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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η διευκρίνιση των µοριακών µηχανισµών, που καθορίζουν την ανθεκτικότητα 

στις καταπονήσεις αποτελεί θέµα αιχµής στη βιολογία των φυτών, µπορεί να οδηγήσει 

στη δηµιουργία ανθεκτικών γονοτύπων. Η συµβολή των πολυαµινών (PAs) στην 

αύξηση, ανάπτυξη και στις αποκρίσεις καταπόνησης, έχει τεκµηριωθεί καλά τα 

τελευταία χρόνια. Ο τρόπος δράσης τους αποτελεί ακόµα και σήµερα θέµα αιχµής. Ένας 

τρόπος δράσης τους είναι η παραγωγή Η2Ο2 µέσω των πολυαµινικών οξειδασών (ΡΑΟs), 

οι οποίες καταλύουν την οξειδωτική απαµίνωση των ανώτερων PAs παράγοντας Η2Ο2, 

το οποίο ανάλογα µε την συσσώρευσή του έχει σηµατοδοτικό ρόλο, επάγοντας είτε 

αµυντικές αποκρίσεις ή τον κυτταρικό θάνατο. Στο γονιδίωµα του δικοτυλήδονου φυτού-

µοντέλου Arabidopsis thaliana υπάρχουν πέντε γονίδια PAO (AtPAO1-AtPAO5) τα 

οποία κωδικοποιούν πρωτεϊνες µε διαφορετικό υποκυτταρικό εντοπισµό. Οι AtPAO2, 3 

και 4 βρίσκονται στα περοξεισώµατα, ενώ οι AtPAO1 και AtPAO5 στο κυτταρόπλασµα. 

Όλες οι AtPAO έχουν την ικανότητα αλλαλοµετατροπής των PAs, µετατρέποντας την 

Spm (ή την Τ-Spm) σε Spd (partial back-conversion), ή τη Spm (ή την Τ-Spm) πρώτα σε 

Spd και στη συνέχεια σε Put (full back-conversion). 

Σκοπός αυτής της εργασίας ήταν η µελέτη του κατά πόσο η απορρύθµιση της 

έκφρασης των AtPAOs, µπορεί να επηρεάσει την κυτταρική οµοιοστασία σε 

φυσιολογικές συνθήκες και σε συνθήκες καταπόνησης αλατότητας και βαρέων 

µετάλλων. Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν φυτά Arabidopsis thaliana που υπέρ-

εκφράζουν τις PAO (S-AtPAO1, 3, 5) και τα αντίστοιχα µεταλλάγµατα (Atpao1, 3, 5) και 

φυτά αγρίου τύπου (Col-0, WT). Από τα αποτελέσµα προκύπτει ότι η υπέρ-έκφραση της 

περοξεισωµατικής PAO3 (S-AtPAO3) προσδίδει ανθεκτικότητα στις καταπονήσεις, µέσω 

της ενεργοποίησης του αντιοξειδωτικού µηχανισµού (και επαγωγής γονιδίων που 

εµπλέκονται σε αυτόν), µειώνοντας τα επίπεδα των ROS, καθώς και µέσω της αύξησης 

των επιπέδων των PAs, ενώ αντίθετα η υπο-έκφρασή της (Atpao3), τον καθιστά 

ευαίσθητο. Επίσης η υπερ-έκφραση της κυτταροπλασµατικής PAO1 (S-AtPAO1) 

καθιστά ευαίσθητο τον ΓΤ γονότυπο, ενώ αντίθετα η υπο-έκφρασή του (Atpao1) τον 

καθιστά ανθεκτικό. Η PAO3 φαίνεται να είναι απαραίτητη για την διατήρηση της 

οµοιοστασίας του κυττάρου, αφού η έλλειψή της προκαλεί απορρυθµίσεις σε πολλά 

επίπεδα.  



	
  

	
  

 

  



	
  

	
  

ABSTRACT 

The elucidation of the molecular mechanisms that confer resistance to stresses is 

an cutting’ edge topic in plant biology, because their understanding can lead to the 

development of tolerant genotypes. The contribution of polyamines (PAs) in growth, 

development and stress responses has been well documented tduring the recent years. 

Their mode of action an open question. A key factor seems to be the polyamine oxidases 

(PAOs) generated hydrogen peroxide (H2O2). Depending on its cellular titers it can signal 

either plant defence mechanisms or the programmed cell death syndrome. In the genome 

of dicotyledonous model-plant Arabidopsis thaliana, five PAO genes (AtPAO1 to 

AtPAO5) have been characterized encoding proteins with different subcellular 

localization. The AtPAO2, 3 and 4 are localized in peroxisome while AtPAO1 and 

AtPAO5 are cytoplasmic. All AtPAOs back-convert PAs, converting Spm (or T-Spm) to 

Spd (partial back-conversion), or Spm (or T-Spm) first to Spd and then to Put (full back-

conversion). 

The purpose of this study was to investigate whether deregulation of AtPAOs gene 

expression, can affect cell homeostasis under normal, salinity and heavy metal stress 

conditions. In doing so we used Arabidopsis thaliana plants over-expressing PAO (S-

AtPAO1, 3, 5), the respective mutants (Atpao1, 3, 5) and wild-type plants (Col-0, WT). 

Our results support that overexpression of peroxisomal AtPAO3 (S-AtPAO3) confers 

resistance to stress, more likely by inducing expression of the antioxidant genes resulting 

in the scavenging of Reactive Oxygen Species and by increasing the levels of PAs, 

whereas, the under-expression (Atpao3), makes it sensitive. On the contrary, over-

expression of the cytoplasmic AtPAO1 (S-AtPAO1) results to sensitive genotype, whilst 

under-expression (Atpao1) confers resistance. AtPAO3 appears to be indispensable in 

maintaining cellular homeostasis, since its absence causes deregulation at many levels. 
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Πολυαµίνες  

Οι πολυαµίνες (Polyamines, PAς, Εικ. 1) είναι χαµηλού µοριακού βάρους 

αλειφατικά πολυκατιόντα, που απαντούν στα κύτταρα όλων των ζωντανών οργανισµών 

(προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών) µε ουσιαστικό ρόλο στην αύξηση, την ανάπτυξη, 

και τη διαφοροποίηση (Cohen, 1998; Bagni and Tassoni, 2001; Thomas and Thomas, 

2003; Wallace et al., 2003; Paschalidis and Roubelakis- Angelakis, 2005a, b; Kusano et 

al., 2007). Οι PAs έχουν δύο ή περισσότερες πρωτοταγείς αµινοµάδες (-NH2) και 

διακρίνονται σε συνήθεις [διαµίνη Putrescine (Put), τριαµίνη Spermidine (Spd) και 

τετραµίνη Spermine (Spm)] και ασυνήθεις (Τhermospermine, Caldopentamine, 

Caldohexamine; Kusano et al., 2008). 

Η ανακάλυψή τους έγινε το 1678 από τον van Leeuwenhoek, όταν 

παρατηρήθηκαν ως τρισδιάστατοι κρύσταλλοι στο ανθρώπινο σπέρµα, που οφειλόταν σε 

υψηλή συγκέντρωση Spm (Ladenburg and Abel, 1888). H χηµική δοµή καθώς και ο 

τρόπος σύνθεσής της δεν έγινε γνωστός ως το 1926 (Dudley et al., 1926; Wrede, 1925). 

Η Spd αποµονώθηκε από πάγκρεας βοδιού (Dudley et al., 1927). Οι δύο αυτές PAs είναι 

υπεύθυνες για τη χαρακτηριστική οσµή του ανθρώπινου σπέρµατος. Δύο άλλες PAs, που 

απαντώνται στη φύση, η Put και η καδαβερίνη (Cadaverine; Cad) είναι προϊόντα της 

αποδόµησης των βακτηρίων µε χαρακτηριστική οσµή (Brieger, 1885). Οι δύο τους 

συνεισφέρουν στη χαρακτηριστική οσµή, που αναδύεται από τα πτώµατα. Η δοµή των 

µορίων έγινε γνωστή, όπως και της Spd, µετά από σύγκριση µε τα ήδη χηµικά 

συντιθέµενα µόρια (Ladenburg, 1886; von Udransky and Baumann, 1888). Η πρώτη 

αναφορά για την ύπαρξη Put στα ανώτερα φυτά έγινε πιθανώς στο Datura stramonium, 

µαζί µε τα αλκαλοειδή τροπανίου, που προήλθαν από αυτό (Ciamician and Ravenna, 

1911). Στη συνέχεια, η Put βρέθηκε στο φυτό Atropa belladonna (Goris and Larsonneau, 

1921), στο grapefruit (Hiwatari, 1927), και στο χυµό του πορτοκαλιού (Herbst and Snell, 

1948). 

Στα φυτά, οι PAs συσχετίζονται µε ποικίλες διαδικασίες, όπως η ρύθµιση της 

γονιδιακής έκφρασης, η µετάφραση, η σύνθεση DNA και πρωτεϊνών, η κυτταρική 
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διαίρεση, η αύξηση, η ανάπτυξη και η διαφοροποίηση, η κυτταρική σηµατοδότηση, η 

σταθεροποίηση µεµβρανών, διάφορες αναπτυξιακές διαδικασίες όπως η εµβρυογένεση, η 

οργανογένεση και o γηρασµός, καθώς επίσης και µε αποκρίσεις σε αβιοτικές και βιοτικές 

καταπονήσεις. Έχουν επίσης προταθεί ως υπεύθυνες για διάφορα χαρακτηριστικά µε 

γεωργο-οικονοµική σηµασία, όπως το θρεπτικό περιεχόµενο, η ποιότητα των καρπών και 

η διάρκεια ζωής των φυτών (Ha et al., 1997; Bouchereau et al., 1999; Yoda et al., 2003; 

Paschalidis and Roubelakis- Angelakis, 2005a, b; Groppa and Benavides, 2007; Kusano 

et al., 2007; Moschou et al., 2008). 

 

	
  

Εικόνα	
   1.	
  Χημική	
  δομή	
  των	
  κυριότερων	
  PAs:	
  Putrescine	
   [(NH2(CH2)4NH2, 1,4-διαμινο-βουτάνιο)],	
  Spermidine	
  
[(NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2,	
   N-­‐(3-­‐αμινοπροπυλ)-­‐1,4-­‐διαμινο-­‐βουτάνιο)],	
   Spermine	
  
[(NH2(CH2)3NH(CH2)4NH(CH2)3NH2,	
  	
  Ν,Ν΄-­‐δι-­‐(3-­‐αμινοπροπυλ)-­‐1,4-­‐διαμινο-­‐βουτάνιο)]. 

 

1.2 Οµοιoστασία Πολυαµινών 

Το γεγονός ότι οι PAs εµπλέκονται σε ποικίλες διαδικασίες, όπως αναφέρθηκε 

παραπάνω, οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η ενδοκυτταρική οµοιοστασία τους πρέπει να 

ρυθµίζεται αυστηρά (Moschou et al., 2008a). Συγκεκριµένα, η βιοσύνθεση, ο 

µεταβολισµός, η σύζευξη, η αλληλοµετατροπή, η χηµική τροποποίηση και η µεταφορά 

των PAs είναι οι καθοριστικοί παράγοντες της οµοιοστασίας τους. 
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1.2.1  Βιοσύνθεση πολυαµινών 

To µονοπάτι της βιοσύνθεσης των PAs (Εικ. 2) είναι περίπου όµοιο από τα 

βακτήρια µέχρι τα θηλαστικά και τα φυτά, µε κάποιες εξαιρέσεις (Tabor and Tabor 

1984). Σχετίζεται άµεσα µε το µονοπάτι βιοσύνθεσης του αιθυλενίου, ενώ είναι 

διαθέσιµοι και αρκετοί αναστολείς για πολλά από τα βιοσυνθετικά ένζυµα (Walden et al., 

1997). Στα φυτά, οι PAs δεν απαντούν µόνο στο κυτταρόπλασµα αλλά και σε κυτταρικά 

οργανίδια, όπως τα χυµοτόπια, τα µιτοχόνδρια και οι χλωροπλάστες (Kumar et al., 1997). 

To µονοπάτι βιοσύνθεσής τους είναι σχετικά σύντοµο, τα αντίστοιχα ένζυµα έχουν 

χαρακτηριστεί και τα γονίδια/cDNAs έχουν κλωνοποιηθεί από διάφορα είδη (Bell and 

Malmberg 1990; Michael et al., 1996; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999; 

Kaur-Sawhney et al., 2003, Kusano et al., 2007).  

Η βιοσύνθεση πραγµατοποιείται χρησιµοποιώντας ως πρόδροµα µόρια Αργινίνη 

(Arg) και Ορνιθίνη (Οrn). Τα ένζυµα, που καταλύουν τη σύνθεση της Put, είναι η 

αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (Οrn decarboxylase; ODC, ΕC 4.1.1.19) και η 

αποκαρβοξυλάση της αργινίνης (Αrg decarboxylase; ADC, EC 4.1.1.19), τα οποία 

καταλύουν την αποµάκρυνση της καρβοξυλοµάδας (-COOH) από την Οrn και την Arg, 

αντίστοιχα, ώστε να παραχθεί η Put. Το φυτικό είδος Arabidopsis thaliana στερείται του 

µονοπατιού ODC (Hanfrey et al., 2001). Η σύνθεση της Put από την Arg απαιτεί και τη 

συνέργεια του ενζύµου Ιµινοϋδρολάση της αγµατίνης (Agmatine, iminohydrolase, AIH, 

EC 3.5.3.12), καθώς και της N καρβαµυλο-πουτρεσκίνης αµιδοϋδρολάσης (carbamoyl 

anido-hydrolase, CPA). 

Το επόµενο στάδιο είναι η σύνθεση της Spd, για την οποία µία αµινοπρόπυλ-

οµάδα (aminopropyl moiety) προστίθεται στην Put. Η αµινοπροπύλ-οµάδα προέρχεται 

από την αποκαρβοξυλιωµένη S-αδενόσυλ-L-µεθειονίνη (decarboxylated SAM; dcSAM), 

η οποία συντίθεται από την S-αδενοσύλ- L-µεθειονίνη (S-adenosyl-L-methionine, SAM) 

µε τη δράση του ενζύµου αποκαρβοξυλάση της S-αδενοσύλ-L-µεθειονίνης (S-adenosyl-

L methionine decarboxylase; SAMDC, EC 4.1.1.50) (Roje, 2006). Η σύνθεση της Spm, 

πραγµατοποιείται µε την προσθήκη µίας επιπλέον οµάδας αµινοπροπυλίου στη Spd. Η 

µεταφορά των αµινοπροπυλίων απαιτεί τη δράση της σπερµιδινικής συνθάσης (Spd 

synthase, SPDS, EC 2.5.1.16) και της σπερµινικής συνθάσης (Spm synthase, SPMS, EC 

2.5.1.22), για τη σύνθεση της Spd και της Spm, αντίστοιχα (Panicot et al., 2002). Στα 
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ψυχανθή, η διαµίνη Cad, που απαντά σε υψηλές ποσότητες, προέρχεται από τη λυσίνη 

(Lys) µέσω της δράσης του ενζύµου της αποκαρβοξυλάσης της λυσίνης (Lysine 

decarboxylase, LDC, EC 4.1.1.18). 

 

 

Εικόνα	
  2.	
  Βιοσυνθετικό	
  μονοπάτι	
  των	
  PAs.	
   Τα	
  μονοπάτια	
  των	
  φυτών	
  παρουσιάζονται	
  με	
  πράσινο	
  βέλος,	
  ενώ	
  
τα	
  μπλε	
  και	
  κόκκινα	
  βέλη	
  δείχνουν	
  τα	
  βακτηριακά	
  και	
  ζωικά	
  μονοπάτια,	
  αντίστοιχα	
  (Kusano	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

 

1.2.2 Σύζευξη Πολυαµινών 

Οι PΑs, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, διακρίνονται σε συνήθεις (Put, Spd και 

Spm) και ασυνήθεις (Kusano et al., 2008). Απαντούν σε ελεύθερες µορφές (soluble, S-

PAs), συζευγµένες µε µόρια µικρού µοριακού βάρους (soluble hydrolyzed, SH-PAs), και 

συζευγµένες µε µόρια µεγάλου µοριακού βάρους, όπως πρωτεΐνες, λιγνίνη και 

ηµικυτταρίνες (pellet hydrolyzed, PH-PAs). Η σύζευξη των SH-PAs γίνεται ενζυµατικά 

κυρίως µε µόρια υδρόξυ-κανελικών οξέων (hydroxycinnamic acids), µέσω αµιδικού 

δεσµού (Martin-Tanguy, 1997). Λόγω των θετικών φορτίων τους, συνδέονται µε 
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µακροµόρια, όπως DNA, RNA και πρωτεΐνες µε ηλεκτροστατικούς δεσµούς, που µπορεί 

να προκαλέσουν σταθεροποίηση ή αποσταθεροποίηση (Kusano et al., 2008). 

 

1.2.3 Καταβολισµός και αλληλοµετατροπή των Πολυαµινών-Πολυαµινικές 
οξειδάσες 

Ένας από τους τρόπους ρύθµισης των ενδοκυτταρικών επιπέδων των PAs είναι ο 

καταβολισµός τους. Καταλύεται από ένζυµα της οικογένειας των αµινικών οξειδασών 

(amine oxidases, AOs) και περιλαµβάνει την οξειδωτική απαµίνωση της Put, Spd και της 

Spm (Εικ. 3). Οι ΑΟs περιλαµβάνουν κυρίως τις Cu-οξειδάσες (CuAO ή Diamine 

oxidases; DAOs, EC 1.4.3.6), οξειδώνουν τις διαµίνες Put και Cad στις κυρίως αµινικές 

οµάδες και τις πολυαµινικές οξειδάσες (Polyamine oxidases; PAOs, EC 1.5.3.11), οι 

οποίες περιέχουν την φλαβίνη FAD και οξειδώνουν τις ανώτερες PAs στις 

δευτερεύουσες αµινικές οµάδες, παράγοντας διαφορετικά προϊόντα αναλόγως µε το είδος 

(Bolenius and Seiler, 1981; Federico and Angelini,1991).  

 Οι PAOs καταλύουν την οξειδωτική απαµίνωση των PAs, που περιέχουν πάνω 

από µία αµινικές οµάδες, περιέχουν FAD στο ενεργό τους κέντρο, συνδεµένο µε µη 

οµοιοπολικούς δεσµούς και χρησιµοποιούν ως υπόστρωµα αποκλειστικά Ν1-

ακετυλιωµένες (N1-acetylated) PAs στα θηλαστικά (Bolenius and Seiler 1981), ενώ στα 

φυτικά κύτταρα δεν παρουσιάζουν τόση εξειδίκευση. Εκφράζονται ιδιαίτερα στα 

µονοκότυλα φυτά και µπορούν να διαχωριστούν σε τρεις κατηγορίες: σε αυτές που 

καταλύουν την τελική οξείδωση των PAs, αυτές που καταλύουν την αλληλοµετατροπή 

τους και αυτές που περιέχουν µια δοµικά αυτοτελή περιοχή PAO, αλλά δεν απαµινώνουν 

PAs (Moschou et al., 2008b) 

H PAO από τον αραβόσιτο (ZmPAO) είναι η πλέον µελετηµένη πρωτεΐνη της 

οικογένειας των AOs (Cervelli et al., 2000) και η πρώτη που χαρακτηρίστηκε στα φυτά. 

Είναι µία µονοµερής γλυκοπρωτεΐνη µε µοριακό βάρος 53 kD, εντοπίζεται στον 

αποπλάστη και καταλύει την τελική οξείδωση των PAs Spd και Spm, χρησιµοποιώντας 

FAD ως συµπαράγοντα και O2 ως δότη ηλεκτρονίων (Federico and Angelini 1991; Kim 

et al., 1987; Tavladoraki et al., 1998). Τα καταβολικά προϊόντα είναι η 4-

αµινοβουτανάλη και η Ν-(3-αµινοπρόπυλ)-4-αµινοβουτανάλη, από Spd και Spm, 
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αντίστοιχα, ενώ παράλληλα παράγονται DAP και Η2Ο2 (Cona et al., 2006). Έχει 

προσδιοριστεί η αλληλουχία του cDNA και της πρωτεΐνης, (Tavladoraki et al., 1998; 

Binda et al., 1999), όπως επίσης έχουν αποµονωθεί τρία γονίδια από το καλαµπόκι, τα 

οποία κωδικοποιούν για την PAO (ΖmPAO1, ΖmPAO2, ΖmPAO ; Cervelli et al., 2000).  

Η δεύτερη οµάδα, η οποία oµοιάζει µε τις PAO των θηλαστικών, περιλαµβάνει 

τις περοξεισωµατικές PAO, οι οποίες καταλύουν την αλληλοµετατροπή της 

διακετυλιωµένης Spm (diacetylSpm) σε ακετυλιωµένη Spd (acetylSpd) και 

ακετυλιωµένη Put (acetylPut), µαζί µε 3-ακετυλάµινο-1-προπανάλη (3-acetylamino-1 

propanal) και Η2Ο2 (Beard et al., 1985; Wu et al., 2003). Ένα ενδιαφέρον σηµείο στα 

θηλαστικά είναι η απουσία τελικών καταβολικών PAOs. Επιπλέον, η οξειδάση της Spm 

(Spm oxidase; SMO, EC 1.5.3.3), µια FAD-εξαρτώµενη αµινική οξειδάση είχε αρχικά 

ταυτοποιηθεί σε ζωικά κύτταρα και καταλύει τη µετατροπή της Spm σε Spd, µε 

ταυτόχρονη παραγωγή 3-αµινο-1-προπανάλης και Η2Ο2. Σχετικά πρόσφατα, µία 

ισοµορφή του ενζύµου εντοπίστηκε στον πυρήνα (Murray-Stewart et al., 2008). Στα 

ζωϊκά κύτταρα, οι PAO αυτής της οµάδας, παρουσιάζουν συστατική έκφραση, ενώ το 

υπόστρωµά τους παράγεται από την αντίδραση, που καταλύεται από την Spd/Spm N1-

ακετυλτρανσφεράση (Spd/Spm N1-acetyl transferase; SSAT, EC 2.3.1.57).  Η SSAT 

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα, καταλύει την ακετυλίωση της Spd/Spm και σε αντίθεση 

µε τη PAO στα θηλαστικά, δεν είναι συστατικά εκφραζόµενη, αλλά η έκφρασή της είναι 

αυστηρά ελεγχόµενη. Από την άλλη, η SMO φαίνεται να είναι επαγόµενη από 

συγκεκριµένα ανάλογα των PA, γεγονός πολύ σηµαντικό, αφού καταδεικνύει τη σηµασία 

του συγκεκριµένου συστήµατος στην επαγωγή της απόπτωσης των καρκινικών 

κυττάρων. Επιπλέον, η επαγόµενη SMO του Ηelicobacter pylori σχετίζεται µε αυξηµένη 

παραγωγή ROS και αποδόµηση του DNA, συνδέοντας την οξείδωση των PAs µε χρόνιες 

λοιµώξεις, καθώς επίσης και την επιθηλιακή καρκινογένεση και το καρκίνο του 

προστάτη (Seiler et al., 2002). 

Μία τρίτη κατηγορία περιλαµβάνει τις αποµεθυλάσες της Lys (Lys-

decarboxylases-demethylases), οι οποίες περιέχουν µία δοµικά αυτοτελή περιοχή 

παρόµοια µε αυτή των PAOs. Τα ένζυµα αυτά εντοπίζονται στον πυρήνα και 

εµπλέκονται στην έκφραση του κώδικα ιστονών που περιλαµβάνει τις δοµικές 

αναδιατάξεις ιστονών, διαδικασία στην οποία εµπλέκεται και η µετά-µεταφραστική 
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τροποποίηση των Ν-αµινοτελικών άκρων των ιστονών (Binda et al., 2002; Anand and 

Marmostein, 2007). Περιλαµβάνει τις Lysine demethylases (LSD), πρωτείνες που 

απαιτούν FAD για την κατάλυση της αντίδρασης. Η κατηγορία αυτή είναι κοινή µεταξύ 

φυτών και ζώων, ενώ οι πρωτεΐνες περιλαµβάνουν δύο επιπλέον δοµικά αυτοτελείς 

περιοχές, εκτός από αυτή που χαρακτηρίζει τα ένζυµα PAO, τη SWIRM (Swi3p, Rsc8p 

and Moira), που εντοπίζεται σε πρωτεΐνες που σχετίζονται µε τροποποιήσεις χρωµατίνης 

ή remodelling και την περιοχή συνδέτη (spacer) (Binda et al., 2002; Anand and 

Marmostein, 2007). H LSD1 δρα ως µεταγραφικός συν-καταστολέας µέσω της 

αποµεθυλίωσης της ιστόνης Η3. Η µεθυλίωση της Lys 4 της ιστόνης Η3 σχετίζεται µε 

την ενεργοποίηση της µεταγραφής. Επιπλέον, η δοµική αυτοτελής περιοχή PAO της 

πρωτεΐνης δεν φαίνεται να έχει κάποια δράση πάνω στις PAs. Οµόλογα της LSD1 της 

Arabidopsis φαίνεται να επάγουν την άνθιση (floral transition) µέσω της καταστολής της 

έκφρασης των γονιδίων που την καταστέλλουν (Jiang et al., 2007). 

	
  
Εικόνα	
  3.	
  Μονοπάτι	
  καταβολισμού	
  των	
  PAs.	
  Τα	
  μονοπάτια	
  των	
  φυτών	
  παρουσιάζονται	
  με	
  πράσινο	
  βέλος,	
  ενώ	
  
τα	
  μπλε	
  και	
  κόκκινα	
  βέλη	
  δείχνουν	
  τα	
  μονοπάτια	
  στα	
  βακτήρια	
  και	
  τα	
  ζώα,	
  αντίστοιχα	
  (Kusano	
  et	
  al.,	
  2008).	
  

 

Στα σπονδυλωτά οι PAO µετατρέπουν τα Ν1-ακετυλ παράγωγα της Spd και Spm 

σε Put και Spd, αντίστοιχα και επιπλέον παράγουν 3-ακεταµιδοπροπανάλη και H2O2, 
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συµµετέχοντας µε αυτό τον τρόπο στην αλληλοµετατροπή των PAs (Cohen, 1998; Seiler, 

1995; Tabor and Tabor, 1984). Στους µύκητες απαντούν PAOs µε παρόµοια 

χαρακτηριστικά (Cohen, 1998). H ενεργότητα της CuAO στα φυτά παράγει από Put Δ1-

πυρρολίνη, H2O2 και αµµωνία, ενώ η PAO παράγει Δ1- πυρρολίνη και 1,5-

διαζαµπικυκλονάνη από Spd και Spm, παράλληλα µε 1,3- διαµινοπροπάνιο (DAP) και 

H2O2. Παρόµοια παράγωγα προκύπτουν από τις αντίστοιχες PAO των βακτηρίων (Tabor 

and Tabor, 1984) και των πρωτοζώων (Kim et al., 1987). 

Βιοχηµικές ενδείξεις για την ύπαρξη ενός µονοπατιού αλληλοµετατροπής στα 

φυτά παρουσιάστηκε από τους Del Duca et al. (1995) και τους Tassoni et al. (2000), οι 

οποίοι παρατήρησαν ότι η εξωγενώς παρεχόµενη Spd σε χλωροπλάστες του Helianthus 

tuberosus και σε φυτά Arabidopsis µετατρέπονταν σε Put, αλλά η ενζυµατική ενεργότητα 

(-ες), που ήταν υπεύθυνη για τη µετατροπή αυτή ήταν αγνωστη. Είχε υποτεθεί ότι ένα 

ένζυµο παρόµοιο µε αυτό της PAO των ζώων, θα πρέπει να υπάρχει στα φυτά. 

Στο γονιδίωµα του δικοτυλήδονου φυτού-µοντέλου Arabidopsis thaliana 

υπάρχουν πέντε γονίδια PAO, AtPAO1 έως AtPAO5. Τέσσερις ανασυνδυασµένες 

AtPAOs, (AtPAO1 έως AtPAO4), έχουν καθαριστεί και χαρακτηρίστεί (Tavladoraki et 

al., 2006; Kamada-Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008c; Takahashi et al., 2010a, 

2010b; Fincato et al., 2011, 2012). Όλες οι PAO από µονοκοτυλήδονα φυτά, που έχουν 

χαρακτηριστεί µέχρι στιγµής, όπως οι ZmPAOs και HvPAO, θεωρούνται ότι 

εµπλέκονται στον τελικό καταβολισµό των πολυαµινών. Επίσης, στην Arabidopsis τρεις 

PAOs (AtPAO1, AtPAO3, και AtPAO4) φαίνεται να οξειδώνουν την Spd και Spm µε 

παρόµοιο τρόπο µε τις PAOs  των ζώων (SMOs) (Tavladoraki et al., 2006; Moschou et 

al. 2008a; Kamada-Nobusada et al., 2008), αλλάζοντας έτσι την επικρατούσα άποψη ότι 

τα φυτά και τα ζώα έχουν διακριτές καταβολικές οδούς πολυαµινών. 

Οι AtPAO1έως AtPAO4 έχουν την ικανότητα να µετατρέπουν την Spm (ή την Τ-

Spm) σε Spd, που ονοµάζεται µερική αλληλοµετατροπή (partial back-conversion, TC), ή 

µετατρέπουν την Spm (ή την Τ-Spm) πρώτα σε Spd και στη συνέχεια σε Put, η οποία 

ονοµάζεται ολική αλληλοµετατροπή (full back-conversion, BC). Η µελέτη των Ahou et 

al. (2014) καταδεικνύει ότι η ανασυνδυασµένη AtPAO5, επίσης καταλύει µια αντίδραση 

BC-τύπου. Συνεπώς, όλες οι AtPAO είναι BC-τύπου (Kamada-Nobusada et al., 2008; 

Moschou et al., 2008c; Takahashi et al., 2010b; Fincato et al., 2011, 2012; Ahou et al., 
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2014). Η ύπαρξη του µονοπατιού αλληλοµετατροπής in vivo, εµφανίζεται όχι µόνο στην 

Α. thaliana, αλλά και σε φυτά Nicotiana tabacum, στα οποία είναι παρούσα µία ΡΑΟ 

(NtPAO) µε υψηλή οµολογία στην αλληλουχία µε την AtPAO1 (Fincato et al., 2011).  

Τέσσερις από τις επτά PAO στο ρύζι (Oryza sativa, OsPAO1, OsPAO3, 

OsPAO4, και OsPAO5) καταλύουν αντιδράσεις BC-τύπου (Ono et al., 2012; Liu et al., 

2014a), ενώ η OsPAO7 καταλύει µια αντίδραση TC-τύπου (Liu et al., 2014b). Οι 

OsPAO2 και OsPAO6 δεν έχουν χαρακτηριστεί ακόµα, αλλά είναι πιθανόν να 

καταλύουν αντιδράσεις TC-τύπου, υπόθεση που βασίζεται στη δοµική οµοιότητά τους µε 

την OsPAO7. Εποµένως, τα φυτά έχουν PAOs, τόσο TC όσο και BC-τύπου. 

