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H mopovoa dumthopatikny epyacio ekmovidnke oto gpyactipo Moprokng BloAoyiag kot
Fovidiopatikig tov Tpuqpotog Bloymueiog kot Broteyvoloyiog tov [Mavemompiov Oeccariog, vnd

v enifreyn tov Avarinpot Kabnynt Mopukng Bioioyiag Kovotavtivov Matbidroviov.

Tpweing Emponn

MoatOwmovroc KoveTovtivog

AvamAnpotg kanynme Mopuokng BioAoyiog tov tpupatog Blioynueiog kot Bloteyvoloyiag tov

[Mavemotpiov Oeccoriog

20p0Qio0v Ocoroyia

Aéktopag Mopuwkng Tevetkng Zowov Opyavicpuov tov  tuqpotoc  Buoynpeiog ko

Buotgyvoroyiag tov [avemommpiov Oecoariog

AVYOVGTIVOC AVTIOVNC

Awdokwv ITA407 tov Tunpatog Bloynueiog kot Bioteyvoroyiag tov [avemomuiov ®scoaiiog
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Evyopiotics

®a 10Bera va eKEPAcH TIG evyaploTieg pov mpog tov K. Kovotavtivo Moatbidmoviro, yio v
EUMIGTOGVVT OV £0€1E€E TTPOG TO TPOGMTO LOV KoL TNV avABEST 0VTNG TNG SIMAMUOTIKNG EPYACTNG,
™ PonBeta ko v kaBodrynon kad’ AN TN SIPKE TNG EKTOVIGEMG TG, TIS CLUPOVAEG, TV
vroompign kabmg Kot v €06TOYN TAVTOTE EMGNHOVON TV Aad®dv pov. Akoun, Ba nBsia va
EKQPPACH TNV ELVYVOUOGUVI] HOV, YOl TN UETAAOUTAOELOT TV YVAOGEMY TOV, TOV TPOTOV CKEYNG
TOV, GAAG KOL TNV QYT KOt TO EVOLOPEPOV TOV TTOV OV LETEOMGE AMAOYEPOL.

Emiong, éva peydro evyopiot® Ba Nbeha va amevbive otnv voymelo 0100KTopd K.
Mopia-EAévn T'pnyopiov, ywo v moldtyun kot avektipnm Ponbeid g kot v qayoyn
ouvepyasio Hog Kol oty voynewo dwaktopa K. ‘Een Zaypn, yio tic moAvTineg cuPovAég kot
YVAOGELS TOL OV UETEOWMCE.

Téhoc, evyaplot® mOAD TIg petamtvylokés orrftplieg Bdow Ilamakpifov, [Mavayunto
Kookvidtn kot t1g mpomruyloakés @ortntpleg K. XpvodvOn AleCavopn kot K. Avootacio
Maovovon, Yo TNV apUOVIKY] cuvOTOPEN HEGO GTO EPYACTIPIO KOl YloL TO €VYAPIGTO KOl OIAMKO

KMo TO 07010 EMIKPATEL GTO YDPO AVTO.
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1. EIXAT'OQI'H

1.1 To prpoocwuixé RNA

To ppolovouxieixd o&H, omaadn to RNA, eivor pio amd 11g dvo Kotnydpleg TtV
TOAVUEPDV VOUKAETKOV 0EEMV GTO KOTTOPO. ATTOTEAEITAL OO LLOVOUEPT) VOVKAEO TS TTOV TTailovV
ONUOVTIKO pOAO GTIC SOIKAGIEG TNG HETAYPAPNG Kat TG petdopacns tov DNA oe mpoteivikd
poiovta. Ta mpoidvTa TG HETAYPOUPTS, ONANOT TN LETAPOPES TNG YEVETIKNG TANPOPOPIag amrd TO
DNA oe RNA, civar to mMRNA (messenger RNA: ayyeiiopdpo RNA), 1o omoio petagépet ™
YEVETIKT TANPOQOPIO, Y10, TV TOPAY®YN HOG TOATENTIOKNG aAvoidag, To tRNA (transfer RNA:
petapopikd RNA), 1o omoio petapépel apvoééa o€ Lo ETEKTEVOUEVT TOAVTERTIOKY aAVGidN
oto. pipocoduata Tov kuttapov, To SNRNA (small nuclear RNA: pikpd mopnvikdé RNA), to onoio
ovvdEeTan e E01KEG TpmTEiveG oynuatiCovtog pipovovkieonpmteivikd coumiéypato (SNRNP) mov
ovppeTEYOLY oTn Oldkacio paticpatog tov RNA ota evkapvotikd KOTTOpa, TO KOTAAVTIKO
RNA 1 ppoloun (Thomas R. Cech and Sidney Altman, 1989), 1o omoio €yet v wavotnta vo
KOTOADEL YNUIKES avTIOPACELS OV AouBavouy ydpo oto kbttapo katl téAoc to FRNA (ribosomal
RNA: pipocouikd RNA), 1o omoio cuvdéeton e mpwteiveg kot oynuatiletol To pipocmpa.

Ta pocoukd yovidww (ekt0¢ TV yovidiov mov kwowomowvy 1o 5SS rRNA), eivat
EYKOTESTNUEVO. GTOV TVPMNVIOKO TOL Tupnva. A0y® TG HeYOANG onuociog Tovg Katd TNV
TPOTEIVOGUVOESN, TOL YOVIOlo avTd HETAYPAPOVTOL He TOAD Yopyoug puBuovs. IMa v dueon
avTOmOKPIon ota VYAl enimeda petaypapng FRNA, ta evkapvotikd KotTopa otebétovy TOAAL
EMOVOAUUPOVOLEVO AVTTYPOQO OLTOV TOV YOVISI®V, TO OTTO1l0 VAL OPYAVOUEVO GE LETOYPOUPIKEG
novadeg ko Ppickovrar oty mepoyn opyavoth tov wupnvickov (NOR: Nucleolus Organizer
Region) o¢ éva N meprocdtepa ypouocmpoto (Cheryl Prokopowich et al. 2002). Xta svkapomtikd
KOTTOpa 0 apBRdS TV avtypaemv kopaivetatr and 100 péypt 2000, eved ota TPOKAPLOTIKA OTd
éva péxpt 15 avtiypaga ta omoio opyavavovton og évo omepovio (Klappenbach and Saxman,
2001).

To rRNA omotelei 1o 80-85% t0ov cuvolikod RNA evog kuttapov (Paule MR and Lofquist
AK, 1996) kot ta dweopetikd rRNA dwywpilovior petald tovg amd v toyvtnta kabilnong
toug (S: Svedberg: povado pétpnong g toxdttog kabilnong). Kdébe petaypagikn povado
nepLE el aAANAovyiec mov kmowomoovy Yo to 18S, 5,8S kou 28S rRNA. Ot adinAovyieg avtég
daywpilovtor peta&d tovg amd Vo eocwTEPIKA petaypapdueva dwotiuata (ITS: Internal

Transcribed Spacer) ITS1 kot ITS2. Avodwké tov 18S Bpioketon €va e&mTepikd UETAYPOPOUEVO
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dwdotnuo (ETS: External Transcribed Spacer), o onoio mepiéyel TANPOQOPieEG TOL ATOTOVVTOL Y10
mv ocwot) enefepyacio tov FRNA (Wouter Musters et al. 1990). Ot petaypa@ikég povadeg
dwywpifovior and to ToAvapOua aviiypaea toug amd &va un petaypoeopevo ddotnua (NTS:
Non Transcribed Spacer), to omoio ovopdaletar kot dtayovidioko dwdotnuo (IGS: InterGenic
Spacer). Avt 1 meployn TEPLEYEL emavolapPavopeveg aAlniovyieg, ot omoieg AEITOLPYOVV MG

VIOKIVITNG Ko ¢ EVioyvTég TG petaypaens (J. J. Gillespie et al. 2006) (Eikova 1.1).

Ewova 1.1: Zynuotixi arxetkovion e opyavwons twv UeTaypopikdy povadwy tov TDNA.

H mporteivoohvOeon etvar pio amd 11c mo OepeAiddelg dpactnploTTeg OTIC OMOoieg
OLUUETEYEL KO KaTEYEL KOPLO poAo To TRNA kot n omoia de&ayeton and ta prpocopota. Ta
pocopata eivor peydio cvopmiéypoata mov omotedovvion amd RNA kol mpoteiveg kot 1M
KOVOTNTO, TOVG VoL KATaAbowy v Tpwteivooivieon oeeiletor oto RNA (Smit and Widmann,
2007). TTo ovykekpyéva amoTeA0VVTOL amd VO VITOUOVASES, OOV N KAOe pio amoteleiton amd
rRNA xo1 mpoteives. H peyddn pifocouik’y vTopovado Tov eukapumtodv mepiapfPavel tpio
rRNA: 28S (>4000 vovxAeotiow), 5,8S (160 vovxdeotida), 5SS (120 vovkieotiow), kabmg kot S0
TPWOTEIVEG, EVD TOV TPoKupLOT®V TepthauPavel dvo rRNA: 23S (2900 vovkAeotidwr), 5S (120
voukAeotidln), kabmg kot 30 mepimov mpwteiveg. H pikpn pifocouikr] vropovado Ttov
evkapvoT®Vv mepthappdvel o 18S rRNA (1900 vovkieotidwn), kabmg kot 30 mepimov npwreivec,
EVO TOV TPOoKapLOTOV TephapPdvel To 16S (1540 vovkeotiowr) kon mepinov 20 mpwteivec. To 5S
rRNA xatéyet onpovtikd poAo ot doun g LeyOAns ptBocmUKNG VIO LOVADIS TMV EVKOPLOTAOV,
g dev Kmdkomoteital otov mupnvicko 6mwe ta vroAowte FTRNA (Ciganda and Williams, 2011)
(Ewova 1.2). Emiong, vmapyer kor 1o 16S (1540 vouvkAeotidn) kot 1o 12S rRNA (900
VOUKAEOTIOW) 7OV avTICTOYOVV otV UHEYEAN kol pikpY] PBOCOUIKY  LTOUOVASO TMOV
wtoyovoplok®v RNA tov orovdviotomv (Van Etten, Walberg and Clayton, 1980). To rRNA tov
YAOPOTAACTMOV KOl T®V HTOYXOVOPimV Holdlel TEPIGGATEPO UE OVTO TOV TPOKAPLMOTMV, TOPU LE

Tov gukapvotov (Evrard, Kuntz and Weil, 1990).

10
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Ewova 1.2: Zynuotiky ametkovion g UeyaIng KoL e LKPHS PifocmuIkig DTOUOVAIOS TWV TPOKOPDWTHOV
KO TV EDKOPODTDV.

1.2 H ypnowotnra too rRNA

1.2.1 Y11 @UAOYEVETIKN GVAALGT

H poploxn guioyevetikny avdivon sivor 1 ¥pnon HOKPOUOPIOK®Y OAANAOLYLOV Yol TV
avadouUNon TV eEEAMKTIKOV GYEGEMV OVAUESH GTOLG OpYyavicpovc. To péyeBoc g dtapopdg
petacd opodroywv DNA, RNA, 1 TpoTeivik®v oaAAAOLYIOV GE SOPOPETIKOVS OPYOVIGLOVG
YPNOWOTOLEITOL (O KPLTHPLO Y1 TO TOGO avToi 01 0pyavicpoi amokAivouy petald tovg. Ta frpata
LLOG LOPLOKNG QLUAOYEVETIKNG avalvong givat: 1) amdpacn Tt opyaviouds / ariniovyia / yovidio /
nepoyn Oa e€etaotel, 2) kabopopog TV OAANAOLYIOV TEWPOUATIKA, 3) ovayvapion Tov
OHOAOY®OV KOTAAOIT®V Kat 4) GOYKPLOoT TOV 0AANAOVYIGV Yo kabopiopud tov oyécewv (James W.
Brown, NC State University).

H ovykpion tov rRNA aAlndovyidv etvar éva modd oyvpd epyoreio yuo v eaymyn
CUUTEPOUCUATMV GYETIKA LE TN PLAOYEVETIKN KOl eEEMKTIKY oxéomn avapesa o€ Paktnpla, apyoio
KOl ELKAPLOTIKOVG opyavicpovg (Weisburg et al. 1991). Ta didpopa rRNA £yovv Kot S10popETIKA
euAoyevetikd oeédn (Jorgenson and Cluster, 1988). Ta 18S xot 28S rRNA avantdccovrot

OXETIKA 0Pyl Kol €ivor ypnowo otnv  Kotevbuvon eupév  QLAOYEVETIKOV LroBEcemV

11
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neprAappavovtog évo gupbd medio opyavioumv (Bruns et al. 1991; Cullings 1994; Maidak et al.
1997). To ecmtepwd petaypaedpuevo ddotnua (ITS) avarntocoetar oyetikd ypryopa kot pmopel
va givar xpnopo otov kabopiopd petaé&d ewdmv (Cullings et al. 1996; Vogler and Bruns, 1998) kot
LEPIKES POPEC OTIC oYéoelg péoa oto Yévog (Baura et al. 1992). To dwayovidiaxd didotnua (1GS),
pio un K®OKN mEPLOYT], OVATTOGGETAL G £V KOTAAANAO pLOUO yio mAnbvcaxés peréteg (Appel
and Gordon, 1996). To 5,8S rRNA ovamtdooetar oyetikd opyd kar Eoutiag g 0éong tov
avdpecso oto ITS, ypnoomnoteiton yevikd g gpyodreio svbuypaupiong. I[Hopdia avtd avti 1
neployn eaivetat vo meptéyel afloonueioteg puioyevetikég mAnpogopieg (Hershkovitz and Lewis,
1996).

H avéivon tov 16S rRNA eivar o o) ko cuvnoispévn uébodog yo v avayvaopion
wkpoopyavioudv (Bavykin et al. 2004). H ypnon avtod tov rRNA givor cuyvd 1 kaAdtepn
EMAOYY], H10TL glvar TapOV o OAA T KOTTOPA (TPOKAPLOTMV, HTOYXOVOPI®MV KOl YA®POTAAGTAOV),
&xel akpPmg v 1010 Aertovpyia e OAM Ta KVOTTOPQ, 1) GAANAOLYIO Kol 1] OOUN TOL £YOLV
ocvvtnpnOei apketd Ko givar edkoA0 va arAnrovynOel, dabétel Teployég mov avoanTOoGOVTAL OPYd
Kol GAAeg ypnyopo kol TEAOG givor apketd peydio (~1500 vovkieotidwn) yioo TANPOPOPLOKOVG
okomo¥¢ (Janda and Abbott, 2007). H acvuvibiot ot cvviipnon tov rRNA pmopei va pavei og

QVTA TO TUALLOTO TOV 0KOAOLOLDV 0o S10po peTIKOVS 0pyaviouovg (Eikdva 1.3).

Human GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT
ATATTAAAGTTGCTGCAGTTAAAAAG

Yeast GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT
ATATTAAAGTTGTTGCAGTTAAAAAG

Corn GTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT
ATATTTAAGTTGTTGCAGTTAAAAAG

E. coli GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCG
TTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG

Anacystis GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGGAGAGGCAAGCG

nidulans TTATCCGGAATTATTGGGCGTAAAGCG

Thermotoga GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGGGCAAGCG

maratima TTACCCGGATTTACTGGGCGTAAAGGG

Methanococcu | GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACCGACGGCCCGAGTG

s vannielii GTAGCCACTCTTATTGGGCCTAAAGCG

Thermococcus | GTGGCAGCCGCCGCGGTAATACCGGCGGCCCGAGTG

celer GTGGCCGCTATTATTGGGCCTAAAGCG

Sulfolobus GTGTCAGCCGCCGCGGTAATACCAGCTCCGCGAGTGG

sulfotaricus TCGGGGTGATTACTGGGCCTAAAGCG

Ewova 1.3: Azeixcovion quijpazog e allnlovyiag tov 16S rRNA oe drapopetikods opyoviauois.

To 16S rRNA, 10 Mo cuvnOicpévo yia puioyevetikn avdivon, pali pe to 23S rRNA éyouvv

YPNOWOTOMOEL Y10 TNV OTOGUPNVIOT] TOV QLAOYEVETIKMV GYECEMV AVAUEGH GE TOALA PakTipla

12
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1.2.2 Y1nv avoyveopien Kol GVOKIADW VEOV HIKPOOPY VLG LMDV

Ot Khookég péBodot yuo v avoyvopiorn Bakmmpiov eivarl Baciopéveg o€ YopaKTNPIoTIKA
TOL TOPOTNPOVVTOL GE YVMOOTA €101 UE OVAUEVOUEVES PLOYNIIKES KOl PUOIKEG 1010TNTEG KATM OO
euvoikég ouvOnkeg avantuéne. Otav kool pukpoopyavicpoi tapovstdloviot pe acvvidietoug
(QOVOTOTIOVG, 1 EUTIGTOGUVI] GTO POVOTLTO UTOPEl Vo OEGUEVTEL Yoo TNV OKPPNS avayvdpion
(Petti C.A. and Polage C.R., 2005). H avayvdpion pécm yovidtakng oAiniodylong eivat
TEPIOCOTEPO OVTIKEWEVIKY, 0V amattel €uvoikég cvvOnkeg avamtuéng n akdpa kot {owvtavd
HIKPOOPYOVIGHO, Kol Exel TV mpootifépevn wavotnto va kabopilel tasvopkég oyéoelg petald
Bakxtnpiov (Barth Reller and Melvin P. Weinstein, 2007).

Mio amd TIg Mo EAKVLOTIKEG OLVATOTNTEG TNG YPNONG TOV TANPOPOPLOV 7OV Oivel M
aAindovyia Tov 16S rRNA, givar 6Tt e€ac@alilel TV avayvdpion Tov YEVoug Kot Tov €100V yia
Baktplo otol ooio dEV LILAPYEL EVA AVAYVOPIGUEVO BLOYMUIKO TPOPIA Kol Yoo GTEAEY T OTTOln
givor omavia cvvoedepéva pe avbpomivec poivouatikég vocovg (Janda and Abbott, 2007
Drancourt and Bollet, 2000). T'ia v oavayvopion Boaktmpiov, to 16S rRNA eivar botépmg
ONUOVTIKO, otnv Tepintwon Tov Pokmmpiov pe acuvifioto QovoTumikd TPOEIA, GTAVI®V
Bakpiov, apyd avartvcocouevov Baxtnpiov kot fakmmpiov addvatov va kaAiiepynbovv (tpog
10 mapov). Exer eacparicel, Oyt HOVO TIG YVOGES YOO TNV OITIOAOYIO TOV HOAVCUOTIK®OV
acBevelwv, oAAG emiong Ponbder tovg YTPOLE OTNV EMAOYN OVTIPOTIKOV KOl GTO Vo
Tpocdlopicovy T ddpkela ™G Bepameiag. AKOun, pe ™ xpnomn tov £xovv avoakailvedel 215 véa
gion Paxmpiov amd avOpomva deiypoto ta televtaio ypoévia (Woo PC and Lau SK, 2008)
(Exova 1.4).

Ewoéva 1.4: Zynuanxn arxeixovion wov 16S rRNA v foxtnpiov.

Opowa pe ta Paxtpie, KAOGCIK] TOVTOTOINGT TOV HLUKNTOV omottel Poynuikd €6t Kot
gumelpio. oTNV  OvVAYVAOPION NG HOPEOAOYIOG TV  OVOTOPAYOYIKOV OOUDV T®V  HUKNTOV

LLOKPOGKOTIKA Kot pkpookomikd. H avayvdpion 1 tovtomoinon pécw yovidlokng oAANA0DyIong

13
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dgv amartel PLOGIHUOVE OPYAVIGHOVG 1 GYNUOTICHO oTopiwV, KoOIoTOVTOG £TC1 tkavi| pia ypryopn
duryvaon (Barh Reller and Melvin P. Weinstein, 2007). Ta yovidia g meproyng tov IDNA, mov
ATOTEAOVY EVVOTKOVG GTOYOVG Y10 TV OVOYVOPLIoT] LUKNTOV, EVOL TOL ECOTEPIKE LETOYPAPOUEVA.
dwothuota (ITS1, ITS2), ta onoia &xovv amoderytel ypriowa yio Ty Towtomoinon tov Candida,
Cryptococcus, Trichosporon (Chen YC and Eisner JD, 2000; Ciardo DE and Schir G, 2006) kot
€idn tov Aspergillus, zygomycetes, dematiaceous molds kat GAA®V 10TPIKA GYETIKOV HOKNTOV
(lwen PC and Hinrichs SH, 2002; Schwarz P and Bretagne S, 2006). Eniong, ot aAAniovyieg touvg
YPNOOTOMONKOV Yoo TV aviyvevon Kot T 01akpion tov Fusarium spp., vrevbvvov yio OTTIKES
noivvoelg (Oecbsler and Feilmeier, 2009). Iopoio avtd Opwmg, ot mepoyés ITS éyovv
TEPLOPICUOVS KO EVOAAOKTIKA YOVidle oTOYO0l €lvol amoapoitnto oIV ovayvaoplon itepov
yevav, ommg eivor ot D1 kot D2 emikpareieg tov 28S rRNA (Hall L and Wohlfiel S, 2004) (Ewxéva
1.5).

Ewova 1.5: Zynuonixy ametovion s douns tov IDNA twv pokitov.

1.3 To rRNA ota évroua

1.3.1 H éwdoracn tov 28S rRNA ota évrona

To xuTTOPOTAAGHATIKO PPOCOUO TOV EVKAPVOTIKOV KLTTAp®V TeplEyel téooepo RNA
uopta, 28S, 188, 5,8S kot 5S rRNA. H éxtaon g kodikng meptoync tov IRNA (rDNA) givar and
4000 vovkAeoTidlo 0g HEPIKOVS HOVOKVTTAPOLS Opyavicpovg puéxpt 5000 vovkieotidio otov
avOpomo (Loening et al. 1968; Ishikawa et al. 1977). To 28S rRNA 1oV &viopmv Kol ToAA®V
ALV TPOTOGTO®V YopakTnpileTar amd T0 d®PIGUO TOV G€ dVO 1ooueYENELS VTOUOVADES, o
(1900 vovkheotidwa) kot B (2000 vovkAeotiown) (Winnebeck et al. 2010), kéto and cuvOnkeg
armodwdraéng (Ishikawa and Newburgh, 1972). Avtég ot dV0 vmopovadeg givar cLVOEdEUEVES
peta&l Tovg He 0EGLOVG VOPOYOVOL GTIG TEPLOYESG KOVTH GTO oNEio amokomne, To omoio Ppioketal
oto péco tov 28S rRNA. To cuykekpipévo avtd onpeio amokomg, o omoio amokoieitan « hidden
break », et emiong Ppebei oto 23S rRNA tov yropomractdv tov eutdv (Kossel and Natt,
1985), aA)ld og kavéva 28S rRNA tov devtepootoumy (Fujiwara and Ishikawa, 1986).
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Yy péhoca A. mellifera to rRNA mpo@il g pavépwoe pia pov rRNA kopven avti yo
V0 kaBapég Kopueég mov avapévovtot yio to dvo peydio rRNA gion, 18S o 28S. TIpotabnke
étol 6T pio povi kopven rRNA givar kowd epgavioun oto RNA tov evidpmv kot mbavotata
dgvV avamoploTd amoddTosn, Topoia oVTd OU®MG dEV LITAPYEL o EERYNON YU AVTO TO PAIVOUEVO
(Eixova 1.6A4). Evéogépov mapatnpnonke otav to deiypata dev amodiatdocoviay pe Bepudtnra,
P 10 Sy ®Popd, epeaviCoviav ot 6vo avapevopeveg 18S kot 28S rRNA kopvpéc (Eikova
1.6B). ®aiveton emopévag Tog 1 Beppomta petarrdost To 28S rRNA og 600 xoppdtia (o kot B),
T omoio cvykpatovvtol pe to 18S rRNA khdopa (Winnebeck et al. 2010).

