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ΕΤΦΑΡΙ΢ΣΙΕ΢  

Πξψηα απφ φια, έλα κεγάιν επραξηζηψ νθείισ λα πσ ζηνλ δάζθαιφ κνπ θ.Κψζηα, 

κε ηνλ νπνίνλ δνχιεςα θαη νινθιήξσζα έλα ηέηνην αξηζηνχξγεκα. Ήηαλ πάληα 

πξφζπκνο λα κε βνεζήζεη, θαζψο θαη λα απαληήζεη ζε φιεο κνπ ηηο απνξίεο. Αξθεηά 

θαζνδεγεηηθφο, θαιφο θαη πξνπάλησλ ππνκνλεηηθφο ζα έιεγα. 

Έπεηηα έλα επραξηζηψ ζαξξψ ζα ήηαλ ζσζηφ ζηνπο γνλείο κνπ λα εθθξάζσ, δηφηη 

κνπ δψζαλε ηελ δπλαηφηεηα λα θαηαθέξσ λα θηάζσ εψο εδψ θαη ζπλεπψο λα 

ηειεηψζσ ηηο ζπνπδέο κνπ. Μπακπά, κακά, ράξηο εζάο κεγάισζε αλάκεζα καο έλαο 

επηζηήκνλαο. Ιδνχ θαη νη απνδείμεηο! 
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ΠΕΡΙΛΗΧΗ: 

Η ηνκάηα ε νπνία αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ Σνιαλσδψλ, είλαη έλα απφ ηα πην 

επξέσο θαιιηεξγνχκελα θπηά. Δίλαη έλα ιαραληθφ ζην νπνίν, θαηφπηλ ησλ πνιιψλ 

πξνζπαζεηψλ γελεηηθήο βειηίσζεο, έρνπλ δεκηνπξγεζεί πνηθηιίεο θαη πβξίδηα πνπ 

επηηξέπνπλ ηελ θαιιηέξγεηα ηνπ ζρεδφλ ζε φια ηα κήθε θαη ηα πιάηε ηνπ πιαλήηε. 

Η νηθνινγηθή θαη θαξκαθεπηηθή ζεκαζία ησλ ηξηηεξπελίσλ, θαζψο θαη ε 

ζεκαληηθή ζέζε πνπ θαηέρεη ε βηνζχλζεζε ηνπο ζην κεηαβνιηθφ δίθηπν ησλ θπηψλ 

έρνπλ πεξηγξαθεί ζε αξθεηά εξεπλεηηθά εξγα. Η αλαθάιπςε ησλ ζπζηάδσλ γνληδίσλ 

γηα ηε ζχλζεζε εμεηδηθεπκέλσλ κεηαβνιηηψλ ζε θπηά ζπκίδεη πξνεγνχκελα επξήκαηα 

ζε βαθηεξίδηα θαη κχθεηεο.Έλα ηππηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ησλ βαθηεξηαθψλ 

γνληδησκάησλ είλαη ε νξγάλσζε ησλ γνληδίσλ γηα πνιιαπιφ-βήκα κε δηαδηθαζίεο ζε 

νπεξφληα θαη ζπζηάδεο. Οη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο ζπζηάδεο γνληδίσλ ησλ θπηψλ 

κεηαβνιηζκνχ πνπ έρνπλ αλαθαιπθζεί κέρξη ζηηγκήο είλαη γηα ηε ζχλζεζε ησλ 

ελψζεσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ έκθπηε θαη επαγφκελε αληίζηαζε ζηηο αζζέλεηεο, 

αληνρή ζε έληνκα, αβηνηηθέο αλνρή ηνπ ζηξεο θαη / ή αιιεινπάζεηαο. 

Σηελ παξνχζα πηπρηαθή κειεηήζεθε ε δνκή θαη ε ζπλέθθξαζε ησλ γνληδίσλ 

πνπ πεξηιακβάλνληαη ζηε ζπζηνηρία ησλ γνληδίσλ κε θεληξηθφ γνλίδην ηελ LUS. H 

ζπγθεθξηκέλε ζπζηνηρία πεξηιακβάλεη εθηφο ηνπ γνληδίνπ ηεο LUS, έλα γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα έλα θπηφρξσκα CYP716A1 θαη έλα γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί γηα κία 

θηλάζε (KIN).Eίλαη ε πξψηε θνξά πνπ εληνπίδεηαη ζπζηνηρία γνληδίσλ πνπ ην 

θεληξηθφ γνλίδην ηεο ζπζηνηρίαο είλαη ε LUS. Tν γεγνλφο απηφ καο δείρλεη φηη νη 

ζπζηνηρίεο ησλ γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε βηνζχλζεζε ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ δελ 

απνηεινχλ νξζφινγα γνλίδηα, ηα νπνία ζρεκαηίζηεθαλ ζε θάπνην θνηλφ πξφγνλν, 

αιιά φηη ζρεκαηίδνληαη αλεμάξηεηα θαη de novo ζηα γελψκαηα ησλ θπηψλ απφ 

θάπνην άγλσζην κέρξη ζήκεξα κεραληζκφ. Σηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθε εθηφο 

ησλ άιισλ ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε ζπζηνηρία ηεο LUS ψζηε 

λα δηεπθξηληζηεί εάλ θαη θαηά πφζν ηα γνλίδηα ζπλεθθξάδνληαη θαη ζε πνηνπο ηζηνχο. 

Aξρηθά ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ κειεηήζεθε ζηα δηαθνξεηηθά ζηάδηα αλάπηπμεο θαη 

σξίκαλζεο ηνπ θαξπνχ ηεο ηνκάηαο. Aπηφ έγηλε γηαηί ε νηθνλνκηθή ζεκαζία ηνπ 

θαξπνχ είλαη ηέηνηα πνπ θαη ε έξεπλα ζηξέθεηαη ζε απηή ηελ θαηεχζπλζε. Παξφια 

απηά κεηαγξαθήκαηα ησλ ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ δελ εληνπίζηεθαλ ζηνπο θαξπνχο 

ηεο ηνκάηαο. Aληίζεηα, ε κέγηζηε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ εληνπίδεηαη ζηηο θνηχιεο θαη 
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ηα άλζε. Eπηπιένλ ηα γνλίδηα εθθξάδνληαη ζε κηθξφηεξν βαζκφ ζηα θχιια, ζηνπο 

βιαζηνχο θαη ηηο ξίδεο. Tα απνηειέζκαηα δηαθέξνπλ απφ εθείλα ηεο έθθξαζεο ηνπ 

γνληδίνπ ηεο LUS ζε θπηά L. japonicus φπνπ ε LUS εθθξάδνληαλ απνθιεηζηηθά θαη 

κφλν ζε ππφγεηα ηκήκαηα ηνπ θπηνχ. Tν πξφηππν έθθξαζεο γηα φια ηα ππφ κειέηε 

γνλίδηα είλαη παξφκνην θαη εληζρχεη ηελ άπνςε φηη γνλίδηα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε 

ζπζηνηρίεο γνληδίσλ ζπλεθθξάδνληαη. Eπνκέλσο, είλαη δπλαηφλ λα δηαηππσζεί ε 

άπνςε φηη ε ζπλέθθξαζε ή κε ησλ γεηηνληθψλ γνληδίσλ απνηειεί θξηηήξην γηα ηε 

ζπκκεηνρή ελφο ελδχκνπ ζε ζπγθεθξηκέλν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη φπσο απηφ ησλ 

ηξηηεξπελνείδσλ. 
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1. ΕΙ΢ΑΓΨΓΗ 

 

1.1 Tο Υυτό τησ Tομάτασ  

 

Η ηνκάηα (Solanum lycopersicum) αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ Σνιαλσδψλ 

(Solanaceae), ε νπνία πεξηιακβάλεη αξθεηά απφ ηα επξέσο θαιιηεξγνχκελα θπηά. 

Καηάγεηαη απφ ην Πεξνχ, φπνπ βξέζεθαλ πήιηλα αγγεία δηαθνζκεκέλα κε εηθφλεο 

απφ ηελ θαιιηέξγεηα ηεο (Μπιέηζνο, 2010). Aξρηθά ζηελ Eπξψπε κεηαθέξζεθε ζηελ 

Ιζπαλία, θαηφπηλ ζηελ Ιηαιία θαη ζηηο ππφινηπεο ρψξεο. H Iηαιία ήηαλ ε πξψηε 

επξσπατθή ρψξα ζηελ νπνία άξρηζαλ λα θαηαλαιψλνπλ ηνπο θαξπνχο ηεο ηνκάηαο 

γχξσ ζην 1550, αιιά ζε κηθξέο δφζεηο σο άξηπκα, θαζψο ήηαλ δηαηηέξσο 

επηθπιαθηηθνί ζηε ρξήζε ηνπ λένπ απηνχ θαξπνχ ζηε καγεηξηθή ηεο επνρήο. 

Αληηζέησο, ζηελ Γαιιία, ν θφζκνο ήηαλ πεξηζζφηεξν θαρχπνπηνο γηα ηνλ 

ζπγθεθξηκέλν θαξπφ, έηζη ρξεηάζηεθε λα πεξάζνπλ ζρεδφλ δχν αηψλεο κέρξη νη 

θάηνηθνη ηεο λφηηαο Γαιιίαο λα αξρίζνπλ ζηαδηαθά λα ρξεζηκνπνηνχλ ηηο ηνκάηεο 

ζηελ θνπδίλα ηνπο σο άξηπκα (Polese Jean-Marie, 2005). Σηελ Διιάδα ε θαιιηέξγεηα 

ηεο μεθίλεζε ην 1818 θαη γξήγνξα δηαδφζεθε ζε φιε ηε ρψξα σο θεπεπηηθή 

(Μπιέηζνο, 2010).   

 

Bνηαληθά ε ηνκάηα είλαη έλα πνψδεο ιαραληθφ,πνιπεηέο φηαλ θαιιηεξγείηαη 

ζηηο πεξηνρέο πνπ απηνθχεηαη, ελψ ζηα επεηξσηηθά θαη εχθξαηα θιίκαηα 
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θαιιηεξγείηαη σο εηήζην. Τν χςνο ηεο πνηθίιιεη αλάινγα κε ην γνλφηππν θαη ηελ 

πνηθηιία. Σηα θπηά κε ηχπν απεξηφξηζηεο αλάπηπμεο ν θεληξηθφο βιαζηφο 

αλαπηχζζεηαη θηάλνληαο ζε κήθνο έσο θαη ηα 10 ή/θαη πεξηζζφηεξα κέηξα. Οη 

γνλφηππνη απηνί πξνηηκνχληαη γηα θαιιηέξγεηα ζε ζεξκνθήπην, φπνπ ηα θπηά δέρνληαη 

ππνζηήισζε θαη αλαπηχζζνληαη θαζ’ χςνο, αιιά κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ θαη 

γηα ππάηζξηα θαιιηέξγεηα κε ηελ θαηάιιειε ππνζηχισζε θαη θιαδέκαηα. Γηα 

ππαίζξηα θαιιηέξγεηα πξνηηκνχληαη απηνθιαδεπφκελνη ή λάλνη γνλφηππνη, ησλ 

νπνίσλ ε αλάπηπμε θαζ’ χςνο ζηακαηά κεηά ηελ εκθάληζε 4-6 ηαμηαλζψλ, νπφηε 

μεθηλά ε έθπηπμε ησλ παξάπιεπξσλ νθζαικψλ ζηε βάζε ηνχ θπηνχ, κε απνηέιεζκα 

απηφ λα παίξλεη ζακλψδε κνξθή (Φα Ικπξαρίκ-Αβξαάκ θαη Πεηξφπνπινο Σ., 2014). 