Οι Tavladoraki et al. (2006) χαρακτήρισαν το γονίδιο AtPAO1 και την PAO1, που 

µετατρέπει τη Spm σε Spd, λειτουργικά όµοια µε την SMO των θηλαστικών, δίνοντας 

νέες προοπτικές για τον καταβολισµό των ΡΑς, ενισχύοντας έτσι την άποψη ότι και 

άλλες PAO παρόµοιες µε τις PAO στα ζώα, θα πρέπει να υπάρχουν στα φυτά 

(Tavladoraki et al., 2006). Η AtPAO1 έχει µε αµινοξική αλληλουχία 45% µε την 

ZmPAO. Η AtPAO1 ανασυνδυασµένη πρωτεΐνη είναι µια φλαβοπρωτεϊνη, που 

οξειδώνει Spm, Nor-Spm και Ν1-acetylSpm µε ένα άριστο pH 8.0. Ανάλυση των 

προϊόντων της αντιδράσεως έδειξε ότι η AtPAO1 παράγει Spd από Spm και Nor-Spd από 

Nor-Spm, υποδεικνύοντας µια κατάσταση οξείδωσης του υποστρώµατος παρόµοια µε 

εκείνη των ζωικών PAO.  

Οι Moschou et al. (2008c) τεκµηρίωσαν ότι η AtPAO3 είναι µία 

περοξεισωµατική PAO, ικανή για την αλληλοµετατροπή της Spm σε Spd και εν συνεχεία 

της Spd σε Put. Επιπλέον, η συσχέτιση της AtPAO3 µε τις αποκρίσεις στις 

καταπονήσεις, που περιλαµβάνουν οξειδωτική έκρηξη, παρέχει ενδείξεις για µία PA-

περοξεισωµατική αλληλεπίδραση υπό (α-)βιοτικές συνθήκες καταπόνησης.  

Σύµφωνα µε τους Fincato et al. (2011), όλες οι AtPAO, που έχουν χαρακτηριστεί 

µέχρι στιγµής συµµετέχουν στην αλληλοµετατροπή των PAs. Επίσης, ενδιαφέρον 

αποτελεί η πιθανή ύπαρξη ενός µονοπατιού αλληλοµετατροπής PAs και στον αραβόσιτο, 

διότι ZmPAOs µε υψηλή οµολογία µε τις AtPAO2-AtPAO4 (B6SYR8, B4F9F6, 

B6SW44) και την AtPAO5 (C0PE4) και µε προβλεπόµενο ενδοκυτταρικό εντοπισµό, 

βρέθηκαν στο γονιδίωµατου του αραβοσίτου, γεγονός που υποδηλώνει ότι οι δύο 

καταβολικές οδοί των PAs (το τελικό οξειδωτικό µονοπάτι και αυτό της 



	
  

	
   10	
  

αλληλοµετατροπής) συνυπάρχουν σε αυτό το φυτό. Σε αυτό το πλαίσιο, οι µέχρι τώρα 

διαθέσιµες πληροφορίες επιτρέπουν την πρόταση ότι το τελικό οξειδωτικό καταβολικό 

µονοπάτι των PAs είναι ιδιαίτερα ενεργό στα εξωκυτταρικά διαµερίσµατα, ενώ το 

µονοπάτι αλληλοµετατροπής τους είναι κυρίως ενδοκυτταρικά (Fincato et al., 2011). 

 

1.3 Τοπολογικές και βιοχηµικές δράσεις των AtPAO 

Όπως προαναφέρθηκε, στην Arabidopsis υπάρχουν πέντε γονίδια PAO (AtPAO1 

έως AtPAO5) που κωδικοποιούν πρωτεϊνες µε διαφορετικό υποκυτταρικό εντοπισµό. Οι 

AtPAO2, 3 και 4 βρίσκονται στα περοξεισώµατα, ενώ οι AtPAO1 και AtPAO5 στο 

κυτταρόπλασµα. Για την καλύτερη κατανόηση του διαφορετικού ρόλου των AtPAOs, 

πολλές µελέτες έχουν εστιαστεί στον ιστο-ειδικό εντοπισµό της κάθε µίας από αυτές. 

Σύµφωνα µε τις µελέτες αυτές, η AtPAO1 φαίνεται να έχει µια συγκεκριµένη λειτουργία 

στα άνθη. Η AtPAO2 εκφράζεται σε µεριστώµατα βλαστών, στο άκρο της ρίζας και σε 

µεγαλύτερο βαθµό, σε µεγαλύτερο αναπτυξιακό στάδιο σε περιορισµένα µέρη των 

οργάνων, όπως βλαστικά µεριστώµατα, µίσχους φύλλων και άνθη. Η AtPAO3 

εκφράζεται στα περισσότερα όργανα του φυτού (κοτυληδόνες, ρίζες, φύλλα), µε 

υψηλότερη έκφραση στα όργανα του άνθους. Η AtPAO4 εκφράζεται σε όλα τα όργανα 

µε χαµηλότερα επίπεδα στο στέλεχος. Η AtPAO5, επίσης, εντοπίζεται σε όλο το σώµα 

του φυτού στα διάφορα στάδια ανάπτυξης µε υψηλότερη έκφραση στα άνθη (ιδιαίτερα 

στα σέπαλα). 

Επιπλέον, σηµαντικός παράγοντας για την κατανόηση του ρόλου και των 

λειτουργιών των AtPAOs, είναι η εξειδίκευση κάθε PAO, όσον αφορά το υπόστρωµα. 

Ουδεµία από τις πέντε AtPAO προτιµά ως υπόστρωµα την Put. Οι AtPAO2 και AtPAO3 

παρουσιάζουν παρόµοια εκλεκτικότητα όσον αφορά το υπόστρωµα µε µεγαλύτερη 

προτίµηση στη Spd µε την AtPAO3 να αναγνωρίζει επίσης τις Spm, T-Spm και NorSpm 

αλλά σε µικρότερο βαθµό. Η AtPAO4 παρουσιάζει εξειδίκευση στη Spm, ενώ 

ενδιαφέρον αποτελεί η προτίµηση της AtPAO1 στην T-Spm και στη NorSpm έναντι της 

Spm, ενώ δεν φαίνεται να αναγνωρίζει την Spd. Τα παραπάνω δεδοµένα, υποδηλώνουν 

διακριτό φυσιολογικό ρόλο (-ους) για κάθε µέλος της οικογένειας των AtPAO γονιδίων. 

Οι PAs συµµετέχουν στην αύξηση και ανάπτυξη των φυτών. Στην Arabidopsis 
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γενετική παρεµπόδιση των αντιδράσεων, που καταλύουν οι ADC, SPDS, ή SAMDC 

οδηγεί σε εµβρυϊκή θνησιµότητα (Imai et al., 2004; Urano et al., 2005; Ge et al., 2006). 

Φυτά πατάτας (Solanum tuberosum) µε καταστολή της έκφρασης SAMDC εµφανίζουν 

µη κανονικούς φαινοτύπους (Kumar et al., 1996). Έχει επίσης αναφερθεί ότι το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου που προέρχεται από τον καταβολισµό των ΡΑs, επηρεάζει 

την ανάπτυξη των ριζών και τη διαφοροποίηση ξυλώµατος (Tisi et al., 2011). Ακόµη, το 

µετάλλαγµα acl5 της Arabidopsis, το οποίο στερείται δραστικότητα συνθάσης Τ-Spm, 

εµφανίζει µεγάλη διαφοροποίηση των ιστών του ξυλώµατος και νάνους φαινοτύπους, 

ιδιαίτερα στο στέλεχος (Hanzawa et al., 2000; Kakehi et al., 2008), υποδηλώνοντας ότι η 

T-Spm διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη διαφοροποίηση του ξυλώµατος στην 

Arabidopsis (Vera-Sirera et al., 2010; Takano et al., 2012). 

 Τα µεταλλάγµατα pao5 της Arabidopsis περιέχουν δύο φορές υψηλότερα 

επίπεδα Τ-Spm και εµφανίζουν επιβράδυνση της ανάπτυξης του υπέργειου µέρους του 

φυτού περίπου πενήντα ηµέρες µετά τη σπορά, σε σύγκριση µε τα φυτά αγρίου τύπου. Η 

επιβράδυνση της ανάπτυξης αναστέλλεται όταν αυτά αναπτύσσονται σε µέσο που 

περιέχει χαµηλές συγκεντρώσεις T-Spm. Συµπλήρωση της pao5 µε AtPAO5, ακυρώνει 

την αναστολή της ανάπτυξης. Επίσης, σύµφωνα µε την ίδια µελέτη, η ανασυνδυασµένη 

AtPAO5 καταλύει την αλληλοµετατροπή της Τ-Spm (ή της Spm) σε Spd υποδηλώνοντας 

ότι τα ενδογενή επίπεδα της Τ-Spm στην Arabidopsis είναι πολύ καλά ρυθµιζόµενα και η 

AtPAO5 ρυθµίζει την οµοιοστασία της T-Spm, µέσω ενός µονοπατιού οξείδωσης της T-

Spm (Kim et al., 2014) . 

 

1.4 Ενεργές µορφές οξυγόνου 

Οι ενεργές µορφές οξυγόνου (Reactive Oxygen Species, ROS) αντιπροσωπεύουν 

προϊόντα διαδοχικών αναγωγών του οξυγόνου µε µεταφορά ενός ηλεκτρονίου (e-). Οι 

κύριοι ενζυµατικοί και µη ενζυµατικοί µηχανισµοί παραγωγής ROS στα κύτταρα 

παρουσιάζονται στην Εικ. 4. Το οξυγόνο (Ο2), στην βασική του κατάσταση (ground 

state), είναι ένα µόριο τριπλής κατάστασης (triplet state) και σχετικά ανενεργό. Από την 

άλλη το οξυγόνο µονής κατάστασης (singlet oxygen), 1Ο2 είναι η πρώτη υψηλή 

ενεργειακή κατάσταση του µοριακού οξυγόνου και έτσι δεν περιλαµβάνει τη µεταφορά 
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ηλεκτρονίου στο µοριακό οξυγόνο. Παράγεται µέσω φωτο-ενεργοποίησης και µπορεί να 

οξειδώσει πολλά βιολογικά µόρια και κατά συνέπεια είναι τοξικό για τα κύτταρα. 

Επίσης, το σουπεροξειδικό ιόν (Ο2
.-) παράγεται στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 

στα µιτοχόνδρια (αναπνοή), κατά την φωτοσύνθεση στους χλωροπλάστες. Η πρόσληψη 

ενός ηλεκτρονίου από το µοριακό οξυγόνο από διάφορα αναγωγικά, έχει ως αποτέλεσµα 

την παραγωγή της υπεροξειδικής ρίζας (Ο2
.-). Στα κύτταρα, το Ο2

.- βρίσκεται σε 

ισορροπία µε την πρωτονιωµένη του µορφή, την υπερυδροξυλική ρίζα (.O2H), η οποία 

σχηµατίζεται σε συνθήκες κατά τις οποίες επικρατεί χαµηλό pH (Εικ.4, αντίδραση 1), 

είναι περισσότερο υδρόφιλη από το Ο2
.- και µπορεί εποµένως να διασχίζει πιο εύκολα τις 

µεµβράνες. Σε φυσιολογικό pH, το Ο2
.- δεν είναι πολύ ενεργό κατά των µακροµορίων 

του κυττάρου, όµως η ρίζα πρωτονιωµένη ή µη, όταν βρεθεί σε υδατικό, βασικό ή 

ελαφρώς όξινο περιβάλλον, µετατρέπεται σε Η2Ο2 και Ο2, αυθόρµητα ή µέσω της 

καταλυτικής µεσολάβησης της υπεροξειδικής δισµουτάσης (superoxide dismutase; SOD 

EC 1.15.1.1) (Εικ. 4, αντίδραση 1). Ακόµη, το Ο2
.- παράγεται από την NAD(P)H-oxidase 

(EC 1.3.6.1). To ενζυµατικό αυτό σύστηµα είναι ανάλογο µε αυτό των ουδετερόφιλων 

κυττάρων των θηλαστικών (Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999). Η NAD(P)H-

oxidase αποτελείται από πρωτεΐνες συνδεδεµένες στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη 

καθώς και από πρωτεΐνες που εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα. Στο κέντρο της 

NADPH-οξειδάσης υπάρχει το ετεροδιµερές κυτόχρωµα b558 (flavocytochrome b558), 

που δεσµεύει το NAD(P)H και το οποίο αποτελείται από δύο πρωτεΐνες: τη 

διαµεµβρανική πρωτεΐνη gp91phox και την p22phox. Στο κυτόχρωµα πραγµατοποιείται 

η µεταφορά ηλεκτρονίων από το NAD(P)H στο µοριακό οξυγόνο.  

Το Η2Ο2, είναι σχετικά σταθερό µόριο και καθώς είναι ενδιάµεσα ενεργό και 

ηλεκτρικά ουδέτερο µπορεί εύκολα να περνά τις κυτταρικές µεµβράνες και να διαχέεται 

σε µακρινές αποστάσεις. Στα κύτταρα, το παραγόµενο Η2Ο2 µπορεί: (1) να σχηµατίσει 

νερό και µοριακό οξυγόνο αυθόρµητα ή µέσω ενζυµατικής κατάλυσης από την καταλάση 

(catalase; CAT EC 1.11.1.6) (Εικ. 4, αντίδραση 2). (2) Να χρησιµοποιηθεί ως 

υπόστρωµα διαφόρων περοξειδασών (peroxidase; POX EC 1.11.1.17), όπως γενικές 

περοξειδάσες, ασκορβική περοξειδάση (ascorbate peroxidase; APX EC 1.11.1.11) ή 

περοξειδάση της γλουταθειόνης (glutathione peroxidase; GPX EC 1.11.1.9) (Εικ. 4, 

αντίδραση 3). ΄Η (3) να αποσβεστεί µέσω του κύκλου των Halliwell-Asada. Σε 
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κατάλληλες συνθήκες και παρουσία κάποιου αναγωγικού, το Η2Ο2 µπορεί να παραχθεί 

από τις περοξειδάσες σε µια σειρά αντιδράσεων (Εικ. 4, αντίδραση 4; Gross et al., 1977,  

Halliwell, 1978a). Η ενζυµατικά καταλυόµενη παραγωγή του Η2Ο2 µέσω της SOD 

πραγµατοποιείται δέκα φορές ταχύτερα σε σχέση µε την αυθόρµητη αντίδραση. Η 

αντίδραση 1.1 στην Εικ. 4 αντιπροσωπεύει την κύρια οδό απόσβεσης του Ο2
.- στο 

κύτταρο (Lamb and Dixon, 1997). To Η2Ο2 µπορεί επίσης να παραχθεί κατά την β-

οξείδωση των λιπαρών οξέων στα µικροσώµατα και την φωτοαναπνοή στα 

περοξεισώµατα (Elstner, 1982; Asada, 1994), ή όπως προαναφέρθηκε από την δράση των 

DAO και PAO (Smith, 1985a; Angelini and Federico, 1989; Angelini et al., 1990; 

Moschou et al., 2008c), καθώς και από τη δράση των ενζύµων (xanthine οxidase, EC 

1.1.3.22 και 1.2.3.22, aldehyde οxidase EC 1.2.3.1, καθώς και τα πολλά ένζυµα που 

εντάσσονται στη κατηγορία των flavin dehydrogenases (Elstner, 1982; Fridovitch, 1986).  

Η παραγωγή Η2Ο2 από τις peroxidases είχε αρχικά αναφερθεί κατά τη διαδικασία της 

λιγνιτοποίησης (Gross et al., 1977; Elstner and Heupel, 1978; Halliwell, 1978a). 

Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, το Ο2
.- σχηµατίζεται σε ένα πολύπλοκο κύκλο, που 

εµπλέκει εξωκυτταρικά ένζυµα, την malate dehydrogenase (ΕC 1.1.1.37) και την 

περοξειδάση, και η παροχή αναγωγικών στοιχείων γίνεται από τον κύκλο µηλικού-

οξαλοξικού της κυτταρικής µεµβράνης. Ένας δεύτερος τρόπος παραγωγής, είναι η 

παραγωγή του αποπλασµατικού Η2Ο2, το οποίο παράγεται από ενζυµατικά συστήµατα 

εντοπισµένα στο κυτταρικό τοίχωµα (Bolwell et al., 1995). 

Σύµφωνα µε το δεύτερο τρόπο, ένας διεγέρτης φτάνοντας στην επιφάνεια του 

κυττάρου αναγνωρίζεται από τον κατάλληλο υποδοχέα, γεγονός που ενεργοποιεί κανάλια 

ιόντων Ca2+, K+, H+, που η µεταφορά τους έχει ως αποτέλεσµα την παροδική άνοδο του 

pH στον αποπλάστη ενεργοποιώντας κατά αυτό το τρόπο την εξαρτώµενη από το pH-

peroxidase. Ένα τρίτο µοντέλο προτείνει συνέργεια και των δύο µηχανισµών, όπου κατά 

την αναγνώριση ενός διεγέρτη από τον κατάλληλο υποδοχέα, επάγεται κάποιο µονοπάτι 

σηµατοδότησης και ενεργοποιείται τελικά η NAD(P)H-oxidase. Τα κανάλια των ιόντων 

ενεργοποιούνται επίσης και ο αποπλάστης αλκαλοποιείται, ενώ τα Ο2
.-πρωτονιώνονται 

µε πρωτόνια που προέρχονται από τα χυµοτόπια. Στα φυτά αυτή η διαδικασία θα 

µπορούσε να συµβάλει στην αλκαλοποίηση του αποπλάστη αυξάνοντας το pH στο 7-8 

(από την αρχική τιµή περίπου 6) και ενεργοποιώντας τελικά, µε συντονισµένη δράση των 
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καναλιών ιόντων και της NAD(P)H-oxidase, την εξαρτώµενη από το pH-peroxidase και 

την παραγωγή του Η2Ο2 µε την συµµετοχή άγνωστων αναγωγικών στοιχείων 

(Wojtaszek, 1997). Η υδροξυλική ρίζα (OH.) είναι από τις πλέον ενεργές µορφές ROS 

και µπορεί να σχηµατιστεί κατά την άµεση αντίδραση µεταξύ Ο2
.- και Η2Ο2 (Αντίδραση 

Haber-Weiss, Εικ. 4, αντίδραση 5). Σε φυσιολογικές συνθήκες, η αντίδραση αυτή 

πραγµατοποιείται, ενώ αντίθετα, σηµαντικά επίπεδα µπορούν να σχηµατιστούν µέσω 

κυκλικών αντιδράσεων κατά τις οποίες πραγµατοποιείται οξείδωση µετάλλων, όπως τα 

µεταβατικά µέταλλα Fe2+ και Cu+ (Αντίδραση Fenton, Εικ. 4, αντίδραση 6) και 

επακόλουθη αναγέννηση των οξειδωµένων ιόντων στην ανηγµένη τους µορφή µέσω της 

αντίδρασης µε το Ο2
.- (Εικ. 4, αντίδραση 7). Τα µεταβατικά µέταλλα δρουν ως καταλύτες 

των αντιδράσεων αυτών και η ευκολία προσέγγισής τους είναι πιθανώς οι 

σηµαντικότεροι παράγοντες, που ελέγχουν την θέση παραγωγής του OH. (Wojtaszek, 

1997). Η OH., µε την ικανότητά της να ξεκινά την αλυσίδα αντιδράσεων παραγωγής 

ROS, θεωρείται η κύρια υπεύθυνη µορφή ROS για τις µη αντιστρέψιµες και 

καταστροφικές τροποποιήσεις των κυτταρικών µακροµορίων και οργανιδίων. 

Η παραγωγή ROS κατά την οξειδωτική καταπόνηση θα µπορούσε να τελειώνει 

ως εξής: η µεταφορά ηλεκτρονίων και η επακόλουθη παραγωγή Ο2
.- από την NAD(P)H-

oxidase συνοδεύεται από έξοδο πρωτονίων µέσω καναλιών Η+, το άνοιγµα των οποίων 

πραγµατοποιείται πριν την ενεργοποίηση της NAD(P)H-oxidase. Τα κανάλια αυτά 

παρέχουν Η+ για την πρωτονίωση των Ο2
.- και τελικά µειώνουν το pH του αποπλάστη 

τερµατίζοντας την ενεργοποίηση της NAD(P)H-oxidase και της peroxidase. Η ύπαρξη 

µεµβρανικών Η+-ΑΤΡασών, επαγώµενων από διεγέρτες έχει περιγραφεί σε φυτά (Xing et 

al., 1997). Το σύστηµα της οξαλικής οξειδάσης (Oxalate oxidase, EC 1.2.3.4), που είναι 

µια εξωκυτταρική γλυκοπρωτεΐνη, γνωστή και ως γερµίνη (germin), και ελευθερώνει 

Η2Ο2 και CO2 από το οξαλικό οξύ, δεν είναι πλήρως χαρακτηρισµένο, όσον αφορά την 

πρωτεΐνη και το υπόστρωµα, αποτελεί όµως το πρώτο παράδειγµα ενεργοποίησης ενός 

συστήµατος παραγωγής Η2Ο2 κατά την γενική απόκριση σε παθογόνα, χωρίς πιθανώς να 

σχετίζεται µε την ανθεκτικότητα (Wojtaszek, 1997). Η λιποξυγενάση (Lipoxygenease; 

LOX EC 1.13.11.12), έχει προταθεί ως επί πλέον πηγή ROS κατά την οξειδωτική 

καταπόνηση (Baker and Orlandi, 1995). Από τα παραπάνω γίνεται κατανοητό ότι είναι 

πιθανό διάφορα συστήµατα να συνεισφέρουν στη παραγωγή ROS µε διαφορετικούς 
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µηχανισµούς (Murphy et al., 1998), ενώ τα ενζυµατικά συστήµατα των AOs και η σχέση 

τους µε τη παραγωγή ROS δεν έχουν µελετηθεί επαρκώς. 

 

	
  

Εικόνα	
   4.	
   Παραγωγή	
   και	
   απόσβεση	
   των	
   ROS.	
   A)	
   Σχέση	
   μεταξύ	
   μοριακού	
   οξυγόνου	
   και	
   ROS.	
   Β)	
   Χημικές	
  
αντιδράσεις	
  κατά	
  τις	
  οποίες	
  τα	
  ROS	
  αποσβένονται	
  ή	
  αλληλομετατρέπονται.	
  O2:	
  μοριακό	
  οξυγόνο,	
  1Ο2:	
  ενεργό	
  
οξυγόνο	
  (singlet	
  oxygen),	
  O2-­‐:	
   	
  υπεροξειδική	
  ρίζα	
  (superoxide),	
  Η2Ο2:	
   	
  υπεροξείδιο	
  του	
  υδρογόνου	
  (hydrogen	
  
peroxide),	
  OH.:	
  	
  υδροξυλική	
  ρίζα	
  (hydroxyl	
  radical),	
  H2O:	
  νερό	
  (Wojtaszek,	
  1997). 	
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1.4.1 Ενζυµατικά και µη-ενζυµατικά αντιοξειδωτικά συστήµατα  

Οι στόχοι των ROS και κυρίως της υδροξυλικής ρίζας, είναι τα λιπίδια 

(υπεροξείδωση των ακόρεστων λιπαρών οξέων των µεµβρανών), οι πρωτεΐνες 

(αποδόµηση ενζύµων και καρβονυλιώσεις), οι υδατάνθρακες (διάσπαση 

πολυσακχαριτών), τα νουκλεϊνικά οξέα (αποχωρισµός της διπλής έλικας, σπασίµατα σε 

χρωµατίδες, µεταλλαγές), µε τελικό αποτέλεσµα τον κυτταρικό θάνατο (Fridovitch, 

1986). Για την αντιµετώπιση των καταστροφικών αυτών αποτελεσµάτων, τα αερόβια 

κύτταρα έχουν αναπτύξει ένα ευρύ φάσµα στρατηγικών, οι οποίες βασίζονται σε άµεση 

απόσβεση των ROS από µικρού µοριακού βάρους µόρια, όπως το ascorbate (ASA) , η 

glutathione (GSH), η cysteine, η proline, οι hydroxyquinones, η mannitol, η tocopherol, 

τα flavonoids, κάποια alcaloids, οι PAs και το β-carotene (Larson, 1988; Noctor and 

Foyer, 1998a; Chen and Dickman, 2005; Papadakis and Roubelakis- Angelakis, 2005; 

You and Chan, 2015) ή/και µε ενζυµατικά συστήµατα (Scandalios, 1993; Foyer et al., 

1994; Baxter et al., 2014; Noctor and Foyer, 2015a, b). 

Τα αντιοξειδωτικά ένζυµα καταλύουν οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις, οι οποίες 

βασίζονται σε παροχή ηλεκτρονίων από αναγωγικούς παράγοντες χαµηλού µοριακού 

βάρους (Scandalios, 1993). Οι ενζυµατικοί µηχανισµοί απόσβεσης των ROS στα φυτά 

περιλαµβάνουν τα ένζυµα superoxide dismutase (SOD), την ascorbate peroxidase (APX), 

την glutathione peroxidase (GPX), και την catalase CAT. Η SOD (Εικ. 5a), είναι ο 

πρώτος κρίκος στην αλυσίδα των ενζυµατικών συστηµάτων των κυττάρων στη 

διαδικασία αποτοξίνωσης και µετατρέπει το O2
.- σε Η2Ο2 (Scandalios, 1993). Το Η2Ο2 

στην συνέχεια ανάγεται σε H2O από τις CAT ή την APX, όµως η CAT έχει µικρή 

συγγένεια (υψηλό Km) για το υπόστρωµα σε αντίθεση µε την APX (χαµηλό Km) (Foyer 

and Halliwell, 1976; Asada, 1992a; Alscher et al., 1997;  Noctor and Foyer, 1998a). 

Σε αντίθεση µε την CAT (Εικ. 5b), η APX απαιτεί ένα σύστηµα αναγέννησης 

ascorbate και glutathione, τον κύκλο ascorbate/glutathione (Halliwell-Asada pathway) ο 

οποίος έχει την ικανότητα να αποσβαίνει το Η2Ο2, µέσω µιας σειράς αντιδράσεων, σε 

κυτταρικά διαµερίσµατα στα οποία η CAT δεν είναι παρούσα (Εικ. 5c). Στον κύκλο 

συµµετέχουν µη ενζυµατικά αντιοξειδωτικά και τα αντιοξειδωτικά ένζυµα APX, 

monoodehydro ascorbate reductase (MDHAR, EC 1.6.5.4), dihydroascorbate reductase 

(DHAR EC 1.8.5.1), και glutathione reductase (GR, EC 1.8.1.7). Η µετατροπή του Η2Ο2 
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σε H2O από την APX πραγµατοποιείται µε την οξείδωση του ΑSA σε MDA (Εικ. 5c, 

εξίσωση 1), το οποίο µπορεί να αναγεννηθεί µε την MDA reductase (MDAR) 

χρησιµοποιώντας την NAD(Ρ)Η ως αναγωγικά ισοδύναµα (Εικ. 5c, εξίσωση 2). Η 

αναγέννηση του ASA διαµεσολαβείται από την DHAR, µε την οξείδωση της GSH σε 

GSSG (Εικ. 5c, εξίσωση 3). Η συµµετοχή του MDHA προτάθηκε από τον Asada (Asada, 

1994), σύµφωνα µε τον οποίο η άµεση µεταφορά ηλεκτρονίων στο MDHΑ, µαζί µε την 

NAD(P)H-εξαρτώµενη αναγωγή, που καταλύεται από την MDHAR, είναι η κύρια οδός 

αναγέννησης του ΑSΑ στους χλωροπλάστες, ενώ η αναγέννηση µέσω της GSH είναι 

λιγότερο σηµαντική. Ο κύκλος Halliwell-Asada έχει σηµαντικότατη συµµετοχή στο 

µέγεθος και το οξειδοαναγωγικό δυναµικό του κυττάρου (Foyer and Halliwell, 1976; 

Foyer et al., 1991, 1994, 1997). 

Τέλος, η GR µπορεί να αναγεννήσει την GSH από την GSSG χρησιµοποιώντας 

την NAD(Ρ)Η ως αναγωγικό µέσο. Όπως η APX, η GPX αποσβαίνει επίσης το Η2Ο2 σε 

H2O, αλλά χρησιµοποιεί απευθείας την GSH ως αναγωγικό µέσο (Εικ. 5d, εξίσωση 1). Ο 

κύκλος της GPX ολοκληρώνεται µε αναγέννηση της GSH από την GSSG µέσω της GR 

(Εικ. 5d, εξίσωση 2). Σε αντίθεση µε τους περισσότερους οργανισµούς, τα φυτά έχουν 

πολλαπλά γονίδια, που κωδικοποιούν για την SOD και την APX. Οι διαφορετικές 

ισοµορφές έχουν εξειδικευµένο στόχο (χλωροπλάστες, µιτοχόνδρια, περοξεισώµατα, 

κυτταρόπλασµα, αποπλάστη) (Asada and Takahashi, 1987). Η GPX έχει 

κυτταροπλασµατολικό εντοπισµό, ενώ CAT βρίσκεται κυρίως στα περοξεισώµατα. 

Οι εξειδικευµένοι ρόλοι των διαφόρων αντιοξειδωτικών ενζύµων έχουν µελετηθεί 

µέσω διαγονιδιακών προσεγγίσεων. Η υπερέκφραση της χλωροπλαστικής SOD στον 

καπνό, δεν µετέβαλε την ανοχή προς το οξειδωτικό στρες, το οποίο υποδηλώνει ότι άλλοι 

αντιοξειδωτικοί µηχανισµοί θα µπορούσαν είναι περιοριστικοί (Allen, 1995). Ωστόσο, η 

έκφραση µιας χλωροπλαστικής SOD από το µπιζέλι στον καπνό προκάλεσε αυξηµένη 

αντοχή σε βλάβες της µεµβράνης (Allen, 1995). Η CAT είναι απαραίτητη για την αντοχή 

προς την οξειδωτική καταπόνηση, καθώς διαγονιδιακά φυτά καπνού µε καταστολή της 

CAT έχουν αυξηµένα επίπεδα ROS στις αβιοτικές και τις βιοτικές καταπονήσεις 

(Willekend et al., 1997). 
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Εικόνα	
  5.	
  Κυριότερες	
  αντιδράσεις	
  των	
  ενζυματικών	
  αντιοξειδωτικών	
  αμυντικών	
  συστημάτων	
  απόσβεσης	
  των	
  
ROS	
   (Apel and Hirt, 2004):	
   a)	
   superoxide dismutase	
   (SOD),	
   b)	
   catalase CAT,	
   c)	
   κύκλος	
   ascorbate-­‐glutathione	
  
(Halliwell-Asada cycle), d) κύκλος GPX (glutathione peroxidase GPXcycle) 

 

1.5 Αβιοτικές καταπονήσεις 

Η µεγάλη ποικιλότητα των περιβαλλοντικών συνθηκών εκθέτει τα φυτά σε µια 

πληθώρα, ως προς τον αριθµό και το είδος, περιβαλλοντικών καταπονήσεων, οι οποίες 

διακρίνονται σε βιοτικές, που προκαλούνται από άλλους οργανισµούς και αβιοτικές οι 

οποίες προκαλούνται από ένα πλεόνασµα ή µια έλλειψη στο φυσικό ή χηµικό 

περιβάλλον. Οι σηµαντικότερες αβιοτικές καταπονήσεις περιλαµβάνουν την αλατότητα, 

την ξηρασία, τις ακραίες θερµοκρασίες, την ανοξία ή υποξία και την παρουσία βαρέων 

µετάλλων. Σχεδόν όλες οι παραπάνω καταπονήσεις οδηγούν σε οξειδωτική καταπόνηση, 

κατάσταση κατά την οποία ο ρυθµός σχηµατισµού ROS υπερβαίνει τον ρυθµό 

εξουδετέρωσής τους από τους αντιοξειδωτικούς µηχανισµούς των κυττάρων. 

