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Στο εξώφυλλο:  Περιεχόµενα ολικής (Total, S+SH+PH) Put κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 
του φυτού του καπνού. Η απεικόνιση αυτή αποκαλύπτει δύο βασιπέταλα µειούµενες 
διαβαθµίσεις της Put στους υπέργειους ιστούς. Η µία είναι χωροταξική, από την άκρη και τις 
περιφερειακές περιοχές του φύλλου προς τη βάση και το µίσχο, και η άλλη χρονική, από την 
κορυφή του βλαστού προς τη βάση του. Επιπλέον, στις ρίζες υπάρχει αρκετή Put, η οποία 
οφείλεται σε de novo σύνθεσή της από την Οrn µέσω της ODC (Κεφ. 3, σελ. 73-113). Οι 
διακεκοµµένες γραµµές περιλαµβάνουν τµήµατα της εικόνας σε µεγέθυνση από την κορυφαία 
περιοχή του φυτού. A (κορυφή του βλαστού, Αpex), L (ακραία και περιφερειακή περιοχή του 
φύλλου, Leaf apical and marginal lamina), C (κέντρο του φύλλου, central leaf lamina), P 
(ακροπέταλος µίσχος, acropetal petiole), BP (βασιπέταλος µίσχος, basipetal petiole), I 
(µεσογονάτιο διάστηµα, internode), R (πρωτογενής ρίζα, primary root), r (δευτερογενής ρίζα, 
secondary root).  
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Στην αδελφή µου  
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«Για την ανάπτυξη των όντων, 
δε θα ’ταν ανάγκη ο χρόνος να συντράµει 
αν µπορούσαν απ’ το µηδέν να ’ρθουν. 
Σε µια στιγµή απ’ τη γη 
θα ορµούσαν έτοιµα ψηλά τα δέντρα. 
Τίποτα τέτοιο, όµως, δε συµβαίνει 
κι όλα από στάδια περνούν να γίνουν. 
Κάθε καρπός απ’ αρχής ορισµένος 
το χαρακτήρα στο είδος φυλάσσει, 
τον τρόπο ανάπτυξης και διατήρησης δίνει» 
 
Όµως του καρπού τα µυστικά ποιός όλα τα κρατεί; 
 
«Απ’ τη φανερή, η αφανής αρµονία πιο δυνατή. 
Η φύση µαζί µας παίζει κρυφτό» 
 
Αρέσει της να κρύβεται τ’ ανόµοια όταν ταιριάζει. 
 
 

(Αριάδνη Πασχαλίδη-Ολβία, ελεύθερη µετάφραση 
Λουκρήτιου 1190 και Ηράκλειτου 54, 123 Ο.Κ.) 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ – ΓΛΩΣΣΑΡΙΟ 
 

ADC : Arginine Decarboxylase, αποκαρβοξυλάση αργινίνης 
Arg  Arginine, αργινίνη 
BA : 6-benzylaminopurine, 6-βενζυλαµινοπουρίνη 
BciP : Bromo-Chloro-indolyl-Phosphate 
Bp : Base pair, ζευγάρι βάσεων 
BSA : Bovine Serum Albumin 
DAO  Diamine oxidase, οξειδάση διαµίνης 
DEPC : Diethyl pyrocarbonate 
dSAM : Decarboxylated S-Adenosyl Methionine, αποκαρβοξυλιωµένη SAM 
DTT : DL-Dithiothreitol, διθειοθρεϊτόλη 
EDTA : Ethylene-diamine-tetraacetic acid 
HPLC  High-performance liquid chromatography 
IAA : Indole-3-Acetic Acid, ινδολυλ-3-οξικό οξύ 
in situ : Επί τόπου 
in vitro : Στο σωλήνα, εκτός οργανισµού 
in vivo : Εν ζωή, εντός οργανισµού 
Kda : KiloDalton 
MB : Μοριακό Bάρος 
NAA : a-Naphthaleneacetic acid, α-ναφθαλεν-οξικό οξύ 
ODC : Ornithine Decarboxylase, αποκαρβοξυλάση ορνιθίνης 
Orn  Ornithine, ορνιθίνη 
ΠΑ(ς) : Polyamine(s), πολυαµίνη (ες) 
PAO  Polyamine oxidase, οξειδάση πολυαµίνης 
PBS : Phosphate Buffered Saline solution 
PCA  Perchloric acid, υπερχλωρικό οξύ 
PH  Pellet-hydrolyzed, υδρολυµένα ιζήµατα 
PMSF : Phenylmethyl sulfonyl fluoride 
PMT  Putrescine N-methyltransferase 
POX  Peroxidase, περοξειδάση 
Put : Putrescine, πουτρεσίνη 
PVPP : Polyvinylpolypyrrolidone 
Rnase : Ribonuclease, ριβονουκλεάση 
S  Soluble, διαλυτή 
SAM  S-Adenosyl Methionine, S-αδενοσυλ-µεθειονίνη 
SAMDC : S-Adenosyl Methionine Decarboxylase, αποκαρβοξυλάση SAM 
SH  Soluble-hydrolyzed, υδρολυµένα υπερκείµενα 
Spd : Spermidine, σπερµιδίνη 
SPDS  Spermidine synthase, συνθάση σπερµιδίνης 
Spm : Spermine, σπερµίνη 
SPMS  Spermine synthase, συνθάση σπερµίνης 
TCA : Trichloroacetic Acid, τριχλωρο-οξικό οξύ 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Κ. Α. Πασχαλίδης (2003) Οµοιοστασία πολυαµινών κατά την αύξηση και 

ανάπτυξη καπνού (Νιcotiana tabacum L) και αµπέλου (Vitis vinifera L.). 

 

∆ιδακτορική διατριβή, Τµήµα Βιολογίας, Πανεπιστήµιο Κρήτης 

 

Επιβλέπων: Καθηγήτρια Κ. Α. Ρουµπελάκη-Αγγελάκη 

 

Οι πολυαµίνες (ΠΑ) σπερµιδίνη (Spd) και σπερµίνη (Spm) και ο υποχρεωτικός 

πρόδροµος τους, η πουτρεσίνη (Put), είναι µικρές αλειφατικές αµίνες που 

βρίσκονται σε όλα τα κύτταρα. Αν και ο ακριβής ρόλος τους και ο τρόπος 

δράσης τους δεν έχει, ακόµα, γίνει κατανοητός, πολυάριθµες µελέτες τις 

συνδέουν µε ποικίλες φυσιολογικές διαδικασίες, που περιλαµβάνουν από την 

κυτταρική ανάπτυξη και διαφοροποίηση έως και την απόκριση σε συνθήκες 

καταπόνησης. Το αρχικό και καθοριστικό στάδιο της βιοσύνθεσης των 

πολυαµινών είναι η αποκαρβοξυλίωση της ορνιθίνης και της αργινίνης από τις 

οµώνυµες αποκαρβοξυλάσες, προς πουτρεσίνη και αγµατίνη, αντίστοιχα. Η 

οµοιοστασία τους στα κύτταρα των φυτών ρυθµίζεται από το βαθµό 

βιοσύνθεσης, σύζευξης και καταβολισµού τους. Στην παρούσα εργασία 

µελετήθηκε η οµοιοστασία των ΠΑ σε ένα εύκολα αναγεννώµενο είδος, τον 

καπνό (Νicotiana tabacum L.) και σε ένα πολυετές φυτικό είδος, την άµπελο 

(Vitis vinifera L.), το οποίο δεν αποκρίνεται εύκολα σε in vitro µορφογενετικούς 

χειρισµούς. Παρουσιάζονται αναλυτικά χωρoταξικά και χρονικά 

σχεδιαγράµµατα των ενδογενών διαλυτών (S-), διαλυτών συζευγµένων (SH-) και 

αδιάλυτων συζευγµένων (PH-) κλασµάτων της Put, Spd και Spm σχεδόν σε όλα 

τα όργανα και των δύο φυτικών ειδών. Επίσης, µελετήθηκε η κατατοµή της 

έκφρασης των ενζύµων βιοσύνθεσης και καταβολισµού των ΠΑ σε επίπεδα 

µεταγράφων, πρωτεϊνών και ειδικών ενεργοτήτων, µαζί µε τις ενδογενείς 

συγκεντρώσεις των προδρόµων αµινοξέων αργινίνης και ορνιθίνης. Τα 

αποτελέσµατα αποκαλύπτουν ότι οι ενδογενείς συγκεντρώσεις και η βιοσύνθεση 
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των ΠΑ ακολουθούν µια βασιπέταλη µείωση κατά µήκος του άξονα των φυτών 

καπνού. Τα µετάγραφα των γονιδίων που κωδικοποιούν τα ένζυµα ADC, 

SAMDC και SPDS, καθώς και η πρωτεΐνη της ADC δε συµπίπτουν µε τις 

ενζυµικές ενεργότητες στους νεώτερους ιστούς. Η σύνθεση της Spd συσχετίζεται 

ισχυρά  µε τις έντονες κυτταροδιαιρέσεις. Οι σχετικές αναλογίες S/tot-ΠΑς 

αυξάνονται βαθµιαία βασιπέταλα, ενώ οι συζευγµένες ΠΑς µειώνονται, µε τη 

Spd να καθορίζει κυρίως αυτές τις αλλαγές. Το συνολικό µέγεθος φύλλων 

συσχετίζεται αρνητικά µε τις ενδογενείς συγκεντρώσεις και τη σύνθεση ΠA. Τα 

βιοσυνθετικά ένζυµα ΠA υποεκφράζονται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Οι 

ποσότητες των Arg και Orn και η ενεργότητα της αργινάσης αυξάνονται µε την 

ηλικία. Το ακραίο µερίστωµα του βλαστού είναι η κύρια περιοχή σύνθεσης των 

Spd και Spm, ενώ η ρίζα είναι η κύρια περιοχή σύνθεσης της Put. Η ανάλυση 

φυτών Nicotiana tabacum αποκαλύπτει, επίσης, διακριτά χρονοταξικά και 

χωροταξικά πρότυπα µεταβολής της έκφρασης των οξειδασών των δι- και 

πολυαµινών (DAO και PAO), περοξειδασών (POXs) και Ν-µεθυλτρανσφερασών 

της πουτρεσίνης (PMT) στα κορυφαία κύτταρα του βλαστού, στα φύλλα 

(κορυφαίες, περιφερειακές και κεντρικές περιοχές), στις ακροπέταλες και 

βασιπέταλες περιοχές του µίσχου, στα µεσογονάτια και στις νέες και 

παλαιότερες ρίζες. Μετρήσεις ενζυµικών ενεργοτήτων δείχνουν ότι η DAO 

οξειδώνει κυρίως την αλειφατική διαµίνη πουτρεσίνη, ενώ η ΡΑΟ οξειδώνει την 

τριαµίνη σπερµιδίνη και, κατά προτίµηση, την τετραµίνη σπερµίνη. Τόσο η 

DAO όσο και η PAO παράγουν υπεροξείδιο του υδρογόνου, ένα αναγνωρισµένο 

µόριο σηµατοδότη και υπόστρωµα για τις POX. Ανάλυση της έκφρασης έδειξε 

ότι οι οξειδάσες των αµινών σε αναπτυσσόµενους ιστούς καπνού προηγείται και 

αλληλεπικαλύπτεται µε τις POX και τη λιγνιτοποίηση, εποµένως µπορεί να 

αποτελέσει ένα κατάλληλο σηµαντή για την παρακολούθηση της ανάπτυξης σε 

αγγειώδεις ιστούς. Σε ώριµους και γηραιούς ιστούς η έκφραση των ενεργοτήτων 

των οξειδασών των αµινών και των POX συµπίπτουν µε αυτήν της Ν-

µεθυλτρανσφεράσης της πουτρεσίνης (PMT), ενώ σε νεαρές ρίζες η PMT 

αυξάνεται δραµατικά, ανεξάρτητα από τις οξειδάσες των αµινών. Τόσο σε 

υπέργειους όσο και σε υπόγειους ιστούς, όµως, η έκφραση των DAO και PAO 
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απαντάται σε κύτταρα τα οποία πρόκειται να λιγνιτοποιηθούν, γεγονός το οποίο 

υποδηλώνει διαφορετικό in situ εντοπισµό των οξειδασών των αµινών, των POX 

και της PMT. Όλα τα κλάσµατα των Spd και Spm µειώνονται στα φύλλα και του 

καπνού και της αµπέλου, κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Στην άµπελο, όµως, 

αντίθετα µε τον καπνό, τα τρία κλάσµατα Put αυξάνονται αυξανοµένης της 

ηλικίας του φύλλου. Οι ολικές ΠΑς είναι σχεδόν 5 φορές υψηλότερες στο 

νεώτερο φύλλο καπνού σε σχέση µε το νεώτερο φύλλο αµπέλου. Σε εντελώς 

αναπτυγµένα φύλλα µεσαίας ηλικίας, τα οποία κυρίως χρησιµοποιούνται σε 

τεχνικές ιστοκαλλιέργειας και για αποµόνωση πρωτοπλαστών, η ολική Put είναι 

σηµαντικά υψηλότερη στην άµπελο, ενώ οι ολικές Spd και Spm είναι σηµαντικά 

υψηλότερες στον καπνό· η S-Put ήταν 5 φορές υψηλότερη στην άµπελο. 

Συγκρίνοντας οργανογενετικά και µη-οργανογενετικά κορυφαία φύλλα της 

αµπέλου, οι περιοχές του ελάσµατος και του µίσχου διαφέρουν σηµαντικά ως 

προς τα ενδογενή επίπεδα των ΠΑ. Στα οργανογενετικά φύλλα της κορυφής τα 

ανώτερα τµήµατα των µίσχων, ικανά για ανάπτυξη τυχαίων βλαστοφόρων 

οφθαλµών, παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα ελυθέρων Spd και Spm, σε σχέση 

µε τα µη-οργανογενετικά φύλλα της κορυφής, ενώ τα αντίστοιχα ελάσµατα 

(κέντρα και περιφέρειες) παρουσιάζουν χαµηλότερα επίπεδα. Αυτά τα 

αποτελέσµατα υποδεικνύουν µεταφορά των ελευθέρων µορφών των ΠΑ στις 

οργανογενετικές περιοχές, κατά τη διαδικασία της οργανογένεσης.  
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ABSTRACT 

Κ.Α. Paschalidis (2003) Polyamine homeostasis during growth and 

development of tobacco (Nicotiana Tabacum L) and grapevine 

(Vitis Vinifera L.)  

 

Doctorate dissertation, Department of Biology, University of Crete 

 

Supervisor: Professor K.A. Roubelakis-Angelakis 

 

The polyamines (PAs) spermidine (Spd) and spermine (Spm) and their obligatory 

precursor, putrescine (Put), are small aliphatic amines, ubiquitous in living 

organisms. Even though their exact role and function is not yet understood, many 

studies relate them with a wide range of physiological phenomena, from cellular 

development and differentiation to stress-induced responses. The preliminary and 

determinant stage of polyamine biosynthesis is the decarboxylation of ornithine 

and arginine from the homonymous decarboxylases, to putrescine and agmatine, 

respectively. Their homeostasis in plant cells is regulated by the rate of their 

biosynthesis, conjugation and catabolism. In the present study, the homeostasis 

of polyamines was examined, in an easily regenetated species, the tobacco 

(Nicotiana tabacum L) and in a woody perennial plant species, the grapevine 

(Vitis vinifera L.), which does not easily respond to in vitro morphogenic 

manipulations. Detailed spatial and temporal profiles of the endogenous soluble 

(S-), soluble-conjugated (SH-) and insoluble-conjugated (PH-) fractions of Put, 

Spd and Spm are shown in nearly all plant organs of both plant species. The 

profile of expression of enzymes of PA biosynthesis and catabolism at the 

transcript, protein and specific activity levels along with the endogenous 

concentrations of the precursor amino acids arginine and ornithine are also 

presented. The results reveal that PA titers and biosynthesis follow a basipetal 

decrease along the tobacco plant axis; the transcripts of the genes encoding the 

arginine decarboxylase (ADC), S-adenosyl-L-methionine decarboxylase 
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(SAMDC) and spermidine synthase (SPDS) enzymes and ADC protein do not 

coincide with enzyme activities in the youngest tissues; Spd synthesis strongly 

correlates with intense cell divisions; the S-/tot-PA ratios gradually increase 

basipetally, whereas the conjugated PAs decrease with Spd to mainly determine 

these changes; total leaf size negatively correlates with PA titers and synthesis; 

PA biosynthetic enzymes are down-regulated during development; the titers of 

Arg and Orn and arginase activity increase with age; the shoot apical meristem is 

the main site of Spd and Spm biosynthesis, whereas the root synthesizes mostly 

Put. Analysis of Nicotiana tabacum plants also reveals temporally and spatially 

discrete patterns of di- and polyamine oxidases (DAO and PAO), peroxidases 

(POXs) and putrescine N-methyltransferase (PMT) expression in shoot apical 

cells, leaves (apical, peripheral and central regions), acropetal and basipetal 

petiole regions, internodes, young and old roots. Enzyme activity assays show 

that DAO preferentially oxidizes the aliphatic diamine putrescine, whereas PAO 

oxidizes the triamine spermidine and, preferentially, the tetramine spermine. 

Both DAO and PAO are known to produce hydrogen peroxide, a recognized 

plant signal molecule and substrate for POXs. Expression analyses reveal that 

amine oxidases in developing tobacco tissues precede and overlap with POXs 

and lignification and therefore could be a good marker for vascular tissue 

development. In mature and old tobacco tissues expression of amine oxidase and 

POX activities also coincide with putrescine N-methyltransferase (PMT), 

whereas in young roots PMT dramatically increases, independently of amine 

oxidases. In both hypergeous and hypogeous tissues, however, DAO and PAO 

expression occurs in cells destined to undergo lignification, suggesting a 

different in situ localization of amine oxidases, POXs and PMT. Αll fractions of 

Spd and Spm decrease during development in both tobacco and grapevine. In 

grapevine, however, in contrast to tobacco, the three Put fractions increase with 

increasing leaf age. Total PAs are almost 5-fold higher in the youngest leaf of 

tobacco than in grapevine. In middle age, fully developed leaves, which are 

mostly used in plant tissue culture techniques and for isolation of protoplasts, tot-

Put is significantly higher, and S-Put is 5-fold higher in grapevine, whereas tot-
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Spd and tot-Spm are significantly greater in tobacco. Among organogenic and 

non-organogenic grapevine apical leaves, lamina’s and petiolar stub’s regions 

differ significantly in their PA levels. Apical petiolar stub’s regions capable of 

developing adventitious shoots could be distinguished by their lower Put and 

higher free Spd and free Spm contents from apical petiolar stub’s regions 

incapable of forming adventitious shoots. However, in lamina’s regions (which 

are not organogenic) of organogenic leaves significantly lower Put, free Spd and 

free Spm levels are present. The results suggest a free PA transport towards 

organogenic sites, during the organogenic procedure. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: Γενική Εισαγωγή 
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1.1. Γενικά 

Οι πολυαµίνες (ΠΑς, Πίνακας 1) είναι µικρής µοριακής µάζας πολυκατιόντα που 

βρίσκονται σε όλους τους ζωντανούς οργανισµούς. Στα φυτά, έχουν εµπλακεί σ’ 

ένα ευρύ φάσµα βιολογικών διαδικασιών, συµπεριλαµβανοµένης της αύξησης, 

της ανάπτυξης και των αποκρίσεων σε αβιοτικές καταπνήσεις (Bouchereau et al., 

1999; Bagni and Tassoni, 2001; Martin-Tanguy, 2001; Bais and Ravishankar, 

2002; Sebela et al., 2003).  

Η ιστορία της έρευνας των πολυαµινών ξεκινάει από µια παρατήρηση του 

Αntoni van Leeuwenhoek που αναφέρθηκε στις φιλοσοφικές ανακαλύψεις της 

βασιλικής κοινωνίας του Λονδίνου, πριν από 3,5 περίπου αιώνες (Leeuwenhoek, 

1678). Ο Leeuwenhoek παρατήρησε, σε ανθρώπινο σπέρµα, το σχηµατισµό 

φωσφορικών κρυστάλλων µε βασικό συστατικό τη σπερµίνη, όπως 

αναγνωρίστηκε 200 χρόνια αργότερα (Ladenburg and Abel, 1888), µετά από 

αρκετές λαθεµένες υποθέσεις (Vauquelin, 1791; Boettcher, 1865). Η σωστή 

δοµή της σπερµίνης δεν είχε φανεί µέχρι το 1926, όπου ταυτοποιήθηκε και η 

συγγενής σπερµιδίνη από ζωικούς ιστούς (Dudley et al., 1926), ενώ µόλις το 

1972 αποδείχθηκαν µε την απεικόνιση µέσα από το ηλεκτρονικό µικροσκόπιο 

σάρωσης (Smith, 1972). Οι διαµίνες, πουτρεσίνη και καδαβερίνη, 

ταυτοποιήθηκαν πρώτα σε ζωικούς ιστούς που είχαν υποβληθεί σε βακτηριακή 

αποσύνθεση και, έτσι, «κέρδισαν» τα πολύ περιγραφικά ονόµατα (δηλητηριώδης 

πτωµαΐνη και πτωµαΐνη, αντίστοιχα). Μέχρι το πρώτο µισό του 20ου αιώνα 

περίπου, επικρατούσε η άποψη ότι οι αµίνες είναι ανάµεσα στα δηλητηριώδη 

συστατικά της αποσυντιθέµενης ύλης, υπεύθυνες για τη δηλητηρίαση των 

τροφών και ήταν γενικά γνωστές ως πτωµαΐνες (ptomaines). 

Η πρώτη αναφορά για την ύπαρξη πουτρεσίνης στα ανώτερα φυτά έγινε 

πιθανώς στο Datura stramonium, µαζί µε τα αλκαλοειδή τροπάνιου που 

προήλθαν από αυτήν (Ciamician and Ravenna, 1911). Στη συνέχεια, η 

πουτρεσίνη βρέθηκε στο Atropa belladonna (Goris and Larsonneau, 1921), στο 

γκρέιπφρουτ (Hiwatari, 1927), και στο χυµό πορτοκαλιού (Herbst and Snell, 1948). 

Η τελευταία εργασία είναι ιδιαίτερου ενδιαφέροντος, δεδοµένου ότι η πουτρεσίνη 



 12

δείχθηκε να είναι ένας παράγοντας αύξησης για το βακτηρίδιο Hemophilus 

parainfluenzae. Στην τελευταία παράγραφο του εγγράφου τους οι Herbst και 

Snell προσθέτουν την προφητική δήλωση "από ό,τι ξέρουµε, αυτή είναι η πρώτη 

ένδειξη µιας ουσιαστικής θρεπτικής λειτουργίας για µια από τις σηπτικές αµίνες 

και δείχνει ότι η πουτρεσίνη και οι ενδεχοµένως άλλες ενώσεις αυτής της οµάδας 

διαδραµατίζουν ένα σηµαντικότερο µεταβολικό ρόλο από αυτόν που έχει δειχθεί 

προηγουµένως." 

 

Πίνακας 1. Χηµική δοµή ορισµένων πολυαµινών 

ΠΟΛΥΑΜΙΝΗ                                                       ∆ΟΜΗ 

 

ΠΟΥΤΡΕΣΚΙΝΗ                                                    NH2-(CH2)4-NH2 

 

ΣΠΕΡΜΙ∆ΙΝΗ                                       NH2-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH2 

 

ΣΠΕΡΜΙΝΗ                                           NH2-(CH2)3-NH-(CH2)4-NH-(CH2)3-NH2 

 

Οι κύριες µορφές των πολυαµινών είναι η πουτρεσίνη (Put), η σπερµιδίνη 

(Spd) και η σπερµίνη (Spm). Η πολυκατιονική φύση των πολυαµινών σε 

φυσιολογικό pH είναι µία από τις κύριες ιδιότητες που πιστεύεται ότι καθορίζει 

τη βιολογική τους δραστηριότητα. Είναι ικανές να προσδένονται σε διάφορα 

αρνητικά φορτισµένα µόρια, όπως DNA (Basu et al., 1996; Pohjanpelto, 1996), 

πρωτεΐνες, φωσφολιπίδια µεµβρανών και πρωτεΐνες µεµβράνης (Martin-Tanguy, 

1997), καθώς και πηκτικούς πολυσακχαρίτες (D'Oraci and Bagni, 1987). 

Συµµετέχουν στη φωσφορυλίωση των πρωτεϊνών (Ye et al., 1997), σε 

µεταµεταφραστικές τροποποιήσεις (Mehta et al., 1994), και στερεοδιαταξική 

µετάπτωση του DNA (Basu et al., 1996). Υπάρχει άµεση απόδειξη ότι οι ΠΑς 

είναι αναγκαίες για την αύξηση και ανάπτυξη σε προκαρυωτικούς και 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς (El Ghachtouli et al., 1996; Hanfrey et al., 2002), 

και ο ρόλος τους στη ρύθµιση της φυτικής αύξησης και ανάπτυξης έχει 
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προσελκύσει αρκετά την προσοχή κατά την περασµένη δεκαετία (Bagni and 

Tassoni, 2001; Martin-Tanguy, 2001; Sebela et al., 2003). 

Η ιστορία της in vitro καλλιέργειας φυτών, από την άλλη µεριά, ξεκινάει 

µόλις πριν από έναν αιώνα µε τις ανεπιτυχείς προσπάθειες του Haberlandt 

(1902), ενώ η έρευνα αυξήθηκε σηµαντικά µετά τα µέσα του 20ου αιώνα. Η 

σηµασία των φυτορυθµιστικών ουσιών αποδείχτηκε σχετικά πρόσφατα 

(Murashige and Skoog, 1962) και συγκεκριµένα η σχέση ανάµεσα στη 

µορφογένεση και στην ισορροπία αυξίνης και κυτοκινίνης. Ο σχηµατισµός 

σωµατικών εµβρύων από πρωτοπλάστες καρότου (Steward et al., 1958) και η 

επιτυχία αναγέννησης φυτων καπνού από κυτταροκαλλιέργειες (Vasil and 

Hildebrandt, 1965) έδειξαν το φαινόµενο της ολοδυναµικότητας (totipotency) 

των φυτικών κυττάρων. Αυτό το φαινόµενο καθιστά ικανά τα φυτικά κύτταρα να 

αλλάξουν τη σειρά της αναπτυξιακής έκφρασης του γενετικού τους λεξικού και, 

αντί να εκφράσουν γονίδια που εµπλέκονται κανονικά στις αναπτυξιακές 

διαδικασίες, ανάλογα µε τον ιστό όπου ανήκουν τα κύτταρα, γίνονται ικανά να 

εκφράσουν γονίδια που ρυθµίζουν τη µιτωτική δραστηριότητα (Roubelakis-

Angelakis, 1993). Τα γεωργικά, όµως, είδη µε τη µεγαλύτερη οικονοµική 

σηµασία, όπως τα περισσότερα δηµητριακά, λαχανοκοµικά και ξυλώδη πολυετή, 

παρουσιάζουν αδυναµία (recalcitrance, απειθαρχία) να ολοκληρώσουν φυτική 

αναγέννηση. 

Η άµπελος, ένα απείθαρχο (recalcitrant) πολυετές είδος, υπήρξε, από τις 

αρχές της δεκαετίας του 60, αντικείµενο έρευνας για τον καθορισµό της 

καλύτερης διαδικασίας µικροπολλαπλασιασµού, ξεκινώντας από την 

καλλιέργεια κόµβων. Αναγέννηση φυτών αµπέλου από διαφοροποιηµένους και 

µη- ιστούς, έγινε εφικτή µέσω σωµατικής εµβρυογένεσης (Mullins and 

Srinivasan, 1976), νεοσχηµατισµού οφθαλµών (Favre, 1977) και καλλιέργειες 

πρωτοπλαστών (Theodoropoulos and Roubelakis-Angelakis, 1991; Katsirdakis 

and Roubelakis-Angelakis, 1992a; Siminis et al., 1993, 1994; de Marco and 

Roubelakis-Angelakis, 1996a, 1996b, 1999; Papadakis and Roubelakis-

Angelakis, 1999; Paschalidis et al., 2001; Papadakis et al., 2001a; Papadakis et 

al., 2001b). Οι (Le Gall et al., 1994) πρώτοι ανέφεραν την αναγέννηση 
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διαγονιδιακής αµπέλου που εκφράζει ένα γονίδιο αγρονοµικού ενδιαφέροντος. 

 

1.2. Μεταβολικά Μονοπάτια 

1.2.1. Βιοσύνθεση των Πολυαµινών 

Στα θηλαστικά και τους µύκητες, ο ρυθµιστικός ρόλος της βιοσύνθεσης 

των ΡΑ ασκείται πρωταρχικά από δύο κύρια ένζυµα. Το πρώτο απ’ αυτά, η 

αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης (ODC; EC 4.1.1.17), καταλύει την αφαίρεση 

µιας καρβοξυλικής οµάδας από την ορνιθίνη (Οrn) για να δώσει Put (Εικ. 1). Το 

δεύτερο ένζυµο, η αποκαρβοξυλάση της S-αδενοσυλµεθειονίνης (SAMDC; EC 

4.1.1.50), εισάγει την S-αδενοσυλµεθειονίνη (SAM, Eικ. 2) στο µονοπάτι ώστε 

να χρησιµοποιηθεί στην αποκαρβοξυλιωµένη µορφή της ως αµινοπροπυλικός 

δότης στη µετατροπή της Put σε Spd και Spm (Εικ. 1). Η πραγµατική µεταφορά 

της αµινοπροπυλικής οµάδας καταλύεται από δύο ξεχωριστά ένζυµα, τη 

συνθάση της σπερµιδίνης (SPDS, EC 2.5.1.16) και τη συνθάση της σπερµίνης 

(SPMS, EC 2.5.1.22), αντίστοιχα (Εικ. 1). 

Τα βακτήρια και τα φυτά διαφέρουν σηµαντικά απ’ τους µύκητες και τα 

θηλαστικά στο µεταβολισµό των ΠΑ. Σ’ αυτά (Εικ. 1), δύο µονοπάτια οδηγούν 

στο σχηµατισµό της Put. Το ένα είναι η αντίδραση της ODC και το άλλο 

περιλαµβάνει την αποκαρβοξυλίωση της αργινίνης (Arg) από την 

αποκαρβοξυλάση της αργινίνης (ADC; EC 4.1.1.19) (Εικ. 1). Στα φυτά, η 

αγµατίνη (Agm) µετατρέπεται πρώτα σε Ν-καρβαµυλ-πουτρεσίνη από την 

αποαµινάση της αγµατίνης και τελικά µετατρέπεται σε Put από την 

αµιδοϋδρολάση της Ν-καρβαµυλ-πουτρεσίνης. Για το σωστό καθορισµό της 

ενεργότητας της ΑDC πρέπει να θεωρήσουµε την ενεργότητα της 

αµιδινουδρολάσης της αργινίνης (αργινάσης, EC 3.5.3.1) (Εικ. 1), η οποία 

καταλύει  τη   µετατροπή   της   αργινίνης σε ορνιθίνη προκαλώντας συνήθως 

µια υπερεκτίµηση της ενεργότητας της ADC. 
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Εικόνα 1. Κύρια µονοπάτια του µεταβολισµού των πολυαµινών. 
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Η SAM είναι ένας κοινός πρόδροµος τόσο για τις ΡΑs (Εικ. 2) όσο και για 

το αιθυλένιο µέσω του 1-αµινοκυκλοπροπάνιο-1-καρβοξυλικού οξέος (ACC), 

και η SAMDC πιστεύεται ότι ρυθµίζει και τα δυο βιοσυνθετικά µονοπάτια 

(Bennet et al., 2002). Επιπλέον, σε µερικά φυτά, η µεθυλική οµάδα της SAM 

µπορεί να µεταφερθεί στην Put, µέσω της Put-N-µεθυλ-τρανσφεράσης (PMT, 

Εικ. 1) για να σχηµατίσει N-µεθυλ-Put (Hashimoto et al., 1998b).  

Η ύπαρξη δύο εναλλακτικών διαδροµών (ADC/ODC) για τη σύνθεση της 

Put θα µπορούσε να εξηγηθεί απ’ τη διαφοροποιηµένη διαµερισµατοποίηση των 

δύο ενζύµων µε αποτέλεσµα τη συγκεκριµένη δράση τους σε διαφορετικές 

φυτικές διαδικασίες (Perez-Amador et al., 2002; Theiss et al., 2002). Θα πρέπει, 

επίσης, να σηµειωθεί ότι η ενεργότητα της ADC έχει βρεθεί σε εγκέφαλο 

αρουραίου (Li et al., 1994) και ένας µερικός cDNA κλώνος της ADC έχει 

αποµονωθεί από νεφρό αρουραίου (Morrissey et al., 1995). Όµως, η γενική 

εντύπωση είναι ότι η ADC µπορεί να είναι απλά ένα δευτερεύον µονοπάτι για τη 

σύνθεση της Put σε συγκεκριµένους ιστούς θηλαστικών. Οι ΠΑς έχουν 

εντοπιστεί στα χυµοτόπια, στα µιτοχόνδρια (Slocum and Furey, 1991) και στους 

χλωροπλάστες (Borrell et al., 1995; Andreadakis and Kotzabasis, 1996; 

Kotzabasis, 1996; Navakoudis et al., 2003).  

Η φωτοσυνθετική µηχανή ασκεί σηµαντική επίδραση στις ΠAς 

(Kotzabasis, 1996; Kotzabasis et al., 1999). Οι τρεις κύριες πολυαµίνες 

βρέθηκαν να συνδέονται µε τις θυλακοειδείς µεµβράνες και µε διάφορα 

φωτοσυνθετικά υποσυµπλέγµατα (θυλακοειδή, µεµβράνες PSII, LHCII, 

συµπλέγµατα PSII), ενώ το κέντρο αντίδρασης του PSII περιελάµβανε κυρίως 

την τετραµίνη Spm σε υψηλές συγκεντρώσεις (Kotzabasis et al., 1993b). 

Αλλαγές στην ενδοκυτταρική συγκέντρωση πολυαµινών, µε τη χρησιµοποίηση 

αναστολέων των βιοσυνθετικών ενζύµων των πολυαµινών ή µε προσθήκη 

εξωγενών πολυαµινών, οδήγησε σε αλλαγές στη δοµή και λειτουργία της 

φωτοσυνθετικής µηχανής (Beigbeder and Kotzabasis, 1994; Beigbeder et al., 

1995). Αλλαγές παρατηρήθηκαν στις συζευγµένες στα θυλακοειδή ΠΑς κατά τη 

διάρκεια της ανάπτυξης των χλωροπλαστών (Dornemann et al., 1996), ενώ 
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αλλαγές στο µεταβολισµό των πολυαµινών παρατηρήθηκαν σε αποµονωµένα 

πλαστίδια κατά τη διάρκεια της φωτοανάπτυξης των χλωροπλαστών 

(Andreadakis and Kotzabasis, 1996). 

 

 

 
 

Εικόνα 2. Σχηµατική απεικόνιση του αγώνα του τραβήγµατος του σχοινιού ανάµεσα στις 
πολυαµίνες και το αιθυλένιο. Το σηµείο δράσης των δύο ρυθµιστών απεικονίστηκε ως ένα 
φύλλο, ενώ η S-αδενοσυλ-µεθειονίνη (SAM) ως o διαιτητής. 

 

Σε ότι αφορά τον ενδοκυτταρικό εντοπισµό των ενζύµων των ΠΑ, οι 

περισσότερες αναφορές φαίνεται να δείχνουν έναν εντοπισµό της ADC στο 

κυτταρόπλασµα (Bouchereau et al., 1999), ενώ αντίθετα, αναφέρθηκε ο 

συγκεκριµένος συσχετισµός της µε τις θυλακοειδείς µεµβράνες των 

χλωροπλαστών (Borrell et al., 1995). Mε τον εντοπισµό της ADC στους 

χλωροπλάστες (Borrell et al., 1995), προτάθηκε ένας πιθανός ρόλος των ΠΑ στη 

διατήρηση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, εµποδίζοντας έτσι το γηρασµό 

επαγώµενο από την ωσµωτική καταπόνηση. Γενικά, η SAMDC και η SPDS 
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εντοπίζονται στο κυτταρόπλασµα, ενώ η ODC εντοπίζεται κυρίως στον πυρήνα 

(Kakkar and Sawhney, 2002). Η ODC αποµονώθηκε από το κυτταρόπλασµα και 

τον πυρήνα βλαστανόµενων σπόρων κριθαριού όπου βρέθηκε ισχυρά συνδεµένη 

µε τη χρωµατίνη (Kyriakidis, 1983). Η µετατροπή της ODC είναι εξαιρετικά 

γρήγορη µε χρόνο ηµιζωής συνήθως µικρότερο της µιας ώρας και µερικές φορές 

µόλις µερικά λεπτά (Bais and Ravishankar, 2002). Η SAMDC του καπνού έχει 

πολύ µικρό χρόνο ηµιζωής, που δείχνει ότι η καταστολή της σύνθεσης της 

SAMDC από τις ΠΑς (Spd και Spm) θα µπορούσε να αντιπροσωπεύει ένα 

σηµαντικό ρυθµιστικό µηχανισµό της βιοσύνθεσης των φυτικών ΡΑ (Bais and 

Ravishankar, 2002).  

Η ρύθµιση µερικών ενζύµων της βιοσύνθεσης των ΠΑ έχει αναφερθεί σε 

αρκετά συστήµατα. Στα θηλαστικά, η ODC ρυθµίζεται σε µεταγραφικά, 

µεταφραστικά και µετα-µεταφραστικά επίπεδα (Zhu et al., 1999). Οι φυτικές 

SAMDC και ADC ρυθµίζονται και οι δύο στα µετα-µεταφραστικά επίπεδα 

(Malmberg and Cellino, 1994; Borrell et al., 1996; Thu-Hang et al., 2002). Έτσι, 

η SAMDC συντίθεται ως προ-πρωτεΐνη, η οποία εξελίσσεται σε ενεργό ένζυµο, 

αλλά αντίθετα µε τα ένζυµα των θηλαστικών ή της µαγιάς η ενζυµική 

ενεργότητα δεν επάγεται από την Put (Bennet et al., 2002). Ωστόσο, στη βρώµη, 

η ADC συντίθεται ως πρόδροµη πρωτεΐνη η οποία σχίζεται για να παραχθεί το 

ενεργό ένζυµο σε µια αντίδραση που εµποδίζεται από τη Spm (Borrell et al., 

1996). Στην Arabidopsis η ενεργότητα της ADC αυξάνει ως αποτέλεσµα της 

ανεπάρκειας καλίου, χωρίς µια εµφανή αλλαγή στο ποσό του mRNA και της 

πρωτεΐνης (Watson and Malmberg, 1996). 

Κατά τη διάρκεια των τελευταίων χρόνων πολλά γονίδια που κωδικοποιούν 

ένζυµα της βιοσύνθεσης των ΠΑ έχουν κλωνοποιηθεί σε διαφορετικά φυτά (Πίν. 

2). Το γονίδιο της αποκαρβοξυλάσης της αργινίνης κλωνοποιήθηκε και 

χαρακτηρίστηκε στη βρώµη (Bell and Malmberg, 1990), στην τοµάτα (Rastogi et 

al., 1993), στο µπιζέλι (Perez-Amador et al., 1995), στη σόγια (Nam et al., 1997), 

στο φυτικό είδος Arabidopsis thaliana (Watson and Malmberg, 1996) και στην 

άµπελο (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999). Όλα αυτά τα 

κλωνοποιηµένα γονίδια της ADC φαίνονται να είναι παρόµοια µε εκείνο του 
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Escherichia coli, κωδικοποιώντας πρωτεΐνες µε συντηρηµένη πιθανή περιοχή 

σύνδεσης υποστρώµατος. Το ένζυµο της ADC επίσης καθαρίστηκε και 

χαρακτηρίσθηκε σε αρκετά φυτά µεταξύ των οποίων η βρώµη (Smith, 1979) και 

το ρύζι (Reggiani, 1994).  

Η κλωνοποίηση της ODC του φυτικού είδους Datura stramonium (Michael 

et al., 1996), έδειξε µια οµοιότητα αυτής της ODC µε άλλες ευκαρυωτικές ODCs 

αλλά µε την έλλειψη δύο µακριών 39 και 59 αµετάφραστων περιοχών, οι οποίες 

εµφανίζονται για παράδειγµα σε κύτταρα θηλαστικών και θα µπορούσαν να 

εµπλέκονται στη ρύθµιση του ενζύµου. 

Η συνθάση της S-αδενοσυλµεθειονίνης (SAMS, EC 2.5.1.6), η οποία 

καταλύει τη βιοσύνθεση της SAM, κλωνοποιήθηκε από την Arabidopsis thaliana 

(Peleman et al., 1989) και το Saccharomyces cerevisiae (Thomas and Surdin-

Kerjan, 1987), όπου βρέθηκαν δύο γονίδια που κωδικοποιούν δύο διαφορετικά 

ισοένζυµα. 

Τα γονίδια της SAMDC έχουν κλωνοποιηθεί από την πατάτα (Mad Arif et 

al., 1994), το σπανάκι (Bolle et al., 1995), τη βίνγκα (Schroder and Schroder, 

1995), το γαρύφαλλο (Chang et al., 1996) και το κριθάρι (Dresselhaus et al., 

1996). Επίσης δύο διαφορετικά γονίδια για τη SAMDC κλωνοποιήθηκαν 

πρόσφατα απ’ την Arabidopsis thaliana (Franceschetti et al., 2001).  

Γονίδια της SPDS αποµονώθηκαν από καπνό, Hyoscyamus niger, 

Arabidopsis thaliana (Hashimoto et al., 1998a) και καρπούς µπιζελιού (Alabadi 

and Carbonell, 1999). 

Μεταλλαγές στο γονίδιο acaulis5 του είδους Arabidopsis, που απαιτείται 

για µεσογονάτια αύξηση και, επίσης, για τη διατήρηση της µιτωτικής 

δραστηριότητας των ανθικών µεριστωµάτων, ταυτοποιήθηκαν στην Arabidopsis 

thaliana και το προϊόν αυτού του γονιδίου θα µπορούσε να είναι µια συνθάση 

της Spm (Hanzawa et al., 2000).  

Τέλος, το ένζυµο συνθάση της οµοσπερµιδίνης (EC 2.5.1.44), το οποίο 

καταλύει τη µετατροπή της Put σε οµοσπερµιδίνη, κλωνοποιήθηκε πρόσφατα 

από το Senecio vulgaris (Kaiser, 1999). 

Όµως, όπως και στην περίπτωση οποιουδήποτε ρυθµιστή αύξησης των 
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φυτών, η ενδοκυτταρική «πισίνα» των ελεύθερων ΠΑ εξαρτάται όχι µόνο από 

την σύνθεσή της, αλλά, επίσης, από πολλές διαδικασίες που περιλαµβάνουν: 

αποδόµηση, µεταφορά και σύζευξη τους µε άλλα βιοµόρια. 

 

1.2.2. Καταβολισµός των Πολυαµινών 

Οι ΠΑς (διαµίνες και πολυαµίνες) απαµινώνονται οξειδωτικά µε τη δράση 

των αµινοξειδασών. Οι αµινοξειδάσες περιλαµβάνουν τις χαλκούχες οξειδάσες 

των διαµινών (DAO; EC 1.4.36), που καθορίζονται µε βάση την υψηλότερη 

εξειδίκευση των υποστρωµάτων τους ως προς τις διαµίνες, και τις 

φλαβοπρωτεΐνες, οξειδάσες των πολυαµινών (PAO; EC 1.5.3.3), οι οποίες 

οξειδώνουν τη Spd και τη Spm στις δευτερεύουσες αµινοµάδες τους (Sebela et 

al., 2003). Σύµφωνα µε την Eικόνα 1, τα προϊόντα της αντίδρασης της DAO από 

την Put είναι πυρρολίνη, υπεροξείδιο του υδρογόνου και αµµωνία, ενώ η PAO 

δίνει πυρρολίνη και 1,5 διαζαµπικυκλονονάνη, από τη Spd και Spm, αντίστοιχα, 

µαζί µε διαµινοπροπάνη (Dap) και υπεροξείδιο του υδρογόνου. Η Dap µπορεί να 

µετατραπεί σε β-αλανίνη, ενώ η πυρρολίνη µπορεί να καταβολιστεί περαιτέρω 

σε γ-αµινοβουτυρικό οξύ σε µια αντίδραση που καταλύεται από την 

αφυδρογονάση της πυρρολίνης. Το γ-αµινοβουτυρικό οξύ στη συνέχεια 

οξειδώνεται σε ηλεκτρικό οξύ, το οποίο ενσωµατώνεται στον κύκλο του Krebs. 
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Πίνακας 2. Γονίδια του µεταβολισµού των πολυαµινών που έχουν κλωνοποιηθεί και 
χαρακτηριστεί. 
Γονίδιο Όνοµα φυτού Αναφορά 
ADC 
EC 4.1.1.19 

Βρώµη 
Τοµάτα 
Μπιζέλι 
Arabidopsis 
Σόγια 
Aethionema, Κακάο 
Άµπελος 
Γαρύφαλλο 
 

Bell and Malmberg 1990 
Rastogi el al. 1993, Espartero et al. 1994 
Perez-Amador et al. 1995 
Watson and Malmberg 1996 
Nam et al. 1997 
Galloway et al. 1998 
Primikirios and Roubelakis-Angelakis 1999 
Chang et al. 2000 
 

ΟDC 
EC 4.1.1.17 

Nicotiana rustica  
Datura (Datura stramonium) 
Σόγια 
Τοµάτα 
Τοµάτα 
 

Hamill et al. 1990 
Taylor et al. 1992, Michael et al. 1996 
Nam et al. 1996 
Alabadi and Carbonell 1998 
Kwak and Lee 2001 
 

SAMDC 
EC 4.1.1.50 
 

Πατάτα 
Σπανάκι 
Βίγκα 
Tritordeum  
Γαρύφαλλο 
Τοµάτα 
Γαρύφαλλο 
Caenorhabditis elegans 
Ipomoea nil 
Neurospora crassa,  Κουκί 
Arabidopsis, ρύζι, καλαµπόκι 
Καπνός 
 

Mad Arif et al. 1994 
Bolle et al. 1995 
Schroder and Schroder 1995 
Dresselhaus et al. 1996 
Chang et al. 1996 
Kumar et al. 1997 
Lee et al. 1997 
Da 'Dara and Walter 1998  
Park et al. 1998 
Hoyt et al. 2000, Freuling et al. 2000 
Franceschetti el al. 2001 
Michael et al. 2002 

SAMS 
EC 2.5.1.6 
 

Arabidopsis 
Γαρύφαλλο 
Μαϊντανός 
Λεύκα 
Τοµάτα 
Ρύζι 
Πετούνια 
Μπιζέλι 
Λινάρι 
 

Peleman et al. 1989a, 1989b 
Larsen and Woodson 1991 
Kawalleck et al. 1992,  
Doorsselacre et al. 1993 
Espartero et al. 1994 
Van Breusegem et al. 1994  
Izhaki et al. 1995 
Gomez-Gomez and Carrasco 1998  
Lamblin et al. 2001 
 

SPDS 
EC 2.5.1.16 
 

Arabidopsis 
Μπιζέλι 

Hashimoto et al. 1998, Hanzawa et al. 2000 
Alabadi and Carbonell 1998 
 

SPMS 
EC 2.5.1.22 
 

Arabidopsis 
Arabidopsis 
Μπιζέλι 

Hashimoto et al. 1998  
Hanzawa et al. 2000 
Alabadi and Carbonell 1998 
 

DAO  
EC 1.4.3.6 
 

Φακή Angelini et al. 1996 

PAO 
EC 1.5.3.3 
 

Μηδική 
Βρώµη 
Καλαµπόκι 
Arabidopsis 

Koc et al. 1995 
Koc et al. 1995 
Tavladoraki et al. 1998 
Moller and McPherson 1998 



 22

H DAO έχει καθαριστεί από φύλλα τριφυλλιού (Trifolium subterraneum) και 

αναγνωρίστηκαν τρία ισοένζυµα (Delhaize and Webb, 1987). Αυτό το ένζυµο 

καθαρίστηκε επίσης από πολλά φυτά µεταξύ των οποίων η σόγια, το Euphorbia 

characias, το µπιζέλι, το κουκί, ο καπνός και το ρύζι (Smith and Barker, 1988). Η 

DAO εντοπίστηκε στον αποπλάστη των ψυχανθών (Smith and Barker, 1988). 

Ωστόσο σε κόνδυλο  ηλίανθου  και σε νεαρά φύλλα κριθαριού, η ενεργότητα της 

DAO εµφανίζεται να είναι συµπλασµατική και ιδιαίτερα διαµερισµατοποιηµένη 

στα µιτοχόνδρια (Scoccianti et al., 1991), ενώ η DAO κρυσταλλοποιήθηκε από 

σπορόφυτα µπιζελιού (Kumar et al., 1996b). 

Με την πιθανή εξαίρεση της DAO, που χαρακτηρίστηκε από εκχυλίσµατα 

Euphorbia  (Rinaldi et al., 1982), όλα   αυτά   τα  ένζυµα   επιδεικνύουν   µάλλον 

ευρείες εξειδικεύσεις υποστρωµάτων, οξειδώνοντας Spd και Spm, εκτός από τις 

διαµίνες. 

Οι οξειδάσες των πολυαµινών, οι οποίες προφανώς εντοπίζονται κυρίως 

στο κυτταρικό τοίχωµα των µονοκότυλων, έχουν καθαριστεί και µερικά 

χαρακτηρισθεί από λίγα είδη, ιδιαίτερα της οικογένειας Gramineae (Sebela et al., 

2001). ∆ιακρίνονται απόλυτα από τις οξειδάσες των διαµινών και είναι 

συγκεκριµένες για τη Spd, τη Spm και άλλες ΠΑ. Ολόκληρη η αµινοξική 

αλληλουχία της PAO καλαµποκιού, του πιο µελετηµένου µέλους αυτής της 

ενζυµικής κατηγορίας, αποκτήθηκε πρόσφατα (Tavladoraki et al., 1998). 

Οι PAO και DAO λειτουργούν στη ρύθµιση των επιπέδων των ΡΑ και στην 

παραγωγή υπεροξειδίου του υδρογόνου. Με τη σειρά του το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου που παράγεται µπορεί να χρησιµοποιηθεί από τις περοξειδάσες 

(POX) οδηγώντας στη ρύθµιση της πλαστικότητας του κυτταρικού τοιχώµατος. 

Η ενεργότητα της DAO επηρεάζεται από ποικίλους βιοτικούς και αβιοτικούς 

παράγοντες καταπόνησης (Rea et al., 2002; Cona et al., 2003) και µια 

παράλληλη αύξηση των ενεργοτήτων της DAO και POX έχει δειχθεί κατά την 

απόθεση λιγνίνης σε τραυµατισµένους βλαστούς µοσχοµπίζελου (Angelini et al., 

1995). Έτσι, πέρα από τον προτεινόµενο ρόλο στη ρύθµιση των επιπέδων των 

κυτταρικών πολυαµινών, νέα δεδοµένα υποδηλώνουν ότι ο καταβολισµός των 

ΠΑ στα φυτά σχετίζεται µε φυσιολογικά φαινόµενα, όπως λιγνιτοποίηση, 
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σχηµατισµός κυτταρικού τοιχώµατος και κυτταρική άµυνα (Sebela et al., 2003). 

Κατανοµή της ενεργότητας της ΡΑΟ υποκυτταρικά και σε ιστούς, έχει ερευνηθεί 

σε σπορόφυτα καλαµποκιού. Παρατηρήθηκε, ότι το 30 µε 90% της ενεργότητας 

της ΡΑΟ, είναι ισχυρά δεµένη µε τα κυτταρικά τοιχώµατα σε σπορόφυτα 

καλαµποκιού (στο βλαστό και ρίζα, αντίστοιχα), ενώ το υπόλοιπο µπορεί να 

αποκτηθεί µε ρυθµιστικά διαλύµατα υψηλής ιοντικής ισχύος (Angelini et al., 

1996). Η κατανοµή της ΡΑΟ σε σπορόφυτα καλαµποκιού, που µελετήθηκε µε 

ιστοχηµική προσέγγιση, δείχνει έναν εµφανή εντοπισµό της ΡΑΟ κυρίως στα 

κυτταρικά τοιχώµατα του ξύλου (κολεόπτιλο), παρέγχυµα ξύλου (µεσοκοτύλιο, 

ρίζα), ριζοδερµίδα, υποδερµίδα και ενδοδερµίδα (ρίζα) και επιδερµίδα 

(κολεόπτιλο, µεσοκοτύλιο) (Angelini et al., 1996). Η ιστοχηµική ενεργότητα 

περοξειδάσης παρουσιάζει την ίδια κατανοµή ιστού και οργάνου, δείχνοντας την 

προτιµητέα σύνδεση των δύο ενζύµων µε τα κυτταρικά τοιχώµατα των ιστών, 

όπου η λιγνιτοποίηση και η εναπόθεση σουµπερίνης λαµβάνουν χώρα. 

 

 

1.3. Μεταφορά των Πολυαµινών 

Φυσιολογικά, τα κύτταρα είναι ικανά να συνθέτουν οποιεσδήποτε ΠΑς 

χρειάζονται. Πέρα απ’ αυτό το γεγονός, τα κύτταρα είναι εξοπλισµένα µε ένα 

ικανό σύστηµα µεταφοράς για την πρόσληψη των εξωγενών PΑ. ∆εν είναι 

γνωστό αν υπάρχουν ανεξάρτητα συστήµατα µεταφοράς για τις ποικίλες ΠΑς, ή 

ένας µοναδικός µεταφορέας ικανός να µεταφέρει όλα τα µόρια των ΠΑ. Στα 

ανώτερα φυτά, η πρόσληψη των ΠΑ σε κυτταρικό επίπεδο είναι πολύ γρήγορη, 

φτάνοντας τον κορεσµό µετά από 1 µε 2 λεπτά και επιδεικνύει ένα διφασικό 

σύστηµα µε δύο κορεσµένα συστατικά για την Put. Η µεταφορά των ΠΑ είναι 

ένας ενεργός µηχανισµός που ενεργοποιείται πολύ από την αυξίνη και οι 

προσλαµβανόµενες ΠΑς αποθηκεύονται κυρίως στα χυµοτόπια (Bagni and 

Tassoni, 2001). Σε σχέση µε τη µεταφορά των ΠΑ στα οργανίδια, µια 

επιτυγχανόµενη µε µεσολάβηση µεταφορά διαµέσου του τονοπλάστη δείχθηκε 

στα χυµοτόπια, ενώ στα µιτοχόνδρια βρέθηκε µια ενεργή µεταφορά προς το 
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µητρικό χώρο, εξαρτώµενη από το δυναµικό της µεµβράνης (Pistochi et al., 

1990). Η µεταφορά των ΠΑ διαµέσου του πλασµαλλήµατος είναι ενεργο-

εξαρτώµενη και το ασβέστιο εµπλέκεται στο µηχανισµό της (Pistochi et al., 

1990). Χηµικές µεταχειρίσεις, οι οποίες ανταγωνίζονται τη δράση της 

καλµοδουλίνης ή παρεµποδίζουν τις ενεργότητες πρωτεϊνοκινασών και 

φωσφατασών, µείωσαν σηµαντικά την ενεργοποιούµενη από Ca+2 πρόσληψη της 

Put (Antognoni et al., 1998). Αυτά τα αποτελέσµατα ενισχύουν την υπόθεση ότι 

το ασβέστιο επηρεάζει τη διαδικασία µεταφοράς µέσα από µια σειρά ενζυµικών 

αντιδράσεων όπου εµπλέκονται ενεργότητες πρωτεϊνοκινασών και 

φωσφατασών. 

Η µεταφορά είναι πιθανά ένα σηµαντικό κοµµάτι της δράσης των ορµονών. 

Εποµένως είναι απαραίτητο να καθορίσουµε αν οι ΠΑς µεταφέρονται µέσα στο 

φυτό. ∆εν υπάρχουν πάρα πολλές µελέτες για τη µεταφορά σε µεγάλη απόσταση, 

αλλά είναι αρκετές για να υποστηρίξουν την ύπαρξη µιας µη-πολικής 

µετατόπισης µέσα στο φυτό (Antognoni et al., 1998). Η γενική ιδέα είναι ότι, η 

µετατόπιση των ΠΑ συµβαίνει κυρίως µέσω των αγγείων του ξύλου και είναι 

εξαρτώµενη από το βαθµό εξάτµισης (Kakkar et al., 1998). Ωστόσο, οι 

πραγµατικοί µηχανισµοί που εµπλέκονται σε αυτή τη µακρινής απόστασης 

µεταφορά παραµένουν άγνωστοι. 

 

 

1.4. Σύνδεση των Πολυαµινών µε Μόρια 

Στη φύση, οι ΠΑς υπάρχουν ως ελεύθερες µοριακές βάσεις, αλλά είναι 

συχνά συζευγµένες µε µικρά µόρια όπως φαινολικά οξέα (συζευγµένες διαλυτές 

µορφές) και επίσης µε διάφορα µακροµόρια όπως πρωτεΐνες (συζευγµένες 

αδιάλυτες µορφές) (Bagni and Tassoni, 2001; Bais and Ravishankar, 2002). 

Οι πιο γνωστές συζευγµένες ΠΑς είναι εκείνες που είναι οµοιοπολικά 

ενωµένες µε υδροξυκινναµικά οξέα µέσω ενζύµων γνωστών ως τρανσφεράσες 

(Bagni and Tassoni, 2001). Το µετα-µεταφραστικό οµοιοπολικό δέσιµο των ΠΑ 

σε πρωτεΐνες καταλύεται από µια κατηγορία ενζύµων, που είναι γνωστές ως 
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τρανσγλουταµινάσες (EC.2.3.2.13), οι οποίες έχουν εντοπιστεί ενδο- και εξω- 

κυτταρικά (Serafini-Fracassini et al., 1995).  

 

 

1.5. Ελεύθερες Πολυαµίνες 

1.5.1. Ανάλυση της ∆ράσης µε χρήση Μεταβολικών Αναστολέων 

Τα τελευταία χρόνια, η διαθεσιµότητα συγκεκριµένων αναστολέων της 

βιοσύνθεσης των πολυαµινών έχει επιτρέψει την πρόβλεψη των µηχανισµών που 

εµπλέκονται και αυτό θα µπορούσε να βοηθήσει στην αποκάλυψη της 

φυσιολογικής δράσης των ΠΑ σε πολλές διαδικασίες αύξησης και ανάπτυξης. 

Για παράδειγµα, η α-διφθοροµεθυλορνιθίνη (DFMΟ) και η α-

διφθοροµεθυλαργινίνη (DFMA) είναι µη αντιστρεπτοί αναστολείς της ODC και 

της ADC, αντίστοιχα. Οι µελέτες µε τους αναστολείς έχουν δείξει ότι οι ΠΑς 

συµµετέχουν σε ένα ευρύ φάσµα αναπτυξιακών διαδικασιών, που 

περιλαµβάνουν την αύξηση και ωρίµανση των καρπών, το γηρασµό των φύλλων, 

την αναπαραγωγική ανάπτυξη οργάνων και την κονδυλοποίηση (Evans and 

Malberg, 1989; Kakkar et al., 2000; Bagni and Tassoni, 2001).  

Οι επιπτώσεις των ΠΑ στην κυτταρική διαίρεση (Altamura et al., 1993), 

στη φυτική αναγέννηση (Bajaj S, 1995) και σωµατική εµβρυογένεση (Minocha 

et al., 1999) κατά τη διάρκεια της ιστοκαλλιέργειας έχουν, επίσης, δειχθεί 

χρησιµοποιώντας αναστολείς. Προσθήκη της DFMA αλλά όχι της DFMO, 

παρεµπόδισε το σχηµατισµό εµβρύων σε κύτταρα καρότου (Bagni et al., 1993), 

ενώ η παραγωγή εµβρύων θα µπορούσε να επανέλθει σε ελεγχόµενα επίπεδα µε 

την προσθήκη Put, Spd και Spm. Στην πατάτα, προσθήκη της DFMO, 

παρεµποδίζει εντελώς τη κονδυλοποίηση, ενώ η DFMA δεν έχει καµία επίδραση 

(Bagni et al., 1993). Οι συγγραφείς προτείνουν ότι η Put που προέρχεται µέσω 

του µονοπατιού της ODC είναι απαραίτητη για να λάβει χώρα η διαδικασία. 

Επιπλέον, η DFMO παρεµπόδισε τη διαφοροποίηση των ριζών σε φυλλικά 
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έκφυτα καπνού και αυτό το αποτέλεσµα αντιστράφηκε από εξωγενή Put (Burtin 

et al., 1991). 

Πράγµατι, η χρήση εξειδικευµένων αναστολέων οδήγησε σε ισχυρισµούς 

για µια αιτιώδη σχέση µεταξύ των αλλαγών στα επίπεδα των ενδογενών ΠΑ και 

των διαδικασιών αύξησης. Ωστόσο, ο τρόπος της δράσης τους παραµένει ένα 

υποθετικό ζήτηµα. Νέα ώθηση για επιπλέον έρευνα των ΠΑ προήλθε από πολλές 

πειραµατικές προόδους: (α) Έχουν αναπτυχθεί προσεγγίσεις µοριακής γενετικής 

για να χαρακτηρίσουν ποικίλες µεταλλαγές (mutants) στο µεταβολισµό των ΠΑ 

που παρουσιάζουν µη φυσιολογικούς φαινοτύπους. (β) Πολλά γονίδια που 

κωδικοποιούν ένζυµα της βιοσύνθεσης των πολυαµινών έχουν κλωνοποιηθεί. (γ) 

Οι επιδράσεις της κυτταρικής διατάραξης των επιπέδων των ΠΑ στη φυτική 

αύξηση και σε αναπτυξιακές διαδικασίες έχουν µελετηθεί χρησιµοποιώντας 

διαγονιδιακές προσεγγίσεις. 

1.5.2. Ανάλυση της ∆ράσης µε χρήση Γενετικών Προσεγγίσεων 

Η γενετική ανάλυση µεταλλαγών µε τροποποιηµένες συγκεντρώσεις ΡΑ ή 

µε ευαισθησία στις ΠΑς, θα παίξει σηµαντικό ρόλο στον καθορισµό του 

µηχανισµού της δράσης των ΠΑ. Αυτός ο τύπος προσέγγισης έχει ήδη ενισχύσει 

τη γνώση µας για την κατανόηση του µεταβολισµού του αιθυλενίου και τη 

µετάδοση σήµατος (Pandey et al., 2000). 

Μια άλλη γενετική προσέγγιση περιλαµβάνει τη χαρτογράφηση γονιδίων 

µε ένα ρόλο στο βιοσυνθετικό µονοπάτι και τη µετέπειτα χρήση αυτών ως 

µοριακών δειχτών για τη χαρτογράφηση χαρακτηριστικών που είναι γνωστό ότι 

ελέγχονται από ΠΑς. Για παράδειγµα το γονίδιο της SAMDC στη πατάτα, 

χαρτογραφείται στο χρωµόσωµα 5 και δείχνει γενετική σχέση µε τη διαδικασία 

της κονδυλοποίησης (Kumar et al., 1997). Επειδή σηµαντικά αγρονοµικά 

χαρακτηριστικά, συχνά ελέγχονται από αρκετά γονίδια, θα ήταν χρήσιµο να 

εξερευνήσουµε πώς τα γονίδια για τη βιοσύνθεση των ΠΑ αλληλεπιδρούν µε 

άλλα γονίδια κατά τη διάρκεια συγκεκριµένων αναπτυξιακών σταδίων, όπως η 

κονδυλοποίηση, η άνθιση, η ωρίµανση των καρπών και ο γηρασµός των φύλλων 

ή κατά τη διάρκεια αντίδρασης σε καταπονήσεις (Bouchereau et al., 1999). Οι 
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πληροφορίες απ’ αυτές τις έρευνες θα µπορούσαν τότε να χρησιµοποιηθούν σε 

βελτιωτικά προγράµµατα σχεδιασµένα για την καλυτέρευση χαρακτηριστικών 

των φυτών µεγάλης καλλιέργειας.  

 

1.5.3. Ανάλυση της ∆ράσης µε χρήση Μοριακών Προσεγγίσεων 

Με τη διαθεσιµότητα µερικών απ’ τα γονίδια-κλειδιά που συµµετέχουν στα 

βιοσυνθετικά µονοπάτια, έχει γίνει δυνατός ο χειρισµός της βιοσύνθεσης των ΡΑ 

χρησιµοποιώντας νοηµατικές (sense) και µη νοηµατικές (antisense) 

διαγονιδιακές προσεγγίσεις. Οι τεχνικές αυτές υπερτερούν έναντι της χρήσης 

αναστολέων. Πρώτον, οι νοηµατικές και µη νοηµατικές µέθοδοι είναι πιο 

ακριβείς στα γονίδια-στόχους, σε σχέση µε τα πειράµατα µε αναστολείς. 

∆εύτερον, η υπερέκφραση συγκεκριµένων ενζύµων παρέχει ένα µέσο αλλαγής 

της βιοσυνθετικής ροής, το οποίο δεν είναι γενικά δυνατό µε την εφαρµογή 

αναστολέων. 

Πολλά απ’ τα γονίδια που κωδικοποιούν αποκαρβοξυλάσες της 

βιοσύνθεσης των ΡΑ ρυθµίζονται αναπτυξιακά (Bais and Ravishankar, 2002). 

Για παράδειγµα, το γονίδιο SAMDC της πατάτας (Mad Arif et al., 1994), το 

γονίδιο ADC του αρακά (Perez-Amador et al., 1995) και της αµπέλου 

(Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999; Primikirios and Roubelakis-

Angelakis, 2001) και το γονίδιο ODC του Datura (Michael et al., 1996), 

εκφράζονται περισσότερο σε γρήγορα αυξανόµενους ιστούς και συµφωνούν µε 

τις µέχρι τώρα ενδείξεις του ρόλου των ΡΑ στην κυτταρική διαίρεση. Τόσο η 

ΑDC όσο και η ODC απαιτούν φωσφορική πυριδοξάλη ως συµπαράγοντα και 

έχουν κοινές περιοχές αλληλουχιών (Michael et al., 1996). Τέλος, γονίδια που 

κωδικοποιούν τη DAO έχουν αποµονωθεί και χρησιµοποιηθεί για µελέτη της 

αναπτυξιακής έκφρασης των γονιδίων σε σπορόφυτα φακής (Lens culinaris) 

(Angelini et al., 1996) και αρακά (Tipping and McPherson, 1995). Σε 

προσπάθειες για τη ρύθµιση των επιπέδων των ΠΑ στα φυτά έχουν 

χρησιµοποιηθεί, επίσης, γονίδια από µαγιά, ποντίκια και ανθρώπους. Για 

παράδειγµα, έχουν παραχθεί διαγονιδιακά φυτά καπνού που περιέχουν ένα 
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cDNA της ODC ποντικιού (DeScenzo and Minocha, 1993). 

Ένα γονίδιο της ADC της βρώµης κάτω απ’ τον έλεγχο ενός επαγώµενου 

υποκινητή, του συστήµατος Tet-καταστολέα, εκφράστηκε σε διαγονιδιακά φυτά 

καπνού (Masgrau et al., 1997). Η έκφραση του διαγονιδίου της ADC 

προσδιορίστηκε από την ανάλυση µεταφοράς mRNA ακολουθώντας επαγωγή µε 

τετρακυκλίνη σε αποκοµµένα και µη-αποκοµµένα φύλλα διαγονιδιακών φυτών. 

Σηµαντικές αυξήσεις στα µεταγραφικά επίπεδα του adc, στην ενεργότητα της 

ADC και στην περιεκτικότητα σε Put παρατηρήθηκαν στα φυτά που 

υπερεκφράζουν ΑDC. Τα διαγονιδιακά φυτά που µεταχειρίστηκαν µε 

τετρακυκλίνη κατά τη διάρκεια του βλαστικού σταδίου έδειξαν διαφορετικού 

βαθµού φαινοτυπικές αλλαγές, χαρακτηριζόµενες από µικρά µεσογονάτια 

διαστήµατα, λεπτούς βλαστούς και φύλλα, χλώρωση και νέκρωση φύλλων και 

µειωµένη αύξηση ριζών. Όλα τα δεδοµένα δείχνουν ότι µεγάλα επίπεδα 

ενδογενούς Put είναι τοξικά για τη φυτική αύξηση και ανάπτυξη. Πράγµατι, η 

Put έχει αναφερθεί να προκαλεί πόλωση των µεµβρανών και αυξάνει τη διαρροή 

καλίου (Tiburcio et al., 1997). 

Απ’ την άλλη µεριά, νοηµατικές και µη νοηµατικές κατασκευές, που 

περιέχουν cDNA της SAMDC της πατάτας κάτω απ’ τον έλεγχο του 35S 

υποκινητή του ιού του µωσαϊκού του κουνουπιδιού (CaMV)35S, έχουν επίσης 

χρησιµοποιηθεί για να παράγουν διαγονιδιακά φυτά πατάτας µέσω 

µετασχηµατισµού µε αγροβακτηρίδιο (Kumar et al., 1996a). Η ρύθµιση στην 

έκφραση του γονιδίου της SAMDC επηρεάζει όχι µόνο τη βιοσύνθεση των ΡΑ, 

αλλά επίσης και τη βιοσύνθεση του αιθυλενίου, επειδή η SAM είναι ένας κοινός 

πρόδροµος και για τα δύο βιοσυνθετικά µονοπάτια. Μια µείωση παρατηρήθηκε 

στο µεταγραφικό επίπεδο της SAMDC στα µη νοηµατικά φυτά (Kumar et al., 

1996a). Μη νοηµατικά διαγονιδιακά φυτά που εξέφρασαν το γονίδιο της SAM 

υπό τον έλεγχο του υποκινητή CaMV35S, έδειξαν ένα εύρος φαινοτύπων µε 

υψηλά διακλαδιζόµενους βλαστούς, κοντά µεσογονάτια, µικρά και χλωρωτικά 

φύλλα και περιορισµένη αύξηση των ριζών. Επιπλέον, αυτά τα µη νοηµατικά 

φυτά πατάτας δεν άνθισαν, αλλά έδωσαν πολύ µικρούς και επιµήκεις κονδύλους. 

Τα χαρακτηριστικά των µη νοηµατικών φυτών σχετίστηκαν µε µειωµένα επίπεδα 
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ενζυµικής ενεργότητας και µεταγράφων της SAMDC, µειωµένη περιεκτικότητα 

σε ΡΑ και αυξηµένο ποσοστό παραγωγής αιθυλενίου (Kumar et al., 1996a). Όλες 

οι προσπάθειες για την παραγωγή διαγονιδιακών φυτών µε τη νοηµατική 

κατασκευή της SAMDC ήταν ανεπιτυχείς, προτείνοντας ότι µια αποτελεσµατική 

υπερέκφραση του ενζύµου µπορεί να είναι θανατηφόρα (Kumar et al., 1996a). 

∆υστυχώς, σε όλες αυτές τις µελέτες δεν έχει δοθεί καµία πληροφορία σχετικά 

µε τις συζευγµένες ΠΑς. 

