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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Οι περιβαλλοντικές καταπονήσεις προκαλούν δυσμενείς συνθήκες για την 

ανάπτυξη των οργανισμών και διακρίνονται σε βιοτικές και αβιοτικές. Οι βιοτικές 

καταπονήσεις προκαλούνται από παθογόνα, παράσιτα, αρπακτικά, ενώ οι αβιοτικές 

προέρχονται από ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες. Η αλατότητα και οι χαμηλές 

θερμοκρασίες θεωρούνται από τους σημαντικότερους αβιοτικούς παράγοντες 

καταπόνησης των σιτηρών διότι παρεμποδίζουν την ανάπτυξη των φυτών και 

προκαλούν σοβαρές απώλειες στην γεωργική παραγωγή.  

 Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η ανάπτυξη των ποικιλιών σκληρού 

σίτου (Triticum turgidum var. durum), Rusticano και Grazia, που έχουν εμπορική 

σημασία για τη χώρα μας, σε συνθήκες αλατότητας (100, 200 mM ΝaCl) για 5 ημέρες 

και ψύχους (4oC) για 11 ημέρες. Στη συνέχεια, με τη χρήση υπερυψηλής απόδοσης 

υγρή χρωματογραφία-φασματομετρία μάζας (UHPLC-MS) μελετήθηκε το 

μεταβολομικό πρότυπο του υπέργειου τμήματος των ποικιλιών μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης των φυταρίων τους σε συνθήκες υψηλής αλατότητας (200 mM ΝaCl) 

και ψύχους (4oC). Βασιζόμενοι στα αποτελέσματα της μεταβολομικής ανάλυσης και 

μετά από αναζήτηση σε γνωστές βάσεις δεδομένων, εντοπίστηκαν τα γονίδια που 

πιθανά κωδικοποιούν για ένζυμα τα οποία εμπλέκονται στο μονοπάτι βιοσύνθεσης 

της προλίνης, και απομονώθηκαν οι cDNA κλώνοι των γονιδίων δ-OAT, P5CS1, 

P5CS2 and P5CR που κωδικοποιούν για τα ένζυμα αυτά στο σκληρό σιτάρι. 

Ακολούθως, μελετήθηκε η συσσώρευση των μεταγραφημάτων των γονιδίων σε 

συνθήκες αλατότητας (100 και 200 mM ΝaCl) και ψύχους (4oC) με τη χρήση της 

αλυσιδωτής αντίδρασης πολυμεράσης πραγματικού χρόνου (Real-Time PCR) καθώς 

και η συγκέντρωση της προλίνης στο ριζικό σύστημα και το υπέργειο τμήμα των 

ποικιλιών Rusticano και Grazia, μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες καταπόνησης. 

 Από τις μετρήσεις των μορφολογικών παραμέτρων των φυταρίων σκληρού 

σίτου και των 2 ποικιλιών προέκυψε ότι η ποικιλία Rusticano είναι πιο ανθεκτική από 

την ποικιλία Grazia και στους 2 παράγοντες αβιοτικής καταπόνησης. Η μεταβολομική 

ανάλυση του υπέργειου τμήματος των ανωτέρω ποικιλιών, μετά από εφαρμογή 

αλατότητας και ψύχους, οδήγησε στην ταυτοποίηση είκοσι εννέα πρωτογενών 

(αμινοξέα, οργανικά οξέα, λιπίδια) και δευτερογενών μεταβολιτών (κυρίως αζωτούχες 

και φαινολικές ενώσεις). Σε σύγκριση με την ποικιλία Grazia, η ποικιλία Rusticano 

παρουσίασε ταχεία ενεργοποίηση του μεταβολισμού της στις συνθήκες 

καταπόνησης, διαφοροποίηση μεγαλύτερου αριθμού μεταβολιτών, καθώς και 

υψηλότερα επίπεδα συσσώρευσης μεταβολιτών (αμινοξέων, λιπιδίων, δευτερογενών 

μεταβολιτών) στο υπέργειο τμήμα της. Εξαίρεση αποτελεί, σε συνθήκες αλατότητας, 
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η μεγαλύτερη συγκέντρωση της προλίνης στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Grazia η 

οποία, λόγω μεγαλύτερης ευαισθησίας της σε αυτό τον παράγοντα καταπόνησης, 

συσσωρεύει το συγκεκριμένο μεταβολίτη προκειμένου να επέλθει οσμωρύθμιση και 

να συνεχιστούν οι μεταβολικές της διεργασίες. Aπό τη μεταγραφική μελέτη του 

μονοπατιού βιοσύνθεσης της προλίνης διαπιστώθηκε ότι σε συνθήκες αλατότητας η 

ανθεκτικότητα της ποικιλίας Rusticano έναντι της Grazia είναι εμφανής λόγω της 

μεγαλύτερης συσσώρευσης μεταγραφημάτων των γονιδίων που εμπλέκονται στη 

βιοσύνθεσής της καθώς και από τα υψηλότερα επίπεδα προλίνης στο ριζικό σύστημα 

και το υπέργειο τμήμα, μετά από 72 ώρες καταπόνησης. Σε συνθήκες ψύχους, η 

ανθεκτικότητα της ποικιλίας Rusticano έναντι της Grazia σχετίζεται με την έγκαιρη 

(μόλις 6 ώρες μετά την έκθεση των φυταρίων στους 4οC) συσσώρευση των 

μεταγραφημάτων των γονιδίων και τη μεγαλύτερη συσσώρευση της προλίνης στους 

ιστούς. Τα γονίδια TdP5CS1, TdP5CS2 και Tdδ-OAT είναι πιθανό να δρουν 

συνεργιστικά στη βιοσύνθεση της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ και την ορνιθίνη 

αντίστοιχα, με το γονίδιο TdP5CS1 να έχει κυρίαρχο ρόλο στη συσσώρευση του 

μεταβολίτη και στις 2 συνθήκες καταπόνησης, ενώ από τα αποτελέσματα της 

μεταβολομικής ανάλυσης σε συνθήκες αλατότητας προκύπτει ότι η ορνιθίνη έχει 

ενεργό ρόλο και στα μεταβολικά μονοπάτια της αργινίνης και των πολυαμινών. 

Συμπερασματικά, τα φυτάρια της ποικιλίας Rusticano παρουσιάζουν καλύτερη 

προσαρμογή από τα αντίστοιχα της Grazia τόσο στην αλατότητα, όσο και το ψύχος. 
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ABSTRACT 

Environmental stresses arise from conditions that are unfavorable for the 

optimal growth and development of plants and can be classified either as biotic or 

abiotic. Biotic stresses are caused by pathogens, parasites, predators and other 

competing organisms while abiotic are produced by inappropriate levels of physical 

components of the environment. Salinity and temperature extremes have serious 

effects on the physiology of cereal crops.  

Initialy, morphological parameters of two commercial durum wheat (Triticum 

turgidum var. durum) cultivars, Rusticano and Grazia, were studied and evaluated for 

their tolerance to salt and cold stress. Metabolomic analysis based on Ultra-high-

pressure liquid chromatography time-of-flight mass spectrometry (UHPLC-TOF-MS) 

was employed to identify differentially regulated metabolites, 48 h after exposure of 

cvs Rusticano and Grazia to 200mM NaCl and 4oC. Based on the results of 

comparative analysis in Rusticano and Grazia cvs under salt and cold stress 

conditions, it was investigated the molecular regulation of proline biosynthesis after 

12, 24, 48 and 72h under both stress conditions. In order to evaluate the relative 

importance of ornithine (Orn) and glutamate (Glu) as precursors in Pro synthesis, a 

partial cDNA encoding Orn-δ-aminotransferase (δ-OAT), two partial cDNAs encoding 

δ1-pyrroline-5-carboxylate synthetase (P5CS1, P5CS2) and a partial cDNA encoding 

δ1-pyrroline-5-carboxylate reductase (P5CR) were isolated and sequenced from 

Triticum turgidum var. durum. 

 In the initial screening experiments, it was shown that cv Rusticano exhibited 

larger root and shoot biomass than cv Grazia. Therefore, cv Rusticano is more 

tolerant than cv Grazia to salt and cold stress. Metabolomic analysis revealed the 

importance of twenty nine primary and secondary metabolites in the plants of both 

cvs subjected to salt and cold stress. In cv Rusticano more metabolites were induced 

than in cv Grazia, under both stresses and at higher levels than cv Grazia. The only 

exception was of the amino acid proline that its levels were higher in Grazia 

compared to Rusticano under salt stress. Real-Time PCR analysis revealed that the 

genes Tdδ-OAT, TdP5CS1, TdP5CS2 and TdP5CR that are implicated in proline 

biosynthesis are stress induced in roots and shoots of both cvs under both stress 

conditions. The expression of the genes was higher in the salt-tolerant cv Rusticano 

than in the salt-sensitive cv Grazia while the up-regulated expression of TdP5CS1 in 

roots and shoots was higher than that of TdP5CS2. It’s worth mentioning that the 

higher accumulation of proline in shoots of Grazia after 48 h of salt stress confirmed 

the results of metabolomic analysis, while cv Rusticano accumulated more proline 
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later than Grazia (after 72 h of salt stress treatment). Under cold stress conditions, 

genes were over-expressed (with the exception of TdP5CR in shoots of both cvs), 

yet an earlier and higher response was observed in the cold-tolerant cv Rusticano, 

while proline accumulation showed a peak at 24 h in tissues (roots and shoots) of cv 

Rusticano, later than the peak of the genes’ expression. The experimental results 

indicate that glutamate pathway is dominant in salt stress induced proline 

accumulation, where TdP5CS1 seems to play more important role than does 

TdP5CS2. The associated work on metabolomics analysis reveals that ornithine 

seems to serve as a precursor of polyamine biosynthesis. The metabolite profiling 

and molecular regulation of proline biosynthesis show that cv Rusticano acclimate to 

both abiotic stresses better than Grazia. 
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ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ 

DGDG : Διγαλακτοσυλο-διακυλογλυκερόλη (Digalactosyl-diacylglycerol) 

DIMBOA-Glc : 2-(2,4-διύδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

(2-β-D-glucopyranosyloxy-4-hydroxy-7-methoxy 1,4-benzoxazin-3-one) 

Glu : Γλουταμινικό οξύ (Glutamate or Glutamic acid) 

GSA : Γλουταμινική-γ-ημιαλδεύδη (Glutamate-semialdehyde) 

HDMBOA-Glc : 2-(4,7-διμεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

(2-β-D-glucopyranosyloxy-4,7-dimethoxy-1,4-benzoxazin-3-one) 

HMBOA-Glc : 2-(2-διύδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

(2-β-D-glucopyranosyloxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-3-one) 

MBOA : 6-μεθοξυ-2-βενζοξαζολιόνη (6-methoxy-2-benzoxazolinone) 

MDGD : Μονογαλακτοσυλο-διακυκογλυκερόλη (Monogalactosyl-diacylglycerol) 

Orn : Ορνιθίνη (Ornithine) 

PCA : Στατιστική Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal component analysis) 

P5C : δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό (δ1-pyrroline-5-carboxylate) 

P5CR : Ρεδουκτάση του δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό ή αναγωγάση του δ1-πυρολινο-

5–καρβοξυλικό (δ1-pyrroline-5-carboxylate reductase) 

P5CS : Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό (δ1-pyrroline-5-carboxylate 

synthetase or synthase) 

Pro : Προλίνη (Proline) 

Real-Time PCR ή qPCR : Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης πραγματικού χρόνου 

ή ποσοτική Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (Real-

Time polymerase chain reaction or quantitative polymerase 

chain reaction) 

ROS : Ενεργές μορφές οξυγόνου (Reactive oxygen species) 

TRΙΒΟΑ-Glc: 2(4,7-τριύδροξυ-2Η-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη  

(2-β-D-glucopyranosyloxy-4,7-trihydroxy-2H-1,4-benzoxazin-3(4H)-

one) 

UPLC-MS ή UHPLC-MS: Υγρή χρωματογραφία υπερυψηλής απόδοσης συζευγμένη 

με φασματομετρία μάζας (Ultra high pressure liquid 

chromatography-mass spectrometry or Ultra performance 

liquid chromatography-mass spectrometry) 

δ-ΟΑΤ : δ-αμινοτρανσφεράση της ορνιθίνης (Οrnithine -δ-aminotransferase) 

ΤUB : Τιουμπουλίνη (Tubuline) 
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ΠΡΟΛΟΓΟΣ 
Η παρούσα διδακτορική διατριβή με τίτλο «Μηχανισμοί ανθεκτικότητας των ποικιλιών 

σκληρού σίτου Rusticano και Grazia σε συνθήκες αλατότητας και ψύχους» 

εκπονήθηκε στα Εργαστήρια Μοριακής Βιολογίας, Φυσιολογίας και Μορφολογίας 

Φυτών, Φυτοπαθολογίας και Γενικής και Γεωργικής Μερεωρολογίας του Γεωπονικού 

Πανεπιστημίου Αθηνών (ΓΠΑ) καθώς και στο Εργαστήριο Βασικής και 

Εφαρμοσμένης Έρευνας στη Χημική Οικολογία, του Ινστιτούτου Βιολογίας του 

Πανεπιστημίου Neuchâtel, Ελβετία. Το θέμα διατριβής, που μου ανατέθηκε, 

επιλέχθηκε από κοινού από τους Καθηγητές του ΓΠΑ, κκ Π. Κατινάκη και Αικ. 

Χρονοπούλου-Σερέλη, τους οποίους ευχαριστώ θερμά. 

Η διδακτορική διατριβή αποτελείται από τέσσερα Κεφάλαια. Στο 1ο κεφάλαιο γίνεται 

περιγραφή των βασικών εισαγωγικών εννοιών της διατριβής. Γίνεται δηλαδή 

αναφορά στο σιτάρι, που αποτελεί και το πειραματικό φυτό της παρούσας μελέτης, 

στις αβιοτικές καταπονήσεις αλατότητα και ψύχος, στις επιδράσεις των 

καταπονήσεων αυτών στην ανάπτυξη των φυτών, στις τεχνικές μεταβολομικής 

ανάλυσης καθώς και στις μεταβολομικές αποκρίσεις των φυτών σε συνθήκες 

αλατότητας και ψύχους. Το κεφάλαιο αυτό ολοκληρώνεται με την αναλυτική 

περιγραφή του ρόλου της προλίνης έναντι των αβιοτικών καταπονήσεων.  

Στο 2ο κεφάλαιο διερευνάται η ανθεκτικότητα δύο εμπορικών ποικιλιών σκληρού 

σίτου σε συνθήκες αλατότητας και ψύχους. Σε νεαρά φυτάρια των δύο ποικιλιών, 

Rusticano και Grazia, που εκτέθηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος (0, 100 

και 200 mM ΝaCl) και σε διαφορετικές θερμοκρασίες (22 και 4oC), πραγματοποιείται 

αξιολόγηση των μορφολογικών τους χαρακτηριστικών.  

Στο 3ο κεφάλαιο μελετάται το μεταβολομικό πρότυπο του υπέργειου τμήματος των 

δύο ποικιλιών σκληρού σίτου σε συνθήκες υψηλής αλατότητας (200 mM ΝaCl) και 

χαμηλών θερμοκρασιών (4oC). Ενώ το 4ο κεφάλαιο εστιάζεται στη μελέτη του 

μονοπατιού βιοσύνθεσης του μεταβολίτη, προλίνη, στο ριζικό σύστημα και το 

υπέργειο τμήμα των δύο ποικιλιών σκληρού σίτου στις ανωτέρω συνθήκες 

καταπόνησης. 

Επιθυμώ να εκφράσω τις θερμές μου ευχαριστίες στην Επιβλέπουσα Ομότιμη 

Καθηγήτρια, κ. Αικατερίνη Χρονοπούλου Σερέλη για τη βοήθειά της στο σχεδιασμό, 

την καθοδήγησή της και τη γόνιμη ανταλλαγή απόψεων που συνέβαλαν καθοριστικά 

στην επιτυχή ολοκλήρωση της εργασίας αυτής. Την ευχαριστώ επίσης και για την 

εμψύχωση που μου παρείχε σε όλα τα στάδια εκπόνηση της διατριβής.  

Τον κ. Παναγιώτη Κατινάκη, Καθηγητή και Διευθυντή του Εργαστηρίου Γενικής και 

Γεωργικής Μικροβιολογίας του ΓΠΑ και μέλος της τριμελούς συμβουλευτικής 

επιτροπής, ευχαριστώ για την εμπιστοσύνη που μου έδειξε και με δέχτηκε στην 
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εργαστηριακή του ομάδα, ενώ παράλληλα εργαζόμουν στη Γραμματεία του Τμήματος 

Γ. Βιοτεχνολογίας. Ήξερε ότι θα αργούσα να τελειώσω, λόγω των πολλών 

υποχρεώσεών μου, αλλά με τούτη τη διατριβή ελπίζω, έστω και μετά από τόσα 

χρόνια, να τον δικαίωσα για την αρχική του επιλογή. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο: ΕΙΣΑΓΩΓΙΚΕΣ ΕΝΝΟΙΕΣ 

1.1 Γενικά περί Σιτηρών 

 

Τα σιτηρά ανήκουν στην οικογένεια Gramineae είναι από τα πρώτα φυτά τα 

οποία καλλιέργησε ο άνθρωπος και τα ίχνη των περισσότερων από αυτά χάνονται 

στο βάθος των αιώνων. Από τις αρχές της ανθρώπινης ιστορίας η σπουδαιότητα των 

σιτηρών για το ανθρώπινο γένος υπήρξε σημαντική. Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός 

ότι οι αρχαίοι πολιτισμοί ήκμασαν σε περιοχές όπου καλλιεργούνταν κάποιο σιτηρό. 

Έτσι, οι πολιτισμοί των Βαβυλωνίων και Αιγύπτιων βασίστηκαν στο σιτάρι, των 

Κινέζων στο ρύζι, των Ίνκας, Μάγιας και Αζτέκων στον αραβόσιτο (Kαραμάνος 

1994). 

Σήμερα, τα σιτηρά εξακολουθούν να διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην 

παγκόσμια γεωργία και τα προϊόντα τους αποτελούν τη βάση της διατροφής του 

πληθυσμού του πλανήτη μας. Σύμφωνα με στατιστικές του Παγκόσμιου Οργανισμού 

Τροφίμων το έτος 2009 (FAO Stat 2009), το σιτάρι κατείχε τη δεύτερη θέση στην 

παγκόσμια παραγωγή σιτηρών, μετά το καλαμπόκι και ακολουθούσε στην τρίτη θέση 

το ρύζι. Η μεγάλη σημασία των σιτηρών παγκόσμια οφείλεται στο ότι σε εντατικές 

συνθήκες καλλιέργειας έχουν μεγαλύτερη παραγωγή από όλες τις άλλες κατηγορίες 

φυτών, παρουσιάζουν μεγάλη προσαρμοστικότητα σε διαφορετικές συνθήκες 

περιβάλλοντος, αποτελούν την κυριότερη πηγή τροφίμων, αποθηκεύονται εύκολα 

γιατί περιέχουν μικρό ποσοστό υγρασίας και δεν απαιτούν μεγάλο χώρο 

αποθήκευσης (Shewry 2009). 

 
Tαξινόμηση-Oνοματολογία Σίτου  

 
Βασίλειο (Kingdom): Φυτά (Plantae) 

  Υποβασίλειο (Subkingdom): Πράσινα φυτά (Viridaeplantae) 

   Άθροισμα (Division): Τραχεόφυτα (Tracheophyta) 

     Κλάση (Class): Αγγειόσπερμα (Magnoliopsida) 

       Υπερκλάση  (Superorder): Mονοκοτυλήδονα (Lilianae) 

        Τάξη (Οrder): Κυπειρώδη (Poales)  

            Οικογένεια (Family): Ποοειδή (Poaceae) ή Αγρωστώδη (Gramineae)  

              Γένος (Genus): Σίτος (Triticum L.)  

 
Για την ταξινόμηση χρησιμοποιήθηκαν πληροφορίες από τις ιστοσελίδες: 
(1) URL:http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=42 

236&print_version=PRT&source=to_print 
(2) URL: http://plants.usda.gov  

 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%92%CE%B1%CE%B2%CF%85%CE%BB%CF%8E%CE%BD%CE%B1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CF%81%CF%87%CE%B1%CE%AF%CE%B1_%CE%91%CE%AF%CE%B3%CF%85%CF%80%CF%84%CE%BF%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%8A%CE%BD%CE%BA%CE%B1%CF%82
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9C%CE%AC%CE%B3%CE%B9%CE%B1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%B6%CF%84%CE%AD%CE%BA%CE%BF%CE%B9
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=P.+R.+Shewry&sortspec=date&submit=Submit
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A6%CF%85%CF%84%CE%AC
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%9A%CF%85%CF%80%CE%B5%CE%B9%CF%81%CF%8E%CE%B4%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A0%CE%BF%CE%BF%CE%B5%CE%B9%CE%B4%CE%AE
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%B3%CF%81%CF%89%CF%83%CF%84%CF%8E%CE%B4%CE%B7
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=42%20236&print_version=PRT&source=to_print
http://www.itis.gov/servlet/SingleRpt/SingleRpt?search_topic=TSN&search_value=42%20236&print_version=PRT&source=to_print
http://plants.usda.gov/
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Το σιτάρι ή στάρι ή σίτος (Triticum spp), έχει καταγωγή από την περιοχή του 

Λιβάνου, (Colledge and Conolly 2007),αλλά σήμερα η καλλιέργειά του έχει εξαπλωθεί 

σε όλο τον κόσμο. Το γένος Triticum περιλαμβάνει καλλιεργούμενα ή αυτοφυή είδη. 

Όλα τα είδη του σιταριού κατατάσσονται σε τρείς ομάδες ανάλογα με το γoνιδίωμά 

τους (Hancock and James 2004) (Πιν. 1.1.1).  

