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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1Ο : ΕΙΣΑΓΩΓΙΚΑ

1.1 Η ρόκα (Eruca sativa) και η οικογένεια των Brassicaceae

Η ρόκα (Eruca sativa) ανήκει στην οικογένεια των φυτών Brassicaceae. . Στην 

ίδια οικογένεια ανήκουν φυτά του γένους Brassica (ελαιοκράμβη, μπρόκολο, 

κουνουπίδι, λάχανο και άλλα) συνεπώς είναι εμφανές ότι το καλλιεργητικό 

ενδιαφέρον για την οικογένεια αυτή είναι μεγάλο. Το πιο γνωστό μέλος όμως 

αποτελεί το φυτό μοντέλο Arabidopsis thaliana. Όπως και το Arabidopsis, έτσι 

και η ρόκα χαρακτηρίζεται από σύντομο βιολογικό κύκλο των 6-9 εβδομάδων, 

μικρό γονιδίωμα, της τάξης των 560 Mb, μεγάλη παραγωγή σπόρων και μικρό 

μέγεθος αποτελώντας έτσι ιδανικό φυτό για εργαστηριακή μεταχείριση (Yaniv 

et al., 1998; Mahran et al. 1991; Slater et al, 2003).

Ένα βασικό γνώρισμα των φυτών της οικογένειας των Brassicaceae είναι η 

πικρή γεύση τους και η χαρακτηριστική οσμή τους. Οι ενώσεις που ευθύνονται 

για τα χαρακτηριστικά αυτά είναι γνωστές ως έλαια της μουστάρδας και 

αποτελούν προϊόντα αποικοδόμησης συγκεκριμένων δευτερογενών 

μεταβολιτών που παράγονται στα φυτά αυτά. Οι μεταβολίτες αυτοί 

ονομάζονται γλυκοσινολικά οξέα και η παρουσία τους στην οικογένεια των 

Brassicaceae αποτελεί ένα σημαντικό γνώρισμα τους.
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1.2 Τα γλυκοσινολικά οξέα

Τα γλυκοσινολικά οξέα αποτελούν ενώσεις που ανήκουν στους δευτερογενείς 

μεταβολίτες. Ο ρόλος των δευτερογενών μεταβολιτών είναι κυρίως 

φυτοπροστατευτικός, προσδίδοντας ιδιότητες κατά του αβιοτικού στρες, των 

φυτοπαθογόνων μικροοργανισμών και κατά της βοράς (Τσέκος, 2004). 

Αντίθετα με άλλες κατηγορίες φυτικών προϊόντων, τα γλυκοσινολικά οξέα 

αποτελούν μία μικρή αλλά ανομοιόμορφη ομάδα θειούχων και αζωτούχων 

δευτερογενών μεταβολιτών. Η ποικιλομορφία που παρουσιάζουν οφείλεται 

στα διαφορετικά πρόδρομα μόρια από τα οποία προέρχονται, το μήκος της 

πλευρικής τους αλυσίδας και από τους διαφορετικούς τύπους δευτερογενούς 

εστεροποίησης και οξείδωσης που υπόκεινται.

Οι δευτερογενείς μεταβολίτες εμφανίζουν μεγάλη ποικιλία όσο αφορά της 

χημική τους σύνθεση, αλλά μπορούν να διαχωριστούν σύμφωνα με αυτή, σε 

τρεις κύριες διακριτές ομάδες: τις φαινολικές ενώσεις, τα τερπένια και τις 

ενώσεις που περιέχουν άζωτο.

Οι φαινολικές ενώσεις είναι αρωματικές ουσίες σχηματιζόμενες μέσω της 

διαδρομής του μηλονικού ή του σικιμικού οξέως, τα τερπένια αποτελούν 

λιπίδια σχηματιζόμενα από το Ακέτυλο συνένζυμο Α ή από ενδιάμεσες 

ενώσεις την γλυκολυτικής οδού και οι ενώσεις που περιέχουν άζωτο 

σχηματίζονται από αμινοξέα. Στην ομάδα αυτή, των αζωτούχων ενώσεων, 

ανήκουν και τα γλυκοσινολικά οξέα.

Τα γλυκοσινολικά οξέα αποτελούνται από (Ζ)-(ή cis)- Ν-υδροξυιμινοθειικούς 

εστέρες, μία πλευρική αλυσίδα (R) καθώς και ένα τμήμα β-ϋ-γλυκοπυρανόζης 

συνδεόμενο με το μόριο μέσω ενός ατόμου θείου, στο οποίο και οφείλεται το 

χαμηλό pKa που χαρακτηρίζει τα γλυκοσινολικά οξέα. Ανάλογα με το αμινοξύ 

από το οποίο παράγονται, και κατ ’επέκταση την πλευρική αλυσίδα του κάθε 

μορίου, τα γλυκοσινολικά οξέα χωρίζονται σε τρεις κατηγορίες: τα ινδολικά, τα 

αλειφατικά και τα αρωματικά (Wittstock and Halkier, 2002). Οι πολικότητα και 

η πτητικότητα του κάθε προκύπτοντος μορίου εξαρτάται από τον τύπο και το 

μήκος της πλευρικής αλυσίδας, την τυχόν παρουσία αρωματικού δακτυλίου ή 

άλλων ετεροκυκλικών δομών άνθρακα (Fahey et al., 2001; Textor et al., 2004).
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Όσο αφορά το αντικείμενο της παρούσας εργασίας, την παραγωγή των 

γλυκοσινολικών οξέων, αξίζει να σημειωθεί ότι συγκριτικά με άλλα 

καλλιεργούμενα είδη και ποικιλίες, η ρόκα εμφανίζει τις υψηλότερες 

συγκεντρώσεις γλυκοσινολικών οξέων τόσο στο φύλλωμα όσο και στο ριζικό 

της σύστημα.

1.3 Η βιοσύνθεση των γλυκοσινολικών οξέων

Ως πρόδρομα μόρια για την βιοσύνθεση των πλευρικών αλυσίδων των 

γλυκοσινολικών οξέων χρησιμοποιούνται τα αμινοξέα μεθειονίνη, αλανίνη, 

βαλίνη, λευκίνη και ισολευκίνη, στην περίπτωση των αλειφατικών 

γλυκοσινολικών οξέων, φαινυλαλανίνη και τυροσίνη, στα αρωματικά και 

τρυπτοφάνη στα ινδολικά γλυκοσινολικά οξέα, καθώς και μόρια ανάλογα της 

μεθειονίνης και της φαινυλαλανίνης.

Κατά την βιοσύνθεση των γλυκοσινολικών οξέων παρατηρούνται τρία στάδια.

i. Το στάδιο της επιμήκυνσης της αλυσίδας του πρόδρομου αμινοξέος

ii. Τον σχηματισμό της κύριας δομής του μορίου με την μετατροπή των 

αμινοξέων σε πρόδρομα γλυκοσινολικά οξέα, και

iii. Την τροποποίηση της πλευρικής αλυσίδας.
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Το πρώτο βιοσυνθετικό στάδιο λαμβάνει χώρα στους χλωροπλάστες και 

περιλαμβάνει την προσθήκη ατόμων άνθρακα στο μόριο της μεθειονίνης με 

την μορφή μεθυλενικών ομάδων.

