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Βαςικζσ αρχζσ ανάλυςθσ φαινοτφπων ςε πρότυπουσ μφκθτεσ 

Ειςαγωγι: Ο Aspergillus nidulans ωσ πρότυπο γενετικό ευκαρυωτικό ςφςτθμα  
 
Ο A. nidulans είναι ζνασ απλόσ ευκαρυωτικόσ οργανιςμόσ. Είναι μθ-πακογόνοσ 
νθματοειδισ μφκθτασ, εφκολοσ ςτθ χριςθ γενετικϊν, βιοχθμικϊν και μοριακϊν 
τεχνικϊν. Ουςιϊδεισ γενετικζσ αναλφςεισ (φυλετικζσ και μθ φυλετικζσ) ζχουν 
αναπτυχκεί από το 1950. Γενετικόσ μεταςχθματιςμόσ, εξειδικευμζνθ αντικατάςταςθ 
γονιδίων, πλαςμίδια ενςωμάτωςθσ και αναδιπλαςιαςμοφ, και μελζτεσ κινθτικισ τθσ 
διαμεμβρανικισ μεταφοράσ ουςιϊν αναπτφχκθκαν ςτισ δεκαετίεσ του 80 και 90. Ο 
προςδιοριςμόσ τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ του γονιδιϊματοσ του A. nidulans 
(2,7x107 bp, περίπου 9.500 γονίδια) ζχει ολοκλθρωκεί από το 2006 γεγονόσ που 
επιτρζπει τθν ταυτοποίθςθ ομόλογων γονιδίων με γνωςτι λειτουργία που 
παρουςιάηουν επιςτθμονικό ενδιαφζρον. Όπωσ όλοι οι μφκθτεσ του εδάφουσ, ο A. 
nidulans διακζτει ζνα εξαιρετικό μεταβολικό ρεπερτόριο. Αναπτφςςεται παρουςία 
μεγάλθσ ποικιλίασ κρεπτικϊν ουςιϊν τισ οποίεσ μπορεί να τισ χρθςιμοποιιςει ωσ 
πθγζσ αηϊτου και/ι άνκρακα.  

Εξαιρετικζσ δυνατότθτεσ γενετικισ και αναπτυξιακισ ανάλυςθσ προςφζρει ο 
κφκλοσ ηωισ του, ο οποίοσ μπορεί να είναι φυλετικόσ, αφυλετικόσ, ι παραφυλετικόσ 
(Εικόνα 1). Στον αφυλετικό κφκλο του A. nidulans ζνα απλοειδζσ κονιδιοςπόριο 
διογκϊνεται και εκβλαςτάνει, ο βλαςτικόσ ςωλινασ επιμθκφνεται για να 
δθμιουργιςει το πρϊτο τμιμα του μυκθλίου, μζςα ςτο οποίο ο πυρινασ του 
κονιδιοςπορίου κινείται και διαιρείται μιτωτικά, για να δθμιουργιςει τελικά το 
πολυπφρθνο μυκιλιο. Το μυκιλιο είναι ζνα δίκτυο ςυνδεόμενων τμθμάτων (υφζσ), 
όπου το κάκε τμιμα περιζχει πολλοφσ πυρινεσ. Το μυκιλιο με τθ ςειρά του, 
διαφοροποιείται ςε αζριεσ υφζσ και κονιδιοφορείσ, όπου αναπτφςςονται οι 
αλυςίδεσ κονιδιοςπορίων (βλ. ζνκεςθ δεξιά).. Τα κονιδιοςπόρια χαρακτθρίηονται ωσ 
αδρανι και παρουςιάηουν πολφ χαμθλά επίπεδα μεταβολιςμοφ. 

 

 
Εικόνα 1: Εγγενισ και αγενισ κφκλοσ ηωισ Aspergillus nidulan 
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Η αδρανισ φάςθ των κονιδιοςπορίων διακόπτεται, όταν το περιβάλλον του 
μφκθτα είναι ενυδατωμζνο και αποκτά ιδιότθτεσ ιδανικζσ για περαιτζρω ανάπτυξθ 
όταν υπάρχει πθγι αηϊτου και άνκρακα, με αποτζλεςμα τθ γριγορθ διόγκωςι 
τουσ, τον επαναπροςδιοριςμό τθσ οργάνωςθσ του πυρινα, τθν εμφάνιςθ τθσ 
πρϊιμθσ βλαςτθτικισ υφισ και τελικά το ςχθματιςμό τθσ ϊριμθσ υφισ (μυκιλιο). Η 
διαδικαςία αυτι τθσ εκβλάςτθςθσ των κονιδιοςπορίων μπορεί να διαιρεκεί ςε τρία 
ςτάδια: τθν ιςοτροπικι φάςθ ανάπτυξθσ (Isotropic growth phase) όπου αρκεί θ 
ενυδάτωςθ των ςποριϊν, τθ φάςθ κακιζρωςθσ τθσ πολικότθτασ του κυττάρου 
(Polarity establishment) και τθ φάςθ διατιρθςθσ τθσ πολικότθτασ (Polarity 
maintenance).  

