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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η γλουταμική αφυδρογονάση (Glutamate dehydrogenase, GDH, EC 

1.4.1.2) καταλύει την αμφίδρομη αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης του α-

κετογλουταρικού οξέος σε γλουταμικό οξύ, στα μιτοχόνδρια, όμως ο ακριβής 

φυσιολογικός της ρόλος δεν έχει ακόμα διευκρινιστεί. Ένας σημαντικός 

παράγοντας αβιοτικής καταπόνησης στα φυτά είναι η αλατότητα. Πρόκειται 

για μια πολυσήμαντη καταπόνηση, η οποία συνίσταται από ωσμωτική και 

ιοντική καταπόνηση, και περιλαμβάνει δευτερεύοντες παράγοντες όπως η 

έντονη παραγωγή ενεργών μορφών οξυγόνου (ΕΜΟ) που συνιστούν την 

οξειδωτική καταπόνηση επίσης Στην εργασία αυτή μελετήθηκε ο πιθανός 

ρόλος της GDH στην καταπόνηση αλατότητας. Ειδικότερα μελετήθηκε η 

επίδρασή της αλατότητας NaCl στην παραγωγή ΕΜΟ και στην επαγωγή του 

μετάγραφου και της ενεργότητας της GDH. Χρησιμοποιήθηκαν φυλλικοί 

δίσκοι αμπέλου και καπνού, καθώς επίσης κάλλοι και αιωρούμενη καλλιέργεια 

κυττάρων αμπέλου. Βρέθηκε ότι κατά την καταπόνηση αλατότητας 

προκαλείται έντονη συσσώρευση ΕΜΟ, επαγωγή έκφραση του γονιδίου 

Vvgdha, συσσώρευση των ανοδικών ισοενζύμων και σύνθεση της α-

υπομονάδας της GDH, καθώς και έντονη αύξηση της ειδικής ενεργότητας της 

GDH. Όμως, στον ανθεκτικό στην αλατότητα γενότυπο αμπέλου, 

παρατηρήθηκε απουσία επαγωγής της GDH παρά την παρουσία αυξημένων 

επιπέδων ΕΜΟ, γεγονός που δεν επιτρέπει την άμεση συσχέτιση της επαγωγής 

των ΕΜΟ και της GDH. Πιθανώς οι ΕΜΟ διαδραματίζουν έμμεσο ρόλο κατά 

για την επαγωγή της GDH, όπως το να συμμετέχουν στο δίκτυο 

σηματοδότησης. Η GDH όμως φαίνεται να σχετίζεται με καταστάσεις 

καταπόνησης. 
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ABSTRACT 
 

Glutamate dehydrogenase (GDH, EC 1.4.1.2) catalyses the bidirectional 

reaction of the reductive amination of α-ketoglutarate to glutamate in the 

mitochondria, though its precise physiological role hasn’t been determined. 

One important abiotic stress factor in plants is salinity. Salinity is a major 

stress, which incorporates osmotic and ionic stress, as well as secondary 

stresses, such as the over-production of reactive oxygen species (ROS), which 

is termed oxidative stress. In this work the possible role of GDH while under 

salinity stress was investigated. In particular the production of ROS was 

studied, under NaCl stress, as well as the induction of the GDH transcript and 

specific activity. Grapevine and tobacco leaf discs, as well as calli and 

grapevine cell suspension cultures. Salinity stress led to the critical 

accumulation of ROS expression of the Vvgdha gene, accumulation of the 

anodic isoezymes and synthesis of the a-subunit of GDH, as well as the 

significant increase of the GDH specific activity. Nevertheless in the NaCl 

tolerant grapevine genotype GDH was not induced despite the accumulation of 

ROS, which prevents the establishment of a direct correlation between the 

induction of ROS and GDH. Possibly ROS indirectly induce GDH by 

participating in the signaling network. GDH nevertheless appears to be 

associated with stress responses. 
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 A. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ 

 
 
1. EΙΣΑΓΩΓΗ 
 

Το άζωτο αποτελεί τον κύριο δομικό λίθο για τη σύνθεση πλήθους 

βιομορίων, εξαιρετικής σπουδαιότητας για τη διατήρηση της ζωής στον 

πλανήτη, όπως τα νουκλεικά οξέα, οι πρωτεΐνες, η χλωροφύλλη, οι ορμόνες 

κ.α. Μολονότι η ατμόσφαιρα είναι πλούσια σε μοριακό άζωτο (80%), η χρήση 

του με τη μορφή αυτή από τη πλειοψηφία των οργανισμών δεν είναι δυνατή, 

λόγω της χαμηλής χημικής δράσης του (το μοριακό άζωτο χαρακτηρίζεται ως 

αδρανές αέριο). Μόνον ορισμένα βακτήρια έχουν την ικανότητα της απευθείας 

ενσωμάτωσης ατμοσφαιρικού αζώτου σε μόρια ανθρακικών σκελετών. Τέτοια 

είναι τα αζωτοδεσμευτικά βακτήρια, τα οποία είτε ζουν ελεύθερα στο έδαφος ή 

συμβιώνουν με τα ψυχανθή φυτά προμηθεύοντάς τα με άζωτο. Οι υπόλοιποι 

φυτικοί οργανισμοί προμηθεύονται το άζωτο από το έδαφος με μορφές 

προσιτές σε αυτούς, όπως τα νιτρικά και τα αμμωνιακά ιόντα.  

Η βασικότερη πηγή αζώτου για όλους τους αυτότροφους οργανισμούς 

είναι τα νιτρικά ιόντα τα οποία προσλαμβάνονται μέσω του ριζικού 

συστήματος από το έδαφος (Beevers and Hageman 1980; Haynes 1986a). 

Επιπλέον άλλη πηγή αζώτου για τα φυτά αποτελούν τα αμμωνιακά ιόντα τα 

οποία είναι άμεσα προσλήψιμα από το ριζικό σύστημα, όμως αυτά 

μετατρέπονται πολύ γρήγορα στο έδαφος σε νιτρικά με τη διαδικασία της 

νιτροποίησης, στην οποία συμμετέχουν δύο ομάδες βακτηρίων (νιτροποιητικά, 

Nitrosomonas και Nitrobacter). 

 

ΝΝΟΟ33
--  ΝΝιιττρριικκήή  ααννααγγωωγγάάσσηη          ΝΝΟΟ22

--  ΝΝιιττρρώώδδηηςς  ααννααγγωωγγάάσσηη            ΝΝΗΗ33  

 

Εικόνα 1. Αναγωγή του αζώτου. 

 

Για την ενσωμάτωση του αζώτου σε βιομόρια απαραίτητη είναι η 

μετατροπή των νιτρικών ιόντων σε μορφές υψηλότερης ενεργειακής 
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κατάστασης (αμμωνία). Αυτή η μετατροπή γίνεται σε δύο στάδια: α) αναγωγή 

του ΝΟ3
- σε ΝΟ2

- από το ένζυμο νιτρική αναγωγάση (Nitrate reductase, NR 

E.C. 1.6.6.1-2) και β) αναγωγή του ΝΟ2
- σε ΝΗ3 από το ένζυμο νιτρώδης 

αναγωγάση (Nitrite reductase, NiR E.C. 1.7.7.1) (Eικ. 1). 

 
2. ΑΦΟΜΟΙΩΣΗ ΑΜΜΩΝΙΑΣ 

 

Εκτός από την αναγωγή των νιτρικών ιόντων σε αμμωνιακά, ιόντα 

αμμωνίας παράγονται από διάφορες αντιδράσεις, όπως η φωτοαναπνοή, η 

αποδόμηση των πρωτεϊνών και η απαμίνωση των αμινοξέων και άλλων 

υδρολυτικών αντιδράσεων (Εικ. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 2. Πηγές αμμωνιακών ιόντων (από. Ρουμπελάκη–Αγγελάκη, 2003) 

 

Τόσο η αμμωνία που παράγεται από την αναγωγή των νιτρικών ιόντων 

όσο και αυτή που απελευθερώνεται από τις παραπάνω αντιδράσεις 

ενσωματώνονται σε μόρια ανθρακικών σκελετών (κύκλος του Krebs) 

διαδραματίζοντας σημαντικό ρόλο στην διαδικασία βιοσύνθεσης αζωτούχων 

βιομορίων όπως τα αμινοξέα. 
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Οι σημαντικότερες αντιδράσεις αφομοίωσης της αμμωνίας είναι η 

ενσωμάτωση της σε γλουταμικό οξύ και αντίστοιχη παραγωγή γλουταμίνης με 

τη δράση του ενζύμού της γλουταμινικής συνθετάσης (Glutamine synthetase, 

GS, EC 6.3.1.2) και την αντίδραση γλουταμίνης και α-κετογλουταρικού για τη 

σύνθεση δύο μορίων γλουταμικού οξέως με τη δράση της γλουταμικής 

συνθάσης (Glutamate synthase, NADH-GOGAT, EC 1.4.1.14, NADPH-

GOGAT, EC 1.4.1.13, Fd-GOGAT, EC 1.4.1.7), όπως φαίνεται στην Εικόνα 3. 

  

LL--ΓΓλλοουυττααμμιικκόό  οοξξύύ  ++  ΝΝΗΗ33  ++  AATTPP                                  Γ
GGSS

Γλλοουυττααμμίίννηη  ++  AADDPP  ++  PPii  

 

 

ΓΓλλοουυττααμμίίννηη  ++  αα--ΚΚεεττοογγλλοουυττααρριικκόό  ++  FFdd  rreedd  [[ήή  NNAADD((PP))HH]]                                

22  LL--ΓΓλλοουυττααμμιικκόό  οοξξύύ  ++  FFdd  ooxx  [[ήή  NNAADD((PP))++]]  
 

Εικόνα 3. Ενζυμικό σύστημα GS/GOGAT. 

 

Η GS εντοπίζεται σε όλους τους φυτικούς ιστούς και παρουσιάζει πολύ 

υψηλή ενεργότητα στη ρίζα. Στα ανώτερα φυτά εμφανίζεται ως οκταμερής 

πρωτεΐνη μεγέθους 320-380 kD. Έχει υψηλή συγγένεια για την αμμωνία και 

για το λόγο αυτό θεωρείται κύριο ένζυμο για την αφομοίωση της (Lea, 1993; 

Lea and Miflin, 2003). 

H GOGAT (Glutamine Oxoglutarate Amino Transferase) εμφανίζεται στο 

φυτικό κύτταρο με τρεις κύριες μορφές, τις Fd-GOGAT, NADPH-GOGAT και 

την NADH-GOGAT, οι οποίες έχουν διαφορετικά λειτουργικά και τοπολογικά 

χαρακτηριστικά. Η Fd-GOGAT εμφανίζεται σε μεγάλες συγκεντρώσεις στα 

φύλλα και εντοπίζεται κυρίως στους χλωροπλάστες (Wallsgrove et al., 1983), 

σε αντίθεση οι άλλες δύο μορφές που εμφανίζονται σε μικρές συγκεντρώσεις 

στα φύλλα αλλά αρκετά μεγάλες στη ρίζα, εδρεύουν κυρίως στο 

κυτταρόπλασμα.  

Ένα άλλο ένζυμο του οποίου ο φυσιολογικός του ρόλος παραμένει 

άγνωστος και σχετίζεται με την αφομοίωση της αμμωνίας είναι η γλουταμική 

αφυδρογονάση (Glutamate dehydrogenase, GDH, EC 1.4.1.2).  

GGOOGGAATT  
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GGDDHH  

αα--ΚΚεεττοογγλλοουυττααρριικκόό  ++ΝΝΗΗ33  ++NNAADD((PP))HH ΓΓλλοουυττααμμιικκόό οοξξύύ++HH2200  ++NNAADD((PP))++

 

Εικόνα 4. Αμφίδρομη αντίδραση αναγωγικής αμίνωσης του α-κετογλουταρικού από 

τη γλουταμική αφυδρογονάση και αντιστρόφως. 

 

Η GDH καταλύει την αμφίδρομη αντίδραση της αναγωγικής αμίνωσης 

του α-κετογλουταρικού οξέος, που παράγεται από τον κύκλο του 

τρικαρβοξυλικού οξέος (Κύκλος Krebs), σε γλουταμικό οξύ με την αντίδραση 

που φαίνεται στην Εικόνα 4. 

 

2.1. Υποκυτταρικός εντοπισμός και δομή της Γλουταμικής 

Αφυδρογονάσης 
 

Η GDH εντοπίζεται ενδοκυτταρικά κυρίως στα μιτοχόνδρια (Loulakakis 

and Roubelakis-Angelakis, 1990). Παράλληλα, ενεργότητα του ενζύμου έχει 

εντοπιστεί στο κυτταρόπλασμα και τους χλωροπλάστες (Paczek et al., 2002). 

Xρησιμοποιεί ως αναγωγικό μέσο το NADH ή το NAD(P)H για την αμινωτική 

της δράση, ενώ στην απαμινωτική της δράση χρησιμοποιεί NAD ή NAD(P). 

Εντοπίζεται με τη μορφή ενός ολοενζύμου με μοριακό βάρος 252 kD και 

αποτελείται από δύο υπομονάδες. Οι υπομονάδες αυτές ονομάζονται 

συμβατικά α- και β- με μοριακά βάρη 43 και 42,5 kD, αντίστοιχα. Το 

ολοένζυμο στο αμπέλι εμφανίζεται ως ένα εξαμερές, αποτελούμενο από τις 

υπομονάδες α- και β-, οι οποίες εμφανίζουν παρόμοιο μοριακό βάρος και 

αντιγονικές ιδιότητες, αλλά διαφορετικό φορτίο (Loulakakis and Roubelakis-

Angelakis, 1990). 

Στο αμπέλι υπάρχουν 7 ισοένζυμα, που χαρακτηρίζονται από διαφορετική 

αναλογία των δύο υπομονάδων στη σύσταση του εξαμερούς ενζύμου. Τα 

ισοένζυμα 1 και 7 αποτελούν ομοεξαμερή των υπομονάδων α- και β- 

αντίστοιχα, ενώ όλα τα ενδιάμεσα ισοένζυμα αποτελούν υβρίδια των δυο 

υπομονάδων οι οποίες συμμετέχουν σε μια αντίστροφα κλιμακωτή διαβάθμισή 

τους (Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1991). Ο φυσιολογικός και 
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μεταβολικός ρόλος των διάφορων ισοενζύμων δεν είναι γνωστός. Αρχικά, από 

την σύγκριση των ισοενζυμικών προτύπων με τον λόγο NADH-GDH/NAD-

GDH προέκυψε ότι κάθε ισοένζυμο έχει διαφορετικό αναβολικό ή καταβολικό 

ρόλο (Cammaerts and Jacobs, 1985; Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 

1991). Από περαιτέρω μελέτες βρέθηκε ότι τα διάφορα ισοένζυμα έχουν την 

ίδια αναλογία in vitro αναβολικής και καταβολικής ενεργότητας (Loulakakis 

and Roubelakis-Angelakis,1996). 

Μέχρι σήμερα έχουν κλωνοποιηθεί τα γονίδια της GDH, από έξι 

διαφορετικά φυτικά είδη, Ζea mays, Vitis vinifera, Arabidopsis, Lycopersicum 

esculentun, Nicotiana plumbaginifolia και Asparagus officinalis (Sakakibara, et 

al., 1995; Syntichaki et al., 1996; Melo-Oliveira et al., 1996; Turano et al., 

1997; Purnell et al., 1997; Ficarelli et al., 1999; Restivo et al., 2000).  

Το γονίδιο που κωδικοποιεί την κάθε υπομονάδα του ολοενζύμου μπορεί 

να επάγεται από διαφορετική πηγή αζώτου ή άνθρακα. Αποδείχτηκε ότι σε 

κάλλους αμπέλου, που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 

αμμωνιακά άλατα, επάχθηκε σημαντικά η αμινωτική δράση της GDH. Η 

αύξηση της ενζυμικής ενεργότητας της GDH συνοδεύτηκε από de novo 

σύνθεση της α- υπομονάδας ενώ δεν παρατηρήθηκε αύξηση της β- υπομονάδας 

από την επίδραση της αμμωνίας (Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1992). 

Από την μελέτη της μεταβολής του προτύπου των ισοενζύμων έπειτα από 

επαγωγή με αμμωνία, βρέθηκε ότι η αμμωνία προκάλεσε αύξηση των πιο 

ανοδικών ισοενζύμων που αποτελούνται κυρίως από την α- υπομονάδα. 

(Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1992). 