Η διαδικασία της επιμήκυνσης ξεκινά με την απαμίνωση της μεθειονίνης και 

ακολουθούν τρεις αντιδράσεις, Το προϊόν της απαμίνωσης είναι το 2-όξο οξύ, 

το οποίο θα συμπυκνωθεί με ένα μόριο ακέτυλο συνένζυμου Α, θα υποστεί μια 

αντίδραση ισομερισμού και μία αντίδραση οξειδωτικής αποκαρβοξυλίωσης 

(Wittstock and Halkier, 2002; Mikkelsen et al, 2002; Graser et al, 2000). Το 

προϊόν της τελευταίας αντίδρασης αυτής είναι ένα 2-όξο οξύ που έχει μία 

μεθυλενική ομάδα παραπάνω από το αρχικό. Το επιμηκυμένο2-όξο οξύ 

μπορεί να τρανσαμινωθεί και να περάσει στο επόμενο στάδιο της βιοσύνθεσης 

των γλυκοσινολικών οξέων, διαφορετικά μπορεί να εισέρθει ξανά στον κύκλο 

επιμήκυνσης των τριών αντιδράσεων, ώστε να προστεθούν και άλλες 

μεθυλενικές ομάδες στο μόριό του. Η διαδικασία αυτή μπορεί να επαναληφτεί 

έως και οκτώ φορές.
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Εικόνα 3: Το πρώτο βιοσυνθετικό στάδιο των γλυκοσινολικών οξέων
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Στο Arabidopsis, η αντίδραση της συμπύκνωσης του ακέτυλο συνένζυμου Α με 

το 2-όξο οξύ καταλύεται από τα ένζυμα της οικογένειας ΜΑΜ 

(μεθυλθειοαλκυμικές συνθάσες), τα οποία είναι υπεύθυνα για τις παραλλαγές 

του μήκους της πλευρικής αλυσίδας των γλυκοσινολικών οξέων που 

προέρχονται από μεθειονίνη (Textor et al., 2004; Falk et al., 2004; Field et al., 

2004). Ο σχηματισμός αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων με τρεις ή 

τέσσερις ανθρακικές πλευρικές αλυσίδες, καταλύεται από το ένζυμο ΜΑΜ1 

που δρα κατά τις συμπυκνώσεις του πρώτου και του δεύτερου κύκλου 

επιμήκυνσης της μεθειονίνης. Το ένζυμο ΜΑΜ2 καταλύει την πρώτη 

αντίδραση συμπύκνωσης προς σχηματισμό ομομεθειονίνης, ενώ το ένζυμο 

ΜΑΜ3 έχει βρεθεί ότι είναι ενεργό στις αντιδράσεις παραγωγής πλευρικών 

αλυσίδων μεθειονίνης τόσο μεγάλου όσο και μικρού μεγέθους.

Μη νοηματικές μεταλλάξεις στο ΜΑΜ1 παρουσιάζουν φυτά στα οποία τα 

επίπεδα των αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων με βασικές αλυσίδες επτά και 

οκτώ ομάδων μεθυλενίου είναι ανεπηρέαστα, αλλά τα επίπεδα των οξέων 

μικρής αλυσίδας είναι εμφανώς μειωμένα. Το γεγονός αυτό αποδεικνύει ότι τα 

παράγωγα της μεθειονίνης με μικρές αλυσίδες συντίθενται από ένα μονοπάτι 

ανεξάρτητο από αυτό της βιοσύνθεσης των αλειφατικών γλυκοσινολικών 

οξέων με επτά και οκτώ ομάδες μεθυλενίου (Kroymann et al., 2001).

Κατά το δεύτερο βιοσυνθετικό στάδιο παρατηρείται ο σχηματισμός της 

κύριας δομής των γλυκοσινολικών οξέων, μια διαδικασία που λαμβάνει χώρα 

στο ενδοπλασματικό δίκτυο.

Το στάδιο αυτό ξεκινά με τα πρόδρομα αμινοξέα ή τα επιμηκυμένα μόρια 

μεθειονίνης να οξειδώνονται προς την αντίστοιχη αλδοξίμη. Το ένζυμο που 

καταλύει την αντίδραση αυτή ανήκει στην οικογένεια CYP79 και είναι μία 

εξειδικευμένη μονοξυγενάση του κυτοχρώματος Ρ450. Το βήμα αυτό δεν είναι 

απαραίτητο στην περίπτωση των γλυκοσινολικών οξέων που προέρχονται 

από τρυπτοφάνη καθώς η τρυπτοφάνη οξειδώνεται κατά την βιοσύνθεση του 

ινδολυλ-οξικού οξέος και της καμαλεξίνης στην αντίστοιχη αλδοξίμη. Στην
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συνέχεια οι αλδοξίμες οξειδώνονται από την μονοξυγενάση του κυτοχρώματος 

Ρ450 της οικογένειας CYP83 προς σχηματισμό νιτρονικού οξέος .

Ακολουθεί ο σχηματισμός S-αλκυλοϋδροξιμικών ενώσεων, καθώς το νιτρονικό 

οξύ αντιδρά άμεσα με θειόλες (πιθανότατα με κυστεΐνη in vivo) (Hansen et al., 

2001; Bak and Feyereisen, 2001; Bak et al., 2001). Τα δύο ένζυμα που έχουν 

παρατηρηθεί στο Arabidopsis στην οξείδωση των αλδοξιμών είναι τα 

CYP83A1 και CYP83B1, τα οποία παρουσιάζουν μεγαλύτερη συγγένεια με τις 

αλειφατικές και τις αρωματικές αλδοξιμες αντιστοίχως (Naur et al., 2003; 

Hemm et al., 2003).

Στο επόμενο βήμα, τα σύμπλοκα των S-αλκυλοϋδροξιμικών ενώσεων με την 

κυστεΐνη διασπόνται από μια C-S λυάση, δίνοντας θειοϋδροξιμικό οξύ, 

πυρουβικό οξύ και αμμωνία (Mikkelsen et al., 2004). Το παραγόμενο 

θειοϋδροξιμικό οξύ, είναι τοξικό για τα φυτικά κύτταρα, συνεπώς οι αντιδράσεις 

που ακολουθούν, είναι αντιδράσεις αποτοξικοποίησης και περιλαμβάνουν την 

γλυκοσυλίωση του οξέως από την UGT74B1, μια UDP-γλυκοσυλ- 

τρανσφεράση εξαρτώμενη από τη γλυκόζη, προς ένα μόριο αποθειωμένου 

γλυκοσινολικού οξέως (Grubb et al., 2004). Η βιοσύνθεση των πρωτογενών 

γλυκοσινολικών οξέων ολοκληρώνεται με την θείωση των μορίων αυτών 

(Piotrowski et al., 2004 ).

Εικόνα 4: Το δεύτερο βιοσυνθετικό στάδιο των γλυκοσινολικών οξέων



Κατά το τρίτο στάδιο της βιοσύνθεσης των γλυκοσινολικών οξέων, οι 

πλευρικές αλυσίδες των γλυκοσινολικών οξέων τροποποιούνται μέσω 

διαφόρων αντιδράσεων.

