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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Η εσπερίνη ή νοκτουρίνη (HESP ή NOC)  είναι μια κιρκαδικά ρυθμιζόμενη αποαδενυλάση με μέγιστη 

έκφραση τις απογευματινές ώρες. Σύμφωνα με προηγούμενη πτυχιακή διατριβή της αποφοίτου του τμήματος 

Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας Χατζή Μαρία- Ζαχαρούλα (2012) είχε δειχθεί με την μέθοδο Western Blot ότι η 

AtHesperin είναι ομόλογη της Νοκτουρίνης , μιας αποαδενυλάσης που υπάρχει στα θηλαστικά, μιας και το 

αντίσωμα της νοκτουρίνης αναγνωρίζει την ανασυνδιασμένη AtHesperin. Στην παρούσα εργασία σκοπός μας 

είναι η διερεύνηση του ρόλου της αποαδενυλάσης AtHesperin σε αβιοτικές συνθήκες και συγκεκριμένα τη 

δράση της AtHesperin σε συνθήκες αλατότητας. Αυτό έγινε με τη μελέτη της συμπεριφοράς μεταλλαγμένων 

φυτών, που η έκφραση του γονιδίου της AtHesp ήταν μειωμένη. 

 

 

 

ABSTRACT 

Hesperin or Nocturnin is a circadian adjustable deadelynase with high peak expression at 

afternoon time. According to a former dissertation written by Chatzi Maria-Zacharoula (2012) where had been 

shown, based on Western Blot method, that AtHesperin is equivalent to the Nocturnin, a deadenylase which 

exists in mammals due to an antibody of Nocturnin which is recognizes unpaired AtHesperin. Current thesis is to 

exploit deadenylase AtHesperin role in abiotic environment and more precisely, AtHesperin action in salty 

environment. To reach at this point a study over mutant plants was carried out, where as expression of 

AtHesperin gene was in decline.    
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1
Ο

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 

 

1.1 Η  ΕΣΠΕΡΙΝΗ 

 
 Η AtHesperin (AtHESP) είναι μια αποαδενυλάση που έχει εντοπιστεί στο Arabidopsis thaliana και  

είναι ένα γονίδιο που παρουσιάζει ομοιότητα με τη Nocturnin των  θηλαστικών και βρίσκεται κάτω από τον 

έλεγχο του κιρκαδικού ρολογιού. Η AtHESP μπορεί επαρκώς να αφαιρέσει την  πολύ(Α) ουρά  που εμφανίζει 

αλλοστερική κινητική. Η χρωματογραφία αποκλεισμού μεγέθους και  η ηλεκτροφόρηση σε συνδυασμό με 

την ανάλυση κινητικής  έχει δείξει  ότι το ένζυμο είναι ολιγομερές με τουλάχιστον 3 θέσεις σύνδεσης. Η 

υπερέκφραση της AtHESP στα φυτό  επηρεάζει την έκφραση και την ρυθμικότητα των βασικών  γονιδίων του 

κεντρικού ταλαντωτή TOC1 και CCA1. Η μελέτη έχει αποδείξει μια εξελικτική δραστηριότητα στη βράχυνση 

της πολύ (Α) ουράς  στα φυτά και προτείνει ότι η  αποαδενυλίωση είναι ένας μηχανισμός που εμπλέκεται 

στην ρύθμιση του κιρκάδιου ρυθμού[1].  

 Οι  Κιρκάδιοι  ρυθμοί είναι πανταχού παρόντες στο φαινόμενο διατήρησης χρόνου στα ευκαρυωτικά 

κύτταρα με μια περίοδο περίπου 24 ωρών, που αντιπροσωπεύουν μια προσαρμοστική στρατηγική στις  

καθημερινές περιβαλλοντικές αλλαγές. Τα τρία κύρια συστατικά που αναγνωρίζονται στο κιρκαδιανό 

σύστημα είναι τα μονοπάτια εισόδου, ο κεντρικός ταλαντωτής και η πορεία εξόδου. Ο βασικός μηχανισμός 

του ταλαντωτή είναι καλά διατηρημένος και στηρίζεται στη γενική  αρχή της αυτορύθμισης των  βρόγχων 

επανατροφοδότησης που αποτελούνται από συγκριμένους  μεταγραφικούς παράγοντες. Στο Arabidopsis 

thaliana, τα 3 γονίδια, LHY, CCA1 και TOC1, ρυθμίζουν τον κεντρικό ταλαντωτή μέσω ενός καλά 

περιγραφόμενου κατασταλτικού μηχανισμού σε μεταγραφικό επίπεδο, το οποίο έχει πρόσφατα επεκταθεί με 

πολλές συνιστώσες. Επιπλέον, μετά-μεταγραφικοί και μετά-μεταφραστικοί κανονισμοί, και μετασχηματισμός 

της χρωματίνης είναι κρίσιμοι για τη διατήρηση του κιρκαδικού ρυθμού στα ευκαρυωτικά ρολόγια[1]. 

Αν και το φυτό Α.thaliana μπορεί να έχει μέχρι 26 αποαδενυλάσες, οι 16 εξ αυτών έχουν μελετηθεί 
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εκτενώς, ενώ ένα ένζυμο αποικοδόμησης της πολύ(Α) ουράς που σχετίζεται με το κιρκαδικό ρολόι είναι 

ακόμη ασαφές. Σε έρευνα που έχει γίνει έχει εντοπιστεί μία ομόλογη της Νοκτουρίνης αποαδενυλάσης στο 

φυτό Arabidopsis thaliana που μεταγράφεται σε υψηλότερα επίπεδα το βράδυ. Λόγω του προφίλ έκφρασης 

αναφέρεται ως A. thaliana Hesperin (AtHESP) από την Ελληνική λέξη Έσπερος , Το Αστέρι της Νύκτας. Η 

AtHESP είναι ένας νέος μεταγραφικός ρυθμιστής του κιρκαδικού ρυθμού που δραστηριοποιείται στην 

αποικοδόμηση της  πολύ(Α) ουράς και επηρεάζει ρυθμικά την έκφραση του   mRNAs του πυρήνα ταλαντωτή 

στα φυτά[1]. 

Η AtHESP είναι  ομόλογη  προς τη  κιρκαδικά ελεγχόμενη  αποαδενυλάση NOC που εντοπίζεται σε 

θηλαστικά  και άλλους οργανισμούς και είναι συντηρημένη σε φυτά. Το γονίδιο κωδικοποιεί για το 3΄ άκρο 

πολύ (Α) εξώριβονουκλεάσης  και η AtHESP ανήκει στην οικογένεια των ΕΕΡ αποαδελυνασών. Το γονίδιο 

ρυθμίζεται από το κιρκαδικό ρολόι, αλλά και επηρεάζει  τη  μεταγραφή των κιρκαδικών  ταλαντωτών, 

αναφερόμενοι στην  αποαδενυλίωση και στην αλλαγή  του mRNA ως μηχανισμό ρύθμισης του κιρκαδικού 

ρυθμού. Ο βιοχημικός χαρακτηρισμός του ομόλογου της  NOC από άλλους οργανισμούς εξακολουθεί να είναι 

υποτυπώδης. Η AtHESP δείχνει μια μεγάλη ομοιότητα με CNOT6 και CNOT6L αποαδενυλασών  της 

υπεροικογένειας των ΕΕΡ.  Μελέτες σε ζύμη με CCR4 αποαδενυλασών  (ομόλογο του CNOT6) έχουν δείξει 

ότι η πολύ (Α) ουρά  είναι το προτιμώμενο υπόστρωμα, ενώ οι πολύ (U), πολύ (C), και πολύ (G) ήταν 

ανασταλτικές σε σύγκριση με την   πολύ (Α) για τη δραστηριότητα του περιορισμού[2]. Κατά συνέπεια, τα 

αποτελέσματα μας δείχνουν ότι AtHESP προτιμά πολύ (Α) για την αποικοδόμηση. Πολύ (Α) είναι επίσης το 

προτιμώμενο υπόστρωμα για την PARN που ανήκει στην υπεροικογένεια των  DEDD αποαδενυλασών, 

ακολουθούμενη από την  πολύ  (U) η οποία αποικοδομείται λιγότερο αποτελεσματικά, ενώ η πολύ (C) και 

πολύ (G) είναι πολύ φτωχά υποστρώματα[3 & 4]. 

Η αλλοστερική συμπεριφορά της  AtHESP  μπορεί να γίνει κατανοητή  λαμβάνοντας υπόψη το βασικό 

ρόλο της πολύ (Α) ουράς  στην σταθερότητα του mRNA. Οι αποαδενυλάσες  είναι ιδιαίτερα ρυθμιζόμενα   

ένζυμα και η δραστηριότητά τους επηρεάζεται από διάφορες παραμέτρους, όπως η υποκυτταρική εντόπιση, 

μετά-μεταφραστική τροποποίηση, τα cis-δρώντα στοιχεία του  στόχου mRNAs και τα  trans- δρώντα στοιχεία 

των ρυθμιστικών παραγόντων [ 5, 6 & 7 ]. H  PARN, που είναι μια αποαδενυλάση που  εκτεταμένα έχει   

μελετηθεί, είναι πράγματι μια αλλοστερικά ρυθμιζόμενη  αποαδενυλάση με υπάρχουσες  ολιγομερείς δομές 

και  η δραστηριότητα της  διαμορφώνεται από cis στοιχεία, όπως 5΄ cap,  AU-πλούσια και 

κυτταροπλασματικά  στοιχεία πολυαδενυλιώσεως του mRNA, και trans παραγόντων, συμπεριλαμβανομένων 

και  των παραγόντων πρωτεΐνης, όπως είναι  ο  ευκαρυωτικός  παράγοντας  έναρξης της  μετάφρασης, το 

σύμπλοκο σύνδεσης και διάσπασης του παράγοντα διέγερσης 5΄ cap , καθώς και  μικρά μόρια, όπως τα 

νουκλεοτίδια και νουκλεοσίδια[6 & 8]  

Επιπλέον, PARN υπάρχει ως ομοδιμερές σε αραιά διαλύματα, και αυτό είναι απαραίτητο για τη 

δραστηριότητα της σύνδεσης της πολύ (Α) ουράς [9]. Ωστόσο, μπορεί επίσης να  συνδεθεί μέσα σε  ενεργό 
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τετραμερές και υψηλής τάξης ολιγομερές,  τόσο in vitro όσο και σε ζωντανά κύτταρα[10].  Αποτέλεσμα 

έρευνας έδειξε ότι  η  AtHESP είναι ολιγομερές  και αυτή η συμπεριφορά μπορεί να αντιπροσωπεύει έναν 

ρυθμιστικό μηχανισμό[1]. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι οι αποαδενυλάσες δρουν συντονισμένα και πολλές  

αποαδελυνάσες μαζί μπορεί να ενεργούν  στο ίδιο mRNA, με διακριτές   αλλά επικαλυπτόμενες   λειτουργίες 

[5, 11 & 12] . Για παράδειγμα, έχει δειχθεί ότι σε κύτταρα ποντικού η  κυτταροπλασματική αποαδενυλίωση 

ακολουθεί την  εξής διφασική κινητική. Η  ΡΑΝ2 αποαδενυλάση  καταλύει τη πρώτη  φάση της  πολύ (Α) 

σύμπτυξης και   ακολουθείται από τη δραστηριότητα του σύμπλοκου CCR4-CAF1[12]. Ως εκ τούτου, η 

ποικιλομορφία των αποαδενυλασών, η πολυπλοκότητα των συνεργών  δέσμευσης, καθώς και η ρύθμισή τους 

συνθέτουν ένα πολύπλοκο σύστημα για  να ρυθμίζουν με ακρίβεια την  ενδοκυτταρική mRNA 

ομοιόσταση[7].Αναμένεται ότι η αναγνώριση των  συνεργών δέσμευσης της AtHESP  θα συμβάλει στην 

κατανόηση της αλλοστερικής συμπεριφοράς της, ενώ ο προσδιορισμός των διακριτών περιοχών αναμένεται 

να προσφέρει τη δομική βάση για τις  κανονιστικές απαιτήσεις της. 

Η AtHESP συμβάλλει στον έλεγχο της κιρκάδιας  γονιδιακής έκφρασης και έρευνα έχει δείξει  ότι η 

αποαδενυλίωση και ο κύκλος εργασιών του  mRNA είναι  ένας μηχανισμός που επηρεάζει  τους κιρκάδιους 

ταλαντωτές μεταγραφής. Η ρύθμιση της μεταγραφικής συσσώρευσης  των γονιδίων του ρολογιού (TOC1 / 

CCA1 / LHY) είναι σημαντικά διαταραγμένη σε μεταλλαγμένα φυτά  HESP που  καλλιεργούνται σε 

ελεγχόμενους κύκλους φως/σκοτάδι. Η ρυθμική έκφραση του γονιδίου μπορεί να είναι περίπλοκη, με τη 

συμμετοχή όχι μόνο του κιρκαδιανού κανονισμού, αλλά και διαφόρων  συστηματικών  και περιβαλλοντικών 

συνθηκών (π.χ. η ανάπτυξη , το στρες) ερεθίσματα, όπως έχουν  προταθεί για το Noc γονίδιο των  

θηλαστικών [13]. O βασικός ρυθμιστικός μηχανισμός της υποκείμενης  αποαδενυλίωσης   μέσω του οποίου 

το HESP γονίδιο  υποβαθμίζει το υπόστρωμα παραμένει άγνωστος .  