Ewova 1.6A: Awaypoppotixi omcikévion tov FRNA mpogil. g A. mellifera.

Ewova 1.6B: Jioypouuomixii areicévion tov rRNA mpopil me A. mellifera.
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O unyovicpdc ewoaymyne tov hidden break, pio diokomq Tov EOGEOSIEGTEPIKOD dEGUOD
ovykekpipéva oto 28S rRNA tov mpotooctopumv, €xet pelemBel oe moAhd évtoupa. ITo
OVLYKEKPIUEVO 0TO AEMOOTTEPO, BOMbYX mori, petd amd avalvon €xel mpotabel 6Tt pia éktaon 30
VOUKAEOTIOIOV amoKOTTETAL OO TO péco ™G meployng tov 28S rRNA kot yevvaton to hidden
break (Fujiwara and Ishikawa, 1986). To péyeboc g éktacng mov apotpsitol ToKilel avapeso e
dapopetikd évropa, 0nwg ot Sciara coprophila 19 vovkieotidwo (Delanversin et al. 1983) kot
ot Drosophila melanogaster 60 vovkAeotiow (Ware and Renkawitz, 1985). 'Exet mpotabei 0tt pia
aAAnlovyia eatpetikd TAovola oe adevivn kot ovpokiin (AU — rich), n omoia mepthappavel v
ek UAAU meployn kan oymuotiCer pion Ond, umopel va givar €va onua yio Ty €100y®Yy1 TOL
hidden break.

O\a ta évtopa eaivetal vo Exouvv To 600 koppdtio Tov 28S rRNA, emopévamg kot to hidden
break, kot ektég amd TV KAGON TOV EVIOUOV QOIVETOL VO, VITAPYOLY Oyl HOVO Kol o€ GAlO
apBpoémoda, oAl kKot o€ TOAG GAAa mpotootoo (Ishikawa et al. 1977). Me peydin ékminén
avVOKOADPONKOY Kol 6€ apkeTd 101 TpOKTIKOV, OnAooTtikd, otn NOTo ALEPIKN TOV OVIIKOVV GTO
vévoc Ctenomys (Melen et al. 1999). And 1o éviopa ota pova mov dev £xel Ppebel avtodg o
draympiopdc tov 28S rRNA eivar o1 agideg (Shine and Dalgarno, 1973). Zoykpion aAAnAovyidv
TPOTEIVEL 0TI, GE AVTIOWOTOAN e avtd mov Ppétnkav oto RNA dAAwv evtopwv, pio Onid mov
oynpotiletoan oe avt) v mepoy tov IDNA tov agidov dev eivor mAovolwo oe adevivi kot
ovpoakiin (AU — rich). Oy pévo n 6niié tov rRNA tov aeidmv dev dabéter tnv UAAU meployn,
N omoio pmopel vo givol évo ofua yoo Ty gloaymyn tov hidden break, aldd m cvykekpuévn
neployn potdletl pe to 28S rRNA twv devtepootoimv, Tov dev mepiéyovv to hidden break (Ogino
and Fujiwara, 1990).

1.3.2 Perpounctodetd ororyeio Srokomtovyv 1o rDNA TV evTopmv

H gukapvotikn moAvyovidiakr owkoyévela Tov TRNA (rDNA) givatl yevikd cuykpotnuévn
o€ UEPIKEG EKOTOVTAOEG UEXPL UEPIKES YUMAdEG avTiypo@o G€ EMAVUAALUPOVOUEVES LOVADES
TOPATAYUEVEG GTN GEPA o€ £val 1] TEPLEGOTEPQ YpOHocOUaTe. Mio omd TIG MO KOWEG autieg g
nowthopopeiog tov IDNA eivar 1o péyebog tov daryovidtakov dwotiuotog (IGS). Mia devtepn
attio g mowlopopeiog g éktacns tov IDNA sivon | mapépPaon ota 28S procmpikd yovioto
and dvo TOToVg oAANLoV DY £vOeoTG, 01 0ToiEg ExovV pedetnBel pe Aemtouépeia otnv Drosophila
melanogaster kot oto Aemdontepo Bombyx mori (Jackubczak et al. 1990; 1991). O tomog | (R1)
etvar otoryela, ta omoia £xovv e16éABeL axpimg oty 1o B€om oto 28S yovidio Twv dVo 0MV Kot

TPOKOAODV TOVOLOIOTVTTOVS SIMANGIAGHOVG GE atoyevpévn 0éom. O tomog Il (R2) eivon otoyyeia,
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T omoio £xovv avagepOet va eitvar Atydtepo dadedopéva Kot dtakdmtovv to 28S yovidlo oty idwo
0éon ka1 ota dvo €idn, 75 vouvkieotidwn ovodkd omd To otolyeion Tov TOMOV |, aAAG ywpig

dumhaclacpovg otn 0éon eloaymyng tovg (Bigot and Lutcher, 1992) (Ewova 1.7).

type-|| type-|
site site

e >

585 283 H o 185
[

Ewoéva 1.7: Zynuanxn arcixovion twv RI kot R2
oTOLYELOV.

Metabetd otoryeio vdpyovv mbavmdg oto yovidiopo kabe evkapvwt (Berg and Howe,
1989). Avépeca otovg mo deBovovg TOTMOVE aVTOV TV GTolElmV givor ta peTpopeTodeTd
otolyeia, ta omoion OTMG Kot Ot peTpoloi petakivovvtar oto evoldueco evog RNA (Boeke and
Corces, 1989). Ta petpopetodetd otoryeio pmopodv va ympltotobyv ce dVo peyarec tacelg (Xiong
et al. 1988; 1990). H pia ta&n eival idio pe TOVG PETPOIOVG Ol OMOIOL EUTEPIEYOVV UAKPLO
emavarapupavouevo dikpo (LTRS), kot K®S1KOTO100V TPOTEIVEG TOV £YO0VV OUOL0L AUIVOEEN LUE QVTA
TOV PETPOI®V. XN 0evTeEPN TAEN, Ta peTpopeTadetd otoryeio mov dev Eyovv LTRS, amovoialet
0TO10GONTTOTE TOHTOG EMAVOLAUPAVOUEVOV AKPOV KOL £YOVV LUKPOTEPO EMIMEON OUOIOV AUIVOEEWV
ue owtd tov petpoidv. Ta R1 kot R2 (rponyovuévac emmdnkay o¢ tonog etcoywyng | kau 1)
etvar un LTR petpopetadetd otoryeia, ta omoia Bpickovion o emakpiPeic BEcel 010 KAAGHO TOV
28S rRNA. H napovoia gite Tov R1 gite Tov R2 pali pe to rDNA, 1o anevepyomotei (Jamrich and
Miller, 1984; Kidd and Glover, 1981). Mévo pepikd avtiypoago tov R1 kot R2 givar tomobetnuéva
ekto¢ Tov IDNA kot mapovstalovor un Asttovpywa (Roiha et al. 1981; Browne and Read, 1984;
Xiong and Burke, 1988). Eeympiotd avtiypaga tov R1 kot R2 £xovv 1o id10 37 dkpo, aAld pumopel
va. €govv koAoBo 5 dkpo, pio WiaitepdTNTA TOL €lvon Kown o€ dAla un LTR petpopetadetd
ototyeior (Dawid and Rebbert, 1981; Kerrebrock et al. 1989). H mapovoia evog R2 ototygiov og
éva 28S yovido pmopel vo avaoteilel v ékppoon evog R1 otoyeiov (Ye and Pérez-Gonzalez,
2005).

1.3.3 To IGS ota éviouna

Yopeova pe 6co £xovv TpoavaeepHel, AOY® NG CTNUAVTIKOTNTAS TOV PROCOUATOV 0N
obvleon TV TPOTEIVOV, otV AOENCT TOL KLTTAPOL Kol GTNV AVATTLEN TOV OPYOVIGHOD, TO

pocopkd yovidw yperdlovtal Vo HETAYPAPOVIOL G€ TOAD LVYNA0VS puBuovs. Ztnv emitevén
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ALTAOV TOV VYNADV EMMESOV PETOYPUPNS TOV PBOCOMUK®OV YOVIdimV, onuaviikd poro @aivetan
va dadpopatiCel n doun tov drayovidtakov dractipatog (IGS). H éktaom tov IGS kvpaiveton and
2 kb otic {opeg péypt 21 kb oto Onlaotikd kot givol apkeTd TOKIMOUOPPO OVAIESH GTO, GTOWO,
akopo Kot tov idov gidovg (Moss T and Stefanovsky VY, 1995). Avtoi ot molvpopiopoi
opeilovtal Kupimg 6Tov apliud TV S10POPETIKMV EGOTEPIKMV EMAVIANYEDV TOV TAPOLSLALOVTOL
IGS (Ewovo 1.8).

EMOVOLUUPAVOUEVEG TTEPLOYEG TEPLEYOVV SUTAOGIACUOVS TOV VTOKIVITH TV PBOCOUK®OV YOVISimV

610 2T00G  EVKOPLOTIKOVS OPYOVIGHOVS, HEPIKES MO  OUTEC  TIG
(Moss T and Stefanovsky VY, 1995). Avtoi ot S1tA0G10GHLOT TOV VIOKIVITH PAIVETOL VO TPOGYOLV
™ petaypaen tov IDNA. Tha mapdderyua, otn Drosophila melanogaster, n dpactikdtnTo TOL
vIoKIVNTH o)eTileTon AUesa Pe ToV appd TOV E0OTEPIK®OV emavainyemy Tov IGS mov mepiéyovv

11§ dumhaclacpéveg adiniovyieg Tov vokwvnt (Grimaldi G and Nocera PP, 1988; 1990).
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Ewova 1.8: Zynuonixy avarapdoroon e nepioyng tov |GS, otnv oroia ancixovilovro
o1 emovalouflavoueves oriniovyies tov voKIVyTI.

Eniong, peréteg vmootnpiovv v dmoyn 6t 1 doun tov IGS givan e&icov onpavtikn yo
mv petaypaen tov IDNA kot cvvendg yioo tov pubud avantuéng. Xe pedéteg otn Drosophila
melanogaster Bpébnke pio oyxéon avaueosa oto pnkog tov IGS kot 610 ¥podvo avimtvéng. o
OVOALTIKA, GE GEPEG TOV EMAEYONKOV Y1l YPIYOPT| AVATTLEY PAVIKE VO £XOVV UEYOAVTEPO UNKOG
tov IGS katd péco 6po, eEaitiog TV TEPIGGOTEPOV AVILYPAP®OV TOV JITAAGLUGUEVOL VITOKIVITY,
og oyéon Ue oelpég o1 omoieg eméyOnkav Yo apyn avamtvén (Cluster et al. 1987). Opoimg, kdtw

amd MOy Yo Yypyopn avamtuén oe oepég Daphnia pulex to pikog tov IGS tav peyaivtepo
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katd péco opo (Gorokhova E and Dowling TA, 2002). Akoun, peyodvtepa tunpata oyetiCovon
1e vymMAoTEPOLG PLOUOVG avaTTLENG o€ drapopetid €idn Daphnia (Weider and Glenn, 2004).

EmumAéov, moAAéc epyacieg mov acyorovvtal e Tig dodikaciec opoyevoroinong tov IDNA
¢ Drosophila, éxovv avaiioet to dyovidoko dtdotnuo (IGS) (Coen et al. 1982a,b; Coen and
Dover, 1983; Tautz et al. 1987; Williams et al. 1987). To IGS &ivor onuavtikd o011, ivan
CLYKPOTNUEVO amd S10POPETIKOVG TOTOVG Kot 0plOUOVS HKP®Y S1000YIKOV ETOVOLOUPBOVOUEVDV
povadwv, ot omoieg tov divouv N SvvordotnTa. Vo gival moAvpopekd. H katavoun tov
dwpopetik®v peyeddv tov pnkovg tov IGS powpdleton avapecsa oto rDNA tov X kot Y
YPOUOCOUATOV, KOl Ol GUECES TAPATPNOES TV Avicwv avialiaydv (Coen and Dover, 1983;
Gillings et al. 1987), d&iyvouv 0Tt evdoypoUOcOMKE YeyovoTa Tailovy poro oty eEEMEN avThg
mc mepoyng (Polanco and Gonzalez, 1998). Avicog emiylaoudg Kol G€  EMMESO TOV
emavolapPavopevav aalniovyimv tov IGS, aAld kot o€ enimedo oAdKkAnpng ™ IDNA povédag,
Qoivetal va eival 0 KOPLog UNYaviopoOS Tov 00N Yel 6T0 GLVOAIKO eEeMKTIKO TpoOTLTTO ToL TDNA
¢ Drosophila (Dover et al. 1993).

H molvpopeikdtra tov IGS mov tov emtpénel va €xel o dwoitepn dopn, €ivatl éva
ONUOVTIKO gpyadeio yio TNV edpeom poplokmv dektadv (Caputo et al. 2011), tn perétn tov pvHuov
eEEMENG, TV Katavonomn g dpdong g oadikaciog opoyevoroinong tov IDNA, kabmg emiong
KOl Yoo TNV oVOKGALYT ¥PNCILOV HOVOTOTIOV Yio Tr pvOuion g petaypagng tov rDNA
(Gonzalez and Barrera, 2002). Adyo tov Ot avtiy n mepoyn e&elicoeton moOAD ypryopo Kot
ePEXEL Evay PeydAo aplpno and emavorlappfoavopeveg arAAnilovyies, TapovctdleTon MG WO0VIKT Yo
TNV €VPECT] SAYVOOTIKMY OEIKTOV, TOL B0 001 YNCOVV GTOV EVKOAO OOYWPICUO OVALESH GE TTOAD
KOVTIVEG TaSIVOUIKEG opddec (vmoeidn), Otav pdAota, €ivar addvarn n owdkpion pe Pdon to
HOPPOAOYIKA YOPOKTNPIOTIKA TOL €VTOHOL (M), OT0 OTAd TPOVOUONS Kot voueng). Ot
€100€101KEG  Olapopéc mov  mapovotdlovtor oto IGS ocvyvd avikatontpilovv S1POPETIKES
TPOEAEVGELG KOl O10TNTEG TOV OPYOVIGHOV, OTm¢ Paivetal va cvuPaivel pe to kovvovmt Aedes

albopictus (Black et al. 1989).

1.4 O daxog tng eiag

1.4.1 Ieprypo.on TOL 0GKOV

O ddxog (Bactocera oleae) givor éva €idog @povtopvyng Tov avikel ato vtoyévog Daculus
g owoyévelag Tephritidae. Eivat éva utoedyo €idog, Tov omoiov 1 Tpovopuen (Kapmie) Tpépetat

LE TOV KapTd TOV SEVTPOL TNG EAAG, ONAaON e TNV A, Kot amoTedel éva onpavtikd (illdvio oty
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kaAMépyeta . Eppavileton otn Bopeta, avatoikn kot votio Aepikn, Notwo Evpaonn, Koavapia
vnouwd, Ivdio ko dvtikn Acia, dnAadn Omov vrapyovv eiaddevipo. Emiong, €xel xdver v
eupdavion tov kKo otnv Koledpvio kot yevikd miéov og OAN v Apepikn. H kduma tpépeton
OTOKAEIGTIKA KOL LOVO UE TOV KOPTO TNG EMAS (Ekdva 1.9), evd ta eviAKa TpEQOVTOL LE VEKTAP,
oTaYOVEG HEAOD Kot AAAEG EVKOPLOKES TTNYES VYPOV 1 pevoToL ayntov. H {nuid mov mpokaiet
GTOVG KAPTOVS TNG EAMAG amd Vv evamdfeomn TV avy®dv Tov givor mepinov 30% OANg g codeldg

OTIC YOPES YOP® omd T Meadyeto, kKot wwaitepa oty EAAGSa kot oty Itodio.

Ewova 1.9: Ilpoofefinuévos kopmog eAids atov omoio poivetol i mpovoupy (KGUmia,) tov
dGKOD.

Ta avyd tov €rovv unkog 0.7 pe 1.2 mm, etvor AenTOKOU®UEVE KOl ETITESOTOMUEVA GTO
OTOUAYL TOV, Kot £XOVV éva HKPO AELKO QLUUATIO OV Eivol OmOPAITNTO Yo TNV OVATVOT TOL
euppvov. H wduma €xer pio Koviky — KOAMVOPIKY GTEVH] TPOGOYT|, KOl avATTOGGETOL G TPio
otadw. H opyun xépmo éxer pqxog 6 pe 7 mm ko givor dompo — «itpvov ypopotog. Ta
eunpdchio asntipa dpyova etvon dSurolikd ko to omicHio asOntipro dpyavo €yl oyTd OmMAOVS
emBniaxotg actnmpec. To voped 6tddlo Aappavetl xdpa péca oto Popfuxio, Eva EALETTIKO
KEALPOG oV oynuatiletal 610 TEAELTAIO GTAO0 TG PETANOPP®ONG TG Kaumag. To Poupovkio
&xel uMkog 3.5 pe 4.5 mm kot moikidel 6to Ypdpa ToVv and anarid Aevkd og Kitpvo — KaPE, dTav
etvar oteyvo. H arloyn ypopatog tov PBopPukiov eivar oe Béon va epunvedoet v niio g

vopens. Ta evidka dropa €xovv unkog 4 pe S mm kot avorypa @tepav mepimov 10 mm. Ta @tepd
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1oV gtvan TomoBetnpéva optlovTia, Kuplog dlopavn He KOQE OTIYHOTO Kol LokpLd omd 1o copa. To
KEPAAL, 0 BOpaKAG Kot TO VTOYACTPIO €ival KOPE LE MO GKOVPO ONUAdio Kot 0 Bmpokag €xet
apKeTEG AoTpeg N Kitpveg kKNAideg oe kdbe TAevpd. To TéAog ToL VITOYAGTPIOL GTO APCEVIKS gival
apPAry, eved to OnAoko Exel éva peydlo podpo moBétn 6to T€A0G TOV LIOYAGTPIOV TOL, TOV Eivol
opatdg pe youvo pdrtt. Emiong, ta @tepd 0V 0poevIKOD gival o GKANPA otV KOPLEN TOV

edpaiov mrePVYiov, TOL Eivor LokpLTEPO amtd Tov INAvko¥ (Ekdveg 1.10, 1.11).

Ewova 1.10: Ancixovion evijlikov apoevikod daxov.

Ewoéva 1.11: Areixovion evilikov Onivkod daxov.
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1.4.2 O kvkAioc LoNc Tov

Y11c mepoyég Yopw amd t Meodyelo, kbbe ypovo epeavitovtar 600 ¢ mévie yeviég Tov
dakov. Tov yeymvo Tov Tepvael o€ VOUPIKO GTAS10 OPKETA EKOTOOTA KATM OO TO £301(POC Kol oo
oTpOUO POAA®V, Kol To eviAka dTopa avadbovtal ard o Mdaptio péxpt to Mo, avdioya pe to
Yeypapikd mAdtog ko T Ogppokpocio. Katw amd cuvOnkeg xorokaiprov, mopépyetarl pio
nepiodog twv 6 pe 10 nuepov mpv v andbeon avydv. Katd avtiv v mepiodo 6to OnAvko
opalovv N ®oKn kol 10 TPOTO GET avy®mv. Apyég lovviov Ta OnAvkd avalntovv evepyd Kon
evamofétouv oe mpoéwpa ®pyovg kopmovg eAlds. Ilepimov 10 pe 12 avyd evoamobétovran
kafnuepwvd, cvvnbog 1 oe kdbe kapmd ko mepimov 200 pe 250 katd ™ dwapkewn Long tovg. To
OnAvko tpumdel Tov KOPTO pE TO OpYavo evamdBeong avy®V Kol a@nVeL Eva avyld KATwOeV TOL
@A0100. Ta avyd ekkoAdmtovton péca o€ 2 — 4 pépeg. To o1Ad10 TG TPOVOLENS (Kapmag) dapkel
10 — 13 nuépeg, evd 10 oTAd10 NG VORENS 10 Muépeg oe karokapvég ouvOnkec. Ta eviAika
dropa Louv Yo apKETOVG UNVEG.

O kdxhog Long kot avamtuéng Tov daKov gival 6TeEVE GLUVOESEUEVOS LE TIC TEPIPUAALOVTIKES
ovvOnkeg, Kupiwg tov KAlpaTog Kol TG Béone tv dévipov g eldc. H Bepuoxpacia mailel Eva
ONUOVTIKO pOA0 011 PlwoiudtnTo Kot 6Ttovg puiuods avamapaywyns. Oepuokpacieg mave omd
30°C mpokadobv avappOENoN TOV 0OEVOV TOV MOINKOV EAATTOVOVTAS £TGL TN YOVILOTNTA TMV
OnAvkov. Eriong, cuveyeig Bepuoxpacies move amd 32°C yio apkeTEC OPEG TN UEPA TPOKAAOVY
Bvnowomta mhve and 80% ota avyd kot 0TS Kapmes. And v GAAN, yYouniés Beppokpocieg
EXOVV EANYIOTEC GUVETEIEC, O10TL 1] dpacTNPOTNTA TOV eVTOU®V e€acbevel kdtwm and 0°C. I'evikd,
N BérTIoT BepuoKkpacio Yo evamdOeon avyYdV Kol avATTLEN TV TPOVLLPDV EIVOL OVAUECTH GTOVG

20 wo 30°C, pali pe v avaykn evog vypov Kopov.