Στην περίπτωση των αλειφατικών γλυκοσινολικών, η τροποποίηση της 

πλευρικής αλυσίδας έχει ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό αλκενυλ- 

γλυκοσινολικών και υδροξυαλκυλ-γλυκοσινολικών οξέων και έχει βρεθεί ότι τα 

ένζυμα ΑΟΡ2 και ΑΟΡ3 είναι υπεύθυνα για την κατάλυση των αντιδράσεων 

τροποποίησης τους .

Γενικά, οι αντιδράσεις τροποποίησης της πλευρικής αλυσίδας αυτές μπορεί να 

είναι αντιδράσεις υδροξυλίωσης, εστεροποίησης, αλκυλίωσης, οξείδωσης και 

θεωρούνται το τελευταίο στάδιο της τροποποίησης των γλυκοσινολικών οξέων 

(Kliebenstein et al., 2005; W ittstock and Halkier, 2002; Mikkelsen et al., 2002).
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Εικόνα 5: Οι αντιδράσεις της βιοσύνθεσης των γλυκοσινολικών οξέων και τα ένζυμα που 
εμπλέκονται σε κάθε στάδιο στο φυτό Arabidopsis thaliana (Grubb and Abel, 2006)



1.3.1 Η δράση των ενζύμων ΜΑΜ, CYP79F1 και CYP83A1 στην
βιοσύνθεση των αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων

Στην ρόκα, η δράση των ΜΑΜ εντοπίζεται κατά το πρώτο βιοσυνθετικό στάδιο 

των γλυκοσινολικών οξέων που έχουν πρόδρομο μόριο την ομομεθειονίνη, 

όπου καταλύει το βήμα της συμπύκνωσης του ακέτυλο συνένζυμου Α με το 2- 

όξο οξύ στους δύο κύκλους επιμήκυνσης που απαιτούνται.
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rdû isnnlnlrt

Chain Elongation c n - n  H l n i r l u i r t
l : i i i n in r i i u " iu i ·

COO

^ ■  coD°

O  an H a ll n r,

I = .llHIZHI MlIXylMlHIII

K M n lh ,j  - n i i i  - #  · λ γ !Π&Ιρ I j  1111: — : 11111 · 11' -π ιιιγιμ

Εικόνα 6 : Συμβολή των ενζύμων ΜΑΜ κατά το πρώτο βιοσυνθετικό στάδιο των αλειφατικών
γλυκοσυνολικών οξέων



Τα ένζυμα CYP79F1 και CYP83A1 εμπλέκονται στη βιοσύνθεση της βασικής 

δομής κατά το δεύτερο βιοσυνθετικό στάδιο των αλειφατικών γλυκοσινολικών 

οξέων. Το CYP79F1 συμβάλει στην μετατροπή παραγώγων μεθειονίνης 

μικρής αλυσίδας στις αντίστοιχες αλδοξίμες (Mikkelsen et al., 2000; Hull et al., 

2000) ενώ το CYP83A1 συμβάλει στην οξείδωση της αλειφατικής αλδοξίμης 

σε οξο-νιτρο ενώσεις.

CYP83

Ammo acid

COOH

CYP79

Oxime

cysteine

lyase

UGT

Glu

Sulfotransferase
o so

Glu

Glucosinolates

Εικόνα 7 : Συμβολή των ένζυμων CYP79F1 και CYP83A1 κατα το δεύτερο βιοσυνθετικο στάδιο
των αλειφατικών οξέων
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1.4 Η υδρόλυση των γλυκοσινολικών οξέων

Το ένζυμο που είναι υπεύθυνο για την υδρόλυση των γλυκοσινολικών οξέων 

ονομάζεται μυροσινάση, μία θειογλυκοϋδρολάση, που εντοπίζεται στο 

ρυμοτόπιο ή σε εξειδικευμένα κύτταρα μυροσίνης στα οποία δεν εντοπίζονται 

γλυκοσινολικά (Kelly et al., 1998). Ρήξη των κυτταρικών μεμβρανών και 

αύξηση της διαπερατότητάς τους, φέρει σε επαφή τα γλυκοσινολικά με την 

μυροσινάση και έρει ως αποτέλεσμα την υδρόλυσή τους. Το διμερές σύστημα 

αυτό της μυροσινάσης -  γλυκοσινολικού οξέος είναι και αυτό που λειτουργεί 

φυτοπροστατευτικά εναντίον παθογόνων και κατά τις βοράς (Brader et al., 

2001; Tierens et al., 2001; Lambrix et al. 2001, Kliebenstein et al., 2002; 

Agrawal and Kurashige, 2003; Luthy and Matile, 1984; Ratzka et al., 2002). Τα 

προϊόντα της υδρόλυσης του διμερούς μπορεί να είναι γλυκόζη, θειικά ιόντα 

και διάφοροι άλλοι μεταβολίτες όπως νιτρίλια, επιθειονιτρίλια, θειοκυανούρες 

και ισοθειοκυανούρες ενώσεις. Το ποιό θα είναι το προϊόν της υδρόλυσης 

εξαρτάται από τον τύπο του γλυκοσινολικού οξέος που υδρολύεται, το pH, την 

παρουσία μεταλλικών ιόντων και πρωτεϊνών (Kliebenstein et al., 2005; 

Woodward and Bartel 2005, Mithen et al., 2000; Talalay and Fahey 2001; 

Keum et al., 2004; W ittstock and Halkier, 2002; Kelly et al., 1998).
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Glucosinolate
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‘Mustard Oils’

Εικόνα 8: Η υδρόλυση των γλυκοσινολικών οξέων από την μυροσινάση και οι προκύπτουσες 
ενώσεις ανάλογα με το pH του περιβάλλοντος.

Εάν στο περιβάλλον που λαμβάνει χώρα η υδρόλυση παρουσιάζεται χαμηλό 

pH και μία επιθειοειδική πρωτεΐνη θα έχουμε σχηματισμό νιτριλίων. Σε 

περίπτωση που υπάρχει διπλός δεσμός στο τέλος της πλευρικής αλυσίδας του 

γλυκοσινολικού οξέος, το άτομο του θείου που απελευθερώνεται κατά τον 

σχηματισμό του νιτριλίου θα προσληφθεί από τον διπλό δεσμό αυτό προς 

σχηματισμό επιθειονιτριλίου. Σε περιβάλλον με ουδέτερο pH (και παρουσία 

ασκορβικού οξέος), θα παρατηρηθεί σχηματισμός ισοθειοκυανούχων ενώσεων. 

Οι θειοκυανιούχες ενώσεις, πιθανώς να σχηματίζονται μετά την δράση της 

μυροσινάσης και μίας ισομεράσης στις ισοθειοκυανούχες ενώσεις 

μετασχηματίζοντάς τες σε θειοκυανούχες. Με την υδρόλυση των ινδολικών 

γλυκοσινολικών οξέων, παράγονται ισοθειοκυανούχες ενώσεις οι οποίες είναι 

ασταθείς και μετασχηματίζονται σε ετεροκυκλικές ενώσεις αζώτου. Οι ινδολικές 

αυτές ενώσεις που παράγονται κατά την υδρόλυση των ινδολικών 

γλυκοσινολικών οξέων παρουσιάζουν μεγάλο ενδιαφέρον για τον άνθρωπο 

καθώς έχουν μεγάλη χημειοπροστατευτική και αντικαρκινική δράση. (Τσέκος, 

2004)



M ethionine
Promotion

DetoxificationCarcinogen

Tryptophan
PMC1

Biosynthesis Biosynthesis

Tryptophan family M ethionine family Glucosinolate
S-GIc

\ J 7 S -0S 03
N -0S 03

Glucobrassicin (e.g.) Glucoraphanin (e.g.)