 

1.6. Συζευγµένες Πολυαµίνες 

1.6.1. Αλληλεπίδραση µε ∆ευτερογενείς Μεταβολίτες  

Τα υδροξυκινναµικά οξέα συζεύγονται µε ΠΑς και αυτά τα συµπλέγµατα 

είναι ευρέως διαδεδοµένα στο φυτικό βασίλειο, ιδιαίτερα στην οικ. Solanaceae 

(Bais and Ravishankar, 2002). Λεπτά επιδερµικά στρώµατα καπνού που 

καλλιεργήθηκαν σε ριζογενετικό µέσο καλλιέργειας έδειξαν µεγάλες αλλαγές 

στα χαρακτηριστικά των τοιχωµάτων τους που σχετίζονται µε κυτταρική 

υπερτροφία (Berta et al., 1997). Τα κυτταρικά τοιχώµατα του καπνού είναι 

πλούσια σε φαινολικά οξέα ενωµένα µε εστέρες, ιδιαίτερα υδροξυκινναµικά 

οξέα, όπως φερουλικό οξύ, p-κουµαρικό οξύ και αφυδροδιφερουλικά οξέα, των 

οποίων οι οµοιοπολικές ενώσεις µε αραµπινοξυλάνες και/ή πεπτικούς 

πολυσακχαρίτες θα µπορούσαν να εµπλέκονται σε κυτταρική διόγκωση (Liyama 

et al., 1994). Μια ειδική αλληλεπίδραση ανάµεσα στη Spd και την πλασµατική 

µεµβράνη παρατηρήθηκε µαζί µε τα πρωτεϊνικά συστατικά της µεµβράνης στην 

κολοκυθιά (Tassoni et al., 1998). Οι διαµίνες και η Put είναι οργανικά 

πολυκατιόντα που προσκολλώνται διαφορετικά στο φυτικό κυτταρικό τοίχωµα 

(Messiaen et al., 1997). Οι ΠΑs φαίνονται σηµαντικές για να βοηθούν στην 

απονοµή κανονικού µεγέθους και πλαστικότητας στο πρωτογενές κυτταρικό 

τοίχωµα, δηµιουργώντας συνδέσεις ανάµεσα στα συστατικά του τοιχώµατος και 

πιθανά αυξάνοντας τη σύνθεση τους. 
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1.6.2. Ανάλυση Λειτουργίας των Συζευγµένων Πολυαµινών 

Ολόκληρα φυτά καπνού που περιέχουν το ριζογενές µεταφερόµενο DNA 

(Ri TL-DNA) από το Agrobacterium rhizogenes εµφανίζουν έναν 

µετασχηµατισµένο φαινότυπο, ο οποίος περιλαµβάνει αλλαγές σε αρκετές 

αναπτυξιακές διαδικασίες, όπως η επαγωγή άνθισης, η άνθιση και η 

αναπαραγωγή (Martin-Tanguy et al., 1990). Οι συγγραφείς έδειξαν µια 

αντίστροφη σχέση µεταξύ του επιπέδου της φαινοτυπικής αλλαγής και του 

επιπέδου των ΠΑ και των συζευγµένων µορφών τους: καθώς η φαινοτυπική 

αλλαγή µεγαλώνει, η περιεκτικότητα των ΠΑ µειώνεται. Επιπλέον, η εµφάνιση 

των συζευγµένων µορφών, που προηγούµενα έχουν φανεί να είναι δείκτες της 

άνθισης (Martin-Tanguy et al., 1990), καθυστέρησε σε άµεση αναλογία µε την 

καθυστέρηση που παρατηρήθηκε στην άνθιση. Τα αποτελέσµατα ενισχύουν την 

υπόθεση ότι οι συζευγµένες µορφές µπορεί να εµπλέκονται στη µετάβαση από 

ένα βλαστικό σε ένα ανθικό µερίστωµα. 

Η δράση των συζευγµένων ΡΑ κατά τη διάρκεια της κυτταρικής διαίρεσης 

και της κυτταρικής διαφοροποίησης είναι ακόµα υπό συζήτηση. Φαίνεται ότι 

κατά τη διάρκεια της βλάστησης του ρυζιού οι συζευγµένες ΠΑs δρουν ως 

αποθηκευτικές µορφές των ΠΑ, οι οποίες, µε υδρόλυση, θα µπορούσαν να 

παρέχουν στο κύτταρο επιπλέον ΠΑs που θα µπορούσαν να επηρεάσουν την 

κυτταρική διαίρεση και/ή την κυτταρική διόγκωση (Noury et al., 2000). Τα 

επίπεδα τους σχετίστηκαν µε τη βιωσιµότητα του σπόρου. Έχει, επίσης, 

προταθεί ότι οι συζευγµένες µορφές µπορούν να δρουν ως µέσα για τη 

µετακίνηση των ΠΑ (Heiskala et al., 1999) και ότι θα µπορούσαν να είναι τα 

προτιµητέα υποστρώµατα για τις αµινοξειδάσες (Cona et al., 2003). Σε ένα 

αριθµό ειδών, κατά τη διάρκεια της ανθικής επαγωγής και ανθικής ανάπτυξης, οι 

συζευγµένες ΠΑς δε µεταβολίζονται και δε δρουν ως αποθηκευτικές µορφές των 

ΠΑ (Sebela et al., 2001). Έτσι, σε αυτές τις µορφογενετικές διαδικασίες 

τουλάχιστον, το κύριο µονοπάτι του µεταβολισµού των ΡΑ φαίνεται να είναι 

µέσω του µονοπατιού σύζευξής τους. 



 31

Η σύζευξη των ΠΑ µπορεί να ρυθµίζει τις αλληλεπιδράσεις τους µε 

ανόργανα κατιόντα όπως το Ca+2, το οποίο θα µπορούσε να έχει µια σχέση µε 

τον προτεινόµενο ρόλο των ΠΑ στη σταθεροποίηση των µεµβρανών. Ουδέτερες 

συζευγµένες µορφές, δε µπορούν ιονικά να δεσµευτούν µε φωσφορικά οξέα ή 

άλλες ανιονικές οµάδες σε πρωτεΐνες, νουκλεϊκά οξέα ή φωσφολιπίδια. 

Αντιδράσεις σύζευξης θα µπορούσαν να ρυθµίσουν λειτουργίες των ΠΑ µε το να 

επηρεάσουν, για παράδειγµα, την πρόσδεση και την αλληλεπίδρασή τους µε 

νουκλεϊκά οξέα. Υπάρχει επίσης η πιθανότητα η σύζευξη των ΠΑ µε κινναµικά 

οξέα να είναι σηµαντική στη ρύθµιση των επιπέδων των ελεύθερων ΠΑ και/ή 

στην αποτοξίνωση φαινολικών ενώσεων, που είναι γνωστό ότι παρεµποδίζουν 

την αύξηση (Martin-Tanguy, 2001). Οι συζευγµένες ΠΑs έχουν εµπλακεί σε 

µοριακά σήµατα φυτοπαθογενετικών αλληλεπιδράσεων (Martin-Tanguy, 2001). 

Επιπλέον, τα κινναµικά οξέα είναι αντιοξειδωτικά και η συσσώρευση 

φαινυλοπροπανοϊδών στο κύτταρο προστατεύει από την τοξικότητα αλουµινίου 

(Bagni and Tassoni, 2001). Οι συζευγµένες ΠΑs είναι επίσης καλά υποστρώµατα 

για τις περοξειδάσες σε κύτταρα φύλλων καπνού (Langebartels et al., 1991). Οι 

περοξειδάσες, που εκµεταλλεύονται τις συζευγµένες ΠΑs, µπορεί να αφαιρούν 

Η2Ο2 απ’ τον αποπλάστη. Προτάθηκε ότι η προστατευτική επίδραση των ΠΑ 

εναντίον της ζηµιάς από τα υπεροξείδια εξαρτιόταν από την προηγούµενη 

µετατροπή τους σε συζευγµένες µορφές (Ha et al., 1998). Έτσι, οι 

πολυλειτουργικές πλευρές και οι µεταβολικές τύχες αυτών των ενώσεων 

αφήνουν κάθε πιθανότητα ανοιχτή ως προς τον άµεσο ρόλο τους στη ρύθµιση 

της αύξησης. 

 

1.6.3. Ανάλυση της ∆ράσης των Συζευγµένων Πολυαµινών 

Αυτές οι ενώσεις σχετίζονται στην άµπελο (Geny et al., 1997) και στον 

ανανά (Tarenghi et al., 1995) µε επαγωγή άνθισης και ανθική ανάπτυξη. 

Εµπλέκονται, επίσης, στην αντίδραση των φυτών σε περιβαλλοντικές 

καταπονήσεις και ανεπάρκειες θρεπτικών µεταλλικών στοιχείων (Tiburcio et al., 

1997) ενώ έχει προταθεί µια νέα πιθανή λειτουργία τους στη φωτοσυνθετική 
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διαδικασία (Del Duca et al., 1995). Έτσι, σε φύλλα αρκετών ανώτερων φυτών 

και στο µονοκύτταρο πράσινο άλγος Dunaliella salina το ένζυµο 

τρανσγλουταµινάση εντοπίζεται στους χλωροπλάστες και η ενεργότητά του 

επάγεται από το φως. Όταν οι χλωροπλάστες του ηλίανθου επωάστηκαν µε 

ραδιοσηµασµένη Ρut και/ή Spd, το TCA ιζηµατοποιούµενο υλικό ήταν 

υψηλότερο σε αποµονωµένα θυλακοειδή παρά σε ολόκληρους χλωροπλάστες 

(Del Duca et al., 1995). Η κλωνοποίηση γονιδίων που κωδικοποιούν 

τρανσγλουταµινάσες σε φυτά θα επιτρέψει, στο µέλλον, τη µελέτη των 

µηχανισµών που ελέγχουν τη σύνδεση ΡΑ µε πρωτεΐνες, όπως επίσης θα 

ανακαλύψει τους µοριακούς µηχανισµούς µε τους οποίους αυτές οι συζευγµένες 

ΡΑs παίζουν ένα ρόλο στη φωτοσυνθετική διαδικασία. Επιπλέον έχει δειχθεί ότι 

οι δι- και οι πολυαµίνες µπορεί να είναι πρόδροµοι πολλών αλκαλοειδών, τα 

οποία είναι µοναδικά στα ανώτερα φυτά και τα οποία έχουν οικολογική 

σηµασία. 

 

1.7. Αλκαλοειδή Προερχόµενα από Πολυαµίνες 

Έχουν αναφερθεί πολλές εκατοντάδες αλκαλοειδών που προέρχονται από 

δι- και πολυαµίνες, και κατανέµονται µεταξύ περίπου 56 ειδών σε 30 φυτικές και 

ζωικές οικογένειες (Facchini, 2001). Τα αλκαλοειδή που προέρχονται από την 

Put περιλαµβάνουν τα αλκαλοειδή πυρρολιδίνης και τροπανίου της οικογένειας 

Solanaceae, τα αλκαλοειδή πυρρολιζιδίνης των οικογενειών Asteraceae, 

Boraginaceae και Leguminosae, τα αλκαλοειδή του Erythroxylon coca και τις 

φαινανθροινδολιζιδίνες (Facchini, 2001).  

Οι περισσότερες γνώσεις πάνω στη σύνθεση και ρύθµιση των αλκαλοειδών 

που προέρχονται από την Ρut έχουν ανακαλυφθεί από µελέτες των αλκαλοειδών 

πυρρολιδίνης (νικοτίνης) και τροπανίου της οικογένειας Solanaceae. Η νικοτίνη 

είναι το σηµαντικότερο βιολογικά ενεργό συστατικό των φύλλων καπνού και 

είναι ανασχετικό τροφής σε πολλά ζώα, όπως επίσης ένα φυσικό εντοµοκτόνο 

(Flores and Martin-Tanguy, 1991). Τα αλκαλοειδή τύπου νικοτίνης έχουν επίσης 

αναφερθεί σε άλλες φυτικές οικογένειες και ακόµα σε κατώτερα φυτά, όπως τα 
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αρχέγονα βρύα και τις αλογοουρές (Flores and Martin-Tanguy, 1991). Τα 

αλκαλοειδή τροπανίου που είναι παρόντα στα νυκτόβια είδη της οικ. Solanaceae 

(Atropa, Brugmansia, Datura, Duboisia and Hyoscyamus), περιλαµβάνουν τις 

ιατρικά σηµαντικές αντιχολινεργικές ενώσεις υοσκυαµίνη και σκοπολαµίνη. 

Πέρα από την οικ. Solanaceae βρίσκονται επίσης στις οικ. Convolvulaceae, 

Cruciferae και Rhizophoraceae (Hughes and Shanks, 2002). 

Τα αλκαλοειδή πυρρολιδίνης και τροπανίου συντίθενται στις ρίζες. Και 

στις δύο περιπτώσεις, τα αλκαλοειδή µεταφέρονται στο βλαστό µέσω του ξύλου, 

όπου συσσωρεύονται στα φύλλα και µεταβολίζονται περαιτέρω (Flores and 

Martin-Tanguy, 1991). Έρευνες έχουν οδηγήσει στο συµπέρασµα ότι η ADC, όχι 

η ODC, είναι το πιο σηµαντικό ένζυµο στη βιοσύνθεση των προερχόµενων από 

Put αλκαλοειδών καπνού (Tiburcio et al., 1987). Παρόµοια, η αργινίνη βρέθηκε 

να είναι ο µόνος εµφανής ενδογενής πρόδροµος της Ρut που διοχετεύεται σε 

αλκαλοειδή πυρρολιζιδίνης στο Heliotropium (Birecka et al., 1991), στο σενέκιο 

(Graser and Hartmann, 2000) και στο hyoscyamine σε είδη Datura (Robins, 

1991). 

Αντίθετα, η ενεργότητα της ODC και όχι της ADC έχει συσχετιστεί µε τη 

βιοσύνθεση των αλκαλοειδών τροπανίου στις καλλιεργούµενες ρίζες του 

Ηyoscyamus albus (Hibi et al., 1994). Η µεθυλτρανσφεράση της Put (PMT) είναι 

ένα ρυθµιστικό ένζυµο που µεταφέρει την οµάδα µεθυλίου της SAM στην Put, 

σχηµατίζοντας έτσι N-µεθυλ- Put, που χρησιµεύει ως πρόδροµος των 

αλκαλοειδών νικοτίνης και τροπανίου. Η PMT λειτουργεί ως το πρώτο ένζυµο 

στο µονοπάτι των αλκαλοειδών, που αλλάζει το µεταβολισµό της Put από 

σύνθεση ΡΑ σε σύνθεση αλκαλοειδών. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι αλλαγές της 

ODC µπορούν να ρυθµίσουν την κυτταρική διαίρεση σε ενεργά 

αναπτυσσόµενους ιστούς, ενώ η ΑDC µπορεί να ρυθµίσει την κυτταρική 

διόγκωση (Bais and Ravishankar, 2002). Σε αναπτυσσόµενους κάλλους καπνού, 

υπήρξε µια σηµαντικά αρνητική συσχέτιση ανάµεσα στα επίπεδα της 

συζευγµένης Put και των αλκαλοειδών πυρρολιδίνης (Tiburcio et al., 1987). 

∆ύο πυρηνικά γονίδια, Nic 1 και Nic 2, ρυθµίζουν τα επίπεδα νικοτίνης 

στον καπνό, nic 1 και nic 2 είναι µεταλλαγές που µειώνουν τα επίπεδα νικοτίνης 
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στα φύλλα και τις ενεργότητες πολλών ενζύµων του µονοπατιού της νικοτίνης, 

ενώ ταυτόχρονα αυξάνουν τα επίπεδα των ΡΑ στις καλλιεργούµενες ρίζες (Hibi 

et al., 1994). Σταθερά επίπεδα µεταγράφων της PMT έδειξαν ότι εκφράζεται 

κυρίως στις ρίζες και τα επίπεδα έκφρασης της στις καλλιεργούµενες ρίζες 

µειώνονται µε τις nic 1 µεταλλάξεις. Η αφαίρεση των κορυφών των ανθέων και 

των νέων φύλλων γρήγορα οδήγησε σε επαγωγή της γονιδιακής έκφρασης της 

PMT στη ρίζα. Επιπλέον, εξωγενής αυξίνη οδήγησε σε υπο-ρύθµιση της PMT σε 

καλλιεργούµενες ρίζες καπνού, προτείνοντας ένα ρόλο του γονιδίου της PMT 

στη ρύθµιση της βιοσύνθεσης της νικοτίνης (Hibi et al., 1994). 

Με ενδιαφέρον, βρέθηκε ότι τα φυτά καπνού ανταποκρίνονται στην 

καταστροφή από τα χορτοφάγα ζώα συσσωρεύοντας σηµαντικά ποσά νικοτίνης 

(Baldwin, 1988). Αυτό δηµιουργεί την ερώτηση για το πως τα ανώτερα µέρη 

δίνουν το σήµα στα υπεδάφια όργανα για να αυξήσουν την παραγωγή νικοτίνης 

και για τη µεταβολική και οικολογική συνέπεια της χρησιµοποίησης ενός τόσο 

µεγάλου µέρους της «πισίνας» του διαλυτού αζώτου σε µία και µόνο ένωση. 

Υπάρχει η δυνατότητα της αλλαγής τέτοιων ανταποκρίσεων µε τη γενετική 

µηχανική; Ίσως είναι λογικό να συµπεράνει κάποιος ότι, µακριά απ’ το να είναι 

βαρετή ή δευτερεύουσα, η µελέτη των φυσικών προϊόντων προερχόµενων από 

ΡΑs κρατάει τουλάχιστον τόσες εκπλήξεις και υποσχέσεις όσες και τα κύρια 

ενδιάµεσα µονοπάτια. 

 

 

1.8. Πολυαµίνες και Γηρασµός 

Εξαιτίας της ενδεχόµενης µεταβολικής αλληλεπίδρασης/ανταγωνισµού 

µεταξύ των πολυαµινών και της βιοσύνθεσης του αιθυλενίου µέσω της 

χρησιµοποίησης της SAM, έχει δοθεί µεγάλη προσοχή στην εµπλοκή των ΡΑ 

στην ανάπτυξη των καρπών και το γηρασµό. ∆ύο στρατηγικές έχουν 

ακολουθηθεί για τις ΠΑς. Ο ένας είναι ότι απλά η εξωγενής εφαρµογή θα 

καθυστερήσει το γηρασµό. Ο δεύτερος είναι ότι η µείωση της συγκέντρωσης των 

ΡΑ είναι ένα σηµαντικό αρχικό βήµα για την επαγωγή του γηρασµού. Επίσης, 
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από τις δύο παραπάνω υποθέσεις προκύπτει η ερώτηση για το αν η εξωγενής 

εφαρµογή των πολυαµινών προκαλεί νέες φυσιολογικές επιδράσεις ή εκτελεί την 

κανονική λειτουργία των ενδογενών (Kakkar and Sawhney, 2002).  

Αναπτυξιακά πρότυπα ενδογενών ελευθέρων και συζευγµένων ΡΑ έχουν 

αναλυθεί σε αρκετά είδη φυτών, τόσο σε απείθαρχα όσο και σε εύκολα 

αναγεννώµενα (Paschalidis et al., 2001). Ο µηχανισµός παρεµπόδισης του 

γηρασµού από εξωγενείς ΠΑς µπορεί να σχετίζεται µε τη πιθανή δράση τους 

στην αναστολή σύνθεσης του αιθυλενίου και στη σταθεροποίηση των 

µεµβρανών (Pandey et al., 2000). Μια παρατήρηση που υποστηρίζει ανάµειξη 

της σταθεροποίησης των µεµβρανών είναι ότι η προσθήκη κατιόντων Ca2+ 

εξουδετέρωσε την ικανότητα των ΡΑ να σταθεροποιούν τα επίπεδα της 

χλωροφύλλης στα γηρασµένα φύλλα (Kaur-Sawhney et al., 1990). Σε φύλλα 

βρώµης βρέθηκε ότι οι εξωγενείς ΠΑς εµπόδισαν τη σύνθεση του αιθυλενίου 

(Fuhrer et al., 1982), ειδικά τη µετατροπή του ACC σε αιθυλένιο. Προτάθηκε ότι 

οι εξωγενείς ΠΑς αρχικά προσκολλούνται στις µεµβράνες και µετά αναστέλλουν 

τη παραγωγή του αιθυλενίου και καθυστερούν το γηρασµό. Σύµφωνα µε αυτό, 

βρέθηκε σηµαντική απόσβεση των ελεύθερων ριζών οξυγόνου από ΠΑς 

ανάλογα µε τον αριθµό των αµινοµάδων (Ha et al., 1998). Προτάθηκε ότι αυτό 

θα µπορούσε να σχετιστεί µε τη σταθεροποίηση των µεµβρανών και την 

καθυστέρηση του γηρασµού που παρατηρείται σε διάφορα συστήµατα. 

Σηµείωσαν επίσης ότι η µετατροπή του ACC σε αιθυλένιο είναι εξαρτώµενη από 

το υπεροξείδιο και ότι αυτή η αντίδραση εµποδίστηκε απ’ τις ΠΑς. Υπάρχει έτσι 

ένα λογικό εργασιακό µοντέλο για την παρεµπόδιση του γηρασµού από 

εξωγενείς ΠΑς, που περιλαµβάνει δέσιµο µε τις µεµβράνες, παρεµπόδιση της 

υπεροξείδωσης των λιπιδίων και εξουδετέρωση των ελεύθερων ριζών που 

χρειάζονται για τη µετατροπή του ACC σε αιθυλένιο. 

Πολλά παραδείγµατα είναι γνωστά όπου οι ΠΑς δε φάνηκαν να 

καθυστερούν το γηρασµό. Η προσθήκη Put και Spd βρέθηκε ότι, σε διαλύµατα 

καλλιέργειας κοµµένων γαρύφαλλων, θα µπορούσε πράγµατι να συντελέσει σε 

µεγαλύτερη παραγωγή αιθυλενίου και να µειώσει τη διάρκεια ζωής του άνθους 

(Downs and Lovell, 1986). Τα ενδογενή επίπεδα της Put αυξήθηκαν κατά τη 
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διάρκεια γηρασµού των γαρύφαλλων χωρίς εµφανή αναστολή του αιθυλενίου 

(Roberts et al., 1984), αλλά η αναστολή του αιθυλενίου µε αµινοξυοξικό οξύ είχε 

ως αποτέλεσµα την αύξηση της Spd σε ιστούς πετάλων (Even-Chen et al., 1982). 

 

1.9. Πολυαµίνες και Φυτορρυθµιστικές Ουσίες 

Υπάρχουν σηµαντικά δεδοµένα που δείχνουν ότι η βιοσύνθεση των ΠΑ 

στα ζώα ανταποκρίνεται σε ορµόνες και άλλα ενεργά µόρια (Zhu et al., 1999). 

Μια αναφορά καταγραφής γρήγορης ενεργοποίησης της ODC (<30 s) και 

αυξηµένης βιοσύνθεσης ΠΑ µετά τη σύνδεση της τεστοστερόνης στα νεφρικά 

κύτταρα ποντικιού (Koenig et al., 1983), δείχνει ότι ο βιοσυνθετικός µηχανισµός 

των ΠΑ είναι απόλυτα ευαίσθητος σε τέτοια ορµονική ρύθµιση. 

Στα φυτά, οι ορµόνες αύξησης έχουν επίσης δειχθεί να προκαλούν 

συγκεκριµένες ιστο-ειδικές αλλαγές στο µεταβολισµό των ΠΑ. Έχει προταθεί ότι 

οι ΠΑς, οι οποίες µπορούν ή δε µπορούν να είναι ευκίνητες στα φυτά 

(Antognoni et al., 1998), θα µπορούσαν να χρησιµεύσουν ως µεσολαβητές 

ενδοκυτταρικών ορµονικών επιδράσεων (Kakkar and Sawhney, 2002). 

Πληροφορίες που υποστηρίζουν αυτή την υπόθεση έχουν αποκτηθεί µε χρήση 

συγκεκριµένων αναστολέων της βιοσύνθεσης των πολυαµινών (Martin-Tanguy, 

2001). 

Επαγωγή τυχαίων ριζών µε αυξίνη, σε σπορόφυτα φασολιού εµπλέκει 

αυξηµένη βιοσύνθεση πολυαµινών (Friedman et al., 1989). Αναστολή αυτής της 

απόκρισης µε MGBG, και επαναφορά της µε εφαρµογή αργινίνης ή ορνιθίνης, 

υποστηρίζει ότι η βιοσύνθεση των πολυαµινών απαιτείται σε αυτήν την 

απόκριση (Friedman et al., 1989). 

Άλλες επιδράσεις των ορµονών στη φυτική αύξηση και ανάπτυξη 

εµπλέκουν επίσης αλλαγές στο µεταβολισµό των ΠΑ. Έχει δειχθεί ότι η 

επαγώµενη από γιββερελλίνη επιµήκυνση νάνων µεσογονατίων µπιζελιού 

συνοδεύεται από ταυτόχρονες αυξήσεις στις ποσότητες των ΠΑ και στην 

ενεργότητα της ADC (Dai and Galston, 1981). 
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Τόσο η GA3 όσο και το IAA επάγουν µια τετραπλάσια αύξηση στην 

ενεργότητα της ODC σε βλαστανόµενα σπορόφυτα κριθαριού (Kyriakidis, 

1983). Οι κυτοκινίνες, επίσης, ενεργοποιούν τη βιοσύνθεση των ΠΑ σε µερικά 

φυτικά συστήµατα. Η κινετίνη και η βενζυλαδενίνη αύξησαν τη σύνθεση της Put 

σε κοτυληδόνες µαρουλιού στο φως (Cho, 1983). Η ενεργότητα της ADC και οι 

περιεκτικότητες σε Put αυξήθηκαν µετά από µεταχείριση µε βενζυλαδενίνη 

(Perez-Amador et al., 2002). Οι κυτοκινίνες ήταν επίσης ικανές να αναστρέψουν 

την αναστολή αυτής της απόκρισης από µια άλλη φυτική ορµόνη, το αµπσισικό 

οξύ, δείχνοντας πιθανά ότι η βιοσύνθεση των ΠΑ σε αυτά τα σπορόφυτα είναι 

κάτω απ’ τον έλεγχο πολλαπλών ορµονών. Η ενεργότητα της ADC σε 

εκχλοιωµένους οφθαλµούς µπιζελιού αυξήθηκε επίσης από χαµηλές 

συγκεντρώσεις βενζυλαδενίνης, οι οποίες δεν επηρέασαν την αύξηση (Palavan et 

al., 1984). 

Απ’ τις κύριες φυτικές ορµόνες, το αιθυλένιο υπήρξε το πιο έντονα 

ερευνηµένο σε σχέση µε το µεταβολισµό των ΡΑ (περιγράφεται αναλυτικά στη 

παράγραφο 6 «Πολυαµίνες και γηρασµός» της παρούσης εργασίας). Αυτό 

µπορεί να αποδοθεί στο γεγονός ότι οι ΠΑς επιδεικνύουν σηµαντικές 

αντιγηραντικές ιδιότητες, που ανταγωνίζονται άµεσα πολλές αποκρίσεις 

επαγώµενες από αιθυλένιο, µε τη SAM να είναι ένας κοινός πρόδροµος τόσο για 

το αιθυλένιο όσο και για τις ΡΑs.  

Περιληπτικά, φαίνεται καθαρά ότι ορµονική δράση και σύνθεση (στη 

περίπτωση του αιθυλενίου) περιλαµβάνει αλλαγές στο µεταβολισµό των ΠΑ 

αυτών των ορµονικών ανταποκρίσεων. Αναµφίβολα, η ενεργή έρευνα σε αυτό το 

συναρπαστικό πεδίο της φυσιολογίας πρέπει να συνεχιστεί. 

 

 

1.10. Πολυαµίνες και Καταπονήσεις 

Πολλοί τύποι καταπόνησης δηµιουργούν χαρακτηριστικές µεταβολικές 

αλλαγές κατά τη διάρκεια των οποίων η Put συσσωρεύεται σε υψηλές 

συγκεντρώσεις σε φυτικούς ιστούς, ενώ επίπεδα άλλων ΠΑ παραµένουν κατά 
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βάση αµετάβλητα. Η φυσιολογική σηµασία αυτής της ανταπόκρισης δεν 

κατανοείται. Όµως, η αντίδραση αυτή µπορεί να έχει σχέση µε το γεγονός ότι τα 

φυτά που µεγαλώνουν σε φυσικά περιβάλλοντα πρέπει συνεχώς να 

προσαρµόζονται για να µεγαλώσουν. 

Η φυσιολογική σηµασία της συσσώρευσης Put, ως απάντηση της 

καταπόνησης στα φυτά µπορεί να είναι προστατευτικής φύσης, που προσφέρει 

ένα επιλεκτικό πλεονέκτηµα στα καταπονηµένα κύτταρα. Οι διαµίνες, όπως η 

Put, είναι γενικά λιγότερο αποτελεσµατικές απ’ ότι οι ανώτερες ΠΑs (Spd, Spm) 

στο να εµποδίσουν την αύξηση των ενεργοτήτων των RNAασών και 

πρωτεασών, την αποδόµηση της χλωροφύλλης και άλλων διεργασιών που 

παρατηρούνται κατά το γηρασµό (Bouchereau et al., 1999). Η Put είναι επίσης 

λιγότερο αποτελεσµατική απ’ ότι οι ανώτερες ΠΑς στη σταθεροποίηση των 

µεµβρανών κατά των αλλαγών στη ρευστότητα που επάγονται από καταπονήσεις 

(Ha et al., 1998). Έτσι, η αποτυχία της Put να µεταβολιστεί σε Spd και Spm δεν 

θα εµφανιζόταν να είναι πλεονεκτική από µια αντιγηραντική άποψη. Αντίθετα, η 

συσσώρευση Put θα µπορούσε να είναι µια αιτία για βλάβες που προκαλούνται 

από καταπόνηση. Υψηλές συγκεντρώσεις (~100mM>) εξωγενούς Put είναι 

τοξικές σε ένα αριθµό φυτικών ιστών (Sudha and Ravishankar, 2002) και 

µεγάλες συσσωρεύσεις ενδογενούς Put µπορεί να σχετίζονται µε νέκρωση των 

φύλλων σε φυτικούς ιστούς προσβαλλόµενους από ιούς και σε έλλειψη K+. 

Εµφανώς, η ενδοκυτταρική συσσώρευση υψηλών συγκεντρώσεων ελεύθερων 

αµινών, όπως η Put, θα είχε δραστικές συνέπειες για τη ρύθµιση του 

µεταβολισµού του αζώτου, την πρωτεϊνοσύνθεση και τη διατήρηση του 

κυτταρικού pH και της οµοιόστασης των ιόντων. 

Η σύνθεση της ADC σε ωσµωτικά καταπονηµένα φύλλα βρώµης 

ρυθµίζεται από τη Spm. Μεταχείριση µε Spm σε συνδυασµό µε ωσµωτικό στρες 

καταλήγει σε αυξηµένα επίπεδα mRNA της ADC, µε µια µείωση στην 

ενεργότητά της (Borrell et al., 1996). Αυτή η έλλειψη συσχέτισης εξηγείται απ’ 

το γεγονός ότι η Spm εµποδίζει τη µετατροπή του προενζύµου της ADC, το 

οποίο οδηγεί σε αυξηµένα επίπεδα αυτής της ανενεργής µορφής ADC και µια 

επακόλουθη µείωση της ενεργής µορφής της ADC. Η µεταχείριση µε Spm 
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οδηγεί σε καθυστερηµένη απώλεια χλωροφύλλης σε επωασµένα στο σκοτάδι και 

σε ωσµωτικά καταπονηµένα φύλλα βρώµης. Έτσι, η µετα-µεταφραστική 

ρύθµιση της ADC από τη Spm µπορεί να είναι σηµαντική στην εξήγηση των 

αντιγηραντικών της ιδιοτήτων (Borrell et al., 1996). 

Καταπόνηση µακράς διαρκείας από αλατότητα στο Brassica campestris 

προκάλεσε µόνο µικρές αλλαγές στα επίπεδα των ΠΑ και στις ενεργότητες των 

ADC, ODC και PAO. Η ενεργότητα της DAO, αντίθετα µε άλλα ένζυµα του 

µεταβολισµού των ΠΑ, αυξήθηκε σηµαντικά κατά τη διάρκεια της καταπόνησης 

(Das et al., 1995). Η Put βρέθηκε να είναι σηµαντική για την ανάκαµψη της 

αύξησης υπό την επίδραση παγετού σε ρίζες ρυζιού (Lee, 1997). Οι Bagga et al. 

(1997) ανέφεραν υψηλότερη ενεργότητα αµινοπροπυλτρανσφεράσης (APT) σε 

τριφύλλια ανθεκτικά στην ωσµωτική καταπόνηση. Αυτό δείχνει ότι η 

αµινοπρoπυλτρανσφεράση της Put (PAPT) είναι παρούσα στο τριφύλλι το οποίο 

υπόκειται σε ωσµωτική καταπόνηση όπου η Put χρησιµοποιείται ως µοναδικό 

αρχικό υπόστρωµα (Bagga et al., 1997). Οι Mansour and Al-Mutawa (1999) 

έχουν αναφέρει ότι οι ολικές ενδογενείς ΠΑς παίζουν έναν σηµαντικό ρόλο στη 

σταθεροποίηση της πλασµατικής µεµβράνης κάτω από συνθήκες αλατότητας. 

Όλες αυτές οι µελέτες υποδηλώνουν ότι οι αλλαγές στο µεταβολισµό των ΠΑ 

µπορεί να παίζουν έναν ρόλο στη προσαρµογή των φυτών σε παράγοντες που 

επάγουν βιολογική καταπόνηση. 

 

1.11. Πολυαµίνες και Φυτοµορφογένεση 

Aλλαγές στις περιεκτικότητες των ΠΑ και στα ένζυµα της βιοσύνθεσής 

τους έχουν συσχετιστεί όχι µόνο µε περιβαλλοντικές καταπονήσεις (Flores and 

Martin-Tanguy, 1991) και το γηρασµό (Bouchereau et al., 1999), αλλά και µε 

ποικίλες µορφογενετικές διαδικασίες που περιλαµβάνουν ριζογένεση και 

βλαστογένεση (Davis, 1997), εµβρυογένεση (Pedroso et al., 1997), ανάπτυξη 

των ανθέων, ωρίµανση των καρπών (Galston et al., 1997) και λήθαργο (Kakkar 

and Nagar, 1997).  
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1.11.1. Πολυαµίνες και Κυτταρική Αύξηση 

Παρόλο που υπάρχουν αρκετές αποδείξεις για το σηµαντικό ρόλο των ΠΑ 

στη ρύθµιση της σύνθεσης του DNA και της οµαλής λειτουργίας του κυτταρικού 

κύκλου (Ray et al., 1999), µια γενική και αιτιώδης συσχέτιση µεταξύ ΠΑ και 

κυτταρικής αύξησης στα φυτά δεν έχει ακόµη δειχθεί (Bagni and Tassoni, 2001). 

Απ’ την άλλη µεριά, η βιοσύνθεση των ΠΑ κατά τη διάρκεια ενεργής κυτταρικής 

διαίρεσης εµφανίζεται να ρυθµίζεται από αλλαγές στην ενεργότητα της ΟDC, 

ενώ η ενεργότητα της ADC γενικά ρυθµίζει την αύξηση µη διαιρούµενων, αλλά 

γρήγορα αυξανόµενων κυττάρων (Kakkar and Sawhney, 2002). 

Ο ρόλος των ΠΑ και των αναστολέων της βιοσύνθεσής τους στον 

κυτταρικό κύκλο έχει µελετηθεί σε ένα ευρύ φάσµα φυτών. Σε πρωτοπλάστες 

βρώµης, οι ΠΑς αύξησαν τόσο τη σύνθεση του DNA όσο και την έναρξη της 

µιτωτικής δραστηριότητας (Kaur-Sawhney et al., 1980). Οµοίως, η αργινίνη, (1 - 

10 mM) ή οι ΠΑς (0.1 - 1.0 mM) επήγαν κυτταρική διαίρεση σε πρωτοπλάστες 

αµυγδάλου, µε την Put να είναι η πιο αποτελεσµατική (Wu and Kuniyuki, 1985). 

Αύξηση της σύνθεσης των ΡΑ παρατηρήθηκε κατά τη διάρκεια της G1 και 

S-φάσης που προηγήθηκε από αυξήσεις στις ενεργότητες των ODC και ADC σε 

έκφυτα κονδύλων ηλίανθου (Serafini-Fracassini, 1991). Η MGBG δεν έδρασε, 

ενώ οι DFMO και DFMA προκάλεσαν σηµαντική αναστολή της κυτταρικής 

διαίρεσης. 

Παρόµοια, στη Chlorella, οι υψηλότερες τιµές της ενεργότητας της ODC 

και των ΡΑ παρατηρήθηκαν πριν την S-φάση (Cohen et al., 1984). Σε µια άλλη 

µελέτη, οι (Pfosser et al., 1990) ανέφεραν τα υψηλότερα επίπεδα της Put στο 

τέλος της φάσης G2 και στο όριο S/G2 και µια γρήγορη µείωση της 

περιεκτικότητας της Put κατά τη διάρκεια της S-φάσης σε συγχρονισµένα 

κύτταρα του καπνού. Η συσσώρευση των ΠΑ και ειδικά της Put συνέβησαν 

ταυτόχρονα µε τις αυξηµένες ενεργότητες της ADC στις φάσεις G1/S και G2/M 

σε κυτταροκαλλιέργειες του Catharanthus roseus (Maki et al., 1991). Η 

παρεµπόδιση της µετατροπής της Put σε Spd θα µπορούσε να είναι ένα 

σηµαντικό βήµα στην αλλαγή απ’ την κυτταρική διαίρεση στην φάση της 
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κυτταρικής επιµήκυνσης (Galston, 1991). 

Οι συζευγµένες ΠΑς έχουν επίσης δειχθεί να παίζουν ρόλο στη λειτουργία 

του κυτταρικού κύκλου. Στην ενδιάµεση G1 φάση, η ευαίσθητη στη 

θερµοκρασία ενεργότητα της τρανσγλουταµινάσης ήταν πολύ χαµηλή, κατόπιν 

αυξήθηκε 7–8 φορές µέχρι την S-φάση και µετά παρέµεινε σταθερή (Serafini-

Fracassini, 1991). Τα επίπεδα της Put µειώθηκαν, µέχρι την ενδιάµεση G1 φάση 

και µετά αυξήθηκαν κατά τη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου και παρέµειναν 

σταθερά µόνο στην αρχή της κυτταρικής διαίρεσης σε κονδύλους ηλίανθου 

(Serafini-Fracassini, 1991).  

Η διαθεσιµότητα των ΠΑ θα µπορούσε να εµπλέκεται στην παράταση της 

κυτταρικής διαίρεσης εξαιτίας της αναστολής της σύνθεσης 

φαινυλοπροπανοειδών σε κύτταρα σόγιας στερηµένα κυτοκινινών (Mader and 

Hanke, 1997). Η απόλυτη απαίτηση ΠΑ για επιµήκυνση και τροποποίηση του 

κυτταρικού τοιχώµατος (Berta et al., 1997) εξηγεί ότι η υπερτροφία του 

κυτταρικού τοιχώµατος ήταν σχετική µε την αναστολή της βιοσύνθεσης των ΠΑ. 

Αυτό, µε τη σειρά του, προτείνει την εµπλοκή των ΡΑ στην αλληλεπίδραση των 

συστατικών του κυτταρικού τοιχώµατος που βοηθάει την πλαστικότητά του και 

την κύτταρο σε κύτταρο προσκόλληση. 

 

1.11.2. Πολυαµίνες και Εµβρυογένεση 

Kυτταρικά και µορφογενετικά φαινόµενα κατά τη διάρκεια της σωµατικής 

εµβρυογένεσης ελέγχονται από τις συνθήκες καλλιέργειας (σύνθεση του 

θρεπτικού µέσου και συνθήκες περιβάλλοντος) και από γενετικές επιδράσεις 

(Cvikrova et al., 1999). Μια κλασική και πρωτοπόρα µελέτη έδειξε ότι η 

προσθήκη Put, Spd ή Spm στο θρεπτικό µέσο καλλιέργειας είχε ως αποτέλεσµα 

την παραγωγή κάλλου σε έκφυτα αγκινάρας (Bagni, 1966). Αυξηµένη 

βιοσύνθεση των πολυαµινών φαίνεται να προηγείται ή να ακολουθεί την 

οργανογένεση και τη σωµατική εµβρυογένεση σε αρκετές φυτικές 

κυτταροκαλλιέργειες. Υψηλότερο επίπεδο Put απ’ ότι Spd αναφέρθηκε σε 

εµβρυογενετικές κυτταροκαλλιέργειες καρότου (Bastola and Minocha, 1995) και 
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καµέλιας (Pedroso et al., 1997). Σε άλλη µελέτη, κύτταρα που είχαν περίσσεια 

Put ήταν πιο ικανά στο να υποστούν εµβρυογένεση στον ίδιο ιστό, αλλά αυτά τα 

κύτταρα έφτασαν στο στάδιο του σφαιρικού εµβρύου και απέτυχαν να 

αναπτυχθούν περαιτέρω (Minocha et al., 1991). 

Η περιεκτικότητα σε ΠΑς και τα ένζυµα της βιοσύνθεσης τους έχουν 

επίσης συγκριθεί µεταξύ σωµατικών και ζυγωτικών εµβρύων σε διαφορετικά 

φυτά. Για παράδειγµα, στην άµπελο, τα σωµατικά έµβρυα έδειξαν υψηλή 

περιεκτικότητα σε ελεύθερες ΠΑς, σε σχέση Put/Spd και στις ενεργότητες τόσο 

της ADC όσο και της ODC, ενώ, χαµηλή περιεκτικότητα σε ελεύθερες ΠΑς 

παρατηρήθηκε στα ζυγωτικά έµβρυα. Η µη φυσιολογική συµπεριφορά των 

σωµατικών εµβρύων στο τελευταίο στάδιο του τορπέδο και το χαµηλό ποσοστό 

της ανάπτυξής τους σε φυτάρια αποδόθηκε στην υψηλή περιεκτικότητα σε 

ελεύθερες ΠΑς και/ή σε ανεπαρκή σχέση Put/Spd (Faure et al., 1991). Αυξηµένη 

περιεκτικότητα σε Agm και Spm αναφέρθηκε από το C1 και C2 στάδιο (Garin et 

al., 1995), ενώ η Put αυξήθηκε στο C3 στάδιο κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 

ζυγωτικών εµβρύων στο πεύκο. Προτάθηκε ότι η σχέση Put/Spd θα µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί ως δείκτης για διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια. Η Put παίζει 

ένα ρόλο κλειδί στη ρύθµιση τόσο των ΠΑ όσο και του αιθυλενίου και οδηγεί σε 

αυξηµένη σωµατική εµβρυογένεση (Patil et al., 1999). Όµως, δε µπορεί να 

ελεγχθεί η εµπλοκή των άλλων φυτορυθµιστικών ουσιών, εκτός από το 

αιθυλένιο, στην επιρροή πάνω στη σωµατική εµβρυογένεση. Αυτά τα 

αποτελέσµατα δείχνουν ότι η απαίτηση για ΡΑs στην έναρξη της σωµατικής 

εµβρυογένεσης µπορεί να µην είναι καθολική αλλά να είναι πολύ ειδική, 

ανάλογα µε το µελετούµενο σύστηµα. 

 

1.11.3. Πολυαµίνες και Σχηµατισµός Οφθαλµών 

Λόγω των δυσκολιών στην ερευνητική διαδικασία µε άθικτα φυτά, πολλοί 

ερευνητές έχουν στραφεί σε αναλύσεις σχηµατισµού και ανάπτυξης οφθαλµών 

σε οργανογενετικές καλλιέργειες και in vitro συστήµατα. Η µέθοδος των λεπτών 

κυτταρικών στοιβάδων καπνού (Tran Thanh Van, 1981) έχει χρησιµοποιηθεί για 
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τη µελέτη των επιδράσεων των ΡΑ και των αναστολέων τους στην επαγωγή 

άνθισης in vitro. Ελεύθερες και συζευγµένες ΡΑs µετρήθηκαν σε διαφορετικές 

φάσεις κατά τη διάρκεια καλλιέργειας λεπτών στρωµάτων από ιστούς 

κατευθυνόµενους για άνθιση ή βλάστηση (Torrigiani et al., 1987). Τα επίπεδα 

Put, Spd και Spm ήταν ελαφρά διαφορετικά µεταξύ των ιστών που σχηµατίζουν 

βλαστικούς και ανθικούς οφθαλµούς. Όµως και οι δύο έδειξαν σηµαντική 

αύξηση 10-πλάσια µε 20-πλάσια στην αρχή στα επίπεδα της Spd, έπειτα σε 

εκείνα της Put. Οι συζευγµένες ΠΑς, τόσο οι διαλυτές όσο και οι αδιάλυτες, 

ήταν περίπου 10-φορές υψηλότερα σε σχέση µε τις ελεύθερες ΠΑς, και τα 

επίπεδα της συζευγµένης Put αυξήθηκαν σηµαντικά κατά τη διάρκεια της 

διαδικασίας της ανάπτυξης του εκφύτου. Αυτά τα αποτελέσµατα δείχνουν 

συσχέτιση των ΡΑ και των συζευγµένων µορφών µε το σχηµατισµό οφθαλµών, 

αλλά καµία διαφορά ανάµεσα στα ανθικά και βλαστικά προγράµµατα. Αυτά τα 

αποτελέσµατα υποδηλώνουν ότι οι ΠΑς µπορεί να παίζουν έναν ρόλο στο 

σχηµατισµό οφθαλµών γενικά, παρά στο σχηµατισµό ανθικών οφθαλµών 

συγκεκριµένα. 

Πιο δραµατικά αποτελέσµατα έχουν αναφερθεί στα διαφορετικά 

αναπτυξιακά προγράµµατα (Kaur-Sawhney et al., 1988). Χρησιµοποιήθηκαν δύο 

βασικά µέσα για να καλλιεργήσουν επιδερµικές λωρίδες ανθοφόρων βλαστών 

(Kaur-Sawhney et al., 1988). Το ένα οδήγησε σε ανάπτυξη ανθοφόρων 

οφθαλµών σε ‘ανθικό µέσο’, ενώ το άλλο σε ανάπτυξη βλαστοφόρων οφθαλµών 

σε ‘βλαστικό µέσο’. Η διαφορά των µέσων ήταν ένα 10-φορές υψηλότερο 

επίπεδο κυτοκινίνης στο ‘βλαστικό µέσο’. Τα επίπεδα Spd ήταν 4,5-φορές 

υψηλότερα σε έκφυτα που καλλιεργήθηκαν σε ανθοφόρο µέσο από εκείνα που 

καλλιεργήθηκαν σε βλαστοφόρο µέσο. Αυτά τα αποτελέσµατα οδήγησαν σε 

περαιτέρω δοκιµή των επιδράσεων εξωγενούς Spd σε οφθαλµούς που 

σχηµατίστηκαν στο βλαστικό µέσο και των επιδράσεων της κυκλοεξιλαµίνης 

(CHA) σε οφθαλµούς που σχηµατίστηκαν στο ανθικό µέσο. Η Spd σε 

συγκεντρώσεις 0,5-5 mM µείωσε τον αριθµό των βλαστοφόρων οφθαλµών σε 

βλαστικό µέσο κατά 70% και προκάλεσε εµφάνιση ανθοφόρων οφθαλµών που 

δεν είχαν παρατηρηθεί προηγούµενα στο βλαστικό µέσο. Η CHA σε 
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συγκεντρώσεις 10–20 mM προκάλεσε 75% µείωση στο επίπεδο της Spd στα 

έκφυτα και µια σηµαντική αλλαγή από ανθοφόρους σε βλαστοφόρους 

οφθαλµούς, που δεν είχαν παρατηρηθεί στο κανονικό ανθοφόρο µέσο. Η 

ταυτόχρονη προσθήκη 10 mM CHA και 1 mM Spd προκάλεσε µερική 

αναστροφή της παραπάνω επαγώµενης από CHA αλλαγής, συνιστώντας ότι η 

εξάντληση της Spd ήταν πραγµατικά µια σηµαντική αιτία αυτής της µετατροπής. 

Όµως, σε κυτταρικές στοιβάδες που σχηµατίζουν οφθαλµούς είναι προφανής µια 

αντίστροφη σχέση ανάµεσα στα επίπεδα συζευγµένων ΠΑ/βιοσυνθετική 

ικανότητα αιθυλενίου και την έκταση του σχηµατισµού µεριστεµοϊδών 

(Scaramagli et al., 1999a). 

Μια επιπλέον σύγχυση είναι και το ότι ένας αριθµός διαφορετικών 

µεταβλητών έχουν πρόσφατα αναφερθεί ότι προκαλούν αλλαγές στο 

οργανογενετικό πρόγραµµα, που περιλαµβάνει pH, ποσότητα και τύπο 

κυτοκινίνης, ολιγοσακχαρίτες (Tran Thanh Van, 1981) και ΠΑς. Υπάρχει η 

αίσθηση ότι, είτε το σύστηµα είναι ελαστικό ώστε µια ποικιλία σηµάτων να 

προκαλεί µια αλλαγή, είτε ότι η πραγµατικά υπεύθυνη µεταβλητή δεν έχει 

βρεθεί. Το συµπέρασµα είναι είτε ότι στο φυτό η ποικιλία σηµάτων µπορεί 

εναλλακτικά να συνδέεται µε την ανθική/βλαστική µετατροπή, είτε ότι τα in 

vitro και in vivo συστήµατα δεν είναι πάντα σταθερά στον καθορισµό ενός 

βλαστοφόρου οφθαλµού.  

 

1.11.4. Πολυαµίνες και Βλαστογένεση 

To λάχανο (Brassica campestris) παράγει υψηλά επίπεδα αιθυλενίου σε 

καλλιέργεια προκαλώντας µη φυσιολογική αύξηση και ανάπτυξη του φυτού 

(Palmer, 1992), και επίσης αναστέλλοντας την (de novo) αναγέννηση βλαστών in 

vitro (Chi et al., 1991; Pua and Chi, 1993). Εφαρµογή αµινοεθοξυβινυλγλυκίνης 

(AVG) και AgNO3, τα οποία είναι οι αναστολείς παραγωγής και δράσης του 

αιθυλενίου, αντίστοιχα (Pandey et al., 2000), οδηγεί σε υψηλής συχνότητας 

αναγέννηση βλαστών (70–90%) από καλλιεργούµενα έκφυτα πολλών 

απείθαρχων γενοτύπων του λάχανου (Chi et al., 1994) and B. juncea (Pua and 
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Chi, 1993). Παρόµοια, η ενισχυτική επίδραση των αναστολέων του αιθυλενίου 

σε de novo αναγέννηση βλαστών έχει, επίσης, δειχθεί και για άλλα φυτικά είδη 

που περιλαµβάνουν µονοκοτυλήδονα, όπως Triticum aestivum και Zea mays 

(Songstad et al., 1991). Στο B. campestris (Chi et al., 1994) υπήρχε µια αύξηση 

των επιπέδων ελεύθερης Put και Spm παρουσία της AVG, µαζί µε την 

ενισχυτική επίδραση των εξωγενών ΠΑ στην αναγέννηση βλαστών, 

προτείνοντας ότι η κυτταρική διαφοροποίηση που οδηγεί σε σχηµατισµό 

βλαστών από κοτυληδόνες µπορεί να σχετίζεται µε το µεταβολισµό των ΠΑ. 

Αυτό το αποτέλεσµα δηλώνει ότι η ενισχυτική επίδραση των ΠΑ στην 

αναγέννηση µπορεί να µην οφείλεται σε αναστολή της βιοσύνθεσης αιθυλενίου. 

Σε κάλλους ρυζιού υπάρχει µια απώλεια αναγεννητικής ικανότητας µε την 

αύξηση της ηλικίας. Καλλιέργειες δώδεκα µηνών έδειξαν µια 5-πλάσια αύξηση 

στα επίπεδα της Put και µια 2.5-φορές αύξηση στα επίπεδα της Spd (Bajaj and 

Rajam, 1996). Οι µακροχρόνιες καλλιέργειες είχαν µαζική συσσώρευση Put και 

Spd µαζί µε αύξηση στην ενεργότητα της ADC και η µορφογενετική ικανότητα 

σε τέτοιες καλλιέργειες (που είναι σχεδόν µηδενική) θα µπορούσε εντελώς να 

επανέλθει µετά από µείωση ΠΑ και προσαρµογή της σχέσης Put/Spd 

χρησιµοποιώντας DFMA ή Spd. Η DFMO ήταν αναποτελεσµατική στη µείωση 

της συσσώρευσης των ΡΑ και της βελτίωσης της αναγεννητικής ικανότητας στο 

ρύζι (Bajaj and Rajam, 1996). Αυτό το αποτέλεσµα ενισχύει την ιδέα ότι η 

συσσώρευση ΠΑ µπορεί να οφείλεται στην ενεργοποίηση της ADC, αφού 

θεωρείται το επικρατέστερο µονοπάτι για τη βιοσύνθεση των ΡΑ στα ανώτερα 

φυτά (Bais and Ravishankar, 2002). Η αναστολή της αναγέννησης σε νέες 

καλλιέργειες ρυζιού από DFMA ειδικά σε υψηλές συγκεντρώσεις (100 µM και 1 

mM), µπορεί να οφείλεται στα µειωµένα επίπεδα ΡΑ στα κύτταρα κάτω απ’ το 

όριο που απαιτείται για αναγέννηση (Helleboid et al., 1995). Η DFMA έχει 

επίσης δειχθεί ότι επάγει οργανογένεση στον καπνό, ο οποίος αρχικά είχε 

υψηλότερα επίπεδα Put (Tiburcio et al., 1987) και εµβρυογένεση στο καλαµπόκι 

(Torne et al., 1994). 
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1.11.5. Πολυαµίνες και Ριζογένεση 

Η ριζογένεση θα µπορούσε να ρυθµιστεί απ’ τις ΠΑς και τα ένζυµα του 

µεταβολισµού τους τόσο in vitro όσο και in planta σε διαφορετικά φυτικά είδη. 

Έχει προταθεί η συµµετοχή της ODC κατά τη διάρκεια των πρώιµων σταδίων 

της επαγωγής ριζών και της αποδιαφοροποίησης, και της ADC στα µετέπειτα 

στάδια της διαφοροποίησης και αύξησης της ρίζας. Η ODC εντοπίστηκε κυρίως 

στην άκρη της ρίζας (µεριστωµατική ζώνη) στον ηλίανθο (Serafini-Fracassini, 

1991), ενώ τόσο η ADC όσο και η ODC αυξήθηκαν κατά τη διάρκεια 

σχηµατισµού πλευρικών ριζών. Ωστόσο, στο φασόλι, οι ενεργότητες και των δύο 

αυτών ενζύµων ήταν υψηλές στην κορυφή της ρίζας, ενώ η ADC φάνηκε να 

συµµετέχει στην αύξηση της (Palavan et al., 1984). Επιπλέον, το 

ινδολυλοβουτυρικό οξύ (IBA) αύξησε την περιεκτικότητα των ΠΑ πριν την 

επαγωγή αρχικών ριζών (Friedman et al., 1985). Η ορνιθίνη, η Spm και η Spd 

προήγαν τη ριζοβολία, ενώ η MGBG την παρεµπόδισε στον ίδιο ιστό (Friedman 

et al., 1985). Η Put προήγαγε το σχηµατισµό ριζών σε βλαστούς λεύκας in vitro 

(περίπου 40 %), ενώ η αµινογουανιδίνη (AG) και η Spd τον παρεµπόδισαν. 

Η επαγωγή ριζογένεσης σε υποκοτύλια Vigna ήταν ανεπιτυχής (Friedman 

et al., 1985), αλλά καταγράφηκε µια αύξηση στις ΠΑς µετά από ριζοβολία 

επαγώµενη από ΙΒΑ. Επιπλέον µελέτες µε [14C]ορνιθίνη και [14C]αργινίνη απ’ 

τους ίδιους συγγραφείς υποδήλωσαν ότι και τα δύο µονοπάτια, του αιθυλενίου 

και των ΡΑ, συνέβαλαν στην αύξηση των ΡΑ από IBA. Στη µηλιά σηµειώθηκε 

µια σηµαντική αύξηση στα επίπεδα των ΠΑ που συνοδευόταν από επαγωγή και 

αύξηση των ριζών (Wang and Faust, 1986). Όµως, σε αντίθεση µε τις αναφορές 

στο φασόλι, η χρήση του αναστολέα DFMO ήταν πιο αποτελεσµατική από την 

DFMA στη µείωση της αύξησης του φρέσκου βάρους, το οποίο δείχνει έναν 

κύριο ρόλο για την ODC παρά για την ADC. Παρατηρώντας οργανογένεση 

ριζών σε καλλιέργειες κάλλων καπνού, βρέθηκε ότι η παραγωγή ριζών ήταν 

αντιστρόφως ανάλογη µε την Put και τα κλάσµατα των αλκαλοειδών (Tiburcio et 

al., 1987). Η προσθήκη DFMA ή D-αργινίνης µείωσε την Put και τα κλάσµατα 

αλκαλοειδών και προώθησε τη ριζοβολία, υποδηλώνοντας την συµµετοχή του 
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µονοπατιού της ADC σύνθεσης των ΠΑ στην παραγωγή αλκαλοειδών 

προερχόµενων από Put και µια επιρροή των ΠΑ πάνω στην οργανογένεση in 

vitro. Η διαφοροποίηση της ρίζας στον καπνό βρέθηκε να εξαρτάται τόσο από 

µια αύξηση στα κλάσµατα της Put όσο και από µια µείωση του pH, ο καθένας 

απ’ τους δύο παράγοντες δρώντας ανεξάρτητα. Η αναστολή της βιοσύνθεσης της 

Put βρέθηκε ότι εµποδίζει το σχηµατισµό ρίζας, ενώ εξωγενής Put αντίστρεψε 

αυτό το αποτέλεσµα και έτσι η Put θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως δείκτης 

της διαφοροποίησης ριζών. Η συνεργιστική δράση µεταξύ αυξινών και ορνιθίνης 

δείχθηκε στη ριζογένεση εκφύτων φύλλου του Datura innoxia (Chriqui et al., 

1986). Αν και προσθήκη των ΠΑ σε θρεπτικό µέσο που περιέχει αυξίνη δεν 

ενίσχυσε την ριζογένεση, η εξωγενής Put µπορεί να παρακινεί την αύξηση των 

ριζών (Chriqui et al., 1986). Σε συνέχεια της έρευνας, η συνεργιστική 

δραστηριότητα των αυξινών και των πολυαµινών δείχθηκε σε σχέση µε τη 

διαφοροποιηµένη in vitro επαγωγή ριζών σε δύο ποικιλίες αχλαδιάς (Baraldi et 

al., 1995). 
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Σκοπός της Μελέτης 

Η µορφογένεση των φυτών είναι µια πολύ πολύπλοκη αναπτυξιακή διαδικασία 
που περιλαµβάνει σχεδόν όλα τα κυτταρικά συστατικά και τις µοριακές και 
φυσιολογικές δραστηριότητες τους. Τα φυτικά είδη διακρίνονται σε απείθαρχα, 
µε καθόλου ή χαµηλή αναγεννητική ικανότητα in vitro, όπως η άµπελος, και σε 
εύκολα αναγεννώµενα είδη, όπως ο καπνός. Ωστόσο, οι παράγοντες που 
συντελούν στην απειθαρχία είναι άγνωστοι (Roubelakis-Angelakis, 1993). Σε 
µια προσπάθεια κατανόησης των µηχανισµών που εµπλέκονται στη αδυναµία 
αναγέννησης των φυτών προσδιορίστηκαν οι άριστες συνθήκες ιστοκαλλιέργειας 
και καλλιέργειας πρωτοπλαστών (Theodoropoulos and Roubelakis-Angelakis, 
1991; Katsirdakis and Roubelakis-Angelakis, 1992a), τα χαρακτηριστικά της 
βιοχηµικής δοµής των κυτταρικών τοιχωµάτων κατά την ανασύσταση τους από 
πρωτοπλάστες (Katsirdakis and Roubelakis-Angelakis, 1992b) και µελετήθηκαν 
οι οξειδωτικοί µηχανισµοί τόσο στον καπνό όσο και στην άµπελο (Benson and 
Roubelakis-Angelakis, 1992, 1994; de Marco and Roubelakis-Angelakis, 1996a, 
1996b, 1997, 1999; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999, 2002; Papadakis 
et al., 2001a, 2001b; Siminis et al., 1993, 1994). Σηµαντικοί παράγοντες που 
επηρεάζουν, επίσης, την αναγεννητική ικανότητα των φυτών είναι το στάδιο 
ανάπτυξης και η προέλευση του δότη οργάνου (Roubelakis-Angelakis and 
Katsirdakis, 1990; Theodoropoulos and Roubelakis-Angelakis, 1991; Katsirdakis 
and Roubelakis-Angelakis, 1992a), καθώς και η οµοιοστασία των πολυαµινών 
(Roubelakis-Angelakis, 1993). 

Σκοποί αυτής της εργασίας ήταν: 
 H χωρο- και χρονοταξική µελέτη της οµοιοστασίας των πολυαµινών σε 

φυτά καπνού και αµπέλου.   
 H µελέτη της οµοιοστασίας των πολυαµινών κατά την οργανογένεση της 

αµπέλου. 
Η προσέγγιση έγινε µε σύγκριση του αναγεννώµενου καπνού και της µη 

αναγεννώµενης αµπέλου και περιέλαβε τη µελέτη: 
i. Της χωρο- και χρονοταξικής κατανοµής των ελευθέρων, διαλυτών 

συζευγµένων και αδιάλυτων συζευγµένων πολυαµινών κατά την αύξηση 
και ανάπτυξη των φυτών καπνού και αµπέλου. 

ii. Tης χωρο- και χρονοταξικής ρύθµισης της έκφρασης των γονιδίων, που 
κωδικοποιούν ένζυµα βιοσύνθεσης των πολυαµινών στον καπνό. 

iii. Tης χωρο- και χρονοταξικής ρύθµισης της έκφρασης των γονιδίων, που 
κωδικοποιούν ένζυµα καταβολισµού των πολυαµινών στον καπνό. 

iv. Της κατανοµής των ελευθέρων και συζευγµένων πολυαµινών κατά την 
ηλικια- και ιστοειδική άµεση βλαστογένεση της αµπέλου. 

v. Της ρύθµισης των ελευθέρων και συζευγµένων πολυαµινών σε 
κατευθυνόµενα ριζογενετικά και βλαστογενετικά προγράµµατα της 
αµπέλου. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: Υλικά και Μέθοδοι 
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2.1. Προέλευση Αντιδραστηρίων και Υλικών 

Τα υλικά, που χρησιµοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση της παρούσας 

διατριβής προήλθαν κυρίως από τις εταιρείες BΟEΗRINGER MANHEIM, 

PHARMACIA, PROMEGA, SIGMA CHEMICALS, United States 

Biochemicals (USB), STRATAGENE και MERK.  

O dSAM co-factor δωρήθηκε από τους Prof. A. Shirahata and Dr. K. 

Samejima, Josai University, Ιαπωνία.  

Τα περιοριστικά και τροποποιητικά ένζυµα των νουκλεϊκών οξέων 

προήλθαν από τις εταιρείες MINOTECH, New England Biolabs (ΝΕΒ) και 

PROMEGA.  

Τα θρεπτικά υλικά καλλιέργειας των βακτηριακών στελεχών ήταν από την 

DIFCO και MERK, ενώ αυτά των φυτών ήταν από τη SIGMA CHEMICALS.  

Τα ραδιοσηµασµένα νουκλεοτίδια α[32P]-dATP και α[32P]-dCTP ήταν από 

την εταιρεία AMERSHAM, ενώ τα ραδιοσηµασµένα L–[1–14C] Arg, L–[1–14C] 

Orn καθώς και η Αdenosyl-L-methionine S-[carboxyl-14C] από την εταιρία 

Αmerican Radiolabeled Chemicals (ARC).  

Οι νάυλον µεµβράνες για τη στύπωση των νουκλεϊκών οξέων αγοράστηκαν 

από την εταιρεία Du Pont/New England Nuclear (GeneScreen), ενώ για τη 

στύπωση πρωτεϊνών χρησιµοποιήθηκαν µεµβράνες νιτροκυτταρίνης από τις 

εταιρείες SCHLEICHER & SHUELL και GELMAN και µεµβράνες PVDF από 

την GELMAN. Tα φίλµ αυτοραδιογραφίας ήταν από την KODAK.  

 

2.2. Φυτικό Υλικό 

Όλοι οι φυτικοί ιστοί είτε χρησιµοποιήθηκαν άµεσα µετά τη συλλογή τους 

είτε είχαν φυλαχτεί στους -80 oC µέχρι τη χρησιµοποίησή τους. Το φυτικό υλικό 

της αµπέλου που χρησιµοποιήθηκε, έχει ελεγχθεί µε τη µέθοδο ELISA (Enzyme-

Linked Immuno Sorbent Assay), για την ύπαρξη ιώσεων (Theodoropoulos and 

Roubelakis-Angelakis, 1990). Τα διαλύµατα, θρεπτικά µέσα και αντικείµενα που 

χρησιµοποιήθηκαν για την καλλιέργεια των φυτικών ιστών, αποστειρώθηκαν µε 

κλιβανισµό, διήθηση µέσω φίλτρου αποστείρωσης 0.22 µm, εµβάπτιση σε 100 % 
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αιθανόλη ή έκθεση σε UV. Όλοι οι χειρισµοί πραγµατοποιήθηκαν σε εστία 

νηµατικής ροής.  

Έκφυτα ενός κόµβου από βλαστούς in vitro αναπτυσσόµενων φυτών 

αµπέλου (Vitis vinifera L. cv Soultanina), τοποθετήθηκαν κάτω από ασηπτικές 

συνθήκες για ριζογένεση σε στερεό θρεπτικό υλικό καλλιέργειας (µισής-ισχύος 

Roubelakis µέσο) (Roubelakis-Angelakis and Zivanovitc, 1991) και επωάσθηκαν 

σε θάλαµο ιστοκαλλιέργειας στους 25±2 oC, µε 16/8 ώρες φωτοπερίοδο και 

ολική ενέργεια 55 µΕm-2s-1 που παρείχαν λαµπτήρες ψυχρού λευκού φωτός 

(Philipps TLD 18W/54). Η απολύµανση τους και η επίτευξη ασηπτικών 

συνθηκών έγινε ως ακολούθως: εµβαπτίστηκαν σε 70% αιθανόλη για 30 sec, µε 

ταυτόχρονη ήπια ανάδευση. Αµέσως µεταφέρθηκαν σε υδατικό διάλυµα 

χλωρίνης 10% και επωάστηκαν για 15 min. Στη συνέχεια πλύθηκαν 3 φορές επί 

5 min µε αποστειρωµένο-απιονισµένο νερό και χρησιµοποιήθηκαν άµεσα για 

ριζογένεση. Για τις αναπτυξιακές µελέτες χρησιµοποιήθηκαν έκφυτα από 

κληµατίδες φυτών αµπέλου ηλικίας 10 ετών, µεγαλωµένων στο θερµοκήπιο και 

από in vitro, ηλικίας 4-6 εβδοµάδων, φυτά αµπέλου (Vitis vinifera L. cv 

Soultanina), καθώς και από αυτόριζα φυτά καπνού (Nicotiana tabacum L. cv 

Xanthi) ηλικίας 6-8 εβδοµάδων, µεγαλωµένα, επίσης στο θερµοκήπιο. Οι 

συνθήκες στο θερµοκήπιο ήταν ελεγχόµενες (θερµοκρασία 25±2 0C και 16/8 h 

φωτοπερίοδο). Τα έκφυτα που αποµονώθηκαν από τα παραπάνω φυτά 

αριθµήθηκαν σύµφωνα µε τη φυλλοτακτική τους θέση, ξεκινώντας από τη 

κορυφή του βλαστού. Τα έκφυτα ήταν χωρισµένα στις περιοχές ΄΄κορυφή ή 

Αpex (A)΄΄, ΄΄περιφέρεια φύλλου ή Μargin (Μ)΄΄, ΄΄κέντρο φύλλου ή Centre 

(C)΄΄, ΄΄ακροπέταλος µίσχος ή acropetal petiole (P)΄΄, ΄΄βασιπέταλος µίσχος ή 

basipetal petiole (p)΄΄, ΄΄µεσογονάτιο ή internode (I)΄΄, ΄΄πρωτογενής ρίζα ή 

primary root (R)΄΄ και ΄΄δευτερογενής ρίζα ή secondary root (r)΄΄. Το µικρότερο 

φύλλο (µήκους 10 περίπου χιλιοστών), που θα µπορούσε να αποµονωθεί άθικτο 

από την κορυφή του βλαστού, ονοµάστηκε φύλλο 1 και το αντίστοιχο 

µεσογονάτιο ονοµάστηκε µεσογονάτιο 1. Προχωρώντας βασιπέταλα, το αµέσως 

επόµενο φύλλο ονοµάστηκε φύλλο 2 και ούτω καθεξής. Η κεντρική και η 



 55

περιφερειακή περιοχή του ελάσµατος του φύλλου αποτέλεσαν το κέντρο και την 

περιφέρεια του φύλλου, αντίστοιχα. Το κέντρο και η περιφέρεια του ελάσµατος 

του φύλλου είχαν χωριστεί κατά τέτοιο τρόπο ώστε και οι δύο περιοχές κατείχαν 

περίπου τις ίδιες φυλλικές επιφάνειες. Ως ανώτερος µίσχος, αποσπάστηκε ένα 

κοµµάτι µήκους 0.5 εκατοστών, τουλάχιστον, από το µίσχο του φύλλου, όσο το 

δυνατόν πιο κοντά στο έλασµα και κόπηκε εφαπτόµενα σε αυτό. Ως κατώτερος 

µίσχος, αποσπάστηκε το υπόλοιπο κοµµάτι του µίσχου του φύλλου που 

συνδέεται µε το βλαστό. 

Για τα πειράµατα µορφογένεσης τα φύλλα από τα αυτόριζα φυτά 

συλλέχθηκαν και επεξεργάσθηκαν, όπως έχει ήδη περιγραφεί (Roubelakis and 

Kliewer, 1984). Η απολύµανση τους και η επίτευξη ασηπτικών συνθηκών έγινε 

όπως ήδη αναφέρθηκε. Φύλλα ίδιου ή διαφορετικού µεγέθους και αναπτυξιακού 

σταδίου αποµονώθηκαν από τα παραπάνω αυτόριζα ή in vitro φυτά µε ένα και 

µόνο κόψιµο κάθετα στο µίσχο αφήνοντας στο φύλλο ένα κοµµάτι µίσχου 

µεγέθους 0.5 cm. Μετέπειτα, καλλιεργήθηκαν για 5 εβδοµάδες σε τρυβλία πετρί 

µε την κάτω επιφάνειά τους να εφάπτεται σε στερεοποιηµένο µισής- ισχύος 

θρεπτικό µέσο MS (Murashige and Skoog, 1962) χωρίς ΝΗ4ΝΟ3 και 

εµπλουτισµένο µε τις απαραίτητες, ανά περίπτωση, ορµόνες (Πίνακας 1). Τα 

φύλλα, επίσης, αριθµήθηκαν σύµφωνα µε τη φυλλοτακτική τους θέση. Σε κάθε 

τρυβλίο, τοποθετήθηκαν περίπου 5 ακέραια φύλλα ή 10 έκφυτα (0.5 cm2) 

φύλλων και επωάστηκαν σε θάλαµο ιστοκαλλιέργειας στους 25±2 oC, µε 16/8 

ώρες φωτοπερίοδο και ολική ενέργεια 15 µΕm-2s-1. Κάθε εβδοµάδα τα ακέραια 

φύλλα αφαιρέθηκαν από τα τρυβλία και χωρίστηκαν στις δειγµατοληπτικές 

περιοχές ΄΄κέντρο΄΄, ΄΄περιφέρεια΄΄ και ΄΄ανώτερος (ακροπέταλος) µίσχος΄΄. Το 

κέντρο και η περιφέρεια του ελάσµατος του φύλλου χωρίστηκαν κατά τέτοιο 

τρόπο ώστε και οι δύο περιοχές κατελάµβαναν περίπου τις ίδιες φιλικές 

επιφάνειες. 
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2.3. Εκχύλιση των Ενδογενών Πολυαµινών 

Οι φυτικοί ιστοί κονιορτοποιήθηκαν σε υγρό άζωτο µε γουδί και γουδοχέρι. 