 

2.2 Φυσιολογική δράση της Γλουταμικής Αφυδρογονάσης  
 

Παρά το ότι η GDH είναι ένα ένζυμο που απαντάται σε προκαρυωτικούς 

και ευκαρυωτικούς οργανισμούς, ο φυσιολογικός της ρόλος δεν έχει ακόμα 

διευκρινιστεί και αποτελεί σημείο αιχμής της ενεργής έρευνας. Έχουν 

διατυπωθεί πολλές θεωρίες για την πιθανή λειτουργία του ενζύμου. Αρχικά 

κυριαρχούσε η αντίληψη ότι ο βασικός λειτουργικός ρόλος της GDH ήταν η 
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αφομοίωση της ενδοκυτταρικής αμμωνίας για τον σχηματισμό γλουταμικού 

οξέος. Στη πορεία όμως προτάθηκε η συμπληρωματική δράση του ενζύμου, 

παράλληλα με την δράση του ενζυμικού συστήματος GS/GOGAT σε ένα 

μοντέλο που προτείνει την συνεργιστική δράση GDH/GS/GOGAT στην 

αφομοίωση της αμμωνίας (Yamaya et al., 1984; Srivastava and Singh, 1987; 

Rhodes et al., 1989; Dubois et al., 2003). Αντίρρηση στη θεωρία αυτή είναι ότι 

η GDH εμφανίζει υψηλό Km για την αμμωνία.  

Μια άλλη θεωρία υποστηρίζει ότι η GDH έχει περισσότερο καταβολική 

δράση παρά αναβολική. Αυτό σημαίνει ότι η ισορροπία της αντίδρασης στην 

οποία συμμετέχει ευνοείται προς την πλευρά της απαμίνωσης του γλουταμικού 

οξέως, με αποτέλεσμα το σχηματισμό αμμωνίας και α- κετογλουταρικού οξέος 

(Εικ. 4, Wallsgrove et al., 1983, 1987; Robinson et al., 1991, 1992). Αυτή η 

αντίδραση είναι πιθανόν να λαμβάνει χώρα σε καταστάσεις, όπου η 

ενδοκυτταρική συγκέντρωση ανθρακικών σκελετών είναι μειωμένη, όπως στην 

περίπτωση της έλλείψης υδατανθράκων. 

Τέλος, μια διαφορετική πρόταση σχετικά με το φυσιολογικό ρόλο της 

GDH, είναι ότι το ένζυμο αυτό συμμετέχει σε διαδικασίες αποτοξίνωσης του 

κυττάρου από αμμωνία σε καταστάσεις καταπόνησης, όπου τα επίπεδα της 

είναι πολύ υψηλά και κατά συνέπεια τοξικά για το φυτό (Givan, 1979, 

Benachenhou-Lahfa, 1994; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999, 2001; 

Dubois et al., 2003). Στη βιβλιογραφία έχει αναφερθεί ότι το ένζυμο αυξάνει 

την ενεργότητα του σε συνθήκες βιοτικής και αβιοτικής καταπόνησης 

(Ramanjuly, 1994; Osujl, 1996). Η θεωρία αυτή ενισχύεται από το γεγονός ότι 

η α-υπομονάδα της GDH από Vitis vinifera cv Sultanina παρουσιάζει υψηλή 

αμινοξική ομολογία με το αντίστοιχο ένζυμο από αρχαιοβακτήρια (Syntichaki 

et al., 1996), γεγονός που αποτελεί ένδειξη λειτουργικής ή εξελικτικής σχέσης 

μεταξύ των GDH στα φυτά και στα αρχαιοβακτήρια τα οποία επιβιώνουν σε 

συνθήκες υψηλής καταπόνησης. 
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3. Η ΑΒΙΟΤΙΚΗ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗ ΑΠΟ ΑΛΑΤΟΤΗΤΑ 
 

Σήμερα, το 20% της παγκόσμιας καλλιεργούμενης γης και περίπου το 

50% της αρδευόμενης εμφανίζει πρόβλημα αλατότητας (Zhu, 2001). Η χαμηλή 

βροχόπτωση, η υψηλή εξάτμιση, τα τοπικά πετρώματα, το υφάλμυρο νερό 

αρδεύσεως και η κακή διαχείριση του νερού μπορεί να οδηγήσουν σε 

προβλήματα αλατότητας στις αγροτικές περιοχές. Η αντιμετώπιση του 

προβλήματος γίνεται συνήθως με τη λήψη ειδικών μέτρων, όπως η 

απαλλοτρίωση αλατούχων εδαφών, η βελτίωση του αλμυρού νερού άρδευσης 

και ειδικές τεχνικές καλλιέργειας. Οι παραπάνω λύσεις συνήθως έχουν υψηλό 

κόστος και αντιμετωπίζουν προσωρινά το πρόβλημα της αλατότητας. Ως πιο 

μόνιμη λύση προτείνεται η επιλογή και καλλιέργεια ποικιλιών που είναι 

ανεκτικές ή ανθεκτικές σε συνθήκες αλατότητας (Dasgan et al., 2002). Για να 

είναι υλοποιήσιμη η παραπάνω πρόταση είναι απαραίτητη η κατανόηση των 

μηχανισμών, με τους οποίους τα φυτά αντιλαμβάνονται τα περιβαλλοντικά 

σήματα και τα μεταφέρουν στην κυτταρική μηχανή, καθώς και η γνώση του 

μηχανισμού σηματοδότησης (stress signal transduction) (Xiong et al., 2002). 

Η αλατότητα είναι ένας πολύπλοκος περιβαλλοντικός αναστολέας που 

προκαλεί καταπόνηση στα φυτά με τρεις κυρίως τρόπους: 

(α) Υψηλή συγκέντρωση ιόντων Na+ και Cl- στο εδαφικό διάλυμα και 

επακόλουθη αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης σε τοξικά για το 

κύτταρο επίπεδα, οδηγεί στην ιοντική καταπόνηση. Η καταπόνηση αυτή έχει 

ως αποτέλεσμα την αδρανοποίηση ενζύμων και την παρεμπόδιση της 

πρωτεϊνικής σύνθεσης. 

(β) Συσσώρευση μεγάλης ποσότητας αλάτων στο εδαφικό διάλυμα 

προκαλεί πτώση του ωσμωτικού δυναμικού του εδάφους το οποίο οδηγεί στην 

ωσμωτική καταπόνηση των κυττάρων. Μειώνεται η πρόσληψη νερού και 

αυξάνεται η συγκέντρωση των ανόργανων ιόντων στο κύτταρο.  

(γ) Αύξηση της συγκέντρωσης των ιόντων Na+ και μείωση της 

συγκέντρωσης των ιόντων Κ+ και Ca2+, που είναι απαραίτητα για τη θρέψη του 

φυτού (Dasgan, 2002). Επίσης, η αλατότητα προκαλεί αποδόμηση των 
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μεμβρανών, αύξηση των ενεργών μορφών οξυγόνου, παρεμπόδιση της 

φωτοσύνθεσης, μείωση πρόσληψης των απαραίτητων θρεπτικών συστατικών,  

που είναι δυνατόν να οδηγούν σε καταστροφικά γεγονότα μέχρι και στο 

θάνατο του φυτού (Hasegawa et al., 2000; Dasgan, 2002). Τα φυτά 

προκειμένου να αντιμετωπίσει τις αρνητικές επιδράσεις της αλατότητα έχουν 

αναπτύξει κατάλληλους μηχανισμούς αντίδρασης. 

Όσον αφορά την ιοντική ισορροπία στα φυτά, αυτή μεταβάλλεται 

εξαιτίας της εισροής ιόντων Na+ από τα κανάλια μεταφοράς ιόντων Κ+. Η 

ομοιότητα των δύο ιόντων δυσκολεύει το διαχωρισμό τους από το φυτό, με 

αποτέλεσμα αυτό να αποτελεί τη βάση του προβλήματος της τοξικότητας από 

ιόντα Na+. Ο βασικότερος μηχανισμός απομάκρυνσης των ιόντων Νa+ 

ρυθμίζεται από τις Η+-ΑΤΡάσες της κυτταρικής μεμβράνης και του 

τονοπλάστη (Sussman, 1994). Οι Η+-ΑΤΡάσες χρησιμοποιούν την ενέργεια 

από την υδρόλυση του αδενοσίνο-τριφωσφορικού οξέος (ΑΤΡ) για να 

αντλήσουν Η+ έξω στο κύτταρο δημιουργώντας ένα ηλεκτροχημικό δυναμικό 

Η+. Αυτή η μετακίνηση πρωτονίων, που δημιουργείται, χρησιμοποιείται για 

την λειτουργία των αντιμεταφορέων Na+/Η+ οι οποίοι βρίσκονται στην 

κυτταρική μεμβράνη και στον τονοπλάστη και προκαλούν την ανταλλαγή των 

τοξικών ιόντων Na+ με ιόντα Η+ μεταξύ των μεμβρανών (Blumwald et al., 

2000; Dasgan, 2002; Allakhverdiev, 2000; Maunsour, 2003). 

Η αντίδραση των φυτών στην ωσμωτική καταπόνηση γίνεται επίσης με 

τη βιοσύνθεση οργανικών μορίων, των ωσμωλυτών, μορίων που παρουσιάζουν 

υψηλή διαλυτότητα και δεν εμπλέκονται στο κυτταρικό μεταβολισμό ακόμα 

και σε αυξημένες συγκεντρώσεις. Οι ωσμωλύτες που συναντούνται συχνότερα 

είναι απλά και σύνθετα σάκχαρα (σακχαρόζη, φρουκτόζη, τρεχαλόζη, 

ραφινόζη, φρουκτάνες), πολυαμίνες, μεθυλιωμένες ινοσιτόλες, αλκοόλες 

(πινιτόλη, μαννιτόλη, γλυκερόλη, σορβιτόλη) ή φορτισμένοι μεταβολίτες, όπως 

γλυκίνη-μπεταΐνη και ακόμη προλίνη και εκτοΐνη. Διαμερισματοποιούνται στο 

κυτταρόπλασμα, στο στρώμα και στις κοιλότητες των οργανιδίων, 

προσφέροντας ωσμωτική εξισορρόπηση με το χυμοτόπιο (Blumwald, 2000; 

Hasegawa et al., 2000). 
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Κατά την καταπόνηση από αλατότητα παρουσιάζεται επίσης έντονη 

παραγωγή ενεργών μορφών οξυγόνου (ΕΜΟ). Οι οργανισμοί για να 

αντεπεξέλθουν έχουν οδηγηθεί στην ανάπτυξη αντιοξειδωτικής άμυνας για την 

απόσβεση και εξουδετέρωση των ΕΜΟ και για την αντιμετώπιση της βλάβης 

που αυτές προκαλούν. Ανάλογα με τις συγκεντρώσεις των ΕΜΟ γίνεται και η 

αντίστοιχη ενεργοποίηση του αντιοξειδωτικού μηχανισμού, ενώ υψηλές 

συγκεντρώσεις των ΕΜΟ μπορεί να οδηγήσούν σε προγραμματισμένο θάνατο 

των κυττάρων (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001). 

Η μεταφορά του σήματος κατά την καταπόνηση από αλατότητα ξεκινάει 

με την πρόσληψη του ερεθίσματος (του ιοντικού και ωσμωτικού παράγοντα) 

από μεμβρανικούς υποδοχείς και ακολουθείται από τη δημιουργία ενός 

δευτερεύοντος σήματος, π.χ. ενεργών μορφών οξυγόνου, το οποίο μεταβάλλει 

τα ενδοκυτταρικά επίπεδα ιόντων Ca+ και οδηγεί σε φωσφορυλίωση 

πρωτεϊνών ή σε ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων, που ρυθμίζουν την 

έκφραση γονιδίων, με στόχο την προστασία του κυττάρου από την 

καταπόνηση. Τα μονοπάτια μεταφοράς σήματος για την αλατότητα θα 

μπορούσαν να χωριστούν σε τρεις τύπους σηματοδότησης (Xiong et al., 2002):  

(1) H ωσμωτική καταπόνηση χρησιμοποιεί ως μέσο σηματοδότησης τις 

MAP κινάσες, με αποτέλεσμα την ενεργοποίηση μεταγραφικών παραγόντων 

που ρυθμίζουν γονίδια τα οποία κωδικοποιούν αντιοξιδωτικά ένζυμα, ένζυμα 

βιοσύνθεσης των ωσμωλυτών καθώς επίσης και γονίδια που συνδέονται με τον 

κυτταρικό κύκλο και ρυθμίζονται θετικά κάτω από συνθήκες ωσμωτικής 

καταπόνησης. 

(2) Κατά τη σηματοδότηση που γίνεται μέσο καναλιών Ca+ γίνεται 

αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης των ιόντων Ca+. Αποτέλεσμα 

αυτού είναι η ενεργοποίηση κινασών, που εξαρτούνται από αυτό και μέσω 

φωσφορυλιώσεων ενεργοποιούνται μεταγραφικοί παράγοντες που 

συμμετέχουν στη μεταφορά σήματος κατά την αλατότητα για την 

ενεργοποίηση ειδικών γονιδίων όπως των lea (late embryogenesis abundant).  

(3) Κατά την ιοντική καταπόνηση έχουμε ενεργοποίηση ενός σήματος 

ιόντων Ca+ το οποίο έχει αποδειχθεί ότι είναι συγκεκριμένο για καταπόνηση 
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από ιόντα Na+ (Lauchli, 1990; Knight et al., 1997). Το σήμα αυτό κωδικοποιεί 

τα γονίδια sos (salt overly sensitive), που οδηγούν στην ενεργοποίηση 

αντιμεταφορέων, προκειμένου να επανακτήσει το κύτταρο την ιοντική του 

ομοιόσταση. 

 

3.1. Ενεργές Μορφές Οξυγόνου 
 

Ένας χαρακτηριστικός δείκτης του βαθμού καταπόνησης ενός 

οργανισμού είναι οι ενεργές μορφές οξυγόνου (ΕΜΟ). Πρόκειται για 

ανηγμένες μορφές του μοριακού οξυγόνου, οι οποίες έχουν ισχυρά οξειδωτικό 

χαρακτήρα. Σε μεγάλες συγκεντρώσεις είναι πολύ τοξικές για το κύτταρο και 

προκαλείται οξειδωτική καταπόνηση. Η οξειδωτική καταπόνηση έχει ως 

αποτέλεσμα την οξείδωση πρωτεϊνών, του DNA και του RNA. Σηματοδοτεί 

την αρχή της γήρανσης και τελικά οδηγεί στον κυτταρικό θάνατο (Elstner, 

1982; Scandalios, 1993; Ye et al., 2000; Mittler, 2002). Οι κύριες μορφές των 

ΕΜΟ είναι τα σουπεροξείδια (Ο2
•−), το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), η 

υδροξυλική ρίζα (ΟΗ•) και το ενεργό οξυγόνο 1Ο2 (Asada et al., 1986; Asada et 

al., 1999; Dat et al., 2000). 

 

3.2. Παραγωγή Ενεργών μορφών οξυγόνου 
 

Ποικίλα συστήματα, ενζυμικά και μη είναι δυνατόν να οδηγήσουν στην 

παραγωγή των ΕΜΟ (Murphy et al., 1998). Οι ΕΜΟ παράγονται κατά τον 

φυσιολογικό μεταβολισμό με πολλούς τρόπους: 

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (Η2Ο2), παράγεται κατά τη φωτοαναπνοή στα 

περοξεισώματα με τη δράση της οξειδάσης του γλυκολικού οξέος, τη β-

οξείδωση των λιπιδίων στα περοξεισώματα, από περοξειδάσες που 

εντοπίζονται στο κυτταρικό τοίχωμα, από τη δράση οξειδασών των αμινών και 

του οξαλικού οξέος στον αποπλάστη. 

Το σουπεροξειδικό ιόν (Ο2
•−), παράγεται μέσω της φωτοσύνθεσης στους 

χλωροπλάστες και κατά την αναπνοή, και επίσης κατά τη μεταφορά 

ηλεκτρονίων στα μιτοχόνδρια. Επίσης είναι δυνατόν να παραχθεί από 
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ενζυμικές πηγές όπως οι NADPH οξειδάσες, εντοπισμένες στην πλασματική 

μεμβράνη και με τη δράση της οξειδάσης της ξανθίνης στα περοξεισώματα. 

Η υδροξυλική ρίζα (ΟΗ•), είναι από τα πλέον δραστικά μόρια στα βιολογικά 

συστήματα, και μπορεί να σχηματιστεί κατά την άμεση αντίδραση μεταξύ Ο2
-. 

και H2O2. Η αντίδραση αυτή εξελίσσεται με πολύ αργό ρυθμό και είναι 

ανεπαρκής για την συσσώρευση σημαντικών ποσοτήτων OH.. Αντίθετα, 

σημαντικά επίπεδα μπορούν να σχηματιστούν μέσω αντιδράσεων που 

εμπλέκουν οξείδωση μετάλλων, όπως Fe2+ και Cu+, με την αντίδραση Fentonm 

η οποία είναι αυθόρμητη μη ενζυμική αντίδραση (Wojtaszek, 1997; Mittler, 

2002; Neill et al., 2002).  