Η ιςοτροπικι φάςθ ανάπτυξθσ περιλαμβάνει τθ διόγκωςθ των ςπορίων, τθν 
αποςυςπείρωςθ τθσ χρωματίνθσ του πυρινα, κακϊσ και μια ςειρά αλλαγϊν ςτισ 
επιφανειοδραςτικζσ ιδιότθτεσ ςτθν περιφζρεια του κυττάρου, που 
αντικατοπτρίηονται με αυξθμζνθ τάςθ προςκόλλθςθσ των ςπορίων ςε υγρι 
καλλιζργεια. Στα πρωταρχικά ςτάδια αυτισ τθσ φάςθσ (20 min), με τθν παρουςία 
και μόνο νεροφ, ενεργοποιείται αναπτυξιακά μια ςειρά μεταβολικϊν μονοπατιϊν, 
όπωσ θ αναπνοι, και αρκετά αργότερα (2-4 ϊρεσ) κα ακολουκιςει θ βαςικι 
βιοςφνκεςθ πρωτεϊνϊν και νουκλεϊκϊν οξζων και θ παραγωγι εξωκυτταρικϊν 
ενηφμων. Η υδρόλυςθ τρεχαλόηθσ παίηει κομβικό ρόλο ςτθ ενεργοποίθςθ των 
κονιδιοςπορίων μζςω του οςμορυκμιςτικοφ ρόλου τθσ. Ιδιαίτερο ενδιαφζρον 
παρουςιάηει ότι κατά ιςοτροπικι φάςθ ανάπτυξθσ του A. nidulans, ανεξαρτιτωσ τι 
εμπεριζχει το κρεπτικό μζςο ανάπτυξθσ, ενεργοποιείται θ ζκφραςθ 
διαμεμβρανικϊν μεταφορζων (transporters) τθσ πλαςματικισ μεμβράνθσ για τθν 
άμεςθ πρόςλθψθ ουςιϊν/μεταβολιτϊν/κρεπτικϊν, όπωσ οι νουκλεοτιδικζσ βάςεισ, 
τα αμινοξζα, τα νιτρικά και αμμωνιακά ιόντα, κτλ. Η ζκφραςθ των μεταφορζων 
αυτϊν είναι μθδενικι ςτθν αδρανι φάςθ των ςπορίων, ενϊ ςτθ φάςθ του πλιρωσ 
αναπτυγμζνου μυκθλίου διατθρείται ςε χαμθλά επίπεδα, εκτόσ εάν ςτο κρεπτικό 
υπάρχουν υποςτρϊματα του μεταφορά (φαινόμενο επαγωγισ). Μετά τθν ζκφραςθ 
των μεταφορζων ακολουκεί θ ζκφραςθ των ςχετικϊν ενηφμων για τισ ουςίεσ που 
προςλαμβάνονται.   

Κατά το φυλετικό κφκλο του A. nidulans, ο οποίοσ ςυνικωσ γίνεται ςε 
ςυνκικεσ ςτρεσ, ζνα ηεφγοσ πυρινων διαιρείται μειωτικά και ςε ςυγχρονιςμό. 
Αρχικά δφο απλοειδείσ πυρινεσ του μυκθλίου ζρχονται ςε ςφντθξθ και ο διπλοειδισ 
πυρινασ που παράγεται υπόκειται ςε μείωςθ και επακολουκοφν δυο μιτϊςεισ, που 
οδθγοφν ςτθ δθμιουργία οχτϊ απλοειδϊν αςκοςπορίων (ascospores) εντόσ ενόσ 
αςκοφ (ascus). Στθ διαδικαςία τθσ μείωςθσ μπορεί να γίνει εκτεταμζνοσ 
γονιδιωματικόσ αναςυνδυαςμόσ. Η δθμιουργία αςκϊν πραγματοποιείται κλωνικά 
ϊςτε να δθμιουργθκεί τελικά ζνα καρποφόρο ςϊμα, το κλειςτοκικιο, μζςα ςτο 
οποίο εμπερικλείονται εκατοντάδεσ αςκοί (~104 αςκοςπόρια). Τα αςκοςπόρια 
απελευκερϊνονται με τθ ριξθ του κλειςτοκθκείου. Ο φυλετικόσ κφκλοσ ςε ζνα 
ςτζλεχοσ κεωρείται ωσ φαινόμενο αυτογονιμοποίθςθσ (selfing). 