Η σκόνη οµογενοποιήθηκε σε 1:5 (w/v) 5 % παγωµένο υπερχλωρικό οξύ (PCA). 

Τα προϊόντα οµογενοποίησης παρέµειναν στο πάγο για 1 ώρα, φυγοκεντρήθηκαν 

στα 20000 g για 30 min (Econospin; Sorvall-Instrument, Dupont) σε 4 °C. 

∆είγµατα απ’ το υπερκείµενο (200 µl το καθένα) και του επαναδιαλυόµενου 

ιζήµατος (σε 1 N NaOH) ανακατεύτηκαν µε 12 N HCl σε αναλογία 1:1 (v/v) και 

υδρολύθηκαν στους 100°C για 15 h, όπως ήδη περιγράφηκε (Pedroso et al., 

1997). Το υδρολυµένο προϊόν εξατµίστηκε στους 75 °C µε παροχή ρεύµατος 

αέρα. Το ξηρό ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 200 µl 5 % PCA (v/v) και 

φυγοκεντρήθηκε. 

 

2.4. Βενζυλίωση των Πολυαµίνων 

Από τις διαλυτές, που περιέχουν τις ελεύθερες ΠΑς (S), τις διαλυτές 

υδρολυµένες (SH) µε τις συζευγµένες µε µικροµόρια ΠΑς και τις αδιάλυτες 

υδρολυµένες (PH) µε τις συζευγµένες µε µακροµόρια ΠΑς, 200µl, αντίστοιχα, 

Πίνακας 1. Θρεπτικά υλικά για την καλλιέργεια εκφύτων αµπέλου και 
καπνού. 
Μέσο-ριζογένεσης 
κόµβων: 

Μισής-ισχύος Roubelakis µέσο (Roubelakis-
Angelakis and Zivanovitc, 1991) µε 2 % 
σακχαρόζη, χωρίς ΝΗ4ΝΟ3 και χωρίς ορµόνες. 

 
Mέσο-µάρτυρας: Μισής-ισχύος MS µέσο (Murashige and Skoog 

1962), µε 20 mM KNO3 ως µόνη πηγή αζώτου, µε 
2% σακχαρόζη και χωρίς ορµόνες. 

 
Μέσα-βλαστογένεσης 
αµπέλου: 

Μέσο-µάρτυρας εµπλουτισµένο µε 5, 10 ή 20 µΜ 
6-βενζυλαµινοπουρίνη (ΒΑ). 

 
Μέσο-βλαστογένεσης 
καπνού: 

Μέσο-µάρτυρας εµπλουτισµένο µε 5 µΜ 6-
βενζυλαµινοπουρίνη (ΒΑ). 

 
Μέσο-ριζογένεσης 
αµπέλου και καπνού: 

Μέσο-µάρτυρας εµπλουτισµένο µε 5 µΜ 
ναφθαλενοξικό οξύ (ΝΑΑ). 
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προστέθηκαν σε 1 ml NaOH 2 Ν και 10 µl βενζυλοχλωριδίου και αναδεύτηκαν 

για 30S (Flores and Galston, 1982). Χρειάστηκε ένας χρόνος επώασης 20 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου, έτσι ώστε να επιτευχθεί το δέσιµο του 

βενζυλοχλωριδίου µε τις ΠΑς και ύστερα προστέθηκαν 2 ml κορεσµένου NaCl 

στα δείγµατα για να σταµατήσει η αντίδραση. Οι βενζυλιωµένες ΠΑς 

εκχυλίστηκαν σε 3 ml διαιθυλαιθέρα (σταθεροποιηµένο µε 7 ppm 2,6-di-tert-

butyl-4-methylphenol). Μετά από φυγοκέντρηση 5 λεπτών στα 3000 g η φάση 

του αιθέρα συλλέχθηκε και εξατµίστηκε σε υδατόλουτρο (60°C) µέχρι τη 

ξήρανση. Οι βενζυλιωµένες ΠΑς επαναδιαλύθηκαν σε 200 µl µεθανόλης 63 % 

(v/v) και χρησιµοποιήθηκε όγκος 20 µl για προσδιορισµό µε τον χρωµατογράφο 

υψηλής πίεσης (HPLC). 

 

2.5. Ανάλυση Πολυαµινών µε HPLC 

Για την ανάλυση των βενζυλιωµένων πολυαµινών χρησιµοποιήθηκε ένας 

χρωµατογράφος υψηλής πίεσης Hewlett-Packard 1100 εξοπλισµένος µε DPU 

πολυκάναλο ενοποιητή, diode array σύστηµα και προσωπικό υπολογιστή, 

σύµφωνα µε τους (Kotzabasis et al., 1993a). Ο διαχωρισµός των ΠΑ έγινε µε 

στήλη στενού διαµετρήµατος (2.1 × 200 mm, 5 µM particle size; Hypersil; 

Hewlett-Packard) και ένα σύστηµα δύο διαλυτών που περιείχε µεθανόλη σε 

σταδιακές διαβαθµίσεις από 55 µέχρι 84 %. Ο ρυθµός ροής της έκλουσης ήταν 

200 µl/min και η θερµοκρασία του συστήµατος 25°C. Η ποιοτική και ποσοτική 

ανάλυση των ΠΑ στα εκχυλίσµατα επιτράπηκε υπολογίζοντας τις καµπύλες 

παλινδρόµησης της κάθε ΠΑ.  

 

2.6. Εκχύλιση της Αποκαρβοξυλάσης της Αργινίνης (ADC), 

Αποκαρβοξυλάσης της Ορνιθίνης (ODC) και Αποκαρβοξυλάσης της S-

Αδενοσυλ-L-µεθειονίνης (SAMDC)  

Οι ιστοί λειοτριβήθηκαν σε υγρό άζωτο µε τη βοήθεια γουδιού. Στη σκόνη 

από ιστό προστέθηκε 0.2 g polyvinyl-polypyrrolidone (PVPP) ανά γραµµάριο 

φρέσκου βάρους και αιωρήθηκε σε τετραπλάσιο όγκο (v/w) κρύου διαλύµατος 
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εκχύλισης. Η σύσταση του διαλύµατος εκχύλισης ήταν 200 mM του ρυθµιστικού 

ιόντος (συνήθως Tris-HCl, pH 8.0, εκτός αν αναφέρεται διαφορετικά) 10 % (v/v) 

γλυκερόλη, 5 mM διθειοθρεϊτόλη (DTT), 1 mM EDTA, 0.5 mM phenyl methyl 

sulfonyl fluoride (PMSF), 10 µΜ leupeptin, 50 µΜ φωσφορική πυριδοξάλη (PP) 

και 0.2 % (v/v) Triton Χ-100. Τα δείγµατα οµογενοποιήθηκαν στο διάλυµα 

εκχύλισης των πρωτεϊνών µε Ultra Τurax στις 20000 rpm, στους 4οC για 

τέσσερις φορές των 30 sec η καθεµία. Το οµογενοποίηµα επωάσθηκε για 20 min 

σε πάγο (4οC) µε περιοδική ανάδευση και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 25000 

g για 20 min στους 4οC (Sorvall, DuPont, SS34). Το υπερκείµενο αφαλατώθηκε 

µέσα από κολώνες Bio-gel P-6, ενώ το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε ίσο όγκο 

διαλύµατος εκχύλισης µισής δύναµης (half strength). Το υπερκείµενο και το 

ίζηµα (το οποίο περιέχει τα κυτταρικά τοιχώµατα, τους πυρήνες, τα µιτοχόνδρια 

και τα πλαστίδια) χρησιµοποιήθηκαν άµεσα για τον προσδιορισµό των 

ενζυµικών ενεργοτήτων και των ολικών πρωτεϊνών και τα υπόλοιπα 

µοιράσθηκαν και κρατήθηκαν στους -80οC. 

Για τις κλασµατώσεις, στο υπερκείµενο, αµέσως µετά τη φυγοκέντρηση, 

προστέθηκε στερεό θειικό αµµώνιο µέχρι το 30 % του κορεσµού, το αιώρηµα 

αναδεύτηκε για 30 min και φυγοκεντρήθηκε στα 15000 g για 20 min. Το νέο 

υπερκείµενο ρυθµίσθηκε στο 60 % του κορεσµού µε την προσθήκη στερεού 

θειικού αµµωνίου, αναδεύτηκε για 30 min και φυγοκεντρήθηκε στα 15000 g για 

30 min. Στο τρίτο υπερκείµενο προστέθηκε στερεό θειικό αµµώνιο µέχρι το 90 

% του κορεσµού, αναδεύτηκε για 30 min και φυγοκεντρήθηκε στα 15000 g για 

30 min. Τα κατακρηµνίσµατα από τις τρεις φυγοκεντρήσεις συλλέχθηκαν και 

επαναδιαλύθηκαν σε µικρό όγκο του διαλύµατος εκχύλισης. Αυτά τα 

παρασκευάσµατα καθώς και το υπερκείµενο του 90 % του κορεσµού, 

υποβλήθηκαν σε διαπίδυση δύο φορές, διάρκειας τουλάχιστον 3 h η καθεµία, 

εναντίον του διαλύµατος εκχύλισης µε διαφορετική µοριακότητα του Tris-HCl 

(20 mM) και χρησιµοποιήθηκαν για τις ενζυµικές αντιδράσεις. Με παρόµοιο 

τρόπο έγινε η κλασµάτωση µε 30 %, 60 % και 90 % (v/v) προπαγωµένη στους -

20oC ακετόνη και µε 50 % (w/v) πολυαιθυλενογλυκόλη µέσου µοριακού βάρους 

4000 (PEG-4000). Όλα τα βήµατα έγιναν στους 4 οC. 
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2.7. Ποσοτικός Προσδιορισµός Ολικών Πρωτεϊνών 

Η συγκέντρωση των πρωτεϊνών σε κάθε δείγµα προσδιορίστηκε µε τη 

µέθοδο των Lowry et al. (1951) αφού προηγήθηκε κατακρήµνιση µε 10 % (w/v, 

τελική συγκέντρωση) τριχλωροοξικού οξέος (TCA). Για την κατασκευή της 

πρότυπης καµπύλης χρησιµοποιήθηκε αλβουµίνη βοείου ορού (BSA). 

 

 

2.8. Ισοτοπικές Μέθοδοι Προσδιορισµού των Ενεργοτήτων των ADC, 

ODC και SAMDC 

Με τις ισοτοπικές µεθόδους οι ενζυµικές ενεργότητες της ADC, ΟDC και 

SAMDC προσδιορίστηκαν σύµφωνα µε τους (Kaur-Sawhney et al., 1982; 

Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999) µε κάποιες αλλαγές, 

χρησιµοποιώντας L-[1–14C] αργινίνη, L–[1–14C] Oρνιθίνη και Αδενοσυλ-L-

µεθειονίνη S-[καρβοξυλ-14C], αντίστοιχα (55 mCi/ mmole, 0.1 mCi/ mL, 

American Radiolabeled Chemicals Inc., St Louis, MO), ως ραδιοσηµασµένα 

υποστρώµατα. Η αναλογία ήταν ένα µόριο ραδιοσηµασµένου προς εκατό µόρια 

κρύου υποστρώµατος. Συνήθως, εκατό µL και του υπερκειµένου και του 

επαναδιαλυόµενου ιζήµατος (παράγραφος 2.6) επωαζόταν µε 25 µL (0.078 µCi) 

L–[1–14C] αργινίνης (0.626 mCi/ mmole, 3.13 µCi/ mL, 1 mM τελική 

συγκέντρωση αργινίνης), 25 µL (0.078 µCi) L–[1–14C] ορνιθίνης (0.626 mCi/ 

mmole, 3.13 µCi/ mL, 1 mM τελική συγκέντρωση ορνιθίνης) και 25 µL (0.0156 

µCi) L–[1–14C] αδενοσυλ-L-µεθειονίνη (0.1252 mCi/ mmole, 0.626 µCi/ mL, 1 

mM τελική συγκέντρωση αδενοσυλ-L-µεθειονίνη). Η επώαση γινόταν σε 12×50 

mm φιαλίδια πολυπροπυλενίου. Τα φιαλίδια σφραγίζονταν µε πλαστικό καπάκι 

που διαπερνούσε βελόνα 22 gauge, µε την εξωτερική άκρη σφραγισµένη µε 

ελαστικό πώµα, για να στερεωθεί επάνω της ένας χάρτινος δίσκος διαµέτρου 8 

mm, εµποτισµένος µε 40 µL 2 N KOH. Τα φιαλίδια επωάζονταν για 1 h υπό 

ανάδευση σε υδατόλουτρο µε ρυθµιζόµενη θερµοκρασία στους 37οC και η 
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αντίδραση σταµατούσε µε την έγχυση 150 µL 10 % (w/v) TCA µέσω της 

βελόνας. Το µείγµα επωαζόταν περαιτέρω στους 50οC για 30 min και κατόπιν οι 

χάρτινοι δίσκοι στέγνωναν και τοποθετούνταν σε φιαλίδια σπινθηρισµού των 5 

mL, που περιείχαν 4 mL υγρό σπινθηρισµού: 0.5 % (w/v) PPO και 0.05 % (w/v) 

POPOP σε τολουόλιο. Το ραδιοσηµασµένο CO2, που ήταν παγιδευµένο στους 

χάρτινους δίσκους, µετρούνταν σε µετρητή σπινθηρισµού LS6000 SE (Beckman 

Instruments Inc., Palo Alto, CA). Η µέτρηση της ενεργότητας έγινε µε τρεις 

επαναλήψεις από κάθε εκχύλισµα και πραγµατοποιήθηκαν τουλάχιστον δύο 

ανεξάρτητες εκχυλίσεις. Ως µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε βρασµένο εκχύλισµα 

και η µη ενζυµική αποκαρβοξυλίωση ήταν σταθερά µικρότερη από το 5 % των 

πειραµατικών τιµών.  

 

 

2.9. Εκχύλιση και Προσδιορισµός Αργινίνης και Ορνιθίνης 

Η ενδογενής αργινίνη και ορνιθίνη εκχυλίστηκαν σε 100 mM κιτρικού 

νατρίου, pH 5.0 στους 4οC. Ένα γραµµάριο ιστού οµογενοποιήθηκε σε 5 mL 

διαλύµατος κιτρικού νατρίου, χρησιµοποιώντας έναν Ultra Turrax T25 

οµογενοποιητή στην ταχύτητα 20000 rpm. Τα εκχυλίσµατα φυγοκεντρήθηκαν 

στα 25000 g, για 20 min, στους 4οC και τα υπερκείµενα χρησιµοποιήθηκαν για 

τον προσδιορισµό αργινίνης και ορνιθίνης. Τα ιζήµατα επαναδιαλύθηκαν σε 5 

mL 0.1 Ν NaOH, 0.2 Μ NaCΟ3, 1 mM ταρταρικό Na/K, οµογενοποιήθηκαν και 

φυγοκεντρήθηκαν ξανά, όπως περιγράφηκε προηγουµένως και οι ολικές 

πρωτεΐνες προσδιορίστηκαν στα καινούρια υπερκείµενα µε τη µέθοδο των 

(Lowry et al., 1951). Η αργινίνη και η ορνιθίνη προσδιορίστηκαν 

χρωµατοµετρικά σε 0.5 mL του πρώτου υπερκειµένου σύµφωνα µε τις µεθόδους 

των (Ceriotti and Spandrio, 1957) και (Chinard, 1952), αντίστοιχα, 

χρησιµοποιώντας φασµατοφωτόµετρο Perkin Elmer 515S UV/VIS (Perkin 

Elmer Corp., Foster City, CA).  
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2.10. Εκχύλιση και Προσδιορισµός Ενζυµικών Ενεργοτήτων 

Αργινάσης, Οξειδάσης των ∆ιαµινών (DAO), Οξειδάσης των 

Πολυαµινών (PAO) και Περοξειδάσης (POX) 

Η ενζυµική ενεργότητα της αργινάσης προσδιορίσθηκε όπως περιγράφεται 

από τους (Roubelakis and Kliewer, 1978c), ως ο ρυθµός σχηµατισµού ορνιθίνης 

σε µείγµα αντίδρασης που περιείχε 100 mM Tris-HCl, pH 9.7, 25 mM L-

αργινίνης (ρυθµισµένη σε pH 9.7), 1.5 mM MnCl2 και 0.1 mL πρωτεϊνικού 

εκχυλίσµατος (παράγραφος 2.6), σε τελικό όγκο 1 mL. Τα εκχυλίσµατα 

προεπωάσθηκαν µε το MnCl2 για 10 min σε θερµοκρασία δωµατίου και η 

εκκίνηση της αντίδρασης έγινε µε την προσθήκη του υποστρώµατος, ενώ η λήξη 

της, µετά από 30 min επώασης στους 37oC, µε την προσθήκη 0.5 mL 15 % (v/v) 

PCA. Οι πρωτεΐνες αποµακρύνθηκαν µε φυγοκέντρηση και το περιεχόµενο του 

υπερκειµένου σε ορνιθίνη, προσδιορίστηκε χρωµατοµετρικά σύµφωνα µε τη 

µέθοδο του (Chinard, 1952). Έγιναν τρεις επαναλήψεις από κάθε εκχύλισµα και 

δύο τουλάχιστον ανεξάρτητες εκχυλίσεις από κάθε δείγµα. Βρασµένα ενζυµικά 

παρασκευάσµατα και αντιδράσεις, στις οποίες η προσθήκη του PCA γινόταν 

πριν επωασθούν, χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες. Η ενεργότητα της αργινάσης 

υπό αυτές τις συνθήκες ήταν γραµµική συνάρτηση α) του χρόνου επώασης, 

τουλάχιστον για τα πρώτα 45 min, β) της συγκέντρωσης του υποστρώµατος έως 

10 mM και γ) της ποσότητας του πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος.  

H µέτρηση της ενεργότητας της οξειδάσης της διαµίνης υπολογίστηκε 

φασµατοφωτοµετρικά ακολουθώντας το σχηµατισµό ενός κίτρινου προϊόντος 

προερχοµένου από το συνδυασµό ∆1-πυρρολίνης µε o-αµινοβενζαλδεΰδης 

(Federico et al., 1985). Η εκχύλιση των πρωτεϊνών έγινε σε ρυθµιστικό διάλυµα 

(0.1 M K-φωσφορικό οξύ pH 7.5, 10 µM φωσφορική πυριδοξάλη και 2 mM 

διθειοθρεϊτόλη) σε αναλογία 1 g ιστού ανά 3 ml. Πολυβινυλπυρρολιδόνη (100 

mg) προστέθηκε κατά την οµογενοποίηση. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 

27000 g για 10 min και αφαλάτωση µε κολώνες Bio-gel P-6. Το υπερκείµενο και 

το επαναδιαλυόµενο ίζηµα χρησιµοποιήθηκαν άµεσα για τον προσδιορισµό των 

ενζυµικών ενεργοτήτων και των ολικών πρωτεϊνών. Το µείγµα αντίδρασης 
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περιείχε 200 µL ένζυµο, 12 µL Put 0.1 M και µέχρι 1 ml 0.1 M K-φωσφορικό 

οξύ (pH 7.5). Μετά από επώαση στους 37 °C για 2 h, η αντίδραση σταµάτησε 

προσθέτοντας 0.5 ml 10 % (w/v) τριχλωροακετικό οξύ, ακολουθούµενο από 25 

µL (10 mg ml-l) o-αµινοβενζαλδεΰδης σε αιθανόλη. Η απορρόφηση στα 430 nm 

µετρήθηκε µετά από αφαίρεση των πρωτεϊνών µε φυγοκέντρηση (Eo = 1.86 103 

mol-1 cm-1). Ένα unit (U) αντιστοιχεί στο ποσό του ενζύµου που καταλύει το 

σχηµατισµό 1 µmol ∆1-πυρρολίνης ανά λεπτό. 

H µέτρηση της ενεργότητας της οξειδάσης των πολυαµινών έγινε µε 

παρόµοιο τρόπο µε τη µέτρηση της οξειδάσης της διαµίνης, αλλά το ρυθµιστικό 

διάλυµα εκχύλισης περιείχε 0.1 M K-φωσφορικό οξύ pH 6.5, 10 µM φωσφορική 

πυριδοξάλη και 2 mM διθειοθρεϊτόλη, ενώ 500 µL ενζύµου ήταν αναγκαία για 

την αντίδραση. 

Η ενεργότητα της περοξειδάσης καθορίστηκε µετρώντας την οξείδωση της 

o-διανισιδίνης στα 460 nm (Church and Galston, 1988). Το σύστηµα µέτρησης 

της ενεργότητας αποτελούνταν από 50 mM Na οξικό οξύ (pH 5.2), 2.5 mM 

CaCl2, 5 mM H202 και 1 mM o-διανισιδίνη, σε ολικό όγκο 1 ml στους 25°C. Ένα 

unit (U) αντιστοιχεί στο ποσό του ενζύµου που καταλύει την οξείδωση 1 µmol o-

διανισιδίνης ανά λεπτό. Οι ενζυµικές ενεργότητες καθορίστηκαν σε τουλάχιστον 

τρία ανεξάρτητα πειράµατα µε δύο επαναλήψεις το καθένα. Οι τιµές είναι 

αντιπροσωπευτικές αυτών που αποκτήθηκαν.  

 

2.11.  Εκχύλιση και Προσδιορισµός Ενζυµικών Ενεργοτήτων 

Συνθάσης της Σπερµιδίνης (SPDS), Συνθάσης της Σπερµίνης (SPMS) 

και Ν-µεθυλτρανσφεράσης της πουτρεσίνης (PMT) 

H µέτρηση της ενεργότητας της συνθάσης της σπερµιδίνης έγινε µετρώντας 

το σχηµατισµό Spd. Το µίγµα αντίδρασης περιείχε 3 mM putrescine, 2 mM 

dSAM, 100 mM Tris-HCI buffer (pH 9.0) και το ένζυµο σε ολικό όγκο 200 µL. 

Ο co-factor dSAM (δωρήθηκε ευγενικά από τους Prof. A. Shirahata και Dr. K. 

Samejima, Josai University, Japan) ήταν το θειϊκό άλας που περιέχει περίπου 

50% ενζυµικά ενεργό [S] ισοµερές. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε στους 37°C 
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για 30 min και σταµάτησε µε την προσθήκη 200 µL 65 mM βορικό-KOH 

ρυθµιστικό διάλυµα (pH 10.5) ακολουθούµενο από 1 ml 2N NaOH και 10 µL 

βενζοϋλοχλωρίδιο. Οι βενζυλιωµένες-ΠΑς εκχυλίστηκαν µε διαιθυλαιθέρα και η 

φάση του αιθέρα συλλέχθηκε και εξατµίστηκε µέχρι ξήρανσης. Αυτό που έµεινε 

επαναδιαλύθηκε σε 200 µL 63 % (v/v) µεθανόλη. Οι βενζυλιωµένες-ΠΑς 

αναλύθηκαν σε Hewlett-Packard 1100 HPLC σύστηµα (Hewlett Packard, 

Wadbronn, Germany) µε στήλη στενού διαµετρήµατος (2.1 × 200 mm, 5 µM 

particle size; Hypersil; Hewlett-Packard) και ένα σύστηµα δύο διαλυτών που 

περιείχε µεθανόλη σε σταδιακές διαβαθµίσεις από 55 µέχρι 84 %. Ο ρυθµός 

ροής της έκλουσης ήταν 200 µl/min και η θερµοκρασία του συστήµατος 25°C.  

H µέτρηση των ενεργοτήτων της συνθάσης της σπερµίνης και της Ν-

µεθυλτρανσφεράσης της Put έγινε, µε παρόµοιο τρόπο µε τη µέτρηση της SPDS, 

αντικαθιστώντας στο διάλυµα αντίδρασης την Put µε 3 mM Spd και το dSAM µε 

2 mM SAM, αντίστοιχα, µετρώντας το σχηµατισµό Spd και τον καταβολισµό 

της Put. Ένα unit (U) των ενεργοτήτων των SPDS και SPMS καθορίστηκε ως το 

ποσό (µmole) Spd και Spm, αντίστοιχα, που σχηµατίστηκε ανά λεπτό. Ένα unit 

(U) της ενεργότητας PMT καθορίστηκε ως το ποσό (µmole) Put που 

καταβολίστηκε ανά λεπτό. Η ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των ΠΑ στα 

εκχυλίσµατα επιτράπηκε υπολογίζοντας τις καµπύλες παλινδρόµησης της κάθε 

ΠΑ. 

  

2.12. Αποδιατακτική Ηλεκτροφόρηση των Πρωτεϊνών σε Πήκτωµα 

Πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) 

Οι ολικές πρωτεΐνες διαχωρίστηκαν µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

πολυακρυλαµίδης (SDS-PAGE) µίας διάστασης και το σύστηµα ρυθµιστικών 

διαλυµάτων του Laemmli (Laemmli, 1970), χρησιµοποιώντας επίπεδα 

πηκτώµατα 16 cm × 18 cm και πάχους 1.5 mm. H συγκέντρωση 

πολυακρυλαµίδης (acrylamide: bis, 30: 0.8) στα πηκτώµατα διαχωρισµού 

(resolving) ήταν 10 % (w/v) ή γραµµικές διαβαθµίσεις 10-18 % (w/v) σε 375 

mΜ Tris-HCl, pH 8.8 και στα πηκτώµατα συσσώρευσης (stacking) 4% (w/v) σε 
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125 mΜ Tris-HCl, pH 6.8. Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών έγινε στα 20 mA 

για το πήκτωµα συσσώρευσης και στα 25 mA για το πήκτωµα διαχωρισµού, σε 

θερµοκρασία δωµατίου, παρουσία ρυθµιστικού διαλύµατος ηλεκτροφόρησης 25 

mΜ Tris - 192 mΜ γλυκίνης, pH 8.3 και 0.1% SDS σε µεγάλη συσκευή 

ηλεκτροφορησης της LKB (LKB-Producter AB, Bromma, Sweden). Τα δείγµατα 

επωάσθηκαν πριν την ηλεκτροφόρηση στους 100 oC για 5 min παρουσία 3 % 

SDS και 5 % β-µερκαπτοαιθανόλης. 

 

2.13. Ανίχνευση Ολικών Πρωτεϊνών σε Πήκτωµα Πολυακρυλαµίδης 

Η ανίχνευση ολικών πρωτεϊνών σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης έγινε µε µία 

από τις παρακάτω δύο µεθόδους: 

α) Χρώση Coomasie Brilliant blue R-250: To πήκτωµα εµβαπτίζεται σε 

διάλυµα 50 % µεθανόλης, 10 % οξικό οξύ, 0.002 % Coomasie Brilliant blue R-

250 για 1-2 ώρες µε ήπια ανάδευση σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολουθεί 

αποχρωµατισµός του πηκτώµατος σε διάλυµα 10 % µεθανόλης, 7 % οξικού 

οξέος µέχρι οι πρωτεϊνικές ζώνες να γίνουν ορατές και στη συνέχεια διατηρείται 

σε 0.07 % οξικό οξύ, 7 % γλυκερόλη ή ξηραίνεται.  

β) Χρώση νιτρικού αργύρου: Η ικανότητα ανίχνευσης πρωτεϊνών µε τη 

µέθοδο αυτή είναι µεγαλύτερη απ’ ότι µε τη µέθοδο Coomasie και πλησιάζει το 

όριο ανίχνευσης της ανάλυσης Western που είναι το 1ng πρωτεΐνης. Το πήκτωµα 

επωάζεται µε ήπια ανάδευση για 2 ώρες σε διάλυµα 10 % οξικού οξέος, 50 % 

µεθανόλης. Ακoλουθεί επώαση µε ήπια ανάδευση για 10 λεπτά σε διάλυµα 

“οξείδωσης” (σε 1 l διαλύµατος αναµιγνύονται 1g K2Cr2O7 και 400 µl HNO3 65 

%), ενώ στην συνέχεια για τρία δεκάλεπτα ξεπλένεται µε απιονισµένο νερό. 

Ακολούθως το πήκτωµα επωάζεται σε διάλυµα 2 g/l AgNO3, για 20-30 λεπτά. 

Ακολουθούν σύντοµες πλύσεις µε απιονισµένο νερό και προσθήκη του 

διαλύµατος «εµφάνισης» 28 g/l Νa2CO3, 0.018 ‰ φορµαλδεΰδης. Η προσθήκη 

του διαλύµατος αυτού γίνεται µε έντονη ανάδευση και ανανεώνεται κάθε µισό 

λεπτό. Το πήκτωµα µετά τη χρώση επωάζεται σε διάλυµα 2% γλυκερόλης και 

5% οξικού οξέος για 30 λεπτά και ξηραίνεται σε αντλία κενού.  
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Τα ΜΒ εκτιµήθηκαν, χρησιµοποιώντας τις πρωτεΐνες δείκτες ΜΒ της Bio-

Rad (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA): φωσφορυλάση B (97 kDa), 

αλβουµίνη (67 kDa), οβαλβουµίνη (43 kDa), καρβονική ανυδράση (31 kDa), 

αναστολέα της τρυψίνης (21.5 kDa) και α-λακταλβουµίνη (14.4 kDa). 

 

2.14. Ανάλυση Western Blot και Ανοσοεντοπισµός της ADC και της 

PAO 

Οι ηλεκτροφορητικά διαχωρισµένες πρωτεΐνες σε πηκτώµατα SDS-

πολυακρυλαµίδης, µεταφέρθηκαν σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης (0.2 µm µέγεθος 

πόρων, Schleicher & Schuell, Keene, NH) µε ηλεκτροαποτύπωση 

(electroblotting). Κατά τη διαδικασία αυτή τοποθετείται το πήκτωµα και η 

µεµβράνη στο µέσο δύο ηλεκτροδίων γραφίτη εµποτισµένων µε διάλυµα 25 mΜ 

Tris base, 192 mM γλυκίνη, 20 % µεθανόλη. Εφαρµόζεται τάση στα ηλεκτρόδια 

σύµφωνα µε τον αριθµητικό τύπο 0.3 mA x cm2 για 12 ώρες ή 0.8 mΑ x cm2 για 

90 λεπτά, και στην συνέχεια η µεµβράνη ξηραίνεται στον αέρα. Η µεµβράνη 

εµβαπτίζεται (προαιρετικά) σε διάλυµα 0.1 % οξικού οξέος, 1 % Ponseau S, για 

να διαπιστωθεί η πλήρης µεταφορά των πρωτεϊνών από το πήκτωµα στη 

νιτροκυτταρίνη. Ακολουθούν τρεις πλύσεις µε αραιό διάλυµα οξικού οξέος, και 

η µεµβράνη µπορεί σε αυτό το στάδιο να φωτογραφηθεί. Η χρωστική Ponseau 

αποµακρύνεται στην συνέχεια µε διαδοχικές πλύσεις µε διάλυµα TBS: 100 mM 

Tris-Cl pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1 % Tween 20.  

Μετά το τέλος της µεταφοράς των πρωτεϊνών, οι µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης πλύθηκαν σε ρυθµιστικό διάλυµα φυσιολογικού ορού µε 

φωσφορικά [PBS: 0.89 % (w/v) NaCl, 0.02 % (w/v) KCl, 0.115 % (w/v) 

Νa2ΗΡΟ4, 0.02 % (w/v) ΚΗ2ΡΟ4)]. Οι ελεύθερες θέσεις πάνω στις µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης δεσµεύθηκαν µε 2 % (w/v) BSA ή σκόνη γάλακτος σε PBS για 

1 h. Οι µεµβράνες πλύθηκαν 3 φορές από 5 min, µε διάλυµα πλύσης [PBS 

συµπληρωµένο µε 0.05 % (v/v) Tween-20] και επωάσθηκαν µε το αντίσωµα της 

ADC (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 2001) ή της PAO (Angelini et al., 

1995) (1:2000 αραίωση) µε ελαφρή ανάδευση για 2 h σε θερµοκρασία δωµατίου 
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ή για 12 h στους 4 oC. Ένα anti-MPAO πολυκλωνικό αντίσωµα δωρήθηκε 

ευγενικά από την Dr. P. Tavladoraki (Universita degli studi "Roma Tre", Italy). 

Μετά το τέλος της επώασης µε το αντίσωµα, οι µεµβράνες πλύθηκαν 5 φορές 

των 5 min µε το διάλυµα πλύσης και επωάσθηκαν για 1 h µε το δεύτερο 

αντίσωµα [ραφανιδική υπεροξειδάση (horseradish peroxidase) συζευγµένη σε 

anti-mouse IgG ή αλκαλική φωσφατάση συζευγµένη σε anti-rabbit IgG, αραίωση 

1:5000]. Οι αραιώσεις του πρώτου και του δεύτερου αντισώµατος έγιναν σε 

PBS, που περιείχε 1 % (w/v) BSA και 0.05 % (v/v) Tween-20. Μετά από 

πλύσιµο των µεµβρανών τα σύµπλοκα αντιγόνου-αντισώµατος έγιναν ορατά 

ανάλογα µε το συζευγµένο ένζυµο µε την 4-chloro-1-napthol αντίδραση 

ανάπτυξης χρώµατος στην περίπτωση της ραφανιδικής υπεροξειδάσης και µε την 

BCiP (Bromo-Chloro-indolyl-Phosphate) αντίδραση ανάπτυξης χρώµατος στην 

περίπτωση της αλκαλικής φωσφατάσης. Το διάλυµα αντίδρασης ήταν στην 

πρώτη περίπτωση PBS, το οποίο περιείχε 0.6 mg/ mL 4-chloro-1-napthol 

(διαλυµένη σε 10 % µεθανόλη, τελική συγκέντρωση) και 0.03 % (v/v) H2O2 και 

στη δεύτερη 100 mM διαιθανολαµίνης µε 0.1 mg/ mL Nitroblue tetrazolium και 

0.05 mg/ mL BCiP. 

 

2.15. Αποµόνωση Ολικού RNA  

Ο ιστός αµπέλου κονιορτοποιήθηκε σε υγρό άζωτο και στη συνέχεια το 

RNA εκχυλίστηκε µε µία από τις παρακάτω δύο µεθόδους: 

ι) Με υπερφυγοκέντρηση και CsCl (Loulakakis et al., 1996): Περιληπτικά, 

οι κονιορτοποιηµένοι µε γουδί και γουδοχέρι παρουσία υγρού αζώτου, οι φυτικοί 

ιστοί οµογενοποιούνται µε διάλυµα εκχύλισης (1:5 w/v) που περιέχει τα ήπια 

αποδιατακτικά που περιγράφουν οι (Hughes and Galau, 1988) και 10 % (w/w) 

PVPP. Τα RNAs που αποµονώνονται µετά από κατακρηµνίσεις µε 

ισοπροπανόλη και µε οξικό κάλιο υπερφυγοκεντρούνται σε CsCl και 

επαναδιαλύονται σε DEPC νερό. Ακολουθούν κατακρηµνίσεις µε 3 Μ LiCl και 

µε αιθανόλη.  
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ιι) Με την κλασσική µέθοδο (Hughes and Galau, 1988): Η σύσταση του 

διαλύµατος εκχύλισης είναι 200 mM Tris-HCl, pH 8.5, 1.5 % LiDS (δωδεκυλ-

θειικό λίθιο), 300 mM LiCl, 10 mM Na3EDTA, 1 % (w/v) δεοξυχολικό νάτριο, 

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

διθειοθρεϊτόλη. Οι ιστοί οµογενοποιούνται µε διάλυµα εκχύλισης σε αναλογία 

1:5 (βάρος ιστού: όγκος διαλύµατος), µε τη βοήθεια ενός Ultra Turrax T25 

οµογενοποιητή. Την εκχύλιση ακολουθεί κατακρήµνιση µε 6.5 Μ οξικού καλίου, 

pH 8.5, στον πάγο και το RNA του υπερκειµένου κατακρηµνίζεται ξανά µε 1/9 

όγκου 3.3 Μ οξικού νατρίου, pH 6.1, και ίσο όγκο ισοπροπανόλης. Ανάλογα µε 

την καθαρότητα του παρασκευάσµατος σε αυτό το στάδιο, γίνεται περαιτέρω 

καθαρισµός µε κατακρηµνίσεις α) LiCl, σε τελική συγκέντρωση 2 Μ β) οξικού 

καλίου, σε τελική συγκέντρωση 3 Μ και χωρίς ρύθµιση του pH και γ) αιθανόλης 

και οξικού νατρίου, pH 6.1, σε τελικές συγκεντρώσεις 67 % (v/v) και 0.33 Μ, 

αντίστοιχα. 

Ο ιστός καπνού, επίσης, κονιορτοποιήθηκε σε υγρό άζωτο και στη 

συνέχεια το RNA εκχυλίστηκε µε µία από τις παρακάτω δύο µεθόδους:  

α) Στον κονιορτοποιηµένο ιστό προστίθεται 2ml/g ιστού, διαλύµατος 

εκχύλισης (8 Μ υδροχλωρική γουανιδίνη, 20 mM MES pH 7.0, 20 mM EDTA, 

50 mM µερκαπτοαιθανόλη). Το µίγµα αναµιγνύεται και επωάζεται στους 4 oC 

για 15 λεπτά µε περιοδική ανάδευση. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στα 12000 g για 

15 min στους 4 oC. Το υπερκείµενο εκχυλίζεται µε ίσο όγκο 

φαινόλης:χλωροφόρµιο:ισοαµυλική αλκοόλη (25:24:1). Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις ίδιες συνθήκες και το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο 

σωλήνα, όπου κατακρηµνίζεται το RNA µε 0.7 όγκους απόλυτης αιθανόλης και 

0.2 όγκους οξικού οξέος 1 Μ. Μετά από επώαση για 1 ώρα στους -80 oC 

φυγοκεντρείται στις ίδιες συνθήκες.Το ίζηµα πλύνεται µε 80 % αιθανόλη και 

επανααιωρείται σε 0.1 Μ οξικό νάτριο pH 6.0. Προστίθεται αιθανόλη σε τελική 

συγκέντρωση 10 % και το δείγµα επωάζεται στους 4 oC για 15 λεπτά. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση και µεταφορά του υπερκειµένου σε νέο σωλήνα, όπου 

προσθέτονται 2 όγκοι απόλυτης αιθανόλης για κατακρήµνιση του RNA. Στη 
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συνέχεια το δείγµα φυγοκεντρείται, το ίζηµα πλένεται µε 80% αιθανόλη και 

τελικά επαναδιαλύεται σε αποστειρωµένο, απιονισµένο νερό. 

β) Με το αντιδραστήριο TRI-REAGENT (SIGMA). Το αντιδραστήριο 

αυτό επιτρέπει την ταυτόχρονη εκχύλιση από ένα δείγµα RNA, DNA και 

πρωτεϊνών. Σε 100 mg ιστού προστίθεται 1 ml αντιδραστηρίου. Ακολουθεί 

ανακίνηση µε vortex και επώαση για 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη 

συνέχεια το δείγµα φυγοκεντρείται στις 12000 g για 10 λεπτά στους 4 οC. 

Συλλέγεται το υπερκείµενο και εκχυλίζεται δύο φορές µε φαινόλη/χλωροφόρµιο 

(1:1). Το υπερκείµενο µεταφέρεται σε νέο φιαλίδιο φυγοκέντρησης (eppendorf) 

όπου κατακρηµνίζεται µε 2 όγκους 100 % αιθανόλης και 1/10 του όγκου 3 Μ 

οξικού νατρίου pH 5.2. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 12000 g για 20 λεπτά 

στους 4 οC και το ίζηµα (RNA) που προκύπτει πλύνεται µε 70 % αιθανόλη. Η 

επαναδιάλυση του ιζήµατος γίνεται σε αποστειρωµένο ddH2O. 

  

2.16. Ανάλυση Northern 

Η αρχή της µεθόδου περιλαµβάνει ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό του RNA 

σε αποδιατακτικό πήκτωµα αγαρόζης (1.2 %) παρουσία φορµαλδεϋδης (2.2 Μ). 

Το ολικό RNA ποσοτικοποιήθηκε µε τη φασµατοφωτοµετρία και υπολογίστηκε 

περαιτέρω µε φυσική ηλεκτροφόρηση και σταθεροποίηση µε βρωµιούχο εθίδιο. 

Στα δείγµατα RNA (20-40 µg) που ήταν διαλυµένα σε νερό προστέθηκαν 2 

όγκοι διαλύµατος: 50 % φορµαµίδη, 2.2 Μ φορµαλδεϋδη, 20 mM MOPS, 5 mM 

NaAc pH 7.0, 1 mM EDTA, 0.1 % bromophenol blue, 0.1 % xylene cyanol και 

θερµάνθηκαν για 5 min στους 65 οC πριν την ηλεκτροφόρηση. Το ρυθµιστικό 

διάλυµα ηλεκτροφόρησης περιείχε: 20 mM MOPS, 5 mM NaAc pH 7.0, 1 mM 

EDTA, 2.2 Μ φορµαλδεϋδη.  

Στη συνέχεια τα RNA µεταφέρθηκαν σε νάυλον µεµβράνη 

GENESCREENΤΜ/DU-PONT µε τη χρήση περίσσειας διαλύµατος µεταφοράς: 

50 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.2. 

H ακινητοποίηση των αποδιαταγµένων µορίων RNA στη µεµβράνη έγινε 

µε έκθεση σε ακτινοβολία UV (312 nm) και θέρµανση για 1 ώρα στους 80οC. 
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2.17. Πέψη µορίων DNA µε Ένζυµα Περιορισµού 

Οι περιοριστικές πέψεις πραγµατοποιήθηκαν µε βάση τις άριστες συνθήκες 

στις οποίες λειτουργεί κάθε ένζυµο (θερµοκρασία, pH, µοριακότητα ρυθµιστικού 

διαλύµατος σε άλατα) σύµφωνα µε τις οδηγίες της κατασκευάστριας εταιρείας 

και τα πρωτόκολλα που περιγράφονται στο σχετικό εργαστηριακό εγχειρίδιο 

(Sambrook et al., 1989). 

 

2.18. Ηλεκτροφορητική Ανάλυση RNA και DNA, Αποµόνωση και 

Καθαρισµός Τµηµάτων DNA από Πήκτωµα Αγαρόζης 

Η ανάλυση κοµµατιών RNA και DNA έγινε µε ηλεκτροφορητικό 

διαχωρισµό τους σε πήκτωµα αγαρόζης, κατάλληλης για την κάθε περίπτωση 

πυκνότητας (0.5 -1.5 %). Για την αποµόνωση και τον καθαρισµό µορίων DNA 

που είχαν διαχωριστεί σε πήκτωµα αγαρόζης χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της 

εκλεκτικής δέσµευσης σε µικροσφαιρίδια πυριτίου QIAEX II (QIAGEN). Η 

αναλυτική διαδικασία περιγράφεται στο σχετικό εγχειρίδιο της εταιρείας. 

 

2.19. Ραδιοσήµανση Μορίων DNA 

Για τη ραδιοσήµανση γραµµικών µορίων DNA τηρήθηκε η µέθοδος της 

σήµανσης µε τυχαίους εκκινητές (random priming labelling)(Sambrook et al., 

1989). Η µέθοδος αυτή επιτρέπει τη δηµιουργία ραδιοσηµασµένων τµηµάτων 

DNA υψηλής ειδικής ενεργότητας (5x108 cpm/µg) και χρησιµοποιήθηκε σε 

ανάλυση κατά Northern. 

 

2.20. Υβριδοποιήσεις Νουκλεϊκών Οξέων 
Ένα cDNA κοµµάτι 2.112 kb της ADC αµπέλου (Primikirios and 

Roubelakis-Angelakis, 1999), ένα ολόκληρο cDNA της ODC τοµάτας (Alabadi 

and Carbonell, 1998), ένα PCR-προερχόµενο κοµµάτι της SAMDC καπνού, 

δώρο από τον Prof. A. J. Michael (Institute of Food Research, Norwich, UK), 

ένα RT-PCR κοµµάτι 945 bp της SPDS από Nicotiana sylvestris, δώρο από τον 
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Dr. T. Shoji, Nara Institute of Science and Technology, Japan (Hashimoto et al., 

1998a) και ένα cDNA της PAO καλαµποκιού παρεχόµενο από την Dr. P. 

Tavladoraki, Universita degli studi "Roma Tre", Italy (Tavladoraki et al., 1998), 

σηµασµένα σε ειδική ενεργότητα 109 cpm/µg DNA, χρησιµοποιήθηκαν ως 

ραδιοσηµαντές για την άµπελο και τον καπνό. Το κοµµάτι της SAMDC καπνού 

προήλθε από καλλιέργειες ριζικών τριχιδίων µετασχηµατισµένων µε το 

ριζογενές αγροβακτηρίδιο. ∆ύο εκφυλισµένοι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές: 

(sense) 5'-TT(T/C)GA(A/G)GGN(T/A/C)(T/C)NGA(A/G)-AA-3' και (antisense) 

5'-TCNGGNGTNA(T/C)(A/G)TG-NA(T/G/A)NG-3' αντιπροσωπεύοντας, 

αντίστοιχα, τις αµινοξικές αλληλουχίες FEG(F/T/P)EK και T(M/I/L)H(I/V)TPE 

χρησιµοποιήθηκαν για την απόκτηση ενός προϊόντος PCR 723 bp που 

κλωνοποιήθηκε, αλληλουχήθηκε και έδειξε 93.2 %, οµολογία µε τη SAMDC 

πατάτας σε νουκλεοτιδικό επίπεδο (Taylor et al., 1992). Οι συνθήκες PCR, η 

κλωνοποίηση των προϊόντων PCR και η ανάλυση αλληλουχιών περιγράφονται 

στους (Michael et al., 1996). 

Οι υβριδοποιήσεις µεµβρανών µε ακινητοποιηµένα µόρια RNA έγιναν µε 

βάση το πρωτόκολλο των (Church and Gilbert, 1984). Σύµφωνα µε τη µέθοδο 

αυτή οι µεµβράνες προϋβριδοποιούνται για τουλάχιστον δύο ώρες µε διάλυµα 

που περιέχει 0.5 M Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.2, 7 % SDS, 1 % BSA, 1 mM 

EDTA. H θερµοκρασία υβριδοποίησης εξαρτάται από τη σύνθεση, το µέγεθος 

και την οµολογία των ανιχνευτών µε την προς υβριδοποίηση αλληλουχία. Κατά 

κανόνα σε όλες σχεδόν τις αναλύσεις η θερµοκρασία παρέµενε σταθερή στους 

65 oC. Στη συνέχεια ο ραδιοσηµασµένος ανιχνευτής (106 cpm/ml διαλύµατος 

υβριδοποίησης) αποδιατάσσεται για 5 min στους 100 οC και ακολουθεί 

υβριδοποίηση στις ίδιες συνθήκες για 12-18 h. Τα πλύσιµο των µεµβρανών, για 

την αφαίρεση των µη ειδικά προσδεδεµένων ραδιοσηµασµένων µορίων, γίνεται 

σε διάλυµα 40 mM Na2HPO4/NaH2PO4 pH 7.2, 5 % SDS, 1 mM EDTA, στην 

ίδια θερµοκρασία υβριδοποίησης και στη συνέχεια ακολουθεί αυτοραδιογραφία. 

Οι ποσότητες RNA, που χρησιµοποιήθηκαν, υπολογίστηκαν βάση των 

ριβοσωµικών RNA. Αντίστοιχες ποσότητες ολικού RNA αναλύθηκαν 
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ταυτόχρονα σε µη αποδιατακτικό πήκτωµα, στο οποίο επιβεβαιώθηκαν οι ίσες 

ποσότητες των rRNAs µετά από χρώση του µε βρωµιούχο εθίδιο.  

 

2.21. Στατιστική Ανάλυση και Παρουσίαση των ∆εδοµένων 

Οι ΠΑς εκφράζονται σε nmoles ανά g φρέσκου βάρους ή nmoles ανά mg 

πρωτεΐνης ± το τυπικό σφάλµα του µέσου. Οι ειδικές ενεργότητες των ADC, 

ODC και SAMDC παρουσιάζονται σε nmols εκλυόµενου CO2 ανά ώρα και ανά 

mg πρωτεΐνης ± το τυπικό σφάλµα του µέσου, στους 37 οC. Η αργινίνη και η 

ορνιθίνη εκφράζονται σε nmoles ανά mg πρωτεΐνης ± το τυπικό σφάλµα του 

µέσου. Οι ειδικές ενεργότητες της αργινάσης παρουσιάζονται ως U ανά mg 

πρωτεΐνης ± το τυπικό σφάλµα του µέσου, όπου µία U ισούται µε 1 µmole 

παραγόµενης ορνιθίνης ανά ώρα στους 37 oC. Όλα τα πειράµατα 

πραγµατοποιήθηκαν τρεις φορές µε παρόµοια αποτελέσµατα και περιελάµβαναν 

το λιγότερο τρεις επαναλήψεις ανά δείγµα.  

Τα δεδοµένα αναλύθηκαν µέσω της µονόδροµης ανάλυσης της 

παραλλακτικότητας (ANOVA) για να προσδιοριστούν οι στατιστικά σηµαντικές 

διαφορές (Ρ<0.05 και P<0.01) µεταξύ των διαφόρων οµάδων που αναλύθηκαν. 

Τα δεδοµένα µετατράπηκαν λογαριθµικά για εξοµάλυνση των διακυµάνσεων, 

όπου ήταν απαραίτητο (Bartlett's test). Αν οι τιµές F ήταν σηµαντικές, έγιναν 

συγκρίσεις µεταξύ δύο τιµών µε το τεστ των πολλαπλών συγκρίσεων του Tukey. 

Τα δεδοµένα που αφορούσαν δύο οµάδες συγκρίθηκαν χρησιµοποιώντας τα t-

tests. 

Τα αποχρωµατισµένα πηκτώµατα πολυακρυλαµίδης µετά τη χρώση τους 

για την εµφάνιση των πρωτεϊνικών ζωνών, φωτογραφήθηκαν µε ψηφιακή 

φωτογραφική µηχανή Kodak DC120 (Eastman Kodak Company, Rochester, NY) 

και ο υπολογισµός των ΜΒ των πρωτεϊνικών ζωνών έγινε µε το πρόγραµµα 

Kodak Digital Science 1D Analysis Software. Οι µεµβράνες νιτροκυτταρίνης, 

µετά την αντίδραση ανάπτυξης χρώµατος, ψηφιοποιήθηκαν σε σαρωτή HP 

ScanJet (Hewlett Packard, Paco Alto, CA) και ο υπολογισµός των ΜΒ των 

ανοσοεντοπισµένων πρωτεϊνικών ζωνών έγινε µε το παραπάνω πρόγραµµα. 
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Οι αυτοραδιογραφίες από τα northern blots ψηφιοποιήθηκαν µε σαρωτή 

ΗΡ ScanJet 6100 (Hewlett Packard, Paco Alto, CA), ενσωµατώθηκαν στο 

κείµενο και εκτυπώθηκαν σε εκτυπωτή HP LaserJet 4000N PS (1200 dpi), χωρίς 

ορατή διαφορά από τα πρωτότυπα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: Το µονοπάτι των Πολυαµινών Ρυθµίζεται 

Χωρο- και Χρονοταξικά στον Καπνό: Ι. H 

Αποκαρβοξυλάση της Ορνιθίνης Υπερεκφράζεται στις 

∆ευτερογενείς Ρίζες και η Συνθάση της Σπερµιδίνης στους 

Αγγειώδεις Ιστούς του Bλαστού 
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3.1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι πολυαµίνες ΠΑ πουτρεσίνη (Put), σπερµιδίνη (Spd) και σπερµίνη (Spm) είναι 

µόρια σήµατα που συµµετέχουν στη ρύθµιση της αύξησης των φυτών, στην 

ανάπτυξη και στις αποκρίσεις καταπόνησης. Η οµοιοστασία τους στα κύτταρα 

των φυτών ρυθµίζεται από το βαθµό βιοσύνθεσης, σύζευξης και καταβολισµού 

τους. Παρουσιάζονται αναλυτικά χωρoταξικά και χρονικά οι συγκεντρώσεις των 

ενδογενών διαλυτών (S-), διαλυτών συζευγµένων (SH-) και αδιάλυτων 

συζευγµένων (PH-) κλασµάτων της Put, Spd και Spm σχεδόν σε όλα τα όργανα 

φυτών και, επίσης, η κατατοµή της έκφρασης των ενζύµων βιοσύνθεσης των ΠΑ 

σε επίπεδα µεταγράφων, πρωτεϊνών και ειδικών ενεργοτήτων, µαζί µε τις 

ενδογενείς συγκεντρώσεις των προδρόµων αµινοξέων αργινίνης και ορνιθίνης. 

Τα αποτελέσµατα αποκαλύπτουν ότι οι ενδογενείς συγκεντρώσεις και η 

βιοσύνθεση ΠΑ ακολουθούν µια βασιπέταλη µείωση κατά µήκος του άξονα των 

φυτών καπνού. Τα µετάγραφα των γονιδίων που κωδικοποιούν τα ένζυµα ADC, 

SAMDC και SPDS, καθώς και η πρωτεΐνη της ADC δε συµπίπτουν µε τις 

ενζυµικές ενεργότητες στους νεώτερους ιστούς. Η σύνθεση της Spd συσχετίζεται 

ισχυρά µε τις έντονες κυτταροδιαιρέσεις. Οι σχετικές αναλογίες S/tot-ΠΑ 

αυξάνονται βαθµιαία βασιπέταλα, ενώ οι συζευγµένες ΠΑ µειώνονται, µε τη Spd 

να καθορίζει κυρίως αυτές τις αλλαγές. Το συνολικό µέγεθος φύλλων 

συσχετίζεται αρνητικά µε τις ενδογενείς συγκεντρώσεις και τη σύνθεση ΠA. Τα 

βιοσυνθετικά ένζυµα ΠA υποεκφράζονται κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Οι 

συγκεντρώσεις των Arg και Orn και η ενεργότητα της αργινάσης αυξάνονται µε 

την ηλικία. Το ακραίο µερίστωµα του βλαστού είναι η κύρια περιοχή σύνθεσης 

των Spd και Spm ενώ η ρίζα είναι η κύρια περιοχή σύνθεσης της Put. 

 

3.2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του φυτού, εσωτερικά και εξωτερικά σήµατα 

συµµετέχουν ως αναπτυξιακά συνθήµατα που επιτρέπουν στο φυτό να 

συντονίσει τις αναπτυξιακές του διαδικασίες. Οι πολυαµίνες (ΠAς) 
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αντιπροσωπεύουν σηµαντικά εσωτερικά αναπτυξιακά σήµατα, τα οποία έχουν 

συνδεθεί µε σηµαντικά αναπτυξιακά φαινόµενα, που περιλαµβάνουν την 

κυτταρική διαίρεση, την κυτταρική διόγκωση, τη µορφογένεση, το 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό, την αφοµοίωση αζώτου και την οξειδωτική 

απόκριση (Kotzabasis et al., 1993a; Kotzabasis et al., 1993b; de Marco and 

Roubelakis-Angelakis, 1996a, 1996b, 1997; Pedroso et al., 1997; Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, 1999; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999; 

Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 2001; Paschalidis et al., 2001; Primikirios 

and Roubelakis-Angelakis, 2001; Papadakis et al., 2001a; Papadakis et al., 

2001b; Kakkar and Sawhney, 2002; Loulakakis et al., 2002; Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, 2002; Perez-Amador et al., 2002; Cona et al., 2003; Fos 

et al., 2003; Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003b).  

Οι πολυαµίνες είναι µικρά εξελικτικά αρχαία πολυκατιόντα που βρίσκονται 

σε όλα τα κύτταρα. Τα ευκαρυωτικά κύτταρα συνθέτουν Put άµεσα από την 

ορνιθίνη (Orn) διαµέσου της ενεργότητας της αποκαρβοξυλάσης της ορνιθίνης 

(ODC, Εικ. 3.1). Στα φυτά και µερικά βακτήρια υπάρχει ένας πρόσθετος δρόµος 

για την Put, έµµεσα από την αργινίνη (Arg), µέσω της δραστηριότητα του 

µονοπατιού της ADC. Μια αµινοπροπυλική οµάδα προερχόµενη από την 

αποκαρβοξυλιωµένη S-αδενοσυλοµεθειονίνη (dSAM) µεταφέρεται στην Put από 

τη συνθάση της σπερµιδίνης (SPDS) για να σχηµατίσει Spd και µια άλλη 

αµινοπροπυλική οµάδα προστίθεται στη Spd από τη συνθάση της σπερµίνης 

(SPMS) για να σχηµατίσει Spm (Εικ. 1). Η dSAM σχηµατίζεται από την 

ενεργότητα της αποκαρβοξυλάσης της S-αδενοσυλ-µεθειονίνης (SAMDC).  

Οι πολυαµίνες µέσα στα κύτταρα υπάρχουν ως διαλυτές (S-), ή 

συζευγµένες σε µικρά (SH-) ή σε µεγάλα (PH-) µόρια. Ο ακριβής ρόλος του 

κάθε ενός από αυτά τα κλάσµατα παραµένει άγνωστος. Oι ΠΑ και κυρίως οι S-

µορφές, έχουν αναλυθεί σε ποικίλα φυτικά όργανα/ιστούς (Kakkar and Sawhney, 

2002), αλλά ποτέ µε έναν αληθινά ιστο-ειδικό τρόπο,   ο οποίος είναι σηµαντικός  
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Εικόνα 3.1. Τα µεταβολικά µονοπάτια των πολυαµινών. ,  και  απεικονίζουν 
αµινοξέα, πολυαµίνες και ένζυµα, αντίστοιχα, που µελετήθηκαν σ’ αυτή τη µελέτη. Τα 
διακεκοµµένα τόξα δείχνουν πάνω από ένα ενδιάµεσο. A: οποιαδήποτε αναγωγική ουσία, ADC: 
αποκαρβοξυλάση της αργινίνης, ODC: αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης, SAMDC: 
αποκαρβοξυλάση της S-αδενοσυλ-µεθειονίνης, SPDS: συνθάση της σπερµιδίνης, SPMS: 
συνθάση της σπερµίνης. 

 

για τη διεύρυνση της γνώσης µας σχετικά µε τη λειτουργία τους. Επιπλέον, αν 

και   ένας   αριθµός  από   ένζυµα  του   µεταβολισµού  των  ΠA  έχει   µελετηθεί 

κυρίως σε επίπεδο ενεργοτήτων και πρωτεινών (Bouchereau et al., 1999; Kakkar 

and Sawhney, 2002), καµµιά µελέτη δεν έχει δείξει λεπτοµερή αναπτυξιακά 

πρότυπα γονιδιακής έκφρασης. Η πολυπλοκότητα στον έλεγχο της κυτταρικής 
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διαίρεσης και αύξησης στο αναπτυσσόµενο φυτό καπνού είναι καλά 

τεκµηριωµένη (Chen et al., 2001). Ενισχυτικά ή περιοριστικά στοιχεία αύξησης 

πρέπει να υπάρχουν και είναι λογικό να υποθέσουµε ότι οι διαβαθµίσεις των ΠA 

µέσα στα µεριστώµατα, στα φύλλα, στους µίσχους, στα µεσογονάτια ή/και στις 

ρίζες είναι µέρος αυτού του ελέγχου. Σε αυτήν την εργασία, παρουσιάζεται η 

χωρο- και χρονοταξική κατανοµή των ενδογενών συγκεντρώσεων των S-ΠA 

(Put, Spd, Spm), SH-ΠA (Put, Spd, Spm) και ΡH- ΠA (Put, Spd, Spm), σε 

ολόκληρο το φυτό καπνού, και οι περιοχές βιοσύνθεσης των ΠA σε 

µεταγραφικό, µεταφραστικό και µετα-µεταφραστικό επίπεδο. Τα αποτελέσµατα 

προτείνουν ότι η σύνθεση και η σύζευξη ΠA αποτελούν ένα ουσιώδες κοµµάτι 

του οµοιοστατικού µηχανισµού, ο οποίος ελέγχει τα ελεύθερα επίπεδα των ΠA. 

Οι αλλαγές στις συγκεντρώσεις των ΠΑ κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του 

φυλλου µπορεί να είναι ένα κοµµάτι του µηχανισµού ελέγχου της µετάβασης 

από την κυτταρική διαίρεση στην κυτταρική αύξηση και η πρώτη θα µπορούσε 

να εξαρτάται από τις συγκεντρώσεις των ΠA οι οποίες είναι διατηρηµένες µέσα 

σε αυστηρά όρια. Τα γονίδια του δικτύου βιοσύνθεσης των ΠA ρυθµίζονται 

χωροταξικά και οντογενετικά µε ένα ιστό/όργανο- ειδικό τρόπο. 

 

 

3.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.3.1. Τα Eπίπεδα και η Σύνθεση των Πολυαµινών Ακολουθούν µια 

Βασιπέταλη Μείωση Κατά Μήκος του Άξονα του Φυτού του Καπνού  

Τα αναπτυσσόµενα φυτά παρέχουν ένα ενδιαφέρον in vivo σύστηµα για την 

έρευνα της κυτταρικής διαίρεσης/κυτταρικής επιµήκυνσης, αύξησης και 

δυνητικής συσχέτισης των ΠA µε αυτές τις διαδικασίες. Έχουµε ερευνήσει και 

τις τρεις ΠAs (Put, Spd και Spm) και τα κλάσµατά τους (S, SH και PH) στα φυτά 

του καπνού κατά τη διάρκεια της βλαστικής ανάπτυξης. Τα φυτά µεγάλωσαν υπό 

θερµοκηπιακές   συνθήκες   όπου επιλέχτηκαν για ανάλυση όταν είχαν αναπτύξει  
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Εικόνα 3.2. Ολικές ποσότητες ΠΑ (Put+Spd+Spm) σε διαφορετικά µέρη του φυτού του 
καπνού. Το µέγεθος των κύκλων απεικονίζει τις σχετικές τιµές των ΠΑ στα διάφορα όργανα 
του φυτού. Οι άσπρες µερίδες των κύκλων αντιστοιχούν στο ποσό των ελευθέρων (S) ΠΑ, οι 
µπλε µερίδες στο ποσό των διαλυτών συζευγµένων (SH) ΠΑ και οι µαύρες µερίδες στις 
αδιάλυτες συζευγµένες (PH) ΠΑς. Apical meristem (Κορυφαίο µερίστωµα): 191% του µέσου 
ολικού επιπέδου ΠΑ υπολογιζοµένου από όλους τους ιστούς του καπνού. 1st leaf (1o φύλλο): 
166%. 10th leaf (10o φύλλο): 85%. 25th leaf (25o φύλλο): 41%. Root (Πρωτογενής ρίζα): 90%. 
root (∆ευτερογενής ρίζα): 88%. 
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25 φύλλα. Βρέθηκε µια αντίστροφη συσχέτιση ανάµεσα στο οντογενετικό 

στάδιο των φύλλων και στα επίπεδα των S-, SH- και PH- κλασµάτων  των tot-

ΠΑ (Put + Spd + Spm) (Εικ. 3.2), που είναι ανεξάρτητη των συνθηκών 

ανάπτυξης (δεδοµένα που δε δείχνονται). Οι συγκεντρώσεις ΠA είναι εξαιρετικά 

υψηλές στα φύλλα µε βάρος µικρότερο των 10 mg και µειώνονται δραστικά όταν 

παύει η κυτταρική διαίρεση και η κυτταρική επιµήκυνση είναι η µόνη υπεύθυνη 

διαδικασία για την αύξηση του φύλλου. Στα παλαιότερα φύλλα που βρίσκονται 

κάτω από τα πλήρως αναπτυγµένα, οι συγκεντρώσεις των ΠA συνεχίζουν να 

µειώνονται µε την ηλικία. Η γενική τάση είναι ίδια άσχετα από τον τρόπο 

έκφρασης των ΠΑ (nmol g –1 FW ή nmol mg-1 πρωτείνη). Στην Εικόνα 2 

παρουσιάζονται τα σχετικά µεγέθη των S-, SH- και PH-ΠA σε διαφορετικά µέρη 

του φυτού του καπνού. Το άθροισµα των κλασµάτων S-, SH- και PH- των tot-

ΠA (Put+Spd+Spm) στα φύλλα (έλασµα και µίσχο) µειώνονται από 2577±136 

στο νεώτερο (κυκλική περιοχή του 1ου φύλλου) σε 124±3 στο γηραιότερο φύλλο 

(κυκλική περιοχή του 25ου ) (Εικ. 3.2). Το άθροισµα των S-, SH- και PH-Put (tot-

Put), της Spd (tot-Spd) και της Spm (tot-Spm) στο πρώτο αναπτυσσόµενο 

πραγµατικό φύλλο είναι υψηλό και βαθµιαία µειώνονται στο επιµηκυνόµενο (5ο 

και 10ο), στο πλήρως αναπτυγµένο (15ο), στο ώριµο (20ο) και στο παλαιότερο 

(25ο) φύλλο (Εικ. 3.3). Οι tot-Put, tot-Spd και tot-Spm στα φύλλα µειώνονται 

από 950±25 σε 28±1 (µείωση 34 φορές), από 1428±106 σε 65±4 (µείωση 22 

φορές) και από 200±9 σε 29±1 (7 φορές µείωση) nmol g-1 FW από το πρώτο ως 

το 25ο φύλλο, αντίστοιχα (Πίν. 1). Εποµένως, η ερώτηση προκύπτει εάν 

αυτές οι εξαρτώµενες από την αύξηση αλλαγές στη συγκέντρωση των ΠΑ 

έχουν επιπτώσεις ή όχι άµεσα ή έµµεσα στα χαρακτηριστικά της προόδου 

αύξησης των οργάνων.  

Στους µίσχους και στα µεσογονάτια, οι συγκεντρώσεις tot-Put, tot-Spd και 

tot-Spm παραµένουν πιο σταθερες από τις αντίστοιχες στην περιριφέρεια των 

φύλλων και στις κεντρικές περιοχές από το 1ο στο 5ο αναπτυξιακό στάδιο (Εικ. 

3.3), πιθανά προτείνοντας ότι οι νέοι αγγειακοί ιστοί µεσολαβούν στην 

βασιπέταλη µεταφορά των ΠΑ. Οι ενδογενείς ΠΑς αναλύθηκαν, επίσης, 

χρησιµοποιώντας in vitro µεγαλωµένα φυτά και τα αποτελέσµατα ενισχύουν τον 
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αναφερόµενο εδώ συσχετισµό µεταξύ των συγκεντρώσεων των ΠΑ και των 

αναπτυξιακών σταδίων (αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται).  

 

3.3.2. Υπάρχει µια Σύνδεση Μεταξύ των Πολυαµινών και της 

Κυτταροδιαίρεσης στα Νεώτερα Φύλλα; 

Η κυτταροδιαίρεση είναι έντονη στα αναπτυσσόµενα ακραία φύλλα και στο 

πολύ νέο φύλλο καπνού. Σε φύλλο 1cm (1ο), η κυτταροδιαίρεση εµφανίζεται σε 

όλο το φύλλο και στο µίσχο, αλλά κυρίως στις περιφερειακές περιοχές (Chen et 

al., 2001). Εντούτοις, όταν το φύλλο φθάνει σε µέγεθος µεγαλύτερο από 1,5 cm, 

οι κυτταροδιαιρέσεις παύουν πρώτα στην κορυφή, προάγονται σταδιακά προς το 

κάτω µέρος του φύλλου και βαθµιαία περιορίζονται στη βάση του φύλλου, πριν 

πάψουν εντελώς (Poethig and Sussex, 1985; Chen et al., 2001). Μετά από τη 

λήξη των κυτταροδιαιρέσεων, η αύξηση των φύλλων περιορίζεται σε αύξηση 

µέσω τάνυσης. Οι κυτταροδιαιρέσεις παύουν, επίσης, µε βασιπέταλο τρόπο στα 

φύλλα του ηλίανθου και της Arabidopsis (Granier and Tardieu, 1998; Donnelly 

et al., 1999). Για να ερευνηθεί εάν η βασιπέταλη διακοπή των 

κυτταροδιαιρέσεων συνοδεύεται από µείωση της περιεκτικότητας σε ΠA, όλα 

κλάσµατα των ΠΑ καθορίστηκαν χωριστά στα εξής τµήµατα των φύλλων: στην 

κορυφαία και περιφερειακή περιοχή, στην κεντρική περιοχή, στον ακροπέταλο 

µίσχο (το πιο κοντινό µέρος στα ελάσµατα των φύλλων), στο βασιπέταλο µίσχο 

και, επίσης, στα µεσογονάτια. Στο 1ο αναπτυξιακό στάδιο τα υψηλότερα επίπεδα 

ΠΑ βρίσκονται στην περιφέρεια των φύλλων (όπου εµφανίζεται συνήθως η 

κυτταροδιαίρεση ) από ότι στις κεντρικές περιοχές των φύλλων, στα τµήµατα 

των µίσχων και στα µεσογονάτια (Εικ. 3.3). Καµία σηµαντική διαφορά στις 

συγκεντρώσεις ΠA δεν ανιχνεύεται περαιτέρω µεταξύ της άκρης των 

φύλλων/του περιθωρίου και του κέντρου των φύλλων, και µεταξύ του 

ακροπέταλου και του βασιπέταλου µίσχου, αν και σε πολλές περιπτώσεις οι tot-

Put, tot-Spd και tot-Spm (Εικ 3) και τα S, SH και PH κλάσµατα είναι υψηλότερα 

στις περιφερειακές περιοχές σε σχέση µε το κέντρο του φύλλου και στον 
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ακροπέταλο σε σχέση µε το βασιπέταλο µίσχο (αποτελέσµατα που δεν 

παρουσιάζονται). Τα µεσογονάτια περιέχουν σηµαντικά πιο υψηλά επίπεδα tot-

Put, tot-Spd και tot-Spm από ότι τα ακροπέταλα και τα βασιπέταλα µέρη των 

µίσχων (Εικ. 3.3), δείχνοντας ότι η συσσώρευση και η ενεργή µεταφορά ΠA 

µπορεί να εντοπίζεται σε αυτό το όργανο. Αυτές οι διαφορές είναι µεγαλύτερες 

στα SH κλάσµατα, ειδικά στην SH-Spd (Εικ. 3.4).  

 

3.3.3. Οι Αναλογίες S-/tot-Πολυαµίνες Αυξάνονται Βασιπέταλα από την 

Κορυφή του Βλαστού στις Νέες Ρίζες, ενώ οι Συζευγµένες ΠΑς 

Μειώνονται. Η Spd φαίνεται να είναι η Κυριαρχούσα ΠΑ 

Στα υπέργεια όργανα του φυτού η SH-Spd είναι η αφθονότερη (Εικ. 3.4). Οι 

αναλογίες S-/tot-ΠAs ( S-ΠΑς/tot-ΠAs) αυξάνονται βασιπέταλα από την κορυφή 

προς τη ρίζα του φυτού (στην Εικόνα 2, ανεξάρτητα από το εµβαδόν των 

κύκλων, τα άσπρα τµήµατα αυξάνονται σε µέγεθος, σε σύγκριση µε τους 

αντίστοιχους ολόκληρους κύκλους). Οι αναλογίες PH-ΠA/tot-ΠAs αυξάνονται, 

επίσης, από την κορυφή στην πρωτογενή ρίζα και µειώνονται στη δευτερογενή 

ρίζα, ενώ οι σχέσεις SH-ΠAs/tot-ΠΑς µειώνονται (Εικ. 3.2). Οι αναλογίες S-

Put/S-(Spd+Spm), S-Put/total S-ΠAs, S-Spm/total S-ΠAs µειώνονται και η 

σχέση  S-Spd/total S-ΠAs  αυξάνεται   µε   την  ηλικία,  δείχνοντας   ότι   η  S-

Spd  είναι υπεύθυνη για τη βασιπέταλη αύξηση της σχέσης S-ΠΑς/tot-ΠAs. 