1.4.3 H Inuid mov TpoKoAel

Ot Inuiég mov mpoxkorovvtol amd to 6dKo eivor dVO EVMV: TOGOTIKEG Kot TOOTIKEG. ATO
TOGOTIKNG TAELPAS, N CNUd TOL TPOKAAOVV 01 KAUTIES TOL HEVTEPOL KOl EWVIKOTEPA TOV TPITOL
otadiov, agap®dvtag onUovTikd pEYEBog Tov ToOAPOV (GApKa TOL PPOVTOV), EXEL MG AVTIKTVLITO TN
peimon g amddoong g ehdc. Mépog g mapaywyng ydvetal emiong katd T OdpKEWL TNG
wpipoveong Tov kapndv omd To emtifépevo OnAvkd. Ot Tphmeg Kot To SUYKOUATO TOV KOPTOV ond
TIG KAUTIEG GE 0PYIKO GTAS0 JEV EXOVV GNUOVTIKT ETPPOT| 6TV andO0GT). ATd TO0TIKNG TAELPAL,
onuavtikny gtvar n @Bopd onv mordtTa ToLV Aodo Tov eEdyeTan amd KapmovS, ot moiot Eyovv

VYNAO moc0ooTo emBécemv amd kdumeg Tov Tpitov otadiov. To AddL mov amoxopileTon amd

22



Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

HLOAVGUEVOVS KOPTOVS ExEL LYNAQ emimeda o&vNTog (ekppdleTar oG gLk 0&H and 2 péxpt 10%,
avdAOYO. TOV TOGOGTOV TMOPUCITIGUOV) Kol HKPITEPO O0po LNG, @OV €xel LYNAN TN

vepoeldiov.
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2. XKOIIOX

O ddkog givar o coPapdtepog €xBpoc g eMds. TIposPdAlel AmOKAEIGTIKA TOVG KAPTOVG
™G NUEPNS Kol NG Ayplog €A kot KAOe ypdvo mpokoAel otnv €lookopion TG YDOPOG HOGC
coPapéc owovopukég Cnuigs. H péypt onuepa kotamoAéunon tov ddkov Pacileton kupimg ot
YPNOTM YMUK®OV EVTOHOKTOVOV T OTOio OL®MG HOAVVOLY T YEWPYIKA TPoiovTa, £xovv cofapég
EMNTOCELS OTNV VIOAOUTN TAvido Kot YAmpida, Kot YEVIKOTEP TO TTEPPAALOV KOl TNV LYEiX TOV
avBpomov. Ot coPapés cuvémeleg amd ™ ¥PNoN YNUIKAOV 0OVGLOV KAVOLV avoykaio TNV avimTuén
EVOALOKTIKOV, QIAMKOV TPOG TO TEPPAALOV, Kol ATOTEAEGUATIKOTEP®OV LEBOO®V KOTATOAEUNONG
TOL 0GKOV NG eAldS. T v emitevén Op®G aVTAOV, amortovvTal ¥proia epyareio (doyvomotikol
deikteC) 0T0 YoVIdiwpa TOL OGKOV, Y10 TOV EDKOAO SYWPIoUO PETAED TV VTTOEW®V, oL Ba £xel
®G AMOTEAECHA TNV KOADTEPN OlEPEDVNON TNG TPOEAEVONG Kol TOV O10THTOV TV TANGuoU®V,
EMOUEVMG KOL TNV CTOYEVOUEVT] KATATOAEUNOY| TOVC.

‘Eva ypnowo epyoieio amotelovv ot petaypa@ikés povades tov procoutkod DNA, ot
omoieg Pplokovtor oe moAvdpOua aviiypapa, eEeMocovtol ypiyopo Kot €ival KOTAAANAES Yo
QLAOYEVETIKN avdAivon kot taSvounon towv VToew®v tov eviopov. [lo cvykekpyéva, pio
Wwaitepn mepoyn tov IDNA, 10 IGS (drayovidioxd ddotnua), e€ontiog g toyvtatng eEEMENG
TOV, TOV OPKETMOV ECMTEPIKMOV EMAVOLAUPAVOUEVOV OAANAOLYIOV TOV, KaBMG emiong kot TG
ToKIAopopeiag mov dwbétel, mapovotdleTtor g Eva mBavo Pacikd epyaieio ywoo TNV amdKTNON
TANPOPOPLOV KOl TNV ONpovpyio dSoyveooTik®v deiktdv. H ypion avtic e mAnpogopiag yuo
ONovpyia SyVOOTIK®OV OEIKTOV Yo TO 0dK0, Oa £dve T dvvatdTNTA Y10 S1AKPIoT HETAED TWV
VTOEWADV TOL EVTIOUOV KOl EMOUEVMOG TN OLVATOTNTO UEAETNG TNG MPOEAELONG, KAOMG Kol TOV
TPOTOV EEATAMONG TOL Kol PUGIKA Oa avadeikvue véeg pebdO0LG Yo TNV KATOTOAEUNOT) TOV.

O oKOmOG NG AVOPEPOUEVIC OUTAMUATIKNG EPYOsiag eivat 1 avdALGT TG OPYAVMOONG TOV
pocopkov RNA tov ddkov Kot 11 0OAOKAN PO THG AANAODYIONG TOV, MGTE VO KATAGTEL OLVATY
N ovanTuén KATOAANA®V S10yVOOTIKOV OEIKTOV Yo T SIKPIoN TOV LIOEWOV Kafdg kol va
dtekmepoiwBovv ot amapaitnteg puioyevetikés avaivoel. [To cvykekpyéva, Tpaypatomomdnke
PCR peydiov pnrovg yuw v gvioyvorn g mepoyng 1GS pe exkivntég exatépmbev avtg ko
evtog tov 18S kot 28S meploydv kaBodg emiong kot dwwAoyn yovidtwpatikng Piprodnkng oe
Baktnpo@dyovs, pe otdX0 TV KA®VOTOINGoT Kot AAANAOVYIGT TG GUYKEKPILEVTG TEPLOYNG.
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3. MEGOAOI

3.1 Aiveowri Avriopacn Ilolvuepaons (PCR)

3.1.1 PCR yw yoviowokn evieyven DNA

H aAvodom avtiopacn moivpepdong (PCR) amotekel o amky, toyeio, MAEKTIKY Kot
e€oupeTikd gvaioOnTn In Vitro péBodo ToALUTAAGIAGHOD TOV YEVETIKOD VAIKOD EVOG OPYAVIGHOD, 1
omoio poypotomoteital pe v Pondeio Tov evOOHOV TS TOAVUEPAGNC KOl ETOVOAAUPOVOUEVOVS
KOKAOVG TPV dtadoyikdv avidpdoswv. H PCR uébodog evioyvet koppdatio DNA péypt ko 10 kb
(Mullis et al. 1986). Mia Baocwn avtidpaon PCR omattel d14@opa 6VGTOTIKA KOl AvVTIOpOoTPLO
oL TEPAAUPAVOLV:

i.  unzpa DNA, n omoio mepiéyet ™) otoyxsvopevn mepoyny DNA mov Oa evioyvbei.

ii.  éva (edyog ekkivntdv, ot 0moiot eivol cVUTANPOUOTIKOL 6T0 37 GKpo NG KAOE KMOIKNG Kot

un kodikng oaivoidog tov DNA otoyov. Eivar cuvBetikd olryovovkieotidla, cuvibwg 15 — 30
Baoewv, ta omoian mpémel vo Exovv mapdpola meplektikomTa o G/C, va unv gpeavifovv
CUUTANPOUOTIKOTNTO 6TO 3”1 T0 5™ AKpo TOVG, Vo améyovy petald tovg katd 50 (evyn Pacemv
Kot va £xovy mapaminota Oeppokpacio Eemg (Tm).

iii.  eww DNA molvuepdon (Tag molvuepdon), mov £xel amopovebei and 10 Oegpuoeiro

Baxtipio Thermus aquaticus kot givar Beppoctabepn daTnp®VTAS TN dPACTIKOTNTA NG OF
Oeppoxpaocies £og kat 95 °C, ue Béhtiotn Oepuokpascio yopm otovg 75 — 80 °C.

iv. KotdAAnAo Sidivpa eAevfespmv 5’ Tpromceopikdv dsoévpifolovovkieotidimv (ANTPS).

V.  edd pvbuotikd didvpa (buffer) yio tny Tagq molvpepdon, ®ote vo dtatnpodviol otodepd
10 PH ka1 10viKn 100G TV TEPPAALOVTOG TNG AVTIOPAOTG.

Vi.  xatdAnin cvykévipoon doivuatoc MgCly. Ta wvta Mg*? oynuatiCovv Stehvté copmhoka

pue 1o dNTPS @®ote vo dMHovpynoovy 10 MPOYHOTIKO VIOGTPOUN 7oL avayvopilel M
TOALUEPAON.
KéBe xirhog morvpepiopov meptapfavet:

i. v _omodidraén tov DNA. Ohwn amodudtaén tov DNA otdyov mpoypatomoteitar o

Beppokpacio 94 °C yua 20 — 30 devteporento. H oamodidroln ogeileton otn didomacn tmv
JECUDV VOPOYOVOL AVAIEGH GTIS CLUTANPOUATIKES PACELS.

. v _avoddtaén TV aAvcidmv UE TOLC KATAAANAOULC cuumAnpouoatikovc ekkwntés. H

Bepurokpacio kol o xpdvog mov ypetdleTot yio TV VPpPoToinon TV eKKVNTOV e£0pTdTol Amd

TN GLYKEVTIPMOOT] TOVG GTNV OVTIOPOOT), TO UNKOG Kot TV aAinAovyia tov Bdcoewv tovg. H
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Bepuokpacio e avtidpacng yia v vBpomoinon pvbuileton mepinov 5 °C yaunrotepa amd to

onueto ™éng (Tm).

li. v empnkovvon and kdbe exkvnt pog cvpuminpouatikng oivcidag. O ypdvog ywo v

empumkovvon e€aptdror amd To UNKOS KOl TN CLYKEVIPM®GT TS 0AANAOLYIOG GTOYOL Kot amd TN
Beppoxpacio g avidpaong. Tvvibwug Tpayuatoroieitat og Oeppoxpacio 72 °C.
Aradikaacio:

1)  Xe eppendorf tomov PCR mpootibevtan:

Avtidpactipra Telkn cvykévrpwon
DNA 5-40ng
Buffer 1x
dNTPs 0,2 mM
MgCl, 1,5 mM

Eunpdcbiog exxivntg | 0,4 — 0,6 uM
Omic610¢ exKvn TG 0,4-0,6 uM
Tag moAvpepdon 1 unit

H,0 LEXPL TEAKOD OYKOV

2)  Otovvbnkec g avtidpaong ot cvokevn PCR:

Ocgppokpacio | Xpovog
Apyuchy amodidTaén 1 khrhog 95°C 4 min
Anodiétaén DNA ctoyov | 30 woKhot 95°C 30 sec
YBpomoinon exkwvnroy | 30 KOKAoL Tm-5°C 30 sec
Empnxovon exkuvntov 30 woKAot 72°C 1 min
Telch] empruvon 1 koKhog 72°C 5 min

3) Ta mpoidvta ™¢ PCR avoddoviar pe miektpoedpnon o€ mAKToOMa  oyapdlng 1

TOAVAKPLAOLLOTOV.
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3.1.2 PCR peyarov pkovc (Long PCR)

H PCR peydiov pnkovg mapéyetl ) dvvatdtnta evioyvons émg kot 40 kb, oe avtifeon pe
v amin PCR. H péBodog avtn sivar idwa pe v amin PCR, pe ™ dapopd oti ypnoonotel pio
VYNNG amddoong Taq molvuepdon pe dpdon 3° 5" eEmwvovkiedong, mote vo emdl0pODOVEL N

AavBacpévn eveoudtmon vovkieotidiny, kot DMSO nov avédvetl v anddoon g avtidpaong. H

dwadkacio &ywve pe ypnomn tov Long PCR Enzyme (Fermentas kot Biolabs).

Awadikaoio:

1)  Xe eppendorf tomov PCR mpootibevtar:

Avtidpactipa
DNA
Buffer
dNTPs
DMSO

Eunpdohiog ekxivntng
OmnicOi0¢ ekkvNTAG
Taqg moAvpepdon

H.0O

TeMKn) GUYKEVIPOGN

0,75-1 g
1x

0,2 mM

4 %

0,6 -1uM
0,6 -1uM
2,5 unit

UEXPL TEMKOD OYKOV

2)  Otovvbnkec g avtidpaong otn cvokevn PCR:

Ogppokpacio
Apykn amodidTakn 1 khrhog 94 °C
Anodidtaén DNA 616)00 9 koKhot 96 °C
YBpomoinon exkwvnrov | 2 KoKAOL Tm-5°C
Empkovon ekkovntéov 9 khxhot 68 °C
Anodidraén DNA ctdyov 24 xoKhot 94°C
Y Bprdomoinon exkivntodv 24 koKhot Tm-5°C
Emunirxovon ekkivntov 24 kbihot 68 °C
Tehkn emurkovon 1 koKhog 68 °C

Xpovog
3 min
20 sec
30 sec
16 min
20 sec
30 sec

16 min

+ 10 sec/xOxho

10 min
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3) Ta mpoidovta ¢ PCR oavoldovior pe mAekTpo@Opnon o€ mKTopo oyapolng 1

TOALOKPVAOUISTOV.

3.2  Xepiouos vovkieikwv oééwv

3.2.1 HleKTpo@OpNGN 6€ TNKTOUO ayopolne

H nlextpopopnomn ce miktopa ayopdlng eivor pio pébodog mov ypnoyomoteitatl yo to
daympiopd, v avayvopion kot tov kabapiopd koupatiov DNA (Sambrook et al. 1989). H
TEYVIKN 00T €lval amAn, ypryopn Kot wavn vo dwympilel piypata xoppotiov DNA mov degv
pumopoHv va. dtoymplotobv pe GAAeg texvikeés. EmmAéov, n Béon tov DNA oto mktopa prnopel va
npocoloplotel dueca: ot {wveg tov DNA ypopoatiCovror pe pikpn cvykévipmon Ppopovyov
afdiov (pBopilovca ypwotiky| mov mapepPdiletar avipeca otig Paoelg tov DNA). Mmopodue
€101 VoL 000UE e VTIEPIDOES G akopa kot 1 ng DNA.

H nAextpopopntikn kivntkotta tov DNA oto miktopa ayopoling eaptdtot kupimg amod
TEGOEPIC TOPOUUETPOVG:

I.  To péyeboc tov DNA. T'poppikd dikkova DNA kwvodvtar pe pubud avtiotpdewe ovaAoyo

0V AoydpBuov (log) poprakod Tovg Bapovg.

ii. Tn ovykévipwon tng oyapdlng. H xwvnukdtnra evoc koupatiod DNA dwgépel o€

TNKTOUOTO SLUPOPETIKNG CLYKEVTPMONG ayopOing. XpnoHOTOIDVTOS TNKTOUATO S10(POPETIKDOV
OLYKEVTPOCEWV UTOPOVUE VO dlaympicovpe Eva peydro evpog peyebov DNA.

iii. Tn otepeodidraén tov DNA. H xkewot (vrepelkmpévn) kokhkr popen (uopoen 1), M

avoikth KUKAMKRA popen (nopen 1) kot ypapukd DNA (nopoen 1) tov idiov popraxod Pépovg
EXYOVV SPOPETIKN KIVITIKOTNTO GE TNKTOMOTA oyopdlne. Ot oxeTIKEG KIVITIKOTNTES TOV TPV
HOPOGOV  €£0pTOVIOL KLUPIMG omd TN OLYKEVIp®ON NG ayapolng ot10 TAKTOUN, OAAG
emnpealovtal eniong amd TV EVTaon ToV PELLATOS, TV WOVIKN 10Y0 TOV PLOUIGTIKOD SIAVLATOG
Kot 1o Padud vrepeiikmong g popeng | tov DNA.

iv. Tnv évtaon tov peduatoc. Xe younAn taon (Volts), mov onuaiver pikpd pedopo, 1

KvnNTikoTNTa Ypoupkov koppatiov DNA givar avdioyn pe ta Volts mov ypnoyomoovval.
Ouwg, av avé&noovpe TV €vIocn ToL NAEKTPIKOV pedpatog (wdénom tov Volts), n kvntkdétta
koppatidov DNA peydiov poprokov Bapovg av&dvovtol e S0POPETIKO GLVTEAESTY Yo KAOE

koppdatt DNA.
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dwadikaaoia:
1) H embounmy mocdémto oyapdlng ovaperyvietor pHe SGALHO MAEKTPOPOPNONG Kot
Oepuaivetor £og 6Tov YOl N ayapdln kot to dStdhvpa yivel Teheimg d1avyEs.
2) Ipootifetan Bpopiovyo aibidio oe tehkr cuykévipwon 1 ug/ml.
3) Ortav n Oepuokpacio Tov Swdduatog g typévne ayopdlne korefei otovg 50 °C,
LETOQEPETOL  GE  UNTPO. TOAVUEPIGHOV MAEKTPOPOPNTIKN|G GLOKELNG, O©TNV  omoia  £yovv
tomofetnOel, pe kdBetn Jevbéton «yTevakioy, ®CTE va TPOoKOWYovv ot eWdikég 0éoelg
«INYOOAKIO POPTOONG TOV SEYUATOV.
4)  Ortav otepeomombei To dtddlvpa, To ¥TEVAKIN amopoKpHvovToL Kot 1 Bdorn tomobeteiton otnv
NAEKTPOPOPNTIKY] GLGKELY], N omoia eivorl TANPOUEVT pe dAAVHO NAEKTPOPOpN oG (avTioTOL(O
VTOV OV £)XEL KOTAOKEVAGTEL TO TNKTOUA) TOGO DGTE VO EXKAADTTEL TO TNKTMLLOL.
5)  Xta mpog niektpo@dpnon deiypata tpootiBetarl SidAlvpa ypmoTikiG pe ovaroyia (1:4).
6) Toa delypoto @optdvovtal ota TNYadaKl o€ 0oplOVTIo. GLOKELT] NAEKTPOEOPNONG VIO
otabepn tdon.
7)  H mapoxolobbnon g mopeiag g MAEKTPOQOPNONG TPayHoTOTOlEital pe €kBeon Tov
TNKTOROTOG 6€ axtivoBoAia UV.

2nusiioeis:

s T tov mpocdiopiopd tov peyébovg tov Lovav tov DNA 610 mKtopo mopdAAnia Le to
npog e&étaon delypoto nAeKTpoPopeitol To KatdAAnio pdtumo peyedmv DNA (ladder).
% To &divpo ypooTikng ov&aver v TLKVOTNTO. TOL OElyUaTog AOY® NG TAPOLGIOG
YAVKEPOANG G€ 0VTO, OoTE Vo looybel evkoldtepa oto myaddakt. To ddAvpa eivor apvnTikd
(QOPTICUEVO KOl EMOUEVMG KIVELTOL TTpog TV 101 katevBuvon pe 1o DNA, emttpémovtag tov Eleyyo
NG TPOOOOL TNG NAEKTPOPOPNONG.
s H nlextpopdpnon pmopel va ypnoipomombei kot yioo tov 1o6otikd mpocsdopicpd DNA. O
NAEKTPOPOPNTIKOG TOGOTIKOG TPOGOOPIGUOS  EVOEIKVLUTOL GE TEPWTMOELS €lTE  YOUUNANG
ovykévipoong DNA, gite un kaBapodtog tov mpog avdivon dwivpdtwv. H éviaon @Bopiopov
etvar avdroyn g ntocotrtag DNA. 'Etot, 6hykpion tov ¢B0piopod mov ekmEUmETol omd T0 TPOg
avalvon deiypa pe o PBopiopd yvmotig ovykévipoong kot uikovg DNA (ladder), mapéyel ™
dvvatdta  ektignomng g mocdtnTeg TOL  WPOS  avdAvon  dwodvpatos. H o extipnon
TPOYUATOTOLEITON EITE EUMEIPIKA, €1TE e TOGOTIKY GVYKPIOT GE TPOYPAUOTE ENEEEPYACIOG GTOV

VTOAOYIGTY.
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3.2.2 Eéoyoyn nopiov DNA oo mnktoue ayopolne

H dwdwacio £xel otoyo v ovaktnon popiov DNA petd and nAEKTpoopnTIKO S1(®PIGUO o€
mMKTope ayapolng Ko mpaypoatoromdnke pe yprion tov Invisorb® Spin DNA Extraction Kit 250
(Invitek).

Awadikaacio:

1) Metd 10 mépag ™ NAeKTpoEOpNong, to embountd tunua DNA amoxomtetoan and 10 TAKTOLO
ayopolng, tomobeteitar o€ cminvakt tomov eppendorf 2ml kot tpocdiopiletar o Bépog Tov.

2)  Xe Bapog >150mg mpootifevton 1ml Gel Solubilizer S kot to pelypo etmaletan og Ogppokpacio 50
°C y10 10 Aentd, wc dtov emrevydei n THEN TOL TNKTOWUOTOG,

3) ’Emewrta, mpootibevton 500ul Binding Enhancer kot to peiypo avadevetat pe miméta 2-3 opéc.

4)  To peilypo petapépetor og otnAn (Spin Filter), n omoia €yel tomofetnOei 6e cwARVA GLALOYTG, Kot
akoAovBel puyokévipnon oe 10.500 — 11.300 rpm yio 1 Aemtd.

5) To éklovoua amopakpOVeETOL and T0 COARVA GLAAOYNGC, eravatomodeteital | 6THAN Ko To Prino
emaVOAQUPaveTaL.

6) Xt ovvéyewa, mpootibevton 500ul Wash Buffer, axolovBel puyokévipnon og 9.000 rpm yua 30 sec,
T0 £KAOLGHO OMOHOKPUVETAL OO TO GMANVO GLAAOYNG, emavatomobeteiton 1 OTHAN Kot TO Prua
EMOVOAQUPAVETAL.

7)  Axolovbei puyoxévipnon full speed ywa 4 Aemtd, petagopd g othAng oe kawvovplo eppendorf
1,5ml ka1 Tpootibevon 20ul Elution Buffer oto kévipo g omiing.

8) ’Emcwta, axolovbel endaon og Oeppokpacio dopotiov yio 5 Aentd kot uyokévipnon og 9.000 rpm
vy 1 Aemto Ko to Pripo exavorapPavetal.

9) To DNA amofnkedeton o Ogpuokpacio 4 °C.

3.2.3 Koatdartunon DNA ne neproploTikEC EVOOVOVKAEAGES

Ta évQopo meplopiopov (restriction enzymes) eivor €01kég  €VOOVOUKAEAOES OV
AmOUOVAOON KAV 0md SUPOPOVS TPOKAPLMOTIKOVS OpyouvicHovs, Kupiog Pakmplo. Ta évivpoa
TEPLOPICUOYV TPOGTATELOVY TOVG WKPOOPYAVIGHOVS anTovg and v gwefoArn Eévov DNA ot
é&xovv ®g wwmrta va méntovv 10 DNA oe ovykekpuéveg arlinAovyies. H mpootocio tov
mopnvikov DNA tov Eeviot| and ta évivpa mepoptopol yopaktpiletal amd TpPOTOTOMGELS TOV
EMPEPOVY 0TS BEoELS 0TOYOVS OVTOV. YTdpyovv dVo kvpleg opdades evidpmv mepopiopov. H
TPOTN opdda mepapPavet ta Evivpa Tov dnpovpyovv KoAA®ON povokimva akpa (sticky ends).

H dgbtepn opdda mepirapPdaver Evivpa mov dnpovpyodv pun KoAAddn dikhova akpa (blunt ends).
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H dpdon tov kabe evivpov e€aptdtar Kupimg amd ) Bepuokpacio ETdOONG KOl T GVGTAGT TOV
dwvpatog enmacns. H mocdémra tov evivpov mov Ba ypnoiponombei aroteiei cuvdptmon g
evepyOTNTAC TOV KO TG TOGOTNTOS Kot pey€éBoug tov mpog katdtunon DNA.