Τα θχιια θχνληαη ζηνπο βιαζηνχο ελαιιάμ, είλαη ζχλζεηα θαη απνηεινχληαη 

ζπλήζσο απν 7, 9 ή θαη 11 θπιιάξηα (Γεκεηξαθάθεο Κ. Γ., 1998). Η επάλσ 

επηθάλεηα ηνπ ειάζκαηνο έρεη ρξψκα ιακπεξφ, βαζχ πξάζηλν, ελψ ε θάησ ειαηψδεο, 

αλνηθηφ πξάζηλν. Ο αξηζκφο ησλ θπιιαξίσλ κπνξεί λα πνηθίιιεη αλάινγα κε ηε ζέζε 

ηνπ θχιινπ πάλσ ζην βιαζηφ θαη ην γνλφηππν, ελψ ην κέγεζνο ησλ θχιισλ 

επεξεάδεηαη επίζεο ηφζν απφ ην γνλφηππν φζν θαη απφ ηηο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο. Τν 

κέγεζνο ησλ θχιισλ πξέπεη λα ιακβάλεηαη ππφςε γηα ηνλ θαζνξηζκφ ησλ 

απνζηάζεσλ θχηεπζεο ψζηε λα απνθεχγνληαη θαηλφκελα ζθίαζεο, γλσξίδνληαο νηη νη 

κεγαιφθαξπεο πνηθηιίεο έρνπλ γεληθά καθξχηεξα θαη πιαηχηεξα θχιια ζε ζρέζε κε 

ηηο κηθξφθαξπεο (Φα Ικπξαρίκ-Αβξαάκ θαη Πεηξφπνπινο Σ., 2014). Σηελ επηθάλεηα 

ηνπο φπσο θαη ζηνπο βιαζηνχο ππάξρνπλ αδελψδεηο ηξίρεο, νη νπνίεο ζξαπφκελεο 

αλαδίδνπλ ηελ ραξαθηεξηζηηθή νζκή ηνπ θπηνχ (Γεκεηξαθάθεο Κ. Γ. , 1998). 
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Τα άλζε είλαη εξκαθξφδηηα, απηνγνληκνπνηνχκελα, ελψ ζε νξηζκέλεο 

πεξηπηψζεηο κπνξεί λα ππάξμεη ζηαπξνγνληκνπνίεζε (Φα Ικπξαρίκ-Αβξαάκ θαη 

Πεηξφπνπινο Σ., 2014). Δίλαη θίηξηλα θαη έρνπλ ζπλήζσο 6 ζέπαια, 6 πέηαια θαη 

πνιχρσξε σνζήθε θαη 2-7 ζηήκνλεο. Οη ζηήκνλεο έρνπλ θνληφ λήκα θαη κεγάινπο 

αλζήξεο νη νπνίνη ελψλνληαη θαη ζρεκαηίδνπλ θνίιν θψλν απφ ην εζσηεξηθφ ηνπ 

νπνίνπ δηέξρεηαη ν ζηχινο ηνπ νπνίνπ ην θηηξηλνπξάζηλν ζηίγκα πξνεμέρεη ηνπ θψλνπ 

ησλ αλζήξσλ, βξίζθεηαη ζην ίδην επίπεδν ή κέζα ζηνλ θψλν. Απηή ε θαηαζθεπή ηνπ 

άλζνπο δηεπθνιχλεη ηελ απην-επηθνλίαζε, γηαηί ε γχξε πέθηεη ζην ζηίγκα κε κηθξήο 

ηαρχηεηαο άλεκν ή κε ειαθξχ ηίλαγκα (Φψηηνο Α. Μπιέηζνο-2012). Η άλζεζε 

αξρίδεη ηηο πξσηλέο ψξεο θαη ζπλερίδεηαη θαζ’ φιε ηελ εκέξα. Με ην άλνηγκα ηεο 

ζηεθάλεο γίλεηαη ε σξίκαζε ηνπ ζηίγκαηνο θαη κφλν κεηά απφ 24-48 ψξεο αξρίδεη ε 

δηάξξεμε ησλ αλζήξσλ θαη ε δηάρπζε ηεο γχξεο (πζηεξαλδξία) (Γεκεηξαθάθεο Κ. Γ. 

-1998).  

Οη αλψξηκνη θαξπνί είλαη νκνηφρξσκνη ή έρνπλ έληνλν πξάζηλν ρξψκα γχξσ 

απφ ηνλ πνδίζθν (πξάζηλνη ψκνη). Ωξηκάδνπλ ζε 40-60 εκέξεο κεηά ηελ θαξπφδεζε. 

Οη ψξηκνη θαξπνί είλαη θφθθηλνη θαη ην ρξψκα ηνπο νθείιεηαη ζηηο ρξσζηηθέο 

ιπθνπίλε θαη θαξνηίλε. Ωζηφζν ,αλ νη ζεξκνθξαζίεο είλαη κηθξφηεξεο απν 10
ν
C, νη 

θαξπνί παξακέλνπλ πξάζηλνη γηαηί δελ ζπληίζεηαη θακία απφ ηηο δχν ρξσζηηθέο 

(Φψηηνο Α. Μπιέηζνο-2012). Έρεη ρνλδξφ πεξηθάξπην, ιεπηή επηδεξκίδα, ρσξίο 

ζηνκάηηα θαη θεξψδε εθπκελίδα άξα νπζηαζηηθά πξφθεηηαη γηα έλα ζθξαγηζκέλν 



9 
 

θαξπφ. Οη ζπφξνη ηεο ηνκάηαο κπνξεί λα είλαη σνεηδείο, πεπιαηπζκέλνη θαη έρνπλ 

ρξψκα θίηξηλν-θαθέ ρξπζαθί, ελψ ην κέγεζνο ηνπο είλαη κηθξφ κε δηάκεηξν 3-5 ρηι. Η 

επηθάλεηα ηνπο ζπλήζσο θαιχπηεηαη απφ ην ηξηρνεηδείο απνθχζεηο πξνζδίδνληαο ηνπο 

κεηαμέληα πθή. Έλα γξακκάξην ζπφξσλ έρεη πεξίπνπ 450-600 ζπέξκαηα. 

Η ηνκάηα είλαη έλα ιαραληθφ ζην νπνίν, θαηφπηλ ησλ πνιιψλ πξνζπαζεηψλ 

γελεηηθήο βειηίσζεο, έρνπλ δεκηνπξγεζεί πνηθηιίεο θαη πβξίδηα πνπ επηηξέπνπλ ηελ 

θαιιηέξγεηα ηνπ ζρεδφλ ζε φια ηα κήθε θαη ηα πιάηε ηνπ πιαλήηε, απφ ηελ ηξνπηθή 

δψλε σο θαη κεξηθέο κνίξεο απφ ηνλ αξθηηθφ θχθιν. Όζνλ αθνξά ηηο θιηκαηηθέο 

απαηηήζεηο ηνπ θπηνχ απαηηνχληαη ζεξκνθξαζίεο κεηαμχ 21
ν
C θαη 25

ν
C ηελ εκέξα 

θαη 13
ν
C-16

ν
C ηε λχρηα. Τν ειάρηζην βηνινγηθφ φξην ηνπ θπηνχ είλαη νη 2

ν
C, ελψ ζε 

ζεξκνθξαζίεο άλσ ησλ 30
ν
C θαζπζηεξεί ε αλάπηπμε ηνπ θπηνχ θαη πάλσ απφ ηνπο 

35
ν
C ην θπηφ ζηακαηά ηελ αλάπηπμε ηνπ θαη παξαηεξνχληαη πξνβιήκαηα αλαθνξηθά 

κε ηελ θαξπφδεζε. Άξηζηεο ζεσξνχληαη κέξεο ζεξκνθξαζίεο ηεο ηάμεο ησλ 18
ν
C. 

Μπνξεί λα θαιιηεξγεζεί ζε πνηθηιία εδαθψλ. Ωζηφζν, απνδίδεη θαιχηεξα ζε εδάθε 

κε ζηαζεξή δνκή, πςειφ βαζκφ πδαηντθαλφηεηαο, θαιή ζηξάγγηζε θαη πςειή 

πεξηεθηηθφηεηα ζε νξγαληθή νπζία. Καηαιιειφηεξα ζεσξνχληαη ηα ακκνπειψδε θαη 

πεινακκψδε εδάθε (Φα Ικπξαρίκ-Αβξαάκ θαη Πεηξφπνπινο Σ., 2014). 

 

1.2 ΔΕΤΣΕΡΟΓΕΝΕΙ΢ ΜΕΣΑΒΟΛΙΣΕ΢, ΣΡΙΣΕΡΠΕΝΟΕΙΔΗ ΚΑΙ 

΢ΣΕΡΟΛΕ΢ 

Οη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο ή δεπηεξνγελή θπηηθά πξντφληα είλαη νη νπζίεο, 

πνπ βηνζπληίζεληαη θαηά ηηο κεηαβνιηθέο δηαδηθαζίεο ησλ πδαηαλζξάθσλ, ησλ ιηπψλ 

θαη ησλ ακηλνμέσλ (Καξαηαγιήο Σ. Σ. , 1999). Γηαθέξνπλ ζεκαληηθά απφ ηνπο 

πξσηνγελείο κεηαβνιίηεο (Ακηλνμέα, λνπθιενηίδηα, ζάθραξα, ιηπίδηα θα) ηφζν ζην φηη 

δελ είλαη απαξαίηεηνη γηα ηελ δηαηήξεζε ησλ βηνινγηθψλ δηεξγαζηψλ, φζν θαη ιφγσ 

ηεο πεξηνξηζκέλεο εμάπισζεο ηνπο ζε κεξηθέο θπηηθέο νηθνγέλεηεο ή θαη είδε (L. 

Taiz, E. Zeiger, 2002). Πξάγκαηη, ζπγθεθξηκέλνη δεπηεξνγελήο κεηαβνιίηεο κπνξεί λα 

βηνζπληίζεληαη κφλν ζε έλα θπηηθφ είδνο ή ζε κηα ηαμηλνκηθά ζπγγεληθή νκάδα 

θπηηθψλ εηδψλ. Οη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο θαηαηάζζνληαη ζηηο παξαθάησ νκάδεο 

αλάινγα κε ην πξφδξνκν κφξην ηνπ πξσηνγελνχο κεηαβνιηζκνχ απφ ην νπνίν 

πξνέξρνληαη θαη ηνλ πεξεηαίξσ κεηαβνιηζκφ ηνπ: 
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1. Δλψζεηο πνπ πεξηέρνπλ άδσην (Ν): Απηέο νη ελψζεηο πξνέξρνληαη απφ 

ακηλνμέα θαη είλαη αιθαινεηδή, κπεηαιαΐλεο, ακίλεο, θπαλνγφλα γιπθνδίδηα, 

ζεηνγιπθνδίηεο, ακπληηθέο πξσηεΐλεο θαη ακίλεο. 