 

Πίνακας 1.1.1 Κατάταξη των καλλιεργούμενων σιτηρών και των στενών άγριων συγγενών 

ειδών. Οι αστερίσκοι δείχνουν τα άγρια είδη.  

Είδος Γένωμα Γενετική Ταξινόμηση 

(1) 

Παραδοσιακή Ταξινόμηση 
(Dorofeev et al. 1979) 

Διπλοειδή (2n=14) 

 

ΑΑ 

*Triticum monococcum L. subsp. 
aegilopoides Thell.  

*Triticum boeoticum Boiss.  

*Triticum urartu Tumanian ex Gandilyan  *Triticum urartu Tumanian ex 
Gandilyan  

Triticum monococcum L. subsp. 
monococcum  

Triticum monococcum L. 

Tετραπλοειδή (2n=28)  

Σπόροι με 
Λέπυρα  

ΑΑΒΒ 

*Triticum turgidum L. subsp. dicoccoides 
(Korn. ex Asch. & Graebn.) Thell. 

*Triticum dicoccoides (Körn. ex 
Asch. & Graebner) Schweinf. 

Triticum turgidum L. subsp. dicoccum 
(Schrank ex Schübl.) Thell. 

Triticum dicoccum Schrank ex 
Schübler 

Triticum ispahanicum Heslot Triticum ispahanicum Heslot 

Triticum turgidum L. subsp. 
paleocolchicum Á. & D. Löve 

Triticum karamyschevii Nevski 

Tετραπλοειδή (2n=28) 

Σπόροι 
χωρίς 

Λέπυρα 
ΑΑΒΒ 

Triticum turgidum L. subsp. durum 
(Desf.) Husn. 

Triticum durum Desf. 

Triticum turgidum L. subsp. turgidum Triticum turgidum L. 

Triticum turgidum L. subsp. polonicum 
(L.) Thell. 

Triticum polonicum L. 

Triticum turgidum L. subsp. turanicum 
(Jakubz.) Á. & D. Löve 

Triticum turanicum Jakubz. 

Triticum turgidum L. subsp. carthlicum 
(Nevski) Á. & D. Löve 

Triticum carthlicum Nevski in Kom. 

 

ΑΑCC 

*Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. 
subsp. armeniacum (Jakubz.) Slageren 

*Triticum araraticum Jakubz. 

Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. 
subsp. timopheevii 

Triticum timopheevii (Zhuk.) Zhuk. 

Εξαπλοειδή (2n=42) 

Σπόροι με 
Λέπυρα 

AABBDD 

Triticum aestivum L. subsp. spelta (L.) 
Thell. 

Triticum spelta L. 

Triticum aestivum L. subsp. macha 
(Dekapr. & A. M. Menabde) Mackey 

Triticum macha Dekapr. & Menabde 

Triticum vavilovii Jakubz. Triticum vavilovii (Tumanian) Jakubz. 

Εξαπλοειδή (2n=42)  

Σπόροι 
χωρίς 

Λέπυρα 
AABBDD 

Triticum aestivum L. subsp. aestivum Triticum aestivum L. 

Triticum aestivum L. subsp. compactum 
(Host) Mackey 

Triticum compactum Host 

Triticum aestivum L. subsp. 
sphaerococcum (Percival) Mackey 

Triticum sphaerococcum Percival 

 

 

http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/index.pl
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Albert_Thellung
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_boeoticum
http://en.wikipedia.org/wiki/Einkorn
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Einkorn
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Albert_Thellung
http://en.wikipedia.org/wiki/Emmer
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Franz_Paula_von_Schrank
http://en.wikipedia.org/wiki/Gustav_Sch%C3%BCbler
http://en.wikipedia.org/wiki/Albert_Thellung
http://en.wikipedia.org/wiki/Emmer
http://en.wikipedia.org/wiki/Franz_Paula_von_Schrank
http://en.wikipedia.org/wiki/Gustav_Sch%C3%BCbler
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Triticum_ispahanicum&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/%C3%81skell_L%C3%B6ve
http://en.wikipedia.org/wiki/Doris_L%C3%B6ve
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Triticum_karamyschevii&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Durum
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Triticum_turgidum&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Albert_Thellung
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_polonicum
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/%C3%81skell_L%C3%B6ve
http://en.wikipedia.org/wiki/Doris_L%C3%B6ve
http://en.wikipedia.org/wiki/Khorasan_wheat
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/%C3%81skell_L%C3%B6ve
http://en.wikipedia.org/wiki/Doris_L%C3%B6ve
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_carthlicum
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Triticum_araraticum&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_timopheevii
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Albert_Thellung
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_spelta
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Triticum_macha&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/w/index.php?title=Triticum_vavilovii&action=edit&redlink=1
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_aestivum
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Common_wheat
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_aestivum
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Common_wheat
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_aestivum
http://en.wikipedia.org/wiki/Carl_Linnaeus
http://en.wikipedia.org/wiki/Common_wheat
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Για την κατάταξη χρησιμοποιήθηκαν πληροφορίες από την ιστοσελίδα: 
(1) USDA, ARS, National Genetic Resources Program. Germplasm Resources Information 

Network - (GRIN) National Germplasm Resources Laboratory, Beltsville, Maryland USA  
(URL: http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/index.pl) 

 
 

 Στην Εικόνα 1.1.1 παρουσιάζεται η εξέλιξη των διαφόρων ειδών 

καλλιεργούμενου σίτου. Σύμφωνα, με την πορεία εξέλιξης στο γένος Triticum, το 

σκληρό σιτάρι είναι αρχαιότερο του μαλακού. Eπιπλέον, το μαλακό σιτάρι (T. 

aestivum), του οποίου οι σπόροι είναι χωρίς λέπυρα, προήλθε από τυχαία μετάλλαξη 

του T. spelta (σπόροι με λέπυρα) (Snape and Pankova 2006, Shewry 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.1.1 Απεικόνιση της εξέλιξης των διαφόρων ειδών καλλιεργούμενου σίτου (Snape 

and Pankova 2006) 

 

http://www.ars-grin.gov/cgi-bin/npgs/html/index.pl
http://en.wikipedia.org/wiki/Triticum_aestivum
http://jxb.oxfordjournals.org/search?author1=P.+R.+Shewry&sortspec=date&submit=Submit
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Μορφολογικά Χαρακτηριστικά 

Το ριζικό σύστημα των σιτηρών διακρίνεται σε εμβρυακό και μόνιμο 

(Καραμάνος 1994, Σφήκας 1995). Οι εμβρυακές ρίζες έχουν τις καταβολές τους στο 

έμβρυο. Στο σιτάρι αναπτύσσονται 5-6 ρίζες, οι οποίες άλλοτε είναι πρόσκαιρες και 

άλλοτε διατηρούνται ενεργές σε όλη τη διάρκεια της ζωής του φυτού. Είναι λεπτές, 

έχουν ομοιόμορφη διάμετρο και η ανάπτυξή τους είναι ταχύτατη κάτω από ευνοϊκές 

συνθήκες (Δαλιάνης 1983). Οι μόνιμες ρίζες βγαίνουν αργότερα, από ένα κόμβο του 

στελέχους που βρίσκεται κοντά στην επιφάνεια του εδάφους. Οι ρίζες αυτές είναι 

παχύτερες, σκληρότερες και ισχυρότερες σε σύγκριση με τις εμβρυακές. Τα σιτηρά 

έχουν θυσσανώδες ριζικό σύστημα, αποτελούμενο από έναν αριθμό ισοδιαμετρικών 

ριζών που ξεκινούν από το ίδιο περίπου σημείο του φυτού σε μικρό βάθος κάτω από 

την επιφάνεια του εδάφους (Καραμάνος 1994).  

Στο στέλεχος τα φύλλα διατάσσονται σε φυλλοταξία δίστοιχη. Κάθε φύλλο 

αποτελείται από τον κολεό, που ξεκινά από το γόνατο και περιβάλλει το στέλεχος και 

το έλασμα, που είναι το ελεύθερο και ανώτερο μέρος του φύλλου. Στην ένωση με τον 

κολεό σχηματίζονται συνήθως τα ωτίδια και το γλωσσίδιο, τα οποία αποτελούν 

διακριτικό γνώρισμα μεταξύ των διαφόρων γενών των σιτηρών. Οι νευρώσεις του 

φύλλου (ηθμαγγειώδεις δέσμες) είναι παράλληλες χωρίς διακλαδώσεις (Καραμάνος 

1994).  

Το σιτάρι έχει ταξιανθία στάχυ. Αποτελείται από ένα κύριο αρθρωτό άξονα (τη 

ράχη), που έχει εναλλάξ μικρούς ποδίσκους (ραχίδια), οι οποίοι φέρουν τα σταχύδια. 

Κάθε σταχύδιο περιβάλλεται από δύο βράκτεια που ονομάζονται λέπυρα, σε 

αντιδιαστολή προς τα εσωτερικά λέπυρα (το χιτώνα και τη λεπίδα) που περιβάλλουν 

κάθε άνθος (Καραμάνος 1994, Σφήκας 1995) 

Ο καρπός είναι καρύοψη και περιβάλλεται από το περικάρπιο και μια 

μεμβράνη (testa). Το έμβρυο βρίσκεται στη νωτιαία πλευρά του σπόρου κοντά στον 

ποδίσκο και έρχεται σε επαφή με το ενδοσπέρμιο που είναι ο αποταμιευτικός ιστός 

και αποτελείται από κύτταρα με αμυλόκοκκους και λίγη πρωτεΐνη (Καραμάνος 1994).  

 

Στάδια του Βιολογικού Κύκλου 

 

 Τα σιτηρά είναι φυτά καθορισμένου τρόπου ανάπτυξης και επομένως ο 

βιολογικός τους κύκλος χαρακτηρίζεται από μια σαφώς προδιαγεγραμμένη 

αλληλουχία σταδίων ανάπτυξης. Για την πληρέστερη περιγραφή της φαινολογίας των 

σιτηρών (Εικ.1.1.2) έχει γίνει κωδικοποίηση των σταδίων ανάπτυξης με την κλίμακα 

του Feekes (1941). 
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 Αρχικά διακρίνεται η βλάστηση του σπόρου με την ανάδυση του κολεόπτιλου 

(στάδιο 1) και ακολουθεί ο σχηματισμός πολλών βλαστών, των αδελφιών, από 

οφθαλμούς οι οποίοι βρίσκονται στα γόνατα του στελέχους λίγο πιο κάτω ή ακριβώς 

πάνω στην επιφάνεια του εδάφους (Αδέλφωμα: στάδια 2-5). Στη συνέχεια 

διαφοροποιούνται όλοι οι κόμβοι και τα αντίστοιχα φύλλα, ακολουθεί η επιμήκυνση 

των μεσογονατίων, η αύξηση των αντίστοιχων φύλλων και το φυτό αυξάνει πολύ σε 

ύψος και φύλλωμα (Καλάμωμα: στάδια 6-10). Τέλος ολοκληρώνεται η πλήρης έξοδος 

του στάχυ από τον κολεό του ανώτερου φύλλου (Ξεστάχυασμα: στάδια 10.1-10.5), 

ακολουθεί η άνθηση με τη γονιμοποίηση και ξεκινάει η διαδικασία εφοδιασμού των 

γονιμοποιημένων σπερματικών βλαστών με φωτοσυνθετικά προϊόντα (Γέμισμα 

Καρπών: στάδιο 11) (Large 1954). 
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Εικόνα 1.1.2 Στάδια ανάπτυξης των σιτηρών σε αντιστοιχία με τα στάδια της κλίμακας Feekes  

(Τροποποίηση Εικόνας από http://www.uky.edu/Ag/GrainCrops/Images/2/2.1.JPG)
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http://www.uky.edu/Ag/GrainCrops/Images/2/2.1.JPG
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1.1.1 Η Σιτοκαλλιέργεια στην Ελλάδα 

 

Στις μέρες μας, η πλειοψηφία των καλλιεργούμενων ποικιλιών σίτου ανήκει σε 

δύο κύρια είδη του γένους Triticum. Περίπου το 95% της παγκόσμιας καλλιέργειας 

καλύπτεται από το εξαπλοειδικό (T. aestivum) -παραδοσιακό αρτοποιήσιμο σιτάρι- το 

πιο σπουδαίο είδος αγρονομικά και εξελικτικά, στο οποίο ανήκουν σχεδόν όλες οι 

ποικιλίες που είναι τώρα καλά προσαρμοσμένες σ' ένα μεγάλο φάσμα συνθηκών 

περιβάλλοντος σ' όλο τον κόσμο. Το δεύτερο σε σπουδαιότητα είδος είναι 

τετραπλοειδικό και αφορά το σκληρό σίτο (T. turgidum var. durum), που είναι 

κατάλληλο για τη βιομηχανία σιμιγδαλιού και ζυμαρικών. Το τελευταίο είναι καλύτερα 

προσαρμοσμένο στο ξηρό κλίμα της Μεσογείου σε σχέση με το αρτοποιήσιμο και 

μάλιστα αναφέρεται ότι οι χώρες γύρω από τη Λεκάνη της Μεσογείου παράγουν 

πάνω από το 75% της παγκόσμιας παραγωγής σκληρού σίτου (Nachit 1998, Ηabash 

et al 2009). 

Στην Ελλάδα, όπως και στις περισσότερες χώρες, ο σίτος (σκληρός και 

μαλακός) είναι πολύ πιο σπουδαίος από όλα μαζί τα άλλα χειμωνιάτικα σιτηρά και 

καλλιεργείται εδώ και χιλιάδες χρόνια. Από το έτος 1931 μέχρι σήμερα έγιναν 

μεγάλες ανακατατάξεις στην καλλιεργούμενη έκταση σκληρού και μαλακού σίτου στη 

χώρα μας. Έτσι στο έτος αυτό ο σκληρός σίτος κάλυπτε το 66,6% της συνολικής 

σιτοκαλλιεργούμενης έκτασης (σκληρού και μαλακού σίτου). Η υπεροχή αυτή 

μειώθηκε σταδιακά το έτος 1947 (47,4% σκληρός σίτος). Στην περίοδο που 

ακολούθησε συνεχίστηκε η μείωση της καλλιέργειας του σκληρού σίτου με σταθμό το 

έτος 1976, που η υποχώρηση της έφθασε στο κατώτατο όριο (20,1%) (Εικ.1.1.3). Στη 

συνέχεια ακολούθησε ραγδαία ανοδική πορεία και σήμερα καλλιεργείται σε 7.000.000 

στρ. περίπου. Τα σημερινά επίπεδα της καλλιέργειας του σκληρού σίτου (έκταση, 

παραγωγή, μέση στρεμματική απόδοση) στην Ελλάδα θεωρούνται πολύ ψηλά. 

Πρωταγωνιστής στην παραγωγή σκληρού σίτου ανά περιφέρεια είναι η Θεσσαλία, 

ακολουθεί η περιφέρεια δυτικής και κεντρικής Μακεδονίας, στην τρίτη θέση βρίσκεται 

η ανατολική Μακεδονία και τελευταία η περιφέρεια Έβρου (Ινστιτούτο Σιτηρών-

Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίμων: http://www.cerealinstitute.gr). 

 

 

http://www.cerealinstitute.gr/


23 
 

Εικόνα 1.1.3 Εξέλιξη της καλλιέργειας σκληρού σίτου στην Ελλάδα την περίοδο 1961-2005 

(http://www.cerealinstitute.gr) 

Σύμφωνα με τη στατιστική υπηρεσία FAO Stat (2011) 

(http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx), μετά την παραγωγή ελαιόλαδου που 

κατείχε την 1η θέση στον Ελλαδικό χώρο, η παραγωγή σίτου ήταν η 2η 

σημαντικότερη, για το έτος 2011. Σε ότι αφορά την παραγωγή σκληρού σίτου στην 

Ευρώπη των 27, για το έτος 2011, ηγετικό ρόλο έχει η Ιταλία, ακολουθεί η Γαλλία, 

στην τρίτη θέση βρίσκεται η Ισπανία, ενώ στην Ελλάδα που κατέχει την τέταρτη θέση 

στην παραγωγή σίτου της Ευρώπης, επισημαίνεται ότι η παραγωγή σκληρού σίτου 

ανά έτος βαίνει μειούμενη (Ινστιτούτο Σιτηρών-Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και 

Τροφίμων: http://www.cerealinstitute.gr).  

 Δύο από τις πλέον εμπορικές ποικιλίες σκληρού σίτου Ιταλικής προέλευσης, 

που καλλιεργούνται στη χώρα μας και συγκαταλέγονται στις ευρέως καλλιεργούμενες 

ποικιλίες από τους Ιταλούς αγρότες (Royo et al 2009) είναι οι ποικιλίες Rusticano και 

Grazia, οι οποίες χρησιμοποιήθηκαν ως πειραματικό υλικό στην παρούσα διατριβή. 

H ποικιλία Grazia διατέθηκε στην αγορά το έτος 1986 και χαρακτηρίζεται ως μια 

παλιά βελτιωμένη ποικιλία, ενώ η ποικιλία Rusticano είναι νέα ποικιλία και 

καλλιεργείται τις τελευταίες δύο  δεκαετίες (από το 1997) (Di Falco et al 2008). Στον 

Πίνακα 1.1.2 καταγράφονται τα χαρακτηριστικά και οι τελικές αποδόσεις των δύο 

ποικιλιών.  

http://www.cerealinstitute.gr/
http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx
http://www.cerealinstitute.gr/
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Πίνακας 1.1.2 Χαρακτηριστικά των ποικιλιών Rusticano και Grazia. (http://www.agroservicespa.it) 

 

Rusticano Grazia 

Μεσοπρώιμη ποικιλία σκληρού σίτου Μεσοόψιμη ποικιλία σκληρού σίτου 

Μορφολογικά Χαρακτηριστικά 

Στάχυς συμπαγής με πολύ μακριά καστανόμαυρα άγανα. Στάχυς μεγάλου μήκους, παράλληλος, με μαύρα άγανα.  

Ύψος Φυτού :75-80 cm Ύψος Φυτού :85-90 cm 

Φυσιολογικά Χαρακτηριστικά 

Πολύ πλούσιο αδέλφωμα. Πλούσιο αδέλφωμα. 

Ανθεκτικό σε ψύχος και ξηρασία.  Μέτρια ευαίσθητο στην ξηρασία και Ανθεκτικό στις χαμηλές θερμοκρασίες  

Ανθεκτικό στο πλάγιασμα.  Mέτρια ανθεκτικό στο πλάγιασμα  

Μέτρια ανθεκτικότητα σε φουζαρίωση, ωίδιο, ανθράκωση, σεπτορίωση και 
σκωρίαση 

Ευαισθησία στις ασθένειες : σκωρίαση, σεπτόρια, φουζαρίωση  

Αποδόσεις 

Παραγωγικότητα: πολύ υψηλή Μεγάλο δυναμικό παραγωγής  

Βάρος 1000 σπόρων: 53-55 gr  Βάρος 1000 κόκκων : 48-50 gr 

Εκατολιτρικό Βάρος: 83-84  Εκατολιτρικό βάρος : 83-85  

Περιεκτικότητα σε Πρωτεΐνη: 14-16 % Περιεκτικότητα σε Πρωτεΐνη : 13-14 %  

Περιεκτικότητα σε Γλουτένη: 8,5 % Περιεκτικότητα σε Γλουτένη : 7-8 % 

http://www.agroservicespa.it/
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1.2 Αβιοτικές Καταπονήσεις 

 

Η παγκόσμια γεωργία αντιμετωπίζει αρκετές προκλήσεις και πρέπει να 

παράγει 70% περισσότερα τρόφιμα για επιπλέον 2.5 δισεκατομμύρια ανθρώπους 

μέχρι το έτος 2050, ενώ την ίδια χρονική στιγμή έρχεται αντιμέτωπη με τη φτώχια και 

την πείνα, την εκμετάλλευση ανανεώσιμων πηγών ενέργειας και την κλιματική 

αλλαγή (FAO 2009). Ωστόσο η παραγωγικότητα των καλλιεργειών δεν αυξάνεται 

παράλληλα με τη ζήτηση τροφίμων. Η μειούμενη παραγωγικότητα των καλλιεργειών 

οφείλεται τις περισσότερες φορές σε αβιοτικές καταπονήσεις. 

Τα φυτά, κατά τη διάρκεια του βιολογικού τους κύκλου, αντιμετωπίζουν 

αβιοτικές καταπονήσεις, όπως η αλατότητα, η ξηρασία, οι χαμηλές-υψηλές 

θερμοκρασίες, η ακτινοβολία, η τοξικότητα των μέταλλων, το όζον (Bhatnagar-Mathur 

et al 2008, Ahmad and Prasad 2012). Έχει εκτιμηθεί ότι πάνω από 50% της μείωσης 

της γεωργικής παραγωγής είναι αποτέλεσμα των αβιοτικών καταπονήσεων 

(Rodrigez et al 2005, Acquaah 2007). Οι κύριες αβιοτικές καταπονήσεις, όπως η 

ξηρασία, η υψηλή αλατότητα, το ψύχος και οι πολύ υψηλές θερμοκρασίες 

επηρεάζουν αρνητικά την επιβίωση των φυτών, την παραγωγή της βιομάζας, την 

παραγωγή των βασικών γεωργικών προϊόντων πάνω από 70% (Vorasoot et al 2003, 

Kaur et al 2008, Ahmad et al 2010, Thakur et al 2010, Martin et al 2012, Ahmad et al 

2012), ενώ παράλληλα απειλείται η ασφάλεια των τροφίμων παγκοσμίως. 

