 2009). Στο Arabidopsis, έχει 
παρατηρηθεί παρόμοια εμπλοκή της HSP90 στο μονοπάτι μεταγωγής σήματος των 
μπρασινοστεροειδών ορμονών. Συγκεκριμένα, έχει παρατηρηθεί ότι η HSP90 
πρωτεϊνη αλληλεπιδρά με τον υποδοχέα των μπρασινοστερεοειδών ορμονών BRI1 
αλλά επίσης αλληλεπιδρά και με τον μεταγραφικό παράγοντα BIN2 βοηθώντας 
στην ολοκλήρωση του μονοπατιού(Σαμακοβλή Δέσποινα, προσωπική επικοινωνία).  

Ένα παρόμοιο μοντέλο μπορεί να προταθεί και για την εμπλοκή του 
HSP90 συστήματος μοριακού συνοδού στην άνθιση. Η αλληλεπίδραση της HSP90 
πρωτεϊνης με την SOC1 μπορεί να συμβάλλει τόσο στη λήψη της ορθής 
διαμόρφωσης της SOC1, που την καθιστά ικανή να αλληλεπιδράσει με την AGL24, 
όσο και στη διατήρηση της κατάστασης της πρωτεϊνης ή του συμπλόκου για να 
μπορέσει να αναγνωριστεί από τους υποδοχείς των πόρων της πυρηνικής 
μεμβράνης και να ολοκληρωθεί η μετακίνηση στον πυρήνα των κυττάρων. Η 
ανικανότητα ικανοποιητικής ενεργοποίησης του Leafy παρατηρείται και από τα 
αποτελέσματα των μοριακών αναλύσεων μελέτης της έκφρασης των γονιδίων που 
πραγματοποιήθηκαν στο κορυφαίο ανθικό μερίστωμα. Στα LFY::HSP90RNAi φυτά 
η έκφραση του γονιδίου Soc1 είναι σε παρόμοια επίπεδα σε σχέση με τον άγριο 
τύπο, ενώ η έκφραση του Agl24 είναι μειωμένη. Αντίθετα, τα επίπεδα έκφρασης 
του γονιδίου Leafy είναι δραματικά μειωμένα σε σχέση με τον άγριο τύπο. Τα 
δεδομένα αυτά επιδεικνύουν ότι παρόλο που τα αρχικά γονίδια του συγκεκριμένου 
σινιάλου είναι λειτουργικά, αδυνατούν να ολοκληρώσουν την ενεργοποίηση του 
Leafy, πολύ πιθανώς λόγω της έλλειψης των HSP90. 

Μέχρις στιγμής μελέτες που έχουν πραγματοποιηθεί στο Arabidopsis 
έχουν δείξει ότι μεταλλάξεις των γονιδίων αυτών επηρεάζουν μονοπάτια απόκρισης 
σε βιοτροφικά παράσιτα, μικροβιακά παθογόνα και ιούς. Οι μοναδικές πρωτεΐνες, 

μέχρι σήμερα, που έχουν χαρακτηριστεί ως υποστρώματα του HSP90 συστήματος 
μοριακού συνοδού στο Arabidopsis  είναι οι R πρωτεΐνες που λειτουργούν στην 
άμυνα των φυτών ενάντια όλων των παραπάνω παθογόνων (Sangster et al., 2007; 
Salathia και Queitsch, 2007). Αρκετές δημοσιεύσεις έχουν αποδείξει το ρόλο των 
κυτταροπλασματικών Hsp90 γονιδίων στην ανθεκτικότητα εναντίον ασθενειών. Οι 
Liu et al., (2004) έδειξαν ότι οι HSP90 πρωτεϊνες αλληλεπιδρούν με τα δύο πιο 
βασικά γονίδια της αμυντικής αντίδρασης των φυτών, Sgt1 και Rar1 γονίδια, 
καθώς και με το γονίδιο που κωδικοποιεί για την πρωτεΐνη ανθεκτικότητας Ν που 
προσδίδει ανθεκτικότητα για τον ιό του μωσαϊκού του καπνού. Οι Takahashi et al. 
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(2003), εξέτασαν τη συμμετοχή των Hsp90 γονιδίων στα μονοπάτια ανθεκτικότητας 
του Arabidopsis που περιείχαν τα R γονίδια Rpm1 και Rps2.  

 
 

4.ε. Αλλοίωση της φαινοτυπική πλαστικότητας/καναλοποίησης λόγω 
της έλλειψης των HSP90 

 
 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι HSP90 πρωτεϊνες συμμετέχουν 
ενεργά στους μηχανισμούς άμυνας των φυτών εναντίων διαφόρων τύπων εχθρών 
και μολύνσεων μέσω της αλληλεπίδρασή τους με τις R πρωτεϊνες. Η επαγωγή 
αμυντικών αντιδράσεων αποτελεί ένα κλασσικό παράδειγμα φαινοτυπικής 
πλαστικότητας αφού οι R πρωτεϊνες έχουν την ικανότητα να προσαρμόζονται και 
να αλληλεπιδρούν με το περιβάλλον προκειμένου να ενισχύουν την άμυνα του 
οργανισμού. Η αλληλεπίδραση των HSP90 με τις R πρωτεϊνες πιθανώς συμβάλλει 

στη διατήρηση της πλαστικότητας που χαρακτηρίζει τις R πρωτεϊνες, αφού έλλειψη 
των HSP90 πρωτεϊνών αλλοιώνει την ικανότητα των φυτών να αποκρίνονται στους 
εχθρούς και τις μολύνσεις. Εκτός από το μηχανισμό της άμυνας, το σύμπλοκο των 
HSP90 μοριακών συνοδών έχει την ικανότητα να αντιλαμβάνεται το περιβάλλον 
και να επάγει τα κατάλληλα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά ανάλογα με την 
περίσταση. Παράδειγμα αποτελεί η απόκριση νεαρών φυτών Arabidopsis που 
μεγαλώνουν στο σκοτάδι παρουσία του φαρμάκου τζελνταναμυκίνη, που αποτελεί 
αναστολέα των HSP90 πρωτεϊνών. Τα αποτελέσματα δείχνουν ότι ελλείψει των 
HSP90, επηρεάζεται δραματικά η επιμήκυνση των υποκοτυλίων των φυτών 
(Queitsch et al., 2002). Ομοίως, το εύρος της επιμήκυνσης της ρίζας, η απόκριση 
στη βαρύτητα και το πρασίνισμα του φυτού παρουσία φωτός επίσης εξαρτώνται 
από τις HSP90. Όταν αναστέλλεται η λειτουργία των HSP90, παρατηρείται αύξηση 
στην ποικιλομορφία τουλάχιστον των προαναφερθέντων χαρακτηριστικών. Τα 
δεδομένα αυτά δηλώνουν ότι το σύμπλοκο του HSP90 μοριακού συνοδού πολύ 
πιθανώς να σταθεροποιεί την ανάπτυξη στα φυτά (Queitsch et al., 2002). Κάτι 
αντίστοιχο όμως δεν έχει παρατηρηθεί στη μύγα Drosophila melanogaster (Milton 
et al., 2003). 