Degradation DegradationMyrosinase

OS' IsothiocyanateN=C=S
N -C -S

Indole isothiocyanate (unstable) (e.g.) Sulforaphane (e.g.)

Induction

Degradation
► Phase-2 enzyme

Εικόνα 9: Συνοπτική απεικόνιση βιοσύνθεσης και υδρόλυσης των γλυκοσινολικών οξέων.

1.5 Η επίδραση της θειικής λίπανσης στην συγκέντρωση των 

γλυκοσινολικών οξέων

Παρατηρώντας την δομή των γλυκοσινολικών οξέων, είναι φανερό ότι το 

άζωτο και το θείο παίζουν σημαντικό ρόλο στην βιοσύνθεσή τους. Σε ένα 

μόριο γλυκοσινολικού οξέος, βρίσκονται τουλάχιστον δύο άτομα θείου, ένα 

από το μόριο της κυστεΐνης και ένα από την θειική ομάδα, ενώ σε περίπτωση 

που το πρόδρομο αμινοξύ είναι η μεθειονίνη, στο γλυκοσινολικό οξύ θα 

περιέχεται και ένα τρίτο άτομο θείου.

Στις περισσότερες περιπτώσεις, η χορήγηση θείου με την λίπανση, προκαλεί 

αύξηση στην συγκέντρωση των γλυκοσινολικών οξέων, με περιπτώσεις όπου 

παρατηρήθηκε αύξηση στην συγκέντρωση των αλειφατικών γλυκοσινολικών
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έως και δέκα φορές συγκριτικά με αυτή των φυτών όπου η λίπανση με θείο 

είχε διακοπεί μετά από τα αρχικά στάδια της καλλιέργειας. Πειράματα σε 

κάποια φυτά, όπως το μπρόκολο όμως, έδειξαν ότι η λίπανση με θείο δεν έχει 

πάντα αποτελέσματα τέτοιας φύσεως, έχοντας περιπτώσεις όπου 

παρουσιάστηκε έως και μείωση της συγκέντρωσης των γλυκοσινολικών στους 

φυτικούς ιστούς.

Πολλοί βιοτικοί και αβιοτικοί παράγοντες ρυθμίζουν τον μεταβολισμό των 

γλυκοσινολικών οξέων στα φύλλα και τους σπόρους, όπως η προσβολή από 

παθογόνα, η καταστροφή από εχθρούς, ο μηχανικός τραυματισμός και η 

θρέψη των φυτών. Επίσης, η αξιοποίηση του θείου από την λίπανση, 

εξαρτάται και από το είδος του εδάφους καλλιέργειας. Μετά από θειούχο 

λίπανση, φυτά που μεγαλώνουν σε έδαφος με ήδη υπάρχουσα επάρκεια θείου 

δεν παρουσιάζουν την ίδια αύξηση στην συγκέντρωση των γλυκοσινολικών 

οξέων σε σύγκριση με φυτά καλλιεργούμενα σε έδαφος με έλλειψη θείου 

(Withers and O’Donnell, 1994; Falk et al., 2007).

1.5.1. Μεταγραφικοί παράγοντες που σχετίζονται με τη ρύθμιση των 
γλυκοσινολικών οξέων

Όσο αφορά την ρύθμιση των βιοσυνθετικών μονοπατιών των αλειφατικών 

γλυκοσινολικών οξέων, έχει βρεθεί ότι το γονίδιο HAG1 (High Aliphatic 

Glycosinolate 1) αναφερόμενο και ως MYB28, αποτελεί θετικό ρυθμιστή 

καθώς ενεργοποιεί τα γονίδια που εμπλέκονται στον σχηματισμό 

γλυκοσινολικών οξέων από μεθειονίνη. Εκτός από τον HAG1/MYB28, η 

δράση άλλων δύο μεταγραφικών παραγόντων, των HAG2/MYB76 και 

HAG3/MYB29, έχει αποδειχθεί ότι έχει θετική επίδραση στην βιοσύνθεση των 

αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων (Gigolashvili et al., 2007b ; Hirai et al., 

2007).

Για την ρύθμιση των γλυκοσινολικών οξέων που προέρχονται από το αμινοξύ 

της τρυπτοφάνης, οι μεταγραφικοί παράγοντες ATR1/MYB34 και HIG/MYB51 

έχουν ταυτοποιηθεί ως θετικοί ρυθμιστές της βιοσύνθεσης των ινδολικών 

γλυκοσινολικών οξέων.

17
■■■■



1.6 Σκοπός της εργασίας

Κατά την παρούσα εργασία, εξετάστηκαν ιστοί από φυτά ρόκας που είχαν 

υποστεί διαφορετική μεταχείριση όσο αφορά την παροχή θείου κατά την 

ανάπτυξή τους. Με την ανάλυση των ιστών αυτών και την επεξεργασία των 

αποτελεσμάτων, γίνεται μία προσπάθεια να χαρακτηριστεί η οποιαδήποτε 

σχέση ανάμεσα στην συγκέντρωση των αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων 

και στην ποσότητα του θείου που παρέχεται στα φυτά.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2Ο : ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1 Φυτικός ιστός και πειραματικό σχέδιο

Για την παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκαν ιστοί φυτού ρόκας, Eruca sativa. 

Οι σπόροι των φυτών ξεπλένονται με χλωρίνη και υπόκεινται σε προβλάστηση 

σε τριβλία για δυο μέρες. Στην συνέχεια, τα φυτά μεταφέρονται σε 60 

γλάστρες με αποστειρωμένο περλίτη και τοποθετούνται 50 φυτά σε κάθε 

γλάστρα.

Εικόνα 10: Σπόροι φυτού ρόκας

Για την διεξαγωγή του πειράματος, τα δείγματα χωρίζονται σε τρεις σειρές, 

όπου στην καθεμία αντιστοιχούν 20 γλάστρες. Οι μεταχειρίσεις αυτές 

αποτελούν το θετικό control, το αρνητικό control και την σειρά της επέμβασης, 

διαχωρισμένες ανάλογα με την σύσταση της λίπανσης που χρησιμοποιήθηκε 

κατά την πειραματική διαδικασία.
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ml/L Control (+) Control (-) treatment/after 9 
days (+)

Ca(NO3)2 4H2O 7 7 7
KNO3 5 5 5

KH2PO4 2 2 2

MgSO4 7H2O 2 0.2 1.8
Trace Elements 1 1 1

Fe (EDTA) 1 1 1

MgCl2 6H20 1.6 0.25

Πίνακας 1: Σύσταση λίπανσης των τριών μεταχειρίσεων

Στην συνέχεια πραγματοποιήθηκαν τέσσερις δειγματοληψίες, στις 9, 12, 20 και 

30 ημέρες μετά την φύτευση των σποριόφυτων. Σε κάθε δειγματοληψία, 

συλλέχθηκε ιστός από τα φύλλα και από τις ρίζες των δειγμάτων, και στην 

συνέχεια διατηρήθηκε σε δοχεία falcon με υγρό άζωτο έως την μεταφορά του 

στον χώρο του εργαστηρίου.