Aradikaacio:
1) e coinvaxkt tomov eppendorf mpootibevion dwwdoyikd o DNA, 10 pvOuiotikd didivpa
(buffer) tov evldpov, n katdAinin rocotta ddH,0 £mg Tov TeAKd 6yKo Kat To EviLpO.
2) To pelypo avadedetor Mmoo pe mméta kol enmdletor otV KOTAAANAN Yo TO
ypnotporolovuevo évivpo Beppokpacio (cuvnbmg 37 °C) yio 1 — 2 dpec.
3) H avtidpaon méyng tepuatiCeton eite pe v mpocbnkn dwwAduatog EDTA og tehkn
ovykévipoon 10 mM, eite pe endaon tov petypatog otn Oepuokpocio amevepyomoinong tov
evlhpov.

2HuUEIDCEIS:
% H ovykévipoon tov evidpov dev mpémel va vrepPaiver o 10% tov TEAMKOD OYKOVL NG
avtiopaong 010t pmopet va mpokAndel avacToAn g dpdons Tov AOY® OVENUEVNG TTaPOVGCiG
YAvKkepOANG. Ot TEPOPIOTIKEG EVOOVOLKAEATES OlatnpovvTal 6€ dldAvLa YALKEPOANS 50% Kot og
Oepuoxpacio -20%.

R/

¢  H mocotra tov evibpov pmopet va petwbel edv oavénbdet o ypdvog emmaong e avtidpoomnc.

3.2.4 ExyvMmen DNA pe oavoin/yAmpooopuio

H dwdwascio £xel 6160 TV OMOUAKPLVGT TPOTEVOV otd OIAVIATO VOUKAETKOV 0EEMV,
AOY® ™ 1010TTOG TS PAVOANG Vo amodlatdooel kol va olaywpilel Tig mpwteiveg poll pe ta
Mmtidia amd o voukAeikd o&€a. Ta voukAeikd 0EEo GLYKEVIPMOVOVTOL GTNV VOOTIKY PACT|, 1| 0TTolo
HETA amd @uyokévipnon oynuotilel v dveo @daon Ady®m TG UIKpOTEPNS TLukvoTNTdS TG H
TOPOVGi. TOL YAMPOPOPUIOL OLEVKOADVEL TO OlYWPICUO TOV QACEOV AOY® NG HEYAANG
TUKVOTNTOG TOV TPOGOIOEL GTNV OPYOVIKY] (ACT KOl OOUAKPOVEL TO. TVYXOV evamopeivavta
eavoAng omd 1o dtdAvpa. TTpotékoiro tpomomomuévo amd to Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, J. Sambrook, E. F. Fritisch, T. Maniatis, 1989.

Aradikaaoio:
1) Xe dhopa DNA 6ykov V mpootifetarl icog 6ykog SOADHOTOS QavOANG/YA®POPOopuriov
(0,5V/0,5V) ko akolovBel avadevon Emc OTOL GYNUATIOTEL VA OUO0YEVEG YOAAKTMLLOL.
2)  Axolovbei puyokévipnon oe 14.0009 ywo 5 Aentd ©OTE VO S0(OPIGTOVV Ol dVO (QAGELS,

OPYOVIKN KO VOOTIKY].
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3)  H vdotkr gdon, oty omoio TEPEYOVTOL To VOUKAETKE 0&Ea, LETAPEPETAL GE VEO COANVAKL
tomov eppendorf, tpootifetar icog 6yKog dahvpatog yAwpooppiov (1V), kot apod mponynoei
avddevon, puyokevipeitor o 14.000g yuo 5 Aemtd.

4)  AkolovBel peTapopd TG VOATIKNG PAcNG 6€ VEO cmAnvakt Toov eppendorf kot emavainym
™G EKYOMONG HE YADPOPOPLIO.

5)  Hvdartikn edon petagépetarl o€ véo cmAnvakt tomov eppendorf kot to DNA eravaxtdtot pe

KOTOKPNUVIOT] G€ atBavOAn.

3.2.5 Koaraxpnuvien DNA ug wconporavoin

H xotaxpniuvion pe 160mpomavorn €xel ¢ 6TOYO TN CLUTVKVOGT, TV APOAATMOOT) Kot TV
EMOVAKTNON VOLUKAETKOV 0EEMV KO TPAYLATOTOLEITOL TOPOVGIN GUYKEKPIUEVOV GUYKEVIPDOGEMY
povocfevav katoviov. H diudikasio propel va mokidder otn Beppokpacio mov ypnopomoteitot
Y TO GYNUATICHO AUATOC, GTOV TOTO KOl TN GLYKEVIPMOT T®V HOVOGHEVADV KATIOVTIWV TOL
nmpootifevtal, KaBhS Kol 6to ¥POVO Kol TV ToOTNTO TNG ELYOKEVTPNONG. Akolovdndnke éva
TpwTOKOAAO Tpomomomuévo amd to Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook, E. F.
Fritisch, T. Maniatis, 1989.

Awadikaagio:

1) Xe ddAvua DNA dykov V mpootifetar diddvpo o&ikov vatpiov (CH3COONa) tedikng
ovykévtpoong 0,3 M kot icog dykog (1V) wonpomavornc.

2) To petypa, votepa amd wyvpn avadevon, tonobeteitar oe Oeppokpacio dopatiov yo 15
Aemtd ko émerta, euyokevipeiton o€ 14.0009 yio 20 Aemtd.

3)  To vrepkeipevo vYPO amopaKPOVETOL Kot 670 inpo mpootifetat poog 6ykog abovoing 70%
(0,5V), wote va amopakpvuvOovV T GAaTOL.

4)  AxkoiovbBei puyokévipnon og 14.0009 yio 5 AenTd KO ATOUAKPVVGT) TOV VIEPKEIUEVOD.

5) To ilnua aprvetal va oteyvdostl € Oeppuokpacio SoUOTIon Kot ET0vaSIOADETAL GE VOATIKO
dAvpa.

2nusidoeIs:

% H xotokpiuvion WKpPHG mocOTNTOS VOUKAEIK®V o&éwv pmopei va PeAtiwbel pe v
TPocONKN  Qopéwv  cvykatokpnuviong (0mwg  yAvkoyovo, tRNA  Cdung,  ypoppiko
noAvakpvAapiow). Ov eopeic avtol sivor adidivtor og OSoAdpoTa 0BovOANG Kol KOTA TN

QLYoKEVTPNION dNUovpYoVV Inpa To 0010 TayOEVEL TAL VOUKAETKA 0EEQL.
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3.3 Bartypropayos 2-DASH® 11 (Stratagene)

O Bakmpogdyog A-DASH® Il (Ewéva 3.1) amotehei @opéo avTikoTdoTaong 0 0moiog
YPNOOTOLEITOL V1oL TNV KAWVOomoinom peydiov tunudtov yovidliopotikov DNA kot tapovoidlet
o €ENC yopakTNPoTIKd: @) avoartoooetar o€ kKottapa XL1-Blue MRA” (P2) exuetailevdpevog
v emhoyn Spi (spi selection-sensitive to P2 inhibition). Ot faxtploedyot A, ot omoiot Tepiéyovy
evepyad ta yovidwa red kot gam dev pmopov vo avamtuyfodv o€ oTEAEYN EEVIOTMV TOL TEPIEXOVLV
Aotyovoug edyoue P2. Ta yovidia red kot gam oto Paktnpoedyo A-DASH® 11 evtomilovran oto
TUNMO TTOV OITOLOKPVVETOL KATA TV €lcaymyn tov evBéuatoc (Stuffer). ‘Etot, o aypiov tomov A-
DASH® Il 8ev pmopei va avomtvydei oe wottapa XL1-Blue MRA’, og avtifson pe Tov
avacuvdvaopévo A-DASH® I, o omoiog kaBiototar red-/gam- petd v omopdkpuven Tov
«stuffery kar v ewoaywyn tov evBépotoc. Me tov TpdmO avTO, KOTO TNV ETIGTP®ON NG
BiproOnkng oe otéheyoc XL1-Blue MRA’ (P2) mpaypotomoleitat SPi emA0YN Kot ovortdocovTan
uoévo avacvvovacpévol Baxtnploedyot. f) Emutdéov, eivol kataokevaopévog Katd t€tolo Tpdmo
wote va pépel ekatépmbev tov evBEépatog, tovg vrokwvNntég T3 kot T7 kot vo emTpénet )
dnuovpyia  tero-edikdv (end-specific) RNA aviyvevtov kot ) 1o £évBepo pmopesi va
amopoakpuvlel pe kotdtunomn pe TNV mEPOPLOTIKY evoovovkiedon Notl, kabohg ovtd elval

Khovomomuévo otig Béoelg ECORI tov popéa.

Lol ke
BglnoA2

- v sS IFCEEN
223 é
1 N

A | E£X3 (ninld4) «=bio—> (KH54) (nin3)

Ewoéva 3.1: Teveriroc yGpie tov faxmpiopayov --DASH® 1. To évbsua iiwvoroisiton
otig Oéoerg ECORI kou umopei va amoktnOel pe xotagunon (e v meploplotikn
evoovovrieaon Notl.

3.3.1 Avdntoén Boxtnpiov EevieT@v

H avéntuén tov Bakmpiov tpaypatomroteiton mapovsio poAtdling Kot iOviov poyvnoiov.
O Baxtmproedyog A o vo gloaybel 610 KOTTOPO GLVOEETOL GTOV eEOUEUPPAVIKO VTOdOYEA TNG
poitomopivng (Schwartz, 1967), o @uololoyidg poAOg TG omoiag eivar 1 d1gvkOALVGT TG
ddyvong g MaAToOlng kot ¢ paAtodeEtpiving péca oto kouttapo (Szmelcman and Hofnung,

1975). H obvdeon tov vmodoyéa, o omoiog kmdwonoleitar and 10 Paktnplokd yovidio lamb,
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KaTaoTEAAETOL ammd TN YALKOLN kot emdyetan amd T pnoAtoln. ‘Etol, n mapovsio g portdéing oto
Opentikd PEGO £xEL MG AMOTEAEGO TNV EUOAVICT] VTOJOYEMV GTNV EMPAVELL TV KLTTApOV. Ta
16VTO. Layvnoiov ¥pNoOToovvTaL Yo T SIELKOALVGT TG TPAGOESNC TOV POKTNPLOPAYOV GTOV
vrodoyéa. (Lieb, 1953).

Awadikaacio:
1) Bokmpaxd kottopa XL1-Blue MRA™ avortbocovior og vypd Opentikd puéco LB (5ml)
gumhovtiopévo pe 10mM MgSO, kat 0,2% podtoln eite oe Ogppokpacio 37 °C vrd 1oyvpn
avadevon (210 rpm) yio 4 — 6 dpeg, gite oe Oeppokpacio 30 °C ya 12 — 16 dpec.
2)  Ta xottapo cuAAEyovTal pe puyokévtpnon o€ 2.000g ya 10 Aemtd.
3) To vmepkeipevo omopakpvveTol Kol 10 iNuo TOV KLTTAPOV ETOVOIMPEITAL HTTO, OTNV
amapoitn) mocotNTo. SwAvporog 10mM MgSO,, ®ote 1 omtiky) mokvotnto (ODggo) TOL
EVOLOPNUATOS TV KVTTAP®V va, tapovctalel Tiun 0,4 — 0,6 povadeg.
4)  Ta kdtTopa arodnkevoviat oe Oeppokpacio 4 °C.

2HuUEIDCEIS:

% To xdttopa Swatnpodviol og Oeppokpacio 4 °C yio mepimov pio efdoudda.

3.3.2 TwrArod0tnon yoviorounatikne Bipirodnknc

Kd&be evardpnpa edyov mopovctdlel Evav «titho» mov ek@palel Tov apliud Tov eayikmv
couatiov mov tepiEyet ava ml (pfu/ml).

Awadikaacio:
1) Tlapookevétovior 6 dwdoyicéc aparboelc (tov taéemv 107 — 10°) me yovidiwpotyc
BBAoOnKng oe dtdlvpa SM mdaote va xpnoyomombovv oty TITAodOTNON.
2) Toocomra tov apoidoemv avtodv (2 pl) avapryvoetar pe Baktipro Eeviotég (plating cells)
tov oteléyovg XL1-Blue MRA™ (200ul and 10 amdbeua pe ODgoo = 0,4 — 0,6) o6& cwANVAKLO
tomov eppendorf kon emwdalovtol, vid avakivion, oe Oeppokpacio 37 °C yua 20 Aemtd.
3) To peiypa Boaxmpiov/edyov petoeépetar o€ coinva tomov falcon dykov 15ml, o omoiog
nepiéyel Top agar (3ml) kot Swrnpeiton o Beppokpocio 47 — 50 °C (61 peyorvrepn omd 50 °C,
O10TL B KaTaoTPAPOVV TO KOTTOPA).
4)  Axolovbei avadevon kar petapopd oe mpobeppacuévo (37 °C) tpuPrio NZY agar dwapétpov
90mm. To tpuPAio avaxiveitor OGTE Vo YiveL OLOIOLOPPT) KOTOVOUT TOV UETYLOTOG.
5)  Agov otepeonomnbei n vrepkeipevn ayopdln, to tpuPrio enwalovion o Beppoxpacia 37 °C

v 12 opeg.

36



Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

2NUEIDTEIS:
% O mpoodlopicprdg ToV TITAOL TPaypaToTolEital cOppova pe ™ oxéon: [(apOuog Thakdv
(pfu) X cvvtereotc apaimwong) / 0ykog mov emtotpmOnie (nl)] x 1000 pl/ml.

% O 9ykog mov emotpddnke (ul) avaeépetor 6Tov 0yKo 10V SHAVUATOS TV PaKTNPLOGAY®OY

mov avopiynke pe to Paxtplo-EEVIoTES.

3.3.3 Erictpmon yoviorouotikne Bipodnknc o tpupiio

H yovowpoatikry Piprodnkn  amotedel éva  toyaio abpowopo  tunuatov  DNA
KAOVOTOMUEVOV  CE  KOTAAANAOVS  @OpPElG, 7oL  OVTITPOCSHOTEHOLY  TO  YoVdiwpo  €vog
oLYKEKPEVOL opyavicpoV. H yovidiopatikr) Piflobnkn mopéyer ™ ovvatdotnto €TAOYNG
OVYKEKPIUEVOV KADVOV pécm vPpdomoinong pe kotdAiniovg aviyvevtég (Clarke and Carbon,
1976).

Awadikacia:

1) H embount) moocdTTO. 0vAGLVOILOOUEVOV BOKTNPOQAY®mV avouryvoetol pue Pokthplo
Eeviotéc tov otedéyovg XL1-Blue MRA™ (500ul omd to amdOepo e ODgoo = 0,4 — 0,6) o€
cmAnvakt tomov eppendorf ko erwalovion o Ogppokpoacio 37 °C yio 20 Aentd.

2) To peiypa Paktnpiov kat edymv petoeépetor oe cmAnvakt torov falcon (50ml), o omoiog
nepiéyer Top agar (7ml) ko Swatnpeitar og Ogppoxpacia 47 — 50 °C.

3)  Axolovbei avadsvon kot petaeopd oe TpuPrio NZY agar dwapérpov 90mm. To tpuPrio
OVOKIVEITOL (oTE Vo Yivel OUHOOHOPEN KOTOVOUN TOL HelyHoTog. A@ov otepeomombel 1

vrepkeipevn ayapdln, to tpuPiio erwdaleton o Ogppokpocio 37 °C yio 12 dpec.

3.3.4 Xviloyn hdakoc Baktnproodyov i

Awadikaaoio:
1)  Me m ypnon voiwng mumétog Pasteur amopovavetar i embount Paktnpro@oyikn TAdka
poli pe o ayap ko Ty vepkeipevn ayopdln kot tomobeteitar oe didAvpa SM (500ul).
2)  To duhvpa Swtnpeiton og Oeppokpacio 4 °C yua 12 dpeg dote vo emrevydet 1 Sidyvon Tov
QOYIKOV COUOTOIOV 6T0 d1dAvA.

2NuEIDaCEIS:
< Mia mhaka mepiéyer mepimov 10° — 107 @aywd copatidw, Ta omoia pmopodv va
anobnkevtodv oe didhvpo SM oe Oepuokpacio 4 °C yio peydho ypovikd dSidotnuo yopic va

xdoovv T ProcidTnTa ToVG.
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7

¢ Ot Bakmprogdyor A dtayéovior o€ HEYOAEG OMOOTAGES YU aVTO GLVIGTOTOL 1) ETAOYN
QIO LOVOUEVOV TAOKOV KAO®DS KoL 1] GOVTOUT] OTOUOVIOGCT] TOVG HETA TNV ELPAVICT| TOVG.

% H dwroyn g PPprodnrng yivetoaw oe 600 @doeic. H mpdt Swohoyn yivetar og peydro
TpuPAio (drapetpo 140mm), pe v TAELPE TN TUTETOG LE TN UEYAAN OLAUETPO, KOt Ol TAGKES TOL
amopovavovtal pévouv yo 12 — 16 dpec oe SM buffer, kot érnerta emotpdvovtal og piKpd
TpuPAia (d1GpueTpo 90mm) O6mov kau yivetor 1 devtepn dwhoyr. H devtepn dwwAoyn, n omoia
yivetal e TNV TAELPA NG TIMETAG WE TN WIKPN OWUETPO, €XEL GTOYO TNV OMOUOVMOOT TNG

LOVOOTKNG TAGKOG TTOV SiVEL GT LA

3.3.5 Anmopnovoon DNA Baktnproodyov A

dwadikacia:
1)  Boktmpaxd kottapo XL1-Blue MRA™ kolAiepyovvtar og vypd Opentikd péco LB (5ml)
eumhovtiopévo pe 10mM MgSO, ko 0,2% podtoln.
2) Toocdmra (500ul) g Paxtmplokng KOAAMEPYELNS OVOULYVOETOL UE TN OLOVUEVY] (QOYIKN
nhdxa (40ul) og coinvaxt tomov eppendorf ko enmdletar oe Oeppokpacio 37 °C yia 20 Aemtd.
3)  Mépog (300ul) tov pelypotog petopépetor 6€ KOV ELaAn dykov 250ml, | omoia mepiéyet
VYpo Opentikd péco LB (20ml) eumhovtiopévo pe 10mM MgSQO,.
4) H xoAlépyewa emodleton oe Ogppokpacio 37 °C fmg 6tov mpayporomomdei  Adon tov
Baktnplakdv Kuttapov (6 — 7 dpec) Kot 0tav avt enttevydel mpootibeton yYAwpopopo (100ul).
5) H xaAMépysio petapépetar o coinva tomov falcon dykov 50ml kot guyokevipeitan o€
8.000g yw 10 Aemtd, wote va ilnuatomomBovv to fakTnplokd VTOAELUATA.
6) To vrepkeipevo, T0 OO0 TEPIEYXEL TA PAYIKA COUATIOW, UETAPEPETAL GE VEO GCOANVA TOTOV
falcon 6yxov 50ml kot enwaletoanr pe DNdomn kar RNdon o€ ovykévipoon 1 pg/ml og Beppoxpacio
37°C y1a 30 Aemtd, vid avddevon.
7) Tlpootibeton oteped NaCl og cvykévipoon 1M, enwdleton o ndyo ywo tovAdyotov 1 - 2
hpeg kar akorovbei puyokévipnon oe 11.000g yo 10 Aentd og Ogppokpacio 4 °C.
8) To vmepkeipevo petapépetor oe véo cwinva tomov falcon dykov 50ml, npootifeton PEG
8000 ot cuykévtpoon 10% WiV kot enwdaletol o€ TAYo Yo TEPITOV 2 MPES.
9) AxoAovbei @uyokévipnon oe 11.000g yww 10 Aentd oe Ogppoxpacia 4 °C, dote va
cvAlexBohv Ta paykd copatiow.
10) To vmepkeipevo amopokpOveTol Kot o cwAnvog tomov falcon avactpépetar yuoo 2 sec

TPOKEWEVOD VAL O LOKPLVOODV Kot T TEAEVLTOO VTOAEILLOTO TOV VTEPKEIUEVOU.
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11) To ilnpa avadAidetor o ddivpa SM (Iml), petapépetar o cowinvaxt tomov eppendorf
oyxov 2ml ko enwdleton og Oeppoxpacio dopatiov vVd Nmo avadevon yuo 30 Aentd.
12) TIpootibeton icog dykog yrmpogoppiov (Iml), avokwveitar 1oyvpd Kor YoKevTpeital o€
30009 ywo 15 Aemtd, dote Vo, amopakpuviohv 1 ToAVAIBLAEVOYAVKOAN Kol KUTTOPIKG VITOAEILLOTOL
amd TO EVOLOPNUO TOV POKTNPLOQAY®V.
13) To cdpnua tov Pakmmploedyov (VOOTIK GAcT) UETAPEPETOL 68 VEO COANVAKL TOTOV
eppendorf.
14) ’Emewrta, mpootifetor EDTA oe tehikn ovykévipwon 20 mM, SDS og tehikn 0,5% wau
npwteivion K og tehkn 50 pg/ml.
15) To dilvpa erwdletonr otoug 56 °C 1o, 1 dpa, vd avadevon.
16) A@o0¥ emavérDet og Beppokpacio douatiov ekyvAIleTorl pue EavOAN/YA®POPOPLLO.
17) To @aywoé DNA kotoxkpnuviletal pe twwompomavoln kat to inuo avadtaddetol o€ dtdAvuo
TE (200ul), mov mepiéyet RNaGon o€ cvykévipoon 20 ug/ml.
18) Téhog, amoOnkeveton otovg 4 °C.

ZHUEIDCEIS:
% H em®oon 100 evoOPNUOTOG UE TIC VOUKAEAUOEG OMOITEITOL YlO. TNV OTOSOUNCT TOV
VOUKAETKOV 0&EmV Tov ehevBepdvovtal kaTd T AVOM TOV POKTNPlOK®OV KLTTAP®V, OCTE Vo
amo@eLyDel N TAYIdELON TOV PAYIKOV COUATIOIMV GE AVTA.
% H npooHnkn NaCl mpodyel 10 doywpiopd TV QoyikdV couatidiov amd to Paktnplokd
VTOAEILATAL.

R/

% H molvaibvievoylvkoin (PEG 8000) mpokaAel TV KOTOKPHLVIOT TGV QOYIKOV COUATISIMV.