Άλλο ένα παράδειγμα φαινοτυπικής πλαστικότητας αποτελεί ο χρόνος 
άνθισης στο Arabidopsis. Ο χρόνος άνθισης είναι μείζονος σημασίας για τη 
διαμόρφωση της σωστής ανάπτυξης του φυτού. Επηρεάζεται από μεγάλο αριθμό 
περιβαλλοντικών παραγόντων, όπως είναι η ποιότητα και η ένταση του φωτός, η 
φωτοπερίοδος, η θερμοκρασία και η επάρκεια θρεπτικών στοιχέιων (Samach and 
Coupland, 2000). Φυσιολογικές, βιοχημικές και γενετικές μελέτες έχουν δείξει ότι 
η πλαστικότητα που παρουσιάζει η άνθιση έγκειται στο γεγονός ότι υπάρχει 
ισορροπία μεταξύ των μηνυμάτων που επάγουν την άνθιση αλλά και των 
κατασταλτικών διαδικασιών, που περιλαμβάνουν τα μετακινούμενα μηνύματα της 
ενεργοποίησης και καταστολής αντίστοιχα (Perilleux and Bernier, 2002). Στο 
Arabidopsis, ο μεγάλος αριθμός μεταλλάξεων των γονιδίων που εμπλέκονται στο 
χρόνο άνθισης έχει οδηγήσει σε μοντέλα που περιγράφουν τη γενετική ρύθμιση 
του χρόνου άνθισης. Ιδιαίτερη έμφαση έχει δωθεί στις αλληλεπιδράσεις των 
πολλαπλών μονοπατιών για την επαγωγή της άνθισης (Simpson and Dean, 2002). 
Παρόλο που η φαινοτυπική πλαστικότητα έχει μελετηθεί κυρίως στο πεδίο της 
οικολογίας και της εξέλιξης μέσω των αλληλεπιδράσεων του γενότυπου με το 
περιβάλλον, υπάρχουν και μελέτες που ασχολούνται σε επίπεδο οργανισμού με τη 
μελέτη των αναπτυξιακών λειτουργιών και με την επίδραση που ασκούν στην 
πλαστικότητα του οργανισμού (Pigliucci, 1997; Pouteau et al., 2004; Pouteau et 
al., 2006). Φαινοτυπική παρατήρηση που πραγματοποιήθηκε σε 80 μεταλλάγματα 
Arabidopsis που ανθίζουν πρόωρα έδειξε ότι όλα τα μεταλλάγματα παρουσίαζαν 
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πλαστικότητα ως προς την απόκρισή τους στο φως, το σκοτάδι και τη φωτοπερίοδο. 
Δηλαδή, παρόλο που το βασικό χαρακτηριστικό των μεταλλαγμάτων ήταν η 
πρόωρη άνθιση, εντούτοις μεταξύ τους εμφάνιζαν ποικίλες φαινοτυπικές διαφορές 
ως προς τα διάφορα χαρακτηριστικά της άνθισης. Τα πλειοτροπικά αποτελέσματα 
που παρατηρήθηκαν υποδηλώνουν ότι η αδυναμία καταστολής της άνθισης μπορεί 
να συνδέεται με διαταραχές στην ανάπτυξη που λαμβάνουν χώρα σε ολόκληρο το 
φυτό παρόλο που η κάθε μετάλλαξη αφορά μόνο ένα γονίδιο της άνθισης (Pouteau 
et al., 2004). 

Κάτι αντίστοιχο παρατηρήθηκε και στην περίπτωση των φαινοτύπων 
καθυστερημένου χρόνου άνθισης των LFY::HSP90RNAi  φυτών. Παρόλο που όλα 
τα αρχικά μετασχηματισμένα φυτά παρουσίαζαν το κοινό φαινότυπο της 
καθυστερημένης άνθισης με πλήρη απουσία ανθέων σε σχέση με τον άγριο τύπο, 
εντούτοις μεταξύ τους εμφάνιζαν αρκετές διαφορές. Τα χαρακτηριστικά στα οποία 
διέφεραν τα φυτά μεταξύ τους ήταν ο αριθμός φύλλων ροζέτας, η εμφάνιση ή 
απουσία κεντρικού βλαστού, το ύψος του κεντρικού βλαστού και ο αριθμός των 
πλευρικών βλαστών. Προσεκτική παρατήρηση των φυτών έδειξε ότι ενώ το κάθε 

ξεχωριστό αποτέλεσμα μετασχηματισμού παρουσίασε σε σχέση με τα υπόλοιπα τον 
ίδιο βασικό φαινότυπο, στα υπόλοιπα χαρακτηριστικά παρατηρήθηκε μεγάλη 
ποικιλομορφία. Όμως, στα μετασχηματισμένα αυτά φυτά δεν έχει 
πραγματοποιηθεί αποσιώπηση κάποιου γονιδίου που να προκαλεί καθυστερημένη 
άνθιση αλλά των Hsp90 κυτταροπλασματικών γονιδίων. Επίσης, η μοριακή 
ανάλυση των φυτών έδειξε ότι τα επίπεδα έκφρασης των Hsp90  γονιδίων ήταν 
δραματικά μειωμένα. Με βάση τα παραπάνω, γίνεται προφανές ότι η μείωση των 
HSP90 πρωτεϊνών διαταράσσει την κανονικότητα της άνθισης των φυτών που 
πηγάζει από την αλλοίωση της  φαινοτυπικής πλαστικότητας. Τα LFY::HSP90RNAi 
φυτά είναι ανίκανα να ανθίσουν γιατι έχει διαταραχθεί στο μέγιστο βαθμό η 
ικανότητά τους να ρυθμίζουν το χρόνο άνθισης λόγω της έλλειψης των Hsp90 
κυτταροπλασματικών γονιδίων.      