Σε έρευνα υπερέκφρασης  AtHESP  έχουν παρακολουθηθεί τα  επίπεδα έκφρασης του TOC και CCA1 

παρουσία αυξημένου επιπέδου AtHESP. Σε αυτές τις διαγονιδιακές σειρές φυτού έχουν  ανιχνευθεί  αυξημένα 

επίπεδα TOC και CCA, αλλά διατηρήθηκε η κυκλική μορφή έκφρασης. Αυτή η έλλειψη αναστροφής φάσης 

της συσσώρευσης mRNA του TOC1 ή CCA1, υποδηλώνει ότι κανένα από τα γονίδια δεν  είναι άμεσοι στόχοι 

της δραστηριότητας της αποαδενυλάσης AtHESP. Έτσι, η AtHESP μπορεί να επηρεάσει τον κιρκαδικό ρυθμό 

στο Arabidopsis με την αποαδενυλίωση  ένα ή περισσότερων  άγνωστων γονιδίων. Λαμβάνοντας υπόψη το 

γεγονός ότι τα πρόσφατα μοντέλα που περιγράφουν το κιρκαδικό ρολόι σε φυτά περιλαμβάνουν 3 ή 4 

πολλαπλούς  βρόχους δυνατότητας   αλληλεπίδρασης, το   παγκόσμιο σύστημα βιολογίας , θα πρέπει 

επιδιώξει να  εντοπίσει  τους  mRNAs στόχους της AtHESP. Εναλλακτικά, η υπερέκφραση της AtHESP 

μπορεί να μην είναι αρκετή για να διαταράξει τα σύμπλοκα που σχηματίζονται, και όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω, η AtHESP μπορεί να ενεργεί σε συνεννόηση με άλλους συνεργούς, συμπεριλαμβανομένων και 

των άλλων αποαδελυνασών, να τελειοποιήσουν τη ρύθμιση του  κιρκαδικού ρολογιού[1]. 

Αν και οι αποαδενυλάσες στα φυτά δεν έχουν μελετηθεί εκτενώς όπως  σε άλλους οργανισμούς, είναι 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
20/04/2024 07:13:37 EEST - 3.22.222.134



Διπλωματική εργασία  Κατσιφού Ειρήνη 

 

 9 

σαφές ότι το  Arabidopsis χρησιμοποιεί διαφορετικές αποαδενυλάσες για  να στοχεύσει διακριτά 

mRNAs[14,15,16 & 17] και διάφορες αναπτυξιακές και φυσιολογικές διαδικασίες. Δύο γονίδια PARN 

αναγνωρίστηκαν  στο Arabidopsis, μία εκ των οποίων, At1g55870 (AtPARN), είναι μια κυτταροπλασματική 

αποαδενυλάση   απαραίτητη για εμβρυογένεση[18],που επηρεάζει ένα υποσύνολο των εμβρυϊκών 

μεταγραφών. Επιπλέον,  CAF1 γονίδια είναι παρόντα σε Arabidopsis, που  ορισμένα από αυτά  συνδέονται με 

την  καταπόνηση των φυτών[9,14,15 & 16]. Τα CAF1 έχουν επίσης συνδεθεί με την αντίσταση των φυτών σε 

μυκητιακές και βακτηριακές λοιμώξεις, που σημαίνει ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στις αλληλεπιδράσεις 

παθογόνου-φυτού[15, 16 & 17]. Η ύπαρξη πολλαπλών αποαδενυλασών μπορεί να έχουν και διαφορετικές 

ανάγκες για την έκφραση των ειδικών mRNAs  σε διαφορετικούς χρόνους σε κύτταρα ή ιστούς, αλλά και από 

την παρουσία ειδικών  mRNAs  σε διαφορετικές χρονικές περιόδους[5]. 

Η AtHESP μπορεί να παίζει   ρόλο στην ανάπτυξη των φυτών, καθώς και  στην αντιμετώπιση 

καταπόνησης. Η υπερέκφραση του γονιδίου σε διάφορα φυτά   έχουν μια σοβαρή, αν και αναστρέψιμη 

καθυστέρηση  και οι φαινότυποι με το μεταλλαγμένο HESP γονίδιο φαίνεται να προστατεύονται καλύτερα 

έναντι της  οξειδωτικής καταπονήσεως. Έχει αναφερθεί ο ρόλος των πρωτεϊνών NOC που είναι ομόλογες με 

την  AtHESP, που εκτείνεται σε  ενώσεις για  το μεταβολισμό των λιπιδίων και για τη λειτουργία τους  στην 

κατάλληλη θέση μορφογένεσης και στάδιο της νύμφης σε θηλαστικά και Drosophila, αντίστοιχα. Είναι 

ενδιαφέρον να θεωρήσουμε  ότι η  AtHESP μπορεί να παίξει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση τόσο του 

κιρκαδικού ρολογιού όσο και στις διαδικασίες  γύρω από αυτό , όπως η απόκριση σε μηχανισμούς έναντι των 

αβιοτικών ή / και βιοτικών καταπονήσεων[19 & 20] όπως έχει ήδη περιγραφεί προηγουμένως για άλλα 

συστατικά του ρολογιού στα φυτά[21,22 & 23]. Η διαλεύκανση των μηχανισμών της διαμόρφωσης αυτής της 

νέας αποαδενυλάσης  στη ρύθμιση και απορρύθμιση του κιρκαδικού ρολογιού στα φυτά ή / και στην 

ανάπτυξη και στο μεταβολισμό των φυτών, ειδικά κάτω από διάφορες συνθήκες καταπόνησης  αποτελεί μια 

ελκυστική πρόκληση. 

 

 

1.2 ΤΟ ΚΙΡΚΑΔΙΟ ΡΟΛΟΙ  

 

Το κιρκαδικό ρολόι είναι ένας ενδογενής μηχανισμός που επιτρέπει σε έναν οργανισμό να συντονίσει τη 

χρονική οργάνωση των βιολογικών διεργασιών σε συγκεκριμένες ώρες της ημέρας ή της νύχτας. Η 

λειτουργία ρολογιού είναι ευρέως διαδεδομένη μεταξύ των ειδών και οι περισσότεροι οργανισμοί 

προσαρμόζουν την φυσιολογία και τη συμπεριφορά τους στις περιοδικές ταλαντώσεις των εξωτερικών 

σημάτων που λαμβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια κάθε ημερήσιου κύκλου [24 & 25]. Τα σήματα αυτά ορίζουν 

το ρυθμό του ρολογιού, που με τη σειρά του έχει την ικανότητα να οδηγεί σε αυτοελεγχόμενες ταλαντώσεις 

με περίοδο ~ 24 h [24 & 25]. Οι βιολογικοί ρυθμοί επιτρέπουν στον οργανισμό  να προβλέψει την εμφάνιση 
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των περιβαλλοντικών αλλαγών παρέχοντας ένα προσαρμοστικό πλεονέκτημα που οδηγούν σε αυξημένη 

ικανότητα για επιβίωση [26, 27 & 28]. 

Μεταγραφικά κυκλώματα μέσα στον κιρκαδικό ταλαντωτή 

Στους περισσότερους οργανισμούς που έχουν μελετηθεί μέχρι σήμερα, το κιρκαδικό ρολόι, προτείνεται 

να λειτουργεί ως  βιοχημικός ταλαντωτής δομημένος  με πολλαπλούς  αλληλοσυνδεόμενους ρυθμιστικούς 

βρόχους [24, 25, 29 & 30]. Παρά την κοινή αρχιτεκτονική, σε κάθε είδος συναντώνται  ειδικά συστατικά και 

βιοχημικές διεργασίες  του ρολογιού[24 & 31]. Σε μελέτες που έγιναν στο μοριακό μηχανισμό του ρολογιού 

σε μεταλλάξεις του φυτού Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) έδειξαν ότι ο κιρκαδικός ταλαντωτής  στα φυτά 

ορίζεται από έναν κεντρικό βρόγχο ανάδρασης που συνδέει τις  δύο  φάσεις πρωί και βράδυ (Εικόνα 1). Ο 

κεντρικός μηχανισμός ανάδρασης βασίζεται στην αλληλεπίδραση μεταξύ των δύο πρωινών εκφρασμένων 

γονιδίων MYB, CCA1(CIRCADIAN CLOCK ASSOSIATED1) και LHY (LATE ELONGATED 

HYPOCOTYL), που αποτελούν τα αρνητικά στοιχεία του βρόγχου και των δύο βραδινών εκφρασμένων 

γονιδίων   ARABIDOPSIS PSEUDORESPONCE REGULATOR 1 και Timing of CAB expression 1, που 

αποτελούν τον συμπαράγοντα TOC1 και αποτελεί το θετικό παράγοντα του βρόγχου [32, 33, 34 & 35]. Οι 

CCA1 και   LHY είναι εν μέρει  πλεονάζουσες και άμεσα καταστέλλουν την TOC1 με σύνδεση του μοτίβου 

μέσα στην περιοχή του υποκινητή του, αποκαλούμενο ως βραδινό στοιχείο EE (Evening Element). Αυτό το 

μοτίβο απαντάται συχνά στους υποκινητές γονιδίων για το συγχρονισμό του ρολογιού και είναι επαρκές για 

να οδηγήσει  το ρυθμό στη βραδινή φάση όταν πολλαπλασιαστεί αρκετά.[36]. Ο μηχανισμός με τον οποίο 

επικαλυπτόμενα σήματα που συγκλίνουν στo EE πιθανώς περιλαμβάνει τη δέσμευση των εναλλακτικών 

σύμπλοκων παραγόντων μεταγραφής. Αυτό υποστηρίζεται από την ικανότητα των CCA1 και LHY να 

σχηματίσουν ομο- και ετεροδιμερή [37 & 38], καθώς και η παρουσία σύμπλοκου πρωτεΐνης-EE ακόμη και εν 

απουσία του CCA1 και LHY [36].  

Από την άλλη μεριά του κεντρικού βρόγχου ανάδρασης, ο TOC1 ρυθμίζει την έκφραση των δύο 

μεταγραφέων CCA1 και LHY [32 & 39]. Παρά το γεγονός ότι ορισμένα στοιχεία δείχνουν ότι οι λειτουργίες 

TOC1 ως μεταγραφικός ενεργοποιητής CCA1 και LHY [32, 40 & 41], είτε σε  μειωμένα είτε σε  αυξημένα 

επίπεδα TOC1 οδηγούν σε χαμηλή έκφραση των mRNA CCA1 και LHY [32 & 39]. Αυτή η παρατήρηση και 

η έλλειψη των γνωστών περιοχών δέσμευσης DNA σε TOC1 πρωτεΐνη [34] υποδεικνύουν έναν περίπλοκο 

μηχανισμό για τη ρύθμιση στους CCA1 και LHY με TOC1. Πρόσφατα, εντοπίσαμε μια TCP (TB1, CYC, 

PCFs) μεταγραφικού παράγοντα [42] που ονομάζεται CHE [43]. Ο παράγοντας τους βρέθηκε να προσδένεται 

στον υποκινητή του γονιδίου CCA1( όχι  στον υποκινητή του LHY) και να τον καταστέλλει, καθώς και να 

αλληλεπιδρά in vitro με τον TOC1. Ο τρόπος δράσης του , έχει προταθεί πως έχει ως εξής: Την αυγή, τα 

υψηλά επίπεδα έκφρασης των CCA1 και LHY καταστέλλουν τον CHE, αλλά και την ίδια στους την έκφραση. 

Τα επίπεδα του CHE αυξάνονται, καθώς η ημέρα προχωρά, ώστε να διατηρούν τον CCA1 στο ελάχιστο. 

Μέχρι το τέλος στους ημέρας, ο TOC1 ανταγωνίζεται τον CHE, επαναφέροντας τον κύκλο, ώστε να ξεκινήσει 
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από τη αρχή [43].   