 

1.5.1 Επαγωγή της παραγωγής H2O2 από τις αβιοτικές καταπονήσεις  

Ένα κοµβικό σηµείο στην αντίδραση των κυττάρων στις καταπονήσεις είναι η 

παραγωγή ROS. Το ένζυµο της NADPH-oxidase που κωδικοποιείται από τα RBOH 

γονίδια είναι κοµβικό στην παραγωγή των σουπεροξειδικών ιόντων (Gemes et al., 2016). 



	
  

	
   19	
  

Όπως αναφέρθηκε, κατά τις αντιδράσεις οξείδωσης/αλληλοµετατροπής των PAs 

παράγεται H2O2. Η αποπλαστική PAO, η οποία οξειδώνει την Spd και την Spm αποδίδει 

D1-pyrroline και 1,5-diazabicyclononane, αντίστοιχα µαζί µε 1,3-diaminopropane (1,3 

Dap) και H2O2. Είναι ενδιαφέρον ότι τα γονίδια PAO της Arabidopsis επάγονται από 

διεγέρτες, όπως η µαστιγίνη, προωθώντας έτσι πιθανώς την ενεργοποίηση των MAP 

κινασών, που εµπλέκονται στην αντίληψη του σήµατος από διάφορα παθογόνα, αλλά και 

από αβιοτικές καταπονήσεις (Moschou et al. 2008a). 

H παραγωγή του H2O2 µέσω της οξείδωσης των PAs έχει συσχετιστεί µε την 

οξειδωτική έκρηξη, τον κυτταρικό θάνατο, τη λιγνιτοποιήση και την πορεία 

σουβερίνωσης, η οποία παρουσιάζεται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης και σε αµυντικές 

αποκρίσεις (Allan and Fluhr, 1997; Mοller and McPherson, 1998; Rea et al., 1998, 2002; 

Cona et al., 2003; Walters, 2003). Οι PAO έχουν συσχετιστεί και µε την παραγωγή 

ασυνήθων PAs, όπως η nor-Spd, η nor-Spm, η Καλδοπενταµίνη, η Καλδοεξαµίνη, η 

Οµοκαλδοπενταµίνη και η Οµοκαλδοϊκαµίνη. 

Οι Moschou et al. (2008a) έδειξαν ότι, κατά την καταπόνηση από αλατότητα, η 

Spd εκκρίνεται στον αποπλάστη, όπου οξειδώνεται από την PAO παράγοντας H2O2. 

Υψηλά επίπεδα ΡΑΟ είχαν ως αποτέλεσµα τη µεγάλη συσσώρευση H2O2 η οποία 

προκάλεσε προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο (programed cell death, PCD) , ενώ σε 

µέτρια επίπεδα ΡΑΟ, το παραγόµενο H2O2 οδήγησε στη σηµατοδότηση και την έκφραση 

γονιδίων άµυνας και του αντιοξειδωτικού µηχανισµού. Η υπερέκφραση του γονιδίου 

ZmPAO σε φυτά καπνού προκάλεσε µείωση των PAs, παραγωγή H2O2, και επαγωγή τα 

αντιοξειδωτικών γονιδίων, που είναι απαραίτητα για την επιβίωση και την προσαρµογή 

των κυττάρων (Rea et al., 2004; Moschou et al., 2008a). Ωστόσο, παρά τον ενισχυµένο 

αντιοξειδωτικό µηχανισµό, περαιτέρω αύξηση των ενδοκυτταρικών ROS, µε την άµεση 

παροχή H2O2, ή προοξειδωτικών όπως η µεναδιόνη στα διαγονιδιακά φυτά, είχε ως 

αποτέλεσµα οξειδωτική έκρηξη, την οποία τα φυτά δεν µπόρεσαν να διαχειριστούν, µε 

αποτέλεσµα την πρόκληση PCD (Moschou et al., 2008a). Τα µονοπάτια και οι 

µηχανισµοί του PCD σε ζώα και φυτά µοιράζονται παρόµοιες ρυθµιστικές λειτουργίες. 

Επαγωγείς του PCD είναι, µεταξύ άλλων, οξειδωτικά ή επαγωγείς παραγωγής ROS 

(Clement et al., 1998; Moschou and Roubelakis-Angelakis, 2013). 

΄Οπως προαναφέρθηκε, στα φυτά, εκτός από την φωτοαναπνοή και τη µεταφορά 
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ηλεκτρονίων στους χλωροπλάστες και τα µιτοχόνδρια, ROS παράγονται από διάφορα 

ένζυµα που βρίσκονται σε διάφορα υποκυτταρικά οργανίδια ή στον αποπλάστη. Αυτά, 

εκτός από  την NADPH oxidase (Keller et al.,1998),  περιλαµβάνουν τις peroxidases 

(Bolwell and Wojtaszek, 1997), την oxalate oxidase (Ηu et al., 2003), την xanthine 

dehydrogenase (Zarepour et al., 2010), τις DAO και τις PAO (Allan and Fluhr, 1997; 

Yoda et al., 2003; Moschou et al., 2008a,b). 

Στα ζώα έχουν αναγνωριστεί πολλαπλά µονοπάτια, τα οποία επάγονται από τα 

ROS και οδηγούν σε PCD, ενώ στα φυτά παρόµοιες πληροφορίες και µελέτες είναι 

µάλλον αποσπασµατικές. Εκτός από τα ROS, οι PAs είναι από τους κοινούς 

παρονοµαστές, έχοντας καποιο ρόλο στα πρώιµα και ίσως στα όψιµα στάδια του PCD σε 

ζώα και φυτά. Η ενεργοποίηση, καθώς και η αποφυγή της απόπτωσης µέσω εξάντλησης 

των ΡΑs,  έχει αναφερθεί για αρκετές κυτταρικές σειρές, παρά το ότι το κύτταρο µπορεί 

επίσης να οδηγηθεί σε απόπτωση µε αύξηση των επιπέδων ΡΑs (Seiler and Raul, 2005). 

 

1.5.2 Αβιοτική καταπόνηση αλατότητας 

Η αλατότητα θεωρείται µια από τις σηµαντικότερες αβιοτικές καταπονήσεις για 

την γεωργία παγκοσµίως. Το 1/3 της συνολικής καλλιεργούµενης και αρδευόµενης γης 

θεωρείται προβληµατικό εξαιτίας της κακής ποιότητας του νερού, κυρίως σε άνυδρες και 

ηµιάνυδρες περιοχές. Η αλατότητα µειώνει πρόσληψη νερού από τα φυτά µε  

αποτέλεσµα τη σοβαρή µείωση της φυτικής παραγωγής (Munns, 2002). Υψηλή 

ενδοκυτταρική περιεκτικότητα αλάτων προκαλεί ωσµωτική και ιοντική και καταπόνηση. 

Κατά την ωσµωτική, προκαλείται πτώση του ωσµωτικού δυναµικού του εδάφους, που 

όταν φτάσει σε τιµές περισσότερο αρνητικές από εκείνες του φυτού, προκαλείται 

δυσχέρεια απορρόφησης νερού από το έδαφος και αύξηση της συγκέντρωσης ανόργανων 

ιόντων στο κύτταρο, σε τοξικά επίπεδα . Η ιοντική καταπόνηση συνδέεται µε τη 

συσσώρευση των ιόντων, τα οποία γίνονται τοξικά σε υψηλές συγκεντρώσεις NaCl 

(κυρίως Na+ και Cl-). Υψηλή συγκέντρωση αλατιού διαταράσσει την ακεραιότητα των 

κυτταρικών µεµβρανών, την ενεργότητα ενζύµων, καθώς και τη λειτουργία του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Το άριστο για την ενζυµατική δράση ιοντικό περιβάλλον 

στο κυτταρόπλασµα των φυτών είναι περίπου 100-200 mM K+ και 1-10 mM Na+. 
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Υψηλότερη αναλογία Na+ προς K+ ή/και υψηλότερες συγκεντρώσεις ιόντων, 

αδρανοποιούν ένζυµα και παρεµποδίζουν την πρωτεϊνική σύνθεση. Σε ακόµα 

υψηλότερες συγκεντρώσεις, το Na+ προκαλεί µεταφορά Ca2+ από την ενδοπλασµατική 

µεµβράνη , που ανιχνεύεται από τη διαρροή K+ στο περιβάλον µέσο. 

Τα φυτά έχουν εξελίξει διάφορους αµυντικούς µηχανισµούς, ώστε να 

αντιµετωπίσουν την πιθανή βλάβη από την αλατότητα. Αυτοί περιλαµβάνουν τη 

συσσώρευση χαµηλού µοριακού βάρους ωσµωλυτών, όπως proline, glycinebetaine και 

σάκχαρα, επαγωγή αντιοξειδωτικών ενζύµων, καθώς και Na+/H+αντιµεταφορέων 

(Kishore et al., 1995; Zhu et al., 1998; Parida and Das, 2005; Singh et al., 2015; Rizwan 

et al., 2016; Hossain and Dietz, 2016). 

Οι ΡΑs συµβάλλουν στη αντοχή των φυτών στην καταπόνηση αλατότητας 

(Krishnamurthy and Bhagwat, 1989; Alcázar et al., 2006, 2010b; Groppa and Benavides, 

2008). Σε πολλά φυτικά είδη τα επίπεδα των ΡΑs άλλαξαν από την αλατότητα. Στις 

περισσότερες περιπτώσεις παρατηρήθηκε µείωση της Put ενώ η Spd ή/και η Spm 

αυξήθηκαν (Zapata et al., 2004). Αύξηση των ενδογενών ΡΑs από αλατότητα έχει επίσης 

αναφερθεί σε διάφορα φυτά (Flores, 1991; Das et al., 1995; Chattopadhayay et al., 2002). 

Η αύξηση των ενδογενών ΡΑs  υπό συνθήκες καταπόνησης NaCl έχει συσχετιστεί µε 

προστατευτικά αποτελέσµατα (Juan et al., 2007; Jimenez-Bremont et al., 2004). H 

αυξηµένη ενεργότητατης ADC2 και ΑΟς φαίνεται να είναι σηµαντική. Στην Arabidopsis, 

η έκφραση ττων ADC2 και SPMS αυξήθηκε σε συνθήκες υψηλής αλατότητας (Soyka και 

Heyer, 1999) και η ADC2 απαιτείται για τη συσσώρευση της Put στην αντοχή 

αλατότητας (Urano et al., 2004). Η µεταχείριση µε Put, βελτίωσε την επίδραση της 

αλατότητας σε καλλιέργεια ρυζιού, ενώ προστατευτικό ρόλο παρουσίασε και η εξωγενής 

εφαρµογή Spd (Roy et al., 2005). Μεταλλάγµατα που δεν µπορούν να συνθέσουν Spm 

παρουσίασαν υπερευαισθησία στο NaCl και το αποτέλεσµα θα µπορούσε να αντιστραφεί 

µε την εφαρµογή Spm (Yamaguchi et al., 2006). Διαγονιδιακές προσεγγίσεις µέσω 

αύξησης των επιπέδων των ενδογενών PAs στο ρύζι ενίσχυσαν την αντοχή στην 

αλατότητα (Roy and Wu, 2001, 2002). Πρόσφατα, οι Mellidou et al. (2016) έδειξαν ότι 

ΓΤ φυτά Nicotiana tabacum µε σιωπηµένο το γονίδιο SAMDC εµφάνισαν συσχέτιση 

µεταξύ αύξησης και αντοχής στην αλατότητα που εξαρτάται από τις PAs. 
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Αλλαγές όχι µόνο στην βιοσύνθεση αλλά και στον καταβολισµό των ΡΑs, θα 

µπορούσαν να αποδειχθούν σηµαντικές στην αντοχή στην αλατότητα (Cona et al., 2006). 

Όπως προαναφέρθηκε, ο καταβολισµός των ΡΑs µέσω της των DAO/CuAO και PAO 

παράγει Η2Ο2, το οποίο αυξάνει την έκφραση των γονιδίων που εµπλέκονται στην 

αντοχή στην αλατότητα, όπως έχει δειχθεί για φυτά καπνού στα οποία υπερ-εκφράστηκε 

η ZmPAO, όπου µεγαλύτερες ποσότητες Η2Ο2 παρήχθησαν µε αυξηµένα επίπεδα Spd 

(Moschou et al., 2008b). Μια θετική συσχέτιση της PAO ενεργότητας µε την αντοχή 

στην αλατότητα έχει δειχθεί και στον αραβόσιτο. Σε συνθήκες υψηλής αλατότητας ROS 

που παράχθηκαν µέσω της PAO στον αποπλάστη, διατήρησαν την ανάπτυξη των φύλλων 

(Rodríguez et al., 2009).  

Η αποδόµηση των ΡΑs µέσω των CuAO, παράγει γ-αµινοβουτυρικό οξύ 

(GABA), το οποίο παίζει κρίσιµο ρόλο στην καταπόνηση αλατότητας (Xing et al., 2007). 

Εκτός από το GABA, το µονοξείδιο του αζώτου (ΝΟ), ένα άλλο µόριο σηµατοδότησης 

στα φυτά (Palavan et al., 2009), δείχθηκε να συνδέεται µε το µεταβολισµό των ΡΑs 

στηνArabidopsis όπου οι ΡΑs προκάλεσαν την παραγωγή του ΝΟ (Tun et al., 2006). Η 

συµµετοχή της AtCuAO1 στην ΑΒΑ-επαγόµενη παραγωγή ΝΟ προτείνει ότι η CuAO 

είναι ένα ενδιάµεσο σηµατοδοτικό µόριο των ΑΒΑ-διαµεσολαβούµενων αποκρίσεων 

των περιβαλλοντικών καταπονήσεων (Wimalasekara et al., 2013). Οι Gupta et al. (2013) 

συνδύασαν τα διαθέσιµα δεδοµένα για τις PAs, DAO, PAO, και NO στην καταπόνηση 

αλατότητας και πιθανολογούν ότι η παραγωγή NO µέσω των PAs, πιθανώς µέσω των 

DAO και PAO, θα µπορούσε να είναι ένας ενδιάµεσος υποψήφιος που εµπλέκεται στην 

απόκτηση αντοχής στην καταπόνησης  αλατότητας. 

Στα φυτά, το µονοπάτι σηµατοδότησης SOS (salt overly sensitive), το οποίο 

περιλαµβάνει τα SOS3, SOS2, και SOS1 έχει προταθεί ότι µεσολαβεί στην κυτταρική 

σηµατοδότηση υπό καταπόνηση αλατιού (Mahajan et al.,2008; Ji et al.,2013). Οι Alet et 

al. (2012) µελετώντας τον µακροχρόνιο εγκλιµατισµό υπερευαίσθητων στο αλάτι sos 

µεταλλαγµάτων στην Arabidopsis καθώς και µεταλλαγµάτων βιοσύνθεσης των ΡΑs σε 

συνθήκες αλατότητας, βρήκαν ότι η συσσώρευση των ελεύθερων Spd and Spm, ήταν 

ανεξάρτητη του SOS µονοπατιού και γι΄ αυτό θα µπορούσε να είναι µια διαφορετική 

απόκριση στην υψηλή καταπόνηση αλατότητας. Ωστόσο, παραµένει ασαφές ποιο 

συστατικό της καταπόνησης αλατιού είναι υπεύθυνο για τη συσσώρευση των PAs 
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(Flores, 1991; Bouchereau et al., 1999).  

 

1.5.3 Αβιοτική καταπόνηση βαρέων µετάλλων 

Το κύτταρο χρειάζεται βαρέα µέταλλα (Zn, Co, Cu, Mn, Fe) ως δοµικά 

συστατικά πρωτεϊνών και ενζύµων και ως συνένζυµα. Σε περίσσεια, τα ιχνοστοιχεία 

αυτά και άλλα βαρέα µέταλλα (Cd, Ni, Se, Al, Pd) είναι εξαιρετικά τοξικά για τις 

φωτοσυνθετικές διεργασίες, τη δράση αντιοξειδωτικών ενζύµων κ.τ.λ. Τα τελευταία 

χρόνια, η µόλυνση των εδαφών µε βαρέα µέταλλα έχει αυξηθεί σηµαντικά λόγω των 

ανθρώπινων δραστηριοτήτων (Groppa and Benavides,2007). Η τοξικότητα των 

µετάλλων στα φυτά µπορεί να είναι το αποτέλεσµα δέσµευσης των µετάλλων σε 

σουλφυδρικές οµάδες των πρωτεϊνών, αναστέλλοντας τις ενζυµατικές ενεργότητες ή 

προκαλώντας τροποποίηση στη δοµή της πρωτεΐνης (Van Assche and Clijsters, 1990), 

καθώς επίσης και επάγοντας το σχηµατισµό ROS, που οδηγούν σε οξείδωση 

µακροµορίων και σε οξειδωτική καταπόνηση (Gallego et al.,1996; Sandalio et al., 2001; 

Fornazier et al., 2002). Έχει επίσης δειχθεί ότι η περίσσεια µετάλλου, προκαλεί αλλαγές 

στο µεταβολισµό των ΡΑs (Weinstein et al., 1986; Geuns et al.,1997; Lin and Kao, 1999; 

Groppa et al., 2001, 2003). 

Το κάδµιο (Cd) είναι ένα µη-απαραίτητο (non-essential) στοιχείο, που σε 

φυσιολογικές συνθήκες, υπάρχει στα εδάφη σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις (Wagner, 

1993). Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις, καθίσταται έντονα φυτοτοξικό µέσω της 

παρεµβολής του στην απορρόφηση, µεταφορά και χρήση από τα φυτά των διαφόρων 

µακρο- και µικρο-θρεπτικών στοιχείων (Hart et al., 1998). Αυτό µπορεί να προκαλέσει 

την αναστολή της ανάπτυξης των φυτών, ακόµα και θάνατο (Toppi and Gabbrielli, 1999; 

Benavides et al., 2005). Μπορεί επίσης να προκαλέσει οξειδωτική καταπόνηση, αλλαγές 

στα επίπεδα των PAs (Stroinski, 1997), στην ενεργότητα της peroxidase και στη 

διαπερατότητα των µεµβρανών (Stroinski and Floryszak-Wieczorek, 1993). 

Ο χαλκός (Cu) είναι ένα απαραίτητο (essential) στοιχείο για τα φυτά, αλλά 

έντονα φυτοτοξικό σε υψηλές συγκεντρώσεις. Είναι ένα µέταλλο µετάπτωσης, το οποίο 

σε φυσιολογικές συνθήκες βρίσκεται σε δύο καταστάσεις οξείδωσης (Cu+/ Cu2+) και 

εποµένως αποτελεί συµπαράγοντα για µία πληθώρα ενζύµων, που εµπλέκονται σε 
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αντιδράσεις µεταφοράς ηλεκτρονίων (Bona et al., 2007; Ahsan et al., 2007). Το βαρύ 

αυτό µέταλλο εµπλέκεται σε εκτεταµένες φυσιολογικές δραστηριότητες, 

συµπεριλαµβανοµένου της φωτοσύνθεσης, της µιτοχονδριακής αναπνοής, της 

αντιοξειδωτικής δραστηριότητας και της σηµατοδότησης του αιθυλενίου (Puig et al., 

2007). Ενδοκυτταρικά, πρέπει να χρησιµοποιηθεί έτσι ώστε να αποφευχθεί η τοξικότητα 

από τα ελεύθερα ιόντα Cu µε τα ROS, όπως είναι το H2O2, το O2
.- και OH-, που µπορούν 

να καταστρέψουν πρωτεΐνες, λιπίδια και το DNA (Brewer, 2010). Τα φυτά έχουν 

αναπτύξει έναν οµοιοστατικό µηχανισµό για να ελέγχουν την οµοιοστασία του Cu (Puig 

and Thiele, 2002). Ένα θεµελιώδες βήµα είναι να ελέγχουν την πρόσληψη και την έξοδο 

µέσω της κυτταροπλασµατικής µεµβράνης. Μπορεί επίσης να τροποποιήσει τις 

κυτταρικές µεµβράνες µε αποδόµηση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, που 

αποδεικνύεται από τη συσσώρευση περοξειδωτικών προϊόντων των λιπιδίων (Weckx and 

Clijsters, 1996). Στην Arabidopsis, οι υψηλής συγγένειας µεταφορείς του Cu  είναι µέλη 

της οικογένειας των πρωτεϊνών-µεταφορέων του χαλκού (COPT) (Sancenón et al., 2004). 

Το Αλουµίνιο (Αl) είναι ένας από τους τοξικούς ρύπους, που ουσιαστικά µειώνει 

την αύξηση και την ανάπτυξη των φυτών, κυρίως σε όξινα εδάφη (Achary et al., 2008). 

Κατά µέσο όρο, η περίσσεια Al υπάρχει στο 40% της καλλιεργήσιµης γης παγκοσµίως 

(Hede et al., 2001). Ισχυρές τρισθενείς κατιονικές µορφές Al+3, δρουν ως φυτοτοξικά 

στοιχεία στο έδαφος, αφού διαλύονται στο εδαφικό διάλυµα, ιδιαίτερα σε όξινες 

συνθήκες (pH ≤4.5). Έτσι, η οξύτητα του εδάφους και η τοξικότητα του Al γίνονται 

συµπληρωµατικές και παρεµποδίζουν την ανάπτυξη των φυτών (Zheng and Yang, 2005). 

Το Al µπορεί να προκαλέσει οξειδωτική καταπόνηση, λόγω της εµπλοκής του σε 

διάφορες διαδικασίες, όπως ενεργότητες ενζύµων που σχετίζονται µε ROS (Cakmak and 

Horst, 1991) και της περοξειδικής βλάβης των λιπιδίων της µεµβράνης (Cakmak and 

Horst, 1991). Πολλές µελέτες έχουν επίσης δείξει ότι το Al αναστέλλει την αφοµοίωση 

του CO2 και τη φωτοσύνθεση σε πολλά είδη φυτών (Sen et al., 2014).  

Σε κύτταρα καπνού (BY-2), τα οποία εκτέθηκαν σε 50 µM CdCl2, παρατήθηκε 

σηµαντική συσσώρευση ολικών PAs (ελεύθερων και συζευγµένων (Kuthanova et al., 

2004). Η αύξηση αυτή προκλήθηκε κατά κύριο λόγο µε αύξηση της συγκέντρωσης της 

Put και συσχετίστηκε µε επαγωγή της DAO. Ωστόσο, η ενζυµατική ενεργότητα 

µειώθηκε την τρίτη ηµέρα, αν και το περιεχόµενο της ελεύθερης Put δεν άλλαξε 
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σηµαντικά (Kuthanova et al., 2004). Αντίθετα, η συσσώρευση πPAs σε σπορόφυτα 

Vigna radiate, στα οποία χορηγήθηκε 0,1-1,5 mM CdCl2, δεν συσχετίστηκε µε την 

ενεργότητα της DAO (Choudhary and Singh, 2000). Ο µεταβολισµός των PAs  

επηρεάστηκε διαφορετικά στον ηλίανθο ή σε φυλλικούς δίσκους σιταριού, τα οποία 

µεταχειρίστηκαν είτε µε Cd2+, ή µε Cu2+ (Groppa et al., 2003) και τόσο η ADC, όσο η 

ODC συσχετίστηκαν µε τα αυξηµένα επίπεδα της Put στους φυλλικούς δίσκους, στους 

οποίους χορηγήθηκε 0,5 mM Cd2+. Ωστόσο, σε µεταχείριση µε χαλκό, η ODC φάνηκε να 

είναι το κύριο ένζυµο που ευθύνεται για τη βιοσύνθεση της Put, σε αντίθεση µε τα 

αποτελέσµατα που προκύπτουν από τους Lin and Kao (1999), οι οποίοι πρότειναν ότι σε 

φύλλα ρυζιού που έλαβανCu, η συσσώρευση της Put συνδεόταν µε αυξηµένη ενεργότητα 

της ADC. Η DAO σε φυλλικούς δίσκους σιταριού µειώθηκε και µε τα δύο µέταλλα και 

το γεγονός αυτό θα µπορούσε να συµβάλει στην υψηλότερη περιεκτικότητα της Put, η 

οποία παρατηρήθηκε υπό χορήγηση Cd2+(Groppa et al., 2003). 

Σε φυλλικούς δίσκους ηλίανθου, το µειωµένο περιεχόµενο σε Put παρουσία 

Cd2+σχετιζόταν µε µειωµένες ενεργότητες ADC και ODC. Επίσης, η ενεργότητα της 

DAO µειώθηκε σηµαντικά. Ο Cu επίσης µείωσε την ενεργότητα της ADC, αλλά δεν 

τροποποίησε αυτές των ODC και DAO, έτσι η µείωση της ADC θα µπορούσε είναι 

υπεύθυνη για τα µειωµένα επίπεδα Put, που παρατηρήθηκαν (Groppa et al., 2003). Σε 

σχέση µε την αντιοξειδωτική συµπεριφορά των ΡΑs σε καταπόνηση µε Cd2+ και Cu 

φυλλικών δίσκων ηλίανθου, η εξωγενής χορήγηση Spd και Spm επανέφερε πλήρως τα 

TBARS που αυξήθηκαν από τα µέταλλα. Οι µειωµένες ενεργότητες της GR και τηςSOD, 

που παρατηρήθηκαν µετά από µεταχείρηση µε Cd2+ ή Cu2+ αποκαταστάθηκαν µε 

χορήγηση 1 mM Spd ή Spm, που χορηγήθηκαν πριν από τα µέταλλα (Groppa et al., 

2001). 

Η επίδραση χορήγησης Spd (0,25-0,50 mM) στον αντιοξειδωτικό µηχανισµό υπό 

καταπόνηση µε Cd2+, µελετήθηκε στο φυτό Typhalatifolia L. (Tang et al., 2005). Η 

παραγωγή O2
.-, Η2Ο2, καθώς και η περιεκτικότητα MDA στα φύλλα και το στέλεχος της 

Typhalatifolia L. µειώθηκε µετά από τον ψεκασµό µε Spd. Οι συγγραφείς πρότειναν ότι 

η εξωγενώς παρεχόµενη Spd αύξησε την ανθεκτικότητα της T. latifolia στην καταπόνηση 

µε Cd2+, κυρίως µε την αύξηση της GR δραστικότητας και το επίπεδο GSH. Σε κάλλους 

αραβοσίτου, µε µεταχείριση που διήρκεσε 22 months µε 0,5 mM, οι Zacchini et al. 
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(2003) βρέθηκε αύξηση στο περιεχόµενο των ελεύθερων PAs, καθώς και στην 

αντιοξειδωτική ικανότητα των κάλλων, µε την Put να είναι η ΡΑ η που παρουσίασε την 

υψηλότερη αύξηση. 
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2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Φυτικό υλικό και συνθήκες ανάπτυξης 

Στην εργασία αυτή, χρησιµοποιήθηκαν φυτά Arabidopsis thaliana οικοτύπου 

Columbia (Col-0), ως µάρτυρες και γενετικά τροποποιηµένα φυτά του ίδιου είδους που 

υπέρ-εκφράζουν τα γονίδια που κωδικοποιούν τις AtPAO1, 3, 5 σε sense κατεύθυνση 

καθώς και τα αντίστοιχα µεταλλάγµατα. Πιο αναλυτικά, χρησιµοποιήθηκαν οι 

γονότυποι: Columbia-0 (Col-0, Wild Type, WT), S-AtPAO1, S-AtPAO3, S-AtPAO5, 

Atpao1, Atpao3, Atpao5. Οι υπερ-εκφράζουσες σειρές S-AtPAO1, S-AtPAO3, S-AtPAO5 

είχαν δηµιουργηθεί και περιγραφεί από τους Moschou et al. (2008a, b), ενώ τα 

µεταλλάγµατα ήταν τα T-DNA loss-of-function mutants Atpao1, Atpao3, Atpao5 

(SALK_013026C, SALK _121288C και SALK_053093,	
  αντίστοιχα) του SALK Institute, 

USA.  

Για την καλύτερη εκβλάστηση, τα σπέρµατα τοποθετήθηκαν στους 4°C για πέντε 

ηµέρες. Μετά, η ανάπτυξη των σποροφύτων πραγµατοποιήθηκε σε µίγµα χώµατος 

κοµπόστας µε βερµικουλίτη σε αναλογία 1:1. Τα φυτά ποτίζονταν µε θρεπτικό υλικό 

Murashige-Skoog (MS 0,25 M), κάθε 3-4 ηµέρες και αναπτύχθηκαν σε θάλαµο 

σταθερών συνθηκών µε φωτοπερίοδο βραχείας ηµέρας (16/8h σκοτάδι/φως, αντίστοιχα), 

θερµοκρασία 22°C ± 1°C και υγρασία 75% καθ’ όλη την διάρκεια του πειράµατος. 

 

2.2 Εκχύλιση ολικών πρωτεϊνών και ποσοτικοποίηση 

Η εκχύλιση ολικών πρωτεϊνών έχει ήδη περιγραφεί από τους Primikirios and 

Roubelakis-Angelakis (2001). Συνοπτικά, έγινε λειοτρίβηση του ιστού σε υγρό άζωτο µε 

την χρήση γουδιού. Στον λειοτριβηµένο ιστό  προστέθηκαν: 200 mM Tris-HCl, pH 8,0, 

0,5 mM PMSF, 5 mM DDT, 10 µΜ Leupeptin, 10% (v/v) γλυκερόλης και 0,25% Triton 

X-100 σε αναλογία 1:4 (w/v). Ακολούθησε ανάδευση σε vortex για περίπου 1 min και 

κατόπιν τα δείγµατα αφέθηκαν στον πάγο για 40 min µε περιοδική ανάδευση και  

φυγοκέντρηση στις 14,000 g για 30 min στους 4°C. Από το υπερκείµενο λήφθηκαν 100 

µL στα οποία προστέθηκαν 30 µL διαλύµατος φόρτωσης [62,5 mM Tris-HCl pH 6,8, 
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10% (v/v) γλυκερόλη, 2% (w/v) SDS και 5% (v/v) β-µερκαπτοαιθανόλης] (Mattoo et al. 

1981) και ακολούθησε βρασµός για 5 min. Τα δείγµατα µε loading buffer 

χρησιµοποιήθηκαν για ανοσοεντοπισµό πρωτεϊνών, ενώ το υπόλοιπο υπερκείµενο για 

τον προσδιορισµό της ενζυµατικής ενεργότητας της PAO, καθώς και για τη 

ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών. 