 

1.2.1 Aλατότητα 

 
Η αλατότητα είναι από τους πιο επικίνδυνους περιβαλλοντικούς παράγοντες 

που επηρεάζουν την παραγωγικότητα των καλλιεργειών. Πάνω από 45 εκατ. εκτάρια 

αρδευόμενης γης, που αντιστοιχούν στο 20% της συνολικής επιφάνειας της γης 

έχουν υποστεί καταστροφές από την αλατότητα παγκοσμίως και 1,5 εκατ. εκτάρια 

βγαίνουν εκτός παραγωγής κάθε χρόνο εξαιτίας των υψηλών επιπέδων αλατότητας 

(Munns and Tester 2008). Επιπλέον, η συνεχώς αυξανόμενη αλατότητα της 

γεωργικής γης αναμένεται να έχει παγκόσμια καταστρεπτικά αποτελέσματα, 

καταλήγοντας σε μείωση των καλλιεργούμενων εκτάσεων πάνω από 50% μέχρι τα 

μέσα του 21ου αιώνα (Mahajan and Touteja 2005).  

Η υψηλή αλατότητα προκαλεί υπερ-ωσμωτική, υπερ-ιοντική και οξειδωτική 

καταπόνηση και είναι δυνατό να οδηγήσει τα φυτά στη νέκρωση (Hasegawa et al 

2000). Έχει αναφερθεί ότι τα φυτά που μεγαλώνουν σε συνθήκες αλατότητας 

επηρεάζονται από αυτή λόγω (ι) του χαμηλού δυναμικού του νερού στην περιοχή της 

ρίζας που προκαλεί υδατική καταπόνηση, με αποτέλεσμα η πρόσληψη και η 
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μεταφορά νερού και θρεπτικών στοιχείων να δυσχεραίνεται, (ιι) των ιόντων Na+ και 

Cl- που προκαλούν τοξικότητα και (ιιι) της παραγωγής ενεργών μορφών οξυγόνου 

(ROS) που συμβάλλουν στην εμφάνιση έντονης οξειδωτικής καταπόνησης στους 

ιστούς (Hasegawa et al 2000).  

Η υψηλή συγκέντρωση αλάτων αυξάνει το ωσμωτικό δυναμικό του εδαφικού 

περιβάλλοντος, το οποίο περιορίζει την εισροή νερού στα φυτά. Το φυτό, με τη σειρά 

του, ρυθμίζει το ωσμωτικό του δυναμικό σε χαμηλότερα επίπεδα, έτσι ώστε να έχει 

την ικανότητα να απορροφά νερό από το έδαφος και να διατηρήσει ανεκτή την πίεση 

σπαργής του. Ωστόσο σε χαμηλή ή μέτρια συγκέντρωση άλατος, τα φυτά ρυθμίζουν 

το ωσμωτικό τους δυναμικό (συγκεντρώνουν διαλύτες) με σκοπό να επιτρέπουν την 

εισροή νερού (Hasegawa et al 2000). 

Τα ιόντα Na+ ανταγωνίζονται τα Κ+ στις θέσεις πρόσδεσης, χρήσιμες για τις 

κυτταρικές λειτουργίες (Munns 2002a). Το Na+ είναι ένα ιδιαίτερο τοξικό ιόν, διότι δρα 

ως ανταγωνιστής στην πρόσληψη Κ+, παρεμποδίζει τη λειτουργία των στοματίων και 

εν τέλει προκαλεί απώλεια νερού και νέκρωση. Από την άλλη τα ιόντα Cl- προκαλούν 

χαρακτηριστικές χλωρώσεις στην περιφέρεια του ελάσματος καθώς και νεκρώσεις 

στα παλαιότερα φύλλα (Maas 1993, Marschner 1995). Αν και τόσο τα ιόντα Na+ όσο 

και τα ιόντα Cl- είναι από τα βασικά ιόντα που επιφέρουν στα φυτά σοβαρές 

διαταραχές σε φυσιολογικό επίπεδο, τα ιόντα Cl- αναφέρονται ως πιο επικίνδυνα από 

τα ιόντα Na+ (Tavakkoli et al 2010). Επιπλέον εμπλέκονται στη σπαργή των 

κυττάρων και τη ρύθμιση του pH. Ωστόσο, είναι τοξικά για τα φυτά σε υψηλές 

συγκεντρώσεις, ενώ κρίσιμα επίπεδα τοξικότητας αναφέρονται τα 4-7 mg/g για τα 

ευαίσθητα είδη στα Cl- και τα 15-50 mg/g για τα ανθεκτικά είδη στα Cl- (Xu et al 2000, 

White and Broadley 2001). 

Βιοχημικές και μοριακές μελέτες σχετικά με την αντίδραση των φυτών στην 

αλατότητα έχουν αποκαλύψει ότι η αλατότητα οδηγεί στο κλείσιμο των στοματίων των 

φύλλων των φυτών, το οποίο περιορίζει τη διαθεσιμότητα CO2 στα φύλλα, και κατ’ 

επέκταση τη δέσμευση του άνθρακα, εκθέτει τους χλωροπλάστες σε υπερβολική 

ενέργεια η οποία αυξάνει τη γένεση ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS), 

συμπεριλαμβανομένου του οξυγόνου στην πρώτη κατάσταση διέγερσης απλότητας 

(1O2), της ρίζας υπεροξειδίου (O2
-), της ρίζας υδροξυλίου (OH-), του υπεροξειδίου του 

υδρογόνου (H2O2) (Parida and Das 2005, Ahmad and Sharma 2008, Αhmad et al 

2010, 2011). Oι ROS είναι δυνατό να προκαλέσουν αλλοιώσεις στη δομή των 

λιπιδίων, των πρωτεϊνών και των νουκλεϊνικών οξέων (Pastori and Foyer 2002, Apel 

and Hirt 2004, Ahmad et al 2010). Ο σχηματισμός οξειδωμένων μορφών λιπιδίων 

παρουσία των ROS προκαλεί την καταστροφή των κυτταρικών μεμβρανών σε 

συνθήκες αλατότητας και έχει μελετηθεί σε πολλά καλλιεργούμενα είδη όπως το ρύζι, 
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την τομάτα, στα εσπεριδοειδή, το μπιζέλι και την κράμβη (Gueta-Dahan et al 1997, 

Dionisio-Sese and Tobita 1998, Mittova et al 2004, Ahmad et al 2009, 2010). Μακράς 

διάρκειας εφαρμογές αλατότητας (EC 5.4 και 10.6 dS m−1, 60 ημέρες) προκάλεσαν 

σημαντική αύξηση των επιπέδων του H2O2 και σχηματισμό οξειδωμένων μορφών 

λιπιδίων σε φυτάρια ευαίσθητης ποικιλίας σιταριού σε σχέση με την ανθεκτικότερη 

ποικιλία (Sairam et al 2002). Πρόσφατα, παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν 

σε συνθήκες υψηλής αλατότητας σε φυτά Brassica napus (Hasanuzzaman et al 

2011) και T. aestivum (Hasanuzzaman et al 2011). 

 
Αιτίες και Τύποι Αλατότητας 

 
 Η προέλευση των αλάτων στο έδαφος μπορεί να είναι πρωτογενής ή φυσική 

και δευτερογενής ή ανθρωπογενής : 

 Η πρωτογενής αλατότητα προέρχεται από μακροχρόνια συγκέντρωση 

αλάτων στο έδαφος. Πρόκειται για μια φυσιολογική διαδικασία που προκαλείται 

κυρίως από φυσικές (ιζήματα-πετρώματα) και καιρικές κατακρημνίσεις (άνεμος-

βροχόπτωση-φυσικά φαινόμενα) με αποτέλεσμα την εναπόθεση διαλυτών αλάτων 

και την εισροή τους στον υδροφόρο ορίζοντα. Επιπλέον, η τοπογραφία και το 

ανάγλυφο της περιοχής φαίνεται να έχει ουσιαστικό ρόλο στο φαινόμενο της 

αλατότητας (Hasanuzzaman et al 2013). 

 Η δευτερογενής αλατότητα δημιουργείται λόγω χρήσης ακατάλληλου νερού 

άρδευσης, υψηλής συγκέντρωσης σε άλατα. Η κακή ποιότητα του νερού άρδευσης 

(εξαιτίας της υπεράντλησης του υπόγειου νερού και της διείσδυσης του θαλάσσιου 

νερού), οι κακές συνθήκες στράγγισης και οι ξηροθερμικές συνθήκες που επικρατούν 

σε πολλές περιοχές ευνοούν το αρνητικό ισοζύγιο του νερού (Garg and Manchanda 

2008).  

 Αναλυτικότερα, μετά την άρδευση, το νερό απορροφάται από την 

καλλιέργεια ή εξατμίζεται. Η κίνηση των αλάτων στην περιοχή της ρίζας σχετίζεται με 

την κίνηση του νερού και όταν το ανοδικό ρεύμα εξατμισοδιαπνοής υπερισχύει του 

καθοδικού ρεύματος της έκπλυσης των υδατοδιαλυτών αλάτων, αυτά 

συσσωρεύονται και εναποθέτονται στο εδαφικό ή θρεπτικό διάλυμα, Εικόνα 1.2.1 α. 

Το αλάτι, που πλεονάζει παραμένει στο έδαφος και κάποιες φορές γίνεται 

αναγνωρίσιμο από την λευκή στρώση ξηρού άλατος, που δημιουργείται στην 

επιφάνεια του εδάφους. Επιπλέον εξαιτίας της υπερβολικής άρδευσης και της κακής 

αποστράγγισης των εδαφών, η ύπαρξη υψηλής υπόγειας στάθμης επιτρέπει την 

ανοδική κίνηση του αλατούχου υπόγειου νερού στη ζώνη του ριζοστρώματος, με  
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Εικόνα 1.2.1 Η αλατότητα στις καλλιέργειες προκαλείται από κακής ποιότητας νερό  

άρδευσης και από την ανοδική κίνηση νερού και αλάτων από το υπέδαφος. 

(Τροποποίηση Εικόνας από Hasanuzzaman et al 2013) 

 
αποτέλεσμα να συμβάλλει στην αύξηση της αλατότητας, Εικόνα 1.2.1 β 

(Hasanuzzaman et al 2013). 

 Συνεπώς, το αρνητικό ισοζύγιο του νερού δημιουργείται σε περιόδους με 

μεγάλη ανάγκη σε νερό, δηλαδή κάτω από ξηρές και θερμές συνθήκες όταν η 

εξατμισοδιαπνοή γίνεται μεγαλύτερη από το άθροισμα βροχόπτωσης και άρδευσης. 

Ενώ σε υγρές περιοχές ή κατά την ψυχρότερη περίοδο του έτους όπου παρατηρείται 

υψηλότερη βροχόπτωση και μικρότερη εξατμοσοδιαπνοή το ποσοστό έκπλυσης των 

συγκεντρωθέντων αλάτων είναι μεγαλύτερο, αμβλύνοντας έτσι τα συμπτώματα της 

αλατότητας (Hasanuzzaman et al 2013).  

 Η ποιότητα του νερού άρδευσης αναφορικά με το ποσοστό αλατότητας, 

εκφράζεται σε μονάδες ηλεκτρικής αγωγιμότητας EC (dS/m). Στον Πίνακα 1.2.1 

παρουσιάζεται κατάταξη του νερού με βάση τα περιέχομενα σε αυτό διαλυμένα 

άλατα (Pitman and Lauchli 2002). 

 

 

 

 

 

 

H2O + NaCl 

NaCl 

Εξάτμιση 

Διαπνοή  

Εξάτμιση  

β 

Διαπνοή 

NaCl 

α 

 

Ανοδική κίνηση νερού και 
αλάτων, λόγω υψηλής 
υπεδάφιας στάθμης 
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Πίνακας 1.2.1 Κατάταξη της ποιότητας του νερού βασισμένη την τελική συγκέντρωση 

αλάτων (Pitman and Lauchli 2002) 

Είδος νερού άρδευσης Διαλυμένα άλατα (mg L –1) 
Ηλεκτρική 

Αγωγιμότητα (dS m –1) 

Καθαρό χωρίς άλατα (Fresh water)  <500 <0.6 

Ελάχιστα αλατούχο (Slightly brackish) 500–1,00 0.6–1.5 

Ελαφρώς αλατούχο (Brackish)  1,000–2,000 1.5–3.0 

Μέτρια αλατούχο (Moderately saline)  2,000–5,000 3.0–8.0 

Αλατούχο (Saline)  5,000–10,000 8.0–15.0 

Υψηλά αλατούχο (Highly saline)   10,000–35,000 15.0–45.0 

 

1.2.1.1 Κατάταξη Ανθεκτικότητας Βασικών Καλλιεργειών στην Αλατότητα και 

Μηχανισμοί Μεταφοράς Αλάτων 

 

Η επίδραση της αλατότητας στα φυτά εξαρτάται από τη συγκέντρωση άλατος, 

το χρόνο έκθεσης, το γονότυπο του φυτού και τις περιβαλλοντικές συνθήκες. Ωστόσο 

μερικές καλλιέργειες είναι πιο ανθεκτικές σε υψηλές συγκεντρώσεις άλατος από 

κάποιες άλλες και η κατάταξη αυτών ανάλογα με την ευαισθησία τους στην 

αλατότητα παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.2.2. Οι ανθεκτικές καλλιέργειες μπορούν ν’ 

αντιστέκονται σε συγκέντρωση άλατος μέχρι 10 gL-1,  oι μέτρια ανθεκτικές μέχρι 5 gL-1 

και το όριο για τις ευαίσθητες στην αλατότητα καλλιέργειες είναι τα 2,5 gL-1 (Brouwer 

et al 1985).  

 

Πίνακας 1.2.2 Κατάταξη βασικών καλλιεργειών ως προς την ευαισθησία τους στην 

αλατότητα (Brouwer et al 1985) 

Ανθεκτικά Μετρίως Ανθεκτικά Ευαίσθητα 

Hordeum vulgare (κριθάρι) 
Beta vulgaris (ζαχαρότευτλο)  
Gossypium spp. (βαμβάκι)  
Asparagus spp. (σπαράγγι) 
Spinacia oleracea (σπανάκι) 
 
Phoenix dactylifera (χουρμαδιά) 
 
 
 

Triticum aestivum (σιτάρι)  
Lycopersicon esculentum (τομάτα) 
Avena sativa (βρώμη) 
Medicago sativa (μηδική) 
Oryza sativa (ρύζι) 
 
Zea mays (καλαμπόκι) 
Linum usitatissimum (λινάρι)  

Solanum tuberosum (πατάτα) 
Daucus carota (καρότο) 
Allium cepa (κρεμμύδι) 
Cucumis sativus (αγγούρι) 
Punica granatum (ρόδι) 
Ficus carica (σύκο) 
Olea europaea (ελιά) 
Vitis vinifera (σταφύλι) 

Phaseolus spp. (φασόλι) 
Pyrus communis (αχλαδιά) 
Trifolium pratense (τριφύλι) 
Pisum sativum (μπιζέλι) 
Saccharum officinarum 
(ζαχαροκάλαμο) 
Malus domestica (μήλο) 
Citrus aurantium (πορτοκάλι) 
Prunus spp.  
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 Όπως προαναφέρθηκε στην παρ. 1.2.1, μερικές από τις αρνητικές επιδράσεις 

της αλατότητας μπορούν να προκληθούν από ιόντα Na+ και Cl-, διότι τα ιόντα αυτά 

ανακόπτουν διάφορους μηχανισμούς λειτουργίας των φυτών και δημιουργούν τις 

καθοριστικές συνθήκες για τη βιωσιμότητα τους. Οι ρίζες των φυτών, είναι εκείνο το 

τμήμα, που γενικά επηρεάζεται από την παρουσία των ανωτέρω ιόντων. Ωστόσο, η 

εισροή των ιόντων αυτών εξαρτάται από το στάδιο ανάπτυξης των φυτών, το 

γονότυπό τους και από διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως η 

θερμοκρασία, η σχετική υγρασία και η ένταση του φωτός (Hasegawa et al 2000).  

Η διαδικασία μεταφοράς αλάτων πραγματοποιείται ως εξής : 

(ι) επιλεκτική εισροή αλάτων από το εδαφικό διάλυμα προς το φυτό, (ιι) ‘εκφόρτωση’ 

στα αγγεία του ξύλου, (ιιι) απομάκρυνση αλάτων από τα αγγεία του ξύλου στο 

υπέργειο τμήμα του φυτού, (ιv) ‘φόρτωση’ στον ηθμό και (v) έκκριση μέρους των 

αλάτων μέσω αλατωδών αδένων (Munns 2002a,b Εικ. 1.2.2).  

 

 

Εικόνα 1.2.2 Μεταφορά και ρύθμιση αλάτων στο σύστημα έδαφος-φυτό (Τροποποίηση 

Εικόνας από Hasanuzzaman et al 2013) 

 

Η πορεία των ιόντων δια μέσω του φλοιώδους παρεγχύματος προς το 

εσωτερικό της ρίζας ακολουθεί τη συμπλαστική ή την αποπλαστική οδό. Στο 

συμπλαστικό μονοπάτι, το νερό εισέρχεται στις ρίζες μέσω των πλασματικών 

μεμβρανών της επιδερμίδας και η περαιτέρω μεταφορά κύτταρο-κύτταρο γίνεται 

μέσω των πλασμοδεσμάτων έως ότου επέλθει κορεσμός στα αγγεία του ξύλου. Στο 

αποπλαστικό μονοπάτι το νερό εισέρχεται διαμέσου των κυτταρικών τοιχωμάτων και 

των μεσοκυττάριων χώρων, χωρίς τη συμβολή του κυτταροπλάσματος, προκειμένου 
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να εκφορτωθεί το αλάτι στα αγγεία του ξύλου (Εικ. 1.2.2). Η αποπλαστική κίνηση 

νερού μπορεί να συνεχιστεί απρόσκοπτα τουλάχιστον μέχρι την λωρίδα Gaspari, 

όπου το νερό εισέρχεται αναγκαστικά στο συμπλάστη. H συμπλαστική διακίνηση, σε 

αντίθεση με την αποπλαστική λόγω διαφοράς ωσμωτικού δυναμικού, απαιτεί 

κατανάλωση ενέργειας (Munns 2002a).  

Έχει αναφερθεί ότι σε διαπνέοντα φυτά, το νερό εισέρχεται από το έδαφος 

στα αγγεία του ξύλου μέσω του αποπλαστικού μονοπατιού εξαιτίας της υδροστατικής 

πίεσης (Steudle 2000). Ωστόσο, σε συνθήκες καταπόνησης άλατος, η κατάσταση 

αυτή αλλάζει εξαιτίας της περιορισμένης διαπνοής, οπότε το νερό και τα ιόντα 

εισέρχονται από κύτταρο σε κύτταρο (συμπλαστική διακίνηση) και ρέουν κατά μήκος 

των μεμβρανών των ζωντανών κυττάρων (Garciadeblas et al 2003, Vysotskaya et al 

2010). 

 

1.2.1.2 Eπιδράσεις Αλατότητας  

 

Στη διεθνή βιβλιογραφία έχουν μελετηθεί οι αρνητικές επιδράσεις της 

αλατότητας στη βλάστηση των σπερμάτων, στην ανάπτυξη των φυτών και στο ρυθμό 

φωτοσύνθεσης.  

Η αλατότητα επηρεάζει ποικιλοτρόπως τη διαδικασία της βλάστησης των 

σπερμάτων διαφόρων καλλιεργούμενων ειδών όπως της O. sativa (Xu et al 2011), 

του T. aestivum (Akbarimoghaddam et al 2011), του Z. mays (Carpıcı et al 2009, 

Khodarahmpour et al 2012), του Helianthus annuus ( Mutlu and Buzcuk 2007) του 

Brassica spp. (Ibrar et al 2003, Ulfat et al 2007), της Glycine max (Essa 2002) και του 

Vigna spp. (Jabeen et al 2003). Υψηλότερα επίπεδα αλατότητας παρεμποδίζουν τη 

βλάστηση νεκρώνοντας το σπόρο, ενώ σε χαμηλότερα επίπεδα αλατότητας οι 

σπόροι παραμένουν σε ληθαργική κατάσταση (Khan and Weber 2008). Ωστόσο 

υπάρχουν διάφοροι εσωτερικοί (ενδογενείς) και εξωτερικοί (περιβαλλοντικοί) 

παράγοντες που επηρεάζουν τη βλάστηση σε συνθήκες αλατότητας, οι οποίοι 

σχετίζονται με το περισπέρμιο, την ηλικία και τη μορφολογία των σπόρων, τη 

θερμοκρασία, το φως, το νερό, το λήθαργο (Wahid et al 2011). Ο ρυθμός βλάστησης 

και το ποσοστό των σπερμάτων που βλαστάνουν ποικίλει μεταξύ των ειδών και των 

ποικιλιών (Munns 2002b). 

 Η αλατότητα επηρεάζει στην ανάπτυξη των φυτών ποικιλοτρόπως. Αρχικά, η 

παρουσία αλάτων στο έδαφος περιορίζει την εισροή νερού στο φυτό και προκαλεί 

άμεσα ελάττωση στο ρυθμό ανάπτυξής του. Ο Munns (2002b) κωδικοποίησε τις 

μορφολογικές και κυτταρικές επιπτώσεις της αλατότητας στα φυτά όταν αυτά 

εκτεθούν για διαφορετικά χρονικά διαστήματα σε συνθήκες αλατότητας (Πιν. 1.2.3).  