Η ανάλυση των LFY::HSP90RNAi  φυτών αποκαλύπτει επίσης την 
ανικανότητα των φυτών να ρυθμίσουν την πορεία των αναπτυξιακών και 
μορφογενετικών διαδικασιών τους. Η μελέτη τόσο των φαινοτύπων όσο και η 
μοριακή ανάλυση δείχνει ότι η απουσία των Hsp90 γονιδίων καθιστά τα φυτά 
ανίκανα να διατηρήσουν τη φαινοτυπική κανονικότητά τους, παράγοντας 
φαινοτύπους που αποκλίνουν δραματικά από τον άγριο τύπο. Η παρατήρηση των 
ανθέων των μετασχηματισμένων φυτών έδειξε αυτό ακριβώς το συμπέρασμα. 
Καλλοειδείς δομές αδιαφοροποίητων κυττάρων, φυλλοειδείς κατασκευές ή τρομερά 
αλλοιωμένα άνθη ήταν η κύρια εικόνα που εμφανίζονταν στις ανθικές καταβολές 
των LFY::HSP90RNAi φυτών. Η μείωση της λειτουργίας των HSP90 πρωτεϊνών 
επέφερε διεύρυνση των ορίων του εύρους των κανονικών φαινοτύπων που μπορεί 
να εμφανίσει το Arabidopsis, αφήνοντας να εκδηλωθούν ποικίλοι φαινότυποι που 
απέκλιναν τρομερά από τον άγριο τύπο. Μελέτες που έχουν γίνει σε T-DNA 
μεταλλάγματα των Hsp90 γονιδίων έχουν δείξει ότι μείωση της έκφρασης των 
γονιδίων προκαλεί επέκταση των ορίων μέσα στα οποία έχει την ικανότητα να 
κινηθεί ένας φαινότυπος αγρίου τύπου και όσο περισσότερο μειώνονται τα επίπεδα 
έκφρασης των γονιδίων τόσο απομακρύνονται τα όρια μεταξύ τους. Η 

απομάκρυνση των ορίων οδηγεί σε ακόμα εντονότερες φαινοτυπικές αποκλίσεις οι 
οποίες μεγιστοποιούνται όσο περισσότερο μειώνεται η έκφραση των Hsp90 
γονιδίων, φτάνοντας τελικά στο μέγιστο βαθμό που είναι ο θάνατος του οργανισμού 
(Samakovli et al., 2007). 

Είναι γνωστό ότι οι αναπτυξιακές διαδικασίες που ευθύνονται για την 
αύξηση και ανάπτυξη των οργανισμών βρίσκονται κάτω από το μανδύα της 
στοχαστικότητας. Τα στοχαστικά φαινόμενα λαμβάνουν χώρα μέσα στον 
οργανισμό, επηρεάζονται από το περιβάλλον και έχουν ως αποτέλεσμα την 
παραγωγή φαινοτύπων μέσα σε έναν πληθυσμό οι οποίοι κυμαίνονται μέσα στα 
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επιτρεπτά φυσιολογικά όρια που ορίζονται από τις HSP90 πρωτεϊνες (Samakovli et 
al., 2007). Η διατάραξη της κανονικής λειτουργίας των HSP90 πρωτεϊνών στο 
κορυφαίο μερίστωμα του Arabidopsis, προκάλεσε την εμφάνιση φαινοτύπων στα 
άνθη οι οποίοι απέκλιναν δραματικά από τον άγριο τύπο. Η πληθώρα των 
φαινοτύπων που παρουσιάστηκαν αποτελεί κυρίαρχη ένδειξη απώλειας ελέγχου 
ρύθμισης της ανάπυξης. Η επιλογή του ανθικού μεριστώματος για τη δημιουργία 
τέλειου άνθους, ατελούς άνθους ή οποιασδήποτε παραμόρφωσης εξαρτάται από 
την κατανομή των μηνυμάτων των μονοπατιών η οποία όμως είναι στοχαστική.  

Αξιοσημείωτο παράδειγμα ρύθμισης που ασκούν οι HSP90 πρωτεϊνες 
στα χαρακτηριστικά ενός οργανισμού αποτελεί η μελέτη του άκρως συντηρημένου 
αριθμού και τοποθέτησης των θωρακικών και λεπιδωτών τριχών στη μύγα 
Drosophila melanogaster (Milton et al., 2006).  Παρατηρήθηκε ότι ενώ ο αριθμός 
και η τοποθέτηση των λεπιδωτών και θωρακικών τριχών σε μεταλλαγμένα hsp90 
έντομα επηρεάστηκε δραματικά, άλλα χαρακτηριστικά όπως ο κυμαινόμενος εκ 
φύσεως τύπος των τριχών και το μέγεθος των φτερών αλλά και η εκ φύσεως 
ασυμμετρία μεταξύ δεξιού και αριστερού φτερού παρέμειναν σχετικά 

