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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι βηταλαίνες είναι μια κατηγορία χρωστικών κόκκινου χρώματος σε φυτά της 

Caryophyllales, όπου αντικαθιστούν τη χρωστική ανθοκυανίνη. Είναι πιο συχνά 

αισθητές στα πέταλα των λουλουδιών, αλλά μπορούν επίσης να χρωματίσουν τους 

καρπούς, τα φύλλα, τους μίσχους και τις ρίζες των φυτών που τις περιέχουν. Οι 

βηταλαίνες περιλαμβάνουν χρωστικές, όπως αυτές που βρίσκονται στα τεύτλα. 

Επιπρόσθετα, έχουν αποκτήσει ιδιαίτερο ενδιαφέρον από τη βιομηχανία τροφίμων 

ως πιθανές φυσικές εναλλακτικές λύσεις για συνθετικές χρωστικές τροφίμων σήμερα. 

Είναι γνωστό πως το κόκκινο εκχύλισμα τεύτλων, το οποίο περιέχει σημαντικές 

ποσότητες των betacyanins, χρησιμοποιείται σήμερα σε προϊόντα όπως γιαούρτια 

και παγωτά. (Roland et al.,1992). Για αυτό το λόγο είναι ιδιαίτερης σημασίας η 

περιγραφή στην παρούσα μελέτη των χαρακτηριστικών της ανάπτυξης, της 

καλλιέργειας και της παραγωγής βηταλαϊνών και σε ρίζες ενός φυτού, εύκολα 

διαθέσιμο με μικρό κύκλο ζωής και ανάπτυξης, όπως είναι το L.japonicus. Έτσι, 

κρίνεται απαραίτητη η ανάπτυξη μεθοδολογίας για την παραγωγή διαγονιδιακών 

ριζών στο φυτό L.japonicus, μέσω της μόλυνσης του με το βακτηριακό στέλεχος 

A.rhizogenes με στόχο την μελέτη της παραγωγής των χρωστικών βηταλαϊνών στις 

διαγονιδιακές ρίζες. Στην παρούσα εργασία, γίνεται παραγωγή βηταλαϊνών από φυτά 

L.japonicus τα οποία υπέστησαν μετασχηματισμό. Με τη χρήση πλασμιδιακού 

φορέα pX 11 μετασχηματίστηκαν αρχικά βακτηριακά στελέχη E.coli και στη συνέχεια 

A.rhizogenes. Τα βακτηριακά αυτά στελέχη στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν για 

μετασχηματισμό φυτικών ριζών. Οι φυτικοί σπόροι αναπτύχθηκαν σε αρχικό στάδιο 

σε τρυβλία με άγαρ μέχρι να φυτρώσουν και στη συνέχεια αφού μετασχηματίστηκαν 

μεταφέρθηκαν σε τρυβλία με B5 medium θρεπτικό μέσο που είναι πιο εξειδικευμένο 

αφού περιέχει αντιβιοτικά κατάλληλα για περαιτέρω ανάπτυξη του ριζικού 

συστήματος και περιορισμό όσο το δυνατόν σε μεγαλύτερη έκταση των πιθανών 

μολύνσεων. Αφού επιβεβαιώθηκαν τα αποτελέσματα των hairy root 

μετασχηματισμένων φυτών τόσο με απομόνωση γενετικού υλικού όσο και με 

εξειδικευμένες PCRs, το αποτέλεσμα που απορρέει είναι πως αν και είναι επιτυχής ο 

μετασχηματισμός των γονιδίων των βηταλαϊνών του πλασμιδίου,ο φαινότυπος δεν 

εκφράζεται καθώς δεν εμφανίζεται «κόκκινη ρίζα». Η αδυναμία εμφάνισης του 

φαινοτύπου μπορεί να οφείλεται σε λάθος χειρισμούς ή πιθανές επιμολύνσεις καθώς 

και σε μη επαρκή γνώση όλων των μηχανισμών που εμπλέκονται στη γονιδιακή 

έκφραση στο συγκεκριμένο είδος φυτού . Για το λόγο αυτό, σε επόμενες μελέτες θα 

πρέπει να γίνει ακόμη προσεκτικότερος χειρισμός αλλά και εμβάθυνση μελέτης των 

σηματοδοτικών μονοπατιών των βηταλαϊνών .
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ABSTRACT

Betalains are a class of red dye in Caryophyllales plants, where they replace the 
anthocyanin dye. They are more often noticed on flower petals, but they can also be 
found for coloring the fruits, leaves, stems and roots of the plants that contain them. 
Betalains include colorants, such as those found in beets. In addition, they have 
gained particular interest from the food industry as possible natural alternatives to 
synthetic food dyes today. It is known that red beet extract, which contains significant 
amounts of betacyanins, is currently used in products such as yogurt and ice cream. 
(Roland et al., 1992). That is the reason why, it is of particular importance to describe 
in this study the characteristics of the growth, cultivation and production of betalain 
using a model- plant easily available that is having a small life cycle and enough 
growth until the appearance of a root, such as L. japonicus. Thus, it is necessary to 
develop a methodology for producing transgenic roots in the L. japonicus plant by 
infecting it with A.rhizogenes bacterial strains, so that we could study the production 
of betalain pigments in transgenic roots. In the present study, betalain is produced 
from L.japonicus plants which have undergone transient transformation. Using the 
plasmid vector pX11, bacterial strains of E. coli and then A.rhizogenes were 
transformed. The A.rhizogenes bacterial strains were the ones used to transform 
plant roots. Plant seeds were initially grown in agar plates until they grew showing 
roots and then transformed into plates with B5 medium nutritional material that is 
more specific for L.japonicus since it contains antibiotics suitable for further 
development of the root system and restrictions as much as possible to a larger 
extent of possible infections. After confirming the results of hairyroot transformed 
plants by both genetic material isolation and specific PCRs, the result was that 
although the transformation of the plasmid beta-lactam gene is successful, it is not 
expressed, as the phenotype of the "red root" does not appear. The inability of 
optimizing the phenotype may be due to mistaken manipulations or potential 
transfusions as well as inadequate knowledge of all the mechanisms involved in 
betalains’ gene expression. Therefore, in future studies, careful consideration should 
be given to study the signal transduction pathways associated with the beta-tagged 
genes.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Οι βηταλαίνες είναι φυσικές χρωστικές ουσίες κυρίως φυτικές που σήμερα 

κερδίζουν δημοτικότητα για χρήση τους ως χρωστικές στη βιομηχανία τροφίμων. Το 

αυξανόμενο ενδιαφέρον των καταναλωτών στην αισθητική, τη διατροφική ασφάλεια 

και σε διάφορες πτυχές των τροφίμων έχει αυξηθεί παράλληλα με τη ζήτηση για 

φυσικές χρωστικές ουσίες, όπως οι βηταλαίνες που είναι κατάλληλες για να 

χρησιμοποιηθούν ως εναλλακτική λύση χρωστικών σε προϊόντα διατροφής. Παρά το 

γεγονός ότι οι βηταλαίνες του κόκκινου παντζαριού είναι από τις πιο ευρέως 

χρησιμοποιούμενες χρωστικές στα τρόφιμα, δεν είναι τόσο καλά μελετημένες σε 

σύγκριση με άλλες φυσικές χρωστικές ουσίες, όπως οι ανθοκυανίνες, τα 

καροτενοειδή ή οι χλωροφύλλες. Επιπρόσθετα, είναι ιδιαίτερης σημασίας η 

ενδεχόμενη εφαρμογή ως λειτουργικά τρόφιμα, για αυτό το λόγο χρήζει μελέτης η 

εξέταση των φαρμακολογικών ιδιοτήτων, όπως και η αντιοξειδωτική, αντικαρκινική, 

αντι-λιπιδαιμική και αντιμικροβιακή δράση των βηταλαϊνών που προέρχονται από 

πηγές όπως το κόκκινο παντζάρι, ο αμάραντος, το φραγκόσυκο και το κόκκινο 

πιταχάγιες, (Gengatharan et al.,2005).

Ένα καλό αρχικό βήμα για τη μελέτη όλου αυτού του πεδίου αποτελεί η ανάπτυξη 

μεθοδολογίας για την παραγωγή διαγονιδιακών ριζών στο φυτό L.japonicus, μέσω 

της μόλυνσης του με το βακτηριακό στέλεχος A.rhizogenes με στόχο την μελέτη της 

παραγωγής βηταλαϊνών, των χρωστικών ουσιών αυτών στις διαγονιδιακές ρίζες. 

Στην παρούσα εργασία, γίνεται παραγωγή βηταλαίνων από φυτά L.japonicus τα 

οποία υπέστησαν μετασχηματισμό. Με τη χρήση πλασμιδιακού φορέα pX 11 

μετασχηματίστηκαν αρχικά βακτηριακά στελέχη E.coli και στη συνέχεια, 

A.rhizogenes. Ως φυτικό είδος για την πειραματική διαδικασία επιλέχθηκε το 

L.japonicus διότι είναι εύκολος ο μετασχηματισμός του με βακτηριακά στελέχη 

A.rhizogenes.
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1. Lotus japonicus

To L.japonicus είναι ένα αγγειόσπερμο άγριο ψυχανθές που ανήκει στην οικογένεια 

Fabaceae. Τα μέλη αυτής της οικογένειας είναι πολύ διαφορετικά και αποτελούνται 

περίπου από 20.000 είδη.

Έχουν σημαντική γεωργική και βιολογική σημασία καθώς, όπως πολλά από τα είδη 

των ψυχανθών, είναι πλούσιες πηγές πρωτεΐνης και ελαίου και μπορούν επίσης να 

επηρεάσουν τα επίπεδα του ατμοσφαιρικού άζωτου. Το πολυετές ψυχανθές 

L.japonicus έχει μικρό μέγεθος γονιδιώματος (470 Mb/ διπλοειδές με 6 απλοειδή 

χρωμοσώματα), ένα σύντομο χρονικό διάστημα γενιάς (2-3 μήνες) (Shusei et 

al.,2008) και μπορεί να μετασχηματιστεί εύκολα με τη χρήση πρωτοκόλλων που 

βασίζονται σε μετασχηματισμό με A.rhizogenes. Περισσότερα χαρακτηριστικά είναι 

εμφανή και στον πίνακα που ακολουθεί.

Πίνακας 1 (Handberg etal.,1992):περίληψη των χαρακτηριστικών του φυτού L.japonicus

Αναπτυξιακά χαρακτηριστικά - Αρχικά μικρό φυτό

- θαμνώδες φυτό μετά τον σχηματισμό 

δευτερογενών βλαστών και με πολυετή 

διακλαδώσεις

- περίοδος από σπορά μέχρι ανθοφορία: 

7 εβδομάδες

- χρόνος γενιάς από σπόρο σε σπόρο: 3­

4 μήνες

- μικροί σπόροι: 1,2gr ανά 1000 σπόρους

- Αναγέννηση από τη βάση του 

στελέχους

- Φυτικός πολλαπλασιασμός από

κομβικά σημεία

Διάδοση - Μεγάλα άνθη

- Αυτογονιμοποίηση

- Περίπου 20 σπόρια ανάπερικάρπιο

- Περίπου 6000 σπόρια ανά φυτό

- Καμία διασκόρπιση σπόρων

- Πιθανή μόλυνση από τα χέρια

Χαρακτηριστικά του γονιδιώματος - Διπλοειδές: 2n=12

- 0,5 pgDNA ανά απλοειδές γονιδίωμα

Καλλιέργεια ιστών - Αναγέννηση από κάλλους

- Μετασχηματισμός με A.tumefaciens



- Επιλογή υγρομυκίνης και καναμυκίνης

- Αναγέννηση διαγονιδιακών φυτών

- Μεταφορά της ανθεκτικότητας

υγρομυκίνης στο F1

Ριζικά οζίδια - Γρήγορη αύξηση Rhizobium toti

- Καθορισμένα οζίδια

Συγκεκριμένα, μεταξύ των έξι διπλοειδών ειδών (Lotus filicaulis, Lotus 

conimbricensis, Lotus angustissimus, Lotus japonicus, Lotus parviflorns, Lotus 

caslellanus), το L.japonicus ( «Gifu αριθμό Β-129, Grant et al, 1962, Larsen et al. , 

1955) επιλέχθηκε για περαιτέρω έρευνα. Κάτω από τις συνθήκες που 

χρησιμοποιούνται στο πολυετές L.japonicus, ο οικότυπος «Gifu» έχει τη μικρότερη 

παραγωγή το χρόνο και την πιο άφθονη ανθοφορία (Handberg et.al., 1992) Το 

πρωταρχικό φυτό είναι μικρό και μπορεί να καλλιεργηθεί in vitro σε δοκιμαστικούς 

σωλήνες, και σε υψηλή πυκνότητα σε σακουλάκια με χώμα. Τα ώριμα φυτά είναι 

«θαμνώδη» και αποτελούνται από πολλά κλαδιά έως 30 cm μάκρους. Τα μεγάλα 

κίτρινα άνθη βρίσκονται σε ζεύγη (πιο σπάνια ένα ή τρία) στους μίσχους και στις 

διακλαδώσεις των μασχαλών κατά μήκος των κλαδιών. Η ανθοφορία δεν είναι 

ταυτόχρονη και συνεχίζεται για ένα κλαδί μετά τη συγκομιδή των ώριμων λοβών σε 

άλλα κλαδιά. Η ανάπτυξη του λουλουδιού γίνεται κάτω από συνθήκες φωτισμού και 

ειδικότερα σε κατά μέσο όρο 16 ημέρες σε συνεχές φως και 70% υγρασία. Μετά την 

επικονίαση, ένας λοβός που περιέχει περίπου 20 σπόρους αναπτύσσεται. Σε 

χρονικό διάστημα 6 μηνών μπορούν να συγκομισθούν έως 6000 σπόροι από ένα 

ενιαίο φυτό. Οι σπόροι διατηρούνται στους 4 ° C για 2 χρόνια και εξακολουθούν να 

μπορούν να βλαστήσουν με υψηλή συχνότητα. Μεμονωμένα φυτά μπορούν επίσης 

να πολλαπλασιάζονται από κομβικά τμήματα με ριζοβολία σε συχνότητα 90%. Τέλος, 

η τεχνική μέσω διασταυρώσεων περιγράφηκε καθιστώντας δυνατή την κλασική 

γενετική (Grant et. al., 1962). Τα L. japonicus είναι ευπαθή σε A.rhizogenes και 

διαγονιδιακά φυτά μπορούν να αναγεννηθούν με επιλογή υγρομυκίνης ή 

καναμυκίνης. (Handberg et al.,1992).