Όταν δυο διαφορετικά ςτελζχθ ζρκουν ςε επαφι, οι υφζσ που ςυντικονται 
(αναςτόμωςθ) δθμιουργοφν ζνα  ετεροκάρυο.  Το ετεροκάρυο δεν είναι ςτακερό, 
αλλά ςε ςυνκικεσ πίεςθσ, π.χ. όταν ζχουμε διαφορετικζσ αυξοτροφίεσ για κάκε 
ςτζλεχοσ, θ ιςορροπθμζνθ αναλογία των δφο διαφορετικϊν πυρινων και θ 
διατιρθςθ του ετεροκάρυου είναι δυνατι. Αν ακολουκιςει ζνασ φυλετικόσ κφκλοσ 
ςτο ετεροκάρυο, κα προκφψουν νζα ςτελζχθ λόγω γενετικϊν αναςυνδυαςμϊν. Ο 
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φυλετικόσ κφκλοσ που πραγματοποιείται ςε ετεροκάρυο μζςω ςφντθξθσ 
διαφορετικϊν γονικϊν πυρινων κεωρείται φαινόμενο ετερογονιμοποίθςθσ θ 
απλϊσ διαςταφρωςθσ (crossing). 

Στον A. nidulans υπάρχουν εκατοντάδεσ διακζςιμα ςτελζχθ με μεταλλαγζσ 
ςε γονίδια, τα οποία εμπλζκονται ςε βιοςυνκετικά και καταβολικά μονοπάτια. Τα 
ςτελζχθ που αδυνατοφν να βιοςυνκζςουν ςυγκεκριμζνουσ μεταβολίτεσ, όπωσ οι 
βιταμίνεσ, τα αμινοξζα και οι νουκλεοτιδικζσ βάςεισ  (αυξότροφα), χρθςιμεφουν ωσ 
ςτελζχθ «υποδοχισ» πλαςμιδίων ςε πειράματα γενετικοφ μεταςχθματιςμοφ. Σε 
αυτά τα πειράματα πλαςμίδια φζρουν ωσ γονιδιακό μάρτυρα επιλογισ 
μεταςχθματιςμζνων ςτελεχϊν τα γονίδια τα οποία ςτα «απουςιάηουν» ςτα 
αυξότροφα ςτελζχθ (π.χ. ςτζλεχοσ  argB- μεταςχθματίηεται με πλαςμίδια που φζρει 
το argB+  ϊςτε να επιλεχκοφν μόνο τα μεταςχθματιςμζνα ςτελζχθ απουςία 
αργινίνθσ ςτο κρεπτικό-βλζπε ςθμειϊςεισ μακιματοσ). Τα περιςςότερα πλαςμίδια 
μεταςχθματιςμοφ ςτον A. nidulans είναι πλαςμίδια ενςωμάτωςθσ (ομόλογθσ ι 
ετερόλογθσ, απλισ θ πολλαπλισ- βλζπε ςθμειϊςεισ μακιματοσ). Τα ενςωματωμζνα 
ςτο γονιδίωμα του A. nidulans πλαςμίδια μποροφν επίςθσ να «διαςωκοφν» είτε 
μζςω PCR είτε μζςω μεταςχθματιςμοφ ςτθν E. coli. Στθν δεφτερθ περίπτωςθ θ 
διαδικαςία διάςωςθσ βαςίηεται ςτθν ιδιότθτα του A. nidulans να αποβάλλει 
πλαςμίδια ενςωματωμζνα ςτο γονιδίωμα του κατά τθ διάρκεια τθσ μίτωςθσ. Η 
αποβολι του πλαςμίδιο είναι αποτζλεςμα του ομόλογου αναςυνδυαςμοφ μεταξφ 
δυο διαδοχικϊν αντιγράφων του προσ μελζτθ γονιδίου, που βρίςκονται 
ενςωματωμζνα διαδοχικά ςτο γονιδίωμα του μφκθτα και οδθγεί ςτθν αποβολι του 
ενόσ από τα δφο αντίγραφα φερόμενο ςτο πλαςμίδιο. 
 