Για τη φυσιολογική λειτουργία του κυττάρου απαιτούνται χαμηλές 

ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις των ΕΜΟ. Υπάρχουν όμως βιοτικές και 

αβιοτικές καταπονήσεις που αλλάζουν την ομοιόσταση του κυττάρου και 

οδηγούν στην υπερπαραγωγή των ΕΜΟ. Τέτοιες είναι η ξηρασία, η υψηλή 

αλατότητα, οι ακραίες θερμοκρασίες, τα βαρέα μέταλλα, οι ατμοσφαιρικοί 

ρυπαντές όπως το όζον, η υπεριώδης ακτινοβολία, τα ζιζανιοκτόνα, η μηχανική 

πίεση και ο τραυματισμός, η υψηλή ηλιακή ακτινοβολία και η προσβολή από 

παθογόνα. Οι ΕΜΟ μπορεί να λειτουργήσουν ως κυτταρικοί δείκτες 

καταπόνησης, αλλά και ως δευτερεύοντα μηνύματα στο μονοπάτι μεταφοράς 

σήματος ως αντίδραση στις καταπονήσεις (Sutherland, 1991; Bowler, 1992; 

Langebartes et al., 2002; Mittler 2002). 

 

3.3. Αντιοξειδωτικός μηχανισμός 
 

Σε περιπτώσεις υπερπαραγωγής των ΕΜΟ, η αποτοξίνωση του φυτικού 

κυττάρου, με τη βοήθεια του αντιοξειδωτικού μηχανισμού, δεν είναι δυνατή. 

Έτσι προκαλείται οξειδωτική καταπόνηση (oxidative burst), που οδηγεί στην 

οξείδωση των βιομορίων (Richter and Schweotzer, 1997) ή ακόμη και σε 

κυτταρικό θάνατο (Buckner, 2000; Jones, 2000). Μέχρι πρόσφατα οι ΕΜΟ 

θεωρούνταν αποκλειστικά  ως τοξικοί μεταβολίτες. Είναι πλέον φανερό ότι 

πέραν της τοξικότητάς τους αποτελούν μόρια-σηματοδότησης, που 
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συμμετέχουν σε αποκρίσεις από βιοτικά και αβιοτικά ερεθίσματα, τόσο στα 

φυτά όσο και στα ζώα (Finkel, 2000; Rhee et al., 2000; Neill et al., 2002)  

Στις βιοτικές καταπονήσεις, οι ΕΜΟ (κυρίως το Η2Ο2) εμπλέκεται άμεσα 

στον μηχανισμό αντοχής του φυτού σε προσβολές από παθογόνα και στην 

αντίδραση υπερευαισθησίας, που οδηγεί σε προγραμματισμένο θάνατο 

κυττάρων του ξενιστή. Με τον τρόπο αυτό το παθογόνο εγκλωβίζεται και η 

μόλυνση δεν επεκτείνεται σε ολόκληρο το φυτό. Επίσης εμπλέκονται έμμεσα 

και στη συστηματική επίκτητη αντοχή. Το Η2Ο2 συμμετέχει και στην 

ισχυροποίηση του κυτταρικού τοιχώματος (λιγνιτοποίηση των κυτταρικών 

τοιχωμάτων), με αποτέλεσμα την ενίσχυση της αντοχής τους κατά τη 

προσπάθεια διείσδυσης των παθογόνων. Παράλληλα συμμετέχουν σε αλυσίδες 

μεταφοράς σήματος για την επαγωγή γονιδίων αντοχής. 

Στις αβιοτικές καταπονήσεις η παραγωγή των ΕΜΟ επάγει την 

ενεργοποίηση γονιδίων άμυνας και ενεργοποιητές  του αντιοξειδωτικού 

μηχανισμού Όταν όμως κατά την καταπόνηση η παραγωγή των ΕΜΟ 

υπερβαίνει την απόσβεση από τον αντιοξειδωτικό μηχανισμό, τότε προκαλείται 

οξειδωτική καταπόνηση που μπορεί να οδηγήσει σε κυτταρικό θάνατο (Ye et 

al., 2000; Mittler, 2002; Langenbartels et al., 2002).  

Για την αντιμετώπιση της οξειδωτικής καταπόνησης τα φυτικά κύτταρα 

έχουν αναπτύξει αμυντικό μηχανισμό, ο οποίος αποτελείται από 

αντιοξειδωτικά συστήματα, ενζυμικά και μη, τα οποία στοχεύουν στην 

απόσβεση των ΕΜΟ μέσα στο κύτταρο. Τα αντιοξειδωτικά ένζυμα είναι η 

σουπεροξειδική δισμουτάση (SOD, EC 1.15.1.1), η καταλάση (CAT, 

E.C.1.11.1.6), η περοξειδάση (POX, EC 1.11.1.7) και τα ένζυμα του κύκλου 

Halliwell-Asada (ασκορβική περοξειδάση (APΟ, EC 1.11.1.11), αναγωγάση 

της γλουταθειόνης (GR, EC 1.6.4.2), αναγωγάση του μονοδιϋδροασκορβικού 

(MDHAR, EC 1.6.5.4) και αναγωγάση του διϋδροασκορβικού (DHAR, EC 

1.8.5.1) (Halliwell, 1978).  

Η σουπεροξειδική δισμουτάση (SOD) αποσβένει το Ο2
•− που παράγεται από 

διάφορες φυσιολογικές διαδικασίες, αποτρέποντας έτσι την οξείδωση των 

βιομορίων από το ίδιο ή τα παράγωγά του (Karpinska et al., 2001, Εικ. 5). 
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Ανήκει στις μεταλλοπρωτεΐνες. Στα ανώτερα φυτά έχουν περιγραφεί 

τρεις κατηγορίες, ανάλογα με τους μεταλλικούς συμπαράγοντες που φέρουν 

στο ενεργό τους κέντρο: Mn-SOD, Fe-SOD και Cu/Zn-SOD (Elstner, 1982). 

Στα φυτά έχουν εντοπιστεί διάφοροι τύποι ισοενζύμων της SOD σε διάφορα 

κυτταρικά διαμερίσματα. Τυπικά η Mn-SOD είναι μιτοχονδριακή, η Fe-SOD 

χλωροπλαστική και οι Cu/Zn-SOD ισομορφές εντοπίζονται στο 

κυτταρόπλασμα και τον χλωροπλάστη, αν και έχουν αναφερθεί και στα 

περοξεισώματα (Platnik et al., 2002). 

Η καταλάση (CAT) διασπά το Η2Ο2 στα περοξεισώματα. Παρουσιάζει 

χαμηλή συγγένεια με το υπόστρωμα και η αντίδραση απαιτεί ταυτόχρονη 

πρόσβαση σε δύο μόρια Η2Ο2 (Εικ.6). 

Είναι μια τετραμερής αιμο-πρωτεΐνη που αποτελείται από τρία 

ισοένζυμα: η CAT-3 είναι ένα μιτοχονδριακό ένζυμο, ενώ οι CAT-1 και CAT-

2 είναι κυτταροπλασματικές ή περοξεισωματικές/γλυοξυσωμικές (Horvath et 

al., 2002).  

 

22ΗΗ22ΟΟ22            CCAATT                  22ΗΗ22ΟΟ    ++    ΟΟ22  

 

Εικόνα 6. Μετατροπή του Η2Ο2 σε Η2Ο και Ο2 από τη CAT. 

 

Οι περοξειδάσες (POX) κυρίως εντοπίζονται στα κυτταρικά τοιχώματα, στα 

χυμοτόπια και στο κυτταρόπλασμα. Κύρια λειτουργία τους είναι η απόσβεση 

του Η2Ο2, που παράγεται σε αυτές τις περιοχές του κυττάρου. 

Τα ενζυμικά συστήματα του κύκλου Halliwell-Asada, αποσβένουν το Η2Ο2. 

Τα ένζυμα που συμμετέχουν στον κύκλο αυτό είναι η APΟ, GR, MDHAR και 

η DHAR (Halliwell, 1978). Η ΑPX αποτελείται από τέσσερις ισομορφές, που 

έχουν εντοπιστεί σε αρκετά φυτικά είδη. Εντοπίζονται στο κυτταρόπλασμα, 

στα περοξεισώματα και στους χλωροπλαστικές και αποσβένει το Η2Ο2 που 

ΟΟ22
••−−  SSOODD  ΗΗ22ΟΟ22  ++  ΟΟ22  

Εικόνα 5. Μετατροπή του Ο2
•− σεΗ2Ο2 και Ο2 από την SOD. 
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παράγεται στα οργανίδια αυτά (Mittler and Zulinskas, 1992; Asada, 1992a; 

Yamaguchi et al., 1995).  

Στα φυτικά κύτταρα εντοπίζονται και μη ενζυμικά αντιοξειδωτικά μόρια, 

όπως η γλουταθειόνη και το ασκορβικό οξύ, που είναι μόρια του κύκλου 

Halliwell-Asada και βοηθούν στην αποτοξίνωση του κυττάρου από το Η2Ο2. Οι 

πολυαμίνες, η α-τοκοφερόλη, τα φλαβονοειδή, τα καροτενοειδή, τα 

αλκαλοειδή και αλλά προϊόντα του δευτερογενούς μεταβολισμού είναι επίσης 

σημαντικά αντιοξειδωτικά βιομόρια. Η α-τοκοφερόλη και τα καροτενοειδή 

αποσβένουν το 1Ο2 (Iannelli et al., 2000; Choi et al., 2002; Nemeth et al., 

2002). 
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4. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

Αποτελέσματα από προηγούμενες μελέτες που έχουν εκπονηθεί στο 

Εργαστήριο μας, έχουν οδηγήσει στη διατύπωση της πρότασης ότι η 

γλουταμική αφυδρογονάση (GDH) ίσως σχετίζεται με καταστάσεις 

καταπόνησης (Syntichaki et al, 1996; Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 

1992; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999, 2001). Στην παρούσα 

μελέτη έγινε προσπάθεια περαιτέρω τεκμηρίωσης της πρότασης αυτής. 

Αρχικά, χρησιμοποιώντας ως παράγοντα καταπόνησης την αλατότητα, 

μελετήθηκε η επίδρασή της στην παραγωγή των ενεργών μορφών οξυγόνου 

(ΕΜΟ). Στη συνέχεια ακολούθησε συσχέτιση της ενεργότητας της GDH κατά 

την αλατότητα. Για τη μελέτη της παραπάνω πρότασης, τα συστήματα που 

επιλέχτηκαν για να χρησιμοποιηθούν ήταν: φυλλικοί δίσκοι αμπέλου (Vitis 

vinifera cv Sultanina; Vitis berlandieri×Vitis rupestris cv 1103 Paulsen) και 

καπνού (Nicotiana tabacum cv Xanthi) καθώς επίσης κάλλοι και αιωρούμενη 

καλλιέργεια κυττάρων αμπέλου (Vitis vinifera cv Sultanina). Τα παραπάνω 

συστήματα υποβλήθηκαν σε μεταχειρίσεις με διαφορετικές συγκεντρώσεις 

άλατος (NaCl) για συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα. Η πειραματική 

προσέγγιση περιλάμβανε: 

 (1) Μελέτη του προτύπου έκφρασης της GDH  

(α) μέτρηση της ειδικής ενεργότητα της GDH, 

(β) μελέτη του ισοενζυμικού προτύπου με φυσική ηλεκτροφόρεση,  

(γ) ανοσοεντοπισμός των δύο υπομονάδων,  

(δ) μελέτη της έκφρασης του Vvgdha. 

(2) Μέτρηση των ενεργών μορφών οξυγόνου.  

(3) Μέτρηση της ειδικής ενεργότητας των αντιοξειδωτικών ενζύμων SOD, 

CAT και APO. 

(4) Μέτρηση συγκέντρωσης των χλωροφυλλών. 

 24



Διατριβή ΜΤΕ-Ελένη Πλιακώνη  Υλικά και Μέθοδοι 

Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 
 
1. ΦΥΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ  

 
1.1. Φυλλικοί δίσκοι καπνού και αμπέλου 
 

Οι μεταχειρίσεις πραγματοποιήθηκαν σε φυλλικούς δίσκους αμπέλου από 

Vitis vinifera cv Sultanina και 1103 Paulsen (Vitis berlandieri×Vitis rupestris). 

To 1103Paulsen είναι ένα υποκείμενο αμπέλιου που έχει καταγραφεί στην 

βιβλιογραφία ως ανθεκτικό στην αλατότητα. Τα φύλλα που χρησιμοποιήθηκαν 

για την κοπή των φυλλικών δισκίων είχαν ομοιόμορφη ανάπτυξη και ήταν 

νεαρά φύλλα ετήσιου βλαστού φυτών θερμοκηπίου. Μεταχειρίσεις 

πραγματοποιήθηκαν επίσης σε αιωρούμενη καλλιέργεια κύτταρων αμπέλου 

και κάλλους Vitis vinifera cv Sultanina και σε φυλλικούς δίσκους από φυτά 

καπνού (Nicotiana tabacum cv Xanthi). 

 

1.2. Κάλλοι αμπέλου 
 

Οι κάλλοι αναπτύχθηκαν από φύλλα αμπέλου, που προήλθαν τόσο από το 

θερμοκήπιο όσο και από in vitro φυτά. Τα φύλλα υποβλήθηκαν σε επιφανειακή 

απολύµανση µε διάλυµα υποχλωριώδους οξέος (εµπορικό σκεύασµα) 10% 

(v/v) όπου και παρέµειναν για 10 min. Στην συνέχεια πλύθηκαν με 

απιονισμένο νερό τρεις φορές επί 10 min και τοποθετήθηκαν σε στερεό 

θρεπτικό υπόστρωµα καλλιέργειας  Murashige and Skoog (1962), 

τροποποιημένο ώστε να περιέχει μόνο 20 mM KNO3 ως μοναδική πηγή 

αζώτου, καθώς επίσης και 5 μΜ ΝΑΑ (α-naphthaleneacetic acid) και 2 μΜ 6- 

BAP (N6-benzylaminopurine). Τα φύλλα παρέμειναν σε συνθήκες σκότους για 

20-30 ημέρες και σε θερμοκρασία 25 οC, μέχρι τη δημιουργία των πρώτων 

κάλλων. Στη συνέχεια αναπτύχθηκαν για 2 γενεές και το σύστημα ήταν έτοιμο 

για την πραγματοποίηση της επαγωγής με διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl.  
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1.3. Αιωρούμενη καλλιέργεια κυττάρων αμπέλου 
 

Το σύστημα κυτταροκαλλιεργειών Αμπέλου αναπτύχθηκε αρχικά από in 

vitro αναπτυγμένους κάλλους. Οι κάλλοι αναπτύχθηκαν για 2 συνεχόμενες 

γενεές σε συνθήκες σκότους στους 25οC, μέσα σε θρεπτικό μέσο Murashige 

and Skoog (1962), τροποποιημένο ώστε να περιέχει μόνο 20 mM KNO3 ως 

μοναδική πηγή αζώτου, καθώς επίσης και 5 μΜ ΝΑΑ (α-naphthaleneacetic 

acid) και 2 μΜ 6-BAP (N6-benzylaminopurine). Στην συνέχεια, μεταφέρθηκε 

ποσότητα κυττάρων από τους κάλλους σε θρεπτικό μέσο LS, το οποίο 

αποτελείται από την ίδια σύνθεση με το θρεπτικό μέσο MS, με μοναδική 

διαφορά την αντικατάσταση της ορμόνης κυτοκινίνης 6-BAP με την αυξίνη 

2,4-D. Τα κύτταρα επωάστηκαν σε συνθήκες σκότους για περίπου 7-8 μέρες 

στους 25οC σε συνθήκες σκότους, σε θρεπτικό μέσο LS (Linsmaier and Skoog, 

1965). Αφού παρασκευάστηκαν δεύτερης γενιάς κυτταροκαλλιέργειες, το 

σύστημα ήταν έτοιμο για την πραγματοποίηση της επαγωγής 

κυτταροκαλλιεργειών με διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl. 

 
2. ΕΚΘΕΣΗ ΣΕ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΕΣ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΕΙΣ NαCl 
 

Οι φυλλικοί δίσκοι κόπηκαν µε τη χρήση φελλοτρυπητήρα. Η κοπή έγινε 

σε δοχείο με απεσταγμένο νερό, έτσι ώστε να διατηρούν την υγρασία τους 

μέχρι να ξεκινήσουν οι μεταχειρίσεις. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε τρυβλία 

που περιείχαν 30 mL διάλυμα NaCl σε συγκεντρώσεις 0 mM, 50 mM, 100 mΜ 

και 200 mΜ. Κάθε τρυβλίο περιείχε από 1 φυλλικό δίσκο/mL διαλύματoς. Εκεί 

επωάστηκαν για 72h, σε θερµοκρασία 27,5±0,5° και σε συνθήκες συνεχούς 

φωτισµού (100µmole·photons·m-2sec-1) εξασφαλίζοντας πλήρη φωτοσυνθετική 

δραστηριότητα έτσι ώστε οι φυλλικοί δίσκοι να προσλάβουν το NaCl. Μετά το 

πέρας των 72h τα δισκία ξεπλύθηκαν με απεσταγμένο νερό και ζυγίστηκε το 

φρέσκο βάρος του ιστού (~ 0,5 g).  