Πολλά μέσα έχουν συσταθεί για τη διευκόλυνση κλωνοποίησης βάση χάρτη των 

γονιδίων του Lotus. Τα περισσότερα πειράματα μεταλλαξιγένεσης έχουν γίνει με 

οικότυπο <<Gifu>>. Ο οικότυπος MG-20 είναι o πιο συχνά χρησιμοποιούμενος 

φορέας διασταυρώσεων για την κίνηση των πληθυσμών χαρτογράφησης. Τα Lotus 

burtii (Kawaguchi et al, 2005) και Lotus filicaulis είναι εναλλακτικοί φορείς 

διασταυρώσεων. Δύο αμιγείς σειρές ανασυνδυασμένων χαρτογραφημένων
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πληθυσμών είναι διαθέσιμες και έχει δημοσιευθεί ένας ενοποιημένος γενετικός 

χάρτης του Lotus (Hayashi et al. 2001).

2. HAIRYROOT-ΦΑΙΝΟΤΥΠΟΣ «ΤΡΙΧΩΤΗ ΡΙΖΑ»

Το A.rhizogenes είναι ένα εδαφικό Gram αρνητικό βακτήριο που παράγει τη νόσο 

των πυκνά διακλαδισμένων ριζών σε δικοτυλήδονα φυτά λόγω του ότι περιέχει 

πλασμίδια που επάγουν ρίζα (Ri πλασμίδια). Αυτά τα πλασμίδια μπορούν να 

μολύνουν τις ρίζες φυτών και να επαχθεί η παραγωγή ενός αριθμού χημικών 

ενώσεων με κατάληξη -οπίνες (τροφή για το βακτήριο) και να αναπτυχθούν 

ανώμαλα (Arroo et a L ^O S ).^  A.rhizogenes επάγει το σχηματισμό των 

πολλαπλασιαζόμενων πολυ-διακλαδισμένων τυχαίων ριζών στη θέση της μόλυνσης, 

τις ονομαζόμενες και «πυκνά διακλαδισμένες ρίζες» (Ayora-Talavera et al., 2002; 

HuandDu, 2006). Επιπλέον, το A.rhizogenes προκαλεί το φαινότυπο «τριχωτή ρίζα» 

(hairyroot) στα φυτά. Οι μη φυσιολογικές ρίζες είναι ιδιαίτερα εύκολο να 

καλλιεργηθούν σε τεχνητό περιβάλλον, επειδή δεν χρειάζονται ορμόνες (Arroo et al., 

1995) και είναι νεοπλαστικές, με απεριόριστη ανάπτυξη. Οι νεοπλαστικές ρίζες που 

παράγονται από μόλυνση με A.rhizogenes χαρακτηρίζονται από υψηλό ρυθμό 

ανάπτυξης και γενετική σταθερότητα. Αυτές οι γενετικά μετασχηματισμένες 

καλλιέργειες ριζών μπορούν να παράγουν υψηλότερα επίπεδα των δευτερογενών 

μεταβολιτών ή ποσότητες συγκρίσιμες με εκείνες των ακέραιων/άθικτων φυτών 

(Banerjee et al., 2002; HuandDu, 2006).Τα Ri πλασμίδια μπορούν να 

κατασκευαστούν με τεχνικές γενετικής μηχανικής ώστε να περιέχουν Τ-DNA και να 

επάγουν μετασχηματισμό των φυτικών κυττάρων.

Οι καλλιέργειες αυτές των μετασχηματισμένων ριζών μπορούν να χρησιμοποιηθούν 

για την παραγωγή πολύτιμων δευτερογενών μεταβολιτών σε πολλά φυτά. Το βασικό 

πρόβλημα για την εμπορική εκμετάλλευση καλλιεργειών πυκνά διακλαδισμένων 

ριζών είναι η κλιμάκωσή τους, καθώς υπάρχει η ανάγκη για χρησιμοποίηση ενός 

ειδικά σχεδιασμένου βιοαντιδραστήρα που θα επιτρέπει την ανάπτυξη των 

διασυνδεδεμένων ιστών με άνιση κατανομή στον όγκο του δοχείου. Επιπροσθέτως, 

τα ρεολογικά χαρακτηριστικά του ετερογενούς συστήματος κατά τη διάρκεια της 

μαζικής κλίμακας καλλιέργειας πυκνά διακλαδισμένων ριζών επηρεάζουν σημαντικά 

την παραγωγή των μεταβολιτών. Η ανάγκη ανάπτυξης νέων μοντέλων 

βιοαντιδραστήρα για τέτοιου τύπου καλλιέργειες εξακολουθεί να υφίσταται (HuandDu, 

2006). Είναι επίσης σημαντικό να αναπτυχθούν και νέα μοντέλα με τη βοήθεια 

υπολογιστή για διάφορες παραμέτρους (κατανάλωση οξυγόνου, ρυθμός απέκκρισης
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προϊόντος στο μέσο κτλ). Επιπλέον, οι μετασχηματισμένες ρίζες είναι σε θέση να 

αναγεννήσουν διαγονιδιακά γενετικά σταθερά φυτά ή κλώνους. Λόγω αυτού του 

ιδιαίτερου χαρακτηριστικού της γρήγορης και συχνής αναγέννησης και ανάπτυξης 

φυταρίων επιτρέπεται ο κλωνικός πολλαπλασιασμός φυτών.

Όσον αφορά το μηχανισμό εμφάνισης των ριζών, το πρώτο στάδιο είναι η 

αλληλεπίδραση των φυτών με παθογόνα του εδάφους ή άλλες πηγές της 

ριζόσφαιρας. Έτσι, παρατηρείται έκκριση φαινολικών ενώσεων όπως η 

ακετοσυριγκόνη, η οποία ασκεί χημειοτακτικές επιδράσεις που προσελκύουν τα 

βακτήρια. Με αυτό τον τρόπο, ορισμένα βακτηριακά γονίδια ενεργοποιούνται και 

αναπτύσσουν την ικανότητα υπό ορισμένες συνθήκες να μεταφέρουν το Τ-ϋΝΑ τους 

από το πλασμίδιο που επάγει τη δημιουργία ριζών (Ri πλασμίδιο) στο εσωτερικό του 

φυτού μέσω του σημείου τραυματισμού. Μετά την ολοκλήρωση και την έκφραση, in 

vitro ή υπό φυσιολογικές συνθήκες, παρατηρείται ο φαινότυπος των πυκνά 

διακλαδισμένων ριζών, ο οποίος χαρακτηρίζεται από υπερανάπτυξη του ριζικού 

συστήματος. Το ριζικό σύστημα που αναπτύσσεται στα φυτά αυτά όμως δεν είναι 

πλήρως γεωτροπικό και όσον αφορά τα φύλλα όταν και αν αυτά αναπτυχθούν έχουν 

διαφορετική μορφολογία (ρυτιδωμένα, τσαλακωμένα) από τα φυσιολογικά (HuandDu, 

2006).

3. ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΟ ΣΤΕΛΕΧΟΣ Agrobacterium rhizogenes

Το A.rhizogenes φέρει Τ-DNA, που επάγει το σχηματισμό ριζών μετά την 

ενσωμάτωσή του στο γονιδίωμα του φυτού. Το T-DNA του Ri πλασμιδίου λοιπόν 

είναι αυτό που ευθύνεται για την εμφάνιση του φαινοτύπου των νέων 

μεταμορφωμένων ριζών και των φυτών που αναγεννώνται μετά από μετασχηματισμό 

(Tepfer, 1982, 1984). Αρκετά είδη, συμπεριλαμβανομένων του "morning glory” και 

του καπνού, φέρουν αλληλουχίες ομόλογες προς το Ri Τ-DNA (Tepfer, 1982; White 

et al., 1983; Furner et al., 1986). Τα γονίδια που κωδικοποιούνται από αυτό το 

υποτυπώδες Ri Τ-DNA εκφράζονται στον καπνό (Ichikawa et al., 1990; Meyer et al., 

1995). Προτάθηκε ότι αυτός ο φαινομενικός φυσικός γενετικός μετασχηματισμός, θα 

μπορούσε να έχει προσαρμοστική σημασία για το φυτό (Tepfer, 1983; Meyer et al., 

1995; Limami et al., 1998).

Μετά από μόλυνση των φυτών (όπως το καρότο και η καλαγχόη) με στελέχη του 

A.rhizogenes τα οποία φέρουν ένα πλασμίδιο τύπου αγροπίνης που επάγει τη 

δημιουργία ριζών (Ri πλασμίδιο), τα φυτά εμφανίζουν στο ριζικό τους σύστημα το
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φαινότυπο πυκνών διακλαδισμένων ριζών και μάλιστα σε αφθονία στις θέσεις 

μόλυνσης (Riker, 1930; Offringa et al., 1986).Ωστόσο, η μόλυνση άλλων φυτικών 

ειδών όπως το ηλιοτρόπιο και το μπιζέλι, με τα ίδια βακτηριακά στελέχη, έχει ως 

αποτέλεσμα τον σχηματισμό ανοργάνωτων όγκων. Ο μοριακός μηχανισμός που 

διέπει τις αλληλεπιδράσεις μεταξύ A.rhizogenes και φυτού, μοιάζει με εκείνο του 

βακτηριακού οιδήματος στα ζαχαρότευτλα από το A.tumefaciens, το οποίο περιέχει 

το πλασμίδιο επαγωγής όγκου (Ti). Και στις δύο περιπτώσεις, ένα τμήμα του DNA 

του πλασμιδίου, το μεταφερόμενο DNA (T-DNA), εισάγεται στα φυτικά κύτταρα μέσω 

των θέσεων μόλυνσης (Chilton et al., 1977; Chilton et al., 1982; Spano, et al., 1982; 

Offringa et al., 1986).Το T-DNA που υπάρχει σε αυτές τις σειρές βρέθηκε ότι 

προέρχεται από ένα τμήμα του Ri πλασμιδίου (Chilton, et al., 1982; Spano et al., 

1982; Tepfer, 1984; Costantino, 1984). Γι’ αυτό, πιθανολογείται ότι αυτό το τμήμα του 

Ri DNA περιέχει γονίδια που είναι υπεύθυνα για τον απεριόριστο πολλαπλασιασμό 

των μετασχηματισμένων σειρών. Πράγματι, όπως αποδείχθηκε, μια μετάλλαξη 

παρεμβολής στο μέσον αυτής της Τ-περιοχής οδηγεί στην απώλεια της ιδιότητας 

δημιουργίας ριζών (rhizogenicity) σε φύλλα καλαγχόης (White et al., 1983). Ωστόσο, 

η διαγραφή σχεδόν ολόκληρης της Τ-περιοχής, συμπεριλαμβανομένου του μεσαίου 

τμήματος, δεν οδηγεί σε απώλεια της ριζογέννεσης σε μίσχους καλαγχόης ή σε 

απώλεια της ογκογονικότητας στο μπιζέλι και το ηλιοτρόπιο (μη δημοσιευμένα 

αποτελέσματα), γεγονός που υποδηλώνει ότι άλλα onc γονίδια βρίσκονται σε άλλα 

σημεία/άλλο σημείο στο Ri πλασμίδιο (Offringa et al., 1986). Επιπλέον, δείχθηκε ότι 

σε μια δεύτερη περιοχή των Ri πλασμιδίων παρατηρείται εμφάνιση αγροπίνης υπό 

συνθήκες, όταν μεταφέρεται σε φυτικά κύτταρα κατά την διάρκεια της μόλυνσης. Η 

περιοχή αυτή είναι μεγαλύτερη των 15kb και τοποθετημένη δεξιά της Τ-περιοχής που 

περιγράφηκε προηγουμένως και περιέχει γονίδια για τη βιοσύνθεση της αγροπίνης 

(De Paolis, et al., 1985). Μέχρι στιγμής, δεν είχαν εντοπιστεί onc γονίδια στην 

περιοχή αυτή [που ονομάζεται TR (δεξιά) -περιοχή για να διακριθεί από την ήδη 

γνωστή TL (αριστερά) -περιοχή], αλλά, περιέργως, εντοπίστηκε ένα τμήμα του DNA 

που παρουσιάζει ομολογία με Ti aux γονίδια και βρίσκεται δίπλα στο γονίδιο 

συνθάσης της αγροπίνης (White, &Nester, 1980; Huffman, et al., 1984; Jouanin, 

1984). Να σημειωθεί ότι αυτός ο "aux" τόπος (locus) του Ri πλασμιδίου ανιχνεύθηκε 

επίσης και σε ορισμένες μετασχηματισμένες σειρές, ως μέρος του TR-DNA (Offringa 

et al., 1986).