Για την ποσοτικοποίηση των πρωτεϊνών, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος των Lowry 

et al. (1951). Συγκεκριµένα, 20 µL πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος κατακρηµνίσθηκαν µε την 

προσθήκη ίσου όγκου 20% (v/v) TCA. Τα δείγµατα επωάστηκαν στους 4°C για 

τουλάχιστον 30 min. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 14,000 g για 10 min, απόρριψη 

του υπερκειµένου και επαναδιάλυση του ιζήµατος µε προσθήκη 100 µL διαλύµατος Α 

(10 gr Na2CO3, 0,1 gr K-NaTartrate, 2 gr NaOH ανά 100 mL Α). Στη συνέχεια, 

προστέθηκε 1 ml διαλύµατος Γ το οποίο περιείχε ανά 10 ml διαλύµατος A 0,2 ml 

διαλύµατος B (0,5 gr CuSO4
.5H2O ανά 100 mL). Κατόπιν, προστέθηκαν 100 µL 

διαλύµατος Δ το οποίο περιείχε το αντιδραστήριο φαινόλης Folin Ciocalteu (Merck, 

Darmstadt, Germany) αραιωµένο 1:1 (v/v) µε ddH2O. Τα δείγµατα επωάστηκαν σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 30 min και στη συνέχεια φωτοµετρήθηκαν στα 625 nm, 

λαµβάνοντας υπ’ όψιν ότι οπτική πυκνότητα 1 αντιστοιχεί σε 80 mg πρωτεΐνης, βάση 

πρότυπης καµπύλης κατασκευασµένης µε ορό αλβουµίνης βοδιού (bovine serum 

albumin; BSA). Ως αρνητικό πείραµα ελέγχου (blanc) χρησιµοποιήθηκε δείγµα χωρίς 

πρωτεΐνες. 

 

2.3 Χρώση Coomasie Brillant Blue 

Για να διαπιστωθεί η ισοφόρτωση των πρωτεινών σε κάθε δείγµα, η 

συγκέντρωση των πρωτεϊνών επιβεβαιώθηκε επί πλέον µε χρώση πηκτώµατος SDS-

PAGE (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) µε Coomasie brillant blue G25. Για τον 

σκοπό αυτό, σε πήκτωµα 10% ακρυλαµίδης φορτώθηκε η προσδιορισµένη (σύµφωνα µε 

την µέθοδο Lowry) συγκέντρωση πρωτεϊνών, έτσι ώστε για όλα τα δείγµατα να 

φορτωθεί ίση ποσότητα πρωτεΐνης. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πεδίο 20 mA για 

την πηκτή συγκέντρωσης (stacking gel) και 40 mA για την πηκτή διαχωρισµού 

(resolving gel). Μετά η πηκτή, εµβαπτίστηκε σε διάλυµα Coomasie brillant blue (50 % 
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µεθανόλης, 10 % οξικό οξύ, 0,002 % Coomasie brilliant blue R-250) µε ήπια ανάδευση 

σε θερµοκρασία δωµατίου για περίπου 1 h και ακολούθησε αποχρωµατισµός µε διάλυµα 

20% (v/v) µεθανόλης, 7% οξικού οξέος (v/v) για περίπου 2 h. To πήκτωµα στη συνέχεια 

ξεπλύθηκε µε dH2O και φωτογραφήθηκε µε ψηφιακή φωτογραφική µηχανή κάνοντας 

χρήση του λογισµικού Kodak Digital Science v1.9. 

 

2.4 Εκχύλιση και ποσοτικοποίηση διαλυτών Πολυαµινών  

Οι PAs αναλύθηκαν σύµφωνα µε τους Kotzabasis et al., (1993). Συγκεκριµένα, 

φυτικός ιστός γνωστού νωπού βάρους οµογενοποιήθηκε σε 1/5 (w/v) 5% (v/v) ψυχρό 

υπερχλωρικό οξύ (perchloric acid; PCA). Μετά την προσθήκη PVP 

(polyvinylpyrrolidone), τα δείγµατα οµογενοποιήθηκαν καλά και επωάστηκαν στους 4°C 

για περίπου 2 h µε περιοδική ανάδευση. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13,000 g για 30 

min στους 4°C. Τα 20 µl του υπερκειµένου  χρησιµοποιήθηκαν για την ποσοτικοποίηση 

των PAs µε τη µέθοδο Lowry, ενώ για την βενζυλίωσή τους σε 200 µl υπερκειµένου 

προστέθηκαν 1ml NaOH συγκέντρωσης 2M και 5 µl benzoyl chloride. Ακολούθησε 

έντονη ανάδευση σε  vortex για 30 sec και τα δείγµατα επωάστηκαν σε θερµοκρασία 

δωµατίου για 30 min. Στη συνέχεια, προστέθηκαν 2ml κορεσµένου NaCl και 

ακολούθησε ανάδευση σε vortex για 30 sec. Προστέθηκαν 2ml διαιθυλ-αιθέρα (diethyl-

ether; Riedel de Haen) πραγµατοποιήθηκε ισχυρή ανάδευση για 30 sec και 

φυγοκέντρηση για 5 min, στις 6.000 g σε RT. Η φάση του διαιθυλ-αιθέρα συλλέχτηκε σε 

νέο eppendorf και εξατµίστηκε µέχρι ξηρότητας στους 68°C. Oι PAs επαναδιαλύθηκαν 

σε 100 µl 63% (v/v) µεθανόλης (Fluka; chromatography grade). 

Οι βενζυλιωµένες PAs διαχωρίστηκαν σε κολώνα τύπου λεπτής διατοµής C- 18 

narrow-bore, µε διάµετρο σφαιριδίων 5 µm, διαστάσεων 200x2.0 mm (ODS, Hypersil) 

σε HPLC Hewlett Packard 1100 (Hewlett- Packard, Waldbronn, Germany). Για το 

διαχωρισµό χρησιµοποιήθηκαν δύο διαλύτες Α (µεθανόλη) και Β (ddH2O) µε 

διαβάθµιση ροής (gradient elution από 45% A έως 100% σε χρονικό διάστηµα 35 min). 

Η ροή ήταν 200 µL min-1, η θερµοκρασία στήλης 25°C (εισόδου-εξόδου) και η 

ανίχνευση πραγµατοποιήθηκε σε UV 254 nm (DAD detector). Η ποσοτικοποίηση των 
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PAs πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση πρότυπων καµπύλων και εκφράστηκε σε nmol g-1 

FW±SE, ή σε nmol mg-1 πρωτεϊνης ± SE. 

2.5 Αποµόνωση ολικού mRNA µε Trizol (Guanidinium thiocyanate-

phenol-chloroform extraction) 

Για την αποµόνωση ολικού mRNA, χρησιµοποιήθηκαν 100 mg παγωµένου και 

λειοτριβηµένου (σε υγρό άζωτο) φυτικού ιστού. Σε αυτά προστέθηκε 1 ml Trizol (σε 1 L 

Trizol: 380 ml neutral phenol, 94,52g guanidine thiocyanate, 30,44g ammonium 

thiocyanate, 33,4ml sodium acetate 3M, pH 5,0, 50 ml 5% glycerol, ddH2O ως τον τελικό 

όγκο). Ακολούθησε έντονη ανάδευση και τα δείγµατα αφέθηκαν σε RT για 5 min. 

Προστέθηκαν 150 µl χλωροφορµίου και έγινε φυγοκέντρηση στις 12,000 g για 10 min 

στους 4°C. Η υπερκείµενη φάση µεταφέρθηκε σε νέο eppendorf και προστέθηκαν 500 µl 

παγωµένης (4°C) ισοπροπανόλης. Ακολούθησε ήπια ανάδευση και τα δείγµατα 

µεταφέρθηκαν στους -80°C για περίπου 2 h.  

 
Πίνακας	
  1.	
  Εκκινητές	
  που	
  χρησιμοποιήθηκαν	
  για	
  τη	
  μεταγραφική	
  ανάλυση	
  

Γονίδιο Εκκινητές  

AtPAO1  
Forward: 5’ACCATTCCTTACGCAACCGA3’ 

Reverse: 5’AGGAGACGCGTTAGCTATTTCA3’ 

AtPAO2  
Forward: 5’TAGCGGTGACAATTCCGTCC3’ 

Reverse: 5’TTTCAGCATCTGCGGCAAAC3’ 

AtPAO3  
Forward: 5’ATGGAGTCCGGAGGCAAAAC3’ 

Reverse: 5’TGCCGAGATGGTTTCAGCAT3’ 

AtPAO4  
Forward: 5’CGAACTAGCGGGGATGACTC3’ 

Reverse: 5’CGCATCTACAGCAAACCACG3’ 

AtPAO5  
Forward: 5’TGCTTTCTTGGTTTGCAGGC3’ 

Reverse: 5’GTCTAGGTCATCCCCGCTTG3’ 

AtCAT2  
Forward:	
  5’	
  CCCGTGTCTTCTCCTATGCC	
  3’	
  	
  

Reverse:	
  5’	
  GACTTATCAGCCTGAGACCAGT	
  3’	
  

AtSOD (Cu-Zn)  
Forward:	
  5’	
  AGCTTTTGGACCTCGTGGG	
  3’	
  

Reverse:	
  5’	
  CTGCATGGACAACAACAGCC	
  3’ 

AtPOX3  
Forward:	
  5’	
  GGTGGACCTGACATCGTGTT	
  3’	
  

Reverse:	
  5’	
  TCCCAGAGTATGACCCCCTG	
  3’	
  

AtRbohD  
Forward:	
  5’	
  GACTGGACACGTAAGCTCAG	
  3’	
  	
  

Reverse:	
  5’	
  TCACCTTCCTCGTACACACT	
  3’	
  

AtRbohF 
Forward:	
  5’	
  TCTCCGACGATGAAACGAAC	
  3’	
  

Reverse:	
  5’	
  GTCCGATCTAACTGAGCACG	
  3’	
  

AtUbq 
Forward:	
  5’	
  TAACCCTTGAGGTTGAATCATCC	
  3’	
  
Reverse:	
  5’	
  AACTCCTTCTTTCTGGTAAACGT	
  3’	
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Αµέσως µετά την ψύξη, τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν στις 12,000 g για 15 min 

στους 4°C, απορρίφθηκε το υπερκείµενο και προστέθηκε 1 ml 70% παγωµένη (4°C) 

αιθανόλη. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 10,000 g για 10 min (πλύσιµο). Αφού 

απορρίφθηκε η αιθανόλη  και αφού τα δείγµατα στέγνωσαν καλά, το ολικό mRNA  

επαναδιαλύθηκε σε 35 µl ddH2O. Το επαναδιαλυµένο ολικό mRNA αποθηκεύτηκε µέχρι 

τη χρήση του στους -20°C, ενώ µέρος του ηλεκτροφορήθηκε σε πήκτωµα αγαρόζης 1,2 

% (w/v), το οποίο περιείχε EtBr µε τελική συγκέντρωση 0,5 µg ml-1 για την εξακρίβωση 

της ποιότητάς του και η συγκέντρωσή του εκτιµήθηκε σε nanodrop (nanodrop, ND 

1000). Σηµειώνεται ότι όλα τα πλαστικά και γυάλινα υλικά καθώς και όλα τα χηµικά τα 

οποία χρησιµοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια της εκχύλισης, εκτός φαινόλης και 

χλωροφορµίου, αποστειρώθηκαν πριν τη χρήση. Για την ανάλυση των µεταγράφων 

χρησιµοποιήθηκαν οι primers, που παρατίθενται στον Πίνακα 1. 

 

2.6 Ποσοτικός προσδιορισµός  των µεταγράφων - Ποσοτική RT-PCR 

Για τη ποσοτικοποίηση των επιπέδων των µεταγράφων, χρησιµοποιήθηκε semi-q 

RT-PCR. Συγκεκριµένα, RNA από φύλλα εκχυλίστηκε µε την µέθοδο της Τριζόλης όπως 

περιγράφεται παραπάνω. Τα δείγµατα στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για την σύνθεση 

cDNA (complementary DNA) µε RT-PCR χρησιµοποιώντας το PrimeScript™ 1st stand 

cDNA synthesis Kit, σύµφωνα µε τις οδηγίες του κατασκευαστή (TaKaRa). Πιο 

συγκεκριµένα, έγινε προετοιµασία του ακόλουθου µείγµατος: 1µl (50µM) Oligo dT 

Primer, 1 µl (10 mM each)dNTP Mixture, Template RNA (total RNA< 5 µg), και RNase-

free dH2O έως τα 10 µl. Στη συνέχεια το µείγµα επωάστηκε στους 65°C για 5 min και 

κατόπιν µεταφέρθηκε απευθείας στον πάγο. Προστέθηκαν 4 µl 5X PrimeScript buffer, 

0,5 µl (20 Units) RNase inhibitor, 1 µl (20 Units) PrimeScript RTase και RNase-free 

dH2O έως τα 20 µl. Έγινε ανάδευση και επώαση στους 30°C για 10 min και κατόπιν 

στους 50°C για 60 min. Τέλος, για την αδρανοποίηση του ενζύµου, έγινε επώαση στους 

95°C για 5 min. Τα δείγµατα στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν για semi-q RT-PCR.  

Ο συνολικός όγκος της κάθε αντίδρασης ήταν 20 µl, ενώ περιείχε 500 ng µήτρα 

DNA (tamplate), 1 µl εµπρόσθιου εκκινητή (10 mM), 1 µl οπίσθιου εκκινητή (10 mM), 

10 µl KAPA Taq Ready mix και dH2O έως τα 20 µl. H κανονικοποίηση των δειγµάτων  
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Πίνακας	
  2.	
  Προγράμματα	
  που	
  χρησιμοποιήθηκαν	
  στις	
  αντιδράσεις	
  RT-­‐PCR	
  για	
  τα	
  γονίδια	
  AtPAO1-­‐5	
  και	
  
AtCAT2,	
  AtSOD,	
  AtPOX3,	
  AtRbohD,	
  AtRbohF,	
  AtUbq	
  

	
  
	
  

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το mRNA του γονιδίου της Ουµπικιτίνης (Ubiquitin, 

Ubq) και οι αντιδράσεις PCR πραγµατοποιήθηκαν σε θερµικό κυκλοποιητή PTC-200 

(MJ Research Minnesota USA). Για όλες τις PCR ακολουθήθηκε ένα αρχικό στάδιο 

αποδιάταξης στους 95°C για 2 min και µετά το πέρας των τριών βασικών σταδίων 

(denaturation, annealing, extension) πραγµατοποιήθηκε ένα τελικό στάδιο επιµήκυνσης 

για 2 min στους 72°C, ώστε να κλείσουν όλες οι αλυσίδες του DNA και στη συνέχεια η 

αντίδραση παρέµεινε στους 4°C για πάντα. Τα προγράµµατα που χρησιµοποιήθηκαν για 

την κάθε αντίδραση περιγράφονται αναλυτικά στον Πίνακα 2. 
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2.7 Χρώση ενεργότητας της Πολυαµινικής Οξειδάσης 

Για την ανάλυση της ενεργότητας της PAO, 80 µg πρωτεϊνικών δειγµάτων 

διαχωρίστηκαν µε φυσική ηλεκτροφόρηση (native-PAGE) στους 4°C, σε 7,5% πηκτές 

ακρυλαµίδης. Μετά την ηλεκτροφόρηση, τα πηκτώµατα επωάστηκαν σε διάλυµα 50 mM 

Κ2HPO4/KH2PO4, pH 7,0, για 30 min. Ως υπόστρωµα της δοκιµής χρησιµοποιήθηκε Spd 

ή Spm σε συγκέντρωση 10 mM. Μετά το τέλος της επώασης, τα πηκτώµατα 

τοποθετηθήκαν σε διάλυµα 3,3’-διαµινοβενζιδίνη [3,3’-DAB (0,5 mg ml-1)] έως ότου 

γίνει εµφανής η χρώση. 

 

2.8 Χρώση ενεργότητας και διαχωρισµός ισοενζύµων της Καταλάσης  

Η χρώση ενεργότητας της CAT πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τους Clare et al. 

(1984). Για την ανάλυση των ισοενζύµων της CAT, τα πρωτεϊνικά δείγµατα 

διαχωρίστηκαν µε φυσική ηλεκτροφόρηση (native-PAGE) στους 4°C µε το σύστηµα 

ρυθµιστικών διαλυµάτων του Davis (πηκτώµατα τοποθετήθηκαν άµεσα σε dH2O και 

προστέθηκε στο διάλυµα 3,3’-διαµινοβενζιδίνη [3,3’-DAB (0,5 mg ml-1)] έως ότου γίνει 

εµφανής η χρώση (Davis, 1964). Χρησιµοποιήθηκαν επίπεδα πηκτώµατα πάχους 1,5 mm 

και η συσκευή mini Protean II της ΒioRad. Συγκεκριµένα, µετά από την ηλεκτροφόρηση 

τα πηκτώµατα επωάστηκαν σε διάλυµα 50 mM Κ2HPO4/KH2PO4, pH 7,0, horseradish 

peroxidase (50 pg ml) στους 23°C για 45 min. To H2O2 (υπόστρωµα της δοκιµής) 

προστέθηκε σε συγκέντρωση 5 mM και η επώαση συνεχίστηκε για 10 min. To πήκτωµα 

ξεπλύθηκε µε dH2O και φωτογραφήθηκε µε ψηφιακή φωτογραφική µηχανή κάνοντας 

χρήση του λογισµικού Kodak Digital Science v1.9. 

2.9 Χρώση ενεργότητας και διαχωρισµός ισοενζύµων της 

Υπεροξειδικής Δισµουτάσης  

Για την ανάλυση των ισοενζύµων της SOD, τα πρωτεϊνικά δείγµατα 

διαχωρίστηκαν µε φυσική ηλεκτροφόρηση (native-PAGE) στους 4°C µε το σύστηµα 

ρυθµιστικών διαλυµάτων (Davis, 1964). Χρησιµοποιήθηκαν επίπεδα πηκτώµατα πάχους 

1,5 mm και η συσκευή mini Protean II της ΒioRad. Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης, 
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οι ζώνες µε ενεργότητα SOD, εντοπίστηκαν µε την µέθοδο των Beauchamp and 

Fridovitch (1971). Συγκεκριµένα, 7,5%  πήκτες ακρυλαµίδης επωάστηκαν µε 2 mg mL-1 

4-nitroblue tetrazolium chloride (ΝΒΤ) σε διάλυµα 50 mM φωσφορικού καλίου, pH 7,4, 

για 30 min στο σκοτάδι. Στη συνέχεια, οι πηκτές µεταφέρθηκαν στο διάλυµα χρώσης, το 

οποίο περιείχε 0,1 mg mL-1 ριβοφλαβίνη και 0,25% (v/v) TEMED σε 50 mM 

φωσφορικό κάλιο, pH 7,4, για 20 min στο σκοτάδι. Τέλος, παρουσία φωτός, 

εµφανίστηκαν οι ζώνες των ισοενζύµων. To πήκτωµα ξεπλύθηκε µε dH2O και 

φωτογραφήθηκε µε ψηφιακή φωτογραφική µηχανή κάνοντας χρήση του λογισµικού 

Kodak Digital Science v1.9. 

 

2.10 Χρώση ενεργότητας και διαχωρισµός ισοενζύµων της Ασκορβικής 

Περοξειδάσης  

Για τη χρώση ενεργότητας της APX, τα δείγµατα εκχυλίστηκαν σε διάλυµα που 

περιείχε 100 mM sodium phosphate buffer, 5 mM ascorbate και 1 mM EDTA και 

φυγοκεντρήθηκαν στις 14,000 g για 25 min. Για την ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων,  2 

mM ασκορβικού οξέος προστέθηκαν στο διάλυµα ηλεκτροφόρησης και οι 10% πηκτές 

ακρυλαµίδης προ-ηλεκτροφορήθηκαν, στο σκοτάδι για 30 min στα 20 mA, πριν την 

τοποθέτηση των δειγµάτων (Rao et al. 1995). Τα πρωτεϊνικά δείγµατα διαχωρίστηκαν µε 

φυσική ηλεκτροφόρηση (native-PAGE) στους 4°C µε το σύστηµα ρυθµιστικών 

διαλυµάτων (Davis 1964). Για την ανάλυση αυτή χρησιµοποιήθηκαν επίπεδα πηκτώµατα 

πάχους 1,5 mm και η συσκευή mini Protean II της ΒioRad. Με την ολοκλήρωση της 

ηλεκτροφόρησης των δειγµάτων (20 mA για τη πηκτή stacking και 40 mA για τη πηκτή 

resolving), οι πηκτές εµβαπτίστηκαν στο σκοτάδι σε διάλυµα εξισορρόπησης [50 mM K-

phosphate, pH 7,0, και 2 mM ASA] για 30 min (µε ανανέωση του διαλύµατος κάθε 10 

min). Ακολούθως, η πηκτή επωάστηκε για 20 min σε διάλυµα αντίδρασης [50 mM K-

phosphate, pH 7,0, 4 mM ASA και 2 mM H2O2]. Ακολούθησε ξέπλυµα σε διάλυµα 50 

mM K-phosphate, pH 7,0. Η χρώση πραγµατοποιήθηκε µε επώαση στο διάλυµα χρώσης 

[50 mM K-phosphate, pH 7,8, 14 mM tetramethylethylenediamine (TEMED) και 1,2 mM 

nitroblue tetrazolium (NBT)]. Οι ζώνες έγιναν εµφανείς µετά από 5 περίπου min µε το 

χαρακτηριστικό πρότυπο ζωνών «φάντασµα» (ghost bands). To πήκτωµα ξεπλύθηκε µε 
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ddH2O και φωτογραφήθηκε µε ψηφιακή φωτογραφική µηχανή κάνοντας χρήση του 

λογισµικού Kodak Digital Science v1.9. 

 

2.11 Χρώση ενεργότητας και διαχωρισµός ισοενζύµων της NADPH 

οξειδάσης  

Ο διαχωρισµός των ισοενζύµων της NADPH οξειδάσης και η χρώση ενεργότητας 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο των Carter et al. (2007). Ο ιστός 

κονιορτοποιήθηκε χρησιµοποιώντας υγρό άζωτο και διαλύθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα 

το οποίο περιείχε 50 mM φωσφορικό νάτριο, pH 6,8, και 0,5% Triton X-100. Εκατό µg 

πρωτεΐνης φορτώθηκαν σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης 10% και διαχωρίστηκαν σε 

συνθήκες φυσικής ηλεκτροφόρησης στους 4°C. Μετά την ηλεκτροφόρηση τα 

πηκτώµατα επωάστηκαν σε 0,5 mg/mL NBT σε 10 mM Tris, pH 7,4, και 134 mM 

NADPH µέχρι την εµφάνιση των ζωνών. 

 

2.12 Εντοπισµός Ενεργών Μορφών Οξυγόνου H2O2 και O2
.- σε 

φυλλικούς ιστούς 

Για την in situ ανίχνευση του H2O2 χρησιµοποιήθηκαν φύλλα αλλά και ολόκληρα 

φυτά Arabidopsis thaliana, τα οποία είχαν προηγουµένως υποστεί µεταχείριση µε αλάτι 

και βαρέα µέταλλα. Χρησιµοποιήθηκαν επίσης φυτά και φύλλα χωρίς καµµία 

µεταχείριση ως φυτά µάρτυρες.  

Υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2): Για τον εντοπισµό του H2O2, τα φυτά  

επωάστηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα K3PO4 50mM pH 7,0 στο οποίο προστέθηκε 1 

mg/ml 3,3’ διαµινοβενζιδίνη (3,3’-DAB). Η επώαση πραγµατοποιήθηκε σε κενό αέρος 

για 5 min, ακολουθούµενο από ένα min χωρίς κενό. Η διαδικασία αυτή επαναλήφθηκε 

τρεις φορές και στη συνέχεια ο ιστός παρέµεινε σε θερµοκρασία δωµατίου για 60 min, σε 

απόλυτο σκοτάδι. Παρουσία H2O2  το DAB σχηµατίζει ιζήµατα τα οποία γίνονται 

εµφανή µετά τον αποχρωµατισµό του φύλλου σε ζέουσα απόλυτη αιθανόλη. 
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Σουπεροξειδικά ιόντα (Ο2
.-): Για τον εντοπισµού του Ο2

.-, ο ιστός  επωάστηκε σε  50 

mM ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικού οξέος, pH 7,8 (KH2PO4/K2HPO4), στο οποίο 

προστέθηκε 0,5 mg/ml 4-nitroblue tetrazolium chloride (NBT). Η διαδικασία ήταν η ίδια 

µε αυτή που περιγράφηκε παραπάνω για το H2O2. Ο αποχρωµατισµός των φύλλων σε 

ζέουσα απόλυτη αιθανόλη, οδήγησε στην εµφάνιση του χαρακτηριστικού µπλε χρώµατος 

που υποδηλώνει την αντίδραση του Ο2
.- µε το ΝΒΤ. 

 

2.13 Ανίχνευση επιφθορισµού του Η2Ο2 µε CLSM µικροσκοπία 

Για την ανίχνευση του Η2Ο2 σε µικροσκόπιο σάρωσης ακτίνων λέιζερ (Confocal 

Laser Scanning Microscopy; CLSM), χρησιµοποιήθηκε 20-50 µΜ του DCFH-DA 

ανιχνευτή µαζί µε 3 µg/ml περοξειδάσης (HRP). Το µίγµα παρέµεινε για 10 min στο 

σκοτάδι. Στη συνέχεια, τοποθετήθηκε σε eppendorf ένα φύλλο από κάθε γονότυπο και 

µεταχείριση µαζί µε 0,5 ml από το µίγµα και αφέθηκαν για 10 min επώαση στο σκοτάδι. 

Ακολούθησαν 2-3 πλυσίµατα µε αποσταγµένο νερό και στη συνέχεια, τα δείγµατα 

µελετήθηκαν στο CLSM µικροσκόπιο, σε µήκος κύµατος διέγερσης 450-490 nm και 

εκποµπής 520 nm. 

 

2.14 Χρώση µε Trypan blue  

 Φύλλα από φυτά που είχαν αναπτυχθεί σε θρεπτικό διάλυµα MS, είτε σε MS µε 0, 

10, 30mM NaCl για διάστηµα 15 days καθώς και 30 mM NaCl για 21 d 

χρησιµοποιήθηκαν για την χρώση µε trypan blue για τον εντοπισµό των νεκρών 

κυττάρων. Τα φύλλα επωάστηκαν σε ζεστό διάλυµα trypan bue (10 mL of lactic acid, 10 

mL of glycerol, 10 g of phenol, and 0,4 % trypan blue (w/v), για 1 min σε ζεστό 

υδατόλουτρο. Στη συνέχεια τα δείγµατα µεταφέρθηκαν σε διάλυµα αποχρωµατισµού 70 

% (w/v) chloral hydrate και αφέθηκαν µια νύχτα µε αντικατάσταση του διαλύµατος 

αποχρωµατισµού αρκετές φορές. Η παρατήρηση και φωτογράφηση των δειγµάτων έγινε 

µε την χρήση οπτικού µικροσκοπίου. 
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2.15 Μακροσκοπική παρατήρηση ανάπτυξης σποροφύτων 

Για τη φαινοτυπική αξιολόγηση των σποροφύτων υπό την επίδραση αβιοτικών 

καταπονήσεων, επιλέχθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις αλατιού και βαρέων 

µετάλλων. Συγκεκριµένα, για το αλάτι χρησιµοποιήθηκαν οι συγκεντρώσεις 0, 10, 30, 50 

και 100 mM NaCl, ενώ για τα βαρέα µέταλλα 0, 10, 30, 300 µM και 1 mM. 

Χρησιµοποιήθηκαν σπέρµατα από όλους τους γονότυπους αφού αποστειρώθηκαν 

επιφανειακά µε χρήση εµπορικού διαλύµατος υποχλωριώδους νατρίου (NaOCl4). Μετά 

την αποστείρωση ακολούθησαν τρία ξεπλύµατα µε ddH2O και στη συνέχεια τα σπέρµατα 

επιστρώθηκαν σε τριβλία που περιείχαν διάλυµα ½ MS (Murashige and Skoog) µαζί µε 

0,05% (w/v) σακχαρόζη και 0,08% (w/v) άγαρ, το οποίο αποστειρώθηκε πριν την χρήση. 

Τα τριβλία τοποθετήθηκαν σε θάλαµο σταθερών συνθηκών (16/8h σκοτάδι/φως, 

αντίστοιχα, θερµοκρασία 22°C ± 1°C και υγρασία 75%), για χρονικό διάστηµα δύο 

εβδοµάδων και στη συνέχεια τα σπορόφυτα φωτογραφήθηκαν. 

 

2.16 Αποµόνωση αποπλασµατικών κλασµάτων από φύλλα 

Προκειµένου να αποµονωθούν αποπλασµατικά υγρά, φύλλα ίδιου περίπου νωπού 

βάρους επωάστηκαν σε 50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7,0 υπό τρεις κύκλους κενού (5 

min). Κατόπιν τοποθετήθηκαν σε σύριγγες των 5 ml και φυγοκεντρήθηκαν (800g 30 min 

4oC). Η υδατική φάση, που λαµβάνεται από την έξοδο της σύριγγας αντιπροσωπεύει τα 

αποπλασµατικά υγρά (ICF). Ο έλεγχος της καθαρότητας των αποπλασµατικών υγρών 

πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση της αφυδρογονάσης της 3-φωσφορικής 

γλυκεριναλδεΰδης (glyceraldehyde-3- phosphate dehydrogenase, EC 1.2.1.13), που είναι 

κυρίως κυτταροπλασµατικό ένζυµο και απουσιάζουν από τον αποπλάστη. Τα 

αποπλασµατικά υγρά αναλύθηκαν µε το σύστηµα Hewlett Packard 1100 HPLC (Hewlett-

Packard, Waldbronn, Germany) όπως περιγράφεται παραπάνω. 
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2.17 Προσδιορισµός ιόντων µε ιοντική χρωµατογραφία 

Για τον προσδιορισµό των ιόντων, φύλλα αφέθηκαν σε φούρνο στους 60°C ώστε 

να ξεραθούν και στη συνέχεια ζυγίστηκε το ξηρό βάρος. Έγινε λειοτρίβηση και 

προστέθηκε dH2O 6x φορές του ξηρού βάρους. Τα δείγµατα αφέθηκαν να 

διαλυτοποιηθούν για τουλάχιστον 48 ώρες, µε συχνή ανάδευση. Στη συνέχεια, τα 

δείγµατα πέρασαν από φίλτρο, προστέθηκαν 100-200 ml χλωροφορµίου και αναλύθηκαν 

σε ιοντικό χρωµατογράφο Dionex DX-500.  