32 
 

Πίνακας 1.2.3 Συνέπειες της αλατότητας στην ανάπτυξη των φυτών σε συνάρτηση με το 

χρόνο παραμονής τους σε συνθήκες αλατότητας (Munns 2002b) 

Χρόνος Αιτίες Συνέπειες 

Δευτερόλεπτα-Λεπτά Υδατική Καταπόνηση 

Mορφολογικές: Άμεση, αλλά μερικώς αναστρέψιμη ελάττωση 
του ρυθμού επιμήκυνσης της ρίζας και του φύλλου 
Κυτταρικές: Συρρίκνωση του κυττάρου, με άμεση 
αποκατάσταση εξαιτίας της επερχόμενης σπαργής 

Ώρες 
Υδατική 
Καταπόνηση, 
έλλειψη Ca2+  

Mορφολογικές: Μόνιμη ελάττωση του ρυθμού επιμήκυνσης 
της ρίζας και του φύλλου  
Κυτταρικές: Αλλαγές στη ρευστότητα (rheological changes) του 
κυτταρικού τοιχώματος 

Ημέρες 
Υδατική 
Καταπόνηση, 
έλλειψη Ca2+  

Mορφολογικές: Ελάττωση της ικανότητας φυλλογένεσης, 
αύξηση του λόγου ρίζα/υπέργειο τμήμα του φυτού 
Κυτταρικές: Παρεμπόδιση της ανάπτυξης του κυττάρου 

Εβδομάδες 
Υδατική 
Καταπόνηση, 
τοξικότητα ιόντων 

Μορφολογικές: Ελάττωση του αριθμού των 
βλαστών/σχηματισμού αδελφιών, «νέκρωση» (ξήρανση) των 
παλαιότερων φύλλων.  
Κυτταρικές: Αλλαγές στην ανάπτυξη του κορυφαίου 
μεριστώματος (επάκρια βλάστηση), υπερβολική συγκέντρωση 
ιόντων Na+ και Cl– 

Mήνες 
Υδατική 
Καταπόνηση, 
τοξικότητα ιόντων 

Μορφολογικές: Αλλαγή στο χρόνο άνθησης και μειωμένη 
σποροπαραγωγή. Πρόωρη «νέκρωση» (ξήρανση) των φυτών 
Κυτταρικές : Αλλαγές στην ανάπτυξη των αναπαραγωγικών 
οργάνων, ελάττωση της παραγωγής 

  

Συνοπτικά, όπως προκύπτει από τον Πίνακα 1.2.3, φαίνεται ότι κατά τα 

πρώτα δευτερόλεπτα ή λεπτά τα κύτταρα χάνουν το νερό τους και συρρικνώνονται. 

Όταν τα φυτά εκτίθενται σε καταπόνηση άλατος για ώρες, τα κύτταρα επανακτούν 

τον αρχικό τους όγκο, αλλά ο ρυθμός ανάπτυξής της ρίζας και του φύλλου παραμένει 

μειούμενος. Η καταπόνηση ημερών, επηρεάζει το ρυθμό κυτταρικής διαίρεσης, η 

καταπόνηση εβδομάδων παρεμποδίζει την ανάπτυξη, ενώ η αλατότητα για μήνες 

προκαλεί αλλαγές στην ανάπτυξη των αναπαραγωγικών οργάνων (Munns 2002b). 

 Στη συνέχεια ο Munns το 2005 ανέπτυξε τη θεωρία «2 φάσεων ανάπτυξης 

των φυτών στην αλατότητα» (Εικ. 1.2.3). Η πρώτη φάση με άμεση συνέπεια τη 

μείωση της ανάπτυξης του φυτού είναι μια γρήγορη διαδικασία εξαιτίας του 

ωσμωτικού φαινομένου. Η δεύτερη φάση, είναι μια πιο αργή διαδικασία εξαιτίας της 

συγκέντρωσης των αλάτων στα φύλλα και οδηγεί τα φυτά σε τοξικότητα αλατότητας. 

Η τελευταία μάλιστα είναι πιθανόν να οδηγήσει στη νέκρωση των φύλλων με 

συνέπεια την ελάττωση της ολικής φωτοσυνθετικής επιφάνειας των φύλλων.  

Η ανθεκτικότητα των ετήσιων καλλιεργούμενων φυτικών ειδών εξαρτάται από 

το είδος του φυτού, τα επίπεδα αλατότητας και το χρόνο έκθεσή του σε συνθήκες 

αλατότητας. Κατά τη διάρκεια της πρώτης φάσης, η ανάπτυξη 2 γονοτύπων, με 

διαφορετικό βαθμό ανθεκτικότητας σε συνθήκες αλατότητας, ελαττώνεται εξαιτίας του 

ωσμωτικού φαινομένου διότι το διάλυμα άλατος έρχεται σε άμεση επαφή με το ριζικό 

σύστημα. Στη δεύτερη φάση, τα φύλλα του πιο ευαίσθητου γενότυπου νεκρώνονται, 
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η φωτοσυνθετική ικανότητα του φυτού ελαττώνεται με συνέπεια να δημιουργείται 

ένας επιπρόσθετος επιβαρυντικός παράγοντας για την ανάπτυξη του φυτού. Σε 

περίπτωση προσθήκης άλατος κατά τη διάρκεια της πρώτης φάσης, ο ρυθμός 

ανάπτυξης μειώνεται κατακόρυφα φτάνονταςστο μηδέν και χρειάζονται από 1 έως 24  

ώρες προκειμένου να σταθεροποιηθεί ο ρυθμός ανάπτυξης του φυτού (Munns 

2002a). 

 

 

Εικόνα 1.2.3 Απόκριση 2 γονοτύπων με διαφορετική ευαισθησία σε συνθήκες αλατότητας 

(Τροποποίηση Εικόνας από Munns 2005) 

 

Η ελάττωση του ρυθμού φωτοσύνθεσης στα φυτά σε συνθήκες αλατότητας 

οφείλεται στην ελάττωση του υδατικού δυναμικού. Η φωτοσύνθεση παρεμποδίζεται 

όταν υψηλές συγκεντρώσεις ιόντων Na+ και/ή Cl– συσσωρεύονται στους 

χλωροπλάστες. Καθώς η μεταφορά ηλεκτρονίων κατά τη φωτοσύνθεση είναι σχετικά 

ανθεκτική σε συνθήκες αλατότητας, ο μεταβολισμός του άνθρακα και η 

φωτοφοσφοριλίωση είναι πιθανόν να επηρεάζονται λόγω της αλατότητας (Sudhir and 

Murthy 2004). Οι Fisarakis et al (2001) ανέφεραν θετική συσχέτιση μεταξύ της 

παρεμπόδισης της ανάπτυξης των φυτών σε συνθήκες αλατότητας και της 

μειούμενης φωτοσυνθετικής ικανότητας των φυτών στις ανωτέρω συνθήκες 

καταπόνησης.  
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1.2.2 Ψύχος 

 

Τα φυτικά είδη, όπως είναι γνωστό, αντιδρούν με διαφορετικό τρόπο στις 

ημερήσιες μεταβολές της θερμοκρασίας του αέρα. Η αντίδραση αυτή μπορεί να 

επιδράσει με καθοριστικό τρόπο και στις φυσιολογικές τους λειτουργίες. Έτσι, 

ανάλογα με τις θερμικές απαιτήσεις των διαφόρων φυτικών ειδών, αυτά μπορούν να 

ολοκληρώσουν το βιολογικό τους κύκλο με επιτυχία ή να υποστούν σημαντικές 

βλάβες από τις ακραίες συνθήκες θερμοκρασίας, όταν αυτές διαμορφωθούν στο 

χώρο διαβίωσής τους (Χρονοπούλου-Σερέλη και Φλόκας 2010). 

Η ικανότητα ορισμένων φυτών να αντέχουν σε ακραίες θερμομετρικές 

συνθήκες ποικίλει στα διαφορετικά είδη και ποικιλίες και εξαρτάται από τη 

γεωγραφική τους εξάπλωση και από το ρυθμό μείωσης ή αύξησης της θερμοκρασίας 

του περιβάλλοντος αυτών ατμοσφαιρικού αέρα. Την ικανότητα αντοχής ορισμένων 

φυτών στις ακραίες τιμές θερμοκρασίας αέρα αντλούν κυρίως από τα γονοτυπικά 

τους χαρακτηριστικά, σημαντικό όμως ρόλο παίζει και η ηλικία τους (νεαρά φυτάρια 

είναι ευπαθέστερα από αντίστοιχα μεγαλύτερης ηλικίας), η βλαστική τους φάση, η 

θρεπτική τους κατάσταση και άλλα επι μέρους χαρακτηριστικά (Χρονοπούλου-

Σερέλη και Φλόκας 2010). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει η καταπόνηση των φυτών από χαμηλές 

θερμοκρασίες, η οποία διαχωρίζεται σε δύο καταστάσεις. Στην καταπόνηση από 

σχετικά χαμηλές θερμοκρασίες, που κυμαίνονται από 0 έως 15οC (chilling stress) και 

στην καταπόνηση από παγετό, όταν η θερμοκρασία του αέρα είναι μικρότερη ή ίση 

του μηδενός (freezing stress) (Thomashow 1999).  

Η καταπόνηση χαμηλών θερμοκρασιών συμβαίνει όταν η θερμοκρασία 

περιβάλλοντος είναι χαμηλότερη από την ιδανική θερμοκρασία ανάπτυξης των 

φυτών, αλλά όχι τόσο χαμηλή ώστε να προκαλέσει το σχηματισμό κρυστάλλων 

(Levitt 1972). Έχει αναφερθεί ότι φυτά ευαίσθητα σε χαμηλές θερμοκρασίες είναι 

εξίσου ευαίσθητα και στον παγετό (Guy 2003).  

Στην περίπτωση καταπόνησης από τον παγετό, oι θερμοκρασίες που 

διαμορφώνονται στο περιβάλλον των φυτών είναι αρνητικές, οπότε ο σχηματισμός 

παγοκρυστάλλων στον εξωκυττάριο χώρο προκαλεί αφυδάτωση στα κύτταρα 

(Ruelland et al 2009).  

Κατά τη διάρκεια της εξέλιξης πολλά φυτικά είδη ανταπεξέρχονται στο ψύχος 

και ελαχιστοποιούν τις αρνητικές του επιδράσεις. Η ικανότητα των φυτών να 

εγκλιματίζονται στο ψύχος (δηλαδή να αντέχουν σε συνθήκες παγετού είναι 

αποτέλεσμα πρότερης έκθεσής τους σε θερμοκρασίες χαμηλότερες της βέλτιστης) 

έχει αποτελέσει αντικείμενο έρευνας για πάνω από 20 χρόνια, κυρίως στο φυτό 
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Arabidopsis thaliana και έχουν αναγνωρισθεί μια σειρά από γενετικές και βιοχημικές 

αλλαγές που λαμβάνουν χώρα κατά τον εγκλιματισμό των φυτών στο ψύχος 

(Chinnusamy et al 2007, Nakashima and Yamaguchi-Shinozaki 2006, Thomashow 

1999). Στην εύκρατη ζώνη, η σκληραγώγηση (μετά από εγκλιματισμό των φυτών στο 

ψύχος) γίνεται το φθινόπωρο, όταν οι θερμοκρασίες είναι χαμηλές, αλλά μεγαλύτερες 

του μηδενός, και η φωτοπερίοδος ελαττώνεται. Η διαφοφοποίηση του μεταβολισμού 

των κυττάρων και η επερχόμενη μεταγραφομική και πρωτεομική σύνθεση ως 

αποτέλεσμα της σκληραγώγησης των φυτών γίνεται ακόμη πιο περίπλοκη από την 

παρουσία των 3 διαφορετικών διαμερισμάτων εντός του κυττάρου (πυρήνα, 

χλωροπλάστη, μιτοχονδρίου). Επομένως η σωστή κυτταρική λειτουργία μπορεί να 

διατηρηθεί σε ένα μεταβαλλόμενο περιβάλλον μέσω της δράσης ενός πολύπλοκου 

συστήματος το οποίο θα ανταποκρίνεται στη μεταβολική κατάσταση των 

διαφορετικών διαμερισμάτων του κυττάρου και θα ρυθμίζει την έκφραση των 

διαφορετικών οργανιδίων με ένα συντονισμένο τρόπο (Ruelland et al 2009). 

 

1.2.2.1 Κατάταξη Ανθεκτικότητας Βασικών Καλλιεργειών στο Ψύχος 

 

 Σύμφωνα με τους Ramankutty et al (2008) μόνο το 1/3 της γης δεν 

καλύπτεται από πάγο και 42% του πλανήτη μας έρχεται αντιμέτωπο με θερμοκρασίες 

χαμηλότερες των -20 οC. Στον Πίνακα 1.2.4 αναφέρονται κάποια χαρακτηριστικά 

καλλιεργούμενα είδη, ταξινομημένα ως προς την ευαισθησία τους σε συνθήκες 

ψύχους. Φυτά των εύκρατων και τροπικών κλιμάτων παρουσιάζουν μεγαλύτερη 

ευαισθησία στο ψύχος και ως προς τον εγκλιματισμό τους σε αυτόν (Thomashow 

1999). 

 

Πίνακας 1.2.4 Κατάταξη βασικών καλλιεργειών ως προς την ευαισθησία τους στο ψύχος 

(Ruelland et al 2009) 

Ανθεκτικά στον παγετό 
Ανθεκτικά στις χαμηλές 

θερμοκρασίες 

Ευαίσθητα στις χαμηλές 

θερμοκρασίες 

Triticum aestivum  
(χειμερινές ποικιλίες σιταριού) 
Spinacia oleracea (σπανάκι) 
Brassica nappus (κράμβη) 
Daucus carota (καρότο) 
Pisum sativum (μπιζέλι) 
Allium cepa (κρεμμύδι) 
Hordeum vulgare (κριθάρι) 
 

Pelargonium spp  
 
 
 

Zea mays (καλαμπόκι) 
 
Oryza sativa (ρύζι) 
Solanum tuberosum (πατάτα) 
Cucumis sativus (αγγούρι) 
Phaseolus vulgaris (φασόλι) 
Lycopersicon esculentum 
(τομάτα) 
Gossypium spp. (βαμβάκι) 
Glycine max (σόγια) 
Musa sp. (Μπανάνα) 
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Τα βασικότερα για τη διατροφή μας καλλιεργούμενα είδη είναι τα Z. mays 

(καλαμπόκι), O. sativa (ρύζι), Solanum tuberosum (πατάτα) τα οποία κατάγονται από 

την εύκρατη και τροπική ζώνη και είναι ευαίσθητα όταν η θερμοκρασία μειωθεί κάτω 

από τους 150C (Mckersie and Leshem 1994). Τα πιο ευαίσθητα στάδια ανάπτυξης 

περιλαμβάνουν το σχηματισμό των αναπαραγωγικών οργάνων, την άνθιση, την 

καρπόδεση, την αύξηση του καρπού. Παράλληλα, αυτά τα είδη δεν αντέχουν τις 

χαμηλές θερμοκρασίες και υφίστανται μη αναστρέψιμες μεταβολές όταν η 

θερμοκρασία πέφτει κάτω από τους 100C (Kodama et al 1995). Είδη του γένους 

Pelargonium, αντέχουν τις χαμηλές θερμοκρασίες, αλλά όχι τον παγετό, ενώ άλλα 

καλλιεργούμενα είδη από την εύκρατη ζώνη, όπως τα : S. oleracea (σπανάκι), T. 

aestivum (χειμερινές ποικιλίες μαλακού σιταριού), B. napus (κράμβη) είναι ανθεκτικά 

και σε συνθήκες παγετού (Ruelland et al 2009).  

 

1.2.2.2 Επιδράσεις Ψύχους 

 

 Φυτά που εκτίθενται στο ψύχος, ανάλογα με την έντασή του και το χρόνο 

παραμονής τους, μπορούν να παρουσιάσουν ελάττωση στο ρυθμό ανάπτυξής τους ή 

και πλήρη αναστολή της ανάπτυξή τους (Ruelland et al 2009).  

Από μορφολογική άποψη, οι χαμηλές θερμοκρασίες επιφέρουν μορφολογικές 

τροποποιήσεις όπως μείωση στην έκπτυξη των φύλλων, χλώρωση και μάρανση, 

διότι μειώνεται αισθητά η αγωγιμότητα των μεμβρανών των ριζών, μέσω των οποίων 

μεταφέρονται τα μόρια νερού, ενώ ταυτόχρονα αυξάνεται το ιξώδες του νερού. 

Επιπλέον, παρατηρείται παρεμπόδιση των στοματικών κινήσεων λόγω του 

ελλείμματος σε νερό (Ruelland et al 2009). 

Από φυσιολογική άποψη, οι χαμηλές θερμοκρασίες επιδρούν αρνητικά στα 

φυτά (Εικ. 1.2.4) διότι :  

 Προκαλούν ακαμψία των μεμβρανών, με συνέπεια τη μετατροπή της ρευστής 

κρυσταλλικής τους δομής σε ημικρυσταλλική. Άμεση συνέπεια είναι η διαταραχή 

όλων των μεμβρανικών διεργασιών (πχ μεταφορά μέσω ιοντικών αντλιών) λόγω της 

αλλοίωσης της περατότητας και ακεραιότητά τους. Οι κυτταροπλασματικές 

μεμβράνες, εξαιτίας του σημαντικού τους ρόλου στο διαχωρισμό του εσωτερικού 

περιβάλλοντος από το εξωτερικό περιβάλλον του κυττάρου, θεωρούνται ως το τμήμα 

εκείνο του κυτάρου που «αντιλαμβάνεται» την οποιαδήποτε αλλαγή στη θερμοκρασία 

(Wang et al 2006), με αποτέλεσμα η ακαμψία των μεμβρανών να είναι η άμεση 

αντίδραση στο ψύχος (Vaultier et al 2006). 

 Επιφέρουν διαταραχές στη δομή των μεμβρανικών πρωτεϊνών με 

αποτέλεσμα να ελαττώνεται η ενζυμική δραστηριότητα και να παρεμποδίζεται η 
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αναπνοή και η φωτοσύνθεση (Karnock and Beard 1983, White and Schmidt 1989, 

Sonoike 1999). 

 Οδηγούν στη δραματική αύξηση στο ρυθμό σχηματισμού των ROS κυρίως 

στις μεμβράνες οι οποίες με τη σειρά τους προκαλούν ανεξέλεγκτη διαρροή 

ηλεκτρονίων (Μahajan and Tuteja 2005). 

 Επιπρόσθετα, ευνοούν τη σύνθεση δευτερογενών δομών RNA, που με τη 

σειρά τους επηρεάζουν την έκφραση γονιδίων και σύνθεση  πρωτεϊνών (Ruelland et 

al 2009).  

Ωστόσο, ο βαθμός καταπόνησης των φυτών λόγω των χαμηλών 

θερμοκρασιών ποικίλει από φυτικό είδος σε είδος, ανάλογα με το στάδιο ανάπτυξης 

των φυτών, τις συνθήκες φωτισμού και θρέψης των φυτών με ιχνοστοιχεία. Σε 

ευαίσθητα στις χαμηλές θερμοκρασίες φυτικά είδη έχει αναφερθεί ότι προκαλείται 

μεγαλύτερη «βλάβη» στο φως εξαιτίας της αυξημένης σύνθεσης των ROS (Long 

1983, Wise 1995, Aroca et al 2001). Επιπλέον φυτά τομάτας που μεγάλωσαν με 

περιορισμένο εφοδιασμό ιχνοστοιχείων ήταν περισσότερο ευαίσθητα στις χαμηλές 

θερμοκρασίες (Starck et al 2000). Στο σπανάκι συνθήκες έλλειψης αζώτου 

προκάλεσαν ελάττωση στο ρυθμό προσαρμογής των φυτών στις χαμηλές 

θερμοκρασίες (Martindale and Leegood 1997). 

 

Διαταραχές στη δομή και               Παρεμπόδιση Αναπνοής-Φωτοσύνθεσης 

λειτουργία των πρωτεϊνών              

 

                                                       Ελάττωση της Ενζυμικής Δραστηριότητας 

Χαμηλές Θερμοκρασίες 

                                                             Συσσώρευση ROS             Διαρροή Μεμβρανών 

 

                                                            Μεταβολή στη δευτεροταγή δομή του RNA 

Ακαμψία Μεμβρανών                      

 

Εικόνα 1.2.4 Επιδράσεις Χαμηλών Θερμοκρασιών στα Φυτικά Κύτταρα (Ruelland et al 

2009) 

 

 Αντίθετα, ο παγετός (Εικ. 1.2.5) έχει ακόμη πιο καταστροφικά αποτελέσματα 

από ότι οι χαμηλές θερμοκρασίες διότι ευνοεί το σχηματισμό κρυστάλλων πάγου στα 

κύτταρα με αποτέλεσμα : 

 Τη μετακίνηση νερού από τo κυτταρόπλασμα προς τον αποπλάστη.  
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 Τη σταδιακή αφυδάτωση και συρρίκνωση των κυττάρων που ισοδυναμεί με 

υδατική καταπόνηση (Dowgert and Steponkus 1984) και τελικά, 

 Την εισροή του πάγου στον συμπλάστη (Gusta et al 2004), προκαλώντας 

επιδείνωση στις κυτταρικές δομές με άμεση συνέπεια τον κυτταρικό θάνατο 

λόγω μηχανικής καταστροφής της λεπτής τους δομής. 

 

Παγετός                  Σχηματισμός Κρυστάλλων Πάγου στα Κύτταρα 

 

Αφυδάτωση Κυττάρου 

                            Μετακίνηση Νερού στον Αποπλάστη 

Συρρίκνωση Κυττάρου                                      

                                                                            Διασπορά Πάγου εντός του Κυττάρου       

 

Αποδιοργάνωση Μεμβρανών                 Κυτταρικός Θάνατος 

 

Εικόνα 1.2.5 Επιδράσεις Παγετού στα Φυτικά Κύτταρα (Ruelland et al 2009) 

 

 Οι ακραίες θερμοκρασίες αέρα δημιουργούν σχεδόν σε ετήσια βάση 

προβλήματα στη φυτική παραγωγή στη χώρα μας. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν οι βλάβες των φυτών από τις χαμηλές θερμοκρασίες, οι οποίες 

σύμφωνα με στατιστικά στοιχεία αποζημιώσεων του Οργανισμού Ελληνικών 

Γεωργικών Ασφαλίσεων (ΕΛΓΑ) εκφράζουν ποσοστό άνω του 50% των 

αποζημειωσίμων βλαβών της φυτικής παραγωγής (Οργανισμός Ελληνικών 

Γεωργικών Ασφαλίσεων 2009). 