Το κύριο πλεονέκτημα αυτής της προσέγγισης (μετασχηματισμός μέσω T-DNA των 

Ri πλασμιδίων) είναι το ότι τεχνικά είναι ευκολότερος και πιο γρήγορος ο
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μετασχηματισμός συγκριτικά με τον αντίστοιχο με A.rhizogenes. Αντί για διάστημα 4­

6 μηνών που απαιτείται για την αναγέννηση διαγονιδιακών φυτών μετά από 

μετασχηματισμό που χρησιμοποιείται το A.rhizogenes, η παραγωγή Ri Τ-ϋΝΑ 

διαγονιδιακών ριζών διαρκεί μόνο λίγες εβδομάδες. Έτσι, αυτή η τεχνική είναι καλά 

προσαρμοσμένη για χρήση σε τεχνικές RNAi για τη μελέτη της γονιδιακής 

λειτουργίας (Limpens et al. 2004) και για την πραγματοποίηση λειτουργικής 

ανάλυσης προαγωγού (Boisson-Dernier et al. 2005). Ακόμη η προαναφερθείσα 

τεχνική είναι κατάλληλη για τη χρησιμοποίηση της με σκοπό την ταχεία αξιολόγηση 

της συμπληρωματικότητας των φυτικών μεταλλακτών που διαθέτουν υποψήφια 

γονίδια (π.χ. Endre et al. 2002; Levy et al. 2004) στα οποία ο γενετικός καθοριστικός 

παράγοντας της αντίστοιχης μετάλλαξης προσδιορίζεται από τη ρίζα (Chabaud et al., 

2006).Ο κύριος περιορισμός αυτής της προσέγγισης είναι ότι, δεδομένου ότι οι 

βλαστοί δεν μετασχηματίζονται, η διαρκής συντήρηση των σύνθετων φυτών δεν είναι 

εύκολα εφικτή ούτε με αγενή πολλαπλασιασμό ούτε με αυτογονιμοποίηση. Παρ’ όλα 

αυτά, ο περιορισμός αυτός μπορεί πλέον να παρακαμφθεί, δεδομένου ότι έχει 

προσφάτως δειχθεί ότι μετασχηματισμένες από Ri Τ-DNA ρίζες M.truncatula 

μπορούν να αναγεννηθούν επιτυχώς σε φυτάρια (Crane et al., 2006; Chabaud et al., 

2006).

4. BETALAINS/ΒΗΤΑΛΑΙΝΕΣ

Οι βηταλαΐνες είναι μια κατηγορία ερυθρών και κίτρινων χρωστικών που αποτελούν 

παράγωγα ινδόλης. Βρέθηκαν σε φυτά της τάξης των Καρυοφυλλωδών 

(Caryophyllales), στα οποία αντικαθιστούν χρωστικές ανθοκυανίνες τόσο στα 

λουλούδια όσο και στους καρπούς των φυτών (Strack et al.,2002).

Οι βηταλαΐνες έχουν λειτουργίες ανάλογες με αυτές των ανθοκυανινών όσον αφορά 

το χρωματισμό .Μάλιστα, οι βηταλαΐνες εντοπίζονται πιο συχνά στα πέταλα των 

λουλουδιών, αλλά μπορεί να χρωματίσουν τους καρπούς, τα φύλλα, τους μίσχους 

και τις ρίζες των φυτών που τις περιέχουν. Σπανιότερα παρατηρείται και η έκφραση 

του σε μύκητες. Χαρακτηριστικό παράδειγμα χρωστικών των βηταλαϊνών είναι αυτές 

που βρίσκονται στα τεύτλα.
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Εικόνα 1 Απεικόνιση χρωματισμού σε ρίζες τεύτλων

Οι πρόσφατες εξελίξεις στην έρευνα για βιοσύνθεση βηταλαϊνών περιλαμβάνει την 

περιγραφή ορισμένων «πρώιμων» αντιδράσεων, δηλαδή, αρχικά ένα ειδικό 

σχηματισμό dopa με τη βοήθεια βηταλαΐνης (τόσο στα φυτά όσο και στους μύκητες) 

και δεύτερον τη διάσπαση dopa (κυρίως σε μύκητες). Οι ερευνητικές εργασίες για 

βηταλαϊνο-ειδικές γλυκοζυλοτρανσφεράσες (σε GT) έχουν δώσει νέες προοπτικές για 

την εξέλιξη των δευτερευόντων φυτικών ενζύμων. Προτείνεται ότι αυτές οι GTs είναι 

αυτές που φυλογενετικά σχετίζονται με τις αντίστοιχες GTs των φλαβονοειδών. 

Συγκεκριμένα, διαπιστώθηκε ότι τα καθοριστικά βήματα στη βιοσύνθεση βηταλαΐνης, 

δηλαδή η συμπύκνωση του βηταλαϊνικού χρωμοφόρου και βηταλαμικού οξέος με 

κυκλο-dopa και των αμινοξικών οξέων ή των αμινών προς σχηματισμό της 

αντίστοιχης αλδιμίνης των ερυθρό-ιώδων betacyanins και των κίτρινων betaxanthins, 

είναι πιο πιθανό να είναι μη-ενζυματική αντίδραση.

Οι βηταλαΐνες έχουν προσελκύσει τους ερευνητές για περαιτέρω μελέτη λόγω της 

χρήσης τους για χρωματισμό τροφίμων και εξαιτίας των αντιοξειδωτικών τους 

ιδιοτήτων αλλά και της δυνατότητας χρήσης τους για σάρωση ριζών που εμπλέκονται 

με την προστασία έναντι ορισμένων διαταραχών που σχετίζονται με το οξειδωτικό 

στρες.

Υπάρχουν δύο κατηγορίες βηταλαϊνών (Salisbury et al., 1991):

• Οι βητακυανίνες που περιλαμβάνουν ερυθρές έως και ιώδεις χρωστικές 

ουσίες βηταλαϊνών. Μεταξύ των βητακυανινών που υπάρχουν σε φυτά, 

περιλαμβάνονται η βητανίνη, η ισοβητανίνη (isobetanin), η προβητανίνη 

(probetanin) και η νεοβητανίνη (neobetanin).
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• Οι βηταξανθίνες οι οποίες είναι οι χρωστικές βηταλαϊνών που εμφανίζονται με 

χρωματικές αποχρώσεις από κίτρινο έως πορτοκαλί. Μεταξύ των 

βηταξανθινών που υπάρχουν σε φυτά, περιλαμβάνονται οι vulgaxanthin, 

caraxanthin, portulaxanthin, και indicaxanthin.

HOOC'

Histidine-Bx Y-Aminobutyric acid-Bx

HOOC.

Proline-Bx Isoproline-Bx

Betanin Isobetanin

Betaxanthins

Glutamine-Bx

Betacyanms

Εικόνα 2 Χημική δομή betaxanthins και betacyanis (Mosshammer et al.,2006)

Παλαιότερα οι βηταλαΐνες θεωρούνταν ότι σχετίζονταν με τις ανθοκυανίνες, τις 

ερυθρωπές χρωστικές ουσίες που βρίσκονται στα περισσότερα φυτά. Τόσο οι 

βηταλαΐνες, όσο και οι ανθοκυανίνες, είναι υδατοδιαλυτές χρωστικές ουσίες που 

βρίσκονται στα κενοτόπια των φυτικών κυττάρων. Ωστόσο, οι βηταλαΐνες διαφέρουν 

δομικά και χημικά από τις ανθοκυάνες και δεν έχουν ποτέ βρεθεί στο ίδιο φυτό μαζί 

(Francis, 1999, Stafford, 1994). Για παράδειγμα, οι βηταλαΐνες περιέχουν άζωτο, ενώ 

οι ανθοκυανίνες όχι (Robinson, 1963). Είναι πλέον γνωστό ότι οι βηταλαΐνες είναι 

αρωματικά παράγωγα ινδόλης που συντίθεται από τυροσίνη, παράγωγα τα οποία 

δεν σχετίζονται χημικά με τις ανθοκυανίνες και δεν είναι καν φλαβονοειδή (Raven, 

etal., 2004). Κάθε βηταλαΐνη είναι ένας γλυκοζίτης, και αποτελείται από ένα σάκχαρο 

και ένα έγχρωμο τμήμα. Η δε σύνθεσή των βηταλαϊνών είναι πλέον σίγουρο πως 

προωθείται από το φως (Salisbury et al., 1991).

Ο πρόσφατος χαρακτηρισμός των διαφορετικών βιοδραστικοτήτων των βηταλαϊνών 

μέσα από πειράματα με εκχυλίσματα που περιέχουν βηταλαΐνες και καθαρισμένες 

(αμιγείς) χρωστικές ουσίες, έχει ανανεώσει το ενδιαφέρον της ερευνητικής κοινότητας 

σχετικά με τα μόρια που χρησιμοποιούνται από τη βιομηχανία τροφίμων ως φυσικές 

χρωστικές ύλες κατατάσσοντας τις βηταλαΐνες στις πρώτες θέσεις των κατάλληλων
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φυσικών χρωστικών. Επιπρόσθετα, μελέτες με πολλαπλές καρκινικές κυτταρικές 

σειρές έχουν επιδείξει ένα υψηλό δυναμικό χημειοπρόληψης και εντοπίζεται 

σημαντική στήριξη της άποψης αυτής μέσω in vitro πειραμάτων τα οποία 

υποδηλώνουν τόσο ισχυρή αντιοξειδωτική δράση των μορίων των βηταλαϊνών όσο 

και δράση κατά των (ελευθέρων) ριζών.

Άλλα πειράματα σε in vivo μοντέλα με ζώα και μελέτες βιοδιαθεσιμότητας, 

ενισχύουν τον πιθανό ρόλο που διαδραματίζουν οι βηταλαΐνες στη διατροφή. Οι 

βιοδραστικότητες που περιγράφονται παραπάνω όμως ενδέχεται να μην 

υποστηρίζονται από τη δομική μονάδα των βηταλαϊνών, το βηταλαμικό οξύ, κυρίως 

όσον αφορά την υψηλή ικανότητα δράσης κατά των (ελευθέρων) ριζών. Αν και 

απαιτούνται περισσότερες έρευνες με καθαρισμένες (αμιγείς) ενώσεις, οι τρέχουσες 

ενδείξεις υποδηλώνουν μια ισχυρή δυναμική που προάγει την υγεία για αυτό το λόγο 

και οι βηταλαΐνες έχουν προσελκύσει τόσο το επιστημονικό, όσο και το οικονομικό 

ενδιαφέρον για τη χρήση τους ως χρωστικές ουσίες (Stintzing & Carle, 2007; Moreno 

et al., 2008). Η υψηλή σταθερότητα των βηταλαϊνών, η ανεξαρτησία του pH τους και 

οι αντιοξειδωτικές ιδιοτήτες τους συμβάλλουν στο να χρησιμοποιούνται ευρέως ως 

φυσικές χρωστικές ύλες τροφίμων και συμπληρώματα διατροφής (Azeredo, 2009; 

Polturak et al., 2015).

Ένα ενδιάμεσο της οδού της βηταλαίνης, η L-3,4-διυδροξυφαινυλαλανίνη (L-DOPA), 

είναι επίσης ένας εμπορικός πολύτιμος μεταβολίτης που χρησιμοποιείται ευρέως για 

τη θεραπεία της νόσου του Parkinson (Nagatsu & Sawada, 2009). Παρ’ όλα αυτά, η 

βιοσύνθεση βηταλαϊνών παρέμεινε ελάχιστα κατανοητή σε σύγκριση με τις άλλες 

κύριες κατηγορίες φυτικών χρωστικών ουσιών, δηλαδή τις ανθοκυάνες και τα 

καροτενοειδή (Polturak et al., 2015).

Όσον αφορά τις νέες εξελίξεις στην έρευνα σχετικά με το βιοσυνθετικό μονοπάτι της 

βηταλαίνης, το πρώτο βήμα δέσμευσης στην οδό, η 3-υδροξυλίωση της τυροσίνης, 

καταλύεται τόσο από το κυτόχρωμα P450s, το CYP76AD1 όσο και από το 

CYP76AD6 σε κόκκινα τεύτλα. Οι διακεκομμένες γραμμές του παρακάτω σχήματος 

μάλιστα ορίζουν τις αντιδράσεις μιας εναλλακτικής οδού για τον σχηματισμό 

βητανίνης, όπου η κύκλο-DOPA γλυκοζυλιώνεται πρώτα και έπειτα συμπυκνώνεται 

με βηταλαμικό οξύ (αυθόρμητες αντιδράσεις συμπύκνωσης). (Polturak et al., 2015).
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Εικόνα 3 Βιοσυνθετικό μονοπάτι (Nakatsuka et al., 2013)

Από τις πιο πρόσφατες μελέτες παρατηρείται πως η έκφραση των τριών γονιδίων 

είναι επαρκής για την παραγωγή ετερόλογης βηταλαίνης σε φυτά. Όπως συζητήθηκε 

παραπάνω, είναι δυνατή η παραγωγή τόσο ερυθρών βητακυανινών (betacyanins), 

όσο και κίτρινων βηταξανθινών (betaxanthins) μέσω παροδικής υπερέκφρασης του 

γονιδίου λόγου χάρη σε φύλλα του Ν. benthamiana.