Αναλύθηκε το ανιόν Cl- και τα κατιόντα Na+, K+, Mg2+, και Ca2+. Για την 

ανάλυση των ανιόντων χρησιµοποιήθηκε κολόνα A Dionex AS4A-SC µε ASRS-I 

καταστολέα πίεσης. Όλα τα ανιόντα, προσδιορίστηκαν µε ισοκρατική έκλουση σε 2,0 ml 

min-1 µε Na2CO3 = NaHCO3 ως µέσο έκλουσης. Για την ανάλυση των κατιόντων 

χρησιµοποιήθηκε κολόνα CS12-SC µε CSRS-I καταστολέα πίεσης. Ο διαχωρισµός 

πραγµατοποιήθηκε µε ισοκρατικές συνθήκες µε 20mM MSA ως µέσο έκλουσης και 

ρυθµό ροής 1,0 ml min-1. 

 

2.18 Μέτρηση ωσµωτικού δυναµικού 

Για την εκτίµηση της ωσµωτικής πίεσης, φύλλα διαλύθηκαν σε eppendorfs µε την 

χρήση pestle και 50 µl από το υγρό των φυλλικών κυττάρων, χρησιµοποιήθηκαν για την 

µέτρηση του ωσµωτικού δυναµικού σε κρυοσκοπικό ωσµώµετρο Osmomat 030. 

 

2.19 Ανάλυση εικόνων και στατιστική ανάλυση 

 Η ανάλυση των εικόνων πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας το λογισµικό ImageJ 

1.49v software, και η στατιστική ανάλυση µε το λογισµικό STATISTICA 10.0 

χρησιµοποιώντας την µέθοδο one-way ανάλυση διακύµανσης ANOVA και το test 

Duncan. 
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3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Φαινοτυπική ποικιλοµορφία των ΓΤ φυτών 

Κατά την ανάπτυξη των διαφορετικών γονοτύπων στο χώµα, δεν παρατηρήθηκαν 

κάποιοι αξιοσηµείωτοι φαινότυποι για τους γονότυπους S-AtPAO3, Atpao1, SAtPAO5 

και Atpao5 (Εικ. 6A, B). Αντίθετα, ο γονότυπος S-AtPAO1 παρουσίασε µια 

ενδιαφέρουσα τάση για πρόωρη έκπτυξη του στύλου σε σχέση µε τους υπόλοιπους 

γονότυπους (Εικ. 6B) και κατά συνέπεια της άνθισης, η οποία αντανακλά την επιτάχυνση 

της διαδικασίας ωρίµανσης στον συγκεκριµένο γονότυπο. Γνωρίζοντας ότι το γονίδιο 

AtPAO1 εκφράζεται κυρίως στα αναπαραγωγικά όργανα του φυτού και ότι το 

συγκεκριµένο ένζυµο «προτιµά» περισσότερο ως υπόστρωµα την Nor-Spm (Takahashi 

et. al., 2010; Fincanto et. al., 2011, 2012; Kim et. al., 2014), µπορούµε να προτείνουµε τη 

σηµασία της στη συγκεκριµένη λειτουργία της ενίσχυσης της ωρίµανσης. 

 

	
  
Εικόνα	
  6.	
  Φαινοτυπική	
  ποικιλομορφία	
  φυτών	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  αγρίου	
  τύπου	
  (Col-­‐0)	
  καθώς	
  και	
  σειρών	
  S-­‐
AtPAO1,	
  3,	
  5	
  και	
  των	
  αντίστοιχων	
  μεταλλαγμάτων	
  Atpao1,	
  3,	
  5	
  Α)	
  ηλικίας	
  ενός	
  μήνα	
  και	
  Β)	
  ηλικίας	
  δύο	
  μηνών	
  τα	
  
οποία	
  αναπτύχθηκαν	
  σε	
  γλάστρες	
  με	
  μίγμα	
  κομπόστας/βερμικουλίτη	
  σε	
  αναλογία	
  1:1.	
  

 

Ο γονότυπος Atpao3, παρουσίασε εγκόλπωση στα φύλλα (έλλοβα φύλλα, 

pinnation) η οποία είναι εντονότερη στα µεγαλύτερης ηλικίας φυτά (Εικ. 6A, B). Έχει 
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διαπιστωθεί, ότι οι διάφορες τροποποιήσεις του σχήµατος των φύλλων προκύπτουν ως 

αποτέλεσµα ανωµαλιών στον κυτταρικό κύκλο. Μεταλλάξεις σε γονίδια εµπλεκόµενα 

στην διαδικασία του κυτταρικού κύκλου προκαλούν τροποποιήσεις σε φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά (Tsukaya, 2006). Είναι πιθανό η δράση της AtPAO3 και τα προϊόντα 

της, όπως το H2O2, να σχετίζονται µε την ανάπτυξη του σχήµατος των φύλλων. 

Πράγµατι, η οµοιοστασία των PAs και οι PAO έχουν σχετιστεί µε τον κυτταρικό κύκλο, 

την κυτταρική διαίρεση, την αύξηση, τη διαφοροποίηση και τη δηµιουργία αγωγών 

ιστών (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2005a, b; Fincato et al., 2011, 2012). 

 

3.2 Η αλατότητα επάγει διαφορετικά την µεταγραφή των AtPAO 

γονιδίων 

Η αφθονία των mRNA των πέντε AtPAO γονιδίων (AtPAO1, 2, 3, 4, 5) στις 

σειρές υπερέκφρασης των PAO (S-AtPAO1, 3, 5) καθώς και στα αντίστοιχα 

µεταλλάγµατα (Atpao1, 3 ,5), σε φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl), και σε συνθήκες 

καταπόνησης αλατότητας (200 mM NaCl/24 h), υποδηλώνει ότι υπάρχει διαφορετική 

επίδραση της αλατότητας στην έκφραση των 5 AtPAO γονιδίων (Εικ. 7). 

Αναλυτικότερα στα φυτά-µάρτυρες, όπως ήταν αναµενόµενο, τα υψηλότερα 

επίπεδα του AtPAO1 γονιδίου βρέθηκαν στον γονότυπο S-AtPAO1 µε 1,8 φορές αύξηση, 

ενώ αρκετά χαµηλά επίπεδα (κατά 33%) εντοπίζονται στο αντίστοιχο µετάλλαγµα 

Atpao1 καθώς και στα S-AtPAO3 (κατά 32%), σε σχέση µε τα WT φυτά. Υψηλά επίπεδα 

του γονιδίου αυτού, εντοπίστηκαν στα µεταλλάγµατα Atpao3 και Atpao5 µε αύξηση 1,6 

και 1,5 φορές αντίστοιχα σε σχέση µε τα φυτά αγρίου τύπου. Κατά την καταπόνηση µε 

200 mM NaCl, παρατηρήθηκε µεγάλη αύξηση του AtPAO1 γονιδίου στα S-AtPAO3 φυτά 

κατά 1,8 φορές σε σχέση µε τα S-AtPAO3 µάρτυρες, ενώ µείωση κατά 41% 

παρατηρήθηκε στον γονότυπο S-AtPAO5 σε σχέση µε τα S-AtPAO5 µάρτυρες. Στις 

υπόλοιπες σειρές, τα επίπεδα του AtPAO1 γονιδίου, δεν φαίνεται να επηρεάζονται ριζικά 

από την καταπόνηση, εκτός από µια µικρή αύξηση, σε σχέση µε τα φυτά µάρτυρες (0 

mM). 

Το γονίδιο AtPAO2 δεν φαίνεται να επηρεάζεται από υπέρ/υπό-έκφραση των 

υπολοίπων PAO, δεδοµένου ότι παρουσίασε γενικά σταθερά επίπεδα σε όλες τις 
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διαγονιδιακές σειρές, σε σύγκριση µε τα WT, στα φυτά µάρτυρες (0 mM). Η 

καταπόνηση αλατότητας επίσης, δεν φαίνεται να επηρεάζει τα επίπεδα του γονιδίου, τα 

οποία παρέµειναν γενικά σταθερά εκτός από µια µικρή µείωση των επιπέδων του στον 

γονότυπο S-AtPAO5 κατά 30% σε σχέση µε τα WT φυτά κατά την καταπόνηση (Εικ. 7). 

Ο γονότυπος S-AtPAO3, παρουσίασε όπως ήταν αναµενόµενο, τα υψηλότερα 

µεταγραφικά επίπεδα του AtPAO3 γονιδίου κατά 1.6 φορές, ενώ ο Atpao3 χαµηλότερα 

κατά 57%, σε σχέση µε τα WT φυτά. Κατά την καταπόνηση, παρατηρήθηκε µείωση των 

AtPAO3 µεταγράφων στα S-AtPAO3 (κατά 28%) και στα S-AtPAO5 φυτά (κατά 25%), 

σε σχέση µε τα αντίστοιχα φυτά µάρτυρες των γονοτύπων αυτών, ενώ στους υπόλοιπους 

γονότυπους τα επίπεδα των AtPAO3 µεταγράφων παρέµειναν σταθερά σε σχέση µε τα 

φυτά µάρτυρες (Εικ. 7). 

Τα µεταγραφικά επίπεδα του AtPAO4 γονιδίου παρέµειναν σχετικά σταθερά σε 

όλους τους γονότυπους σε σχέση µε τα WT φυτά, εκτός από τον γονότυπο Atpao5, στον 

οποίο µειώθηκαν κατά 63% και τον γονότυπο Atpao1 στον οποίο παρουσιάστηκε µικρή 

αύξηση κατά 1,3-φορές σε σχέση µε τα WT φυτά. Η καταπόνηση αλατότητας (200 mM 

NaCl), προκάλεσε µείωση των µεταγράφων του συγκεκριµένου γονιδίου σε όλους τους 

γονότυπους, εκτός από τον Atpao5 στον οποίο παρατηρήθηκε 2,8 φορές αύξηση, σε 

σύγκριση µε τα Atpao5 µάρτυρες.  

Όσον αφορά τα µεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου AtPAO5, εµφάνισαν τα 

αναµενόµενα υψηλότερα επίπεδα στην S-AtPAO5 σειρά υπέρ-έκφρασης κατά 1,6-φορές, 

καθώς και σηµαντικά χαµηλότερα επίπεδα κατά 50% στο αντίστοιχο µετάλλαγµα 

Atpao5, σε σχέση µε τα WT φυτά. Μειωµένα επίπεδα επίσης παρατηρήθηκαν στον 

γονότυπο S-AtPAO3 κατά 30%, ενώ αυξηµένα κατά 1,2 φορές στους Atpao1 και Atpao3 

γονότυπους, σε σχέση µε τα WT φυτά. Η καταπόνηση προκάλεσε αύξηση των 

µεταγράφων του AtPAO5 γονιδίου στα S-AtPAO3 φυτά κατά 1,8-φορές σε σχέση µε τα 

S-AtPAO3 µάρτυρες, ενώ τα επίπεδά τους δεν φαίνεται να επηρεάζονται στους 

υπόλοιπους γονότυπους κατά την καταπόνηση, σε σχέση µε τα φυτά-µάρτυρες.  

Η υπέρ-έκφραση του AtPAO1 γονιδίου προκάλεσε µικρή µείωση των επιπέδων 

των AtPAO5 µεταγράφων, ενώ τα επίπεδα των υπολοίπων (AtPAO2, 3 και AtPAO4), δεν 

φαίνεται να επηρεάζονται θετικά ή αρνητικά. Η υπέρ-έκφραση του AtPAO3 γονιδίου, δεν 

επηρέασε θετικά κανένα από τα υπόλοιπα γονίδια, αντίθετα, επηρέασει αρνητικά τα 
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µεταγραφικά επίπεδα όλων των υπολοίπων. Η υπέρ-έκφραση του AtPAO5 γονιδίου 

επίσης, επηρέασε αρνητικά τα µεταγραφικά επίπεδα των υπολοίπων AtPAO γονιδίων.  

Ενδιαφέρον αποτελεί το γεγονός, ότι στις περιπτώσεις υπό-έκφρασης κάποιας 

από τις PAO, τα µεταγραφικά επίπεδα των υπολοίπων στις περισσότερες περιπτώσεις 

αυξάνονται, πιθανότατα για να υπερκεράσουν-αντιµετωπίσουν την έλλειψή της, γεγονός 

που υποδηλώνει την ενορχηστρωµένη λειτουργία των PAO για την διατήρηση της 

οµοιοστασίας του κυττάρου. Πιο συγκεκριµένα, στην περίπτωση υπό-έκφρασης του 

AtPAO1 γονιδίου, παρατηρήθηκαν υψηλά µεταγραφικά επίπεδα όλων των υπολοίπων 

AtPAO γονιδίων (AtPAO2-5). Κατά την υπό-έκφραση του AtPAO3, παρατηρήθηκαν 

υψηλά µεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων AtPAO1, 2, 4, 5 και αντίστοιχα στην 

περίπτωση υπό-έκφρασης της AtPAO5, παρατηρήθηκαν υψηλά µεταγραφικά επίπεδα 

των γονιδίων AtPAO1, 2, 3, όχι όµως και στα AtPAO4 µετάγραφα στα οποία 

παρατηρήθηκε µείωση. Αξίζει επίσης να σηµειωθεί ότι στις περιπτώσεις υπέρ-έκφρασης 

ενός AtPAO γονιδίου, τα µεταγραφικά επίπεδα των υπολοίπων AtPAOs, στις 

περισσότερες περιπτώσεις µειώνονται. 

 

	
  
Εικόνα	
  7.	
  Α.	
  Semi-­‐q	
  RT-­‐PCR	
  της	
  αφθονίας	
  mRNA	
  των	
  γονιδίων	
  AtPAO1-­‐5,	
  σε	
  φύλλα	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  αγρίου	
  
τύπου	
   (Col-­‐0),	
   καθώς	
  και	
  σε	
  γενετικά	
  τροποποιημένα	
  φυτά	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
  5	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  
Atpao1,	
   3,	
   5,	
   σε	
   0	
   και	
   200	
   mM	
   NaCl	
   για	
   24	
   h.	
   Η	
   ίση	
   φόρτωση	
   των	
   δειγμάτων	
   δείχνεται	
   σύμφωνα	
   με	
   το	
  
μετάγραφο	
  του	
  γονιδίου	
  της	
  ubiquitin	
  (AtUbq).	
  Β.	
  Ποσοτικοποίηση	
  των	
  μεταγράφων	
  μετά	
  την	
  κανονικοποίησή	
  
τους	
  με	
  την	
  ubiquitin.	
  Οι	
  αστερίσκοι	
  (∗	
  0mM,	
  ∗∗	
  200mM),	
  υποδεικνύουν	
  στατιστικά	
  σημαντικές	
  διαφορές	
  (P	
  ≤	
  
0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
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3.3 Μεταγραφικά επίπεδα των CAT, SOD, APX, RBOHD, RBOHF σε 

φυτά-µάρτυρες και µετά την καταπόνηση από αλατότητα 

Όπως προαναφέρθηκε, κατά την οξείδωση/αλληλοµετατροπή των PAs από τις 

PAO παράγεται H2O2. Εποµένως ήταν ιδιαίτερα ενδιαφέρον να εκτιµηθεί το αποτέλεσµα 

των γενετικών τροποποιήσεων των PAO στους µηχανισµούς άµυνας των κυττάρων 

ενάντια στην περίσσεια H2O2. Γι’ αυτό αναλύθηκαν τα επίπεδα των mRNA των γονιδίων 

που κωδικοποιούν για πέντε πρωτεΐνες/ένζυµα, που εµπλέκονται στην 

παραγωγή/απόσβεση των ROS. Μελετήθηκαν το γονίδιο που κωδικοποιεί για την 

περοξεισωµατική CAT (AtCAΤ2), το γονίδιο L-APOX3, το γονίδιο Cu-ZnSOD και τα 

γονίδια AtRBOH-D (Arabidopsis thaliana respiratory burst oxidase homolog-D) και 

AtRBOH-F (Arabidopsis thaliana respiratory burst oxidase homolog-F), τα οποία 

αλληλεπιδρούν για τον έλεγχο των ROS. Τα µεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων αυτών 

εξετάστηκαν στις σειρές υπέρ-έκφρασης των PAO (S-AtPAO1, 3, 5) καθώς και στα 

αντίστοιχα µεταλλάγµατα (Atpao1, 3 ,5), σε φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl), αλλά 

και µετά την έκθεση των φυτών σε καταπόνηση 200 mM NaCl για 24 h (Εικ. 8). 

Τα µεταγραφικά επίπεδα του AtCAΤ2, αυξήθηκαν σε όλες τις ΓΤ σειρές, σε 

φυσιολογικές συνθήκες, σε σχέση µε τα WT φυτά. Η καταπόνηση αλατότητας αύξησε σε 

µικρό βαθµό τα επίπεδα του γονιδίου αυτού στους γονότυπους S-AtPAO3, Atpao3, και 

Atpao5, ενώ οι υπόλοιποι γονότυποι, διατήρησαν σταθερά τα επίπεδα του AtCAΤ2 σε 

σχέση µε τους µάρτυρες. 

Τα µεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου Cu-ZnSOD παρέµειναν σχετικά σταθερά 

στις ΓΤ σειρές σε σχέση µε τα WT φυτά, εκτός του Atpao1, όπου µειώθηκαν κατά 24%. 

Η καταπόνηση, προκάλεσε αύξηση των µεταγράφων του Cu-ZnSOD στους γονότυπους 

S-AtPAO1, S-AtPAO3, και Atpao5 1,2 φορές περίπου σε σχέση µε τους µάρτυρες. 

Τα µεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου L-APOX3 στα φυτά-µάρτυρες, παρέµειναν 

σταθερά σε όλους τους γονότυπους εκτός από τα S-AtPAO3 φυτά στα οποία 

παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων της, σε σχέση µε τα WT φυτά. Η καταπόνηση δεν 

φαίνεται να επηρεάζει τα µεταγραφικά επίπεδα του L-APOX3, εκτός από τον S-AtPAO3 

γονότυπο όπου παρατηρήθηκε αύξηση σε σύγκριση µε τα S-AtPAO3 µάρτυρες. 

Η ταυτόχρονη ανάλυση των γονιδίων των δύο µεγάλων υποµονάδων της NADPH 

οξειδάσης, οι οποίες εµπλέκονται και σε προσαρµογές υπό συνθήκες ωσµωτικής 
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καταπόνησης, κατέδειξε οµοιότητες και διαφορές µεταξύ τους, όσον αφορά στο πρότυπο 

έκφρασης. Πιο συγκεκριµένα, τα µεταγραφικά επίπεδα των δύο αυτών γονιδίων 

(AtRBOH-D και AtRBOH-F) επάχθηκαν σε όλες τις διαγονιδιακές σειρές στα φυτά-

µάρτυρες, εκτός από τον γονότυπο S-AtPAO3 που παρουσίασε µείωση κατά 13% σε 

σχέση µε τα WT φυτά και για τα δύο γονίδια και τον γονότυπο Atpao5 που παρουσίασε 

επίσης µείωση κατά 62% µόνο του γονιδίου AtRBOH-F.  

Η καταπόνηση αλατότητας, προκάλεσε 20% µείωση των AtRBOH-D µεταγράφων 

στον γονότυπο S-AtPAO1 και 46% στον Atpao1, ενώ παρατηρήθηκε 1,2-φορές αύξηση 

στον γονότυπο S-AtPAO3 σε σχέση µε τα φυτά µάρτυρες. Τα επίπεδα του γονιδίου αυτού 

παρέµειναν σταθερά κατά την καταπόνηση, στις υπόλοιπες σειρές. Το γονίδιο AtRBOH-

F κατά την καταπόνηση, παρουσίασε σχετικά σταθερά επίπεδα των µεταγράφων του σε 

σχέση µε τα φυτά-µάρτυρες στους περισσότερους γονότυπους, µε µια µικρή αύξηση 

κατά 1,4 φορές στον γονότυπο S-AtPAO3 και µια αξιοσηµείωτη αύξηση κατά 2,7 φορές 

στον γονότυπο Atpao5. 

 

	
  
Εικόνα	
   8.	
   Α.	
   Semi-­‐q	
   RT-­‐PCR,	
   ανάλυση	
   της	
   αφθονίας	
   των	
   μεταγράφων	
   των	
   AtCAT,	
   AtCu-­‐ZnSOD,	
   AtAPX,	
  
AtRBOHD,	
  AtRBOHF	
  NADPH-­‐F,	
  γονιδίων	
  σε	
  φύλλα	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  Col-­‐0,	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
  5	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  
μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
  5,	
  σε	
  0	
  και	
  200	
  mM	
  NaCl	
  για	
  διάστημα	
  24	
  h.	
  Η	
  ίση	
  φόρτωση	
  των	
  δειγμάτων	
  δείχνεται	
  
σύμφωνα	
  με	
  το	
  μετάγραφο	
  του	
  γονιδίου	
  της	
  ubiquitin	
  (AtUbq).	
  Β.	
  Ποσοτικοποίηση	
  των	
  μεταγράφων	
  μετά	
  την	
  
κανονικοποίησή	
  τους	
  με	
  την	
  ubiquitin. Οι	
  αστερίσκοι	
  (∗	
  0mM,	
  ∗∗	
  200mM)	
  υποδεικνύουν	
  στατιστικά	
  σημαντικές	
  
διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
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3.4 Επίπεδα διαλυτών Πολυαµινών  

Γενικότερα παρατηρήθηκε αύξηση των επιπέδων των PAs κατά την καταπόνηση 

από αλατότητα στα ΓΤΦ που υπέρ- και υπό-εκφράζουν τις PAO, καθώς επίσης και στα 

WT φυτά, σε σχέση µε τα φυτά µάρτυρες (0 mM). Η PA που κατέγραψε τα υψηλότερα 

επίπεδα σε όλους τους γονότυπους ήταν η Spd, η αύξηση της οποίας ήταν ως επί το 

πλείστον ανάλογη µε την αύξηση της έντασης της καταπόνησης (Εικ. 9). 

Πιο συγκεκριµένα, στα WT φυτά, παρατηρήθηκε αύξηση των PAs, ανάλογη µε 

την ένταση της καταπόνησης. Μεγαλύτερη αύξηση σηµειώθηκε στα επίπεδα της Put και 

της Spd και λιγότερο της Spm, της οποίας τα υψηλότερα επίπεδα σηµειώθηκαν στη 

µέγιστη συγκέντρωση αλατιού (200 mM). Αναλυτικότερα, τα επίπεδα των PAs στα WT 

φυτά µάρτυρες ήταν: Put 1,24, Spd 3,94 και Spm 0,96 pmol/mgFW, στα 100 mM: Put 

7,18, Spd 11,45 και Spm 2,69 και στα 200 mM: Put 8,76, Spd 11,46 και Spm 4,85 

pmol/mgFW. 

Στα S-AtPAO1 µάρτυρες (0 mM) παρατηρήθηκαν υψηλότερα επίπεδα Put 2,28, 

Spd 5,07 και Spm 2,7 pmol/mgFW σε σύγκριση µε τα WT και µια γενικότερη αύξηση 

όλων των PAs κατά την καταπόνηση, µε µεγαλύτερη αύξηση στη µεγαλύτερη 

συγκέντρωση (200 mM NaCl). Συγκεκριµένα, στα 100 mM τα επίπεδα των PAs στον 

γονότυπο S-AtPAO1 ήταν: Put 5,77, Spd 7,6 και Spm 3,25 pmol/mgFW και στα 200 mM: 

Put 7,59, Spd 9,86 και Spm 4,20 pmol/mgFW. Το µετάλλαγµα Atpao1, στα φυτά-

µάρτυρες, παρουσίασε υψηλότερα επίπεδα Put (2,6 pmol/mgFW) µειωµένη Spd (3,3 

pmol/mgFW) και υψηλότερη Spm (2,8 pmol/mgFW), σε σχέση µε τα WT. Κατά την 

µέτρια ένταση καταπόνησης (100 mM), παρατηρήθηκε αύξηση των τριών PAs και 

ιδιαίτερα της Spd (Put 4,07, Spd 11,34 και Spm 4,9 pmol/mgFW), ενώ κατά τη υψηλή 

ένταση σηµειώθηκε επιπλέον αύξηση της Put (8,24 pmol/mgFW), ενώ τα επίπεδα της 

Spd (10,23 pmol/mgFW) και Spm (4,56 pmol/mgFW) παρέµειναν σταθερά µε τάση προς 

µείωση. 

Ο γονότυπος S-AtPAO3 στα φυτά-µάρτυρες παρουσίασε αρκετά υψηλότερα 

επίπεδα Spm (5,12 pmol/mgFW) και Put (2,53 pmol/mgFW), ενώ τα επίπεδα της Spd 

(5,08 pmol/mgFW) αυξήθηκαν σε µικρότερο βαθµό σε σχέση µε τα WT. Στα 100 mM, 

παρατηρήθηκε αύξηση της Put (8,91 pmol/mgFW) και Spd (9,72 pmol/mgFW) και 

µείωση στη Spm (3,68 pmol/mgFW) σε σχέση µε τα S-AtPAO3 µάρτυρες. Στα (200 mM)  
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τα επίπεδα των PAs παρέµειναν σχεδόν τα ίδια µε µικρή µείωση της Put (7,72 

pmol/mgFW) και µικρή αύξηση της Spd (9,90 pmol/mgFW) και Spm (4,27 

pmol/mgFW). Στο µετάλλαγµα Atpao3, παρατηρήθηκαν υψηλότερα επίπεδα σε όλες τις 

PAs (Put 2,24, Spd 4,37, Spm 2,29 pmol/mgFW) στα φυτά-µάρτυρες σε σχέση µε τα 

WT. Κατά την καταπόνηση των 100 και 200 mM, παρατηρήθηκε dose-dependent 

αύξηση και των τριών PAs. 

 

	
  
Εικόνα	
  9.	
  Διαλυτές	
  πολυαμίνες	
  (S-­‐PAs)	
  σε	
  0,	
  100	
  και	
  200	
  mM	
  NaCl	
  για	
  24	
  h,	
  σε	
  φυτά	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  S-­‐
AtPAO1,	
   3,	
   5,	
   στα	
   αντίστοιχα	
   μεταλλάγματα	
   Atpao1,	
   3,	
   5	
   και	
   σε	
   WT	
   φυτά,	
   ηλικίας	
   δύο	
   μηνών.	
   Οι	
   S-­‐PAs	
  
εκφράζονται	
   σε	
   pmol	
   ανά	
   mg	
   φρέσκου	
   βάρους	
   (FW).	
   Οι	
   αστερίσκοι	
   (∗	
   0mM,	
   ∗∗	
   100mM,	
   ∗∗∗200mM),	
  
υποδεικνύουν	
  στατιστικά	
  σημαντικές	
  διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
  

 

Ο γονότυπος S-AtPAO5, παρουσίασε αρκετά υψηλότερα επίπεδα των τριών PAs 

(Put 3,95, Spd 8,54, Spm 1,93 pmol/mgFW) στα φυτά µάρτυρες σε σχέση µε τα WT. Τα 

100 mM NaCl προκάλεσαν αύξηση των τριών PAs (Put 10,03, Spd 10,51, Spm 8,00 
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pmol/mgFW), ενώ στα 200 mM NaCl, η Put παρέµεινε σχεδόν στα ίδια επίπεδα µε µικρή 

µείωση (9,21 pmol/mgFW), η Spd αυξήθηκε σε µικρό βαθµό (11,68 pmol/mgFW) και η 

Spm µειώθηκε αρκετά (5,10 pmol/mgFW). Το µετάλλαγµα Atpao5 παρουσίασε 

υψηλότερα επίπεδα Put (3,56 pmol/mgFW), ελάχιστα µειωµένα επίπεδα Spd (3,52 

pmol/mgFW) και αυξηµένα Spm (1,93 pmol/mgFW) στα φυτά µάρτυρες, σε σχέση µε τα 

WT. Τα επίπεδα των PAs κατά την καταπόνηση των 100 και 200 mM, έδειξαν µια dose-

dependent αύξηση. 
	
  

3.5 Συγκέντρωση των ενεργών µορφών οξυγόνου O2
.- και H2O2 στα 

ΓΤΦ που υπέρ- και υπό-εκφράζουν τις PAO 

Είναι γνωστή η αύξηση των ROS και ιδιαίτερα το H2O2 στα ΓΤΦ που υπέρ-

εκφράζουν τις PAO, καθώς το H2O2 είναι το προϊόν οξείδωσης των PAs (Moschou et al., 

2008b).  

 

3.5.1 Εντοπισµός O2
.- και H2O2 µε in situ χρώση  

Στα πλαίσια αυτά, πραγµατοποιήθηκε in-situ χρώση για ανίχνευση του H2O2 και 

O2
.- χρησιµοποιώντας DAB και NBT αντίστοιχα. Τα φυτά µάρτυρες δεν παρουσίασαν 

διαφορές στη συγκέντρωση H2O2, ενώ τα ποσά O2
.- ήταν αυξηµένα στους γονότυπους S-

AtPAO1 και Atpao3. Κατά την µεταχείριση µε 200 mM NaCl για 24 h, τα ποσά των ROS 

αυξήθηκαν σηµαντικά, τόσο στις σειρές υπέρ-έκφρασης, όσο και στα αντίστοιχα 

µεταλλάγµατα (Εικ. 10). Τα υψηλότερα ποσά H2O2 καταγράφηκαν στους γονότυπους S-

AtPAO3 και Atpao3 και στη συνέχεια στον γονότυπο S-AtPAO1, ενώ τα υψηλότερα ποσά 

O2
.- καταγράφηκαν στους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3.  
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Εικόνα	
  10.	
   In	
  situ	
  εντοπισμός	
  Α)	
  H2O2	
  και	
  Β)	
  O�− σε	
  φυτά	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  Col-­‐0	
  και	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3	
  και	
  
στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
  ηλικίας	
  δύο	
  μηνών	
  φυτά-­‐μάρτυρες	
  και	
  φυτά	
  που	
  έχουν	
  υποβληθεί	
  σε	
  
καταπόνηση	
  αλατότητας	
  200	
  mM	
  για	
  24	
  h.	
  	
  

 

3.5.2 Ανίχνευση H2O2 µε την χρήση συνεστιακής µικροσκοπίας (Confocal 
microscopy) 

Σε συνδυασµό µε την in situ χρώση του Η2Ο2 χρησιµοποιήθηκε και 

επιφθορίζουσα ανίχνευση µε την χρήση συνεστιακής µικροσκοπίας (Confocal 

microscopy) και την χρήση φθορίζοντος σηµαντή DCEFH. Το πλεονέκτηµα της 

παραπάνω τεχνικής είναι ότι προσφέρει αυξηµένη ευαισθησία και δίνει µια πραγµατική 

και πλήρη απεικόνιση της κατανοµής του H2O2 στον ιστό.  