Οι μεταχειρίσεις στις κυτταροκαλλιέργεις αμπέλου άρχισαν τρεις ημέρες 

μετά την υποκαλλιέργεία τους. Σε περίπου 100 mL καλλιέργειας τοποθετήθηκε 
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κατάλληλη ποσότητα NaCl, γνωστής συγκέντρωσης, έτσι ώστε να επιτευχθεί η 

επιθυμητή συγκέντρωση NaCl σε κάθε καλλιέργεια (0 mM,50 mM,100 mM 

NaCl). Στη συνέχεια επωάστηκαν στους 25οC σε συνθήκες σκότους. 

Δειγματοληψία πραγματοποιούνταν κάθε 24h σε αποστειρωμένες συνθήκες για 

να αποφευχθούν πιθανές μολύνσεις. Οι μεταχειρίσεις της κυτταροκαλλιέργειας 

διήρκεσαν 96h και οι συγκεντρώσεις ΝaCl που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 0 mM, 

50 mM και 100mM. Μετά το τέλος κάθε δειγματοληψίας γινόταν μέτρηση της 

βιωσιμότητας των κυττάρων με κατάλληλη χρωστική, evans blue, με την οποία 

χρωματίζονται μπλε τα κύτταρα που είναι νεκρά, σε αιματοκυτταρόμετρο με 

τη βοήθεια μικροσκοπίου.  

Οι κάλλοι αφού, αναπτύχθηκαν, μεταφέρθηκαν σε τρυβλία που περιείχαν 

στερεό υπόστρωμα MS και διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl. Οι 

μεταχειρίσεις στην περίπτωση αυτή διήρκησαν 72h και οι συγκεντρώσεις NaCl 

που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 0 mΜ, 50 mΜ, 100 mΜ και 200 mΜ. 

Δειγματοληψίες και στην περίπτωση αυτή πραγματοποιήθηκαν κάθε 24h. 

 
3. ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ  
 

Η πρωτεϊνική εκχύλιση πραγματοποιήθηκε απο φυλλικούς δίσκους 

καπνού και αμπέλου καθώς και κυτταροκαλλιέργιες Αμπέλου, που είχαν 

υποστεί τις μεταχειρίσεις που αναφέρθηκαν προηγουμένως. Οι φυλλικοί δίσκοι 

αναμίχθηκαν με 4 όγκους (v/w) κρύου διαλύματος εκχύλισης που περιείχε 20% 

γλυκερόλη, 200 mM Tris-Cl, pH 8,5 mM DTT (dithiothreitol) ή εναλλακτικά 

14 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, 10 μΜ leupeptin, 0,5 mM PMSF, 0,25% (v/v) 

Triton X-100 και 10% PVPP ανά gr φρέσκου βάρους ιστού για τον καπνό, ενώ 

για το αμπέλι χρησιμοποιήθηκε 20% PVPP ανά gr φρέσκου βάρους ιστού. Η 

λειοτρίβηση έγινε με υγρό άζωτο. Ακολούθησε ομογενοποίηση σε Omnimixer 

homogenizer 4 φορές, για 40 sec το καθεμία. Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν 

στα 12000 rpm για 20 min και συλλέχθηκε το υπερκείμενο. Η διαδικασία 

εκχύλισης έλαβε χώρα στους 4οC. Στη περίπτωση των κυττάρων και των 

κάλλων η ανάμιξη έγινε σε 3 όγκους (v/w) κρύου διαλύματος εκχύλισης, το 
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οποίο περιείχε 200 mM Tris-Cl, pH 8,0, 5 mM DTT (dithiothreitol) ή 

εναλλακτικά 14 mM β-μερκαπτοαιθανόλη, 10 μΜ leupeptin, 0.5 mM PMSF, 1 

mM EDTA, 3 mM MgCl2, 0.5% (v/v) Triton X-100 και 0.2 gr PVPP ανά gr 

κυττάρων. Ακολούθησε ομογενοποίηση σε Omnimixer homogenizer 3 φορές 

και για 30 sec το καθεμία.  

 
4. ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΕΜΟ ΣΕ ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΑΙ 

ΦΥΛΛΙΚΟΥΣ ΔΙΣΚΟΥΣ ΑΜΠΕΛΟΥ 
 

Για εκχύλιση ΕΜΟ από φυλλικούς δίσκους Αμπέλου, οι φυλλικοί δίσκοι 

συλλέχθηκαν και αφού αφαιρέθηκε η περίσσεια υγρού επώασης, ζυγίστηκαν. 

Στην συνέχεια λειοτριβήθηκαν μέσα σε υγρό άζωτο. Στον λειοτριβημένο ιστό 

προστέθηκε διάλυμα εκχύλισης σε αναλογία 1:3 (w/v). Η σύσταση του 

διαλύµατος εκχύλισης ήταν 100 mM Κ3ΡΟ4, pH 6,8. Ο ιστός ομογενοποιήθηκε 

με Ultra Turrax σε 20,000 rpm στους 4 οC. Το εκχύλισμα φυγοκεντρήθηκε στις 

12,000 rpm στους 4 οC για 20 min. Το υπερκείμενο συλλέχθηκε και 

αποθηκεύτηκε στους -20 οC. Σε όλην τη διάρκεια της εκχύλισης τα δείγματα 

παρέμειναν στους 0οC. Για τον έλεγχο του πρωτοκόλλου προστέθηκε στο 

διάλυμα εκχύλισης Η2Ο2 γνωστής συγκέντρωσης.  

Για την εκχύλιση ΕΜΟ από την κυτταροκαλλιέργεια αμπέλου 

χρησιμοποιήθηκαν 5mL καλλιέργειας από κάθε μεταχείριση τα οποία στη 

συνέχεια φυγοκεντρήθηκαν σε 3,000 rpm για 5 min. Το υπερκείμενο 

χρησιμοποιήθηκε για την μέτρηση των εξωκυτταρικών ΕΜΟ και η πελλέτα 

εκχυλίστηκε όπως περιγράφηκε παραπάνω με τη μόνη διαφορά ότι 

χρησιμοποιήθηκε 1mL διαλύµατος εκχύλισης. 

 
5. ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΟΛΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ ΜΕ ΤΗΝ ΜΕΘΟΔΟ 

LOWRY 
 

Για την ποσοτικοποίηση των ολικών πρωτεϊνών χρησιμοποιήθηκαν 20 μl 

από το κάθε πρωτεϊνικό εκχύλισμα. Κάθε εκχύλισμα αναμίχθηκε με 20 μl TCA 
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20% και τα δείγματα επωάστηκαν στους 4οC για 30 min. Ακολούθησε 

φυγοκέντρηση στις 14,000 rpm για 10 min και αφαιρέθηκε πολύ καλά η 

υπερκείμενη φάση. Στην πελλέτα προστέθηκαν 100 μl διαλύματος Lowry Α 

(2g NaOH, 10g Na2CO3 ή 11,78g Na2CO3×H20 και 0,1g Na-Ktartate ή 0,139g 

Na-Ktartate×4 H20 στα 500 ml νερού). Έπειτα από ζωηρή ανάδευση 

ακολούθησε προσθήκη 1 ml διαλύματος Γ (10 ml Α + 0,2 ml B) και το μίγμα 

επωάστηκε για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου. Τέλος, ακολούθησε 

προσθήκη 100 μl διαλύματος Δ (1 ml distilled water + 1 ml Faulin). Έπειτα 

από επώαση για 30 min μετρήθηκε η απορρόφηση του κάθε δείγματος στα 625 

nm.  

 
6. ΠΟΣΟΤΙΚΟΠΟΙΗΣΗ ΜΕ ΧΡΩΣΗ ΟΛΙΚΩΝ ΠΡΩΤΕΪΝΩΝ (SDS) 
 

Για μεγαλύτερη ακρίβεια και αξιοπιστία μετά τη ποσοτικοποίηση με τη 

βοήθεια της μεθόδου Lowry, τα δείγματα ποσοτικοποιήθηκαν και με τη 

βοήθεια χρώσης σε πήκτωμα πολυακρυλαμίδης με χρώση των ολικών 

πρωτεϊνών. Ο ηλεκτροφορετικός διαχωρισµός των πρωτεϊνών έγινε στη 

συσκευή Mini Protean II της BioRad. Προετοιμάστηκε πήκτωμα 

πολυακρυλαμίδης (acrylamide:bis, 30: 0,2) η συγκέντρωση της οποίας ήταν 

στο πήκτωμα ανάλυσης (resolving ή running ) 7,5% (w/v) και στο πήκτωμα 

συμπύκνωσης (stacking gel) 4% (w/v). Τα δείγματα επωάστηκαν πριν την 

ηλεκτροφόρεση στους 95 οC (πλήρης αποδιάταξη των πρωτεϊνών) για 5min 

παρουσία 1x sample buffer (0,125M Tris-Cl, pH 6,8, 20% glycerol, 4% SDS, 

10% β-mercaptoethanol) στη συνέχεια μεταφέρθηκαν στους 4οC (να 

διατηρηθούν οι πρωτεΐνες στην αποδιαταγμένη τους μορφή). Η 

ηλεκτροφόρεση έγινε στα 100 V μέχρι το μέτωπο να φτάσει στο πήκτωμα της 

ανάλυσης και κατά τη διάρκεια της ανάλυσης στα 120V για περίπου 90 min. 

Tο διάλυμα ηλεκροφόρεσης περιείχε 25mM Tris-192mM γλυκίνη ρυθμισμένο 

με HCl σε pH 8,1 και 10% SDS. Στη συνέχεια, αφού πρώτα αφαιρέθηκε το 

πήκτωμα συμπύκνωσης, μεταφέρθηκε το πήκτωμα για χρώση σε 0,1% 

Coomassie brillant blue R-250 για 2h. Tο πήκτωμα αποχρωματίζεται σε 50% 
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(v/v) μεθανόλη – 10% (v/v) οξικό οξύ και 15% (v/v) μεθανόλη – 7% (v/v) 

οξικό οξύ και 15% κατά τη διάρκεια της νύχτας.  

 
7. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΕΝΖΥΜΙΚΩΝ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΩΝ 

 
7.1. Γλουταμική Αφυδρογονάση (GDH) 
 

Για τον προσδιορισμό της ενζυμικής ενεργότητας, μετρήθηκε η 

κατανάλωση του NADH στα 340 nm (Loulakakis et al., 1990a). Το διάλυμα 

προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας περιείχε 100 mM Tris-Cl, pH 8,0, 

20 mM α-κετογλουταρικό, 200 mM NH4Cl και 1 mM CaCl2. Σε 925 μl από το 

διάλυμα αυτό το οποίο είχε προθερμανθεί προηγουμένως στους 27οC, 

προστέθηκαν 50 μl NADH σε τελική συγκέντρωση 0,22 mM, καθώς και 25 μl 

από το πρωτεϊνικό εκχύλισμα, ώστε ο τελικός όγκος της αντίδρασης να είναι 1 

ml. Η μέτρηση της ενζυμικής ενεργότητας πραγματοποιήθηκε στα 340 nm. Ο 

συντελεστής μοριακής απορρόφησης για το NADH είναι am=6,22 10-3. 

Υπολογίστηκε ο συντελεστής μετατροπής της διαφοράς της απορρόφησης με 

βάση τον νόμο Lambert-Beer (Α=amCl) και βρέθηκε ότι είναι ίσος με 0,16. Με 

βάση αυτόν τον συντελεστή εκφράστηκαν οι ενζυμικές ενεργότητες σε Units 

(1Unit=1μmole/min NADH). Από κάθε πρωτεϊνικό εκχύλισμα 

πραγματοποιήθηκαν 3 μετρήσεις συνολικά και υπολογίστηκε ο μέσος όρος από 

αυτές για το κάθε δείγμα  

 

7.2. Σουπεροξειδική δισμουτάση (SOD) 
 

Η ενζυμική ενεργότητα της SOD προσδιορίστηκε με την  χρησιμοποίηση 

της φωτοχημικής μεθόδου των Mishra et al. (1993). Το διάλυμα 

προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας περιείχε 10 mM Κ3ΡΟ4, pH 7,5, 

0,222 mM 0-dianisidine, 0,014 mM riboflavin, σε αυτό προστέθηκαν 20 μg 

ολικής πρωτείνης και η αντίδραση πραγματοποιήθηκε  σε συνολικό όγκο 1 

mL. Η οξείδωση του 0-dianisidine μετρήθηκε στα 460 nm στους 25οC, ανά 5 

min και για συνολικό χρόνο 15 min, στο μεσοδιάστημα των οποίων τα 
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δείγματα ήταν τοποθετημένα σε έντονο φως (cool white). Για τον 

προσδιορισμό της ενεργότητας της SOD χρησιμοποιήθηκε το γραμμικό τμήμα 

της καμπύλης. Η μονάδα ενεργότητας της SOD στα πρωτεϊνικά δείγματα 

ορίστηκε συγκριτικά με την χρησιμοποίηση μίας μονάδας ενεργότητας 

καθαρής SOD (Horseradish SOD, Sigma). Οι τιμές ανάχθηκαν ανά 1 mg 

πρωτεΐνης (ειδική ενεργότητα). 

 

7.3. Καταλάση (CAT) 
 

Η ενζυμική ενεργότητα της CAT προσδιορίστηκε με βάση την 

αποδόμηση του Η2Ο2. Το διάλυμα προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας 

περιείχε 50 mM Κ3ΡΟ4, pH 8,0, και 15 μΜ  H2O2. Σε αυτό προστέθηκαν 10 μg 

ολικής πρωτεΐνης και ο συνολικός όγκος της αντίδρασης ήταν 1 mL. Η 

αποδόμηση του Η2Ο2 μετρήθηκε στα 240 nm και σε θερμοκρασία 25οC. Για 

τον προσδιορισμό της ενεργότητας της CAT χρησιμοποιήθηκε ο μοριακός 

συντελεστής απορρόφησης, ε = 0.036 mM-1·cm-1. Οι τιμές ανάχθηκαν στο 1 

mg πρωτεΐνης (ειδική ενεργότητα). 

 

7.4. Ασκορβική Περοξειδάση (APO) 
 

Η ενζυμική ενεργότητα της APO προσδιορίστηκε με την χρησιμοποίηση 

της φωτοχημικής μεθόδου των Nakano και Asada (1981). Το διάλυμα 

προσδιορισμού της ενζυμικής ενεργότητας περιείχε 100 mM Κ3ΡΟ4, pH 7,0, 

0,5 mM ascorbate, 0,1mM H2O2, σε αυτό προστέθηκαν 10 μg ολικής 

πρωτεΐνης, σε συνολικό όγκο αντίδρασης 1 mL. Η κατανάλωση του 

ασκορβικού οξέος μετρήθηκε στα 290 nm και σε θερμοκρασία 25οC, για 1 

min. Για τον προσδιορισμό της ενεργότητας της APO χρησιμοποιήθηκε ο 

µοριακός συντελεστής απορρόφησης, ε = 2,8 mM-1·cm-1. Οι τιμές ανάχθηκαν 

στο 1 mg πρωτεΐνης (ειδική ενεργότητα). 

 31



Διατριβή ΜΤΕ-Ελένη Πλιακώνη  Υλικά και Μέθοδοι 

8. ΦΥΣΙΚΗ ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΕΣΗ ΚΑΙ ΧΡΩΣΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑΣ ΣΕ 

ΠΗΚΤΗ ΑΚΡΥΛΑΜΙΔΗΣ ΤΗΣ ΓΛΟΥΤΑΜΙΚΗΣ ΑΦΥΔΡΟΓΟΝΑΣΗΣ 
 

Για την ανάλυση των ισοενζύμων της GDH, τα πρωτεϊνικά δείγματα 

διαχωρίστηκαν με φυσική ηλεκτροφόρεση (native-PAGE) στους 4οC. Για την 

ανάλυση αυτή χρησιμοποιήθηκαν 1,5 mm πάχους επίπεδα πηκτώματα και η 

συσκευή mini Protean II της ΒioRad. Η πηκτή διαχωρισμού (resolving gel) 

περιείχε 5% πολυακρυλαμίδη (αναλογία ακρυλαμίδη:bis-ακρυλαμίδη, 30:0,2) 

ενώ η πηκτή συσσώρευσης (stacking gel) αποτελούνταν από 4% 

πολυακρυλαμίδη σε όλες τις περιπτώσεις. Οι συνθήκες ηλεκτροφόρεσης ήταν 

15 mA για την πηκτή συσσώρευσης και 20 mA για την πηκτή διαχωρισμού. Το 

διάλυμα ηλεκτροφόρεσης περιείχε 25mM Tris-192mM γλυκίνη ρυθμισμένο με 

HCl σε pH 8,1. 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρεσης, οι ζώνες της GDH που είχαν 

ενεργότητα εντοπίστηκαν με χρώση τετραζολίου. Το διάλυμα χρώσης περιείχε 

100ml Tris-HCl 0,1M pH 9,0, 0,2mLCaCl2 10mM, 800 mg glutamic acid, 30 

mg NAD+, 20 mg mL-1 4-nitroblue tetrazolium chloride (ΝΒΤ) και 4mg 

phenazine methosulfate (PMS). Το πήκτωμα επωάστηκε για 30 min στο 

σκοτάδι, ξεπλύθηκε και μονιμοποιήθηκε σε 20% (v/v) μεθανόλη – 7% (v/v) 

οξικό οξύ. 