 
Για περιςςότερα για τον A. nidulans δείτε ςτο e-class articles 1-5 
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Πειραματικό μζροσ Άςκθςθσ 1  
 
1.1 Μεταλλαγζσ--Φαινότυποι ςτον Aspergillus nidulans:  

Ένα εξαιρετικό γενετικό εργαλείο βαςικισ ζρευνασ  

κοπόσ τθσ άςκθςθσ. Ζνα μεγάλο πλεονζκτθμα του Α.nidulans (και άλλων 
αςκομυκιτων) είναι ότι μεταλλαγζσ αντανακλϊνται ςε πολλοφσ και 
διαφορετικοφσ φαινοτφπουσ  αποικιϊν που αναπτφςςονται ςε διαφορετικά 
κρεπτικά. Με τθν άςκθςθ κα δοφμε φαινοτφπουσ μεταλλαγϊν 
καταβολιςμοφ, αναβολιςμοφ, ανάπτυξθσ, αφξθςθσ ι ςχετικι με τθν δράςθ 
φαρμάκων και κα ςυηθτιςουμε αν μια μεταλλαγι φαίνεται να είναι ολικισ 
θ μερικισ απώλειασ λειτουργίασ θ τροποποίθςθσ υπάρχουςασ λειτουργίασ 
(οι ζννοιεσ αυτζσ κα ςυηθτθκοφν και ςτο μάκθμα). 

 

Φαινότυποι A. nidulans ςχετικοί με: 

Χριςθ πθγών C & N  
Θρεπτικά: α) ΜΜG+ αμμωνιακά, β) ΜΜG+ UA, γ) ΜΜF +αμμωνιακά 
τελζχθ Α. nidulans: pabαA1(wt), Δ3 pabaA1, Δ7 pabaA1 
Ανά εργαςτθριακό πάγκο των 6, κάκε ομάδα (2 άτομα) εμβολιάηει 1 τρυβλίο 
από τα α-γ, και με τα τρία ςτελζχθ. 
Για κάκε τμιμα 24 φοιτθτϊν:  
4  MMG/NH4

+, 4 MMG/UA, 4MMF/ NH4
+ 

 

ΜΜG =ελάχιςτο κρεπτικό με γλυκόηθ 
ΜΜF: ελάχιςτο κρεπτικό με φρουκτόηθ 
UA: ουρικό οξφ, 
Δ3 &  Δ7 = ςτελζχθ με 3 ι 7 απενεργοποιθμζνουσ μεταφορείσ πουρινϊν και 
ςχετικϊν μεταβολιτϊν* (κα ςυηθτθκεί ςτθν άςκθςθ) 

 
Αυξοτροφίεσ  

Θρεπτικά: α) MMG/ΝΗ4
+ + riboflavin, paba, β) MMG/ΝΗ4

+ + riboflavin, 
pantothenate, γ)  MMG/ΝΗ4

+ + pantothenate, paba 
τελζχθ Α. nidulans: pabaA1, riboB2, pantoB100   
Ανά εργαςτθριακό πάγκο των 6, κάκε ομάδα (2 άτομα) εμβολιάηει 1 τρυβλίο 
από τα α-γ, και με τα τρία ςτελζχθ. 
4 MMG/NH4+paba/ribo, 4 MMG/NH4+paba/panto,  
4 MMG/NH4+panto/ribo 

 
Μορφολογικζσ  μεταλλαγζσ  & Επιρροι κερμοκραςίασ  

Θρεπτικά: CM (πλιρεσ κρεπτικό)  
Μεταλλαγμζνα ςτελζχθ* Α. nidulans: Δap2, hulAΔC2, sedVts, wt 
Ανά εργαςτθριακό πάγκο των 6, κάκε ομάδα (2 άτομα) εμβολιάηει 1 τρυβλίο 
και με τα τρία ςτελζχθ. Οι τρσισ ομάδεσ του παγκου επωάηουν θ κάκε μια ςε 
άλλθ κερμοκραςία (25, 37, 42 ο C) 
Για κάκε τμιμα 24 φοιτθτϊν: 12 τρυβλία CM  
 

*Θα ςυηθτιςουμε τι είναι οι ςχετικζσ μεταλλαγζσ 
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Πειραματικό μζροσ Άςκθςθσ 2  
 
2.1 Γενετικι διαςταφρωςθ ςτελεχών Aspergillus nidulans- 
 
Βιμα Ι:  δθμιουργία ετεροκάρυου 

 