3.4 Yppioomoinon

3.4.1 Yquoven aviyvevtmv

Ot aviyvevtég eivar povokiova pope to omoior €xovv  kabopiopévn aiiniovyio
VOUKAEOTOIV Kot gfvol onpacUéve MGTE va umopovv va evtonilovtal. H onpoven tov dtpopaov
tonov aviyvevtdv (DNA, RNA aviyveutov) mpaypotonoteitor pe v mpocHfkn onUacUEVEOV
deo&vpiPovovireotidiov (ANTPS) 1 pipovovkieotidiwv (NTPS), edv npokertar yio DNA 1 RNA
aviyveutéc avtiotoyya. Ta Pacikd oTdd TG CNUAVONG TMOV OVIXVELTOV TEPIAAUPAVOLY TNV
apyK] omodtdtoln Tov SlkAmvov TUNUOTOS Kol TV emokOAovdn Pabpaio avadidtoln kdbe
aAvoidac pe T Ponbeia Toyainv exkivntdv (random primers) Kot Ty TOAVUEPIOTIKY dpdon Tov

evlopukov khaopatog Klenow g DNA molvpepdong |. H ofpovon tov popimv DNA yiveton pe
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TN CLUTANPOOT TOV 3" VIOAEYUATIKOV AKPOV TOL e Protuvihimpévo deo&vvovkieotidto (Biotin-
11-dUTP) ko pe ekKivnTég TUY0H0 SEKAVOVKAEOTIOLO.
dwadikaaoia:
1) To DNA (100ng — 1ug) mov 0o onuavOei tomobeteiton oe coinvakt tomov eppendorf kot
TPooTifevtal To PLOGTIKO SIGAVUA TNG TOAVUEPAONG OV TTEPLEYEL TVYOLO OEKOVOVKAEOTIOW MG
exkkvntég (1X) kar m moocdtnta tov ddH,O 7mov avioTtorkel o vt 7oL amatteitanl Yo va
ovumANpwOel 0 TEMKOC OyKog TG avtidpaong (S0ul).
2) To ueiypa omodwtdooeton pe 0épuavon oe Beppokpacio 100 °C yio 10 Aentd kot apuéomg
tomofeteitan g mhyo.
3) Ipootifevtan Biotin-11-dUTP (0,035mM), petypo pe onuacpévav vovkieotdiov (dGTP,
dATP, dCTP, dTTP) kor 1 DNA Klenow noivpepdon (5u).
4)  To peiypo avadeveton Rmia pe mméta kot enodleton o Ogpuokpooio 37 °C yuo 12 — 16 dpec.
5)  AxolovBei KoTokpUVIoN UE 160TPOTavVOAN Kot avadidAivon tov inuatog o ddH,0 (50ul).
2HUEIDCEIS:
s To mv emoAnbgvon g GNUAVOTG TOV OVIXVEVTOV, TPAYLATOTOMONKE, TPV TN ¥PNON TOVG,
spotting (dokwn vppdomoinong aviyvevt®v, o€ 3 SPOPETIKEG CLYKEVIPMGELS, O VOIAOV

ueuppdvn, xopic DNA kot epedvion g nepppavng, Préne: 3.4.4 xou 3.4.5) (Eikova 3.2).

Ewova 3.2: Meufpavy ardé spotting dvo aviyvevraw (18S, 28S) oe
pelg dropopetiés ovykevipwaoeig (1ul, 3ul, 6ul).

3.4.2 Meraoopa DNA og varrov peuBpdévn

Me tov Opo petagopd €vvoolUE TNV OKWNTOMOINGN TV VOLKAEK®V 0o&fwv, 0ol
nponyNOel N amoddtasn TOVg MGTE VAL KOTAGTOOV HOVOKA®VA, GE GTEPED VIOGTPWLO, TO OO0

ocuvnBwg eivan pepPpdveg. Ta akivnromomuévo VoukAgikd o&éa, ot GLVEXELD, YPTCLLOTOOVVTOL
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WG «oTOYO» o€ mEWPauaTo LVPPOTOINoNG HE TN XPNON TOV KATOAAA®V Kotd mepioToom
aviyvevtov (Chomezynski, 1992).

dwadikaaoia:
1) Metd to mEPOg TG MAEKTPOPOPNONG, TO THKTOUA oyopolne ewtoypoaeiletal, apol £yt
tomofetnfel Kotd UNKOg TOL YAPOKOS, OCTE v €ivar duvar M GOYKPIoN TOL GNUOTOG TNG
HEUPPAVIC HE TN POTOYPOPID TOL TNKTMOUOTOS KOl KATO GUVETELN O TPOGOHIOPIGUOS TOV TUNHOTOG
7oV LVPpLoTOMONKE.
2) To miktoua tomobeteitan o€ €101kd doyeio kot emedn to tuiue Tov DNA mov e€etdletan
vrepPaiverl Tig 15kb enmaletar yio 10 Aentd vio avadevon og 0,2N HCI.
3) To ddhvpa, énetta, amoydvetot Kot 10 THKTopo Eemdévetal pue amoviopévo HoO.
4)  Enwdaleton o€ didAvpo anodidtaéng og Bepuokpoocio dopatiov vd avaxivion yia 15 Aentd.
5)  To d1dvpa amoydvetal kot emavarapupaveror o P 4.
6) IIpootifeton didhvua e€ovdetépmong Kat T0 TAKTOUO enmaletal o Bepuokpacio dmUOTIOV
vd avakivinon yo 20 Aentd.
7)  To didlvpa amoydvetal kot emavarapupavetor To P 6.
8) To miktopo entmdaletar og dtdAlvpo 6X SSC og Beppokpacio dopatiov vd avddevon yio 5
Aemtd.
9) H peuPpbvn pe dwotdoelc AMyo pikpOTepes amd TO0 TNKTOUN SLUBPEYETOL UE OMIOVIGUEVO
H,O kot ot ovvéyela pe odlvpo 6X SSC ko tomobeteiton mved amd 10 TNKTOUA YOPIG Vo
onuovpynBet kevd petalh TNKTOROTOS Kot LepPpavng.
10) Avo @OAho dmOntikov yoptiov Whatman Swfpéyoviar pe ddAvpe 6X SSC ko
tonofeTovVTON TAV® 0T peufpdvn. AkoAovBohv axdun 600 eHAAa dimbntikov yaptiod Whatman
(oteyvd) Ko TEAOG OOPPOPNTIKA YOPTLH, WKPOTEPOV SCTACE®Y TS HEUPpavng katd 10mm.
>mv kopve1| tortobeteiton Bapoc mepimov 500gr yio va eEacpailotel 1 EmaPn LETAED TNKTOUOTOG
Kot pepPpévng.
11) H petopopd tov DNA olokinpmdvetor petd omd 2 Opeg, OMOTE OPALPOVVTOL TO
AmoPPOPNTIKA YapTid Kot Ta OALe. Whatman kot onuadevetol  pepfpdvn ®cte va givor yvootdg
0 TPOGOVATOMGUOG TNG Kot 1] BECT TV T yadLdv.
12) H pepPpavn Enpaiveton oe Beppokpacio 80 °C yia 2 dpeg yio. va otadepomomdei to DNA

Kot amofnkedeTan og Beprokpacio dmpatiov Emg dTov ypnoipomomOe.
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3.4.3 Megra@opd QuyIKOV TAOK®OV 6E VALALOV neufpavn

H dwdwoaocio amookomel otn onuovpyio €vdg aviypdeov g EmMCTPOONG TOV
Bakmmpropaymv.

Aradikaacio:
1) To tpvPiio mov Ba ypnoomombel yio T petapopd TOV TAUK®V o6& PeUPpavn TpémeL va,
nopapeivel oe Ogppokpocio 4 °C yuo Tovddyiotov 2 dpec, ®oTE v omo@evydel N petapopd
TUNUATOV TNG VITEpKeipevng ayapoling ot Hepppavn.
2) H peuPpdvn, pe dwotdoelc oxedov 6060 kot To TPLPAio, TomobeTeital oTny EMPAVELNL TOV
TpuPAiov KaTd T€T010 TPOTO MGTE VO draPpayel amd T0 KEVIPO TPOS TNV TEPLPEPELN KAl YOPIG val
onuovpynBet kevod petald vrepreipevng ayapdling kot pepPpdvng.
3)  Otav n peuPpdvn dwPpayel tAnpwc, Tpocavatorletar w¢ Tpog 10 TPVPAO He TPLTNUATO. G
aVTIoTOYO ACVULUETPO TEPLPEPEIOKE N UEID TNG HUE ATOCTEPOUEVN BEAOVa avaTopiag.
4)  H pepPpavn mopopével move oto TPLPAIO Yoo 2 AENTA Kol GTN OCLVEXEW UETAPEPETOL
OVECSTPOUUEVT], OOTE vo. unv €pBovv o1 @Ayol Ge AQUECT EMOQPT, OTNV EMPAVEINL OAVUATOC
amoo1dTaEng yuo 2 AemTd.
5)  AxolovBei petapopd e pepPpavng katd tov id1o tpdmo oe drdAvpo eEovdetépmong yia 5
Aemtd.
6) H peuPpdvn Eemiéveton oe didlopa Buffer yio Arydtepo amd 30 devtepdrenta Kot oprveTaL
va, oTeYVMoEL o€ Bepuokpacio dmpatiov yuo 20 Aemtd.
7)  Téhog, n ueuPpavn Enpaiverar og Oepuokpacio 80 °C yio 2 dpeg, dote va otadepomomdei n

pdcdeot tov DNA kot aroOnievetal oe Oeppokposcio dopatiov Emg OTov ypnoILoTomOEt.

3.4.4 YBproomoinon Tov aviyvevty o€ neufpavn

H dwodwoasioo vppoomoinong twv VOUKAEIKOV 0EEMV omoTeAEital amd To GTASWL TNG
npobfpdomoinong kot g vPponoinong. To 6tddo TG TpoiPprdomoinomg tpaypatomoeital yio
mv peioon tov background pe v kdloyn tov eledBepov Oécemv g pepPpavng (Béoeig 6mov
dev vrdpyet DNA), ot omoieg Ba pmopovcay vo TpoKaAEGOLV U E101KN OEGLEVCT TOV OVIYVEVLTY.
Katd 10 014810 ™G vppdomoinong, emrvyydvetar o oYNUATIGUOS TV LPRpWioV petald Ttov

VOLKAEOTIOIKGV 0AvGidwv. H pebodoroyia mov akolovbnOnke meprypdpeton omd toug Church and
Gillbert (1984).
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dwadikaaoia:
1) H pepuPpdvn tomobeteiton oe €181kd cwiva vPpdomoinong, o omoiog mEPLEYEL TOGOTNTO
dAdpatog vPpdomoinong aviroyo pe to euPadd ¢ (epPadd X 0,2 = ml dwAdpartog
vPpdomoinong).
2) Emum\éov, mpootibetor DNA omd onépua coropod (SSDNA) oe cvykévipoon 100ug/ml
drolopatoc vBpdomoinong, o omoio Tponyovpivag £xet Oepuoaviei e 100 °C ya 10 Aentd dote
va amodtotoyOel.
3) O coMvag tomobeteitar o OdAapo vBpLdomoinoNg Kot ETMALETAL TEPIGTPEPOUEVOS Yo 2
hpeg ot Oeppokpacio vPpidomoinong tov aviyvevty (60 °C).
4)  To dulvpo vPpidomoinong amoydvetarl kot tpootifetal véo didivua vPpdomoinong kat o
avyvevtig (100 — 200 ng/ml Sodvpatoc), o onoiog &xel tpdta Ogpuavdei o 100 °C yio 10 Aentd
wote va, amodlotayDel.
5) O colvag petagépetor o€ 0Gdhapo vpprdomoinong kot 1 VPPLBOTOINCT TPOYUUTOTTOEITOL

v 14 — 16 dpeg oty ida Ogppokpocio pe mv npodPpidomoinon (60 °C).

3.45 Enodvion enuatoc

Awadikaacio:
1)  To didAvpo vBp1domoincNC TOL TEPIEXEL TOV AVIXVELTH GLAAEYETAL 68 cwANva Toov falcon
ko dwtnpeitan oe Oeppoxpacia -20 °C, wc dtov emavoypnoipomomei.
2) H peuPpdvn tomobeteiton oe €101kd doyeio, t0 omoio mePExel Sdlvpa mAvong 1 kot
enmdletan og Oepprokpocio dopatiov, VIO AVASELST, YIoL 5 AETTA.
3) To didhvpa amoppinteTon kot exovorapdvetot to frua 2.
4)  Axkolovbel emdoon og Odlvuo mTAOonG 2 vad avadevon ot Oeppokpacio dmov
npaypotoromdnke n vRpwdonoinon (60 °C) yio 20 Aentd.
5)  To didivpo anoppintetar Ko exovarapuBavetot To frina 4.
6) H peuPpavn e&icopponeitor og dtdAvpa A yioo 1 Aentd ko otn ovvéyew enmdaletol o€
dwlvpa B ya tovddyiotov 30 Aemtd, vd avadevon.
7)  To didivua B amoppinteton ko tpootibetar didivpo B, 10 omoio mepiéyel Sul cvumiokov
otpentafidivng — oAkaikng pocpatdacng ava 10ml, kot erwdletor yo 30 Aentd vd avadevon.
8)  H peuPpavn Eemiéveton pe diidvpa A yioo 15 demtd, vrd kivnon, kot exovorappavetor to
Priua.
9)  H peuppavn e&icoppomneitan o dilvpa C yo 2 Aemtd.
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10) H aviyvevorn 1oV 6UOTOC TpAyHOTOTOlEITOL e KOAvyN TG peuPpdvng pe divpa C to
omoio meptéyel SOl NBT wo 37,5ul BCIP avé 10ml dtedvparoc.

11) H egpedvion dakomtetan pe moAMATAES TADGELS TG HeUPpavng (e amoviopévo HyO.

2nusinoels:

% To SSC o10 d1divpa mAvong 2 Ppioketal 6€ PIKPOTEPT GLYKEVIPWOTN G€ GUYKPIOT WE TO
dtlopa TAveng 1, d10Tt 660 Mo apa) N CLYKEVIPMGT TOGO O TOAD UEIDVETOAL 1) IOVTIKY 1GYVG.
Oco peidveral 1 10VTIKNY 630G TOCO TO EVKOAN ATOGLVOEOVTOL TO, LOPL. ZTO dtdAvpa TAvong 1
EMKPATOVV NTIEG cLVONKES, MoTE va cvpPaivel eEAagpld amopdkpuvor. 1o dtAvpo TAVGeNG 2 o1
ocvvOnkeg etvar o oTNPEG, MOTE 1 ATOUAKPVVOT] VO EIval TO «OVGTNPT», ONANOT| TEPICCOTEPA

pHopLo 0moKOAAOVVTOL OTd TOV aviXVELTY| (UN E101KE GLVOEOEUEVQL).

3.5 Kiwvomoinon

Khlovoroinon eivon n dwdikacio dnpovpyiag evog 1 mEPIGCOTEPOV OKPPOV avVTIYpap®V
and €vo TpdTLTo. Avtd T0 TPOHTLTTO PTopEl va aviumpocwnevel Eva uopo (wy. DNA 1 RNA) 1
éva yoviolo, éva kbttapo (my. fakmplo), N okdun kot €vov moAvkvttapo opyovicpd. H
KAovomoinon anoteAsiton amd TN Swdikacio g ovvdeong (ligation) kot ) Sadikacio ™G

niextpodidrpnong (electroporation).

3.5.1 Avtidopaon cvvoeonc Ko HisktpodraTpnon

H avtidpaon cuvdeong mpaypatonoleiton HEGm U0G OUOPLOKNAG avVTIOpaonG 6TV omoio
TO &Val AKPO EVOC YPOUUKOD TAAGLUIIKOD (pOPEN GUVOEETAL LE TO £Va. GKPO TOL EVOEUATOG LE TV
dpdomn tov evivpov DNA Aydong oote va mpaypotomomfei kKukAomoinon Kot oynuotiopos evog
avacvvdlacpévoy maacdiov (Sgaramella and Elrich, 1978). H miextpodidtpnon sivor o
pnyoviky] péBodog 1 omoia ypnoonoteitor evpémg yo v ewcaymyn DNA og dextikd kdtTopa
pécm g Kuttapkng pepppdvne. Kotd m pébodo avtn niektpucoi modpol amodopyovmdvovy
QOCEOAMTIONKT 6TOPAON TPOKAADVTOS TO GYNUATIcUd Topwv emtpémoviag 10 DNA va g16€A0e1

070 €0mTEPIKO TOV KLTTdpov (Neuman et al, 1982).

Awadikaaoia:
1)  Avrtidpaon ligation: DNA, eopéac (50ng), buffer (1x), Ligase T4 (1u) kot coprinpoon pe
amoviopévo HoO péypt tedkod 6yko 10ul.

2)  H avrtidpaon tonobeteiton ot cvokevr g PCR otovg 22 °C yia 2,5 dpec.
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3) ’Emewta, yivetar opaioon 1/10 oty avtidpaon ligation kot tomobetodvtan 2pul amd v
apainon oe eppendorf, to onoio mepiéyet kbtrapa EC.
4)  AxkoAovOel e appiLd avAdELOT KoL OPNVETOL GTOV TAYO Yo 1 Aemto.
5) ’Emewta, to mepieyduevo tov eppendorf to tomobetodue omnv KuweLido 6TO KEVTPO TNG
OYIGUNG TNG KoL TNV TOTOOETOVUE GTO UNYAvNHe NAEKTpodtdTpNoNG (N KuyeAida tav aTovg -20
°C).
6) AxolovOwg, mpootibevtor 700ul SOC, yiveror Mmoo avadevon Kot TO  TEPLEYOUEVO
LETOPEPETOL GE ATOCGTEIPMUEVO GOANVOL.
7) O coivag tomoBetsiton otovg 37 °C yia 45 Aemtd (180rpm).
8) Mertd v endaon tomobetovvtar o€ véo cwinvakt Tomov eppendorf 30ul Xgal, 3ul IptG kot
150ul amd o TEPIEXOLEVO TOV COANVA TTOV ETMACHLE.
9) To peiypa avtd tomobeteitor oe TpvPAia, ta omoia mEPLEYOVY 6TEPED BpenTiKd VAKO (25-
30ml o¢ k40 tpvPAio), Kou enwaletar otovg 37 °C yia 12 dpec.

ZHUEIDCEIS:
% O popéag eivar o pbluescript T vector 60ng/pl.
% T tov vmohoyioud twv Ng tov evBépatoc tov DNA yia v avtidpacn ypnoiponoteitol M

TapakdTo eéicmon:

ng eopéa X kb evBéuartoc X 3 / kb popéa (3kb) = ng evBéparog

R/

o Olo ta vixka Ppiokovtar otov whyo kot 1o SOC (Opentikd vikd) Ceotaiveton o€
VOATOAOVLTPO TPV T YPNON TOV.

R/

*  Toa pyuota 8 kou 9 deEdyovtor VIO ATOGTEP®UEVES GLVONKEC.

3.5.2 Anonovoon tiocuidotoxkov DNA

2Komog avThg TG nebdoov eivan 1 amopdvmon mlacudtokod DNA pe ahkaAikn Avon kot
neprlopfavet: o) v avantuén PBakmnplokdv pokpopopiov, B) v mpnon cvvinkdv ot omoieg
KOTOAGTPEPOLV T SLAPOPA AmMOKOdoUNTIKE Eviupo mov amedevbepdvovtal katd TV AVoT TV
BoakTnplokdv KuTTAPOV Kot y) TO day®popo tov mAacudtokod DNA and to ypopocopkd DNA

Ko Tig mpwteiveg (Birnboim and Doly, 1979).

Aradikaaoio:
1) Tlopookevn vypod BpentikoD VAIKOD Kot ATOUOVMOT OTOIKIOV 0o T TPLPALa.
2)  Awloynq GompoV amoKIOV Kol TOTOOETNON TOVG GE GMANVEG, Ol OTOI0l TEPLEYOLY VYPO

Opentikd viko (3ml o kéde évog), kar endacn Tovg otovg 37 °C yua 12 mpeg (180rpm).
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3)  Metd v enmoomn yiveTal ol avadevuon TG KOAMEPYELNGS.

4)  Ewayoyn 1,5ml kopeouévne kaAliépyelag oe cwinvait toov eppendorf.

5)  dvyokévipnon v 3 Aentd otig 3.000rpm, amdppyn VIEPKEILEVOD Kat VA QLYOKEVTPNOT|

v 1 Aemto full speed, dote va otepeomomBel kat vo KOAAGEL KOADTEPO, TO N0l GTA TOLYDUATAL.

6) Ewayoyn 100ul moyouévov GET oe xkdbe eppendorf, ioyvpd vortex yw didAvon tov

wnpatog ko aprvovtal votepa Yo S Aentd og Oepuoxpacio dmpatiov.

7) Xt ovvéyeln, tonobetobvion 6tov mhyo ol cwArveg eppendorf kot o kGO Evav elcdyovtan

200ul drdvpozog alkali, nmia avaxivnon kot aprvovot yio 7-8 Aentd 6tov Tayo.

8) Axolovfei ecoyoyn 150ul moayopévov dwivpatoc CH3;COOK, eveo ta eppendorf

Bpiockoviot 6ToV Y0, 1IGYLPT OVASELON Kol aPVOVTOL Yo 7-8 AETTd GTOV TTAYO.

9) dvuyokévipnon ywo 5 Aemtd full speed kat petapopd tov vrepkeipnevoy e mméTo o€ Kabapod

onuoouévo eppendorf.

10) Axolovbei KoToKpAUVIoN HE 160TPOTAVOAT Kot avadidivon og 50ul TE-RNaon.
ZHUEIDGEIS:

s To kéBe tpuPrio emAéyovtan 3-4 amoikieg, EmOUEVOG 3-4 GOANVEG OVTIGTOLOVV GTO KAOE

éva.

% To ddvpa alkali ypnoonoteitor To mOAD Yoo 1 uAva pHetd TV avaypopOUeEV NUEPOUN VI

TOPOANPNG TOV KOl TPOKAAEL AVOT) TOV KLTTAPOV.

s To ddivpa CH3COOK octapatd t Adon Tov KuTtdpmv Kot BpiokeTol 6ToV miyo, OTMS Kol

to. GET o alkali.

% And 10 vmdérowmo g KaAAEpyewg tov Prupotog 4, 850ul poli pe 150ul yAvkepding

(Sratnpet To kOTTOPO) TomoOETOVVTAL 68 cwANVAKia TOTov eppendorf kot amoOnkedovtarl oTovg -

80°C, g stock.
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4. YAIKA
41 PCR
Exxwnrig AAlMArovyio
1 18S-5'-Rspace | 5'-TAGCTCTAGAATTACCACAG-3’
2 | 28Sw-L.1I-F 5-AACGCCTCTAAGGTCGTATCCG-3’
3 18S (R1) 5-CTGTCGTCGGTACGAGACCATACGATCTGC-3’
4 | 28S (F1) 5-ATGCTACGTCCGTTGGATTATGCCTGAACG-3’
5 18S (R2) 5-CTTAGATGTGGTAGCCGTTTCTCAGGCTCC-3’
6 |28S(F2) 5-AGTTACCACAGGGATAACTGGCTTGTGG-3’
7 18S (R3) 5-TTCGTCACTACCTCCCCGAACTGGGAGTGG-3’
8 |28S(F3) 5-TGCGACAGCATTCCTGCGTAGTACGAGAGG-3’
9 | 28Sw-2.1-F 5-ACAACTCATGCAGATACC-3’
10 | 28Sw-2.2-R 5-TCTTCACTTTGACATTCAGAGC-3’
11 | 18S-Fw 5-GTAATTCCAGCTCCAATAGCG-3’
12 | 18S-Rw 5-CAGACAAATCACTCCACGAAC-3’
13 | IGS F2 5-GTGCTGGACTGCAATGATAAATAAGG-3’
14 | IGSR1 5-AAGCATATAACTACTGGCAGGATCAACC-3’

4.2  Hiextpopopnyon

Avdropa nhektpoedpnone 5x TBE (1L): Tris-base (54g), boric acid (27,5g), 0,5M EDTA
pH 8.0 (20ml).