 
9. ΑΝΟΣΟΕΝΤΟΠΙΣΜΟΣ ΤΗΣ ΓΛΟΥΤΑΜΙΚΗΣ ΑΦΥΔΡΟΓΟΝΑΣΗΣ 
 

Στα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα έγινε ανοσοανίχνευση της GDH με τη 

χρήση πολυκλωνικού ανισώματος GDH της αμπέλου (Loulakakis et al., 

1990a). Ο ηλεκτροφορετικός διαχωρισµός των πρωτεϊνών έγινε στη συσκευή 

Mini Protean II της BioRad. Η περιεκτικότητα της πηκτής διαχωρισµού σε 

πολυακρυλαµίδη ήταν 7,5% και το πάχος της 1,5 mm. Η µετουσίωση των 

πρωτεϊνικών δειγµάτων έγινε στους 95οC (πλήρης αποδιάταξη των πρωτεϊνών) 

για 5min παρουσία 1x sample buffer (0,125M Tris-Cl pH 6,8, 20% glycerol, 

4% SDS, 10% β-mercaptoethanol ). Στη συνέχεια μεταφέρθηκαν στους 4 οC, 
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για να διατηρηθούν οι πρωτεΐνες στην αποδιαταγμένη τους μορφή. Οι 

συνθήκες ηλεκτροφόρεσης ήταν 80V για την πηκτή συσσώρευσης και 120V 

για την πηκτή διαχωρισµού.  

Για την τεχνική του western blot χρησιµοποιήθηκε συσκευή µεταφοράς 

Mini Trans Blot της BioRad και µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 0,2 mm. Η 

µεταφορά των πρωτεϊνών στη µεµβράνη νιτροκυτταρίνης πραγµατοποιήθηκε 

σε διάλυµα 25 mM Tris- γλυκίνης, pH 8,3, σε σταθερή τάση 80 V και 

συνεχίστηκε, µεχρις ότου η τιμή της έντασης του ρεύµατος έφθασε τα 400 mA 

(45 min). Μετά την ολοκλήρωση της µεταφοράς, η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης 

πλύθηκε σε διάλυµα PBS (Phosphate Buffer Saline) [0,8% (w/v) NaCl, 0,02% 

(w/v) KCl, 0,115% (w/v) Na2HPO4, 0,02% (w/v) KH2PO4] για 10 min, το 

οποίο εξισορροπεί τη μεμβράνη και δημιουργεί τις κατάλληλες συνθήκες για 

την αλληλεπίδραση πρωτείνης-αντισώματος. Στη συνέχεια τοποθετήθηκε σε 

διάλυµα PBS - 2% (w/v) BSA (Bovine Serum Albumin) όπου και παρέµεινε, 

υπό ελαφρά ανάδευση, για 1-1,5h. Με τη διαδικασία αυτή μπλοκάρονται οι 

αδέσµευτες θέσεις στην επιφάνεια της µεµβράνης. Ακολούθησαν διαδοχικά 

πλυσίµατα (5 φορές για 5 min) της µεµβράνης µε διάλυµα PBS / 0.05% (v/v) 

Tween-20. Η µεµβράνη επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου για 2h µε το 

αντίσωµα [1:5000 (v/v)].  

Το αντίσωµα που χρησιµοποιήθηκε σε αυτή τη μελέτη παρασκευάστηκε 

και απομονώθηκε από κουνέλι, εναντίoν του πιο ανοδικού ισοενζύμου της 

GDH. Το αντίσωμα αυτό αναγνωρίζει και προσδένεται σε όλες τις ισομορφές 

της GDH (Loulakakis et al., 1990a). Η αραίωση του αρχικού ορού έγινε σε 

διάλυµα PBS, 0.05% (v/v) Tween-20 και 1% (w/v) BSA. Κατόπιν, η μεµβράνη 

ξεπλύθηκε σε διάλυµα PBS 0,05% (v/v) Tween-20 (5 φορές για 5 min), για να 

ακολουθήσει η επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα. Το δεύτερο αντίσωµα 

(anti·Rabbit IgG; Sigma), αναγνωρίζει τη σταθερή περιοχή, Fc, των 

ανοσοσφαιρινών τάξεως IgG του κουνελιού και φέρει προσαρτηµένο το 

ένζυµο της αλκαλικής φωσφατάσης. Η επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα 

πραγµατοποιήθηκε επίσης σε θερµοκρασία δωµατίου, για 2h και µε συνεχή 

ανάδευση. Αφού ολοκληρώθηκε η επώαση µε το δεύτερο αντίσωµα, η 
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µεµβράνη ξεπλύθηκε αρχικά µε διάλυµα PBS 0.05% (v/v) Tween-20 (2 φορές 

για 5 min) και στη συνέχεια µε διάλυµα 0,1 Μ διαιθανολαµίνης (DEA), pH 9,6 

(2 φορές για 5 min). Η χρώση της µεµβράνης από τη δράση της αλκαλικής 

φωσφατάσης στηρίζεται στον οξειδωτικό πολυµερισμό του άλατος του 

τετραζολίου ΝΒΤ (μπλε του νιτροτετραζολίου), προς κεραμέρυθρη 

φορµαζάνη. Το απαιτούµενο οξειδοαναγωγικό δυναµικό προκύπτει από τη 

µετατροπή του υποστρώµατος 5-βρωµο-4-χλώρο-3-φωσφορικού οξέος 

(BCIP). Το διάλυµα αντίδρασης περιείχε 0.1 Μ DEA, pH 9,6, 0.01% (w/v) 

NBT και 1‰(w/v) BCIP. Η αντίδραση τερµατίστηκε µε εµβάπτιση της 

µεµβράνης σε απιονισµένο νερό. 

 
10. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ Η2Ο2 

 
Η μέτρηση της συγκέντρωσης Η2Ο2 τόσο ενδοκυτταρικά όσο και 

εξωκυτταρικά έγινε με την βιοδοκιμή της χημειοφωταύγειας της λουμινόλης 

(luminl, Sigma, Munchen, Germany), όπως έχει ήδη περιγραφτεί (Murphy and 

Huerta, 1990).  

 

10.1. Προσδιορισμός ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Η2Ο2  

 

Ο προσδιορισμός της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Η2Ο2 

πραγματοποιήθηκε σε συνολικό όγκο 1 mL, τοποθετώντας σε δοκιμαστικό 

σωλήνα σπινθηρισμού τα ακόλουθα: 0,69 mL διαλύματος αντίδρασης (που 

περιείχε 10 mΜ Tris pH, 7,0, 1 mM CaCl2 και 0,1 mM KCl), 0,2 mL από 1 

mM φρέσκου διαλύματος λουμινόλης, 0,1 μονάδα περοξειδάσης σε 20 mΜ 

K3PO4 (pH 7,4) και 0,1 mL εκχύλισμα ΕΜΟ. Ο δοκιμαστικός σωλήνας 

σπινθηρισμού τοποθετήθηκε αμέσως σε μετρητή σπινθηρισμού (LS 8000, 

Βeckman) και μετρήθηκε η χημειοφωταύγεια. Οι κρούσεις μετρήθηκαν κάθε 

15 sec για 1 min και οι δύο τελευταίες τιμές χρησιμοποιήθηκαν για τον 

προσδιορισμό της μέσης τιμής. Κατασκευάστηκε πρότυπη καμπύλη 

προκειμένου να συσχετιστούν οι τιμές της χημειοφωταύγειας (cpm) με την 
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συγκέντρωση του Η2Ο2 και επίσης χρησιμοποιήθηκαν κατάλληλοι μάρτυρες 

για κάθε περίπτωση. 

 

10.2. Προσδιορισμός εξωκυτταρικής συγκέντρωσης Η2Ο2 

 
Ο προσδιορισμός της εξωκυτταρικής συγκέντρωσης Η2Ο2 

πραγματοποιήθηκε κατά τα ίδια πρότυπα με τη μόνη διαφορά ότι ο συνολικός 

όγκος αυξήθηκε στα 2 mL, και χρησιμοποιήθηκε 1 mL διαλύματος επώασης 

φυλλικών δίσκων ή μέσου καλλιέργειας κυττάρων, αντί των 0,1 mL 

εκχυλίσματος. 

 
11. ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ Ο2

•− 

 
Η παραγωγή του Ο2

•− ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά μελετήθηκε με 

την βιοδοκιμή της χημειοφωταύγειας της λουσιγενίνης (lucigenin, Sigma, 

Munchen, Germany), η οποία είναι ειδική για την ανίχνευση του Ο2
•− 

(Corbisier et al., 1987).  

 

11.1. Προσδιορισμός ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2
•− 

 
H μέτρηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2

•− πραγματοποιήθηκε σε 

συνολικό όγκο 1 mL, τοποθετώντας σε δοκιμαστικό σωλήνα σπινθηρισμού τα 

ακόλουθα: 0,7 mL διαλύματος αντίδρασης (που περιείχε 0,1 Μ Glycine NaOH, 

pH 9,0 και 1 mΜ EDTA), 0,2 mL από Ι mΜ διαλύματος λουσιγενίνης καί 0,1 

mL εκχυλίσματος ΕΜΟ. Όλες οι άλλες συνθήκες, που περιγράφτηκαν για την 

βιοδοκιμή του Η2Ο2 ακολουθήθηκαν και στην περίπτωση του Ο2
•−. Οι 

κρούσεις μετρήθηκαν κάθε 6 sec για 0,5 min και οι δύο τελευταίες τιμές 

χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της μέσης τιμής. 

 

11.2. Προσδιορισμός εξωκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2
•− 

 
Όπως και στην περίπτωση του Η2Ο2 ο προσδιορισμός της εξωκυτταρικής 
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συγκέντρωσης Ο2
•− πραγματοποιήθηκε όπως για την ενδοκυτταρική 

συγκέντρωση με μόνη διαφορά ότι ο συνολικός όγκος αυξήθηκε στα 2 mL, και 

χρησιμοποιήθηκε 1 mL διαλύματος επώασης φυλλικών δίσκων ή μέσου 

καλλιέργειας κυττάρων αντί των 0,1 mL εκχυλίσματος. 

 
12. ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΚΑΙ ΠΟΣΟΤΙΚΟΣ ΠΡΟΣΔΙΟΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ α- ΚΑΙ 

β- ΧΛΩΡΟΦΥΛΛΩΝ  
 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των α- και β- χλωροφυλλών έγινε 

φασµατοφωτοµετρικά. Μετά το τέλος της μεταχείρισης αλατότητας, φυλλικοί 

δίσκοι τοποθετήθηκαν σε απορροφητικό χαρτί, ώστε να απομακρυνθεί η 

περίσσεια διαλύματος επώασης, και ζυγίστηκαν. Στην συνέχεια 

λειοτριβήθηκαν με υγρό άζωτο και προστέθηκε διάλυμα εκχύλισης το οποίο 

αποτελούνταν από 0,5 mL απόλυτης μεθανόλης και 50mM MgCl2. Το μίγμα 

ομογενοποιήθηκε και φυγοκεντρήθηκε για 5 min σε 13,000 rpm. Το 

υπερκείµενο φωτοµετρήθηκε στα 650 και 665 nm. 

Ο ποσοτικός προσδιορισµός των χλωροφυλλών βασίστηκε στις παρακάτω 

εξισώσεις: 

Chl a = (16.5xE665) .- (8.3x E650)  

Chl b = (33.8xE650) .- (12.5xE665) . 

Οι τελικές τιµές εκφράστηκαν σε µg/mL.  

 
13. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΟΛΙΚΟΥ RNA ΚΑΙ ΑΝΑΛΥΣΗ NORTHERN  
 

Το ολικό RNA από τους φυλλικούς δίσκους αμπέλου cv Sultanina 

εκχυλίστηκε με μέθοδο που έχει ήδη περιγραφτεί (Huges and Galau, 1983). 

Συνοπτικά, διάλυμα εκχύλισης (200 mM Tris-HCl, pH 8,5, 300 mM LiCl, 10 

mM Na3EDTA 1,5% δωδεκυλ-θειικό λίθιο, 1% (w/v) δεοξυχολικό νάτριο, 1% 

(v/v) NP-40, 5 mM θειουρία, 1 mM aurintricarboxylic acid, 10 mM 

διθειοθρεϊτόλη), προστέθηκε στα δείγματα των φυλλικών δίσκων σε αναλογία 

1:4 (βάρος φυλλικών δίσκων:όγκος διαλύματος). To ομογενοποίημα, αφού 
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κρατήθηκε για 30 min στους -80οC, φυγοκεντρήθηκε στις 14.000 rpm για 15 

min στους 4ο C (Sorvall, DuPont, S34). Ακολούθησε κατακρήμνιση με 5 Μ 

οξικού καλίου, pH 6,5, στον πάγο, και το RNA του υπερκειμένου 

κατακρημνίστηκε ξανά με 1/8 του όγκου 3 Μ οξικού νατρίου, pH 6,1 και ίσο 

όγκο ισοπροπανόλης. Στην συνέχεια, έγινε επιπλέον καθαρισμός με LiCl σε 

τελικό όγκο 2 Μ.  

Τα δείγματα του RNA ποσοτικοποιήθηκαν φωτομετρικά και βάση το 

ριβοσωμικό RNA σε μη-αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης, μετά από χρώση με 

βρωμιούχο εθίδιο. Το ολικό RNA (15 μg) αναλύθηκε σε πηκτή 1,2% 

αγαρόζης που περιείχε 6% (v/v) φορμαλδεΰδη (Sambrook et al., 1989) και 

μεταφέρθηκε σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Ο προϋβριδισμός, ο υβριδισμός 

και τα πλυσίματα της μεμβράνης έγιναν με καθιερωμένες μεθόδους 

(Sambrook et al., 1989). Ο υβριδισμός πραγματοποιήθηκε στους 60oC με 

ραδιοσημασμένο ιχνηλάτη που αντιστοιχούσε στoν πλήρους μήκους cDNA 

κλώνο της GDH-α υπομονάδας (Syntichaki et al. 1996) 

 

13.1. Παρασκευή ραδιενεργών μορίων ανιχνευτή  
 

Τα ραδιοσημασμένα μόρια ιχνηθέτη, που χρησιμοποιήθηκαν για την 

υβριδοποίηση με τις μεμβράνες νιτροκυτταρίνης, παρασκευάστηκαν με την 

τεχνική του random priming. Στην τεχνική αυτή, χρησιμοποιείται η 

πολυμεριστική δράση της πολυμεράσης Klenow (Stratagene), η οποία 

αποτελεί την μεγάλη υπομονάδα της DNA πολυμεράσης Ι, έπειτα από 

επεξεργασία της με σαμπτισιλίνη και διαχωρισμό της σε στήλη 

υδροξυαπατίτη. 

Ως μήτρα για την σύνθεση του ραδιοσημασμένου μορίου ιχνηθέτη, 

χρησιμοποιήθηκε πλήρους μήκους cDNA κλώνος της GDH-α υπομονάδας 

(Syntichaki et al. 1996). Ο πλήρους μήκους cDNA κλώνος έχει μέγεθος 1562 

bp. Η απομόνωσή του από το πλασμίδιο pBluescript που τον περιείχε, έγινε 

με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες XhoI και HindIII. O διαχωρισμός της 

ζώνης πραγματοποιήθηκε έπειτα από ηλεκτροφόρεση σε 1% πήκτωμα ΤΑΕ. 
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Ακολούθησε έκλουση και καθαρισμός με φαινόλη/χλωροφόρμιο. 

Στην αντίδραση σύνθεσης ραδιοσημασμένων μορίων συμμετείχαν 100 

ng αρχικών μορίων-μήτρας από τον cDNA GDH-α κλώνο, επαναδιαλυμένα 

σε 7,5 μL Η2Ο. Αφού βράστηκε για περίπου 5 min ώστε να αποδιαταχθεί και 

να εισέλθει στην μονόκλωνη κατάσταση, διατηρήθηκε μέσα σε πάγο ώστε να 

εμποδιστεί η εκ νέου υβριδοποίηση. Η ραδιοσήμανση έγινε με 

ραδιοσημασμένα νουκλεοτίδια κυτοσίνης [γ-32P] CTP και αδενίνης [γ-32P] 

ATP, ενώ για την σύνθεση των ραδιοσημασμένων αλυσίδων, 

χρησιμοποιήθηκε ένα μίγμα από τυχαίους εξανουκλεοτιδικούς εκκινητές. Ο 

τελικός όγκος αντίδρασης έγινε στα 25 μL. Στα 7,5 μL μονόκλωνου DNA 

μήτρας, προστέθηκαν 11,5 μL μίγματος 2Χ LS εκκινητών, 1 μL BSA (10 

mg/ml), 1 μL πολυμεράσης Klenow (5 U/μL) και 2 μL από τα σημασμένα 

νουκλεοτίδια [γ-32P]dCTP και [γ-32P]dATP (10 mCi/mL). 