 
Εικόνα 1 Το μοντέλο του Κιρκαδικού ρυθμού στο Arabidopsis. Οι μεταγραφικοί και οι μετά-μεταφραστικοί μηχανισμοί 

καθορίζουν τη βασική δομή του κιρκαδικού ρυθμού. Ο κεντρικός βρόγχος ανάδρασης αποτελείται από δύο MYB 

μεταγραφικούς παράγοντες, CIRCADIAN CLOCK ASSOSIATED1(CCA1) και LATE ELONGATED HYPOCOTYL(LHY), 

οι οποίοι ρυθμίζουν αρνητικά την έκφραση του TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1). Οι TOC1 είχε προταθεί για να 

ενεργοποιήσει την έκφραση των  CCA1 και LHY. Ένα ακόμη κομμάτι μέσα στον βρόγχο περιλαμβάνει την αμοιβαία 

καταστολή μεταξύ CCA1 και CCA1 HIKING EXPEDITION (CHE). Η TOC1 ανταγωνίζεται μάλλον την CHE, μέσω μιας 

άμεσης αλληλεπίδρασης της πρωτεΐνης. Έχουν προταθεί δύο επιπλέον βρόγχοι ανάδρασης. Στον πρωινό βρόγχο, 

ενεργοποιείται η έκφραση των PSEUDORESPONCE REGULATOR 7 και 9 (PRR7 και PRR9), οι οποίοι με την σειρά στους 

καταστέλλουν τους  CCA1 και LHY.  Στο βραδινό βρόγχο, ο TOC1 καταστέλλει ένα  άγνωστο συστατικό που γενικότερα 

ονομάζεται Υ [GIGANTEA (GI) φαίνεται να είναι μέρος του Υ], το οποίο με τη σειρά του ενεργοποιεί το  TOC1. Τα επίπεδα 

TOC1 ελέγχονται από την υποβάθμιση του πρωτεοσώματος που διαμεσολαβείτε από την πρωτεΐνη F-box ZEITLUPE (ZTL). 

Ο μηχανισμός στους διαμορφώνεται από GI και την ανταγωνιστική αλληλεπίδραση μεταξύ ZTL και PSEUDORESPONSE 

REGULATOR 3 (PRR3) με TOC1. Η αλληλεπίδραση μεταξύ TOC1 και PRR3 πιθανώς ευνοείται από τη φωσφορυλίωση 

των πρωτεϊνών αυτών. Για λόγους σαφήνειας, παραλείφθηκαν συστατικά του ρολογιού που δεν μπορούν να τοποθετηθούν με 

σιγουριά πάνω  στους βρόγχους ανάδρασης 
 
   Circadian Clock Phenotype 

Gene Locus ID Function Loss of 

Function 

Overexpression 

CCA1 At2g46830 Single Myb domain 

transcription factor 

Short period Arrhythmic 

CKB3 At3g60250 Casein kinase II 

regulatory subunit 

Not known 

(gene family) 

Short period 

CRY1 At4g08920 Blue light Long period in Short period in blue 
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photoreceptor blue light light 

CRY2 At1g04400 Blue light 

photoreceptor 

Long period in 

blue light 

Short period in blue 

light 

DET1 At4g10180 Repressor of 

photomorphogenesis 

Short period Not known 

ELF3 At2g25930 Unknown Arrhythmic in 

continuous light 

Long period 

ELF4 At2g40080 Unknown Arrhythmic Not known 

GI At1g22770 Unknown Short period, 

low amplitude 

Short period, low 

amplitude 

LHY At1g01060 Single Myb domain 

transcription factor 

Short period Arrhythmic 

LUX At3g46640 Myb transcription 

factor 

Arrhythmic Arrhythmic 

PHYA At1g09570 Red light 

photoreceptor 

Long period in 

far-red light 

Short period in far-

red light 

PHYB At2g18790 Red light 

photoreceptor 

Long period in 

red light, leading 

phase in white 

light 

Short period in red 

light, lagging phase 

in white light 

PIF3 At1g09530 Basic helix-loop-

helix transcription 

factor 

Wild type Wild type 

PRR3 At5g60100 Pseudo-response 

regulator 

Short period Wild type 

PRR5 At5g24470 Pseudo-response 

regulator 

Short period Low amplitude, long 

period 

PRR7 At5g02810 Pseudo-response 

regulator 

Long period Not known 

PRR9 At2g46790 Pseudo-response 

regulator 

Long period Short period 

SRR1 At5g59560 Unknown Leading phase, 

low amplitude 

Not known 

TIC  Gene not yet 

identified 

Short period, 

low amplitude 

Not known 

TOC1 At5g61380 Pseudo-response 

regulator 

Short period  Arrhythmic 

ZTL At5g57360 F-box protein Long period Arrhythmic 
 

Πίνακας 1 Γνωστά γονίδια του κιρκάδιου ρυθμού στο Arabidopsis 
 

1.3 ΑΠΟΑΔΕΝΥΛΙΩΣΗ 
  

Η διαδικασία της αποικοδόμησης  του mRNA  θεωρείται μία πλατφόρμα ρύθμισης των γονίδιων 

έκφρασης μεταγραφής στα ευκαριωτικά  κύτταρα. Με την αφαίρεση της πολύ (Α) ουράς από το mRNA , οι 

αποαδενυλάσες προκαλούν την αποικοδόμηση του mRNA ή τη μεταγραφική καταστολή, ενώ η 

επαναδενυλίωση μπορεί να ενεργοποιήσει κάποια μόρια mRNA. Πιο συχνά, τα αποαδενυλιωμένα mRNAs 

αποικοδομούνται και από τις δυο οδούς: το 5'→3 ' μονοπάτι, όπου μετά την αφαίρεση του 5' cap του mRNA, 

ακολουθεί η αποικοδόμηση από την εξωριβονουκλεάση Xrn1 ή η αποικοδόμηση με κατεύθυνση  

3 '→ 5' που καταλύεται από το εξώσωμα.  

Γενικοί οδοί αποικοδόμησης του mRNA 

Αποαδενυλίωση  
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Το μήκος της πολύ-(Α) ουράς  στο νεοσυντιθέμενο μόριο  mRNA εξαρτάται από τον οργανισμό. Μετά 

την είσοδό του στο κυτταρόπλασμα, είτε  σταθεροποιείται με τις  πολύ (Α) δεσμευτικές πρωτεΐνες (PABP), οι  

οποίες διευκολύνουν  την μετάφραση, είτε περιορίζεται από τις  κυτταροπλασματικές  νουκλεάσες [44]. Η 

αφαίρεση της πολύ (Α) ουράς προκαλεί αποικοδόμηση του mRNA σε όλες σχεδόν τις οδούς  αποικοδόμησης 

ευκαριωτικών οργανισμών( Εικόνα 2).  

Με βάση τις βιοχημικές έρευνες  και τις προσεγγίσεις της βιοπληροφορικής,  οι αποαδενυλάσες 

μπορούν να χωριστούν σε δύο κύριες ομάδες: την DEDD ή την ΕΕΡ νουκλεάσες [45 & 46]. Τα ένζυμα και 

από τις δύο ομάδες είναι εξωνουκλεάσες  που καταλύουν την αποαδενυλίωση εξαρτώμενες από  Mg2+  που 

υδρολύουν το mRNA με κατεύθυνση 3'→5' απελευθερώνοντας 5΄-AMP. Οι DEDD νουκλεάσες ονομάστηκαν 

έτσι εξαιτίας των συντηρημένων καταλυτικών αμινοξικών καταλοίπων  Asp και  Glu τα οποία  

 

Εικόνα 2:Η αποαδενυλίωση ως εξαρτώμενη αποδόμηση: Μονοπάτια και Ένζυμα. Η  αποικοδόμηση του mRNA ξεκινά με 

βράχυνση της πολύ (Α)  ουράς (αποαδενυλίωση), που ακολουθείται από την αφαίρεση του καλύμματος της αλυσίδας 

κατεύθυνσης 5 '→ 3' από Xrn1 ή η αποικοδόμηση  της αλυσίδας κατεύθυνσης 3'→5' από το εξώσωμα και υδρόλυση του 

καλύμματος. Η  κωδικοποίηση με διαφορετικά χρώματα αντιπροσωπεύει ομόλογα από διαφορετικούς οργανισμούς. Το 

ερωτηματικό υποδηλώνει ότι τα  ομόλογα αυτά  είναι παρόν σε μια βάση δεδομένων του συγκεκριμένου είδους, αλλά η 

συμμετοχή τους στη διαδικασία δεν επιβεβαιώθηκε πειραματικά. 
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είναι διάσπαρτα ανάμεσα σε τρία μοτίβα  εξωνουκλεάσης που δεσμεύουν ιόντα μαγνησίου[47]. Η ομάδα 

αυτή περιλαμβάνει τις οικογένειες της POP2  (γνωστή και  ως CAF1), της πολύ (Α) ουράς  ριβονουκλεάσης 

(PARN), την Caf1Z και την ΡΑΝ2. Τα ένζυμα της ομάδας EEP περιλαμβάνουν την CCR4, NOCTURNIN, 

ANGEL και την 2΄ PDE και έχουν συντηρημένα κατάλοιπα  Asp και  His στην περιοχή με δράση νουκλεάσης 

[48] . 

Οι βασικοί δρόμοι  αποικοδόμησης του mRNA έχουν εντοπιστεί και στα  φυτά, καθώς τα περισσότερα 

από τα ένζυμα έχουν εντοπιστεί   στα  γονιδιώματα των διαφόρων φυτικών ειδών [49]. Το γονιδίωμα του  

Arabidopsis thaliana έχει βρεθεί ότι κωδικοποιεί  11 ομόλογα της CAF1,  16 έχουνε  βρεθεί στο ρύζι Oryza 

sativa και 4 στα σταφύλια (Vitis vinifera). Δεν έχει  αποδείχθει αν όλες αυτές οι πρωτεΐνες είναι ενεργά 

αποαδενυλάσες. Ωστόσο όλα, όπως και το S. pombe, περιέχουν το πλήρως συντηρημένο μοτίβο της DEDD 

του ενεργού κέντρου[50].  

Αποικοδόμηση του mRNA με κατεύθυνση 5΄→3΄ που καταλύεται  από την  εξωριβονουκλεάση  

Xrn1 

Ένα από τα πιθανά σενάρια για την αποικοδόμηση του mRNA μετά την αρχική αποαδενυλίωση είναι η 

αφαίρεση του 5΄ καλύμματος(Εικόνα 2).  Η διαδικασία γίνεται από το ένζυμο Dcp2, το οποίο ανήκει στην 

οικογένεια των  Nudix υδρολασών[51]. Τα προϊόντα της αντίδρασης είναι το m΄GDP και το 5΄ 

μονοφωσφορικό  RNA. Η δραστικότητα του ενζύμου εξαρτάται από τα δισθενή κατιόντα. Το σώμα του RNA 

παίρνει επίσης μέρος στην κατάλυση και το ένζυμο έχει μια προτίμηση για  υποστρώματα  RNA όχι 

μικρότερα των 25 νουκλεοτιδίων [52]. Το Dcp2 σχηματίζει ένα σύμπλοκο με το  Dcp1[53 & 54] που είναι μια 

μικρή πρωτεΐνη   που περιέχει μία EVH1 περιοχή η οποία είναι μια κοινή πλατφόρμα που γεφυρώνει την 

αλληλεπίδραση μεταξύ των πρωτεϊνών[55].  Επιπλέον, το Dcp1 είναι ο κύριος ενεργοποιητής της Dcp2[56]. 

Η διαδικασία αφαίρεσης του καλύμματος ρυθμίζεται από μια πληθώρα ενεργοποιητών και αναστολέων, αλλά 

η σύνθεσή τους διαφέρει μεταξύ των οργανισμών[51,57 & 58]. Στα φυτά η απομάκρυνση του  5΄ καλύμματος 

γίνεται από το σύμπλεγμα  των Dcp1, Dcp2 και Varicose (Vsc), ομόλογο των  θηλαστικών του  Hedls/Ge-1. 

Το Dcp2 παρουσιάζει ενζυμική δραστηριότητα που παρακινείται από το  Dcp1 και Vsc[59]. Ενώ η αφαίρεση 

του 5΄ καλύμματος στη ζύμη, ρυθμίζεται από μια ποικιλία ενεργοποιητών, στα φυτά, η πρωτεΐνη Dcp5 έχει 

βρεθεί να συνδέεται με την Dcp1, Dcp2  και την επιρροή τους στην καταστολή της μετάφρασης[60]. Το 

Arabidopsis thaliana έχει τρία ομόλογα της ζύμης Xrn1: Xrn2, Xrn3, Xrn4[61]. Οι  Xrn2 and Xrn3 

εμπλέκονται στην επεξεργασία του  rRNA and snoRNA στον πυρήνα, ενώ η  Xrn4 βρίσκεται στο 

κυτόπλασμα[62] και είναι υπεύθυνη για την  βράχυνση των 5΄→3΄  ειδικών αντιγράφων[63]. 