 Η αντιμετώπιση του παγετού αποτελεί πρόβλημα που απασχόλησε τόσο τους 

καλλιεργητές όσο και την πολιτεία πριν από πολλές δεκαετίες. Έτσι εφαρμόστηκαν 

άμεσες μέθοδοι αντιμετώπισης του παγετού, που βασίζονται στην ελάττωση του 

ποσού της αποδιδόμενης από το έδαφος θερμικής ακτινοβολίας ή στην παροχή 

θερμότητας άμεσα ή έμμεσα στο περιβάλλον των καλλιεργειών. Αντίθετα οι έμμεσες 

μέθοδοι αποσκοπούν στην επιλογή κατάλληλων θέσεων εγκατάστασης 

(Χρονοπούλου-Σερέλη και Χρονόπουλος 1994) ή στην εφαρμογή καλλιεργητικών 

τεχνικών που να δημιουργούν συνθήκες μείωσης της έντασης του παγετού ή στην 

επιλογή κατάλληλων φυτικών ειδών που να μπορούν να αντιμετωπίσουν τις 

συνθήκες αυτές (Χρονοπούλου-Σερέλη και Φλόκας 2010). 

Για τη δημιουργία φυτών με ανθεκτικότητα σε βιοτικές και αβιοτικές 

καταπονήσεις σημαντικό ρόλο έχει η επιστήμη της Βιοτεχνολογίας. Ήδη από τη 

δεκαετία του 1970 άρχισαν πειραματικά να χρησιμοποιούνται βακτήρια (πχ 
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Pseudomonas syringae) για την προστασία των φυτών από τον παγετό. Τα βακτήρια 

αυτά, συνήθως διαβιούν στα φύλλα και στους καρπούς και έχουν την ικανότητα να 

περιορίζουν την παγοποίηση του νερού στους ιστούς των ποωδών φυτών, σε 

θερμοκρασία μικρότερη από τους -15 C (Geiger et al 2003). Άλλος τρόπος άμυνας 

των φυτών στις καταπονήσεις αποτελεί η εξωγενής χορήγηση οσμωπροστατευτικών 

ουσιών (πχ γλυκίνης της βεταΐνης, προλίνης) όπου έχει αναφερθεί ότι συμβάλλει 

στην ανθεκτικότητα των φυτών στις αβιοτικές καταπονήσεις, όπως είναι η ξηρασία, η 

αλατότητα και το ψύχος (Ashraf and Foolad 2007).  
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1.3 Μεταβολομική Ανάλυση 

 

Η μεταβολομική θεωρείται η νεότερη από τις ολιστικές τεχνολογίες υψηλής 

απόδοσης, γνωστές ως –omics στη διεθνή βιβλιογραφία και αποσκοπεί στην εκτενή 

και διεξοδική ανάλυση όλων των μεταβολιτών που είναι παρόντες σε ένα βιολογικό 

σύστημα (Feihn 2001). Αποτελεί την πιο πρόσφατη υψηλής απόδοσης τεχνική 

ανάλυσης μετά τη Γονιδιωματική, τη Μεταγραφομική και την Πρωτεομική και μελετά 

την αλληλεπίδραση των διαφορετικών επιπέδων πληροφορίας (DNA, RNA, 

πρωτεϊνών, μεταβολιτών) των βιολογικών συστημάτων (Εικ. 1.3.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.3.1 Οι υψηλής απόδοσης (hight-throuhput) μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για την 

κατανόηση όλων των επιπέδων λειτουργίας των βιολογικών συστημάτων και 

η μεταξύ τους αλληλεπίδραση (Τροποποίηση Εικόνας από Carreno-Quintero 

et al 2013) 

 

Καθώς οι μεταβολίτες αποτελούν τα τελικά προϊόντα των κυτταρικών 

διεργασιών, η παρουσία και η σχετική τους συγκέντρωση αποτελούν τους 

καλύτερους δείκτες του φαινότυπου ενός οργανισμού. Ενώ, δηλαδή η μεταγραφομική 

ανάλυση υποδεικνύει τι είναι πιθανό να συμβεί, η μεταβολομική ανάλυση 

αντικατοπτρίζει τα πραγματικά γεγονότα στην υπό μελέτη χρονική στιγμή και 

αποτελεί το συνδετικό κρίκο του γενότυπου με το φαινότυπο (Feihn 2002). Επιπλέον, 

Πειραματικό υλικό 

DNA 

RNA 

Πρωτεΐνες 

Μεταβολίτες 

Γονιδιωματική 

Πρωτεομική 

Μεταγραφομική 

Μεταβολομική 

Φαινότυπος 
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οι μεταβολές στα επίπεδα των μεταβολιτών παρουσιάζονται περισσότερο 

ενισχυμένες έναντι αυτών του γονιδιώματος και του πρωτεόματος (Saito and 

Matsuda 2010). 

Οι φυτικοί μεταβολίτες διαχωρίζονται σε 2 βασικές κατηγορίες, τους 

πρωτογενείς και τους δευτερογενείς, με ασφαλέστερο κριτήριο διάκρισης το 

λειτουργικό ρόλο του επί μέρους μορίου. Τα προϊόντα του πρωτογενούς 

μεταβολισμού (αμινοξέα, λιπίδια, νουκλεοτίδια, οργανικά οξέα, υδατάνθρακες) 

συμμετέχουν σε ζωτικής σημασίας λειτουργίες, όπως η αναπνοή, η φωτοσύνθεση, η 

αφομοίωση θρεπτικών στοιχείων, ενώ η ύπαρξή τους χαρακτηρίζει όλα ανεξαρτήτως 

των κύτταρα (Fernie and Schauer 2009). Στον αντίποδα, βρίσκονται τα προϊόντα του 

δευτερογενούς μεταβολισμού, (φαινολικές ενώσεις, τερπένια και αζωτούχες ενώσεις), 

η σύνθεση των οποίων δε σχετίζεται ευθέως με τις ανάγκες της αύξησης και της 

ανάπτυξης, αλλά αποτελεί το θεμέλιο λίθο της άμυνας των φυτών έναντι βιοτικών ή 

αβιοτικών καταπονήσεων(Keurentjes 2009). 

 

Τεχνικές Μεταβολoμικής Ανάλυσης 

 

Η μεταβολομική ανάλυση των φυτών αποτελεί πρόκληση για τους ερευνητές, 

διότι εκτιμάται ότι στο φυτικό βασίλειο παράγονται 90.000-200.000 διαφορετικοί 

μεταβολίτες (Feihn et al 2001), ενώ ο πραγματικός αριθμός των μεταβολιτών που 

υπάρχει σε κάθε φυτικό είδος παραμένει άγνωστος. Αξίζει να σημειωθεί ότι καμία 

αναλυτική μέθοδος από μόνη της δεν παρέχει τη δυνατότητα ανάλυσης όλων των 

κατηγοριών των μεταβολιτών (Dunn 2008, Wolfender et al 2009). Επιπλέον, ενώ οι 

αναλυτικές μέθοδοι μπορούν να ανιχνεύσουν μερικές χιλιάδες μοριακών δεικτών, 

μόνο ένας μικρός αριθμός υπάρχει δυνατότητα να ταυτοποιηθεί (Obata and Fernie 

2012), λόγω του ότι οι υπάρχουσες βιβλιοθήκες είναι μικρές και ελλιπείς.  

Aπό τις τεχνικές ανίχνευσης που χρησιμοποιούνται στη μεταβολομική 

ανάλυση ξεχωρίζουν η Φασματομετρία Μάζας (Mass Spectrometry, MS) και η 

τεχνική Πυρηνικού Μαγνητικού Συντονισμού (Nuclear Magnetic Resonance, NMR). 

Η MS εμπλέκει τη μεθοδολογία ιονισμού των ενώσεων και τη μέτρηση του 

λόγου μάζας προς φορτίο (m/z) των ιόντων παρέχοντας πληροφορίες για τη δομή 

των ανιχνευόμενων μορίων. Μπορεί να χρησιμοποιηθεί και σε συνδυασμό με άλλες 

τεχνικές, συμπεριλαμβανομένης της αέριας χρωματογραφίας (Gas Chromatography, 

GS), της υγρής χρωματογραφίας (Liquid Chromatography, LS) και της τριχοειδούς 

ηλεκτροφόρησης (Capillary Electrophoresis, CE). Αντίθετα με την NMR, η MS μπορεί 

να χρησιμοποιήσει συνδυασμό πηγών ιονισμού καθώς και πολλαπλούς αναλυτές. 

Αναφέρεται ότι η NMR έχει εξαιρετική επαναληψιμότητα, αλλά στερείται ευαισθησίας 
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(Colquhoun 2007, Kim et al 2011). Αντίθετα η μεγάλη ευαισθησία της MS καθώς και 

η ικανότητά της να ανιχνεύει τους μεταβολίτες που βρίσκονται σε ίχνη αποτελούν τα 

βασικά πλεονεκτήματα της MS έναντι της NMR (Dettmer et al 2007). Ένα ακόμα 

πλεονέκτημα της Φασματομετρίας Μάζας είναι η ικανότητά της να διαχωρίζει μίγματα 

μορίων με υψηλή διακριτική ικανότητα. Ωστόσο, ένα από τα μειονεκτήματά της είναι η 

σχετικά φτωχή επαναληψιμότητά της, που είναι πιθανόν να καταστήσει τη χρήση της 

σε μακροπρόθεσμες μελέτες προβληματική, διότι τα δείγματα δεν θα μπορούν να 

διατηρηθούν για παρατεταμένο χρονικό διάστημα (Glauser et al 2013).  

Στον Πίνακα 1.3.1 αναγράφονται οι μέθοδοι ανάλυσης που χρησιμοποιούνται, 

ανάλογα με τον τύπο των μεταβολιτών που καλούνται να ανιχνεύσουν (Carreno-

Quintero et al 2013). Οι αναλυτικές τεχνικές GC-MS και LC-MS χρησιμοποιούνται 

ευρέως στη μεταβολομική ανάλυση για την ανίχνευση της πλειονότητας των 

βιολογικών μορίων. Παρόλα αυτά, ένα μεγάλο ποσοστό δευτερογενών μεταβολιτών 

δεν μπορούν να προσδιοριστούν από το GC-MS. Για παράδειγμα κάποιες 

σημαντικές κατηγορίες του δευτερογενών μεταβολιτών (όπως φλαβονειδή ή 

γλυκοσίδια) δεν μπορούν να μετατραπούν σε μίγμα πτητικών παραγώγων, οπότε η 

χρήση του LC-MS φαίνεται να αποτελεί εναλλακτική επιλογή του GC-MS. Με το LC-

MS απαιτείται ελάχιστος χρόνος προετοιμασίας των δειγμάτων και το εύρος των 

μεταβολιτών που μπορεί να προσδιορίσει είναι θεωρητικά μεγαλύτερο από το GC-

MS. Κατά κύριο λόγο, το LC-MS μπορεί να ανιχνεύσει τις περισσότερο οργανικές 

ενώσεις με εξαίρεση τις πιο πτητικές (Balmer et al 2013). 

 

Πίνακας 1.3.1 Οι πιο ευρέως χρησιμοποιούμενες αναλυτικές τεχνικές ανάλογα με το είδος 

των βιολογικών μορίων(Carreno-Quintero et al 2013) 

Ταξινόμηση Τύπος Μορίου Μέθοδος Ανίχνευσης 

Υδατάνθρακες Μονοσακχαρίτες 
Ολιγοσακχαρίτες 
Λιπίδια 

GC-MS 
CE-MS 
LC-MS 

Νουκλεικά Οξέα Βάσεις, Νουκλεοτίδια CE-MS 

Πεπτίδια Αμινοξέα/αμίνες CE-MS/GC-MS/LC-MS 

Συμπαράγοντες Βιταμίνες (υδρόφιλες) 
Βιταμίνες (υδρόφοβες) 
Συνένζυμα  

LC-MS 
LC-MS/CE-MS 
LC-MS/CE-MS 

Στεροειδή  GC-MS/LC-MS 

Ορμόνες  LC-MS 

Χημικές Ενώσεις των Φυτών 
- Δευτερογενείς Μεταβολίτες 

Φαινυλοπροπανοειδή 
Πολυκετίδια 
Τερπενοειδή 
Αλκαλοειδή 

LC-MS 
LC-MS 
GC-MS/LC-MS 
GC-MS/LC-MS 
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Τα τελευταία χρόνια η υγρή χρωματογραφία (LC) και συγκεκριμένα η 

υπερυψηλής απόδοσης υγρή χρωματογραφία (Ultra-High Pressure LC, UHPLC ή 

Ultra-Performance LC, HPLC) συζευγμένη με τη φασματομετρία μάζας (MS) έχει 

εξελιχθεί σε τυπική μέθοδο για τις μεταβολομικές αναλύσεις, εξαιτίας της υψηλής 

διακριτικής ικανότητας πολύπλοκων μιγμάτων και της ταχύτατης (5-15 λεπτά) 

ανάλυσης μεγάλου αριθμού δειγμάτων (Eugster et al 2011). O αριθμός των 

δημοσιευμένων εργασιών, οι οποίες αναφέρουν τη χρήση του UHPLC-MS για τις 

μεταβολομικές αναλύσεις έχει ραγδαία αύξηση κατά τη διάρκεια της τελευταίας 5ετίας 

(Grata et al 2008, Glauser et al 2008a, Glauser et al 2013, Caseys et al 2013, Marti 

et al 2013) και η τάση αυτή προβλέπεται να μην αλλάξει στο άμεσο μέλλον. Ωστόσο, 

πρόκληση για τη συγκεκριμένη μέθοδο παραμένει η μη ταυτοποίηση μικρών 

βιολογικών μορίων και η δυσκολία δημιουργίας βιβλιοθηκών φασμάτων που 

βασίζονται στα δεδομένα του LC-MS (Glauser et al 2013). 

Οι αλλαγές στα επίπεδα των μεταβολιτών απεικονίζουν την αντίδραση ενός 

βιολογικού συστήματος σε γενετικούς και περιβαλλοντικούς παράγοντες (Feihn et al 

2002, Ryan και Robarbs 2006). Η εφαρμογή της μεταβολομικής ανάλυσης στα φυτά 

σκοπό έχει να συνδέσει τις αλλαγές στα επίπεδα των μεταβολιτών με την παραγωγή, 

την ανθεκτικότητα στις ασθένειες, τα θρεπτικά στοιχεία και τη λειτουργία των 

γονιδίων. Τα τελευταία χρόνια έχει μελετηθεί το μεταβολομικό πρότυπο αρκετών 

φυτικών ειδών που έχουν καταπονηθεί τόσο από αβιοτικούς, όσο και βιοτικούς 

παράγοντες (Πιν. 1.3.2).  
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Πίνακας 1.3.2 Μεταβολομικές μελετές που έχουν πραγματοποιηθεί σε διάφορες φυτικές οικογένειες σε συνθήκες αβιοτικής και βιοτικής καταπόνησης 

Κατηγορίες/Ομάδες Φυτών Είδος Παράγοντας Καταπόνησης Αναφορά 

Σιτηρά Κριθάρι (Hordeum vulgare) Αλατότητα Wu et al 2013, Widodo et al 2009 

Βορικό οξύ Roessner et al 2006 

Mήκυτας (Fusarium spp) Kumaraswamy et al 2011, Bollina et al 
2010  

Ρύζι (Oryza sativa) Ξηρασία Degenkolbe et al 2013 

Αλατότητα Fumagali et al 2009 

Aλατότητα, Ξηρασία Morsy et al 2007 

Όζον Cho et al 2008 

Ψυχος Zhao et al 2013 

Mήκυτας (Magnaporthe grisea) Jones et al 2011 

Δίκοκκο σιτάρι (Triricum dicoccoides) Ξηρασία Krugman et al 2011 

Μαλακό σιτάρι (Triricum aestivum) Ξηρασία Bown et al 2011, Hill et al 2013 

Mήκυτας (Fusarium 
graminearum) 

Gunnaiah et al 2012, Hamzehzarghani et 
al 2005  

Καλαμπόκι (Zea mays) Ξηρασία Witt et al 2012, Sun et al 2013 

Αλατότητα Gavagham et al 2011 

Mήκυτας (Ustilago maydis) Doehlemann et al 2008 

Εντομo (Spodoptera littoralis) Marti et al 2013 

Σολανώδη Τομάτα (Solanum lycopersicum) Αλατότητα Johnson et al 2003 

Ξηρασία Semel et al 2007 

Ψυχανθή Lotus japonicus Αλατότητα Sanchez et al 2008 

 Ξηρασία Sanchez et al 2011 

Σόγια (Glycine max) Αλατότητα Lu et al 2013 

Σταυρανθή Arabidopsis thaliana Αλατότητα Kim et al 2007, 

Ψύχος Hannah et al 2006, Kaplan et al 2007 & 
2004, Cook et al 2004  

Τραυματισμός Glauser et al 2013 

Φρούτα Σταφύλι (Vitis vinifera) Aλατότητα, Ξηρασία Cramer et al 2007 

Δένδρα Λεύκα (Populus euphratica) Aλατότητα Broche et al 2005 

Φαρμακευτικά Φυτά Φασκόμηλο (Salvia miltiorrhiza) Ξηρασία Dai et al 2010a 
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1.3.1 Αλατότητα-Ψύχος και Μεταβολομικές Αποκρίσεις 

 

Οι αντιδράσεις των φυτών στις καταπονήσεις εμπλέκουν την πολύπλοκη 

επικοινωνία και αλληλεπίδραση διαφορετικών βιολογικών συστημάτων, προκειμένου 

να ρυθμιστεί ο μεταβολισμός καθώς και η έκφραση των γονιδίων για τη φυσιολογική 

και μορφολογική προσαρμογή των φυτών. Οι μεταβολομικές ανακατατάξεις, σε 

επίπεδο πρωτογενών και δευτερογενών μεταβολιτών που προκύπτουν ως 

αντίδραση των φυτών στις αβιοτικές καταπονήσεις, αλατότητα και ψύχος, 

αναφέρονται παρακάτω: 

Πρωτογενής Μεταβολισμός 

-Υδατάνθρακες: Ο μεταβολισμός των υδατανθράκων είναι σημαντικός για την 

ανθεκτικότητα των φυτών και σχετίζεται απευθείας με την απόδοση της 

φωτοσυνθετικής λειτουργίας. Κατά την περίοδο της καταπόνησης τα περισσότερα 

φυτά χρησιμοποιούν το άμυλο ως πηγή ενέργειας αντί της γλυκόζης ενώ αρκετά 

αγγειόσπερμα, κυρίως από περιοχές με περιόδους ψύχους και ξηρασίας 

συσσωρεύουν φρουκτάνες (Kaplan and Guy 2004, Hendry 1993). Οι Kaplan et al 

(2007) ανέφεραν ότι η μαλτόζη και η μαλτοτριόζη (προϊόντα αποδόμησης του αμύλου 

μετά τη δράση του ενζύμου β-αμυλάση), ήταν οι πρώτοι υδατάνθρακες, που 

ανιχνεύθηκαν μετά από έκθεση φυτών Arabidopsis σε χαμηλές θερμοκρασίες. Αυτά 

τα απλά σάκχαρα δρουν ως ωσμωλύτες διατηρώντας τη σπαργή των κυττάρων, 

σταθεροποιώντας τις μεμβράνες και προστατεύοντας τις πρωτεΐνες από την 

αφυδάτωση και την περαιτέρω καταστροφή των μορίων τους (Sharp et al 2004). 

Επιπλέον, φυτά ανθεκτικά σε συνθήκες αφυδάτωσης συσσωρεύουν υψηλές 

ποσότητες του δισακχαρίτη τρεχαλόζη (Drenman et al 1993). Ωστόσο, επειδή η 

τρεχαλόζη βρίσκεται σε ίχνη στα περισσότερα αγγειόσπερμα, η αύξηση των 

επιπέδων της σε συνθήκες καταπόνησης είναι μέτρια (Kaplan et al 2004). Άλλα 

σάκχαρα, όπως η ραφινόζη και η σταχυόζη έχει αναφερθεί ότι συσσωρεύονται στα 

φύλλα φυτών που εκτίθενται σε καταπονήσεις ψύχους, ξηρασίας και υψηλής 

αλατότητας (Kaplan and Guy 2004) και εμπλέκονται στην εξουδετέρωση των ROS 

(Molinari et al 2004). Ενώ και οι πολυόλες (μανιτόλη, σορβιτόλη) εμπλέκονται στην 

ανθεκτικότητα των φυτών στις καταπονήσεις εξαιτίας της αντιοξειδωτικής τους 

δράσης (Szabados and Savouré 2009).  