Κατά παρόµοιο τρόπο, οι SH-Spd και SH-Put συµβάλλουν σηµαντικά στη 

βασιπέταλη µείωση της σχέσης SH-ΠΑς/tot-ΠAs, αφού η σχέση SH-Spm/total 

SH-ΠΑς αυξάνεται σηµαντικά µε την ηλικία και η ΡH- Spm φαίνεται να είναι 

αρµόδια για την αύξηση στη σχέση PH-ΠA/tot-ΠAs. Η Spd ανταγωνίζεται µε τη 

Spm καθώς προκειµένου να κρατηθούν σε ισορροπία όλες οι ανωτέρω 

αναλογίες, η Spd ακολουθεί αντίθετες τάσεις µε τη Spm. Τα υψηλά επίπεδα των 

SH-ΠA και οι υψηλές αναλογίες SH/tot-ΠΑς στους νέους ιστούς υποδεικνύουν 

ότι αυτοί οι ιστοί θα µπορούσαν να στηριχθούν στις αποθηκευµένες µορφές  των 
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Εικόνα 3.3. Περιεχόµενα ολικής (Total, S+SH+PH) Put, ολικής (Total) Spd και ολικής (Total) 
Spm σε φύλλα (L, leaf), µίσχους (P, petiole) και µεσογονάτια διαστήµατα (I, internode) κατά τη 
διάρκεια της ανάπτυξης του φυτού του καπνού. Οι διακεκοµµένες γραµµές περιλαµβάνουν 
τµήµατα της εικόνας σε µεγέθυνση από τις κορυφαίες περιοχές του φυτού. A (κορυφή του 
βλαστού, Αpex), L (ακραία και περιφερειακή περιοχή του φύλλου, Leaf apical and marginal 
lamina), C (κέντρο του φύλλου, central leaf lamina), P (ακροπέταλος µίσχος, acropetal petiole), 
BP (βασιπέταλος µίσχος, basipetal petiole), I (µεσογονάτιο διάστηµα, internode), R 
(πρωτογενής ρίζα, primary root), r (δευτερογενής ρίζα, secondary root). ∆εδοµένα για L, C, P, 
BP και I, απεικονίζονται στα 1ο, 5ο, 10ο, 15ο, 20ο και 25ο αναπτυξιακό στάδιο (αριθµηµένα από 
την κορυφή).  
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συζευγµένων ΠΑ ως πηγές των S-ΠAs κατά τη διάρκεια των πρώτων ηµερών 

της ανάπτυξης.  

Τα επίπεδα των tot-ΠA στις πρωτογενείς και δευτερογενείς ρίζες δε 

διαφέρουν σηµαντικά (Εικ. 3.2). Εντούτοις, η tot-Spd είναι µεγαλύτερη στις 

δευτερογενείς  από  ότι  στις  πρωτογενείς  ρίζες  και  η tot-Put είναι χαµηλότερη  

(Εικ. 3.3). Όλα τα S-κλάσµατα και η SH-Spd είναι, επίσης, υψηλότερα στις νέες 

ρίζες (Πίν. 1).  

 

3.3.4. Τα Μετάγραφα των adc, samdc και spds και η Πρωτεΐνη της 

ADC ∆εν Συµπίπτουν µε τα Ενζυµικά τους Επίπεδα στα Νεώτερα 

Φύλλα 

Εκτός από τις υψηλές συγκεντρώσεις ΠΑ στο πρώτο φύλλο (έλασµα και µίσχο), 

οι ειδικές ενεργότητες σχεδόν όλων των βιοσυνθετικών ενζύµων (ADC, ODC, 

SAMDC και SPDS) είναι υψηλότερες στην περιφέρεια και ακολουθούν µια 

βασιπέταλη µείωση προς τους µίσχους (Εικ 3.3, 3.5α, 3.6α και στοιχεία που δεν 

παρουσιάζονται για το κέντρο των φύλλων και το βασιπέταλο µίσχο). Τα 

µετάγραφα του odc είναι σύµφωνα µε τα επίπεδα της ενεργότητας: υψηλά στην 

περιφέρεια φύλλων και µειώνονται βασιπέταλα στο µίσχο (1ο φύλλο, Εικ. 3.5c, 

d). Η ενεργότητα της ODC ρυθµίζεται τόσο σε µεταγραφικό όσο και σε 

µεταφραστικό   επίπεδο   (Marton  and  Pegg,  1995)  και  µέσω  ελεγχόµενης, 

ΑΤΡ εξαρτώµενης πρωτεόλυσης από το 26 S πρωτεόσωµα, τουλάχιστον 

στα θηλαστικά και στα κύτταρα ζύµης (Saccharomyces cerevisiae ) (Bercovich 

et al.,1989; Mamroud-Kidron and Kahana, 1994).  

Τα µετάγραφα των adc, samdc και spds και το πρωτεϊνικό επιπέδο της 

ADC δε συµπίπτουν µε τις ειδικές ενεργότητες οι οποίες εµφανίζονται χαµηλές 

περιφερειακά του φύλλου και αυξάνονται σταδιακά  προς το κέντρο του φύλλου 

και τους µίσχους. (Εικ. 3.5c, d, e και 3.6e, d και δεδοµένα που δεν 

παρουσιάζονται). Οι βασιπέταλα αυξανόµενες διαβαθµίσεις των µεταγράφων 

συνεχίζονται και στα µεογονάτια. Η ένταση της  ζώνης στο   µετάγραφο της spds  
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στο πρώτο µεσογονάτιο εµφανίζεται σχεδόν 10 φορές υψηλότερη σε σχέση µε 

την περιφερειακή περιοχή του 1ου φύλλου (Εικ. 3.6d). Οι διαφωνίες ανάµεσα στα 

µετάγραφα του adc και στα επίπεδα πρωτείνης και ενεργότητας της ADC 

οδηγούν στο συµπέρασµα ότι στα φυτά καπνού η ρύθµιση της ADC γίνεται σε 

µετα-µεταφραστικό επίπεδο, όπως συµβαίνει και µε την ADC της αµπέλου 

(Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 2001). Η ADC ρυθµίζεται, επίσης, µετα- 

µεταφραστικά στη βρώµη (Malmberg and Cellino, 1994) και στην Arabidopsis 

(Watson and Malmberg, 1996). Το γεγονός ότι δεν υπάρχει συσχέτιση µεταξύ 

των επιπέδων των µεταγράφων των samds και spds, και των ενεργοτήτων των 

SAMDS και SPDS θα µπορούσε να οδηγήσει στο συµπέρασµα ότι υπάρχει µία 

µετα-µεταγραφική, µεταφραστική ή/και µετα-µεταφραστική ρύθµιση. Η 

SAMDC τόσο στα θηλαστικά όσο και στα φυτά συνθέτεται ως προένζυµο το 

οποίο ωριµάζει µέσω αυτοκαταλυτικής πρωτεόλυσης µεταξύ δύο σερινών (Heby 

and Persson, 1990; Schroder and Schroder, 1995), ενώ η SPDS έχει προταθεί ότι 

υπάρχει ως ένα σταθερό πολυενζυµικό σύµπλοκο (Panicot et al., 2002) ή µπορεί 

να είναι µετα-µεταγραφικά (Zhang et al., 2003) ή µετα-µεταφραστικά (Yoon et 

al., 2000) τροποποιηµένη. Εξαιτίας, του µεγάλου όγκου των αποτελεµάτων στην 

µελέτη αυτή παραθέτονται εκείνα που αφορούν την περιφέρεια των φύλλων, τον 

ακροπέταλο µίσχο και τα µεογονάτια. Ανεξάρτητα από το αναπτυξιακό στάδιο, 

οι κεντρικές περιοχές του φύλλου παρουσιάζουν γενικά ενδιάµεσες τάσεις 

ανάµεσα στις περιφερειακές και στους ακροπέταλους µίσχους, ενώ οι 

βασιπέταλοι µίσχοι παρουσιάζουν τιµές ανάµεσα στους ακροπέταλους µίσχους 

και στα µεσογονάτια (αποτελέσµατα που δε δείχνονται). 

 

3.3.5. Η Σύνθεση της Σπερµιδίνης Συσχετίζεται Έντονα µε τις 

Περιοχές Υψηλής Κυτταροδιαίρεσης στον Καπνό 

Στο 1ο φύλλο καπνού, οι κυτταροδιαιρέσεις είναι εντονότερες στις ακραίες και 

στις περιφερειακές περιοχές του ελάσµατος του φύλλου (Poethig and Sussex, 

1985; Chen et al., 2001). Περαιτέρω, κατά τη διάρκεια της γρήγορης φάσης 
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αύξησης, η τάνυση των κυττάρων προχωρεί βασιπέταλα. Στη συνέχεια κατά την 

ανάπτυξη ο σχετικός ρυθµός αύξησης στο τµήµα της βάσης του ελάσµατος του 

φύλλου είναι µεγαλύτερος από ότι κοντά στην κορυφή, και το τµήµα της βάσης 

του φύλλου αυξάνεται γρηγορότερα, διαµορφώνοντας έτσι το χαρακτηριστικό 

σχήµα των φύλλων του καπνού. Στα αυξανόµενα φύλλα (5ο και 10ο), όπου το 

πρότυπο της κυτταροδιαίρεσης στο φύλλο αντιστρέφεται και αυξάνεται από την 

περιφέρεια του φύλλου προς το µίσχο (Chen et al., 2001), τα επίπεδα των ΠA 

(Εικ. 3.4) συνεχίζουν να ακολουθούν την ίδια βασιπέταλα µειωµένη διαβάθµιση.  
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Εικόνα 3.4. Συγκεντρώσεις S-, SH- και PH-Put, Spd και Spm σε φυτά καπνού. Η αρίθµηση 
ξεκίνησε από το φύλλο της κορυφής που ονοµάστηκε «1ο φύλλο» και το αντίστοιχο 
µεσογονάτιο διάστηµα «1ο µεσογονάτιο». L (ακραία και περιφερειακή περιοχή του φύλλου, leaf 
apical and marginal lamina, ◊), P (ακροπέταλος µίσχος, acropetal petiole, ∆), I (µεσογονάτιο 
διάστηµα, internode, διακεκοµµένη γραµµή). Οι µπάρες λαθών αντιπροσωπεύουν ± SD.  
  

Παρ’ όλα αυτά, οι χωροταξικές διαφορές τους είναι µικρότερες σε σχέση µε το 

1ο στάδιο. Κατά συνέπεια, αν και τα επίπεδα των ΠA φαίνονται να 

συσχετίζονται καλά µε τις κυτταροδιαιρέσεις στα νεώτερα φύλλα, 

παρουσιάζουν αρνητική συσχέτιση στα µεγαλύτερα. Είναι ευρέως γνωστό, ότι 

οι ΠAs έχουν υψηλό χρόνο ηµιζωής και ότι τα άριστα επίπεδα ΠA, και όχι τα 

µέγιστα είναι απαραίτητα για την κυτταροδιαίρεση και την αύξηση (Bagni and 
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Tassoni, 2001). Επιπλέον, πρόσφατες µελέτες σε γενετικά τροποποιηµένα 

φυτά ρυζιού που εκφράζουν cDNA του odc του ανθρώπου ή του αdc της 

βρώµης (Noury et al., 2000; Lepri et al., 2001; Thu-Hang et al., 2002) δίνουν 

µια γενική εικόνα που καταδεικνύει έντονα ότι οι λιγότερο µεταβολικά 

ενεργοί ιστοί, όπως οι σπόροι, συσσωρεύουν υψηλά επίπεδα πολυαµινών.  
 

 

 
 
 
 

Σε αυξανόµενα φύλλα, οι ενεργότητες των ADC και ODC (Εικ. 3.5α) 

ακολουθούν τη βασιπέταλα µειούµενη διαβάθµιση, από την περιφέρεια των 

φύλλων µέχρι το µίσχο, η οποία βρέθηκε και στο 1ο αναπτυξιακό στάδιο. 

Αντίθετα, στα αναπτυσσόµενα φύλλα, οι ειδικές ενεργότητες των SPDS και 

SPMS αυξάνουν από την περιφέρεια των φύλλων προς τους µίσχους, 

ακολουθώντας µια αντίστροφη διαβάθµιση, σε σχέση µε το 1ο  αναπτυξιακό 

στάδιο (5ο και 10ο, Εικ. 3.6α).    Tα  ενζυµικά  και  τα  µεταγραφικά  επίπεδα της 
 

Πίνακας 1. Επίπεδα πολυαµινών (nmol g-1 FW) στην κορυφή του βλαστού, στο κορυφαίο (1ο), 
µεσαίο (10ο) και στο φύλλο της βάσης (25ο) του φυτού του καπνού καθώς και στην πρωτογενή 
και δευτερογενή ρίζα. Τα δεδοµένα είναι οι µέσοι όροι ± SE. 

Κλάσµατα ΠΑ Κορυφή 
βλαστού 

 
1ο 

 
10ο  

 
25ο 

Πρωτ. 
ρίζα 

∆ευτερ. 
ρίζα 

Put S 184 ±   15 134 ±   11 49 ±   3 8 ± 1 164 ± 11 198 ±   7
 SH 954 ±   87 771 ±   21 143 ± 10 15 ± 0 231 ±   8 156 ±   6
 PH 51 ±     4 44 ±     7 22 ±   1 5 ± 0 84 ±   6 42 ±   7
 
 

Total 1189 ± 141 950 ±   25 214 ± 10 28 ± 1 479 ± 32 396 ± 22

S 198 ±   14 152 ±   13 112 ± 13 28 ± 4 94 ±   7 123 ±   9
SH 1524 ± 189 1214 ± 106 203 ±   9 30 ± 2 51 ±   8 94 ±   8
PH 56 ±     6 62 ±     5 32 ±   1 7 ± 0 11 ± 10 6 ± 15

Spd 

Total 1778 ± 182 1428 ± 106 348 ± 16 65 ± 4 156 ± 14 223 ± 12

S 84 ±     9 50 ±     4 24 ±   3 3 ± 0 7 ±   1 11 ±   2
SH 112 ±     6 132 ±     8 85 ±   5 22 ± 1 62 ±   3 51 ±   4
PH 17 ±     1 18 ±     1 13 ±   1 4 ± 0 8 ±   1 6 ±   0

Spm 

Total 213 ±   10 200 ±     9 122 ±   6 29 ± 1 77 ±   3 68 ±   5

S 466 ±   34 337 ±   13 185 ± 15 39 ± 3 265 ± 23 332 ± 12
SH 2590 ±   21 2117 ± 135 430 ±   9 68 ± 2 344 ± 21 301 ± 11
PH 124 ±     9 124 ±   13 67 ±   2 17 ± 1 103 ± 12 54 ± 16

Put+Spd
+Spm 

Total 3180 ±   28 2577 ± 136 682 ± 18 124 ± 3 712 ± 41 687 ± 27
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Εικόνα 3.5. Αναπτυξιακά πρότυπα των ADC, ODC και SAMDC στα διαλυτά κλάσµατα από 
ιστούς καπνού. A (κορυφή του βλαστού, shoot Αpex), L (ακραία και περιφερειακή περιοχή του 
φύλλου, leaf apical and marginal lamina), P (ακροπέταλος µίσχος, acropetal petiole), I 
(µεσογονάτιο διάστηµα, internode), R (πρωτογενής ρίζα, primary root), r (δευτερογενής ρίζα, 
secondary root). (a) Ειδικές ενεργότητες στα φύλλα, µίσχους και µεσογονάτια διαστήµατα σε 
διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια. (b) Ειδικές ενεργότητες (specific activities) στην κορυφή του 
βλαστού (shoot apex), πρωτογενή (primary root) και δευτερογενή ρίζα (secondary root) (nmol 
CO2 h-1 mg-1 protein). (c) RNA ανάλυση της έκφρασης των adc, odc and samdc γονιδίων. Τα 
πηγάδια περιέχουν, τουλάχιστον, 10 µg ολικού RNA εκχυλισµένου από φυτά καπνού. Οι 
µεµβράνες µεταφοράς υβριδοποιήθηκαν διαδοχικά µε 32P-σηµασµένους ιχνηλάτες, όπως 
περιγράφεται στα “Υλικά και Μέθοδοι”. (d) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων mRNA [από (c), 
αναλογίες mRNAs/actin mRNAs]. (e) Πρωτεϊνική ανάλυση της ADC. Η αρίθµηση ξεκίνησε 
από το φύλλο της κορυφής που ονοµάστηκε «1ο (1st) φύλλο» και το αντίστοιχο µεσογονάτιο 
διάστηµα «1ο µεσογονάτιο». Οι µπάρες λαθών αντιπροσωπεύουν ± SD.  
 

SPDS είναι σχεδόν 2 φορές υψηλότερα στους µίσχους σε σχέση µε τα φύλλα, 

στο 10ο αναπτυξιακό στάδιο (Εικ. 3.6α, c, d). Προσθήκη Spd στα συγχρονισµένα 

κύτταρα C. Reinhardii οδήγησε σε   επαγωγή της   κυτταροδιαίρεσης κανονικά, 
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Εικόνα 3.6. Αναπτυξιακά πρότυπα των spds and spms σε ιστούς καπνού. A (κορυφή του 
βλαστού, shoot Αpex), L (ακραία και περιφερειακή περιοχή του φύλλου, leaf apical and 
marginal lamina), P (ακροπέταλος µίσχος, acropetal petiole), I (µεσογονάτιο διάστηµα, 
internode), R (πρωτογενής ρίζα, primary root), r (δευτερογενής ρίζα, secondary root). (a) 
Ειδικές ενεργότητες (specific activities) στα φύλλα, µίσχους και µεσογονάτια διαστήµατα σε 
διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια. (b) Ειδικές ενεργότητες στην κορυφή του βλαστού (shoot 
apex), πρωτογενή (primary root) και δευτερογενή ρίζα (secondary root) (units mg-1 protein). (c) 
RNA ανάλυση της έκφρασης των spds και spms γονιδίων. Τα πηγάδια περιέχουν, τουλάχιστον, 
10 µg ολικού RNA εκχυλισµένου από φυτά καπνού. (d) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων mRNA 
[από (c), αναλογίες mRNAs/actin mRNAs]. Η αρίθµηση ξεκίνησε από το φύλλο της κορυφής 
που ονοµάστηκε «1ο (1st) φύλλο» και το αντίστοιχο µεσογονάτιο διάστηµα «1ο µεσογονάτιο». 
Οι µπάρες λαθών αντιπροσωπεύουν ± SD. 
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ενώ η προσθήκη  Put οδήγησε στο ίδιο αποτέλεσµα σε µικρότερη έκταση 

(Theiss et al., 2002). Στα θηλαστικά οι κυτταροδιαιρέσεις αναστέλλονται 

(Marton and Pegg, 1995) και στο C. reinhardtii (Theiss et al., 2002) µε 

προσθήκη της 4-µεθυλ-κυκλοχεξυλαµίνης (4-Μe- CHA), ενός αναστολέα της 

SPDS, ενώ προσθήκη του αναστολέα της ODC, DFMO, δεν αναστέλλει την 

κυτταροδιαίρεση στο C. Reinhardtii αλλά προκαλεί µια πρόωρη συσσώρευση 

διαιρούµενων κυττάρων (Theiss et al., 2002). Επιπλέον, σηµαντικά υψηλές 

ενεργότητες της ODC µετρήθηκαν µετά από την προσθήκη του αναστολέα της 

SPDS, 4- Μe CHA, τόσο σε κύτταρα C. reinhardtii όσο και σε κύτταρα 

θηλαστικών (Marton and Pegg, 1995; Theiss et al., 2002). Από την άλλη µεριά, 

αναστολή της ODC µε DFMO προκαλεί µια αύξηση στην ενεργότητα της 

SAMDC, οδηγώντας σε αυξανόµενη σύνθεση Spd (Marton and Pegg, 

1995). ∆εδοµένου ότι η ενεργότητα της ODC έχει συσχετιστεί µε τις 

κυτταροδιαιρέσεις σε πολλά συστήµατα θηλαστικών και ανώτερων φυτών (Marton 

and Pegg, 1995; Hillary and Pegg, 2003), τα αποτελέσµατά µας θα µπορούσαν να 

προτείνουν µια ιστο- ή ηλικία-εξαρτώµενη έκφραση είτε της ODC είτε της SPDS σε 

διαιρούµενα κύτταρα καπνού, που ανταγωνίζονται µεταξύ τους για την ακολουθία 

των κυτταρικών διαιρέσεων. Στην περιφέρεια των νεώτερων φύλλων καπνού οι 

ενεργότητες και τα µετάγραφα της ODC είναι 3- και 1,5- φορές υψηλότερα από τα 

αντίστοιχα που έχουν µετρηθεί στον νεαρώτερο µίσχο, αντίστοιχα (Εικ. 3.5α, c).  

Ωστόσο, η ενεργότητα της SPDS παρουσιάζεται µόνο 0,9-φορές υψηλότερη στην 

περιφέρεια των νεώτερων φύλλων σε σχέση µε τον αντίστοιχο µίσχο (Εικ. 3.6α). 

Αντίθετα, τα µετάγραφα του spds στην περιφέρεια των νεώτερων φύλλων είναι 

σχεδόν 3-φορές χαµηλότερα σε σχέση µε το µίσχο και σχεδόν 10 φορές 

χαµηλότερα σε σχέση µε το αντίστοιχο µεσογονάτιο διάστηµα (Εικ. 3.6c, d). 

Στα αναπτυσσόµενα φύλλα (5ο και 10ο), οι περιφέρειες των φύλλων εµφανίζουν 

σχεδόν 2-φορές χαµηλότερη ενεργότητα και µετάγραφα της SPDS σε σχέση µε τους 

µίσχους, ενώ τα επίπεδα ενεργότητας της ODC είναι, επίσης, αυξηµένα στην 

περιφέρεια των φύλλων (Εικ. 3.5α, c, d και 3.6a, c, d). Κατά συνέπεια, στο νεώτερο 

φύλλο συνήθως η ODC φαίνεται να συσχετίζεται µε την έντονη κυτταροδιαίρεση στις 

περιφερειακές περιοχές φύλλων, ενώ στα αναπτυσσόµενα φύλλα, η SPDS είναι ο 
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κύριος ρυθµιστής της έντονης κυτταροδιαίρεσης στη βάση του φύλλου και στο µίσχο. 

Τα εξαιρετικά υψηλά επίπεδα mRNA του spds στους νεώτερους αγγειακούς ιστούς 

θα µπορούσαν να προτείνουν ότι η µεταγραφή του spds σε αυτούς  τους  ιστούς 

προηγείται της µετάβασής τους στη φάση της έντονης κυτταροδιαίρεσης, αργότερα 

κατά την ανάπτυξη. Σε συγχρονισµένες κυτταροκαλλιέργειες C. reinhardii (Theiss et 

al., 2002) η σύνθεση των ΠA προηγείται, επίσης, της µετάβασης στη φάση της 

κυτταροδιαίρεσης. Οι χωροταξικές αλλαγές στην ενεργοποίηση του γονιδίου adc και 

του ενζύµου στους νεώτερους ιστούς και η έκφραση του γονιδίου adc στο 10ο 

φύλλο είναι σε αντίθεση µε τις φάσεις της κυτταροδιαίρεσης (Εικ. 3.5c, d, e). Το 

γονίδιο adc συσχετίζεται κυρίως µε απόκριση των φυτών σε καταστάσεις 

καταπόνησης και όχι µε την κυτταροδιαίρεση (Kakkar and Sawhney, 2002; Hillary 

and Pegg, 2003). Τα αποτελέσµατα µας υποστηρίζουν ότι τα υψηλά επίπεδα 

έκφρασης της SPDS στον καπνό συσχετίζονται άµεσα µε την έναρξη και την 

ένταση της κυτταροδιαίρεσης (Εικ. 3.6).  

 

3.3.6. Τα Μεγέθη Κυττάρων των Φύλλων Καπνού Συσχετίζονται 

Αρνητικά µε τις Ενδογενείς Συγκεντρώσεις και τη Σύνθεση των 

Πολυαµινών 

Η αύξηση των φύλλων του καπνού έχει ήδη χαρακτηριστεί καλά (Poethig and 

Sussex, 1985; Chen et al., 2001). Περίπου 100 κύτταρα ξεκινούν ένα αρχέγονο 

φύλλο και ένα υποσύνολο αυτών αναπτύσσεται πρώτα για να δηµιουργηθεί η 

κορυφαία περιοχή του φύλλου. Στη συνέχεια, η κυτταρική αύξηση κινείται 

βασιπέταλα για τη δηµιουργία των κεντρικών και των περιοχών της βάσης 

του φύλλου (Chen et al., 2001). Προκειµένου να καθοριστεί εάν η αφθονία 

ΠA στο φύλλο συσχετίζεται ακριβώς µε την αύξηση των φύλλων, ήταν 

απαραίτητο να χαρτογραφηθούν οι χωροταξικές και χρονικές αλλαγές στην 

αύξηση των φυτών καπνού. Γι’ αυτό αποµονώθηκαν πρωτοπλάστες και/ή 

λεπτές κυτταρικές στοιβάδες και προσδιορίστηκε ο όγκος και η επιφάνεια των 

κυττάρων σε όλες τις περιοχές των φύλλων (ακραίες, περιφερειακές και 
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κεντρικές), στις ακροπέταλες και βασιπέταλες περιοχές των µίσχων, στα 

µεσογονάτια διαστήµατα, και στις πρωτογενείς και δευτερογενείς ρίζες, σε όλα 

τα αναπτυξιακά στάδια των φυτών καπνού. Καθώς οι ιστοί καπνού 

αναπτύσσονται, µέχρι την πλήρη ανάπτυξη τους, τόσο ο όγκος των κυττάρων 

µεσοφύλλου (και η επιφάνεια τους), όσο και των επιδερµικών κυττάρων 

σταθερά αυξάνονται (στοιχεία που δεν παρουσιάζονται). Αντίθετα, τα επίπεδα 

ΠA και η σύνθεσή τους µειώνεται. Εξετάστηκε η συσχέτιση µεταξύ της 

αναπτυξιακής πορείας των κυττάρων και της αφθονίας των ΠA στους ιστούς 

καπνών. Στο νεώτερο φύλλο (< 5% αναπτυγµένο) µόνο τα κύτταρα στην 

ακραία περιοχή είναι σε θέση να αποκριθούν στην αυξίνη, όσον αφορά την 

επιναστία και έχουν το υψηλότερο ποσοστό κυτταροδιαίρεσης και τη 

µικρότερη κυτταρική επιφάνεια (Jones et al., 1998). Αργότερα, στο 5ο φύλλο 

(30-40% αναπτυγµένο), τα κύτταρα στην άκρη και στην περιφέρεια του 

φύλλου είναι µεγαλύτερα από τα κύτταρα στις κεντρικές και περιοχές της 

βάσης (δεδοµένα που δεν παρουσιάζονται). Σε ένα ώριµο φύλλο, τα κύτταρα 

των περιφερειακών, κεντρικών και περιοχών της βάσης δεν παρουσιάζουν 

σηµαντική διαφορά στο µέγεθος των επιδερµικών κυττάρων. Κύτταρα στις 

ακραίες και περιφερειακές περιοχές του νεώτερου φύλλου καπνού, όπου τα 

κύτταρα έχουν την υψηλότερη ικανότητα αύξησης εξαιτίας της αυξίνης 

(Jones et al., 1998) και την ελάχιστη κυτταρική επιφάνεια, έχουν, επίσης, τις 

υψηλότερες συγκεντρώσεις όλων των κλασµάτων ΠA (Εικ. 3.3 και 3.4), την 

υψηλότερη βιοσυνθετική δραστηριότητα (ADC, ODC, SAMDC και SPDS, 

Εικ. 3.5 και 3.6) και το υψηλότερο µετάγραφο του odc (Eικ. 6), αλλά τα 

χαµηλότερα επίπεδα Orn (Εικ. 3.7), σε σύγκριση µε τις ακροπέταλες περιοχές 

του µίσχου.  Όταν  συγκρίνονται  µε  τις  περιοχές  του  κέντρου  και  της  

βάσης  των  φύλλων,  οι  περιφερειακές  περιοχές  του  νεώτερου  φύλλου  

παρουσιάζουν  παρόµοιες  τάσεις  (δεδοµένα  που  δεν  παρουσιάζονται).  Τα  

µετάγραφα  των  adc,  samdc  και  spds  και  τα  πρωτεινικά  επίπεδα  της  

ADC  ακολουθούν  αντίθετο  πρότυπο  από  αυτό  των  ενζυµικών  

ενεργοτήτων,  που    αυξάνεται    από    την    άκρη  έως  τη  βάση  του  

φύλλου 
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Εικόνα 3.7. Ειδικές ενεργότητες αργινάσης (Arginase specific activities), ενδογενή 
(endogenous) επίπεδα αργινίνης (Arg) και ορνιθίνης (Orn) σε φυτά καπνού (a) Ειδικές 
ενεργότητες στα φύλλα, µίσχους και µεσογονάτια διαστήµατα σε διαφορετικά αναπτυξιακά 
στάδια. L (ακραία και περιφερειακή περιοχή του φύλλου, leaf apical and marginal lamina), P 
(ακροπέταλος µίσχος, acropetal petiole), I (µεσογονάτιο διάστηµα, internode), αργινάση 
(Arginase, ◊ µε διακεκοµµένη γραµµή), αργινίνη (Arg, □), ορνιθίνη (Orn, ○). (b) Ειδικές 
ενεργότητες της αργινάσης (µmol Orn h-1 mg-1 protein) και ενδογενή επίπεδα Arg και Orn 
(nmol mg-1 protein) στην κορυφή του βλαστού (shoot apex), πρωτογενή (primary root) και 
δευτερογενή ρίζα (secondary root). Η αρίθµηση ξεκίνησε από το φύλλο της κορυφής που 
ονοµάστηκε «1ο (1st) φύλλο» και το αντίστοιχο µεσογονάτιο διάστηµα «1ο µεσογονάτιο». Οι 
µπάρες λαθών αντιπροσωπεύουν ± SD. 
 

και το µίσχο (στοιχεία που δεν παρουσιάζονται και Εικ. 5 και 6). Εποµένως, η 

πληθώρα των ΠA και η κατανοµή τους φαίνονται να συσχετίζονται αρνητικά 

µε το µέγεθος και την τάση της αύξησης και του µεγέθους των κυττάρων. Στο 
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ώριµο φύλλο, ανιχνεύονται µικρότερες διαφορές µεταξύ των περιφερειακών 

περιοχών, της βάσης, των φύλλων, και του µίσχου στην πλειοψηφία των 

κλασµάτων των ΠA και των επιπέδων των βιοσυνθετικών ενζύµων (Εικ. 3.3, 

3.4, 3.5 και 3.6 και αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται).  

 

3.3.7. Τα Βιοσυνθετικά Ένζυµα των Πολυαµινών ∆ιαφέρουν στον 

Υποκυτταρικό Εντοπισµό τους και Υποεκφράζονται Κατά τη ∆ιάρκεια 

της Ανάπτυξης σε Υπέργειους Ιστούς Καπνού, ενώ η Κυτοπλασµική 

ODC είναι Υπερεκφρασµένη στη Ρίζα 

Η ειδική ενεργότητα της ODC είναι σηµαντικά υψηλότερη στα υπόγεια (ρίζες) 

από ότι στα υπέργεια όργανα, συµπεριλαµβανοµένου του κορυφαίου 

µεριστώµατος του βλαστού, το οποίο εµφανίζει, επίσης, υψηλή ειδική 

ενεργότητα  της  ODC  (Εικ. 3.5α, b).  Η ενεργότητα  της  SAMDC είναι, επίσης,  

υψηλή στις πρωτογενείς και δευτερογενείς ρίζες του καπνού από ότι στα παλαιά 

και πλήρως αναπτυγµένα όργανα.  

Στα αναπτυσσόµενα και ώριµα υπέργεια όργανα, οι ακραίες και 

περιφερειακές περιοχές του ελάσµατος του φύλλου γενικά εµφανίζουν υψηλές 

ειδικές ενεργότητες των ODC και SAMDC, αλλά χαµηλότερες των SPDS και 

SPMS, από τα κεντρικά και βασικά µέρη των φύλλων και από τα ακροπέταλα 

και βασιπέταλα µέρη του µίσχου, ακολουθώντας µια βασιπέταλα µειούµενη 

τάση (Εικ. 3.5 και 3.6 και δεδοµένα δεν παρουσιάζονται). Οι ενζυµικές 

ενεργότητες της ADC στις δευτερογείς ρίζες του καπνού είναι σχετικά χαµηλές, 

σε σύγκριση µε εκείνες που µετρήθηκαν στα µεσογονάτια διαστήµατα και στα 

φύλλα (Εικ. 3.5α, b).  

Οι ειδικές ενεργότητες των SPDS και SPMS στα διαλυτά κλάσµατα είναι 

εντυπωσιακά υψηλές στην κορυφή του βλαστού και, επίσης, υψηλές στις νεαρές 

ρίζες, και γενικότερα µειώνονται µε την ηλικία (Εικ. 3.6). Στα µεσογονάτια 

διαστήµατα του καπνού, οι ενεργότητες της SPMS (στα διαλυτά κλάσµατα) 

αυξάνονται από το 1ο στο 10ο (από την κορυφή) και µειώνονται από εκεί και 

πέρα (Εικ. 3.6). ∆ε βρέθηκε ενζυµική ενεργότητα των SPDS και SPMS και 
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SAMDC στα πρωτεινικά ιζήµατα. Οι ειδικές ενεργότητες των βιοσυνθετικών 

ενζύµων ADC, ODC, SAMDC στο διαλυτό κλάσµα (Κεφ.2, Υλικά και 

Μέθοδοι), γενικά µειώνονται µε την ηλικία και είναι σε συµφωνία µε τα 

ενδογενή επίπεδα των ΠA (Εικ. 3.5α, b). Οι ενεργότητες των ADC και ODC στα 

πρωτεινικά ιζήµατα των υπέργειων ιστών καπνού (φύλλα, µίσχοι και 

µεσογονάτια διαστήµατα) ακολουθούν την ίδια τάση µε τα υπερκείµενα 

(αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται). Η ειδική ενεργότητα της ODC είναι 

περίπου η µισή από τη διαλυτή, ενώ στις ρίζες (ειδικά στις νεαρές) είναι 

εξαιρετικά χαµηλή συγκρινόµενη µε την ενεργότητα στο διαλυτό κλάσµα 

(αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται). Η απουσία SAMDC, αλλά η παρουσία 

της ενεργότητας της ADC και της ODC στα ιζήµατα υποδηλώνει διαφορετικό 

υποκυτταρικό εντοπισµό. Οι ενεργότητες της ODC είναι υψηλότερες από εκείνες 

της ADC, ειδικά στις δευτερογενείς ρίζες όπου η διαλυτή ειδική ενεργότητα της 

ODC  είναι  σχεδόν   30-φορές  υψηλότερη   από  αυτή  της  ADC  (Εικ. 3.5α, b). 

Αντιθέτως, υψηλότερη ειδική ενεργότητα της ADC από αυτή της ODC 

παρουσιάζεται στα γηραιά εναέρια όργανα.  

Τα µετάγραφα των adc, odc, samdc και spds γενικά µειώνονται µε την 

αύξηση της ηλικίας του ιστού (Εικ. 3.5c, d και 3.6c, d) όπως, επίσης, 

παρατηρείται και η ανοσοεντοπιζόµενη πρωτείνη της ADC. 

 

3.3.8. Οι Ειδικές Ενεργότητες της Αργινάσης και τα Επίπεδα 

Αργινίνης και Ορνιθίνης Αυξάνονται µε την Ηλικία 

Στο φυτό καπνού, οι ειδικές ενεργότητες της αργινάσης, καθώς, επίσης, και τα 

επίπεδα Arg και Orn, αυξάνονται µε την αύξηση της ηλικίας των οργάνων (Εικ. 

3.7). ∆ιαφορές εµφανίζονται περισσότερο στα µεσογονάτια διαστήµατα όπου οι 

αργινάση, Arg και Orn αυξάνονται από το νεώτερο στο παλαιότερο, 3,9-, 1,3- 

και 1,8-φορές, αντίστοιχα. Οι ανωτέρω τρεις παράµετροι, γενικά αυξάνονται από 

τις περιφερειακές περιοχές φύλλων  προς τους µίσχους και στα µεσογονάτια 

διαστήµατα. Οι πρόσφατα σχηµατισµένες ρίζες εµφανίζουν υψηλότερη αργινάση 

και Οrn, αλλά χαµηλότερα επίπεδα Arg, από τις πρωτογενείς ρίζες. 
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Εικόνα 3.8. Οι ΠΑς ως σινιάλα που ενσωµατώνονται στις αναπτυξιακές διαδικασίες στον 
καπνό. Η σύνθεση των ΠΑ (S, synthesis) υπολογίζεται ως οι ποσότητες των ειδικών 
ενεργοτήτων των ενζύµων στα διαλυτά κλάσµατα, σε όλο το µήκος του φυτού. Η µεγέθυνση 
απεικονίζεται µε τα µεγέθη των γραµµάτων. (a) Περιοχές σύνθεσης της Put. Η σύνθεση της Put 
απεικονίζεται ως το άθροισµα των ενεργοτήτων των ADC και ODC. (b) Περιοχές σύνθεσης 
των ανωτέρων ΠΑ (Spd και Spm). Η σύνθεση των ανωτέρων ΠΑ απεικονίζεται ως το άθροισµα 
των ενεργοτήτων των SPDS και SPMS. Για λόγους απεικόνισης, η σύνθεση των ανωτέρων ΠΑ 
υπολογίζεται ως 250-φορές χαµηλότερη από τη σύνθεση της Put.  
 
 

3.3.9. Τα ακραία µεριστώµατα των βλαστών είναι οι υψηλότερες 

βιοσυνθετικές περιοχές των πολυαµινών 

Σηµαντική πρόοδος έχει σηµειωθεί τα τελευταία χρόνια στην κατανόηση της 

ρύθµιθσης της βιοσύνθεσης και του καταβολισµού των ΠA (Pedroso et al., 1997; 

Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999; Primikirios and Roubelakis-

Angelakis, 2001; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 2002; Hillary and Pegg, 
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2003; Pietrangeli et al., 2003; Sebela et al., 2003; Walters, 2003;  Paschalidis and 

Roubelakis-Angelakis, 2003b). Τα δύο βιοσυνθετικά µονοπάτια της σύνθεσης 

της Put (τα ADC και ODC), πιστεύεται ότι ρυθµίζονται αναπτυξιακά (Hillary 

and Pegg, 2003). Εντούτοις, η κατανόηση των συγκεκριµένων µονοπατιών δεν 

είναι ακόµα αρκετά ακριβής για να επιτρέψει έναν ασφαλή συσχετισµό των 

ολικών βιοσυνθετικών και καταβολικών ροών σε όλα τα µονοπάτια ταυτόχρονα. 

Από τις γνώσεις µας αυτή είναι η πρώτη αναλυτική αναφορά σχετικά µε τη 

λεπτοµερή χρονική και χωροταξική κατανοµή των βιοσυνθετικών και των 

καταλυτικών (Κεφ. 4) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003b) 

µονοπατιών των ΠA σε φυτά.  

Τα στοιχεία που αναφέρονται στην παρούσα µελέτη καταδεικνύουν ότι η 

υψηλή σύνθεση της Spd και της Spm συσχετίζεται µε υψηλά ποσοστά 

κυτταροδιαίρεσης στα αναπτυσσόµενα φύλλα. Τα νέα φύλλα είναι οι 

σηµαντικότερες πηγές των ΠA, αλλά καµία λεπτοµερής ή παράλληλη έρευνα δεν 

έχει πραγµατοποιηθεί ακόµα σε οποιοδήποτε φυτικό είδος για να διευκρινίσει 

εάν οι ΠAs µπορούν να συντεθούν ή να καταβολιστούν σε άλλα όργανα και σε 

άλλα αναπτυξιακά στάδια. Εποµένως, έχουµε µελετήσει περαιτέρω τα ένζυµα 

που µεσολαβούν στη βιοσύνθεση των ΠΑ και τις τρεις µορφές (S, SH, PH) από 

όλες τις ΠAs (Put, Spd, Spm) σε σχέση µε τα πρόδροµα αµινοξέα. Είναι εµφανές 

ότι όλα τα όργανα των φυτών καπνού που µελετήθηκαν είναι ικανά να 

συνθέσουν ΠΑς (Εικ. 3.8). Η υψηλότερη ικανότητα σύνθεσης της Put είναι 

εντοπισµένη στα ακραία µεριστώµατα του βλαστού και της ρίζας και στα 

νεοαναπτυσσόµενα φύλλα. Η υψηλότερη σχετική ικανότητα σύνθεσης των 

ανώτερων ΠΑς (Spd και Spm) είναι εντοπισµένη, επίσης, στην κορυφή βλαστών 

και στους νεαρούς υπέργειους ιστούς. Επιπλέον, στις ρίζες συντίθενται σε υψηλά 

ποσοστά οι Spd και Spm (Εικ. 3.8). Η σύνθεση της Spd και της Spm είναι πιο 

οµοιόµορφα (µε τις χαµηλότερες χρονικές διαφορές) κατανεµηµένη σε σύγκριση 

µε την Put, καθ’ όλη την ανάπτυξη του βλαστού. Τα χαµηλότερα, αλλά εξίσου 

σηµαντικά, ποσοστά της βιοσύνθεσης των ΠΑ παρατηρούνται στα αναπτυγµένα 

φύλλα και στους παλαιούς αγγειακούς ιστούς.  
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Η ανάλυση της σχετικής ικανότητας σύνθεσης δεν αποκαλύπτει εξ’ 

ολοκλήρου πόσο σηµαντικός είναι ένας συγκεκριµένος ιστός ως πηγή ή ως 

καταβολική περιοχή των ΠΑ σε ένα ολόκληρο φυτό, αφού το µέγεθος των 

διαφορετικών οργάνων διαφέρει πάρα πολύ. Σε όρους απόλυτων µεγεθών των 

συγκεντρώσεων των ΠΑ (σε σχέση µε τα ποσά των S, SH και PH µορφών και 

των Put, Spd και Spm κλασµάτων), και των βιοσυνθετικών µηχανισµών των ΠΑ 

µεταξύ των διαφορετικών µερών των φυτών καπνού (στοιχεία που δεν 

παρουσιάζονται), η µεγαλύτερη πισίνα ΠA βρίσκεται στα πλήρως αναπτυγµένα 

φύλλα και στο ριζικό σύστηµα (δεδοµένα που δεν δείχνονται). Τα µικρά νέα 

φύλλα και οι νεώτεροι ιστοί περιέχουν µόνο ένα σηµαντικό µέρος της συνολικής 

πισίνας, παρόλο που η βιοσυνθετική ικανότητα τους και η περιεκτικότητα των 

ΠΑ ανά µονάδα µάζας σε αυτούς τους ιστούς είναι πολύ υψηλή. Για να 

αξιολογηθεί η σηµασία των ανεξάρτητων πισινών σε ένα ολόκληρο φυτό, 

πρέπει, επίσης, να ληφθούν υπόψη οι ροές µεταφορών σε και από τους 

διαφορετικούς ιστούς. 

 

3.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η αύξηση και η ανάπτυξη των φυτών εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από το 

όργανο και/ή την ιστοειδική έκφραση των γονιδίων και των προϊόντων τους. 

Παρόλο που in situ RNA υβριδοποίησεις παρέχουν στοιχεία έκφρασης γονιδίων 

σε υψηλή ανάλυση, η τεχνική αυτή δεν είναι κατάλληλη για τη µελέτη 

πολλαπλών γονιδίων. Η ανάλυση της έκφρασης επιτρέπει την εξέταση 

πολλαπλών γονιδίων, των οποίων τα µετάγραφα και τα πρωτεϊνικά επίπεδα 

αλλάζουν µεταξύ δύο καταστάσεων και αναπτύσσουν υποθέσεις σχετικά µε το 

πώς αυτά τα γονίδια λειτουργούν και το πώς τα προϊόντα των γονιδίων 

αλληλεπιδρούν.  

Σε φυτά καπνού, η συγκέντρωση όλων των κλασµάτων των ΠΑς είναι της 

ίδιας   τάξης   µεγέθους   (nmol ανά g FW), εκτός από το   SH-ΠΑ   κλάσµα   στο  
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Εικόνα 3.9. Τα µονοπάτια των πολυαµινών του καπνού στα: (a) νεώτερα φύλλα, (b) 
γηραιότερα φύλλα και (c) νέες ρίζες. Οι ενδογενείς συγκεντρώσεις των αµινοξέων και των 
ελευθέρων ΠΑ απεικονίζονται από τις παχύνσεις των κουτιών τους, ενώ οι διαλυτές ειδικές 
ενεργότητες των βιοσυνθετικών ενζύµων (σε italics) απεικονίζονται από τις παχύνσεις των 
αντιστοίχων τόξων. Για λόγους απεικόνισης, η αργινάση, η SPDS και η SPMS υπολογίζονται 
ως 100-φορές χαµηλότερα από τις ADC, ODC and SAMDC. 
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SAM dSAM 

Aργινάση 

ADC ODC 
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Πουτρεσίνη Σπερµιδίνη  Σπερµίνη 

SAM dSAM 
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(b) 
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έλασµα των νεώτερων φύλλων, το οποίο είναι περισσότερο από 2 µmol g-1 FW 

και οφείλεται στη Spd. Υψηλότερα επίπεδα σχεδόν όλων των ΠΑ είναι παρόντα 

στην περιφερειακή περιοχή των φύλλων, σε σχέση µε την κεντρική περιοχή. 

Στον ακροπέταλο µίσχο παρατηρούνται συνήθως πολύ χαµηλότερα επίπεδα 

ενδογενών ΠΑ από ότι στο έλασµα, και οι τιµές αυτές είναι πιο κοντινές µε τις 

αντίστοιχες στο βασιπέταλο µίσχο και στα µεσογονάτια διαστήµατα. Είναι 

ευρέως γνωστό ότι η αύξηση των φύλλων πραγµατοποιείται από τα ακραία 

µεριστώµατα, των οποίων η µεριστωµατική δραστηριότητα παύει πολύ νωρίς και 

έκτοτε η αύξηση των φύλλων επιτυγχάνεται κυρίως από την αύξηση των 

κυττάρων (Chen et al., 2001). Εάν στην πραγµατικότητα οι ΠΑς συνδέονται µε 

την κυτταροδιαίρεση, τα ελαφρώς υψηλότερα επίπεδα ΠΑ στην περιφερειακή 

περιοχή των φύλλων υποδηλώνουν ότι η διαδικασία των κυτταροδιαιρέσεων 

ολοκληρώνεται στο πρώτο ακραίο φύλλο.  

Γενικά όλα τα τµήµατα του φυτού του καπνού µπορούν να συνθέσουν ΠΑς 

(Εικ. 8). Οι ακραίοι ιστοί βλαστών και ρίζας είναι οι περιοχές της υψηλότερης 

σύνθεσης της Put και οι ακραίοι ιστοί βλαστών παρουσιάζουν την υψηλότερη 

σύνθεση Spd και Spm. Τα ακραία µεριστώµατα του βλαστού και οι ενεργά 

διαιρούµενοι νέοι ιστοί περιέχουν τις υψηλότερες συγκεντρώσεις ΠΑς, οι οποίες 

µειώνονται δραστικά µετά από την ολοκλήρωση της ενεργής ανάπτυξης και 

αύξησής τους (Εικ. 3.1, 3.2). Αυτή η τάση ισχύει για φυτά διαφορετικής ηλικίας 

και είναι ανεξάρτητη από τη φωτοπερίοδο (αποτελέσµατα που δεν 

παρουσιάζονται). Τα επίπεδα Spd είναι γενικά υψηλότερα σε όλη τη διάρκεια 

της ανάπτυξης, ενώ η Spm παρουσιάζει µικρή διακύµανση (Εικ. 3.3), 

προτείνοντας έναν πιο σφιχτό µηχανισµό ρύθµισης του µεταβολισµού της 

στο κύτταρο, συγκρινόµενο µε τον αντίστοιχο της Put ή της Spd, σε συµφωνία 

µε τα αποτελέσµατα από τα κύτταρα καµέλιας και αµπελιού (Pedroso et al., 

1997; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999; Primikirios and 

Roubelakis-Angelakis, 2001). Παρόλο που η Spm βρίσκεται σε αφθονία στα 

ευκαρυωτικά κύτταρα, ο φυσιολογικός ρόλος της παραµένει αδιευκρίνιστος 

(Hamasaki-Katagiri et al., 1998). Το περιορισµένο µέγεθος της πισίνας της 
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Spd µπορεί να µην είναι αρκετό για να επιτρέψει τη σύνθεση της Spm. 

Προτάθηκε η ύπαρξη ενός οριακού επιπεδου Put για να ερµηνευτεί γιατί οι 

ιστοί ρυζιού που υπερεκφράζουν το cDNA κλώνο της ADC από τη 

βρώµη, παρουσία ισχυρού υποκινητή, είναι σε θέση να συσσωρεύουν 

υψηλότερα επίπεδα Spd και Spm (Bassie et al., 2000), συγκριτικά µε 

γενετικά τροποποιηµένα φυτά για το ίδιο διαγονίδιο υπό τον έλεγχο 

ασθενέστερου υποκινητή (Capell et al., 1998), τα οποία δεν παρουσιάζουν 

σηµαντικές αλλαγές στα επίπεδα των ανώτερων ΠΑς. 

Οι συγκεντρώσεις των ΠΑ στα πλήρως αναπτυγµένα φύλλα του καπνού 

αποτελούν ένα µεγάλο ποσοστό των ολικών ΠΑ του φυτού. Επιπλέον, το 

υψηλότερο επίπεδο της Put στις νεαρές ρίζες, οφείλεται κυρίως στη σύνθεση της 

µέσω της ODC (Εικ. 3.9). Οι πρωτογενείς ρίζες περιέχουν, επίσης, σηµαντικά 

επίπεδα ΠΑ και αντίστοιχων ενζυµικών ενεργοτήτων.  

Στο νεώτερο φύλλο καπνού, οι αναλογίες S/SH/PH-Put είναι 1/5,7/0,3, οι 

αναλογίες S/SH/PH-Spd είναι 1/8/0,4 και οι αναλογίες S/SH/PH-Spm είναι 

1/2,6/0,4. Κατά συνέπεια, το κλάσµα των SH-ΠΑ είναι σηµαντικά µεγαλύτερο 

από το αντίστοιχο S-κλάσµα. Ο υψηλότερος τίτλος ΠΑ αντιστοιχεί στην SH-Spd 

(Πίνακας 1). Αυξηµένη βιοσύνθεση Spd και Spm κατά τη διάρκεια της 

µετάβασης από τη G1 στη S φάση του κυτταρικού κύκλου είναι ένα καθολικό 

φαινόµενο στα ζώα και τα φυτά (Kakkar et al., 2000). Η σχέση Put/(Spd+Spm) 

συσχετίζεται αρνητικά µε τη βιοσύνθεση µακροµορίων (Lin et al., 1994) ενώ η 

Spd και περισσότερο η Spm αλληλεπιδρούν ιοντικά µε τις πηκτίνες, οι οποίες 

έχουν σηµαντικό ρόλο στη µορφογένεση των φυτών. Στον καπνό, η σχέση 

Put/(Spd+Spm) µειώνεται µε την αύξηση της ηλικίας. Στα γηραιότερα φύλλα 

καπνού, η σχέση S/SH/PH/Put είναι 1/1,8/0,6, η σχέση S/SH/PH-Spd είναι 

1/1,1/0,3 και η σχέση S/SH/PH-Spm είναι 1/7,8/1,3. Τα υψηλότερα επίπεδα Put 

στους νέους ιστούς καπνού συµφωνούν µε τα αποτελέσµατα από το Pisum 

sativum (Perez-Amador et al., 1995). Σε ιστούς καπνού, τα SH-κλάσµατα και 

των τριών ΠΑς υπερισχύουν των S- και PH-κλασµάτων. Η σύζευξη των ΠΑ µε 

µια υδροξυκιναµική οµάδα είναι σηµαντική για τη ρύθµιση της συγκέντρωσης 

των S-ΠΑ, και/ή για την αποτοξίνωση ενώσεων που αναστέλλουν την αύξηση, 
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όπως τα φαινολικά. Επιπλέον, η SH- ΠΑς είναι οι πιθανές µορφές µε τις οποίες 

επιτυγχάνεται η µεταφορά των ΠΑ (Martin-Tanguy, 1997), ή αποτελούν 

επιθυµητά υποστρώµατα για τις οξειδάσες των αµινών (Sebela et al., 2001), ενώ 

η προστατευτική αντιοξειδωτική δράση των ΠΑς εξαρτάται από την 

προηγούµενη µετατροπή τους στις SH- µορφές (Langebartels et al., 1991). 

Όλα τα κλάσµατα των ΠΑ µειώνονται µε την αύξηση της ηλικίας των 

φύλλων (Εικ. 3.2-3.4). Οι µέγιστες διαφορές µεταξύ του νεώτερου και 

γηραιότερου φύλλου παρατηρούνται στα κλάσµατα των SH-Put και SH-Spd, τα 

οποία είναι 50- και 40-φορές υψηλότερα στο νεώτερο φύλλο, ακολουθούµενα 

από τα κλάσµατα των S-Spm και S-Put, τα οποία είναι 17- και 16-φορές 

υψηλότερα, αντίστοιχα. Όλα τα υπόλοιπα κλάσµατα είναι υψηλότερα 5 έως 9-

φορές στο νεώτερο φύλλο (Πίνακας 1). Η µείωση των Spd και Spm, 

αυξανόµενης της ηλικίας των φύλλων, είναι σύµφωνη µε το γεγονός ότι οι 

ανώτερες ΠΑς και το αιθυλένιο, η φυτορµόνη γήρανσης, έχουν έναν κοινό 

πρόδροµο, την S-αδενοσυλ-µεθειονίνη (SAM), και το αιθυλένιο αναστέλλει τη 

βιοσύνθεση των ΠΑς και αντίστροφα (Pandey et al., 2000). Επίσης, οι ΠΑς 

εµποδίζουν τη συσσώρευση µεταγράφων και την ενεργότητα της συνθάσης του 

1-αµινοκυκλοπροπάνιο-1-καρβοξυλικού οξέος (ACC), ένζυµο-κλειδί στη 

βιοσύνθεση αιθυλενίου. Αντιθέτως, οι ενεργότητες των ADC και SAMDC 

αναστέλλονται από το αιθυλένιο στα σπορόφυτα µπιζελιού (Apelbaum et al., 

1985; Icekson et al., 1985), αλλά αντίθετη επίδραση έχει αναφερθεί σε 

κυτταροκαλλιέργεια καπνού (Park and Lee, 1994). 

Τα κύτταρα στην άκρη ενός νεαρού φύλλου έχουν την ικανότητα να 

αποκρίνονται στην αυξίνη κι αυτή η ικανότητα προχωρά βασιπέταλα, έτσι 

ώστε, καθώς το φύλλο αυξάνεται, η επαγώµενη από την αυξίνη αύξηση των 

ώριµων φύλλων να βρίσκεται τελικά σε όλες τις περιοχές και όχι µόνο στην 

άκρη (Chen et al., 2001). Εξετάσαµε αν η αύξηση των κυττάρων συνδέεται µε 

τις ΠΑς προσδιορίζοντας τα ενδογενή επίπεδα και τα ένζυµα του µεταβολισµού 

τους, σε σχέση µε το µέγεθος των κυττάρων και τη φυλλική επιφάνεια στα 

νεαρά και γηραιά φύλλα φυτών καπνού και διαπιστώθηκε ένας αρνητικός 

συσχετισµός µεταξύ της αφθονίας των ΠΑς, του µεγέθους των επιδερµικών 
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κυττάρων και της φυλλικής επιφάνειας. Σχετικά χαµηλά επίπεδα σύνθεσης των 

ανώτερων ΠΑ (Spd και Spm) εντοπίζονται στις ακραίες και περιφερειακές 

περιοχές φύλλων, όταν ο ρυθµός διόγκωσης των κυττάρων είναι µέγιστος. 

Αντίθετα, στις περιοχές και στις χρονικές στιγµές που η κυτταροδιαίρεση είναι 

µέγιστη, η έκφραση της SPDS είναι υψηλή (Εικ. 3.6). Αυτοί οι συσχετισµοί 

οδηγούν σε µια ελέγξιµη υπόθεση ότι υπάρχουν δύο ξεχωριστές αποκρίσεις 

σύνθεσης Spd (και Spm): µια απόκριση χαµηλής σύνθεσης Spd, που οδηγεί 

στην αύξηση των κυττάρων, και µια απόκριση υψηλής σύνθεσης που οδηγεί 

στην κυτταροδιαίρεση. Στα ευκαρυωτικά κύτταρα, η Spd απαιτείται για την 

ενεργοποίηση του παράγοντα έναρξης eIF-5A (Jakus et al., 1993) και, 

εποµένως, είναι αναγκαία για τη βιοσύνθεση πρωτεϊνών και την αύξηση των 

κυττάρων. Επίσης, υπάρχει συσχετισµός µεταξύ του επιπέδου της Spd και του 

πολλαπλασιασµού των κυττάρων (Auvinen et al., 1992; Marton and Pegg, 

1995) και η αναστολή της σύνθεσης ΠΑς εξασθενεί τη διαίρεση τους (Koza 

and Herbst, 1992; Theiss et al., 2002), προτείνοντας ότι η πρωτεϊνική 

σύνθεση ίσως εξαρτάται από το επίπεδο της Spd. Εντούτοις, υποθέσεις ότι 

οι ΠΑς συµµετέχουν άµεσα στη ρύθµιση της κυτταροδιαίρεσης, δεν έχουν 

επιβεβαιωθεί ικανοποιητικά µέχρι τώρα.  

Στα ζώα, τα επίπεδα της Spd ρυθµιζονται αρχικά µέσω της ανακύκλωσης 

της Put από τις ακετυλοτρανσφεράσες (Pietila et al., 1997) και στα φυτά η 

παραγωγή Spd συσχετίζεται µε την ιστοειδική ρύθµιση της SAMDC και της 

SPDS (Malmberg et al., 1998). Στον καπνό, τα επίπεδα Spd και Spm 

συσχετίζονται µε την αναπτυξιακή ρύθµιση των SAMDC, SPDS και SPMS 

(Εικ. 3.3, 3.5 και 3.6). Η συντονισµένη µείωση των Spd, Spm, και των 

ενζυµικών ενεργοτήτων της SAMDC, SPD και SPMS κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης προτείνει ότι η ρύθµιση των συγκεκριµένων ενζυµικών 

ενεργοτήτων διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην οµοιόσταση των ΠΑ στα 

φυτά. 

Η SPDS του καπνού είναι ειδική για την Put, η οποία αποτελεί το αρχικό 

υπόστρωµα. Εντούτοις, η προσθήκη Put στο διάλυµα αντίδρασης για τη 

µέτρηση της SPDS οδήγησε σε σηµαντική παραγωγή Spm (αποτελέσµατα που 
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δεν παρουσιάζονται). Σε προηγούµενη εργασία σχετικά µε τον καθαρισµό της 

SPDS από τριφύλλι, προτάθηκε, επίσης, ότι αυτό το ένζυµο µπορεί να 

καταλύσει τη σύνθεση διαφορετικών πολυαµινών, συµπεριλαµβανοµένων της 

Spm και άλλων ασυνήθιστων ενώσεων, εκτός από τη Spd (Bagga et al., 1997). 

Η σύνθεση της SPD και της Spm µε διαφορετικούς ρυθµούς συνιστά ότι οι 

αντιδράσεις αυτές δεν µπορούν να καταλυθούν από ένα µοναδικό ένζυµο 

SPDS αλλά πιθανότατα, απαιτείται ένα ολόκληρο ενζυµικό σύµπλοκο. Σε 

άλλες εργασίες έχει δειχθεί ότι ισόλογα SPDS στο Arabidopsis αλληλεπιδρούν 

in vitro µε τη SPMS στο δι-υβριδικό σύστηµα στη ζύµη, και ότι αυτές οι 

αµινοπροπυλικές τρανσφεράσες εµφανίζονται σε πολυπρωτεινικά σύµπλοκα in 

vivo (Panicot et al., 2002). Τα στοιχεία αναδεικνύουν την ύπαρξη ενός 

µεταβολικού µονοπατιού, που περιλαµβάνει τουλάχιστον τα τελευταία δύο 

βήµατα της βιοσύνθεσης ΠΑ στο Arabidopsis. 

Στα θηλαστικά, η ODC είναι γνωστό ότι ρυθµίζεται από µηχανισµούς 

ανάδροµης αναστολής, που λειτουργούν σε µεταγραφικό και σε µεταφραστικό 

επίπεδο (Nilsson et al., 1997; Cohen, 1998). Επίσης, η µετατροπή (turnover) της 

ODC στα ζώα προωθείται από την περίσσεια ΠΑ, µέσω της επαγωγής µιας 

αντιενζυµικής πρωτεΐνης (Hayashi and Murakami, 1995). Η ύπαρξη παρόµοιων 

ελέγχων για την ODC και την ADC στα φυτά, δεν έχει αναφερθεί, παρ’ όλες τις 

ενδείξεις (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999) για την ύπαρξη 

µηχανισµού ανάδροµης αναστολής της ADC από εξωγενή Put στο Vitis vinifera. 

Στους εναέριους ιστούς του καπνού, δεν υπάρχουν ενδείξεις για την ύπαρξη 

µηχανισµού ανάδροµης αναστολής των ενζύµων βιοσύνθεσης, είτε από την Put, 

είτε από τις ολικές ΠΑ, δεδοµένου ότι ακολουθούν τις ίδιες τάσεις. Ωστόσο, 

στους ακραίους ιστούς ρίζας καπνού, το υψηλό επίπεδο της ελεύθερης Put 

αντανακλά εξαιρετικά υψηλή ενεργότητα της ODC, αλλά χαµηλά επίπεδα 

έκφρασης της ADC. Αν και ο υποκυτταρικός εντοπισµός της ADC και της ODC 

στα κύτταρα καπνού παραµένει άγνωστος, µπορεί να στηριχθεί η υπόθεση ότι η 

ODC εντοπίζεται στις περιοχές που παρατηρείται αυξηµένη Put στις ρίζες. Η 

ενεργότητα της ODC στα πρωτεϊνικά ιζήµατα του ακραίου ριζικού τµήµατος 

είναι περισσότερο από 30-φορές µικρότερη από ότι στο αντίστοιχο πρωτεϊνικό 
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υπερκείµενο (αποτελέσµατα που δεν παρουσιάζονται), και η ενεργότητα της 

ODC στο πρωτεϊνικό ίζηµα από τις κύριες ρίζες ODC είναι 2-φορές µεγαλύτερο 

σε σχέση µε το αντίστοιχο από τις δευτερογενείς (στοιχεία που δεν 

παρουσιάζονται). Οι ακραίοι ιστοί (ρίζες και βλαστοί) περιέχουν υψηλότερες 

υδατοδιαλυτές ενεργότητες ODC, αλλά χαµηλότερες ιζηµατο-ενεργότητες σε 

σχέση µε τους παλαιότερους ιστούς. 

Στους ακραίους ιστούς ρίζας, παρατηρήθηκαν χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις Spd και Spm συγκριτικά µε τα υψηλά επίπεδα της ελεύθερης 

Put, τα οποία είναι παρόµοια µε τα αντίστοιχα στους ακραίους βλαστούς 

(Πίνακας 1). Αυτή η παρατήρηση, σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι σε 

καταστάσεις καταπόνησης (Bouchereau et al., 1999) κυρίως η Put παρουσιάζει 

διακυµάνσεις χωρίς σηµαντικές αλλαγές στα επίπεδα της Spd και Spm, 

συνιστά ότι τα επίπεδα Spd και Spm στα κύτταρα υπόκεινται σε αυστηρό 

µηχανισµό της ρύθµισης της οµοιόστασης. Ο ακριβής οµοιοστατικός 

µηχανισµός παραµένει, ωστόσο, άγνωστος. Ενδεχοµένως να αφορά τη ρύθµιση 

της βιοσύνθεσης τους ή τον αυξηµένο καταβολισµό τους ή και τα δυο. ∆ύο 

προφανείς ερωτήσεις προκύπτουν: (α) Ποια είναι η πηγή και (β) ποια είναι η τύχη 

της περίσσειας Put που παράγεται στους ιστούς της ρίζας; Τα εξαιρετικά υψηλά 

επίπεδα Orn φαίνονται να είναι η πηγή της αυξηµένης παραγωγής Put που 

παρατηρείται στους ακραίους ιστούς της ρίζας καπνού (Εικ. 3.7). Η ενζυµική 

ενεργότητα της αργινάσης είναι, επίσης, υψηλή, ενώ τα επίπεδα της Arg είναι 

κανονικά. Επιπλέον, από τις αναλύσεις της έκφρασης των ενζύµων βιοσύνθεσης 

της Put προκύπτει ότι µόνο η ODC είναι υπεύθυνη για την σύνθεση Put στις 

ρίζες. Οι ιστοί ρίζας περιέχουν σηµαντικά υψηλότερη ειδική ενεργότητα ODC 

από όλους τους άλλους ιστούς καπνού, καθώς και υψηλά µεταγραφικά επίπεδα 

(Εικ. 3.5). Αντίθετα, η ενεργότητα, η πρωτεΐνη και τα επίπεδα µεταγραφής της 

ADC είναι σχετικά χαµηλά (Εικ. 3.5). Σύγκριση των ενζυµικών ενεργοτήτων 

ADC και ODC και των αντίστοιχων ΠΑ σε διαγονιδιακό ρύζι το οποίο 

υπερεκφράζει το cDNA κλώνο της adc από τη βρώµη ή το cDNA κλώνο της 

odc του ανθρώπου, παρέχει ισχυρές ενδείξεις ότι η ODC είναι πιθανότατα 

υπεύθυνη για την ρύθµιση της βιοσύνθεσης της Put στα φυτά (Lepri et al., 
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2001). Η ODC είναι, επίσης, κυρίως υπεύθυνη για το υψηλότερο επίπεδο Put 

στις περιφερειακές περιοχές των φύλλων, σε σύγκριση µε τους µίσχους (Εικ. 

3.5α, c, d). Η δεύτερη ερώτηση, όσον αφορά την τύχη της περίσσειας Put στις 

ρίζες, θα µπορούσε να απαντηθεί λαµβάνοντας υπόψη ότι ο καπνός ανήκει στην 

οικογένεια Solanaceae. Η Put αποτελεί τον αµινοπροπυλικό παραλήπτη για την 

παραγωγή Spd και Spm, αλλά, επίσης, καταβολίζεται από τη DAO για την 

παραγωγή δ-πυρολλίνης, ή, έµµεσα, µέσω της PMT (Ν-µεθυλίωση) και της 

επακόλουθης οξείδωσης της Ν-µεθυλ-πουτρεσίνης για την παραγωγή 

αλκαλοειδών. Στους ακραίους ιστούς ρίζας καπνού, η έκφραση της PMT είναι 

εξαιρετικά υψηλή, ενώ η PMT δεν εκφράζεται στα νεαρά φύλλα και 

µεσογονάτια και στους ακραίους ιστούς των βλαστών (Κεφ. 4) (Paschalidis and 

Roubelakis-Angelakis, 2003b).  

Οι δευτερογενείς ρίζες καπνού περιέχουν σηµαντικά υψηλότερο επίπεδο 

ελεύθερης Put σε σύγκριση µε τους υπόλοιπους ιστούς, ενώ τα επίπεδα Spd και 

Spm, σταθεροποιούνται σε χαµηλά επίπεδα. Μια σηµαντική ερώτηση που 

προκύπτει είναι: Γιατί η ελεύθερη Put σε αυτά τα κύτταρα της ρίζας είναι 

υψηλή και ισούται µε την αντίστοιχη τιµή στους ακραίους ιστούς του 

βλαστού; Τρεις πιθανές εκδοχές προτείνονται: (α) οι ιστοί ρίζας 

χρησιµοποιούν κυρίως το µονοπάτι της ODC για τη  σύνθεση Put (Εικ. 3.5b, 

c, d), και η ποσότητα της Orn στους ιστούς γίνεται περιοριστική, (β) ύπαρξη 

µηχανισµού ανάδροµης αναστολής της ΑDC ή της ODC από την Put, και (γ) 

εγκαθίδρυση ισορροπίας µεταξύ του ρυθµού βιοσύνθεσης και αποδόµησης της 

Put. Η προσθήκη είτε της Orn (ένα πρόδροµο της βιοσύνθεσης της Arg) 

είτε της Arg στο θρεπτικό µέσο οδήγησε σε συσσώρευση Put στα κύτταρα 

λεύκας (Bhatnagar et al., 2001), δείχνοντας ότι αυτά τα πρόδροµα µόρια 

ενδεχοµένως να είναι περιοριστικά και στα κύτταρα της ρίζας του καπνού. 

Τα δεδοµένα, που παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία, υποστηρίζουν ότι 

στις δευτερογενείς ρίζες η σύνθεση της Put πραγµατοποιείται µέσω του 

µονοπατιού της ODC χρησιµοποιώντας την Orn ως υπόστρωµα. 

Προηγούµενα αποτελέσµατα από το εργαστήριο µας (Primikirios and 

Roubelakis-Angelakis, 1999) δείχνουν ότι ενζυµικές ενεργότητες της ADC 
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και της ODC υπόκεινται σε µηχανισµό ανάδροµης αναστολής από τις 

συγκεντρώσεις των ΠΑ στα κύτταρα αµπέλου. Επιπλέον, τα υψηλότερα 

επίπεδα Arg στις ρίζες από ότι στους εναέριους ιστούς, δεν συνοδεύεται 

από σχετική αύξηση της ενζυµικής ενεργότητας, της πρωτεΐνης και του 

µεταγράφου της ADC (Εικ. 3.5 και 3.7). Η ποσότητα της Put σε µια 

δεδοµένη στιγµή ενδεχοµένως να ρυθµίζεται από την εγκαθίδρυση 

ισορροπίας µεταξύ του ρυθµού βιοσύνθεσης και αποδόµησης της.  