Επιπρόσθετα, επετεύχθη προσπάθεια παρασκευής βηταλαϊνών σε είδη φυτών που 

δεν την παράγουν φυσικά, μέσω σταθερού μετασχηματισμού. Για το σκοπό αυτό, 

χρησιμοποιήθηκε κλωνοποίηση Golden braid (Sarrion-Perdigones et al., 2013) για να 

δημιουργηθεί μια κατασκευή τεσσάρων γονιδίων σε έναν πλασμιδιακό φορέα, που 

ονομάζεται πλέον pX11. Σε αυτόν εντοπίζονται τα γονίδια για τα CYP76AD1, 

BvDODAI και cDOPA5GT, τα οποία μάλιστα εκφράζονται παράλληλα και 

καθοδηγούνται από συστατικούς υποκινητές. Επίσης υπάρχει και ένα γονίδιο 

αντίστασης στην καναμυκίνη για επιλογή με χρήση αντιβιοτικού. Ο pX11
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πλασμιδιακός φορέας αρχικά δοκιμάστηκε με αγροεμποτισμό στο Ν. benthamiana 

(Polturak et al., 2015).

Εικόνα 4 Μορφή και χρωματισμός επιτυχούς μετασχηματισμένου φύλλου όπου έχουμε έκφραση 

βηταλαϊνών .

Η ανασυνδυασμένη έκφραση του κυτοχρώματος Ρ450 CYP76AD1 ή CYP76AD6 σε 

φύλλα N.benthamiana καθιστά ικανή την παραγωγή L-3,4-διϋδροξυφαινυλαλανίνη 

(L-DOPA) και βηταλαϊνών. Ακόμη, συν-διείσδυση των πλασμίδιων των 

αγροβακτηρίων για την έκφραση των CYP76AD1 με cDOPA5GT (pad1-GT) και 

DOPA 4,5-διοξυγενάσης BvDODA1 (pDODAI) στα φύλλα N.benthamiana προκαλεί 

κόκκινο χρωματισμό (Polturak et al., 2015).

Παρομοίως, με τον συν-διαποτισμό των pDODAI και Pad1-GT και έμμεσα την 

εισαγωγή του pX 11 σε ριζικούς ιστούς των φυτών παρατηρήθηκε ερυθρός 

χρωματισμός του ιστού. Με την πραγματοποιήση LC-MS ανάλυσης του ιστού που 

έχει διαποτιστεί με pX 11 διαπιστώθηκε η σύνθεση βηταλαϊνών. Ειδικότερα, 

βρέθηκαν κορυφές που αντιστοιχούν σε βητανίνη και ισο-βητανίνη, όπως 

παρατηρήθηκε και σε προηγούμενες μελέτες και μετά τον συν-διαποτισμό των 

pDODAI και Pad1-GT φορέων υπερέκφρασης.

Επίσης εντοπίστηκε η ένωση indicaxanthin, συστατικό της βηταξανθίνης (προλίνη- 

betaxanthin), υποδεικνύοντας κάποιο επίπεδο ροής προς σχηματισμό της 

βηταξανθίνης. Δύο επιπλέον μεταβολίτες αναγνωρίστηκαν ως βητακυανίνες, με βάση 

τα φάσματα απορρόφησης στο φως και τον κατακερματισμό τους, ο οποίος 

περιελάμβανε το σχεδόν πανταχού παρόν θραύσμα βητακυανίνης, τη βητανιδίνη 

(betanidin) (m/z = 389). Ο ιστός φύλλου που διαποτίστηκε με pX 11 εμφανίστηκε 

έντονα χρωματισμένος ερυθρός, παράγοντας βητακυανίνες σε μεγάλες ποσότητες,
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απ’ ότι υποδηλώνει ο χρωματισμός. Ο ιστός που διαποτίστηκε, αξιολογήθηκε στη 

συνέχεια για το σύνολο του περιεχομένου σε βητακυανίνη με φασματοφωτομετρική 

ανάλυση και βρέθηκε να περιέχει κατ’ εκτίμηση, 330 mgkg-1, ποσότητα υψηλότερη 

από ότι στα ερυθρά φύλλα της Bougainvillea glabra και τα ερυθρά πέταλα της 

Myrabilis jalapa, που περιέχουν 120 και 250 mgkg-1 βητακυανίνης αντίστοιχα, και 2,3 

φορές μικρότερη ποσότητα από ότι στο ερυθρό εκχύλισμα ρίζας τεύτλων, το οποίο 

εκτιμήθηκε ότι περιέχει 760 mgkg-1.

Ακολούθως, ο φορέας pX 11 χρησιμοποιήθηκε για σταθερό μετασχηματισμό 

διαφόρων ειδών φυτών, συμπεριλαμβανομένων του καπνού (Nicotiana tabacum), 

της ντομάτας (S.lycopersicum), της πατάτας (S.tuberosum), της μελιτζάνας 

(S.melongena), του δένδρου καπνού (Nicotiana glauca), του ευρωπαϊκού μαύρου 

στρύχνου (Solanumni grum), της πετούνιας (Petunia xhybrida) και του 

N.benthamiana. Μοσχεύματα των διαφόρων ειδών καλλιεργήθηκαν με αγροβακτήρια 

και τοποθετήθηκαν σε εξειδικευμένο μέσο επιλογής. Στα Ν. benthamiana, Ν. glauca, 

πετούνια και ντομάτα, μικρές κηλίδες ερυθρού-ιώδους χρωματισμού ήταν ορατές 

στην επιφάνεια του εκφυτεύματος μέσα σε 2 ημέρες συν-καλλιέργειας με 

αγροβακτήρια. Σε όλα τα είδη που μετασχηματίστηκαν, η εισαγωγή pX 11 προκάλεσε 

το σχηματισμό των ερυθρών-ιωδών κάλων (ή τύλων), οι οποίοι εμφανίστηκαν γενικά 

μέσα σε 1-2 εβδομάδες από την καλλιέργεια. Μελαγχρωματικοί N.benthamiana και 

N.glauca ιστοί κάλου (τύλου) βρέθηκαν να περιέχουν βητανίνη και ισο-βητανίνη με 

LC-MS. Επιπλέον, μια νέα άγνωστη ένωση βητακυανίνης βρέθηκε στον κάλο (τύλο) 

του N. Glauca (Polturak et al., 2015).

Στην περίπτωση του συγκεκριμένου πειράματος σε γενικές γραμμές αρχικά 

απολυμάνθηκαν σπόροι και στη συνέχεια μεταφέρθηκαν σε τρυβλία άγαρ 0,8%.Αφού 

έγινε η μόλυνση των φυτών με τα μετασχηματισμένα αγροβακτήρια, μεταφέρθηκε το 

σύνολο των φυτών σε B5 medium τρυβλία και στη συνέχεια επαναμεταφέρθηκαν σε 

B5 medium τρυβλία στα οποία είχε προστεθεί το αντιβιοτικό σεφοταξίμη και όπου 

παρέμειναν τα φυτά μέχρι να εμφανιστεί ρίζα ικανή για παρατήρηση. Και έτσι τέλος 

παρατηρήθηκαν προσεκτικά οι ρίζες σε στερεοσκόπιο καθώς και απομονώθηκε το 

γενετικό υλικό βάσει πρωτοκόλλου CTAB και πραγματοποιήθηκαν PCRs για 

ταυτοποίηση του μετασχηματισμού.
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Εικόνα 5 Πλασμιδιακός χάρτης pX 11

Τα γονίδια που περιέχονται στο πλασμιδιακό φορέα pX 11 είναι τα παρακάτω:

1. GAP υποκινητή: ισχυρός συστατικός υποκινητής από το Pichia pastoris.

2. SEC13: το ομόλογο πρωτεΐνης SEC13, είναι μια πρωτεΐνη που στον άνθρωπο 

κωδικοποιείται από το γονίδιο SEC13. Η πρωτεΐνη που κωδικοποιείται από αυτό το 

γονίδιο ανήκει στην οικογένεια SEC13 των WD-επανάληψης πρωτεϊνών. Έχει 

ομοιότητα με τις πρωτεΐνες SEC13 και SEC31 ζύμης, οι οποίες απαιτούνται για την 

βιογένεση κυστιδίων από το ενδοπλασματικό δίκτυο, κατά τη μεταφορά των 

πρωτεϊνών.

3. mEGFP: (codon-optimized/κωδικο-βελτιστοποιημένη) πρωτεΐνη θηλαστικών, που 

δίνει ως προϊόν ενισχυμένη GFP.

4. ΑΟΧ1 τερματισμού: μεταγραφικός παράγοντας τερματισμού για ΑΟΧ1
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5.ori: colE1/pMB1/pBR322/pUC αρχή αναδιπλασιασμού, υψηλού αριθμού

αντιγράφων.

6. AmpR: προσδίδει αντίσταση στην αμπικιλλίνη, στην καρβενικιλλίνη και σε συναφή 

αντιβιοτικά και αποδίδει ως προϊόν την β-λακταμάση.

7. pPHIS4: κωδικοποιεί ένα πολυλειτουργικό ένζυμο HIS4 (CAY67990.1:

πολυλειτουργικό ένζυμο που περιέχει φωσφοριβοσυλο-ΑΤΡ πυροφωσφατάση, 

φωσφοριβοσυλο-AMP κυκλοϋδρολάση και δραστικότητες αφυδρογονάσης της 

ιστιδινόλης. Καταλύει το δεύτερο, τρίτο, ένατο και δέκατο βήματα στην βιοσύνθεση 

ιστιδίνης).

8. CYP76D6 και CYP76D1: 10-υδροξυλάση γερανιόλης, βιοσύνθεση των ιριδοειδών 

μονοτερπενοειδών και αρκετές κατηγορίες αλκαλοειδών μονοτερπενοειδούς, μυρτιά 

(Catharanthus roseus)

Τα γονίδια αυτά απομονώθηκαν από το παντζάρι (Beta vulgaris)

9. P35S: Ο υποκινητής του 35S RNA είναι ένας πολύ ισχυρός ιδιοσυστατικός 

υποκινητής, υπεύθυνος για τη μεταγραφή του συνόλου του γονιδιώματος του CaMV 

(ιός του μωσαϊκού του κουνουπιδιού). Είναι γνωστό για τη χρήση του στην 

μεταμόρφωση φυτών. Προκαλεί υψηλά επίπεδα γονιδιακής έκφρασης σε 

δικοτυλήδονα φυτά.

10. c-DOPA5GT: γονίδιο που κωδικοποιεί μια τυροσινάση (απομονώθηκε από το 

φυτό M. Jalap)

11. DODA: DOPA 4,5 διοξυγεναση

Τελικά, σχηματίστηκε μια πολυγονιδιακή κατασκευή για έκφραση των κόκκινων 

βηταγονιδιών BvDODAI και CYP76AD1, μαζί με το γονίδιο τηςM.Jalapa 

κυκλοεξαpτώμενης-DOPA-5-O-γλυκοσυλοτpανσφεpάσης (cDOPA5GT). Τα 

BvDODA1 (407 bp), CYP76AD1 (418 bp), BvCYP76new (471 bp), και CYP76AD6 

(420 bp) κλωνοποιήθηκαν σε ένα pTRV2 παράγοντα και μεταφέρθηκαν μέσω ενός 

στελέχους A.tumefaciens GV3101. Προσδίδοντας το κόκκινο χρώμα (B.vulgaris). 

(Polturak et al., 2015)
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Εικόνα 6Αντιδράσεις σχηματισμού βηταξανθίνης και βητανιδίνης μέσω DOPA.

Συγκεκριμένα η DOD (DOPA 4,5-dioxygenase) επάγει την παραγωγή του ενδιάμεσου 

βηταλαμικού οξέος, που μπορεί είτε να αντιδράσει με ελεύθερες αμίνες για να 

παράγει βηταξανθίνη (μια οικογένεια κίτρινων χρωστικών) ή με το παράγωγο L- 

ντοπακινόνης, την κυκλο-DOPA, για να παραχθεί βητανιδίνη (betanidin) (μια ιώδης 

χρωστική ουσία). Η βητανιδίνη είναι ασταθής, αλλά μπορεί να σταθεροποιηθεί με την 

προσθήκη του αναγωγικού παράγοντα ασκορβικό οξύ. Σχετικά επίπεδα παραγωγής 

βητανιδίνης χρησιμοποιήθηκαν για να συγκριθεί η δραστικότητα οξειδάσης της DOPA 

σε CYP76AD1 παραλλαγές (variants).

Betanin

Betalains

L-Tyrosine

ΤΥΗ

L-DOPA

4.5 DOD DOPA-OX

4,5 seco-DOPA Dopaquinone

Cyc/o- DOPABetalamic acid

Aimnoadda

An M

Betaxanthins Betacyanms

Εικόνα 7 Βιοσυνθετικό μονοπάτι βηταλαϊνών.