-Αμινοξέα: Κατά τη διάρκεια των καταπονήσεων τα φυτά επάγουν τη σύνθεση 

οσμωλυτών, εκτός των σακχάρων. Στην κατηγορία αυτή αναφέρονται τα αμινοξέα 

προλίνη, αλανίνη, σερίνη, γλυκίνη, γ-άμινοβουτυρικό οξύ. Η σύνθεση αυτών των 

αμινοξέων συμβάλλει στην προστασία του πρωτοπλάστη από την απώλεια νερού 

καθώς και στη σταθεροποίηση των μεμβρανών και των πρωτεϊνών (Korn et al 2008).  
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-Πολυαμίνες: Διάφορα είδη καταπονήσεων όπως η υδατική, η αλατότητα και 

το ψύχος παίζουν ρόλο στη διαμόρφωση των επιπέδων των πολυαμινών στα φυτά, 

ενώ υψηλά επίπεδα αυτών έχουν θετική συσχέτιση με την ανθεκτικότητα των φυτών 

στις καταπονήσεις (Bitrián et al 2012, Martin-Tanguy 1997). Αρκετοί ρυθμιστικοί, 

προστατευτικοί και αντιοξειδωτικοί ρόλοι έχουν αποδοθεί σε αυτά τα μόρια που 

σχετίζονται με το μεταβολισμό των αμινοξέων (Ruiz 2012). Οι πιο κοινές πολυαμίνες 

στα φυτά είναι η πουτρεσκίνη, η σπερμιδίνη και σπερμίνη και απαντώνται τόσο σε 

ελεύθερη μορφή όσο και σε σύμπλοκα. Τα σύμπλοκα των πολυαμινών, όπως αμίδια 

του ύδροξυκινναμικού οξέος συμβάλλουν στη ρύθμιση των ελεύθερων πολυαμινών 

στα φυτά (Hussain et al 2011). Γενικά, η συγκέντρωση των ελεύθερων πολυαμινών 

σχετίζεται με την εξισορροπημένη βιοσύνθεση, τον καταβολισμό και τη 

συμπλοκοποίησή τους κατά τη διάρκεια των περιβαλλοντικών καταπονήσεων 

(Nayyar and Chander 2004). Ο ακριβής τρόπος που αυτές οι ενώσεις συμβάλλουν 

στην ανθεκτικότητα των φυτών παραμένει άγνωστος. Ωστόσο ο ρόλος τους ως 

συμβατοί ωσμωλύτες αμφισβητείται λόγω των χαμηλότερων συγκεντρώσεών τους σε 

σχέση με τον κλασσικό ωσμωλύτη προλίνη (Verma and Mishra 2005).  

Δευτερογενής Μεταβολισμός 

-Φαινολικές ενώσεις: Πρόκειται για μια πολυάριθμη, χημικά ετερογενή ομάδα 

δευτερογενών μεταβολιτών που περιλαμβάνουν τα φαινυλοπροπανοειδή (κινναμικό 

οξύ, κουμαρικό οξύ, καφεϊκό και φερουλικό οξύ) και τα πολυφαινολικά τους 

παράγωγα, δηλαδή φλαβονοειδή, ανθοκυανίνες και ταννίνες. Αυτές οι ενώσεις 

συντίθενται μέσω του μονοπατιού του σικιμικού οξέος που οδηγεί στη φαινυλαλανίνη. 

Η απαμίνωση της φαινυλαλανίνης καταλύεται από το ένζυμο αμμώνιο-λυάση της 

φαινυλαλανίνης, ενώ αυξημένη ενεργότητα του ενζύμου καθώς και άλλων ενζύμων 

του μονοπατιού των φαινυλοπροπανοειδών έχει αναφερθεί υπό την επίδραση 

διαφορετικών καταπονήσεων Αυτοί οι δευτερογενείς μεταβολίτες θεωρείται ότι 

παίζουν κάποιο ρόλο στις παρενέργειες που προκύπτουν από τις περιβαλλοντικές 

αλλαγές (Wahid et al 2007). 

-Καροτενοειδή και παράγωγα Τερπενίων: Αποτελούν την πολυπληθέστερη 

ομάδα δευτερογενών μεταβολιτών και συντίθενται από πρωτογενείς μεταβολίτες με 

δύο τουλάχιστον τρόπους την οδό του μεβαλονικού οξέος και την οδό της φωσφο-

μεθυλ-ερυθριτόλης. Για τη βιοσύνθεση των κυριότερων υποομάδων των τερπενίων 

χρησιμοποιούνται ως πρόδρομες ενώσεις το πυροφωσφορικό ισοπεντύλιο (IPP) και 

το πυροφωσφορικό διμεθυλαλλύλιο (DMAPP), προϊόντα της βιοσυνθετικής οδού του 

μεβαλονικού (Καραμπουρνιώτης 2003). Έχει αναφερθεί ότι η α-τοκοφερόλη εμφανίζει 

θετική επίδραση έναντι των υψηλών θερμοκρασιών, μέσω της σταθεροποίησης της 

λιπιδικής φάσης των θυλακοειδών (Demkura and Ballaré 2012). Επιπλέον τα 
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καροτενοειδή προστατεύουν από την UV-B ακτινοβολία, ενώ υπερέκφραση του 

γονιδίου συνθετάση του φυτοενίου (phytoene synthase) σε διαγονιδιακά φυτά 

καπνού βελτίωσε την ανθεκτικότητα των φυτών στην υδατική καταπόνηση και την 

αλατότητα, μεταφέροντας τη ροή των καροτενοειδών προς το αψισικικό οξύ (ABA) 

αυξάνοντας τα επίπεδα της συγκεκριμένης φυτορμόνης (Cidade et al 2012). 

-Αζωτούχες ενώσεις: Περιλαμβάνει ενώσεις που προέρχονται κυρίως από 

αμινοξέα, όπως μεθειονίνη, αλανίνη, βαλίνη, λευκίνη, φαινυλαλανίνη και τρυπτοφάνη. 

Οι ενώσεις αυτές φαίνεται ότι ανταποκρίνονται σε διάφορα είδη βιοτικών (Van 

Poecke et al 2001) και αβιοτικών καταπονήσεων (υδατική καταπόνηση, αλατότητα, 

ψύχος) (Zandalinas et al 2012, Kaplan et al 2004), ωστόσο η πραγματική τους 

λειτουργία στην ανθεκτικότητα των φυτών έναντι των αβιοτικών καταπονήσεων δεν 

είναι ακόμα γνωστή. 
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Εικόνα 1.3.2 Κοινό Μονοπάτι Καταπονήσεων Αλατότητας και Ψύχους (Τροποποίηση 

Εικόνας από Μahajan and Tuteja 2005) 

 

Στην Εικόνα 1.3.2, περιγράφεται η απόκριση των φυτών στους 2 τύπους 

καταπόνησης (αλατότητα, ψύχος) και παρουσιάζεται κοινό μονοπάτι στρατηγικής για 

την αντιμετώπισης των 2 αυτών αβιοτικών παραγόντων καταπόνησης. Είναι γνωστό 

ΑΛΑΤΟΤΗΤΑ ΨΥΧΟΣ 

Επιπτώσεις σε 
Μορφολογικό-Φυσιολογικό- 

Μοριακό Επίπεδο 

 

Ανθεκτικότητα στις Καταπονήσεις 
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από τη βιβλιογραφία ότι ο συνδετικός κρίκος μεταξύ διαφόρων αβιοτικών 

καταπονήσεων αποτελεί το δίκτυο εξουδετέρωσης των ROS, το οποίο επιφέρει 

ισορροπία ανάμεσα στην παραγωγή και την εξουδετέρωσής τους (Torres and Dangl 

2005). Τα φυτά αντιλαμβάνονται τις ROS μέσω μεταγραφικών παραγόντων, οι οποίοι 

με τη σειρά τους ενεργοποιούν τις δομικές πρωτείνες, που εμπλέκονται στην 

αποκατάσταση της κυτταρικής ομοιόστασης (Mittler et al 2004). 

 

1.4 Προλίνη  

 

Επειδή η συσσώρευση των οσμωλυτών αποτελεί κοινή στρατηγική των 

φυτών για την αντιμετώπιση τόσο της αλατότητας όσο και του ψύχους, ακολουθεί 

αναλυτική περιγραφή του ρόλου της προλίνης έναντι των αβιοτικών καταπονήσεων. 

Η συσσώρευση της προλίνης έχει αποτελέσει αντικείμενο πολυετούς μελέτης, για 

πάνω από 50 χρόνια, σε σημαντικό αριθμό ειδών σε συνθήκες υπεροσμωτικής 

καταπόνησης. Eίναι γνωστό ότι ως οσμωλύτης συνεισφέρει στη σταθερότητα των 

πρωτεϊνών, των μεμβρανών, των υπο-κυτταρικών δομών (Vanrensburg et al 1993) 

και προστατεύει τις κυτταρικές λειτουργίες εξουδετερώνοντας τις ROS (Bohnert and 

Shen 1999).  

Ο οσμωπροστατευτικός ρόλος της προλίνης μελετήθηκε αρχικά σε βακτήρια, 

όπου υποστηρίχθηκε η σχέση συσσώρευσης της προλίνης και ανθεκτικότητας των 

βακτηρίων σε συνθήκες αλατότητας (Csonka 1988, Csonka and Hanson 1991) και 

ψύχους (Sleator and Hill 2002). To αμινοξύ προλίνη έχει αναφερθεί ότι συσσωρεύεται 

στα ανώτερα φυτά σε διάφορες περιβαλλοντικές καταπονήσεις, όπως ξηρασία 

(Choudhary, et al 2005), υψηλή αλατότητα (Yoshiba et al 1995), ψύχος (Patton et al 

2007, Kaplan et al 2007, Gothandam et al 2010), υψηλή ένταση φωτός και UV 

ακτινοβολία (Saradhi et al 1995), βαρέα μέταλλα (Schat et al 1997), οξειδωτική 

καταπόνηση (Yang et al 2009) και ως αντίδραση βιοτικών καταπονήσεων (Fabro et 

al 2004, Haudecoeur et al 2009).  

Τα ανωτέρω δεδομένα οδήγησαν στην υπόθεση ότι η συγκέντρωση της 

προλίνης σε καταπονημένα φυτά έχει προστατευτικό ρόλο έναντι των 

καταπονήσεων, γεγονός το οποίο έχει τονισθεί σε αρκετές εργασίες (Hare and Cress 

1997, Kavi Kishor et al 2005, Verbruggen and Hermans 2008), ωστόσο η συσχέτιση 

αυτή έχει τεθεί και αρκετές φορές σε αμφισβήτηση. Υπάρχουν αναφορές στη διεθνή 

βιβλιογραφία που παρατηρείται θετική συσχέτιση της συσσώρευσης των οσμωλυτών 

και της ανθεκτικότητας ποικιλιών συγκεκριμένων φυτικών ειδών στις καταπονήσεις 

(Binzel et al 1987, Hare and Cress 1997, Almansouri et al 1999, Meloni et al 2001, 
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Choudhary et al 2005), ενώ σε άλλες εργασίες η υπερσυσσώρευση αυτών των 

ενώσεων θεωρείται δείκτης ευαισθησίας των ποικιλιών στην καταπόνηση (Lutts et al 

1999, Heuer 2003, Chen et al 2007, Widodo et al 2009). Για παράδειγμα υψηλά 

επίπεδα προλίνης μπορεί να συσσωρεύουν οι ανθεκτικές στη ξηρασία ποικιλίες 

ρυζιού (Choudhary et al 2005), αλλά δεν σχετίζονται με την ανθεκτικότητα ποικιλιών 

κριθαριού στην αλατότητα (Chen et al 2007, Widodo et al 2009) και ποικιλιών φυτών 

Arabidopsis στο ψύχος (Korn et al 2008). Επιπλέον, υψηλά επίπεδα προλίνης 

αποτελούν δείκτη υπερευαισθησίας μεταλλαγμένων φυτών Α. thaliana στην 

αλατότητα, ενώ αντίθετα αποτελούν δείκτη ανθεκτικότητας των ίδιων φυτών στο 

ψύχος (Liu and Zhu 1997, Xin and Browse 1998). Ωστόσο, δεν είναι δυνατό ν’ 

αποκλεισθεί το ενδεχόμενο και οι 2 παραπάνω μηχανισμοί να συνυπάρχουν και από 

τη μια να εξουδετερώνονται οι ROS στις ευαίσθητες ποικιλίες/φυτικά είδη (Xiong et al 

2002, Chen et al 2007) ενώ από την άλλη να συσσωρεύουν προλίνη και οι 

ανθεκτικές ποικιλίες. Εξάλλου, είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία, ότι οι ευαίσθητες 

στην αλατότητα ποικιλίες περιορίζουν την εισροή των αλάτων και ρυθμίζουν την 

οσμωτικό τους δυναμικό με τη σύνθεση οσμωλυτών (προλίνης, γλυκίνης της 

βεταίνης, σάκχαρα) (Tal and Shannon 1983) ενώ οι ανθεκτικές ποικιλίες 

διαμερισματοποιούν και συσσωρεύουν το αλάτι στα χυμοτόπια, προκειμένου να 

ελέγχουν τη συγκέντρωση των αλάτων στο κυτταρόπλασμα και να διατηρούν υψηλό 

λόγο K+/Na+ σε αυτό (Glenn et al 1999). 

Επιπλέον, σε διαγονιδιακά ή μεταλλαγμένα φυτά αναφέρεται ότι ο 

μεταβολισμός της προλίνης έχει πολυσύνθετες επιδράσεις στην ανάπτυξη των φυτών 

και στην ανταπόκριση αυτών στην καταπόνηση, καθώς και ότι η συσσώρευση της 

προλίνης είναι σημαντική για την ανθεκτικότητα των φυτών έναντι δυσμενών 

περιβαλλοντικών καταπονήσεων (Hong et al 2000, Mattioli et al 2008, Szekely et al 

2008, Miller et al 2009).  

 

Διαμερισματοποίηση του Μεταβολισμού της Προλίνης στα φυτά 

 

 Tα φυτά συνθέτουν την προλίνη μέσω 2 μεταβολικών οδών, 

χρησιμοποιώντας πρόδρομες ενώσεις το γλουταμινικό οξύ και την ορνιθίνη (Εικ. 

1.4.1). Κατά τη βιοσύνθεση της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ, το δεσμευτικό 

στάδιο αυτής της οδού καταλύεται από το ένζυμο συνθετάση του δ1-πυρολινο-5–

καρβοξυλικού (P5CS). Το ένζυμο αυτό καταλύει τη μετατροπή του γλουταμινικού σε 

γλουταμινική-γ-ημιαλδεύδη (GSA), η οποία στη συνέχεια μετατρέπεται αυθόρμητα 

στο δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό (P5C) (Hu et al 1992, Savoure´et al 1995). Το 

ένζυμο αναγωγάση του δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό (P5CR) ανάγει το P5C με τελικό 
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προϊόν την προλίνη (Szoke et al 1992, Verbruggen et al 1993). Στα περισσότερα 

φυτικά είδη η P5CS είναι ένα διλειτουργικό ένζυμο και κωδικοποιείται από 2 γονίδια 

ενώ η P5CR από ένα γονίδιο (Verbruggen et al 1993, Strizhov et al 1997, 

Armengaud et al 2004). Εναλλακτικά, οι φυτικοί οργανισμοί έχουν την ικανότητα 

βιοσύνθεσης της προλίνης χρησιμοποιώντας ως πρόδρομη ένωση το αμινοξύ 

ορνιθίνη. Σε αυτή την περίπτωση η ορνιθίνη μετατρέπεται σε P5C μέσω της δράσης 

του ενζύμου δ-αμινοτρανσφεράση της ορνιθίνης (δ-ΟΑΤ) με τελικό προϊόν την L-

προλίνη μέσω της δράσης του ενζύμου P5CR (Delauney et al 1993, Roosens et al 

1998).  

Η διαδικασία αποδόμησης της προλίνης καταλύεται από το ένζυμο 

αφυδρογονάση ή οξειδάση της προλίνης (PDH ή POX), η οποία και καταλύει τη 

μετατροπή της προλίνης σε P5C και από την αφυδρογονάση του δ1-πυρολινο-5–

καρβοξυλικό (P5CDH) η οποία μετατρέπει το P5C σε γλουταμινικό οξύ. Το PDH είναι 

ένα διλειτουργικό γονίδιο, ενώ ένα μόνο γονίδιο έχει απομονωθεί από τα φυτά A. 

thaliana και Nicotiana tabacum (Verbruggen et al 1993, Strizhov et al 1997, 

Armengaud et al 2004, Kiyosue et al 1996, Verbruggen et al 1996, Deuschle et al 

2001, Ribarits et al 2007). 

 Σε συνθήκες υδατικής καταπόνησης και αλατότητας έχει αναφερθεί ότι σε 

φυτά Arabidopsis το ένζυμο P5CS1-GFP συσσωρεύεται στους χλωροπλάστες, ενώ 

το ένζυμο P5CS2-GFP εντοπίζεται κυρίως στο κυτταρόπλασμα (Szekely et al 2008). 

Η δραστηριότητα του ενζύμου P5CR ανιχνεύθηκε σε φυτά G. max (Savoure et al 

1995, Kohl et al 1988) στο κυτταρόπλασμα, και στα πλαστίδια των φύλλων, των 

ριζών και των φυματίων ενώ σε φυτά P. sativum το P5CR εντοπίζεται στους 

χλωροπλάστες, προτείνοντας ότι το ένζυμο P5CR συσσωρεύεται στα πλαστίδια σε 

συνθήκες υπερ-οσμωτικής καταπόνησης (Rayapati et al 1989). Γενικότερα, η 

βιοσύνθεση της προλίνης στο φυτό Arabidopsis πιθανόν να λαμβάνει χώρα στο 

κυτταρόπλασμα και ελέγχεται από το γονίδιο P5CS2 (Szekely et al 2008). Κατά τη 

διάρκεια ωσμωτικής καταπόνησης η βιοσύνθεση της προλίνης γίνεται στους 

χλωροπλάστες και ελέγχεται από το γονίδιο P5CS1 (Szekely et al 2008, Savoure et 

al 1995, Strizhov et al 1997). Συνεπώς, η προλίνη μπορεί να συντίθεται σε 

διαφορετικά κυτταρικά διαμερίσματα, λαμβάνοντας κάθε φορά υπόψη τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες (Εικ. 1.4.1). Τα ένζυμα αποδόμησης της προλίνης, PDH 

και P5CDH, καθώς και το ένζυμο δ-ΟΑΤ είναι μιτοχονδριακά (Deuschle et al 2001, 

Boggess and Koeppe 1978, Rayapati and Stewart 1991, Funck et al 2008). Έχει 

αναφερθεί ότι, μετά από πρωτεωμική ανάλυση, το P5CDH έχει εντοπισθεί και στους 

χλωροπλάστες, προτείνοντας ότι το P5C μετατρέπεται σε γλουταμινικό οξύ στα 

πλαστίδια (Kleffmann et al 2004). 
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 Η βιοσύνθεση της προλίνης από το αμινοξύ ορνιθίνη είναι σημαντική κατά την 

ανάπτυξη σε επίπεδο φυταρίου (seedling development) και σε μερικά φυτά για τη 

συσσώρευση της προλίνης σε συνθήκες καταπόνησης (Armengaud et al 2004, 

Roosens et al 1998, Xue et al 2009). Πρόσφατα η σημασία του μονοπατιού αυτού 

τέθηκε υπό αμφισβήτηση, διότι τα επίπεδα της προλίνης δεν επηρεάστηκαν σε 

μεταλλαγμένα φυτά Arabidopsis στα οποία απαλείφτηκε το γονίδιο δ-ΟΑΤ. Αντίθετα, 

το ένζυμο δ-ΟΑΤ διευκολύνει την ανακύκλωση του αζώτου, το οποίο μετατρέπεται σε 

γλουταμινικό οξύ μέσω του ενζύμου P5CDH (Funck et al 2008).  

Γενικότερα η διαμερισματοποίηση του μεταβολισμού της προλίνης υπονοεί 

εκτενή ενδοκυτταρική μεταφορά προλίνης μεταξύ του κυτταροπλάσματος, των 

χλωροπλαστών και των μιτοχονδρίων (Εικόνα 1.4.1). Η εισροή της προλίνης στα 

μιτοχόνδρια είναι μια ενεργή διαδικασία, που προϋποθέτει την ύπαρξη 

συγκεκριμένων μεταφορέων (Yu et al 1983). Μεμβρανικοί μεταφορείς της προλίνης 

έχουν ταυτοποιηθεί σε αρκετά φυτά (Rentsch et al 1996 Grallath et al 2005, Ueda et 

al 2001). Πρόσφατα 2 μεταφορείς προλίνης εντοπίστηκαν στα μιτοχόνδρια του T. 

durum ο ένας μεταφορέας διευκολύνει τη μεταφορά προλίνης στο μιτοχόνδριο και ο 

δεύτερος εμφανίζεται να έχει σημαντικό ρόλο στη μεταφορά Pro/Glu μεταξύ 

μιτοχονδρίου και κυτταροπλάσματος (Di Martino et al 2006). Βασικοί μεταφορείς 

αμινοξέων (BAC transporters) μεταφέρουν αργινίνη και ορνιθίνη μέσω της 

μιτοχονδριακής μεμβράνης (Palmieri et al 2006). Στο αλλόφυτο Limonium latifolium, 

η προλίνη εντοπίστηκε στο χυμοτόπιο μη καταπονημένων φυτών, ενώ σε συνθήκες 

αλατότητας, υψηλά επίπεδα προλίνης ανιχνεύθηκαν στο κυτταρόπλασμα, 

υπονοώντας τη σημαντικότητα της de novo βιοσύνθεση της προλίνης, καθώς και τη 

μεταφορά της (Gagneul et al 2007). 
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Εικόνα 1.4.1 Προτεινόμενο μοντέλο μεταβολισμού της προλίνης στα ανώτερα φυτά, αν και τα περισσότερα δεδομένα προέκυψαν από το φυτό Arabidopsis, 

είναι όμως πιθανό να ισχύουν και σε άλλα φυτικά είδη. Το μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης είναι με πράσινες γραμμές, ενώ το μονοπάτι 

αποδόμησης με κόκκινο. Τα ένζυμα απεικονίζονται σε ελλειψοειδές σχήμα και οι πρωτεΐνες μεταφοράς σε μπλε οκτάγωνα. Με το σύμβολο 

                          απεικονίζονται πιθανοί μεταφορείς. Σε συνθήκες καταπόνησης το ένζυμο P5CS1 συσσωρεύεται στους χλωροπλάστες, με συνέπεια αυξημένα 

επίπεδα προλίνης στα πλαστίδια. Η αποδόμηση της προλίνης λαμβάνει χώρα στα μιτοχόνδρια. To μονοπάτι της ορνιθίνης παράγει P5C και 

γλουταμινικό οξύ στα μιτοχόνδρια. (Τροποποίηση Εικόνας από το Szabados and Savoure 2009) 
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1.4.1 Βιοσύνθεση Προλίνης 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό (P5CS) 

 

 Στο φυτό V. aconitifolia απομονώθηκε για πρώτη φορά cDNA κλώνος, 2417 

βάσεων που κωδικοποιεί το γονίδιο P5CS και περιέχει ένα αναγνωστικό πλαίσιο το 

οποίο κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο 73.2 kDa (Hu et al 1992). Πρόκειται για το 

γονίδιο που θεωρείται ότι καταλύει το σημαντικότερο στάδιο βιοσύνθεσης της 

προλίνης και περιέχει την ενζυμική δραστικότητα τόσο της γλουταμινικής-γ-κινάσης 

όσο της αφυδρογονάσης της γλουταμινικής-γ-ημιαλδεύδης. Οι 2 αυτές ενζυμικές 

περιοχές του P5CS αντιστοιχούν στις πρωτεΐνες ProB και ProA του βακτηρίου 

Escherichia coli (Hu et al 1992).  