Αποικοδόμηση του mRNA με κατεύθυνση 3΄→5΄ που καταλύεται  από το  εξώσωμα  

Στην κυτταροπλασματική αποαδενυλίωση, η εξαρτώμενη οδός, εναλλακτικά η αποσύνθεση του mRNA 
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με κατεύθυνση   5΄→3΄ μπορεί να αποικοδομεί το mRNA  στην κατεύθυνση  3΄→5΄ από το 

κυτταροπλασματικό εξώσωμα. Το κάλυμμα που απομένει, υδρολύεται από το ένζυμο DcpS(Εικόνα 2). Το 

εξώσωμα  είναι ένα σύμπλεγμα πολλαπλών υπομονάδων που εμπλέκονται στην αποικοδόμηση, στην  

επεξεργασία και τον ποιοτικό έλεγχο  πολλών ομάδων του RNA στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Το 

κυτταροπλασματικό ένζυμο αποτελείται από 9 υπομονάδες που είναι ενεργές ενζυμικά ριβονουκλεάσες. Στο 

γονιδίωμα του  Arabidopsis thaliana,, οι πρώτες υπομονάδες εξωσώματος που εντοπίστηκαν ήταν οι   Rrp4 

και Rrp41. Είναι ενδιαφέρον ότι, σε αντίθεση με τη μαγιά και τους ανθρώπους, το  Rrp4 δείχθηκε να είναι 

καταλυτικά ενεργό στην φωσφορολυτική ριβονουκλεάση με κατεύθυνση   3΄→5΄  από την οικογένεια  RNase 

[64] 

 

1.4  ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗ ΣΕ ΑΛΑΤΟΤΗΤΑ 

H συγκέντρωση άλατος σε αρδευόμενες εκτάσεις   συνεχώς αυξάνεται, που έχει ως αποτέλεσμα οι αποδόσεις 

των καλλιεργειών   να αρχίσουν να μειώνονται σταδιακά, έτσι που να απειλείται το μέλλον της παραγωγής 

των τροφίμων. Η κατανόηση του μηχανισμού με τον οποίο τα φυτά ανταποκρίνονται στην καταπόνηση με 

αλάτι είναι, ως εκ τούτου, υψίστης σημασίας στη βασική έρευνα, καθώς και την εφαρμοσμένη έρευνα στον 

τομέα της βιολογίας των φυτών. Το στρες από αλάτι, όπως η υψηλή συγκέντρωση NaCl, προκαλεί 

υπεροσμωτικό στρες, ανισορροπία στη συγκέντρωση κυτταρικών ιόντων, και τοξικότητα που επηρεάζει 

αρνητικά την ανάπτυξη των φυτών. Πολυάριθμες μελέτες που έχουν διεξαχθεί για την οριοθέτηση των 

κυτταρικών αλλαγών κατά την έκθεση των φυτών σε καταπόνηση από  αλάτι [65,66 & 67]. 

Σε πρόσφατες μελέτες που έχουν γίνει σε διαφορετικά είδη φυτών αναφέρεται ότι τα φυτά 

χρησιμοποιούν ποικιλία διαφορετικών μηχανισμών για  να αντιμετωπίσουν τις συνθήκες στρες από αλάτι. Οι  

απαντήσεις είναι  ιδιαίτερα  κατανοητές σχετικά με τις φυσιολογικές αλλαγές και τις αλλαγές στο   

μεταβολισμό[67]  

Μέσα σε 15 λεπτά η έκθεση σε  υψηλή συγκέντρωση  NaCl, οι αντιμεταφορείς     Na 
+
/  H 

+
 

ενεργοποιούνται για την ενεργή  μεταφορά του  κυτοσολικού Na
+ 

μέσα στα κενοτόπια ή να αντλήσουν αυτό  

εκτός  μέσω της πλασματικής μεμβράνης[68 & 69]. Μια άλλη απάντηση είναι  η αύξηση  των 

προστατευτικών από όσμωση  όπως είναι η προλίνη, οι  βεταϊνες, τα σάκχαρα, και οι συμβατές διαλυμένες 

ουσίες με το κυτοσόλιο [70 & 71]. Επίσης, η αύξηση της παραγωγής των αντιοξειδωτικών ή η επαγωγή των  

βιοσυνθετικών ενζύμων για τη σύνθεση των αντιοξειδωτικών έχει παρατηρηθεί [72]. Αυτά τα αντιοξειδωτικά 

μπορεί να μειώσουν τη συγκέντρωση του υπεροξειδίου του υδρογόνου και άλλα ενεργά είδη οξυγόνου που 

έχουν προταθεί ότι παίζουν σημαντικό ρόλο στην απόκριση του NaCl[73]. Πρόσφατα πολλά γονίδια που 

εμπλέκονται στην καταπόνηση από αλάτι έχουν ταυτοποιηθεί και χαρακτηριστεί σε μοριακό επίπεδο. Αυτά 

περιλαμβάνουν γονίδια που κωδικοποιούν Η
+
- ΑΤΡάσες , Η

 +
-PPases, Ca

2 +
-ΑΤΡάσες, Na 

+
ΑΤΡάσες, K 

+
/H 

+
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συμμεταφορείς, και K
+ 

μεταφορείς[74, 75 & 76]. Πολλά γονίδια που κωδικοποιούν οσμωρύθμιση έχουν 

επίσης απομονωθεί και μερικά από αυτά έχει δειχθεί να  επάγονται υπό συνθήκες υψηλής περιεκτικότητας σε 

αλάτι[77]. 

Παρά τις πολυάριθμες μελέτες που έχουνε γίνει έτσι ώστε να δοθούν απαντήσεις για την 

καταπόνηση των φυτών από αλάτι  του στρες άλατος, δεν έχουμε μάθει πολλά ακόμα σχετικά με το  

μηχανισμό σηματοδότησης του στρες άλατος στα φυτά. Στη μαγιά, στην οποία ο μηχανισμός 

σηματοδότησης έχει μελετηθεί λεπτομερώς, έχει δειχθεί ότι προκαλείται από  το μονοπάτι μιας ΜΑΡ 

κινάσης[78 & 79]. Σε αυτό το μονοπάτι τα μόρια που λειτουργούν σαν αισθητήρες της όσμωσης , 

όπως είναι τα Sln1p και Sho1p, τα οποία βρίσκονται  στη μεμβράνη του πλάσματος, κινούν το 

μονοπάτι   της σηματοδότησης. Το σήμα τότε  φτάνει σε  διάφορες κινάσες όπως είναι οι όπως Ssk1p, 

Pbs2p, Hog1p[80 & 81]. Ένα παρόμοιο μονοπάτι σηματοδότησης έχει επίσης αποδειχθεί και για την 

απόκριση του άγχους στα ζωικά κύτταρα[82].  Εκτός από το μονοπάτι της  ΜΑΡ κινάσης, η μαγιά έχει 

ένα άλλο ανεξάρτητο μονοπάτι σηματοδότησης. Αυτή η οδός περιλαμβάνει καλσινευρίνη που είναι 

μια φωσφατάση που εξαρτάται από ιόντα Ca
2 +

και την καλμοδουλίνη[83 & 84]. Στα φυτά, μια 

φυτορμόνη, η ΑΒΑ, έχει προσδιοριστεί ότι  υπήρξε ως δεύτερος αγγελιοφόρος στο οσμωτικό στρες 

στο μονοπάτι μεταγωγής σήματος[85 & 86]. Ωστόσο, τα πρωτεϊνικά συστατικά που εμπλέκονται σε 

αυτό το  μονοπάτι σηματοδότησης παραμένουν σε μεγάλο βαθμό άγνωστα. Στο φυτό  Arabidopsis 

thaliana , το  αμπσισικό οξύ είναι ευαίσθητο σε μεταλλάξεις όπως abi1, abi2 και abi3 που  έχουν 

ταυτοποιηθεί και βρέθηκε να έχουν ελαττώματα στο μηχανισμό μεταγωγής  σήματος . Πρόσφατα, τα 

γονίδια στα abi1 και abi2 loci αποδείχθηκε ότι κωδικοποιούν φωσφατάσες[87 & 88]. Επιπλέον, 

πολλές  κινάσες επηρεάζονται από τη μεταχείριση με αλάτι[89 & 90]. Έτσι τα αποτελέσματα δείχνουν 

ότι η  πρωτεΐνη της  φωσφορυλίωσης  της μπορεί να διαδραματίσει έναν σημαντικό ρόλο στα 

μονοπάτια μεταγωγής σήματος στην καταπόνηση από αλάτι. Είναι ενδιαφέρον ότι μια ομόλογη MAP  

κινάση στο φυτό, η PsMAK, έχει  αποδειχθεί  να συμπληρώνει  το μεταλλαγμένο γονίδιο   hog1 του  

ζυμομύκητα [91]. Επίσης, το p44
MMK4

, μία αλφάλφα ομόλογη ΜΑΡ κινάση, έχει αποδειχθεί ότι 

ενεργοποιούνται μετά από καταπόνηση με  άλας, καθώς επίσης και άλλες καταπονήσεις [92], 

υποδηλώνοντας ότι οι ΜΑΡ κινάσες μπορεί επίσης να εμπλέκονται στο μηχανισμό  σηματοδότησης 

του στρες από άλας στα φυτά, όπως στην περίπτωση των ζυμομύκητων και των ζώων. 

Στην  προσπάθεια να μάθουμε  περισσότερα για το μοριακό μηχανισμό της μεταγωγής σήματος 

από το στρες σε αλάτι , σε μελέτη που έχει γίνει κλωνοποίηση γονιδίων,  που επάγονται από το στρες 

με αλάτι και έχει γίνει αναφορά στο χαρακτηρισμό των γονιδίων που συνδέονται με την επίδραση του  

NaCl σε μοριακό επίπεδο. Έχει  δειχθεί  ότι το γονίδιο, που ονομάζεται AtCP1 (Arabidopsis thaliana 

Ca
2 +

συνδεδεμένη πρωτεΐνη 1), κωδικοποιεί μία νέα Ca
2 +

-σύνδεση πρωτεΐνη 1 όταν προκαλείται 

στρες με  NaCl[93]. 
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ΣΚΟΠΟΣ 

 
Σκοπός της διπλωματικής εργασίας είναι η διερεύνηση της έκφρασης του γονιδίου της αποαδενυλάσης  

εσπερίνης  AtHesp σε καταπόνηση αλατότητας στο φυτό Arabidopsis Thaliana. Αρχικά μελετούμε την  

ανάπτυξη των φυτών αγρίου τύπου σε φυσιολογικές συνθήκες καθώς και σε συνθήκες μέσης και υψηλής 

αλατότητας  και σε συγκεκριμένες στιγμές του 24ώρου. Στη συνέχεια μελετούμε την ανάπτυξη 

μεταλλαγμένων φυτών με μειωμένη την έκφραση του γονιδίου της  αποαδενυλάσης  εσπερίνης  AtHesp 

τύπου σε φυσιολογικές συνθήκες καθώς και σε συνθήκες μέσης και υψηλής αλατότητας  και σε 

συγκεκριμένες στιγμές του 24ώρου. Η σύγκριση της ανάπτυξης των μεταλλαγμένων φυτών με τα φυτά 

αγρίου τύπου μπορεί να μας δώσει απάντηση στο ερώτημα αν η αποαδενυλάση  AtHesp παίζει ρόλο στην 

καταπόνηση των φυτών από αλάτι.      
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2
Ο
 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

2.1 ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ, ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ 

 

Για την πραγματοποίηση του πειράματος  χρησιμοποιήθηκαν σπόροι άγριου τύπου Arabidopsis 

thaliana και σπόροι  μεταλλαγμένου Arabidopsis thaliana ως προς το γονίδιο της αποαδενυλάσης  AtHesp 

γνωστό ως 37900 και συγκεκριμένα μειωμένης έκφρασης του γονιδίου.  

Για την ομοιόμορφη και γρήγορη βλάστηση των σπερμάτων του Arabidopsis thaliana  είναι 

απαραίτητη η τοποθέτησή τους σε νερό στους 4
ο
C για ένα βράδυ, για να επιταχύνουμε τη βλάστηση. Πριν 

την τοποθέτηση των σπερμάτων στα τρυβλία προηγείται η απολύμανση τους με διάλυμα περιεκτικότητας 

20%  χλωρίνης. Έπειτα ακολουθεί τοποθέτηση μισών σπόρων  αγρίου τύπου και μισών 37900  σε κάθε 

τρυβλίο. Χρησιμοποιήθηκαν 8 τρυβλία που περιέχουν θρεπτικό υπόστρωμα MS  για την ανάπτυξη των 

φυτών και τη χρήση αυτών των φυτών ως μάρτυρες. Για την καταπόνηση των φυτών σε αλατότητα, 

χρησιμοποιήθηκαν από 8  τρυβλία με υπόστρωμα συγκεντρώσεως NaCl 75 mM και 100 mM  αντίστοιχα, 

όπως απεικονίζονται στη φωτογραφία 1. Τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε θάλαμο με ελεγχόμενες συνθήκες 

ανάπτυξης. Η θερμοκρασία ήταν σταθερή στους 23
 ο

C και η φωτοπερίοδος ρυθμισμένη σε 12 ώρες ημέρα(8 

το πρωί με 8 το απόγευμα) και 12 ώρες νύχτα (8 το απόγευμα με 8 το πρωί). Τα φυτά παρέμειναν στο 

θάλαμο ανάπτυξης για 22 ημέρες. 