* Pichia pastoris (είδος ζυμομύκητα): χρησιμοποιείται συχνά ως ένα σύστημα 

έκφρασης για την παραγωγή πρωτεϊνών. Διαθέτει δύο γονίδια οξειδάσης της
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αλκοόλης, τα ΑΟΧ1 και ΑΟΧ2, τα οποία έχουν έντονα επαγώμενο υποκινητή. Αυτά 

τα γονίδια επιτρέπουν στο ζυμομύκητα να χρησιμοποιεί μεθανόλη ως πηγή άνθρακα 

και ενέργειας. Οι υποκινητές ΑΟΧ επάγονται από τη μεθανόλη και η δράση τους 

καταστέλλεται από π.χ. γλυκόζη.

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Αρχικά το πλασμίδιο pX 11 εισήχθη σε βακτηριακά στελέχη E.coli ώστε να αυξηθεί 

η συγκέντρωσή του παράλληλα με την αύξηση του πληθυσμού των βακτηρίων. Αφού 

απομονώθηκε το γενετικό υλικό, έγινε δεύτερη εισαγωγή του πλασμιδίου στη 

συνέχεια σε στελέχη A.rhizogenes με τη μέθοδο freeze-thaw. Τα βακτηριακά αυτά 

στελέχη στη συνέχεια χρησιμοποιήθηκαν για μετασχηματισμό φυτικών ριζών 

L.japonicus κατά την 8η ημέρα ανάπτυξης των φυτικών ριζών. Οι φυτικοί σπόροι 

αρχικά αναπτύχθηκαν σε αρχικό στάδιο σε τρυβλία με άγαρ μέχρι να φυτρώσουν και 

στη συνέχεια αφού μετασχηματίστηκαν μεταφέρθηκαν σε τρυβλία με B5 medium 

θρεπτικά υλικό που είναι πιο εξειδικευμένο για περαιτέρω ανάπτυξη του ριζικού 

συστήματος. Παράλληλα έγινε και περιορισμός όσο το δυνατόν σε μεγαλύτερη 

έκταση των πιθανών μολύνσεων αφού προστέθηκαν κατάλληλα αντιβιοτικά όπως η 

σεφοταξίμη. Αφού επιβεβαιώθηκαν τα αποτελέσματα των hairy root 

μετασχηματισμένων φυτών τόσο με απομόνωση γενετικού υλικού με βάση το 

πρωτόκολλο CTAB όσο και με εξειδικευμένες PCRs τόσο για την ύπαρξη γενομικού 

υλικού όσο και με στοχευμένους εκκινητές για τα γονίδια του πλασμιδίου, το 

αποτέλεσμα που απορρέει είναι πως αν και είναι επιτυχής ο μετασχηματισμός, το 

γονίδιο των βηταλαϊνών του πλασμιδίου δεν εκφράζεται καθώς δεν εμφανίζεται ο 

φαινότυπος «κόκκινης ρίζας» σε φωτογραφίες του στερεοσκοπίου και πόσο μάλιστα 

με γυμνό μάτι όπως αναμενόταν.

1. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ E.coli

1α. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΠΡΟΣ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ

Προετοιμάζονται υγρές καλλιέργειες LB των 5ml μετά από 1 μέρα επώαση E.coli 

streaking plates και γίνεται εμβολιασμός 200ml LB με 1-2ml της αρχικής 

καλλιέργειας. Ακολουθεί ανάπτυξη της καλλιέργειας σε 37 oC εώς ότου OD600= 0.3­

0.6 (~3h) και μεταφορά σε 50ml σωληνάρια τύπου φάλκον. Αφού γίνει 

φυγοκέντρηση 4000g/15-20min/4oC, απορρίπτεται το υπερκείμενο και κρατάται το
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λευκό ίζημα που περιέχει τα κύτταρα E.coli. Στη συνέχεια, γίνεται επαναδιάλυση σε 

25-30ml αποστειρωμένο, παγωμένο MgCl2 100mM (σε πάγο) και δεύτερη 

φυγοκέντρηση 4000g/10min/4oC. Απορρίπτεται και πάλι το υπερκείμενο και το ίζημα 

επαναδιαλύεται σε 40-50ml CaCl2 100mM (παγωμένο και αποστειρωμένο). Μετά 

από επώαση σε πάγο για 20-45min, επανάληψη φυγοκέντρησης 4000g/10min/4oC 

και επαναδιάλυση ιζήματος σε 1-3ml επαναδιαλύεται σε αιωρηματικό ρυθμιστικό 

διάλυμα 15% γλυκερόλη και 85% CaCl2 και μοιράζεται ανά 100μ! σε 1.5ml 

σωληνάρια τύπου eppendorf. Τέλος, τα σωληνάρια τύπου eppendorf αποθηκεύονται 

στους -80 oC αφού ψυχθούν τα δείγματα πρώτα σε υγρό N2

1β. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ E.coli ΜΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ 

ΦΟΡΕΑ pX 11

Αφού ξεπαγώσουν τα δεκτικά κύτταρα και ενώ διατηρούνται στον πάγο προστίθεται 

1μ! πλασμιδιακό D N A ^  ακολουθεί επώαση για 30min στον πάγο. Έπειτα, τα 

κύτταρα υπόκεινται σε Heat shock σε υδατόλουτρο 42 oC για 30-50min και 

επωάζονται σε πάγο για 5 min ώστε να επανέλθουν τα κύτταρα στους 37oC και 

προστίθεται 1ml LB υγρό* . Ακολουθεί επώαση για 45-60min ώστε να αρχίσουν και 

πάλι να εκφράζονται οι κυτταρικές πρωτεΐνες και μετά πρόσθεση - διαχωρισμός των 

δειγμάτων σε 100-200kI LB υγρό συνολικού όγκου 1.5ml διότι είναι κυκλικό DNA και 

σε πολύ μεγάλη συγκέντρωση Τέλος, προετοιμάζονται στοκ γλυκερόλης (300μΙ 

γλυκερόλη και 700μΙ δείγματος σε 1.5ml σωληνάρια τύπου eppendorf και 

αποθηκεύονται σε -80 oC αφού περαστούν από υγρό άζωτο). Στη φάση αυτή ο 

μετασχηματισμός E.coli- pX 11 πλασμίδιο (100μΙ δεκτικά κύτταρα +0,5μΙ 

πλασμιδίου) γίνεται για να πολλαπλασιαστούν τα κύτταρα και να έχουμε μεγάλη 

ποσότητα πλασμιδίου για μελλοντική χρήση.

*Σύσταση υγρού LB (1000ml) :NaCl 10gr, Bacteriological peptide 10gr, Yeast 5gr

- Η επιλογή των ενζύμων πέψης και η ένδειξη του προτύπου πέψης 

προκύπτει ως εξής: 1 2

1. Από SnapGene παίρνω την αλληλουχία του πλασμιδίου pX 11 και στη 

συνέχεια τη μεταφέρω στο NEBcutter (NewEnglandBiolabs ->TOOLS and 

RESOURCES ->NEBcutter: Να είναι επιλεγμένα circular, submit Custom 

digest ->χάρτης πέψης)

2. Επιλέγω τα κατάλληλα ένζυμα με τα εξής κριτήρια:
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X Τα δύο κομμάτια να δίνουν το άθροισμα του πλασμιδιακού DNA 

(16kB)

X Τα δύο τμήματα να είναι ευδιάκριτα και να έχουν ελάχιστη διαφορά 

1kB

S Και τα 2 ένζυμα να κόβουν 2 φορές και να έχουν ίδιες συνθήκες 

πέψης

2. Πραγματοποίηση πέψης σε πάγο, προσθέτοντας στο tube (ντελ.=30μΙ) 

με το απομονωμένο πλασμίδιο (2,5μΙ DNA) το mini-prep, 23,7μΙ ddH2O, 

buffer (1μ!/1Χ) και BSA (0,3μΙ) και στο τέλος το κάθε ένζυμο (0,5μΙ) προς 

επώαση για 1-2 ώρες/37°^

3. Το gel 1% agarose (80ml TE buffer, 0,8gr agar) και προσθέτω 5μί ladder 

και 5μΙ πλασμιδίου (τρέχω 100/20min). (Για τον υπολογισμό των μί: 6χ 

loading buffer* VA= ν Ρ-1χ*=6μί, όπου VF= 30+ VA).

1γ. ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗΣ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟΥ ΦΟΡΕΑ ΑΠΟ ΚΥΤΤΑΡΑ 

ΒΑΚΤΗΡΙΟΥ (ΑΛΚΑΛΙΚΗ ΛΥΣΗ ΚΥΤΤΑΡΩΝ)

Αρχικά γίνεται φυγοκέντρηση 30” σε 10.000g/4 oC των 1.5ml βακτηριακής υγρής LB 

καλλιέργειας και απόρριψη του υπερκείμενου. Ακολουθεί επαναδιάλυση του ιζήματος 

σε 300κΙ P1 ρυθμιστικού διαλύματος1 με RNAse και ανάμειξη (vortex) μέχρι να 

ομογενοποιηθεί και προσθήκη 300μΙ P2 ρυθμιστικού2 και ήπια ανάδευση για 5min 

μέχρι να γίνει εμφανές το εναιώρημα. Στη συνέχεια, γίνεται προσθήκη 300μΙ P3 

ρυθμιστικού3 και ήπια ανάδευση. Μετά από επώαση για 10 min σε πάγο, γίνεται 

μεταφορά υπερκείμενου σε καθαρά 1.5ml σωληνάρια τύπου eppendorf και ανάδευση 

(spin) για 2min (10.000g/4 oC). Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέα καθαρά 1.5ml 

σωληνάρια τύπου eppendorf σε καθένα από τα οποία προστίθενται 600μΙ 2- 

προπανόλης και γίνεται ανάδευση για κατακρήμνιση του DNA. Μετά από 

φυγοκέντρηση για 15min (10.000g/4 oC), αφαιρείται το υπερκείμενο και προστίθενται 

500μΙ EtOH. Έπεται ήπια ανάδευση για να φύγει η 2-προπανόλη και τα άλατα που 

εμποδίζουν το πλασμιδιακό DNA και φυγοκέντρηση για 10min (10.000g/4 oC). Το 

υπερκείμενο αφαιρείται και το ίζημα στεγνώνει σε 37 oC για 10min πριν 

επαναδιαλυθεί σε 20μΙ ddH2O και γίνεται αποθήκευση στους -20 oC.

* 1,2,3

Ρυθμιστικά διαλύματα

Ρ1 (50mM Tris: ρύθμιση pH, 10mM EDTA, pH 8 HCl )
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P2 (200mM NaOH, 1% SDS)

Ρ3 (3Mpotassium acetate, pH 5.5 glacial acetic acid)

2. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ A.rhizogenes

2α. ΠΡΟΕΤΟΙΜΑΣΙΑ ΔΕΚΤΙΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ A.rhizogenes προς 

ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟ

Από stock LBA1334 A.rhizogenes κάνουμε υγρή καλλιέργεια LB και επωάζεται 24 

ώρες. Ακολουθεί εμβολιασμός των 50ml LB με 2ml της αποστειρωμένης καλλιέργειας 

και επώαση για 4h περίπου σε 28 oC και 180rpm μέρρις ότου OD600 = 0,6 (για τυφλό 

στις μετρήσεις ρρησιμοποιείται 1ml LB πριν τον εμβολιασμό).

2β. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΩΝ ΚΥΤΤΑΡΩΝ A.rhizogenes ΜΕ 

ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ ΦΟΡΕΑ pX 11/ FREEZE-THAW METHOD

Αρρικά γίνεται φυγοκέντρηση για 5min (3.000g/4 oC) των καλλιεργειών που 

προετοιμάστηκαν και διατηρήθηκαν στη συνέρεια σε πάγο και αφού απορρίπτεται το 

υπερκείμενο, γίνεται επαναδιάλυση των κυττάρων σε 1 ml 20mM CaCl2 ώστε να 

γίνουν διαπερατές οι κυτταρικές μεμβάνες και τα κλάσματα των 0.1 ml μοιράζονται σε 

αποστειρωμένα σωληνάρια τύπου eppendorf. Στη συνέρεια, προστίθεται στο κάθε 

ένα περίπου ^ g  πλασμιδιακού DNA LBA1334 pX 11 και τα κύτταρα ψύρονται σε 

υγρό άζωτο. Έπεται επώαση σε υδατόλουτρο 37 oC για 5min και επιστροφή των 

δειγμάτων στον πάγκο και όρι στον πάγο. Προστίθεται 1 ml LB στα σωληνάρια τύπου 

eppendorf και επωάζονται για 2-4h σε 28 oC με ήπια ανάδευση ώστε τα βακτήρια να 

αρρίσουν να εκφράζουν τα γονίδια ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικά και γίνεται 

φυγοκέντρηση των σωληναρίων τύπου eppendorf για 30sec. Αφού απορριφθεί το 

υπερκείμενο, γίνεται επαναδιάλυση σε 0.1ml LB και άπλωμα των υγρών 

καλλιεργειών στις αντίστοιρες στερεές με τα κατάλληλα αντιβιοτικά (εδώ καναμυκίνη 

και στρεπτομυκίνη). Τα τρυβλία επωάζονται στους 28 oC για 2-3 ημέρες μέρρι οι 

μετασρηματισμένες καλλιέργειες να εμφανιστούν και γίνεται streaking σε νέα τρυβλία 

2 ημέρες πριν ρρησιμοποιηθούν για μετασρηματισμό. Συγκεκριμένα, ο 

μετασρηματισμός A.rhizogenes με μέθοδο freeze-thaw ( ^ g  DNA plasmid και 2ml 

LBA1334 strain) πραγματοποιείται για να έρουμε στελέρη για μελλοντική επιμόλυνση 

σε φυτική ρίζα.