Εάν η παραγωγή της Put στα κύτταρα της ρίζας του καπνού έχει 

συγκεκριµένη φυσιολογική λειτουργία δεν είναι γνωστό. Η ανακύκλωση των 

ανθρακικών σκελετών των ΠΑ θα επέτρεπε τη συνεχή παραγωγή του Glu, του 

οποίου η κατανάλωση αυξάνεται για την παραγωγή Orn (Εικ. 1) ώστε να 

συµβαδίζει µε την εκτενή χρησιµοποίηση από την ODC. Αυτό θα 

δηµιουργούσε έναν άσκοπο κύκλο βιοσύνθεσης και αποδόµησης της Put ως 

απόκριση στην παρουσία της ODC στις ρίζες και θα εµπόδιζε από τις 

επιβλαβείς επιδράσεις εξαιτίας της εκτενούς χρησιµοποίησης της Orn και της 

Glu, τα οποία αποτελούν πρόδροµα της Arg, της Pro, και διαφόρων άλλων 

αµινοξέων. Προηγούµενα αποτελέσµατα από το εργαστήριο µας, προτείνουν 

ότι εάν ένας παρόµοιος, ενισχυµένος κύκλος ροής λειτουργεί σε συνθήκες 

αβιοτικής καταπόνησης που προκαλεί υπερπαραγωγή της Put, ένας από τους 

ρόλους του θα ήταν η συνεχής ανακύκλωση της NH3 που παράγεται στις 

επαγόµενες από καταπονήσεις φυσιολογικές αντιδράσεις, ελαχιστοποιώντας, 

κατά συνέπεια, την τοξικότητα της (Loulakakis et al., 2002). Πιθανολογείται 

η ύπαρξη ανωφορικών ή κατωφορικών επιδράσεων στο µεταβολισµό των 

ΠΑ που συµβάλλουν στη διατήρηση της οµοιοστασίας τους στα κύτταρα 

της ρίζας. Επίσης, αναµένεται η ύπαρξη πρόσθετων επιδράσεων σε 

µονοπάτια που αλληλεπιδρούν µε το βιοσυνθετικό µονοπάτι των ΠΑ, π.χ. η 

υπερβολική χρησιµοποίηση του Glu ίσως να επιδρά στη βιοσύνθεση άλλων 

αµινοξέων, καθώς, επίσης, και στην αφοµοίωση της NH3 από τα κύτταρα 

(Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 1992; Loulakakis et al., 2001). 

Για τα κύτταρα ρίζας, µπορεί να υποτεθεί ότι η συνεχής έκφραση του 

ενζύµου της ODC µπορεί να οδηγήσει σε µείωση των επιπέδων της Orn. Η 
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µείωση της Orn θα µπορούσε, µε τη σειρά της, να µειώσει τη διαθεσιµότητα της 

Arg (για την ADC), δεδοµένου ότι αποτελεί, επίσης, πρόδροµο της Arg (Εικ. 

3.1). Αυτό θα περιόριζε την σύνθεση της Put σε αυτά τα κύτταρα µέσω της 

ADC. Για τον έλεγχο αυτής της υπόθεσης, επιχειρήθηκε συσχέτιση της 

έκφρασης των ενζύµων βιοσύνθεσης της Put µε τα επίπεδα ΠΑ, Orn, Arg και 

αργινάσης. Τα στοιχεία που παρουσιάζονται εδώ υποστηρίζουν ότι: α) Η 

αυξανόµενη κατανάλωση της Orn συµπίπτει µε το ρυθµό βιοσύνθεσης της µέσω 

της αργινάσης χωρίς να διαταράσσεται η οµοιόστασή της στα κύτταρα της 

ρίζας, (β) Αυτή η αύξηση δεν επαρκεί για να οδηγήσει σε κορεσµό τη διαθέσιµη 

ODC σε αυτά τα κύτταρα, και (γ) ∆εδοµένου ότι η Orn και η Arg υπάρχουν σε 

υψηλά επίπεδα στους ιστούς ρίζας, η Orn θα µπορούσε πιθανόν να µετατραπεί 

σε Arg στα κύτταρα της ρίζας παρέχοντας επιπλέον υπόστρωµα στην ADC και 

προκαλώντας αυξηµένη παραγωγή Put. Αυτό δείχνει την ύπαρξη µηχανισµού 

ρύθµισης της οµοιόστασής της, ο οποίος προκαλεί αυξηµένη παραγωγή Orn 

ίδιας τάξης µεγέθους µε την αυξηµένη κατανάλωσή της. Παρόλο που ο 

µεταβολισµός της Arg έχει µελετηθεί εκτενώς (Roubelakis and Kliewer, 1978a, 

1978b, 1978c; Wu and Morris, 1998; Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 

2001), παραµένει άγνωστος ο µηχανισµός ρύθµισης της οµοιόστασης της Orn 

στα φυτά. Τα αποτελέσµατά µας, προτείνουν ότι τα µονοπάτια της ADC και της 

ODC λειτουργούν ανεξάρτητα στα κύτταρα της ρίζας του καπνού. 

Η βιοσύνθεση της Orn στα φυτά ξεκινά κυρίως από το Gln/Glu µέσω 

διαφόρων ενζύµων (Εικ. 3.1) (Loulakakis and Roubelakis-Angelakis, 2001). Η 

Orn µπορεί εναλλακτικά να παραχθεί από την Arg µέσω της αργινάσης στον 

κύκλο της ουρίας (Εικ. 3.1). Υποθέτοντας ότι τα επίπεδα Orn στους ακραίους 

ιστούς της ρίζας είναι το µόριο-κλειδί (βλ. το επιχείρηµα παραπάνω) και ότι ο 

κύκλος της ουρίας αποτελεί σηµαντική πηγή Orn σε αυτά τα κύτταρα, θα 

αναµένονταν µείωση της Arg σε αυτά τα κύτταρα. Κάτι τέτοιο θα µετάτρεπε την 

Orn σε περιοριστικό παράγοντα για την σύνθεση της Put και µέσω της ADC. Τα 

χαµηλά επίπεδα της Arg και της ADC που παρατηρήθηκαν στις νεαρές ρίζες, σε 

συνδυασµό µε τα υψηλά επίπεδα Orn, ODC και αργινάσης (Εικ. 3.5 και 3.7) θα 

µπορούσαν να υποστηρίξουν αυτές τις υποθέσεις. Εποµένως, µπορεί να 
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υποστηριχτεί ότι το µεγαλύτερο ποσοστό της Orn σε αυτά τα κύτταρα 

προέρχεται άµεσα από την Arg και όχι από το Glu. Κατά την ανάπτυξη του 

καπνού ο θετικός συσχετισµός µεταξύ της αργινάσης και των επιπέδων της Orn 

µπορεί να υποστηρίξει την παραγωγή της Orn από την Arg, παρόλο που οι 

παράλληλες αυξήσεις της Arg, της αργινάσης και της Orn, αφήνουν ανοικτή την 

πιθανότητα το Glu/Gln να αποτελεί πηγή Orn. Τα υψηλότερα επίπεδα Arg που 

παρατηρούνται στις κύριες ρίζες, συγκριτικά µε τα αντίστοιχα στις 

δευτερογενείς, παρόλο που προκύπτουν ενδεχοµένως εξαιτίας της 

χρησιµοποίησης µικρής ποσότητάς της ως υποστρώµατος της αργινάσης για την 

παραγωγή Orn (τα επίπεδα Orn και αργινάσης είναι χαµηλότερα στις κύριες 

ρίζες σε σύγκριση µε τις δευτερογενείς, Εικ. 3.7), δεν οδηγούν σε υψηλότερη 

έκφραση της ADC. Αντίθετα, τα επίπεδα µεταγραφής, η ανοσοεντοπισµένη 

πρωτεΐνη και η ειδική ενεργότητα της ADC, καθώς, επίσης, και τα επίπεδα της 

ελεύθερης Put, είναι χαµηλότερα στις κύριες ρίζες από ότι στις δευτερογενείς 

(Εικ. 3.5 και Πίνακας 1).  

Στα θηλαστικά, υπάρχει, επίσης, σειρά αντιδράσεων που µέσα από 

ακετυλιώσεις και οξειδώσεις, µετατρέπουν την Spm σε Spd και τη Spd σε Put 

(Morgan, 1999). Το µονοπάτι των ακετυλοπολυαµινών ρυθµίζει την περίσσεια 

των Spd και Spm στα κύτταρα. Στα θηλαστικά, η αργινάση συµµετέχει στη 

βιοσύνθεση ΠΑ παρέχοντας διαθέσιµη Orn από διαιτητική αργινίνη. Σε 

κυτταροκαλλιέργειες αµπέλου, η προσθήκη 5 mM Put οδήγησε σε 50% µείωση 

της ειδικής ενεργότητας της ADC µετά από 12h, 2-φορές αύξηση των επιπέδων 

Spd και Spm και αύξηση της ενδογενούς Arg. Εντούτοις, η αυξηµένη ενδογενής 

Arg δεν προκάλεσε ουσιαστική παράλληλη αύξηση στην ενεργότητα της 

αργινάσης, η οποία θα µπορούσε, επίσης, να ρυθµιστεί από την πισίνα των 

ενδιάµεσων προϊόντων του κύκλου Krebs- Henseleit (Primikirios and 

Roubelakis-Angelakis, 1999). Επιπλέον, η προσθήκη NH4+ στο µέσο 

καλλιέργειας οδήγησε σε αύξηση της ειδικής ενεργότητας της ADC, αύξηση 

στα ενδογενή επίπεδα S-Put, Spd και Spm και αύξηση της ειδικής ενεργότητας 

της αργινάσης ακολουθούµενη από µείωση στα ενδογενή επίπεδα Arg 

(Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 2001). Τα αποτελέσµατα αυτά 
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υποστηρίζουν ότι οι ΠΑς δρουν ως µεταβολικοί ρυθµιστές, οι οποίοι διατηρούν 

σταθερό το κυτταρικό pH σε συνθήκες όπου η αφοµοίωση αµµωνίας παράγει 

περίσσεια πρωτονίων (Altman and Levin, 1993). Εναλλακτικά, η σύνθεση των 

ΠΑ συµµετέχει στην αποτοξίνωση της αµµωνίας. Το ενδογενές επίπεδο της Arg 

ρυθµίζεται από τη δράση της αργινάσης και της ADC κατά τέτοιο τρόπο ώστε, 

όταν η ενζυµική ενεργότητα της ADC είναι υψηλή, η ενζυµική ενεργότητα της 

αργινάσης να παραµένει χαµηλή και αντίστροφα (Primikirios and Roubelakis-

Angelakis, 1999).  

Η παραγωγή Gln/Glu από τα νιτρικό και αµµωνιακά άλατα, καθώς και η 

παρουσία της Arg συµβαδίζουν µε την αυξηµένη κατανάλωσή τους για την 

παραγωγή Orn, έτσι το άζωτο στο έδαφος δεν αποτελεί περιοριστικό παράγοντα 

για αυτό το µονοπάτι στους ακραίους ιστούς ρίζας. Αυτό επιβεβαιώνεται και από 

τα επίπεδα των ΠΑ τα οποία ακολουθούν γενικά τις τάσεις των ενζύµων 

βιοσύνθεσής τους και κυρίως της ODC. Το συµπέρασµα, που εξάγεται, είναι ότι 

εφ' όσον υπάρχει διαθέσιµη πηγή ανόργανου αζώτου στα κύτταρα καπνού, η 

µετατροπή του σε Gln/Glu και, περαιτέρω σε Orn, δεν αποτελεί περιοριστικό 

παράγοντα για τη βιοσύνθεση των ΠΑ. Συνεπώς, η βιοσύνθεση της Put φαίνεται 

να ρυθµίζεται από τις ενεργότητες των ενζύµων βιοσύνθεσης της και όχι από την 

διαθεσιµότητα των υποστρωµάτων. Από το παραπάνω απορρέει ότι σε φυτά 

καπνού η έκφραση των ΠΑ και των γονιδίων βιοσύνθεσης τους πρέπει να 

αποτελεί τµήµα συντονισµένης αναπτυξιακής απόκρισης. Μια τέτοια 

µεταβολική πορεία µπορεί να είναι σηµαντική για τη ρύθµιση της ελεύθερης 

αµµωνίας στα κύτταρα, καθώς, επίσης, και για την αναστολή της παραγωγής 

αιθυλενίου, δεδοµένου ότι το τελευταίο χρησιµοποιεί το ίδιο υπόστρωµα (SAM), 

αφού οι ανώτερες ΠΑς και το αιθυλένιο έχουν ανταγωνιστική δράση.  

Η παρουσία εναλλακτικών µονοπατιών για τη βιοσύνθεση των ΠΑ στα 

φυτά έχει οδηγήσει στην υπόθεση της διαφορετικής ρύθµισης της έκφρασης 

κάθε γονιδίου και της διαµερισµατοποίησης των αντίστοιχων πρωτεϊνών. 

Ενδιαφέρον στοιχείο αποτελεί η απουσία ενεργότητας όλων των ενζύµων 

βιοσύνθεσης των ανώτερων πολυαµινών (SPDS, SPMS, SAMDC) στα 

πρωτεϊνικά ιζήµατα από τα όργανα καπνού σε διάφορα αναπτυξιακά στάδια. 



 111

Αντίθετα, βρέθηκαν ενεργότητες των ενζύµων βιοσύνθεσης της Put (ADC, 

ODC) τόσο στο υπερκείµενο όσο και στα πρωτεϊνικά ιζήµατα (Εικ. 3.5 και 

στοιχεία που δεν παρουσιάζονται). Η ODC συνδέεται µε τη χρωµατίνη στους 

πυρήνες κριθαριού (Panagiotidis et al., 1982) και η ADC έχει εντοπιστεί στους 

χλωροπλάστες βρώµης (Tiburcio et al., 1997). Η SAMDC είναι γνωστή ως 

κυτταροπλασµατικό ένζυµο πράγµα που υποστηρίζεται και από τα δεδοµένα 

µας. Αντίθετα, τα πρωτεϊνικά κλάσµατα των ADC και ODC, που 

παρατηρήθηκαν, προτείνουν έναν διαφορετικό υποκυτταρικό εντοπισµό.  

Συνοψίζοντας, τα στοιχεία που παρουσιάζονται δίνουν µια σαφέστερη 

εικόνα των οµοιοστατικών χαρακτηριστικών της βιοσύνθεσης και της σύζευξης 

των ΠΑ στα όργανα του φυτού του καπνού κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Η 

βιοσύνθεση και οι ενδογενείς ΠΑ µειώνονται βασιπέταλα στα υπέργεια µέρη, τα 

οποία όλα κατέχουν τη µοριακή και βιοχηµική µηχανή για τη βιοσύνθεση ΠΑ. 

Τα επίπεδα των ΠΑς στις ρίζες είναι παρόµοια σε µέγεθος µε αυτά στα ώριµα 

φύλλα (Εικ. 3.2) παρόλο που η βιοσυνθετική δραστηριότητα στις ρίζες είναι 

αρκετές φορές υψηλότερη από ότι στα φύλλα (Εικ. 3.8), δηλώνοντας την ύπαρξη 

διαφορετικών ρυθµών µετατροπής τους µεταξύ των οργάνων (Κεφ. 4) 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003b). Οι αναλογίες των ελευθέρων και 

των συζευγµένων ΠΑ, επίσης, διαφοροποιούνται µε την ανάπτυξη (Εικ. 3.2). 

Όσο τα επίπεδα των ολικών ΠΑ µειώνονται, τόσο ο σχετικός λόγος των S-

ΠΑ/tot-ΠΑ αυξάνεται προτείνοντας ότι η σύζευξη των ΠΑ, και όχι µόνο η 

βιοσύνθεση τους, παίζει ένα σηµαντικό ρόλο στην διατήρηση των ελεύθερων 

ΠΑ. Επιπλέον, η συνεισφορά των ενζυµικών ενεργοτήτων των ODC και ADC 

στη βιοσύνθεση της Put, καθώς και των γονιδίων για την σύνθεση της Spd και 

Spm, ρυθµίζεται αναπτυξιακά. Η µειωµένη διαθεσιµότητα της dSAM κατά το 

γηρασµό του φύλλου, ως αποτέλεσµα του ανταγωνισµού για την βιοσύνθεση του 

αιθυλενίου, µπορεί να αποτελεί έναν εναλλακτικό µηχανισµό ρύθµισης της 

σύνθεσης των Spd και Spm. Τα αποτελέσµατα µας για τον υποκυτταρικό 

εντοπισµό των ενζύµων βιοσύνθεσης, δείχνουν ότι αυτός είναι ίσως ένα 

επιπρόσθετο µέσο ρύθµισης των ΠΑ στα διαφορετικά κυτταρικά οργανίδια κατά 

την ανάπτυξη. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: Το µονοπάτι των Πολυαµινών Ρυθµίζεται 

Χωρο- και Χρονοταξικά στον Καπνό: ΙΙ. Οι Γηραιοί 

Υπέργειοι Αγγειώδεις Ιστοί και οι Ρίζες είναι οι Κύριες 

Περιοχές Καταβολισµού των Πολυαµινών 
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4.1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η ανάλυση φυτών Nicotiana tabacum αποκαλύπτει διακριτά χρονοταξικά 

και χωροταξικά πρότυπα µεταβολής της έκφρασης των οξειδασών των δι- και 

πολυαµινών (DAO και PAO), περοξειδασών (POXs) και Ν-µεθυλτρανσφερασών 

της πουτρεσίνης (PMT) στα κορυφαία κύτταρα του βλαστού, στα φύλλα 

(κορυφαίες, περιφερειακές και κεντρικές περιοχές), στις ακροπέταλες και 

βασιπέταλες περιοχές του µίσχου, στα µεσογονάτια και στις νέες και 

παλαιότερες ρίζες. Μετρήσεις ενζυµικών ενεργοτήτων δείχνουν ότι η DAO 

οξειδώνει κυρίως την αλειφατική διαµίνη πουτρεσίνη, ενώ η ΡΑΟ οξειδώνει την 

τριαµίνη σπερµιδίνη και, κατά προτίµηση, την τετραµίνη σπερµίνη. Τόσο η 

DAO όσο και η PAO παράγουν υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2), ένα 

αναγνωρισµένο µόριο-σηµατοδότη και υπόστρωµα για τις POX. Ανάλυση της 

έκφρασης έδειξε ότι οι οξειδάσες των αµινών σε αναπτυσσόµενους ιστούς 

καπνού προηγείται και αλληλεπικαλύπτεται µε τις POX και τη λιγνιτοποίηση, 

εποµένως µπορεί να αποτελέσει ένα κατάλληλο σηµαντή για την 

παρακολούθηση της ανάπτυξης σε αγγειώδεις ιστούς. Σε ώριµους και γηραιούς 

ιστούς η έκφραση των ενεργοτήτων των οξειδασών των αµινών και των POX 

συµπίπτουν µε αυτήν της Ν-µεθυλτρανσφεράσης της πουτρεσίνης (PMT), ενώ 

σε νεαρές ρίζες η PMT αυξάνεται δραµατικά, ανεξάρτητα από τις οξειδάσες των 

αµινών. Τόσο σε υπέργειους όσο και σε υπόγειους ιστούς, όµως, η έκφραση των 

DAO και PAO απαντάται περισσότερο σε κύτταρα τα οποία πρόκειται να 

λιγνιτοποιηθούν, γεγονός το οποίο υποδηλώνει διαφορετικό in situ εντοπισµό 

των οξειδασών των αµινών, των POX και της PMT. 

 

4.2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Σε ζωικά κύτταρα, οι πολυαµίνες (ΠAς) θεωρείται ότι έχουν συγκεκριµένους 

ρόλους στην εµβρυϊκή ανάπτυξη (Kusunoki and Yasumasu, 1978), στον έλεγχο 

του κυτταρικού κύκλου (Alm et al., 2000), στην καρκινογένεση (Seiler et al., 

1998), στις λειτουργίες του ανοσοποιητικού συστήµατος (Seiler and Atanassov, 
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1994), στον πολλαπλασιασµό των κυττάρων και την απόπτωση (Thomas and 

Thomas, 2001).  

Στα φυτά, οι ΠAς θεωρείται ότι παίζουν σηµαντικό ρόλο και στην αύξηση, 

την ανάπτυξη και τις αποκρίσεις σε καταπονήσεις και παθογόνα (Pedroso et al., 

1997; Walden et al., 1997). Εντούτοις έρευνες για την λειτουργία των ΠΑ έχουν 

εστιαστεί κυρίως σε αλλαγές στα επίπεδά τους και το φάσµα τους, χωρίς να έχει 

καθοριστεί η βιολογική τους σηµασία. Αν και γενετικές αναλύσεις έχουν γίνει σε 

γονιδιακό επίπεδο (Bhatnagar et al., 2002; Chang et al., 2000; Hanfrey et al., 

2002; Hanzawa et al., 2002; Mehta et al., 2002; Panicot et al., 2002; Paschalidis 

et al., 2001; Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a; Perez-Amador et al., 

2002; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999, 2001; Thu-Hang et al., 2002; 

Tucker and Seymour, 2002), οι διαθέσιµες πληροφορίες για το ρόλο των ΠΑ 

στην ανάπτυξη του φυτού είναι περιορισµένες. Επίσης, στα φυτά, η σχέση 

µεταξύ των ΠΑς και του H2O2 δεν έχει εξεταστεί λεπτοµερώς ως τώρα. 

Ένας από τους κύριους στόχους για την κατανόηση των µοριακών 

γεγονότων τα οποία υπόκεινται στη δηµιουργία του κυτταρικού τοιχώµατος και 

την ωρίµανσή του, την οξειδωτική διασύνδεση των αποπλαστικών δοµικών 

πρωτεϊνών, καθώς και τον πολυµερισµό της λιγνίνης και της σουµπερίνης είναι η 

ανάλυση της συµβολής των µοριακών µηχανισµών, οι οποίοι συνθέτουν H2O2, 

O2
.- και το συγγενικό τους προϊόν .OH στον αποπλάστη. Έχουµε εξετάσει 

λεπτοµερώς την ενδο- και εξωκυτταρική παραγωγή H2O2 και O2
.-, τη 

συσσώρευση και την απόσβεσή τους σε πρωτοπλάστες καπνού (de Marco and 

Roubelakis-Angelakis, 1996a, 1996b, 1997, 1999; Papadakis and Roubelakis-

Angelakis, 1999, 2002; Papadakis et al., 2001a, 2001b; Siminis et al., 1993, 

1994). Η παραγωγή O2
.- µπορεί να αποδοθεί σε αρκετούς ενζυµικούς 

µηχανισµούς, µε βάση το φυσιολογικό πλαίσιο τους, ή το φυτικό είδος 

(Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999, 2002; Papadakis et al., 2001a, 

2001b). Η σύνθεση του O2
.- στον αποπλάστη είναι φαινοµενικά πλεονάζουσα, 

διότι µπορεί να επιτευχθεί είτε µέσω της οξειδωτικής δράσης του NAD(P)H των 

µεµβρανικών POX (Papadakis et al., 2001a), ή µέσω µιας NAD(P)H οξειδάσης 

της κυτταρικής µεµβράνης όµοιας µε το επαγόµενο σύµπλοκο της NADPH των 
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φαγοκυττάρων των θηλαστικών (Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 2002, και 

αναφορές εκεί). Η σύνθεση του H2O2 στο κυτταρικό τοίχωµα είναι οµοίως 

περιττή, γιατί µπορεί να δηµιουργηθεί είτε από την απόσβεση του O2
.- (στιγµιαία 

ή καταλυόµενη από τις υπεροξειδικές δισµουτάσες του κυτταρικού τοιχώµατος) 

(Siminis et al., 1994; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis et 

al., 2001b), ή από τον οξειδωτικό κύκλο των POX παρουσία ενός αναγωγικού 

µέσου (Hiraga et al., 2001; Quiroga et al., 2000; de Marco and Roubelakis-

Angelakis, 1996a, 1996b, 1997; Papadakis et al., 2001a; Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, 2002; Siminis et al., 1993).  

Οι οξειδάσες των αµινών (Cona et al., 2003; Rea et al., 2002) ή οι 

οξειδάσες του οξαλικού (Lane, 1994) µπορεί να εµπλέκονται στην παραγωγή 

H2O2 στον αποπλάστη. Περιστασιακές ενδείξεις υποστηρίζουν την άποψη ότι 

τόσο οι DAO χαλκού και οι ΡΑΟ που περιέχουν φλαβίνη παίζουν σηµαντικό 

ρόλο στην παραγωγή H2O2 στο κυτταρικό τοίχωµα κατά την οντογένεση καθώς 

και σε απόκριση στον τραυµατισµό ή την προσβολή από παθογόνα σε 

διαφορετικά είδη (Angelini et al., 1996; Cona et al., 2003; Pietrangeli et al., 

2003; Rea et al., 2002; Sebela et al., 2001; Wisniewski et al., 2000). Με την 

σειρά του το H2O2 που παράγεται από την δράση των οξειδασών των αµινών 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί από τις POX σε αντιδράσεις σύσφιξης του κυτταρικού 

τοιχώµατος κατά την κυτταρική αύξηση και διαφοροποίηση (Cona et al., 2003; 

Hiraga et al., 2001). Σε φυτά που παράγουν αλκαλοειδή, όπως ο καπνός, η Put 

εκτός της λειτουργίας της ως υπόστρωµα για την παραγωγή ή την οξείδωση Spd, 

Ν-µεθυλιώνεται από την PMT, η οποία καταλύει τα πρώτα βήµατα στην 

βιοσύνθεση των νικοτινικών και τροπανο-αλκαλοειδών (Facchini, 2001; Sato et 

al., 2001).  

Στο προηγούµενο κεφάλαιο (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-

Angelakis, 2003a) παρουσιάζεται ένα λεπτοµερές χρονοταξικό και χωροταξικό 

προφίλ των ΠΑs, των πρόδροµων ενώσεων τους και των βιοσυνθετικών 

ενζύµων, σε φυτά Nicotiana tabacum. Σε αυτό το κεφάλαιο παρουσιάζεται η 

έκφραση των οξειδασών των αµινών, των POX και της PMT. Συγκρίνεται η 

αύξηση και η ανάπτυξη των ιστών µε το καταβολικό µονοπάτι και τις περιοχές 
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του καταβολισµού των ΠΑ. Το καταβολικό δίκτυο των ΠA ρυθµίζεται σε 

διαφορετικά επίπεδα, χωροταξικά και χρονικά. Η DAO και η PAO δρουν 

συνεργιστικά µε την POX και εντοπίζονται σε γηραιούς αγγειώδεις ιστούς, ενώ η 

PMT συσσωρεύεται σε νεαρές ρίζες. Και οι δύο αυτοί κυτταρικοί τύποι 

λιγνιτοποιούνται και διερευνούνται οι πιθανές λειτουργίες τους στο Nicotiana. 

Τα µεταγραφικά, µεταφραστικά και µετα-µεταφραστικά επίπεδα της PAO 

παρουσιάζουν µία σταθερή βασιπέταλη αύξηση από την περιφέρεια του φύλλου 

ως τον µίσχο και τα µεσογονάτια διαστήµατα, που αυξάνονται µε την ηλικία του. 

Παραθέτονται ενδείξεις ότι οι οξειδάσες των αµινών, οι POX και η PMT είναι 

καίριοι µηχανισµοί στην επαγωγή του γηρασµού και τον σχηµατισµό του 

αγγειώδους ιστού στα φυτά καπνού. 

 

 

4.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.3.1. Η Έκφραση των Οξειδασών των Αµινών Αυξάνεται Βασιπέταλα 

σε Υπέργεια Όργανα Καπνού  

Η ένταση των ενεργοτήτων της DAO και της PAO αυξάνεται βασιπέταλα τόσο 

χωροταξικά όσο και χρονικά στα υπέργεια όργανα του φυτού καπνού (Εικ. 4.1a, 

b). Χρονική βασιπέταλη αύξηση εµφανίζεται από την κορυφή του βλαστού ως 

την βάση του φυτού (µε εξαίρεση τις περιοχές του ελάσµατος του φύλλου). 

Χωροταξική βασιπέταλη αύξηση παρατηρείται από τις κορυφαίες και 

περιφερειακές περιοχές του φύλλου στις (κατ’ ακολουθία) κεντρικές περιοχές 

του, στους ακροπέταλους και βασιπέταλους µίσχους και τα µεσογονάτια 

διαστήµατα. Η αύξηση των ενεργοτήτων των οξειδασών των αµινών γίνεται 

φανερή από το πρώτο στο δεύτερο αναπτυξιακό στάδιο για να φτάσουν στο 

µέγιστο στο γηραιότερο αναπτυξιακό στάδιο (25ο) (Εικ. 4.1α, β). Επίσης, 

υπάρχουν καθαρές αποδείξεις της έκφρασης των DAO και PAO στα κύτταρα της 

ρίζας µε µια επικράτηση της DAO στα γηραιότερα κύτταρα, παρά στα νεώτερα.  
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Εικόνα 4.1. Ειδικές ενεργότητες των PMT, DAO, PAO και POX στα διαλυτά κλάσµατα σε 
διαφορετικά µέρη του φυτού του καπνού. ∆εδοµένα για κορυφή (και περιφέρεια) φύλλου, 
κέντρο φύλλου, ακροπέταλο µίσχο, βασιπέταλο µίσχο και µεσογονάτιο διάστηµα, 
απεικονίζονται στα 1ο, 5ο, 10ο, 15ο, 20ο και 25ο αναπτυξιακό στάδιο (αριθµηµένα από την 
κορυφή). ∆εδοµένα για κορυφή βλαστού, πρωτογενή και δευτερογενή ρίζα, επίσης, 
απεικονίζονται. Οι µπάρες των DAO, PAO και PMT απεικονίζονται ως mU mg-1 protein, ενώ 
της POX απεικονίζονται ως U mg-1 protein. 
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4.3.2. Οι Περοξειδάσες και η Ν-µεθυλ τρανσφεράση της Πουτρεσίνης 

Παρουσιάζουν Χωροταξική και Χρονική Συσχέτιση µε τις Οξειδάσες 

των Αµινών 

Οι ειδικές ενεργότητες των POX και PMT, επίσης, αυξάνονται µε την ηλικία σε 

ιστούς καπνού (Εικ. 4.1γ, δ). Είναι υψηλότερες στα µεσογονάτια διαστήµατα, 

χαµηλότερες στους µίσχους και ακόµη χαµηλότερες στα φύλλα. Έτσι, στην 

έκφραση των POX και PMT παρατηρείται ένα πρότυπο µεταβολής όµοιο µε 

αυτό των οξειδασών των αµινών.  

Αυτή είναι η πρώτη αναφορά πάνω στην συσχέτιση των οξειδασών των 

αµινών µε την PMT (για την παραγωγή των αλκαλοειδών νικοτίνης) και την 

POX (για την λιγνιτοποίηση, τον σχηµατισµό του κυτταρικού τοιχώµατος και 

την τραχειακή διαφοροποίηση). Η σύνθεση των ανωτέρων ΠAς µέσω της 

αµινοπροπυλικής τρανσφεράσης (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-

Angelakis, 2003a), µαζί µε την εκτίµηση του καταβολισµού της Put µέσω των 

DAO και PMT, σε αυτό το κεφάλαιο συνθέτουν µια ολοκληρωµένη εικόνα για 

την µοίρα (κατάληξη) της Put καθ’ όλη την διάρκεια της ανάπτυξης των φυτών 

του καπνού. 

 

 

4.3.3. Τα Καταβολικά και Συνεργιστικά Ένζυµα των Πολυαµινών 

Υπόκεινται σε Ισχυρή Θετική Ρύθµιση σε Περιοχές που Περιέχουν 

Υψηλό Ποσοστό Αγγειώδους Ιστού κατά την Ανάπτυξη 

Η έκφραση των οξειδασών των αµινών γίνεται ορατή νωρίς σε νεαρούς ιστούς 

καπνού, στις περιοχές όπου κυριαρχεί αγγειώδης ιστός που διαφοροποιείται. Η 

έκφραση είναι πιο έντονη στις περιοχές των βλαστών και των µίσχων που 

βρίσκονται πιο κοντά στο σηµείο ένωσης µε την επιφάνεια του φύλλου (Εικ. 

4.1α, β). Επιπλέον, η έκφραση παρατηρείται στον αγγειώδη ιστό καθ’ όλη την 

διάρκεια της ανάπτυξης του φυτού µε τις υψηλότερες ενεργότητες στις γηραιές 

διαφοροποιηµένες περιοχές. Στους αγγειώδεις ιστούς, οι ενεργότητες των 
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οξειδασών των αµινών και της POX αλληλεπικαλύπτονται, ενώ σηµαντική 

ενεργότητα της POX ανιχνεύεται στις περιφερειακές και κεντρικές περιοχές του 

φύλλου και αυξάνονται µε την οντογενετική ηλικία του φύλλου (Εικ. 4.1γ). Η 

έκφραση αυτών των ενζύµων εµφανίζεται στον αγγειώδη ιστό, ακόµη και στις 

αναπτυσσόµενες περιοχές που δεν έχουν ωριµάσει και γίνεται πιο εκτεταµένη 

και έντονη στα µεταγενέστερα στάδια ανάπτυξης. Εποµένως, η ενεργότητα της 

POX και η έκφραση των οξειδασών των αµινών συµπίπτουν και συνδέονται σε 

µεγαλύτερο βαθµό µε τους ιστούς που λιγνιτοποιούνται και σε µικρότερο βαθµό 

µε τους φωτοσυνθετικούς ιστούς. Σε προηγούµενη ερευνητική δουλειά 

ανιχνεύθηκε συσχέτιση µεταξύ των τριών ΠAς (Put, Spd και Spm) µε τις 

θυλακοειδείς µεµβράνες και µε διάφορα φωτοσυνθετικά υποσύµπλοκα 

(Kotzabasis et al., 1993a, 1993b) καθώς, επίσης, ότι το πρότυπο µεταβολής των 

ενδογενών επιπέδων των ΠA και της σύνθεσης της Put σε φυτά καπνού 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a) είναι αντίθετες  µε το 

καταβολικό πρότυπο των ΠA, που ανιχνεύθηκε σε αυτήν την ερευνητική 

δουλειά. 

Η έκφραση της PMT, επίσης, ακολουθεί ένα παρόµοιο, περιορισµένο 

χωροταξικό και χρονικό πρότυπο. Στο 15ο αναπτυξιακό στάδιο, µετά την πλήρη 

ανάπτυξη, είναι εµφανής έντονη ενεργότητα στα µεσογονάτια διαστήµατα (Εικ. 

4.1δ). Πριν από αυτό το στάδιο δεν εµφανίζεται σηµαντική έκφραση, 

ανεξάρτητα από τον τύπο ιστού που αναλύθηκε.  

 

 

4.3.4. Ο Αναπτυξιακά Προγραµµατισµένος Κυτταρικός Θάνατος 

Σηµατοδοτείται από την Οξειδάση των ∆ιαµινών 

Η έκφραση όλων των ενζύµων που παρουσιάζονται στην Εικόνα 1, τόσο στις 

ρίζες και τους αγγειώδεις ιστούς που διαφοροποιούνται, αποτελεί ένδειξη της 

συµβολής τους σε κοινές φυσιολογικές διαδικασίες σε αυτούς τους κυτταρικούς 

τύπους. Σε  ζωικά κύτταρα, το H2O2 που παράγεται κατά την   οξείδωση των ΠΑ  
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Εικόνα 4.2. Οι ΠΑς ως σινιάλα που ενσωµατώνονται στις αναπτυξιακές διαδικασίες στον 
καπνό. Ο καταβολισµός των ΠΑ (C, catabolism) υπολογίζεται ως οι ποσότητες των ειδικών 
ενεργοτήτων των ενζύµων στα διαλυτά κλάσµατα, σε όλο το µήκος του φυτού. Η µεγέθυνση 
απεικονίζεται µε τα µεγέθη των γραµµάτων. (a) Περιοχές καταβολισµού της Put. Ο 
καταβολισµός της Put απεικονίζεται ως το άθροισµα των ενεργοτήτων των DAO και PMT. (b) 
Περιοχές καταβολισµού των ανωτέρων ΠΑ (Spd και Spm). Ο καταβολισµός των ανωτέρων ΠΑ 
απεικονίζεται ως η ενεργότητα της PAO.  
 

 

παίζει κρίσιµο ρόλο στην απόπτωση (Lindsay and Wallace, 1999). Στα φυτά, 

είναι εδραιωµένη η άποψη ότι ο σχηµατισµός των τραχειωδών στοιχείων 

εµπλέκεται στον προγραµµατισµένο κυταρικό θάνατο (Fukuda, 1997). 

Παλαιότερα έχουµε ερευνήσει την εµφάνιση του προγραµµατισµένου 

κυτταρικού θανάτου (ΠΚΘ) στον καπνό χρησιµοποιώντας την δοκιµή TUNEL η 

οποία ανιχνεύει τις 3´OH οµάδες στο κατατµηµένο DNA, ένα χαρακτηριστικό 

γνώρισµα του ΠΚΘ (Papadakis and Roubelakis-Angelakis, submitted) και 
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έχουµε εξακριβώσει την παραγωγή των ενεργών µορφών οξυγόνου (Papadakis 

and Roubelakis-Angelakis, 1999, 2002; Papadakis et al., 2001b). Τα µεταβολικά 

ενεργά κύτταρα έχουν την δυνατότητα να αφοµοιώσουν και να κατατµήσουν το 

fluorescein diacetate (FDA) ώστε να ελευθερωθεί φθορισµός. Όταν ιστοί καπνού 

επωάζονται µε FDA (και ελέγχονται για ζωτικότητα, κυτταρική επιφάνεια και 

αριθµό κυττάρων) παρατηρείται χαµηλότερος φθορισµός σε ιστούς µε υψηλή 

ενεργότητα της DAO (δεδοµένα που δεν παραθέτονται) (Wang et al., 1996). 

 

 

4.3.5. Οι Νεώτερες Ρίζες είναι τα Σηµεία Εντονότερης Καταβολικής 

∆ραστηριότητας της Πουτρεσίνης από την PMT και τα Γηραιότερα 

Μεσογονάτια ∆ιαστήµατα είναι τα Σηµεία Υψηλότερης Καταβολικής 

∆ραστηριότητας από την DAO 

Η υψηλότερη καταβολική δραστηριότητα της Put παρατηρείται στις ρίζες και 

ακολουθούν οι παλαιότεροι υπέργειοι αγγειώδεις ιστοί (Εικ. 4.2). Στις ρίζες, 

οφείλεται κατά κύριο λόγο στην άµεση καταβολική δυνατότητα της PMT (Εικ. 

4.1δ), ενώ στα γηραιότερα µεσογονάτια διαστήµατα, η DAO είναι υπεύθυνη για 

την αυξηµένη καταβολική δραστηριότητα (Εικ. 4.1α). Η υψηλότερη καταβολική 

δυνατότητα των Spd και Spm εντοπίζεται στα γηραιότερα µεσογονάτια 

διαστήµατα (Εικ. 4.2). Χαµηλότερος ρυθµός καταβολισµού των ΠΑ εµφανίζεται 

στην κορυφή του βλαστού και σε νεαρά και αυξανόµενα φύλλα. Ο καταβολισµός 

της Put στα γηραιότερα µεσογονάτια διαστήµατα και στις νεαρές ρίζες είναι 15 

και 16.5 φορές υψηλότερος από ότι στην κορυφή του βλαστού, αντίστοιχα, ενώ 

οι αντίστοιχες διαφορές στον καταβολισµό των Spd και Spm είναι 8 και 6.5 

φορές. Από τα κορυφαία κύτταρα του βλαστού ως τα ακραία της ρίζας, ο 

καταβολισµός της Put εµφανίζει αύξηση µεγαλύτερη κατά 2.5 φορές σε σχέση 

µε την αντίστοιχη αύξηση στον καταβολισµό των ανώτερων ΠAς (Spd και Spm, 

Εικ. 4.2). 
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Εικόνα 4.3. Αναπτυξιακά πρότυπα της pao σε φυτά καπνού. A (κορυφή του βλαστού, Αpex), L 
(ακραία και περιφερειακή περιοχή του φύλλου, Leaf apical and marginal lamina), P 
(ακροπέταλος µίσχος, acropetal Petiole), I (µεσογονάτιο διάστηµα, Internode), R (πρωτογενής 
ρίζα, primary Root), r (δευτερογενής ρίζα, secondary root). (a) RNA ανάλυση της έκφρασης του 
γονιδίου της pao. Τα πηγάδια περιέχουν, τουλάχιστον, 10 µg ολικού RNA εκχυλισµένου από 
φυτά καπνού. (b) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων mRNA [από (a), αναλογίες mRNAs/actin 
mRNAs]. (c) Πρωτεϊνική ανάλυση της PAO. (d) Ποσοτικοποίηση των επιπέδων πρωτεΐνης [από 
(c)]. Η αρίθµηση ξεκίνησε από το φύλλο της κορυφής που ονοµάστηκε «1ο φύλλο» και το 
αντίστοιχο µεσογονάτιο διάστηµα «1ο µεσογονάτιο». 
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4.3.6. Συσσώρευση των Μεταγράφων και των Πρωτεϊνών των 

Οξειδασών των Πολυαµινών 

Έγινε ανάλυση κατά Northern χρησιµοποιώντας cDNA ανιχνευτή της PAO του 

αραβόσιτου (Tavladoraki et al., 1998) και ανάλυση κατά Western µε 

πολυκλωνικό αντίσωµα για την PAO του αραβόσιτου (Angelini et al., 1995). Τα 

αποτελέσµατα   δείχνουν   καθαρά  ότι  τα  µετάγραφα   και η πρωτεΐνη της ΡΑΟ  

συσσωρεύονται κατά την ανάπτυξη στους αγγειώδεις ιστούς, για να φτάσουν στο 

µέγιστο επίπεδό τους στα γηραιότερα µεσογονάτια διαστήµατα και τις ρίζες 

(Εικ. 4.3). Επίσης, είναι γενικά υψηλότερα στα µεσογονάτια διαστήµατα, 

χαµηλότερα στους µίσχους και ακόµη χαµηλότερα στα φύλλα, σύµφωνα µε τα 

πρότυπα των επιπέδων των ειδικών ενεργοτήτων (Εικ. 4.1β και 4.3). Εντούτοις, 

κατά την αύξηση του φύλλου τα επίπεδα mRNA της ΡΑΟ σε γενικές γραµµές 

παρουσιάζουν υψηλότερες χρονικές διαφορές από τις ειδικές ενεργότητες και τα 

πρωτεϊνικά επίπεδα. Τα µετάγραφα της ΡΑΟ στους νεαρούς ιστούς εµφανίζουν, 

επίσης, µεγαλύτερες χωροταξικές διαφορές (µεταξύ φύλλων και µεσογονάτιων 

διαστηµάτων) από τις αντίστοιχες των πρωτεϊνών και των ειδικών ενεργοτήτων, 

ενώ στο 10ο και 25ο αναπτυξιακό στάδιο αυτές οι διαφορές είναι µικρότερες. Τα 

αποτελέσµατα υποδεικνύουν ότι η έκφραση της ΡΑΟ υπόκειται σε ισχυρό 

χωροταξικό και χρονικό αναπτυξιακό έλεγχο και υποστηρίζουν την de novo 

σύνθεση κατά την ανάπτυξη και τον γηρασµό. 

 

4.3.7. Οι Ενεργότητες των Οξειδασών των Αµινών και των 

Περοξειδασών στα ∆ιαλυτά Κλάσµατα Μειώνονται Σχετικά µε την 

Ηλικία, ενώ οι Κυτταρο-Τοιχωµατικές και οι Οργανιδιακές 

Ενεργότητες Αυξάνονται 

Στην Εικόνα 4.5 εµφανίζεται µια επισκόπηση του καταβολισµού των ΡΑ σε 

νεαρά και γηραιά φύλλα και στις νεαρές ρίζες. Όταν θεωρηθούν τα φυτικά 

όργανα ως πηγές και ως δέκτες θρεπτικών στοιχείων (ρίζες και φύλλα, 
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αντίστοιχα), και όχι οι αγγειώδεις ιστοί, οι ειδικές ενεργότητες των DAO, 

PAO, POX και PMT αυξάνονται βασιπέταλα από τους ισχυρούς (νεαρά φύλλα) 

στους ασθενείς δέκτες (γηραιά φύλλα) εµφανίζοντας µέγιστο στις πηγές (ρίζες) 

(Εικ. 4.5). Η υποκυτταρική κατανοµή των ενεργοτήτων των DAO, PAO και 

ΡΟΧ, επίσης, µεταβάλλεται (Εικ. 4.4 και δεδοµένα που δεν παραθέτονται). Η 

σχετική συµβολή του πρωτεϊνικού ιζήµατος στην ολική ενζυµική ενεργότητα 

αυξάνεται σηµαντικά για την DAO, την ΡΑΟ και την ΡΟΧ µε τις µέγιστες 

τιµές να εµφανίζονται στις ρίζες και τις  ελάχιστες  στα  νεαρά  φύλλα,   και τα 

κορυφαία   µεριστώµατα του βλαστού, ενώ το αντίστοιχο διαλυτό κλάσµα 

µειώνεται (Εικ. 4.4 και δεδοµένα που δεν παραθέτονται).  

 

4.3.8. Το Μονοπάτι Καταβολισµού είναι ∆ιαχωρίσιµο από αυτό της 

Σύνθεσης στον Καπνό 

Η DAO οξειδώνει επιλεκτικά την Put, ενώ η Spm είναι το επιλεκτικό 

υπόστρωµα της ΡΑΟ (δεδοµένα που δεν παραθέτονται). Οι ποιοτικές 

ενεργότητες των DAO και ΡΑΟ είναι ανεξάρτητες από το υπόστρωµα και 

παραµένουν ίδιες ανεξάρτητα από την χρήση Put ή Spd (για την DAO) και Spd ή 

Spm (για την ΡΑΟ). Οι ποσοτικές ενεργότητες, όµως, εξαρτώνται από τα 

υποστρώµατα. Παρατηρήθηκε κατά προσέγγιση 4 φορές υψηλότερη ενεργότητα 

της DAO όταν χρησιµοποιείται Put ως υπόστρωµα αντί της Spd και 2 φορές 

υψηλότερη ενεργότητα της ΡΑΟ µε Spm παρά µε Spd (δεδοµένα που δεν 

παραθέτονται). 

Τα πρότυπα έκφρασης των ADC και ODC είναι σύµφωνα µε τις δύο 

βασιπέταλες διαβαθµίσεις των ΠΑ (τη χωροταξική, η οποία µειώνεται από την 

άκρη και τις περιφερειακές περιοχές στο µίσχο και τη χρονική, η οποία 

µειώνεται από την κορυφή του βλαστού στη βάση του φυτού) στον καπνό (Κεφ. 

3) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Εντούτοις από το 5ο µέχρι το 

25ο φύλλο οι βασιπέταλα µειούµενες χωροταξικές διαβαθµίσεις των ΠΑ δεν 

είναι σύµφωνες µε τα αντίστοιχα πρότυπα έκφρασης των SPDS και SPMS (Κεφ.  
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Εικόνα 4.4. Ειδικές ενεργότητες των DAO και POX στα διαλυτά κλάσµατα και στα ιζήµατα 
από εκχυλίσµατα φυτών καπνού. Το µέγεθος των κύκλων απεικονίζει τις σχετικές τιµές των 
DAO (αριστερά) και POX (δεξιά) στα διάφορα όργανα του φυτού. Στη DAO, οι άσπρες µερίδες 
των κύκλων αντιστοιχούν στην ενεργότητα της διαλυτής DAO και οι µπλε µερίδες στην 
ενεργότητα του ιζήµατος. Στην POX, οι άσπρες µερίδες των κύκλων αντιστοιχούν στην 
ενεργότητα της διαλυτής POX και οι κόκκινες µερίδες στην ενεργότητα του ιζήµατος. Α 
(Ακραίο µερίστωµα βλαστού), 1 (1ο φύλλο από κορυφή), 5 (5ο φύλλο), 10 (10ο), 15 (15ο), 20 
(20ο), 25 (25ο), R (πρωτογενής ρίζα), r (δευτερογενής ρίζα). 
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3) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a),  γεγονός  που υποδεικνύει 

ότι: α.  Ένας υψηλότερος ρυθµός καταβολισµού των Spd και Spm λαµβάνει 

χώρα σε περιοχές όπου η σύνθεση, αλλά όχι τα ενδογενή επίπεδα, είναι υψηλή 

(περιοχές µε υψηλό ποσοστό αγγειώδους ιστού, όπως οι µίσχοι και τα 

µεσογονάτια διαστήµατα). β. Χαµηλότερος ρυθµός µετατροπής ΠΑ 

παρουσιάζεται στις περιφερειακές περιοχές από ότι στους µίσχους και τα 

µεσογονάτια διαστήµατα. γ. Μια ακροπέταλη µεταφορά ΠΑ στην άκρη και τις 

περιφερειακές περιοχές του φύλλου παρατηρείται µέσω του ξυλώµατος. Σε 

αυτήν την εργασία η έκφραση των DAO, PAO, POX και ΡΜΤ ακολουθεί το 

ακριβές αντίθετο πρότυπο και στις δύο παραπάνω βασιπέταλα µειωµένες 

διαβαθµίσεις των ΡΑ (Εικ. 4.1), ένδειξη ότι η µείωση των ΡΑ οφείλεται κυρίως 

στον καταβολισµό µέσω της δράσης των οξειδασών των αµινών (και της 

συνεργιστικής ΡΟΧ) και της ΡΜΤ.  

Κύτταρα στις κορυφαίες και περιφερειακές περιοχές των νεαρώτερων 

φύλλων καπνού, όπου τα κύτταρα έχουν την υψηλότερη, επαγόµενη από 

αυξίνη, ικανότητα ανάπτυξης (Jones et al., 1998) και την ελάχιστη επιφάνεια, 

επίσης έχουν την υψηλότερη περιεκτικότητα σε κλάσµατα των ΠΑ, τις 

υψηλότερες βιοσυνθετικές δραστηριότητες (ADC, ODC, SAMDC, SPDS και 

SPMS) και τα υψηλότερα µετάγραφα ODC, αλλά τα χαµηλότερα επίπεδα Orn 

σε σύγκριση µε τις περιοχές του µίσχου (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-

Angelakis, 2003a). Σε αυτήν την εργασία, τα κύτταρα που βρίσκονται στις 

κορυφαίες και περιφερειακές περιοχές των φύλλων καπνού, ανεξάρτητα από 

την ηλικία τους, εµφανίζουν τις χαµηλότερες καταβολικές ενεργότητες (PMT, 

DAO, PAO και η συνεργιστική POX, Εικ. 4.1) και τα χαµηλότερα επίπεδα 

µεταγράφων και πρωτεϊνών της ΡΑΟ (Εικ. 4.3). 

Τα προηγούµενα αποτελέσµατά µας όσον αφορά τα νεώτερα φύλλα 

καπνού (1ο) υποδεικνύουν ότι υψηλά επίπεδα ΠAς και σύνθεσης σχετίζονται 

µε τις περιφερειακές περιοχές του φύλλου όπου παρατηρείται σε µεγαλύτερο 

βαθµό κυτταρική διαίρεση (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 

2003a).   Τα  φύλλα  που  εµφανίζουν    τόσο  αύξηση  όσο  και    διαίρεση   (5ο)  



 129

 (a) 

(b) 

(c) 

Πουτρεσίνη  Σπερµ ιδίνη  Σπερµ ίνη  

Aλκαλεοϊδή  ∆ -Πυρολλίνη  

PM T 
DAO 

1,3-∆ιαµ ινο-
προπάνη  

Aµ ινοπροπυλ- 
πυρολλίνη  

PAO 

     H 2O 2 
POX 

H 2O +  A 

X  

Πουτρεσίνη  Σπερµ ιδίνη  Σπερµ ίνη 

Aλκαλοεϊδή  
∆-Πυρολλίνη

PM T 
DAO 

1,3-∆ιαµ ινο-
προπάνη  

Aµ ινοπροπυλ- 
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PAO 

     H 2O 2 
POX 

H 2O +  A 

Πουτρεσίνη  Σπερµ ιδίνη  Σπερµ ίνη 

Aλκαλοεϊδή  
∆-Πυρολλίνη

PM T 
DAO 

1,3-∆ιαµ ινο-
προπάνη 

Aµ ινοπροπυλ- 
πυρολλίνη  

PAO 

     H 2O 2 

POX 

H 2O +  A 

 
Εικόνα 4.5. Τα µονοπάτια των πολυαµινών του καπνού στα: (a) νεώτερα φύλλα, (b) 
γηραιότερα φύλλα και (c) νέες ρίζες. Οι ενδογενείς συγκεντρώσεις των ελευθέρων ΠΑ 
απεικονίζονται από τις παχύνσεις των κουτιών τους (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 
2003a), ενώ οι διαλυτές ειδικές ενεργότητες των καταβολικών ενζύµων (σε italics) 
απεικονίζονται από τις παχύνσεις των αντιστοίχων τόξων. Οι σχετικές τιµές της POX 
υπολογίζονται ως 500-φορές χαµηλότερα από τις αντίστοιχες των DAO, PAO and PMT, αφού 
οι ειδικές ενεργότητες της POX είναι εξαιρετικά υψηλές (οι άσπρες γραµµές που διαχωρίζουν 
τα τόξα της POX δείχνουν ότι αυτά θα πρέπει να υπολογιστούν 500 φορές µεγαλύτερα). A, 
οποιαδήποτε αναγωγική ουσία. 
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έδειξαν βασιπέταλα    αυξανόµενη    κατά   µήκος    διαβάθµιση    των SPDS  

και   SPMS µε   το    µικρότερο    επίπεδο στην άκρη και την   περιφέρεια, όπου 

και    παρατηρείται επιµήκυνση, και υψηλότερα στην βάση του φύλλου και το 

µίσχο (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a), όπου τα κύτταρα 

διαιρούνται περισσότερο. Έτσι, υψηλή σύνθεση Spd και Spm σχετίζεται µε την 

χωροταξική κατανοµή της µέγιστης κυτταρική διαίρεσης και ελάχιστης 

κυτταρικής αύξησης. Από τη χρονική στιγµή που τα φύλλα φτάνουν το 60-80% 

της αύξησής τους (10ο φύλλο) οι χωροταξικές διαβαθµίσεις των ΠΑ και των 

βιοσυνθετικών τους ενζύµων µειώνονται. Τα πλήρως αναπτυγµένα φύλλα (15ο), 

τα ώριµα (20ο) και τα γηρασµένα (25ο) έχουν χαµηλότερες  ενδοφυλλικές 

διαφορές στα επίπεδα και τη σύνθεση των ΠΑ (Κεφ. 3) (Paschalidis and 

Roubelakis-Angelakis, 2003a). Όµως ο καταβολισµός των ΡΑ, όσον αφορά 

τις ειδικές ενεργότητες των PMT, DAO, PAO και POX αυξάνεται βασιπέταλα 

στις κεντρικές περιοχές, τις βασικές, τις περιοχές του µίσχου και τα 

µεσογονάτια διαστήµατα κατά την διάρκεια της ανάπτυξης (Εικ. 4.1). Επίσης, 

αυτή η ενδοφυλλική διαβάθµιση αυξάνεται σε συνάρτηση µε την ηλικία, σε 

αντίθεση µε την διαβάθµιση που παρατηρείται στα επίπεδα και την σύνθεση 

των ΡΑ. Αυτές οι διαχωρίσιµες αποκρίσεις οδηγούν στην υπόθεση ότι η 

σύνθεση και ο καταβολισµός των ΡΑ επηρεάζονται µε διαφορετικό τρόπο από 

την διαφοροποίηση των ιστών.  

 

 

4.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Tα επίπεδα της αυξίνης, τα οποία µειώνονται χρονικά µε την ηλικία (Chen et al., 

2001; Micoll and Hake, 2003) έχουν αρνητική συσχέτιση µε την ρυθµιζόµενη 

από την ηλικία επαγωγή της έκφρασης των αµινικών οξειδασών στους 

αγγειακούς ιστούς του καπνού. Σε νεαρούς ιστούς καπνού τα υψηλά επίπεδα 

αυξίνης που παρέχονται από τα κορυφαία µεριστώµατα του βλαστού (Chen et 

al., 2001) υποτίθεται ότι διατηρούν τα τοιχώµατα σε µία κατάσταση χαλάρωσης, 

πιθανώς µε το να προκαλέσουν την παραγωγή O2
.- και κατά συνέπεια, την 
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αύξηση των επιπέδων .OH, προωθώντας έτσι τη γρήγορη αύξηση κατά µήκος 

(Schopfer, 2001). Μπορεί να υποστηριχτεί ότι η έκφραση των συστηµάτων 

παραγωγής του H2O2 διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα στους αυξανόµενους ιστούς 

(η µόνη διαθέσιµη πηγή H2O2 όντας µέσω του O2
.-), ενώ αυτοί είναι έντονα 

επαγόµενοι µετά από την πλήρη ανάπτυξη των ιστών. Σε αυτό το σενάριο, είναι 

πιθανό ότι η αυξίνη ρυθµίζει αρνητικά την έκφραση ή την ενεργότητα αυτών των 

συστηµάτων. Οι ενζυµικές ενεργότητες των DAO και PAO και τα πρωτεϊνικά 

επίπεδα της PAO αυξάνονται ανάλογα µε το οντογενετικό στάδιο. Επιπλέον, η 

δραµατική, επαγόµενη από την ηλικία, αύξηση των επιπέδων mRNA 

(περισσότερο από 10 φορές από το νεώτερο στο παλαιότερο φύλλο) οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι η ρύθµιση της έκφρασης της PAO επιτυγχάνεται κυρίως στο 

µεταγραφικό επίπεδο. Η παρουσία αρκετών πιθανών στοιχείων απόκρισης σε 

αυξίνη και φως στις περιοχές 5'-πλαισίωσης των γονιδίων mpao1 και mpao2 

στον αραβόσιτο αποκαλύπτουν µια µάλλον πολυσύνθετη διάταξη υποκινητή 

(Cervelli et al., 2000). Αυτή η οργάνωση υποκινητή υποδηλώνει µία κοινή 

ρύθµιση που ενεργεί στα cis στοιχεία, µία περιοχή απόκρισης στην αυξίνη και 

µια περιοχή G, που βρίσκονται στην κοντινή περιοχή (Cervelli et al., 2000). 

Είναι αξιοσηµείωτο ότι στις µακρινές περιοχές υποκινητών των γονιδίων mpao1 

και mpao2, έχουν περιγραφεί κι άλλες περιοχές απόκρισης στο φως (Cervelli et 

al., 2000).  

Στο ανωτέρω σενάριο, η αυξίνη θα έπρεπε εποµένως να ενεργήσει ως 

αρνητικός ρυθµιστικός παράγοντας στη χρονική διακύµανση της έκφρασης των 

γονιδίων DAO και PAO στους ιστούς καπνού. Επιπλέον, κύτταρα στην άκρη και 

τις περιφερειακές περιοχές του νεώτερου φύλλου καπνού, όπου παρατηρείται η 

υψηλότερη ικανότητα για επαγόµενη από αυξίνη αύξηση (Jones et al., 1998) και 

τα επίπεδα της αυξίνης είναι υψηλά (Chen et al., 2001), έχουν τις χαµηλότερες 

ειδικές ενεργότητες DAO, PAO και POX, υποδεικνύοντας, επίσης, µία 

χωροταξική ρύθµιση. Εντούτοις, στα παλαιότερα φύλλα, όπου το πρότυπο 

κυτταροδιαίρεσης, µαζί µε το πρότυπο των συγκεντρώσεων αυξίνης είναι 

αντίστροφο, αυξάνοντας βασιπέταλα από τις περιφερειακές περιοχές στις 

περιοχές των µίσχων (Chen et al., 2001), οι ειδικές ενεργότητες των ανωτέρω 
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ενζύµων συνεχίζουν να ακολουθούν την ίδια βασιπέταλα αυξανόµενη 

διαβάθµιση. Κατά συνέπεια, µπορεί να υποστηριχτεί ότι τα χαµηλότερα επίπεδα 

αυξίνης που εντοπίζονται περιφερειακά στο φύλλο στα αυξανόµενα φύλλα (5ο 

και 10ο) δεν αρκούν για να επάγουν µια ουσιαστική αύξηση στην ενζυµική 

έκφραση της PAO, αν και τα επίπεδα mRNA αυξάνονται δραµατικά. Μια 

υψηλότερη επαγόµενη από την ηλικία, αύξηση της ενεργότητας, αλλά 

χαµηλότερη αύξηση στα επίπεδα mRNΑ παρατηρείται στους αγγειακούς ιστούς, 

σε σύγκριση µε τις περιφερειακές περιοχές του φύλλου. Είναι πιθανό ότι η 

επαγόµενη από την ηλικία αύξηση στην έκφραση της PAO στο φυτό του καπνού 

είναι το αποτέλεσµα µίας πολύπλοκης ρύθµισης. ∆ιαφορετικοί µεταγραφικοί 

παράγοντες θα µπορούσαν να προκαλέσουν µία διακύµανση στην µεταγραφή 

του pao γονιδίου. Σε αυτό το πλαίσιο, η ηλικία δύναται να διαδραµατίσει τόσο 

άµεσο όσο και έµµεσο ρόλο στην επαγωγή της έκφρασής του. Η ρυθµιζόµενη 

από την ηλικία µείωση στην παροχή της αυξίνης από την κορυφή του βλαστού 

στους διαφοροποιηµένους ιστούς θα µπορούσε να θέσει εκτός λειτουργίας 

καταστολείς οι οποίες λειτουργούν σε απόκριση στην αυξίνη. Ένα χρήσιµο 

συγκριτικό πρότυπο θα µπορούσε να είναι οι µεταγραφικοί παράγοντες ARF που 

περιγράφηκαν πρώτα στην Arabidopsis (Ulmasov et al., 1997). Αυτοί είναι είτε 

µεταγραφικοί ενεργοποιητές ή καταστολείς, δεµένοι στα σύνθετα στοιχεία 

απόκρισης στην αυξίνη TGTCTC (ή στην εκφυλισµένη έκδοση TGTCCCAT) τα 

οποία διαµερίζονται παρουσία των πρωτεϊνών AUX/IAA σε χαµηλά επίπεδα 

ΙΑΑ και έτσι απενεργοποιούνται. Σε υψηλά επίπεδα IAA, οι πρωτεΐνες 

AUX/IAA αποσπώνται από το ARF και διασπώνται από το πρωτεοσωµικό 

σύµπλοκο, επιτρέποντας έτσι στα ARF να ασκήσουν τη δραστηριότητά τους 

(Tiwari et al., 2001). Αφ’ ετέρου, αυξανόµενη φωτοσυνθετική ικανότητα 

συµπίπτουσα µε την αύξηση ηλικίας (Kotzabasis, 1996) µέχρι τα µέσης ηλικίας 

φύλλα (15ο), θα µπορούσε άµεσα να σηµατοδοτήσει την ενεργοποίηση trans-

ενεργοποιητών οι οποίοι λειτουργούν σε απόκριση στο φως ως αποτέλεσµα 

µεταφοράς σήµατος φωτός µέσω του φυτοχρώµατος, µε έναν τρόπο ανάλογο 

αυτού που περιγράφηκε στην Arabidopsis για την εξαρτώµενη από το φως 

ρύθµιση της έκφρασης γονιδίων που ασκήθηκε από HY5 (Oyama et al., 1997) 
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και σχετικό φωτοµορφογενετικό καταστολέα COP1 (Deng et al., 1991). Η 

ενεργότητα της PAO και τα επίπεδα mRNA αυξάνουν 2 φορές και 9 φορές, 

αντίστοιχα, από το 1ο στο 10ο φύλλο καπνού και παραµένουν αρκετά σταθερές 

µετά (Εικ. 4.1 και 4.3).  

Ένας πρόσθετος παράγοντας που επηρεάζει ενδεχοµένως το ισοζύγιο 

χαλάρωσης/σύσφιξης του κυτταρικού τοιχώµατος είναι ο σχηµατισµός 

διαµοριακών γεφυρών µεταξύ των ηµικυτταρινών ή των δοµικών πρωτεϊνών, ο 

οποίος είναι ειδικός για συγκεκριµένα κυτταρικά διαµερίσµατα και εξαρτώµενος 

από την ηλικία του κυττάρου. Αυτά τα γεγονότα έχουν µια αξιοσηµείωτη 

φυσιολογική σηµασία κατά τη διάρκεια της επιµήκυνσης, αύξησης και 

ωρίµανσης του κυτταρικού τοιχώµατος στα προχωρηµένα αναπτυξιακά στάδια. 

Ειδικότερα, ο σχηµατισµός των γεφυρών diferuloyl στις αραβινοξυλάσες στα 

νεαρά κύτταρα ή ιστούς µπορεί να εµφανιστεί νωρίς στο µονοπάτι έκκρισης, µε 

συνέπεια το σχηµατισµό διασυνδεµένων arabinoxylan συσσωµατωµάτων στα 

σωµάτια Golgi (Fry et al., 2000). Καθώς το κύτταρο ωριµάζει, η διασυνδετική 

δραστηριότητα εµφανίζεται συνήθως στον αποπλάστη σε συµφωνία µε το δέσιµο 

των µικρο-νηµάτων κυτταρίνης, επιδρώντας έτσι στη σκλήρυνση του τοιχώµατος 

(Fry et al., 2000). Οι ενζυµικές ενεργότητες των PAO (δεδοµένα που δεν 

παραθέτονται), DAO και POX (Εικ. 4.4) εµφανίζονται τόσο στα διαλυτά 

κλάσµατα όσο και στα ιζήµατα σχεδόν όλων των κυττάρων καπνού, 

υποδεικνύοντας έναν ρόλο στη σύνθεση του H2O2 και ενδοπρωτοπλασµικά και 

εντοπισµένα στο τοίχωµα. Αυτό το γεγονός µπορεί να είναι λειτουργικό για την 

ανάγκη αυξηµένης παραγωγής H2O2 εντοπισµένης στο τοίχωµα για να στηρίξει 

το σχηµατισµό γεφυρών di-ferulate και τη λιγνιτοποίηση (Fry et al., 2000). 

Ανοσοχηµικές υπερδοµικές αναλύσεις της PAO στα επιδερµικά κύτταρα του 

αραβόσιτου αποκαλύπτουν τη σύνδεση της PAO µε το απεκριτικό µονοπάτι και 

τα κυτταρικά τοιχώµατα (Cona et al., 2003).  

Πρόσφατες µελέτες µε ζωικά κύτταρα αποκαλύπτουν ότι οι ΠΑς έχουν δύο 

φαινοµενικά αντίθετες λειτουργίες, την αποτροπή και την επαγωγή γηρασµού 

(Thomas and Thomas, 2001). Η παρεµπόδιση βασίζεται στο γεγονός ότι οι ΠΑς 

διεγείρουν την αύξηση και προάγουν τη έκβαση του κυτταρικού κύκλου. Η 
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επαγωγή του γηρασµού και της απόπτωσης θεωρείται ότι ρυθµίζεται από το c-

Myc, έναν ισχυρό transactivator του γονιδίου της ODC, του οποίου το προιόν 

ρυθµίζει θετικά τη σύνθεση των ΠΑ (Packham and Cleveland, 1994). Για την 

τελευταία περίπτωση, οι ΠΑς θεωρείται ότι καταβολίζονται ενζυµικά 

παράγοντας H2O2 το οποίο είναι βιολογικά υπεύθυνο. Οι ΠΑς διασπώνται από 

µία ποικιλία οξειδασών, µεταξύ των οποίων οι PAOs, που περιέχουν φλαβίνη, 

και οι DAOs, που περιέχουν χαλκό, διαδραµατίζουν µείζονες ρόλους (Sebela et 

al., 2001). Η PAO στα κύτταρα των θηλαστικών µπορεί να µετατρέψει τη Spm 

και τη Spd µέσω οξειδωτικής διάσπασης πίσω σε Spd και Put, αντίστοιχα, 

καταλήγοντας στο σχηµατισµό του H2O2 (Sebela et al., 2001). Πράγµατι, τα 

καταβολικά προϊόντα των πολυαµινικών αναλόγων από την ΡΑΟ επάγουν τον 

προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο στα ζωικά κύτταρα (Ha et al., 1997). Έτσι 

έχει προταθεί ότι, κατά τη διάρκεια του γηρασµού και/ή της απόπτωσης των 

ζωικών κυττάρων, οξειδωτική διάσπαση των πολυαµινών οδηγεί στην παραγωγή 

του H2O2, το οποίο προκαλεί άµεσα το κυτταρικό θάνατο ή µεταδίδει έµµεσα 

σήµατα που οδηγούν σε αυτό το αποτέλεσµα (Bonneau and Poulin, 2000; Ha et 

al., 1997). Ωστόσο, στα φυτά, η σχέση µεταξύ των πολυαµινών και του H2O2 

µέχρι τώρα δεν έχει εξεταστεί λεπτοµερώς (Sebela et al., 2001). Κατά τη 

διάρκεια, της ανάπτυξης και του γηρασµού των φυτών καπνού, οι ΠΑς και τα 

βοσυνθετικά ένζυµα µειώνονται (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-

Angelakis, 2003a), ενώ οι αµινικές οξειδάσεις, η POX και η ΡΜΤ αυξάνονται 

έντονα (Εικ. 4.1).  

Το H2O2 έχει θεωρηθεί, επίσης, ότι συµµετέχει στα γεγονότα για την 

λιγνιτοποίηση του κυτταρικού τοιχώµατος κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 

(Hiraga et al., 2001). Έτσι, υποθέσαµε ότι τα δύο φαινόµενα µπορεί να 

σχετίζονται άµεσα. Εντούτοις, καµία λεπτοµερής πειραµατική εργασία δεν έχει 

εκτελεσθεί έως τώρα για να αποκαλύψει οι φυσιολογικές λειτουργίες των ΠΑ 

κατά τη διάρκεια του γηρασµού και της αγγειακής διαφοροποίησης και την πηγή 

του H2O2 in planta. Η µελέτη µας αποκαλύπτει ότι ένα σύνολο ένζυµων και 

γονιδίων που εµπλέκονται στο καταβολισµό των ΠA ταυτόχρονα υπόκειται σε 

θετική ρύθµιση κατά την ανάπτυξη, µε συνέπεια τη γρήγορη αποδόµηση των 
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ΠΑ. Η ενεργότητα των DAO και PAO, κυρίως στους αγγειακούς ιστούς, 

παράγει H2O2. Η Put καταναλώνεται, επίσης, από την PMT για το σχηµατισµό 

αλκαλοειδών νικοτίνης. Αυτά τα ευρήµατα παρέχουν έναν πιθανό χαµένο κρίκο 

µεταξύ των ΠΑ, του H2O2 και των αλκαλοειδών κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης 

του καπνού, και ρίχνουν φως στα βιοχηµικά γεγονότα που αποτελούν τον 

γηρασµό.  

Στα φυτικά κύτταρα τόσο η DAO όσο και η PAO εντοπίζονται στον 

αποπλάστη (Cona et al., 2003; Slocum and Furey, 1991). Στην παρούσα µελέτη 

ανακαλύψαµε αυξηµένες ενεργότητες των DAO και PAO στους αγγειώδεις 

ιστούς, και κατά συνέπεια πιθανολογήσαµε ότι οι ΡΑ αποδοµούνται από αυτά τα 

ένζυµα. Τα παρόντα πειραµατικά δεδοµένα τεκµηριώνουν φανερά αυτήν την 

υπόθεση φανερώνοντας άµεσες χωροταξικές και χρονικές συσχετίσεις µεταξύ 

της µείωσης των επιπέδων των ΡΑ και της αποδόµησή τους, η οποία καταλύεται 

από τις οξειδάσες των αµινών. Οι χρονικές αναλύσεις οδηγούν στην υπόθεση ότι 

µέσα στις πρώτες ώρες µετά τον σχηµατισµό του φύλλου οι ΡΑ αποδοµούνται 

από την ΡΑΟ στους αγγειώδεις ιστούς. Προκύπτει έπειτα το ερώτηµα για το ποια 

πολυαµίνη είναι το κύριο υπόστρωµα για κάθε µια από τις οξειδάσες των αµινών 

κατά την ανάπτυξη και τον γηρασµό. Το υπόστρωµα που προτιµά η DAO είναι η 

Put και σε µικρότερο βαθµό η Spd και η Spm (δεδοµένα που δεν παραθέτονται). 