Στη συνέχεια, οι Savoure et al 1995 κλωνοποίησαν και αλληλούχισαν έναν 

ισότυπο του γονιδίου P5CS στο φυτό Arabidopsis. Το γονίδιο AtP5CS κωδικοποιεί 

μια πρωτεΐνη 717 αμινοξέων και παρουσιάζει υψηλή ομολογία με την P5CS της V. 

aconitifolia. Το γονίδιο AtP5CS χαρτογραφήθηκε στο δεύτερο χρωμόσωμα του φυτού 

Arabidopsis και οι ανωτέρω ερευνητές χαρακτήρισαν τις περιοχές πρόσδεσης ΑΤΡ 

και ΝΑD(Ρ)H στην πρωτεΐνη AtP5CS.  

Ένας cDNA κλώνος που κωδικοποιεί για το γονίδιο P5CS απομονώθηκε στο 

ρύζι (Igarashi et al 1997), όπου τα επίπεδα mRNA του OsP5CS και της προλίνης 

μελετήθηκαν σε συνθήκες αλατότητας σε 2 ποικιλίες με διαφορετικό βαθμό 

ευαισθησίας στο αλάτι. Η έκφραση του γονιδίου και η συγκέντρωση της προλίνης 

αυξήθηκαν σταθερά στην ανθεκτική ποικιλία, ενώ παρατηρήθηκε μικρότερη αύξηση 

στην ευαίσθητη στην αλατότητα ποικιλία ρυζιού.  

Ακολούθως 2 ισότυποι του γονιδίου P5CS απομονώθηκαν στα φυτά 

A.thaliana, M. sativa και L. esculentum (Strizhov et al 1997, Ginzberg et al 1998, 

Fujita et al 1998). Στο φυτό Arabidopsis, το P5CS2 χαρακτηρίζεται ως ένα γονίδιο 

σταθερής έκφρασης (Szekely et al 2008, Strizhov et al 1997), ενώ το P5CS1 

εκφράζεται σε συνθήκες οσμωτικής καταπόνησης, αλατότητας και εφαρμογής ΑΒΑ 

(Yoshiba et al 1995). Από τη συγκριτική ανάλυση των 2 αλληλουχιών του L. 

esculentum με άλλα αντίστοιχα γονίδια, προέκυψε ότι το tomPRO1 παρουσιάζει 

ομοιότητες με το P5CS των προκαρυωτικών οργανισμών, ενώ το tomPRO2 με 

γονίδια P5CS ευκαρυωτικών οργανισμών. Επιπλέον, σε συνθήκες αλατότητας, τα 

επίπεδα mRNA του tomPRO2 ήταν πάνω από 3 φορές υψηλότερα σε σχέση με το 

μάρτυρα, ενώ του tomPRO1 δεν ανιχνεύθηκαν στις ανωτέρω συνθήκες. Οι Fujita et 

al (1998) έδειξαν ότι η μεταγραφική ρύθμιση των 2 γονιδίων δεν είναι σημαντική για 

τη βιοσύνθεση της προλίνης. Παρόμοιες διαφοροποιήσεις στη βιοχημική λειτουργία 
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και των 2 ισότυπων του P5CS παρατηρήθηκαν και στο φυτό M. sativa (Ginzberg et al 

1998).  

 Ακολούθως, 2 ισότυποι του P5CS στο φυτό M. truncatula, έδειξαν έκφραση 

σε μεταγραφικό επίπεδο, η οποία διέφερε ως προς τα υπό μελέτη φυτικά όργανα σε 

συνθήκες οσμωτικής καταπόνησης (αλατότητας) (Armengaud et al 2004). Το 

MtP5CS1 χαρακτηρίζεται ως ένα γονίδιο σταθερής έκφρασης, ενώ το MtP5CS2 είναι 

σημαντικό για την βιοσύνθεση της προλίνης στα φύλλα σε συνθήκες αλατότητας. Σε 

φυτά B. napus και οι 2 ισότυποι ΒnP5CS1 και ΒnP5CS2 εκφράζονται σε συνθήκες 

αλατότητας και μετά από εφαρμογή ΑΒΑ, ενώ τα επίπεδα έκφρασης του BnP5CS1 

ήταν υψηλότερα από του BnP5CS2 (Xue et al 2008). Σε φυτάρια P. vulgaris, που 

καταπονήθηκαν σε συνθήκες αλατότητας και ψύχους παρατηρήθηκε έκφραση των 

γονιδίων PvP5CS1 και PvP5CS2, η οποία σχετίστηκε με τα επίπεδα της προλίνης 

(Chen et al 2008, 2009). Σε φυτάρια Sorghum bicolor τα γονίδια P5CS1 και P5CS2 

εκφράστηκαν σε συνθήκες αλατότητας στη ρίζα και το υπέργειο τμήμα των φυταρίων, 

ενώ τα επίπεδα έκφρασης του SbP5CS1 είναι υψηλότερα από του SbP5CS2 και η 

συγκέντρωση της προλίνης σχετίζεται με την έκφραση των γονιδίων (Sua et al 2011). 

Αντίθετα, σε φυτά H. tuberosus αναφέρεται ότι το γονίδιο HtP5CS2 παρουσιάζει 

υψηλότερα επίπεδα έκφρασης από το HtP5CS1 σε συνθήκες αλατότητας(Huang et al 

2013). Γίνεται λοιπόν σαφές από τη βιβλιογραφία, ότι η ρύθμιση των 

μεταγραφημάτων του P5CS ποικίλει από το ένα φυτικό είδος στο άλλο. 

Πρόσφατα, έχει αναφερθεί η απομόνωση ενός κλώνου που κωδικοποιεί για 

το P5CS στα φυτά Opuntia streptacantha (Silva Ortega et al 2008) και H. vulgare 

(Αbu-Romman et al 2011) σε συνθήκες αλατότητας, στα φυτά Jatropha curcas 

(Zhuang et al 2011) και Festuca arundinacea (Martin et al 2012) σε συνθήκες 

αλατότητας και ψύχους, στα φυτά Capsicum annuum (Patade et al 2012) και S. 

lycopersicum (Patade et al 2013)  σε συνθήκες ψύχους. 

Αξίζει να αναφερθεί ότι πειράματα υπερέκφρασης της συνθετάσης του P5C 

αύξησαν την ανθεκτικότητα των διαγονιδιακών φυτών καπνού (Hmida-Sayari et al 

2005), ρυζιού (Anoop and Gupta 2003, Su and Wu 2004), πετούνιας (Yamada et al 

2005) και μαλακού σιταριού (Vendruscolo et al 2007) σε συνθήκες αβιοτικής 

καταπόνησης, ως αποτέλεσμα της αύξησης των επιπέδων της προλίνης.  

 

Ρεδουκτάση του δ1-πυρολινο-5–καρβοξυλικό ή Αναγωγάση του δ1-πυρολινο-

5–καρβοξυλικό (P5CR) 

 

 To γονίδιο P5CR ήταν το πρώτο που κλωνοποιήθηκε από το μονοπάτι της 

προλίνης στο φυτό G. max (Delauney and Verma 1990). Πρόκειται για γονίδιο 1.2 kb, 



55 
 

που κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο 29 kDa που η αμινοξική του αλληλουχία 

παρουσιάζει 39% ομολογία με την αλληλουχία της βακτηριακής P5CR. Γενωματική 

ανάλυση έδειξε ότι υπάρχουν 2-3 αντίγραφα του P5CR στο γένωμα της G. max.  

Στη συνέχεια κλώνοι του γονιδίου απομονώθηκαν και από άλλα φυτά, όπως 

από το P. sativum (Williamson and Slocum 1992), από το A. thaliana (Verbruggen et 

al 1993) και το Actinidia deliciosa (Walton et al 1998) και S. oleracea (Murahama et 

al 2001). Το γονίδιο AtP5CR αποτελείται από 2.6 kb και η αλληλουχία αυτή περιέχει 

ένα ανοιχτό αναγνωστικό πλαίσιο που κωδικοποιεί για ένα πολυπεπτίδιο 28.6 kDa 

(276 αμινοξέων). Τόσο τα μεταγραφήματα του γονιδίου, όσο και η δραστηριότητα του 

ενζύμου αναφέρθηκαν ότι αυξήθηκαν σε συνθήκες καταπόνησης στο φυτό 

Arabidopsis (Verbruggen et al 1993). Oμοίως, οι Hua et al (1997), ανέφεραν υψηλά 

επίπεδα έκφρασης του γονιδίου AtP5CR, στο φυτό Arabidopsis, στο κορυφαίο 

μερίστωμα, στη ρίζα και στα σπέρματα. 

Ωστόσο είναι υπό αμφισβήτηση εάν η αναγωγάση του P5C είναι σημαντική 

στη βιοσύνθεση της προλίνης σε συνθήκες καταπόνησης, διότι υπερέκφρασή της δεν 

είχε επίδραση στα επίπεδα προλίνης, παρόλο που αυξήθηκε η δραστηριότητα του 

ενζύμου, σε διαγονιδιακά φυτά N. tabacum (LaRosa et al 1991) και G. max (De 

Ronde et al 2000). 

 

δ-Αμινοτρανσφεράση της Ορνιθίνης (δ-ΟΑΤ) 

 

 Όπως προαναφέρθηκε, στα φυτά η βιοσύνθεση της προλίνης 

πραγματοποιείται όχι μόνο από το γλουταμινικό οξύ αλλά και από την 

αργινίνη/ορνιθίνη. Η αργινίνη μετατρέπεται σε ορνιθίνη μέσω της δράσης του 

ενζύμου αργινάση. Οι Delauney et al 1993 απομόνωσαν ένα cDNA κλώνο που 

κωδικοποιεί για την δ-ΟΑΤ στο φυτό V. aconitifolia. Πρόκειται για ένα κλώνο 1559 

βάσεων που κωδικοποιεί για ένα πολυπεπτίδιο 48.1 kDa. Ευθυγράμμιση της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του VaΟΑΤ με άλλες γνωστές χαρακτηρισμένες ΟΑΤ 

επιβεβαίωσαν την ύπαρξη του γονιδίου στη V. aconitifolia και έδειξαν ότι το γονίδιο 

VaΟΑΤ παρουσιάζει υψηλή ομολογία με τις δ-ΟΑΤ από τον άνθρωπο και τις ζύμες 

καθώς και με τις ω-αμινοτρανσφεράσες από βακτήρια και μύκητες. Οι ανωτέρω 

ερευνητές μελέτησαν τα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων VaΟΑΤ και VaP5CS σε 

συνθήκες αλατότητας και έλλειψης αζώτου. Οι ανωτέρω συνθήκες είχαν ως 

αποτέλεσμα την επαγωγή της έκφρασης του VaP5CS, αλλά και την ελάττωση των 

επιπέδων έκφρασης του VaΟΑΤ. Αντιθέτως, όταν στα φυτά χορηγήθηκε άζωτο τα 

επίπεδα mRNA του γονιδίου VaΟΑΤ αυξήθηκαν. Τα αποτελέσματα, δηλαδή της 

εργασίας αυτής, υπέδειξαν ότι το μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης από το 
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γλουταμινικό οξύ είναι κυρίαρχο σε συνθήκες οσμωτικής καταπόνησης, ενώ το 

μονοπάτι της ορνιθίνης είναι λειτουργικό σε συνθήκες περίσσιας αζώτου. 

 Στη συνέχεια οι Roosens et al (1998), απομόνωσαν ένα δ-ΟΑΤ cDNA κλώνο 

από το φυτό A. thaliana και μελετήθηκε η έκφρασή του σε συνθήκες αλατότητας. 

Παρατηρήθηκε, λοιπόν, ότι σε συνθήκες αλατότητας η έκφραση των γονιδίων δ-ΟΑΤ 

και P5CS, η δραστηριότητα του ενζύμου δ-ΟΑΤ καθώς και τα επίπεδα προλίνης ήταν 

υψηλότερα σε νεαρά φυτάρια από ότι σε μεγαλύτερης ηλικίας φυτά. Σε αντίθεση, 

δηλαδή, με τα αποτελέσματα της εργασίας στο φυτό V. aconitifolia, σε νεαρά φυτάρια 

A. thaliana και τα 2 μονοπάτια τόσο από την ορνιθίνη όσο και από το γλουταμινικό 

οξύ φαίνεται να έχουν σημαντικό ρόλο στη βιοσύνθεση της προλίνης, σε συνθήκες 

οσμωτικής καταπόνησης. Ομοίως, οι Armengaud et al (2004), υποστήριξαν τη 

λειτουργικότητα και των 2 μονοπατιών βιοσύνθεσης της προλίνης σε συνθήκες 

αλατότητας, ανεξαρτήτως ηλικίας και σταδίου ανάπτυξης των φυτών M. truncatula. Οι 

Huang et al 2013, ανέφεραν τη λειτουργικότητα του μονοπατιού της ορνιθίνης σε 

φυτά H. elianthus tuberosus σε συνθήκες αλατότητας, ωστόσο ανέφεραν ότι 

μονοπάτι του γλουταμινικού οξέος έχει κυρίαρχο ρόλο στη βιοσύνθεσης της 

προλίνης. 

 Επιπλέον, πειράματα υπερέκφρασης της δ-ΟΑΤ αύξησαν την ανθεκτικότητα 

των διαγονιδιακών φυτών καπνού (Roosens et al 2002) και ρυζιού (Wu et al 2003, 

Qu et al 2005) σε συνθήκες αβιοτικής καταπόνησης και βελτίωσαν την 

παραγωγικότητα των καλλιεργειών, ως αποτέλεσμα της αύξησης των επιπέδων της 

προλίνης.  

Ωστόσο, ο ρόλος του δ-ΟΑΤ, όσον αφορά στη βιοσύνθεση της προλίνης σε 

συνθήκες καταπόνησης δεν είναι ξεκάθαρος και χρήζει περαιτέρω έρευνας, διότι οι 

Funk et al (2008) αναφέρουν ότι τα επίπεδα προλίνης δεν επηρεάστηκαν σε 

μεταλλαγμένα φυτά A. thaliana στο γονίδιο OAT (knockout mutants). Οι παραπάνω 

ερευνητές πρότειναν ότι το ένζυμο δ-ΟΑΤ δε συμμετέχει στη βιοσύνθεση της 

προλίνης σε φυτά Arabidopsis σε συνθήκες αλατότητας. Ενώ, ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η εργασία των You et al (2012), οι οποίοι παρατήρησαν ότι 

υπερέκφραση του Osδ-ΟΑΤ στο ρύζι οδήγησε σε σημαντική αύξηση της ενεργότητας 

του ενζύμου δ-ΟΑΤ και συσσώρευση προλίνης σε συνθήκες υψηλής αλατότητας. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2ο: ΑΞΙΟΛΟΓΗΣΗ ΤΗΣ ΑΝΘΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑΣ ΤΩΝ 

ΠΟΙΚΙΛΙΩΝ ΣΚΛΗΡΟΥ ΣΙΤΟΥ, RUSTICANO ΚΑΙ GRAZIA, ΣΕ 

ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΑΛΑΤΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΨΥΧΟΥΣ 

 
2.1 Σκοπός της Έρευνας 
 

Έχει διαπιστωθεί ότι αν και τα φυτά σε όλα τα στάδια ανάπτυξής τους 

παρουσιάζουν ευαισθησία στην αλατότητα, το στάδιο ανάπτυξης των φυτών σε 

επίπεδο φυταρίου (seedling stage) θεωρείται το πιο ευαίσθητο στα περισσότερα 

φυτικά είδη (Munns et al 2002). Επίσης έχει διαπιστωθεί ότι καλλιεργούμενα φυτά, 

που ανταποκρίνονται στην αλατότητα σ΄αυτό το στάδιο ανάπτυξης θα 

ανταποκριθούν με επιτυχία στη συγκεκριμένη καταπόνηση και στα επερχόμενα 

στάδια ανάπτυξης και θα δώσουν καλή παραγωγή (Ahmadi et al 2006).  

Οι Kingsbury et al (1984) αναφέρουν ότι η συγκέντρωση των 100 mM NaCl, 

μετά από 7 ημέρες εφαρμογής της στο ριζικό διάλυμα φυταρίων 2 ποικιλιών μαλακού 

σίτου, προκάλεσε διαφοροποίηση ως προς την ανάπτυξη του υπέργειου τμήματος 

ανάμεσα στις ποικιλίες, ενώ η συγκέντρωση των 250 mM NaCl μείωσε σημαντικά την 

παραγωγή ποικιλιών μαλακού σιταριού στον αγρό (Maas and Hoffman 1977). Επειδή 

το σκληρό σιτάρι (Τ. turgidum var. durum) είναι πιο ευαίσθητο στην αλατότητα από το 

μαλακό (Τ. aestinum) (Salinity Tolerance Database on USDA-ARS 2005) η 

συγκεκριμένη εργασία εστιάστηκε στην ανάπτυξη φυταρίων σκληρού σίτου, των 

ποικιλιών Rusticano και Grazia, σε συνθήκες διαφορετικών συγκεντρώσεων άλατος 

για διαφορετικά χρονικά διαστήματα. 

Εκτός από την καταπόνηση αλατότητας στην παρούσα εργασία μελετήθηκε 

και ένας δεύτερος παράγοντας καταπόνησης, το ψύχος, όπου σύμφωνα με τη 

βιβλιογραφία (Levitt 1980, Pollock and Eagles 1988) προκαλεί μείωση στο ρυθμό 

ανάπτυξης των φυτών που ενδημούν σε θερμά κλίματα, καθώς και πρόσκαιρες ή και 

μόνιμες επιδράσεις σε όλα τα επίπεδα φυσιολογικής λειτουργίας των φυτών. Ωστόσο, 

το μαλακό σιτάρι όπως και αρκετά αγρωστώδη που καλλιεργούνται στην Εύκρατη 

ζώνη έχουν αναπτύξει μηχανισμούς ανθεκτικότητας στο ψύχος και κατ’ επέκταση 

στον παγετό (Fowler and Gusta 1979, Monroy et al 2007). Η ικανότητα των φυτών 

αυτών ν’ ανταπεξέρχονται σε θερμοκρασίες κάτω των 00C προκύπτει από τη 

βαθμιαία έκθεσή τους κατά τη διάρκεια του βιολογικού τους κύκλου σε χαμηλές 

θερμοκρασίες, δηλαδή λίγο πάνω από τους 00C, προκειμένου να αποκτήσουν 

ανθεκτικότητα σε συνθήκες παγετού. Η διαδικασία αυτή αναφέρεται ως 

σκληραγώγηση και έχει ως αποτέλεσμα την αντιμετώπιση της καταπόνησης από την 

πλευρά των φυτών και κατά συνέπεια τον εγκλιματισμό τους σε θερμοκρασίες κάτω 
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των 00C. Σύμφωνα με τους Sung and Amasino (2005), 1 ή 2 ημέρες χαμηλών 

θερμοκρασιών είναι συχνά ικανές να προκαλέσουν σκληραγώγηση των φυτών σε 

συνθήκες καταπόνησης ψύχους. Οι Koike et al (2002) αναφέρουν εγκλιματισμό 

φυταρίων μαλακού σιταριού στους 40C σε διάστημα 14 ημερών, ενώ οι Zhu et al 

(2005) εγκλιματισμό φυτών A. thaliana στους 40C σε διάστημα 8 ημερών.  

Στο Κεφάλαιο αυτό αναλύεται η μεθοδολογία και τα αποτελέσματα-

συμπεράσματα που προέκυψαν από τη διερεύνηση της ανθεκτικότητας νεαρών 

φυταρίων των ποικιλιών σκληρού σίτου Rusticano και Grazia σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl, για διάστημα 5 ημερών) και ψύχους (40C, για 

διάστημα 11 ημερών). 

 
2.2 Υλικά & Μέθοδοι 
2.2.1 Βλάστηση και Καλλιέργεια με Υδροπονικό Σύστημα Φυταρίων Rusticano 
και Grazia  
 

Χρησιμοποιήθηκαν σπόροι των ποικιλιών Rusticano και Grazia, που ήταν μια 

ευγενική προσφορά της Εταιρίας «Αγροτικός Οίκος ΣΠΥΡΟΥ». Οι σπόροι της 

ποικιλίας Rusticano απολυμάνθηκαν με εμβάπτισή τους σε διάλυμα 2% 

υποχλωριώδους νατρίου για 20 λεπτά, στη συνέχεια το διάλυμα αφαιρέθηκε και οι 

σπόροι ξεπλύθηκαν με αποστειρωμένο απιονισμένο νερό. Οι σπόροι της ποικιλίας 

Grazia ήταν επενδεδυμένoι από την εταιρία με μίγμα δύο μυκητοκτόνων και ενός 

εντομοκτόνου γι’ αυτό ξεπλύθηκαν μόνο με απιονισμένο νερό. Στη συνέχεια οι 

σπόροι και των 2 ποικιλιών τοποθετήθηκαν σε τρυβλία που περιείχαν νωπό 

διηθητικό χαρτί και παρέμειναν για προφύτρωση σε σκοτεινό θάλαμο εντός 

πλαστικών δοχείων σε διαφορετικές συνθήκες αλατότητας και θερμοκρασίας.  