2γ. PLASMID RESCUE: Απομονώσαμε το pX 11 από τα αγροβακτήρια και το 

ξαναεισάγαμε σε E.coli (100μ! Ecoli και 0,5μ! pX 11) (με βάση τη διαδικασία που
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περιγράφηκε) για να ελέγξουμε αν όντως είχε περάσει το πλασμίδιο στα 

αγροβακτήρια.

3.ΑΝΑΠΤΥΞΗ ΦΥΤΩΝ L.japonicus

3α. ΑΠΟΛΥΜΑΝΣΗ ΣΠΟΡΩΝ

Διαχωρισμός 300 σπόρων σε σωληνάριο τύπου Falcon 15m L^ προσθήκη πυκνού 

H2So4 ώστε να υπερκαλυφθούν οι σπόροι. Επώαση μέχρι να αρχίσουν να 

αποχρωματίζονται με ήπια ανάδευση για περίπου 7 λεπτά. Δίπλα σε τρεχούμενο 

νερό βρύσης αφαιρείται το πυκνό H2So4 και κάνουμε 2-3 πλύσεις με κρύο dH2O. Στη 

συνέχεια, προστίθεται στο σωληνάριο τύπου Falcon 10% χλωρίνη μέχρι να 

καλυφθούν τα σποράκια και γίνεται ανάδευση στο shaker για 15 λεπτά. Ακολουθούν 

πλύσεις με ddH2O (6-7) σε πλήρεις αποστειρωμένες συνθήκες (Laminar). Στην 

τελευταία πλύση το νερό μένει στο σωληνάριο τύπου Falcon και αφού καλυφθεί με 

αλουμινόχαρτο επωάζεται για 24h/4oC

3β. ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΠΟΡΩΝ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ ΑΓΑΡ

I. Προετοιμασία τρυβλία άγαρ 0.8% (300 φυτά -> 15 τρυβλία ->1000ml dH2O + 

8gr agar)

II. Μεταφορά: Με καθαρές αποστειρωμένες λαβίδες τοποθετούνται στρόγγυλα 

διηθητικά φίλτρα σε στρόγγυλα τρυβλία και πάνω τοποθετούνται τα σποράκια 

να στεγνώσουν. Με νέα καθαρή λαβίδα τοποθετούνται 10-10 τα σποράκια σε 

δύο σειρές ίσα ίσα να στερεώνονται στο άγαρ και γίνεται καλό κλείσιμο 

τρυβλίων με παραφιλμ και τρύπημα με tip τριγύρω για να μη συσσωρευτεί 

υγρασία. Τέλος, τα τρυβλία καλύπτονται με αλουμινόχαρτο και επωάζονται.

4. ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ -  HAIRY-ROOT

4α. ΠΡΩΤΟΚΟΛΛΟ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΥ ΤΟΥ -HAIRYROOT

(ΜΟΛΥΝΣΗ ΦΥΤΩΝ ΜΕ ΑΓΡΟΒΑΚΤΗΡΙΑ ΚΑΙ ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΣΕ Β5 MEDIUM 

PLATES)
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Πάντα σε καλά αποστειρωμένες συνθήκες (Laminar) σε ένα καθαρό στρογγυλό 

τρυβλίο τοποθετούνται 2 φύλλα διηθητικό χαρτί. Στο τρυβλίο με τα ανεπτυγμένα 

αγροβακτήρια προστίθενται 2ml ddH2O και με τη βοήθεια του tip ομογενοποιούνται 

τα κύτταρα. Ακολουθεί εμποτισμός των διηθητικών με το κυτταρικό διάλυμα και 

πρόσθεση των φυτών ένα-ένα με αποστειρωμένη λαβίδα για μόλυνση. Ενώ ακόμη τα 

φυτά βρίσκονται στο τρυβλίο με το διηθητικό κόβεται η ρίζα στο κατάλληλο σημείο με 

αποστειρωμένο νυστέρι και με άλλη καθαρή λαβίδα γίνεται squeezing στο σημείο 

εγκοπής (τα φυτά μένουν 1-2 λεπτά στο διάλυμα). Με καθαρή λαβίδα τα φυτά 

μεταφέρονται στα B5 medium τρυβλία * σε δύο σειρές ανά 7-8. Κλείνονται τα τρυβλία 

με παραφιλμ και γίνεται τρύπημα και τοποθέτηση αλουμινόχαρτου. Η επώαση που 

ακολουθεί πραγματοποιείται στο θάλαμο αυστηρά σε κάθετη θέση για να 

αποφευχθούν οι επιμολύνσεις.

* Σύσταση B5 medium (100ml): 0.33gr Gamborg’s B5 salt, 2gr sucrose, 1gr 

bactoagar

S Να γίνει πεχαμέτρηση με NaOH 1N ώστε pH=5.5 και στη συνέχεια να 

προστεθεί το άγαρ.

S Μέτα την αποστείρωση προστίθενται και Β5 βιταμίνες (εδώ 700mlB5 

mediumάρα 700μί B5 vitamins).

S Η διαδικασία γίνεται δύο φορές τη μία για τα φυτά του πειράματος και 

την άλλη για τα κοντρόλ φυτά με καθαρά υλικά.

4β. ΜΕΤΑΦΟΡΑ ΦΥΤΩΝ ΣΕ ΤΡΥΒΛΙΑ Β5 MEDIUM + ΣΕΦΟΤΑΞΙΜΗ

Προετοιμασία τριών τρυβλίων 1ο με ddH2O και 100μί σεφοταξίμη, 2ο με ddH2O και 

50μί σεφοταξίμη και 3ο με ένα στρόγγυλο διηθητικό χαρτί. Μεταφορά από τα B5 

medium τρυβλία τα φυτά ένα-ένα με καθαρή λαβίδα στο 1ο τρυβλίο και επώαση για 

10 λεπτά. Ομοίως μεταφορά στο 2ο τρυβλίο και ήπια ανακίνηση για λίγα 

δευτερόλεπτα. Μετά, μεταφορά στο 3ο τρυβλίο και στέγνωμα για 1 λεπτό πριν 

μεταφερθούν στα B5 medium + cef τρυβλία σε 2 σειρές ανά 7 ή 8 (Η σύσταση 

παραμένει ίδια απλά αφού αποστειρωθεί και κρυώσει το θρεπτικό προστίθεται η 

σεφοταξίμη- 2.100μΙ για 700ml). Τα τρυβλία κλείνουν με παραφιλμ, τρυπώνται και 

μεταφέρονται στο θάλαμο ανάπτυξης
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X Επίσης, η διαδικασία γίνεται δύο φορές τη μία για τα φυτά του 

πειράματος και την άλλη για τα κοντρόλ φυτά με καθαρά υλικά

4γ. ΞΕΠΛΥΜΑ ΜΟΛΥΣΜΕΝΩΝ ΦΥΤΩΝ ΜΕ EtOH 70% (ΠΡΟΑΙΡΕΤΙΚΟ ΑΝ ΤΑ 

ΦΥΤΑ ΔΕΝ ΕΙΝΑΙ ΕΦΙΚΤΟ ΝΑ ΧΡΗΣΙΜΟΠΟΙΗΘΟΥΝ ΛΟΓΩ ΕΚΤΕΤΑΜΜΕΝΗΣ 

ΜΟΛΥΝΣΗΣ)

Μεταφέρονται τα φυτά (με αποστειρωμένες και καμμένες λαβίδες κατά τις μεταφορές) 

σε 30ml διαλύματος αιθανόλης για 1 λεπτό και στη συνέχεια αφού περαστούν από 

ddH2O και στεγνώσουν για 1 λεπτό σε διηθητικό τοποθετούνται σε νέα τρυβλία B5 

medium + cef όπως περιγράφηκε προηγουμένως

Συμπερασματικά, την 1η ημέρα έγινε η απολύμανση των σπόρων και μετά από 24 

ώρες (2η ημέρα) μεταφέρθηκαν τα σπόρια σε τρυβλία άγαρ και έγιινε streaking με 

αντιβιοτικά σε αγροβακτήρια. Την 5η ημέρα από την αρχή του πειράματος έγινε 

προετοιμασία υγρών καλλιεργειών αγροβακτηρίων και βγάλσιμο αλουμινόχαρτου 

από τρυβλία φυτών. Την 7η ημέρα ακολούθησε η μεταφορά υγρών καλλιεργειών σε 

στερεά τρυβλία με τα κατάλληλα αντιβιοτικά για κάθε στέλεχος και την 8η ημέρα έγινε 

μόλυνση φυτών με αγροβακτήρια. Αφού τη 10η ημέρα βγήκε το αλουμινόχαρτο από 

τα φυτά, την 13η ημέρα έγινε μεταφορά φυτών σε Β5 medium+cef και στη συνέχεια 

παρακολουθώντας την ανάπτυξη των φυτών καθημερινά για πιθανές επιμολύνσεις 

καταλήγουμε την 29η ημέρα να πάρουμε τα τελικά αποτελέσματα και να γίνει φύτεμα 

όσων φυτών κρίνονται κατάλληλα (μετασχηματισμένα και επαρκώς ανεπτυγμένα).

5.ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΥ HAIRYROOT, ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ

Η επιβεβαίωση του μετασχηματισμού μπορεί να γίνει μέσω φθορισμού αλλά και 

μέσω ενίσχυσης του γονίδιου GFP με PCR. Σε στερεοσκόπιο Leice MZ10F 

συνδεδεμένο με κάμερα Leica DFC295 λαμβάνονται οι εικόνες των παρακάτω 

μετασχηματισμένων ριζών.

5α. ΕΜΦΑΝΙΣΗ ΡΙΖΑΣ ΚΑΙ ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ DNA ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΕΝΩΝ ΡΙΖΩΝ 

ΜΕ ΤΟ ΠΡΟΤΩΚΟΛΛΟ CTAB
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Στην αρχή, αφαιρούνται οι ρίζες που δεν είναι μετασχηματισμένες και οι 

μετασχηματισμένες κόβονται με λεπίδα κάτω από αποστειρωμένες συνθήκες και 

τοποθετούνται σε tubes τα οποία παγώνονται καλά κλειστά σε υγρό άζωτο. 

Ανοίγονται προσεκτικά τα tubes και με πλαστικό «γουδοχέρι» θρυμματίζονται οι 

ρίζες. Προστίθενται 200μΙ προθερμασμένο στους 65 oC ρυθμιστικό διάλυμα CTAB * 

και 1μΙ μερκαπτοαιθανόλη και επώαση των tubes για 15 λεπτά στους 65 °^Στη 

συνέχεια, προστίθενται 150μΙ χλωροφόρμιο και 1:25 ισοαμυλική αλκοόλη και 

αναμειγνύονται στο vortex. Μετά γίνεται φυγοκέντρηση για 15 λεπτά/13000rpm και 

μεταφορά υπερκειμένου σε νέα tubes. Ακολουθεί προσθήκη 70% ισοπροπανόλης, 

ήπια ανάδευση και επώαση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου Μετά από 

φυγοκέντρηση σε μέγιστη ταχύτητα και θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά, γίνεται 

απόρριψη του υπερκειμένου και πλύσιμο το ιζήματος που περιέχει το DNA με 70% 

κρύα αιθανόλη. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες για 5 λεπτά ώστε να 

σταθεροποιηθεί το ίζημα και απόρριψη πάλι του υπερκειμένου και στέγνωμα το 

ιζήματος στο πάγκο με ανοιχτά tubes. Γίνεται επαναδιάλυση του DNA σε 50μΙ RNA 

free ddH2O και επώαση για 10 λεπτά στον πάγο. Τέλος, πραγματοποιείται ανάδευση 

σε vortex και αποθήκευση στους -20 oC

* ΣύστασηCTAB: 100mM Tris-Cl pH=8, 20mM EDTA pH=8, 1,4Μ NaCl,2% w/v 

CTAB (cetyl trimethyl ammodium bromide),1% w/v PVP40,000 (polyvinyl pyrrolidone)

5β. ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR=PolymeraseChainReaction) είναι ο in 

vitro πολλαπλασιασμός αλληλουχιών DNA με ταυτόχρονη επέκταση των δύο 

συμπληρωματικών αλυσίδων και στηρίζεται στην κινητική επανασύνδεσης των 

αποδιαταγμένων συμπληρωματικών αλυσίδων δίκλωνου νουκλεϊκού οξέος, που 

ανέπτυξαν οι Britten και Kohne στα τέλη της δεκαετίας του ‘60.