Επίσης, αν και η Spm είναι φαινοµενικά καλύτερο υπόστρωµα από τη Spd in 

vitro (δεδοµένα που δεν παραθέτονται), η πρώτη ανιχνεύεται ελάχιστα στο 

γηραιότερο φύλλο, όντας λιγότερο από το 10% της δεύτερης (Κεφ. 3) 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Αυτό οδηγεί στην υπόθεση ότι η 

Spm είναι λιγότερο πιθανό να αποτελεί το κύριο υπόστρωµα για το ένζυµο. Είναι 

εικάσιµο ότι η Spd µπορεί να είναι το κύριο υπόστρωµα για την ΡΑΟ και 

εποµένως ότι ο περιοριστικός παράγοντας αυτού του συστήµατος είναι η 

παραγωγή αυτής της πολυαµίνης. 

Ένας πιθανός ρόλος των οξειδασών των αµινών είναι να προσαρµόζουν τα 

επίπεδα των εξω- ή/και ενδοκυτταρικών ΡΑ οι οποίες µπορεί µε την σειρά τους 

να επηρεάζουν την αύξηση του φυτού, την αρχιτεκτονική του κυτταρικού 

τοιχώµατος και την ανάπτυξη. Η πολυκατιονική φύση των δι- και πολυαµινών 
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τις καθιστά ιδανικές υποψηφίους για την αλληλεπίδραση µε τις µεµβράνες ή τα 

πολυανιόντα στο κυτταρικό τοίχωµα. Για παράδειγµα είναι δυνατόν να 

ανταγωνιστούν άµεσα µε το Ca2+ το οποίο αλληλεπιδρά, ως γνωστό, µε την 

πηκτίνη.  

Το πρότυπο της βασιπέταλης µείωσης των ΠΑ (Κεφ. 3) (Paschalidis and 

Roubelakis-Angelakis, 2003a) είναι αντίστροφο µε αυτό της έκφρασης των 

οξειδασών των δι- και πολυαµινών. Αυτά τα αποτελέσµατα µπορούν να 

ερµηνευθούν καλύτερα υποθέτοντας ότι, κατά το ξεκίνηµα της ανάπτυξης, η Spd 

και η Spm µεταφέρονται βασιπέταλα στους αγγειώδεις ιστούς, αφού, σε όλη τη 

διάρκεια της ανάπτυξης, οι περιφερειακές περιοχές του φύλλου εµφανίζουν 

υψηλότερους ρυθµούς µείωσης σε σχέση µε τις αγγειώδεις περιοχές του µίσχου 

και των µεσογονάτιων διαστηµάτων, όπου και αποδοµούνται άµεσα από τις 

οξειδάσες των αµινών. Η Put µειώνεται, επίσης, κατά το γηρασµό (Κεφ. 3) 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Εντούτοις, προφανώς ο 

καταβολισµός της Put δεν επάγει µόνο το H2O2, που χρησιµοποιείται από την 

POX για τη λιγνιτοποίηση του κυτταρικού τοιχώµατος, αλλά επάγει, επίσης, την 

παραγωγή µεθυλπουτρεσίνης, το πρώτο βήµα στην σύνθεση των νικοτινικών 

αλκαλοειδών.  

Τα φυτά µπορούν να χρησιµοποιήσουν τόσο την Orn όσο και την Arg για 

την βιοσύνθεση των πολυαµινών (Kakkar and Sawhney, 2002). Εντούτοις, λίγα 

στοιχεία έχουν παρουσιαστεί τα οποία να υποστηρίζουν ενεργή συµβολή της 

ADC ή της ODC στην επακόλουθη οξείδωση των ΡΑ και τη λιγνιτοποίηση του 

κυτταρικού τοιχώµατος. Τόσο οι ενεργότητες όσο και τα µετάγραφα της ODC 

σχεδόν µηδενίζονται στους γηραιότερους υπέργειους αγγειώδεις ιστούς (Κεφ. 3) 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Σε αυτούς τους ιστούς, 

εντούτοις, οι ενεργότητες, τα µετάγραφα, και τα πρωτεϊνικά επίπεδα της ADC 

(Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a) είναι αρκετά υψηλά 

ώστε να οδηγήσουν στην υπόθεση ότι η νεο-συντιθεµένη Put µέσω της ADC, και 

όχι µέσω της ODC, αποδοµείται µέσω της DAO καθώς οι ενεργότητες της DAO 

είναι υψηλότερες στους γηραιούς αγγειώδεις ιστούς. Αντίθετα στους κορυφαίους 

ιστούς της ρίζας η νεο-συντιθέµενη Put κυρίως µέσω της ODC (Κεφ. 3) 
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(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a) αποδοµείται µέσω της ΡΜΤ, 

καθώς οι ενεργότητες της ΡΜΤ είναι υψηλότερες σε αυτούς τους ιστούς. Μια 

πιθανότητα είναι ότι τα φυτά διαθέτουν δυο εναλλακτικά βιοσυνθετικά και δυο 

εναλλακτικά καταβολικά µονοπάτια για την Put τα οποία λειτουργούν 

ανεξάρτητα στους υπέργειους και υπόγειους ιστούς του φυτού. Το βιοσυνθετικό 

µονοπάτι της Put που περιλαµβάνει την ADC εκφράζεται συντονισµένα µε το 

καταβολικό µονοπάτι της DAO στα παλαιότερα τµήµατα του βλαστού, ενώ η 

ODC συσχετίζεται µε την ΡΜΤ στις νεαρές ρίζες. Άλλη µια πιθανότητα είναι ότι 

η ADC ρυθµίζει τα επίπεδα των ΡΑ κατά τρόπο όµοιο µε αυτόν των κυττάρων 

των θηλαστικών, στα οποία η αγµατίνη, ένα προϊόν της ADC, έχει δειχθεί ότι 

ασκεί επίδραση επάγοντας ένα αντι-ένζυµο για την ODC (Babal et al., 2001). 

H παραγωγή του H2O2 από τις οξειδάσες των αµινών πιθανώς παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην ρυθµιζόµενη από την ΡΟΧ διασύνδεση των συστατικών 

του κυτταρικού τοιχώµατος συµπεριλαµβανοµένων των εξτενσινών, των 

πηκτινών και των µονολινολών. Στις συζευγµένες τους µορφές, οι δι- και πολύ-

αµίνες σχετίζονται συχνά µε ποικίλα φαινολικά οξέα του κυτταρικού 

τοιχώµατος, όπως τα υδροξυκιναµικά οξέα τα οποία, επίσης, εντοπίζονται 

εστεροποιηµένα σε διάφορους πολυσακχαρίτες σχηµατίζοντας γέφυρες αιθέρα-

εστέρα µεταξύ των πολυσακχαριτών και της λιγνίνης (Lam et al., 1992). Είναι 

αξιοπερίεργο ότι οι πιθανοί πρόδροµοι του πολυµερισµού της λιγνίνης, µια 

οξειδωτική διαδικασία που προϋποθέτει H2O2, εντοπίζονται συζευγµένες στα δι- 

και πολυ-αµινικά των οξειδασών των αµινών (Lam et al., 1992) παρέχοντας έναν 

πιθανό κρίκο µεταξύ των ενεργοτήτων καταβολισµού και της παραγωγής H2O2 

της DAO και/ή της ΡΑΟ. Τα αναπτυξιακά πρότυπα έκφρασης των οξειδασών 

των αµινών µαζί µε αυτά των ΡΟΧ οδηγούν στην υπόθεση ύπαρξης ενός 

πιθανού ρόλου στην παροχή H2O2 για την εξαρτώµενη από ΡΟΧ διασύνδεση 

των συστατικών του κυτταρικού τοιχώµατος µεταξύ γειτονικών κυττάρων στους 

αγγειώδεις ιστούς του καπνού. Αυτά τα κύτταρα, πέρα από τον ρόλο τους στην 

µεταφορά θρεπτικών στοιχείων, εξυπηρετούν και την προστασία και στήριξη 

των υπολοίπων περιοχών του αυξανόµενου φυτού. Είναι πιθανό ότι όµοια 
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διασύνδεση µπορεί να υπάρχει µεταξύ των πολυσακχαριτών του κυτταρικού 

τοιχώµατος, όπως οι πηκτίνες, ή µεταξύ των πρωτεϊνών και των πηκτινών.  

Υπάρχει εµφανής αλληλεπίδραση µεταξύ των ενεργοτήτων των οξειδασών 

των αµινών και των ΡΟΧ στους αγγειώδεις ιστούς (Εικ. 4.3). Αυτό οδηγεί στην 

υπόθεση ότι οι οξειδάσες των αµινών είναι δυνατόν να παρέχουν το H2O2 τόσο 

για την διασύνδεση των δοµικών πρωτεϊνών όσο και για την λιγνιτοποίηση κατά 

την τραχειακή διαφοροποίηση, όπως έχει προταθεί για τις οξειδάσες των αµινών 

σε άλλα φυτά βασισµένα σε ιστοχηµικά και ανοσολογικά πρότυπα ανίχνευσης 

(Angelini et al., 1990; Moller and McPherson, 1998). Καθώς οι αγγειώδεις ιστοί 

των φυτών αναπτύσσονται, υπάρχει σχέση µεταξύ διαφόρων δοµικών 

πρωτεϊνών, συµπεριλαµβανοµένων των πλουσίων σε υδροξυπρολίνη 

γλυκοπρωτεϊνών (HRGP), των πρωτεϊνών πλουσίων σε γλυκίνη (GRP) και 

προλίνη (PRPs), µε κύταρα τα οποία πρόκειται να λιγνιτοποιηθούν (Ye et al., 

1991). Αργότερα σχηµατίζονται πρόδροµοι της λιγνίνης (µονολινόλες), µέσω 

µιας αντίδρασης που καταλύεται από µια λυάση της φενυλαλανίνης της 

αµµωνίας, πολυµερίζονται σε λιγνίνη µέσω µιας διαδικασίας η οποία επίσης 

απαιτεί H2O2 και ΡΟΧ του κυτταρικού τοιχώµατος (de Marco and Roubelakis-

Angelakis, 1996a) ή ενεργότητα λακάσης (de Marco and Roubelakis-Angelakis, 

1997). Τα ένζυµα που µπορεί να είναι υπεύθυνα για τη παραγωγή H2O2 

περιλαµβάνουν µια καταλυµένη από POX οξείδωση του NADH που παράγεται 

από µια συνδεµένη στο κυτταρικό τοίχωµα µηλική αφυδρογονάση και 

συνδεµένη στο κυτταρικό τοίχωµα λακάση (de Marco and Roubelakis-

Angelakis, 1997), NADPH οξειδάση (Papadakis et al., 2001b), DAO (Rea et al., 

2002) και PAO (Cona et al., 2003). Ο άµεσος συσχετισµός µεταξύ των 

περοξειδασικών επιπέδων, των ενεργοτήτων DAO και PAO, της διασύνδεσης 

του κυτταρικού τοιχώµατος, και της λιγνιτοποίησης θα µπορούσε να ανάγει τις 

οξειδάσες των αµινών σε έναν ελκυστικό υποψήφιο για έναν ρόλο στην 

παραγωγή του H2O2 για τη συνδεµένη στο κυτταρικό τοίχωµα, ρυθµιζόµενη από 

POX πρωτεϊνική διασύνδεση ή/και τη λιγνιτοποίηση κατά τη διάρκεια της 

αγγειακής διαφοροποίησης στον καπνό. 
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Ένα περαιτέρω ενδιαφέρον χαρακτηριστικό γνώρισµα της DAO και της 

PAO είναι η έκφρασή τους στα κύτταρα που υποβάλλονται σε ΠΚΘ, όπως έχει 

αποκαλυφθεί από πειράµατα φθορισµού FDA (στοιχεία που δεν 

παρουσιάζονται). Ένας ενδιαφέρων παραλληλισµός προκύπτει µεταξύ του 

δευτεροβάθµιου σχηµατισµού τοιχώµατος και του ΠΚΘ. Τα γεγονότα 

κυτταρικού θανάτου κατά τη διάρκεια της διαφοροποίησης τραχειακών 

στοιχείων συνδέονται στενά µε την απόθεση των δευτεροβάθµιων τοιχωµάτων 

(Fukuda, 1997). Αυτή η παρατήρηση έχει οδηγήσει στην πρόταση ότι ο 

κυτταρικός θάνατος όσο και ο δευτεροβάθµιος σχηµατισµός τοιχώµατος 

µπορούν να ανταποκριθούν σε ένα κοινό σήµα (Fukuda, 1997). Τα προηγούµενα 

αποτελέσµατά µας έχουν εδραιώσει ότι οι ενεργές µορφές οξυγόνου (ΕΜΟ) 

σηµατοδοτούν ΠΚΘ σε πρωτοπλάστες (Papadakis et al., 2001b) και ότι οι ΕΜΟ 

είναι δυνατό να αποτελούν ένα γενικό σηµατοδότη ΠΚΘ (Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, 2002). Ένας αυστηρά ρυθµισµένος µηχανισµός πρέπει να 

υπάρχει για την πρόκληση ΠΚΘ στα κύτταρα που προορίζονται για να 

ακολουθήσουν αυτό το αναπτυξιακό µονοπάτι. Μπορεί κανείς να οδηγηθεί στην 

εικασία ότι οι DAO και PAO µπορούν να διαδραµατίσουν έναν διπλό ρόλο στον 

ΠΚΘ µε την παραγωγή του H2O2 και µε τη µείωση των επιπέδων των δι- και 

πολυαµινών σε ή γύρω από αυτά τα κύτταρα. Επίσης, έχουµε δείξει ότι οι αµίνες 

µπορούν να επάγουν την παραγωγή ΕΜΟ ενεργώντας ως υποστρώµατα για τις 

οξειδάσεις των αµινών στον καπνό (Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 

submitted). Η τοπική παραγωγή του H2O2 µε έναν κατευθυνόµενο τρόπο θα 

µπορούσε να προκαλέσει την έναρξη ΠΚΘ και να υποκινήσει τα τοπικά 

προστατευτικά αντιοξειδωτικά γονίδια στα περιβάλλοντα κύτταρα. Η µείωση 

των επιπέδων των δι-και πολυαµινών µπορεί, επίσης, να οδηγήσει στην αστάθεια 

στων κυττάρων που προορίζονται για να πεθάνουν, για παράδειγµα η Put 

αντιδρά έντονα στον πυρηνικό τεµαχισµό (Altamura et al., 1995; Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, submitted).  

Σε αυτήν την εργασία, µελετήθηκε η έκφραση των PMT, DAO και PAO 

µαζί µε τη ΡΟΧ στον καπνό και παρουσιάζονται δεδοµένα που υποστηρίζουν την 

ύπαρξη µιας θετικής και συσχετισµένης ρύθµισης κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. 
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Ενζυµικά επίπεδα PMT, DAO, ΡΟΧ (Εικ. 4.1 και 4.2), καθώς, επίσης, και 

ανάλυση κατά Northern και Western της PAO (Εικ. 4.3), δείχνουν ότι η 

έκφραση των οξειδασών των αµινών συσχετίζεται µε τις ΡΟΧ και PMT, ενώ η 

κατανοµή τους δεν είναι οµοιόµορφη, όντας υψηλότερη στη βάση και µειωµένη 

αισθητά προς την κορυφή του βλαστού του καπνού. Τα αποτελέσµατα αυτής της 

ανάλυσης υποστηρίζουν το στενό συσχετισµό των ειδικών ενεργοτήτων των 

PMT, DAO και ΡΟΧ, της ενεργότητας της PAO, των µεταγράφων και των 

πρωτεϊνικών επιπέδων, µε το αναπτυξιακό στάδιο του καπνού. Αυτά τα 

αποτελέσµατα οδηγούν στο συµπέρασµα ότι υπάρχει ένας ενεργός και 

συνεργιστικός ρόλος των DAO και PAO µαζί µε τις ΡΟΧ και PMT στην 

αναδιαµόρφωση του κυτταρικού τοιχώµατος και την παραγωγή αλκαλοειδών 

κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης. Μερικές αναφορές έχουν υποδείξει έναν 

παραλληλισµό µεταξύ DAO ή PAO µε τον εντοπισµό και την ενεργότητα της 

ΡΟΧ: αυτός ο συσχετισµός έχει οδηγήσει στην υπόθεση ότι η ενεργότητα της 

DAO ή της PAO µπορεί να είναι ένας περιοριστικός παράγοντας στη 

βιοσύνθεση H2O2 ουσιαστικός για τη ΡΟΧ κατά τη διάρκεια της κατάλυσης 

διάφορων φαινοµένων (Rea et al., 2002). Αυτή η υπόθεση είναι σύµφωνη µε 

τα στοιχεία που παρουσιάζονται, δεδοµένου ότι οι αγγειακοί ώριµοι ιστοί στη 

βασική περιοχή των φυτών καπνού περιέχουν την υψηλότερη ποσότητα των 

PMT, DAO, PAO και ΡΟΧ σε σύγκριση µε τους νέους αυξανόµενους ιστούς 

στην ακραία ζώνη (Εικ. 4.1). 

Ζωικά κύτταρα στα οποία αυξηµένη παραγωγή ΠAς έχει επαχθεί είτε 

χηµικά ή από γενετική τροποποίηση παρουσιάζουν µία ταυτόχρονη αύξηση 

στο καταβολισµό των ΠA και, επίσης, αυξηµένη έκκριση ή/και µεταφορά 

Put (Halmekito et al., 1993; Seiler et al., 1996). Υπάρχει, επίσης, µια 

ενεργοποίηση του γονιδίου του αντιενζύµου της ODC, ένας µοναδικός 

µηχανισµός µέσω του οποίου τα ζωικά επίπεδα ODC ρυθµίζονται, ο οποίος 

οδηγεί στην αυξανόµενη παραγωγή της φυσικής πρωτεΐνης ODC (Cohen, 

1998). Στα φυτά, η σχέση µεταξύ της αυξηµένης παραγωγής Put και του 

καταβολισµού δεν είναι σαφής. Στα σπορόφυτα φασολιών για παράδειγµα, 

βρέθηκε ότι η γρηγορότερη οξείδωση της Put αποτρέπει περαιτέρω την αύξηση 



 141

των επιπέδων της κατά τη διάρκεια των περιόδων επιταχυνόµενης βιοσύνθεσης 

(Scoccianti et al., 1990). Πρόσφατα, (Bhatnagar et al., 2002) έχει δειχθεί ότι σε 

διαγονιδικά κύτταρα λεύκας υπάρχει αυξηµένη διάσπαση (turnover) Put, καθώς, 

επίσης, και η µετατροπή της σε Spd, ανάλογα προς το κυτταρικό περιεχόµενο 

αυτής της διαµίνης. Η αύξηση στον καταβολισµό της Put στα διαγονιδικά 

κύτταρα επιτυγχάνεται χωρίς σηµαντικές αλλαγές στη ενεργότητα της DAO, ή 

την προφανή ηµι-ζωή της Put.  

Τα ενδογενή επίπεδα, καθώς, επίσης, και οι ειδικές ενεργότητες της 

ODC και τα µετάγραφα είναι υψηλά στις νεαρές ρίζες (Κεφ. 3) 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Από τα παραπάνω προκύπτει 

το εξής ερώτηµα: Είναι ο καταβολικός µηχανισµός της DAO αυτός που 

διαχειρίζεται την επιπλέον Put στις νεαρές ρίζες; Η παρατήρηση ότι το 

αυξηµένο περιεχόµενο σε Put σε αυτούς τους ιστούς, σε σύγκριση µε τις 

παλαιές ρίζες, εµφανίζεται χωρίς µια παράλληλη αύξηση στην ενεργότητα 

της DAO φανερώνει ότι ένας άλλος µηχανισµός ελέγχει το ισοζύγιο της Put. 

Με άλλα λόγια, όταν το περιεχόµενο σε Put στις νεαρές ρίζες αυξάνεται, ως 

αποτέλεσµα της αύξησης της ODC, δεν υπάρχει καµία σηµαντική έκφραση 

του καταβολικού ενζύµου DAO. Ο µεγαλύτερος ρυθµός διάσπασης της Put 

σε αυτούς τους ιστούς καπνού, αποτελεί ένδειξη ότι το ένζυµο είτε 

λειτουργεί σε µη κορεσµένο επίπεδο (δηλ. υψηλό Κm του ενζύµου, αλλά 

χαµηλά ποσά διαθέσιµου υποστρώµατος) ή το ένζυµο είναι παρόν σε µη 

κορεσµένη ποσότητα (δηλ. υπερβολική ποσότητα του ενζύµου). Κατά 

συνέπεια, οποιαδήποτε πρόσθετη Put στα κύτταρα θα αποδοµηθεί µε ρυθµό 

ανάλογο µε τη διαθεσιµότητά της µέχρι το επίπεδο κορεσµού. Αυτή η 

εξήγηση είναι σύµφωνη µε προηγούµενες αναφορές που δείχνουν ότι DAO 

µπορεί να είναι συνεχώς παρούσα σε ποσότητες που είναι αρκετές για να 

καταβολίσουν ένα αρκετά υψηλότερο ποσό Put από αυτό που συναντάται 

κανονικά στα κύτταρα (Bhatnagar et al., 2002; Burtin and Michael, 1997). 

Παρόλα αυτά, σε αντίθεση µε τα χαµηλά επίπεδα DAO, σε κορυφαίους 

ιστούς ρίζας συναντώνται κατά πολύ υψηλότερα επίπεδα ΡΜΤ και SPDS. 
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Εποµένως, το ισοζύγιο ανάµεσα στην βιοσύνθεση και την αποδόµηση της Put 

µπορεί να επιτευχθεί από τα παραπάνω ένζυµα. 

Από την βιβλιογραφία (Bagni and Tassoni, 2001; Cohen, 1998), είναι 

φανερό ότι η καταβολική αποδόµηση της Put από την DAO δεν είναι απλά 

ένα µέσο για τη ρύθµιση του κυτταρικού επιπέδου αυτής της διαµίνης. Ο 

καταβολισµός της Put παρέχει ενδιάµεσα προϊόντα τα οποία παίζουν 

σηµαντικό ρόλο στην αύξηση και την ανάπτυξη, καθώς, επίσης, και στην 

απόκριση των φυτών σε αβιοτικές καταπονήσεις (Cohen, 1998). Για 

παράδειγµα, τα προϊόντα καταβολισµού της Put λειτουργούν ως πρόδροµα 

µόρια σηµαντικών αλκαλοειδών σε πολλά φυτά (Cohen, 1998; Facchini, 

2001; Hughes and Shanks, 2002; Sato et al., 2001). Η αποδόµηση της Put 

αποτελεί ένα µεταβολικά κρίσιµο κρίκο ανάµεσα στις ΠΑς και τον TCA 

κύκλο, οδηγώντας στην ανακύκλωση του αζώτου και των ανθρακικών 

σκελετών της Put. Για τη DAO έχει, επίσης, προταθεί ένας ειδικός ρόλος 

στην διασύνδεση των αµινών µε τις πρωτεΐνες, ως ένα εναλλακτικό µονοπάτι 

προς αυτό των τρανσγλουταµινασών (Fesus and Piacentini, 2002). 

Βασισµένοι στην περιορισµένη γνώση για τα κυτταρικά επίπεδα των 

ΠΑ στους αγγειακούς ιστούς στα φυτά (Antognoni et al., 1998), αναφέρουµε 

µόνο ένα µικρό ρόλο για τη µεταφορά των ΠA. Επειδή σχεδόν όλα τα µέρη 

του φυτού του καπνού έχουν βιοσυνθετικές, καθώς, επίσης, και καταβολικές 

ενεργότητες των ενζύµων των ΠΑ, µπορεί να υποστηριχτεί ότι τα κυτταρικά 

επίπεδα των ΠΑ αποτελούν ένα συνδυασµό τοπικών αντιδράσεων που 

βασίζονται στη διαθεσιµότητα των προδρόµων και των ενζύµων.  

 

 

4.5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Τα προηγούµενα αποτελέσµατά µας όσον αφορά την κατανόηση της συµβολής 

των ενεργών µορφών οξυγόνου στην βιογένεση και την τροποποίηση της δοµής 

του κυτταρικού καθώς και η παρούσα εργασία, που αφορά τη χωροταξική και 

χρονική ρύθµιση της έκφρασης των DAO και ΡΑΟ στον καπνό επιτρέπουν την 
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πρόταση ενός νέου σεναρίου για τα µοριακά γεγονότα τα οποία ρυθµίζουν την 

επιµήκυνση και την διαφοροποίηση του κυτταρικού τοιχώµατος. Η γρήγορη 

επιµηκυντική αύξηση του φύλλου του καπνού είναι γνωστό ότι στηρίζεται στην 

αυξίνη η οποία µεταφέρεται κατά κύριο λόγο από την κορυφή του βλαστού 

(Chen et al., 2001). Ο κυτταροπλασµατικός εντοπισµός των DAO και ΡΑΟ 

µπορεί να είναι υπεύθυνος για την ανάγκη κυτταροπλασµατικής παραγωγής 

H2O2 για την διασύνδεση των πολυµερών στο εκκριτικό µονοπάτι. Η πρόοδος 

στην ανάπτυξη του φυτού έχει ως αποτέλεσµα την επαγωγή στην έκφραση των 

DAO, ΡΑΟ και ΡΟΧ στους αγγειώδεις ιστούς καθ’ όλο τον άξονα του φυτού του 

καπνού, παρουσιάζοντας έντονη αύξηση της περιεκτικότητας τους στα 

κυτταρικά τοιχώµατα. Αυτό το γεγονός είναι κατά πάσα πιθανότητα συνδεµένο 

µε τη φυσιολογική απαίτηση υψηλότερης παραγωγής H2O2 µέσω των οξειδασών 

των αµινών στον αποπλάστη για να καθοδηγήσει την καταλυόµενη από την ΡΟΧ 

διασύνδεση και λιγνιτοποίηση, ώστε να ολοκληρωθεί η σύσφιξη και 

διαφοροποίηση του κυτταρικού τοιχώµατος. Επίσης, η ΡΜΤ χρησιµοποιεί άµεσα 

την Put για την παραγωγή νικοτινικών αλκαλοειδών στην ρίζα και τους γηραιούς 

υπέργειους ιστούς του καπνού. 

Μέχρι αυτό το σηµείο ήταν θέµα εικασιών η πιθανότητα το H2O2 που 

παράγεται µέσω της αποδόµησης των αµινών να συµβάλλει στην λιγνιτοποίηση 

των φυτικών κυτταρικών τοιχωµάτων. Η παρούσα µελέτη, υποστηρίζει αυτήν 

την υπόθεση εντοπίζοντας την έκφραση των οξειδασών των αµινών και της ΡΟΧ 

κατά την ανάπτυξη και το γηρασµό στα φυτά. Με βάση τις γνώσεις µας, αυτή 

είναι η πρώτη σίγουρη επισήµανση της βιοχηµικής σχέσης της οξείδωσης των 

ΠΑ µε την έναρξη της λιγνιτοποίησης του κυτταρικού τοιχώµατος και της 

βιοσύνθεσης των αλκαλοειδών. Η ανάλυσή µας όσον αφορά την αναπτυξιακή 

έκφραση, συσχετίζει τις οξειδάσες των αµινών, τις ΡΟΧ και την ΡΜΤ µε τον 

καταβολισµό των ΠΑ, την διασύνδεση/λιγνιτοποίηση του κυτταρικού 

τοιχώµατος, τον αναπτυξιακό προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο και την 

παραγωγή των νικοτινικών αλκαλοειδών στον καπνό. Εντούτοις, το συµπέρασµα 

πρέπει να εξειδικευτεί εφόσον οι ΠΑ και οι συζευγµένες µορφές τους 

θεωρούνται πολυλειτουργικές (Κεφ. 3) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 
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2003a), θεωρώντας την πιθανότητα ότι διαδραµατίζουν κι άλλους ρόλους ακόµη 

και κατά τη διαφοροποίηση των αγγείων. Περαιτέρω αναλύσεις, 

συµπεριλαµβανοµένης της µεταφοράς και της δηµιουργίας των ενεργών µορφών 

οξυγόνου κατά τις παραπάνω διαδικασίες, µαζί µε µελέτες µεταλλαγµένων ή 

γενετικά τροποποιηµένων σειρών καπνού µε τροποποιηµένο καταβολισµό ΠΑ, 

τροποποιηµένα επίπεδα H2O2 ή άλλων, θα βοηθήσουν την καλύτερη κατανόηση 

αυτών των µηχανισµών για την ανάπτυξη και το γηρασµό του φυτού του 

καπνού. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5: Χωρο- και Χρονοταξική Κατανοµή 

Ελευθέρων και Συζευγµένων Πολυαµινών σε Φύλλα 

Vitis vinifera L. cv. Sultanina  
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5.1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι πολυαµίνες (ΠΑς) πουτρεσίνη (Put), σπερµιδίνη (Spd) και σπερµίνη 

(Spm) έχουν συσχετιστεί µε αρκετές αναπτυξιακές διαδικασίες 

συµπεριλαµβανοµένων της κυτταρικής διαίρεσης και της κυτταρικής 

διαφοροποίησης. Τα φυτικά κύτταρα και έκφυτα κατέχουν το µοναδικό 

χαρακτηριστικό της αναγεννητικής ικανότητας και της αναγέννησης ολόκληρου 

οργανισµού. Όµως, ορισµένα φυτικά είδη σηµαντικής γεωργικής αξίας 

επιδεικνύουν απειθαρχία, δηλαδή αναγεννητική ανικανότητα, µε άγνωστη 

αιτιολογία. Εδώ προσπαθήσαµε να ανιχνεύσοµε τα ενδογενή επίπεδα των 

ελεύθερων (S) και συζευγµένων (SH και PH) Put, Spd και Spm σε περιοχές 

φύλλων και µίσχων ενός αναγεννητικά απείθαρχου είδους, της αµπέλου, σε 

διαδοχικά αυξανόµενα αναπτυξιακά στάδια. Στα φύλλα της αµπέλου, τα τρία 

κλάσµατα Put αυξήθηκαν αυξανοµένης της ηλικίας του φύλλου, ενώ όλα τα 

κλάσµατα των Spd και Spm µειώθηκαν. Οι ολικές S-ΠΑς ήταν σηµαντικά 

υψηλότερες στο έλασµα σε σχέση µε το µίσχο. Ο λόγος S-Put/S-(Spd+Spm) 

αυξήθηκε, ο λόγος S-Spd/tot-S-ΠΑς µειώθηκε, οι ολικές SH-ΠΑς παρέµειναν 

χωρίς αλλαγές και οι ολικές PH-ΠΑς αυξήθηκαν αυξανοµένης της ηλικίας του 

φύλλου. Σε εντελώς αναπτυγµένα φύλλα µεσαίας ηλικίας, τα οποία κυρίως 

χρησιµοποιούνται σε τεχνικές ιστοκαλλιέργειας και για αποµόνωση 

πρωτοπλαστών, η ολική Put ήταν σηµαντικά υψηλότερη στην άµπελο, ενώ οι 

ολικές Spd και Spm ήταν σηµαντικά υψηλότερες στον καπνό· η S-Put ήταν 5 

φορές υψηλότερη στην άµπελο. Αυτά τα αποτελέσµατα θα µπορούσαν να είναι 

πολύτιµα για δηµιουργία περαιτέρω ερωτηµάτων γύρω από το ρόλο των 

πολυαµινών στην αύξηση και ανάπτυξη των φυτών, µε τη χρησιµοποίηση των 

νέων διαθέσιµων µεθοδολογιών. 
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5.2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Έχουν δειχτεί ότι οι ΠΑς Spd και Spm και ο υποχρεωτικός πρόδροµός τους 

διαµίνη Put προσδένονται ισχυρά in vitro µε αρνητικά φορτισµένα νουκλεiκά 

οξέα, όξινα φωσφολιπίδια και πολλούς τύπους πρωτεϊνών, 

συµπεριλαµβανοµένων των ενζύµων των οποίων οι δραστηριότητες ρυθµίζονται 

άµεσα από την πρόσδεση µε τις ΠΑς. Αυτές οι ιοντικές αντιδράσεις είναι 

σηµαντικές για τη ρύθµιση της δοµής και λειτουργίας των βιολογικών 

µακροµορίων καθώς επίσης και της βιοσύνθεση τους in vivo (Bouchereau et al., 

1999). Αυξηµένη προσοχή έχει δοθεί στο ρόλο των ΠΑ στην αύξηση και την 

ανάπτυξη του φυτού. 

Οι ΠΑς εµφανίζονται στα κύτταρα των φυτών σε διάφορες συγκεντρώσεις 

που εξαρτώνται από το φυσιολογικό στάδιο (Bagni et al., 1993). Συστατικά των 

ελεύθερων πολυαµινών κατά µήκος του βλαστικού άξονα έχουν αναφερθεί σε 

πολλά συστήµατα φυτών, όπως σε σποριόφυτα καλαµποκιού, µοσχοµπίζελου, 

επικοτύλια µπιζελιού και φακής, επιδερµικές λωρίδες καπνού και ιστούς 

εντεριώνης. Οι ΠΑς αυξάνονται προχωρώντας προς τη βάση ή την κορυφή του 

βλαστού ή τη ρίζα ανάλογα µε τον ιστό, το όργανο ή το είδος του φυτού 

(Altamura et al., 1993; Torrigiani and Scoccianti, 1995; Paschalidis et al., 2001). 

Η προσοχή έχει εστιαστεί στη ρύθµιση των επιπέδων των ελεύθερων ΠΑ. 

Ωστόσο, οι ΠΑς εµφανίζονται στα κύτταρα όχι µόνο µε την ελεύθερη µορφή 

τους, αλλά, επίσης, ως συζευγµένες µε µικροµόρια (διαλυτές συζευγµένες, SH-

ΠΑς) και µακροµόρια (αδιάλυτες συζευγµένες, PH-ΠΑς). Οι πιο κοινές SH-ΠΑς 

είναι εκείνες οι οποίες είναι οµοιοπολικά ενωµένες µε κιναµικά οξέα µέσω του 

σχηµατισµού ενός δεσµού αµιδίου, χρησιµοποιώντας εστέρες CoA για το 

σχηµατισµό ενεργών καρβοξυλικών οµάδων. Η µετά-µεταφραστική οµοιοπολική 

σύνδεση των ΠΑς σε πρωτεΐνες καταλύεται από τις τρανσγλουταµινάσες. Ο 

καταβολισµός των πολυαµινών και οι συζευγµένες µορφές τους φαίνονται 

σηµαντικές για διαδικασίες ανάπτυξης του φυτού, όπως η επαγωγή άνθισης, 

αναπαραγωγικές διαδικασίες και σχηµατισµός ριζών (Martin-Tanguy, 1997 and 

references therein). 



 149

Η µορφογένεση του φυτού είναι µια πολύ πολύπλοκη διαδικασία που 

περιλαµβάνει σχεδόν όλα τα κυτταρικά συστατικά και τις µοριακές και 

φυσιολογικές δραστηριότητές τους. Τα φυτικά είδη διακρίνονται σε απείθαρχα, 

µε καθόλου ή χαµηλή αναγεννητική ικανότητα in vitro, όπως η άµπελος, και σε 

εύκολα αναγεννώµενα είδη, όπως ο καπνός. Ωστόσο, οι παράγοντες που 

συντελούν στην απειθαρχία είναι άγνωστοι (Roubelakis-Angelakis, 1993). Ένας 

σηµαντικός παράγοντας που επηρεάζει την αναγεννητική ικανότητα σε έκφυτα 

αµπέλου είναι το στάδιο ανάπτυξης του δότη οργάνου (Roubelakis-Angelakis 

and Katsirdakis, 1990; Theodoropoulos and Roubelakis-Angelakis, 1991; 

Katsirdakis and Roubelakis-Angelakis, 1992a). Μερικά έκφυτα, όπως οι µίσχοι 

των φύλλων της αµπέλου, ειδικότερα των νεώτερων, ενθαρρύνουν την επαγωγή 

άµεσης βλαστογένεσης (Torregrosa et al., 2001). Γενικά, η ευκολία µε την οποία 

τα έκφυτα µπορούν να αναπαραχθούν µε τεχνικές ιστοκαλλιέργειας, µειώνεται 

καθώς το φυτικό όργανο προχωρά από τη νεαρή προς την ώριµη φάση 

ανάπτυξης (Roubelakis-Angelakis, 1993). Επιπλέον, τα φύλλα είναι πολύτιµες 

πηγές αποµόνωσης πρωτοπλαστών µεσοφύλλου. ¨Όµως, οι πρωτοπλάστες των 

απείθαρχων ειδών δεν αναγεννιούνται, όπως οι πρωτοπλάστες των 

αναγεννώµενων ειδών. Τα φύλλα του καπνού, από την άλλη µεριά, 

χρησιµοποιούνται ως µοντέλο επειδή δίνουν εύκολα γέννηση σε οποιαδήποτε 

επιθυµητή µορφογενετική µορφή, όπως βλαστοί, ρίζες και έµβρυα και επιπλέον, 

οι πρωτοπλάστες του καπνού αναγεννιούνται άµεσα (Altamura et al., 1993; 

Papadakis et al., 2001a). 

Στην παρούσα µελέτη, επιχειρήσαµε µια κουραστική και χρονοβόρα 

διαδικασία, να προσδιορίσουµε τη περιεκτικότητα των ενδογενών S-ΠΑς (Put, 

Spd, Spm), SH-ΠΑς (Put, Spd, Spm) και PH-ΠΑς (Put, Spm, Spm) στα φύλλα 

ενός απείθαρχου είδους, της αµπέλου. Οι ΠΑς σχετίστηκαν, επίσης, µε το χρόνο, 

ως προς το αναπτυξιακό στάδιο και µε το χώρο, ως προς διαφορετικές περιοχές 

φύλλων όλων των ηλικιών, όπως το περιφερειακό και το κεντρικό έλασµα καθώς 

και το ανώτερο και κατώτερο τµήµα του µίσχου. 
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5.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Η συγκέντρωση των ολικών ΠΑ στα φύλλα της αµπέλου από 553±16 µέχρι 

570±13 nmol g-1 FW από το νεώτερο (1ο) στο ωριµότερο φύλλο (6ο), αντίστοιχα 

(Πίνακας 5.1). Οι µεµονωµένες περιεκτικότητες των tot-Put, tot-Spd και tot-Spm 

κυµαίνονταν από 214±13 µέχρι 351±14, από 250±10 µέχρι 176±8 και από 88±6 

µέχρι 44±3 nmol g-1 FW, από το νεώτερο στο µεγαλύτερο φύλλο, αντίστοιχα 

(Πίν. 5.1).  

 

Πίνακας 5.1. Επίπεδα ΠΑ (nmol g-1 FW) στα κορυφαία 
(1ο) και στα φύλλα της βάσης (6ο and 25ο) της αµπέλου 
και του καπνό, αντίστοιχα. 

 Φύλλο αµπέλου  
 

ΠΑ 
1ο 6ο  

S 144 ± 11 180 ± 10  
SH 58 ±   6 22 ±   7  
PH 12 ±   2 48 ±   7  

Put 

S+SH+PH
 

214 ± 13 351 ± 14  

S 94 ±   7 28 ±   5  
SH 149 ±   6 137 ±   6  
PH 8 ±   1 10 ±   1  

Spd 

S+SH+PH
 

250 ± 10 176 ±   8  

S 34 ±   4 13 ±   1  
SH 49 ±   5 24 ±   2  
PH 6 ±   1 8 ±   1  

Spm 

S+SH+PH
 

88 ±   6 44 ±   3  

S 271 ±   1 221 ±   7  
SH 255 ± 16 283 ±   9  
PH 26 ±   3 67 ±   7  

Put+Spd+Spm 

S+SH+PH 553 ± 16 570 ± 13  
 

Υπήρχε σταθερά υψηλότερη περιεκτικότητα σε Put, Spd, Spm και των 

κλασµάτων τους (S, SH, και PH) στις περιοχές του ελάσµατος (περιφέρεια και 

κέντρο) σε σχέση µε τον ανώτερο και κατώτερο µίσχο και, σε πολλές 

περιπτώσεις, η περιεκτικότητα των ΠΑ στη περιφέρεια του φύλλου ήταν 

υψηλότερη από εκείνη στο κέντρο του φύλλου (Εικ. 5.1, 5.2 και 5.3). Μόνο οι S-
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Spd, S-Spm και  SH-Spm  παρουσίασαν   σταθερή   µείωση   µε  την  αύξηση 

του  

Ηλικία φύλλου 
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Εικόνα 5.1. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
και ολικής (S+SH+PH) πουτρεσίνης (Put) σε διαφορετικές περιοχές κατά την ανάπτυξη φύλλων 
αµπέλου. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 1. 
Περιφέρεια (◊), κέντρο (□), ανώτερος µίσχος (×), κατώτερος µίσχος (∆), ολόκληρο φύλλο 
(διακεκοµµένη γραµµή). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

οντογενετικού σταδίου των φύλλων, σε όλες τις περιοχές του φύλλου που 

εξετάστηκαν και έφτασαν σε πολύ χαµηλά επίπεδα στα γηραιά (25ο) φύλλα 

ηλικία (Εικ. 5.2 και 5.3). Σε αυτά τα µεγαλύτερης ηλικίας φύλλα, το έλασµα του 

φύλλου και οι µίσχοι παρουσίασαν ελάχιστες διαφορές στη περιεκτικότητα όλων 

των ΠΑ. Τα τρία κλάσµατα της Put αυξήθηκαν, όπως επίσης και οι PH-Spd και 
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PH-Spm τόσο στην περιφέρεια όσο και στις κεντρικές περιοχές του ελάσµατος 

του φύλλου (Εικ. 5.1, 5.2, και 5.3). 
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Εικόνα 5.2. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
και ολικής (S+SH+PH) σπερµιδίνης (Spd) σε διαφορετικές περιοχές κατά την ανάπτυξη 
φύλλων αµπέλου. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο 
φύλλο 1. Περιφέρεια (◊), κέντρο (□), ανώτερος µίσχος (×), κατώτερος µίσχος (∆), ολόκληρο 
φύλλο (διακεκοµµένη γραµµή). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 

Οι αναλογίες S-Put/S-(Spd+Spm) και S-Put/total S-ΠΑς αυξήθηκαν όσο 

αυξανόταν η ηλικία των φύλλων (Εικ. 5.4), ενώ αντίθετα, η σχέση S-Spd/total S-

ΠΑς µειώθηκε (Εικ. 5.5). 

Οι ολικές S- και οι ολικές SH-ΠΑς παρέµειναν σχεδόν σταθερές, ενώ οι 

ολικές PH-ΠΑς αυξήθηκαν σηµαντικά όσο αυξανόταν η ηλικία των φύλλων 
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(Πίνακας 5.2). Οι αναλογίες SH-Put/SH- (Spd+Spm) και SH-Put/total SH-ΠΑς 

αυξήθηκαν (Εικ. 5.4), η σχέση SH-Spm/total SH-ΠΑς µειώθηκε, ενώ η SH-

Spd/total SH-ΠΑς δεν επέδειξε σηµαντική µεταβολή (Εικ. 5.6 and 5.5). Η σχέση 

PH-Put/total PH-ΠΑς αυξήθηκε όσο αυξανόταν η ηλικία του φύλλου (Εικ. 5.4). 

Επίσης, οι PH-Spm/total PH-ΠΑς µειώθηκαν (Εικ. 5.6).  

Οι αναλογίες (Spd+Spm)/Put στο νεώτερο φύλλο της αµπέλου ήταν 0.9, 

3.4 και 1.1 και στο γηραιότερο 0.2, 1.3 και 0.4, αντίστοιχα, για τα S, SH, και PH 

κλάσµατα. Το νεώτερο ανώτερο τµήµα του µίσχου παρουσίασε µια 10 φορές 

υψηλότερη S- (Spd+Spm)/S-Put σχέση, σε σχέση µε το γηραιότερο. 

Τα φύλλα, τα οποία χρησιµοποιούνται συνήθως για αποµόνωση 

πρωτοπλαστών και άλλες τεχνικές ιστοκαλλιέργειας, είναι τα πρώτα πλήρως 

αναπτυγµένα φύλλα από την κορυφή του βλαστού, που ανταποκρίνονται στα 

φύλλα 3-5 στην άµπελο και 10-15 στον καπνό. Σε αυτά τα φύλλα της αµπέλου, 

οι περιεκτικότητες σε tot-Spd και tot-Spm ήταν περισσότερο από 1,5 φορά 

µικρότερες από τις αντίστοιχες στον καπνό· αντίθετα, η tot-Put ήταν 2-φορές 

υψηλότερη (363±14 nmol g-1 FW), απ’ ότι στον καπνό (186±26 nmol g-1 FW). Η 

διαφορά ήταν πιο εµφανής στο διαλυτό κλάσµα. Η S-Put στα φύλλα της αµπέλου 

ήταν πάνω από 5-φορές υψηλότερη απ’ ότι στον καπνό (Εικ. 5.7). 

 

Πίνακας 5.2. Ολικά S, SH and PH επίπεδα πολυαµινών (Put+Spd+Spm) σε διαφορετικές 
περιοχές φύλλων αµπέλου εκφραζόµενες ως nmol g-1 FW. 

Φύλλο από κορυφή ΠΑς 
 

Περιοχές 
φύλλου 1st 2nd 3rd 4th 5th 6th 

Περιφέρεια 308 ±   9 314 ± 12 344 ± 25 332 ± 18 279 ±   7 257 ± 20 
Κέντρο 296 ± 28 299 ± 18 304 ± 14 292 ± 11 248 ±   6 227 ± 15 
Ακρ. µίσχος 76 ±   9 76 ±   5 72 ±   8 81 ±   2 93 ±   3 97 ±   8 

S 

Βασ. µίσχος 
 

66 ±   5 62 ±   5 57 ±   3 71 ±   3 75 ±   5 80 ± 10 

Περιφέρεια 303 ± 12 288 ± 19 277 ± 18 283 ± 14 318 ± 12 327 ± 14 
Κέντρο 259 ± 15 258 ± 16 243 ±   6 256 ±   8 287 ± 18 299 ± 19 
Ακρ. µίσχος 114 ±   3 108 ± 10 104 ±   6 99 ±   6 106 ±   2 104 ±   5 

SH 

Βασ. µίσχος 
 

80 ±   8 73 ±   6 71 ±   2 68 ±   6 72 ±   3 69 ±   5 

Περιφέρεια 29 ±   2 35 ±   2 53 ±   6 59 ±   6 78 ±   8 85 ± 10 
Κέντρο 23 ±   2 30 ±   1 35 ±   3 39 ±   4 54 ±   8 62 ±   7 
Ακρ. µίσχος 27 ±   2 27 ±   2 26 ±   2 26 ±   2 28 ±   2 30 ±   2 

PH 

Βασ. µίσχος 27 ±   1 25 ±   1 26 ±   1 27 ±   2 29 ±   2 29 ±   3 
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Εικόνα 5.3. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
και ολικής (S+SH+PH) σπερµίνης (Spm) σε διαφορετικές περιοχές κατά την ανάπτυξη φύλλων 
αµπέλου. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 1. 
Περιφέρεια (◊), κέντρο (□), ανώτερος µίσχος (×), κατώτερος µίσχος (∆), ολόκληρο φύλλο 
(διακεκοµµένη γραµµή). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 
 

5.3. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Οι τεχνικές καλλιέργειας φυτικών ιστών, όπως ο µικροπολλαπλασιασµός, 

χρησιµοποιούνται ευρέως για εµπορικούς σκοπούς, και για βιοτεχνολογικές 

εφαρµογές, όπως η γενετικός µετασχηµατισµός, η σωµατική υβριδοποίηση και η  
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Εικόνα 5.4. Αναλογίες total (S+SH+PH) Put/total ΠΑς σε διαφορετικές περιοχές κατά την 
ανάπτυξη φύλλων αµπέλου. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, 
ονοµαζόµενο φύλλο 1. Περιφέρεια (◊), κέντρο (□), ανώτερος µίσχος (×), κατώτερος µίσχος (∆), 
ολόκληρο φύλλο (διακεκοµµένη γραµµή). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

σωµατική εµβρυογένεση. Ωστόσο, µερικά από τα πιο σηµαντικά 

καλλιεργούµενα είδη φυτών, όπως τα περισσότερα ξυλώδη πολυετή είδη, µερικά 

λαχανικά και δηµητριακά, εµφανίζουν απειθαρχία, δηλαδή αδυναµία 

οργανογενετικής έκφρασης από έκφυτα φυτών και/ή τους πρωτοπλάστες. Η 

άµπελος, ένα από τα πιο διαδεδοµένα καλλιεργήσιµα πολυετή   είδη φυτών, είναι  
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Εικόνα 5.5. Αναλογίες total (S+SH+PH) Spd/total ΠΑς σε διαφορετικές περιοχές κατά την 
ανάπτυξη φύλλων αµπέλου. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, 
ονοµαζόµενο φύλλο 1. Περιφέρεια (◊), κέντρο (□), ανώτερος µίσχος (×), κατώτερος µίσχος (∆), 
ολόκληρο φύλλο (διακεκοµµένη γραµµή). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

απείθαρχη όσον αφορά την αναγέννησή της από πρωτοπλάστες (Theodoropoulos 

and Roubelakis- Angelakis, 1991; Katsirdakis and Roubelakis-Angelakis, 1992b; 

Siminis et al., 1993,  1994;  de Marco and Roubelakis-Angelakis,  1996a,  1996b, 

1999; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis et al., 2001a; 

Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 2002, 2003) και µερικά άλλα 

µορφογενετικά προγράµµατα, όπως η οργανογένεση από κύτταρα κάλλου.  
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Εικόνα 5.6. Αναλογίες total (S+SH+PH) Spm/total ΠΑς σε διαφορετικές περιοχές κατά την 
ανάπτυξη φύλλων αµπέλου. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, 
ονοµαζόµενο φύλλο 1. Περιφέρεια (◊), κέντρο (□), ανώτερος µίσχος (×), κατώτερος µίσχος (∆), 
ολόκληρο φύλλο (διακεκοµµένη γραµµή). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

Αντίθετα, οι πρωτοπλάστες   από    πολλά    άλλα είδη φυτών, όπως ο  καπνός, 

αναγεννούνται .άµεσα και όλα τα µορφογενετικά προγράµµατα µπορούν να 

επαχθούν σε οποιοδήποτε έκφυτο  

Οι ΠΑς φαίνεται να επηρεάζουν το µορφογενετικό δυναµικό. Ωστόσο, από 

τα διαθέσιµα δηµοσιευµένα στοιχεία δε µπορούµε ακόµα να οδηγηθούµε σε 

ακριβή συµπεράσµατα. Σε έκφυτα τριφυλλιού, η υψηλή µεριστωµατική 

δραστηριότητα σχετιζόταν µε υψηλές περιεκτικότητες σε S-Put, Spd, Spm, Cad 
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και τυραµίνη (Cvikrova et al., 1999). Αντίθετα, σε κύτταρα κάλλου ρυζιού η 

έλλειψη µορφογενετικής ικανότητας συνοδευόταν από ταυτόχρονη αύξηση (5-

φορές) στα επίπεδα της Put και (2,5 φορές) στα επίπεδα της Spd (Bajaj S, 1995; 

Bajaj and Rajam, 1996). Οι ιστοί µε τα χαµηλότερα επίπεδα ΠΑ, για παράδειγµα 

έκφυτα µεσογονατίων, ήταν καλύτεροι για σχηµατισµό ανθοφόρων ή 

βλαστοφόρων οφθαλµών (Tiburcio et al., 1988), ενώ το αντίθετο βρέθηκε ότι 

ισχύει για επαγωγή σωµατικής εµβρυογένεσης (Pedroso et al., 1997; Yadav and 

Rajam, 1997). Επίσης, έχει αναφερθεί συσχετισµός µεταξύ της διαβάθµισης της 

βιοσύνθεσης των ΠΑ και της µορφογενετικής έκφρασης εκφύτων εντεριώνης 

βλαστού στον καπνό (Altamura et al., 1993) και εκφύτων υποκοτυλίου στη 

µελιτζάνα (Sharma and Rajam, 1995). Επιπλέον, η χρήση µεταλλαγών ή 

αντίθετης πολικότητας διαγονιδιακών φυτών και των αναστολέων βιοσύνθεσης 

των ΠΑ έχουν δείξει ότι επαρκή επίπεδα ενδογενών ΠΑ είναι απαραίτητα για 

κυτταρική αύξηση και διαφοροποίηση, και για έκφραση οργανογένεσης και 

εµβρυογένεσης (Malmberg RL, 1983; Bagni et al., 1993; Kumar et al., 1996). 
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Εικόνα 5.7. Επίπεδα πολυαµινών σε ελάσµατα φύλλων αµπέλου (ανοιχτές στήλες) και καπνού 
(κλειστές στήλες) µέσης ηλικίας. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
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Μέσα σε αυτό το γενικό πλαίσιο, εκτελέσαµε µια συγκριτική βιοχηµική 

µελέτη των ποσοτήτων των S, SH, και PH της Put, Spd, και Spm στα φύλλα της 

αµπέλου κατά µήκος του άξονα του βλαστού και σε διαφορετικές περιοχές του 

µίσχου και του ελάσµατος του φύλλου. Επίσης, στα φύλλα καπνού και αµπέλου 

που χρησιµοποιούνται για παραγωγή πρωτοπλαστών έγινε ανάλυση των 

πολυαµινικών κλασµάτων για να ανιχνευθούν οι διαφορές ανάµεσα στον εύκολα 

αναγεννώµενο καπνό και στην αναγεννητικά απείθαρχη άµπελο. Και στα δύο 

φυτικά είδη, η περιεκτικότητα όλων των κλασµάτων των ΠΑ ήταν της ίδιας 

σειράς µεγέθους (nmol per g FW). Και στα δύο φυτικά είδη, υψηλότερη 

περιεκτικότητα όλων σχεδόν των κλασµάτων των ΠΑ βρέθηκε στη περιφερειακή 

περιοχή του φύλλου, απ’ ότι στην κεντρική περιοχή. Ο ανώτερος µίσχος έδειξε 

πολύ πιο χαµηλή περιεκτικότητα σε ενδογενείς ΠΑ απ’ ότι το έλασµα και οι 

τιµές αυτές πλησίαζαν σχεδόν στα ίδια επίπεδα τις περιεκτικότητες των ΠΑ στον 

κατώτερο µίσχο (Πίνακας 5.2). Είναι γνωστό ότι η ανάπτυξη του φύλλου 

επιτυγχάνεται από τα περιφερειακά µεριστώµατα, των οποίων η µεριστωµατική 

δραστηριότητα παύει πολύ νωρίς και µετέπειτα το σχήµα του φύλλου κυρίως 

διαµορφώνεται µε την επιµήκυνση του κυττάρου. Αν πραγµατικά οι ΠΑς 

συνδέονται µε την κυτταροδιαίρεση, η ελαφρά αυξηµένη περιεκτικότητα σε ΠΑ 

στις περιοχές της περιφέρειας του φύλλου υποδεικνύει ότι πραγµατικά η 

κυτταροδιαίρεση σταµατά µέχρι το σχηµατισµό του πρώτου κορυφαίου φύλλου. 

Στο νεώτερο φύλλο της αµπέλου, οι αναλογίες S/SH/PH-Put ήταν 1/0.4/0.1, 

αντίστοιχα, οι αναλογίες S/SH/PH-Spd ήταν 1/1.6/0.1 και οι αναλογίες 

S/SH/PH-Spm ήταν 1/1.4/0.2, αντίστοιχα. Έτσι, τα κλάσµατα των SH-Spd και 

SH-Spm ήταν σηµαντικά µεγαλύτερα από τα αντίστοιχα των S- κλασµάτων, σε 

αντίθεση µε την Put. Στο νεώτερο φύλλο της αµπέλου, η υψηλότερη 

περιεκτικότητα ήταν εκείνη της SH-Spd (Πίνακας 5.1). Η αυξηµένη βιοσύνθεση 

της Spd και Spm κατά τη διάρκεια της µετάβασης από τη G1 φάση στην S του 

κυτταρικού κύκλου, πριν από τη σύνθεση του DNA είναι ένα γενικό φαινόµενο 

σε ζώα και φυτά (Kakkar et al., 2000). Η σχέση Spd+Spm/Put σχετίζεται θετικά 

µε τη δραστηριότητα της βιοσύνθεσης των µακροµορίων (Lin et al., 1994). Η 
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Spd και ειδικά η Spm αντιδρούν ιοντικά µε τα αρνητικά φορτία πηκτινικών 

ουσιών, οι οποίες, ως γνωστό, επιδρούν στη µορφογένεση των φυτών. Οι 

αναλογίες (Spd+Spm)/Put µειώθηκαν όσο µεγάλωνε η ηλικία του φύλλου. Στα 

µεγαλύτερης ηλικίας φύλλα της αµπέλου, οι αναλογίες S/SH/PH-Put ήταν 

1/0.7/0.3, αντίστοιχα, οι αναλογίες S/SH/PH-Spd ήταν 1/4.9/0.4, αντίστοιχα και 

οι αναλογίες S/SH/PH-Spm ήταν 1/1.8/0.7, αντίστοιχα. 

Η υψηλότερη συγκέντρωση των Spd και Spm στα νεαρά φύλλα του καπνού 

είναι ανάλογη των αποτελεσµάτων που έγιναν σε νεαρούς ιστούς του φυτικού 

είδους Pisum sativum (Perez-Amador et al., 1995). Στα νεαρά φύλλα, το SH-

κλάσµα, για τα κλάσµατα της Spd και της Spm, κυριάρχησε και ακολούθησαν τα 

S- και PH-κλάσµατα, ενώ στην Put κυριάρχησε το S-κλάσµα.  

Οι περιεκτικότητες των SH- κλασµάτων για όλες τις ΠΑς ήταν σηµαντικά 

υψηλότερες στον καπνό απ’ ότι στην άµπελο. Επιπλέον, οι tot-Spd και tot-Spm 

ήταν 5.7- και 2.3-φορές µεγαλύτερες στο νεώτερο φύλλο του καπνού, απ’ ότι 

στο νεώτερο φύλλο της αµπέλου (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). 

Είναι πολύ πιθανό η σύνδεση των ΠΑ σε µια υδροξυκινναµική ουσία να είναι 

σηµαντική για τη ρύθµιση του µεγέθους της δεξαµενής των S-ΠΑ, και/ή την 

αποτοξικοποίηση των παραγώγων που παρεµποδίζουν την αύξηση, όπως τα 

φαινολικά· είναι γνωστό ότι οι ιστοί της αµπέλου περιέχουν υψηλά επίπεδα 

φαινολικών ενώσεων. Επιπλέον, έχει προταθεί ότι οι συζευγµένες ΠΑς δρουν ως 

µέσα για τη µετατόπιση των ΡΑ (Martin-Tanguy, 1997), ή θα µπορούσαν να 

είναι προτιµητέα υποστρώµατα για τις οξειδάσες των αµινών (Sebela et al., 

2001), ενώ το προστατευτικό αντιοξειδωτικό αποτέλεσµα των εξωγενών ΡΑ 

εξαρτιόταν από προηγούµενη µετατροπή τους σε συζευγµένες µορφές 

(Langebartels et al., 1991). 

Το στάδιο ανάπτυξης των εκφύτων έχει βρεθεί ότι είναι κρίσιµος 

παράγοντας για την αναγεννησιµότητα. Η παρουσία ώριµων και 

διαφοροποιηµένων φύλλων φαίνεται να εµποδίζει την έκφραση του 

µορφογενετικού δυναµικού στα περισσότερα είδη (Hackett 1993), 

συµπεριλαµβανοµένου των εύκολων αναγεννήσιµων ειδών, όπως ο καπνός 

(Meeks-Wagner et al. 1989). Από την άλλη µεριά, στοιχεία µας (Κεφ. 2) 
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δείχνουν ότι όταν άθικτα φύλλα αµπέλου και κοµµάτια µίσχων καλλιεργηθούν 

παρουσία βενζυλαδενίνης, τυχαίοι βλαστοί και οφθαλµοί παρατηρούνται κυρίως 

στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου. Το ποσοστό (%) της 

βλαστογένεσης σε αυτές τις περιοχές µειώθηκε σταδιακά από το νεώτερο (1ο, 

62.7±11.2) στο γηραιότερο φύλλο (6ο, 2.5±1.3), αντίστοιχα. Τυχαίοι οφθαλµοί, 

επίσης, παρατηρήθηκαν σε ποσοστό 4.8±2.0 % στις περιοχές του κέντρου του 

νεώτερου φύλλου, ενώ οι περιοχές του µίσχου και της περιφέρειας του φύλλου 

δεν ήταν οργανογενετικές (Κεφ. 2).  

Στον καπνό, όλα τα κλάσµατα των ΠΑ µειώθηκαν µε την αύξηση της 

ηλικίας του φύλλου (Κεφ. 1) (Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Οι 

κυριότερες διαφορές ανάµεσα στο νεώτερο και το γηραιότερο φύλλο βρέθηκαν 

στα κλάσµατα της SH-Put και της SH-Spd, τα οποία ήταν 50- και 40-φορές 

υψηλότερα στο νεώτερο φύλλο. Ακολούθησαν οι S-Spm και S-Put που είχαν 17- 

και 16-φορές υψηλότερες τιµές, αντίστοιχα. Τα υπόλοιπα κλάσµατα είχαν πάντα 

υψηλότερες τιµές στο νεαρώτερο φύλλο από 5- µέχρι 9-φορές (Κεφ. 1) 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2003a). Στην άµπελο, η πιο δραµατική 

διαφορά από τον καπνό ήταν ότι όλα τα κλάσµατα της Put αυξήθηκαν όσο 

µεγάλωνε η ηλικία του φύλλου. Η αύξηση ήταν πιο εµφανής στο έλασµα απ’ ότι 

στον ανώτερο και κατώτερο µίσχο (Εικ. 5.1). Η µείωση στις Spd και Spm µε την 

αύξηση της ηλικίας του φύλλου και µε τη µείωση της οργανογενετικής 

ικανότητας, και στα δύο είδη, είναι σύµφωνη µε το γεγονός ότι οι ανώτερες ΠΑς 

και το αιθυλένιο, η φυτοορµόνη γηρασµού, έχουν ένα κοινό πρόδροµο, την S-

adenosyl-methionine (SAM), και το αιθυλένιο παρεµποδίζει τη βιοσύνθεση των 

ΠΑς και αντίστροφα (Pandey et al., 2000). Οι ΠΑς εµποδίζουν τη συσσώρευση 

µεταγράφων και την ενεργότητα της 1-αµινοκυκλοπροπανιο-1-καρβοξυλικό οξύ 

(ACC) συνθάσης, το ρυθµιστικό ένζυµο βιοσύνθεσης του αιθυλενίου. 

Αντίστροφα, το αιθυλένιο αναστέλλει τις ενεργότητες των ADC και SAMDC σε 

φυτά µπιζελιού (Apelbaum et al., 1985; Icekson et al., 1985), ενώ το αντίθετο 

αποτέλεσµα έχει αναφερθεί για κυτταροκαλλιέργειες καπνού (Park and Lee, 

1994). 
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Στα θηλαστικά, υπάρχει, επίσης, µια σειρά από αντιδράσεις οι οποίες, µε 

την ακετυλίωση και την οξείδωση, µετατρέπουν τη Spm σε Spd και τη Spd σε 

Put (Tiburcio et al., 1997). Το ακετυλοπολυαµινικό µονοπάτι επιτρέπει στα 

κύτταρα να ρυθµίζουν την έλλειψη της Spd και της Spm. Στα θηλαστικά, η 

αργινάση συµµετέχει στη βιοσύνθεση των ΠΑ µε το να φτιάχνει ορνιθίνη από 

αργινίνη. Σε κυτταροκαλλιέργειες αµπελιού, η προσθήκη 5 mM Put είχε ως 

αποτέλεσµα τη µείωση κατά 50% της ειδικής ενεργότητας της ADC µετά από 12 

ώρες, διπλάσια αύξηση των επιπέδων Spd και Spm και αύξηση του επιπέδου της 

ενδογενούς αργινίνης. Ωστόσο, η αυξηµένη ενδογενής αργινίνη δε προκάλεσε 

ταυτόχρονη σηµαντική αύξηση στην ενεργότητα της αργινάσης, η οποία θα 

µπορούσε επίσης να ρυθµιστεί από το µέγεθος της δεξαµενής των ενδιαµέσων 

του κύκλου του Krebs-Henseleit (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999). 

Επιπλέον, σε κυτταροκαλλιέργειες αµπέλου, προσθήκη NH4
+ στο µέσο 

καλλιέργειας κατέληξε σε αυξηµένη ειδική ενεργότητα της ADC, αυξηµένα 

επίπέδα ενδογενών S-Put, Spd και Spm και ειδικής ενεργότητας αργινάσης, µε 

ταυτόχρονη µείωση των επιπέδων ενδογενούς αργινίνης. Αυτά τα αποτελέσµατα 

ενίσχυσαν την υπόθεση ότι οι ΠΑς ενεργούν ως µεταβολική ¨ρυθµιστική ουσία¨ 

και διατηρούν το κυτταρικό pH σταθερό σε συνθήκες όπου η αφοµοίωση των 

αµµωνιακών προκαλεί περίσσεια πρωτονίων (Altman and Levin, 1993). 

Εναλλακτικά, η σύνθεση των ΡΑ δρα προς την αποτοξικοποίηση από την 

αµµωνία. Το επίπεδο της ενδογενούς αργινίνης ρυθµίστηκε µε τη δράση τόσο 

της αργινάσης, όσο και της ADC και κατά τέτοιο τρόπο ώστε, όταν η ενεργότητα 

της ADC ήταν υψηλή, η ενεργότητα της αργινάσης παρέµεινε σε χαµηλά 

επίπεδα και αντίστροφα (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 2001). 

Στις περισσότερες τεχνικές καλλιέργειας φυτικών ιστών και αποµόνωσης 

πρωτοπλαστών, τα φύλλα που χρησιµοποιούνται είναι τα πλήρως αναπτυγµένα 

στη µέση του βλαστού. Στα δικά µας φυτικά είδη, αυτά τα φύλλα αντιστοιχούν 

στο 30-50 της αµπέλου και στο 100- 150 του καπνού. Σ’ αυτά τα φύλλα, το 

επίπεδο της tot-Put ήταν 2-φορές υψηλότερο και της S-Put ήταν πάνω από 5-

φορές υψηλότερο στην άµπελο απ’ ότι στον καπνό, ενώ όλα τα κλάσµατα Spd 

και SH-Spm ήταν υψηλότερα στον καπνό. Τα άλλα επίπεδα ΠΑ δεν έδειξαν 
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σηµαντικές διαφορές (Εικ. 5.7). ∆ιαγονιδιακά φυτά καπνού που υπερεκφράζουν 

ADC βρώµης, υπό τον έλεγχο ενός υποκινητή επαγόµενου από τετρακυκλίνη, 

παρουσίασαν διαφορετικούς βαθµούς αλλαγµένου φαινοτύπου, των οποίων η 

σοβαρότητα σχετιζόταν µε την περιεκτικότητα σε Put, κυρίως στις συζευγµένες 

µορφές της (Masgrau et al., 1997). Υψηλό ποσοστό Put έχει εµπλακεί στις 

αντιδράσεις καταπόνησης φυτικών κυττάρων. Όµως αδηµοσίευτα δεδοµένα µας, 

(Papadakis A.K. and K.A. Roubelakis-Angelakis) δείχνουν ότι φρεσκο-

αποµονωµένοι πρωτοπλάστες από άµπελο και καπνό περιέχουν συγκρίσιµα 

επίπεδα ενδογενών ΠΑ, συµπεριλαµβανοµένης και της Put. Αυτή η ασυµφωνία 

θα µπορούσε να εξηγηθεί απ’ το γεγονός ότι στα φύλλα της αµπέλου, η Put είναι 

συνδεµένη στα κυτταρικά τοιχώµατα και αυτή η µερίδα ελευθερώνεται κατά τη 

διάρκεια της αποµόνωσης των πρωτοπλαστών. Η συνδεµένη στα κυτταρικά 

τοιχώµατα Put σε έκφυτα αµπέλου έχει, επίσης, αναφερθεί από τους (Geny et al., 

1997). Επιπλέον, οι (Di Tomaso et al., 1989) ισχυρίστηκαν ότι η τοξικότητα που 

παρατηρείται από την εξωγενή Put θα µπορούσε να οφείλεται στο σχηµατισµό 

ενεργών µορφών οξυγόνου (δηλαδή υπεροξείδιο του υδρογόνου και ελεύθερες 

ρίζες) από αποπλαστική DAO, η οποία πολύ πιθανά καταστρέφει τις µεµβράνες. 

Προηγούµενα αποτελέσµατά µας έχουν δείξει ότι η οξειδωτική 

καταπόνηση µπορεί να µειώσει την αναγεννητική ικανότητα των πρωτοπλαστών, 

αλλά επίσης, µόνο οι πρωτοπλάστες που είναι ικανοί να παρέχουν εξωκυτταρικά 

H2O2 µπορούν στη πραγµατικότητα να διαιρεθούν (Siminis et al., 1993, 1994; de 

Marco and Roubelakis-Angelakis, 1996a, 1996b, 1999). Προσπαθήσαµε να 

αναλύσουµε την ανταπόκριση της οξειδωτικής καταπόνησης σε ξεχωριστές 

ενεργές µορφές οξυγόνου (AOS), O2
· − και H2O2, και συστήµατα δηµιουργίας 

κατά τη διάρκεια αποµόνωσης των αναγεννώµενων πρωτοπλαστών µεσοφύλλου 

καπνού και των µη αναγεννώµενων πρωτοπλαστών µεσοφύλλου αµπέλου 

(Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis et al., 2001a; Papadakis 

et al., 2001b). Ο τραυµατισµός των ιστών του φύλλου ή η χρήση καθαρισµένης 

κυτταρινάσης δεν παρακίνησε την παραγωγή AOS. Η χρήση µη-καθαρισµένης 

κυτταρινάσης Onozuka κατά τη διάρκεια επώασης προκάλεσε µια έκρηξη 

συσσώρευσης O2
· − και H2O2 στο φύλλο του καπνού, ενώ στην άµπελο 
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συσσωρεύτηκαν σηµαντικά χαµηλά επίπεδα και των δύο AOS. Όταν οι 

πρωτοπλάστες αποµονώθηκαν µε καθαρισµένη κυτταρινάση, AOS, επίσης, 

δηµιουργήθηκαν. Η αντίδραση ήταν γρήγορη και, µετά από 5 λεπτά, AOS 

άρχισαν να συσσωρεύονται στο µέσο καλλιέργειας, µε σηµαντικές ποσοτικές 

διαφορές ανάµεσα στα δύο είδη. Στις κυτταρικές µεµβράνες καπνού δύο 

διαφορετικές ενεργότητες συνθάσης O2
· − ανιχνεύτηκαν: µία που παρουσίασε 

εξειδίκευση στο NADPH και ευαισθησία στο διφενυλενοιοδόνιο (DPI) και µία 

δεύτερη NAD (P)H ενεργότητα, ευαίσθητη στο KCN και NaN3. Η δεύτερη 

συνεισφέρει στην παραγωγή και των δύο AOS. Η πρώτη ενεργότητα πιθανά 

αναφέρεται σε µία NADPH οξειδάση παρόµοια των θηλαστικών και η δεύτερη 

σε µία NAD (P)H οξειδάση-περοξειδάση. Στην άµπελο ανιχνεύτηκε µόνο µια 

AOS ενεργότητα που αντιστοιχούσε σε µία NAD (P)H οξειδάση περοξειδάση, η 

οποία ήταν υπεύθυνη για τη δηµιουργία και των δύο AOS (de Marco and 

Roubelakis-Angelakis, 1996b; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999). Από 

τη άλλη µεριά, ενεργότητα DAO δε µπορούσε να ανιχνευθεί (de Marco and 

Roubelakis-Angelakis, 1996b; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 1999). 