Στα φυτά µάρτυρες, δεν παρατηρήθηκαν υψηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 παρά µόνο 

µια µικρή συγκέντρωση στους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3. Κατά την καταπόνηση 

µε 200 mM NaCl για 24 h, παρατηρήθηκε συσσώρευση H2O2 στις ΓΤ σειρές, µε 

εντονότερη στους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 και αµέσως µετά στα WT φυτά. Οι 

γονότυποι S-AtPAO3 και Atpao1,  παρουσίασαν την χαµηλότερη συσσώρευση H2O2 κατά 

την καταπόνηση (Εικ. 11). 
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Εικόνα	
   11.	
   Εντοπισμός	
   H2O2	
   με	
   την	
   χρήση	
   του	
   φθορίζοντος	
   σημαντή	
   DCEFH	
   σε	
   συνεστιακό	
   μικροσκόπιο	
  
(Confocal)	
   σε	
   φυλλικούς	
   ιστούς	
   από	
   φυτά	
  WT,	
   ΓΤ	
   σειρές	
   υπερέκφρασης	
   S-­‐AtPAO1,	
   3	
   και	
   και	
   τα	
   αντίστοιχα	
  
μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3	
  σε	
  φυσιολογικές	
  συνθήκες	
  (Controls)	
  και	
  καταπόνηση	
  με	
  200	
  mM	
  NaCl	
  για	
  24	
  h.	
  

 

3.6 Ενζυµατική ενεργότητα Οξειδάσης των Πολυαµινών  

Η οξείδωση των PAs είναι ένας µηχανισµός που συµµετέχει ενεργά στην 

απόκριση σε αβιοτικές καταπονήσεις και ως εκ τούτου κρίθηκε σκόπιµο να αναλυθεί η 

ενζυµατική ενεργότητα PAO στα φύλλα όλων των γονοτύπων µετά από έκθεση σε 100 

και 200 mM ΝaCl για 24 h. 

Παρατηρήθηκε αύξηση της PAO ενεργότητας σε όλες τις σειρές των φυτών-

µαρτύρων (0mM ΝaCl) σε σχέση µε τα WT µε µεγαλύτερη αύξηση στον γονότυπο S-

AtPAO5 κατά 2,5-φορές. Ακολουθεί ο γονότυπος S-AtPAO1 και Atpao1 µε 1,8-φορές 

αύξηση, και οι γονότυποι S-AtPAO3 και Atpao3 µε αύξηση 1,7-φορές, σε σχέση µε τα 

WT (Εικ. 12). Στα φυτά WT, παρατηρήθηκε αύξηση της ενεργότητας της PAO µε dose-

dependent τρόπο ανάλογα µε την ένταση της καταπόνησης (100-200 mM NaCl). Επίσης 

οι σειρές υπέρ-έκφρασης παρουσίασαν σηµαντική αύξηση της ενεργότητας κατά την 

καταπόνηση, µε την µεγαλύτερη αύξηση στον γονότυπο S-AtPAO5 µε αύξηση 1,7-φορές 

στα 100 mM και 1,3 φορές στα 200 mM σε σχέση µε τα WT. Όλες οι σειρές υπέρ-

έκφρασης παρουσίασαν αύξηση της PAO ενεργότητας κατά την µέτρια ένταση 
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καταπόνησης (100 mM NaCl) και η ενεργότητα αυτή παρέµεινε στα ίδια επίπεδα όταν η 

καταπόνηση αυξήθηκε (200 mM NaCl). 

Όσον αφορά τα µεταλλάγµατα, οι µάρτυρες (0 mM NaCl), παρουσίασαν 

υψηλότερα επίπεδα ενεργότητας PAO σε σχέση µε WT και χαµηλότερα σε σχέση µε τις 

σειρές υπέρ-έκφρασης. Κατά την καταπόνηση, παρατηρήθηκε διαφορετικό πρότυπο της 

PAO ενεργότητας µεταξύ των τριών µεταλλαγµάτων. Πιο συγκεκριµένα, ο γονότυπος  

Atpao1, παρουσίασε αύξηση της ενεργότητας κατά 1,3-φορές στη µέτρια ένταση (100 

mM NaCl) και µικρή µείωση κατά 15% στην υψηλότερη ένταση αλατότητας (200 mM 

NaCl) σε σύγκριση µε τα WT. Ο γονότυπος  Atpao3, παρουσίασε σηµαντική µείωση 

PAO ενεργότητας κατά την µέτρια ένταση κατά 30% ενώ στην υψηλή ένταση 

αλατότητας η ενεργότητα παρέµεινε στα ίδια επίπεδα µε τα φυτά-µάρτυρες του ίδιου 

γονότυπου. Τέλος τα φυτά Atpao5, ενώ παρουσίασαν τα χαµηλότερα επίπεδα 

ενζυµατικής ενεργότητας PAO µεταξύ των ΓΤ σειρών στα φυτά-µάρτυρες, κατά την 

καταπόνηση, παρατηρήθηκε αύξηση της PAO ενεργότητας, ανάλογη µε την ένταση της 

καταπόνησης (100-200 mM NaCl). 

 

	
  
Εικόνα	
  12.	
  Χρώση	
  ενεργότητας	
  Πολυαμινικής	
  οξειδάσης	
  (PAO)	
  μετά	
  από	
  φυσική	
  ηλεκτροφόρηση	
  σε	
  φυλλικά	
  
εκχυλίσματα	
  Arabidοpsis	
  thaliana	
  Col-­‐0,	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
  5	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
  5	
  
ηλικίας	
  δύο	
  μηνών,	
  που	
  έχουν	
  υποβληθεί	
  σε	
  καταπόνηση	
  100	
  και	
  200	
  mM	
  NaCl	
  για	
  24	
  h	
  καθώς	
  και	
  σε	
  φυτά-­‐
μάρτυρες	
   (0mM).	
   Οι	
   αστερίσκοι	
   (∗	
   0mM,	
   ∗∗	
   100mM,	
   ∗∗∗200mM),	
   υποδεικνύουν	
   στατιστικά	
   σημαντικές	
  
διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
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3.7 Ενζυµατικός αντιοξειδωτικός µηχανισµός των ΓΤΦ που υπέρ- και 

υπό-εκφράζουν τις οξειδάσες των πολυαµινών 

Οι ενζυµατικοί µηχανισµοί απόσβεσης των ROS στα φυτά περιλαµβάνουν κυρίως 

τα ένζυµα SOD, APX και CAT. Η SOD, είναι ο πρώτος κρίκος στην αλυσίδα των 

ενζυµατικών συστηµάτων των κυττάρων στη διαδικασία αποτοξίνωσης και µετατρέπει 

το O2
.- σε Η2Ο2 (Scandalios, 1993). Το Η2Ο2 στην συνέχεια ανάγεται σε H2O από τις 

CAT  ή την APX (Foyer and Halliwell, 1976; Asada, 1992a; Alscher et al., 1997;  Noctor 

and Foyer, 1998a). Το ένζυµο της NADPH-οξειδάσης είναι κοµβικό στην παραγωγή των 

σουπεροξειδικών ιόντων και οι NADPH-οξειδάση/PAO αποτελούν αλληλορυθµιζόµενο 

δίδυµο (Gemes et al., 2016). 

 

3.7.1 Ενζυµατική ενεργότητα Καταλάσης (Catalase, CAT) 

Η µέτρηση της ενζυµατικής ενεργότητας της CAT σε native gel, διεξήχθη κατά 

τη διάρκεια 6 και 24 h σε 100 και 200 mM NaCl (Εικ. 13). Οι γονότυποι που υπέρ- αλλά 

και υπό-εκφράζουν τις PAO, παρουσίασαν υψηλή αποσβεστική ενεργότητα CAT σε 

σχέση µε τα φυτά WT. Η ενεργότητα της CAT, αυξήθηκε στις σειρές υπέρ-έκφρασης, 

ενώ παρέµεινε σταθερή στα αντίστοιχα µεταλλάγµατα στα φυτά µάρτυρες σε σύγκριση 

µε τα WT. 

Στις 6 h καταπόνησης, η ένταση της ενεργότητας του ενζύµου στα WT, αυξήθηκε 

µε την αύξηση της δόσης του αλατιού (υψηλότερη στα 200 απ’ ότι στα 100 mM NaCl). 

Στις υπέρ-έκφρασης, παρατηρήθηκε αύξηση της ενεργότητας στα 100 mM και παρέµεινε 

σταθερή στα 200 mM, εκτός από τον γονότυπο S-AtPAO5 ο οποίος παρουσίασε µικρή 

µείωση της ενεργότητας στα 100 mM σε σύγκριση µε τα S-AtPAO5 controls. Στα 

µεταλλάγµατα, ο γονότυπος Atpao1, παρουσίασε αύξηση µόνο στα 200 mM και σταθερά 

επίπεδα στα 100 mM. Στον γονότυπο Atpao3, παρατηρήθηκε αύξηση στα 100 µε τάση 

προς µείωση στα 200 mM, ενώ στον Atpao5 παρατηρήθηκε µείωση στα 100 και σταθερά 

επίπεδα στα 200 mM, σε σύγκριση µε τα Atpao5 µάρτυρες.  

Κατά τις 24 h καταπόνησης, παρατηρήθηκε αύξηση της CAT ενεργότητας στις 

σειρές υπερέκφρασης µε dose-dependent τρόπο, εκτός από τον γονότυπο S-AtPAO5 που 
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παρατηρήθηκε µείωση ανάλογη της έντασης της καταπόνησης. Τα µεταλλάγµατα 

κατέγραψαν µείωση της CAT ενεργότητας κατά την καταπόνηση µε σταθερά επίπεδα 

ανάµεσα στις δύο εντάσεις (100 και 200 mM). 

 

	
  
Εικόνα	
  13.	
  In	
  gel	
  ενεργότητα	
  Καταλάσης	
  (CAT),	
  μετά	
  από	
  φυσική	
  ηλεκτροφόρηση	
  σε	
  Arabidοpsis	
  thaliana	
  Col-­‐
0	
   και	
   σε	
   ΓΤΦ	
   S-­‐AtPAO1,	
   3,	
   5	
   και	
   στα	
   αντίστοιχα	
   μεταλλάγματα	
   Atpao1,	
   3,	
   5	
   ηλικίας	
   δύο	
   μηνών,	
   που	
   έχουν	
  
υποβληθεί	
   σε	
   καταπόνηση	
   0,	
   100	
   και	
   200	
   mM	
   NaCl,	
   για	
   6	
   και	
   24	
   h.	
   Οι	
   αστερίσκοι	
   (∗	
   0mM,	
   ∗∗	
   100mM,	
  
∗∗∗200mM),	
  υποδεικνύουν	
  στατιστικά	
  σημαντικές	
  διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
  

 

3.7.2 Ενζυµατική ενεργότητα Ασκορβικής Περοξειδάσης (Ascorbate Peroxidase, 
APX) 

Το ένζυµο APX αποτελεί µια από τις πρώτες γραµµές άµυνας απέναντι στις 

αυξηµένες συγκεντρώσεις H2O2, µε υψηλή συγγένεια µε το υπόστρωµά του. Τα ίδια 

δείγµατα υποβλήθηκαν και σε µέτρηση ενεργότητας της APX µε την µέθοδο της φυσικής 

ηλεκτροφόρησης (Εικ. 14). Στις 6 h καταπόνησης δεν παρουσιάζεται ιδιαίτερη επαγωγή 

της APX εκτός από τον γονότυπο S-AtPAO5.  

Στις 24 h καταπόνησης η ενεργότητα της APX παρουσίασε διαφορετικό πρότυπο 

επαγωγής. Στα WT φυτά και στους γονότυπους S-AtPAO1 Atpao1 και Atpao3, 

παρουσίασε dose-dependent τρόπο επαγωγής. Στον γονότυπο S-AtPAO3, η ενεργότητα 

ήταν µεγαλύτερη στα 100 mM και χαµηλότερη από αυτή που καταγράφηκε στα 200 mM. 
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Στον γονότυπο S-AtPAO5 παρατηρήθηκε µείωση ανάλογη µε τη ένταση της 

καταπόνησης, ενώ στον Atpao5, παρατηρήθηκε µείωση στα 100 και αύξηση στα 200 

mM. 

 

	
  
Εικόνα	
   14.	
   Χρώση	
   ενεργότητας	
   Ασκορβικής	
   περοξειδάσης	
   (APX),	
   μετά	
   από	
   φυσική	
   ηλεκτροφόρηση	
   σε	
  
Arabidοpsis	
  thaliana	
  Col-­‐0	
  και	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
  5,	
  5	
  ηλικίας	
  δύο	
  
μηνών	
  σε	
  0,	
  100	
  και	
  200	
  mM	
  NaCl,	
  για	
  6	
  και	
  24	
  h.	
  Οι	
  αστερίσκοι	
  (∗	
  0mM,	
  ∗∗	
  100mM,	
  ∗∗∗200mM),	
  υποδεικνύουν	
  
στατιστικά	
  σημαντικές	
  διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
  

 

3.7.3 Ενζυµατική ενεργότητα Υπεροξειδικής Δισµουτάσης (Superoxide Dismutase, 
SOD) 

Η Υπεροξειδική Δισµουτάση (SOD) αποσβένει Ο2
.- και παράγει Η2Ο2, οπότε 

µπορεί να θεωρηθεί αντιοξειδωτικό σύστηµα, και συµπαραγωγός Η2Ο2 µε τις PAO. 

Λαµβάνοντας υπόψη τα παραπάνω κρίθηκε σκόπιµη η µελέτη της ενζυµατικής 

ενεργότητας SOD σε 100 και 200 mM NaCl για 6 και 24 h. Όλες οι ΓΤΣ εµφάνισαν 

υψηλότερα επίπεδα της SOD σε σχέση µε τα WT φυτά (Εικ. 15). 

Κατά την διάρκεια της καταπόνησης 6 h, η σειρά υπέρ-έκφρασης S-AtPAO1, 

εµφάνισε επαγωγή της SOD στα 200 mM NaCl. Στον γονότυπο S-AtPAO3, τα επίπεδα 

της SOD δεν φαίνεται να επηρεάζονται από την καταπόνηση των 6 h µε 100 και 200 mM 
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NaCl. Ο γονότυπος S-AtPAO5 εµφάνισε επαγωγή της SOD στα 200 mM NaCl, ενώ στα 

100 mM εµφάνισε µικρή µείωση. Στο µετάλλαγµα Atpao3, παρατηρήθηκε επαγωγή της 

SOD 6 h µετά την µεταχείριση µε 100 και 200 mM NaCl και παρέµεινε σταθερή 

ανάµεσα στις δύο εντάσεις, ενώ τα Atpao1 και Atpao5 φυτά εµφάνισαν επαγωγή της 

SOD 6 h µετά την µεταχείριση µε 200 mM NaCl (Εικ. 15 Α).  

Μεταχείριση µεγαλύτερης διάρκειας (24 h) οδήγησε σε διαφορετικά πρότυπα 

επαγωγής της SOD στα ΓΤ φυτά, (συµπεριλαµβανοµένων και των WT φυτών στα οποία 

σηµειώθηκε επαγωγή της ενεργότητας SOD τόσο στα 100 όσο στα 200 mM NaCl. Στις 

σειρές υπερέκφρασης ο γονότυπος S-AtPAO1 εµφάνισε επαγωγή της SOD µε dose-

dependent τρόπο, ο S-AtPAO3, εµφάνισε επαγωγή της SOD στα 100 mM, η οποία 

παρέµεινε στα ίδια επίπεδα και στα 200 mM, και ο S-AtPAO5 µικρή αύξηση της SOD 

κατά την καταπόνηση µε 100 και 200 mM. (Εικ. 10 Β). Όσον αφορά τα µεταλλάγµατα, 

οι γονότυποι Atpao1 και Atpao5 εµφάνισαν επαγωγή της SOD στα 200 mM NaCl µε 

εξαίρεση τα Atpao3 στα οποία παρατηρήθηκε επαγωγή από τα 100 mM (Εικ. 15 Β). Από 

τα παραπάνω µπορούµε να συµπεράνουµε πως η SOD και η PAO εµφανίζουν µια 

ανταγωνιστική σχέση όσο αφορά την ρύθµιση της οµοιοστασίας του Η2Ο2 κατά τις 

αβιοτικές καταπονήσεις.  

	
  

	
  
Εικόνα	
   15.	
   Χρώση	
   ενεργότητας	
   Υπεροξειδικής	
   δισμουτάσης	
   (SOD),	
   μετά	
   από	
   φυσική	
   ηλεκτροφόρηση	
   σε	
  
Arabidοpsis	
  thaliana	
  Col-­‐0	
  και	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
  5	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
  5,	
  ηλικίας	
  δύο	
  
μηνών	
  που	
   έχουν	
   υποβληθεί	
   σε	
   0,	
   100	
   και	
   200	
  mM	
  NaCl,	
   για	
   6	
   και	
   24	
   h.	
   Οι	
   αστερίσκοι	
   (∗	
   0mM,	
  ∗∗	
   100mM,	
  
∗∗∗200mM),	
  υποδεικνύουν	
  στατιστικά	
  σημαντικές	
  διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
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3.7.4 Ενζυµατική ενεργότητα NADPH-οξειδάσης (NADPH-Oxidase) 

Τα ίδια δείγµατα υποβλήθηκαν και σε µέτρηση ενεργότητας της NADPH oxidase 

µε την µέθοδο της φυσικής ηλεκτροφόρησης. Τα φυτά WT, παρουσίασαν dose-

dependent αύξηση της ενεργότητας της NADPH-oxidase κατά την καταπόνηση 

αλατότητας στις 6 και 24 h, µε µια µικρή γενική αύξηση στις 24 h (Εικ. 16 ). 

Ο γονότυπος S-AtPAO1, κατέγραψε υψηλή ενεργότητα NADPH-oxidase στα 

φυτά-µάρτυρες και σταδιακή µείωση, όσο αυξάνεται η ένταση της αλατότητας, τόσο στις 

6 όσο και στις 24 h, µε µεγαλύτερη µείωση της ενεργότητας στην υψηλή ένταση 

καταπόνησης (200 mM NaCl) στις 24 h. 

Ο γονότυπος S-AtPAO3, παρουσίασε υψηλή ενεργότητα NADPH-oxidase στα 

φυτά-µάρτυρες. Παρουσία NaCl παρατηρήθηκε επαγωγή της NADPH-oxidase (6 h), µε 

αύξηση της ενεργότητας των διαφορετικών ισοµορφών τόσο στα 100 mM όσο και στα 

200 mM. Στις 24 h, η ενεργότητα της NADPH-oxidase παρουσίασε πολύπλοκο πρότυπο 

στον γονότυπο S-AtPAO3 µε γενική αύξηση της ενεργότητας των ισοµορφών στα 100 

mM NaCl και περαιτέρω αύξηση των a, c και f ισοµορφών στα 200 mM ενώ οι 

υπόλοιπες ισοµορφές παρουσίασαν µείωση της ενεργότητας. Ο γονότυπος S-AtPAO5, 

παρουσίασε υψηλή ενεργότητα στα φυτά-µάρτυρες µε αύξηση στα 100 mM NaCl, αλλά 

µείωση στα 200 mM NaCl στις 6 και 24 h καταπόνησης. 

Σχετικά µε τα µεταλλάγµατα, ο γονότυπος Atpao1 παρουσίασε υψηλή ενεργότητα 

της NADPH-oxidase στα φυτά-µάρτυρες η οποία αυξήθηκε µε την ένταση της 

αλατότητας µε παρόµοιο πρότυπο στις µεταχειρίσεις των 6 και 24 h. Υψηλή ενεργότητα 

στα φυτά-µάρτυρες παρουσίασε και ο Atpao3 γονότυπος µε περαιτέρω αύξηση της 

ενεργότητας κατά την υψηλή ένταση αλατότητας (200 mM) αλλά όχι και κατά την 

µέτρια ένταση όπου παρατηρήθηκε ενεργοποίηση της SOD ενεργότητας. Το µετάλλαγµα 

Atpao5, παρουσίασε αύξηση της NADPH oxidase ενεργότητας στις 6 h στα 200 mM 

NaCl, ενώ στις 24 h µεγαλύτερα επίπεδα σηµειώθηκαν κατά την µέτρια ένταση (100 

mM). 
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Εικόνα	
  16.	
  Χρώση	
  ενεργότητας	
  NADPH	
  οξειδάσης,	
  μετά	
  από	
  φυσική	
  ηλεκτροφόρηση	
  σε	
  Arabidοpsis	
  thaliana	
  
Col-­‐0	
  και	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
  5	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
  5,	
  ηλικίας	
  δύο	
  μηνών	
  σε	
  0,	
  100	
  και	
  
200	
   mM	
   NaCl,	
   για	
   6	
   και	
   24	
   h.	
   Οι	
   αστερίσκοι	
   (∗	
   0mM,	
   ∗∗	
   100mM,	
   ∗∗∗200mM),	
   υποδεικνύουν	
   στατιστικά	
  
σημαντικές	
  διαφορές	
  (P	
  ≤	
  0.05)	
  σε	
  σχέση	
  με	
  τα	
  WT	
  φυτά.	
  

 

3.8 Εκτίµηση της ωσµωτικής πίεσης και της ιοντικής πρόσληψης 

κατά τη διάρκεια έκθεσης των φυτών σε καταπόνηση αλατότητας  

Για την εκτίµηση της επίδρασης της καταπόνησης αλατότητας, µετρήθηκε το 

ωσµωτικό δυναµικό µετά από έκθεση των φυτών σε 200 mM NaCl για διάστηµα 24 h 

στους διαφορετικούς γονοτύπους Arabidopsis, (Εικ. 17). Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι 

κατά τη διάρκεια των 6 h, στα ΓΤΦ, σε αντίθεση µε τα WT, δεν παρατηρήθηκαν αλλαγές 

στο ωσµωτικό δυναµικό, αλλά η σηµαντική µείωση σηµειώθηκε αργότερα σε όλους τους 

γονότυπους. Κατά την διάρκεια των 24 h, η αλατότητα είχε ως αποτέλεσµα την χαµηλή 

ωσµωτική πίεση στα φυλλικά κύτταρα που κυµάνθηκε από -2MPa έως -3MPa. 

Αξίζει να σηµειωθεί ότι ο γονότυπος Atpao3 (-2MPa), ακολουθούµενος από τα WT φυτά 

(-2,7MPa) και τον γονότυπο Atpao1 (-2,7MPa), κατέγραψαν χαµηλότερα επίπεδα σε 

σχέση µε τις σειρές υπέρ-έκφρασης S-AtPAO1 και S-AtPAO3, οι οποίες φθάνουν τα -

3MPa (Εικ. 17 Α). 
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Εικόνα	
   17.	
  Α)	
  Ωσμωτικό	
   δυναμικό	
  σε	
   κύτταρα	
  φύλλων	
  μετά	
   την	
   έκθεσή	
   τους	
   σε	
   200	
  mM	
  NaCl	
   για	
   24	
   h	
  Β)	
  
Περιεχόμενο	
  των	
  φύλλων	
  στα	
  ιόντα:	
  Na+,	
  Cl-­‐,	
  Κ+,	
  Ca2+	
  και	
  Mg2+.	
  C)	
  Αναλογία	
  ιόντων	
  Na+/K+	
  στους	
  διαφορετικούς	
  
γονότυπους.	
  Οι	
  μετρήσεις	
  πραγματοποιήθηκαν	
  μετά	
  από	
  0,	
  3	
  και	
  24	
  h	
  σε	
  200	
  mM	
  NaCl,	
  για	
  τους	
  γονότυπους	
  
Col-­‐0,	
  S-­‐AtPAO1,	
  S-­‐AtPAO3	
  και	
  τα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1	
  και	
  Atpao3.	
  

 

Η καταπόνηση από αλατότητα, µπορεί να επηρεάσει την ιοντική πρόσληψη των 

ιόντων αλλά και να προκαλέσει απορρύθµιση της εσωτερικής ιοντικής οµοιοστασίας. 

Πράγµατι, µετά από την έκθεση των φυτών σε NaCl για 24 h, τα φύλλα των 

διαφορετικών γονοτύπων αύξησαν σηµαντικά τα επίπεδα των ιόντων Na+ και Cl- (Εικ. 17 

Β). Η έκθεση των φυτών για διάστηµα 3 h σε 200 mM NaCl, φαίνεται να µην είναι στη 

πραγµατικότητα αρκετά ικανή ώστε να επηρεάζει την ιοντική σύνθεση. Οι γονότυποι που 

παρουσίασαν τα χαµηλότερα επίπεδα των δύο αυτών ιόντων είναι τα φυτά Col-0 και S-
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AtPAO3, σε αντίθεση µε τους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 που εµφανίζουν 

σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα.  

Παράλληλα, το αλάτι προκάλεσε αύξηση του περιεχοµένου των φύλλων σε Mg2+ 

αλλά και σε Ca2+, σε ΓΤ σειρές, αλλά όχι στα WT φυτά. Στα αντίστοιχα µεταλλάγµατα 

(Atpo1 και Atpao3), η αλατότητα προκάλεσε σηµαντική αύξηση του περιεχοµένου των 

φύλλων σε Κ+. Στο πλαίσιο αυτό, και µετά από εξέταση της αναλογίας Na+/K+ (η οποία 

χρησιµοποιείται κοινώς ως δείκτης της ιοντικής ανταγωνιστικότητας και της ικανότητας 

ανοχής), τα χαµηλότερα επίπεδα καταγράφηκαν στους γονότυπους S-AtPAO3 και Atpao1 

που όπως καταδεικνύεται από την παρούσα εργασία είναι οι πιο ανθεκτικοί γονότυποι. 

 

3.9 Αποπλαστικές PAs σε συνθήκες καταπόνησης αλατότητας 

Προηγούµενες εργασίες ανέδειξαν την αυξηµένη έξοδο των PAs στον αποπλάστη 

και την οξείδωσή τους και την απόκριση σε καταπονήσεις (Moschou et al., 2008a, b). 

Στα πλαίσια αυτά πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση των αποπλαστικών κλασµάτων PAs και 

ποσοτικοποίησή τους σε WT φυτά, καθώς και στις ΓΤ σειρές S-AtPAO1 και S-AtPAO5 

και στα αντίστοιχα µεταλλάγµατα Atpao1 και Atpao5, σε φυτά µάρτυρες και παρουσία 

100 mM NaCl (Εικ. 18). Οι PAs από τα υγρά αυτά εκτιµήθηκαν µετά από έλεγχο της 

καθαρότητάς τους, χρησιµοποιώντας ως σηµαντή αποπλαστικού εντοπισµού την 

αφυδρογονάση της 6-φωσφορικής γλυκόζης. Το ένζυµο αυτό, απουσιάζει από τον 

αποπλάστη, οπότε η εκτίµηση της ενεργότητάς του προσφέρει µία ασφαλή ένδειξη για τη 

καθαρότητα των αποπλασµικών υγρών. 

Τα αποτελέσµατα φανέρωσαν ότι στα φυτά µάρτυρες οι γονότυποι Atpao1 και S-

AtPAO5 συσσώρευσαν µεγαλύτερη συγκέντρωση PAs από τα WT φυτά, ενώ ο 

γονότυπος Atpao5, φάνηκε να συσσωρεύει µόνο Spm. Κατά την καταπόνηση µε 100 mM 

NaCl για 24 h, παρατηρήθηκε µια γενικότερη αύξηση των αποπλασµικών PAs στα S-

AtPAO1 (υψηλότερες Spd και Spm) και στα µεταλλάγµατα Atpao1 και Atpao5. 

Αντίθετα, η καταπόνηση από αλατότητα δεν οδήγησε σε αύξηση των αποπλαστικών PAs 

στα S-AtPAO5 φυτά εκτός από µία πολύ µικρή αύξηση της Put. 
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Εικόνα	
  18.	
  Αποπλαστικές	
  PAs	
  σε	
  Col-­‐0,	
  στις	
  ΓΤ	
  σειρές	
  S-­‐AtPAO1,	
  S-­‐AtPAO5	
  και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  
Atpao1	
  και	
  Atpao5,	
  σε	
  φυσιολογικές	
  συνθήκες	
  και	
  σε	
  100	
  mM	
  για	
  24	
  h.	
  

	
  

3.10 Φαινοτυπική ανάλυση σποροφύτων σε συνθήκες καταπόνησης 

αλατότητας 

Με σκοπό την διερεύνηση της επίδρασης της καταπόνησης από αλατότητα σε 

φυτά Arabidopsis thaliana WT και σε ΓΤΦ S-AtPAO1, S-AtPAO3 και στα αντίστοιχα 

µεταλλάγµατα Atpao1 και Atpao3, σπέρµατα από τους παραπάνω γονοτύπους 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα ½ MS + 0.5% sucrose, εµπλουτισµένο µε 50 ή 

100 mM NaCl για χρονικό διάστηµα 15 d. Τα φυτά-µάρτυρες αναπτύχθηκαν στο ίδιο 

θρεπτικό χωρίς την προσθήκη αλατιού.  
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Όπως φαίνεται στην Εικόνα 19, όσον αυξήθηκε η αλατότητα, η ανάπτυξη των  

των σποροφύτων επηρεάστηκε σε διαφορετικό βαθµό ανάλογα µε τον γονότυπο. Από τις 

υπέρ-εκφράζουσες σειρές, ο γονότυπος S-AtPAO1 παρουσίασε τη µεγαλύτερη µείωση 

της ανάπτυξής του υπό συνθήκες καταπόνησης. Πιο συγκεκριµένα, στην χαµηλότερη 

συγκέντρωση (50 mM) παρουσίασε µειωµένη ανάπτυξη σε ολόκληρο το φυτό, µειωµένο 

ριζικό σύστηµα, µειωµένη και χλωρωτική φυλλική επιφάνεια ενώ η υψηλότερη 

συγκέντρωση (100 mM) αποδείχθηκε µη βιώσιµη για την ανάπτυξη των σποροφύτων. 

Αντίθετα, ο γονότυπος S-AtPAO3, διατήρησε ικανοποιητικά επίπεδα ανάπτυξης στις 

συνθήκες καταπόνησης. Μάλιστα αναπτύχθηκε ακόµα και στην υψηλή ένταση 

καταπόνησης (100 mM) σε αντίθεση µε τον γονότυπο S-AtPAO1 που δεν φάνηκε να 

παρουσιάζει αντοχή στην συγκεκριµένη συγκέντρωση. 
 

	
  
Εικόνα	
  19.	
  Φαινοτυπική	
  ποικιλομορφία	
  σποροφύτων	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  Col-­‐0	
  και	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3	
  και	
  των	
  
αντίστοιχων	
  μεταλλαγμάτων	
  Atpao1,	
  3,	
   μετά	
   την	
  καταπόνηση	
  με	
  0,	
   50	
  και	
  100	
  mM	
  NaCl	
   για	
  15	
  d.	
  Τα	
  φυτά-­‐
μάρτυρες	
  αναπτύχθηκαν	
  σε	
  θρεπτικό	
  υπόστρωμα	
  MS	
  (1/2	
  MS+0.5%	
  sucrose),	
  ενώ	
  για	
  την	
  καταπόνηση	
  στο	
  MS	
  
προστέθηκε	
  50	
  ή	
  100	
  mM	
  NaCl.	
  

	
  
Όσον αφορά τα µεταλλάγµατα, οι γονότυποι Atpao1 και Atpao3 παρουσίασαν 

ικανοποιητική ανάπτυξη στα 50 mM NaCl. Στην υψηλότερη συγκέντρωση (100 mM) 

παρατηρήθηκε ραγδαία µείωση της ανάπτυξης στον γονότυπο Atpao3, ενώ ο Atpao1, αν 
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και παρουσιάζει αρκετά µειωµένη ανάπτυξη φάνηκε να αντεπεξέρχεται καλύτερα στη 

συγκεκριµένη ένταση καταπόνησης σε σχέση µε τον Atpao3. 