Η διαδικασία περιλαμβάνει επαναλαμβανόμενους κύκλους σε διαφορετικές 

θερμοκρασίες, με γρήγορη μετάβαση από τη μία θερμοκρασία στην άλλη, η οποία 

πραγματοποιείται σε θερμικό κυκλοποιητή. Τα απαραίτητα αντιδραστήρια για την 

PCR, εκτός του DNA-εκμαγείου, είναι οι εκκινητές, τα τριφωσφορικά 

δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs), η DNA πολυμεράση, τα ιόντα μαγνησίου και το ισοτονικό 

διάλυμα της αντίδρασης. Αρχικά, προστίθεται το DNA και στη συνέχεια τα υπόλοιπα 

αντιδραστήρια που έχουν αναμειχθεί όλα μαζί (master mix).
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PCR

Αντιδραστήρια Όγκος (μί)

DNA-εκμαγείο 1

Ορθόδρομος εκκινητής F (10μΜ) 0,8

Οποσθόδρομος εκκινητής R (10μΜ) 0,8

dNTPs (10 mM) 0,4

TaqDNA πολυμεράση (5 unit/μΙ) 0,08

BufferTaq πολυμεράσης με Mg 2

ddH2O 14,92

Τελικός όγκος 20

Στην παρούσα εργασία, πραγματοποιήθηκε η απλή PCR για την ενίσχυση του 

γονίδιου GFP, έτσι ώστε να επιβεβαιώσει τον μετασχηματισμό των φύτων. Οι 

εκκινητές ήταν οι παρακάτω:

M

3 5 S _ F n e w G CCG TG A A G A C TG G CG A A C 6 1 ,6 7 4 4 3 3 5 5 t e f f . b y B L A 5 T a g a in s t  L o tu s  n r

3 5 S _ R n e w TG CG A A G G A TA G T G G G  A T G T  G 6 0 ,4 2

q R T C Y P 7 6 A D l F T G T G C  T A G A C  G T I C  T T C  T TC  A G C T 5 9 ,9 2 C V P 76A D 1 MojMiiiite
q R T C Y P 7 6 A D l R A A A A T G T C G A C G A G C A A A T G 5 2 , 3 !

M jc D 0 P A 5 G tF ATm CCCG CCATTTCTCCCC 6 0 ,4 9 0 1 M jc D O P A S G t ii&Eiska
M jc D O P A S G tR CA A  CCCCCATTTCGTCCTCC 6 0 , ! !

B v D O D A lJ T G A TG A A T G G T G A A G A T G C TA A TG 5 7 ,3 7 4 ! ! B v D O D A l M o wham

B v D 0 D A l_ R AG C C AATG C TC G TCC TAAG T 5 9 ,0 9

Αυτή η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης περιλαμβάνει την αρχική αποδιάταξη 

των κλώνων στους για 5’, ακολουθούμενη από 35 κύκλους που αρχίζουν στους 95 

°C για 30 δεύτερα, τη θερμοκρασία υβριδοποίησης των εκκινητών για 30’’ και στους 

72°C για 1 λεπτό για την επιμήκυνση των νεοσυντιθέμενων τμημάτων. Μετά το
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πέρας των κύκλων, η αντίδραση συνεχίζεται για 5 λεπτά στους 72Ο0 για την 

επιμήκυνση όλων των τμημάτων DNA και αδρανοποιείται στους 4 Ο0.

5γ. ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΟΥΚΛΕΪΚΩΝ ΟΞΕΩΝ ΣΕ ΠΗΚΤΗ ΑΓΑΡΟΖΗΣ

H ηλεκτροφόρηση είναι η ηλεκτροχημική μέθοδος διαχωρισμού ηλεκτρικά 

φορτισμένων σωματιδίων, πρωτεϊνικής ή νουκλεϊνικής φύσεως, από ένα μίγμα τους. 

Η μέθοδος αυτή στηρίζεται στην ικανότητα των νουκλεϊκών οξέων να μετακινούνται 

από τον αρνητικό πόλο στον θετικό, λόγω της ύπαρξης φωσφορικών ομάδων που 

εντοπίζονται στο φωσφοδιεστερικό σκελετό.

Ο διαχωρισμός των δεοξυριβονουκλεϊνικών οξέων γίνεται βάσει μεγέθους και 

διαμόρφωσης σε πηκτή αγαρόζης. Το εύρος των μεγεθών που μπορούν να 

διαχωριστούν σε πηκτή αγαρόζης εξαρτάται από τη συγκέντρωση της αγαρόζης στην 

πηκτή. Γενικά, σε πηκτή με 0,8% αγαρόζη, διαχωρίζονται τμήματα DNA μήκους 1-12 

kb. Όσον αφορά τη διαμόρφωση, τα υπερελικωμένα μόρια κινούνται πιο γρήγορα 

από τα μόρια με «χαλαρή» διαμόρφωση και τα κυκλικά πιο γρήγορα από τα 

γραμμικά.

Με τη μέθοδο αυτή, τα τμήματα DNA διαχωρίζονται με βάση την απόσταση που 

έχουν διανύσει από την άνοδο και η σύγκριση της απόστασης που διένυσαν με την 

απόσταση που διανύουν στάνταρ θραύσματα γνωστού μεγέθους, πληροφορεί για το 

μέγεθος των πρώτων. Για να γίνουν διακριτά τα μόρια του DNA/RNA, προστίθεται το 

φθορίζον μόριο βρωμιούχο αιθίδιο, το οποίο έχει την ικανότητα να παρεμβάλλεται 

μεταξύ των βάσεων του DNA/RNA και να φθορίζει παρουσία υπεριώδους φωτός.

Η προετοιμασία της πηκτής των δειγμάτων γίνεται ως εξής:

• Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης προστίθεται σε ρυθμιστικό διάλυμα 

ηλεκτροφόρησης 1Χ ΤΑΕ και θερμαίνεται σε φούρνο μέχρι να λιώσει.

• Στη λιωμένη αγαρόζη, προστίθεται 0,001 % v/v διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου 

και αφήνεται να κρυώσει.

• Σε κατάλληλο εκμαγείο της συσκευής οριζόντιας ηλεκτροφόρησης, 

προστίθενται οι «χτένες», οι οποίες θα δημιουργήσουν τις υποδοχές των 

δειγμάτων. Προστίθεται το διάλυμα της αγαρόζης και αφήνεται να 

στερεοποιηθεί σε θερμοκρασία δωματίου.
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• Μόλις στερεοποιηθεί η πηκτή, απομακρύνονται οι «χτένες» και η πηκτή 

τοποθετείται στην οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης, η οποία 

συμπληρώνεται με ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης 1Χ ΤΑΕ, μέχρι την 

πλήρη κάλυψη της πηκτής.

• Πραγματοποιείται η φόρτωση του μάρτυρα (marker) και των δειγμάτων στις 

υποδοχές της πηκτής. Στα δείγματα προς ανάλυση, προστίθεται 1/10 όγκου 

διαλύματος χρωστικής 10Χ DLB για την οπτικοποίηση των δειγμάτων στην 

πηκτή, καθώς και στην ικανότητα τους να διατηρούν τα δείγματα στις 

υποδοχές και να μην έξω από αυτές.

• Τα δείγματα αναλύονται σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως που δεν πρέπει να 

υπερβαίνει τα 5 V/cm.

• Τα δείγματα γίνονται ορατά με τη χρήση του υπεριώδους φωτός και μιας 

κάμερας που επιτρέπει τη λήψη φωτογραφιών της πηκτής.

Υλικά για ηλεκτροφόρηση

Υλικά Συστατικά

ΤΑΕ (50X) 24,2% w/v Tris (BDH), 57,1 ml/l CH3COOH (BDH), 100 

ml/l EDTA συγκέντρωσης 0,5 Μ (Serva).

Βρωμιούχο αιθίδιο Παρασκευάζεται ως πυκνό διάλυμα 0,5 mg/ml σε 

απιονισμένο νερό και διατηρείται στους 4OC.

DLB (10X) 0,25% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0,25% κυανό του 

ξυλενίου, 30% γλυκερόλη.

5δ. ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗ ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΥ ΦΥΤΩΝ

Η ανίχνευση του φορέα θεωρείται ότι μπορεί να γίνει μέσω ανίχνευσης κόκκινου 

χρώματος με γυμνό μάτι.

5ε. ΑΝΑΦΟΡΑ ΣΕ ΠΕΡΑΙΤΕΡΩ ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΙΣ ΚΑΙ ΕΠΑΝΑΛΗΨΕΙΣ ΚΑΘΩΣ ΚΑΙ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΤΟΥΣ

Στη συνέχεια με genomic DNA PCR ταυτοποιήσαμε την ύπαρξη DNA μετά από 

απομόνωση DNA από τις ρίζες και ηλεκτροφορήσαμε σε gel 1% agarose.
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ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

> Πέψη με τα περιοριστικά ένζυμα NarI, StuI ώστε να πιστοποιηθεί ότι τα 
βακτήρια μετασχηματίστηκαν επιτυρώς.

Ladder Nar I StuI ladder

Εικόνα α1 Πέψη E .C oli με NarI και StuI (0,5μΙ το καθένα) και load 5μΙ

Έγινε επαλήθευση του μετασχηματισμού με πέψη E.Coli με NarI και StuI και έδωσε 

σωστό πρότυπο πέψης και συμπεραίνουμε άρα έχει γίνει σωστά ο ανασυνδυασμός.

Από τα δύο παραπάνω αποτελέσματα είδαμε ότι η πέψη με το StuI είναι 

αναμενόμενη (>10kb και μια ~ 2.5kb) ενώ το NarI, δίνει μόνο μια ζώνη >10kb και μια 

αχνή~4^. Επίσης στις πέψεις με NarI φαίνεται να υπάρχει λιγότερο DNA. (Το NarI 

δε μας δίνει το σωστό πρότυπο επειδή χρησιμοποιήσαμε 2 διαφορετικά στελέχη 

/E.coli και A.rhizogenes. που μπορεί να κάνουν διαφορετικές μεθυλιώσεις σε 

διάφορα σημεία επομένως και έτσι να μην αναγνωρίζεται η αλληλουχία από τη NarI 

το οποίο εμποδίζεται από μεθυλίωση των θέσεων αναγνώρισής του (NEB product 

manual). Επίσης το ενζυμο αυτό χρειάζεται 2 διαδοχικές αλληλουχίες αναγνώρισης 

για να τις κόψει αποδοτικά).

Δεδομένου ότι ξεκινήσαμε με το σωστό πλασμίδιο, ότι στο μετασχηματισμό των 

αγροβακτηρίων το αρνητικό κοντρόλ είναι σωστό, δοκιμάσαμε καινούριο ένζυμο το 

SacI.
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> Επαναληπτική πέψη με το περιοριστικό ένζυμο SacI για να ενισρυθεί ο 

ισχυρισμός του επιτυχούς ανασυνδυασμού.

Ladder SacI ladder SacI SacI

Εικόνα α2 Πέψη με SacI (0,5μΙ)

Φαίνεται ότι τα 2 τελευταία δείγματα μας δίνουν μόνο τη ζώνη του πλασμιδίου άρα 

δεν έγινε πέψη και το πρώτο δείγμα μια πολύ αχνή 1.500 bp και καθόλου 4.000 άρα 

όχι το επιθυμητό πρότυπο άρα όχι πέψη και ίσως να απαιτείται να επαναληφθεί η 

διαδικασία. Αυτό δε συνέβη όμως διότι ήταν απλά μια πέψη για ενίσχυση του ήδη 

πιστοποιημένου αποτελέσματος από την προηγούμενη πέψη.

Εν κατακλείδι, αφού και οι 2 περιπτώσεις πέψεων είναι αποδεκτές είτε λόγω 

εμφάνισης του προτύπου ζωνώσεων που αναμένεται είτε λόγω μη αναγκαιότητας της 

δεύτερης πέψης, μπορούμε να θεωρήσουμε πως ο ανασυνδυασμός είναι επιτυχής 

και άρα τα E.coli βακτήρια είναι κατάλληλα για χρήση σε μετασχηματισμό.
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> Λήψη εικόνων από στερεοσκόπιο με σκοπό να ελεγχθεί λεπτομερώς το 

ριζικό σύστημα και η εμφάνιση ή όχι του φαινοτύπου «κόκκινης ρίζας».

Εικόνα β1.2 Ρίζα μετασχηματισμένη με pubI πλασμίδιο και σμίκρυνσή της

2  m m

*»

Εικόνα β3 Φυτό με ρίζα μετασχηματισμένη με pX 11 πλασμίδιο

Τα αποτελέσματα που πήραμε όπως φαίνεται ξεκάθαρα στις εικόνες είναι παρόμοια 
τόσο για τα control μετασχηματισμένα φυτά με publ όσο και για τα 
μετασχηματισμένα με το p X 11 πλασμίδιο και σε καμία από τις δύο περιπτώσεις δεν 
εμφανίζεται κανένας χρωματισμός στις ανεπτυγμένες ρίζες.
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> PCR για έλεγχο πιστότητας των εκκινητών και εντοπισμό στο πλασμίδιο pX11:

Ladder 35S MjcDOPA5Gt BvDODAI CYP76AD1

Γ ια τον 35S εκκινητή πήραμε προϊόν ~ 500bp, για τον MjcDOPA5Gt αντίστοιχα ~1000bp καθώς και για τον 
BvDODAI ~500bp και τον CYP76AD1 ~100bp. Άρα, και οι 4 εκκινητές είναι κατάλληλοι για χρήση καθώς 
λειτουργούν και για τις 4 περιοχές που σχεδιάστηκαν και μετά από πέψη στο πλασμίδιο pX11 δίνουν τις 
αναμενόμενες ζώνες .