Avdhopa ypootikng 6X: 0,25% umie g Bpopoeovoing, 0,25% kvavodv e EuAOANG,
15% @uoiin og ddH0.
A ladder: loading dye orange (1ul), lambda DNA/EcoRI + Hindlll (promega) (1ul), H,0

(4ul). ko ypnowomowd kéOe popd 6ul]
ladder Generuler 333
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Ewova 4.1: 1 ladder Ewoéva 4.2: ladder Generuler 333

4.3  Baxtypropdyog A

Yypo Opentié viké LB: LB Broth (0,159/10ml), NaCl (0,05g/10ml). + Anocteipwon
NZY agar (1L): NaCl (5g), MgSO,*7H,0 (2g), Yeast Extract (5g), NZ amine (10g), agar
(159). + Amooteipmon

Top agar (1L): NaCl (5g), MgSO,*7H,O (2g), Yeast Extract (5g), NZ amine (10g),
ayopoln (79). + Amooteipmon

SM Buffer (1L): NaCl (5,8g), MgSO,*7H,0 (2g), Tris-HCI pH 7,5 (50ml), gelatin 2%

(5ml). + Anooteipmon
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4.4 Yfpioomoinon

Avaiopa Buffer: 0,2M Tris-HCI pH 7,5, 2x SSC.

Avglopa Artodrvaratne: 1,5M NaCl, 0,5M NaOH.

Avahopa Eovdetépmong: 0,5M Tris-HCI pH 7,5, 1,5M NacCl.
Awglopa YBprdormoinong: 6x SSC, 0,5% SDS, 5x Denhardt’s.
Avgiopa 50x Denhardt’s: 1% @ioAin, 1% PVP, 1% BSA.
Avgiopa 20X SSC: 0,3M «itpko vatpro pH 7, 3M NaCl.
Avgiopa Tivenc 1: 2x SSC, 0,1% SDS.

Avdivpa Tivenc 2: 0,2x SSC, 0,1% SDS.

Avghopa A: 100mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM NaCl.

Avgdvpa B: Aidhopa A, 1% Adhopa Blocking.

Avgiopa Blocking (10%): Amoovtvpouévo yoia oe okovn (10g) oe 100ml Atoddpartog
A.

Awgiope C: 100mM Tris-HCI pH 9,5, 100mM NaCl, 50mM MgCl,.

45 Kiwvomoinon

Yrepeo Opentiko vikoé: LB Agar (40g/1L H,0) + Anooteipmwon + Apmikihivny (1ug/ml)
Yypé Opertiké viko: LB Broth (159/1L H,0), NaCl (5¢g/1L H,0) + Amooteipwon +
Apmcidivn (Lpg/ml)

Avidvpe GET: 50mM glucose, 25mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0.

Awvgdvpae alkali: 0,2N NaOH, 1% SDS.

Avidvpe CH3COOK: 5M potassium acetate (60ml), glacial acetic acid (11,5ml)
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5. AIIOTEAEXMATA

5.1 Evicyven tov |GS o€ yoviorwuatiko DNA darxov ue PCR

o v evioyoon tov IGS, mpaypoatomombnkav moiréc long PCR xor aniég PCR,
YPNOWOTOLDVTOG MG UMTpo Yovidtopotikd DNA, aropovopévo and moAld eviiika dtopa dGKov.
Xpnotpwomombnkay 5 Cevyn exkwvntav (1-8, 13-14, PAéne Yhkd), Eytvov apKETEC LETATPOTEG GTO
apykd mpoypoupa g PCR (Bréme MéBodor 3.1.1 won 3.1.2) ko ehéyybnkav 5 Sopopetikd
évClopo (Fermentas, Biolabs, Ranger, High Fidelity kot Phusion). H PCR mov wpaypatonomdnke
ue to Levyog exkkwvntav 18S (R2) / 28S (F2) ko pe v Taq moAvuepdon g Biolabs, édwoe pia
Covn n omoia, ue Pdon ™ ovykplon pe to ladder, éyer péyebog ~4kb (Eikova 5.1). Avto 1o
uéyeboc tov IGS, eivar avapevopevo couemva pe Tic PAcelc dedouévav GuYYEVIKOV apOpomddwmv

(.. Drosophila melanogaster: 3,3 — 11,6 kb).

Ewdva 5.1: diadpouég: 1. A ladder, 2. PCR product-yovidiwparikéd DNA
00KOD.
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21 ovvéyetla akolovnce anopovecon DNA and to mktopa ayopolng, kKAwvomoinon Kot

aAANAOVYION TOV TUNUATOG TTOV EVICYVCALE, YOPIC OUMOS KATO10 EMBVUNTO ATOTEALECHLAL.

5.2 Amouovwaon kai emeéepyacio tis doutjs oo TDNA

5.2.1 Anmovpyio aviyveELTOV

"o ™ dnuovpyio aviyvevtov, tpaypotoromdnke PCR pe ta (edyn exkivntov 18S-Fw /
18S-Rw ka1 28Sw-2.1-F / 28Sw-2.2-R tov onoiwv T TpoidvTo amoteAovv Tig teptoyss 18S kan
28S avtioTtoyo. TN oLVEKELD, TO TPOIOVTA OLTA onudvOnkav pe ) pnébodo mov mTpoavapépdnke

(Mé60dog 3.4.1).

5.2.2 Awlhoyn oaywknc BipiroOnknc

H tithoddmon e eoyucic Bprodnkne £dmoe w¢ amotéheopa 2,4 x 10° pfu/ml. Ze
tpufrio emotpddnKay 2 pl ard Ty apaioon 10™ e apyiic cuyKEVTpOONG, EMOUEVOS 1| Stahoyi
de&hyOnke oe 4.800-5.200 avacvvovaouévovg edyove. Ta amoteAéopata TG TPOTNG SAOYNG
Nrav: 6 TAdKeg Tov £dmaay onua pe Tov aviyveutn 18S kot 5 mAdkeg mov £dmwoov GNUA [LE TOV
aviyvevt 28S. Ta amoteléopoto TG deVTEPNG d10A0YNG NTaV: 4 TAGKES TOV £0MCOV GNLUA LLE TOV
aviyveut 18S kot 10 mAdkeg mov Edwoov onua pe Tov aviyveut 28S. Ot mAdKeg eneéepydotTnKay

KatoAANAo¢ kot £yve eEoyoyn DNA amd toug gdyouc.

5.2.3 EneEepyacio tnc dounc tov rDNA

[Ma v eneéepyacio kot TNV oVAALGN TOL TEPIEYOUEVOL TMOV (PAYMV TOV OTOUOVAOONKOY
Kot Tov evtomiopo tov IGS, éywvav dumhéc méyerg ue ta Evivua neplopiopod ECORI ko HindllI. To
poiovio Tov mEyewv miektpogopnOnkav (overnight oto 20V) (Ewéve 5.2a, 5.28) wou
petapépnkay oe pepPpdvn, n omoia vRpomom ke pe tovg aviyvevtég 18S ko 28S (Ewova
5.3a, 5.3B). Katd v vPpdomoinon pe toug aviyveutes, onpo Leavictnke HOvVo oTig dStadpouES 2
kot 3 (Ewova 5.20) and tov 18S aviyvevtr, kot ot dwdpopn| 2 (Ewova 5.2f) and tov 28S
aviyveutn. ‘Emerta, mpaypatomomidnke amoudvoon DNA omd to miktope e oayopolng,
KAwvonoinon tov Tunudtev kot Eavd vpioomoinon yio emaAndsvon g KAwvomoinong, n omoio

OL®G MTOV OVETLTUYNG.
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2 payuco DNA.
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Ewova 5.3a: Meufipavy ue 18S. Ewova 5.3B: Meupfpavn pe 28S.
Aviyvevtig X1pe o€ @ayovg
18S 18511, 18S,2

28S 28535
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6. XYZHTHXH

O ddxog (Bactocera oleae) eivar o kvp1otepog exOpdc ¢ eMds. [TpocPdiet amOKAEIGTIKA TOVG
KapmoLG NG EMAG Kot TpoKaAel andAela ot cuykopdn ~ 30%. EpeaviCetar og OAN v mepoym e
Meooyetokng Aekdvng, ekteiveton avatolkd g Méong AvatoAng péxpt tig mepoyég tov Iakiotdy,
kaBmg emiong ko ot votwe Aepkn, ta Koavdapio vnowd kot v Koiwpdpvia, 6mov vrdpyovv
eraddevtpa. H kotamoAéumon tov ddkov, péypt onpepa, 6ev €xel Kataotel Ikt a@ov ot puébodot
mov axoAovBovvror eivon emPrafeic kol avoamotelespatikéc. ‘Exel yiver mpoondfeia yioo poplok
TPOGEYYION TNG KATATOAEUN GG TOV, OAAGL KON OEV LIAPYEL KATOLOL EPIKTY| Kol EMTLUYNG LEOOOG.

H xatavonon g mpoélevong tov mAnbuopokd dwkprtdv ouddwv B. oleae, odhd kot
VTOEWAV TOL €I00VG, 1 GVYKPION AVTOV UETAED TOVG KOL Ol (PLAOYEVETIKES GLYKPIGES e GAAa
oVLYYEVIKA €101, elvan amapaitnteg TpoimoBécelg yia NV avAmTuEn evOg TAGVOL KATATOAEUNGONG TOV
eviopov. Ia va elvar avt) n puébodog ek, amorteitar n €OPeCN SYVOOTIKOV OEKTOV, MG
EPYOAELN Y100 TN YPNYOPN KOl EDKOAT TOVTOTOINGT TOV VITOEOMV.

To IGS gaivetatl va ivor pio katdAAnAn wepoyn vy v eaymyn Syvootikov deiktov. H
nweployn ovt) ekteivetor amd 1o 37 dkpo tov 28S rRNA yovidiov €wc v apyn tov ETS ko
amoteleiTon KUPIMG amd PHovadikég aAAnAovyies, ota 5 kot 37 dxpa Tov, Kot amd pHio 1| TEPICCOTEPES
OUAOEG ECMTEPIKMY EMAVOANYEWDV, GTO EGMOTEPIKO TOV. AVTEC 01 ECMTEPIKESG EMAVOANYELS LTOPOVV VoL
Kopaivovtol, o PNKog, omd UePIKEG OeKAdeG o€ MOAMEG ekoToviddec bp, dnuovpydvrag, €tot,
ToAvpopPiopovg punkovg. Ot emovolapPoavopeves aAANAOLYIEG KO Ol TOAVHOPPIGHOL UNKOVE, OF
ocuvdvacud pe 1o YpNyopo pubud eEEMENC Tov, Kabiotovv 10 IGS dpioto vmoyneo Yo TV
avalTnomn SyVOOTIK®OV OEIKTMV 6TO OGKO.

Y10 mAoiclo TG mopovoag SmAmuoTiknG epyacioc, £ywve PCR peydiov pnkovg yu v
gvioyvon tov dloyovidiokov daotiuatog (IGS) ue exkkivntég ekatépwbev avtod kot eviog tov 18S
kot 28S meproydv. Axorovdnoe amopdvoon DNA and to mktope ayapdling kot kKAmvomoinon tov
TUUOTOG OV eVioyLOnKe. XN cvvéyew, €yve TPoomddeln. aAANAOVYNONS TOV KOUUOTION, OUMG
TpoylaTOTOmONKeE HOVO Y TG OAANAovyieg Tov exkwvntov. H advvopic aAAniovynong tov
TUROTog oL evioyvOnke pe v PCR ogeihetan mBavotata otny advvapio khovoroinong tov. Kotd
™ Swdwacio g xAwvomoinong eivor mbBovod va unv €ywve m évbBeon g aAAniovyiog otov
TAAGSIOKO QOPER AOY® HEYGAOV HNKOLG awTAG 1 Vo KhmvoromOnkay pn ewdwég (non specific)
aAAniovyiec.

AOYy® ™G advvopiog EUEAVIONG OMOTEAEGUATOV, TPOYUATOTOMONKE OWAOYY] QUYIKNG

yovidtwpatikng PipAodnkng pe otodyo tov evtomiopd tov IGS. H dwahoyn édmwoe 4 mAdkeg mov £dmoav
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onua pe tov avyvevtn 18S kot 10 mhdkeg mov €dwoov onua pe tov aviyvevtn 28S. Amd avtég
emAEyOnNKav kot ot 4 pe 1o 18S kot 3 pe 1o 28S kot Eywve amopdovwon DNA. AkolovOnoav SumAég
TEYELG Kl PETOPOPE o€ HEUPPAVN TOV TPOTVLTOVL TN NAEKTPOPOPNONG, £TCL MOTE Vo VPpLdoTom el
He TOvg avTioToyovg aviyveutés 18S kot 28S. X1n ocuvvéyela, mpaypotomombnke KAwvomroinorn tomv
TUNUATOV OV £dmcav onue. kotd v vPpdomoinon. o tov éleyyo TV KOUUOTIOV 7OV
KAMwvomomOnkav &ywvoav Sumhéc méyelg kot Eava vPpdomoinon pe Toug avtiototyovg aviyvevtés. To
amoTéAespo TNG VPPOOTOiNoNg NTOV APVNTIKO, INAAST OEV EUEAVIGTNKE ONua. ¢ amdPPOLO. QVTOV
TOV OMOTEAEGUOTOC, CLUTEPUIVETAL OTL OEV TPOYUOTOTOWONKE 1 KA®VOTOINoN TOV TUNUATOV, OT®G
axpimg £ywve ko pe to amoteréopato e PCR pebodov.

Emopévac, n amopdvoon, n aAAniodynon kat 1 avaivon tov IGS wpo evpeon SoyvooTIKOV
etV eivon ta emdpeva Ppato mov mpémel vo emavaAnefodv, dote va yivel Koatavontny 1
poéhevon kat o Tpdmog eEaniwong tov mAnducumdv Tov Bactocera oleae kot twv vrogwddv tov. To
IGS &ivar iomg 1 mo KATAAANAN TEPLOYN OGOV QPOPE TNV TANPOPOPI0. TOV UITOPEL VO TOPEYEL Y10, TN

OMUoVPYIN CVTOV TOV SYVOCSTIKOV OEIKTAOV.

56



Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

7. BIBAIOTPA®IA

Appel DJ, Gordon TR. (1996). Relationships among pathogenic and non-pathogenic isolates
of Fusarium oxysporum based on the partial sequence of the intergenic spacer region of the
ribosomal DNA. Molecular Plant-Microbe Interactions, 9:125-138.

Baura G, Szaro TM, Bruns TD. (1992). Gastrosuillus laricinus is a recent derivative of
Suillus grevillei: molecular evidence. Mycologia, 84:592-597.

Bavykin G. Sergei, Lysov P. Yuri, Zakhariev Vladimir, Kelly J. John, Jackman Joany,
Stahl A. David, Cherni Alexey. (2004). Use of 16S rRNA, 23S rRNA, and gyrB Gene
Sequence Analysis to Determine Phylogenetic Relationships of Bacillus cereus Group
Microorganisms. Journal of Clinical Microbiology, p.3711-3730.

Berg D. E., Howe M. M. (1989). Mobile DNA (Am. Soc. Microbiol., Washington).

Bigot Yves, Lutcher Frangoise, Hamelin Marie-Héléne, Périquet Georges. (1992). The 28S
ribosomal RNA-encoding gene of Hymenoptera: inserted sequences in the retrotransposon-rich
regions. Gene, 121:347-352.

Black C. William 1V, Denson K. McLain and Karamjit S. Rai. (1989). Patterns of Variation
in the rDNA Cistron Within and Among World Populations of a Mosquito, Aedes albopictus
(Skuse). Genetics, 121:539-550.

Boeke J. D., Corces V. G. (1989). Transcription and Reverse Transcription of
Retrotransposons. Annu. Rev. Microbiol., 43:403-434.

Brown W. James, NC State University. Molecular phylogenetic analysis using ribosomal
RNA (rRNA). 1-14.

Browne M. J.,, Read C. A., Roiha H., Glover, D. M. (1984). Nucleic Acids Research,
12:9111-9122.

Bruns TD, White TJ, Taylor JW. (1991). Fungal molecular systematics. Annual Review of
Ecology and Systematics, 22:525-564.

Caputo B., Santolamazza F., Vicente J. L., Nwakanma D. C., Jawara M., Palsson K.,
Jaenson T., White B. J., Manchini E., Petrarca V., Conway D. J., Besansky N. J., Pinto J.,
della Torre A. (2011). The “Far-West” of Anopheles gambiae Molecular Forms. PLoS ONE,
6(2):e16415.

Chen Y. C., Eisner J. D., Kattar M. M., Rassoulian-Barrett S. L., LaFe K., Yarfitz
S. L., Limaye A. P., Cookson B. T. (2000). Identification of Medically Important Yeasts

57


http://jcm.asm.org/search?author1=Y.+C.+Chen&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=J.+D.+Eisner&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=M.+M.+Kattar&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=S.+L.+Rassoulian-Barrett&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=K.+LaFe&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=S.+L.+Yarfitz&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=A.+P.+Limaye&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=B.+T.+Cookson&sortspec=date&submit=Submit

Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

Using PCR-Based Detection of DNA Sequence Polymorphisms in the Internal Transcribed
Spacer 2 Region of the rRNA Genes. Journal of Clinical Microbiology, 6:2302-2310.
Chomczynski P. (1992). Solubilization of formamide protects RNA from degradation. Nucleic
Acids Sciences, 81:1991-3792.

Church G. M., Gilbert W. (1984). Genoming sequencing. Proccedings of the National
Academy of Sciences, 81:1991-1995.

Ciardo D. E., Schir G., Bottger E. C., Altwegg M., Bosshard P. P.
http://jcm.asm.org/content/44/
1/77.abstract?ijkey=d4ac999dc9c11813f0c0e4al3079ec248bc9d3cc&keytype2=tf ipsecsha -
aff-1. (2006). Internal Transcribed Spacer Sequencing versus Biochemical Profiling for

Identification of Medically Important Yeasts. Journal of Clinical Microbiology, 1:77-84.
Ciganda Martin, Noreen Williams. (2011). Eukaryotic 5S rRNA biogenesis. 2 (4):523-533.
Cluster PD, Marinkovic D, Allard RW, Ayala FJ. (1987). Correlations between
development rates, enzyme activities, ribosomal DNA spacer-length phenotypes, and
adaptation in Drosophila melanogaster. PNAS, 84:610-614.

Coen, E. S., T. Strachan, G. A. Dover. (1982a). Dynamics of concerted evolution of
ribosomal DNA and histone gene families in the melanogaster species subgroup of Drosophila.
J. Mol. Biol, 158:17-35.

Coen, E. S., J. M. Thoday, G. A. Dover. (1982b). Rate of turnover of structural variants in
the rDNA gene family of Drosophila melanogaster. Nature, 295:564-568.

Coen, E. S., G. A. Dover. (1983). Unequal exchanges and the coevolution of X and Y rDNA
arrays in D. melanogaster. Cell, 73:849-855.

Cullings KW, Szaro T, Bruns TD. (1996). Evolution of extreme specialization within a
lineage of ectomycorrhizal epiparasites. Nature, 379:63-66.

Cullings KW. (1994). Molecular pylogeny of the Monotropoideae (Ericaceae) with a note on
the placement of the Pyroloideae. Journal of Evolutionary Biology, 7:501-516.

Dawid I. B., Rebbert M. L. (1981). Nucleic Acids Research, 9:5011-5020.

Delanversin G., Jacq B. (1983). C. R. Acad. Sc. Paris 296, Série |11, 1041-1044.

Dover G. A. (1993). The evolution of genetic redundancy for advanced players. Curr. Opin.
Genet. Dev., 3:902-910.

Drancourt Michel, Bollet Claude, Carlioz Antoine, Martelin Rolland, Gayral Jean-Pierre,
Raoult Didier. (2000). 16S Ribosomal DNA Sequence Analysis of a Large Collection of

58


file:///C:/Users/hp/AppData/Local/Microsoft/Windows/Temporary%20Internet%20Files/Content.Outlook/IH2MVQ4I/D.E.Ciardo
http://jcm.asm.org/search?author1=G.+Sch%C3%A4r&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=E.+C.+B%C3%B6ttger&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=M.+Altwegg&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=P.+P.+Bosshard&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/content/44/%091/77.abstract?ijkey=d4ac999dc9c11813f0c0e4a13079ec248bc9d3cc&keytype2=tf_ipsecsha%20-%20%09aff-1
http://jcm.asm.org/content/44/%091/77.abstract?ijkey=d4ac999dc9c11813f0c0e4a13079ec248bc9d3cc&keytype2=tf_ipsecsha%20-%20%09aff-1
http://jcm.asm.org/content/44/%091/77.abstract?ijkey=d4ac999dc9c11813f0c0e4a13079ec248bc9d3cc&keytype2=tf_ipsecsha%20-%20%09aff-1
http://jcm.asm.org/search?author1=Michel+Drancourt&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Claude+Bollet&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Antoine+Carlioz&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Rolland+Martelin&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Jean-Pierre+Gayral&sortspec=date&submit=Submit

Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

Environmental and Clinical Unidentifiable Bacterial Isolates. Journal of Clinical
Microbiology, 10:3623-3630.

Evrard, J. L., Kuntz, M., Weil, J. H. (1990). The nucleotide sequence of five ribosomal
protein genes from the Cyanophora paradoxa: implications concerning the phylogenetic
relationship between Cyanelles and chloroplasts. Journal of Molecular Evolution, 30:16-25.
Fujiwara Haruhiko, Ishikawa Hajime. (1986). Molecular mechanism of introduction of the
hidden break into the 28S rRNA of insects: implication based on structural studies. Nucleic
Acids Research, 16:6393-6401.

Gillespie J. J., Johnston J. S., Cannone J. J. and Gutell R. R.. (2006). Characteristics of the
nuclear (18S, 5.8S, 28S and 5S) and mitochondrial (12S and 16S) rRNA genes of Apis
mellifera (Insecta: Hymenoptera): structure, organization, and retrotransposable elements.
Insect Molecular Biology, 15(5):657-686.

Gillings M. R., R. Frankham, J. Speirs, M. Whalley. (1987). X-Y exchange and the
coevolution of the X and Y rDNA arrays in Drosophila melanogaster. Genetics, 116:241-251.
Gonzalez-Barrera S., Garcia-Rubio M., Aguilera A. (2002). Transcription and double-
strand breaks induce similar mitotic recombination events in Saccharomyces cerevisiae.
Genetics, 162:603-614.

Gorokhova E, Dowling TA, Crease T, Weider LJ, Elser JJ. (2002). Functional and
ecological significance of rDNA IGS variation in a clonal organism under divergent selection
for production rate. Pro-ceedings of the Royal Society of London B, 269: 2373-2379.

Grimaldi G, Di Nocera PP. (1988). Multiple repeated units in Drosophila melanogaster
ribosomal DNA spacer stimulate rRNA precursor transcription. PNAS, 85:5502-5506.
Grimaldi G, Fiorentini P, Di Nocera PP. (1990). Spacer promoters are orientation-dependent
activators of pre-rRNA transcription in Drosophila melanogaster. Mol Cell Biol, 10:4667-
4677.