Θα διαςταυρϊςουμε ςτελζχθ A.  nidulans με  εμβολιαςμό ςε CM, ςε απόςταςθ 1 
cm, των δυο γονικϊν ςτελεχϊν με ςυμπλθρωματικζσ αυξοτροφίεσ (απαραίτθτο για 
τθν επιλογι αργότερα διαςταυρωμζνων κλειςτοκικιων). Τθν επόμενθ Δεφτερα κα 
περάςετε από το εργαςτιριο να μεταφζρετε το ςθμείο όπου ζχουν δθμιουργθκεί 
ετεροκαρυωτικζσ υφζσ ςε νζο τρυβλίο χωρίσ καμιά από τισ αυξοτροφίεσ 
απαραίτθτεσ για τθν επιβίωςθ των γονζων. Ζτςι κα επιλζξετε/εμπλουτίςετε το 
ετεροκάρυο. Σε αυτό, μετά από 3 μζρεσ, κα του «ςτεριςουμε» τον αζρα (κάλυψθ 
με διάφανθ μεμβράνθ) ϊςτε να του δθμιουργιςουμε ςτρεσ, το οποίο επάγει τθν 
ςεξουαλικι διαφοροποίθςθ, ςφντθξθ 2 πυρινων, και τθν ανάπτυξθ 8 
αςκοςπορίων μζςω μείωςθσ και 2 μιτώςεων ςε αςκοφσ, οι όποιοι εςωκλείονται ςε 
κλειςτοκικια (ορατζσ μαφρεσ ςφαίρεσ πάνω ςτο μυκιλιο) . Αυτό χρειάηεται 10-14 
θμζρεσ.  
 

Θα λάβετε τισ διαςταυρώςεισ Α. nidulans:  

yA2 riboB2 x wA  pantoB10 uaY462C                   

Δ3 pabaA1 x pantoB100 yA2         

Ανά εργαςτθριακό πάγκο των 6, κάκε ομάδα (2 άτομα) μεταφζρει, όπωσ κα ςασ 

δείξουμε, τθν περιοχι ςφντθξθσ των υφϊν  ςε τρυβλίο MMG/ΝΟ3 με 1 από τισ 2 

διαςταυρϊςεισ.  

Για κάκε τμιμα 24 φοιτθτϊν: 12 τρυβλία MMG/ΝΟ3 

 
 

2.2 Καταγραφι – φωτογράφιςθ –ανάλυςθ των  αποτελεςμάτων τθσ άςκθςθσ 1 
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Πειραματικό μζροσ Άςκθςθσ 3  
 
3.1  Ανάλυςθ γενετικισ διαςταφρωςθσ – Βιμα ΙΙ: Απομόνωςθ κλειςτοκθκίων και  
επώαςθ αςκοςπορίων 
 
Βιμα ΙΙ: απομόνωςθ κλειςτοκθκίων  και καλλιζργεια αςκοςπορίων  
 
Κάκε ομάδα (2 άτομα) απομονϊνει ζνα κλειςτοκικιο και αναλφει τουσ απόγονουσ 
τθσ διαςταφρωςθσ όπωσ κα ςασ δείξουμε 
 
Για κάκε τμιμα: 
12 τρυβλία ΜΜS για κακαριςμό κλειςτοκθκίων 
12 τρυβλία ΜΜG/NH4 για εφρεςθ διαςταυρωμζνων κλειςτοκθκίων 
 
 
3.2 Μεταλλαξιγζνεςθ ςτον Aspergillus nidulans μζςω του μετακετοφ ςτοιχείου 
Minos 

 Θα λάβετε ανά ομάδα 1 τρυβλίο του ςτελζχουσ Minos/Tpase UapA-GFP ΔuaZ 

pyroA4/pabaA1 

 Θα απομονϊςτε τα κονιδιοςπόρια με ςπάτουλα και κα δθμιουργιςετε 

εναιϊρθμα τουσ ςε απολφτωσ αποςτειρωμζνεσ ςυνκικεσ 

 Θα εμβολιάςετε τρυβλίο MMG/allantoin μζςω κρεπτικοφ top-agar με ςκοπό 

τθν επιλογι μεταλλαγϊν ανκεκτικότθτασ ςτθν αλλαντοΐνθ. Tα τρυβλία Θα 

επωάηονται 7 μζρεσ ςε 37 o C. 

 Για τα παραπάνω κα ςασ δοκοφν οδθγίεσ ςτθν διάρκεια τθσ άςκθςθσ. 

 Ο μθχανιςμόσ του μετακετοφ Minos/Tpase κα ζχει περιγραφεί ςτο μάκθμα. 