2. Φαηλπιπξνπαλνεηδή: Σπληίζεληαη απφ ην αξσκαηηθφ ακηλνμχ θαηλπιαιαλίλε 

ην νπνίν πξνέξρεηαη απφ ην κνλνπάηη ηνπ ζηζθεκηθνχ. Η θαηλπιαιαλίλε 

κεηαβνιίδεηαη αξρηθά ζε θηλλακηθφ νμχ θαη ζηε ζπλέρεηα παξάγνληαη ηα 

θαηλπιπξνπαλνεηδή. 

3. Βελδελνεηδή: Παξάγνληαη απφ ηελ θαηλπιαιαλίλε κε αθαίξεζε δχν αηφκσλ 

άλζξαθα(Orlova I et al., 2006).  

4. Φιαβνλνεηδή: Παξάγνληαη απφ ηελ θαηλπιαιαλίλε θαη απφ ην κεινλπιν-CoΑ 

(Μηράει Ηι., 2007). 

5. Τεξπέληα: Παξάγνληαη χζηεξα απφ ζηαδηαθή ζπκπχθλσζε κνξίσλ αθεηπιν- 

CoΑ κέζν ηεο νδνχ βηνζχλζεζεο ηνπ κεβαινληθνχ 

Τα ηεξπέληα είλαη ε πην πνιπάξηζκε νκάδα δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ, 

αξηζκψληαο πάλσ απφ 20.000 κέιε ( Auria J. and Gershenzon J. , 2005). Όια ηα 

ηεξπελνεηδή πξνθχπηνπλ σο πνιπκεξή ηνπ ηζνπξελίνπ (2-κέζπιν-1,3-βνπηαδηέλην), 

ελψ ζηνλ ηειηθφ αλζξαθηθφ ζθειεηφ ηνπο κπνξεί λα πξνζηεζνχλ δηάθνξεο 

ιεηηνπξγηθέο νκάδεο ή ζάθραξα (ζαπσλίλεο) (McGarvey D. J. and Croteau R., 1995). 

Μηα ππνθαηεγνξία ησλ ηεξπελίσλ, ηα ηξηηεξπέληα, (ν ζθειεηφο ηνπο απνηειείηαη απφ 

30 άηνκα C) πξνθχπηεη απφ ηε βηνζπλζεηηθή νδφ ηνπ κεβαινληθνχ νμέσο κε 

ζπκπχθλσζε δπν κνξίσλ IPP ζε ζθνπαιέλην, ην νπνίν κε δξάζε επνμεηδάζεο 

κεηαηξέπεηαη ζε 2,3-νμεηδνζθνπαιέλην. Απηφ ην κφξην απνηειεί ζεκείν δηαθιάδσζεο 

ηνπ πξσηνγελνχο θαη ηνπ δεπηεξνγελνχο κεηαβνιηζκνχ, θαζψο κπνξεί λα 

θπθινπνηεζεί πξνο ελψζεηο κε ζηεξνιηθφ ζθειεηφ ή ζε ηξηηεξπέληα κε ηε δξάζε 

ελδχκσλ ηεο νηθνγέλεηαο OSC (Abe, I., Rohmer, M. and Prestwich, G.D., 1993). Έλαο 

αξηζκφο γνληδίσλ θαη ελδχκσλ γηα ηε ζχλζεζε ηξηηεξπελίνπ έρνπλ ραξαθηεξηζηεί απφ 

θπηά (Osbourn 2010;. Augustin et al., 2011; Sawai & Saito, 2011). Δίλαη ελδηαθέξνλ, 

ηα γνλίδηα γηα νξηζκέλελα ηξηηεξπέληα βηνζπλζεηηθήο νδνχ ππάξρνπλ σο κεηαβνιηθέο 

ζπζηάδεο γνληδίσλ ζε βξψκε (Avena strigosa) θαη ηα θπηά ηνπ Arabidopsis thaliana 

(Papadopoulou et al, 1999;. Qi et al, 2004, 2006;. Osbourn 2010;. Chu et al, 2011 ). 

Καηά ηε δηάξθεηα ησλ ηειεπηαίσλ εηψλ, ε κεηαβνιηθή ζπζηάδεο γνληδίσλ γηα ηελ 

ζχλζεζε ησλ άιισλ ηάμεσλ ησλ δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ έρνπλ επίζεο 

ηαπηνπνηεζεί απφ δηαθνξεηηθά είδε θπηψλ. Απηά πεξηιακβάλνπλ: δηηεξπέληα θαη 
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ηξηηεξπέληα ζην ξχδη (Wilderman et al, 2004; Shimura et al, 2007; Swaminathan et al, 

2009), θπαληνγφλνη γιπθνδίηεο ζην Lotus japonicus, καληφθα (Manihot esculenta) θαη 

ην ζφξγν (Sorghum bicolor) (Τάθνο et al, 2011).; θαη, πξφζθαηα, ε λνζθαπίλε 

αιθαινεηδέο ζε παπαξνχλαο (Winzer et al., 2012). Δίλαη ζαθέο φηη ε εκθάληζε ησλ 

ζπζηάδσλ γνληδίσλ ζε θπηά είλαη έλα επαλαιακβαλφκελν θαηλφκελν θαη, σο εθ 

ηνχηνπ, ζπλεπάγεηαη θάπνηα ιεηηνπξγηθή ζεκαζία γηα απηή ηε κνξθή ηεο γελεηηθήο 

νξγάλσζεο. 

Ο ξφινο ηνλ ηξηηεξπελίσλ θαίλεηαη λα είλαη θπξίσο ε θπηνπξνζηαζία, αθνχ 

εθδειψλνπλ ηζρπξέο αληηκηθξνβηαθέο ηδηφηεηεο (Osbourn A. E., 1996, Osbourn A. E. 

Et al., 2003). Η δξάζε ηνπο απηή εθδειψλεηαη θπξίσο απφ ηηο γιπθνδπιησκέλεο ηνπο 

κνξθέο, ηηο ζαπσλίλεο πνπ 6 απνθαινχληαη έηζη ιφγν ηηο ηδηφηεηαο απνξξππαληηθνχ 

πνπ απνθηνχλ κε απηή ηελ ηξνπνπνίεζε (Papadopoulou K. et al., 1999; Price K. et 

al., 1987). Ωζηφζν έρεη δεηρζεί φηη κεξηθά ηξηηεξπέληα κπνξεί λα ζπκκεηέρνπλ ζε 

δηαδηθαζίεο ηεο αλάπηπμεο θαη αχμεζεο αθφκε θαη ζηε κε γιπθνδπιησκέλε κνξθή 

ηνπο (ζηελ νπνία θαινχληαη αγιπθφλεο) (Baisted D.J., 1971). Δπίζεο, ππάξρνπλ 

πεηξακαηηθά επξήκαηα πνπ ππνδειψλνπλ ζπκκεηνρή ησλ αγιπθφλσλ απηψλ ζηε 

κεκβξαληθή ιεηηνπξγία θαη ζην ζρεκαηηζκφ ξηδνβηαθψλ-κπθθνξηδηθψλ ζπκβηψζεσλ 

(Hernandez L.E. and Cooke D.T., 1996, Confalonieri M. et al., 2009; Delis et al., 

2011). 

Πξνζθάησο, νη ζαπσλίλεο θαηεγνξηνπνηήζεθαλ ζχκθσλα κε ηνλ αλζξαθηθφ 

ηνπο ζθειεηφ, φπσο απηφο πξνθχπηεη απφ ηα κνλνπάηηα βηνζχλζεζεο ηνπο. Με βάζε 

απηή ηελ θαηεγνξηνπνίεζε ππάξρνπλ 11 βαζηθέο θαηεγνξίεο ζαπσλίλσλ 

δηαδεδνκέλεο ζην θπηηθφ βαζίιεην ρσξίο λα πεξηνξίδνληαη ζε νξηζκέλεο θιάζεηο ή 

ηάμεηο θπηψλ. Ο πην δηαδεδνκέλνο ηχπνο ζθειεηνχ ζηηο πεξηζζφηεξεο ηάμεηο θπηψλ 

θαίλεηαη πσο είλαη ν ηχπνο ησλ νιεαληλψλ (oleanane). Ο ζθειεηφο απηφο κπνξεί λα 

δερζεί δηάθνξνπο ππνθαηαζηάηεο φπσο πδξνμπινκάδεο (-ΟΗ), θαξβνλπινκάδεο (=Ο) 

αιιά θαη αιπζίδεο ζαθράξσλ απφ 1-8 ππνθαηάζηαηα (Vincken JP, et al., 2007). Γηα 

ην ζρεκαηηζκφ ηνπ βαζηθνχ ζθειεηνχ ησλ νιεαληλψλ απαηηνχληαη ηνπιάρηζηνλ 

ηέζζεξηο δηαθξηηέο αιιαγέο ζην κφξην ηνπ 2,3-νμεηδνζθνπαιελίνπ ελψ απφ ην κφξην 

ηνπ νιεαληθνχ θαξβνθαηηφληνο κπνξεί λα πξνθχςεη πιεζψξα κνξίσλ κε δηαθνξέο 

ζηνπο ηχπνπο ππνθαηαζηαηψλ ή ηε ζέζε ηνπο ζηνλ αλζξαθηθφ ζθειεηφ αλάινγα κε ην 

έλδπκν πνπ θαηαιχεη ηελ αληίδξαζε θπθινπνίεζεο θαη ηα έλδπκα πνπ δξνπλ 
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θαζνδηθά ηνπ. Έλα ζπρλά απαληψκελν παξάγσγν ηνπ νιεαληθνχ θαξβνθαηηφλησο 

είλαη ε β-ακπξίλε (beta-amyrin) (Kushiro T. Et al., 1998a).  

 

Εηθόλα : Η β-ακσρίλε, ε ιοσπεόιε θαη ε α-ακσρίλε είλαη ζαπωλίλες (Vincken et al., 

2006). 

Η παξαγσγή ηεο β-ακπξίλεο θαηαιχεηαη απφ έλδπκα: ζπλζάζεο ηεο β-ακπξίλεο 

ηα νπνία αλήθνπλ ζηελ επξχηεξε θαηεγνξία ησλ OSCs (E.C. 5.4.99). Λφγσ ησλ 

πνιχπινθσλ αληηδξάζεσλ πνπ θαηαιχνπλ ηα ζπγθεθξηκέλα έλδπκα, ηεο ζεκαζίαο 

πνπ έρνπλ ζην κεηαβνιηθφ δίθηπν ησλ θπηψλ, ελδερνκέλσο δξψληαο ξπζκηζηηθά ζε 

κηα δηαθιάδσζε κεηαμχ πξσηνγελνχο θαη δεπηεξνγελνχο κεηαβνιηζκνχ αιιά θαη 

ιφγσ ηνπ γεληθφηεξνπ ελδηαθέξνληνο γηα ην κεηαβνιηζκφ ησλ ηξηηεξπελίσλ, έρνπλ 

γίλεη αξθεηέο πξνζπάζεηεο θισλνπνίεζεο θαη ραξαθηεξηζκνχ ησλ γνληδίσλ πνπ ηα 

θσδηθνπνηνχλ ζε αξθεηά θπηηθά είδε (Phillips D. R. et al, 2006, Osbourn A. et al, 

2003, Kushiro T. et al, 1998a, Kushiro T. et al,1998b, Morita et al, 2000, Iturbe-

Ormaetxe I et al, 2003).  