Η σύσταση του μίγματος των LS εκκινητών είναι Hepes 1 M pH 6.6 : 

DTM : OL (25:25:7). Τα συστατικά του διαλύματος DTM (0.1 mM dGTP 

και 0.1 mM dTTP) είναι διαλυμένα σε διάλυμα ΤΜ (250 mM Tris HCl pH 

8.0, 25 mM MgCl2 και 50 mM β-μερκαπτοαιθανόλη). Επιπλέον, το διάλυμα 

των τυχαίων ολιγονουκλεοτιδίων OL έχει σύσταση 1 mM Tris HCl pH 7.5, 1 

mM EDTA pH 7.5 και 90 units / ml oligos (random primers). 

Στην συνέχεια, ο διαχωρισμός των ραδιοσημασμένων μορίων ιχνηθέτη από 

τα μη ενσωματωμένα ραδιενεργά νουκλεοτίδια πραγματοποιήθηκε με 

διαχωρισμό τους σε στήλη ρητίνης Sephadex G-50 (Pharmacia). Το 

πακετάρισμα της στήλης ρητίνης πραγματοποιήθηκε με την εξής διαδικασία. 

Αρχικά, τοποθετήθηκε η ρητίνη G-50 στην στήλη μιας σύριγγας ινσουλίνης 

και έπειτα φυγοκεντρήθηκε για 5 min στις 2.700 rpm. Στην κολώνα κάθε 

φορά τοποθετήθηκαν 200 μL ΤΕ. Το πακετάρισμα ήταν επιτυχές, όταν μετά 

το τέλος της φυγοκέντρησης συλλέχθηκε τόση ποσότητα ΤΕ όση με αυτήν, 

που τοποθετήθηκε αρχικά. 

Μετά το πακετάρισμα της κολώνας, προστέθηκαν στα 25 μL της 

αντίδρασης του random priming άλλα 75 μL νερό, ώστε ο τελικός όγκος να 

γίνει 100 μL. Έπειτα το μίγμα φυγοκεντρήθηκε για 5 min στις 2.700 rpm και 

 38



Διατριβή ΜΤΕ-Ελένη Πλιακώνη  Υλικά και Μέθοδοι 

συλλέχθηκε ο ραδιοσημασμένος ιχνηθέτης του οποίου οι κρούσεις 

μετρήθηκαν σε μετρητή σπινθηρισμού. 

 

13.2. Πλυσίματα μεμβρανών και έκθεση 
 

H διαδικασία του πλυσίματος των μεμβρανών αποσκοπεί στην 

απομάκρυνση του ραδιοσημασμένου ιχνηθέτη, ο οποίος δεν προσδέθηκε με 

την αλληλουχία-στόχο πάνω στο φίλτρο της νιτροκυτταρίνης. Αυτό 

αποσκοπεί στη μείωση κατά στο ελάχιστο δυνατό, της μη ειδικής πρόσδεσης 

του ιχνηθέτη. 

Τα πλυσίματα πραγματοποιήθηκαν με διαλύματα διαφόρων 

συγκεντρώσεων SDS και SSC. Το πρώτο διάλυμα είχε σύσταση 0,1% SDS 

και 2Χ SSC και πραγματοποιήθηκαν 2 διαδοχικά πλυσίματα για 30 min 

στους 62οC. Έπειτα, ακολούθησε το δεύτερο διάλυμα με σύσταση 0.5% SDS 

και 1Χ SSC όπου και πάλι πραγματοποιήθηκαν 2 πλυσίματα για 30 min 

στους 62οC. Τέλος, πραγματοποιήθηκαν 2 διαδοχικά διαλύματα με 1% SDS 

και 0,5% SSC για 10 min στους 62οC.  

Οι μεμβράνες αφού στέγνωσαν, τοποθετήθηκαν μαζί με φιλμ 

αυτοραδιογραφίας (Kodak Scientific Imaging Film: X-OMAT/AR 35x40 cm) 

μέσα σε μεταλλικές κασέτες. Αφέθηκαν για περίπου 15 h στους –80οC. Μετά 

από αυτόν τον χρόνο έκθεσης, ακολούθησε η εμφάνιση του film σε 

αυτοματοποιημένο σύστημα Curex 60 της Agfa. 
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Γ .ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
 
1. ΦΥΛΛΙΚΟΙ ΔΙΣΚΟΙ VITIS VINIFERA cv SULTANINA  
 

Φυλλικοί δίσκοι αμπέλου Vitis vinifera cv Sultanina που προήλθαν από 

νεαρά φύλλα θερμοκηπίου υποβλήθηκαν σε μεταχείριση με διαφορετικές 

συγκεντρώσεις NaCl (0, 50, 100 και 200 mM) για 24, 48 και 72h (Εικ. 6). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 6. Φυλλικοί δίσκοι Sultanina σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (0, 50, 
100 και 200 mM) μετά από μεταχείριση 24, 48 και 72h.   
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1.1. Ειδική ενεργότητα Γλουταμικής Αφυδρογονάσης  
 

Στην Εικόνα 7 φαίνεται η μεταβολή της ειδικής ενεργότητας συναρτήσει 

του χρόνου και της συγκέντρωσης του NaCl σε φυλλικούς δίσκους cv 

Sultanina. Είναι φανερό ότι το NaCl οδήγησε σε αύξηση της ειδικής 

ενεργότητας της GDH. Ειδικότερα στο χρονικό διάστημα των 24h η 

μεγαλύτερη τιμή στην ενεργότητα παρατηρήθηκε στην μεταχείριση των 200 

mM NaCl (165 mUnits/mg pr), αυξημένη κατά 118% σε σχέση με το μάρτυρα. 

Στις 48h η μεγαλύτερη τιμή της ενεργότητας παρουσιάστηκε στη μεταχείριση 

των 100 mM (128 mUnits/mg pr), αυξήθηκε κατά 38% σε σχέση με το 

μάρτυρα. Στις 72h οι τιμές της ειδικής ενεργότητας τόσο των 100 mM όσο και 

των 200 mM είναι κοντινές και αυξημένες από το μάρτυρα κατά 72%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της GDH συναρτήσει του χρόνου και 
της συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους Sultanina. 
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1.2. Northern ανάλυση 

 
Από ανάλυση Νοrthen που πραγματοποιήθηκε σε φυλλικούς δίσκους 

Sultanina, μετά από μεταχείριση με 0, 100 και 200mM NaCl για 24h, 

παρατηρήθηκε ότι το μετάγραφο της GDH αυξάνεται με την αύξηση της 

έντασης της καταπόνησης (Eικ. 8C). Τα δείγματα του RNA ποσοτικο-

ποιήθηκαν με βάση το ριβοσωμικό RNA σε μη-αποδιατακτική πηκτή 
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αγαρόζης, μετά από χρώση με βρωμιούχο εθίδιο (Εικ. 8Α). Το ολικό RNA (15 

μg) αναλύθηκε σε πηκτή 1,2% αγαρόζης που περιείχε 6% (v/v) φορμαλδεΰδη 

(Εικ. 8Β). 

                             CNTR    0mM    100 mM   200mM 

                                                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8. Ποσοτικοποίηση του ολικού RNA από φυλλικούς δίσκους Sultanina σε μη-
αποδιατακτική πηκτή αγαρόζης (A) ανάλυση του ολικού RNA σε πηκτή 1,2% 
αγαρόζης με 6% (v/v) φορμαλδεΰδη (Β) και ανάλυση κατά Northern (C). 
 

1.3. Παραγωγή ΕΜΟ 
 

Την χρονική στιγμή μηδέν η ενδοκυτταρική συγκέντρωση του Ο2
•− ήταν 

μη ανιχνεύσιμη στο φύλλο αμπέλου, όμως το Η2Ο2 ήταν 0,06μΜ/mg pr. Στις 

24h, η ενδοκυτταρική συγκέντρωση του Ο2
•− παρουσίασε αύξηση, αναλογική 

με την αύξηση της συγκέντρωσης του NaCl. Συγκεκριμένα, τα 50 mM NaCl 

οδήγησαν σε αύξηση 46%, τα 100mM σε αύξηση 63% και τα 200 mM σε 

αύξηση 143% σε σχέση με τη συγκέντρωση του Ο2
•− στον μάρτυρα. Στις 48h, 

 42



Διατριβή ΜΤΕ-Ελένη Πλιακώνη  Αποτελέσματα 

η συγκέντρωση του Ο2
•− στη μεταχείριση των 50 mM κυμάνθηκε στα επίπεδα 

του μάρτυρα, ενώ η μεγαλύτερη αύξηση παρουσιάστηκε στα 100 mM NaCl 

(303%). Tα 200 mM NaCl οδήγησαν σε αύξηση κατά 119%. Αντίστοιχα, στις 

72 ώρες παρατηρήθηκε μια αύξηση της τάξεως του 197% στα 50 και στα 

100mM NaCl ενώ στα 200 mM, υπήρξε 684% αύξηση σε σχέση με την τιμή 

του μάρτυρα (Εικ. 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Εικόνα 9. Μεταβολή της ενδοκυτταρικής και εξωκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2

•– και 
Η2Ο2, σε φυλλικούς δίσκους Sultanina συναρτήσει του χρόνου και της συγκέντρωσης 
NaCl.  
 

Εξωκυτταρικά οι συγκεντρώσεις του Ο2
•− διαφοροποιούνται. Στις 24h 

στα 50 mM NaCl παρουσίασαν μια έντονη πτώση σε σχέση με το μάρτυρα 

(κατά 470%), ενώ στα 100 και τα 200 mM παρατηρήθηκε αύξηση στην 

συγκέντρωση του O2- κατά 13% και 33% αντίστοιχα. Στις 48h υπήρξε αύξηση 

κατά 110, 1860 και 525%, αντίστοιχα στις μεταχειρίσεις των 50, 100 και 200 

mM, ενώ στις μεταχειρίσεις των 72h, οι αντίστοιχες αυξήσεις ήταν 0, 495 και 

690% (Εικ. 9). 
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Όσο αφορά το Η2Ο2, η ενδοκυτταρική του συγκέντρωση τη χρονική 

στιγμή των 24h ήταν αυξημένη κατά 21% και 36%, αντίστοιχα στα 50 και 100 

mM σε σχέση με το μάρτυρα, ενώ στα 200 mM το επίπεδο του Η2Ο2 ήταν στα 

επίπεδα του μάρτυρα. Στις 48h, η μεταχείριση των 50mM έδειξε αύξηση κατά 

344%, η μεταχείριση των 100 mM κατά 710% και η μεταχείριση των 200 mM 

κατά 428%, σε σχέση με το μάρτυρα. Η τελευταία συγκέντρωση ήταν 

μειωμένη κατά 282% σε σχέση με αυτή που παρουσιάστηκε στα 100 mM. Στη 

μεταχείριση των 72h το Η2Ο2 δεν ανιχνεύτηκε. Εξωκυτταρικά δεν ανιχνεύτηκε 

Η2Ο2 (Εικ.9). 

 

1.4. Συγκέντρωση της α- και β- χλωροφύλλης  
 

Η μεταχείριση από αλατότητα σε φυλλικούς δίσκους αμπέλου Vitis 

vinifera cv Sultanina προκάλεσε μείωση της συγκέντρωσης των 

χλωροφυλλών. Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε στη μεταχείριση των 50 και 

100 mM μείωση της τάξεως του 25% σε σχέση με το μάρτυρα η οποία 

διατηρήθηκε σταθερή σε όλη τη διάρκεια του πειράματος. Η μεγαλύτερη 

μείωση της συγκέντρωσης των α- και β- χλωροφυλλών μετρήθηκε στη 

μεταχείριση των 200 mM όπου υπήρξε μείωση κατά 55% σε σχέση με το 

μάρτυρα και η οποία διατηρήθηκε έως το τέλος του πειράματος (Εικ. 10). 

 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0 24 48 72

Χρόνος, h

[c
hl

a+
ch

lb
] m

g/
m

l

0
50
100
200

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 10. Μεταβολή της συγκέντρωσης των α- και β- χλωροφυλλών συναρτήσει 
του χρόνου και της συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους Sultanina. 
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1.5. Συγκέντρωση ολικών πρωτεϊνών  
 

Στην Εικόνα 11 είναι φανερό ότι σε όλες τις χρονικές στιγμές η ολική 

συγκέντρωση πρωτεΐνης ανά g φρέσκου βάρους, μειωνόταν ανάλογα με την 

ένταση της καταπόνησης. Η μεγαλύτερη μείωση παρουσιάστηκε στη 

μεταχείριση των 72h όπου τα 200 mM NaCl οδήγησαν σε μείωση κατά 46%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Εικόνα 11. Μεταβολή της συγκέντρωσης των ολικών πρωτεϊνών σε φυλλικούς 
δίσκους Sultanina συναρτήσει του χρόνου και της συγκέντρωσης NaCl. 
 

Στην Εικόνα 12 φαίνεται η αποδόμηση της Rubisco σε υψηλές 

συγκεντρώσεις NaCl (200 mM). Σε παρατεταμένη καταπόνηση (72h) 

παρατηρήθηκε αποδόμηση και στη συγκέντρωση των 100 mM. 

 

    

Rubisco 

 

Εικόνα 12. SDS ηλεκτροφόρεση ολικών πρωτεϊνών, από φυλλικούς δίσκους 
Sultanina, μετά από επίδραση αλατότητας. 
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1.6. Ειδική ενεργότητα αντιοξειδωτικών ενζύμων 
 
1.6.1. Σουπεροξειδική δισμουτάση  
 

Η ειδική ενεργότητα της SOD στο πείραμα αυτό δεν ανιχνεύτηκε. Όλες οι 

τιμές που μετρήθηκαν ήταν κάτω από τα επίπεδα του μάρτυρα, για όλες τις 

μεταχειρίσεις και σε όλες της χρονικές στιγμές, για το λόγο αυτό δεν 

παρατίθεται διάγραμμα. 

 

1.6.2. Καταλάση  
 

 Στην Εικόνα 13 παρουσιάζεται η μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της 

CAT συναρτήσει χρόνου και συγκέντρωσης NaCl. Από το διάγραμμα είναι 

φανερό ότι η ειδική ενεργότητα της CAT είναι κάτω από τα επίπεδα του 

μάρτυρα σε όλες τις μεταχειρίσεις και σε όλες τις  χρονικές στιγμές, με 

εξαίρεση τη μεταχείριση των  50 mM στις 48h, όπου παρουσίασε αύξηση κατά 

14% σε σχέση με το μάρτυρα. 
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Εικόνα 13. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας CAT συναρτήσει του χρόνου και της 
συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους Sultanina.  
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1.6.3. Ασκορβική Περοξειδάση  
 

Οι μεταβολές της ειδικής ενεργότητας της ΑPO παρουσιάζονται στην 

Εικόνα 14. Στις 24h παρατηρήθηκε δραστική μείωση της ειδικής ενεργότητας 

της ΑΡΟ στον μάρτυρα και ακόμη περισσότερο στις μεταχειρίσεις. Στη 

χρονική στιγμή των 48h παρατηρήθηκε αύξηση της ειδικής ενεργότητας της 

APO σε σχέση με το μάρτυρα (0 mM, 48h) στις συγκεντρώσεις 50 και 100 mM 

NaCl, κατά 3 φορές και 2 φορές αντίστοιχα σε σχέση με το μάρτυρα. Στις 24 

και στις 72h, η ενεργότητα της APO στις διάφορες μεταχειρίσεις ήταν κάτω 

από εκείνη του μάρτυρα. 
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Εικόνα 14. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της APO συναρτήσει του χρόνου και 
της συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους Sultanina. 

 
2. ΦΥΛΛΙΚΟΙ ΔΙΣΚΟΙ 1103 PAULSEN 
 

Επίδραση αλατότητας πραγματοποιήθηκε και σε φυλλικούς δίσκους από 

το υποκείμενο αμπέλου 1103 Paulsen, που έχει καταγραφεί στη βιβλιογραφία 

ως ανθεκτικό στη αλατότητα. Οι μεταχειρίσεις που πραγματοποιήθηκαν στούς 

φυλλικούς δίσκους ήταν ακριβώς ίδιες με τις μεταχειρίσεις που υποβλήθηκαν 

και στούς φυλλικούς δίσκους της Sultanina (μεταχειρίσεις τριών ημερών 

(δειγματοληψία κάθε 24h) σε συγκεντρώσεις ΝaCl, 0, 50, 100και 200 mM (Εικ 

15). Στο πείραμα αυτό μετρήθηκαν: η ειδική ενεργότητα της GDH, οι 
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ενδοκυτταρικές και εξωκυτταρικές ενεργές μορφές οξυγόνου, και η ειδική 

ενεργότητα της CAT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 15. Φυλλικοί δίσκοι 1103P σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl (0, 50, 100 
και 200 mM) μετά από μεταχείριση 24, 48 και 72h.   
 