Για κάκε τμιμα: 12 τρυβλία MMG/allantoin/pyro/paba 
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Άςκθςθ 4 - Ειςαγωγι 

Κυτταρικι Μικροβιολογία-Μελζτθ πρωτεϊνικισ δυναμικισ διακίνθςθσ 

μζςω Μικροςκοπίασ φκοριςμοφ In vivo 

Παρακολοφκθςθ τθσ υποκυτταρικισ τοπολογίασ του μεταφορζα UapA 

(φυςιολογικοφ και μεταλλαγμζνων μορφών) 

Πολφ λίγα είναι γνωςτά για τθν κυτταρικι βιολογία και κυρίωσ τθν βιογζνεςθ και 
αποδόμθςθ των μεταφορικϊν πρωτεϊνϊν ςε ευκαρυωτικά κφτταρα όπου υφίςταται 
θ πρόκλθςθ τθσ πρωτεϊνικισ μεμβρανικισ διακίνθςθσ και ςτόχευςθσ (cargo 
membrane traffic and targeting). Αυτό οφείλεται κυρίωσ ςτθ δυςκολία εντοπιςμοφ 
και απομόνωςισ τουσ, λόγω τθσ υδρόφοβθσ φφςθσ των μεταφορζων και τθσ κζςθσ 
τουσ ςτθ μεμβράνθ. Επιπλζον, τα πολφ χαμθλά επίπεδα ζκφραςθσ των πρωτεϊνϊν 
αυτϊν, ςε ςυνδυαςμό με τθ μικρι ςχετικά αφκονία τουσ ςτθ μεμβράνθ (δεν πρζπει 
να ξεπερνάει το 0.01%), κακιςτά δφςκολθ τθν εφαρμογι κλαςςικϊν μεκόδων 
ανοςοφκοριςμοφ και ανοςοκατακριμνιςθσ. Οι περιςςότερεσ μελζτεσ ανοςολογικοφ 
εντοπιςμοφ ζχουν περιγραφεί ςε μεμβρανικζσ πρωτεΐνεσ τθσ ηφμθσ και βαςίηονται 
ςτθν υπερζκφραςθ του προσ μελζτθ μεμβρανικοφ μεταφορζα.  

Η ανάπτυξθ τθσ τεχνολογίασ τθσ πράςινθσ φκορίηουςασ πρωτεΐνθσ (GFP) 
(αλλά και άλλων φκοριηουςϊν πρωτεϊνϊν, RFP, YFP, BFP, κτλ) αποδείχκθκε 
εξαιρετικά επωφελισ για τθ μελζτθ τθσ κυτταρικισ ζκφραςθσ πρωτεϊνϊν, και για 
τον προςδιοριςμό cis και trans ςτοιχείων που εμπλζκονται ςε διαδικαςίεσ, όπωσ θ 
μεταφορά και θ τοπογζνεςθ των πρωτεϊνϊν ςτθ μεμβράνθ. Εκτόσ από τθ 
μεγαλφτερθ ευαιςκθςία που ςυχνά ζχει, ςυγκρινόμενθ με τον ανοςοεντοπιςμό, θ 
τεχνολογία τθσ GFP ζχει το εξαιρετικό πλεονζκτθμα του in vivo εντοπιςμοφ.  

Η GFP ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ για τθ μελζτθ τθσ ζκφραςθσ, 
υποκυτταρικισ διακίνθςθσ, τοπογζνεςθσ και ρυκμιηόμενισ αποδόμθςθσ 
διαμεμβρανικϊν μεταφορζων του A. nidulans. Ωσ γονίδιο αναφοράσ για τον 
υποκυτταρικό εντοπιςμό των διαμεμβρανικϊν μεταφορζων ςε ηωντανά κφτταρα 
μυκιτων in vivo, χρθςιμοποιοφμε μία ενεργοποιθμζνθ εκδοχι του γονιδίου gfp 
(sgfp), θ οποία είχε δειχκεί ότι είναι ιδιαιτζρωσ λειτουργικι ςτον A. nidulans. Σε 
όλεσ τισ περιπτϊςεισ δθμιουργοφνται χιμαιρικζσ πρωτεΐνεσ μεταφορζασ-GFP, οι 
οποίεσ εκφράηονται μζςω του ενδογενοφσ ι ενόσ ιςχυροφ και ρυκμιηόμενου 
υποκινθτι. Για να γίνει αυτό πρϊτα καταςκευάηονται, μζςω γενετικισ μθχανικισ, τα 
αντίςτοιχα χιμαιρικά γονίδια. Η ανοιχτό πλαίςιο ανάγνωςθσ  τθσ GFP ςυγχωνεφεται, 
ςχεδόν πάντα, ςτο καρβοξυτελικό άκρο του γονίδιου κάκε μεταφορζα με τζτοιο 
τρόπο ϊςτε μεταφράηεται ενιαία θ χιμαιρικι πρωτεΐνθ μεταφορζασ-GFP (απουςία 
κωδικόνιου stop). Ζχει διαπιςτωκεί ότι το μικοσ των ςυνδετικϊν αμινοξζων 
μεταφορζασ-GFP ςτθν χιμαιρικι πρωτεΐνθ είναι ςυχνά ςθμαντικό για τθν 
λειτουργικι ζκφραςθ και τοπογζνεςθ των χιμαιρικϊν πρωτεϊνϊν ςτθ μεμβράνθ, 
αλλά και για τον φκοριςμό τθσ GFP. Τα χιμαιρικά μόρια με 0, 2 ι 4 ςυνδετικά 
αμινοξζα είναι ςυχνά λειτουργικά. Το χιμαιρικό γονίδιο μεταφορζασ-gfp 
ενςωματϊνεται ςτο φυςιολογικό γενετικό τόπο με αμοιβαία αντικατάςταςθ, 
κατόπιν γενετικοφ μεταςχθματιςμοφ του A. nidulans με γραμμικζσ DNA “καςζτεσ”, ι 
μζςω εκτοπικά ενςωματωμζνων ςτο γονιδίωμα πλαςμιδίων που φζρουν το 
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χιμαιρικό γονίδιο (βλ. μάκθμα), πάντα ςε ςτζλεχοσ του οποίου «ςχετικοί» 
ενδογενείσ μεταφορείσ είναι απενεργοποιθμζνοι. (γιατί;)  