Η πιήξεο θαηαλφεζε απηψλ ησλ κεηαβνιηθψλ νδψλ, εθηφο απφ ην άκεζν 

επηζηεκνληθφ ελδηαθέξoλ, κπνξεί λα επηηξέςεη ηελ ηξνπνπνίεζε θαη ξχζκηζε ηεο 

πεξηεθηηθφηεηαο θπηηθψλ νξγαληζκψλ ζε κεηαβνιίηεο ηεο θαηεγνξίαο ησλ 

ηξηηεξπελίσλ. Έηζη κπνξεί λα επεξεαζηεί ε ζπζζψξεπζε επηζπκεηψλ νπζηψλ ζε 

νξηζκέλα θπηά θαη λα βειηησζνχλ νη θαξκαθεπηηθέο θαη θνζκεηηθέο ηνπο ρξήζεηο. 

Δλαιιαθηηθά κπνξεί ε επίδξαζε ζηνλ κεηαβνιηζκφ λα ηξνπνπνηήζεη ηα αγξνλνκηθά 

ραξαθηεξηζηηθά παξαγσγηθψλ θπηψλ εληζρχνληαο ηελ αλζεθηηθφηεηα ζε πξνζβνιή 

απφ παζνγφλνπο κηθξννξγαληζκνχο ή ηελ αδσηνδεχζκεπζεο ελεξγνπνηψληαο ην 
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ζρεκαηηζκφ ξηδνβηαθψλ ζρέζεσλ πνπ ζπκβάινπλ ζ’ απηήλ (Confalonieri M. et al, 

2009).  

Ωο αλαθνξά ηελ πνξεία ηεο βηνζχλζεζεο ηξηηεξπελνεηδψλ κεηά ηνλ ζρεκαηηζκφ 

ηνπ θαηηφληνο ηνπ πξνηεζηεξπιίνπ ηα έλδπκα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε απηή ηελ πνξεία 

παξνπζηάδνπλ κεγάιε νκνινγία κεηαμχ ηνπο. Η ζσλζάζε ηες θσθιοαρηελόιες (CAS) 

είλαη ην θπξηφηεξν έλδπκν απηήο ηεο νκάδαο OSCs ην νπνίν κεηαηξέπεη ην θαηηφλ ηνπ 

πξνηεζηεξπιίνπ ζε θπθιναξηελφιε. Η θπθιναξηελφιε είλαη πξφδξνκε έλσζε γηα ηελ 

παξαγσγή κεκβξαληθψλ ζηεξνιψλ θαη θπηννξκνλψλ. Οκφινγεο ζπλζάζεο ηεο CAS 

ησλ θπηψλ έρνπλ βξεζεί ζε βαθηήξηα θαη ζηελ ακνηβάδα. Η ζσλζάζε ηες 

ιαλοζηερόιες (LSS) κνηάδεη πνιχ κε ηελ CAS θαη θαηαιχεη ηνλ ζρεκαηηζκφ ηεο 

ιαλνζηεξφιεο απφ ην θαηηφλ ηνπ πξνηεζηεξπιίνπ. Η LSS απαληάηαη ζε αξθεηά γέλε 

θπηψλ, αιιά φρη ηφζν ζπρλά φζν ε CAS, θαη ην πξντφλ ηεο, δειαδή ε ιαλνζηεξφιε, 

έρεη βξεζεί εθηφο ησλ θπηψλ ζε δψα, κχθεηεο θαη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ 

trypanosomatids. Αθφκα, ππάξρνπλ αξθεηά έλδπκα ηα νπνία έρνπλ πξνθχςεη θαηά 

ηελ εμέιημε κε δηπιαζηαζκφ θαη δηαθνξνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ πνπ θσδηθνπνηεί γηα ηελ 

CAS. Έλα ηέηνην έλδπκν είλαη θαη ε ζσλζάζε ηες θοσρθοσβηηαδηελόιες (CPQ). Η 

εμειηθηηθή απφθιηζε ησλ θπηηθψλ ζπλζαζψλ LSS θαη CPQ απφ ηελ αξρηθή CAS 

είλαη κηθξή. 
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Εηθόλα : Βηοζύλζεζε ηρηηερπελοεηδώλ(Phillips et all, 2006) 

Έρεη απνδεηρζεί φηη ε απιή ινππεφιε ηξηηεξπελίνπ εκπιέθεηαη ζηελ αξλεηηθή 

ξχζκηζε ηεο πξφσξεο δηεξγαζίαο ζρεκαηηζκνχ φδσλ ζην L. japonicus (Delis et al., 

2011). Μεηαμχ απηψλ, AMY1 / OSC1 θαη AMY2 / OSC8 έρνπλ πξνεγνπκέλσο 

ραξαθηεξηζηεί σο εηεξφινγε έθθξαζε ζε δχκε. AMY1 δείρζεθε λα είλαη ε ζπλζάζε 

β-ακπξίλε, ελψ AMY2 αλαθέξζεθε φηη είλαη έλαο OSC κηθηήο ιεηηνπξγίαο ηθαλφο λα 

ζπλζέζεη ηφζν β-ακπξίλε φζν θαη ινππεφιε (Iturbe-Ormaetxe et al., 2003). Έηζη, ε 
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LUS κπνξεί λα έρεη κηα ιεηηνπξγία ζηε δηαθνξνπνίεζε. Έρνπλε πξαγκαηνπνηεζεί 

πεηξάκαηα γηα λα εμεηαζηεί ν ξφινο ησλ LUS φζν θαη ησλ πξντφλησλ ηεο, ινππεφιε, 

ζηελ αλάπηπμε ξηδψλ θαη θνλδχισλ ησλ L. japonicus. (Delis et al., 2010). 

 

Εηθόλα: Μεταληζκός ζτεκαηηζκού ηες ιοσπεόιες(Herrera et all,1998) 

 

Ωο αλαθνξά ηελ πνξεία ηεο βηνζχλζεζεο ηξηηεξπελνεηδψλ κεηά ηνλ ζρεκαηηζκφ 

ηνπ θαηηφληνο ηνπ πξνηεζηεξπιίνπ ηα έλδπκα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε απηή ηελ πνξεία 

παξνπζηάδνπλ κεγάιε νκνινγία κεηαμχ ηνπο. Η ζσλζάζε ηες θσθιοαρηελόιες (CAS) 

είλαη ην θπξηφηεξν έλδπκν απηήο ηεο νκάδαο OSCs ην νπνίν κεηαηξέπεη ην θαηηφλ ηνπ 

πξνηεζηεξπιίνπ ζε θπθιναξηελφιε. Η θπθιναξηελφιε είλαη πξφδξνκε έλσζε γηα ηελ 

παξαγσγή κεκβξαληθψλ ζηεξνιψλ θαη θπηννξκνλψλ. Η ζσλζάζε ηες ιαλοζηερόιες 

(LSS) κνηάδεη πνιχ κε ηελ CAS θαη θαηαιχεη ηνλ ζρεκαηηζκφ ηεο ιαλνζηεξφιεο απφ 

ην θαηηφλ ηνπ πξνηεζηεξπιίνπ. Η LSS απαληάηαη ζε αξθεηά γέλε θπηψλ, αιιά φρη 

ηφζν ζπρλά φζν ε CAS, θαη ην πξντφλ ηεο, δειαδή ε ιαλνζηεξφιε, έρεη βξεζεί εθηφο 

ησλ θπηψλ ζε δψα, κχθεηεο θαη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ trypanosomatids. Οη ζηεξφιεο 

έρνπλ κειεηεζεί εθηελψο θαη ιεηηνπξγνχλ σο δνκηθά ζπζηαηηθά ησλ κεκβξαλψλ θαη 

σο πξφδξνκνη ησλ ζηεξνεηδψλ νξκνλψλ ζηα δχν θπηά θαη δψα, θαη επίζεο έρνπλ 

ζεκαληηθέο ιεηηνπξγίεο ζεκαηνδφηεζεο (Lindsey et al., 2003). Σην κπηδέιη θαη ζην 

ζφξγν, ε παξαγσγή β-ακπξίλεο είλαη θπξίαξρε θαηά ηελ δηάξθεηα ηεο πξψηκεο 

αλάπηπμεο ηεο ξίδαο, κε ην αληαγσληζηηθφ κνλνπάηη βηνζχλζεζε ζηεξφιεο φιν θαη 

πην ελεξγφ αξθεηέο εκέξεο αξγφηεξα (Palmer and Bowden, 1977; Abe et al., 1988). 

Απηφ ππνδειψλεη κηα αληίζηξνθε ξχζκηζε ξνήο κέζσ ηνπ κνλνπαηηνχ ηζνπξελνεηδή 

πνπ νδεγεί ζε ζηεξφιεο ή ηξηηεξπέληα, ζηηο νπνίεο εκπιέθνληαη νη OSCS πνπ 

θαηαιχνπλ ηελ ζχλζεζε απηψλ ησλ κνξίσλ (Haralampidis et al., 2001). Πεξαηηέξσ 

ζηνηρεία πνπ λα δείρλνπλ φηη νη πνξείεο ησλ ζηεξνιψλ θαη triterpene είλαη 

αληηζηξφθσο ξπζκίδεηαη ζην επίπεδν ηεο κεηαγξαθήο έρεη πξνθχςεη απφ ηελ αλάιπζε 
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ησλ κνληέισλ ρσξηθήο έθθξαζεο ηεο βξψκεο CS θαη ηα γνλίδηα β-AS ζηηο άθξεο ηεο 

ξίδαο απφ ηελ πβξηδνπνίεζε mRNA situ (Wegel et al., 2009) 

1.3 ΢Τ΢ΣΟΙΦΙΕ΢ ΓΟΝΙΔΙΨΝ (G-clusters) 

Τν 1997 νη Frey et al. αλέθεξαλ ην πξψην παξάδεηγκα ηεο θπζηθήο 

νκαδνπνίεζεο ησλ γνληδίσλ γηα έλα θπηφ πνπ εηδηθεχεηαη ζην κνλνπάηη κεηαβνιίηε - 

γηα ηε ζχλζεζε ηεο άκπλαο ελψζεσλ ζηνλ αξαβφζηην (Zea mays) (M. Frey et al., 

1997). Η ζπζηάδα γνληδίσλ ηνπ αξαβνζίηνπ είρε αξρηθά νξηζηεί σο κηα νκάδα πέληε 

γεηηνληθψλ γνληδίσλ (BX1-BX5) πνπ θσδηθνπνηνχλ έλδπκα γηα ηηο δηαδνρηθέο 

βαζκίδεο ζηε βηνζχλζεζε ηνπ θπθιηθνχ πδξνμακηθνχ νμένο 2,4-δηπδξνμπ-1,4-

βελδνμαδηλ-3-φλε (DIBOA ). Πεξαηηέξσ έξεπλεο απνθάιπςαλ ηέζζεξα πεξηζζφηεξν 

βηνζπλζεηηθά γνλίδηα (Bx6-Bx9) πνπ απαηηνχληαη γηα ηε κεηαηξνπή ηνπ DIBOA ζε 

2,4-δηυδξνμπ-7-κεζνμπ-1,4-βελδνμαδηλ-3-φλε (DIMBOA) θαη επαθφινπζε 

γιπθνδπιίσζε, ηξία εθ ησλ νπνίσλ (Bx6-8) είλαη είηε εληφο είηε γελεηηθά ζπλδέεηαη 

κε ην ζχκπιεγκα (U. von Rad et al., 2001; M. Frey et al. 2003; R. Jonczyk et al., 

2008). Δπηά ρξφληα αξγφηεξα, δχν πεξαηηέξσ ζπζηάδεο γνληδίσλ βηνζχλζεζεο 

πεξηγξάθεθαλ, ε avenacin ζπκπιέγκαηνο ζε βξψκε (Avena spp.) θαη ην ζχκπιεγκα 

phytocassane ζην ξχδη (Oryza sativa) (X. Qi et al., 2004; P.R. Wilderman et al., 

2004). Μέρξη ηηο αξρέο ηνπ 2012, ν αξηζκφο ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ θπηψλ ζπζηάδεο 

γνληδίσλ δεπηεξνγελήο κεηαβνιίηεο είρε απμεζεί ζε ελλέα (B. Field et al., 2011; B. 