ανεπηρέαστα. Επίσης, τόσο το μέγεθος όσο και η κατεύθυνση της φαινοτυπικής 
αλλοίωσης ήταν αδύνατο να προβλεφθεί, μιας και παρουσιάστηκε τρομερή 
ποικιλομορφία μεταξύ των διαφορετικών φαινοτυπικών γεγονότων που 
παρατηρήθηκαν μέσα στον ίδιο πληθυσμό. Μέσα από αυτό το παράδειγμα, 
φαίνεται ότι το HSP90 σύστημα μοριακού συνοδού χαρακτηρίζεται από μια 
εκλεκτικότητα ως προς τα χαρακτηριστικά που ρυθμίζει. Η επιλογή τείνει προς 
χαρακτηριστικά που εμφανίζονται σταθερά και κληρονομούνται αυστηρά στον 
πληθυσμό αγρίου τύπου, ενώ χαρακτηριστικά που από τη φύση τους 
παρουσιάζουν έναν κυμαινόμενο φαινότυπο δεν βρίσκονται κάτω από τη ρύθμιση 
των HSP90 πρωτεϊνών. Η ίδια συντηρητικότητα χαρακτηρίζει και τον μηχανισμό 
της άνθισης στο φυτό Arabidopsis. Παρόλο που στα φυτά αγρίου τύπου 
παρατηρούνται διακυμάνσεις ως προς τον αριθμό φύλλων ροζέτας, το μήκος ρίζας 
και άλλα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά, η άνθιση ως τελικό αποτέλεσμα της 
ανάπτυξης του φυτού είναι σταθερή και παρατηρείται σε οποιοδήποτε φυτό μέσα 
σε έναν πληθυσμό αγρίου τύπου. Τα μονοπάτια που απαρτίζουν το μηχανισμό της 
άνθισης είναι άκρως συντηρημένα και ο υψηλός αριθμός εναλλακτικών 
μονοπατιών και αλληλεπιδράσεων μεταξύ των μονοπατιών δηλώνει την κυρίαρχη 
σημασία και των αυστηρό έλεγχο κάτω από τον οποίο βρίσκεται ο μηχανισμός. Τα 
αποτελέσματα της παρούσας εργασίας δείχνουν ότι οι HSP90 πρωτεϊνες αποτελούν 
βασικό ρυθμιστή των διαδικασιών της άνθισης, αφού η έλλειψή τους έχει ως 
αποτέλεσμα την πλήρη ανικανότητα για αναπαραγωγή και διαιώνιση των φυτών. 
Ενδεχομένως, οι HSP90 να παίζουν το ρόλο του ενορχηστρωτή της αναπτυξιακής 
διαδικασίας της άνθησης. Ο ρόλος του ενορχηστρωτή είναι εξαιρετικά σημαντικός 
και πολύπλοκος καθώς καλείται να αποφασίσει ποιες πρωτεΐνες θα συμμετάσχουν 
στην διεκπεραίωση της άνθησης, είναι εκείνος που θα αποφασίσει για τις 
δυναμικές που θα έχουν σε διάφορες συνθήκες (π.χ. φωτοπεριόδου) οι εκτελεστές 
(μονοπάτια άνθησης) και να καθορίσει τις σχέσεις που μπορεί να αναπτυχθούν 
μεταξύ τους, 

 
 

4.στ. Η ανεπάρκεια των HSP90 προκαλεί ανωμαλίες στον 
επιγενετικό έλεγχο 
 
 

Τα δεδομένα των φαινοτυπικών και μοριακών χαρακτηρισμών αλλά 
και των πρωτεϊνικών αλληλεπιδράσεων συγκλίνουν στο συμπέρασμα ότι η 
κυτταροπλασματική Hsp90 οικογένεια γονιδίων διαδραματίζει εξέχον ρόλο στην 
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άνθιση του φυτού Arabidopsis thaliana. Στο συμπέρασμα αυτό οδηγούμαστε λόγω 
της ανικανότητας των φυτών να ανθίσουν και να αναπαραχθούν απουσία των 
Hsp90 γονιδίων, αφού είναι απαραίτητη η αλληλεπίδραση της HSP90 πρωτεϊνης 
με τις  κομβικές πρωτεϊνες της άνθισης SOC1 και AGL24 ώστε να επαχθεί ο 
μηχανισμός της άνθισης. Επίσης, έχει παρατηρηθεί η δραματική φαινοτυπική 
διαφορά μεταξύ των γενεών των LFY::HSP90RNAi φυτών. Ενώ τα αρχικά φυτά 
χρειάστηκαν την επίδραση ενός εξωτερικού παράγοντα, της θερμικής 
καταπόνησης, ώστε να παράγουν άνθη, τα φυτά των επόμενων γενεών παρήγαγαν 
άνθη σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Δηλαδή παρατηρείται ένα φαινόμενο 
κατά το οποίο η απώλεια της ικανότητας άνθισης που παρουσιάστηκε στα αρχικά 
LFY::HSP90RNAi  φυτά, τροποποιήθηκε στις επόμενες γενέες και εγκαθιδρύθηκαν 
και κληρονομήθηκαν χαρακτηριστικά που δίνουν τη δυνατότητα στα φυτά να 
ανθίζουν αυτόνομα. Η γενίκευση αυτής της παρατήρησης εννοεί ότι το 
περιβαλλοντικό στρες μπορεί να προκαλέσει αλλαγές στην κατάσταση των φυτών οι 
οποίες κληρονομούνται στις επόμενες γενιές. Το συμπερασμα αυτό αποτελεί το 
βασικό χαρακτηριστικό της επιγενετικής κληρονομικότητας.   

Είναι γνωστό ότι το γένωμα που χαρακτηρίζει όλους τους ζωντανούς 
οργανισμούς περιέχει την νουκλεοτιδική αλληλουχία του DNA που περιλαμβάνει 
όλες τις πληροφορίες για την ύπαρξη, ανάπτυξη και  κληρονομικότητα των 
οργανισμών. Υπάρχει όμως και το επιγένωμα. Σαν επιγένωμα, ορίζεται μία γενετική 
κατάσταση που διαμορφώνει την δράση των γονιδίων και κληρονομείται από τη μια 
γενιά στην επόμενη, χωρίς όμως να επηρεάζεται στο ελάχιστο η νουκλεοτιδική 
αλληλουχία του γενώματος του οργανισμού. Το επιγένωμα εκφράζεται με δυο 
τρόπους: είτε με την προσθήκη ή αφαίρεση μεθυλομάδων (CH3) στα νουκλεοτίδια 
κυτοσίνης της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του DNA, είτε με τροποποιήσεις των 
ιστονών πρωτεϊνών που απαρτίζουν τη χρωματίνη. Και οι δυο περιπτώσεις 
αντιπροσωπεύουν επιγενετικά φαινόμενα που εγκαθιδρύονται και κληρονομούνται 
μέσα στους οργανισμούς.        

Μελέτες έχουν δείξει ότι η επιγενετική κατάσταση ενός οργανισμού 
μπορεί να εκτιμηθεί με τη βοήθεια των  ακολουθιών του 5S ριβοσωμικού NA (5S 
rRNA) και της κεντρομερικής ακολουθίας (CEN). Στα πλαίσια της παρούσας 
μελέτης, αναλύθηκε το επιγένωμα διαφόρων LFY::HSP90RNAi σειρώντόσο σε 
συνθήκες μεγάλης όσο και μικρής ημέρας. Στις συνθήκες μεγάλης ημέρας τα 
LFY::HSP90RNAi φυτά παρουσίασαν πρότυπο υπομεθυλίωσης σε σχέση με τον 
άγριο τύπο. Είναι γνωστό ότι το γένωμά του Arabidopsis thaliana είναι 
μεθυλιωμένο σε ποσοστό 24%, ποσοστό που αντιπροσωπεύει την ανενεργή 
ετεροχρωματινική περιοχή των κεντρομερών. Το χαρακτηριστικό αυτό 
αποτυπώνεται στις αναλύσεις κατά Southern της μελέτης των προτύπων 
μεθυλίωσης. Σε σχέση με αυτή την αποτύπωση, το πρότυπο του μεθυλιώματος των 
LFY::HSP90RNAi φυτών παρουσιάζεται μειωμένο αφού τα ένζυμα περιορισμού 
αναγνωρίζουν τις θέσεις πέψης που κανονικά είναι απενεργοποιημένες στον άγριο 
τύπο (βλ. αποτελέσματα). Δηλαδή, τα φυτά όπου τα επίπεδα έκφρασης των Hsp90 
γονιδίων είναι μειωμένα παρουσιάζουν υπομεθυλιωμένο επιγενετικό πρότυπο.  