2.1. Ειδική ενεργότητα της Γλουταμικής Αφυδρογονάσης 
 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 16 οι ειδικές ενεργότητες της GDH σε όλη τη 

διάρκεια του πειράματος καθώς και σε όλες τις μεταχειρίσεις παραμένουν 

σταθερές. Μια πτώση της τάξεως του 15% παρατηρείται σε όλες τις 

συγκεντρώσεις NaCl σε σχέση με το μάρτυρα, τη χρονική στιγμή των 24h η 

oποία διατηρείται σε όλες τις χρονικές στιγμές. 
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Εικόνα 16. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της GDH συναρτήσει του χρόνου και 
της συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους 1103Ρ. 
 

2.2. Παραγωγή ΕΜΟ 
 

Στο πείραμα αυτό οι ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις του Ο2
•− ήταν 

μειωμένες σε σχέση με τη συγκέντρωση του Ο2
•− τη χρονική στιγμή 0 (Εικ.17). 

Τη χρονική στιγμή των 24h εμφανίστηκε μείωση των επιπέδων του 

ενδοκυτταρικού Ο2
•− με την αύξηση της συγκέντρωσης του NaCl. Στις 48h, η 

συγκέντρωση του Ο2
•− διατηρήθηκε σε σταθερά επίπεδα σε σχέση με το 

μάρτυρα στα 50 και 100mM NaCl, και μικρή αύξηση, κατά 16%, 

παρατηρήθηκε στα 200 mM. Τέλος, στις 72h το επίπεδο του ενδοκυτταρικού 

Ο2
•− ήταν παρόμοιο με το επίπεδο του μάρτυρα στα 50 mM, ενώ υπήρξε 

αύξηση κατά 12% και 77% στα 100 και τα 200 mM, αντίστοιχα (Εικ.17).  

Εξωκυτταρικα το πρότυπο της μεταβολής στη συγκέντρωση του Ο2
•− 

ήταν διαφορετικό. Στις 24h, παρουσίασε αρχικά μία μείωση κατά 40% στη 

μεταχείριση των 50 mM, για να ακολουθηθεί από μία αύξηση κατά 65% στα 

100 mM NaCl και μείωση στα επίπεδα του μάρτυρα στα 200 mM. Στις 48h, τα 

50, 100 και 200 mM προκάλεσαν αύξηση κατά 192, 111 και 91% σε σχέση με 

το μάρτυρα. Στις 72h, τα 50 mM κυμάνθηκαν στα επίπεδα του μάρτυρα ενώ το 

100 και τα 200 mM οδήγησαν σε αύξηση 45% και 123%, αντίστοιχα (Εικ.17). 
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Εικόνα 17. Μεταβολή της ενδοκυτταρικής και εξωκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2

•– και 
Η2Ο2, σε φυλλικούς δίσκους 1103P συναρτήσει του χρόνου και της συγκέντρωσης 
NaCl (οι τιμές αναφέρονται σε mg πρωτεΐνης). 
 

Ενδοκυτταρικά η συγκέντρωση του Η2Ο2 στις 24h έδειξε αύξηση κατά 

95%, 104% και 32%, αντίστοιχα για 50, 100, 200 mM NaCl. Στις 48h, δεν 

ανιχνεύτηκε Η2Ο2. Οι συγκεντρώσεις του Η2Ο2 στην μεταχείριση των 72h 

παρουσίασαν σταδιακή μείωση κατά 13%, 27% και 87%, αντίστοιχα στα 50, 

100, 200 mM. Εξωκυτταρικά συγκέντρωση Η2Ο2 δεν ανιχνεύτηκε (Εικ.17). 

 

2.3. Συγκέντρωση ολικών πρωτεϊνών  
 

Στην Εικόνα 18 είναι φανερό ότι σε όλες τις χρονικές στιγμές η ολική 

συγκέντρωση πρωτεΐνης ανά g φρέσκου βάρους, παραμένουν σταθερές 

ανεξάρτητα από την ένταση της καταπόνησης.  
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Εικόνα 18. Μεταβολή της συγκέντρωσης των ολικών πρωτεϊνών σε φυλλικούς 
δίσκους 1103Ρ συναρτήσει του χρόνου και της συγκέντρωσης NaCl. 
 

 Στην Εικόνα 19 φαίνεται ότι η Rubisco παραμένει σταθερή τόσο σε 

υψηλές συγκεντρώσεις NaCl (200 mM), όσο και σε παρατεταμένη καταπόνηση 

(72h) . 

 

 

 

 

 Rubisco 
 

 

    
 

Εικόνα 19. SDS ηλεκτροφόρεση ολικών πρωτεϊνών, από φυλλικούς δίσκους 1103Ρ, 
μετά από επίδραση αλατότητας. 
 

2.4. Ειδική ενεργότητα της καταλάσης  
 

Στο πείραμα αυτό μετρήθηκε και η ειδική ενεργότητα της CAT. Όπως 

φαίνεται στην Εικόνα 20 όλες οι τιμές της ειδικής ενεργότητας της CAT 

εμφάνισαν τιμές κάτω από τα επίπεδα του μάρτυρα. Το πρότυπο αυτό 

παρατηρήθηκε σε όλες τις χρονικές στιγμές και σε όλες τις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις NaCl, που χρησιμοποιήθηκαν. 
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Εικόνα 20. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της CAT, συναρτήσει του χρόνου και 
της συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους 1103Ρ. 
 
3. ΑΙΩΡΟΥΜΕΝΗ ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΥΤΤΑΡΩΝ ΑΜΠΕΛΟΥ VITIS 

VINIFERA cv SULTANINA  
 

Για να μελετηθεί η καταπόνηση από αλατότητα χρησιμοποιήθηκε και το 

σύστημα αιωρούμενων κυττάρων αμπέλου. Στο συγκεκριμένο σύστημα οι 

μεταχειρίσεις είχαν διάρκεια τεσσάρων ημερών και οι συγκεντρώσεις NaCl 

στις οποίες υποβλήθηκαν τα κύτταρα ήταν 0 και 100 mM. Τα 200 mM 

αποτελούσαν ακραία συγκέντρωση για τα κύτταρα και για αυτό τα λόγο δεν 

χρησιμοποιήθηκαν.  
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Εικόνα 21. Βιωσιμότητα αιωρούμενων κυττάρων Sultanina, συναρτήσει του χρόνου 
και της συγκέντρωσης NaCl.  
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Στην Εικόνα 21 φαίνεται η βιωσιμότητα των κυττάρων στις διαφορετικές 

χρονικές στιγμές και στις διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl. Η μέτρηση της 

βιωσιμότητας έγινε με χρώση των κύτταρων με χρωστική evans blue. Όπως 

παρατηρούμε, η βιωσιμότητα των κυττάρων είναι ανάλογη με τον βαθμό 

καταπόνησης. Η μεγαλύτερη θνησιμότητα παρουσιάστηκε στη μεταχείριση 

των 100mM και ήταν της τάξεως του 20-25%. 

 

3.1. Ειδική ενεργότητα Γλουταμικής Αφυδρογονάσης  
 

Από το διάγραμμα της Εικόνα 22 είναι φανερό ότι η ειδική ενεργότητα 

της GDH αυξάνει ανάλογα με το χρόνο και την συγκέντρωση NaCl. Η ειδική 

ενεργότητα της GDH στην μεταχείριση των 100 mM αυξάνεται ανάλογα με 

τις ώρες της καταπόνησης. Η μεγαλύτερη τιμή της ειδικής ενεργότητας 

παρουσιάζεται στα 100 mM NaCl μετά από 96h (243 mUnit/mg pr), 

αυξημένη κατά 66,6% σε σχέση με το μάρτυρα. Στις μεταχειρίσεις των 50 

mM παρατηρείται μια γενικότερη αύξηση σε σχέση με το μάρτυρα, η οποία 

κυμαίνεται από 17-20%. 

Στα δείγματα αυτά έγινε φυσική ηλεκτοφόρεση για χρώση ειδικής 

ενεργότητας. Παρατηρήθηκε ότι εντονότερη ήταν η ενεργότητα στα 100 mM 

NaCl στις 96h. Τόσο στο δείγμα αυτό, όσο και στα υπόλοιπα δείγματα της 

μεταχείρισης των 100 mM, υπήρξε έντονη χρώση ενεργότητας των πιο 

ανοδικών ισοενζύμων (Εικ. 23). Η μεταβολής της ειδικής ενεργότητας, που 

παρατηρήθηκε σε όλα τα δείγματα του συγκεκριμένου πειράματος, συνέπεσε 

και με τις μεταβολές της ολικής πρωτεΐνης για την GDH όπως προέκυψε 

μετά από τον ανοσοεντοπισμό της (Εικ 24).  
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Εικόνα 22. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της GDH συναρτήσει του χρόνου 
και συγκέντρωσης NaCl, σε αιωρούμενη καλλιέργεια κυττάρων αμπέλου cv 
Sultanina. 
 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 23. Ισοενζυμική ανάλυση της GDH σε δείγματα αιωρούμενης καλλιέργειας 
κυττάρων αμπέλου, cv Sultanina, που έχουν υποβληθεί σε μεταχειρίσεις με διαδοχικά 
αυξανόμενες συγκεντρώσεις NaCl. 
 

 
 
                              24h                          48h                          72h                      96h           
  

 
CNTR   0         50    100         0      50    100         0        50     100     0      50     100 

 

 
Εικόνα 24. Ανοσοεντοπισμός του ολοενζύμου της GDH σε δείγματα αιωρούμενης 
καλλιέργειας κυττάρων αμπέλου, cv Sultanina, που έχουν υποβληθεί σε μεταχειρίσεις 
με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις NaCl.  
 
3.2 Παραγωγή ΕΜΟ 
 

Η ενδοκυτταρική συγκέντρωση του Ο2
•− στις μεταχειρίσεις με 

αλατότητα ήταν σε όλες τις χρονικές στιγμές χαμηλότερη σε σχέση με την 

αρχική καλλιέργεια την χρονική στιγμή 0 (Εικ. 25). Κατά τις χρονικές 
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στιγμές των 24h, 72h και 92h, η μεταχείριση των 100 mM οδήγησε σε 

αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2
•− κατά 170%, 74% και 125% 

αντίστοιχα, σε σχέση με τη συγκέντρωση του μάρτυρα. 

Η εξωκυτταρική συγκέντρωση του Ο2
•− παρουσίασε γενικά αυξητικό 

πρότυπο. Κατά τις χρονικές στιγμές των 24h, 72h και 96h, η μεταχείριση των 

100 mM οδήγησε σε αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης Ο2
•− κατά 

390%, 280% και 146%, αντίστοιχα, σε σχέση με τη συγκέντρωση του 

μάρτυρα (Εικ. 25). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 25. Μεταβολή της ενδοκυτταρικής και εξωκυτταρικής συγκέντωσης Ο2

•– και 
Η2Ο2, σε αιωρούμενη καλλιέργεια κυττάρων, συναρτήσει του χρόνου και της 
συγκέντρωσης NaCl (οι τιμές αναφέρονται σε mg πρωτεΐνης). 

 

Η εξωκύτταρική συγκέντρωση του Η2Ο2 στην μεταχείριση των 100mM 

οδήγησε σε αύξηση κατά 1200%, 192% και 4400% σε σχέση με τη 

συγκέντρωση του μάρτυρα, τις χρονικές στιγμές των 24, 72 και 96h 

αντίστοιχα (Εικ. 25).Στο πείραμα αυτό εξωκυτταρική συγκέντρωση Η2Ο2 δεν 

ανιχνεύτηκε (Εικ. 25). 
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4. ΚΑΛΛΟΙ ΑΜΠΕΛΟΥ VITIS VINIFERA cv SULTANINA 
 

Για να μελετηθεί η καταπόνηση από αλατότητα χρησιμοποιήθηκε και το 

σύστημα των κάλλων cv Sultaninas. Στο σύστημα αυτό οι μεταχειρίσεις είχαν 

διάρκεια τριών ημερών και οι συγκεντρώσεις NaCl στις οποίες υποβλήθηκαν 

οι κάλλοι ήταν 0, 50, 100 και 200 mM.  

 

4.1. Ειδική ενεργότητα της Γλουταμικής Αφυδρογονάσης 
 

Οι κάλλοι τοποθετήθηκαν σε στερεό θρεπτικό μέσο ΜS (όπως 

περιγράφηκε στα Υλικά και Μέθοδοι) που περιείχε διάφορες συγκεντρώσεις 

NaCl (0, 50, 100, 200), για 24, 48 και 72h. Από την Eικόνα 26 είναι φανερό ότι 

στη διάρκεια των 24h η ειδική ενεργότητα της GDH αυξήθηκε κατά 10%, 71% 

και 110% κατά τις μεταχειρίσεις των 50, 100, και 200 mM σε σχέση με το 

μάρτυρα. Στις 48h οι μεταχειρίσεις των 50, 100, 200 mM οδήγησαν σε 

επαγωγή του ενζύμου κατά 10%, 115% και 108%, αντίστοιχα, σε σχέση με το 

μάρτυρα. Τέλος στις 72 h, η ειδική ενεργότητα των 50 mM κυμάνθηκε στα 

επίπεδα του μάρτυρα ενώ τα 100 και τα 200 mM αυξήθηκε κατά 70% και 42%.  
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Eικόνα 26. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της GDH συναρτήσει του χρόνου και 
της συγκέντρωσης ΝaCl, σε κάλλους, cv Sultanina. 
 

Κατά την φυσική ηλεκτροφόρεση για χρώση ενεργότητας, που 

πραγματοποιήθηκε στα δείγματα του ίδιου πειράματος, παρουσιάστηκε έντονη 
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χρώση, άρα και υψηλότερη ενεργότητα, στα δείγματα με τις μεγαλύτερες τιμές 

ειδικής ενεργότητας. Όπως φαίνεται εντονότερη είναι η ενεργότητα των 

ανοδικών ισοενζύμων (Εικ. 27).  

 
 
 

 

 

 

 

Εικόνα 27 Ισοενζυμική ανάλυση της GDH σε δείγματα κάλλων αμπέλου, Soultanina, 
που έχουν υποβληθεί σε μεταχειρίσεις με διαδοχικά αυξανόμενες συγκεντρώσεις 
NaCl. 
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Εικόνα 28. Ανοσοεντοπισμός του ολοενζύμου της GDH σε δείγματα κάλλων 
αμπέλου, cv Sultanina, που έχουν υποβληθεί σε μεταχειρίσεις με διαδοχικά 
αυξανόμενες συγκεντρώσεις NaCl. 

 

Στα δείγματα αυτά πραγματοποιήθηκε και ανοσοεντοπισμός του 

ολοενζύμου της GDH όπως φαίνεται στην Εικόνα 28. Κατά τον 

ανοσοεντοπισμό διαπιστώθηκε ότι η μεταβολές της ειδικής ενεργότητας 

συμφωνούν με τις μεταβολές του ολοενζύμου της GDH. 

 
5. ΚΑΠΝΟΣ NICOTIANA TABACUM cv XANTHI 
 

Για να επιβεβαιώσουμε την θετική συσχέτιση της GDH στην καταπόνηση 

από αλατότητα, πραγματοποιήθηκαν πειράματα και σε φυλλικούς δίσκους 

καπνού Nicotiana tabacum cv Xanthi. Οι φυλλικοί δίσκοι υποβλήθηκαν σε 

ίδιες μεταχειρίσεις με αυτές των φυλλικών δισκίων αμπέλου. Οι μεταχειρίσεις 
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διήρκεσαν τρεις ημέρες (διαδοχικές δειγματοληψίες γινόταν κάθε 24h) και οι 

συγκεντρώσεις του NaCl που χρησιμοποιήθηκαν ήταν 0, 50, 100 και 200 mM. 

Όπως είναι φανερό την Εικόνας 29, η μεγαλύτερη τιμή της ειδικής 

ενεργότητας της GDH παρουσιάστηκε μετά από 72h και στη συγκέντρωση 

NaCl 50mM. Η αύξηση ήταν της τάξεως του 63,5% σε σχέση με το μάρτυρα. 

Τις υπόλοιπες χρονικές στιγμές (0, 24 και 48h) οι μεταβολές που 

παρατηρήθηκαν δεν ήταν στατιστικά σημαντικές. 
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Εικόνα 29. Μεταβολή της ειδικής ενεργότητας της GDH συναρτήσει του χρόνου και 
της συγκέντρωσης NaCl, σε φυλλικούς δίσκους καπνού. 