Field and A.E. Osbourn, 2008; K. Shimura et al., 2007; A.M. Takos et al., 2011), θαη 

θαηά ην ηειεπηαίν έηνο ηέζζεξηο επηπιένλ ζπζηάδεο έρνπλ αλαθεξζεί (T. Winzer et 

al., 2012; Y. Matsuba et al., 2013; A. Krokida et al., 2013; M. Itkin et al., 2013). 

Απηέο νη βηνζπλζεηηθέο ζπζηάδεο γνληδίσλ έρνπλ βξεζεί ζε δηάθνξα είδε θπηψλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ηα κνλνθνηπιήδνλα θαη δηθνηπιήδνλα, φπνπ απαηηνχληαη γηα 

ηε ζχλζεζε ησλ δηαθφξσλ θαηεγνξηψλ ησλ κνξίσλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ 

ηεξπελίσλ, αιθαινεηδή θαη θπαλνγφλνη γιπθνδίηεο.  

Η αλαθάιπςε ησλ ζπζηάδσλ γνληδίσλ γηα ηε ζχλζεζε εμεηδηθεπκέλσλ 

κεηαβνιηηψλ ζε θπηά ζπκίδεη πξνεγνχκελα επξήκαηα ζε βαθηεξίδηα θαη κχθεηεο 

(H.Y. Chu et al., 2011). Έλα ηππηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ησλ βαθηεξηαθψλ γνληδησκάησλ 

είλαη ε νξγάλσζε ησλ γνληδίσλ γηα πνιιαπιφ-βήκα κε δηαδηθαζίεο ζε νπεξφληα θαη 

ζπζηάδεο. Η έιεπζε ησλ ηερληθψλ πξνζηηψλ αιιεινπρίαο ηνπ γνληδηψκαηνο επέηξεςε 

κηθξνβηαθά γνληδηψκαηα λα εμνξπρζνχλ γηα πιήξεο ζπκπιήξσκα ησλ ζπζηάδσλ 
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γνληδίσλ ππνςήθησλ βηνζπλζεηηθήο (J.M. Winter et al., 2011), επηηξέπνληαο έηζη ηελ 

αλαθάιπςε λέσλ κνλνπαηηψλ θαη λέσλ κεηαβνιηηψλ ζην παξειζφλ ζε αλαμηνπνίεηα 

κηθξφβηα (T. Lincke et al., 2010; Z. Feng et al., 2011; J. Franke et al., 2012; T.S. 

Young and C.T. Walsh, 2011) .Οη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο ζπζηάδεο γνληδίσλ ησλ 

θπηψλ κεηαβνιηζκνχ πνπ έρνπλ αλαθαιπθζεί κέρξη ζηηγκήο είλαη γηα ηε ζχλζεζε ησλ 

ελψζεσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηελ έκθπηε θαη επαγφκελε αληίζηαζε ζηηο αζζέλεηεο, 

αληνρή ζε έληνκα, αβηνηηθέο αλνρή ηνπ ζηξεο θαη / ή αιιεινπάζεηαο (Chu et al, 2011; 

Kliebenstein and Osbourn, 2012). 

Τα κέιε απηψλ ησλ επθαξπσηηθψλ ζπζηάδσλ γνληδίσλ ζπκβάιινπλ ζε κηα 

θνηλή ιεηηνπξγία αιιά ζπλήζσο δελ κνηξάδνληαη νκνηφηεηα αιιεινπρίαο. Σπλεπψο, 

απηέο νη ζπζηάδεο γνληδίσλ αληηπξνζσπεχνπλ ιεηηνπξγηθά νξγαληζκνχο γνλίδην κε 

νπεξφλην-φπσο ραξαθηεξηζηηθά (θπζηθά νκαδνπνίεζε θαη απφ θνηλνχ ξχζκηζεο), αλ 

θαη ηα γνλίδηα ζπλήζσο δελ κεηαγξάθνληαη σο έλα εληαίν mRNA φπσο ζπκβαίλεη ζε 

πξνθαξπσηηθά ( Osbourn Α. Δ. and Ben Field, 2009). Η Βηνζχλζεζε ησλ 

Τξηηεξπελνεηδψλ ζηα θπηά νξγαλψλεηαη ζε ζπζηνηρίεο γνληδίσλ. Τα γνλίδηα πνπ 

εκπιέθνληαη ζηε βηνζχλζεζε ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ νξγαλψλνληαη ζηηο ίδηεο 

ρξσκνζσκηθέο πεξηνρέο ζρεκαηίδνληαο ηχπνπ νπεξνλίνπ δνκέο (Osbourn, 2010). 

Φπηά ζηα νπνία έρνπλ πξνζδηνξηζηεί ηέηνηεο πεξηνρέο είλαη ε Βξψκε (Qi et al., 2004; 

Qi et al., 2006; Mugford et al., 2009; Mylona et al., 2008), ην Arabidopsis thaliana 

(Field and Osbourn, 2008; Field et al., 2011) θαη ην Lotus japonicus (Krokida et al., 

2013). Οη δνκέο απηέο παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν ζπλ-ξχζκηζεο ησλ γνληδίσλ θαη έρνπλ 

δεκηνπξγεζεί de novo ζην γνληδίσκα ησλ θπηψλ (Wegel et al., 2009; Krokida et al., 

2013).  

Πξφζθαηεο γελεηηθέο θαη βηνρεκηθέο κειέηεο έρνπλ επηζεκάλεη κηα 

ελδηαθέξνπζα πηπρή ηεο δεπηεξνγελνχο κεηαβνιηζκνχ ησλ θπηψλ, δειαδή ηε θπζηθή 

νκαδνπνίεζε ησλ γνληδίσλ γηα εμεηδηθεπκέλεο κεηαβνιηθέο νδνχο ζε θπηηθά 

γνληδηψκαηα. Γελ είλαη αθφκε ζαθέο εάλ ε νκαδνπνίεζε ησλ γνληδίσλ γηα ηε 

δεπηεξνγελή κεηαβνιηθέο νδνχο θπξηαξρεί ζε θπηά, φπσο ζπκβαίλεη ζε κχθεηεο θαη 

βαθηήξηα, ζίγνπξα ππάξρνπλ θαιά-ραξαθηεξηδφκελε παξαδείγκαηα κεηαβνιηθψλ 

νδψλ θπηνχ (π.ρ. αλζνθπαλίλεο θαη γιπθνδηλνιηθψλ) γηα ηηο νπνίεο ηα γνλίδηα δελ 

ζπλδένληαη (D.J. Kliebenstein and A. Osbourn, 2012). Παξ 'φια απηά, ν ηαρέσο 

απμαλφκελνο αξηζκφο αλαθνξψλ ησλ κεηαβνιηθψλ ζπζηάδσλ γνληδίσλ γηα ζχλζεζε 
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πνηθίισλ θαηεγνξηψλ ελψζεσλ απφ δηαθνξεηηθά είδε θπηψλ ππνδεηθλχεη φηη απηή ε 

κνξθή γνληδησκαηηθή νξγάλσζε είλαη θνηλή. Σε αληίζεζε, ν αξηζκφο ησλ δηφδσλ γηα 

ηηο νπνίεο είλαη γλσζηφ ηα γνλίδηα πνπ πξφθεηηαη λα δηαζπαξεί είλαη πνιχ 

πεξηνξηζκέλε. Δίλαη ζεκαληηθφ λα ζπκφκαζηε φηη ε ζπληξηπηηθή πιεηνςεθία ησλ 

θπηψλ εμεηδηθεπκέλσλ κεηαβνιηθψλ νδψλ παξακέλνπλ αθφκε άγλσζηα θαη 

γνληδησκαηηθή νξγάλσζε ηνπο είλαη άγλσζηε (Nutzman Hans-Wilhelm and Osbourn 

A., 2014). 

Σπλεπήο κε ηα πξνεγνχκελα επξήκαηα γηα ηε ζπληνληζκέλε ξχζκηζε ηεο 

δξαζηεξηφηεηαο ηνπ ζπκπιέγκαηνο (Osbourn & Field, 2009), ηα γνλίδηα 

ζπκπιέγκαηνο AMY2 είλαη ζπλ-εθθξαζκέλα ζπγρξνληζκέλα σο απάληεζε ζε 

αλαπηπμηαθά θαη πεξηβαιινληηθά ζπλζήκαηα. Απφ ηα ηέζζεξα γνλίδηα πνπ 

πεξηιακβάλνπλ ην ζχκπιεγκα ηνπ γνληδίνπ AMY2, ηξία ζπλ-εθθξάδνληαη 

ζπγρξνληζκέλα θαη επάγνληαη απφ αβηνηηθέο πηέζεηο θαη κφιπλζε Rhizobium ελψ έλα 

(LjSDRt) δελ ήηαλ. Τα γνλίδηα γηα δηάθνξεο άιιεο ζπζηάδεο γνληδίσλ θπηψλ 

κεηαβνιηθέο έρνπλ επίζεο αλαθεξζεί φηη επάγνληαη απφ βηνηηθή ή αβηνηηθψλ 

ζεξαπείεο. Γηα παξάδεηγκα, νξηζκέλα (αιιά φρη φια) ηα γνλίδηα ηεο ζπζηάδαο 

γνληδίσλ momilactone δηηεξπελίνπ ηνπ ξπδηνχ είλαη ξπζκηζκέλε πξνο ηα πάλσ ζε 

απφθξηζε ζε ζεξαπεία κε έλα δηεγέξηε ρηηίλεο νιηγνζαθραξηηψλ (Swaminathan et al., 

2009). Τα γνλίδηα ζπκπιέγκαηνο AMY2 επίζεο αλαπηπμηαθά ζπλ-ξπζκίδνληαη θαη ε 

έθθξαζή ηνπο είλαη πνπ πξνθαιείηαη απφ ηηο νξκφλεο αλάπηπμεο ησλ θπηψλ ζπλ-

ζπγρξνληζκέλα.Τν Meja είλαη πνιχ γλσζηφ σο δηεγέξηεο γηα ηελ παξαγσγή πνιιψλ 

θπηηθψλ δεπηεξνγελψλ κεηαβνιηηψλ, ηππηθά εθδειψλεηαη φηαλ ηα θπηά είλαη θάησ 

απφ πεξηβαιινληηθέο θαηαπνλήζεηο (Zhao et al., 2005). Όζνλ αθνξά ηελ επαγσγή ηεο 

βηνζχλζεζεο ηξηηεξπελίνπ, ην Meja επάγεη ηελ έθθξαζε ηνπ γνληδίνπ Μ truncatula 

BAS (Suzuki et al., 2002). 
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2. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 Καλλιεργητικέσ ςυνθήκεσ και φυτικό υλικό  