  Η εμπλοκή των HSP90 πρωτεϊνών στη διατήρηση του μεθυλιώματος 
των οργανισμών αποτελεί έναν τομέα αρκετά μελετημένο στα ζώα. Οι Sollars et al. 

(2003) έκαναν μια σημαντική ανακάλυψη όσον αφορά την εμπλοκή των HSP90 σε 
μοριακά μοντέλα επιγενετικής ρύθμισης. Αλλοιώνοντας την έκφραση του hsp90 
γονιδίου στη Drosophila, είτε μέσω μεταλλάξεων είτε μέσω φαρμακευτικής 
αναστολής, παρατήρησαν ότι εμφανίστηκε ένας πολύ ιδιαίτερος φαινότυπος στο 
μάτι της μύγας. Ο φαινότυπος αυτός ήταν κληρονομήσιμος στις επόμενες γενιές 
ακόμα και απουσία επιλεκτικής πίεσης, αλλά επίσης παρατηρήθηκε αλλαγή στην 
κατάσταση της χρωματίνης που επηρέαζε συνολικά τα επίπεδα ακετυλίωσης της 
H3 ιστόνης μέσα στον οργανισμό. Συγχρόνως, παρατήρησαν ότι μεταλλάξεις στο 
trithorax γονίδιο της οικογένειας TrxG, που αποτελούν πρωτεΐνες χρωματίνης που 
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ρυθμίζουν την τύχη κυττάρων κατά την ανάπτυξη μέσω ελέγχου επιγενετικών 
μονοπατιών μαζί μέλη της Polycomp ομάδας, εμφάνιζαν τον ίδιο ακριβώς 
φαινότυπο. Μετά από επιλογή των εντόμων μέχρι και έξι γενιές για το νέο 
χαρακτηριστικό, τους δόθηκε τροφή που περιείχε αναστολείς αποακετυλασών 
(HDAC). Παρατηρήθηκε ότι έντομα που προέκυψαν είτε από μετάλλαξη της 
HSP90 πρωτεϊνης, είτε από φαρμακευτική αναστολή της, είτε από μεταλλάξεις του 
trithorax γονιδίου κατάφεραν να αντιστρέψουν το φαινότυπο. Θεωρήθηκε λοιπόν 
ότι η αλλαγή αυτή στην κατάσταση της χρωματίνης ήταν υπεύθυνη για επιγενετική 
κληρονόμηση του φαινοτύπου του ματιού και ότι η HSP90 πρωτεϊνη συσχετίζεται 
με την κληρονόμηση του χαρακτηριστικού αυτού. Πιο πρόσφατα, περαιτέρω 
ανάλυση του φαινομένου απέδειξε ότι προκειμένου να μπορεί να εκφραστεί το 
trithorax γονίδιο, απαιτείται η HSP90 για να διατηρεί την περιοχή της χρωματίνης 
ενεργή (Tariq et al., 2009). Μέσα από τις μελέτες αυτές φαίνεται πως η HSP90 
πρωτεϊνη μπορεί να επηρεάσει ένα σπουδαίο και υψηλά συντηρημένο εξελικτικά 
επιγενετικό δίκτυο που ελέγχει κυρίαρχα αναπτυξιακά και κυτταρικά μονοπάτια 
ενός οργανισμού.    

  Τα παραπάνω αποτελέσματα συγκλίνουν με την έρευνα των Zhao 
et al. (2005) που πραγματοποίησαν στη ζύμη Saccharomyces cerevisiae η οποία 
δείχνει ότι ανάμεσα στο πλήθος των πρωτεϊνών που αλληλεπιδρούν είτε φυσικά είτε 
γενετικά με την HSP82 υπάρχουν και αρκετές πρωτεΐνες που ανήκουν στα INO80 
και SWR-C σύμπλοκα αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης. Τα ευρήματα αυτά 
υποδηλώνουν έντονα την πιθανότητα να υπάρχει λειτουργική σύνδεση μεταξύ των 
HSP90 πρωτεϊνών και των μηχανισμών αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης, 
τουλάχιστον στη ζύμη. Από τη στιγμή βέβαια που οι HSP90 αποτελούν μια υψηλά 
συντηρημένη οικογένεια πρωτεϊνών μεταξύ όλων των οργανισμών, από τα κατώτερα 
αρχαιοβακτήρια έως τον άνθρωπο, είναι λογικό να υποθέσει κάποιος ότι και στους 
υπόλοιπους οργανισμούς θα υπάρχει ένα παρόμοιο δίκτυο αλληλοεπιδράσεων 
(Wong και Houry, 2006). 