 

3.10.1 Συγκέντρωση ενεργών µορφών οξυγόνου O2
.- και H2O2 σε σπορόφυτα που 

υπέρ- και υπό-εκφράζουν τις PAO κατά την καταπόνηση αλατότητας 

Καθώς το H2O2 είναι προϊόν οξείδωσης των PAs, πραγµατοποιήθηκε in situ 

εντοπισµός H2O2 και O2
.- χρησιµοποιώντας DAB και NBT αντίστοιχα, στα ΓΤΦ µε 50 

και 100 mM NaCl για 15 d. 

Παρατηρήθηκε αυξηµένη συγκέντρωση H2O2 σε όλα τα ΓΤΦ καθώς και στα WT 

κατά την καταπόνηση, τόσο στα 50, και ακόµα περισσότερο στα 100 mM καταπόνησης 

σε µικρότερο ή µεγαλύτερο βαθµό, ανάλογα µε τον γονότυπο (Εικ. 20). 

Πιο συγκεκριµένα, από τα S-AtPAO φυτά, ο γονότυπος S-AtPAO3 παρουσίασε 

την µικρότερη συσσώρευση H2O2, τόσο στα 50 όσο και στα 100 mM NaCl, ενώ 

αντίθετα, ο S-AtPAO1, παρουσίασε την µεγαλύτερη συσσώρευση H2O2 στα 50 mM, ενώ 

όπως φαίνεται και παραπάνω, δεν αναπτύχθηκε στην µεγαλύτερη ένταση καταπόνησης. 

Όσον αφορά τα µεταλλάγµατα, ο γονότυπος Atpao1 παρουσίασε καλύτερη ανάπτυξη στα 

50 mM, και αυξηµένη συσσώρευση H2O2 σε σχέση µε τον γονότυπο Atpao3. Στα 100 

mM, τα µεταλλάγµατα παρουσίασαν αυξηµένη συσσώρευση H2O2 χωρίς ιδιαίτερες 

διαφοροποιήσεις. Τα αποτελέσµατα αυτά συµφωνούν µε την παρατήρηση των φυτών 

(µετά την χρώση µε DAB) µε την χρήση οπτικού µικροσκοπίου κατά την καταπόνηση 

αλατότητας µε 30 mM NaCl, κάνοντας έτσι εµφανείς τις διαφορές των γονοτύπων στην 

απόκριση στην καταπόνηση αλατότητας και στη συσσώρευση του H2O2, ήδη από 

καταπόνηση µικρότερης έντασης (30 mM).   

Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και κατά την χρώση των σποροφύτων 

για τη συσσώρευση O2
.-. Ο γονότυπος S-AtPAO3 παρουσίασε την µικρότερη 

συσσώρευση O2
.-, ενώ στα µεταλλάγµατα ο γονότυπος Atpao1 παρουσίασε µικρότερη 

συσσώρευση O2
.-σε σχέση µε το Atpao3.  
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Εικόνα	
  20.	
  In	
  situ	
  εντοπισμός	
  H2O2	
  και	
  O2.-­‐,	
  σε	
  φυτά	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  Col-­‐0	
  και	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3	
  και	
  στα	
  
αντίστοιχα	
   μεταλλάγματα	
   Atpao1,	
   3,	
   μετά	
   από	
   καταπόνηση	
   με	
   0,	
   50	
   και	
   100	
   mM	
   NaCl.	
   Τα	
   φυτά-­‐μάρτυρες	
  
αναπτύχθηκαν	
   σε	
   θρεπτικό	
   υπόστρωμα	
   MS	
   (1/2	
   MS+0.5%	
   sucrose),	
   ενώ	
   για	
   την	
   καταπόνηση,	
   στο	
   MS	
  
προστέθηκε	
  50	
  ή	
  100	
  mM	
  NaCl.	
  

 

3.10.2 Συσχέτιση φαινοτύπου µε κυτταρικό θάνατο κυττάρων κατά την καταπόνηση 
αλατότητας 

Με δεδοµένη τη φαινοτυπική υστέρηση ΓΤΦ κατά την καταπόνηση από 

αλατότητα, επιχειρήθηκε η συσχέτισή της µε τον κυτταρικό θάνατο, χρησιµοποιώντας τη 

χρώση µε Trypan blue (Εικ. 21). Στα φυτά-µάρτυρες, δεν παρατηρήθηκαν αξιοσηµείωτες 

νεκρωτικές περιοχές.  

Σπορόφυτα ηλικίας δύο εβδοµάδων των γονοτύπων S-AtPAO1 και Atpao3, 

παρουσίασαν µεγάλες νεκρωτικές περιοχές µετά από καταπόνηση µε 10 mM NaCl για 15 

d που εκτέθηκαν. Οι περιοχές αυτές επεκτάθηκαν και έγιναν εντονότερες στη 

µεγαλύτερη συγκέντρωση (30 mM) για 15 d. Οι γονότυποι S-AtPAO3 και Atpao1, δεν 

παρουσίασαν εκτεταµένες νεκρωτικές περιοχές υποδηλώνοντας µεγαλύτερη 

ανθεκτικότητα από τους S-AtPAO1 και Atpao3 γονοτύπους. Μετά από επέκταση της 

µεταχείρισης µε αλατότητα για 21 d στα 30 mM, παρατηρήθηκαν εκτεταµένες 

νεκρωτικές περιοχές σε όλη την επιφάνεια του φύλλου και ειδικότερα στον αγγειακό 

ιστό, χωρίς ιδιαίτερες διαφοροποιήσεις, όσον αφορά τους διαφορετικούς γονοτύπους, 

αλλά µε µικρή παραλλαγή της έντασης των νεκρωτικών περιοχών, µε τον γονότυπο S-

AtPAO3 να παρουσιάζει την µικρότερη. 
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Εικόνα	
  21.	
  Εντοπισμός	
  νεκρών	
  κυττάρων	
  μετά	
  από	
  χρώση	
  με	
  trypan	
  blue	
  σε	
  φυτά	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  Col-­‐0,	
  
και	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3,	
   και	
  στα	
  αντίστοιχα	
  μεταλλάγματα	
  Atpao1,	
  3,	
   κατά	
  την	
  καταπόνηση	
  αλατότητας.	
  Τα	
  
φυτά-­‐μάρτυρες	
  αναπτύχθηκαν	
  σε	
  θρεπτικό	
  υπόστρωμα	
  MS	
  (1/2	
  MS+0.5%	
  sucrose),	
  ενώ	
  για	
  την	
  καταπόνηση	
  
στο	
  MS	
  προστέθηκε	
  10	
  ή	
  30	
  mM	
  NaCl.	
  Η	
  καταπόνηση	
  διήρκησε	
  15	
  d	
  με	
  10	
  και	
  30	
  mM	
  NaCl	
  και	
  21	
  d	
  με	
  30	
  mM	
  
NaCl.	
  Οι	
  νεκρωτικές	
  περιοχές	
  εντοπίστηκαν	
  με	
  την	
  χρήση	
  οπτικού	
  μικροσκοπίου	
  και	
  εστίαση	
  10x.	
  

 

3.11 Απόκριση των διαφορετικών γονοτύπων σε καταπόνηση µε τα 

βαρέα µέταλλα Αλουµίνιο (Aluminum, Al), Κάδµιο (Cadmium, Cd) 

και Χαλκό (Copper, Cu) 

Με σκοπό την διερεύνηση της επίδρασης της καταπόνησης από βαρέα µέταλλα 

σε φυτά Arabidopsis thaliana Col-0 και σε ΓΤΦ S-AtPAO1, S-AtPAO3 και στα 

αντίστοιχα µεταλλάγµατα Atpao3 και Atpao3, σπέρµατα από τους παραπάνω γονοτύπους 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα ½ MS + 0.5% sucrose, εµπλουτισµένο µε 0, 10 ή 

100 µM από το κάθε βαρύ µέταλλο, για 15 d. Για τις δοκιµές επιλέχθηκαν τρία από τα 

πιο ζηµιογόνα βαρέα µέταλλα, Αλουµίνιο (Al), Κάδµιο (Cd) και Χαλκός (Cu). 
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3.11.1 Φαινοτυπικές µεταβολές στα ΓΤΦ παρουσία βαρέων µετάλλων 

Παρατηρήθηκε µειωµένη ανάπτυξη στα σπορόφυτα που εκτέθηκαν στα τρία 

βαρέα µέταλλα, σε σύγκριση µε τα φυτά-µάρτυρες που αναπτύχθηκαν απουσία 

µετάλλων. Αξίζει να σηµειωθεί ότι το Al προκάλεσε τις µικρότερες ζηµιές σε σχέση µε 

το Cd και τον Cu (Εικ. 22). Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε µικρή µείωση του ριζικού 

συστήµατος και ελαφρύς αποχρωµατισµός των φύλλων, χωρίς ιδιαίτερη διαφοροποίηση 

στις δύο συγκεντρώσεις. Οι γονότυποι S-AtPAO3 και Atpao1 φαίνεται να ανέχονται 

καλύτερα την καταπόνηση από το Al, καθώς παρουσίασαν ικανοποιητική ανάπτυξη σε 

σχέση µε τους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3, που φαίνεται να επηρεάζονται λίγο 

περισσότερο από την καταπόνηση του Al. 

Το Cd, και σε µικρότερη κλίµακα ο Cu, προκάλεσαν τις µεγαλύτερες ζηµιές στην 

ανάπτυξη των σποροφύτων (Εικ. 22). Παρουσία 10µM Cd, παρατηρήθηκε µειωµένη 

φυλλική επιφάνεια, έντονη χλώρωση των φύλλων και σε ορισµένες περιπτώσεις 

µειωµένη ανάπτυξη του ριζικού συστήµατος. Οι γονότυποι που φαίνεται να 

επηρεάζονται λιγότερο από την καταπόνηση του Cd, είναι και σε αυτή την περίπτωση οι 

S-AtPAO3 και Atpao1, καθώς παρουσίασαν καλά αναπτυγµένη φυλλική επιφάνεια, µε 

µικρότερες χλωρώσεις και ικανοποιητικό ριζικό σύστηµα, σε αντίθεση µε τους 

γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 και τα WT φυτά. Η µεγαλύτερη συγκέντρωση Cd 

(100 µM), αποδείχθηκε καταστροφική για την ανάπτυξη των σποροφύτων. 

Η καταπόνηση µε 10 µM Cu, προκάλεσε εκτεταµένες χλωρώσεις στη φυλλική 

επιφάνεια και µείωση του ριζικού συστήµατος χωρίς ιδιαίτερες διαφοροποιήσεις στους 

διάφορους γονότυπους. Στα 100 µM, τα σπορόφυτα παρέµειναν στο στάδιο των 3-4 

πρώτων φύλλων καθώς ο Cu ανέστειλε την περαιτέρω ανάπτυξή τους (Εικ. 22). 
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Εικόνα	
   22.	
   Φαινότυποι	
   των	
   φυτών	
   Col-­‐0	
   καθώς	
   και	
   των	
   ΓΤΦ	
   S-­‐AtPAO1,	
   S-­‐AtPAO3	
   και	
   των	
   αντίστοιχων	
  
μεταλλαγμάτων	
  Atpao1	
  και	
  Atpao3,	
  μετά	
  την	
  ανάπτυξή	
  στους	
  σε	
  θρεπτικό	
  υπόστρωμα	
  MS	
  εμπλουτισμένο	
  με	
  Al,	
  
Cd	
  και	
  Cu	
  με	
  0,	
  10	
  και	
  100	
  μΜ	
  για	
  15	
  d.	
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3.11.2 Συγκέντρωση των ενεργών µορφών οξυγόνου O2
.- και H2O2 σε σπορόφυτα που 

υπέρ- και υπό-εκφράζουν τις PAO κατά την καταπόνηση µε βαρέα µέταλλα 

Κατά την καταπόνηση µε Al, οι γονότυποι που παρουσίασαν την υψηλότερη 

συσσώρευση H2O2 ήταν τα WT φυτά και οι γονότυποι Atpao3 και Atpao1 (Εικ. 23). Η 

συσσώρευση γίνεται εντονότερη όταν η ένταση της καταπόνησης αυξάνεται (100 µM). Ο 

γονότυπος S-AtPAO3 φαίνεται να ανταπεξέρχεται καλύτερα στην καταπόνηση των 10 

µM Al καθώς παρουσίασε µικρότερη συσσώρευση H2O2 η οποία αυξήθηκε στην 

µεγαλύτερη συγκέντρωση αλλά και πάλι σε µικρότερο βαθµό απ’ ότι στους υπόλοιπους 

γονότυπους. Ο γονότυπος S-AtPAO1, παρουσίασε τη µικρότερη ανάπτυξη στην 

καταπόνηση µε Al, µε το H2O2 να συσσωρεύεται περισσότερο στην υψηλότερη ένταση 

καταπόνησης. Η συσσώρευση O2
.- κατά την καταπόνηση µε το Al ήταν έντονη σε όλους 

τους γονότυπους και στις δύο συγκεντρώσεις µε εντονότερη αυτή των 100µM. Οι 

γονότυποι που παρουσίασαν τα µικρότερα ποσά O2
.- ήταν ο S-AtPAO3 και Atpao1. 

Κατά την καταπόνηση µε 10 µM Cd, παρατηρήθηκε εντονότερη συσσώρευση 

H2O2 στους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 (Εικ. 23). Ακολουθεί ο γονότυπος Atpao1, 

ενώ αυτός που παρουσίασε την µικρότερη συσσώρευση ήταν ο S-AtPAO3. Η 

συσσώρευση O2
.- κατά την καταπόνηση µε το 10 µM Cd, ήταν έντονη σε όλους τους 

γονότυπους µε υψηλότερα ποσά να σηµειώνονται στα WT φυτά και στον γονότυπο S-

AtPAO1. Όπως αναφέρθηκε παραπάνω η µεγαλύτερη συγκέντρωση Cd (100 µM), 

ανέστειλε την ανάπτυξη των σποροφύτων. 

Η καταπόνηση µε 10 µM Cu, προκάλεσε εντονότερη συσσώρευση H2O2 στους 

γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 (Εικ. 23). Ακολούθησε ο γονότυπος Atpao1, ενώ οι 

ποσότητες του H2O2 ήταν χαµηλότερες στον γονότυπο S-AtPAO3 καθώς και στα φυτά-

µάρτυρες. Όσον αφορά το O2
.- η συσσώρευσή του παρουσιάζεται εντονότερη στον 

γονότυπο S-AtPAO1 και αµέσως µετά στα WT φυτά. Η αύξηση της συγκέντρωσης του 

Cu (100 µM) ανέστειλε την περαιτέρω ανάπτυξη των σποροφύτων (από το στάδιο των 3-

4 πρώτων φύλλων) µε τα ποσά του H2O2 και O2
.- να είναι αυξηµένα, χωρίς 

διαφοροποιήσεις µεταξύ των γονοτύπων 
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Εικόνα	
  23.	
  In	
  situ	
  εντοπισμός	
  H2O2	
  και	
  O2.-­‐,	
  σε	
  φυτά	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  Col-­‐0	
  και	
  σε	
  ΓΤΦ	
  S-­‐AtPAO1,	
  3	
  και	
  στα	
  
αντίστοιχα	
   μεταλλάγματα	
   Atpao1,	
   3	
   μετά	
   από	
   καταπόνηση	
   για	
   15	
   d.	
   Τα	
   φυτά-­‐μάρτυρες	
   αναπτύχθηκαν	
   σε	
  
θρεπτικό	
  υπόστρωμα	
  MS	
  (1/2	
  MS+0.5%	
  sucrose),	
  παρουσία	
  0,	
  10	
  και	
  100	
  μM	
  Al,	
  Cd	
  και	
  Cu.	
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3.11.3 Αποπλαστικές Πολυαµίνες υπό συνθήκες καταπόνησης βαρέων µετάλλων 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι αποπλαστικές PAs είναι ο βασικός δείκτης 

εξόδου των PAs στην αποπλαστική περιοχή, όπου λαµβάνουν χώρα και οι περισσότερες 

διακυτταρικές αποκρίσεις στις αβιοτικές καταπονήσεις και την οξείδωση των PAs. Στα 

πλαίσια αυτά, διερευνήθηκε η έξοδος των PAs στον αποπλάστη µετά από µεταχείριση 

βαρέων µετάλλων υψηλής συγκέντρωσης (300µΜ) µε Al και Cd για 24 h (Εικ. 24).  

 

	
  
Εικόνα	
   24.	
   Αποπλαστικές	
   PAs	
   σε	
   φυτά	
   Col-­‐0,	
   στις	
   ΓΤ	
   σειρές	
   S-­‐AtPAO1,	
   S-­‐AtPAO5	
   και	
   στα	
   αντίστοιχα	
  
μεταλλάγματα	
  Atpao1	
  και	
  Atpao5,	
  σε	
  φυσιολογικές	
  συνθήκες	
  και	
  σε	
  συνθήκες	
  καταπόνησης	
  βαρέων	
  μετάλλων	
  
Al	
  και	
  Cd	
  με	
  300	
  μM	
  για	
  24	
  h. 

 

Η S-AtPAO1 σειρά υπέρ-έκφρασης, εµφάνισε παρόµοιο πρότυπο µε τα WT φυτά, 

καθώς δεν εµφάνισαν αυξηµένη συσσώρευση PAs στον αποπλάστη κατά την 

καταπόνηση µε Al και Cd. Αντιθέτως οι γονότυποι S-AtPAO5, Atpao5 και λιγότερο ο 

γονότυπος Atpao1, εµφάνισαν αυξηµένη συσσώρευση PAs στον αποπλάστη µετά την 

χορήγηση Al και Cd. Πιο συγκεκριµένα, οι γονότυποι S-AtPAO5 και Atpao5, εµφάνισαν 

αύξηση των τριών PAs µετά την χορήγηση Al σε σχέση µε τα φυτά-µάρτυρες, ενώ η 

καταπόνηση µε Cd, οδήγησε επίσης σε αύξηση των PAs στον αποπλάστη αλλά σε 

µικρότερο βαθµό απ’ ότι το Al. Η καταπόνηση µε βαρέα µέταλλα δεν προκάλεσε 
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διαφορές στις αποπλαστικές PAs για τους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao1 σε σχέση µε 

τα αντίστοιχα φυτά-µάρτυρες. 
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4 ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Η διευκρίνιση των µοριακών µηχανισµών, που καθορίζουν την ανθεκτικότητα 

στις καταπονήσεις αποτελεί θέµα αιχµής στη βιολογία των φυτών, καθώς η κατανόησή 

τους µπορεί να βοηθήσει στη δηµιουργία ανθεκτικών γονοτύπων. Οι ΡΑs, κατέχουν 

σηµαντικό ρόλο στην απόκριση των φυτών σε συνθήκες καταπόνησης (Alcazar et al., 

2006). Αυξηµένη ανθεκτικότητα στις καταπονήσεις συνήθως συνδέεται µε αυξηµένη 

βιοσύνθεση ΡΑs (Urano et al., 2003; Kasukabe et al., 2004; Toumi et al., 2010). Παρά το 

ότι αλλαγές στην οµοιοστασία των ΡΑs συνδέεται µε ανθεκτικότητα σε αβιοτικές 

καταπονήσεις, οι επιπτώσεις του καταβολισµού των ΡΑs στην αλατότητα παραµένει 

ασαφής (Cona et al., 2006). Για παράδειγµα, σύµφωνα µε τους Prakash and 

Prathapasenan (1998), τα ενδογενή επίπεδα των Put, Spd και Spm σε σπορόφυτα ρυζιού 

µειώθηκαν µε καταπόνηση NaCl, ενώ οι Basu et al. (1998) ανέφεραν ότι η αλατότητα 

οδήγησε σε συσσώρευση αυτών των ΡΑs στο ίδιο υλικό. Ανθεκτικές στο αλάτι ποικιλίες 

ρυζιού και σιταριού παρουσίασαν σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα Spd και Spm αλλά 

µείωση της Put, ενώ το αντίθετο παρατηρήθηκε στις ευαίσθητες ποικιλίες 

(Krishnamurthy and Bhagwat, 1989; El-Shintinawy, 2000; Zapata et al., 2004). Η µείωση 

της Put οφείλετο στην αυξηµένη οξείδωσή από την DAO (Aziz et al., 1997). Επίσης, η 

αυξηµένη σχέση (Spd+Spm)/Put προσδίδει προστατευτικό ρόλο στην καταπόνηση 

αλατότητας. Σε πολλά συστήµατα, αύξηση των Spd και Spm, αλλά όχι της Put, µπορεί 

να προσδώσει αντοχή στην καταπόνηση (Bouchereau et al., 1999). Επιπλέον, οι Mansour 

και Al-Mutawa (1999), έδειξαν ότι οι κυτταρικές βλάβες που προκαλούνται από το 

αλάτι, αυξήθηκαν παρουσία χαµηλών συγκεντρώσεων Spd ή Spm, συµπεραίνοντας ότι η 

ενώ η Spd και η Spm συµµετέχουν στην προστασία της πλασµατικής µεµβράνης σε 

συνθήκες αλατότητας. 

Επιπλέον, η Spd και η Spm σε µικρότερο βαθµό, σε in vitro φυτικά µοντέλα όπως 

είναι οι πρωτοπλάστες, αναστέλλουν την ενεργότητα της NAD(P)H-oxidase και 

µειώνουν τα κυτταρικά ROS, επηρεάζοντας άµεσα το οξειδοαναγωγικό δυναµικό του 

κυττάρου. Η Put αναστέλλει τον PCD στο ίδιο σύστηµα, ενώ οι ανώτερες PAs φαίνεται 

να δρουν επαγωγικά (Papadakis and Roubelakis-Angelakis 2005). Ειδικά η Spm (καθώς 

και άλλες PAs), πιθανόν δρα ως άµεσος αποσβέστης των ROS ή/και ακόµη ως χηλικός 

παράγοντας δέσµευσης του Fe+2 που επάγει τη παραγωγή υδροξυλικών ριζών µέσω της 
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αντίδρασης Fenton (Lovaas, 1997). Υψηλά επίπεδα PAs σχετίζονται µε τη δηµιουργία 

του κυτταρικού τοιχώµατος, το υψηλό οξειδοαναγωγικό δυναµικό και την 

αναγεννησιµότητα των πρωτοπλαστών (Papadakis et al., 2005), ενώ πρωτοπλάστες που 

είχαν υποστεί µεταχείριση µε Spd ή Spm συσσώρευσαν υψηλά επίπεδα ενδογενούς 

H2O2, που παράγεται από τη PAO, της οποίας η ενεργότητα αυξάνεται µαζί µε την 

ενεργότητα της CAT (Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 2005). Πρόσφατα δείξαµε 

ότι, σε συνθήκες αλατότητας, εκτός από το H2O2, στα S-ZmPAO αυξάνεται και το O2
.-, 

ενώ µειώνεται στα AS-ZmPAO σε σύγκριση µε τα φυτά WT (Moschou et al., 2008a, b; 

Gemes et al., 2016). Δηλαδή εκτός από το H2O2, και το O2
.- σχετίζεται θετικά µε την 

αποπλαστική PAO. Χρήση ΓΤ φυτών AS-NtRbohD/F και φαρµακολογικών 

παρεµποδιστών έδειξαν ότι η συσσώρευση H2O2 και O2
.-, σε συνθήκες αλατότητας 

εξαρτάται από την NADPH-oxidase, υποδεικνύοντας ότι η NADPH-oxidase δρα 

upstream της αποπλαστικής PAO και συνοµιλούν για την παραγωγή ROS (Gemes et al., 

2016). 

Ένας από τους τρόπους ρύθµισης των ενδοκυτταρικών επιπέδων των PAs είναι ο 

καταβολισµός και η αλληλοµετατροπή τους µέσω των PAO οι οποίες οξειδώνουν τις 

ανώτερες PAs στις δευτερεύουσες αµινικές οµάδες, παράγοντας διαφορετικά προϊόντα 

αναλόγως µε το είδος (Bolenius and Seiler, 1981; Federico and Angelini,1991). Όλες οι 

PAO της Arabidopsis έχουν την ικανότητα αλληλοµετατροπής των PAs, µετατρέποντας 

την Spm (ή την Τ-Spm) σε Spd, (partial back-conversion), ή µετατρέποντας την Spm (ή 

την Τ-Spm) πρώτα σε Spd και στη συνέχεια σε Put, (full back-conversion). (Kamada-

Nobusada et al., 2008; Moschou et al., 2008c; Ahou et al., 2014). Σε µια προσπάθεια να 

αποσαφηνιστεί κατά πόσον η συγκέντρωση των ΡΑs και η οξείδωσή τους από τις PAO, 

οδηγεί στην επαγωγή αποκρίσεων καταπόνησης, πραγµατοποιήθηκε εκτίµηση των 

ενδογενών ελεύθερων PAs στα φυτά WT και στα ΓΤ φυτά S-AtPAO1, 3, 5 και στα 

αντίστοιχα µεταλλάγµατα Atpao1, 3, 5 σε φυσιολογικές συνθήκες και συνθήκες 

αβιοτικών καταπονήσεων και ιδιαίτερα αλατότητας και βαρέων µετάλλων.  

Η καταπόνηση αλατότητας προκάλεσε αύξηση των S-PAs, µε διαφορετικό τρόπο 

ανάλογα µε τον γονότυπο και την ένταση της καταπόνησης, ενώ αξιοσηµείωτη είναι η 

υψηλή συγκέντρωση Spd, σε όλους τους γoνότυπους (Εικ. 9). Οι γονότυποι S-AtPAO3 

και Atpao1, που εµφάνισαν τη µεγαλύτερη ανθεκτικότητα στην αλατότητα αλατιού αλλά 
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και τα βαρέα µέταλλα, εµφάνισαν µεγαλύτερη συσσώρευση Spd+Spm κατά την 

καταπόνηση των 100 και 200 mM NaCl, σε σχέση µε τους γονότυπους S-AtPAO1 και 

Atpao3 που εµφάνισαν µικρότερη συσσώρευση των δύο αυτών PAs και φαίνεται να είναι 

πιο ευαίσθητοι στην αλατότητα. Οι γονότυποι S-AtPAO5 και Atpao5 εµφάνισαν 

παρόµοια επίπεδα συσσώρευσης Spd+Spm µε τους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3, 

αλλά λόγω του ότι δεν συµπεριλήφθηκαν σε όλα τα πειράµατα, δεν επιτρέπουν την 

εξαγωγή ασφαλών συµπερασµάτων για την ανθεκτικότητα/ευαισθησία τους. Τα 

παραπάνω, συνηγορούν για τον προστατευτικό ως προς την απόκτηση ανθεκτικότητας 

των Spd και Spm, σύµφωνα µε την µέχρι τώρα βιβλιογραφία (Saha et al., 2015). Επίσης 

ΓΤ φυτά Arabidopsis που υπο-εκφράζουν την κυτταροπλασµατική PAO στην είχαν 

υψηλότερα επίπεδα Spd και Spm και παρουσίασαν ανθεκτικότητα στην αλατότητα 

(Sagor et al. 2016). 

Ο ρόλος της Put στην ανθεκτικότητα ή ευαισθησία των φυτών δεν έχει ακόµα 

αποσαφηνιστεί. Στην Arabidopsis, η έκφραση των ADC2 και SPMS αυξήθηκε σε 

συνθήκες υψηλής αλατότητας (Soyka και Heyer, 1999), ενώ εξωγενής Put αύξησε την 

αντοχή ρυζιού (Urano et al., 2004; Roy et al., 2005). Οι γονότυποι S-AtPAO3 και Atpao1 

(ανθεκτικοί) εµφάνισαν τα υψηλότερα επίπεδα Put κατά την καταπόνηση µε 100 και 200 

mM, σε σχέση µε τους S-AtPAO1 και Atpao3 (ευαίσθητους), υποδηλώνει ότι τα 

συνολικά αυξηµένα επίπεδα Put+Spd+Spm, προσδίδουν ανθεκτικότητα κατά στην 

καταπόνηση αλατότητας. Θα περίµενε κανείς, τα φυτά που υπέρ-εκφράζουν τις PAO, 

λόγω της αυξηµένης οξείδωσης των PAs, να παρουσίαζαν µειωµένα επίπεδα PAs, ενώ τα 

µεταλλάγµατα να παρουσιάζουν αυξηµένες. Αντίθετα τα υπέρ-εκφράζοντα ΓΤ φυτά µας, 

όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, εµφάνισαν αυξηµένες PAs πιθανότατα λόγω της 

αλληλοµετατροπής των PAs από τις PAO χωρίς να παραβλέπεται και η αυξηµένη 

βιοσύνθεση. Επίσης, τα µεταλλάγµατα, παρ΄ ότι υποεκφράζουν κάποια PAO 

παρουσίασαν αυξηµένα µεταγραφικά επίπεδα των υπολοίπων AtPAO γεγονός που 

δικαιολογεί τα αυξηµένα επίπεδα του συνόλου των PAs στα φυτά αυτά.  

Όπως αναφέρθηκε ένας από τους τρόπους ρύθµισης των ενδοκυτταρικών 

επιπέδων των PAs είναι ο καταβολισµός και η αλληλοµετατροπή τους µέσω των PAO, 

που έχει ως αποτέλεσµα την αυξηµένη παραγωγή H2O2 (Yoda et al., 2003; Moschou et 

al., 2008a, b, c). Όλα τα ΓΤΦ και τα µεταλλάγµατα, παρουσίασαν αύξηση της ειδικής 
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ενεργότητας PAO σε σύγκριση µε τα φυτά WT σε φυσιολογικές συνθήκες και ακόµα 

περισσότερο σε συνθήκες αλατότητας. Η καταπόνηση επάγει την περαιτέρω 

συσσώρευση της Spd, µε αποτέλεσµα την υψηλή ενεργότητα της PAO και την 

επαγόµενη αυξηµένη παραγωγή ROS. Ενδιαφέρον αποτέλεσε το γεγονός ότι ενώ 

παρουσιάστηκε αύξηση της PAO στη µέτρια ένταση αλατότητας (100 mM), όταν η 

ένταση αυξήθηκε στα 200 mM, τα επίπεδα της PAO παρέµειναν σταθερά χωρίς 

περαιτέρω αύξηση (εκτός από τους γονότυπους S-AtPAO5 και Atpao3), γεγονός που 

δικαιολογεί τη διατήρηση των επιπέδων των PAs στα 200 mM, χωρίς περαιτέρω αύξηση 

ανάµεσα στους διαφορετικούς γονότυπους µε µικρές διαφοροποιήσεις. 