Στην 1
η
, 2

η
 και 3

η 
εβδομάδα ανάπτυξης πάρθηκαν φωτογραφίες με σκοπό να μετρηθεί το μήκος της 

ρίζας, όπως και η βλαστικότητα. Την 22
η 

μέρα πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία παρουσία υγρού αζώτου 

με ιδιαίτερη προσοχή και χωρίς να διακόπτεται η φωτοπερίοδος. Από τα νεαρά φυτά αφαιρέθηκαν οι ρίζες , 

ενώ το υπέργειο τμήμα μεταφέρθηκε σε σωλήνες   eppendorfs. Οι δειγματοληψίες πραγματοποιήθηκαν σε 2 

χρονικές στιγμές του 24ώρου και πιο συγκεκριμένα μία στις 10 το πρωί και μία στις 7 το απόγευμα. Τα 

δείγματα στη συνέχεια τοποθετήθηκαν στο καταψύκτη στους -80 
ο
C.   
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Φωτογραφία   1: Τρυβλίο με φυτά στην 1
η 

εβδομάδα ανάπτυξης.  

 

2.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΑΠΟ ΦΥΤΙΚΟΥΣ ΙΣΤΟΥΣ 

Για την απομόνωση ολικού RNA από τους ιστούς Arabidopsis thaliana ακολουθήθηκε η παρακάτω 

διαδικασία: 

 Φυτικοί ιστοί που έχουν διατηρηθεί στους -80 
ο
C  ομογενοποιούνται σε γουδί λειοτριβίσεως 

παρουσία υγρού αζώτου. 

 Μετά την εξάτμηση του υγρού αζώτου προστίθενται ρυθμιστικό δ/μα ( REB buffer) 800 μl και 

600  μl  φαινόλης/ χλωροφορμίου σε αναλογία 2:1. Στη συνέχεια το δείγμα αναδεύεται καλά 

για 30 δευτερόλεπτα με τη χρήση μηχανικού αναδευτήρα (vortex) και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13000 στροφές / λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. 

 Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε καθαρό σωλήνα eppendorf και προστίθενται 600  μl  

φαινόλης/ χλωροφορμίου σε αναλογία 1:1. Το δείγμα αναδεύεται για 30 δευτερόλεπτα με τη 

χρήση μηχανικού αναδευτήρα (vortex) και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 λεπτά στις 13000 

στροφές / λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. 

 Η υδάτινη φάση μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf και προστίθενται 500 μl 

χλωροφορμίου/ ισοαμυλική αλκοόλη σε αναλογία 49:1. Το δείγμα αναδεύεται καλά για 30 

δευτερόλεπτα με τη χρήση μηχανικού αναδευτήρα (vortex) και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 5 

λεπτά στις 13000 στροφές / λεπτό σε θερμοκρασία δωματίου. 

 Το δείγμα μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf και προστίθενται 800 μl χλωριούχου λιθίου 

συγκέντρωσης  8M( LiCl 8M). 

 Το δίαλυμα αφήνεται για ένα βράδυ στους 4
 ο
C. 
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 Το ολικό RNA συλλέγεται με φυγοκέντρηση για 30 λεπτά στις 13000 στροφές / λεπτό στους  

4
 ο
C. 

 Το ίζημα των νουκλεϊνικών  οξέων επαναδιαλύεται  σε 200 μl νερό και το RNA 

κατακρημνίζεται εκλεκτικά με την προσθήκη 1/10 του διαλύματος οξικού νατρίου (NaAc  PH 

5,3) και 2,5 Χ του όγκου του διαλύματος αιθανόλης. 

 Έπειτα αφήνουμε τα δείγματα μας στους -80 
ο
C για 20 λεπτά. 

 Ακολουθεί η φυγοκέντρηση για 30 λεπτά  στις 13000 στροφές / λεπτό στους 4
 ο
C. 

 Το ίζημα ξεπλένεται με 70% v/v αιθανόλη.  

 Γίνεται φυγοκέντρηση για 15 λεπτά και επαναδιάλυση σε νερό. 

 Η ακεραιότητα διαπιστώνεται με ανάλυση του δείγματος σε πήκτη αγαρόζης.  

 

 

2.3 ΑΝΑΛΥΣΗ ΝΟΥΚΛΕΙΝΙΚΩΝ ΟΞΕΩΝ (DNA,RNA) ΣΕ ΠΗΚΤΗ  

ΑΓΑΡΟΖΗΣ 

Για την ανάλυση κλασμάτων νουκλεϊνικών  οξέων διαφορετικού μεγέθους και διαφορετικών 

διαμορφώσεων χρησιμοποιήθηκε η ηλεκτροφόρηση σε πήκτη αγαρόζης. Ο διαχωρισμός γραμμικών μορίων 

DNA είναι ανάλογος του μεγέθους των μορίων. Τα μόρια των νουκλεϊνικών οξέων γίνονται ορατά στην  

πήκτη αγαρόζης με την βοήθεια της χρωστικής που παρεμβάλλεται μεταξύ των βάσεων. Η χρωστική 

ονομάζεται βρωμιούχο αιθίδιο και φθορίζει υπό την επίδραση υπεριώδους ακτινοβολίας. Η αναλυτική 

ικανότητα της πήκτης αγαρόζης είναι ανάλογη της περιεκτικότητας της σε αγαρόζη. Η συνήθης 

συγκέντρωση κυμαίνεται από 0,7%-2% αγαρόζη. Για την πιστοπίηση του μεγέθους χρησιμοποιείται 

μάρτυρας DNA γνωστού μοριακού βάρους. 

 

1. Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης προστίθεται σε 1x TAE. 

2. Θέρμανση του μείγματος σε φούρνο μικροκυμάτων μέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη και το διάλυμα να 

γίνει διάφανο 

3. Προσθήκη διαλύματος βρωμιούχου αιθιδίου σε τελική συγκέντρωση 0,005%v/v.(3 μl). 

4. Η πήκτη τοποθετείται σε κατάλληλο δοχείο συσκευής ηλεκτροφόρησης και αφήνεται να 

σταθεροποιηθεί σε θερμοκρασία δωματίου. 

5. Μετά την πήξη, απομακρύνεται η κτένα και προστίθεται στη συσκευή κατάλληλος όγκος διαλύματος 1x 

TAE που αποτελεί το ρυθμιστικό διάλυμα της ηλεκτροφόρησης. 

6. Στα δείγματα που πρόκειται να αναλυθούν προστίθενται κατάλληλη ποσότητα χρωστικής. 
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7. Τα δείγματα τοποθεντούνται στις ειδικές θέσεις της πηκτής και λαμβάνει χώρα η ηλεκτροφόρηση 

παρουσία συνεχούς τάσης 50-120 V, ανάλογα με την επιθυμητή ταχύτητα διαχωρισμού και την 

περιεκτικότητα της σε αγαρόζη.  

 

2.4 ΑΠΟΜΑΚΡΥΝΣΗ ΤΟΥ DNA ΑΠΟ ΤΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ ΟΛΙΚΟΥ RNA 

 

 Κατά τη διαδικασία απομόνωσης του RNA από τους φυτικούς ιστούς απομονώνεται και μέρος του 

γονιδιωματικoύ DNA, επομένως απαιτείται ο καθαρισμός του RNA από το γονιδιωματικό  DNA. Η 

διαδικασία που ακολουθείται βασίζεται σε ένζυμα που κόβουν- καταστρέφουν το DNA, ενώ ταυτόχρονα 

αφήνουν ανέπαφο το RNA. 

Αντίδραση: 

Ολικό RNA 3,5 μl 

10 x DNase buffer  1 μl 

RNase out               0,5 μl 

DNaseI(Invi trogen ) 1 μl 

H2O μέχρι τελικό όγκο 4 μl 

Η αντίδραση επωάζεται  για 50 λεπτά στους 37 
0
C. 

Ακολουθεί απενεργοποίηση της  DNaseI για 10 λεπτά στους 65
0
C 

 

2.5 ΑΛΥΣΙΔΩΤΗ ΑΝΤΙΔΡΑΣΗ ΤΗΣ ΠΟΛΥΜΕΡΑΣΗΣ(PCR-Polymerase Chain 

Reaction) 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR) είναι ο in vitro πολλαπλασιασμός αλληλουχιών 

DNA με ταυτόχρονη επέκταση των δύο συμπληρωματικών αλυσίδων. Η διαδικασία περιλαμβάνει 

επαναλαμβανόμενους κύκλους σε διαφορετικές θερμοκρασίες, με γρήγορη μετάβαση από τη μια 

θερμοκρασία στην άλλη, η οποία πραγματοποιείται σε θερμικό κυκλοποιητή. Τα απαραίτητα αντιδραστήρια 

για την PCR – εκτός του στόχου DNA – είναι οι εκκινητές, τα τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (dNTPs), η 

DNA πολυμεράση και το ισοτονικό διάλυμα της αντίδρασης. Κάθε κύκλος περιλαμβάνει : 

Θέρμανση σε υψηλή θερμοκρασία (93 – 95 
0
C) ώστε να αποδιαταχθεί το DNA (denaturation step).  

 

Θερμοκρασία υβριδισμού (annealing step), προκειμένου οι εκκινητές να υβριδίσουν με το DNA. Η 

θερμοκρασία υβριδισμού εξαρτάται από το μήκος του εκκινητή και την περιεκτικότητά του σε G και C. O 

απλούστερος τρόπος υπολογισμού της θερμοκρασίας του εκκινητή είναι μέσω του τύπου Tm = 2(A+T) + 
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4(C+G). Η θερμοκρασία του υβριδισμού είναι τελικά 5
ο
C κάτω από τον μέσο όρο των τιμών  Tm των δύο 

εκκινητών της αντίδρασης.  

Θερμοκρασία επιμήκυνσης ή πολυμερισμού (extension step) στους 72
ο
C. Κατά τη διάρκεια αυτού του 

βήματος λαμβάνει χώρα η σύνθεση της συμπληρωματικής αλυσίδας του DNA, με τη δράση της 

πολυμεράσης.  

Η διαδικασία που περιγράφηκε παραπάνω επαναλαμβάνεται για 25 – 35 κύκλους συνήθως. Κατά τη 

διάρκεια των κύκλων η παραγωγή των προϊόντων της αντίδρασης γίνεται με εκθετικό ρυθμό, εφόσον βέβαια 

δεν παρουσιαστούν περιοριστικοί παράγοντες, όπως για παράδειγμα έλλειψη νουκλεοτιδίων. Μετά το πέρας 

της αντίδρασης το προϊόν ενίσχυσης αναλύεται ή χρησιμοποιείται για περαιτέρω πειραματικές διαδικασίες. 

Η PCR βρίσκει εφαρμογή σε πολλούς τομείς και, τελευταία, έχουν αναπτυχθεί πολλές παραλλαγές της 

παραπάνω βασικής αντίδρασης. Μία ευρέως χρησιμοποιούμενη παραλλαγή είναι η RT-PCR, κατά την 

οποία χρησιμοποιείται - ως μήτρα για ενίσχυση - RNA, το οποίο πρώτα μεταγράφεται σε cDNA με τη 

βοήθεια του ενζύμου αντίστροφη μεταγραφάση (Reverse transcriptase). Για μια τυπική αντίδραση 

ενίσχυσης (τελικού όγκου 20 μl) αναμιγνύονται: 

 

Μήτρα DNA 1 μl 

Ορθόδρομος εκκινητής 5 μΜ 1,6 μl 

Οπισθόδρομος εκκινητής 5 μΜ  1,6 μl 

dNTPs (10mM το κάθε ένα) 0,4 μl 

Taq DNA πολυμεράση  0,08μl (1 unit/μl) 

10Χ ρυθμιστικό διάλυμα 2 μl 

dH2O  Μέχρις όγκου 20 μl 

 

 

2.6 ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ( REVERCE) ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ 

 

 

 Σε σωλήνα eppendorf προστίθενται 1-2 μg ολικού RNA, 1 μl Oligo dT (500 μg/ml), 1 μl dNTPs και 

dH2O έως τελικού όγκου 12 μl 

 Τα δείγματα αποδιατάσσονται με θέρμανση τους στους 65 
ο
C για 5 λεπτά, οπότε και 

πραγματοποιείται ο υβριδισμός εκκινητή- RNA. Το δείγμα μεταφέρεται αμέσως σε πάγο για να 

διατηρηθεί σε μονόκλωνη κατάσταση.  
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 Ακολουθεί σύντομη φυγοκέντρηση και προστίθενται 4 μl 5x first- strand buffer,  0,5 μl RNase out 

παρεμποδιστή ριβονουκλεάσης και 2 μl DTT. 

 Η αντίδραση προθερμαίνεται στους 42 
0
C για 2 λεπτά πριν την προσθήκη 1 μl Superscript II 

αντίστροφης μεταγραφάσης. 