Φπηά ηνκάηαο Solanum lycopersicum var. chiou αλαπηχρζεθαλ ζε ζπλζήθεο 

ζεξκνθεπίνπ κέρξη ην χςνο 15 εθαηνζηψλ θαη ζηε ζπλέρεηα κεηαθπηεχζεθαλ ζε 

εηδηθνχο ζάθνπο πδξνπνλίαο ηεο εηαηξίαο LAVA. Oη απνζηάζεηο θχηεπζεο ησλ θπηψλ 

ήηαλ 60 εθαηνζηά. Kάζε θπηφ πνηίδνληαλ ζηάγδελ κε δηάιπκα πδξνπνλίαο θαη 

ζηαιάθηε 4 ιίηξσλ αλά ψξα. Tν πφηηζκα ησλ θπηψλ γίλνληαλ γηα 24 ψξεο θαη γηα 10 

πεξίπνπ ιεπηά αλά ψξα. Oη ηνκάηεο θαη ηα άλζε ζπιιέγνληαλ απφ ηνλ ηξίην θαη ηνλ 

ηέηαξην θφκβν ηνπ θπηνχ θαη νη δεηγκαηνιεςίεο πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα φια ηα 

ζηάδηα αλάπηπμεο ησλ θαξπψλ ηελ ίδηα εκέξα. Oη ξίδεο, νη θνηχιεο, βιαζηνί, θαη ηα 

θχιια ζπιιέρζεθαλ απφ θπηά ελφο πεξίπνπ κήλα. Oη ηζηνί πνπ ζπιιέγνληαλ γηα ηελ 

απνκφλσζε ηνπ RNA κεηαθέξνληαλ άκεζα ζε πγξφ άδσην θαη πξαγκαηνπνηνχληαλ 

νκνγελνπνίεζε ζε απνζηεηξσκέλν ηγδίν.  
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2.2 Απομόνωςη RNA 

Η απνκφλσζε ηνπ νιηθνχ RNA πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ηνπο Brusslan and 

Tobin, (1992). 

 0,2-0,3 gr λσπνχ θπηηθνχ ηζηνχ νκνγελνπνηνχληαη ζε γνπδί ιεηνηξηβήζεσο 

παξνπζίαο πγξνχ αδψηνπ. 

 Τν δείγκα κεηαθέξζεθε κε απνζηεηξσκέλε ζπάηνπια ζε ζσιήλα eppendorf 

πνπ πεξηέρεη 300ml δηαιχκαηνο εθρχιηζεο RNA(REB) θαη 300ml κίγκαηνο 

θαηλφιε/ρισξνθφξκην/ 1:1 (PC) pH 8,3. 

 Αθνινπζεί πνιχ θαιή αλάδεπζε ζε κεραληθφ αλαδεπηήξα (vortex) γηα 

ηνπιαρηζηνλ 30 sec. 

 Τν δείγκα θπγνθεληξήζεθε ζηηο 13.000 ζηξνθέο αλά min (rpm) γηα 5 min ε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Η πδαηηθή θάζε (ππεξθείκελν) κεηαθέξζεθε πξνζεθηηθά ζε λέν ζσιήλα 

eppendorf θαη επαλαιακβάλεηαη ε εμρχιηζε κε 300ml κίγκαηνο PC. 

 Τν δείγκα θπγνθεληξήζεθε ζηηο 15.000 rpm γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ. 

 Η πδαηηθή θάζε (ππνθείκελν) κεηαθέξζεθε εθ λένπ ζε ζσιήλα eppendorf θαη 

ηα λνπθιετθά νμέα θαηαθξεκλίζηεθαλ κε ηελ πξνζζήθε 1/10 φγθνπ 3Μ 

νμηθνχ λαηξίνπ pH 5,2 θαη ελφο φγθνπ ηζνπξνπαλφιεο. 

 Φπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 rpm γηα 15 min ζηνπο 4ºC. 

 Τν ίδεκα ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ επαλαδηαιχεηαη ζε 563 ml δηαιχκαηνο 

10Τ/10Δ θαη ην RNA θαηαθξεκλίζηεθε εθιεθηηθά κε ηελ πξνζζήθε 188 ml 

δηαιχκαηνο 8Μ LiCl κεηά απφ επψαζε ζηνπο 4ºC γηα ηνπιάρηζηνλ 12 h. 

 Τν νιηθφ RNA ζπιιέρζεθε κε θπγνθέληξεζε ζηηο 15.000 rpm γηα 15min 

ζηνπο 4ºC . 

 Τν ίδεκα μεπιχζεθε κε 70% λ/λ αηζαλφιε. 

 Σηε ζπλέρεηα αθνχ αθέζεθε λα ζηεγλψζεη, επαλαδηαιχζεθε ζε θαηάιιειν 

φγθν δηαιχκαηνο ΤΔ. 

 Γηάιπκα εθρχιηζεο RNA: 50mM Tris-HCl pH 8,3 , 

150mM NaCl, 10mM EDTA (Serva), 1% Lauryl 

sarcosine. 

 Γηάιπκα 10Τ/10Δ: 10mM Tris-HCl pH 8,3 , 10mM 

EDTA. 

 Γηάιπκα ΤΔ: 10mM Tris-HCl pH 8,3 , 1mM EDTA. 

 

2.3 Καθαριςμόσ Νουκλεΰνικών οξέων με φαινόλη 
 

1. Σε ζσιήλα θπγνθέληξνπ πνπ πεξηείρε ην δείγκα ησλ λνπιετληθψλ νμέσλ πξνο 

θαζαξηζµφ, πξνζηίζεηαη ίζνο φγθνο δηαιχµαηνο θαηλφιεο pH 8,0 θαη ην µίγµα 

αλαθηλείηαη θαιά γηα ηελ αλάµημε ησλ δχν θάζεσλ. 

2. Οη δχν θάζεηο δηαρσξίζηεθαλ µε θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 rpm. γηα 5 min ζε 

ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. 
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3. Η ππεξθείµελε πδάηηλε θάζε, πνπ πεξηείρε ηα λνπθιετληθά νμέα, κεηαθέξζεθε 

µε πξνζνρή ζε λέν ζσιήλα θπγνθέληξνπ πνπ πεξηείρε ίζν φγθν µίγµαηνο 

θαηλφιεο/ρισξνθνξµίνπ αιθνφιεο PC (1:1) θαη αθνινπζνχζε θαιή αλάµημε 

ησλ θάζεσλ. 

4. Η πδάηηλε θάζε δηαρσξίζηεθε µε θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 rpm γηα 5 min 

ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ θαη µεηαθέξζεθε ζε λέν ζσιήλα θπγνθέληξνπ, ν 

νπνίνο πεξηείρε ίζν φγθν µίγµαηνο ρισξνθνξµίνπ. 

5. Αθνινπζνχζε ν ηειηθφο δηαρσξηζµφο ηεο πδάηηλεο θάζεο µε θπγνθέληξεζε 

ζηηο 13.000 rpm γηα 5 min ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ θαη ε µεηαθνξά ηεο ζε 

λέν ζσιήλα θπγνθέληξεζεο, φπνπ ηα λνπθιετληθά νμέα θαηαθξεµλίζηεθαλ µε 

ηελ πξνζζήθε 1/10 φγθνπ δηαιχµαηνο 3 Μ νμηθνχ λαηξίνπ pH 5,2 θαη δχν 

φγθσλ αηζαλφιεο. 

6. Τν δείγµα παξαµέλεη ζηνπο –20ºC γηα 12 h θαη ηα λνπθιετληθά νμέα 

ζπιιέρηεθαλ µε θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 rpm. γηα 15 min ζηνπο 4ºC. 

7. Τν ίδεµα μεπιχζεθε µε 70% v/v αηζαλφιε θαη αθνχ ζηεγλψζεη 

επαλαδηαιχζεθε ζε θαηάιιειν φγθν dH2O ή ξπζµηζηηθνχ δηαιχµαηνο ΤΔ. 

 

2.4 Προςδιοριςµόσ ΢υγκέντρωςησ και Καθαρότητασ Νουκλεΰνικών 

Οξέων 

Ο πξνζδηνξηζµφο ηεο ζπγθέληξσζεο θαη ηεο θαζαξφηεηαο ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ 

ζε πδαηηθφ δηάιπµα πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηελ θσηνµεηξηθή κέζνδν. 

1. Πνζφηεηα απφ ην δείγµα (ζπλήζσο 1 µl) κεηαθέξζεθε ζε ζσιήλα eppendorf, 

φπνπ θαη αξαηψζεθε µε απεζηαγκέλν λεξφ (dH2O) ζε αλαινγία 1:100. Τν 

δείγκα πνπ πξνθχπηεη ηνπνζεηήζεθε ζε εηδηθή θπβέηα ραιαδία θαη 

πξνζδηνξίζζεθε ην θάζκα απνξξφθεζεο απφ ηα 240 έσο ηα 300 nm. 

2. Σε πδαηηθά δηαιχµαηα λνπθιετληθψλ νμέσλ ρσξίο ηελ παξνπζία άιισλ 

πξνζµίμεσλ, φπσο πξσηεΐλεο θαη πνιπζαθραξίδηα, ε ζπγθέληξσζε ησλ 

λνπθιετληθψλ νμέσλ δίδεηαη απφ ηελ εμίζσζε: 

D x O.D.260 x ζπληειεζηήο αξαίσζεο 

φπνπ: Ο.D.260, ε νπηηθή ππθλφηεηα ηνπ δείγµαηνο ζηα 260 nm. 
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D ζηαζεξά πνπ εμαξηάηαη απφ ην είδνο ηνπ λνπθιετληθνχ νμένο ηνπ πεξηέρεηαη ζην 

δείγµα. 

Σε θαζαξά δηαιχµαηα DNA, ε ζηαζεξά D ηζνχηαη µε 50 mg/ml ελψ ζηελ 

πεξίπησζε δηαιχµαηνο RNA ε ζηαζεξά D ηζνχηαη µε 40 mg/ml. Tέινο, ζηελ 

πεξίπησζε δηαιχµαηνο νιηγνλνπθιενηηδίσλ, ε ζηαζεξά D ηζνχηαη µε 30 mg/ml. 

Γηα ηελ εθηίµεζε ηεο θαζαξφηεηαο ελφο δείγµαηνο λνπθιετληθψλ νμέσλ 

ππνινγίζηεθε ν ιφγνο O.D.260/O.D.280 θαη Ο.D.240/O.D.260. Γηα ηηµέο κεηαμχ 1,8-

2,0 θαη 0,5, αληηζηνίρσο, ην δείγµα ζεσξήζεθε ηθαλνπνηεηηθήο θαζαξφηεηαο. 

 

 

2.5 Ανάλςζε Γεζοξςπιβοδονοςκλεϊνικών (DNA) Οξέων ζε Πεκηή 

Αγαπόδερ 

 

Ο δηαρσξηζµφο ησλ δεζνμπξηβνδνλνπθιετληθψλ νμέσλ µε βάζε ην µέγεζνο θαη ηε 

δηαµφξθσζή ηνπο, πξαγκαηνπνηήζεθε µε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο. Σηελ 

πεξίπησζε δηαρσξηζµνχ γξαµµηθψλ δίθισλσλ µνξίσλ DNA, ε ζρέζε πνπ ζπλδέεη 

ηελ θηλεηηθφηεηα ησλ κνξίσλ κε ην κέγεζνο ηνπο είλαη γξακκηθή εκηινγαξηζκηθή. Η 

ειεθηξνθνξεηηθή θηλεηηθφηεηα κε γξακκηθψλ κνξίσλ DNA δελ είλαη επζεία 

ζπλάξηεζε ηνπ κεγέζνπο ηνπο αιιά εμαξηάηαη θαη απφ ηε δηακφξθσζε ηνπ κνξίνπ 

ζην ρψξν, φπσο γηα παξάδεηγκα ηα θπθιηθά κφξηα ηνπ DNA. Τν εχξνο µεγεζψλ πνπ 

µπνξνχλ λα δηαρσξηζζνχλ ζε πεθηή αγαξφδεο εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο 

πεθηήο ζε αγαξφδε (π.ρ ζε 0,8% ζπγθέληξσζε αγαξφδεο κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ, 

αλάινγα κε ην κνξηαθφ ηνπο βάξνο, ηκήκαηα ηνπ DNA πνπ θπκαίλνληαη απφ 1 έσο 12 

kb) (Φαηδφπνπινο, 2001).  