Για να διερευνηθεί ο τρόπος µε τον οποίο η αλατότητα επηρεάζει την µεταγραφή 

των AtPAO γονιδίων, πραγµατοποιήθηκε µεταγραφική ανάλυση στις σειρές υπέρ-

έκφρασης, στα αντίστοιχα µεταλλάγµατα και στα WT φυτά σε φυσιολογικές συνθήκες 

και σε 200 mM για 24 h. Τα αποτελέσµατα έδειξαν διαφορετική επίδραση της 

αλατότητας στην επαγωγή των 5 AtPAO γονιδίων (Εικ. 7). Οι σειρές υπέρ-έκφρασης 

καθώς και τα αντίστοιχα µεταλλάγµατα στα φυτά µάρτυρες, παρουσίασαν τα 

αναµενόµενα αυξηµένα και µειωµένα αντίστοιχα µεταγραφικά επίπεδα, σε συµφωνία µε 

τις αντίστοιχες γενετικές τροποποιήσεις που έχουν υποστεί. 

Οι αβιοτικές καταπονήσεις επάγουν την παραγωγή ROS τόσο σε in vitro 

συστήµατα όσο και σε κυτταροκαλλιέργειες (Skopelitis et al., 2006). Το Η2Ο2 είναι 

προϊόν οξείδωσης των PAs στον αποπλάστη από την PAO (Yoda et al., 2003; Moschou 

et al., 2008a, b). Το Η2Ο2 σε χαµηλές συγκεντρώσεις µπορεί να συµµετέχει σε 

σηµατοδότηση έκφρασης σειράς αµυντικών γονιδίων, στα οποία περιλαµβάνονται και 

αυτά που σχετίζονται µε την αντιοξειδωτική άµυνα των φυτών, ενώ σε µεγάλες 

συγκεντρώσεις επάγει τον PCD (Vacca et al. 2004; Papadakis and Roubelakis-Angelakis 

2005; Skopelitis et al. 2006; Moschou et al., 2008b). Για να διαπιστωθεί αν η υπέρ ή υπό-

έκφραση των PAO και στη συνέχεια η καταπόνηση, επάγει την παραγωγή των ROS, 

πραγµατοποιήθηκε in situ χρώση H2O2 και O2
.- καθώς και επιφθορίζουσα ανίχνευση µε 

την χρήση συνεστιακής µικροσκοπίας για ανίχνευση του H2O2, κάτω από φυσιολογικές 

συνθήκες και µετά από καταπόνηση αλατότητας (Εικ. 10, 11).  

Για να διαπιστωθεί αν η παραγωγή H2O2 και O2
.- είναι συνυφασµένη-και σε ποιο 

βαθµό, µε την επαγωγή του αντιοξειδωτικού µηχανισµού, αναλύθηκαν τα επίπεδα των 
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mRNA των γονιδίων που κωδικοποιούν για πέντε πρωτεΐνες/ένζυµα, που εµπλέκονται 

στην παραγωγή/απόσβεση των ROS, AtCAΤ2, L-APOX3, Cu-ZnSOD, AtRBOH-D και 

AtRBOH-F καθώς και χρώση της ενζυµατικής ενεργότητας αυτών των ενζύµων (Εικ. 8). 

Η SOD, είναι ο πρώτος κρίκος στην αλυσίδα των ενζυµατικών συστηµάτων των 

κυττάρων στη διαδικασία αποτοξίνωσης και µετατρέπει το O2
.- σε Η2Ο2 (Scandalios, 

1993). Το Η2Ο2 στην συνέχεια ανάγεται σε H2O από τις CAT ή την APX (Foyer and 

Halliwell, 1976; Asada, 1992; Alscher et al., 1997; Noctor and Foyer, 1998). 

Η υψηλή περιεκτικότητα αλάτων προκαλεί ωσµωτική και ιοντική και 

καταπόνηση. Κατά την ωσµωτική, προκαλείται µείωση του ωσµωτικού δυναµικού του 

εδάφους, που όταν φτάσει σε τιµές περισσότερο αρνητικές από εκείνες του φυτού, 

προκαλείται στα κύτταρα δυσχέρεια απορρόφησης νερού από το έδαφος και αύξηση της 

συγκέντρωσης ανόργανων ιόντων, σε τοξικά επίπεδα. Επακόλουθα, η ιοντική 

καταπόνηση προκαλείται από τη συσσώρευση των ιόντων, τα οποία γίνονται τοξικά σε 

υψηλές συγκεντρώσεις NaCl (κυρίως Na+ και Cl-). Υψηλή συγκέντρωση αλατιού 

διαταράσσει την ακεραιότητα των κυτταρικών µεµβρανών, την ενεργότητα ενζύµων, 

καθώς και τη λειτουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (Kusano et al., 2008). 

Έχει αναφερθεί ο προστατευτικός ρόλος των φυτικών PAs ως ωσµωλυτών, 

υποδηλώνοντας λειτουργικές οµοιότητες µεταξύ PAs και άλλων ωσµωλυτών που 

εµπλέκονται στον µηχανισµό άµυνας των φυτών. Οι µηχανισµοί αυτοί περιλαµβάνουν 

την προστασία των µακροµορίων, του pH, τη σταθεροποίηση της δοµής πρωτεϊνών κ.λπ. 

Εξωγενής εφαρµογή PAs είχε σαν αποτέλεσµα την αύξηση των ενδογενών επιπέδων 

διαφορετικών ωσµωλυτών. Έτσι, οι PAs παίζουν και έµµεσο ρόλο στην απόκτηση 

ανθεκτικότητας στις αβιοτικές καταπονήσεις, συµµετέχοντας στη σύνθεση ωσµωλυτών 

ως απόκριση στην καταπόνηση (Kaur-Sawhney et al., 2003; Liu et al., 2006; Pang et al., 

2007; Groppa and Benavides 2008; Kusano et al., 2008). Οι PAs επίσης έχουν 

ρυθµιστική δράση σε κανάλια ιόντων (Duan et al., 2011).	
   Εξωγενής Spd και Spm 

διατήρησαν την ιοντική ισορροπία K+/Na+ κατά την καταπόνηση αλατότητας (Roy et al., 

2005; Roychoudhury et al., 2011).  

Η ανάλυση του S-AtPAO1 γονοτύπου, κατέδειξε την αποτυχία της υπέρ-

έκφρασης του AtPAO1 γονιδίου να προσδώσει ανθεκτικότητα στα φυτά. Όπως φάνηκε 

από τα αποτελέσµατά µας, η υπέρ-έκφραση αυτού του κυτταροπλασµατικού γονιδίου, 
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δεν φαίνεται να επηρέασε την έκφραση κανενός από τα υπόλοιπα AtPAO γονίδια 

(κυτταροπλασµατικού ή περοξεισωµατικού) σε φυσιολογικές συνθήκες αλλά και υπό 

συνθήκες καταπόνησης σε σχέση µε τα φυτά-µάρτυρες (Εικ. 7). Το µοναδικό γονίδιο που 

επηρεάζεται αρνητικά είναι το AtPAO4, αλλά η µείωση αυτή είναι κοινή σε όλους τους 

γονότυπους σε συνθήκες αλατότητας. Στο ΓΤ S-AtPAO1 στα φυτά-µάρτυρες, επάγονται 

τα µεταγραφικά επίπεδα των δύο µεγάλων ισοµορφών της NADPH-οξειδάσης (AtRBOH-

D και AtRBOH-F, Εικ. 8), καθώς και η ενζυµατική ενεργότητα του ενζύµου αυτού (Εικ. 

16), µε συνέπεια τα υψηλά ποσά συσσώρευσης O2
.- (Εικ. 10), (από την υψηλή 

ενεργότητα της NADPH-οξειδάσης) καθώς και της ενζυµατικής ενεργότητας της SOD 

(Εικ. 15), σε µια προσπάθεια απόσβεσής του. Αυτά τα αποτελέσµατα επιβεβαιώνουν ότι 

οι NADPH-οξειδάση/PAO αποτελούν αλληλορυθµιζόµενο δίδυµο (Gemes et al., 2016). 

Όµως, η αύξηση της SOD, φαίνεται να µην είναι ικανή να αποσβέσει τα ποσά του O2
.-. 

µε αποτέλεσµα να βρίσκεται µόνιµα υπό οξειδωτική καταπόνηση ακόµα και σε 

φυσιολογικές συνθήκες.  

Κατά την καταπόνηση αλατότητας, παρατηρήθηκε µείωση των µεταγραφικών 

επιπέδων των γονιδίων AtRBOH-D και AtRBOH-F (Εικ. 8), αλλά και της ενζυµατικής 

ενεργότητας της NADPH-οξειδάσης (Εικ. 16), µε υψηλά ποσά O2
.- και H2O2, (Εικ. 10) 

υψηλά µεταγραφικά επίπεδα και ενζυµατική ενεργότητα της SOD (Εικ. 8, 15), ιδιαίτερα 

της µιτοχονδριακής και χλωροπλαστικής, ενώ δεν εντοπίστηκε η κυτταροπλασµατική 

ισοµορφή. Τα υψηλά επίπεδα O2
.-, τα οποία ήταν τα µεγαλύτερα ανάµεσα στους 

γονότυπους, δεν εξηγούνται από τα χαµηλά επίπεδα της NADPH-οξειδάσης, άρα δεν 

προέρχονται από την ενεργότητά της, αλλά ίσως από τον φωτοσυνθετικό µηχανισµό, ή 

από την αναπνευστική λειτουργία (Andronis et al., 2014). Τα υψηλά ποσά H2O2, δεν 

µπόρεσαν να αποσβεστούν στον γονότυπο αυτό, καθώς δεν παρατηρήθηκε αύξηση των 

µεταγράφων του γονιδίου AtCAT2, ούτε της ενζυµατικής ενεργότητας της CAT κατά την 

καταπόνηση και επιπλέον παρατηρήθηκε µείωση των µεταγράφων του γονιδίου L-

APOX3 και σταθερά επίπεδα της APX ενεργότητας (Εικ. 14). Επιπλέον, ο γονότυπος 

αυτός, κατά την φαινοτυπική παρατήρηση της ανάπτυξης των φυτών-µαρτύρων, 

παρουσίασε τάση για πρόωρη έκπτυξη του στύλου (Εικ. 6). Ίσως η τάση αυτή να 

µεταφράζεται σε µια προσπάθεια των φυτών να δηµιουργήσουν γρηγορότερα σπόρους 

για να µπορέσουν να επιβιώσουν καθώς βρίσκονται συνεχώς σε έναν anti-ROS αγώνα, 
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µε αποτέλεσµα όταν προστεθεί επιπλέον παράγοντας καταπόνησης (αλατότητα) τα φυτά 

να µην µπορούν να ανταπεξέλθουν. Συµπερασµατικά, ο γονότυπος αυτός, βρίσκεται σε 

µια συνεχή κατάσταση καταπόνησης ακόµη και σε φυσιολογικές συνθήκες, χωρίς να 

µπορεί να προσδώσει ανθεκτικότητα στα φυτά, ενεργοποιώντας το µονοπάτι του PCD 

όταν σε αυτά υπάρχει αβιοτική καταπόνηση αλατότητας. 

Ο γονότυπος S-AtPAO3, εµφάνισε ενδείξεις ανθεκτικότητας. Η υπέρ-έκφραση 

του AtPAO3 γονιδίου, προκάλεσε σηµαντική µείωση της έκφρασης των 

κυτταροπλασµατικών γονιδίων (AtPAO1, AtPAO5) και λιγότερο των υπολοίπων 

περοξεισωµατικών γονιδίων (AtPAO2, AtPAO4). Κατά την καταπόνηση αλατότητας, οι 

κυτταροπλασµατικές AtPAOs αυξάνονται σηµαντικά ενώ οι περοξεισωµατικές 

µειώνονται µε µόνο µια µικρή αύξηση στο γονίδιο AtPAO2. Άρα η υπέρ-έκφραση του 

AtPAO3, επηρεάζει σε κάποιο βαθµό την έκφραση των υπολοίπων AtPAO γονιδίων (2 

κυτταροπλασµατικών και 2 περοξεισωµατικών) σε φυσιολογικές συνθήκες και σε 

συνθήκες καταπόνησης (Εικ. 7). Η συσσώρευση των ROS είναι πιο ήπια στον γονότυπο 

αυτό (Εικ. 10). Στα φυτά-µάρτυρες, τα µεταγραφικά επίπεδα (Εικ. 8) του γονιδίου L-

APOX3, ήταν υψηλά αλλά η ενζυµατική ενεργότητα χαµηλή (Εικ. 14), γεγονός που ίσως 

οφείλεται σε µετά-µεταγραφικές τροποποιήσεις ή σε κάποιον περιοριστικό παράγοντα 

που ανέστειλε την ενεργότητα του ενζύµου. Τα µεταγραφικά επίπεδα της AtCAT2 στα 

φυτά-µάρτυρες βρέθηκαν σχεδόν στα ίδια επίπεδα µε τα WT φυτά, ενώ η ενζυµατική 

ενεργότητα ήταν υψηλή (Εικ. 13), άρα η επαγωγή του ενζύµου αυτού συνέβη σε µετα-

µεταφραστικό επίπεδο. Βλέπουµε λοιπόν ότι υπάρχει µια αποτελεσµατική συνεργασία 

των anti-ROS γονιδίων/ενζύµων είτε σε µεταγραφικό (APX) είτε σε πρωτεϊνικό επίπεδο 

(CAT), για την απόσβεση του H2O2. Τα µεταγραφικά επίπεδα καθώς και η ενζυµατική 

ενεργότητα των υποµονάδων της NADPH-οξειδάσης (Εικ. 7, 16) εµφανίστηκαν χαµηλά 

στον γονότυπο αυτό στα φυτά µάρτυρες, µε αποτέλεσµα η συσσώρευση του O2
.- να είναι 

πιο ήπια και συνεπώς τα µεταγραφικά επίπεδα καθώς και η ενζυµατική ενεργότητα της 

SOD να είναι ήπια επίσης.  

Η αλατότητα προκάλεσε αύξηση των κυτταροπλασµατικών γονιδίων (AtPAO1, 

AtPAO5 Εικ. 7). Επίσης παρατηρήθηκε συσσώρευση των ROS και περισσότερο του 

H2O2, ενώ τα επίπεδα O2
.- εµφάνισαν πιο ήπια αύξηση σε σύγκριση µε τα WT φυτά (Εικ. 

10). Τα µεταγραφικά επίπεδα (Εικ. 8) και η ενζυµατική ενεργότητα (Εικ. 16) των 
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υποµονάδων της NADPH-οξειδάσης αυξήθηκαν µε την αλατότητα, αλλά και τα επίπεδα 

της SOD (Εικ. 15) ήταν επίσης αυξηµένα στις 24h καταπόνησης, γεγονός που 

δικαιολογεί τα χαµηλά επίπεδα O2
.-. Τα µεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων AtCAT2 και 

L-APOX3 (Εικ. 8) και η ενζυµατική ενεργότητα της CAT (Εικ. 13) αυξήθηκαν στην 

καταπόνηση αλατότητας, ενώ η ενεργότητα της APX (Εικ. 14), παρέµεινε σταθερή στις 

24 h καταπόνησης στα 200 mM NaCl σε σχέση µε τα φυτά µάρτυρες. Βλέπουµε λοιπόν 

ότι η απόκριση αλατότητας επάγει όλα τα anti-ROS σε µικρότερο ή µεγαλύτερο βαθµό 

ελέγχοντας την συσσώρευση των ROS στον συγκεκριµένο γονότυπο. 

Η µεταγραφική ανάλυση των µεταλλαγµάτων στα φυτά-µάρτυρες (Εικ. 7), έδειξε 

την επαγωγή των AtPAO2, 3, 4 γονιδίων στο µετάλλαγµα Atpao1, έτσι γνωρίζοντας την 

ευεργετική δράση της υπέρ-έκφρασης AtPAO3 γονιδίου κατά την ανάλυση του S-

AtPAO3 γονοτύπου, µας επιτρέπει να συµπεράνουµε ότι η επαγωγή του AtPAO3 

γονιδίου (ίσως και η επαγωγή των υπολοίπων περοξεισωµατικών AtPAO 2, 4) στο 

µετάλλαγµα Atpao1, έχει ευεργετική δράση, καθώς ο γονότυπος αυτός παρουσίασε 

σηµάδια ανθεκτικότητας. Παρατηρούµε λοιπόν, ότι υπάρχει ένα είδος ανταλλαγής, 

καθώς στο µετάλλαγµα Atpao3, παρατηρήθηκε επαγωγή του AtPAO1 γονιδίου 

προσδίδοντας ευαισθησία στον γονότυπο αυτό, γεγονός που έρχεται σε συµφωνία µε το 

γεγονός ότι η υπέρ-έκφραση του AtPAO1 γονιδίου στον γονότυπο S-AtPAO1, προσδίδει 

ευαισθησία. Στα φυτά µάρτυρες, δεν παρατηρήθηκαν διαφορές στην συσσώρευση H2O2 

σε σχέση µε τα WT, ενώ παρατηρήθηκε αύξηση της συσσώρευσης O2
.- στον Atpao3 

γονότυπο σε σύγκριση µε τα WT φυτά και τον γονότυπο Atpao1 (Εικ. 10). Τα δύο 

µεταλλάγµατα εµφάνισαν αυξηµένα µεταγραφικά επίπεδα (Εικ. 8) και ενζυµατική 

ενεργότητα CAT (Εικ. 13) στα φυτά-µάρτυρες, γεγονός που δικαιολογεί και τα χαµηλά 

επίπεδα H2O2. Τα µεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου L-APOX3, δεν παρουσίασαν 

ιδιαίτερες διαφορές σε σχέση τα WT φυτά στα δύο µεταλλάγµατα, ενώ η ενζυµατική 

ενεργότητα APX (Εικ. 14) ήταν αυξηµένη στο Atpao1 µετάλλαγµα, ενώ στο Atpao3 

εµφανίστηκε υψηλότερη από τα WT, αλλά χαµηλότερη από το Atpao1. Φαίνεται ότι το 

γονίδιο AtPAO1 έχει άµεση επίδραση στην αύξηση της ενεργότητας της NADPH-

οξειδάσης διότι στο µετάλλαγµα Atpao3 που εµφάνισε υπέρ-έκφραση του γονιδίου αυτού 

(AtPAO1), παρουσιάστηκαν υψηλά µεταγραφικά επίπεδα των δύο υποµονάδων (Εικ. 8), 

καθώς και υψηλή ενζυµατική ενεργότητα της NADPH-οξειδάσης (Εικ. 16), υψηλότερα 
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ποσά O2
.- (Εικ. 10), (σε συµφωνία µε προηγούµενα αποτελέσµατά µας Gemes et al., 

2016) καθώς και αυξηµένα µεταγραφικά επίπεδα και ενζυµατική ενεργότητα SOD (Εικ. 

15) σε σχέση µε τα φυτά-µάρτυρες. 

Φαίνεται ότι το γονίδιο AtPAO3 είναι απαραίτητο για την καλύτερη ανάπτυξη του 

φυλλώµατος, καθώς η φαινοτυπική παρατήρηση των φυτών-µαρτύρων, έδειξε ότι η υπο-

έκφρασή του προκαλεί ανοµοιοµορφία στην ανάπτυξη του φυλλώµατος (Εικ. 6). Έχει 

διαπιστωθεί, ότι οι διάφορες τροποποιήσεις του σχήµατος των φύλλων προκύπτουν ως 

αποτέλεσµα ανωµαλιών στον κυτταρικό κύκλο. Μεταλλάξεις σε γονίδια εµπλεκόµενα 

στην διαδικασία του κυτταρικού κύκλου προκαλούν τροποποιήσεις σε φαινοτυπικά 

χαρακτηριστικά (Tsukaya, 2006). Είναι πιθανό η δράση της AtPAO3 και τα προϊόντα 

της, όπως το H2O2, να σχετίζονται µε την ανάπτυξη του σχήµατος των φύλλων. 

Πράγµατι, η οµοιοστασία των PAs και οι PAO έχουν σχετιστεί µε τον κυτταρικό κύκλο, 

την κυτταρική διαίρεση, την αύξηση, τη διαφοροποίηση και τη δηµιουργία αγωγών 

ιστών (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2005a, b; Fincato et al., 2011, 2012). 

Η καταπόνηση αλατότητας, προκάλεσε περαιτέρω αύξηση του AtPAO3 γονιδίου 

στο µετάλλαγµα Atpao1, ενώ οι υπόλοιπες περοξεισωµατικές AtPAOs όπως και το 

AtPAO1 γονίδιο, παρουσίασαν µικρή µείωση, σε σχέση µε τα φυτά-µάρτυρες. Το 

µετάλλαγµα Atpao3, παρουσίασε αύξηση των AtPAOs γονιδίων κατά την καταπόνηση 

εκτός από το AtPAO4 που όπως αναφέρθηκε παρουσίασε µείωση σε όλους τους 

γονότυπους κατά την καταπόνηση αλατότητας (Εικ. 7). Επίσης, κατά την καταπόνηση 

αλατότητας, στα δύο µεταλλάγµατα παρατηρήθηκε αύξηση των ROS και των anti-ROS, 

αλλά το Atpao1 φάνηκε να συσσωρεύει λιγότερα ROS από το Atpao3 (Εικ. 10), γεγονός 

που δικαιολογείται από τις αυξηµένες ενζυµατικές ενεργότητες APX και SOD (Εικ. 14, 

15) και τα αυξηµένα µεταγραφικά επίπεδα των γονιδίων L-APOX3 και Cu-ZnSOD (Εικ. 

8). Το µετάλλαγµα Atpao3, παρότι παρουσίασε αυξηµένα µεταγραφικά επίπεδα AtCAT2 

(αλλά µειωµένη ενεργότητα CAT, Εικ. 13), αυτά δεν ήταν σε θέση να αποσβέσουν τα 

επιπλέον ROS, καθώς τα υπόλοιπα anti-ROS παρέµειναν σταθερά κατά την καταπόνηση 

στον γονότυπο αυτό (παρατηρήθηκε µόνο αύξηση της ενεργότητας της APX Εικ. 14). Τα 

χαµηλά µεταγραφικά επίπεδα του γονιδίου Cu-ZnSOD και η χαµηλή ενζυµατική 

ενεργότητα της SOD, δεν µπόρεσαν να αποσβέσουν την υψηλή συσσώρευση O2
.-, που 

προκλήθηκαν από την υψηλή ενζυµατική ενεργότητα της NADPH-οξειδάσης.  
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Όσον αφορά την ανάλυση των ιόντων (Εικ. 17), ο γονότυπος S-AtPAO3 

συσσώρευσε τα χαµηλότερα επίπεδα ιόντων Cl- και Na+, καθώς επίσης χαµηλότερη 

αναλογία ιόντων Na+/K+, σε φυσιολογικές συνθήκες και σε συνθήκες αλατότητας. Είναι 

γνωστό ότι οι PAO µέσω του παραγόµενου H2O2 από την οξείδωση της Spd, διεγείρουν 

τα κανάλια ιόντων Ca2+ που ενεργοποιούν το κλείσιµο των στοµάτων και την διαφύλαξη 

της υδατικής ισορροπίας καθώς και την ανάπτυξη του γυρεοσωλήνα (Wu et al., 2010). 

Τα κατιόντα Mg2+ και Ca2+, συσσωρεύονται περισσότερο στα µεταλλάγµατα. Όπως 

αναφέρθηκε, στο µετάλλαγµα Atpao1, υπερεκφράστηκαν τα AtPAO2, 3, 4 γονίδια και 

στο µετάλλαγµα Atpao3, υπερεκφράστηκε το AtPAO1 γονίδιο, γεγονός που υποστηρίζει 

την υπόθεση ότι οι περοξεισωµατικές PAOs, διεγείρουν τα κανάλια ιόντων Ca2+, υπό 

συνθήκες ωσµωτικής καταπόνησης (Wu et al., 2010). Επίσης, το µετάλλαγµα Atpao1 

συσσώρευσε χαµηλότερα ποσά Cl- και Na+ σε φυσιολογικές συνθήκες και σε συνθήκες 

καταπόνησης και τα υψηλότερα επίπεδα των υπολοίπων κατιόντων που υποδεικνύει 

καλύτερη ικανότητα στον διαχειρισµό των καναλιών ιόντων και καλύτερη 

ανταγωνιστικότητα Na+ vs K+. Αντίθετα, το µετάλλαγµα Atpao3, συσσώρευσε 

υψηλότερα ποσά Cl- και Na+ σε φυσιολογικές συνθήκες και σε συνθήκες καταπόνησης, 

όπως επίσης και υψηλότερα επίπεδα των υπολοίπων κατιόντων που υποδεικνύει ότι δεν 

είναι σε θέση να διαχειριστεί τα κανάλια ιόντων, καθώς εµφάνισε επιπλέον κακή 

ανταγωνιστικότητα ιόντων Na+ vs K+. Παρόµοια αποτελέσµατα παρουσιάστηκαν και 

στην εργασία των Sagor et al. (2016), όπου ανθεκτικά µεταλλάγµατα στην αλατότητα, 

παρουσίασαν αρκετά µειωµένη πρόσληψη ιόντων κατά την αλατότητα.  

Σε µια δεύτερη σειρά πειραµάτων, οι ίδιοι γονότυποι αναπτύχθηκαν σε τριβλία µε 

θρεπτικό υπόστρωµα ½ MS + 0.5% sucrose για τα φυτά µάρτυρες, και εµπλουτισµένο µε 

50 ή 100 mM NaCl καθώς και µε 10 ή 100 µM Al, Cd και Cu για την καταπόνηση 

αλατότητας και βαρέων µετάλλων αντίστοιχα για χρονικό διάστηµα 15 d µε σκοπό τη 

µελέτη της απόκρισης των φυτών στις δύο αυτές αβιοτικές καταπονήσεις από τα πρώιµα 

στάδια ανάπτυξής τους. Πρέπει να σηµειωθεί ότι το αλάτι και τα βαρέα µέταλλα 

προστέθηκαν στο MS πριν την τοποθέτηση των σπερµάτων, δηλαδή η εκβλάστηση έγινε 

παρουσία των στοιχείων. Μετά την εκτίµηση της ανάπτυξης των σποροφύτων στο αλάτι 

αλλά και µετά την χρώση τους για τον εντοπισµό H2O2 και O2
.-, προέκυψαν παρόµοια 

συµπεράσµατα µε αυτά που εξάχθηκαν από την µεταχείριση των φυτών µεγάλης ηλικίας 
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στο χώµα. Πιο συγκεκριµένα, οι γονότυποι S-AtPAO3 και Atpao1, παρουσίασαν 

καλύτερη ανάπτυξη και µικρότερη συσσώρευση H2O2 και O2
.- κατά την καταπόνηση 

αλατότητας σε σχέση µε τους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 και τα WT φυτά (Εικ. 

19, 20). 

Η χρώση µε Trypan blue για τον εντοπισµό νεκρωτικών περιοχών ενίσχυσε 

επιπλέον το συµπέρασµα όσον αφορά την ανθεκτικότητα των γονοτύπων S-AtPAO3 και 

Atpao1, καθώς δεν παρουσίασαν εκτεταµένες νεκρωτικές περιοχές κατά την καταπόνηση 

αλατότητας σε σχέση µε τα WT φυτά αλλά και τους γονότυπους S-AtPAO1 και Atpao3 

υποδηλώνοντας µεγαλύτερη ανθεκτικότητα από τους γονότυπους αυτούς, που 

παρουσίασαν εκτεταµένες νεκρωτικές περιοχές (Εικ. 21). 

Έχει δειχθεί ότι η περίσσεια µετάλλου, προκαλεί αλλαγές στο µεταβολισµό των 

ΡΑs (Weinstein et al., 1986; Geuns et al.,1997; Lin and Kao, 1999; Groppa et al., 2001, 

2003). Το κάδµιο (Cd) µπορεί να προκαλέσει οξειδωτική καταπόνηση, αλλαγές στα 

επίπεδα των PAs (Stroinski, 1997), στην ενεργότητα της POX και στη διαπερατότητα 

των µεµβρανών (Stroinski and Floryszak-Wieczorek, 1993). Ο χαλκός (Cu), εµπλέκεται 

σε εκτεταµένες φυσιολογικές δραστηριότητες, συµπεριλαµβανοµένης της 

φωτοσύνθεσης, της αναπνοής, της αντιοξειδωτικής δραστηριότητας και της 

σηµατοδότησης του αιθυλενίου (Puig et al., 2007). Το Αλουµίνιο (Αl) µπορεί να 

προκαλέσει οξειδωτική καταπόνηση, λόγω της εµπλοκής του σε διάφορες διαδικασίες, 

όπως ενεργότητες ενζύµων που σχετίζονται µε ROS (Cakmak και Horst, 1991) και της 

περοξείδωσης των λιπιδίων της µεµβράνης (Cakmak and Horst, 1991). 

Η καταπόνηση µε βαρέα µέταλλα ενισχύει τα προηγούµενα αποτελέσµατα, καθώς 

προκύπτουν παρόµοια συµπεράσµατα µε κάποιες διαφοροποιήσεις ανάµεσα στα τρία 

βαρέα µέταλλα (Al, Cd, Cu). Το Cd προκάλεσε τις σηµαντικότερες επιπτώσεις όσον 

αφορά την ανάπτυξη των σποροφύτων αλλά και την συσσώρευση ROS, ενώ το Al τις 

µικρότερες (Εικ. 22, 23). Αξίζει να σηµειωθεί ότι το Cd παρεµπόδισε τη βλάστηση των 

σπόρων στην υψηλότερη συγκέντρωση και ο Cu ανέστειλε την ανάπτυξη των 

σποροφύτων πέρα από το στάδιο των 3-4 φύλλων, ενώ αναπτύχθηκαν χωρίς ιδιαίτερα 

προβλήµατα στις δύο συγκεντρώσεις Al. Η καταπόνηση µε βαρέα µέταλλα προκάλεσε 

συσσώρευση H2O2 και O2
.- σε όλους τους γονότυπους µε δοσο-εξαρτώµενο τρόπο, σε 

σχέση µε τα φυτά µάρτυρες, µε τους γονότυπους S-AtPAO3 και Atpao1, να 
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παρουσιάζουν την µικρότερη. 

Συµπερασµατικά, από τα αποτελέσµατά µας προκύπτει ότι η υπέρ-έκφραση της 

περοξεισωµατικής PAO3 (S-AtPAO3) προσδίδει ανθεκτικότητα στην αλατότητα, µέσω 

της ενεργοποίησης του αντιοξειδωτικού µηχανισµού (και επαγωγής των γονιδίων που 

εµπλέκονται σε αυτόν), µειώνοντας µε τον τρόπο τα επίπεδα των ROS, καθώς και µέσω 

της αύξησης των επιπέδων των PAs, ενώ αντίθετα η υπο-έκφρασή της (Atpao3), τον 

καθιστά ευαίσθητο. Επίσης η υπερ-έκφραση της κυτταροπλασµατικής PAO1 (S-

AtPAO1) καθιστά ευαίσθητο τον γονότυπο αυτό, ενώ αντίθετα η υπο-έκφρασή του 

(Atpao1) του τον καθιστά ανθεκτικό. Η PAO3 φαίνεται να είναι απαραίτητη για την 

διατήρηση της οµοιοστασίας του κυττάρου, αφού η έλλειψή της προκαλεί απορρυθµίσεις 

σε πολλά επίπεδα.  
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