Πρόσφατα στοιχεία του εργαστηρίου µας δείχνουν ότι όταν αυξάνεται η 

χρησιµοποιούµενη, για µέτρηση ενεργότητας, ποσότητα πρωτείνης, η DAO 

µπορεί να ανιχνευθεί στους πρωτοπλάστες, αν και η ειδική της ενεργότητα είναι 

πολύ χαµηλή (Papadakis A.K. and K.A. Roubelakis-Angelakis, αδηµοσίευτα 

δεδοµένα).  

Περιληπτικά, τα αποτελέσµατα µας δείχνουν ότι τα ελάσµατα του φύλλου 

και στα δύο είδη που µελετήσαµε περιέχουν σηµαντικά υψηλότερα ποσοστά 

ενδογενών ΠΑ απ’ ότι τα ανώτερα και κατώτερα τµήµατα των µίσχων, τα οποία 

σε µερικές περιπτώσεις έχουν υψηλό µορφογενετικό δυναµικό. Η 

περιεκτικότητα των tot-ΠΑ στα φύλλα και µίσχους της αµπέλου παρέµεινε 

σχεδόν αµετάβλητη ενώ, στον καπνό, µειώθηκε δραµατικά µε την αύξηση της 

ηλικίας των φύλλων (Πίνακας 5.2). Αυτή η διαφορά οφειλόταν στα κλάσµατα 

της Put (S, SH, PH) τα οποία αυξήθηκαν στα φύλλα της αµπέλου (Εικ. 5.1). Οι 

τιµές των tot-S-ΠΑ (S-Put + S-Spd + S-Spm) και των tot-PH-ΠΑ (PH-Put + PH-

Spd + PH-Spm) κυµαινόταν στα ίδια επίπεδα και στα δύο είδη, ενώ οι τιµές των 



 165

tot-SH ΠΑς στο νεώτερο φύλλο του καπνού ήταν σχεδόν κατά 10-φορές 

µεγαλύτερες απ’ ότι στην άµπελο. Στα πλήρως αναπτυγµένα φύλλα, που 

χρησιµοποιούνται συνήθως στη µορφογένεση in vitro και την αποµόνωση 

πρωτοπλαστών, οι κυριότερες διαφορές ανάµεσα στα δύο φυτικά είδη ήταν το 

κατά 5-φορές µικρότερο ποσοστό S-Put και το κατά 13 και 8-φορές αυξηµένο 

ποσοστό σε SH-Put και SH-Spd στα αναγεννήσιµα φύλλα καπνού σε σύγκριση 

µε τα µη αναγεννήσιµα φύλλα αµπέλου. Αυτά τα αποτελέσµατα θα µπορούσαν 

να προσθέσουν παραπάνω στη γνώση µας τα ενδοκυτταρικά περιεχόµενα όλων 

των κλασµάτων των ΠΑ στους ιστούς φύλλων δύο φυτικών ειδών µε 

διαφορετική in vitro µορφογενετική συµπεριφορά. Περισσότερες ερωτήσεις 

µπορούν τώρα να απευθυνθούν στη πιθανή συσχέτιση των ξεχωριστών 

κλασµάτων των ΠΑ µε την έκφραση του ολοδυναµικού και την επαγωγή 

µορφογενετικού (ών) προγράµµατος (ων). Όλες οι παραπάνω πληροφορίες 

καθίστανται πολύτιµες για την περαιτέρω διερεύνηση της συνεισφορά και του 

πιθανού ρόλου των ΠΑ στη µορφογένεση των φυτών µε τη χρήση µοριακών 

τεχνικών, οι οποίες θα προσδιόριζαν µία, ή και περισσότερες, διαφορές στα 

επίπεδα των ΠΑ ανάµεσα σε απείθαρχα και εύκολα αναγεννώµενα συστήµατα. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6: Επίδραση της Ηλικια- και 

Ιστοειδικής Άµεσης Βλαστογένεσης στην 

Κατανοµή των Ελευθέρων και Συζευγµένων 

Πολυαµινών σε Φύλλα Αµπέλου (Vitis vinifera L.) 
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6.1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Σε φύλλα αµπέλου (Vitis vinifera L. cv sultanina) διαφορετικού αναπτυξιακού 

σταδίου οι περιοχές του κέντρου, της περιφέρειας και του ανώτερου τµήµατος 

του µίσχου έδειξαν δραµατικές διαφορές ως προς τη βλαστογενετική ικανότητα. 

Οι περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου από τα κορυφαία φύλλα 

εµφάνισαν την υψηλότερη βλαστογενετική ικανότητα, ενώ οι περιοχές του 

περιφερειακού ελάσµατος (περιφέρειες) και τα φύλλα της βάσης του φυτού δεν 

ήταν οργανογενετικά. Κατά την επαγωγή άµεσης βλαστογένεσης από τις 

περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου των φύλλων της κορυφής 

παρουσιάστηκε µια αύξηση της ενδογενούς Put µε ταυτόχρονη µείωση των 

ανώτερων πολυαµινών (Spd και Spm). Όµως, κατά τη διάρκεια καλλογένεσης 

από τα γηραιά φύλλα αυξήθηκαν τόσο η Put όσο και η ελεύθερη Spd. Τα 

ενδογενή επίπεδα της Put σ' όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας ήταν χαµηλότερα 

στα φύλλα της κορυφής. Σ' αυτά τα φύλλα, οι υψηλά-οργανογενετικές περιοχές 

(ανώτερα τµήµατα των µίσχων) και οι χαµηλά-οργανογενετικές περιοχές 

(κεντρικές και περιφερειακές) παρουσίασαν υψηλότερα και χαµηλότερα επίπεδα 

ελεύθερων ανώτερων ΠΑ, αντίστοιχα, σε σχέση µε τις αντίστοιχες περιοχές των 

γηραιότερων φύλλων. Αυτό οδήγησε σε σηµαντικά µειωµένες και αυξηµένες 

Put/(Spd+Spm) αναλογίες στις υψηλά- και χαµηλά-οργανογενετικές, αντίστοιχα, 

των κορυφαίων φύλλων, σε σχέση µε τις αντίστοιχες των γηραιότερων. 

∆ιαφορετικό πρότυπο ενδογενών επιπέδων πολυαµινών παρατηρήθηκε και 

ανάµεσα στα οργανογενετικά και µη-οργανογενετικά φύλλα της κορυφής. Στα 

οργανογενετικά, τα ανώτερα τµήµατα των µίσχων παρουσίασαν υψηλότερα 

επίπεδα Spd και Spm, ενώ τα ελάσµατα (κέντρα και περιφέρειες) παρουσίασαν 

χαµηλότερα επίπεδα ελεύθερης Spd και ελεύθερης Spm, σε σχέση µε τα µη-

οργανογενετικά φύλλα της κορυφής. Αυτά τα αποτελέσµατα υποδεικνύουν 

µεταφορά των ελεύθερων µορφών των πολυαµινών, κατά τη διαδικασία της 

οργανογένεσης. 
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6.2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η άµπελος είναι µία από τις πιο διαδεδοµένες καλλιέργειες και, όπως πολλά 

άλλα πολυετή είδη, είναι απείθαρχη όσο αναφορά την αναγέννηση του φυτού 

από πρωτοπλάστες (Theodoropoulos and Roubelakis-Angelakis, 1991; 

Katsirdakis and Roubelakis-Angelakis, 1992a; Siminis et al., 1993, 1994; de 

Marco and Roubelakis-Angelakis, 1996a, 1996b, 1999; Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis et al., 2001a; Papadakis et al., 2001b) 

και µερικά άλλα µορφογενετικά προγράµµατα, όπως οργανογένεση από κάλλο. 

Ωστόσο, οι παράγοντες που συνεισφέρουν στην απειθαρχία είναι, σε µεγάλο 

βαθµό, άγνωστοι (Roubelakis-Angelakis, 1993). Ένας σηµαντικός παράγοντας 

που επηρεάζει την αναγεννητική ικανότητα των εκφύτων Vitis είναι το 

αναπτυξιακό στάδιo του οργάνου δότη (Theodoropoulos and Roubelakis-

Angelakis, 1991; Katsirdakis and Roubelakis-Angelakis, 1992b). Βλαστογένεση 

και σωµατική εµβρυογένεση in vitro έχει επιτευχθεί από ποικίλα έκφυτα 

διαφορετικών ειδών και ποικιλιών Vitis (Torregrosa et al., 2001) και το σύστηµα 

καλλιέργειας φύλλων αµπέλου καθιστά ικανή την επαγωγή άµεσης 

βλαστογένεσης χωρίς ενδιάµεσο στάδιο κάλλου. 

Οι ακριβείς τρόποι της µοριακής και φυσιολογικής δράσης των ΠΑ (Put, 

Spd και Spm) δεν έχουν κατανοηθεί ακόµα (Walden et al., 1997). Έχουν 

προταθεί να παίζουν ρόλο σε µια ποικιλία φυσιολογικών διαδικασιών (Evans 

and Malberg, 1989; Kumar et al., 1997; Pedroso et al., 1997; Tiburcio et al., 

1997). H χρήση µεταλλαγών ή αντίθετης πολικότητας διαγονιδιακών φυτών και 

η εφαρµογή των αναστολέων βιοσύνθεσης των πολυαµινών οδήγησε στο 

συµπέρασµα ότι, απουσία µιας επαρκούς συγκέντρωσης ενδογενών ΠΑ, η 

κυτταρική αύξηση και διαφοροποίηση όπως, επίσης, η οργανογένεση και η 

εµβρυογένεση, δεν εξελίσσονται κανονικά (Malmberg RL, 1983; Kumar et al., 

1996; Kakkar et al., 2000). Η Put και η ενεργότητα της αποκαρβοξυλάσης της 

αργινίνης (ADC, EC 4.1.1.19) αυξάνονται απότοµα µε τη διαφοροποίηση 

βλαστικών και ανθικών οργάνων σε λεπτές κυτταρικές στοιβάδες καπνού 

(Torrigiani et al., 1987), υψηλά επίπεδα σπερµιδίνης (Spd) σχετιζόταν µε 
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διαφοροποίηση ανθοφόρων οφθαλµών και εφαρµογή εξωγενούς Spd παρακίνησε 

την έναρξη ανθοφορίας σε καλλιέργειες, οι οποίες διαφορετικά σχηµάτισαν 

βλαστοφόρους οφθαλµούς (Kaur-Sawhney et al., 1988; Tiburcio et al., 1988). Η 

διαφοροποίηση των ριζών εξαρτήθηκε τόσο από µια αύξηση των επιπέδων 

πουτρεσίνης (Put) όσο και από µείωση του pH και καθένας από αυτούς τους 

παράγοντες έδρασε ανεξάρτητα (Tiburcio et al., 1989). Η πιο δραµατική αύξηση 

παρουσιάστηκε στην Put που απελευθερώθηκε από PCA-διαλυτές συζευγµένες 

µορφές (SH). Η αναστολή της βιοσύνθεσης της Put εµπόδισε την έναρξη 

ριζοβολίας, ενώ η χορήγηση της Put εξωγενώς µπορούσε να αντιστρέψει αυτό το 

ανασταλτικό αποτέλεσµα (Tiburcio et al., 1989). Στο ίδιο σύστηµα, αναστολή 

της βιοσύνθεσης της Spd αρχικά αύξησε τον αριθµό των βλαστικών 

µεριστωµάτων, αλλά µείωσε τον τελικό αριθµό των οφθαλµών ανά έκφυτο 

(Scaramagli et al., 1999b). Επιπλέον, αλλαγές στα επίπεδα των ΠΑ και στη 

µορφογενετική ικανότητα έχουν βρεθεί κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 

διαφορετικών περιοχών από φύλλα µελιτζάνας και καµέλιας (Pedroso et al., 

1997; Yadav and Rajam, 1998).  

Οι περισσότερες από τις µελέτες που σχετίζονται µε τα επίπεδα των 

ενδογενών ΠΑ σε φυτικούς ιστούς ασχολήθηκαν κυρίως µε τις ελεύθερες ΠΑς 

και παρέλειψαν τις συζευγµένες µορφές. Πραγµατικά, οι συζευγµένες ΠΑ είναι 

σηµαντικές για τις αναπτυξιακές διαδικασίες των φυτών (Kaur-Sawhney et al., 

1988), επειδή µπορεί να υπάρχει αλληλοµετατροπή ανάµεσα σε ελεύθερες και 

συζευγµένες µορφές για να διατηρήσουµε κατάλληλα επίπεδα ελεύθερων ΡΑ 

κατά τη διάρκεια των αναπτυξιακών διαδικασιών (Mader and Hanke, 1997). 

Επίσης, µία χωροχρονικά εξαρτώµενη διαβάθµιση συγκεντρώσεων των 

ελεύθερων και συζευγµένων ΠΑ έχει ήδη ανιχνευτεί σε φύλλα αµπέλου. 

Σηµαντικές διαφορές σχετιζόταν µε την ηλικία και την περιοχή (Paschalidis et 

al., 2001). Στην παρούσα εργασία, οι περιεκτικότητες των ελεύθερων ενδογενών 

(S), διαλυτών συζευγµένων (SH) και αδιάλυτων συζευγµένων (PH) ΠΑ, 

καταγράφηκαν κατά τη διάρκεια καλλιέργειας διαφορετικών περιοχών από 

φύλλα αµπέλου όλων των αναπτυξιακών σταδίων, τα οποία έδειξαν διαφορετικά 

µορφογενετικά προγράµµατα, σε µια προσπάθεια να προσδιοριστεί η συσχέτιση 
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µεταξύ συγκεκριµένης(ων) ΠΑ(s) µε την ηλικία- και ιστο-ειδική µορφογενετική 

ικανότητα. 

 

 

6.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

6.3.1. Χρονοδιάγραµµα Σχηµατισµού Βλαστοφόρων Οφθαλµών  

Η οργανογενετική ικανότητα φύλλων που καλλιεργήθηκαν σε στερεό θρεπτικό 

µέσο επηρεάστηκε σηµαντικά από την οντογενετική κατάσταση του δότη 

οργάνου (Πίνακας 6.1). Η βλαστογενετική ικανότητα ήταν δραµατικά 

µεγαλύτερη στο ανώτερο τµήµα του µίσχου απ’ ότι στο έλασµα του φύλλου 

(Πίνακας 6.1). Τα φύλλα που εµφάνισαν οργανογένεση, που από τώρα και στο 

εξής θα καλούνται οργανογενετικά, υπέστησαν ελαφρό φούσκωµα µέσα σε 4 

ηµέρες από την τοποθέτησή τους σε καλλιέργεια και µια συστροφή του 

ελάσµατός τους προς τα πάνω. Μετέπειτα, από την πρώτη εβδοµάδα είχαν 

δραµατικά επιµηκυνθεί στα ανώτερα τµήµατα των µίσχων τους, γύρω από τις 

πληγωµένες περιοχές. Τυχαία φύλλα και οφθαλµοί παρατηρήθηκαν εύκολα, µε 

τη βοήθεια στερεοσκοπίου, από τη δεύτερη εβδοµάδα καλλιέργειας, κυρίως στα 

ανώτερα τµήµατα των µίσχων που ήταν σε επαφή µε το θρεπτικό µέσο, αλλά η 

ανάπτυξη τους ήταν ασύγχρονη. Νέες τυχαίες δοµές σχηµατίστηκαν µέχρι την 

τρίτη και, σε µερικά έκφυτα, την τέταρτη εβδοµάδα. Από εκεί και µετά, νέες 

τυχαίες δοµές δεν παρατηρήθηκαν παρά µόνο αν τα έκφυτα µεταφερόταν σε 

φρέσκο αναγεννητικό µέσο. Τυχαία φύλλα και βλαστοί αναπτύχθηκαν άµεσα 

από την επιφάνεια των µεριστωµατικών ιστών στους ανώτερους µίσχους. Είχαν 

πράσινο χρώµα και συνέχιζαν να αναπτύσσονται σε µέγεθος µέχρι το τέλος της 

καλλιέργειας, αλλά επιµηκύνθηκαν σηµαντικά µόνο µετά από µεταφορά σε 

φρέσκο µέσο και/ή διαχωρισµό από το έλασµα. Το ποσοστό % της 

βλαστογένεσης στους ανώτερους µίσχους της αµπέλου, την τέταρτη εβδοµάδα 

της καλλιέργειας, κυµάνθηκε από 62.7 ± 11.2 µέχρι 2.5 ± 1.3 από το νεώτερο 

(1ο) στο γηραιότερο (6ο) φύλλο, αντίστοιχα (Πίνακας 6.1). Τυχαίες δοµές όµοιες 
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µε αυτές που παρατηρήθηκαν στο ανώτερο τµήµα του µίσχου αναπτύχθηκαν 

περιστασιακά στο κέντρο του φύλλου από τις µεγαλύτερες νευρώσεις που είχαν 

πληγωθεί κατά τη διαδικασία της αποκοπής. Το ποσοστό % της βλαστογένεσης 

στο κέντρο του φύλλου ήταν πολύ χαµηλό, σε σύγκριση µε το ανώτερο τµήµα 

του µίσχου (Πίνακας 6.1), ενώ καθόλου οργανογένεση δεν έλαβε χώρα στις 

περιοχές της περιφέρειας του φύλλου. 

 

 

Πίνακας 6.1. Επίδραση της ηλικίας του φύλλου στη βλαστογένεση από τα ανώτερα 
τµήµατα των µίσχων και από τις κεντρικές περιοχές ακέραιων φύλλων αµπέλου την 4η 
εβδοµάδα καλλιέργειας. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, 
ονοµαζόµενο φύλλο 1. Η ανταπόκριση εκφράζεται ως το ποσοστό ± SE των 
παραγόµενων τυχαίων βλαστών.  

Ηλικία φύλλου Περιοχές 

φύλλων 

 

1ο  2ο 3ο 4ο 5ο 6ο 

Ανώτερος 

µίσχος 
 62.7 ± 11.2 41.3 ± 7.3 22.2 ± 4.8 14.3 ± 2.6 4.6 ± 1.1 2.5 ± 1.3

Κέντρο  4.8 ±   2.0 3.1 ± 0.7 1.4 ± 0.6 0.5 ± 0.1 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0

 

 

 

Τα φύλλα που δεν εµφάνισαν οργανογένεση σχηµάτισαν, από την πρώτη 

εβδοµάδα, κάλλους κυρίως στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου, 

ενώ κάλλοι από άλλες πληγωµένες περιοχές του φύλλου εµφανίστηκαν αργότερα 

στην καλλιέργεια. Πολλοί κάλλοι που προερχόταν από τα νεώτερα φύλλα 

ανάπτυξαν τυχαίους οφθαλµούς όταν µεταφέρθηκαν σε φρέσκο µέσο. Τα 

νεώτερα φύλλα (1ο) έδωσαν την καλύτερη καλλογενετική ανταπόκριση και τα 

ενδιάµεσα φύλλα τη µεγαλύτερη ποσότητα κάλλου. Τα γηραιότερα φύλλα, 

αντίθετα, παρουσίασαν κάλλους µε καφέ χρωµατισµό και µικρότερους σε σχήµα 

και βάρος, ενώ παρατηρήθηκαν νεκρωτικές κηλίδες από την τρίτη εβδοµάδα 

καλλιέργειας. 
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Εικόνα 6.1. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
και ολικής (S+SH+PH) πουτρεσίνης (Put) στην περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και 
ανώτερο µίσχο (Upper Petiole, UP) φύλλων αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων, 
κατά τη διάρκεια καλλιέργειας. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, 
ονοµαζόµενο φύλλο 1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 (◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), φύλλο 
6 (×). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

6.3.2. Χρονικές και Χωροταξικές Μεταβολές στα Επίπεδα των 

Πολυαµινών κατά τη ∆ιάρκεια των Μορφογενετικών Ανταποκρίσεων  

Οι µεταβολές στα S-, SH- και PH- κλάσµατα των πολυαµινών καταγράφηκαν 

στις περιοχές της περιφέρειας, του κέντρου και του ανώτερου τµήµατος του 

µίσχου σε φύλλα διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων (1ο-6ο φύλλο), κατά τη 

διάρκεια της καλλιέργειάς τους σε θρεπτικό µέσο µε 10 µΜ ΒΑ. Στο νεώτερο 

φύλλο από την αρχή και µέχρι την πρώτη εβδοµάδα της καλλιέργειας, η ολική 

περιεκτικότητα των ΠΑ µειώθηκε από 640 ± 15 σε 316 ± 15, από 578 ± 32 σε 

312 ± 14 και από 173 ± 9 σε 160 ± 8, στις περιοχές της περιφέρειας, του κέντρου 

και του ανώτερου τµήµατος του µίσχου, αντίστοιχα· στο γηραιότερο φύλλο, η 

ολική περιεκτικότητα των ΠΑ αυξήθηκε από 670 ± 26 σε 1144 ± 26, 588 ± 25 σε 
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1006 ± 31 και 179 ± 11 σε 267 ± 11, αντίστοιχα (Πίνακας 6.2). Οι ολικές ΠΑs σε 

καλλιεργούµενα πλήρως αναπτυγµένα φύλλα αυξήθηκαν για 2 µε 3 εβδοµάδες 

και µειώθηκαν στη συνέχεια φτάνοντας στις περισσότερες περιπτώσεις σε τιµές 

χαµηλότερες από εκείνες των αρχικών εκφύτων (Εικ. 6.4), µε εξαίρεση την tot-

Spd και την tot-Spm στα ανώτερα τµήµατα του µίσχου οι οποίες µειώθηκαν σε 

όλη τη περίοδο της καλλιέργειας, ανεξάρτητα από το οντογενετικό στάδιο του 

δότη φύλλου (Εικ. 6.4). Oι tot-ΠΑς σε καλλιεργούµενα πολύ νεαρά φύλλα 

έτειναν να µειωθούν στη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου, εκτός από την 

tot-Put στα ανώτερα τµήµατα του µίσχου, στα οποία µια ελάχιστη αύξηση 

βρέθηκε στις 2 και 3 εβδοµάδες.  

 

0

100

200

300

 S
 p

 d
,  

 n
 m

 o
 l 

   
g-1

   
 F

 W
 

S

0

100

200

0

100

200

SH

0

100

200

300
0

10

20

30

PH

0

5

10

15 C

0 1 2 3 4 5
0

10

20

30

0 1 2 3 4 5
0

10

20

30

0 1 2 3 4 5
0

3

6

9 UP

Εβδοµάδες καλλιέργειας

M

 
Εικόνα 6.2. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
και ολικής (S+SH+PH) σπερµιδίνης (Spd) στην περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και 
ανώτερο µίσχο (Upper Petiole, UP) φύλλων αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων, 
κατά τη διάρκεια καλλιέργειας . Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, 
ονοµαζόµενο φύλλο 1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 (◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), φύλλο 
6 (×). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
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Από την 1η ως τη 2η ή την 3η εβδοµάδα της καλλιέργειας, τα περισσότερα 

κλάσµατα των πολυαµινών αυξήθηκαν και µειώθηκαν στη συνέχεια σταδιακά 

µέχρι το τέλος της καλλιέργειας φτάνοντας σε τιµές, που ήταν κατώτερες από 

εκείνες του αρχικού εκφύτου (Πίνακας 6.2). Σε όλες τις περιοχές του φύλλου, οι 

S-, SH- και PH-Put αυξήθηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας όσο µεγάλωνε 

το οντογενετικό στάδιο του φύλλου δότη (Εικ. 6.1). Οι περιεκτικότητες της tot-

Spd και tot-Spm στο φύλλο µειώθηκαν όσο αυξανόταν το οντογενετικό στάδιο 

(εβδοµάδα 0, Εικ. 6.4), ενώ κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας τα περισσότερα 

S, SH και PH κλάσµατα της Spd και της Spm στις περιοχές του ελάσµατος 

αυξήθηκαν µε την ηλικία του φύλλου (εβδοµάδες 1-5, Εικ. 6.2 και 6.3).  
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Εικόνα 6.3. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
και ολικής (S+SH+PH) σπερµίνης (Spm) στην περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και 
ανώτερο τµήµα του µίσχου (Upper Petiole, UP) φύλλων αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών 
σταδίων, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας . Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο 
φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 (◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), 
φύλλο 6 (×). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
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Αντίθετα, στα οργανογενετικά έκφυτα του ανώτερου τµήµατος του µίσχου, τα S 

κλάσµατα της Spd και Spm µειώθηκαν µε την ηλικία κατά την καλλιέργεια, ενώ 

τα SH- και PH-Spd και –Spm δεν έδειξαν στατιστικά σηµαντικές διαφορές (Εικ. 

6.2 and 6.3).  
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Εικόνα 6.4. Επίπεδα ολικής Put (αριστερά), ολικής Spd (µέσο) και ολικής Spm (δεξιά), στην 
περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και ανώτερο µίσχο (Upper Petiole, UP) φύλλων 
αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας. Η ονοµασία 
των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 
(◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), φύλλο 6 (×). Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν 
τα ±SE.  
 

Επιπλέον, έκφυτα του ίδιου οντογενετικού σταδίου µε και χωρίς 

οργανογενετική ικανότητα αναλύθηκαν ξεχωριστά την 4η εβδοµάδα 

καλλιέργειας. Στα νεώτερα οργανογενετικά φύλλα (1ο) η περιεκτικότητα της Put 

ήταν σηµαντικά χαµηλότερη σε σχέση µε τα µη οργανογενετικά φύλλα. Τα 
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περισσότερα κλάσµατα Spd και Spm στις περιοχές του ελάσµατος των 

αναγεννώµενων φύλλων ήταν, επίσης, χαµηλότερα (Εικ. 6.8). Αντίθετα, οι S-

Spd και S-Spm στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου των νεώτερων 

αναγεννώµενων φύλλων ήταν 1.5- και 1.6-φορές υψηλότερες, αντίστοιχα, από 

ότι στις ίδιες περιοχές του ίδιου αναπτυξιακού σταδίου φύλλων που δεν 

οργανογένεσαν, ενώ δεν ανιχνεύτηκαν στατιστικά σηµαντικές αλλαγές στα 

αντίστοιχα SH και PH κλάσµατα (Εικ. 6.8). 
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Εικόνα 6.5. Αναλογίες διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH) και αδιάλυτης υδρολυµένης 
(PH) Put/total ΠΑς, στην περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και ανώτερο µίσχο 
(Upper Petiole, UP) φύλλων αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων, κατά τη διάρκεια 
καλλιέργειας. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 
1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 (◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), φύλλο 6 (×). Οι γραµµές 
λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 

Σε όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας, οι περιεκτικότητες των S, SH και PH 

κλασµάτων της Put, Spd και Spm ήταν συνεχώς υψηλότερες στο έλασµα σε 
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σχέση µε το ανώτερο τµήµα του µίσχου και, στις περισσότερες περιπτώσεις, η 

περιεκτικότητα των πολυαµινών στις περιφέρειες του φύλλου ήταν υψηλότερη 

απ’ ότι στα κέντρα του φύλλου (Εικ. 6.1, 6.2 και 6.3).  
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Εικόνα 6.6. Αναλογίες διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH) και αδιάλυτης υδρολυµένης 
(PH) Spd/total ΠΑς, στην περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και ανώτερο µίσχο 
(Upper Petiole, UP) φύλλων αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων, κατά τη διάρκεια 
καλλιέργειας. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 
1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 (◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), φύλλο 6 (×). Οι γραµµές 
λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 

Μέχρι την πρώτη εβδοµάδα της καλλιέργειας παρουσιάστηκε µια 

σηµαντική αύξηση και µια σηµαντική µείωση των αναλογιών Put/total ΠΑς στα 

ελάσµατα του φύλλου του νεώτερου (1ου) και του γηραιότερου (6ου) εκφύτου, 

αντίστοιχα, ενώ στο 2ο-5ο οι αναλογίες εξαρτήθηκαν από τον ιστό, την ηλικία 

και το κλάσµα των πολυαµινών. Στα ανώτερα τµήµατα του µίσχου οι αναλογίες 

SH- και PH-Put/total ΠΑς σε όλα τα αναπτυξιακά στάδια, και οι S- στα έκφυτα 
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1ο –4ο, αυξήθηκαν σηµαντικά (Εικ. 6.5). Ένα εντελώς αντίστροφο πρότυπο από 

εκείνο των παραπάνω αναλογιών Put παρατηρήθηκε για τις αναλογίες Spd/total 

ΠΑς και Spm/total ΠΑς (Εικ. 6.6 and 6.7). 
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Εικόνα 6.7. Αναλογίες διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH) και αδιάλυτης υδρολυµένης 
(PH) Spm/total ΠΑς, στην περιφέρεια (Margin, Μ), κέντρο (Center, C) και ανώτερο µίσχο 
(Upper Petiole, UP) φύλλων αµπέλου, διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων, κατά τη διάρκεια 
καλλιέργειας. Η ονοµασία των φύλλων ξεκίνησε από το κορυφαίο φύλλο, ονοµαζόµενο φύλλο 
1. Φύλλο 1 (□), φύλλο 2 (◊), φύλλο 3 (∆), φύλλο 4 (●), φύλλο 5 (-), φύλλο 6 (×). Οι γραµµές 
λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

 

6.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η φυσιολογική και µοριακή λειτουργία των ΠΑ στην αύξηση και ανάπτυξη των 

φυτών υπήρξε ενδιαφέρον θέµα για την περασµένη δεκαετία. Οι ΠΑς έχουν 

αποδειχθεί σηµαντικές για την κυτταρική διαφοροποίηση και οργανογένεση 
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(Tiburcio et al., 1988; Scaramagli et al., 1999b) και έχουν προταθεί ως ρυθµιστές 

της µορφογένεσης (Bagni et al., 1993; Kakkar et al., 2000). Ωστόσο, οι 

εξαρτώµενες από χρόνο και διάρκεια επιδράσεις (Kaur-Sawhney et al., 1988) και 

ο ακριβής τους ρόλος στη ρύθµιση των βασικών σταδίων στην οργανογένεση 

παραµένει ακόµα ένα ανοικτό ερώτηµα.  
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Εικόνα 6.8. Κατανοµή των ενδογενών διαλυτών (S, ■), διαλυτών υδρολυµένων (SH, □) και 
αδιάλυτων υδρολυµένων (PH, �) µορφών Put, Spd και Spm στις περιφέρειες, στα κέντρα και 
στους ανώτερους µίσχους από φύλλα αµπέλου αναγεννώµενα (A) και µη-αναγεννώµενα (B), 
την 4η εβδοµάδα καλλιέργειας. *, + and † υποδεικνύουν σηµαντικές διαφορές για τις S, SH και 
PH-ΠΑς, αντίστοιχα, των αναγεννώµενων από τα µη-αναγεννώµενα φύλλα σε επίπεδο 5%, ενώ 
**, ++ and †† δείχνουν τις αντίστοιχες διαφορές σε επίπεδο 1%. Error bars represent ± SE. 

 

Πρέπει να δοθεί έµφαση στο γεγονός ότι σε όλες τις προηγούµενες µελέτες 

στη βλαστογένεση και καλλογέννεση, αναλύθηκε ολόκληρος ο οργανογενετικός 

ιστός ή η µάζα του κάλλου. Αυτό θα µπορούσε να εξηγήσει κάποιες ασυµφωνίες 
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στα αποτελέσµατα διαφορετικών εργαστηρίων. Τα δεδοµένα που 

παρουσιάστηκαν εδώ είναι τα πρώτα που αναφέρουν τα επίπεδα των ΠΑ, 

ελεύθερων ή συζευγµένων, ξεχωριστά στους αναπτυσσόµενους βλαστούς 

διαφορετικών σταδίων ανάπτυξης και του ιστού που είναι ανίκανος για 

αναγέννηση. 

Στο δικό µας σύστηµα, φύλλα αµπέλου υπέστησαν αναγέννηση in vitro 

κυρίως απ’ το ανώτερο τµήµα του µίσχου µέσω του σχηµατισµού τυχαίων 

βλαστικών µεριστωµάτων απευθείας από την επιφάνεια µεριστωµατικών ιστών 

γύρω από τις πληγωµένες περιοχές. Σχηµατισµός/ανάπτυξη τυχαίων βλαστικών 

µεριστωµάτων, που κλασικά αναφέρεται ως οργανογένεση, είναι η διαδικασία µε 

την οποία ολοδύναµα κύτταρα ή ιστοί παράγουν µια µονοπολική δοµή, δηλαδή 

ένα βλαστό, το αγγειακό σύστηµα του οποίου συχνά συνδέεται µε τον πατρικό 

ιστό. Άµεση βλαστογένεση από φύλλα Vitis vinifera L. cv French Colombard 

(Stamp et al., 1990) περιλάµβανε παράλληλες περικλινικές διαιρέσεις στον 

εξωτερικό φλοιό, νέο προκάµβιο που συνδέει προϋπάρχουσες ηθµαγγειώδεις 

δεσµίδες µε την οργανογενετική περιοχή και ένα πληγωµένο µερίστωµα µε 

µεγάλη απόθεση τανίνης στην επιφάνεια κοψίµατος του µίσχου. 

Η άµεση οργανογενετική ικανότητα των φύλλων περιορίστηκε στον 

ανώτερο µίσχο (62.7 ± 11.2 % στα νεώτερα φύλλα) και ήταν πολύ χαµηλότερη 

στην αντίστοιχη κεντρική περιοχή (4.8 ± 2.0, Πίνακας 6.1), ενώ οι περιφέρειες 

του ελάσµατος των φύλλων δεν παρουσίασαν καθόλου οργανογενετική 

ανταπόκριση. Όπως αναµενόταν, η οργανογενετική ικανότητα µειώθηκε µε την 

αύξηση της ηλικίας των φύλλων. Επιπλέον, ολικές Put, Spd και Spm ήταν 

χαµηλότερες στον ανώτερο µίσχο απ’ ότι στους τοµείς του ελάσµατος των 

φύλλων. 

Αυτή η εργασία είναι η πρώτη πάνω στην κατανοµή της περιεκτικότητας 

των ΠΑ στην άµεση οργανογενετική ανταπόκριση της αµπέλου. Προηγούµενη 

µελέτη µας έδειξε διαφορές στις περιεκτικότητες των ενδογενών S, SH και PH 

ΠΑ και στην έκφραση της ADC κατά τη διάρκεια ανάπτυξης διαφόρων οργάνων 

αµπέλου (Paschalidis et al., 2001). Ανεβασµένα επίπεδα Spd και Spm βρέθηκαν 
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στους νεώτερους και περιφερειακούς τοµείς του φύλλου. Οι ολικές S-ΠΑς ήταν 

σηµαντικά υψηλότερες στο έλασµα απ’ ότι στο µίσχο. Σε φύλλα καπνού, που 

εύκολα αναγεννιούνται in vitro, η σχέση S-Put/S-(Spd+Spm) µειώθηκε καθώς 

µεγάλωνε η ηλικία, ενώ στην άµπελο, αυτή αυξήθηκε (Κεφ. 3 και 5).  

Κατά την επαγωγή οργανογένεσης (υψηλή µεριστωµατική δραστηριότητα, 

εβδοµάδα 1) οι ποσότητες των S, SH και PH-Put ήταν υψηλότερες από εκείνες 

της Spd και ακόµα υψηλότερες από εκείνες της Spm στις περιοχές του ανώτερου 

τµήµατος του µίσχου. Στις περιοχές του ελάσµατος µόνο τα επίπεδα της S και 

PH-Put ήταν υψηλότερα σε σύγκριση µε τη Spd και τη Spm (Εικ. 6.1, 6.2 and 

6.3). Υψηλά επίπεδα Put έχουν αναφερθεί σε αναπτυσσόµενους και 

διαιρούµενους ιστούς (Kaur-Sawhney et al., 1988; Yadav and Rajam, 1998). 

Αναγεννώµενα φυτά και διαγονιδιακά κύτταρα κάλλου σε φυτά ρυζιού, που 

εκφράζουν cDNA της αποκαρβοξυλάσης της αργινίνης (ADC) από βρώµη 

παρουσίασαν µέχρι τετραπλάσια αύξηση στα επίπεδα της Put (Capell et al., 

1998) και εξωγενής Put µπορούσε να επάγει µιτωτικές διαιρέσεις σε κονδύλους 

ηλίανθου υπό καθεστώς λήθαργου και σε πρωτοπλάστες αµυγδάλου (Bagni et 

al., 1993). Απ’ την άλλη µεριά, η Put σχετίστηκε αρνητικά µε την εµβρυογένεση 

σε σειρές κυττάρων παπαρούνας (Nabha et al., 1999) και σε µακράς διάρκειας 

καλλιέργειες ρυζιού µια µείωση στην αναγέννηση φυτού οφειλόταν στη 

συσσώρευση Put και στην υψηλή σχέση Put/Spd (Bajaj and Rajam, 1996). 

Στο µοντέλο του φύλλου της αµπέλου µια µείωση στα επίπεδα Spd και 

Spm ανάλογη µε αυτήν της Put, είναι χαρακτηριστικό γνώρισµα υψηλής 

µεριστωµατικής δραστηριότητας (εβδοµάδα 1) στον νεώτερο πεπλατυσµένο 

οργανογενετικό ανώτερο µίσχο και των περιβαλλόντων καθόλου- ή χαµηλά- 

οργανογενετικών ιστών (περιφέρεια και κέντρο, αντίστοιχα), µε προέλευση από 

το ίδιο αναπτυξιακό στάδιο (Εικ. 6.5, 6.6 and 6.7). Αυτό µπορεί να οφείλεται 

στην άµεση εµπλοκή των ανώτερων ΠΑ (Spd και Spm) στην απόκτηση 

µορφογενετικής ικανότητας και/ή στη γρήγορη µετατροπή της Spd και Spm σε 

Put, καθώς οι ανώτερες ΠΑς µειώθηκαν µε ταυτόχρονη αύξηση της Put στις 

οργανογενετικές περιοχές (ανώτερα τµήµατα του µίσχου) (Εικ. 6.1, 6.2 and 

6.3). Οι ανώτερες ΠΑς (Spd και Spm) έχουν βρεθεί ότι συµµετέχουν στην 
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κυτταρική διαίρεση και την υψηλή µεριστωµατική δραστηριότητα σε λεπτές 

κυτταρικές στοιβάδες καπνού (Torrigiani et al., 1987; Bagni et al., 1993). 

Αντίθετα, εξωγενής Spd και Spm αποδείχθηκε ότι έχουν ανασταλτικό (και η 

Put παρακινητικό) χαρακτήρα στη σωµατική εµβρυογένεση (Bajaj and Rajam, 

1996).  

Καθώς προχωρούσε ο σχηµατισµός των οργάνων από το στάδιο της 

υψηλής µεριστωµατικής δραστηριότητας (εβδοµάδα 1) στο στάδιο της πρώιµης 

οργανογένεσης (εβδοµάδες 2-3), τα επίπεδα των ΠΑ και η σχέση Put/tot-ΠΑς 

(στα S και SH κλάσµατα) παρέµειναν σχετικά αµετάλλακτα στις περιοχές του 

ελάσµατος του φύλλου και του ανώτερου τµήµατος του µίσχου (Εικ. 6.1, 6.2, 6.3 

και 6.5). Τέσσερις εβδοµάδες µετά την τοποθέτηση των φύλλων για καλλιέργεια 

τα επίπεδα των ΠΑ έπεσαν. Στις νεώτερες οργανογενετικές (ανώτερο τµήµα 

µίσχου) και µη-οργανογενετικές (περιφέρειες και κέντρα) περιοχές οι αναλογίες 

Spd/tot-ΠΑς και Spm/tot-ΠΑς µειώθηκαν κατά το στάδιο της υψηλής 

µεριστωµατικής δραστηριότητας, σε σύγκριση µε τα γηραιότερα και χαµηλά- 

οργανογενετικά ανώτερα τµήµατα του µίσχου, όπου παρατηρήθηκαν υψηλότερα 

επίπεδα ελεύθερων (S), αδιάλυτων συζευγµένων (PH) και ολικών (S+SH+PH) 

αναλογιών σ’ όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας. Στις νεώτερες µη-

οργανογενετικές (και υψηλά- καλλογενετικές) περιοχές (περιφέρειες και 

κέντρα), σε σύγκριση µε τις µεγαλύτερης ηλικίας επίσης µη-οργανογενετικές 

(και χαµηλά-καλλογενετικές), ωστόσο, κατώτερα επίπεδα αυτών των αναλογιών 

παρατηρήθηκαν από την 1η ως τη 4η εβδοµάδα της καλλιέργειας (Εικ. 6.6 and 

6.7). Αντίθετα, η σχέση Put/tot-ΠΑς ακολούθησε αντίθετη πορεία από εκείνη 

των παραπάνω αναλογιών (Εικ. 6.5). Αυτές οι παρατηρήσεις ενισχύουν την 

άποψη (Kakkar et al., 2000) ότι όχι τα υψηλά αλλά τα άριστα επίπεδα ΠΑ και οι 

αναλογίες τους είναι σηµαντικά για την καλύτερη µορφογενετική ανταπόκριση. 

Κατά τη διάρκεια οργανογένεσης in vitro, η µεγάλη µείωση στο 

σχηµατισµό βλαστών µπορεί να θεωρηθεί ως σύµπτωµα γηρασµού και η 

οργανογενετική δραστηριότητα ως σύµπτωµα νεανικό (Scaramagli et al., 1999b). 

Οι παρατηρήσεις µας προτείνουν µια σχέση ανάµεσα στον ερχόµενο γηρασµό 

των µη-οργανογενετικών ιστών του ελάσµατος, εξαιτίας αύξησης του χρόνου 
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καλλιέργειας και της ηλικίας του φύλλου, από τη µια µεριά και στα αυξηµένα 

επίπεδα των συζευγµένων ΠΑ, από την άλλη. Αυτό πιθανόν να εξηγείται από 

την παραµονή σε υψηλά επίπεδα των περισσότερων SH- και PH-ΠΑ µέχρι και 

την 3η εβδοµάδα καλλιέργειας, ενώ οι S-ΠΑς µειώθηκαν αµέσως µετά τη 2η 

εβδοµάδα. Επιπλέον, οι SH µορφές των ανώτερων ΠΑ (Spd και Spm) στους 

ιστούς του ελάσµατος ήταν υψηλότερες από τις αντίστοιχες S. Είναι εποµένως 

λογικό να υποθέσουµε ότι αυξηµένα επίπεδα συζευγµένων ΠΑ µπορεί να 

χρειάζονται στο στάδιο κατά το οποίο η βλαστική αύξηση επιβραδύνεται και 

ξεκινούν οι διαδικασίες γηρασµού. 

Οι νεώτεροι ανώτεροι µίσχοι που παρουσιάζουν την υψηλότερη 

οργανογενετική ικανότητα και έδειξαν τα υψηλότερα επίπεδα ενδογενούς Spd 

και Spm πριν τη καλλιέργεια, απέκτησαν υψηλότερα επίπεδα ελεύθερων µορφών 

Spd και Spm και χαµηλότερα επίπεδα Put στη διάρκεια της καλλιέργειας, σε 

σύγκριση µε τα αντίστοιχα γηραιότερα (Εικ. 6.2 and 6.3). Στις υπόλοιπες 

νεώτερες περιοχές που εµφάνισαν καθόλου ή µικρή αναγεννητική ικανότητα 

(περιφέρειες και κέντρα), κατώτερα επίπεδα ΠΑ καταγράφηκαν, όταν 

συγκρίθηκαν µε τις αντίστοιχες γηραιότερες. Η ανάγκη για ένα αυξηµένο 

επίπεδο ελεύθερων ανώτερων ΠΑ (Spd και Spm) σε διαιρούµενα κύτταρα έχει 

εξακριβωθεί σε πολλά φυτικά συστήµατα (Bagni et al., 1993). Η µειωµένη 

βλαστογένεση σε φύλλα αµπέλου µπορεί να οφείλεται στα χαµηλά επίπεδα 

κυτταρικής περιεκτικότητας σε Spd και Spm κάτω απ’ το κατώφλι-όριο που 

είναι αναγκαίο για αναγέννηση. Ωστόσο, ανεξάρτητα απ’ την οργανογενετική 

ικανότητα, το πρότυπο των συνολικών αλλαγών των ενδoγενών ΠΑ ήταν 

παρόµοιο σε όλες τις περιοχές των φύλλων, συνιστώντας έτσι ότι οι αλλαγές στα 

επίπεδα των ενδογενών ΠΑ σχετίζονται, µε καθοριστικό τρόπο, µε τις 

διαδικασίες µορφογένεσης.  

Για να επιλύσουµε το ζήτηµα αν οι παρατηρούµενες αλλαγές στα επίπεδα 

των ΡΑ κατά τη διάρκεια της οργανογένεσης ήταν η αιτία της οργανογένεσης 

αυτής καθ’ αυτής, προσδιορίστηκαν οι περιεκτικότητες των ΠΑ σε 

οργανογενετικά και µη-οργανογενετικά φύλλα του ιδίου σταδίου ανάπτυξης (το 

νεώτερο φύλλο, 1ο). Κατώτερα επίπεδα Put παρατηρήθηκαν σε όλες τις περιοχές 
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των οργανογενετικών φύλλων, σε σύγκριση µε τα µη οργανογενετικά (Εικ. 6.8). 

Κατώτερα επίπεδα Spd και Spm παρατηρήθηκαν, επίσης, στην περιφέρεια και το 

κέντρο (χαµηλές ή καθόλου οργανογενετικές περιοχές) των φύλλων που 

εµφάνισαν οργανογένεση, σε σύγκριση µε τις ίδιες περιοχές των µη-

οργανογενετικών. Αντίθετα, στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου 

(κύριοι οργανογενετικοί τόποι) παρατηρήθηκαν υψηλότερα επίπεδα S-Spd και S-

Spm, σε σύγκριση µε τις µη-οργανογενετικές (αλλά υψηλά-καλλογενετικές), 

(Εικ. 6.8). Εποµένως, οι ΠΑs που µετρήθηκαν στα οργανογενετικά φύλλα θα 

µπορούσαν να αντανακλούν εκείνα τα επίπεδα που είναι κατάλληλα για µια 

συγκεκριµένη µορφογενετική έκφραση. 

Μια σχετική έλλειψη µορφογενετικής ικανότητας σε καλλιέργειες ρυζιού 

οφειλόταν, παρόµοια, σε µαζική συσσώρευση Put και θα µπορούσε να επανέλθει 

εντελώς µπλοκάροντας τη συσσώρευση των ΠΑ και προσαρµόζοντας την σχέση 

Put/Spd χρησιµοποιώντας DFMA ή Spd (Bajaj and Rajam, 1996). Στο χρονικό 

σηµείο που τελείωνε η καλλιέργεια (το στάδιο των ώριµων βλαστών και 

φύλλων, εβδοµάδες 4-5) οι περιεκτικότητες σε tot-ΠΑ στα οργανογενετικά και 

στα γηραιότερα λιγότερο οργανογενετικά φύλλα ήταν συγκρίσιµες (Εικ. 6.4). Οι 

αλλαγές στη συγκέντρωση των ΠΑ των αναπτυσσόµενων βλαστών αµπέλου 

είναι παρόµοιες µε εκείνες που αναφέρονται από τους (Bagni et al., 1993) και, 

επίσης, δείχνουν οµοιότητα µε τις αλλαγές των ΠΑ κατά τη διάρκεια 

σχηµατισµού βλαστοφόρων οφθαλµών σε λεπτές κυτταρικές στοιβάδες καπνού 

(Scaramagli et al., 1999b) και κατά τη διάρκεια της εµβρυογένεσης στο πεύκο 

(Minocha et al., 1999). 

Ο αναπτυσσόµενος τυχαίος βλαστός παίρνει τα ανόργανα θρεπτικά 

στοιχεία και τα σάκχαρα από το περιβάλλον θρεπτικό µέσο και πρέπει να 

ενεργοποιήσει τα δικά του µονοπάτια για τη βιοσύνθεση των ενώσεων που 

χρειάζονται για την αύξηση και ανάπτυξη. Ωστόσο, οι αναπτυσσόµενοι τυχαίοι 

βλαστοί συλλέγουν, επίσης, µια µεγάλη ποσότητα για τη διατροφή τους από τους 

περιβάλλοντες ιστούς. Το ίδιο αληθεύει και κατά τη διαδικασία φυτρώµατος των 

σπόρων (King and Gilford, 1997) και µεταξύ του εµβρύου και του 

µεγαγαµετικού ιστού (Misra, 1994). Αυτό συµπεριλαµβάνει πρόδροµους για τη 
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βιοσύνθεση των πρωτεϊνών, των λιπιδίων και, πιθανόν, των νουκλεϊκών οξέων 

και των ορµονών. Οι (Felix and Harr, 1987) βρήκαν, επίσης, ότι η σύνθεση των 

ΠΑ επιταχύνεται στα ενδοσπέρµια κατά τη βλάστηση σπορόφυτων βελανιδιάς 

και πρότειναν τη µεταφορά των ΠΑ µέσα στο βλαστάνων έµβρυο. Τα δεδοµένα 

που παρουσιάστηκαν εδώ είναι σύµφωνα µε την πιθανότητα της µεταφοράς των 

πολυαµινών από τον περιβάλλοντα ιστό (έλασµα φύλλου) στον αναπτυσσόµενο 

τυχαίο βλαστό (ανώτερο τµήµα του µίσχου), αφού η διπλάσια αύξηση στις 

περιεκτικότητες των S- και SH-Put των τυχαίων βλαστών, που προερχόταν από 

το νεώτερο ανώτερο τµήµα του µίσχου, από το χρόνο 0 µέχρι τη 2η εβδοµάδα 

(Εικ.6.1) δε συγχρονίστηκε µε ανάλογη αύξηση στους περιβάλλοντες ιστούς του 

(έλασµα φύλλου). Επιπλέον, η διπλάσια µείωση των περιεκτικοτήτων σε S-Spd 

και S-Spm στο νεώτερο ανώτερο τµήµα του µίσχου από το χρόνο 0 µέχρι την 1η 

εβδοµάδα ήταν ασήµαντη σε σχέση µε την 5- και 4-φορές µείωση στις 

περιεκτικότητές των αντίστοιχων ΠΑ στο παρακείµενο έλασµα του φύλλου (Εικ. 

6.2 and 6.3). Μόνο οι ελεύθερες µορφές Spd και Spm ήταν ανώτερες στα 

οργανογενετικά ανώτερα τµήµατα του µίσχου, σε σύγκριση µε τα µη 

οργανογενετικά του ίδιου (Εικ. 6.8) ή διαφορετικού αναπτυξιακού σταδίου (Εικ. 

6.2 and 6.3) Αντίθετα, στα νεώτερα ελάσµατα του φύλλου (µη οργανογενετικές 

περιοχές που περιβάλλουν τις οργανογενετικές) η S-Spd και η S-Spm ήταν 9- και 

3-φορές χαµηλότερες αντίστοιχα, σε σύγκριση µε τα ωριµότερα φύλλα. Αυτό 

µάλλον συµφωνεί µε το εύρηµα ότι µόνο οι ελεύθερες ΠΑ µετατοπίζονται µέσα 

στο φυτό (Antognoni et al., 1998) και ότι οι ΠΑ που είναι συζευγµένες µε 

κινναµικά οξέα αποµονώνονται στα χυµοτόπια και έτσι καθίστανται πιθανά 

ανίκανες να µπουν στην κυτοπλασµική ροή των ηθµοσωληνών. 

Μια άλλη πιθανότητα είναι ότι οι αλλαγές στους δύο ιστούς οφειλόταν σε 

αυξηµένη βιοσύνθεση των ΡΑ στους τυχαίους βλαστούς (ανώτερα τµήµατα 

µίσχου) ταυτόχρονη ή όχι µε µείωση της σύνθεσης και/ή αύξηση του 

καταβολισµού των ΠΑ στους περιβάλλοντες ιστούς (έλασµα του φύλλου). Η 

ανάλυση των ενεργοτήτων των βιοσυνθετικών και καταβολικών ενζύµων των 

ΠΑ στους δύο τύπους ιστού θα βοηθούσε να λυθεί αυτή η απορία. Ενεργότητα 

της ADC ανιχνεύτηκε στις περιοχές του ελάσµατος και στους µίσχους 
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(Paschalidis K. A. and K. A. Roubelakis-Angelakis, αδηµοσίευτα δεδοµένα) των 

φύλλων της αµπέλου, δείχνοντας ότι στη πραγµατικότητα και τα δύο όργανα 

είναι ικανά να συνθέσουν Put. Η ενεργότητα της ADC ήταν υψηλότερη στο 

έλασµα απ’ ότι στον ανώτερο µίσχο και µειώθηκε όσο αυξανόταν η ηλικία του 

φύλλου. Αυτή η πτώση ήταν αντίθετη µε την αύξηση στα τρία κλάσµατα της Put 

(εβδοµάδα 0, Εικ. 6.1). Οι ενδογενείς δεξαµενές των ΡΑ εξαρτώνται από: α) τις 

τιµές των ενεργοτήτων των βιοσυνθετικών ενζύµων, β) τις τιµές της ενεργότητας 

των καταβολικών ενζύµων και γ) το βαθµό της µεταφοράς τους. Η πτώση της 

ενεργότητας της ADC στην άµπελο µε ταυτόχρονη αύξηση της tot-Put θα 

µπορούσε να υποδεικνύει ότι η αύξηση στα κλάσµατα της Put σε γηρασµένα 

φύλλα αµπέλου προήλθε από τη βιοσυνθετική δράση εναλλακτικού µονοπατιού, 

όπως της ODC, ή από χαµηλότερες ενεργότητες της οξειδάσης της διαµίνης 

(DAO). Στο µπιζέλι, η ενεργότητα της DAO µειώθηκε δραµατικά από το 

επικοτύλιο προς την κορυφή του βλαστού συνιστώντας έτσι ότι σε αυτό το 

σύστηµα η ρύθµιση των επιπέδων διαµίνης επιτυγχάνεται κυρίως µέσω 

οξείδωσης παρά σύνθεσης (Torrigiani and Scoccianti, 1995). Αν, στην 

πραγµατικότητα, στην άµπελο, το µονοπάτι της ODC είναι ενεργό, η 

διαφορετικής βιοσυνθετικής προέλευσης Put σε αναπτυσσόµενα φύλλα αµπέλου 

θα µπορούσε να συντελέσει στη διαφορετική διαµερισµατοποίησή της, η οποία 

µπορεί να εµπλέκεται στην ειδική ρύθµιση διαφόρων φυτικών διαδικασιών 

(Galston et al., 1997). Η S-Put στο γηραιότερο φύλλο αµπέλου ήταν 22.5-φορές, 

η SH-Put 8-φορές, και η SH-Spd 4.5-φορές µεγαλύτερες απ’ ότι στο γηραιότερο 

φύλλο καπνού (Κεφ. 3 και 5).  

Τα σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα της Put που παρουσιάζονται σε µη-

οργανογενετικά φύλλα µπορεί να σχετίζονται µε το γηρασµό του φύλλου 

(Birecka et al., 1991; Peeters et al., 1993). Εναλλακτικά, θα µπορούσαµε να 

υποθέσουµε ότι υψηλά επίπεδα Put, που ήδη υπάρχουν στα φύλλα ή που 

επάχθηκαν κατά την καλλιέργεια, εµπόδισαν την ανάπτυξη τυχαίων βλαστών σε 

αυτά τα φύλλα, αφού υψηλά επίπεδα Put έχουν εµπλακεί σε συνθήκες 

καταπόνησης από τα φυτικά κύτταρα. Οι Di Tomaso et al.(1989) δηλώνουν ότι η 

τοξικότητα που παρατηρείται από εξωγενή Put θα µπορούσε να οφείλεται στο 
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σχηµατισµό ενεργών µορφών οξυγόνου (για παράδειγµα υπεροξείδιο του 

υδρογόνου και ελεύθερες ρίζες) από αποπλαστική DAO, η οποία, πολύ πιθανά, 

βλάπτει τις µεµβράνες. Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι η οξειδωτική 

καταπόνηση µπορεί να µειώσει την αναγεννητική ικανότητα των πρωτοπλαστών, 

αλλά επίσης, µόνο οι πρωτοπλάστες που είναι ικανοί να παρέχουν εξωκυτταρικά 

H2O2 µπορούν στη πραγµατικότητα να διαιρεθούν (Siminis et al., 1993, 1994; de 

Marco and Roubelakis-Angelakis, 1996a, 1996b, 1999; Papadakis and 

Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis et al., 2001a, 2001b).  

Θεωρώντας ότι η περιεκτικότητα των ΠΑ µεταβάλλεται µε την ηλικία του 

οργάνου και του ιστού (Paschalidis et al., 2001) και ότι τα φύλλα διαφορετικών 

ηλικιών και ιστών αντιδρούν διαφορετικά κάτω από τις ίδιες συνθήκες 

καλλιέργειας in vitro, δε µπορούµε να αποκλείσουµε την υπόθεση ότι οι 

ενδογενείς ΠΑ που εµφανίζονται στα φύλλα είναι υπεύθυνες για την απουσία 

οργανογενετικής και/ή καλλογενετικής ανταπόκρισης που παρατηρείται για 

µερικά απ’ αυτά. Το χαµηλό βλαστογενετικό ποσοστό που παρατηρήθηκε 

οφείλεται πιθανά σε µια υπερπληθώρα καλλογενετικών κυττάρων σε σύγκριση 

µε τα µεριστώµατα. Επιλεκτική καταστολή της αύξησης των µη-

οργανογενετικών κυττάρων, ή επιλεκτική προώθηση της επιµήκυνσης των 

ικανών, για οργανογένεση, κυτταρικών τύπων θα µπορούσε να βελτιώσει 

σηµαντικά την παραγωγή των τυχαίων βλαστών. Τα στοιχεία που 

παρουσιάστηκαν εδώ συνιστούν ότι υπάρχει µια διαφορά στον κυτταρικό 

µεταβολισµό των ΠΑ µεταξύ αναπτυσσόµενων τυχαίων βλαστών και 

περιβαλλόντων υπολειµµατικών ιστών που δε σχηµατίζουν τυχαίους βλαστούς. 

Οι διαφορές στο µεταβολισµό των ΠΑ αυτών των δύο κυτταρικών τύπων θα 

µπορούσαν να είναι ο στόχος για βιοχηµική ή γενετική µεταχείριση, όπως έχει 

γίνει µε ιστούς άλλων ειδών (Robie and Minocha, 1989; Malmberg et al., 1998; 

Wisniewski and Brewin, 2000; Bhatnagar et al., 2001). Αυτός ο χειρισµός θα 

µπορούσε επιλεκτικά να ευνοήσει ή να καταστείλει µια οµάδα κυττάρων έναντι 

µιας άλλης και να αποκαταστήσει την έλλειψη ηλικία- ή ιστο-ειδικής 

οργανογένεσης στην άµπελο µε σκοπό να βελτιώσει τη συχνότητα σχηµατισµού 

οργάνων και τη µετατροπή τους σε κανονικά φυτά. Αυτά τα ευρήµατα θα 
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µπορούσαν να είναι, επίσης, χρήσιµα για προώθηση της αναγέννησης σε άλλα 

ξυλώδη φυτά ή σε συγκεκριµένα απείθαρχα είδη. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7: Ρύθµιση των Ελευθέρων και 
Συζευγµένων Πολυαµινών σε Κατευθυνόµενα 
Ριζογενετικά και Βλαστογενετικά Προγράµµατα 

Εκφύτων Αµπέλου (Vitis vinifera L.) 
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7.1. ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Τέσσερα διαφορετικά µορφογενετικά πρότυπα, που περιλαµβάνουν ριζογένεση, 

χαµηλή βλαστογένεση, άριστη βλαστογένεση και καλλογένεση, αναγνωρίστηκαν 

για την ανάλυση των πολυαµινών. Χρονικές µεταβολές στα επίπεδα των 

ελεύθερων και συζευγµένων ΠΑ σε περιοχές µε την υψηλότερη µορφογενετική 

ικανότητα (ανώτερα τµήµατα µίσχου) αποκάλυψαν ότι υψηλή περιεκτικότητα 

Put σχετιζόταν µε όλα τα µορφογενετικά πρότυπα. Αυτό οδήγησε σε µια 

σηµαντική αύξηση των αναλογιών Put/(Spd+Spm) κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης. Βρέθηκε ένας θετικός συσχετισµός µεταξύ της κατανοµής των 

ελεύθερων και συζευγµένων ΠΑ και της ριζογενετικής και καλλογενετικής 

ικανότητας ενός εκφύτου. Αντίθετα, όταν συγκρίθηκαν βλαστογενετικές και µη 

περιοχές ή έκφυτα φύλλων αµπέλου, δείχτηκε µια εξαφάνιση, ή σχεδόν 

εξαφάνιση, της ικανότητας για βλαστογένεση, στα µέσα κυτοκινίνης, που 

έδειξαν µαζική συσσώρευση Put. Εφαρµογή 5 µM BA µείωσε τα τρία κλάσµατα 

και των τριών πολυαµινών. Περαιτέρω αύξηση της ΒΑ σχετίστηκε θετικά µε τα 

επίπεδα των ΠΑ, προτείνοντας ότι η κατανοµή των ΠΑ εξαρτάται κυρίως από τη 

συγκέντρωση της ΒΑ παρά από την ίδια τη βλαστογένεση. Τα βλαστογενετικά 

ανώτερα τµήµατα µίσχων των ακέραιων καλλιεργούµενων φύλλων έδειξαν 

υψηλότερα περιεχόµενα ελεύθερης Spd και ελεύθερης Spm, από τα αντίστοιχα 

µη-βλαστογενετικά. Στις περιοχές του ελάσµατος (µη-οργανογενετικές περιοχές) 

των βλαστογενετικών φύλλων, αντίθετα, οι παραπάνω ΠΑς ήταν σηµαντικά 

χαµηλότερες σε σχέση µε τις αντίστοιχες περιοχές των µη-βλαστογενετικών. Τα 

αποτελέσµατά µας δείχνουν µια ισχυρότερη σχέση των ΠΑ µε τη ριζογενετική 

παρά µε τη βλαστογενετική διαδικασία. Επιπλέον, ενδείξεις για πιθανή εµπλοκή 

των ελεύθερων ανώτερων ΠΑ (Spd and Spm) συζητιούνται. 

 

7.2. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η µορφογένεση έχει οριστεί ως µία µεθοδική και αναπαραγώγιµη ακολουθία 

µοριακών και κυτταρικών γεγονότων που συµβαίνουν σε µυριάδες τοποθεσίες, 
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µεταξύ των οποίων ένα δίκτυο αλληλοεξαρτήσεων, που καθορίζονται µέσω της 

δράσης ειδικών µεσολαβητών, όπως οι ορµόνες ή οι δευτερογενείς 

αγγελιοφόροι.  

Ενώ οι µηχανισµοί της µοριακής και φυσιολογικής δράσης των ΠΑ (Put, 

Spd και Spm) αποτελούν ακόµα θέµα διαµάχης (Walden et al. 1997), στοιχεία 

για τη συµµετοχή τους στη βλαστογένεση και ριζογένεση συνεχίζουν να 

συσσωρεύονται (Torrigiani et al. 1993; Bajaj and Rajam 1996; Watson et al. 

1998; Scaramagli et al. 1999), επειδή η οργανογένεση είναι ένα σηµαντικό 

µονοπάτι για την αναγέννηση φυτών και ένα πιθανό πρότυπο σύστηµα για τη 

µελέτη ρυθµιστικών γεγονότων της in vitro µορφογένεσης φυτών. Αλλαγές στα 

επίπεδα των ΠΑ και της µορφογενετικής ικανότητας έχουν επίσης βρεθεί κατά 

τη διάρκεια καλλιέργειας διαφορετικών περιοχών των φύλλων µελιτζάνας και 

καµέλιας (Pedroso et al. 1997, Yadav and Rajam 1998). 

Οι ΠΑς µοιράζονται χαρακτηριστικά γνωρίσµατα µε άλλους ρυθµιστές 

αύξησης φυτών, όπως προτιµητέες περιοχές βιοσύνθεσης, µεταφοράς, σύνδεσης 

(Bagni et al. 1993) και της παρουσίας, τουλάχιστον σε ζώα και βακτήρια, 

πρωτεινών που δένονται µε ΡΑ (Kashiwagi et al. 1995). Έχουν επίσης 

χαρακτηρισθεί ως µια νέα κατηγορία αυξητικών ουσιών (Galston and Kaur-

Sawhney 1990; Bagni et al. 1993). Οι κυτοκινίνες επηρεάζουν τα επίπεδα των 

ΡΑ, αλλά τα διαθέσιµα στοιχεία είναι µάλλον αποσπασµατικά (Altman 1989). 

Υψηλα επίπεδα ΠΑ εξαιτίας αύξησης κυτοκινίνης στο θρεπτικό µέσο 

καλλιέργειας έχουν περιγραφεί σε διαφορετικά φυτικά µοντέλα, όπως σε 

διαιρούµενα κύτταρα κονδύλου του Ηλίανθου (Torrigiani et al. 1987) και 

κοτυληδόνες αγγουριού (Walker et al. 1988), ενώ η ΒΑ οδηγεί σε µείωση των 

ΡΑ σε λεπτές κυτταρικές στοιβάδες και έκφυτα εντεριώνης καπνού (Scaramagli 

et al. 1995). 

Προκειµένου να κατανοήσουµε καλύτερα τις αλληλοεξαρτήσεις µεταξύ 

πολυαµινών και κυτοκινίνων, δηλαδή αν οι ΠΑς µπορούν να αντιπροσωπεύσουν 

ένα σήµα ή ένα ρυθµιστή της µορφογένεσης και αν αυτό το σήµα είναι ιστο-

ειδικό, ελέγξαµε τις ενδογενείς διαλυτές (S), διαλυτές συζευγµένες (SH) και 

αδιάλυτες συζευγµένες (PH) ΠΑς στις περιοχές της περιφέρειας, του κέντρου και 
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του ανώτερου τµήµατος του µίσχου (που έδειξαν διαφορετικά µορφογενετικά 

προγράµµατα) σε φύλλα αµπέλου και σε έκφυτα περιφέρειας, κέντρου, 

ανώτερου και κατώτερου τµήµατος του µίσχου, που καλλιεργήθηκαν παρουσία 

διαφορετικών συγκεντρώσεων βενζυλαδενίνης (BA). Τα αποτελέσµατα θα 

συζητηθούν, επίσης, λαµβάνοντας υπόψη τις διαφορές που σχετίζονται µε την 

ηλικία του φύλλου που έχουν περιγραφεί προηγουµένως ότι υπάρχουν (Kεφ. 5) 

σε αυτούς τους ιστούς κάτω από τις ίδιες ορµονικές συνθήκες. 

 

 

 

7.3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

7.3.1. Κρίσιµα Στάδια κατά τη Ριζογένεση και Βλαστογένεση  

Στην παρούσα µελέτη, ακέραια φύλλα και έκφυτα φύλλου (περιφέρειας, 

κέντρου, ανώτερου και κατώτερου µίσχου) καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικά µέσα 

MS µε 0, 5, 10 και 20 µM BA. Τα ποσοστά ριζοβολίας και βλαστογένεσης 

υποστηρίζονται από στοιχεία του αριθµού ριζών και βλαστών στην 4η εβδοµάδα 

της καλλιέργειας. Έκτοτε δε διαµορφώθηκαν άλλες νέες ρίζες ή βλαστοί. Στο 

θρεπτικό µέσο που στερείται ορµονών (0 µM BA) τα ακέραια φύλλα ανάπτυξαν 

Πίνακας 7.1. Επίδραση της συγκέντρωσης BA στη ριζογένεση και βλαστογένεση 
από τις περιοχές της περιφέρειας, του κέντρου και του ανώτερου τµήµατος του 
µίσχου κατά τη διάρκεια καλλιέργειας ακέραιων φύλλων αµπέλου και από ξεχωριστά 
καλλιεργούµενα έκφυτα περιφέρειας, κέντρου, ανώτερου και κατώτερου τµήµατος 
του µίσχου, την 4η εβδοµάδα καλλιέργειας. Η ανταπόκριση εκφράζεται ως ποσοστό 
± SE σχηµατιζόµενων τυχαίων ριζών στο µέσο χωρίς ορµόνες (0 µM BA) και 
τυχαίων βλαστών σχηµατιζόµενων στα µέσα που περιείχαν BA (5, 10 and 20 µM).  

 Συγκέντρωση BA (µM) 
 

Περιοχές 
φύλλων 0 5 10 20 

Περιφέρεια 0.0 ±   0.0 0.0 ±   0.0 0.0 ±   0.0 0.0 ± 0.0
Κέντρο 7.3 ±   2.6 2.8 ±   1.8 3.7 ±   1.3 1.3 ± 0.1

Ακέραια 
φύλλα 

Αν. µίσχος 
 

36.8 ± 11.3 31.5 ± 10.8 47.4 ± 14.3 8.4 ± 2.8

Έκφυτα Περιφέρεια 5.7 ±   1.2 5.3 ±   1.9 11.2 ±   3.7 0.0 ± 0.0
 Κέντρο 28.4 ±   5.3 13.4 ±   4.6 27.4 ±   6.5 7.6 ± 2.5
 Αν. µίσχος 0.0 ±   0.0 2.7 ±   1.3 3.8 ±   1.9 1.3 ± 0.1
 Κατ. µίσχος 0.0 ±   0.0 0.0 ±   0.0 0.0 ±   0.0 0.0 ± 0.0
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ρίζες κυρίως στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου (36.8 ± 11.3) και 

από τα έκφυτα τα κεντρικά ήταν τα πιο ριζογενετικά (28.4 ± 5.3, Πίν. 7.1). Η 

προσθήκη της BA στο θρεπτικό µέσο καλλιέργειας µετέτρεψε το ριζογενετικό 

πρότυπο σε βλαστογενετικό. Στα θρεπτικά µέσα µε 5, 10 και 20 µM BA 

παρατηρήθηκαν, επίσης, τυχαία φύλλα και βλαστοί κυρίως στις περιοχές του 

ανώτερου τµήµατος του µίσχου και στα έκφυτα κέντρου. Η άριστη συγκέντρωση 

της BA για βλαστογένεση ήταν 10 µM, ενώ η υψηλότερη (20 µM) ήταν πολύ 

τοξική για σχηµατισµό οφθαλµών. Όµως, οι περιοχές της περιφέρειας και τα 

έκφυτα κατώτερων µίσχων δεν ανάπτυξαν κανένα σχηµατισµό οργάνων (ρίζα ή 

βλαστό) σε οποιαδήποτε συγκέντρωση της BA (Πίν. 7.1). Οι πρώτες ρίζες και 

βλαστοί, κανονικοί σε σχήµα και µορφή, εµφανίστηκαν περιστασιακά τη 

δεύτερη εβδοµάδα από µεριστωµατικούς ιστούς. Αυτό ακολουθήθηκε αργότερα 

από διαφοροποίηση και επιµήκυνση αυτών των ριζών και βλαστών. 