Τα µφξηα ηνπ DNA γίλνληαη νξαηά µε ηελ πξνζζήθε βξσµηνχρνπ αηζηδίνπ, ην 

νπνίν έρεη ηελ ηδηφηεηα λα παξεµβάιιεηαη µεηαμχ ησλ βάζεσλ ηνπ DNA θαη λα 

θζνξίδεη ζην ππεξηψδεο θσο.  

Η πξνεηνηµαζία ηεο πεθηήο ησλ δεηγµάησλ γίλεηαη σο εμήο: 

1. Καηάιιειε πνζφηεηα αγαξφδεο πξνζηέζεθε ζε ξπζµηζηηθφ δηάιπµα 

ειεθηξνθφξεζεο 1Φ ΤΑΔ θαη ζεξµαίλεηαη ζε θνχξλν µηθξνθπµάησλ µέρξη ην 

ζεκείνπ βξαζκνχ. 
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2. Σηε ιησµέλε αγαξφδε πξνζηέζεθε 0,001% v/v δηάιπµα βξσµηνχρνπ αηζηδίνπ, 

ελψ ζηε ζπλέρεηα αθέζεθε λα θξπψζεη κέρξη πεξίπνπ ηνπο 50ºC. 

3. Η πεθηή ηνπνζεηήζεθε ζε θαηάιιειν εθκαγείν ηεο ζπζθεπήο νξηδφληηαο 

ειεθηξνθφξεζεο θαη αθέζεθε λα ζηεξενπνηεζεί ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. 

Σηελ πεθηή βπζίδεηαη εηδηθή <<ρηέλα>> πνπ δεκηνπξγεί ηηο ππνδνρέο ησλ 

δεηγκάησλ. 

4. Σηα δείγκαηα ηνπ DNA πνπ πξφθεηηαη λα αλαιπζνχλ πξνζηέζεθε 1/10 φγθνπ 

δηαιχκαηνο ρξσζηηθήο 10 X DLB. 

5. Μφιηο ζηεξενπνηήζεθε ε πεθηή, απνκαθξχλζεθε ε <<ρηέλα>> θαη 

ηνπνζεηήζεθε ζην δνρείν ειεθηξνθφξεζεο ην νπνίν ζπκπιεξψζεθε κε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο 1 X TAE. 

6. Τα δείγκαηα αλαιχζεθαλ ζε ειεθηξηθφ πεδίν εληάζεσο κέρξη 5 Vcm
-2

. 

(a)  Γηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο 50 X TAE : 24,2% (w/v) Tris (BDH), 

57,1 ml/lt νμηθφ νμχ  (BDH), 100 ml/lt 0.5 M EDTA. 

(b)  Γηάιπκα 10X DBL : 0.25% Μπιέ ηεο βξσκνθαηλφιεο (USB), 

0,25% θπαλφ ηνπ μπιελίνπ (USB) θαη 35% γιπθεξφιε (BDH). 

 

2.6 ΕΝΙ΢ΦΤ΢Η ΑΚΟΛΟΤΘΙΨΝ mRNA ΜΕ ΣΗ ΦΡΗ΢Η ΣΗ΢ ΣΕΦΝΙΚΗ΢ 

PCR (RT-PCR) 

 

Όια ηα δείγκαηα νιηθνχ RNA, ηα νπνία απνκνλψζεθαλ απφ θπηηθνχο ηζηνχο 

ππφθεηληαη ζε επεμεξγαζία κε DNAseI γηα 20 min ζηνπο 37°C, ψζηε λα εμαιεηθζεί 

θάζε πξφζκημε ππνιεηκκάησλ DNA. Σηε ζπλέρεηα ηα δείγκαηα θαζαξίδνληαλ κε ηελ 

εθαξκνγή ηεο ηερληθήο θαηλφιε/ρισξνθφξκην. Πξνθεηκέλνπ λα επηβεβαησζεί ε 

εμάιεηςε θάζε πξφζκημεο DNA φια ηα ππφ κειέηε δείγκαηα ππνβιήζεθαλ ζε 

αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο κε εθθηλεηέο ηνπ γνληδίνπ ζηαζεξήο 

έθθξαζεο ηεο νπβηθνπτηίλεο. Σε θακία πεξίπησζε δελ αληρλεχζεθε πξντφλ απφ ηηο 

αληηδξάζεηο κεηά ηελ επεμεξγαζία κε ηε DNAseI.  

Η αληίδξαζε PCR πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ είλαη κία ελαιιαθηηθή θαη ηαπηφρξνλα 

επαλαζηαηηθή κέζνδνο ινγαξηζκηθήο ελίζρπζεο θαη πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ 

αιιεινπρηψλ DNΑ. Σε αληίζεζε κε ηελ θιαζζηθή κέζνδν PCR, δίλεη ηε δπλαηφηεηα 

παξαθνινχζεζεο ηεο πνξεία ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο, θαζφιε ηε δηάξθεηα πνπ 

ιακβάλεη ρψξα, ζε πξαγκαηηθφ ρξφλν. Η ηθαλφηεηα παξαθνινχζεζεο ηεο εμέιημεο 

ηεο αληίδξαζε δίλεηαη απφ ηε κέηξεζε ησλ επίπεδσλ θζνξηζκνχ ηεο ρξσζηηθήο 

Sybergreen, ε νπνία έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα θζνξίδεη θαηά ηελ πξφζδεζή ηεο ζηα 

δίθισλα κφξηα ηνπ DNA. Με απηφ ηνλ ηξφπν πξαγκαηνπνηνχληαη κεηξήζεηο ησλ 

επηπέδσλ ηνπ θζνξηζκνχ ζην ηέινο θάζε θχθινπ ηεο αληίδξαζεο κε ηε ρξήζε 
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ξνκπνηηθνχ ζαξσηή. Σηελ παξνχζα εξγαζία ε κέζνδνο ρξεζηκνπνηήζεθε ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηε κέζνδν ηεο (αληηζηξνθήο κεηαγξαθάζεο)RT-PCR, γηα ηνλ 

πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ κηθξψλ αιιεινπρηψλ mRNA, δίλνληαο ηε δπλαηφηεηα 

κειέηεο ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ ζε ζπγθεθξηκέλνπο ηζηνχο, θχηηαξα ή αλαπηπμηαθά 

ζηάδηα.  

Η δεκηνπξγία ηεο πξψηεο αιπζίδαο cDNA γηα ηε κέζνδφ ησλ δχν βεκάησλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε κεηαγξαθή 1 κg νιηθνχ RNA αθνινπζψληαο ηε δηαδηθαζία: 

1. Απνδηάηαμε ζηνπο 65°C γηα 5 min θαη άκεζε κεηαθνξά ησλ δεηγκάησλ ζηνλ 

πάγν. 

2. Πξνζζήθε 12 κl κίγκαηνο αληίδξαζεο, ην νπνίν πεξηέρεη 500 ng oligo(dT)12-

18mer θαη 1 κl of 10 mM dNTPs. 

3. Πξνζζήθε 4 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο αληίδξαζεο (5x First-strand buffer). 

4. Πξνζζήθε 1 κl (5 units) παξεκπνδηζηή δξάζεο RNAζψλ. 

5. Πξνζζήθε 2 κl DTT 0.1 M. 

6. Πξνζέξκαλζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 42°C γηα 2 min. 

7. Πξνζζήθε 1 κl (200 U) ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο (SuperScript II). 

8. Δπψαζε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο 42°C γηα 50 min. 

9. Απελεξγνπνίεζε ηεο αληίζηξνθεο κεηαγξαθάζεο ζηνπο 70° C γηα 15 min. 

       Η ελίζρπζε ησλ cDNA πξαγκαηνπνηήζεθε είηε κε ηε κέζνδν PCR είηε κε ηε 

κέζνδν ην qRT-PCR ρξεζηκνπνηψληαο εμεηδηθεπκέλνπο εθθηλεηέο, ελψ ηα πξντφληα 

ηεο αληίδξαζεο αλαιχζεθαλ ζε πεθηή αγαξφδεο 1-2% (w/v). 

       Σηε ζπλέρεηα, έγηλε κε ηε ρξήζε ινγηζκηθνχ (Beacon designer v7.0) 

πξαγκαηνπνηήζεθε ε επηινγή θαηάιιεισλ εθθηλεηψλ γηα ηελ εχξεζε ηεο 

ζπζζψξεπζεο ησλ κεηαγξαθεκάησλ 37 γνληδίσλ κε ηε κέζνδν ηνπ πνζνηηθνχ PCR 

πξαγκαηηθνχ ρξφλνπ (Real Time-PCR). Σηνλ πίλαθα αλαθέξνληαη αλαιπηηθά νη 

λνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο ησλ εθθηλεηψλ, νη νπνίεο ρξεζηκνπνηήζεθαλ ζηελ 

παξνχζα εξγαζία. 

 

2.7 ΕΠΙΛΟΓΗ ΣΨΝ ΕΚΚΙΝΗΣΨΝ 

 

Οη αιιεινπρίεο γνληδίσλ πνπ θσδηθνπνηνχζαλ γηα ηα ίδηα έλδπκα ηνπ 

βηνρεκηθνχ κνλνπαηηνχ νκνπαξαηέζεθαλ κε ηνλ αιγφξηζκν ClustalW. Οη εθθηλεηέο 

επηιέρζεθαλ ζε κε ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο ησλ γνληδίσλ, ψζηε λα απνθεπρζεί ν κε 
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εμεηδηθεπκέλνο πβξηδηζκφο ησλ εθθηλεηψλ. Σε πεξηπηψζεηο κε επηθαιππηφκελσλ 

αιιεινπρηψλ πνπ θσδηθνπνηνχζαλ γηα ην ίδην γνλίδην νη εθθηλεηέο 

επαλαδηεξεπλήζεθαλ κε ηνλ αιγφξηζκν BLAST ζε φιεο ηηο γνληδηαθέο βάζεηο 

δεδνκέλσλ. Τειηθά επηιέρζεθαλ εθθηλεηέο πνπ πβξίδηζαλ πιήξσο κφλν κε ηελ 

αιιεινπρία πνπ καο ελδηέθεξε ζην θπηφ L. japonicus.  