 Το μείγμα της αντίδρασης επωάζεται στους 42 
0
C για 50 λεπτά και ακολουθεί απενεργοποίηση του 

ενζύμου με θέρμανση στους 70 για 15 
0
C λεπτά. 

 

 

2.7 RT-qPCR  ΠΡΑΓΜΑΤΙΚΟΥ ΧΡΟΝΟΥ 

 Οι cDNA στόχοι ενισχύθηκαν με εξειδικευμένους εκκινητές που σχεδιάστηκαν στη μεταγραφόμενη 

περιοχή του κάθε γονιδίου με χρήση του υπολογιστικού προγράμματος Primer Express 1.5 software 

(Applied Biosystems). Οι εκκινητές σχεδιάστηκαν κοντά στην περιοχή του 3΄ άκρου των γονιδίων και το 

μέγεθος τους κυμαίνεται από 150 έως 200 ζεύγη βάσεων. 

 

 Η αντίδραση  PCR περιλάμβανε το μίγμα της SYBR Green (KAPA SYBR FAST qPCR Kit), τους 

εξειδικευμένους εκκινητές σε τελική συγκέντρωση 8 μl ο καθένας και 1 μl της μήτρας cDNA. 

 Οι αντιδράσεις του ποσοτικού RT-PCR πραγματοποιήθηκαν στο μηχάνημα MX3005P της εταιρείας 

Stratagene. 

 Το πρόγραμμα της  PCR περιλαμβάνει 3 λεπτά επώαση στους 95 
0
C και ακολούθούν 35 κύκλοι με 95 

0
C για 15 λεπτά, 58

0
C για 20 λεπτά και 72  

0
C για 11 λεπτά. 

 Η εξειδίκευση των εκκινητών και ο σχηματισμός  διμερών των εκκινητών ελέχθηκε για κάθε ζεύγος 

χωριστά από την ανάλυση της καμπύλης αποδιάταξης στο τέλος της αντίδρασης. 

 Τα επίπεδα έκφρασης ενός γονιδίου του  Arabidopsis thaliana που κωδικοποιεί για ουβικιτίνη 

χρησιμοποιήθηκαν ως εσωτερικός έλεγχος για να γίνει κανονικοποίηση στις μικρές διαφορές που 

παρουσιαζόνταν στις ποσότητες του  cDNA. 

 

2.8 ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

Η στατιστική επεξεργασία των αποτελεσμάτων έγινε με t-test με επίπεδο σημαντικότητας 

95%(P=0,05). Η στατιστική επεξεργασία έγινε με τη χρήση του προγράμματος SigmaStat 3.5 και τα 

διαγράμματα με το πρόγραμμα Sigmaplot 10.0. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3
Ο
 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

3.1 ΣΧΕΔΙΑΣΜΟΣ ΤΟΥ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ ΚΑΙ ΔΕΙΓΜΑΤΟΛΗΨΙΕΣ  

Η ανάπτυξη των φυτών Arabidopsis thaliana πραγματοποιήθηκε σε ασηπτικές συνθήκες. Αρχικά τα  

σποράκια αγρίου τύπου (Wild type) καθώς και τα μεταλλαγμένα σποράκια μειωμένης έκφρασης της 

AtHesp( 37900) του Arabidopsis thaliana έγινε απολύμανση και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε τρυβλία με 

θρεπτικό υπόστρωμα MS και σε τρυβλία με υπόστρωμα συγκεντρώσεως NaCl 75 mM και συγκεντρώσεως 

NaCl 100 mM για να επιτύχουμε τις συνθήκες καταπόνησης σε αλάτι. Τα τρυβλία, όπως προαναφέραμε 

τοποθετήθηκαν σε θάλαμο με ελεγχόμενες συνθήκες ανάπτυξης. Η θερμοκρασία ήταν σταθερή στους 23
 ο

C 

και η φωτοπερίοδος ρυθμισμένη σε 12 ώρες ημέρα(8 το πρωί με 8 το απόγευμα) και 12 ώρες νύχτα (8 το 

απόγευμα με 8 το πρωί). Τα φυτά παρέμειναν στο θάλαμο ανάπτυξης για 22 ημέρες. 

Την 7
η
 , 14

η
 και 21

η
 ημέρα πάρθηκαν φωτογραφίες. Από τις φωτογραφίες αυτές μετρήθηκε η 

βλαστικότητα και το μήκος των ριζών, με σκοπό να συμπεράνουμε εάν η αποαδενυλάση της εσπερίνης 

παίζει κάποιο ρόλο στην ανάπτυξη των φυτών σε συνθήκες αλατότητας. Από τις μετρήσεις αυτές 

δημιουργήθηκαν ο πίνακας 2 και τα διαγράμματα 1, 2 και 3 με την βοήθεια του υπολογιστικού φύλλου 

Excel. Στον πίνακα 2 καταγράφονται τα ποσοστά βλαστικότητας των φυτών αγρίου τύπου και των 

μεταλλαγμένων φυτών, που αναπτύχθηκαν σε υπόστρωμα MS, σε υπόστρωμα με NaCl συγκεντρώσεως 75 

mM και σε υπόστρωμα με NaCl συγκεντρώσεως 100 mM. Στα διαγράμματα  1,2 και 3 φαίνονται προέκυψε 

από τις  μετρήσεις του μήκους των ριζών των φυτών στην πρώτη, δεύτερη και τρίτη εβδομάδα ανάπτυξης 

των φυτών  

Από τον πίνακα 2 σύμφωνα με τους μέσους όρους των ποσοστών βλαστικότητας προκύπτει το 

συμπέρασμα ότι η βλαστικότητα  των  μεταλλαγμένων φυτών  επηρεάζεται λιγότερο από τις συνθήκες 

αλατότητας. Συγκεκριμένα τα μεταλλαγμένα φυτά ανταποκρίνονται καλύτερα σε συνθήκες μέσης 

αλατότητας (75  mM NaCl), αφού τα ποσοστά βλαστικότητας μειώνονται ελάχιστα, ενώ όσο η αλατότητα 

αυξάνεται, τα ποσοστά βλαστικότητας αρχίζουν να μειώνονται σε μεγαλύτερο βαθμό. 

Από το διάγραμμα 1, στο οποίο απεικονίζεται η ανάπτυξη των ριζών στο τέλος της πρώτης εβδομάδας 

προκύπτει το συμπέρασμα ότι τα φυτά αγρίου τύπου αναπτύσσονται γρηγορότερα σε σύγκριση με τα φυτά 

hesp1. Όμως από το διάγραμμα 2, στο οποίο απεικονίζεται η ανάπτυξη των ριζών στο τέλος της δεύτερης 

εβδομάδας προκύπτει το συμπέρασμα ότι τα φυτά  hesp1 σε συνθήκες αλατότητας 75 mM NaCl και 100 

mM NaCl ανταποκρίνονται καλύτερα, αφού τα φυτά αυτά εμφανίζουν μεγαλύτερη αύξηση στο μήκος της 

ρίζας. Και τέλος από το διάγραμμα 3, στο οποίο απεικονίζεται η ανάπτυξη των ριζών στο τέλος της τρίτης  

εβδομάδας προκύπτει το συμπέρασμα ότι τα φυτά hesp1 σε συνθήκες αλατότητας 75 mM NaCl και 100 mM 
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NaCl συνεχίζουν να αναπτύσσονται  περισσότερο σε σύγκριση με τα φυτά αγρίου τύπου. 

 

Π
Ο

Σ
Ο

Σ
Τ

Α
 Β

Λ
Α

Σ
Τ

ΙΚ
Ο

Τ
Η

Τ
Α

Σ
  
 Σ

Ε
 

M
S

/Τ
Ρ

Υ
Β

Λ
ΙΟ

  

wt 

 

hesp1 

Π
Ο

Σ
Ο

Σ
Τ

Α
 Β

Λ
Α

Σ
Τ

ΙΚ
Ο

Τ
Η

Τ
Α

Σ
  
 Σ

Ε
 

7
5
 m

M
 N

a
C

l 
/Τ

Ρ
Υ

Β
Λ

ΙΟ
 

wt 

 

hesp1 

Π
Ο

Σ
Ο

Σ
Τ

Α
 Β

Λ
Α

Σ
Τ

ΙΚ
Ο

Τ
Η

Τ
Α

Σ
 Σ

Ε
  

1
0
0
 m

M
 N

a
C

l 
/Τ

Ρ
Υ

Β
Λ

ΙΟ
 

wt hesp1 

90,91 92,31 86,67 100,00 58,33 91,67 

81,82 100,00 66,67 100,00 75,00 83,33 

100,00 100,00 93,75 85,71 83,33 91,67 

100,00 100,00 76,47 93,33 76,92 100,00 

100,00 100,00 80,00 93,75 66,67 100,00 

91,67 100,00 80,00 86,67 83,33 91,67 

93,33 93,75 75,00 92,31 63,64 85,71 

93,33 100,00 86,67 85,71 73,33 100,00 

100,00 100,00 85,71 100,00 75,00 100,00 

100,00 92,86 66,67 92,86 75,00 87,50 

100,00 92,86 76,47 93,33 64,29 93,33 

Μ.Ο. 95,55 97,43 Μ.Ο. 79,46 93,06 Μ.Ο. 66,24 85,41 

Πίνακας 2 : Ποσοστά βλαστικότητας φυτών wild type και μεταλλαγμένων  φυτών  σε  MS ,  

                    75 mM  NaCl και   100 mM NaCl. 

  

   

 Μετά το πέρας των 21 ημερών πραγματοποιήθηκε την 22
η 

ημέρα ανάπτυξης δειγματοληψία 

παρουσία υγρού αζώτου με ιδιαίτερη προσοχή και χωρίς να διακόπτεται η φωτοπερίοδος. Από τα νεαρά 

φυτά Arabidopsis thaliana διαχωρίστηκαν οι ρίζες από το υπέργειο τμήμα και μεταφέρθηκε σε  σωλήνες   

eppendorfs. Οι δειγματοληψίες πραγματοποιήθηκαν σε δύο χρονικές στιγμές  του 24ώρου και συγκεκριμένα 

στις 10 το πρωί που αντιστοιχεί σε δύο ώρες μετά το ξημέρωμα και στις 7 το απόγευμα που αντιστοιχεί σε 

μία ώρα πριν νυχτώσει. Συνολικά για το πείραμα συλλέξαμε   24 δείγματα. Τα δείγματα στη συνέχεια 

τοποθετήθηκαν στον καταψύκτη στους  -80  
ο
C.      
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Διάγραμμα 1: 1
η 
εβδομάδα ανάπτυξης  ριζών φυτών  wt και hesp1 σε MS, 75 mM και 100 mM   NaCl. 
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Διάγραμμα 2: 2
η 
εβδομάδα ανάπτυξης  ριζών φυτών  wt και hesp1 σε MS, 75 mM και 100 mM   NaCl 
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Διάγραμμα 3: 3
η 
εβδομάδα ανάπτυξης  ριζών φυτών  wt και hesp1 σε MS, 75 mM και 100 mM NaCl 

 

 

 

3.2 ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ RNA 

Απομονώθηκε  RNA από τα 12 δείγματα από φυτά αγρίου τύπου  (Wild type) και από τα 12 δείγματα   

από τα μεταλλαγμένα φυτά μειωμένης έκφρασης της εσπερίνης (hesp1) τις ώρες 10:00 και 19:00. Ο έλεγχος 

της ποιότητας του RNA έγινε κατόπιν ανάλυσης των δειγμάτων με ηλεκτροφόρηση σε πήκτη αγαρόζης 2%  

περιεκτικότητα (Εικόνα 3). Η συγκεκριμένη διαδικασία επαναλήφθηκε 3 φορές. Κάθε φορά γινότανε ο 

έλεγχος για 8 δείγματα. (Πίνακας 3).  

Το διάλυμα της πήκτης  αγαρόζης έγινε ως εξής:  

 Σε 70 ml TAE  προσθέτουμε 1,4 gr αγαρόζης(περιεκτικότητα 2% ). Το μείγμα το βάζουμε στο 

φούρνο μικροκυμάτων να βράσει και να ομογενοποηθεί. 
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 Στη συνέχεια αφού το κρυώσουμε κάτω από τη βρύση, προσθέτουμε  3 μl βρωμιούχο αιθίδιο 

και το αφήνουμε να πείξει για 30 λεπτά στη συσκευή  ηλεκτροφόρησης. 

 Αφού πείξει τοποθετούμε στη συσκευή  στο 1
ο 

πηγαδάκι το lader(1 μl) και στα υπόλοιπα 8 

πηγαδάκια, από 5 μl κάθε δείγματος και αφήνουμε για ένα  τέταρτο σε συνεχή τάση 100 V. 