Εκτός από αυτά, υπάρχουν παραδείγματα στη βιβλιογραφία που 
αποδεικνύουν τη συμμετοχή επιγενετικών στοιχείων στην κληρονόμηση 
φαινοτύπων που επάγονται από τις HSP90. Έχει προταθεί ότι στοχευόμενη 
μεθυλίωση του DNA και τροποποιήσεις της χρωματίνης που μπορεί να συνδέονται 
λειτουργικά με τις HSP90 πρωτεϊνες, είναι επιγενετικοί μηχανισμοί με τους 
οποίους τα πρότυπα ενεργοποίησης ή αποσιώπησης ενός γονιδίου κληρονομούνται 
χωρίς να υπάρχουν αλλαγές στη νουκλεοτιδική αλληλουχία. Σημαντικό 
παράδειγμα αποτελεί το γονίδιο CARM1, το οποίο συμμετέχει στη μεθυλίωση της 
αργινίνης 17 στην ιστόνη Η3, συσχετίζεται με τον υποδοχέα οιστρογόνων (ER) και 
διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της μεταγραφής (Beato και Klug, 
2000). Ο ER ρυθμίζεται από τις HSP90 με τον εξής τρόπο: η παρουσία 
οιστρογόνων επάγει την απελευθέρωση του ER από τις HSP90 ο οποίος μπορεί να 
ενωθεί πλέον με τα οιστρογόνα και να ενεργοποιήσει τη μεταγραφή γονιδίων που 
εξαρτώνται από αυτόν. Ένα άλλο παράδειγμα είναι η SMYD3 πρωτεϊνη στον 
άνθρωπο (μεθυλοτρανσφεράση της λυσίνης 4 στην ιστόνη 3) που προκειμένου να 
δρα ικανοποιητικά απαιτεί την παρουσία των HSP90 πρωτεϊνών (Hamamoto et la., 
2004). Επίσης, η μελέτη του πρωτεώματος της ζύμης (Zhao et al., 2005) 
αποκάλυψε ότι η HSP90 αλληλεπιδρά με τις Tahlp και Pihlp πρωτεΐνες, που 
συσχετίζονται με τον Rvb1p παράγοντα αναδιαμόρφωσης της χρωματίνης.     

Προφανώς, λόγω της συντηρητικότητας της οικογένειας των HSP90 
πρωτεϊνών να υπάρχει επίσης και συμμετοχή τους στη διατήρηση των προτύπων 
μεθυλίωσης στο Arabidopsis. Η επιγενετική σταθερότητα αποτελεί ουσιαστική 
παράμετρο της ορθής φυσιολογικής ανάπτυξης ενός οργανισμού και οι HSP90 
πρωτεϊνες φαίνεται να διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στη διατήρηση της 
σταθερότητας αυτής. Η δραματική μείωση των επιπέδων έκφρασης των Hsp90 
γονιδίων στα LFY::HSP90RNAi φυτά φαίνεται να προκαλεί αποδιοργάνωση των 
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μηχανισμών που ελέγχουν την επιγενετική σταθερότητα των φυτών. Λόγω της 
αποδιοργάνωσης αυτής, πραγματοποιούνται αλλαγές στο μεθυλίωμα των 
μετασχηματισμένων φυτών με φαινοτυπικά αποτελέσματα που αντιπροσωπεύονται 
από την ικανότητα άνθησης των φυτών. 

Μεγάλο ενδιαφέρον παρουσίασε η ανάλυση των δεδομένων που 
προέκυψαν από τις αναλύσεις των φυτών που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες μικρής 
ημέρας. Όταν τα LFY::HSP90RNAi φυτά τοποθετηθούν σε θάλαμο ανάπτυξης με 
συνθήκες μικρής ημέρας, παρατηρείται δραματική μείωση της ικανότητας 
άνθισης. Ο παρατηρούμενος φαινότυπος αποτελείται από ενδιάμεση και ακραία 
κατάσταση. Από το σύνολο των φυτών που μελετήθηκαν, ορισμένα άνθισαν έστω 
και καθυστερημένα σε σχέση με τον άγριο τύπο, ενώ τα υπόλοιπα φυτά δεν 
άνθισαν καθόλου. Η ανάλυση του προτύπου μεθυλίωσης των δύο αυτών ομάδων 
φυτών έδειξε ότι το πρότυπο μεθυλίωσης των φυτών που ανθίζουν είναι παρόμοιο 
με τον άγριο τύπο ενώ τα φυτά που δεν ανθίζουν παρουσιάζουν αντίθετο πρότυπο 
μεθυλίωσης. Δηλαδή παρατηρείται ότι φυτά που ενώ σε συνθήκες μεγάλη ημέρας 
παρουσιάζουν αντίθετο πρότυπο από τον άγριο τύπο, σε συνθήκες μικρής ημέρας 

μερικά παρουσιάζουν παρόμοιο πρότυπο και ανθίζουν και μερικά παρουσιάζουν 
αντίθετο πρότυπο και δεν ανθίζουν. 