Οι σηµαντικότερες φαινοτυπικές διαφορές ήταν στη ριζογένεση και 

βλαστογένεση. Ωστόσο, έκφυτα που δεν έδωσαν ρίζες ή βλαστούς σχηµάτισαν 

µόνο κάλλους. Η συγκέντρωση 10 µM BA ήταν η άριστη, επίσης, για 

καλλογένεση. Οι κάλλοι που παρήχθησαν σε θρεπτικό µέσο που στερούταν 

ορµονών ήταν πολύ φτωχοί σε ποσότητα και ποιότητα, ενώ οι κάλλοι που 

παρήχθησαν σε θρεπτικό µέσο εµπλουτισµένο µε 20 µM BΑ παρουσίασαν καφέ 

χρωµατισµό και ήταν µικρότεροι σε βάρος και µέγεθος, σε σύγκριση µε εκείνους 

που αναπτύσσονται σε 5 και 10 µM. 
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Εικόνα 7.1. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
πουτρεσίνης (Put) στην περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) 
φύλλων αµπέλου, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 
(∆) and 20 (●) µM ΒΑ. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 

7.3.2. Χρονική και Χωροταξική Κατανοµή των Επιπέδων των 

Πολυαµινών κατά τη ∆ιάρκεια Ριζογένεσης και Βλαστογένεσης 

Ελεγχόµενης από τη Βενζυλαδενίνη  

Οι περιεκτικότητες των S, SH και PH-ΠΑ αναλύθηκαν σε διαφορετικές περιοχές 

(περιφέρειας, κέντρου και ανώτερου τµήµατος του µίσχου) των φύλλων που 

καλλιεργήθηκαν σε διαφορετικά θρεπτικά µέσα, όπως περιγράφηκε ανωτέρω, 

για να εξεταστούν τα επίπεδα των ΠΑ κατά τη διάρκεια ιστο- και ορµονο-ειδικής 

µορφογένεσης. Στις βασικές οργανογενετικές περιοχές (ανώτερα τµήµατα 

µίσχου) παρατηρήθηκε µια σηµαντική αύξηση όλων των µορφών της Put και µια 

σηµαντική  µείωση   όλων των µορφών  της Spm και  της S- και SH-Spd  στην 1η 
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Εικόνα 7.2. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
σπερµιδίνης (Spd) στην περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) 
φύλλων αµπέλου, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 
(∆) and 20 (●) µM ΒΑ. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

εβδοµάδα καλλιέργειας (Εικ. 7.1, 7.2 και 7.3). Μία περαιτέρω αύξηση της Put 

στη 2η και 3η εβδοµάδα ακολουθήθηκε από µια επόµενη µείωση αργότερα στο 

χρόνο καλλιέργειας. Οι περιεκτικότητες και των τριών µορφών των ΡΑ που 

καθορίστηκαν σε όλες τις περιοχές καθ’ όλη τη διάρκεια της καλλιεργητικής 

περιόδου, στις περισσότερες περιπτώσεις, ήταν εµφανώς υψηλότερες σε φύλλα 

που καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο που επάγει τη ριζοβολία (0 µM BA), σε 

σύγκριση µε θρεπτικά µέσα που επάγουν το σχηµατισµό βλαστών (µε 5, 10 και 

20 µM BA, Εικ. 7.1, 7.2 και 7.3). Η υψηλότερη ολική περιεκτικότητα των ΡΑ 

στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου σε φύλλα που καλλιεργήθηκαν 

σε 0 µM BA, σε σύγκριση µε εκείνα που καλλιεργήθηκαν στα άλλα µέσα, 

προκλήθηκε κυρίως από αυξήσεις των συγκεντρώσεων της Put. Στις περιοχές 

του ελάσµατος του φύλλου, ωστόσο, τα υψηλότερα επίπεδα των tot-ΠΑ των 
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φύλλων που καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο που στερούταν BA προκλήθηκε 

πρώτιστα από αυξήσεις των συγκεντρώσεων της Spd, κυρίως των S µορφών της 

(Εικ. 7.4 και 7.2). Αντίθετα, µεταξύ των φύλλων που καλλιεργούνται σε 

θρεπτικά µέσα στα οποία προστέθηκαν 5, 10 και 20 µM BA οι τρεις ΠΑς και τα 

κλάσµατά τους σχετίστηκαν θετικά µε την αύξηση της BA, εκτός από τις 

ελεύθερες ανώτερες ΠΑς (Spd και Spm) στις περιοχές του ανώτερου µίσχου οι 

οποίες ήταν υψηλότερες σε 10 και χαµηλότερες σε 20 µM BA. Στο τελικό 

στάδιο καλλιέργειας (5η εβδοµάδα), σε όλες τις περιοχές, η περιεκτικότητα των 

ολικών ΠΑ (Put+Spd+Spm) έπεσε σε επίπεδα χαµηλότερα από εκείνα πριν την 

καλλιέργεια (Εικ. 7.4). 
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Εικόνα 7.3. Επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
σπερµίνης (Spm) στην περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) φύλλων 
αµπέλου, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 (∆) and 
20 (●) µM ΒΑ. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
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Η αύξηση της περιεκτικότητας της ελεύθερης Put στις περιοχές του 

ανώτερου µίσχου των φύλλων που καλλιεργήθηκαν σε 0 µM BA (ριζογενετικά) 

από το χρόνο 0 µέχρι τη 2η εβδοµάδα ήταν πάνω από 5-πλάσια, ενώ στις 

περιοχές του ανώτερου µίσχου των φύλλων που καλλιεργήθηκαν σε 10 µM BA 

(βλαστογενετικά) η αντίστοιχη αύξηση ήταν µόνο 2-πλάσια. Οι αυξήσεις των 

συζευγµένων µορφών της Put στις περιοχές του ανώτερου µίσχου ήταν λιγότερο 

έντονες. Επιπλέον, οι µειώσεις της S-Put στην 3η εβδοµάδα δε συνοδεύτηκαν 

από σηµαντικές αλλαγές στα επίπεδα των συζευγµένων µορφών της Put (Εικ. 

7.1). 
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Εικόνα 7.4. Επίπεδα ολικής Put (αριστερά), ολικής Spd (µέσο) και ολικής Spm (δεξιά) στην 
περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) φύλλων αµπέλου, κατά τη 
διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 (∆) and 20 (●) µM ΒΑ. Οι 
γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 



 201

Σ’ όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας φύλλου και οι τρεις ΠΑς και τα 

κλάσµατά τους, που αναλύθηκαν σε όλα τα δοκιµαζόµενα θρεπτικά µέσα, ήταν 

συνεχώς υψηλότερες στις περιοχές του ελάσµατος απ’ ότι στα ανώτερα τµήµατα 

του µίσχου (Εικ. 7.1, 7.2 και 7.3). Πριν και κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας σε 

θρεπτικό µέσο µε κυτοκινίνη (5, 10 και 20 µM BA) στην πλειοψηφία των 

περιφερειών του φύλλου οι ΠΑς ήταν υψηλότερες σε σύγκριση µε εκείνες στα 

κέντρα των φύλλων. Κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε θρεπτικό µέσο χωρίς 

ορµόνες (0 µM BA), αντίθετα, η περιεκτικότητα των ΠΑ στη περιφέρεια ήταν 

συνήθως χαµηλότερη απ’ ότι στο κέντρο (Εικ. 7.1, 7.2 και 7.3). 
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Εικόνα 7.5. Αναλογίες διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
Put/total ΠΑς στην περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) φύλλων 
αµπέλου, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 (∆) and 
20 (●) µM ΒΑ. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
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Εικόνα 7.6. Αναλογίες διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
Spd/total ΠΑς στην περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) φύλλων 
αµπέλου, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 (∆) and 
20 (●) µM ΒΑ. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 

Όπως φαίνεται στις Εικ. 7.1, 7.2 και 7.3, οι περιεκτικότητες των ΠΑ σε 

ρίζες και βλαστούς διαφορετικών αναπτυξιακών σταδίων και εκείνες σε ιστούς 

στο χρόνο 0 ήταν γενικά συγκρίσιµες κατά τη διάρκεια ολόκληρης της περιόδου 

συλλογών. Η Put ήταν η κυρίαρχη ΠΑ σε όλες τις περιοχές του φύλλου και 

ακολούθησαν σε ποσότητα η Spd και Spm. Οι τάσεις στις αλλαγές των 

περιεκτικοτήτων των ΠΑ κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας είναι πιο 

αποκαλυπτικές παρακολουθώντας τις αναλογίες Put/(Spd+Spm) και Put/total 

ΠΑς. Ακόµη και στα πρώιµα στάδια της ανάπτυξης, όταν µόλις κατέστη δυνατή 

η αναγνώριση της προεξοχής οργάνων ή του σχηµατισµού κάλλων στις περιοχές 

του ανώτερου τµήµατος του µίσχου, οι αναλογίες Put/total ΠΑς ήταν σηµαντικά 

υψηλότερες απ’ ότι εκείνες στο χρόνο 0. Μετέπειτα, οι αλλαγές σε αυτές τις 
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αναλογίες ήταν λιγότερο έντονες (Εικ. 7.5). Οι αναλογίες Put/total ΠΑs στις 

περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου αυξήθηκαν αισθητά κατά τη 

διάρκεια της καλλιέργειας κυρίως λόγω έντονων αυξήσεων των περιεκτικοτήτων 

της Put. Όταν τα στοιχεία για ρίζες και βλαστούς συνοψίστηκαν, παρατηρήθηκε 

ότι οι αναλογίες Put/(Spd+Spm) και Put/total ΠΑς αυξήθηκαν µε την εξέλιξη και 

των δύο οργανογενετικών προγραµµάτων (ανώτερα τµήµατα µίσχων, Εικ. 7.5), 

ενώ οι αναλογίες Spd/tot-ΠΑς και Spm/tot-ΠΑς µειώθηκαν (Εικ. 7.6 και 7.7). 
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Εικόνα 7.7. Αναλογίες διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης (SH), αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) 
Spm/total ΠΑς στην περιφέρεια (Μ), κέντρο (C) και ανώτερο τµήµα του µίσχου (UP) φύλλων 
αµπέλου, κατά τη διάρκεια καλλιέργειας σε µέσο MS εµπλουτισµένο µε 0 (□), 5 (◊), 10 (∆) and 
20 (●) µM ΒΑ. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 

Στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου κατά τη καλλιέργεια των 

φύλλων οι αναλογίες S-Put/(S-Spd+S-Spm) και S-Put/total S-ΠΑς ήταν 

χαµηλότερες στα φύλλα που καλλιεργήθηκαν σε βλαστογενετικό θρεπτικό µέσο 

(5 και 10 µM BA), σε σύγκριση µε εκείνα σε ριζογενετικά ή χαµηλά-
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οργανογενετικά θρεπτικά µέσα (0 και 20 µM BA, Εικ. 7.5). Στα ελάσµατα του 

φύλλου και κυρίως στις περιοχές της περιφέρειας του φύλλου, αντίθετα, οι 

αναλογίες ήταν υψηλότερες σε φύλλα που καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικά µέσα 

που περιείχαν 5 και 10 µM BA, σε σύγκριση µε εκείνα που καλλιεργήθηκαν σε 

θρεπτικά µέσα που περιείχαν 0 και 20 µM (Εικ. 7.5). Οι αναλογίες S-Spd/tot-S-

ΠΑς και S-Spm/tot-S-ΠΑς ακολούθησαν το αντίθετο πρότυπο από εκείνο της 

σχέσης S-Put/total S-ΠΑς (Εικ. 7.6 και 7.7). 

Συγκέντρωση BA (µM) 
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Εικόνα 7.8. Επίδραση συγκέντρωσης BA στα επίπεδα διαλυτής (S), διαλυτής υδρολυµένης 
(SH) αδιάλυτης υδρολυµένης (PH) και ολικής (Total) πουτρεσίνης (Put), σπερµιδίνης (Spd) και 
σπερµίνης (Spm) σε έκφυτα περιφέρειας (◊), κέντρου (□), ανώτερου µίσχου (∆) και κατώτερου 
µίσχου (×) φύλλων αµπέλου, την 4η εβδοµάδα καλλιέργειας. Οι γραµµές λάθους 
αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
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Η απεικόνιση των περιεκτικοτήτων των ΠΑ σε ξεχωριστά καλλιεργούµενα 

έκφυτα (περιφέρειας, κέντρου, ανώτερου και κατώτερου τµήµατος του µίσχου) 

στο ίδιο στάδιο ανάπτυξης (4η εβδοµάδα) παρουσιάζονται στην Εικ. 7.8. Οι 

περιεκτικότητες των ΠΑ σε έκφυτα κέντρου καλλιεργούµενα σε θρεπτικό µέσο 5 

και 10 µM BA ήταν σηµαντικά χαµηλότερες από εκείνες εκφύτων που 

καλλιεργήθηκαν σε 0 και 20 µM. Οι περιεκτικότητες σε S-Put σε έκφυτα 

κέντρου που καλλιεργήθηκαν σε ριζογενετικό (0 µM BA) και χαµηλά 

βλαστογενετικό θρεπτικό µέσο (20 µM BA) ήταν πάνω 4 και 3 φορές 

υψηλότερες, αντίστοιχα, σε σύγκριση µε εκείνες έκφυτων που καλλιεργήθηκαν 

σε βλαστογενετικά θρεπτικά µέσα (5 και 10 µM BA). Οι περιεκτικότητες των 

ΠΑ στις περιφέρειες ακολούθησαν αλλαγές όµοιες µε εκείνες του κέντρου, αν 

και λιγότερο έντονες. Σε έκφυτα ανώτερου και κατώτερου τµήµατος του µίσχου, 

ωστόσο, τα επίπεδα των ΠΑ σχετίστηκαν θετικά µε την αύξηση της ΒΑ στο 

θρεπτικό µέσο καλλιέργειας (Εικ. 7.8). 

Για την ανάλυση των ΠΑ σε ρίζες, βλαστούς και κάλλους στα διαφορετικά 

αναπτυξιακά στάδια έγιναν οι ακόλουθες 4 συλλογές: (1) διαφορετικές περιοχές 

φύλλου συλλέχτηκαν κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας, και διαφορετικά 

έκφυτα (4η εβδοµάδα), από ιστούς που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικά µέσα µε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις BA, δηλαδή 0, 5, 10 και 20 µM BA. (2) Ιστοί από 

οργανογενετικά και µη οργανογενετικά ακέραια φύλλα και χωριστά έκφυτα 

συλλέχτηκαν σε διαφορετικές περιπτώσεις, από τις ίδιες µάζες ιστού που 

αναπτύχθηκαν στα ίδια θρεπτικά µέσα στην 4η εβδοµάδα καλλιέργειας. Αυτό 

µας οδήγησε όχι µόνο στο να αναλύσουµε τις αλλαγές των ΠΑ κατά τη διάρκεια 

ανάπτυξης των ριζών και βλαστών σε διαφορετικά θρεπτικά µέσα, αλλά επίσης 

και στους οργανογενετικούς και µη- ιστούς που αναπτύσσονται στο ίδιο 

θρεπτικό µέσο, εξαλείφοντας, κατά συνέπεια, την επίδραση του θρεπτικού µέσου 

στις ΠΑ, που µπορεί να είναι άσχετο µε την ανάπτυξη των ριζών ή των βλαστών 

(Εικ. 7.9 και 7.10).  
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Εικόνα 7.9. Κατανοµή των ενδογενών διαλυτών (S, ■), διαλυτών υδρολυµένων (SH, □) και 
αδιάλυτων υδρολυµένων (PH, �) µορφών Put, Spd και Spm στις περιφέρειες (Margins, M), στα 
κέντρα (Centers, C) και στους ανώτερους µίσχους (Upper Petioles, UP) από φύλλα αµπέλου 
αναγεννώµενα (A) και µη-αναγεννώµενα (B), την 4η εβδοµάδα καλλιέργειας σε διαφορετικές 
συγκεντρώσεις ΒΑ. Η ανταπόκριση αναφέρεται στο σχηµατισµό τυχαίων ριζών στο µέσο χωρίς 
ορµόνες (0 µM BA) και τυχαίων βλαστών στα µέσα που περιείχαν BA (5, 10 και 20 µM). *, + 
and † υποδεικνύουν σηµαντικές διαφορές για τις S, SH και PH-ΠΑς, αντίστοιχα, των 
αναγεννώµενων από τα µη-αναγεννώµενα φύλλα σε επίπεδο 5%, ενώ **, ++ and †† δείχνουν 
τις αντίστοιχες διαφορές σε επίπεδο 1%. Οι γραµµές λάθους αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  

 

Όταν διαφορετικοί µορφογενετικοί τύποι, που συλλέχτηκαν από τις ίδιες 

µάζες ιστών, αναλύθηκαν για ΠΑς, παρατηρήθηκε ένας ισχυρός συσχετισµός µε 

την µορφολογική ποιότητα των ιστών (Εικ. 7.9 και 7.10). Αυτή η ανάλυση 

αποκάλυψε ότι µέσα σε οποιαδήποτε περιοχή από τα φύλλα που καλλιεργήθηκαν 

σε 0 µM BA, οι ριζογενετικοί ιστοί είχαν µια σηµαντικά υψηλότερη 

περιεκτικότητα ΠΑ απ’ ότι οι µη ριζογενετικοί (Εικ. 7.9). Αντίθετα, σε 

οποιαδήποτε περιοχή από φύλλα που καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικά µέσα µε 

κυτοκινίνη (5, 10 και 20 µM BA) η βλαστογενετική είχε µια σηµαντικά 
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χαµηλότερη περιεκτικότητα σε Put, σε σύγκριση µε τη µη βλαστογενετική. 

Ωστόσο, αν και στις περιοχές του ελάσµατος του φύλλου που ήταν σε θρεπτικά 

µέσα που περιείχαν κυτοκινίνη οι περιεκτικότητες σε tot-Spd και tot-Spm ήταν 

σηµαντικά χαµηλότερες στα φύλλα που εµφάνισαν οργανογένεση, σε σύγκριση 

µε εκείνα που δεν εµφάνισαν, οι περιεκτικότητες σε ελεύθερη Spd και Spm ήταν 

υψηλότερες στις οργανογενετικές περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου 

σε σύγκριση µε τις µη οργανογενετικές (Εικ. 7.9). Οι διαφορές, ωστόσο, στα 

επίπεδα των ΠΑ µεταξύ βλαστογενετικών και µη-βλαστογενετικών περιοχών 

έτειναν να µειωθούν µε αύξηση της BA. 

Σε ξεχωριστά καλλιεργούµενα έκφυτα, αφού οι πιο έντονες µορφολογικές 

και βιοχηµικές διαφορές παρατηρήθηκαν στα κεντρικά (Εικ. 7.1 και 7.9), 

συγκρίναµε τα επίπεδα των ΠΑ την 4η εβδοµάδα σε οργανογενετικά και µη-

οργανογενετικά έκφυτα κέντρου που καλλιεργήθηκαν σε ριζογενετικά (0 µM 

BA) και βλαστογενετικά (5, 10 και 20 µM BA) θρεπτικά µέσα. Στο ριζογενετικό 

µέσο τα ριζογενετικά έκφυτα παρουσιάσαν σηµαντικά υψηλότερα επίπεδα ΠΑ, 

σε σύγκριση µε τα µη-ριζογενετικά. Στα βλαστογενετικά θρεπτικά µέσα, 

αντίθετα, τα βλαστογενετικά έκφυτα παρουσίασαν σηµαντικά χαµηλότερες 

περιεκτικότητες ΠΑ, σε σύγκριση µε τα µη-βλαστογενετικά (Εικ. 7.10). 

Επιπλέον, παρατηρήθηκε µια παραπάνω από 2-πλάσια αύξηση στην 

περιεκτικότητα των tot-ΠΑ στα ριζογενετικά απ’ ότι στα βλαστογενετικά έκφυτα 

µε τις µέγιστες διαφορές να συµβαίνουν µεταξύ ριζογενετικών εκφύτων (που 

καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο χωρίς ορµόνες) και βλαστογενετικών που 

καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό µέσο µε 5 µM BΑ µεγαλύτερη από 4-πλάσια 

περιεκτικότητα ελεύθερης Put παρουσιάστηκε στα πρώτα, σε σύγκριση µε τα 

τελευταία. Ωστόσο το θρεπτικό µέσο µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση σε ΒΑ (20 

µM) οι διαφορές στις περιεκτικότητες των ΠΑ µεταξύ βλαστογενετικών και µη-

βλαστογενετικών εκφύτων ήταν µικρότερες (Εικ. 7.10). 

Στην 4η εβδοµάδα καλλιέργειας οι ριζογενετικές περιοχές του ανώτερου 

τµήµατος του µίσχου είχαν σηµαντικά υψηλότερες αναλογίες Put/(Spd+Spm) 
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απ’ ότι     οι   µη-ριζογενετικές.   Αντίθετα,   οι αναλογίες   S-Put/S-(Spd+Spm)   

στις  
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Εικόνα 7.10. Κατανοµή των ενδογενών διαλυτών (S, ■), διαλυτών υδρολυµένων (SH, □) και 
αδιάλυτων υδρολυµένων (PH, �) µορφών Put, Spd και Spm σε αναγεννώµενα (A) και µη-
αναγεννώµενα (B) έκφυτα από περιοχές του κέντρου των φύλλων αµπέλου, την 4η εβδοµάδα 
καλλιέργειας σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ΒΑ. Η ανταπόκριση αναφέρεται στο σχηµατισµό 
τυχαίων ριζών στο µέσο χωρίς ορµόνες (0 µM BA) και τυχαίων βλαστών στα µέσα που 
περιείχαν BA (5, 10 και 20 µM). *, + and † υποδεικνύουν σηµαντικές διαφορές για τις S, SH 
και PH-ΠΑς, αντίστοιχα, των αναγεννώµενων από τα µη-αναγεννώµενα έκφυτα σε επίπεδο 5%, 
ενώ **, ++ and †† δείχνουν τις αντίστοιχες διαφορές σε επίπεδο 1%. Οι γραµµές λάθους 
αντιπροσωπεύουν τα ±SE.  
 
βλαστογενετικές περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου, σε θρεπτικά µέσα 

µε 5, 10 και 20 µM BA, ήταν περίπου 3-φορές χαµηλότερες απ’ ότι οι 

αντίστοιχες στις µη-βλαστογενετικές. Οµοίως, τα ριζογενετικά και 

βλαστογενετικά έκφυτα του κέντρου είχαν σηµαντικά υψηλότερες και σηµαντικά 
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χαµηλότερες αναλογίες S-Put/S-(Spd+Spm), αντίστοιχα, σε σύγκριση µε τα 

αντίστοιχα µη-ριζογενετικά και µη-βλαστογενετικά (δεδοµένα που δεν 

παρουσιάζονται). 

 

7.4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Πολύ λίγα είναι γνωστά για τους µοριακούς µηχανισµούς που ρυθµίζουν τη 

µορφογένεση, εκτός απ’ τις επιδράσεις των φυτορµονών. Οι ΠΑς θεωρείται ότι 

σχετίζονται άµεσα και έµµεσα µε την αύξηση και τη διαφοροποίηση. Έχει 

αποδειχθεί ότι είναι σηµαντικές για την κυτταρική διαφοροποίηση σε ριζογένεση 

ή βλαστογένεση (Tiburcio et al. 1988; Altamura et al. 1993) και έχουν προταθεί 

ως ρυθµιστές της µορφογένεσης (Bastola and Minocha 1995; Sharma and Rajam 

1995). Εντούτοις, οι εξαρτώµενες από χρόνο και διάρκεια επιδράσεις τους και ο 

ακριβής ρόλος στη ρύθµιση κρίσιµων σταδίων της ριζογένεσης και 

βλαστογένεσης παραµένουν ακόµα να εξεταστούν. 

Το σύστηµα καλλιέργειας φύλλων αµπέλου επιλέχτηκε γι’ αυτή τη 

µελέτη, επειδή ενδεχοµένα προσφέρει ένα καλό σύστηµα για να ερευνήσουµε 

την in vitro µορφογένεση και δεν έχει χρησιµοποιηθεί για να µελετήσει το ρόλο 

των ΠΑ στην in vitro ριζογένεση και βλαστογένεση. Εξετάστηκαν διαφορετικές 

συνθήκες καλλιέργειας και διαφορετικού αναπτυξιακού σταδίου δότες-ιστοί, 

όπου τα έκφυτα αµπέλου εµφάνισαν διαφορετικές οργανογενετικές ικανότητες. 

Επίσης, δείχτηκε ότι η αναγεννητική ικανότητα επηρεάστηκε από τη θέση του 

άξονα απ’ τον οποίο προήλθαν. Η συχνότητα σχηµατισµού βλαστών και ριζών 

ελαττώθηκε µε αύξηση της οντογένεσης, από την κορυφή προς τη βάση. Έτσι, 

χρησιµοποιώντας φύλλα κορυφής, καθιερώσαµε ένα σύστηµα που µας επιτρέπει 

να συγκρίνουµε βαθµιαίες µορφογενετικές και βιοχηµικές αλλαγές σε τέσσερα 

θρεπτικά µέσα MS µε 0, 5, 10 και 20 µM BA, επάγοντας ριζογένεση, 

βλαστογένεση, άριστη βλαστογένεση και περιορισµένη βλαστογένεση, 

αντίστοιχα. Ωστόσο, ο ιστός φύλλων, που χρησιµοποιήθηκε ως αρχικό έκφυτο, 

ήταν ετερογενής από την άποψη του πληθυσµού διαφορετικών κυτταρικών 
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τύπων. Η οµοιογένεια των κυττάρων τριφυλλιού επέτρεψε την καλύτερη µελέτη 

του ρόλου των ορµονών και των ΠΑ κατά τη διάρκεια επαγωγής σωµατικής 

εµβρυογένεσης (Cvikrova et al. 1999). Σε µια προσπάθεια να µειωθεί η 

ετερογένεια των κυττάρων των εκφύτων, εξετάστηκε το παραπάνω σύστηµα σε 

ξεχωριστές περιοχές φύλλων και εκφύτων, που έδειξαν διαφορετικά 

µορφογενετικά και βιοχηµικά χαρακτηριστικά κατά τη διάρκεια της 

καλλιέργειας.  

Έχει προταθεί ότι η σχέση µεταξύ των ΠΑ και άλλων ρυθµιστών 

αύξησης µπορεί να ρυθµίσει τις µορφογενετικές διαδικασίες κατά µήκος του 

άξονα των φυτών (Altamura et al. 1993). Κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας, η 

συγκέντρωση των ολικών ΠΑ ήταν χαµηλότερη σε όλες τις περιοχές των 

νεώτερων φύλλων σε σύγκριση µε τα γηραιότερα (Κεφ. 2). Αυτό το γεγονός 

θέτει το ερώτηµα αν οι παρατηρηθείσες αλλαγές στα επίπεδα των ΠΑ κατά τη 

διάρκεια ανάπτυξης τυχαίων βλαστών σχετίζονται µε το αναπτυξιακό στάδιο του 

µητρικού εκφύτου ή είναι συνέπεια της µορφογενετικής διαδικασίας. Για 

απάντηση στο ερώτηµα, έκφυτα του ίδιου αναπτυξιακού σταδίου 

καλλιεργήθηκαν στα τέσσερα παραπάνω µορφογενετικά θρεπτικά µέσα. Οι 

διαφορετικές µορφογενετικές αποκρίσεις σε κάθε µέσο αναλύθηκαν για τα 

επίπεδα των ενδογενών ΡΑ προκειµένου να συγκριθούν οι ειδικές 

µορφογενετικές εκδηλώσεις στα ίδια και σε διαφορετικά µέσα.  

Τα αποτελέσµατα ερευνών µέχρι σήµερα προτείνουν τη συµµετοχή των 

ΠΑ σε ένα ευρύ φάσµα φυσιολογικών διαδικασιών που περιλαµβάνουν τη 

κυτταρική διαίρεση και µορφογένεση (reviewed in Evans and Malmberg 1989 

and in Bouchereau et al. 1999). Ωστόσο, αν οι δραστηριότητες των ΠΑ 

εµπίπτουν στις διατάξεις των κλασσικών φυτοορµονών ή αν δρούν ως 

δευτερογενείς αγγελιοφόροι, παραµένει ένα άλυτο ζήτηµα. Η µορφογένεση στο 

σύστηµα φύλλων της αµπέλου είναι εξαρτώµενη από την ΒΑ και η 

βλαστογένεση είναι άµεσα ανταποκρινόµενη ακόµα και σε µικρές ποσότητες της 

ΒΑ (Πίνακας 7.1). Έτσι, το σύστηµα φύλλων της αµπέλου προσφέρει µια 

ευαίσθητη βιοδοκιµή για τη µελέτη αντιδράσεων µεταξύ ΠΑ και κυτοκινινών. 

Τα επίπεδα των ΠΑ άλλαξαν κατά τη διάρκεια των διαδικασιών σχηµατισµού 
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ρίζας, βλαστού και/ή κάλλου σε καλλιεργούµενα φύλλα και έκφυτα. Αυτά, 

επίσης, εξαρτήθηκαν από το χειρισµό µε κυτοκινίνη.  

Στην παρούσα εργασία δείχτηκε η σχέση των αυξηµένων επιπέδων 

ελεύθερης Spd και ελεύθερης Spm στις βλαστογενετικές περιοχές του ανώτερου 

τµήµατος του µίσχου φύλλων αµπέλου, σε σύγκριση µε τις µη-οργανογενετικές. 

Σε ακέραια φύλλα, µεταξύ των θρεπτικών µέσων που περιείχαν ΒΑ, οι 

αυξηµένες περιεκτικότητες της S-Spd και S-Spm παραλληλίζονται µε την ΒΑ-

προκαλούµενη βλαστογένεση στα ανώτερα τµήµατα των µίσχων, παρά µε την 

αύξηση της ίδιας της ΒΑ (Εικ. 7.2 και 7.3). Μια χαµηλή συγκέντρωση 

ελεύθερων ανώτερων ΠΑ (Spd και Spm) στα σχετικά ανενεργά κύτταρα 

ακέραιων φύλλων αµπέλου και η αύξηση της στον ενεργό ιστό, προερχόµενο 

από την ίδια περιοχή του φύλλου, δείχνει ότι οι ΠΑς θα µπορούσαν να είναι ένας 

βιοχηµικός δείκτης των ικανών για οργανογένεση κυττάρων. Ένας πιθανός 

ειδικός µορφογενετικός ρόλος για τη Spd και τη Spm προτάθηκε, επίσης, στο 

σχηµατισµό των σωµατικών εµβρύων άγριου καρότου (Mengoli et al., 1989), 

στο σχηµατισµό και την ανάπτυξη σφαιρικών εµβρύων της καµέλιας (Pedroso et 

al., 1997) και στην ανάπτυξη τυχαίων βλαστών και ριζών σε λεπτές κυτταρικές 

στοιβάδες καπνού (Tiburcio et al., 1988).  

Σε ξεχωριστά καλλιεργούµενα έκφυτα κέντρου, ωστόσο, επίσης µεταξύ 

των θρεπτικών µέσων που περιείχαν ΒΑ, η περιεκτικότητα των ΠΑ ήταν 

παράλληλη µε την αύξηση της ΒΑ και στις βλαστογενετικές και στις µη-

βλαστογενετικές περιοχές. Επιπλέον, τα επίπεδα των ΠΑ ήταν χαµηλότερα στα 

βλαστογενετικά έκφυτα πιθανά εξαιτίας της χρησιµοποίησής τους κατά τη 

βλαστική ανάπτυξη. Τα χαµηλότερα επίπεδα των ΠΑ που παρατηρήθηκαν στα 

βλαστογενετικά, σε σύγκριση µε τα µη-βλαστογενετικά έκφυτα, ήταν αντίθετα 

µε την αύξηση των επιπέδων των ελεύθερων ανώτερων ΠΑ (Spd και Spm) στις 

βλαστογενετικές περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου ακέραιων 

καλλιεργούµενων φύλλων. Μια πιθανή µεταφορά ελεύθερων ΠΑ από τους 

περιβάλλοντες ιστούς προς το οργανογενετικό ανώτερο τµήµα του µίσχου 

ακέραιων φύλλων θα µπορούσε να εξηγήσει αυτή τη διαφορά, δεδοµένου ότι 

υπάρχουν στοιχεία για ελεύθερη µεταφορά των ΠΑ µέσω φλοιώµατος 
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(Antognoni et al., 1998). Συνεπώς, οι ελεύθερες Spd και Spm φαίνεται να 

παίζουν σηµαντικό ρόλο στην γένεση τυχαίων βλαστών. 

Σε αυτό το µοντέλο, η ενισχυτική ή παρεµποδιστική δράση της εξωγενούς 

ΒΑ πάνω στα επίπεδα των ΠΑ φαίνεται να σχετίζεται µε το µορφογενετικό 

πρότυπο (ρίζα, βλαστός ή κάλλος). Χαµηλά επίπεδα ΠΑ έχουν δειχθεί επίσης, να 

ευνοούν τη διαφοροποίηση ανθοφόρων και βλαστοφόρων οφθαλµών από λεπτές 

κυτταρικές στοιβάδες καπνού (Tiburcio et al., 1988; Scaramagli et al., 1999b) 

και τη σωµατική εµβρυογένεση σε τµήµατα υποκοτυλίου µελιτζάνας (Sharma 

and Rajam, 1995). Απ’ την άλλη, έχει αναφερθεί ότι υψηλά επίπεδα ενδογενών ή 

εξωγενών ΡΑ σε φυτικούς ιστούς σχετίζονται αρνητικά µε την φυσιολογική 

κυτταροδιαίρεση και ανάπτυξη (Kumar et al., 1996). Οι Bajaj και Rajam (1995) 

έδειξαν ότι µια µείωση της αναγέννησης του φυτού σε µακράς διάρκειας 

καλλιέργειες ρυζιού οφείλεται τόσο σε συσσώρευση Put όσο και σε υψηλή 

σχέση Put/Spd. Επιπλέον, προκαταρτικά αποτελέσµατά µας (Paschalidis KA and 

KA Roubelakis-Angelakis) έδειξαν ότι η προσθήκη Spm σε συγκεντρώσεις άνω 

των 0.5 mM ανέστειλλε εντελώς την κυτταρική διαίρεση σε πρωτοπλάστες 

καπνού, ενώ όλες οι ΠΑς επηρεάσαν σηµαντικά το πρότυπο της ενεργότητας, 

της ανοσοενεργής πρωτείνης και των ισοενζύµων της καταλάσης κατά τη 

διάρκεια της καλλιέργειας. Επίσης, αναγεννώµενοι πρωτοπλάστες καπνού 

χαρακτηρίστηκαν από υψηλότερα επίπεδα ΠΑ σε σχέση µε τους µη 

αναγεννώµενους καπνού και αµπέλου, ενώ προσθήκη ΠΑ αύξησε την 

ενεργότητα των ενζύµων απόσβεσης Η2Ο2 και της συγκέντρωσης Ο2- (Papadakis 

and Roubelakis-Angelakis, 1999; Papadakis et al., 2001b). Οι επιδράσεις των 

ΠΑ αναφέρονται τόσο στην κυτταροδιαίρεση όσο και στην αναστολή γηρασµού, 

περιλαµβάνοντας ίσως πρόσδεση σε µεµβράνες, αναστολή υπεροξείδωσης 

λιπιδίων και προστασία από ελεύθερες ρίζες, οι οποίες χρειάζονται για τη 

µετατροπή του ΑCC σε αιθυλένιο (Dumbroff et al. 1991). Η κατανοµή των ΠΑ 

στις διάφορες περιοχές µπορούσε να συσχετιστεί µε την επίδραση της θέσης των 

φύλλων αµπέλου και της οργανογενετικής τους ικανότητας. Κατά τη διάρκεια 

της καλλιέργειας, οι περιοχές του ελάσµατος και τα έκφυτα µίσχου, που είχαν 

µικρή οργανογενετική ικανότητα, είχαν υψηλότερα επίπεδα ΠΑ, σε σύγκριση µε 
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περιοχές και έκφυτα που έδειξαν µεγαλύτερη οργανογενετική ικανότητα. Αυτό 

είναι σε συµφωνία µε την υπόθεση (Kakkar et al., 2000) ότι δεν είναι η παρουσία 

των υψηλών, αλλά των άριστων επιπέδων ΡΑ, που είναι σηµαντική για την 

οργανογένεση.  

Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν τους κύριους ρόλους που παίζει η ΒΑ στη 

παρεµπόδιση του γηρασµού και στη ρύθµιση της µορφογένεσης και των 

επιπέδων των ΠΑ στην άµπελο. Απουσία ΒΑ τα µη-ριζογενετικά φύλλα και 

έκφυτα έδειξαν εµφανή συµπτώµατα γηρασµού, δείχνοντας ότι η ΒΑ 

προστάτεψε τον ιστό από την επαγωγή του γηρασµού. Από παλιά έχει 

αναγνωριστεί ότι οι κυτοκινίνες είναι αποτελεσµατικές στη καθυστέρηση του 

γηρασµού των φύλλων. Όµως, όταν σχηµατίστηκαν τυχαίες ρίζες στο ανώτερο 

τµήµα του µίσχου, ο γηρασµός του φύλλου καθυστέρησε θεαµατικά, δείχνοντας 

ότι η ριζογένεση µερικώς αντικατάστησε την ανάγκη κυτοκινίνης για 

καθυστερηµένο γηρασµό. Οι ρίζες προφανώς παρείχαν κάποιες ουσίες στο 

φύλλο που το κράτησαν φυσιολογικά νέο. Αυτές οι ουσίες θα µπορούσαν να 

περιλαµβάνουν και κυτοκινίνες µεταφερόµενες µέσω του ξυλώµατος. Σε 

κοµµένα φύλλα γαρυφάλλου η περιεκτικότητα της κυτοκινίνης αυξήθηκε 

ουσιαστικά όταν σχηµατίστηκαν τυχαίες ρίζες (VanStaden et al., 1990). 

Επιπλέον, τα µη-ριζογενετικά φύλλα περιείχαν σηµαντικά χαµηλότερα επίπεδα 

ΠΑ και κυρίως Put, απ’ ότι τα ριζογενετικά. Έχει δειχθεί ότι τα επίπεδα των ΠΑ 

µειώνονται κατά τη διάρκεια του γηρασµού και εξωγενώς εφαρµοζόµενες ΠΑ 

επιβραδύνουν τον γηρασµό (Bouchereau et al., 1999). Οι κυτοκινίνες και οι ΠΑς 

έχουν παρόµοια αποτελέσµατα στην αναστολή του φυλλικού γηρασµού και του 

πρασινίσµατος σε κοτυληδόνες αγγουριού (Galston, 1983). Οι αντι-γηραντικές 

ιδιότητες των ΠΑ θα µπορούσαν να µεταφραστούν ως περαιτέρω απόδειξη ότι οι 

ΠΑς µπορεί να έχουν σχέση µε τις κυτοκινίνες. 

Τα επίπεδα των ΠΑ παρουσιάστηκαν ξεχωριστά στους τυχαίους βλαστούς 

και τον υπόλοιπο ιστό, ο οποίος είναι ανίκανος για αναγέννηση. Επιπλέον η 

παρούσα µελέτη είναι η πρώτη που αναφέρει περιεκτικότητες ΠΑ ξεχωριστά σε 

ιστούς που υπόκεινται σε ριζογενετικό πρόγραµµα και σε παρακείµενους µη-

ριζογενετικούς. Η σύγκριση των ριζογενετικών και των µη-ριζογενετικών 
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γειτονικών περιοχών, και µεταξύ ριζογενετικών και µη-ριζογενετικών εκφύτων 

και περιοχών της ίδιας προέλευσης, υποστηρίζει ότι η σηµαντική αύξηση της Put 

µπορεί να µεσολαβεί για την επαγωγή ριζογένεσης στο ελεύθερο ορµονών 

θρεπτικό µέσο. Η Put έχει βρεθεί ότι αυξάνει τη ριζογένεση σε πολλά φυτικά 

συστήµατα, όπως λεπτές κυτταρικές στοιβάδες καπνού, µοσχεύµατα ελιάς, 

µικροµοσχεύµατα αµπέλου (Bouchereau et al., 1999). Ο σχηµατισµός των ριζών 

επιτυγχάνεται άµεσα χωρίς ενδιάµεση αύξηση κάλλου, ενώ πρώιµες αλλαγές 

στην Put εντοπίζονται πριν από οποιαδήποτε ορατή εµφάνιση ριζών. Είναι 

εµφανές από την βιβλιογραφία ότι οι κυτταρικές περιεκτικότητες των φυτών σε 

Spd και Spm ρυθµίζονται πιο δύσκολα από εκείνες της Put (Bagni and Tassoni, 

2001). Τα αποτελέσµατά µας δείχνουν ότι η Put έχει µια ενισχυτική επίδραση 

στη διαφοροποίηση των ριζών και την αύξηση, σε συµφωνία µε τον 

αναφερόµενο ρόλο της Put ως δείκτη διαφοροποίησης των ριζών (Tiburcio et al., 

1989; Panizza et al., 1993). Επιπλέον, η καλλιέργεια φύλλου σε θρεπτικό µέσο 

απαλλαγµένο από κάθε εξωγενή φυτορµόνη δείχνει ένα άµεσο ρόλο των ΠΑ στη 

διαφοροποίηση των ριζών και την αύξηση, καθώς η πιθανή τους αλληλεπίδραση 

µε τις ορµόνες έχει αποφευχθεί. Προσφέρει, επίσης, ένα ενδεχοµένως νέο 

σύστηµα για τη µελέτη του ρόλου άλλων ενώσεων στη ρύθµιση της αύξησης των 

φυτών. 

Όσον αφορά τα αποτελέσµατα µε προσθήκη BA, φαίνεται ότι η ΒΑ 

αντιδρά στη συσσώρευση της Put. Σε θρεπτικό µέσο χωρίς ΒΑ (0 µM BA) 

αποδείχθηκε µια ενισχυτική επίδραση στη ριζοβολία µε παράλληλη επαγωγή 

Put, σε επίπεδα µεγαλύτερα σε σχέση µε τα θρεπτικά µέσα που περιείχαν ΒΑ (5, 

10 και 20 µM). Η προσθήκη BA στο θρεπτικό µέσο, επίσης, µείωσε την 

περιεκτικότητα των ΠΑ σε λεπτές κυτταρικές στοιβάδες και έκφυτα εντεριώνης 

καπνού (Scaramagli et al., 1995). Έχει αναφερθεί µια µιµητική επίδραση της BA 

από την Put στο βαθµό µεταφοράς K+ στο ανώτερο τµήµα του φυτού της 

πατάτας (Feray et al., 1992) και στο σχηµατισµό βλαστών που επάχθησαν µε ΒΑ 

από µασχαλιαίους οφθαλµούς λεβαντίνης (Panizza et al., 1993). Αυτή η 

παρόµοια µε την ΒΑ ρυθµιστική λειτουργία της Put ενισχύει την άποψη ότι αυτή 

η ΠΑ µπορεί να θεωρηθεί ως ρυθµιστής αύξησης των φυτών (Panizza et al., 
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1993). Απ’ την άλλη µεριά, η οµοιότητα των επιδράσεων των κυτοκινινών και 

των ΠΑ σε ειδικές φυσιολογικές διαδικασίες έχει ενισχύσει την πρόταση ότι οι 

ΠΑς µπορεί να λειτουργούν ως δευτερογενείς αγγελιοφόροι στην αντίδραση από 

την κυτοκινίνη (Galston, 1983). Αν συµβαίνει αυτό, θα περιµένει κανείς ότι 

αυτοί οι δευτερογενείς αγγελιοφόροι, όταν προστεθούν εξωγενώς, θα είναι 

ικανοί να επάγουν µια διαδικασία του ίδιου µεγέθους µε αυτήν των κυτοκινινών. 

Το γεγονός είναι ότι αυτό δεν έχει δειχθεί σε κανένα σύστηµα και πολύ συχνά οι 

αντιδράσεις που προκαλούνται από τις κυτοκινίνες είναι διαφορετικές. Απ’ την 

άλλη µεριά, είναι δύσκολο να αποδώσουµε στις κυτοκινίνες επιπλέον 

ρυθµιστικές λειτουργίες απ’ ότι στις ΠΑς ή αντίστροφα (Tiburcio et al., 1997). 

Επίσης, δεν µπορούµε να αποκλείσουµε άλλες εκτιµήσεις, κοινές για άλλους 

ρυθµιστές αύξησης φυτών, όπως τις πλειοτροπικές επιδράσεις των ΠΑ, άλλα 

ειδικά την σχέση µεταξύ αυτών και άλλων φυτορµονών. Αυτό µπορεί να είναι 

κρίσιµο στην επαγωγή ή αλλαγή του ριζογενετικού ή βλαστογενετικού 

προγράµµατος. 

Ωστόσο, στην παρούσα µελέτη, σε φύλλα που καλλιεργήθηκαν σε µέσα 

που περιείχαν ΒΑ (5, 10 και 20), βρέθηκε µια παρακινητική δράση της αύξησης 

της ΒΑ στην Put. ∆εδοµένου του ότι η βλαστογένεση δεν συνέπεσε µε αύξηση 

της ΒΑ πέρα από την συγκέντρωση των 10 µM, φαίνεται ότι η αύξηση της Put 

δε σχετίστηκε ειδικά µ’ αυτό το αναπτυξιακό γεγονός. Η αύξηση της Put µε 

αύξηση της BA από 5 µέχρι 20 µM θα µπορούσε να συσχετιστεί µε καταπόνηση 

που προκλήθηκε από τοξικότητα, αφού υψηλά επίπεδα Put έχουν εµπλακεί σε 

αντιδράσεις καταπόνησης από τα φυτικά κύτταρα. Αφ’ ετέρου, υψηλά επίπεδα 

ενδογενούς Put σε κύτταρα καπνού ήταν τοξικά, ανεξάρτητα από τις θρεπτικές ή 

περιβαλλοντικές συνθήκες (Masgrau et al., 1997). Μένει, όµως, να ερευνηθεί αν 

η τοξικότητα προέρχεται άµεσα ή έµµεσα από την Put. 

Αξιολογήθηκε αν η αυξηµένη οργανογενετική ικανότητα σε φύλλα 

αµπέλου θα µπορούσε να συσχετιστεί µε αλλαγές στη συγκέντρωση της 

κυτοκινίνης στο θρεπτικό µέσο καλλιέργειας και βρέθηκε ένας θετικός 

συσχετισµός µεταξύ της αυξηµένης εξωγενούς συγκέντρωσης ΒΑ µέχρι και 10 

µM (άριστη συγκέντρωση) και της αρχής βλαστογένεσης µέσα στην 
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καλλιεργητική περίοδο στα φύλλα αµπέλου. Ωστόσο, περαιτέρω αύξηση της 

συγκέντρωσης της ΒΑ µέχρι τα 20 µM ήταν τοξική για τα κύτταρα, ενώ η 

έλλειψη της ΒΑ αντέστρεψε το βλαστογενετικό πρότυπο, δίνοντας γένεση σε 

ρίζες. Ως προς τις αλλαγές των συγκεντρώσεων της BA βρέθηκαν σηµαντικές 

διαφορές στις περιεκτικότητες των S, SH και PH-ΠΑ. Οι ΠΑς παίζουν έναν 

ουσιαστικό ρόλο στον έλεγχο της κυτταρικής διαίρεσης και επιµήκυνσης, 

κυτταρικής διαφοροποίησης και µορφογένεσης (Kakkar et al., 2000). Επιπλέον, 

τα φυτά µπορεί να είναι πιο ευαίσθητα στις αλλαγές των ΠΑ απ’ ότι τα ζώα, 

αφού φυτά καπνού µε αλλαγµένο πολυαµινικό µεταβολισµό έδειξαν ιδιαίτερα 

ανώµαλους φαινότυπους (Watson et al., 1998). Οι συνδεόµενες µε την αύξηση 

της Put και των tot-ΠΑ βλαστογενετικές και ριζογενετικές διαδικασίες στα 

ανώτερα τµήµατα µίσχων κατά την έναρξη της οργανογένεσης, προτείνουν µια 

συµµετοχή των πολυαµινών. Ανάλογο πρότυπο παρατηρήθηκε σε αναγέννηση 

βλαστού και ρίζας από λεπτές κυτταρικές στοιβάδες καπνού (Altamura et al., 

1993; Torrigiani et al., 1993). 

Η ανάγκη για αυξηµένο επίπεδο ελεύθερων ΠΑ σε διαιρούµενα κύτταρα 

είναι καλά τεκµηριωµένη σε πολλά φυτικά συστήµατα (Bagni and Tassoni, 

2001). Εκτός από τις ελεύθερες ΠΑς, βρέθηκε ένα σηµαντικό ποσό συζευγµένων 

ΡΑ σε µικρότερα µόρια (SH) ή σε ουσίες µεγάλου µοριακού βάρους (PH) (Εικ. 

7.1, 7.2 και 7.3). Οι συζευγµένες ΠΑ έχουν δειχθεί να παίζουν σηµαντικούς 

ρόλους σε διαφορετικές φάσεις του κυτταρικού κύκλου (Serafini-Fracassini, 

1991), στο σχηµατισµό βλαστών (Altamura et al., 1993), στη ριζογένεση 

(Torrigiani et al., 1993) και στην ανθοφορία και ωρίµανση των καρπών (Kakkar 

et al., 2000). Ωστόσο η φυσιολογική τους σηµασία για τα φυτά δεν είναι ακόµα 

γνωστή. Η σύνδεση των ΠΑ µε παράγωγα κινναµικών οξέων (οι πιο κοινές 

PCA-διαλυτές συζευγµένες) µπορεί να είναι ένας τρόπος για να ρυθµίσουµε τη 

δεξαµενή των ελεύθερων ΠΑ στο κύτταρο (Mader and Hanke, 1997) ή να 

αποτελεί µέσο φαινολικής απενεργοποίησης (Cvikrova et al., 1999). Οι 

υψηλότερες περιεκτικότητες των PCA-διαλυτών συζευγµένων µορφών στα 

ριζογενετικά σε σχέση µε τα µη-ριζογενετικα έκφυτα θα µπορούσε να 

συσχετιστεί και µε µεταβολική απενεργοποίηση των φαινολικών, τα οποία 
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παρατηρούνται σε υψηλά επίπεδα σε ξυλώδη φυτά, συµπεριλαµβανοµένης και 

της αµπέλου. 

Οι αλληλεπιδράσεις των ΠΑ µε υποκυτταρικά συστατικά έχουν προταθεί 

ότι αποτελούν τον κύριο µηχανισµό της επιρροής τους στις κυτταρικές 

λειτουργίες (Tiburcio et al., 1997). Επιβεβαιώθηκε, επίσης, ο ουσιαστικός ρόλος 

των ΠΑ στη διατήρηση των χαρακτηριστικών του κυτταρικού τοιχώµατος µε το 

να ενισχύουν τους δεσµούς µεταξύ των συστατικών του κυτταρικού τοιχώµατος 

στα πρωτογενή κυτταρικά τοιχώµατα (Berta et al., 1997). Υψηλές 

περιεκτικότητες Spd και κυρίως Spm στα κυτταρικά τοιχώµατα κυττάρων 

καρότου έχουν ήδη παρατηρηθεί από τους (Pistocchi et al., 1987). Οι 

υψηλότερες περιεκτικότητες PCA-αδιάλυτων Spd και Spm στα ριζογενετικά 

έκφυτα θα µπορούσαν να αντανακλούν την αναγκαιότητα αυτών των ΠΑ για το 

σχηµατισµό νέων κυτταρικών τοιχωµάτων σε έντονα διαιρούµενο ιστό. Ωστόσο, 

καθώς πολλές µελέτες δεν έχουν βρεί στενή σχέση µεταξύ των επιπέδων των 

ελεύθερων ΠΑ και της οργανογένεσης, µπορεί να είναι σηµαντικό να 

µελετηθούν οι αλληλεπιδράσεις των ΠΑ µε µακροµόρια, όπως πρωτείνες και 

πολυσακχαρίτες κυτταρικών τοιχωµάτων, που µπορεί να είναι απαραίτητες στην 

κυτταρική διαίρεση και διαφοροποίηση.  

Έχει προταθεί ότι η υψηλή συγκέντρωση της Put ή η υψηλή σχέση Put/Spd 

απαιτούνται για την επιµήκυνση των κυττάρων, ενώ η Spd και η Spm 

σχετίζονται µε την κυτταρική διαίρεση (Kakkar et al., 2000). Οι ΠΑς 

προτείνονται, επίσης, να εµπλέκονται µόνο κατά τη φάση της κυτταρικής 

διαίρεσης και όχι µε την ίδια τη µορφογένεση (Bagni et al., 1993). Απ’ αυτήν την 

άποψη, µελέτες είναι σε εξέλιξη για να αναλύσουν τις επιδράσεις των ειδικών 

µορφογενετικών προγραµµάτων στην κυτταρική διαίρεση. Μια σύγκριση των 

ποσοστών κυτταροδιαίρεσης σε βλαστούς και κάλλους αµπέλου θα µπορούσε να 

βοηθήσει στην κατανόηση της αύξησης της ολικής περιεκτικότητας των ΠΑ σε 

µη-βλαστογενετικά (και που σχηµατίζουν κάλλο) έκφυτα. Eντούτοις, θα ήταν 

χρήσιµο να είχαµε ένα καλά χαρακτηρισµένο πρότυπο σύστηµα στο οποίο να 

επεµβαίνουµε µετά τη φάση της κυτταροδιαίρεσης, που είναι κατά τη διάρκεια 

της επιµήκυνσης των κυττάρων η οποία οδηγεί στο σχηµατισµό και την 
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εµφάνιση των οργάνων, µε σκοπό να αντιληφθούµε καλύτερα την πραγµατική 

ανάµειξη των ΡΑ σε αυτές τις διαδικασίες. Κλασσικά πειράµατα που στοχεύουν 

στην επίδειξη του ρόλου των κυτοκινινών παρουσία ή έλλειψη εξωγενώς 

προστιθέµενων ΠΑ θα µπορούσαν να είναι, επίσης, χρήσιµα ως κύρια 

πρόσεγγιση για να διευκρινιστούν τα µορφογενετικά αποτελέσµατα των ΡΑ στην 

άµπελο. Τέλος, η χρήση µοριακών γενετικών µεθόδων θα µπορούσε να βοηθήσει 

να επιβεβαιωθούν ή να ξαναβρεθούν αποτελέσµατα στα ενδογενή επίπεδα των 

ΠΑ. Mε τη διαθεσιµότητα µερικών βασικών γονιδίων που εµπλέκονται σε 

βιοσυνθετικά µονοπάτια και καταβολικές διαδικασίες, έχει γίνει δυνατός ο 

χειρισµός του µεταβολισµού των ΠΑ χρησιµοποιώντας αντίθετης ή ευθείας 

πολικότητας διαγονιδιακές προσεγγίσεις (Bastola and Minocha, 1995; Koc et al., 

1995; Malmberg et al., 1998; Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999; 

Wisniewski and Brewin, 2000; Bhatnagar et al., 2001; Primikirios and 

Roubelakis-Angelakis, 2001). Αυτό θα επιτρέψει την άµεση έρευνα των 

µοριακών µηχανισµών µε τους οποίους η ορµονική και µορφογενετική 

κατάσταση επιδρά στην κατανοµή των ΠΑ. 

Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης περιγράφουν την πολυπλοκότητα 

της ανάπτυξης τυχαίων ριζών και βλαστών, η οποία εµφανίζεται να είναι υπό τον 

έλεγχο των ορµονών. Η BA ελέγχει αυστηρά αυτές τις διαδικασίες και, εκτός απ’ 

αυτό, η δράση των ΠΑ επιτυγχάνεται πιθανά µέσω της συγκέντρωσης της BA. 

Οι αναφερόµενες αλλαγές στις συγκεντρώσεις της ΒΑ και στην περιεκτικότητα 

των ΠΑ προτείνουν µια σχέση µεταξύ αυτών των δύο ουσιών. Σε έλλειψη ΒΑ 

προτείνεται µια σχέση των ΠΑ µε την ριζογενετική διαδικασία. Αντίθετα, µια 

ισχυρή σχέση µεταξύ Put και βλαστογένεσης στα φύλλα αµπέλου δε φαίνεται να 

υπάρχει, ενώ διαφάνηκε η πιθανή εµπλοκή των ελεύθερων ανώτερων ΠΑ (S-Spd 

και S-Spm) και των αναλογιών S-Put/tot-ΠΑς. Αυτή η εµπλοκή, ωστόσο, δεν 

αποκλείει την πιθανότητα η κυτοκινίνη και οι ΠΑς να δρουν σε συµφωνία για να 

συντονίσουν τις στενά εξαρτώµενες διαδικασίες της κυτταρικής διαίρεσης και 

επιµήκυνσης, καθώς τα καλλογενετικά φύλλα περιείχαν σηµαντικά υψηλότερα 

επίπεδα ΠΑ απ’ ότι τα βλαστογενετικά. 
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Στην εργασία αυτή, παρουσιάζουµε τη χωρο- και χρονοταξική κατανοµή 

των ενδογενών συγκεντρώσεων των S-ΠA (Put, Spd, Spm), SH-ΠA (Put, Spd, 

Spm) και ΡH- ΠA (Put, Spd, Spm), σε ολόκληρα τα φυτά καπνού και αµπέλου. 

Επίσης, η κατανοµή αυτή µελετάται κατά τα ριζογενετικά και βλαστογενετικά 

προγράµµατα της αµπέλου. Στον καπνό, αναλύονται οι περιοχές βιοσύνθεσης 

και καταβολισµού των ΠA σε µεταγραφικό, µεταφραστικό και µετα-

µεταφραστικό επίπεδο. Τα αποτελέσµατα προτείνουν ότι η σύνθεση και η 

σύζευξη ΠA αποτελούν ένα ουσιώδες κοµµάτι του οµοιοστατικού µηχανισµού, ο 

οποίος ελέγχει τα ελεύθερα επίπεδα των ΠA. Οι αλλαγές στις συγκεντρώσεις 

των ΠΑ κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του φύλλου µπορεί να είναι ένα 

κοµµάτι του µηχανισµού ελέγχου της µετάβασης από την κυτταρική διαίρεση 

στην κυτταρική αύξηση και η πρώτη θα µπορούσε να εξαρτάται από τις 

συγκεντρώσεις των ΠA οι οποίες είναι διατηρηµένες µέσα σε αυστηρά όρια. Τα 

γονίδια του δικτύου βιοσύνθεσης και καταβολισµού των ΠA ρυθµίζονται 

χωροταξικά µε ένα ιστό/όργανο- ειδικό τρόπο και ρυθµίζονται οντογενετικά.  

Η περιεκτικότητα των tot-ΠΑ στα φύλλα και µίσχους της αµπέλου 

παραµένει σχεδόν αµετάβλητη ενώ, στον καπνό, µειώνεται δραµατικά µε την 

αύξηση της ηλικίας των φύλλων. Αυτή η διαφορά οφείλεται στα κλάσµατα της 

Put (S, SH, PH) τα οποία αυξάνονται στα φύλλα της αµπέλου. Οι τιµές των tot-

S-ΠΑ (S-Put + S-Spd + S-Spm) και των tot-PH-ΠΑ (PH-Put + PH-Spd + PH-

Spm) κυµαίνονται στα ίδια επίπεδα και στα δύο είδη, ενώ οι τιµές των tot-SH 

ΠΑς στο νεώτερο φύλλο του καπνού είναι σχεδόν κατά 10-φορές µεγαλύτερες 

απ’ ότι στην άµπελο. Στα πλήρως αναπτυγµένα φύλλα οι κυριότερες διαφορές 

ανάµεσα στα δύο φυτικά είδη είναι η κατά 5-φορές µικρότερη συγκέντρωση S-

Put και η κατά 13 και 8-φορές αυξηµένη συγκέντρωση SH-Put και SH-Spd στα 

αναγεννήσιµα φύλλα καπνού σε σύγκριση µε τα µη αναγεννήσιµα φύλλα 

αµπέλου. Περισσότερες ερωτήσεις µπορούν τώρα να απευθυνθούν στην πιθανή 

συσχέτιση των ξεχωριστών κλασµάτων και του µεταβολισµού των ΠΑ µε την 

έκφραση του ολοδυναµικού και την επαγωγή µορφογενετικού (ών) 

προγράµµατος (ων).  
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Κατά την επαγωγή οργανογένεσης στην άµπελο, οι συγκεντρώσεις των S, 

SH και PH-Put είναι υψηλότερες από εκείνες της Spd και ακόµα υψηλότερες 

από εκείνες της Spm στις περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου. Στις 

περιοχές του ελάσµατος µόνο τα επίπεδα της S και PH-Put είναι υψηλότερα σε 

σύγκριση µε τη Spd και τη Spm. Οι νεώτεροι ανώτεροι µίσχοι που παρουσιάζουν 

την υψηλότερη οργανογενετική ικανότητα και έδειξαν τα υψηλότερα επίπεδα 

ενδογενούς Spd και Spm πριν τη καλλιέργεια και απέκτησαν υψηλότερα επίπεδα 

ελεύθερων µορφών Spd και Spm και χαµηλότερα επίπεδα Put στη διάρκεια της 

καλλιέργειας, σε σύγκριση µε τους αντίστοιχους γηραιότερους. Στα 

οργανογενετικά φύλλα οι περιοχές του ανώτερου τµήµατος του µίσχου (κύριοι 

οργανογενετικοί τόποι) παρουσιάζουν υψηλότερα επίπεδα S-Spd και S-Spm, σε 

σύγκριση µε τις ίδιες περιοχές στα µη-οργανογενετικά φύλλα (που δεν 

οργανογενούν, αλλά είναι υψηλά-καλλογενετικές). Εποµένως, η µειωµένη 

βλαστογένεση σε φύλλα αµπέλου µπορεί να οφείλεται στα χαµηλά επίπεδα 

κυτταρικής περιεκτικότητας σε Spd και Spm κάτω απ’ το κατώφλι-όριο που 

είναι αναγκαίο για αναγέννηση. Η βενζυλαδενίνη ελέγχει αυστηρά τις 

διαδικασίες ανάπτυξης τυχαίων ριζών και βλαστών στην άµπελο και, εκτός απ’ 

αυτό, η δράση των ΠΑ επιτυγχάνεται πιθανά µέσω της συγκέντρωσης της BA.  

Η περιεκτικότητα των ΠΑ µεταβάλλεται µε την ηλικία του οργάνου και του 

ιστού και τα φύλλα διαφορετικών ηλικιών και ιστών αντιδρούν διαφορετικά 

κάτω από τις ίδιες συνθήκες καλλιέργειας in vitro. Έτσι, δε µπορούµε να 

αποκλείσουµε την υπόθεση ότι οι ενδογενείς ΠΑ είναι υπεύθυνες για την 

απουσία οργανογενετικής και/ή καλλογενετικής ανταπόκρισης που παρατηρείται 

για µερικά απ’ αυτά. Επιλεκτική καταστολή της αύξησης των µη-

οργανογενετικών κυττάρων, ή επιλεκτική προώθηση της επιµήκυνσης των 

ικανών, για οργανογένεση, κυτταρικών τύπων θα µπορούσε να βελτιώσει 

σηµαντικά την παραγωγή των τυχαίων βλαστών. Τα στοιχεία που 

παρουσιάστηκαν εδώ υποστηρίζουν ότι υπάρχει µια διαφορά στον κυτταρικό 

µεταβολισµό των ΠΑ µεταξύ αναπτυσσόµενων τυχαίων βλαστών και 

περιβαλλόντων υπολειµµατικών ιστών που δε σχηµατίζουν τυχαίους βλαστούς. 

Οι διαφορές στο µεταβολισµό των ΠΑ αυτών των δύο κυτταρικών τύπων θα 
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µπορούσαν να είναι ο στόχος για βιοχηµική ή γενετική µεταχείριση, όπως έχει 

γίνει µε ιστούς άλλων ειδών. Αυτός ο χειρισµός θα µπορούσε επιλεκτικά να 

ευνοήσει ή να καταστείλει µια οµάδα κυττάρων έναντι µιας άλλης και να 

αποκαταστήσει την έλλειψη ηλικία- ή ιστο-ειδικής οργανογένεσης στην άµπελο 

µε σκοπό να βελτιώσει τη συχνότητα σχηµατισµού οργάνων και τη µετατροπή 

τους σε κανονικά φυτά. Αυτά τα ευρήµατα θα µπορούσαν να είναι, επίσης, 

χρήσιµα για προώθηση της αναγέννησης σε άλλα ξυλώδη φυτά ή σε 

συγκεκριµένα απείθαρχα είδη. 

Τα στοιχεία που παρουσιάζονται, στον καπνό, δίνουν µια σαφέστερη 

εικόνα των οµοιοστατικών χαρακτηριστικών της βιοσύνθεσης, της σύζευξης και 

του καταβολισµού των ΠΑ στα όργανα του φυτού κατά τη διάρκεια της 

ανάπτυξης. Η βιοσύνθεση και οι ενδογενείς ΠΑ µειώνονται βασιπέταλα στα 

υπέργεια µέρη, όλα τα οποία κατέχουν τη µοριακή και βιοχηµική µηχανή για τη 

βιοσύνθεση ΠΑ. Τα επίπεδα των ΠΑς στις ρίζες είναι παρόµοια σε µέγεθος µε 

αυτά στα ώριµα φύλλα, παρόλο που η βιοσυνθετική δραστηριότητα στις ρίζες 

είναι αρκετές φορές υψηλότερη από ότι στα φύλλα, δηλώνοντας την ύπαρξη 

διαφορετικών ρυθµών µετατροπής τους µεταξύ των οργάνων. Οι αναλογίες των 

ελευθέρων και των συζευγµένων ΠΑ, επίσης, διαφοροποιούνται µε την 

ανάπτυξη. Όσο τα επίπεδα των ολικών ΠΑ µειώνονται, τόσο ο σχετικός λόγος 

των S-ΠΑ/tot-ΠΑ αυξάνεται προτείνοντας ότι η σύζευξη των ΠΑ, και όχι µόνο η 

βιοσύνθεση τους, παίζει ένα σηµαντικό ρόλο στην διατήρηση των ελεύθερων 

ΠΑ. Επιπλέον, η συνεισφορά των ενζυµικών ενεργοτήτων των ODC και ADC 

στη βιοσύνθεση της Put, καθώς και των γονιδίων για την σύνθεση της Spd και 

Spm, ρυθµίζεται αναπτυξιακά. Η µειωµένη διαθεσιµότητα της dSAM κατά το 

γηρασµό του φύλλου, ως αποτέλεσµα του ανταγωνισµού για την βιοσύνθεση του 

αιθυλενίου, µπορεί να αποτελεί έναν εναλλακτικό µηχανισµό ρύθµισης της 

σύνθεσης των Spd και Spm. Τα προοιµιακά αποτελέσµατα µας για τον 

υποκυτταρικό εντοπισµό των ενζύµων βιοσύνθεσης, δείχνουν ότι αυτός είναι 

ίσως ένα επιπρόσθετο µέσο ρύθµισης των ΠΑ στα διαφορετικά κυτταρικά 

οργανίδια κατά την ανάπτυξη. 
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Προηγούµενα αποτελέσµατα του Εργαστηρίου, όσον αφορά την 

κατανόηση της συµβολής των ενεργών µορφών οξυγόνου στην βιογένεση και 

την τροποποίηση της δοµής του κυτταρικού τοιχώµατος καθώς και το κοµµάτι 

της παρούσας εργασίας, που αφορά τη χωροταξική και χρονική ρύθµιση της 

έκφρασης των DAO, ΡΑΟ και POX στον καπνό, επιτρέπουν τον οραµατισµό 

ενός νέου σεναρίου για τα µοριακά γεγονότα τα οποία ρυθµίζουν την 

επιµήκυνση και την διαφοροποίηση του κυτταρικού τοιχώµατος. Η γρήγορη 

επιµηκυντική αύξηση του φύλλου του καπνού είναι γνωστό ότι στηρίζεται στην 

αυξίνη η οποία µεταφέρεται κατά κύριο λόγο από την κορυφή του βλαστού. Ο 

κυτταροπλασµατικός εντοπισµός των DAO και ΡΑΟ µπορεί να είναι υπεύθυνος 

για την ανάγκη ενδο-πρωτοπλασµικής παραγωγής H2O2 για την διασύνδεση των 

πολυµερών στο εκκριτικό µονοπάτι. Η πρόοδος στην ανάπτυξη του φυτού έχει 

ως αποτέλεσµα την επαγωγή στην έκφραση των DAO, ΡΑΟ και ΡΟΧ στους 

αγγειώδεις ιστούς καθ’ όλο τον άξονα του φυτού του καπνού, παρουσιάζοντας 

έντονη αύξηση της περιεκτικότητας τους στα κυτταρικά τοιχώµατα. Αυτό το 

γεγονός, είναι κατά πάσα πιθανότητα συνδεµένο µε τη φυσιολογική απαίτηση 

υψηλότερης παραγωγής H2O2 µέσω των οξειδασών των αµινών στον αποπλάστη 

για να καθοδηγήσει την καταλυόµενη από την ΡΟΧ διασύνδεση και 

λιγνιτοποίηση, ώστε να ολοκληρωθεί η σύσφιξη και διαφοροποίηση του 

κυτταρικού τοιχώµατος. Επίσης, η ΡΜΤ χρησιµοποιεί άµεσα την Put για την 

παραγωγή νικοτινικών αλκαλοειδών στην ρίζα και τους γηραιούς υπέργειους 

ιστούς του καπνού. 

Μέχρι αυτό το σηµείο ήταν θέµα εικασιών η πιθανότητα το H2O2 που 

παράγεται µέσω της αποδόµησης των αµινών να συµβάλλει στην λιγνιτοποίηση 

των φυτικών κυτταρικών τοιχωµάτων. Η παρούσα µελέτη, υποστηρίζει αυτήν 

την υπόθεση εντοπίζοντας την έκφραση των οξειδασών των αµινών και της ΡΟΧ 

κατά την ανάπτυξη και το γηρασµό στα φυτά. Με βάση τις γνώσεις µας, αυτή 

είναι η πρώτη σίγουρη επισήµανση της βιοχηµικής σχέσης της οξείδωσης των 

ΠΑ µε το ξεκίνηµα της λιγνιτοποίησης του κυτταρικού τοιχώµατος και της 

βιοσύνθεσης των αλκαλοειδών. Η ανάλυση µας όσον αφορά την αναπτυξιακή 

έκφραση, συσχετίζει τις οξειδάσες των αµινών, τις ΡΟΧ και την ΡΜΤ µε τον 
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καταβολισµό των ΠΑ, την διασύνδεση/λιγνιτοποίηση του κυτταρικού 

τοιχώµατος, τον αναπτυξιακό προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο και την 

παραγωγή των νικοτινικών αλκαλοειδών στον καπνό. Εντούτοις, το συµπέρασµα 

πρέπει να εξειδικευτεί εφόσον οι ΠΑ και οι συζευγµένες µορφές τους 

θεωρούνται πολυλειτουργικές, δηµιουργώντας την πιθανότητα ότι 

διαδραµατίζουν κι άλλους ρόλους ακόµη και κατά τη διαφοροποίηση των 

αγγείων. Περαιτέρω αναλύσεις, συµπεριλαµβανοµένης της µεταφοράς και της 

δηµιουργίας των ενεργών µορφών οξυγόνου κατά τις παραπάνω διαδικασίες, 

µαζί µε µελέτες µεταλλαγµένων ή γενετικά τροποποιηµένων σειρών µε 

τροποποιηµένο καταβολισµό ΠΑ, τροποποιηµένα επίπεδα H2O2 ή άλλων, θα 

βοηθήσουν την καλύτερη κατανόηση αυτών των µηχανισµών για την ανάπτυξη, 

το γηρασµό και την αναγεννησιµότητα των φυτικών ειδών. 
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