 Μετά την παρέλευση του ενός τέταρτου βλέπουμε έαν υπάρχει  RNA και συγκεκριμένα 

mRNA. Αυτό το καταλαβαίνουμε εάν στα δείγματά μας ξεχώριζουν 2 μπάντες σε κάθε δείγμα 

(Εικόνα 3) 

Δείγματα !ης ομάδας Δείγματα 2ης ομάδας Δείγματα 3ης ομάδας 

control,wt, 10:00, φύλλα 75 mM NaCl, wt ,10:00, φύλλα 100 mM NaCl, wt ,10:00, φύλλα 

control, wt, 10:00,  ρίζες 75 mM NaCl , wt,  10:00,  ρίζες 100 mM NaCl , wt,  10:00,  ρίζες 

control, wt, 19:00,  φύλλα 75 mM NaCl, wt, 19:00, φύλλα 100 mM NaCl, wt, 19:00, φύλλα 

control, wt , 19:00,  ρίζες 75 mM NaCl,  wt , 19:00,  ρίζες 100 mM NaCl,  wt , 19:00,  ρίζες 

control, hesp1,  10:00 , φύλλα 75 mM NaCl,  hesp1, 10:00, 

φύλλα 

100 mM NaCl,  hesp1, 10:00, 

φύλλα 

control ,hesp1, 10:00,  ρίζες 75 mM NaCl , hesp1, 10:00,  

ρίζες 

100 mM NaCl , hesp1, 10:00,  

ρίζες 

control,  hesp1,  19:00,  φύλλα 75 mM NaCl,  hesp1, 19:00, 

φύλλα 

100 mM NaCl,  hesp1, 19:00, 

φύλλα 

control, hesp1, 19:00,  ρίζες 75 mM NaCl, hesp1, 19:00,  ρίζες 100 mM NaCl, hesp1, 19:00,  

ρίζες 

Πίνακας 3 
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Εικόνα 3: Στην πάνω σειρά  παρατηροόυμε το μάρτυρα μοριακών βαρών, τα τέσσερα δείγματα αγρίου 

τύπου  και  ένα μεταλλαγμένο ξεκινώντας από αριστερά προς τα δεξιά  με το  wt 10:00 φύλλα, wt 10:00 

ρίζες, wt 19:00 φύλλα,,wt 19: 00 ρίζες, καθώς και το 37900 10:00 φύλλα. Στην κάτω σειρά ακολουθούν τα 

37900 10:00 ρίζες , 37900 19:00 φύλλα και 37900  19: 00 ρίζες. 
 

 

 3.3 ΑΠΟΜΑΚΡΥΝΣΗ ΤΟΥ DNA ΑΠΟ ΤΑ ΔΕΙΓΜΑΤΑ 

 

 Μετά την απομόνωση RNA ακολούθησε η αντίδραση DNάσης ώστε τοιχόν υπολείμματα  DNA που 

έχουν απομείνει στο δείγμα μας να καθαριστούν πλήρως. Η αντίδραση Dnάσης πραγματοποιήθηκε για  50 

λεπτά στους 37 
ο
C. Τα υλικά που χρησιμοποήσαμε για  8 δείγματα ήταν: 

 RNA 3,5 μl από κάθε δείγμα. 

 Διάλυμμα Buffer 1  μl ( συνολικά 9 μl) 

 DNase 1    μl( συνολικά 9 μl) 
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 RNASE OUT  0,5 μl( συνολικά 4,5μl) 

 H2O 4  μl  ( συνολικά 36 μl) 

 

 Ο έλεγχος της ύπαρξης υπολειμμάτων  DNA στα δείγματα RNA ακόμη και μετά την αντίδραση 

Dnάσης, πραγματοποιήθηκε με αντίδραση PCR. Στην αντίδραση PCR χρησιμοποιήθηκε ένα ζεύγος 

εκκινητών που ενισχύει  ένα τμήμα περίπου 90 bp της  νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου της 

ουβικιτίνης. Η ουβικιτίνη αποτελεί για το φυτό Α. thaliana  γονίδιο αναφοράς  καθώς η έκφρασή του είναι 

σταθερή σε όλες τις συνθήκες. Τα προϊόντα της αντίδρασης  PCR αναλύθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πήκτη 

αγαρόζης 1,2 %, όπου διακρίνονταν 2 μπάρες σε κάθε δείγμα (Εικόνα 4). 

  

 

Εικόνα 4 :Στην πάνω σειρά και στο πρώτο πηγαδάκι από αριστερά 

προς τα δεξιά τοποθετήσαμε το θετικό μάρτυρα πού έχει 1 μl cDNA 

από άλλο φυτό, ακολουθούν τα 7 δείγματα και στην κάτω γραμμή 

τοποθετήσαμε άλλα 7 δείγματα από αριστερά προς τα δεξιά και στο 

τέλος τον αρνητικό μάρτυρα που είναι1 μl H2O    

 

 

 

3.4 ΣΥΝΘΕΣΗ cDNA 
 

To RNA των δειγμάτων μας που έχει απομονωθεί μετατρέπεται σε DNA (cDNA) χρησιμοποιώντας 
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 Εικόνα 5: Τμηματική αναπαράσταση cDNA σύνθεσης. 
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την αντίδραση της  cDNA σύνθεσης. Στην διαδικασία αυτή μετέχει η αντίστροφη μεταγραφάση, ένα ένζυμο 

που  μπορεί να συνθέσει DNA με μήτρα το RNA. Κατά την διαδικασία αυτή το ένζυμο συνθέτει μια 

αλυσίδα DNA συμπληρωματική με το RNA και έτσι δημιουργείται ένα υβρίδιο  DNA- RNA. Έπειτα 

παράγεται και η δεύτερη αλυσίδα DNA. Έτσι το αρχικό RNA παίρνει τη μορφή  δίκλωνου DNA(Εικόνα 5) 

  

 

 3.5 ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΚΦΡΑΣΗΣ ΤΟΥ ΓΟΝΙΔΙΟΥ ΤΗΣ ΕΣΠΕΡΙΝΗΣ 

 

 Μετά τη σύνθεση του cDNA από τα δείγματα μας ακολούθησε η μελέτη έκφρασης του γονιδίου σε 

αυτά. Για τη μελέτη της έκφρασης του γονιδιόυ της εσπερίνης επιλέχθηκε να χρησιμοποιηθεί η τεχνική της 

ποσοτικής  PCR πραγματικού χρόνου(Real time qPCR). Η μέθοδος της ποσοτικής PCR πραγματικού 

χρόνου αποτελεί σήμερα μια ευρέως χρησιμοποιούμενη τεχνική για την ανίχνευση και τον ποσοτικό 

προσδιορισμό DNA και RNA. Πρόκειται για μια πολύ ευαίσθητη τεχνική στην οποία ο πραγματικός χρόνος 

χρησιμοποιείται για να καθορίσει την έκφραση mRNA ενός γονιδίου καθώς και τα επίπεδα έκφρασης 

του(αριθμός αντιγράφων  mRNA) που πολλαπλασιάζονται. 

 Η έκφραση του γονιδίου της Εσπερίνης μελετήθηκε τόσο στα δείγματα από τα φυτά αγρίου τύπου 

όσο και στα μεταλλαγμένα φυτά με μειωμένη την έκφραση της εσπερίνης. Εκτός από το γονίδιο της 

εσπερίνης μελετήθηκε και η έκφραση των γονιδίων adh-2, grp-7 και  oxt6-1, που είναι καταγεγραμμένα και 

αυτά ως νυχτερινά γονίδια. Ταυτόχρονα με τα επίπεδα έκφρασης των παραπάνω γονιδίων , μετρήθηκαν και 

τα επίπεδα έκφρασης ενός γονιδίου του  Arabidopsis thaliana που κωδικοποιεί για ουβικιτίνη. Το γονίδιο της 

ουβικιτίνης αποτελεί εσωτερικό μάρτυρα καθώς τα επίπεδα έκφρασης του χρησιμοποιήθηκαν για  την 

κανονικοποίηση στις μικρές διαφορές που παρουσιάστηκαν στις ποσότητες του cDNA. Το γονίδιο που 

κωδικοποιεί για την ουβικιτίνη επιλέχθηκε εξαιτίας του γεγονότος ότι η έκφρασή του θεωρείται σταθερή σε 

όλους τους ιστούς. 

 Οι εικόνες 7, 9, 11 και 13 δείχνουν τις καμπύλες ενίσχυσης που προέκυψαν από την ενίσχυση  των 

γονιδίων adh-2, hesp, grp-7 και  oxt6-1 αντίστοιχα σε σχέση με το γονίδιο αναφοράς. Στις καμπύλες 

φαίνεται η αύξηση του φθορισμού της SYBR®Green  με την αύξηση του αριθμού των κύκλων της PCR. 

 Η εξειδίκευση των εκκινητών που χρησιμοποιήθηκαν στην αντίδραση  qRT-PCR ελέγχθηκε για κάθε 

ζεύγος (γονίδιο ελέγχου με γονίδιο αναφοράς)  από τις καμπύλες αποδιάταξης(Εικόνες 6, 8,10, και 12) 

 

. 
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Εικόνα 6: Καμπύλη αποδιάταξης της  qRT-PCR για γονίδιο adh2 

 

 

 

Εικόνα 7: Καμπύλη ενίσχυση της  qRT-PCR για γονίδιο adh2 
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Εικόνα 8: Καμπύλη αποδιάταξης της  qRT-PCR για γονίδιο hesp 1 

 

 
Εικόνα 9: Καμπύλη ενίσχυσης της  qRT-PCR για γονίδιο hesp 1 
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Εικόνα 10: Καμπύλη αποδιάταξης της  qRT-PCR για γονίδιο grp 7 

 

 

 

 

Εικόνα 11: Καμπύλη ενίσχυσης της  qRT-PCR για γονίδιο grp 7 
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Εικόνα 12: Καμπύλη αποδιάταξης της  qRT-PCR για γονίδιο oxt6-1 

 

 

 

Εικόνα 13: Καμπύλη ενίσχυσης της  qRT-PCR για γονίδιο oxt6-1 
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Για να ελέγξουμε αν το γονίδιο της Εσπερίνης παίζει ρόλο στην συμπεριφορά των φυτών, όταν 

καταπονούνται από αλάτι μελετήσαμε την έκφραση του γονιδίου σε 2 χρονικές στιγμές της ημέρας και για 

φυτά αγρίου τύπου, άλλα και για μεταλλαγμένα φυτά μειωμένης έκφρασης της εσπερίνης που 

αναπτύχθηκαν σε 3 υποστρώματα: υπόστρωμα MS, υπόστρωμα περιεκτικότητας 75 μM NaCl και 

υπόστρωμα περιεκτικότητας 100 μM NaCl( Εικόνα 16). Για τα μεταλλαγμένα φυτά  στην εικόνα 16 

παρουσιάζεται ότι τα επίπεδα έκφρασης της εσπερίνης μείωνονται και στις 2 χρονικές στιγμές της ημέρας 

καθώς επίσης και στα τρία υποστρώματα ανάπτυξης. Δηλαδή στο μετάλλαγμα παρουσιάζεται απορρύθμιση 

του κιρκαδικού ρολογιού, αφού μειώνεται η έκφραση της εσπερίνης και στις 2 χρονικές στιγμές της ημέρας, 

με αποτέλεσμα να επιβεβαιώνεται το αποτέλεσμα προηγούμενου  πειράματος που πραγματοποίησε ο 

αποφοίτος Γκέβρος Ιωάννης στο τμήμα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίας  (2011),  Όμως στην εικόνα 16 

παρουσιάζονται και τα επίπεδα έκφρασης της Εσπερίνης για τα φυτά αγρίου τύπου τις 2 χρονικές στιγμές σε 

MS υπόστρωμα που λειτουργούν  ως μάρτυρες σε σχέση με τα φυτά που αναπτύσσονται στα υποστρώματα 

75 mM NaCl  και 100 mM NaCl. Τα επίπεδα έκφρασης της εσπερίνης μειώνονται στατιστικώς σημαντικά 

για τη χρονική στιγμή 19:00 και στα 2 υποστρώματα  75 mM NaCl  και 100 mM NaCl σε σύγκριση με το 

μάρτυρα, ένω παρατηρήθηκε μια μη στατιστικώς σημαντική μείωση της έκφρασης στη χρονική στιγμή 

10:00.  

Για να δόθει μια εξήγηση σχετικά με τη συμπεριφορά των μεταλλαγμένων φυτών ως προς την 

έκφραση της εσπερίνης, ελέγξαμε τρία ακόμη νυχτερινά γονίδια που είναι τα εξής: adh-2, grp-7 και  oxt6-1. 