Η επηινγή ησλ εθθηλεηψλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηνπ εμεηδηθεπκέλνπ 

πξνγξάκκαηνο επηινγήο εθθηλεηψλ Beacon designer v7.0. Τν κέγεζνο ησλ 

εληζρπφκελσλ ηκεκάησλ ήηαλ πεξίπνπ 150 δεχγε βάζεσλ. Οη εθθηλεηέο επηιέρζεθαλ 

κε ηέηνην ηξφπν ψζηε λα απνθεπρζεί ν ζρεκαηηζκφο νκνδηκεξψλ ή εηεξνδηκεξψλ. Η 

δεκηνπξγία νκν θαη εηεξν-δηκεξψλ απφ ηνπο εθθηλεηέο έρεη σο απνηέιεζκα ηελ 

εθπνκπή κε εμεηδηθεπκέλνπ θζνξηζκνχ θαηά ηελ αληίδξαζε ηεο PCR πξαγκαηηθνχ 

ρξφλνπ.  

 

2.8 Αντίδραςη τησ qRT-PCR 

 

Η αληίδξαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε ζπζθεπή Mx3005P (ABI). Τν 

ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε θαίλεηαη ζηελ εηθφλα 1. 
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Εηθόλα 1. Θερκοθραζηαθό πρόγρακκα ηες πραγκαηηθού τρόλοσ αισζηδωηής αληίδραζες ηες 

ποισκεράζες. 

 

Όιεο νη αληηδξάζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ην ίδην ζεξκνθξαζηαθφ πξφγξακκα 

θαη θαηαγξάθνληαλ γηα 45 θχθινπο. Σην ηέινο θάζε αληίδξαζεο αθνινπζνχζε ε 

παξαθνινχζεζε ηεο θακπχιεο απνδηάηαμεο βάζε ηεο νπνίαο επηβεβαηψζεθε ε 

χπαξμε ελφο κφλν πξντφληνο ζηελ θάζε αληίδξαζεο.  

Σε φιεο ηηο πεξηπηψζεηο ην κίγκα ηεο αληίδξαζεο πξνεηνηκάδνληαλ ζχκθσλα κε 

ηηο νδεγίεο ηεο θαηαζθεπάζηξηαο εηαηξίαο (Roche Applied Science), ελψ ζηελ ηειηθή 

αληίδξαζε ρξεζηκνπνηήζεθε ε ρξσζηηθή αλαθνξάο ROX.  

Μεηά ην ηέινο ησλ αληηδξάζεσλ ηα δεδνκέλα εμάρζεθαλ κε ηε κνξθή πηλάθσλ 

θαη επεμεξγάδνληαλ κε ηε ρξήζε ηνπ πξνγξάκκαηνο LinRegPCR πξνθεηκέλνπ λα 

πξνζδηνξηζηνχλ ε απνηειεζκαηηθφηεηα ησλ εθθηλεηψλ (efficiency) ηεο θάζε 

αληίδξαζεο αιιά θαη ν αξηζκφο ησλ θχθισλ νξίνπ (Ct), ν νπνίνο αληηπξνζσπεχεη ησλ 

αξηζκφ ησλ θχθισλ ηεο αληίδξαζεο πάλσ απφ ηνπο νπνίνπο είλαη δπλαηή ε αλίρλεπζε 

θζνξηζκνχ .  

Γηα θάζε κία απφ ηηο βηνινγηθέο επαλαιήςεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ ηξεηο 

ηερληθέο επαλαιήςεηο. Σηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία ησλ 

απνηειεζκάησλ (Livak and Schmittgen, 2001). 

3. ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ - ΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ 

 

3.1 H δομή τησ ςυςτοιχίασ των γονιδίων που περιλαμβάνουν την 

LUS 

Σηελ παξνχζα πηπρηαθή κειεηήζεθε ε δνκή θαη ε ζπλέθθξαζε ησλ γνληδίσλ 

πνπ πεξηιακβάλνληαη ζηε ζπζηνηρία ησλ γνληδίσλ κε θεληξηθφ γνλίδην ηελ LUS 

(Eηθόλα ). H ζπγθεθξηκέλε ζπζηνηρία πεξηιακβάλεη εθηφο ηνπ γνληδίνπ ηεο LUS, έλα 

γνλίδην πνπ θσδηθνπνηεί γηα έλα θπηφρξσκα CYP716A1 θαη έλα γνλίδην πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα κία θηλάζε (KIN). H ζπζηνηρία βξίζθεηαη φπσο νη πεξηζζφηεξεο 

ζπζηνηρίεο πνπ έρνπλ ηαπηνπνηεζεί ζε άιια θπηά ζε πεξηνρή θνληά ζηα ηεινκεξή ηνπ 

ρξσκαηνζψκαηνο 7 (Field and Osbourn., 2008; Krokida et al., 2013; Qi et al., 2004). 

Eίλαη ε πξψηε θνξά πνπ εληνπίδεηαη ζπζηνηρία γνληδίσλ πνπ ην θεληξηθφ γνλίδην ηεο 

ζπζηνηρίαο είλαη ε LUS, γηα παξάδεηγκα αλ θαη ζην Lotus japonicus έγηλε εθηελήο 



27 
 

κειέηε ηεο ιεηηνπξγίαο ηνπ γνληδίνπ, απηφ δελ πεξηιακβαλφληαλ ζε ζπζηνηρία (Delis 

et al., 2011). Tν γεγνλφο απηφ καο δείρλεη φηη νη ζπζηνηρίεο ησλ γνληδίσλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηε βηνζχλζεζε ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ δελ απνηεινχλ νξζφινγα γνλίδηα, 

ηα νπνία ζρεκαηίζηεθαλ ζε θάπνην θνηλφ πξφγνλν, αιιά φηη ζρεκαηίδνληαη 

αλεμάξηεηα θαη de novo ζηα γελψκαηα ησλ θπηψλ απφ θάπνην άγλσζην κέρξη ζήκεξα 

κεραληζκφ. 

3.2 H ςυνέκφραςη των γονιδίων τησ ςυςτοιχίασ που περιλαμβάνει 

το γονίδιο τησ LUS 

Σε φια ηα θπηά πνπ έρνπλ εληνπηζηεί κέρξη ζήκεξα ζπζηνηρίεο γνληδίσλ θνηλφ 

ραξαθηεξηζηηθφ απνηειεί ε ζπλέθθξαζή ηνπο (Field and Osbourn., 2008; Krokida et 

al., 2013; Qi et al., 2004). Eπηπιένλ, ζην L. japonicus έρεη δεηρζεί φηη ε κεζπιίσζε 

ησλ γεηηνληθψλ γνληδίσλ πηζαλά λα είλαη εθείλε πνπ παίδεη ξφιν ζηε κεηαγξαθηθή 

ζπλξχζκηζε ησλ ζπζηνηρίσλ (Krokida et al., 2013). Παξφκνηα απνηειέζκαηα έρνπλ 

ιεθζεί θαη γηα ην θπηφ ηεο βξψκεο φπνπ ε θχηηαξν-εμεηδηθεπκέλε ζπκπχθλσζε ηεο 

ρξσκαηίλεο απνηειεί ηνλ βαζηθφηεξν παξάγνληα γηα ηε κεηαγξαθηθή ξχζκηζε ηεο 

ζπζηνηρίαο ηεο αβελαζίλεο (Wegel et al., 2009). Σηελ παξνχζα εξγαζία κειεηήζεθε 

εθηφο ησλ άιισλ ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε ζπζηνηρία ηεο LUS 

ψζηε λα δηεπθξηληζηεί εάλ θαη θαηά πφζν ηα γνλίδηα ζπλεθθξάδνληαη θαη ζε πνηνπο 

ηζηνχο. Aξρηθά ε έθθξαζε ησλ γνληδίσλ κειεηήζεθε ζηα δηαθνξεηηθά ζηάδηα 

αλάπηπμεο θαη σξίκαλζεο ηνπ θαξπνχ ηεο ηνκάηαο. Aπηφ έγηλε γηαηί ε νηθνλνκηθή 

ζεκαζία ηνπ θαξπνχ είλαη ηέηνηα πνπ θαη ε έξεπλα ζηξέθεηαη ζε απηή ηελ 

θαηεχζπλζε. Παξφια απηά κεηαγξαθήκαηα ησλ ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ δελ 

εληνπίζηεθαλ ζηνπο θαξπνχο ηεο ηνκάηαο. Aληίζεηα, ε κέγηζηε έθθξαζε ησλ 

γνληδίσλ εληνπίδεηαη ζηηο θνηχιεο θαη ηα άλζε. Eπηπιένλ ηα γνλίδηα εθθξάδνληαη ζε 

κηθξφηεξν βαζκφ ζηα θχιια, ζηνπο βιαζηνχο θαη ηηο ξίδεο. Tα απνηειέζκαηα 

δηαθέξνπλ απφ εθείλα ηεο έθθξαζεο ηνπ γνληδίνπ ηεο LUS ζε θπηά L. japonicus φπνπ 

ε LUS εθθξάδνληαλ απνθιεηζηηθά θαη κφλν ζε ππφγεηα ηκήκαηα ηνπ θπηνχ (Delis et 

al., 2011). Tν πξφηππν έθθξαζεο γηα φια ηα ππφ κειέηε γνλίδηα είλαη παξφκνην θαη 

εληζρχεη ηελ άπνςε φηη γνλίδηα πνπ ζπκκεηέρνπλ ζε ζπζηνηρίεο γνληδίσλ 

ζπλεθθξάδνληαη. Eπνκέλσο, είλαη δπλαηφλ λα δηαηππσζεί ε άπνςε φηη ε ζπλέθθξαζε 

ή κε ησλ γεηηνληθψλ γνληδίσλ απνηειεί θξηηήξην γηα ηε ζπκκεηνρή ελφο ελδχκνπ ζε 

ζπγθεθξηκέλν βηνζπλζεηηθφ κνλνπάηη φπσο απηφ ησλ ηξηηεξπελνείδσλ.  
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Δηθφλα : Η παξνπζίαζε ηεο νξγάλσζεο ζπζηνηρηψλ ησλ γνληδίσλ πνπ εκπιέθνληαη ζηε 

βηνζχλζεζε ησλ ηξηηεξπελνεηδψλ ζε γελεηηθνχο ηφπνπο ησλ ρξσκνζσκάησλ ηεο ηνκάηαο. H 

ζπζηνηρία γνληδίσλ φπνπ κειεηήζεθε θαη δηαπηζηψζεθαλ φια ηα πξναλαθεξφκελα, είλαη ε 

ηειεπηαία, ε νπνία πεξηιακβάλεη ηελ LUS, ηελ CYP θαη ηελ KIN.  
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Εηθόλα : Στεηηθή έθθραζε ηοσ γοληδίοσ ηες LUS ζε ηζηούς. Μεγαιύηερε έθθραζε παραηερείηαη 

ζηα ιοσιούδηα θαη ζηης θοησιεδόλες θαη κηθρόηερε ζηα θύιια,ζηοσς βιαζηούς θαη ζηης ρίδες. 

 

 

 

Εηθόλα : Στεηηθή έθθραζε ηες CYP ζε ηζηούς. Μεγαιύηερε έθθραζε παραηερείηαη ζηα 

ιοσιούδηα θαη ζηης θοησιεδόλες θαη κηθρόηερε ζηα θύιια,ηης ρίδες θαη ηοσς βιαζηούς. 
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Εηθόλα : Στεηηθή έθθραζε ηες Kinases ζε ηζηούς. Μεγαιύηερε έθθραζε παραηερείηαη ζηης 

θοησιεδόλες θαη ηα ιοσιούδηα θαη κηθρόηερε ζηοσς βιαζηούς,ζηα θύιια θαη ηης ρίδες. 
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