Εικόνα 11: Φυτό ρόκας 40 ημερών
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2.2. Μοριακή μελέτη

2.2.1 Απομόνωση ολικού RNA
Για την απομόνωση ολικού RNA χρησιμοποιήθηκε ιστός από βλαστούς, φύλλα 

και ρίζες που συλλέχθηκαν κατά τις δειγματοληψίες και αποθηκεύτηκαν σε 

θερμοκρασία -80 °C. Μετά από ομογενοποίηση του φυτικού ιστού σε γουδί 

λειοτρίβησης με υγρό άζωτο χρησιμοποιήθηκε το RNeasy Plant Mini Kit της 

Qiagen ώστε να γίνει απομόνωση του RNA, ακολουθώντας το πρωτόκολλο 

της εταιρείας :

■ Ζύγιση 100 mg φυτικού ιστού για κάθε δείγμα και τοποθέτηση σε σωλήνα 

eppendorf .

■ Προσθήκη β-Μερκαπτοαιθανόλης στο buffer RLT (παρέχεται στο kit) σε τελική 

συγκέντρωση 5%.

■ Προσθήκη 450 μ! του ανωτέρω διαλύματος στο σωλήνα eppendorf που 

περιέχει το φυτικό ιστό.

■ Καλή ανάδευση με τη χρήση vortex για μερικά δευτερόλεπτα.

■ Μεταφορά του υλικού στην ειδική στήλη του kit και φυγοκέντρηση για 2 λεπτά 

στις 13000 στροφές.

■ Μεταφορά του απορρέοντος υγρού σε νέους σωλήνες eppendorf

■ Προσθήκη 100% αιθανόλης και ανάδευση

■ Μεταφορά του υλικού στη ροζ στήλη του kit και φυγοκέντρηση για 15 

δευτερόλεπτα στις 12000 στροφές

■ Άδειασμα του διερχόμενου από το φίλτρο υγρού

■ Προσθήκη 700 μ! buffer RW 1 (παρέχεται στο kit) και φυγοκέντρηση για 15 

δευτερόλεπτα στις 12000 στροφές

■ Άδειασμα του διερχόμενου από το φίλτρο υγρού

■ Προσθήκη 500 μ! buffer RPE (παρέχεται στο kit) και φυγοκέντρηση για 15 

δευτερόλεπτα στις 12000 στροφές

■ Άδειασμα του διερχόμενου από το φίλτρο υγρού
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■ Προσθήκη 500 μί buffer RPE και φυγοκέντρηση για 2 λεπτά στις 12000 

στροφές

■ Τοποθέτηση στηλών σε νέους σωλήνες των 2 mi και φυγοκέντρηση για 1 

λεπτό στις 13000 στροφές.

■ Τοποθέτηση στηλών σε νέους σωλήνες eppendorf του 1,5 mi και προσθήκη 

50 μί RNAse free water

■ Φυγοκέντρηση για 1 λεπτό στις 12000 στροφές

Το RNA που παραλαμβάνεται μετά τη φυγοκέντρηση αποθηκεύεται στους -80 

°C

Ακολουθεί έλεγχος της ποιότητας και ποσότητας του RNA με ηλεκτροφόρησή 

του σε πηκτή αγαρόζης.

2.2.2 Ηλεκτροφόρηση RNA/DNA σε πηκτή αγαρόζης
Η τεχνική της ηλεκτροφόρησης σε πήκτωμα αγαρόζης είναι η κύρια μέθοδος

διαχωρισμού, χαρακτηρισμού και απομόνωσης μορίων DNA, καθώς είναι 

γρήγορη απλή και ικανή στον διαχωρισμό μιγμάτων τμημάτων DNA που δεν 

είναι δυνατόν να διαχωριστούν με κάποια άλλη τεχνική. Η διαδικασία της 

ηλεκτροφόρησης γίνεται συνήθως σε οριζόντιο επίπεδο υπό ηλεκτρικό πεδίο 

σταθερής τάσης. Η ηλεκτροφοριτική κινητικότητα του DNA στο πήκτωμα της 

αγαρόζης καθορίζεται κυρίως από το μέγεθός του, την στερεοδιάταξή του, την 

ένταση του ρεύματος και την συγκέντρωση της αγαρόζης. Το μόριο του DNA, 

το οποίο είναι αρνητικά φορτισμένο σε περιβάλλον ουδέτερου pH, θα πρέπει 

να διατρέξει, μέσω των πόρων του πυκτώματος προς το θετικό ηλεκτρόδιο της 

συσκευής. Τα μικρότερα μόρια θα συναντήσουν μικρότερη αντίσταση από 

τους πόρους, συνεπώς θα κινηθούν με μεγαλύτερη ταχύτητα από τα 

μεγαλύτερα μόρια DNA. Με αυτόν τον τρόπο, σχηματίζονται στο πύκτωμα 

ζώνες από τα μόρια διαφορετικού μεγέθος, οι οποίες είναι εύκολα διακριτές με 

χρήση βρωμιούχου αιθιδίου και υπεριώδους φωτός. Το εύρος των μεγεθών 

που είναι δυνατόν να διαχωρισθούν σε μία τυπική συγκέντρωση αγαρόζης 

0.8% είναι ανάμεσα σε 1 έως 12 kb.
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Υλικά

Αγαρόζη: Ανάλογα με την συγκέντρωση της αγαρόζης, υο πήκτωμα αποκτά 

διαφορετική διαρωριστική ικανότητα. Η συγκέντρωση της αγαρόζης είναι 

αντιστρόφως ανάλογη με την κινητικότητα ενός κομματιού DNA.

Ρυθμιστικό διάλυμα TAE 50x: 24,2%(w/v) Tris, 57,1 ml/lt acetic acid, 100 ml 

0,5M EDTA Σε ορισμένο όγκο διαλύματος IxTAE  προστίθεται η απαραίτητη 

ποσότητα αγαρόζης, ώστε να επιτευρθεί η επιθυμητή τελική συγκέντρωση του 

πηκτώματος, με βάση το εύρος διαρωρισμού που ρρειάζεται για κάθε 

περίπτωση και ανάλογα με το μέγεθος των μορίων που πρόκειται να 

ηλεκτροφορηθούν. Για παράδειγμα για προετοιμασία πηκτής αγαρόζης 1% 

προστίθεται 1g αγαρόζης σε 100 gr διαλύματος IxTAE.

Διάλυμα φόρτωσης (Loading buffer) 10x: περιέρει 0.25% μπλε της 

βρωμοφαινόλης, 0.25% κυανούν του ξυλενίου και 35% γλυκερόλη. 

Φορτώνεται μαζί με το DNA για να διευκολύνει την καθίζησή του και για να 

προσφέρει μία ένδειξη του που βρίσκεται το DNA ανά πάσα στιγμή στο 

πήκτωμα.