Η ζκφραςθ χιμαιρικϊν μεταφορζων-GFP επιτρζπει τθ μελζτθ όχι μόνο των 
μεταφορζων «φυςικοφ τφπου», αλλά και μιασ πλθκϊρασ διακζςιμων 
μεταλλαγμζνων μορφϊν τουσ, με αποτζλεςμα τον διαχωριςμό των μεταλλαγϊν που 
επθρεάηουν τθν υποκυτταρικι διακίνθςθ, ςτακερότθτα, ςτόχευςθ και αποδόμθςθ 
των μεταφορζων, από αυτζσ που επθρεάηουν αποκλειςτικά τθν ενεργότατα και τθν 
κινθτικι των μεταφορζων αυτι κακαυτι. 
 
Παρακαλϊ να μελετθκοφν τα άρκρα από το e-class (articles 8-12): 
 

 Dimou S, Diallinas G. Life and Death of Fungal Transporters under the 
Challenge of Polarity. Int J Mol Sci. 2020 Jul 29;21(15):5376. : 

 Diallinas G, Martzoukou O. Transporter membrane traffic and function: 
lessons from a mould. FEBS J. 2019 Dec;286(24):4861-4875.  

 Dimou S, Martzoukou O, Dionysopoulou M, Bouris V, Amillis S, Diallinas G. 
Translocation of nutrient transporters to cell membrane via Golgi bypass in 
Aspergillus nidulans. EMBO Rep. 2020 Jul 3;21(7):e49929.  

 Martzoukou O, Karachaliou M, Yalelis V, Leung J, Byrne B, Amillis S, Diallinas 
G. Oligomerization of the UapA Purine Transporter Is Critical for ER- Exit, 
Plasma Membrane Localization and Turnover. J Mol Biol. 2015 Aug 
14;427(16):2679-96.  

 Martzoukou O, Diallinas G, Amillis S. Secretory Vesicle Polar Sorting, 
Endosome Recycling and Cytoskeleton Organization Require the AP-1 
Complex in Aspergillus nidulans. Genetics. 2018 Aug;209(4):1121-1138. 

 

 
Ειςαγωγι ςτο πειραματικό μζροσ τθσ Άςκθςθ 
 
Θα μελετιςουμε ςε μικροςκόπιο φκοριςμοφ φυςικοφ τφπου ςτελζχθ & και 
μεταλλαγμζνα ςτελζχθ που εκφράηουν τον μεταφορζα UapA (πρόςλθψθ ουρικοφ 
και ξανκίνθσ) του A. nidulans. Θα πάρετε  καλλιζργειεσ ςε τρυβλία κατάλλθλα για 
παρατιρθςθ ςε αντεςτραμμζνο μικροςκοπίου επιφκοριςμοφ, από: 
 
Ομάδεσ 1-6 UapA-GFP ςε νιτρικά, αμμωνιακά ι ουρικό 
Ομάδεσ 7-9 UapA-Τ47Α-GFP ςε νιτρικά  
Ομαδεσ 10-12  UapA-GFP ςε ςτελζχθ thiAp-sec24 ςε νιτρικά 
 
Η μικροςκοπία κα γίνει ςτο μικροςκόπιο που βρίςκεται ςτον Σομζα Φυςιολογίασ 
ςε ομάδεσ των 8 ατόμων, 1 ομάδα ανά 40 λεπτά. 
 