Hall Leslie, Wohlfiel Sherri, Roberts D. Glenn
http://jcm.asm.org/content/42/2/622.abstract?ijk
ey=2fbde5266eba507bb43d2df385b2dc6169fd4a5c&keytype2=tf ipsecsha - aff-1. (2004).
Experience with the MicroSeq D2 Large-Subunit Ribosomal DNA Sequencing Kit for

Identification of Filamentous Fungi Encountered in the Clinical Laboratory. Journal of
Clinical Microbiology, 2:622-626.

Hershkovitz MA, Lewis LA. (1996). Deep-level diagnostic value of the rDNA-ITS region.
Molecular Biology and Evolution, 13:1276-1295.

59


http://jcm.asm.org/search?author1=Leslie+Hall&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Sherri+Wohlfiel&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Glenn+D.+Roberts&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/content/42/2/622.abstract?ijk%09%09ey=2fbde5266eba507bb43d2df385b2dc6169fd4a5c&keytype2=tf_ipsecsha%20-%20aff-1
http://jcm.asm.org/content/42/2/622.abstract?ijk%09%09ey=2fbde5266eba507bb43d2df385b2dc6169fd4a5c&keytype2=tf_ipsecsha%20-%20aff-1

Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

Ishikawa H. (1977). Comparative Biochemistry and Physiology 56B:229-234.

Ishikawa H., Newburgh, R. W. (1972). Journal of Molecular Biology, 64:135-144.

Ishikawa H. (1977). Evolution of ribosomal RNA. Comparative Biochemistry and Physiology,
58(1 B):1-7.

Iwen PC, Hinrichs SH, Rupp ME. (2002). Utilization of the internal transcribed spacer
regions as molecular targets to detect and identify human fungal pathogens. 40(1):87-1009.
Jakubczak J.L., Xiong Y., Eickbush T.H. (1990). Type I (RI) and type Il (RII) ribosomal
DNA insertions of Drosophila melanogaster are retrotransposable elements closely related to
those of Bombyx mori. Journal of Molecular Biology, 212:37-52.

Jakubczak J.L., Burke D. W., Eickbush H. T. (1991). Retrotransposable elements R1 and
R2 interrupt the rRNA genes of most insects. pp. 3295-3299.

Jamrich M., Miller O. L. (1984). EMBO J., 3:1541-1545.

Janda J. Michael http://jcm.asm.org/content/45/9/2761.full - aff-1, Sharon L. Abbott.
(2007). 16S rRNA Gene Sequencing for Bacterial Identification in the Diagnostic

Laboratory: Pluses, Perils, and Pitfalls. Journal of Clinical Microbiology, 9:2761-2764.
Jorgenson RD, Cluster PD. (1988). Modes and tempos in the evolution of nuclear ribosomal
DNA: new characters for evolutionary studies and new markers for genetic and population s
tudies. Annals of the Missouri Garden, 75:1238-1247.

Kerrebrock A. W., Srivastava R., Gerbi S. A. (1989). J.Mol. Biol., 210:1-13.

Kidd S. J., Glover D. M. (1981). J. Mol. Biol., 151:645-662.

Kimihiro Ogino, Hiroko Eda-Fujiwara, Haruhiko Fujiwara, Hajime Ishikawa. (1990).
What causes the aphid 28S rRNA to lack the hidden break? Journal of Molecular Evolution,
509-513.

Klappenbach A. Joel, Saxman R. Paul, Cole R. James, Schmidt M. Thomas. (2001). rrndb:
the Ribosomal RNA Operon Copy Number Database. Nucleic Acids Research, 1:181-184.
Kossel H., Natt E., Strittmatter G., Fritzsche E., Gozdizicka-Jozefiak A., Przybyl D.
(1985) in Molecular Form and Function of the Plant Genome, van Vioten-Doting, L. Groot, G.
S. P., Hall T. C. (Eds), Plenum Publishing Co., pp.183-198.

Lieb M. (1953). Studies on lysogenetion in Esherichia coli. Cold Spring Harbor Symposia on
Quantitative Biology, 18:71-73.

Loening UE. (1968). Molecular weights of ribosomal RNA in relation to evolution. Journal of
Molecular Biology, 38 (3):355-365.

60


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwen%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11860017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hinrichs%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11860017
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rupp%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11860017
http://jcm.asm.org/search?author1=J.+Michael+Janda&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/content/45/9/2761.full#aff-1
http://jcm.asm.org/search?author1=Sharon+L.+Abbott&sortspec=date&submit=Submit
http://www.springerlink.com/content/?Author=Kimihiro+Ogino
http://www.springerlink.com/content/?Author=Hiroko+Eda-Fujiwara
http://www.springerlink.com/content/?Author=Haruhiko+Fujiwara
http://www.springerlink.com/content/?Author=Hajime+Ishikawa

Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

Maidak BL, Olsen GJ, Larsen N, Overbeek R, McCaughey MJ, Woese CR. (1997). The
RDP (Ribosomal Database Project). Nucleic Acids Research, 25:109-110.

Melen GJ, Pesce CG, Rossi MS, Kornblihtt AR. (1999). Novel processing in a mammalian
nuclear 28S pre-rRNA: Tissue-specific elimination of an 'intron' bearing a hidden break site.
EMBO Journal 18(11):3107-3118.

Moss T, Stefanovsky VY. (1995). Promotion and regulation of ribosomal transcription in
eukaryotes by RNA polymerase I. Nucleic Acids Research, 50:25-66.

Musters Wouter, Boon Kathy, Carine A.F.M. van der Sande, Harm van Heerikhuizen,
Planta J. Rubi. (1990). Functional analysis of transcribed spacers of yeast ribosomal DNA.
EMBO Journal, 12 pp. 3989-3996.

Neuman E, Schaefer-Ridder M, Wang Y, Hofschneider PH. (1982). Gene transfer into
mouse lyoma cells by electoporation in high electric fields. EMBO 1:841-845.

Oechsler A. Rafael, Feilmeier R. Michael, Ledee R. Dolena, Miller Darlene, Diaz R.
Mara, Fini M. Elizabeth, Fell W. Jack, Alfonso C. Eduardo. (2009). Utility of Molecular
Sequence Analysis of the ITS rRNA Region for Identfication of Fusarium spp. From Ocular
Sources. Investigative Ophthalmology and Visual Science, 5:2230-2236.

Petti C. A, Polage C. R., Schreckenberger P. (2005). The Role of 16S rRNA Gene
Sequencing in Identification of Microorganisms Misidentified by Conventional Methods.
Journal of Clinical Microbiology, 12:6123-6125.

Polanco Carlos, Gonzalez |. Ana, Alvaro de la Fuente, Dover A. Gabriel. (1998).
Multigene Family of Ribosomal DNA in Drosophila melanogaster Reveals Contrasting
Patterns of Homogenization for IGS and ITS Spacer Regions: A Possible Mechanism to
Resolve This Paradox. Genetics, 149:243-256.

Prokopowich D. Cheryl, Gregory T. Ryan, Crease J. Teresa. (2002). The correlation
between rDNA copy number and genome size in eukaryotes. Genome, 46: 48-50.

Reller L. Barth, Section Editor and Weinstein P. Melvin, Section Editor Petti A. Cathy.
(2007). Detection and Identification of Microorganisms by Gene Amplification and
Sequencing. Clinical Infectious Diseases, 44 (8):1108-1114.

Roiha H., Miller J. R., Woods L. C., Glover D. M. (1981). Nature (London), 290:749-753.
Schwartz M. (1967). Sur I’existance chez Escherichia coli K12 d’une régulation commune a
la biosynthesis des récepteurs du bactériophage A at au métabolisme du maltose. Annales de
[’Institut Pasteur, 113:685-704.

61


http://jcm.asm.org/search?author1=C.+A.+Petti&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=C.+R.+Polage&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=P.+Schreckenberger&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=L.+Barth+Reller&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Melvin+P.+Weinstein&sortspec=date&submit=Submit
http://cid.oxfordjournals.org/search?author1=Cathy+A.+Petti&sortspec=date&submit=Submit

Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

Schwarz Patrick, Bretagne Stéphane, Gantier Jean-Charles, Garcia-Hermoso  Dea,
Lortholary Olivier, Dromer Frangoise, Dannaoui Eric. (2006). Molecular Identification of
Zygomycetes from Culture and Experimentally Infected Tissues. Journal of  Clinical
Microbiology, 2:340-349.

Sgaramella V, Elrich SD. (1978). Use of T4 polynoucleotide ligase in the joining of flush-
ended DNA segments generated by restriction endonucleases. Eur J Biochem 86:531-537.
Shine J., Dalgarno L. (1973). Occurrence of heat-dissociable ribosomal RNA in insects: The
presence of three polynucleotide chains in 26S RNA from cultured Aedes aegypti cells.
Journal of Molecular Biology 75(1):57-72.

Smit S., Widmann J., Knight R. (2007). Evolutionary rates vary among rRNA structural
elements. Nucleic Acids Research, 35 (10):3339-3354.

Szmelcam S, Hofnung M. (1975). Maltose transport in Escherichia coli K12: Involvement of
the bacteriophage lambda receptor. The Journal of Bacteriology, 124:112-118.

Tautz D., C. Tautz, D. Webb, G. A. Dover. (1987). Evolutionary divergence of promoters
and spacers in the rDNA family of four Drosophila species: implications for molecular
coevolution in multigene families. J. Mol. Biol, 195:525-542.

Van Etten RA, Walberg MW, Clayton DA. (1980). Precise localization and nucleotide
sequence of the two mouse mitochondrial rRNA genes and three immediately adjacent novel
tRNA genes. Cell, 22:157-170.

Vogler DR, Bruns TD. (1998). Phylogenetic relationships among the pine stem rust fungi
(Cronatrium and Peridermium spp.). Mycologia, 90:244-257.

Ware V. C., Renkawitz R., Gerbi S. A. (1985). Nucleic Acids Research, 13:3581-3597.
Weider LJ, Glenn KL, Kyle M, Elser JJ. (2004). Associations among ribosomal (r)DNA
intergenic spacer length, growth rate, and C:N:P stochiometry in the genus Daphnia.
Limnology and Oceanography, 49:1417-1423.

Weisburg G. William, Barns M. Susan, Pelletier A. Dale, Lane J. David. (1991). 16S
Ribosomal DNA Amplification for Phylogenetic Study. Journal of Bacteriology, p.697-703.
Williams S. M., G. R. Furnier, E. Fuog, C. Strobeck. (1987). Evolution of the ribosomal
DNA spacers of Drosophila melanogaster: different patterns of variation on X and Y
chromosomes. Genetics, 116:225-232.

Winnebeck C. Eva, Millar D. Craig, Warman R. Guy. (2010). Why does insect RNA look

degraded? Journal of Insect Science, 10:159.

62


http://jcm.asm.org/search?author1=Patrick+Schwarz&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=St%C3%A9phane+Bretagne&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Jean-Charles+Gantier&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Dea+Garcia-Hermoso&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Olivier+Lortholary&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Olivier+Lortholary&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Fran%C3%A7oise+Dromer&sortspec=date&submit=Submit
http://jcm.asm.org/search?author1=Eric+Dannaoui&sortspec=date&submit=Submit

Avélvon g opydvwong tov piocopkod RNA tov ddikov e eMdg

Woo PC, Lau SK, Teng JL, Tse H, Yuen KY. (2008). Then and now: use of 16S rDNA gene
sequencing for bacterial identification and discovery of novel bacteria in clinical microbiology
laboratories. Clinical Microbiology and Infection, 14 (10):908-34.

Xiong Y., Eickbush T. H. (1988). Mol. Biol. Evol., 5:675-690.

Xiong Y., Eickbush T. H. (1990). EMBO. J., 9:3353-3362.

Xiong Y., Burke W. D., Jakubczak J. L., Eickbush T. H. (1988). Nucleic Acids Research,
16:10561-10573.

Ye J., Pérez-Gonzalez C. E., Eickbush D.G., Eickbush T.H. (2005). Competition between
R1 and R2 transposable elements in the 28S rRNA genes of insects. Cytogenet Genome,
110:299-306.

63


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Woo%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18828852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lau%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18828852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teng%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18828852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tse%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18828852
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yuen%20KY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18828852

	ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ
	ΣΧΟΛΗ ΕΠΙΣΤΗΜΩΝ ΥΓΕΙΑΣ
	ΤΜΗΜΑ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ ΚΑΙ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ
	Διπλωματική Εργασία
	Κωνσταντίνος Σταυρόπουλος
	ΛΑΡΙΣΑ 2012
	Η παρούσα διπλωματική εργασία εκπονήθηκε στο εργαστήριο Μοριακής Βιολογίας και Γονιδιωματικής του τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, υπό την επίβλεψη του Αναπληρωτή Καθηγητή Μοριακής Βιολογίας Κωνσταντίνου Ματθιόπουλου.
	Τριμελής Επιτροπή
	Ματθιόπουλος Κωνσταντίνος
	Αναπληρωτής καθηγητής Μοριακής Βιολογίας του τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας
	Σαραφίδου Θεολογία
	Λέκτορας Μοριακής Γενετικής Ζωικών Οργανισμών του τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας
	Αυγουστίνος Αντώνης
	Διδάσκων ΠΔ407 του τμήματος Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας
	Ευχαριστίες
	Θα ήθελα να εκφράσω τις ευχαριστίες μου προς τον κ. Κωνσταντίνο Ματθιόπουλο, για την εμπιστοσύνη που έδειξε προς το πρόσωπο μου και την ανάθεση αυτής της διπλωματικής εργασίας, τη βοήθεια και την καθοδήγηση καθ’ όλη τη διάρκεια της εκπονήσεως της, τι...
	Επίσης, ένα μεγάλο ευχαριστώ θα ήθελα να απευθύνω στην υποψήφια διδάκτορα κ. Μαρία-Ελένη Γρηγορίου, για την πολύτιμη και ανεκτίμητη βοήθειά της και την άψογη συνεργασία μας και στην υποψήφια διδάκτορα κ. Έφη Σαγρή, για τις πολύτιμες συμβουλές και γνώ...
	Τέλος, ευχαριστώ πολύ τις μεταπτυχιακές φοιτήτριες Βάσω Παπακρίβου, Παναγιώτα Κοσκινιώτη και τις προπτυχιακές φοιτήτριες κ. Χρυσάνθη Αλεξανδρή και κ. Αναστασία Μανούση, για την αρμονική συνύπαρξη μέσα στο εργαστήριο και για το ευχάριστο και φιλικό κλ...
	Περιεχόμενα
	1.  Εισαγωγή……………………………………………………………………….....9
	1.1 Το ριβοσωμικό RNA………………………………………………………...9
	1.2 Η χρησιμότητα του rRNA…………………………………………………..11
	1.2.1 Στη φυλογενετική ανάλυση……………………………………........11
	1.2.2 Στην αναγνώριση και ανακάλυψη νέων μικροοργανισμών………...13
	1.3 Το rRNA στα έντομα……………………………………………………….14
	1.3.1 Η διάσπαση του 28S rRNA στα έντομα…………………………....14
	1.3.2 Ρετρομεταθετά στοιχεία διακόπτουν το rDNA των εντόμων……...16
	1.3.3  Το IGS στα έντομα………………………………………………....17
	1.4 Ο δάκος της ελιάς…………………………………………………………..19
	1.4.1 Περιγραφή του δάκου………………………………………………19
	1.4.2 Ο κύκλος ζωής του…………………………………………………22
	1.4.3 Η ζημιά που προκαλεί……………………………………………...22
	2. Σκοπός...................................................................................................................25
	3. Μέθοδοι………………………………………………………………………….27
	3.1 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR)……………………………...27
	3.1.1 PCR για γονιδιακή ενίσχυση DNA………………………………...27
	3.1.2 PCR μεγάλου μήκους (Long PCR)………………………………...29
	3.2 Χειρισμός νουκλεϊκών οξέων……………………………………………...30
	3.2.1  Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης…………………………....30
	3.2.2 Εξαγωγή μορίων DNA από πήκτωμα αγαρόζης…………………...32
	3.2.3 Κατάτμηση DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες……………...32
	3.2.4 Εκχύλιση DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο………………………....33
	3.2.5 Κατακρήμνιση DNA με ισοπροπανόλη……………………………34
	3.3 Βακτηριοφάγος λ-DASH® II (Stratagene)…………………………………35
	1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ
	1.1 Το  ριβοσωμικό RNA
	Το ριβοζονουκλεϊκό οξύ, δηλαδή το RNA, είναι μία από τις δύο κατηγόριες των πολυμερών νουκλεϊκών οξέων στο κύτταρο. Αποτελείται από μονομερή νουκλεοτίδια που παίζουν σημαντικό ρόλο στις διαδικασίες της μεταγραφής και της μετάφρασης του DNA σε πρωτεϊν...
	Τα ριβοσωμικά γονίδια (εκτός των γονιδίων που κωδικοποιούν το 5S rRNA), είναι εγκατεστημένα στον πυρηνίσκο του πυρήνα. Λόγω της μεγάλης σημασίας τους κατά την πρωτεϊνοσύνθεση, τα γονίδια αυτά μεταγράφονται με πολύ γοργούς ρυθμούς. Για την άμεση ανταπ...
	Το rRNA αποτελεί το 80-85% του συνολικού RNA ενός κυττάρου (Paule MR and Lofquist AK, 1996) και τα διαφορετικά rRNA διαχωρίζονται μεταξύ τους από την ταχύτητα καθίζησης τους (S: Svedberg: μονάδα μέτρησης της ταχύτητας καθίζησης). Κάθε μεταγραφική μον...
	Εικόνα 1.1: Σχηματική απεικόνιση της οργάνωσης των μεταγραφικών μονάδων του rDNA.
	Η πρωτεϊνοσύνθεση είναι μία από τις πιο θεμελιώδεις δραστηριότητες στις οποίες συμμετέχει και κατέχει κύριο ρόλο το rRNA και η οποία διεξάγεται από τα ριβοσώματα. Τα ριβοσώματα είναι μεγάλα συμπλέγματα που αποτελούνται από rRNA και πρωτεΐνες και η ικ...
	Εικόνα 1.2: Σχηματική απεικόνιση της μεγάλης και της μικρής ριβοσωμικής υπομονάδας των προκαρυωτών
	και των ευκαρυωτών.
	1.2 Η χρησιμότητα του rRNA
	1.2.1 Στη φυλογενετική ανάλυση
	Η μοριακή φυλογενετική ανάλυση είναι η χρήση μακρομοριακών αλληλουχιών για την αναδόμηση των εξελικτικών σχέσεων ανάμεσα στους οργανισμούς. Το μέγεθος της διαφοράς μεταξύ ομόλογων DNA, RNA, ή πρωτεϊνικών αλληλουχιών σε διαφορετικούς οργανισμούς χρησι...
	Η σύγκριση των rRNA αλληλουχιών είναι ένα πολύ ισχυρό εργαλείο για την εξαγωγή συμπερασμάτων σχετικά με τη φυλογενετική και εξελικτική σχέση ανάμεσα σε βακτήρια, αρχαία και ευκαρυωτικούς οργανισμούς (Weisburg et al. 1991). Τα διάφορα rRNA έχουν και δ...
	Η ανάλυση του 16S rRNA είναι μια απλή και συνηθισμένη μέθοδος για την αναγνώριση μικροοργανισμών (Bavykin et al. 2004). Η χρήση αυτού του rRNA είναι συχνά η καλύτερη επιλογή, διότι είναι παρόν σε όλα τα κύτταρα (προκαρυωτών, μιτοχονδρίων και χλωροπλα...
	Εικόνα 1.3: Απεικόνιση τμήματος της αλληλουχίας του 16S rRNA σε διαφορετικούς οργανισμούς.
	Το 16S rRNA, το πιο συνηθισμένο για φυλογενετική ανάλυση, μαζί με το 23S rRNA έχουν χρησιμοποιηθεί για την αποσαφήνιση των φυλογενετικών σχέσεων ανάμεσα σε πολλά βακτήρια
	1.2.2 Στην αναγνώριση και ανακάλυψη νέων μικροοργανισμών
	Οι κλασικές μέθοδοι για την αναγνώριση βακτηρίων είναι βασισμένες σε χαρακτηριστικά που παρατηρούνται σε γνωστά είδη με αναμενόμενες βιοχημικές και φυσικές ιδιότητες κάτω από ευνοϊκές συνθήκες ανάπτυξης. Όταν κοινοί μικροοργανισμοί παρουσιάζονται με ...
	Μία από τις πιο ελκυστικές δυνατότητες της χρήσης των πληροφοριών που δίνει η αλληλουχία του 16S rRNA, είναι ότι εξασφαλίζει την αναγνώριση του γένους και του είδους για βακτήρια στα οποία δεν υπάρχει ένα αναγνωρισμένο βιοχημικό προφίλ και για στελέχ...
	Εικόνα 1.4: Σχηματική απεικόνιση του 16S rRNA των βακτηρίων.
	Όμοια με τα βακτήρια, κλασική ταυτοποίηση των μυκήτων απαιτεί βιοχημικά τεστ και εμπειρία στην αναγνώριση της μορφολογίας των αναπαραγωγικών δομών των μυκήτων μακροσκοπικά και μικροσκοπικά. Η αναγνώριση ή ταυτοποίηση μέσω γονιδιακής αλληλούχισης δεν ...
	Εικόνα 1.5: Σχηματική απεικόνιση της δομής του rDNA των μυκήτων.
	1.3 Το rRNA στα έντομα
	1.3.1 Η διάσπαση του 28S rRNA στα έντομα
	Το κυτταροπλασματικό ριβόσωμα των ευκαρυωτικών κυττάρων περιέχει τέσσερα RNA μόρια, 28S, 18S, 5,8S και 5S rRNA. Η έκταση της κωδικής περιοχής του rRNA (rDNA) είναι από 4000 νουκλεοτίδια σε μερικούς μονοκύτταρους οργανισμούς μέχρι 5000 νουκλεοτίδια στ...
	Στην μέλισσα A. mellifera το rRNA προφίλ της φανέρωσε μία μονή rRNA κορυφή αντί για δύο καθαρές κορυφές που αναμένονται για τα δύο μεγάλα rRNA είδη, 18S και 28S. Προτάθηκε έτσι ότι μία μονή κορυφή rRNA είναι κοινά εμφανίσιμη στο RNA των εντόμων και π...
	Εικόνα 1.6Β: Διαγραμματική απεικόνιση του rRNA προφίλ της A. mellifera.
	Ο μηχανισμός εισαγωγής του hidden break, μία διακοπή του φωσφοδιεστερικού δεσμού συγκεκριμένα στο 28S rRNA των πρωτοστόμιων, έχει μελετηθεί σε πολλά έντομα. Πιο συγκεκριμένα στο λεπιδόπτερο, Bombyx mori, μετά από ανάλυση έχει προταθεί ότι μία έκταση ...
	Όλα τα έντομα φαίνεται να έχουν τα δύο κομμάτια του 28S rRNA, επομένως και το hidden break, και εκτός από την κλάση των εντόμων φαίνεται να υπάρχουν όχι μόνο και σε άλλα αρθρόποδα, αλλά και σε πολλά άλλα πρωτοστόμια (Ishikawa et al. 1977). Με μεγάλη ...
	1.3.2 Ρετρομεταθετά στοιχεία διακόπτουν το rDNA των εντόμων
	Η ευκαρυωτική πολυγονιδιακή οικογένεια του rRNA (rDNA) είναι γενικά συγκροτημένη σε μερικές εκατοντάδες μέχρι μερικές χιλιάδες αντίγραφα σε επαναλαμβανόμενες μονάδες παραταγμένες στη σειρά σε ένα ή περισσότερα χρωμοσώματα. Μία από τις πιο κοινές αιτί...
	Εικόνα 1.7: Σχηματική απεικόνιση των R1 και R2
	στοιχείων.
	Μεταθετά στοιχεία υπάρχουν πιθανώς στο γονιδίωμα κάθε ευκαρυώτη (Berg and Howe, 1989). Ανάμεσα στους πιο άφθονους τύπους αυτών των στοιχείων είναι τα ρετρομεταθετά στοιχεία, τα οποία όπως και οι ρετροιοί μετακινούνται στο ενδιάμεσο ενός RNA (Boeke an...
	1.3.3 Το IGS στα έντομα
	Σύμφωνα με όσα έχουν προαναφερθεί, λόγω της σημαντικότητας των ριβοσωμάτων στη σύνθεση των πρωτεϊνών, στην αύξηση του κυττάρου και στην ανάπτυξη του οργανισμού, τα ριβοσωμικά γονίδια χρειάζονται να μεταγράφονται σε πολύ υψηλούς ρυθμούς. Στην επίτευξη...
	Εικόνα 1.8: Σχηματική αναπαράσταση της περιοχής του IGS, στην οποία απεικονίζονται
	οι επαναλαμβανόμενες αλληλουχίες του υποκινητή.
	Επίσης, μελέτες υποστηρίζουν την άποψη ότι η δομή του IGS είναι εξίσου σημαντική για την μεταγραφή του rDNA και συνεπώς για τον ρυθμό ανάπτυξης. Σε μελέτες στη Drosophila melanogaster βρέθηκε μία σχέση ανάμεσα στο μήκος του IGS και στο χρόνο ανάπτυξη...
	Επιπλέον, πολλές εργασίες που ασχολούνται με τις διαδικασίες ομογενοποίησης του rDNA της Drosophila, έχουν αναλύσει το διαγονιδιακό διάστημα (IGS) (Coen et al. 1982a,b; Coen and Dover, 1983; Tautz et al. 1987; Williams et al. 1987). Το IGS είναι σημα...
	Η πολυμορφικότητα του IGS που του επιτρέπει να έχει μια ιδιαίτερη δομή, είναι ένα σημαντικό εργαλείο για την εύρεση μοριακών δεικτών (Caputo et al. 2011), τη μελέτη του ρυθμού εξέλιξης, την κατανόηση της δράσης της διαδικασίας ομογενοποίησης του rDNA...
	1.4 Ο δάκος της ελιάς
	1.4.1 Περιγραφή του δάκου
	Ο δάκος (Bactocera oleae) είναι ένα είδος φρουτόμυγας που ανήκει στο υπογένος Daculus της οικογένειας Tephritidae. Είναι ένα φυτοφάγο είδος, του οποίου η προνύμφη (κάμπια) τρέφεται με τον καρπό του δέντρου της ελιάς, δηλαδή με την ελιά, και αποτελεί ...
	Εικόνα 1.9: Προσβεβλημένος καρπός ελιάς στον οποίο φαίνεται η προνύμφη (κάμπια) του
	δάκου.
	Τα αυγά του έχουν μήκος 0.7 με 1.2 mm, είναι λεπτοκαμωμένα και επιπεδοποιημένα στο στομάχι του, και έχουν ένα μικρό λευκό φυμάτιο που είναι απαραίτητο για την αναπνοή του εμβρύου. Η κάμπια έχει μία κωνική – κυλινδρική στενή πρόσοψη, και αναπτύσσεται ...
	Εικόνα 1.10: Απεικόνιση ενήλικου αρσενικού δάκου.
	Εικόνα 1.11: Απεικόνιση ενήλικου θηλυκού δάκου.
	1.4.2 Ο κύκλος ζωής του
	Στις περιοχές γύρω από τη Μεσόγειο, κάθε χρόνο εμφανίζονται δύο ως πέντε γενιές του δάκου. Τον χειμώνα τον περνάει σε νυμφικό στάδιο αρκετά εκατοστά κάτω από το έδαφος και από στρώμα φύλλων, και τα ενήλικα άτομα αναδύονται από το Μάρτιο μέχρι το Μάιο...
	Ο κύκλος ζωής και ανάπτυξης του δάκου είναι στενά συνδεδεμένος με τις περιβαλλοντικές συνθήκες, κυρίως του κλίματος και της θέσης των δέντρων της ελιάς. Η θερμοκρασία παίζει ένα σημαντικό ρόλο στη βιωσιμότητα και στους ρυθμούς αναπαραγωγής. Θερμοκρασ...
	1.4.3 Η ζημιά που προκαλεί
	Οι ζημιές που προκαλούνται από το δάκο είναι δύο ειδών: ποσοτικές και ποιοτικές. Από ποσοτικής πλευράς, η ζημιά που προκαλούν οι κάμπιες του δεύτερου και ειδικότερα του τρίτου σταδίου, αφαιρώντας σημαντικό μέγεθος του πολφού (σάρκα του φρούτου), έχει...
	2.  ΣΚΟΠΟΣ
	Ο δάκος είναι ο σοβαρότερος εχθρός της ελιάς. Προσβάλλει αποκλειστικά τους καρπούς της ήμερης και της άγριας ελιάς και κάθε χρόνο προκαλεί στην ελαιοκομία της χώρας μας σοβαρές οικονομικές ζημιές. Η μέχρι σήμερα καταπολέμηση του δάκου βασίζεται κυρίω...
	Ένα χρήσιμο εργαλείο αποτελούν οι μεταγραφικές μονάδες του ριβοσωμικού DNA, οι οποίες βρίσκονται σε πολυάριθμα αντίγραφα, εξελίσσονται γρήγορα και είναι κατάλληλες για φυλογενετική ανάλυση και ταξινόμηση των υποειδών του εντόμου. Πιο συγκεκριμένα, μί...
	Ο σκοπός της αναφερόμενης διπλωματικής εργασίας είναι η ανάλυση της οργάνωσης του ριβοσωμικού RNA του δάκου και η ολοκλήρωση της αλληλούχισης του, ώστε να καταστεί δυνατή η ανάπτυξη κατάλληλων διαγνωστικών δεικτών για τη διάκριση των υποειδών καθώς κ...
	3. ΜΕΘΟΔΟΙ
	3.1 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης (PCR)
	3.1.1 PCR για γονιδιακή ενίσχυση DNA
	Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) αποτελεί μια απλή, ταχεία, επιλεκτική και εξαιρετικά ευαίσθητη in vitro μέθοδο πολλαπλασιασμού του γενετικού υλικού ενός οργανισμού, η οποία πραγματοποιείται με την βοήθεια του ενζύμου της πολυμεράσης και επανα...
	i. μήτρα DNA, η οποία περιέχει τη στοχευόμενη περιοχή DNA που θα ενισχυθεί.
	ii. ένα ζεύγος εκκινητών, οι οποίοι είναι συμπληρωματικοί στο 3΄ άκρο της κάθε κωδικής και μη κωδικής αλυσίδας του DNA στόχου. Είναι συνθετικά ολιγονουκλεοτίδια, συνήθως 15 – 30 βάσεων, τα οποία πρέπει να έχουν παρόμοια περιεκτικότητα σε G/C, να μην ε...
	iii. ειδική DNA πολυμεράση (Taq πολυμεράση), που έχει απομονωθεί από το θερμόφιλο βακτήριο Thermus aquaticus και είναι θερμοσταθερή διατηρώντας τη δραστικότητά της σε θερμοκρασίες έως και 95 οC, με βέλτιστη θερμοκρασία γύρω στους 75 – 80 οC.
	iv. κατάλληλο διάλυμα ελεύθερων 5’ τριφωσφορικών δεοξυριβοζονουκλεοτιδιών (dNTPs).
	v. ειδικό ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) για την Taq πολυμεράση, ώστε να διατηρούνται σταθερά το pH και ιονική ισχύς του περιβάλλοντος της αντίδρασης.
	vi. κατάλληλη συγκέντρωση διαλύματος MgCl2. Τα ιόντα Mg+2 σχηματίζουν διαλυτά σύμπλοκα με τα  dNTPs ώστε να δημιουργήσουν το πραγματικό υπόστρωμα που αναγνωρίζει η πολυμεράση.
	Κάθε κύκλος πολυμερισμού περιλαμβάνει:
	i. την αποδιάταξη του DNA. Ολική αποδιάταξη του DNA στόχου πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 94 οC για 20 – 30 δευτερόλεπτα. Η αποδιάταξη οφείλεται στη διάσπαση των δεσμών υδρογόνου ανάμεσα στις συμπληρωματικές βάσεις.
	ii. την αναδιάταξη των αλυσίδων με τους κατάλληλους συμπληρωματικούς εκκινητές. Η θερμοκρασία και ο χρόνος που χρειάζεται για την υβριδοποίηση των εκκινητών εξαρτάται από τη συγκέντρωση τους στην αντίδραση, το μήκος και την αλληλουχία των βάσεων τους....
	iii. την επιμήκυνση από κάθε εκκινητή μιας συμπληρωματικής αλυσίδας. Ο χρόνος για την επιμήκυνση εξαρτάται από το μήκος και τη συγκέντρωση της αλληλουχίας στόχου και από τη θερμοκρασία της αντίδρασης. Συνήθως πραγματοποιείται σε θερμοκρασία 72 οC.
	Διαδικασία:
	1) Σε eppendorf τύπου PCR προστίθενται:
	2) Οι συνθήκες της αντίδρασης στη συσκευή PCR:
	3) Τα προϊόντα της PCR αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης ή πολυακρυλαμιδίου.
	3.1.2 PCR μεγάλου μήκους (Long PCR)
	Η PCR μεγάλου μήκους παρέχει τη δυνατότητα ενίσχυσης έως και 40 kb, σε αντίθεση με την απλή PCR. Η μέθοδος αυτή είναι ίδια με την απλή PCR, με τη διαφορά ότι χρησιμοποιεί μία υψηλής απόδοσης Taq πολυμεράση με δράση 3΄ 5΄ εξωνουκλεάσης, ώστε να επιδιο...
	Διαδικασία:
	1) Σε eppendorf τύπου PCR προστίθενται:
	2) Οι συνθήκες της αντίδρασης στη συσκευή PCR:
	3) Τα προϊόντα της PCR αναλύονται με ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης ή πολυακρυλαμιδίου.
	3.2 Χειρισμός νουκλεϊκών οξέων
	3.2.1 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης
	Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης είναι μία μέθοδος που χρησιμοποιείται για το διαχωρισμό, την αναγνώριση και τον καθαρισμό κομματιών DNA (Sambrook et al. 1989). Η τεχνική αυτή είναι απλή, γρήγορη και ικανή να διαχωρίζει μίγματα κομματιών DNA που δ...
	Η ηλεκτροφορητική κινητικότητα του DNA στο πήκτωμα αγαρόζης εξαρτάται κυρίως από τέσσερις παραμέτρους:
	i. Το μέγεθος του DNA. Γραμμικά δίκλωνα DNA κινούνται με ρυθμό αντιστρόφως ανάλογο του λογάριθμου (log) μοριακού τους βάρους.
	ii. Τη συγκέντρωση της αγαρόζης. Η κινητικότητα ενός κομματιού DNA διαφέρει σε πηκτώματα διαφορετικής συγκέντρωσης αγαρόζης. Χρησιμοποιώντας πηκτώματα διαφορετικών συγκεντρώσεων μπορούμε να διαχωρίσουμε ένα μεγάλο εύρος μεγεθών DNA.
	iii. Τη στερεοδιάταξη του DNA. Η κλειστή (υπερελικωμένη) κυκλική μορφή (μορφή I), η ανοικτή κυκλική μορφή (μορφή II) και γραμμικό DNA (μορφή III) του ίδιου μοριακού βάρους έχουν διαφορετική κινητικότητα σε πηκτώματα αγαρόζης. Οι σχετικές κινητικότητες...
	iv. Την ένταση του ρεύματος. Σε χαμηλή τάση (volts), που σημαίνει μικρό ρεύμα, η κινητικότητα γραμμικών κομματιών DNA είναι ανάλογη με τα volts που χρησιμοποιούνται. Όμως, αν αυξήσουμε την ένταση του ηλεκτρικού ρεύματος (αύξηση των volts), η κινητικότ...
	Διαδικασία:
	1) Η επιθυμητή ποσότητα αγαρόζης αναμειγνύεται με διάλυμα ηλεκτροφόρησης και θερμαίνεται έως ότου τηχθεί η αγαρόζη και το διάλυμα γίνει τελείως διαυγές.
	2) Προστίθεται βρωμιούχο αιθίδιο σε τελική συγκέντρωση 1 μg/ml.
	3) Όταν η θερμοκρασία του διαλύματος της τηγμένης αγαρόζης κατεβεί στους 50 οC, μεταφέρεται σε μήτρα πολυμερισμού ηλεκτροφορητικής συσκευής, στην οποία έχουν τοποθετηθεί, με κάθετη διευθέτηση «χτενάκια», ώστε να προκύψουν οι ειδικές θέσεις «πηγαδάκια»...
	4) Όταν στερεοποιηθεί το διάλυμα, τα χτενάκια απομακρύνονται και η βάση τοποθετείται στην ηλεκτροφορητική συσκευή, η οποία είναι πληρωμένη με διάλυμα ηλεκτροφόρησης (αντίστοιχο αυτού που έχει κατασκευαστεί το πήκτωμα) τόσο ώστε να επικαλύπτει το πήκτωμα.
	5) Στα προς ηλεκτροφόρηση δείγματα προστίθεται διάλυμα χρωστικής με αναλογία (1:4).
	6) Τα δείγματα φορτώνονται στα πηγαδάκια σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης υπό σταθερή τάση.
	7) Η παρακολούθηση της πορείας της ηλεκτροφόρησης πραγματοποιείται με έκθεση του πηκτώματος σε ακτινοβολία UV.
	Σημειώσεις:
	 Για τον προσδιορισμό του μεγέθους των ζωνών του DNA στο πήκτωμα παράλληλα με τα προς εξέταση δείγματα ηλεκτροφορείται το κατάλληλο πρότυπο μεγεθών DNA (ladder).
	 Το διάλυμα χρωστικής αυξάνει την πυκνότητα του δείγματος λόγω της παρουσίας γλυκερόλης σε αυτό, ώστε να εισαχθεί ευκολότερα στο πηγαδάκι. Το διάλυμα είναι αρνητικά φορτισμένο και επομένως κινείται προς την ίδια κατεύθυνση με το DNA, επιτρέποντας τον...
	 Η ηλεκτροφόρηση μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για τον ποσοτικό προσδιορισμό DNA. Ο ηλεκτροφορητικός ποσοτικός προσδιορισμός ενδείκνυται σε περιπτώσεις είτε χαμηλής συγκέντρωσης DNA, είτε μη καθαρότητας των προς ανάλυση διαλυμάτων. Η ένταση φθορισμού ...
	3.2.2 Εξαγωγή μορίων DNA από πήκτωμα αγαρόζης
	Η διαδικασία έχει στόχο την ανάκτηση μορίων DNA μετά από ηλεκτροφορητικό διαχωρισμό σε πήκτωμα αγαρόζης και πραγματοποιήθηκε με χρήση του Invisorb® Spin DNA Extraction Kit 250 (Invitek).
	Διαδικασία:
	1) Μετά το πέρας τη ηλεκτροφόρησης, το επιθυμητό τμήμα DNA αποκόπτεται από το πήκτωμα αγαρόζης, τοποθετείται σε σωληνάκι τύπου eppendorf 2ml και προσδιορίζεται το βάρος του.
	2) Σε βάρος >150mg προστίθενται 1ml Gel Solubilizer S και το μείγμα επωάζεται σε θερμοκρασία 50 οC για 10 λεπτά, έως ότου επιτευχθεί η τήξη του πηκτώματος.
	3) Έπειτα, προστίθενται 500μl Binding Enhancer και το μείγμα αναδεύεται με πιπέτα 2-3 φορές.
	4) Το μείγμα μεταφέρεται σε στήλη (Spin Filter), η οποία έχει τοποθετηθεί σε σωλήνα συλλογής, και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 10.500 – 11.300 rpm για 1 λεπτό.
	5) Το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα συλλογής, επανατοποθετείται η στήλη και το βήμα επαναλαμβάνεται.
	6) Στη συνέχεια, προστίθενται 500μl Wash Buffer, ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 9.000 rpm για 30 sec, το έκλουσμα απομακρύνεται από το σωλήνα συλλογής, επανατοποθετείται η στήλη και το βήμα επαναλαμβάνεται.
	7) Ακολουθεί φυγοκέντρηση full speed για 4 λεπτά, μεταφορά της στήλης σε καινούριο eppendorf 1,5ml και προστίθενται 20μl Elution Buffer στο κέντρο της στήλης.
	8) Έπειτα, ακολουθεί επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά και φυγοκέντρηση σε 9.000 rpm για 1 λεπτό και το βήμα επαναλαμβάνεται.
	9) Το DNA αποθηκεύεται σε θερμοκρασία 4 οC.
	10) ξβ
	3.2.3 Κατάτμηση DNA με περιοριστικές ενδονουκλεάσες
	Τα ένζυμα περιορισμού (restriction enzymes) είναι ειδικές ενδονουκλεάσες που απομονώθηκαν από διάφορους προκαρυωτικούς οργανισμούς, κυρίως βακτήρια. Τα ένζυμα περιορισμού προστατεύουν τους μικροοργανισμούς αυτούς από την εισβολή ξένου DNA και έχουν ω...
	Διαδικασία:
	1) Σε σωληνάκι τύπου eppendorf προστίθενται διαδοχικά το DNA, το ρυθμιστικό διάλυμα (buffer) του ενζύμου, η κατάλληλη ποσότητα ddH2O έως τον τελικό όγκο και το ένζυμο.
	2) Το μείγμα αναδεύεται ήπια με πιπέτα και επωάζεται στην κατάλληλη για το χρησιμοποιούμενο ένζυμο θερμοκρασία (συνήθως 37 οC) για 1 – 2 ώρες.
	3) Η αντίδραση πέψης τερματίζεται είτε με την προσθήκη διαλύματος EDTA σε τελική συγκέντρωση 10 mM, είτε με επώαση του μείγματος στη θερμοκρασία απενεργοποίησης του ενζύμου.
	Σημειώσεις:
	 Η συγκέντρωση του ενζύμου δεν πρέπει να υπερβαίνει το 10% του τελικού όγκου της αντίδρασης διότι μπορεί να προκληθεί αναστολή της δράσης του λόγω αυξημένης παρουσίας γλυκερόλης. Οι περιοριστικές ενδονουκλεάσες διατηρούνται σε διάλυμα γλυκερόλης 50% ...
	 Η ποσότητα του ενζύμου μπορεί να μειωθεί εάν αυξηθεί ο χρόνος επώασης της αντίδρασης.
	3.2.4 Εκχύλιση DNA με φαινόλη/χλωροφόρμιο
	Η διαδικασία έχει στόχο την απομάκρυνση πρωτεϊνών από διαλύματα νουκλεϊκών οξέων, λόγω της ιδιότητας της φαινόλης να αποδιατάσσει και να διαχωρίζει τις πρωτεΐνες μαζί με τα λιπίδια από τα νουκλεϊκά οξέα. Τα νουκλεϊκά οξέα συγκεντρώνονται στην υδατική...
	Διαδικασία:
	1) Σε διάλυμα DNA όγκου V προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος φαινόλης/χλωροφορμίου (0,5V/0,5V) και ακολουθεί ανάδευση έως ότου σχηματιστεί ένα ομοιογενές γαλάκτωμα.
	2) Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14.000g για 5 λεπτά ώστε να διαχωριστούν οι δύο φάσεις, οργανική και υδατική.
	3) Η υδατική φάση, στην οποία περιέχονται τα νουκλεϊκά οξέα, μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf, προστίθεται ίσος όγκος διαλύματος χλωροφορμίου (1V), και αφού προηγηθεί ανάδευση, φυγοκεντρείται σε 14.000g για 5 λεπτά.
	4) Ακολουθεί μεταφορά της υδατικής φάσης σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf και επανάληψη της εκχύλισης με χλωροφόρμιο.
	5) Η υδατική φάση μεταφέρεται σε νέο σωληνάκι τύπου eppendorf και το DNA επανακτάται με κατακρήμνιση σε αιθανόλη.
	3.2.5 Κατακρήμνιση DNA με ισοπροπανόλη
	Η κατακρήμνιση με ισοπροπανόλη έχει ως στόχο τη συμπύκνωση, την αφαλάτωση και την επανάκτηση νουκλεϊκών οξέων και πραγματοποιείται παρουσία συγκεκριμένων συγκεντρώσεων μονοσθενών κατιόντων. Η διαδικασία μπορεί να ποικίλλει στη θερμοκρασία που χρησιμο...
	Διαδικασία:
	1) Σε διάλυμα DNA όγκου V προστίθεται διάλυμα οξικού νατρίου (CH3COONa) τελικής συγκέντρωσης 0,3 M και ίσος όγκος (1V) ισοπροπανόλης.
	2) Το μείγμα, ύστερα από ισχυρή ανάδευση, τοποθετείται σε θερμοκρασία δωματίου για 15 λεπτά και έπειτα, φυγοκεντρείται σε 14.000g για 20 λεπτά.
	3) Το υπερκείμενο υγρό απομακρύνεται και στο ίζημα προστίθεται μισός όγκος αιθανόλης 70% (0,5V), ώστε να απομακρυνθούν τα άλατα.
	4) Ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 14.000g για 5 λεπτά και απομάκρυνση του υπερκείμενου.
	5) Το ίζημα αφήνεται να στεγνώσει σε θερμοκρασία δωματίου και επαναδιαλύεται σε υδατικό διάλυμα.
	Σημειώσεις:
	 Η κατακρήμνιση μικρής ποσότητας νουκλεϊκών οξέων μπορεί να βελτιωθεί με την προσθήκη φορέων συγκατακρήμνισης (όπως γλυκογόνο, tRNA ζύμης, γραμμικό πολυακρυλαμίδιο). Οι φορείς αυτοί είναι αδιάλυτοι σε διαλύματα αιθανόλης και κατά τη φυγοκέντρηση δημι...
	3.3 Βακτηριοφάγος λ-DASH® II (Stratagene)
	Ο βακτηριοφάγος λ-DASH® II (Εικόνα 3.1) αποτελεί φορέα αντικατάστασης ο οποίος χρησιμοποιείται για την κλωνοποίηση μεγάλων τμημάτων γονιδιωματικού DNA και παρουσιάζει τα εξής χαρακτηριστικά: α) αναπτύσσεται σε κύτταρα XL1-Blue MRA΄ (P2) εκμεταλλευόμε...