> Κάναμε PCRs με διαφορετικούς εκκινητές όπως φαίνονται παραπάνω και πήραμε τα 

αποτελέσματα που φαίνονται στην εικόνα ακριβώς κάτω ( gel 1% agarose/100ml) :

Α. Για τον εκκινητή 35S στα μετασχηματισμένα με pX 11 πλασμίδιο φυτά (είτε που λήφθηκαν από τρυβλίο 

ανάπτυξης είτε σε επόμενο αναπτυξιακό στάδιο/ φύτεμα) παίρνουμε την αναμενόμενη ζώνη ~500bp ενώ 

στα pubI φυτά (ομοίως σε ανάπτυξη σε τρυβλίο και φυτεμένα) όπως αναμένεται δεν έχουμε προϊόν:

Ladder + control p X 11 p X 11 pubI pubI
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Β. Για τον εκκινητή MjcDOPA5Gt ομοίως εμφανίζεται μπάντα ~1000bp μόνο στα φυτά που αναμένεται 

(μετασχηματισμένα με pX 11) και σε κανένα από τα κοντρόλ (+: σκέτο πλασμίδιο, - : φυτά χωρίς 

πλασμίδιο) :

p X 11 p X 11 p X 11 p X 11 pubI pubI +control -control -control ladder

Γ. Για τον εκκινητή CYP76AD1 επίσης τα αποτελέσματα επαληθεύονται αφού εμφανίζεται ζώνη ~100bp 

στα μετασχηματισμένα με pX 11 πλασμίδιο φυτά και όχι στα υπόλοιπα:

Ladder + control p X 11 p X 11 p X 11 pubI pubI pubI
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Δ. Τέλος, και για τον εκκινητή BvDODAI τα αποτελέσματα αντίστοιχα επαληθεύουν μόνο τα 

μετασχηματισμένα με pX 11 φυτά εμφανίζοντας μπάντα ~500bp και καμία μπάντα στα κοντρόλ φυτά:

p X 11 + control p X 11 p X 11 p X 11 pubI pubI pubI - control ladder

• Η θερμοκρασία για την PCR 35S + MjcDOPA5Gt ήταν 55 oC και για την PCR CYP76AD1 + 

BvDODAI ήταν 53ο C.

Και από τα τέσσερα πρότυπα γίνεται ταυτοποίηση του εντοπισμού του πλασμιδίου pX 11 στα 

μετασχηματισμένα φυτά καθώς ελέγχονται διάσπαρτες περιοχές του ( μέσω των τεσσάρων περιοχών που 

ενισχύονται) και άρα θεωρείται ότι έχει ενσωματωθεί το σύνολο του γενωμικού υλικού του πλασμιδίου.

> Στη συνέχεια ταυτοποιήσαμε την ύπαρξη DNA μετά από απομόνωση DNA από τις ρίζες και 

ηλεκτροφορήσαμε σε gel 1% agarose.

Αποτελέσματα γενετικού υλικού ριζών μετασχηματισμένων φυτών που φυτεύτηκαν :

Ladder pX11 pX11 pX11 pX11 pX11 pX11 pX11 pX11 pX11 pubI pubI pubI pubI

Αποτελέσματα γενετικού υλικού ριζών μολυσμένων που περιέχουν την κατασκευή pX11.
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Ladder p X 11 p X 11 p X 11 pubI

Αφού παρατηρείται ύπαρξη προϊόντος σε όλα τα δείγματα, επιβεβαιώνεται πως μέσω της διαδικασίας 

απομόνωσης του γενετικού υλικού είχαμε το αποτέλεσμα που περιμέναμε και άρα όλα τα δείγματα 

περιέχουν DNA και άρα η μη ύπαρξη ζώνης σε επόμενο στάδιο δε θα ευθύνεται στην απουσία γενετικού 

υλικού.

> Τέλος, κάναμε επαναληπτική PCR με 35S εκκινητές για να δούμε αν τα φυτά ήταν 

μετασχηματισμένα και τρέξαμε επίσης σε gel 1% agarose:

Αποτελέσματα γενετικού υλικού ριζών μετασχηματισμένων φυτών που φυτεύτηκαν :

Ladder pX11 pX11 pX11 pX11 pX11 px11 pX11 pX11 pX11 pubI pubI pubI pubI
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Αποτελέσματα γενετικού υλικού ριζών που ήταν μολυσμένα αλλά είχαν ανασυνδυαστεί με το πλασμίδιο.

Ladder + control - control pX11 pX11 pX11 pubI

Εδώ πιστοποιείται η ύπαρξη DNA στο γενετικό υλικό των δειγμάτων που είχαν 

απομονωθεί σε προηγούμενο στάδιο. Άρα, τα φυτά που μελετήθηκαν ήταν επιτυχώς 

ανασυνδυασμένα.

Ανακεφαλαιώνοντας, από το σύνολο των αποτελεσμάτων συμπεραίνουμε ότι όλες οι 

διαδικασίες ήταν επιτυχείς καθώς το πλασμίδιο μετασχημάτισε τα E.coli και 

πιθανότατα και τα A.rhizogenes βακτήρια αν και σε αυτά δεν κάναμε έλεγχο 

εντοπισμού του πλασμιδίου αλλά οι πέψεις στα ανασυνδυασμένα φυτά με pX11 ήταν 

οι αναμενόμενες. Συνεπώς ο μετασχηματισμός των βακτηρίων όσο και μετέπειτα των 

φυτών που μετασχηματίστηκαν με αυτά είναι επιτυχής αλλά παρόλα αυτά, ο 

φαινότυπος «κόκκινης ρίζας» δεν εμφανίστηκε.

7.ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Λόγω της μεγάλης οικονομικής σημασίας της παραγωγής βηταλαϊνών με 

παραδοσιακά μέσα από τις φυσικές τους πηγές, μια βιοτεχνολογική διαδικασία είναι 

πιο πιθανό να πετύχει με κυτταρικές σειρές ικανές να παράγονται υψηλά επίπεδα 

εκείνων των χρωστικών ουσιών που συσσωρεύονται μόνο σε χαμηλά επίπεδα σε 

ολόκληρο το φυτό. Επιπρόσθετα, η έκφραση των βηταλαϊνών σε ένα τόσο καλό 

φυτικό μοντέλο θα ισχυροποιήσει και άρα και όλα τα πλεονεκτήματα που 

προκύπτουν από το συγκεκριμένο βιοσυνθετικό μονοπάτι. Ειδικότερα, θα 

ισχυροποιηθούν οι αντιοξειδωτικές ιδιότητες και η δυνατότητα σάρωσης των ριζών 

για προστασία έναντι διαταραχών σχετιζόμενων με το οξειδωτικό στρες και μέσω της 

αύξησης των επιπέδων της L-Dopa θα υπάρχουν περισσότερα μόρια που μετά την 

απομόνωση τους θα είναι ικανά για αντιμετώπιση της ασθένειας του Parkinson.
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Επιπλέον, θα είναι εύκολα διαθέσιμες ουσίες που περιέρονται στις βηταλαίνες και 

επάγουν πιο στορευμένη καταπολέμηση φλεγμονής σε κυτταρικό επίπεδο και 

προστασία από αυτοάνοσα νοσήματα καθώς και άλλα μόρια που βοηθούν στη 

μείωση των επιπέδων LDL και την αύξηση της συγκέντρωσης διαφόρων 

μικροθρεπτικών και ποσότητων καλίου και μαγνησίου. Για αυτό και ρρήζει 

περαιτέρω έρευνας η ετερόλογη έκφραση του συγκεκριμένου βιοσυνθετικού 

μονοπατιού έκφρασης των βηταλαϊνών. Ένα καλό παράδειγμα αυτού θα ήταν η in 

vitro παραγωγή βηταλαϊνών ρρησιμοποιώντας φυτά του γένους L.japonicus που είναι 

ιδιαίτερα εύρρηστα λόγω του μικρού ρρόνους ανάπτυξης τους του εύκολου 

μετασρηματισμού τους και του ραμηλού κόστους επεξεργασίας τους. Μέσω της 

εφαρμογής των σρετικά απλών τερνικών που περιγράφηκαν, θα μπορούσε να 

προβλεφθεί, εκτός από το ρόλο τους ως ρρωστικές τροφίμων, η ρρησιμοποίηση των 

βηταλαϊνών ως μέσο για την εισαγωγή των απαραίτητων διαιτητικών αμινοξέων σε 

τρόφιμα. Παρόλα αυτά, παρατηρούμε πως αν και με κατάλληλες πλασμιδιακές 

κατασκευές εισήρθησαν τα γονίδια στις ρίζες του φυτού L.japonicus , τα φυτά δεν 

εμφάνισαν τον επιθυμητό φαινότυπο «κόκκινης ρίζας». Όσον αφορά το 

μετασρηματισμό οι αντιδράσεις αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης που 

πραγματοποιήθηκαν πιστοποιούν πως είναι επιτυρής αλλά παρά το γεγονός αυτό 

δεν παρατηρείται φαινοτυπική έκφραση.

Όπως προκύπτει από τα παραπάνω, η αδυναμία εμφάνισης του φαινοτύπου 

«κόκκινη ρίζα» στα φυτά L.japonicus δε σρετίζεται με μη πραγματοποίηση του 

μετασρηματισμού αλλά θα έπρεπε να λάβουμε υπόψη άλλες παραμέτρους. Κατά 

κύριο λόγο θα πρέπει σε μελλοντικές μελέτες πριν από οτιδήποτε άλλη παράμετρο 

να εξεταστεί η καταλληλότητα του γενικού εκκινητή 35S καθώς εκ των υστέρων 

παρατηρήθηκε σε πολλές βιβλιογραφικές αναφορές πως λειτουργεί σωστά στα 

περισσότερα φυτικά είδη και κυρίως στο πειραματικό μοντέλο A.thaliana αλλά όρι 

στα ψυρανθή όπως το L.japonicus. Ένας καλός αντικαταστάτης θα μπορούσε να 

είναι ο ιδιοσύστατος υποκινητής ουβικουιτίνης του L.japonicus και ρρήζει να ελεγρθεί 

κατά την ετερόλογη έκφραση του βιοσυνθετικού μονοπατιού των βηταλαϊνών . 

Παραδείγματος ράρη, ίσως η κατασκευή του πλασμιδίου να μην είναι κατάλληλη για 

έκφραση στο συγκεκριμένο τύπου φυτού και για αυτό σε επόμενα πειράματα θα 

βοηθούσε να ελεγρθεί περαιτέρω ώστε σε μετα-μεταφραστικό επίπεδο ώστε να μην 

παρεμποδίζεται η εμφάνιση του φαινοτύπου μέσω πρωτεϊνών διαφορετικών 

ανάμεσα στα φυτικά είδη. Ακόμη, η παρουσία ενζύμων που συμμετέρουν στη 

βιοσύνθεση των βηταλαϊνών όσο και καταβολικών ενζύμων θα βοηθούσε να ελεγρθεί 

πριν πιθανή επανάληψη. Επιπρόσθετα, κάτι ανάλογο θα μπορούσε να γίνει και σε
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μεταγραφικό επίπεδο μέσω εντοπισμού και σύγκρισης των διαφορετικών 

μεταγραφικών παραγόντων κάθε είδους ώστε να υπάρχουν οι κατάλληλοι για το 

συγκεκριμένο φυτικό στέλεχος και όχι για άλλα φυτά που δοκιμάστηκε και άλλες 

μελέτες. Έτσι, θα ήταν πολύ χρήσιμο το πλασμίδιο που θα εισαχθεί σε επόμενες 

μελέτες να έχει υποκινητές γονιδίων που δουλεύουν σταθερά στο L.japonicus . 

Επιπλέον, αξίζει να μελετηθεί και ο υποκυτταρικός εντοπισμός πρωτεϊνών που φέρει 

το πλασμίδιο και να εντοπιστεί ή όχι η ύπαρξη τους σε κυτταρικό επίπεδο και όχι 

απλά να πιστοποιηθεί η πιστότητα του μετασχηματισμού και ο εντοπισμός της 

γενετικής πληροφορίας καθώς και η μη εμφάνιση του φαινοτύπου «κόκκινη ρίζα». 

Τέλος, στην συγκεκριμένη περίπτωση, παρατηρήθηκαν αρκετές μολύνσεις σε ριζικό 

επίπεδο και σημαντικό θα ήταν πριν οποιαδήποτε άλλη ενέργεια να επαναληφθεί 

περισσότερες φορές από ότι ήδη έγινε η διαδικασία όπως έχει σχεδιαστεί ώστε να 

σιγουρευτούμε πως η έκφραση του φαινοτύπου δεν καταστέλλεται λόγω αλλοίωσης 

των ριζικών ιστών που μετασχηματίστηκαν.

Καταλήγοντας, αξίζει να τονιστεί πως η έκφραση του πλασμιδίου pX 11 που 

επάγει τη σύνθεση βηταλαϊνών είναι ιδιαίτερης σημασίας για τους λόγους που 

περιγράφηκαν και παραπάνω. Ειδικά σε ένα φυτό- μοντέλο με τα χαρακτηριστικά του 

L.japonicus δε θα έπρεπε η πειραματική διεργασία να σταματήσει εδώ αλλά να 

συνεχιστεί μέχρις ότου να υπάρξουν περισσότερα και πιο αξιόπιστα αποτελέσματα.
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