Σχολιάςτε τθν υποκυτταρικι κζςθ του UapA που παρατθριςατε (κρατάτε εικόνεσ 
από όλα τα αποτελζςματα ςασ) ςε κάκε περίπτωςθ, και με βάςθ αυτά που κα 
ειπωκοφν ςτθν άςκθςθ και ςτισ διαλζξεισ κα δϊςετε γραπτι αναφορά ςε μορφι 
επιςτθμονικισ ζκκεςθσ με εικόνεσ και ςχόλαςμα (1 ςελίδα).  
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4.2 Καταγραφι τθσ ανάλυςθ γενετικισ διαςταφρωςθσ-φαινότυποι απογόνων  

Σχολιάςτε το αποτζλεςμα ςασ. 
 
4.3 Καταγραφι τθσ μεταλλαξιγζνεςθσ μζςω του μετακετοφ ςτοιχείου Minos 

Σθμειϊνετε τθν διαδικαςία που κα κάνετε παρουςία μου και των βοθκϊν τθσ 
άςκθςθσ. Με βάςθ τα αποτελζςματα ςασ και αυτά που κα ειπωκοφν ςτθν άςκθςθ 
και ςτο μάκθμα, να αναπτφξετε ςυηιτθςθ, υποκζςεισ και ςυμπεράςματα ωσ προσ 
τθν φφςθ των πικανϊν μεταλλαγϊν που ίςωσ προκφψουν (βλ. μάκθμα) 
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Πειραματικό μζροσ Άςκθςθσ 5 

Αποκωδικοποίθςθ αλλθλουχιών πρωτεϊνών in silico 

Θα εξοικειωκοφμε με: 

• ΑνάλυςθDNA: εφρεςθ orfs, εξωνίων, εςωνίων, επαναλαμβανόμενεσ 

αλλθλουχίεσ 

• Ανάλυςθ Πρωτεϊνϊν: Πρωτοταγισ δομι πρωτεΐνθσ-ανάλυςθ, λειτουργικά 

μοτίβα, μοτίβα μετα-μεταφραςτικϊν τροποποιιςεων, κτλ. Δευτεροταγισ δομι 

πρωτεΐνθσ-ανάλυςθ (α-ζλικεσ, β-πτυχϊςεισ, κλπ), διαμεμβρανικζσ περιοχζσ, 

δομικά μοτίβα. Τριτοταγισ δομι πρωτεΐνθσ-homology threading 

• Σφγκριςθ με άλλεσ αλλθλουχίεσ ςτισ βάςεισ δεδομζνων (blastp), multiple 

sequence alignments, φυλογενετικζσ αναλφςεισ, κτλ 

 Genome annotation  

θμαντικζσ ιςτοςελίδεσ για αναλφςεισ in silico 

• http://www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed/ 
• http://www.expasy.ch/ 
• http://web.expasy.org/translate 
• https://www.predictprotein.org/ 
• http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframe0.html 
• http://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED_form.html 
• http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ 
• http://www.psort.org/psortb/index.html 
• https://toolkit.tuebingen.mpg.de/ 
• http://www.phylogeny.fr/ 

 http://tcdb.org/ 

 http://blanco.biomol.uci.edu/mpstruc/ 
  

Genome annotations link 

 http://www.yeastgenome.org/ 

 http://www.aspgd.org/ 

 http://www.fgsc.net/ 

 http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf 

 http://fungidb.org/fungidb/ 

 https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.phylogeny.fr/
http://tcdb.org/
https://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf
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Άςκθςθ  2023 
 
• Τι ενδιαφζρουςεσ πλθροφορίεσ μπορείτε αν βρείτε in silico από τον ςχολιαςμό τθσ 
πρωτεΐνθσ Sec1 απo τθν βάςθ δεδομζνων του γονιδιϊματοσ του  S. cerevisiae (Yeast 
DB) ι τθν Uniprot; 
 
•Βρείτε τισ πικανζσ διαμεμβρανικζσ περιοχζσ τθσ πρωτεΐνθσ Sar1 (Fungi DB) του A. 
nidulans.  Ποιεσ από αυτζσ είναι αμφιφιλικζσ (α-helical wheel projection); 
 
• Βρείτε 20 πρωτεΐνεσ ιχκφων που παρουςιάηουν ςθμαντικι ομοιότθτα με   τθν 
πρωτεΐνθ UapA του A. nidulans. Συγκρίνατε τισ αλλθλουχίεσ (multilalign & esprit). 
Παρατθρείτε ςυντθρθμζνα μοτίβα; Σχολιάςτε.  
 
• Δθμιουργιςτε ζνα φυλογενετικό δζντρο (phylogeny.fr θ άλλο πρόγραμμα) με τα 
ομόλογα του Sec13 με αντιπροςϊπουσ από όλα τα βαςικά γκρουπ των μυκιτων. 
Bρείτε ςυντθρθμζνα μοτίβα και ςχολιάςτε. 