Η διαφορά των προτύπων μεθυλίωσης στις συνθήκες μεγάλης και 
μικρής ημέρας συσχετίζεται με την ιεράρχηση των μονοπατιών στις εκάστοτε 
συνθήκες. Η διαφορά στην ικανότητα άνθισης σε συνθήκες μικρής ημέρας 
έγκειται στο γεγονός ότι τα φυτά αντιλαμβάνονται διαφορετικά το μονοπάτι του 
γιββερελλινικού οξέος, που είναι και το κυρίαρχο, ή έχουν ενεργοποιήσει σε 
διαφορετικό βαθμό εναλλακτικούς δρόμους προκειμένου να επιτευχθεί η άνθιση. 
Πιθανώς, τα διαφοροποιημένα πρότυπα μεθυλίωσης μεταξύ των δειγμάτων να 
σχετίζονται με την ικανότητα των δειγμάτων να κρατούν ενεργοποιημένο το 
μονοπάτι του γιββερελλινικού οξέος ή την ικανότητα ενεργοποίησης των 
εναλλακτικών μονοπατιών για την ολοκλήρωση της άνθισης. Η διαφορά αυτή στο 
φαινότυπο της άνθισης πιθανός να οφείλεται στα διαφορετικά πρότυπα 
μεθυλίωσης των φυτών. Δηλαδή, η διατήρηση του προτύπου μεθυλίωσης των 
μετασχηματισμένων φυτών μεταξύ των συνθηκών μεγάλης και μικρής ημέρας 
επιτρέπει στα φυτά να ανθίζουν στις συνθήκες μεγάλης ημέρας και όχι στις 
μικρής ημέρας. Το αποτέλεσμα αυτό δείχνει ότι το μονοπάτι του γιββερελλινικού 
οξέος είναι απενεργοποιημένο και η άνθιση στις συνθήκες μεγάλης ημέρας 
οφείλεται σε άλλο μονοπάτι. Βέβαια, στις συνθήκες μεγάλης ημέρας, η μελέτη 
αρκετών γονιδίων που εμπλέκονται τόσο στη διαμεσολάβηση των μυνημάτων της 
άνθισης όσο και στο χαρακτηρισμό της ταυτότητας του μεριστώματος έδειξε 
τρομερά μειωμένα με σχεδόν μη ανιχνεύσιμα πρότυπα έκφρασης των γονιδίων 
αυτών, γεγονός που δηλώνει ότι η άνθιση οφείλεται σε άλλους μηχανισμούς ή 
μονοπάτια που δεν αντιπροσωπεύονται από τα τέσσερα κυρίαρχα μονοπάτια που 
όμως συσχετίζονται με τις γιββερελλίνες. Στα φυτά αυτά φαίνεται το μονοπάτι των 
γιββερελλινών να είναι ανοιχτό και να λειτουργεί σε κάποιο βαθμό. Τα φυτά αυτά 
παρουσιάζουν πρότυπο μεθυλίωσης όμοιο με τον άγριο τύπο.  
                Σύμφωνα με έρευνα των Jacobsen et al. (1999), σε υπομεθυλιωμένο 
γενετικό υπόβαθρο το Arabidopsis έχει την ικανότητα να μεθυλιώνει επιλεκτικά 
συγκεκριμένους γενετικούς τόπους. Συγκεκριμένα έδειξαν ότι σε μεταλλάγματα 
γονιδίων που οδηγουν σε υπομεθυλίωση του γενώματος των φυτών, συμβαίνει 
υπερμεθυλίωση περιοχής του προαγωγέα των Sup και Ag γονιδίων. Αφού και στα  
LFY::HSP90RNAi φυτά παρατηρείται μείωση στη μεθυλίωση του DNA, 
μελετήθηκαν ορισμένοι προαγωγείς γονιδίων-κλειδιών της άνθισης. Τα 
αποτελέσματα έδειξαν ότι τα LFY::HSP90RNAi φυτά εμφανίζουν μεθυλίωση στην 
περιοχή του προαγωγέα του Lfy γονιδίου και συγκεκριμένα στην περιοχή που 
βρίσκεται η νουκλεοτιδική περιοχή πρόσδεσης του Myb33 γονιδίου. Το Myb33 
είναι ένα βασικό γονίδιο του μονοπατιού του γιββερελλινικού οξέος μέσο του 
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οποίου το συγκεκριμένο μονοπάτι ενεργοποιεί το Lfy γονίδιο προκειμένου να 
επαχθεί η άνθιση. Φαίνεται ότι από τη στιγμή που τα LFY::HSP90RNAi  φυτά δεν 
μπορούν πλέον να χρησιμοποιήσουν το Lfy γονίδιο για την επαγωγή της άνθισης, 
λόγω της ανικανότητας ενεργοποίησής του από το Soc1 γονίδιο, απενεργοποιούν 
και το εναλλακτικό μονοπάτι που πηγάζει από το γιββερελλινικό οξύ.    
 
  

 
 

Εικόνα 2: Σχηματική απεικόνιση των επιμέρους μονοπατιών που απαρτίζουν το μονοπάτι του 
γιββερελλινικού οξέος. Με μαύρο χ έχουν επισημανθεί τα δυο μονοπάτια ενεργοποίησης του Lfy 
γονιδίου. Το πρώτο μονοπάτι ενεργοποίησης απορρέει από το Soc1 γονίδιο, το οποίο είναι μη 
λειτουργικό λόγω της έλλειψης των HSP90 πρωτεϊνών. Το δεύτερο μονοπάτι απορρέει από το Myb33 
γονίδιο, το οποίο είναι μη λειτουργικό λόγω της αλλαγής της κατάστασης μεθυλίωσης που έχει 
υποστεί ο προαγωγέας του Lfy γονιδίου.   

 
Ολοκληρώνοντας, είναι προφανής η ρύθμιση που ασκεί η Hsp90 

οικογένεια γονιδίων στην ανάπτυξη των φυτών. Η μελέτη και των τεσσάρων 
κυτταροπλασματικών μελών της οικογένειας  έγινε δυνατή μέσω του RNAi 
μηχανισμού. Η αποσιώπηση στη φάση της ανθικής μετάβασης είχε ως αποτέλεσμα 
τη δημιουργία μετασχηματισμένων φυτών ανίκανων να ανθίσουν και να 
αναπαραχθούν. Στη συνέχεια, η εμπλοκή των HSP90 πρωτεϊνών στην άνθιση 
επιβεβαιώθηκε με τον εντοπισμό αλληλεπιδράσεων των HSP90 με δυο κομβικές 
πρωτεϊνες της άνθισης, τη SOC1 και τη AGL24. Επίσης, η έλλειψη των HSP90 
μείωσε την ικανότητα του φυτών για ρύθμιση των επιπέδων μεθυλίωσής τους, 
κατάσταση που επέτρεψε στα φυτά να δημιουργήσουν αλλαγές στο μεθυλίωμά τους 
και να ολοκληρώσουν τη διαδικασία της άνθισης. Τα δεδομένα αυτά επιδεικνύουν 
πόσο αξιοσημείωτη είναι η δυναμική των HSP90 πρωτεϊνών στον έλεγχο της 

ανάπτυξης στα φυτά.    
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Αναπτυξιακά στάδια φυτών Τ1 γενιάς  
 
 
Ενδεικτικές φωτογραφίες κατά την πορεία της ανάπτυξης φυτών αγρίου τύπου και 
LFY::HSP90RNAi μετασχηματισμένων φυτών Τ1 γενιάς. Κάτω από κάθε φωτογραφία επισημαίνεται 
η ηλικία του φυτού σε ημέρες (d). 

 

   
 

 

   
 

 

 
 

 

   
 
 

 

Col-O Φυτό 1 

Φυτό 2 Φυτό 4 

Φυτό 3 

Φυτό 5 

Φυτό 6 

   24d           32d                   45d            37d         47d          50d                84d               99d 
 

   37d           47d                 50d            57d                37d          44d            50d                57d 
 

    39d           46d           50d           57d                              95d           

    38d         44d           50d           57d               35d              44d               57d                  62d           
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Φυτό 7 

Φυτό 8 

Φυτό 9 

Φυτό 10 

Φυτό 11 

Φυτό 12 Φυτό 13 

Φυτό 14 
Φυτό 17 

  35d            44d            57d            62d       72d             82d               99d                             

   35d             44d             52d            57d            62d                             

   35d         44d         54d         62d            37d        44d       49d        57d           70d           84d                              

  35d       39d      44d        49d                 54d         62d        

  35d        49d       54d       62d         70d        79d           37d       44d       54d       62d        75d     

  35d         44d        52d        57d         62d          35d           39d          44d           57d           62d             
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Φυτό 16 

Φυτό 18 

Φυτό 21 

Φυτό 22 

Φυτό 23 

Φυτό 24 

Φυτό 26 

   35d         41d          54d         62d           70d             79d            95d            

 35d       41d       49d       57d       62d       72d       84d         95d      

   35d        39d        41d        46d          54d            35d     41d       57d       62d       70d        84d     

 35d      44d     54d     62d    75d      84d            35d      49d        54d         62d        72d         84d      

  35d          50d       57d      62d        72d            79d          95d       
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Αναπτυξιακά στάδια φυτών της Τ2 γενιάς  

 
Ενδεικτικές φωτογραφίες κατά την πορεία της ανάπτυξης φυτών αγρίου τύπου και 
LFY::HSP90RNAi μετασχηματισμένων φυτών Τ2 γενιάς. Κάτω από κάθε φωτογραφία επισημαίνεται 
η ηλικία του φυτού σε ημέρες (d). 