Βρωμιoύχo αιθίδιο (EtBr): Χρησιμοποιείται για την οπτικοποίηση των 

προϊόντων της PCR σε ορατές ζώνες. Έρει την ιδιότητα να παρεμβάλλεται στη 

διπλή έλικα του DNA και φθορίζει σε ανοιρτό κόκκινο με την ακτινοβόληση 

υπεριώδους φωτός. Παρασκευάζεται ως πυκνό διάλυμα συγκέντρωσης 0.5 

mg/ml σε απιονισμένο νερό και διατηρείται στους 4°C.

Μάρτυρας (Ladder): Χρησιμοποιείται για τον υπολογισμό του μεγέθους DNA 

αντιστοιρώντας τη ζώνη που βρίσκεται προς εξέταση με ζώνες του μάρτυρα.

Μέθοδος

■ Ζυγίζουμε την απαιτούμενη ποσότητα σκόνης αγαρόζης ώστε να 

παρασκευάσουμε πήκτωμα με την επιθυμητή συγκέντρωση.

■ Σε κωνική φιάλη προσθέτουμε την αγαρόζη και το ρυθμιστικό διάλυμα TAE.
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■ Το υλικό θερμαίνεται σε φούρνο μικροκυμάτων μέχρι να διαλυθεί εντελώς η 

αγαρόζη. Στην συνέχεια, κατεβάζουμε την θερμοκρασία μέχρι τους 50 0C 

περίπου.

■ Προστίθεται 0,007 % v/v διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου και αναμιγνύεται καλά.

■ Το διάλυμα μεταφέρεται στην βάση της ηλεκτροφοριτικής συσκευής όπου 

εφαρμόζεται η ειδική «χτένα» ώστε να δημιουργηθούν υποδοχείς για 

τοποθέτηση των δειγμάτων.

■ Γίνεται έλεγχος του διαλύματος για τυχών ύπαρξη φυσαλίδων και αφήνεται σε 

θερμοκρασία δωματίου ώστε να σταθεροποιηθεί για περίπου 30 λεπτά.

■ Μόλις στερεοποιηθεί η πηκτή αφαιρείται προσεκτικά η «χτένα» και 

τοποθετείται στο δοχείο της συσκευής ηλεκτροφόρησης, το οποίο 

συμπληρώνεται με ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης ΙχΤΑΕ.

■ Σε κάθε μία από τις θέσεις που δημιουργήθηκαν στην πηκτή τοποθετείται με 

πιπέτα η επιθυμητή ποσότητα δείγματος, ενώ σε κάποια από αυτές 

τοποθετείται ο μάρτυρας.

■ Εφαρμόζεται η επιθυμητή τάση ρεύματος στη συσκευή και τα δείγματα 

αναλύονται σε ηλεκτρικό πεδίο εντάσεως που δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 5 

V / cm.

■ Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης μπορούμε να παρατηρήσουμε το 

διαχωρισμό των ζωνών του DNA, με έκθεση του πηκτώματος σε υπεριώδη 

ακτινοβολία. Επίσης, χρησιμοποιώντας υπεριώδες φως μπορούμε να 

φωτογραφήσουμε το πήκτωμα.

2.2.3. Υδρόλυση του γονιδιωματικού DNA με τη χρήση του ενζύμου 
DNAse
Η μέθοδος αυτή χρησιμοποιείται για να απομακρυνθεί τυχόν γονιδιωματικό 

DNA που ίσως να έχει απομείνει μαζί με τον RNA που έχει απομονωθεί από 

τον ιστό του δείγματος. Ακολουθούνται τα εξής βήματα :

■ Λαμβάνεται δείγμα RNA 25,5 μΙ και μεταφέρεται σε σωλήνα eppendorf στον 

οποίο έχουν προστεθεί :

• 3 μΙ ρυθμιστικού διαλύματος DNάσης
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1 μί DNAse I

• 0,5 μί RNAse inhibitor (παρεμποδιστή ριβονουκλεασών)

■ Ακολουθεί επώαση στους 37 0C

■ Προστίθενται 170 μί ddH2O και 200 μί φαινόλης, ακολουθεί ανάδευση με 

χρήση vortex και φυγοκέντρηση γία 5 λεπτά στη μέγιστη ταχύτητα θα! το  

υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf. Η ίδια διαδικασία γίνεται 

και κατά την ανάμιξη με φαινόλη/χλωροφόρμιο σε αναλογία 1:1 και σε ανάμιξη 

με ίσο όγκο χλωροφόρμιο.

■ Η κατακρήμνιση του RNA γίνεται με προσθήκη 1/20 του όγκου του διαλύματος 

CH3COONa pH=5,3 και προσθήκη 2,5 όγκων αιθανόλης. Το δείγμα διατηρείται 

στους -20°C  για 12 ώρες τουλάχιστον. Το RNA κατακρημνίζεται και με 

διατήρηση του δείγματος στους - 8 0 ^  για 30 λεπτά.

■ Στη συνέχεια πραγματοποιείται φυγοκέντρηση στη μέγιστη ταχύτητα για 20 

λεπτά στους 4ο̂

■ Το υπερκείμενο απορρίπτεται και προστίθενται 200 μί 70% αιθανόλης

■ Ακολουθεί φυγοκέντρηση στη μέγιστη ταχύτητα για 20 λεπτά στους 4ο̂

■ Το υπερκείμενο απορρίπτεται και οι σωλήνες με το ίζημα αφήνονται να 

στεγνώσουν αφού τοποθετηθούν σε πάγο

■ Τέλος γίνεται επαναδιάλυση σε 20 μί ddH2O

Ακολουθεί ηλεκτροφόρηση 1 μί κάθε δείγματος σε πηκτή αγαρόζης 

συγκέντρωσης 1,5%.

2.2.4. Σύνθεση cDNA
■ Σε σωλήνα eppendorf τοποθετούνται τα παρακάτω συστατικά :

• Ολικό RNA 10 μί

• ddH2O 4,7 μί

• τυχαίοι εκκινητές oligodT 1 μί
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Το μίγμα που προκύπτει θερμαίνεται στους 65 0C για 5 λεπτά και αφήνεται σε 

θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά.

■ Στη συνέχεια προστίθεται το μίγμα της αντίστροφης μεταγραφάσης 

αποτελούμενο από :

• 2 μΙ ρυθμιστικό διάλυμα της αντίστροφης μεταγραφάσης

• 0,8 μΙ μίγμα dNTPs

• 0,5 μΙ RNAse inhibitor (παρεμποδιστής ριβονουκλεασών)

• 1 μΙ αντίστροφη μεταγραφάση (Reverse Transcriptase)

■ Έπειτα ο σωλήνας eppendorf αφήνεται για 10 λεπτά στους 25 0C, ακολουθεί 

επώαση στους 65 0C για 60 λεπτά και στους 70 0C για 15 λεπτά.