Για την έκφραση του γονιδίου adh-2 (Εικόνα 15) παρατηρούμε ότι  τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου δεν 

διαφέρουν μεταξύ των φυτών αγρίου τύπου και των μεταλλαγμένων φυτών. Αυτό που παρατηρούμε είναι 

μια μειώση των επιπέδων έκφρασης μεταξύ του υποστρώματος MS και των υποστρωμάτων  75 mM NaCl  

και 100 mM NaCl. Όσο αφορά την έκφραση του γονιδίου grp-7 (Εικόνα 14), παρατηρούμε ότι το επίπεδο 

έκφρασης σε όλα τα δείγματα που ελείφθησαν τη   χρονική στιγμή 10:00 είναι πολύ χαμηλά. Επιπλέον η 

έκφραση του γονιδίου παρουσιάζει μια αύξηση στα μεταλλαγμένα φυτά σε σύγκριση με τα αγρίου τύπου, 

αλλά μία μείωση της έκφρασης στα φυτά που αναπτύχθηκαν σε μέση και υψηλή αλατότητα σε σύγκριση με 

αυτά που αναπτύχθηκαν σε υπόστρωμα MS.  Τέλος για την έκφραση του γονιδίου oxt6-1(Εικόνα 17) 

παρατηρούμε ότι εμφανίζει μία ομοιομορφία ως προς τα επίπεδα έκφραση του μεταξύ των διαφορετικών 

χρονικών στιγμών χωρίς να παρουσιάζεται διαφορά στην έκφραση του μεταξύ φυτών αγρίου τύπου και 

φυτών mutants. Διαφορά στην έκφραση του γονιδίου εμφανίζεται μόνο όταν τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

συνθήκες αλατότητας, που παρατηρείται μια μείωση της έκφρασης στα υποστρώματα 75 mM NaCl  και 100 

mM NaCl. 
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Εικόνα 14: Σχετική έκφραση του γονιδίου grp 7 στα φυτά αγρίου τύπου και σε φυτά hesp1  σε 2 χρονικές 

στιγμές της ημέρας 10:00 και 19:00 και σε κανονικές συνθήκές ανάπτυξης(control) και σε συνθήκες 

ανάπτυξης μέσης αλατότητας (75 μM NaCl) και υψηλής αλατότητας (100 μM NaCl). Τα επίπεδα έκφρασης του    

grp 7 έχουν κανονικοποιηθεί με βάση την έκφραση του γονιδίου της ουβικιτίνης. Οι μπάρες δείχνουν μέσους 

όρους με τυπικό σφάλμα (3 επαναλήψεων). 

 

 
Εικόνα 15: Σχετική έκφραση του γονιδίου adh2 στα φυτά αγρίου τύπου και σε φυτά hesp1  σε 2 χρονικές 

στιγμές της ημέρας 10:00 και 19:00  και σε κανονικές συνθήκές ανάπτυξης(control) και σε συνθήκες 

ανάπτυξης μέσης αλατότητας (75 μM NaCl) και υψηλής αλατότητας (100 μM NaCl). Τα επίπεδα έκφρασης του 

adh2 έχουν κανονικοποιηθεί με βάση την έκφραση του γονιδίου της ουβικιτίνης. Οι μπάρες δείχνουν μέσους 

όρους με τυπικό σφάλμα (3 επαναλήψεων). 
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Εικόνα 16: Σχετική έκφραση του γονιδίου της εσπερίνης στα φυτά αγρίου τύπου και σε φυτά hesp1  σε 2 

χρονικές στιγμές της ημέρας 10:00 και 19:00  και σε κανονικές συνθήκές ανάπτυξης(control) και σε συνθήκες 

ανάπτυξης μέσης αλατότητας (75 μM NaCl) και υψηλής αλατότητας (100 μM NaCl). Τα επίπεδα έκφρασης της  

εσπερίνης έχουν κανονικοποιηθεί με βάση την έκφραση του γονιδίου της ουβικιτίνης. Οι μπάρες δείχνουν 

μέσους όρους με τυπικό σφάλμα (3 επαναλήψεων). 

 

 

 
Εικόνα 17: Σχετική έκφραση του γονιδίου oxt6-1 στα φυτά αγρίου τύπου και σε φυτά hesp1  σε 2 χρονικές 

στιγμές της ημέρας 10:00 και 19:00 και σε κανονικές συνθήκές ανάπτυξης(control) και σε συνθήκες 

ανάπτυξης μέσης αλατότητας (75 μM NaCl) και υψηλής αλατότητας (100 μM NaCl). Τα επίπεδα έκφρασης του  

oxt6-1 έχουν κανονικοποιηθεί με βάση την έκφραση του γονιδίου της ουβικιτίνης. Οι μπάρες δείχνουν μέσους 

όρους με τυπικό σφάλμα (3 επαναλήψεων). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4
Ο 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ  

 
Τo  γονίδιο της AtΗesp βρέθηκε σε προηγούμενη εργασία ότι ελέγχεται από τον κιρκάδιο ρυθμό και 

παρουσιάζει αυξημένη έκφραση τις βραδινές ώρες. Στο  Arabidopsis thaliana έχουν δημοσιευτεί μελέτες για 

γονίδια που κωδικοποιούν για αποαδελυνάσες και συγκεκριμένα έχουν μελετηθεί τα γονίδια AtPARN[18] 

και  AtCAF1a και AtCAF2b[15]. Για κάνενα όμως από αυτά δεν έχει αναφερθεί να παρουσιάζουν έκφραση 

που να επηρεάζεται από τον κιρκάδιο ρυθμό.  Πρόσφατη μελέτη έχει αποδείξει μια εξελικτική 

δραστηριότητα στη βράχυνση της πολύ (Α) ουράς  στα φυτά και προτείνει ότι η  αποαδενυλίωση είναι ένας 

μηχανισμός που εμπλέκεται στην ρύθμιση του κιρκάδιου ρυθμού[1] 

 Το γονίδιο ανήκει σε μια κατηγορία αποαδενυλασών που δεν έχει μελετηθεί αν λαμβάνει κάποιο 

ρόλο και πως ανταποκρίνεται στην καταπόνηση των φυτών από αλατι. Γενικότερα δεν έχει βεθεί πως η 

αποαδενυλίωση συνδέεται με την καταπόνηση των φυτών σε άλας. 

 Αρχικά, για να διαπιστώσουμε αν η έκφραση του γονιδίου επηράζεται από την αυξημένη αλατότητα, 

μελετήσαμε την έκφραση του σε φυτά αγρίου τύπου και σε  μεταλλαγμένα φυτά Hesp1(37900), που 

εμφάνιζαν το γονίδιο της εσπερίνης με μειωμένη έκφραση, που μεγάλωσαν σε θάλαμο ανάπτυξης για 22 

ημέρες με  φωτοπερίοδο ρυθμισμένη σε 12 ώρες ημέρα(8 το πρωί με 8 το απόγευμα) και 12 ώρες νύχτα (8 

το απόγευμα με 8 το πρωί) και σταθερή θερμοκρασία 23
0
 C . Η ανάπτυξη των φυτών έγινε σε τρία 

διαφορετικά υποστρώματα: σε υπόστρωμα MS, σε υπόστρωμα περιεκτικότητας  75 mM NaCl και  

περιεκτικότητας  100 mM NaCl. Στο τέλος της 1
ης

, 2
ης 

και 3
ης 

εβδομάδας ανάπτυξης πάρθηκαν φωτογραφίες. 

Οι φωτογραφίες χρησιμοποιήθηκαν, έτσι ωστε να υπολογιστούν τα ποσοστα βλαστικότητας καθώς και ο 

ρυθμός ανάπτυξης των φυτών .Έτσι σύμφωνα με μετρήσεις που έγιναν, το γενικό συμπέρασμα είναι  ότι η 

βλαστικότητα  των  μεταλλαγμένων φυτών  επηρεάζεται λιγότερο από τις συνθήκες αλατότητας. 

Συγκεκριμένα τα μεταλλαγμένα φυτά ανταποκρίνονται καλύτερα σε συνθήκες μέσης αλατότητας (75  mM 

NaCl), αφού τα ποσοστά βλαστικότητας μειώνονται ελάχιστα, ενώ όσο η αλατότητα αυξάνεται, τα ποσοστά 

βλαστικότητας αρχίζουν να μειώνονται σε μεγαλύτερο βαθμό. 

Όσο αφορά την  ανάπτυξη των ριζών στο τέλος της πρώτης εβδομάδας προκύπτει το συμπέρασμα ότι 

τα φυτά αγρίου τύπου αναπτύσσονται γρηγορότερα σε σύγκριση με τα φυτά hesp1. Όμως στη συνέχεια 

σύμφωνα με την ανάπτυξη των ριζών  καταλήγουμε στο συμπέρασμα ότι τα στο φυτά  hesp1 σε συνθήκες 

αλατότητας 75 mM NaCl και 100 mM NaCl ανταποκρίνονται καλύτερα, αφού τα φυτά αυτά  

αναπτύσσονται  περισσότερο σε σύγκριση με τα φυτά αγρίου τύπου. 

Εν συνεχεία για να μελετήσουμε περαιτέρω την έκφραση του γονιδίου στις συνθήκες αλατότητας την 
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 ημέρα πάρθηκαν δείγματα τόσο ριζών, όσο και φύλλων σε 2 χρονικές στιγμές της ημέρας. Συνολικά 

πάρθηκαν 12 δείγματα στις 10:00 το πρωί και 12 δείγματα στις 19:00 το απόγευμα. Τα αποτελέσματα 

έδειξαν ότι  τα επίπεδα έκφρασης της εσπερίνης στα μεταλλαγμένα φυτά μειωμένης έκφρασης της 

Εσπερίνης παρουσιάζουν πολύ χαμηλά επίπεδα έκφρασης, τόσο το πρωί, όσο και το απόγευμα, σε σύγκριση 

με τα φυτά αγρίου τύπου. Δηλαδή στο μετάλλαγμα παρουσιάζεται απορρύθμιση του κιρκαδικού ρολογιού, 

αφού μειώνεται η έκφραση της εσπερίνης και στα 3 υποστρώματα ανάπτυξης των φυτών και στις 2 χρονικές 

στιγμές. Όμως στα φυτά αγρίου τύπου παρατηρήθηκε μείωση της έκφρασης της Εσπερίνης κατά τις 

απογευματινές ώρες, όταν αναπτύχθηκαν στα υποστρώματα 75 mM NaCl  και 100 mM NaCl. 

Για να δόθει μια εξήγηση σχετικά με τη συμπεριφορά των μεταλλαγμένων φυτών ως προς την 

έκφραση της εσπερίνης, ελέγξαμε τρία ακόμη νυχτερινά γονίδια που είναι τα εξής: adh-2, grp-7 και  oxt6-1. 

Για την έκφραση του γονιδίου adh-2 παρατηρήσαμε ότι  τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου δεν διαφέρουν 

μεταξύ των φυτών αγρίου τύπου και των μεταλλαγμένων φυτών. Αυτό που παρατηρούμε είναι μια μειώση 

των επιπέδων έκφρασης μεταξύ του υποστρώματος MS και των υποστρωμάτων  75 mM NaCl  και 100 mM 

NaCl. Όσο αφορά την έκφραση του γονιδίου grp-7 παρατηρήσαμε ότι το επίπεδο έκφρασης σε όλα τα 

δείγματα που ελείφθησαν τη   χρονική στιγμή 10:00 είναι πολύ χαμηλά. Επιπλέον η έκφραση του γονιδίου 

παρουσιάζει μια αύξηση στα μεταλλαγμένα φυτά σε σύγκριση με τα αγρίου τύπου, αλλά μία μείωση της 

έκφρασης στα φυτά που αναπτύχθηκαν σε μέση και υψηλή αλατότητα σε σύγκριση με αυτά που 

αναπτύχθηκαν σε υπόστρωμα MS.  Τέλος για την έκφραση του γονιδίου oxt6-1 παρατηρήθηκε ότι εμφανίζει 

μία ομοιομορφία ως προς τα επίπεδα έκφραση του μεταξύ των διαφορετικών χρονικών στιγμών χωρίς να 

παρουσιάζεται διαφορά στην έκφραση του μεταξύ φυτών αγρίου τύπου και φυτών mutants. Διαφορά στην 

έκφραση του γονιδίου εμφανίζεται μόνο όταν τα φυτά αναπτύχθηκαν σε συνθήκες αλατότητας, που 

παρατηρείται μια μείωση της έκφρασης στα υποστρώματα 75 mM NaCl  και 100 mM NaCl. 

 Απο τα αποτελέσματα καταλήγουμε λοιπόν στο συμπέρασμα ότι η αλατότητα συνδέεται άμεσα με τον 

κιρκάδιο ρυθμό επιδρώντας στα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων που ακολουθούν τον κιρκάδιο ρυθμό, αφού  

η έκφραση και των τεσσάρων  γονιδίων δε έμεινε ανεπηρέαστη από την αλατότητα. Το γεγονός όμως ότι 

αποαδενυλάση AtHesp επηρεάζει και το ρυθμό ανάπτυξης των φυτών, που αναπτύσσονται σε συνθήκες 

αλατότητας προσδίδοντας ένα είδος ανθεκτικότητας στα μεταλλαγμένα φυτά μειωμένης έκφρασης της 

Εσπερίνης, αποτελεί μια πρόκληση για το μέλλον να διερευνηθεί το πως δημιουργείται αυτή η 

ανθεκτικότητα.    
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