 

   
 

 

  
 

 

   
 

 

   
 

Φυτό 10.1 

Φυτό 10.2 

 20d        30d                   50d              60d                  20d            30d            50d            60d       

Φυτό 10.3 

Φυτό 10.4 

   20d        30d                       50d                 60d              20d          30d           50d            60d       

Φυτό 10.5 Φυτό 10.6 

   20d        30d           50d                 60d                20d             30d               50d                60d       

Φυτό 10.7 Φυτό 10.8 

  20d        30d              50d                         60d             20d       30d               50d                 60d       
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Φυτό 10.9 Φυτό 10.10 

  20d       30d       50d             60d           20d       30d         50d         60d       

Φυτό 10.11 Φυτό 10.13 

 20d        30d       50d             60d           20d         30d            50d            60d       

Φυτό 10.14 

Φυτό 10.15 

 20d       30d         50d             60d             20d       30d       50d          60d       

Φυτό 10.17 
Φυτό 10.16 

 20d       30d             50d                    60d              20d     30d       50d              60d       

Φυτό 10.19 

Φυτό 10.21 

  20d       30d             50d           60d              20d        30d         50d                 60d       
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Φυτό 10.23 

Φυτό 10.22 

  20d       30d       50d                60d           20d        30d            50d          60d       

Φυτό 10.24 

Φυτό 10.25 

20d       30d       50d            60d            20d        30d            50d               60d       

Φυτό 10.26 

Φυτό 10.27 

20d       30d        50d            60d            20d        30d          50d                     60d       

Φυτό 10.29 

Φυτό 10.28 

  20d        30d           50d              60d                       

Φυτό 10.33 Φυτό 10.32 

    20d         30d                 50d               60d            20d         30d              50d             60d       

Φυτό 10.30 

 20d       30d          50d             60d                    20d         30d          50d             60d       
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Φυτό 10.101 Φυτό 10.100 

  20d         30d        50d               60d                  20d          30d                  50d                  60d       

Φυτό 10.103 Φυτό 10.102 

  20d                 30d            50d               60d              20d            30d         50d                 60d       

Φυτό 10.104 Φυτό 10.105 

    20d         30d          50d               60d              20d       30d                   50d                    60d       

Φυτό 10.31 

  20d        30d            50d                     60d       



163 
 

 

   
 

 

   
 
 

   
 
 

   

Φυτό 10.106 

Φυτό 10.107 

 20d        30d             50d                   60d            20d       30d        50d          60d       

Φυτό 10.109 Φυτό 10.108 

  20d              30d          50d                      60d              20d            30d          50d               60d       

Φυτό 10.111 Φυτό 10.110 

 20d       30d          50d               60d             20d      30d                50d                     60d       

Φυτό 10.112 

Φυτό 10.113 

   20d         30d            50d            60d            20d          30d             50d              60d       
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Φυτό 10.115 Φυτό 10.114 

    20d              30d             50d              60d                  20d         30d             50d                60d       

Φυτό 10.116 

Φυτό 10.117 

 20d     30d      50d          60d            20d        30d           50d         60d       

Φυτό 10.119 Φυτό 10.118 

 20d     30d      50d         60d          20d          30d           50d             60d       

Φυτό 10.120 Φυτό 10.121 

   20d       30d         50d                   60d            20d        30d        50d          60d       

Φυτό 10.123 Φυτό 10.122 

 20d            30d             50d            60d                 20d        30d        50d          60d       
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Φυτό 10.125 

Φυτό 10.124 

 20d     30d         50d                   60d          20d        30d        50d          60d       

Φυτό 10.127 Φυτό 10.126 

  20d       30d       50d             60d               20d        30d          50d               60d       

Φυτό 10.141 

Φυτό 10.140 

  20d       30d         50d        60d             20d         30d            50d               60d       

Φυτό 10.143 

Φυτό 10.142 

 20d      30d        50d       60d             20d      30d         50d        60d       
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Αναπτυξιακά στάδια φυτών της Τ3 γενιάς  

 
Ενδεικτικές φωτογραφίες κατά την πορεία της ανάπτυξης φυτών αγρίου τύπου και 
LFY::HSP90RNAi μετασχηματισμένων φυτών Τ3 γενιάς. Κάτω από κάθε φωτογραφία επισημαίνεται 
η ηλικία του φυτού σε ημέρες (d). 

 

   
 

 

   
 

 

   
 

 

 
 

Φυτό 10.1 Φυτό 10.3 

 20d              30d                    40d                         20d          30d                        40d          

Φυτό 10.31 Φυτό 10.8 

 20d              30d                    40d                        20d                        30d                      40d          

Φυτό 10.111 Φυτό 10.104 

 20d              30d                               40d                    20d             30d                          40d          

Φυτό 10.141 

      20d              30d                  40d                     
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Bisulfite sequencing 

 
Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος Col-O long για την περιοχή του Lfy 
προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.1 long για την περιοχή του Lfy 

προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.141 long για την περιοχή του Lfy 
προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος Col short για την περιοχή του Lfy 

προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος  10.1 short για την περιοχή του Lfy 
προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.141 short για την περιοχή του 

Lfy προαγωγέα 
 

 
 
 
 
 



173 
 

 
Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος Col long για την περιοχή του sup 
προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.1 long για την περιοχή του sup 

προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.141 long για την περιοχή του 

sup προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος Col short για την περιοχή του sup 

προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.1 short για την περιοχή του sup 
προαγωγέα 
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Αποτελέσματα αλληλούχισης του δείγματος 10.141 short για την περιοχή του 

sup προαγωγέα 
 
 

 