2.2.5. Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυμεράσης, Πραγματικού Χρόνου (Real 
time PCR)
Η μέθοδος της PCR πραγματικού χρόνου είναι μία μέθοδος ενίσχυσης και 

ποσοτικού προσδιορισμού ακολουθιών DNA που μας επιτρέπει την 

παρακολούθηση της πορείας της αλυσιδωτής αντίδρασης, καθ’ όλη την 

διάρκεια που λαμβάνει χώρα, σε πραγματικό χρόνο. Η ικανότητα της 

παρακολούθησης της εξέλιξης της αντίδρασης δίνεται λόγω της χρήσης μιας 

χρωστικής της οποίας το επίπεδο φθορισμού είναι μετρήσιμο από ένα ειδικό 

φωτόμετρο στα 520 nm, και αυξάνεται ανάλογα με την πρόσδεσή της στα 

δίκλωνα μόρια του DNA. Με αυτόν τον τρόπο, στο τέλος του κάθε κύκλου της 

αντίδρασης, το επίπεδο φθορισμού μετρείται από έναν ρομποτικό σαρωτή με 

αποτέλεσμα να προκύπτει μια καμπύλη ενίσχυσης (amplification plot) από την 

οποιά λαμβάνονται ποσοτικά αποτελέσματα σε συνάρτηση με τον χρόνο. Η 

αύξηση του σήματος του φθορισμού εξαρτάται από την αρχική ποσότητα της 

μήτρας του DNA που χρησιμοποιείται κατά την έναρξη της PCR.

Η καμπύλη ενίσχυσης διακρίνεται σε τρεις φάσεις: την εκθετική, τη γραμμική 

και τη φάση κορεσμού. Κατά την εκθετική φάση (exponential phase), σε κάθε 

κύκλο της αντίδρασης πραγματοποιείται ακριβής διπλασιασμός του προϊόντος, 

καθώς όλα τα απαραίτητα για την PCR συστατικά (όπως είναι τα dNTPs, οι 

εκκινητές και η πολυμεράση) βρίσκονται σε περίσσεια (δίνοντας έτσι 100%
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αποδοτικότητα). Κατά την γραμμική φάση, κάποια από τα αντιδραστήρια 

αρχίζουν να εξαντλούνται, ενώ παράλληλα συσσωρεύονται, σταδιακά, 

αναστολείς. Στην φάση αυτή, η αντίδραση της ενίσχυσης επιβραδύνεται, 

καθώς μειώνεται η αποδοτικότητα της και τελικά σταματάει εντελώς, οπότε η 

καμπύλη φθορισμού φτάνει σε σημείο κορεσμού (plateau).

Για την σωστή διεκπεραίωση της Real Time PCR απαιτείται προσεκτικός 

σχεδιασμός των εκκινιτών και προσεκτικός χειρισμός των αντιδραστηρίων 

κατά την διάρκεια των πειραμάτων καθώς η χρωστική που χρησιμοποιείται 

παράγει φθορισμό όταν προσδένεται σε οποιοδήποτε δίκλωνο μόριο DNA.

Εικόνα 12 : Σχηματική απεικόνιση της πρόσδεσης της χρωστικής SYBR Green στο δίκλωνο
DNA κατά την αντίδραση Real Time PCR.
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Οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν ήταν :

Πίνακας 2 : Ζεύγη εκκινιτών των προς μελέτη γονιδίων για την αντίδραση της Real Time PCR

Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε συσκευή Mx3005P (Stratagene). Όλες οι 

αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν με το ίδιο θερμοκρασιακό πρόγραμμα και 

καταγράφονταν για 45 κύκλους. Στο τέλος κάθε αντίδρασης ακολουθούσε η 

παρακολούθηση της καμπύλης αποδιάταξης, βάση της οποίας επιβεβαιώθηκε 

η ύπαρξη ενός μόνο προϊόντος στην κάθε αντίδραση.

Σε όλες τις περιπτώσεις το μίγμα της αντίδρασης προετοιμάζονταν σύμφωνα 

με τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρίας (Roche Applied Science), ενώ 

στην τελική αντίδραση χρησιμοποιήθηκε η χρωστική αναφοράς ROX.

Μετά το τέλος των αντιδράσεων τα δεδομένα εξάχθηκαν με τη μορφή 

πινάκων και επεξεργάζονταν με τη χρήση του προγράμματος LinRegPCR 

προκειμένου να προσδιοριστούν η αποτελεσματικότητα των εκκινητών 

(efficiency) της κάθε αντίδρασης αλλά και ο αριθμός των κύκλων ορίου (Ct), ο 

οποίος αντιπροσωπεύει των αριθμό των κύκλων της αντίδρασης πάνω από 

τους οποίους είναι δυνατή η ανίχνευση φθορισμού. Η τιμή Ct είναι 

αντιστρόφως ανάλογη της αρχικής ποσότητας του υποστρώματος: όσο 

μικρότερη είναι η τιμή Ct τόσο υψηλότερη είναι η συγκέντρωση του αρχικού 

υποστρώματος (Bustin et al., 2005; Kubista et al., 2006).



No tem plate

A R n
Plateau2,000,000 -
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1.000.000 -

> Exponential phase
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Baseline

PCR cycle number

Εικόνα 63 : Χαρακτηριστική καμπύλη ενίσχυσης, όπου διακρίνονται η εκθετική, η γραμμική και η 
φάση κορεσμού. Στον οριζόντιο άξονα παριστάνεται ο αριθμός των κύκλων της αντίδρασης, ενώ 

στον κατακόρυφο η τιμή των επιπέδων φθορισμού
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3° : ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Στην παρνύσα εργασία μετρήθηκε η σχετική έκφραση τριών γννιδίων σε 

ιστνύς των φύλλων φυτών ρόκας (Eruca sativa). Τα συγκεκριμένα φυτά έχ°υν 

αναπτυχθεί σε περιβάλλνν ελεγχόμενης παρνχής θεί°υ μέσω της λίπανσης η 

°π ° ία  περιγράφηκε σ τ°ν Πίνακα 1.

Τα τρία γννίδια π°υ μελετήθηκαν είναι αυτά π°υ κω δ ικ°π °ι°ύν τα ένζυμα της 

συνθάση τ°υ  μεθυλθει°αλκυλμηλικ°ύ (MAM), τ°υ  CYP79F1 και τ°υ CYP83A1. 

Τα ένζυμα αυτά, παίζνυν ρόλ° στην βινσύνθεση των αλειφατικών 

γλυκ°σ ιν°λικώ ν °ξέων.

Κατά την διάρκεια πρ°ηγ°ύμενω ν πειραμάτων στ° εργαστήριν της 

Βιοτεχνολογίας Φυτών και Περιβάλλοντος του τμήματός Βιοχημείας και 

Βιοτεχνολογίας, οι αλληλουχίες πλήρους μήκους που σχετίζονται με τα γονίδια 

αυτά απομονώθηκαν με επιτυχία. Στηριζόμενοι στα αποτελέσματα αυτά, 

επιλέχθηκαν οι εκκινητές που αναγράφονται στον Πίνακα 2, για την μελέτη της 

έκφρασης των συγκεκριμένων γονιδίων στα φυτά που καλλιεργήθηκαν κατά 

την διάρκεια της διεξαγωγής του πειράματος. Με την μέθοδο της PCR 

πραγματικνύ χρόννυ, πρ°σδι°ρ ίσθηκε π °σ °τικά  η συσσώρευση των 

μεταγραφημάτων των τριών αυτών γννιδίων. Η καν°ν ικ°π °ίηση τ°υ  °λ ικ°ύ  

RNA για όλα τα δείγματα πραγματ°π°ιήθηκε με τη εφαρμνγή της μεθόδνυ για 

τ°  γ °ν ίδ ι°  σταθερής έκφρασης της °υβ ικ°υ ϊτίνης τ°υ  φυτ°ύ Arabidopsis 

thaliana.