 

Στα δείγματα της μεταχείρισης των 72h πραγματοποιήθηκε 

ανοσοεντοπισμός του ολοενζύμου της GDH, όπως φαίνεται στην Εικόνα 30. 

Κατά τον ανοσοεντοπισμό διαπιστώθηκε ότι οι μεταβολές της ειδικής 

ενεργότητας συμφωνούν με τις μεταβολές του ολοενζύμου της GDH. Είναι 

εμφανής η αύξηση του ολοενζύμου της GDH στη συγκέντρωση των 50mM 

NaCl στις 72h (Εικ. 30). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 30. Ανοσοεντοπισμός του ολοενζύμου της GDH σε φυλλικούς δίσκους 
καπνού, cv Xanthi, που έχουν υποβληθεί σε μεταχειρίσεις με διαδοχικά αυξανόμενες 
συγκεντρώσεις NaCl. 
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Δ. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
 

Η GDH είναι ένα ένζυμο, του οποίου ο φυσιολογικός ρόλος δεν έχει 

ακόμη διευκρινιστεί. Αρχικά επικρατούσε η θεωρία ότι αποτελεί το κύριο 

ένζυμο που λαμβάνει μέρος στην αφομοίωση της ενδοκυτταρικής αμμωνίας 

για το σχηματισμό του γλουταμικού οξέος. Μετά όμως από μελέτες, που 

απέδειξαν ότι το ενζυμικό σύστημα GS/GOGAT είναι αυτό που παίζει τον 

κυρίαρχο ρόλο στην αφομοίωση της αμμωνίας (Lea and Miflin, 1974), η 

θεωρία τροποποιήθηκε και απέδωσε τη λειτουργία της GDH ως ένα 

εναλλακτικό μονοπάτι για την αφομοίωση της αμμωνίας σε συνθήκες κατά τις 

οποίες το ενζυμικό σύστημα GS/GOGAT δεν δύναται να λειτουργήσει (Lea 

and Miflin, 1980; Yamaya et al., 1984; Srivastava and Singh, 1987; Rhodes et 

al., 1989). 

Ωστόσο, σε πειράματα που έγιναν σε φυτά χρησιμοποιώντας σημασμένο 
14Ν, αποδείχτηκε ότι η GDH λειτουργεί περισσότερο προς την κατεύθυνση 

απαμίνωσης του γλουταμικού οξέως, παρά προς την κατεύθυνση αφομοίωσης 

της αμμωνίας. Από αυτό μπορούμε να συμπεράνουμε ότι ένας ακόμη πιθανός 

φυσιολογικός ρόλος της GDH είναι η συμμετοχή της στην ανακύκληση 

ανθρακικών σκελετών, τους οποίους προμηθεύει σε ιστούς που παρουσιάζουν 

έλλειψη σκελετών άνθρακα για περαιτέρω μεταβολικές διεργασίες (Wallsgrove 

et al., 1983, 1987; Robinson et al.,1990, 1992; Fox et al., 1995).  

Σε πολλά καλλιεργούμενα είδη έχει παρατηρηθεί ότι όταν αναπτύσσονται 

κάτω από διαφορετικές συνθήκες καταπόνησης, η ειδική ενεργότητα της GDH 

είναι αυξημένη (Mattioni et al., 1997; Kumar et al., 2000; Sforza et al., 2002). 

Η παρατήρηση αυτή οδήγησε στην διατύπωση μιας διαφορετικής θεωρίας 

σχετικά με το φυσιολογικό ρόλο του ενζύμου αυτού, οπού υποστηρίζεται ότι η 

GDH έχει ρόλο αντι-καταπόνησης (antistress enzyme). Η θεωρία αυτή 

ενισχύεται από το γεγονός ότι η GDH συμμετέχει στην αποτοξίνωση του 

κυττάρου από αμμωνία, όταν τα επίπεδα της είναι υψηλά και επομένως τοξικά 

για το φυτό (Givan, 1979, Sarivastava and Singh, 1987; Benachenhou-Lahfa, 

1994; Ranamjuluey et al., 1994, Primikirios and Roubelakis-Angelakis 1999, 
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2001). Με την παρούσα μελέτη έγινε επιπλέον προσπάθεια τεκμηρίωσης της 

θεωρίας αυτής, δηλαδή της άποψης ότι η επαγωγή της GDH είναι αποτέλεσμα 

αντίδρασης του φυτού σε καταστάσεις καταπονήσεων, όπως η αλατότητα. 

Η αυξημένη αλατότητα στο εδαφικό διάλυμα αποτελεί περιοριστικό 

παράγοντα για τη αύξηση και ανάπτυξη των φυτών (Zhu, 2001). Η 

καταπόνηση από αλατότητα οφείλεται κυρίως στη ωσμωτική και ιοντική 

καταπόνηση που προκαλείται, με αποτέλεσμα την διαταραχή των 

φυσιολογικών και βιοχημικών λειτουργιών του κυττάρου (Xiong et al., 2002) 

Η αλατότητα, όπως και άλλες αβιοτικές και βιοτικές καταπονήσεις, 

διαταράσσουν την κυτταρική ομοιόσταση και αυξάνουν την παραγωγή των 

ΕΜΟ (Polle, 2000; Hernandez et al., 2001; Keles and Oncel, 2002; Boscolo et 

al., 2003). Η επίδραση της αλατότητας σε φυλλικούς δίσκους αμπέλου, 

προκάλεσε συσσώρευση Ο2
.-. Μετά από 72h επίδρασης 200mM NaCl το 

ενδοκυτταρικό και εξωκυτταρικό επίπεδο του Ο2
.- ήταν 8 φορές υψηλότερο 

από εκείνο του μάρτυρα (Εικ. 9). Το επίπεδο του Η2Ο2 την ίδια χρονική στιγμή 

ήταν μη ανιχνεύσιμο τόσο ενδοκυτταρικά όσο και εξωκυτταρικά, ενώ στις 24 

και τις 48 ώρες επίδρασης υπήρξαν σημαντικά επίπεδα Η2Ο2, μόνο όμως 

ενδοκυτταρικά (Εικ. 9). Στο ανθεκτικό στην αλατότητα υβρίδιο αμπέλου 

1103P, εντοπίστηκαν επίσης ΕΜΟ. Στις 72h επίδρασης 200mM NaCl, το 

ενδοκυτταρικό και εξωκυτταρικό επίπεδο του Ο2
.- ήταν 1,8 και 2,2 φορές 

υψηλότερο από εκείνο του μάρτυρα, χαμηλότερο όμως από την ευαίσθητη 

ποικιλία (Εικ. 17 και Εικ. 9). Ακόμα, αιωρούμενη καλλιέργεια κυττάρων 

Sultanina μετά από 72 h μεταχείριση με 100 mM NaCl συσσώρευσε 1,7 και 3,7 

φορές υψηλότερα, επίπεδα ενδοκυτταρικού και εξωκυτταρικού Ο2
.-, σε 

σύγκριση με την καλλιέργεια-μάρτυρα (Εικ. 25).  

Η αυξημένη συγκέντρωση ιόντων Na+ στον χλωροπλάστη που έχουν 

ανιχνευτεί σε καταστάσεις καταπόνησης από αλατότητα έχει ως αποτέλεσμα 

την απόσπαση εξωγενών πρωτεϊνών (κυτόχρωμα C550) από το φωτοσύστημα ΙΙ 

και την μερική απενεργοποίηση του μηχανισμού διαχείρισης οξυγόνου,. που 

προκαλεί διαρροή ηλεκτρονίων προς το Ο2 και δημιουργία Ο2
•− (Allakhverdiev 

et al., 2000). Επίσης η αποδόμηση των χλωροφυλλών είναι ένα από τα 
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αποτελέσματα της επίδρασης αλατότητας στον φωτοσυνθετικό μηχανισμό. Η 

συγκέντρωση των α- και β- χλωροφυλλών σε φυλλικούς δίσκους Sultanina 

παρουσίασε μείωση ανάλογη με την ένταση της καταπόνησης και του χρόνου 

της επίδρασης της (Εικ. 10). 

Το κύτταρο αντιδρά στη συσσώρευση των ΕΜΟ ενεργοποιώντας τον 

αντιοξειδωτικό μηχανισμό. Η SOD είναι υπεύθυνη για την απόσβεση του Ο2
•− 

και επάγεται σε καταστάσεις καταπονήσεων από παράγοντες, όπως βαρέα 

μέταλλα, αλατότητα και ακραίες θερμοκρασίες (Hernandez et al., 2001; Keles 

and Oncel, 2002; Boscolo et al., 2003). Κατά την επίδραση της αλατότητας σε 

φυλλικούς δίσκους Sultanina δεν ανιχνεύθηκε ειδική ενεργότητα της SOD. Στο 

εργαστήριό μας έχει αποδειχθεί η ενεργή συμμετοχή της SOD στην απόσβεση 

του Ο2
•− σε καλλιέργεια πρωτοπλαστών καπνού όχι όμως κατά την καλλιέργεια 

πρωτοπλαστών αμπέλου, όπου μια γενική κατάρρευση του αντιοξειδωτικού 

μηχανισμού σχετίστηκε με την έλλειψη αναγεννητικής ικανότητας των 

πρωτοπλαστών (Papadakis et al, 2000).  

Η CAT αποτελεί τον κύριο ενζυμικό αποσβέστη του Η2Ο2 στο κύτταρο, 

αλλά έχει χαμηλή συγγένεια με το υπόστρωμα (Perez et al., 2002). Αντιθέτως 

η ΑΡΟ έχει μεγάλη συγγένεια με το υπόστρωμα και έτσι δρα ακόμη και σε 

χαμηλές συγκεντρώσεις Η2Ο2 (Mittler, 2002). Κατά την επίδραση χαμηλών 

συγκεντρώσεων NaCl (50 mM) σε φυλλικούς δίσκους Sultanina η παραγωγή 

Η2Ο2 είναι χαμηλή (Εικ. 9) και παρατηρήθηκε η μέγιστη ενεργότητα της ΑΡΟ 

(3 φορές υψηλότερη σε σχέση με το μάρτυρα), ενώ η ενεργότητα της CAT 

παρουσίασε μικρή αύξηση (Εικ.13,14). Γενικότερα δεν παρατηρήθηκε 

σημαντική επαγωγή του αντιοξειδωτικού μηχανισμού σε φυλλικούς δίσκους 

της Sultanina καθώς και του 1103P (Εικ.13,14, 20). 

Η ενζυμική ενεργότητα της GDH παρουσίασε αύξηση κατά την επίδραση 

αλατότητας σε φυλλικούς δίσκους, αιωρούμενη καλλιέργεια κυττάρων και 

κάλλους Sultanina, καθώς και σε φυλλικούς δίσκους καπνού Xanthi (Εικ. 7, 

16, 22, 26, 29). Η ειδική ενεργότητα της GDH ήταν 2,2 φορές υψηλότερη σε 

φυλλικούς δίσκους Sultanina σε σχέση με το μάρτυρα μετά από 24 h 

επίδρασης 200mM NaCl και υπήρξε ανταπόκριση της ενεργότητας ανάλογα με 
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την δόση της αλατότητας, ενώ αντίστοιχη ήταν και η έκφραση του μεταγράφου 

(Εικ. 7, 8). Αυξανόμενου του χρόνου επίδρασης σε 48 h και 72 h η 

συγκέντρωση των 100mM προκάλεσε μεγαλύτερη αύξηση δεδομένου ότι υπό 

την επίδραση των 200mM NaCl οι φυλλικοί δίσκοι Sultanina εμφάνισαν 

φαινότυπο υψηλής καταπόνησης (Εικ. 6). Ανάλογο πρότυπο διαπιστώθηκε και 

σε κάλλους Sultanina (Εικ. 26). Σε αιωρούμενη καλλιέργεια κυττάρων 

Sultanina, η ενεργότητα της GDH αυξάνονταν ανάλογα με τη δόση της 

αλατότητας και το χρόνο επίδρασης της (Εικ. 22). Διαφοροποίηση στην 

ενεργότητα του ενζύμου παρατηρήθηκε σε φυλλικούς δίσκους υποκειμένου 

αμπέλου 1103 Paulsen (Εικ. 16). Στην περίπτωση αυτή η ειδική ενεργότητα 

του ενζύμου παρέμεινε σταθερή σε όλη τη διάρκεια της μεταχείρισης και σε 

όλες τις συγκεντρώσεις NaCl. Αύξηση στην ενεργότητα του ενζύμου έχει 

καταγραφεί σε πολλές καταστάσεις αβιοτικής και βιοτικής καταπόνησης των 

φυτών (Sarivastava and Singh, 1987; Osujl and Madu, 1996; Mattioni et al., 

1997; Kumar et al., 2000). 

Τα αποτελέσματα υποστηρίζουν ότι η επαγωγή της GDH στην 

καταπόνηση από αλατότητα, στοχεύει στην αποτοξίνωση του κυττάρου από 

υψηλές συγκεντρώσεις αμμωνίας. Έχει καταγραφεί αυξημένη πρωτεόλυση 

λόγω επαγωγής της ενεργότητας των πρωτεασών και αύξηση της 

συγκέντρωσης των αμινοξέων σε καταπονήσεις, ενώ παράλληλα έχει 

παρατηρηθεί επαγωγή πρωτεόλυσης και υψηλά επίπεδα ενδοκυτταρικής 

αμμωνίας σε καταπόνηση αλατότητας (Ranamjuluey et al., 1994). Κατά την 

επίδραση αλατότητας σε φυλλικούς δίσκους αμπέλου Soultanina 

παρατηρήθηκε μείωση των ολικών πρωτεϊνών ανάλογα με την ένταση της 

αλατότητας (Εικ. 11, 12) ενώ στους φυλλικούς δίσκους του 1103Ρ (ανθεκτικό 

στην αλατότητα) δεν παρατηρήθηκε καμία μεταβολή στις ολικές πρωτεΐνες 

(Εικ.18,19). Η παρούσα θεωρία μπορεί να ενισχυθεί και από αλλά 

αποτελέσματα του εργαστηρίου μας. Αποδείχτηκε ότι σε κάλλους Sultanina, 

που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό μέσο που περιείχε αμμωνιακά άλατα, επάχθηκε 

σημαντικά η αμινωτική δράση της GDH. Η αύξηση της ενζυμικής ενεργότητας 

της GDH συνοδεύτηκε από de novo σύνθεση της α-υπομονάδας, ενώ δεν 
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παρατηρήθηκε αύξηση της β-υπομονάδας (Loulakakis and Roubelakis-

Angelakis, 1992). Στα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν στην παρούσα 

μελέτη η αύξηση της ενζυμικής ενεργότητας της GDH, σε όλα τα συστήματα 

που μελετήθηκαν, συνοδεύτηκε από αύξηση του ολοενζύμου της GDH (Εικ. 

24, 28 ,30). Από την μελέτη της μεταβολής του προτύπου των ισοενζύμων 

βρέθηκε ότι η αμμωνία προκάλεσε συσσώρευση των ανοδικών ισοενζύμων, 

που αποτελούνται κυρίως από την α-υπομονάδα (Loulakakis and Roubelakis-

Angelakis, 1992). To ίδιο ισοενζυμικό πρότυπο εμφανίσθηκε και κατά τη 

μεταχείριση κάλλων και των κυττάρων, με διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl 

(Εικ.23, 27).  

Συνοψίζοντας, μπορεί να αναφερθεί ότι ενδεχομένως η καταπόνηση 

αλατότητας συνοδεύεται από παραγωγή και συσσώρευση ΕΜΟ, καθώς και 

έκφραση του γονιδίου Vvgdha, σύνθεση της α-υπομονάδας, αύξηση της 

πρωτεΐνης, των ανοδικών ισοενζύμων και της ενζυμικής ενεργότητας της 

GDH, υποδηλώνοντας συσχέτιση των ΕΜΟ με την επαγωγή της GDH. Όμως 

αυτή η υπόθεση δεν τεκμηριώνεται από τα αντίστοιχα αποτελέσματα με τον 

ανθεκτικό στην αλατότητα γενότυπο 1103P. Είναι πιθανόν ότι αυτή η 

συσχέτιση ισχύει μονό για τους ευαίσθητους γενότυπους οπού η αλατότητα 

προκαλεί εκτεταμένη πρωτεόλυση και παραγωγή αμμωνίας. Σε αυτές τις 

περιπτώσεις είναι πιθανόν ότι ο φυσιολογικός ρόλος της GDH σχετίζεται με 

την αποτοξίνωση του κύτταρου από περίσσεια αμμωνίας, χωρίς να αποκλείεται 

οι ΕΜΟ να διαδραματίζουν κάποιο έμμεσο ρόλο για την επαγωγή της GDH, 

όπως να συμμετέχουν στο δίκτυο σηματοδότησης.  
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