3.1 Η επίδραση της λίπανσης θείου στην έκφραση των γονιδίων MAM, 

CYP79F1 και CYP83A1

Παρατηρώντας τ°  Διάγραμμα 1 όπ°υ απεικννίζεται η έκφραση τ°υ γ°ν ιδ ί°υ  

π °υ κω δικ°π°ιεί για τα ένζυμα ΜΑΜ, φαίνεται πως υπάρχει συσχέτηση 

ανάμεσα στην η έκφρασή τ°υ  και στην συγκέντρωση τ°υ  θεί°υ, ιδιαίτερα κατά 

τα αρχικά στάδια ανάπτυξης των φυτών. Κάτι τέ τ° ι°  υπνστηρίζεται από την 

μεγάλη διαφνρά ανάμεσα σ τ° θετικό και αρνητικό control στα απντελέσματα
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της πρώτης δειγματοληψίας και από τον τριπλασιασμό της σχετικής έκφρασης 

του ΜΑΜ μετά την 9η ημέρα στην σειρά της επέμβασης, όπου η αύξηση της 

έκφρασης συμπίπτει με την εκκίνηση της θειικής λίπανσης.

Διάγραμμα 1 : Η μεταβολή της σχετικής έκφρασης του γονιδίου ΜΑΜ στο Θετικό Control , το 
Αρνητικό Control και την επέμβαση (treatment/after 9 days +). Στον οριζόντιο άξονα 

αναγράφονται οι μέρες των δειγματοληψιών (9η, 12η, 20η και 30η)

Όσο αφορά την έκφραση του γονιδίου CYP79F1 (Διάγραμμα 2), υπάρχει 

κάποια ομοιότητα με αυτή του γονιδίου ΜΑΜ κατά το διάστημα των πρώτων 

12 ημερών, με την συγκέντρωση του θείου στην λίπανση να φαίνεται ότι 

επηρεάζει την ποσότητα του ενζύμου. Στα αποτελέσματα της δειγματοληψίας 

που έγινε την 20η ημέρα καλλιέργειας όμως, παρατηρείται μείωση της 

έκφρασης του γονιδίου στις σειρές που υπήρχε παροχή θείου και μετέπειτα 

αύξησή τους στο διάστημα των 20 με 30 ημερών.



Διάγραμμα 2 : Η μεταβολή της σχετικής έκφρασης του γονιδίου CYP79F1 στο Θετικό Control , 
το Αρνητικό Control και την επέμβαση (treatment/after 9 days +). Στον οριζόντιο άξονα 

αναγράφονται οι μέρες των δειγματοληψιών (9η, 12η, 20η και 30η)

Στο Διάγραμμα 3 φαίνονται τα αποτελέσματα που αφορούν την έκφραση του 

γονιδίου CYP83A. Στην περίπτωση αυτή, η μεγαλύτερη μεταβολή στην 

σχετική έκφραση παρατηρείται στο διάστημα των 9 έως 12 ημερών όπου η 

ποσότητα του CYP83A1 στο θετικό control εμφανίζει σημαντική αύξηση. Όσο 

αφορά την έκφραση στην επέμβαση, μετά την μείωση που παρατηρείται στην 

δειγματοληψία των 12 ημερών τα επίπεδα έκφρασης παρουσιάζουν μικρή 

μεταβολή έως τις 30 ημέρες.



Διάγραμμα 3 : Η μεταβολή της σχετικής έκφρασης του γονιδίου CYP83A1 στο Θετικό Control , 
το Αρνητικό Control και την επέμβαση (treatment/after 9 days +). Στον οριζόντιο άξονα 

αναγράφονται οι μέρες των δειγματοληψιών (9η, 12η, 20η και 30η)

3.2 Συζήτηση

Παρατηρώντας τα αποτελέσματα των θετικών και αρνητικών control, 

παρατηρούμε ότι η έκφραση των γονιδίων MAM, CYP79F1 και CYP83A1 

επηρεάζεται από την συγκέντρωση του θείου στην λίπανση. Και για τα τρία 

γονίδια, η έκφρασή τους εμφανίζεται μειωμένη στα φυτά των σειρών που 

στερούνταν θείο χωρίς όμως αυτό να συνεχίζεται καθ’ όλη την διάρκεια των 

πειραμάτων.

Ανάμεσα στην 12η και την 20η μέρα της καλλιέργειας, παρατηρείται αύξηση 

της έκφρασης των γονιδίων στα φυτά που καλλιεργήθηκαν υπό έλλειψη θείου 

σε σχέση με αυτά στα οποία παρεχόταν σταθερά μέσω της λίπανσης, με την 

έκφραση των CYP79F1 και CYP83A1να αυξάνεται και μετά την 20η ημέρα στο 

αρνητικό control. Αυτό ίσως οφείλεται στην διαφορετική αξιοποίηση των 

θρεπτικών στοιχείων ανάλογα με την πάροδο του χρόνου και τις ανάγκες του 

φυτού. Διαφορετικά, η αύξηση αυτή θα μπορούσε να αιτιολογηθεί με την 

προσαρμοστικότητα που εμφανίζουν τα φυτά στο περιβάλλον με χαμηλή 

συγκέντρωση θείου, αυξάνοντας την αποδοτικότητα της απορρόφησης του ή 

μειώνοντας τον ρυθμό καταβολισμού των γλυκοσινολικών οξέων.



Στην σειρά των φυτών των οποίων η λίπανση περιείχε θείο μετά την 9η ημέρα 

καλλιέργειας, εμφανίζεται αύξηση της έκφρασής στα γονίδια MAM και 

CYP79F1 στο χρονικό διάστημα ανάμεσα στην 9η και την 12η ημέρα αλλά κάτι 

τέτοιο δεν ισχύει και για την έκφραση του γονιδίου CYP83A1. Και στα τρία 

γονίδια όμως υπάρχει αύξηση της έκφρασης από την 20η έως την 30η ημέρα 

καλλιέργειας.

Μελετώντας την βιοσυνθετική πορεία των αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων, 

είναι αναμενόμενη η συσχέτιση ανάμεσα στα επίπεδα έκφρασης των τριών 

γονιδίων. Σε γενικές γραμμές, μία τέτοια αναλογική σχέση παρατηρείται στα 

παρόντα αποτελέσματα, με την έκφραση των γονιδίων των δύο πρώτων 

βιοσυνθετικών βημάτων να μεταβάλετε με παρόμοιο τρόπο ανά δειγματοληψία 

και ανά σειρά. Στις περιπτώσεις που δεν παρατηρείται κάτι τέτοιο θα πρέπει 

να ληφθούν υπόψη και άλλοι παράγοντες που εμπλέκονται στον σχηματισμό 

των αλειφατικών γλυκοσινολικών οξέων όπως το πως επηρεάζεται η 

κατανομή του θείου στους διάφορους μεταβολίτες από την γενική κατάσταση 

θρέψης του φυτού.
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