Για την καταπόνηση των νεαρών φυταρίων, και των 2 ποικιλιών Rusticano και 

Grazia, σε συνθήκες αλατότητας και ψύχους, χρησιμοποιήθηκαν 6 και 4 πλαστικά 

δοχεία αντίστοιχα, χωρητικότητας 3,5 L το καθένα στα οποία εφαρμόστηκαν αντλίες 

οξυγόνου. Για την περίπτωση της αλατότητας, τα πλαστικά δοχεία ανά δύο περιείχαν 

διάλυμα με διαφορετική συγκέντρωση άλατος δηλαδή 0 (μάρτυρας), 100 και 200 mM 

NaCl και στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε θαλάμους ανάπτυξης με θερμοκρασία 

22°C, φωτοπεριόδο 16 ώρες φώς/8 ώρες σκοτάδι και πυκνότητα ροής φωτονίων 

φωτοσυνθετικής ακτινοβολίας 90μmolm-2s-1.  

Για το πείραμα της καταπόνησης των φυτών στο ψύχος τα 2 πλαστικά δοχεία, 

που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες τοποθετήθηκαν σε θάλαμο ανάπτυξης στον 

οποίο επικρατούσε θερμοκρασία 22°C ενώ τα υπόλοιπα 2 μεταφέρθηκαν σε 

ψυχόμενο θάλαμο με θερμοκρασία 4°C. Η φωτοπερίοδος ρυθμίστηκε στις 16 ώρες 
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φώς/8 ώρες σκοτάδι και η πυκνότητα ροής φωτονίων φωτοσυνθετικής ακτινοβολίας 

στα 90μmolm-2s-1. 

Πραγματοποιήθηκε δειγματοληψία και για τις 2 κατηγορίες πειραμάτων στο 

υπόγειο (ριζικό σύστημα) και το υπέργειο τμήμα (βλαστός) μετά από 12, 24, 48 και 

72 ώρες και για την περίπτωση του ψύχους επιπλέον μετά 6 ώρες παραμονής των 

φυταρίων και των 2 ποικιλιών στις ανωτέρω συνθήκες. Τα υπόγεια και υπέργεια 

τμήματα και των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου που επιλέχθηκαν τοποθετήθηκαν 

αμέσως σε πλαστικούς σωλήνες που περιείχαν υγρό άζωτο και διατηρήθηκαν στους 

-80οC μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία τους.  

Στο πείραμα της αλατότητας, σε κάθε δειγματοληψία (μετά από 12, 24, 48 και 

72 ώρες) συλλέχθηκαν 5 φυτάρια για κάθε χειρισμό (στα 0, 100, 200 mM NaCl). 

Πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις οπότε συνολικά χρησιμοποιήθηκαν 180 φυτάρια 

από κάθε ποικιλία. Επίσης για την περίπτωση του ψύχους, σε κάθε δειγματοληψία 

(μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες) συλλέχθηκαν 5 φυτάρια για κάθε χειρισμό 

(στους 22 και 40C). Πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις και συνολικά 

χρησιμοποιήθηκαν 150 φυτάρια από κάθε ποικιλία. 

 
2.2.2 Μετρήσεις Μορφολογικών Παραμέτρων των Φυταρίων Σκληρού Σίτου 
 

Για την αξιολόγηση των μορφολογικών παραμέτρων των φυταρίων των 

ποικιλιών Rusticano και Grazia, σε συνθήκες αλατότητας πραγματοποιήθηκαν 4 

δειγματοληψίες για τη μέτρηση του μήκους του ριζικού συστήματος και του υπέργειου 

τμήματος των φυταρίων, (μετά από 1, 2, 3, 5 ημέρες παραμονής των φυταρίων στα 

0, 100 και 200 mM NaCl) και 1 δειγματοληψία την τελευταία ημέρα (5η) για τον 

υπολογισμό του ξηρού βάρους των ανωτέρω τμημάτων. Ενώ για την αξιολόγηση των 

μορφολογικών χαρακτηριστικών των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε συνθήκες 

ψύχους πραγματοποιήθηκαν 6 δειγματοληψίες για τη μέτρηση του μήκους του 

υπέργειου τμήματος και του ριζικού συστήματος των φυταρίων, (μετά από 1, 3, 5, 7, 

9 και 11 ημέρες παραμονής των φυτών στους 220C και 40C) και 4 δειγματοληψίες 

(μετά από 1, 5, 7 και 11 ημέρες), για τη μέτρηση του ξηρού βάρους των ανωτέρω 

τμημάτων. 

Υπολογίστηκε το μήκος του ριζικού συστήματος και του υπέργειου τμήματος 

των φυτών και των 2 ποικιλιών σε συνθήκες αλατότητας και ψύχους, τις χρονικές 

στιγμές που προαναφέρθηκαν, εκφράστηκε σε cm και στη συνέχεια σε ποσοστό (%) 

σε σχέση με το μάρτυρα. Συγκεκριμένα, από την κάθε ποικιλία σκληρού σίτου 

συλλέχθηκαν 10 δείγματα για κάθε συγκέντρωση άλατος (μετά από 1, 2, 3 και 5 

ημέρες) και άλλα 10 δείγματα για κάθε θερμοκρασία (μετά από 1, 3, 5, 7, 9 και 11 
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ημέρες). Πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις και συνολικά χρησιμοποιήθηκαν 720 

φυτάρια από κάθε ποικιλία.  

Για την περίπτωση του ξηρού βάρους, απομακρύνθηκε το νερό που είχε 

απομείνει στο ριζικό σύστημα των φυταρίων με απορροφητικό χαρτί, έτσι ώστε να 

μην υπάρχει υδατικό φορτίο στα δείγματα και ξεχωρίστηκαν τα μελετώμενα μέρη του 

φυτού, δηλαδή το ριζικό σύστημα και το υπέργειο τμήμα των φυταρίων. Για την 

καταγραφή του ξηρού βάρους, τα δείγματα παρέμειναν για 3 ημέρες σε κλίβανο 

στους 750C ώστε να ξηρανθούν μέχρι σταθερού βάρους και ακολούθησε εκτίμηση 

του βάρους τους με ζυγαριά ακριβείας τριών δεκαδικών ψηφίων (Sartorius BA61). 

Πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις των 5 δειγμάτων για κάθε χειρισμό. Δηλαδή, για 

κάθε ποικιλία σκληρού σίτου συλλέχθηκαν την 5η ημέρα 5 δείγματα ανά 

συγκέντρωση άλατος και άλλα 2 δείγματα για κάθε θερμοκρασία μετά από 1, 5, 7 και 

11 ημέρες. Συνολικά χρησιμοποιήθηκαν 165 φυτάρια από την κάθε ποικιλία.  

 
2.3 Αποτελέσματα-Συζήτηση 
2.3.1 Μήκος του Ριζικού Συστήματος και του Υπέργειου Τμήματος των 
Φυταρίων Rusticano και Grazia σε Συνθήκες Αλατότητας 

 
Από την παραμονή για 5 ημέρες των 

φυτών σίτου των ποικιλιών, Rusticano και 

Grazia, σε διαλύματα άλατος 0, 100, 200 mM 

NaCl, διαπιστώθηκαν στατιστικά σημαντικές 

μεταβολές στην ανάπτυξή τους (Εικ. 2.3.2, 2.3.3, 

2.3.5, 2.3.6) και εμφανή συμπτώματα, όπως 

μάρανση και επάκρια ξήρανση, στα νεαρά 

φυτάρια μετά από 5 ημέρες παραμονής στην 

υψηλότερη συγκέντρωση άλατος (200 mM 

NaCl), Εικόνα 2.3.1. Η ανάπτυξη του ριζικού 

συστήματος, όπως φαίνεται στις Εικόνες 2.3.2 

και 2.3.3 διαφοροποιείται και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος (100 και 200 mM NaCl), 

σε σχέση με το μάρτυρα (0 mM NaCl) και τις 5 ημέρες παραμονής των φυταρίων σε 

συνθήκες καταπόνησης. Το μήκος του ριζικού συστήματος στην ποικιλία Rusticano 

φαίνεται να επηρεάζεται ελάχιστα τις 3 πρώτες ημέρες τόσο στα 100 όσο και στα 

200mM NaCl, ενώ την 5η ημέρα μειώνεται, απότομα, κατά 28% στα 100 mM NaCl και 

κατά 30% στα 200 mM NaCl σε σύγκριση με το μάρτυρα. Αντίθετα με την ποικιλία 

Rusticano, στην Grazia το μήκος του ριζικού συστήματος παρουσιάζει μια ομαλή 

μείωση καθ’όλη τη διάρκεια του πειράματος φτάνοντας την 5η ημέρα η μείωση σε 

σχέση με το μάρτυρα το 44% στα 100 mM NaCl και το 49% στα 200 mM NaCl.  

Εικόνα 2.3.1 Φυτάρια της 

ποικιλίας Grazia με επάκρια 

ξήρανση 
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Εικόνα 2.3.2 Επίδραση της αλατότητας στο μήκος του ριζικού συστήματος των φυταρίων 

των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 1, 2, 3, 5 ημέρες παραμονής στα 100 

mM NaCl. Το μήκος του ριζικού συστήματος των φυταρίων έχει εκφραστεί σε 

ποσοστό % σε σχέση με το μάρτυρα. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων (± 

τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-test. 

 

 

Εικόνα 2.3.3 Επίδραση της αλατότητας στο μήκος του ριζικού συστήματος των φυταρίων 

των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 1, 2, 3, 5 ημέρες παραμονής στα 

200 mM NaCl. Το μήκος του ριζικού συστήματος των φυταρίων έχει εκφραστεί σε 

ποσοστό % σε σχέση με το μάρτυρα. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων 

(± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική 

στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-

test. 
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Όσον αφορά το υπέργειο τμήμα των πειραματικών φυτών, όπως προκύπτει 

από τα Εικόνες 2.3.5 και 2.3.6, η ανάπτυξή του παρεμποδίστηκε περισσότερο από 

αυτή του ριζικού συστήματος και στις 2 ποικιλίες σίτου κατά την παραμονή τους στις 

2 συγκεντρώσεις άλατος. Έτσι παρουσιάζεται προοδευτική μείωση στο μήκος του 

υπέργειου τμήματος και των 2 ερευνώμενων ποικιλιών σκληρού σίτου από την 1η 

μέχρι και την 5η ημέρα. Οι τιμές στο μήκος του βλαστού των ποικιλιών Rusticano και 

Grazia διαφέρουν στατιστικά σε όλες τις περιπτώσεις παραμονής των φυταρίων τόσο 

στα 100 όσο και στα 200 mM NaCl.  

 

Γενικότερα, το υπέργειο τμήμα 

των φυτών παρουσίασε μικρότερη 

ανάπτυξη στην ποικιλία Grazia σε 

σχέση με την ποικιλία Rusticano 

και η ανάπτυξη αυτή 

διαπιστώθηκε ότι είναι μικρότερη 

στην υψηλότερη συγκέντρωση 

άλατος (Εικ. 2.3.4). Την 5η ημέρα 

η καταπόνηση των φυταρίων σε 

100 mM NaCl προκάλεσε μείωση 

κατά 48 και 68% στο μήκος του 

βλαστού στις ποικιλίες Rusticano 

και Grazia αντίστοιχα, ενώ στη συγκέντρωση των 200 mM NaCl παρατηρήθηκε 

μείωση κατά 77% στην Grazia και 60% στην ποικιλία Rusticanο. 

 

 

 

 

Εικόνα 2.3.4 Φυτάρια της ποικιλίας Grazia 

(αριστερά) και Rusticano (δεξιά) 5 ημέρες μετά την 

έκθεσή τους σε 200 mM NaCl 
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Εικόνα 2.3.5 Επίδραση της αλατότητας στο μήκος του υπέργειου τμήματος των φυταρίων 

των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 1, 2, 3, 5 ημέρες παραμονής στα 

100 mM NaCl. Το μήκος υπέργειου των φυταρίων έχει εκφραστεί σε ποσοστό % 

σε σχέση με το μάρτυρα. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων (± τιμή 

στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-test. 

 

 

Εικόνα 2.3.6 Επίδραση της αλατότητας στο μήκος του υπέργειου τμήματος των φυταρίων 

των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 1, 2, 3, 5 ημέρες παραμονής στα 

200 mM NaCl. Το μήκος υπέργειου των φυταρίων έχει εκφραστεί σε ποσοστό % 

σε σχέση με το μάρτυρα. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων (± τιμή 

στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-test. 
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Όπως ήδη αναφέρθηκε και οι 2 συγκεντρώσεις άλατος στο υδατικό διάλυμα 

προκάλεσαν μείωση στην ανάπτυξη του ριζικού συστήματος και του υπέργειου 

τμήματος στα φυτάρια και των 2 ποικιλιών, Rusticano και Grazia, σε σχέση με το 

μάρτυρα. Ωστόσο, η ανάπτυξη του βλαστού και στις 2 ποικιλίες επηρεάστηκε 

περισσότερο από αυτή του ριζικού συστήματος. Ανάλογα αποτελέσματα 

παρατηρήθηκαν και στο ρύζι από τους Zerihum et al (2000), στο βαμβάκι από τους 

Μeloni et al (2001) και Jiang et al (2006), στο κεχρί από τους Veeranagamallaiah et 

al (2007), και στο μαλακό σιτάρι από τους Shahzad et al (2012).  

Σύμφωνα με τους Munns et al (2006) η παρουσία αλάτων στο περιβάλλον 

του ριζικού συστήματος δημιουργεί χαμηλό υδατικό δυναμικό (οσμωτική 

καταπόνηση) με αποτέλεσμα να δυσχεραίνεται στις συνθήκες αυτές η πρόσληψη 

νερού και άλλων θρεπτικών συστατικών από την περιοχή της ριζόσφαιρας. Παρόλο 

όμως που η ρίζα, είναι το πιο ευάλωτο τμήμα του φυτού καθώς βρίσκεται σε άμεση 

επαφή με υδατικό διάλυμα άλατος υψηλής συγκέντρωσης, έχει την ικανότητα ν’ 

αναπτύσσεται ταχύτερα από το βλαστό. Ως εκ τούτου, σε συνθήκες υδατικής-

ωσμωτικής καταπόνησης δίδεται προτεραιότητα στην ανάπτυξη του οργάνου το 

οποίο είναι υπεύθυνο για την άντληση νερού, δηλαδή στη ρίζα, με τελικό αποτέλεσμα 

αυτή ν’ αναπτύσσεται προς βαθύτερα στρώματα. Επιπλέον, η ελάττωση στην 

ανάπτυξη του υπέργειου τμήματος σε σχέση με τη ρίζα πιθανόν να οφείλεται σε 

ορμονικά σήματα που παράγονται στη ρίζα και κατευθύνονται προς το βλαστό 

(Munns 2002).  

 

2.3.2. Ξηρή Μάζα των Φυταρίων Rusticano και Grazia σε Συνθήκες Αλατότητας 

 

Η διερεύνηση της ξηρής μάζας των πειραματικών φυταρίων αποτελεί μία από 

τις παραμέτρους που σχετίζονται με την ανθεκτικότητά τους στην αλατότητα και η 

οποία μπορεί να ληφθεί και ως κριτήριο για την αξιολόγηση των ποικιλιών σχετικά με 

την ανταπόκρισή τους σε αντίξοα από άποψη αλατότητας περιβάλλοντα (Αshraf et al 

1986 και 1989).  

Στον Πίνακα 2.3.1 παρουσιάζεται η ξηρή μάζα του ριζικού συστήματος και του 

υπέργειου τμήματος των φυταρίων σκληρού σίτου και των 2 ποικιλιών (Rusticano και 

Grazia) την τελευταία ημέρα (5η) καταπόνησής τους σε διάλυμα συγκεντρώσεων 100 

και 200 mM NaCl. Από τον Πίνακα αυτό φαίνεται ότι η ξηρή μάζα του ριζικού 

συστήματος διαφοροποιείται ανά ποικιλία και συγκέντρωση άλατος. Αναλυτικότερα, η 

ελάττωση της ξηρής μάζας στην ποικιλία Rusticano ανέρχεται στο 20% και 26% σε 

σχέση με το μάρτυρα στα 100 και 200 mM NaCl αντίστοιχα, ενώ στην ποικιλία 

Grazia, η μείωση στην ξηρή μάζα του ριζικού συστήματος κυμαίνεται περίπου στα 
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ίδια επίπεδα και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος δηλαδή από 54-59% και η μείωση 

αυτή φαίνεται να είναι σχεδόν διπλάσια από την αντίστοιχη της Rusticano και στις 2 

συγκεντρώσεις. 

 

Πίνακας 2.3.1 Επίδραση της αλατότητας στο ξηρό βάρος του ριζικού συστήματος (R), του 

υπέργειου τμήματος (S) και στο λόγο ξηρή μάζα ριζικού συστήματος προς 

υπέργειο τμήμα (R/S) των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου. Οι ποικιλίες παρέμειναν σε 

100 και 200 mM NaCl, για 5 ημέρες και τα αποτελέσματα εκφράζονται ως 

ποσοστό (%) σε σχέση με το μάρτυρα (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την 

ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05).  

Συγκέντρωση 

άλατος (mM) 
Ποικιλία 

Ξηρή μάζα (%) 

ριζικού 

συστήματος (R) 

Ξηρή μάζα (%) 

υπέργειου (S) 
R/S 

100 
Rusticano 80,33±0,055 a 72,29±0,011 a 1,11±0,007 a 

Grazia 44,56±0,033 b 44,08±0,050 b 1,01±0,004 b 

200 
Rusticano 73,63±0,1 a 48,13±0,050 a 1,53±0,02 a 

Grazia 41,24±0,019 b 30,9±0,018 b 1,33±0,018 b 

 

Παρόμοια δεδομένα προέκυψαν και για το υπέργειο τμήμα των φυταρίων και 

των 2 ποικιλιών την 5η ημέρα καταπόνησης με αλάτι, με τη διαφορά ότι η ξηρή μάζα 

του υπέργειου τμήματος των φυταρίων ελαττώνεται σε μεγαλύτερο ποσοστό από 

αυτή του ριζικού συστήματος. Συγκεκριμένα, στη συγκέντρωση των 200 mM NaCl, η 

ελάττωση της ξηρής μάζας του υπέργειου τμήματος, σε σχέση με το μάρτυρα, 

ανέρχεται στο 52% και 69% για την Rusticano και την Grazia αντίστοιχα. Η 

αλατότητα, δηλαδή, επηρέασε όχι μόνο το μήκος των φυταρίων των 2 ποικιλιών 

(Ενότητα 2.3.1), αλλά και το ξηρό τους βάρος, το οποίο αποτελεί συχνά δείκτη 

ανθεκτικότητας στην καταπόνηση με αλάτι σε ελεγχόμενες περιβαλλοντικές συνθήκες 

(Maas 1986, Meneguzzo et al 2000). 

Μία επιπλέον παράμετρος, η οποία έχει ιδιαίτερη σημασία στην ανθεκτικότητα 

των πειραματικών φυτών στην αλατότητα, είναι ο λόγος ξηρής μάζας του ριζικού 

συστήματος προς τη ξηρή μάζα του βλαστού. Έχει διαπιστωθεί ότι μεγάλες 

αριθμητικές τιμές του λόγου αυτού πιθανόν να σχετίζονται με τη προσαρμογή των 

φυτών στην αλατότητα, με αποτέλεσμα την καλύτερη απορρόφηση νερού σε 

συνθήκες καταπόνησης με αλάτι (Gorham et al 1999). Άλλοι συγγραφείς αναφέρουν 

ότι υψηλός λόγος ριζιζικού συστήματος προς υπέργειο τμήμα αποτελεί δείκτη 

ανθεκτικότητας των ποικιλιών στην καταπόνηση και συνεπώς είναι ένας καλός 

μορφο-φυσιολογικός χαρακτήρας ανθεκτικότητας σε συνθήκες καταπόνησης 

(Alberico και Cramer 1993).  

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WH9-4SXRTPG-1&_user=109805&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1170813399&_rerunOrigin=google&_acct=C000059630&_version=1&_urlVersion=0&_userid=109805&md5=79d20ce9f773e11531b477bad2000c32#bbib18
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6WH9-4SXRTPG-1&_user=109805&_coverDate=10%2F31%2F2008&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=6845&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1170813399&_rerunOrigin=google&_acct=C000059630&_version=1&_urlVersion=0&_userid=109805&md5=59c14ad8af54560ceedb8e6dff1de00a#bib3
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Από την επεξεργασία των πειραματικών δεδομένων προέκυψε ότι η ποικιλία 

Rusticano εμφανίζει μεγαλύτερο λόγο ξηρής μάζας ριζικού συστήματος προς ξηρή 

μάζα υπέργειου τμήματος από ότι η ποικιλία Grazia, και μάλιστα ο λόγος αυτός 

μεγαλώνει καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση άλατος από τα 100 στα 200 mM NaCl. 

Διαπιστώθηκε δηλαδή, ότι ο παραπάνω λόγος παρουσίασε θετική συσχέτιση με την 

αύξηση της συγκέντρωσης άλατος από τα 100 στα 200 mM NaCl και στις 2 ποικιλίες 

(Rusticano r=0,908325-Grazia r=0,905218, Ρ=0,05). Σε παρόμοια συμπεράσματα 

κατέληξαν και οι Μulholland et al (2003), οι οποίοι πειραματίστηκαν με φυτάρια 

τομάτας. Στην περίπτωση αυτή διαπιστώθηκε επίσης θετική συσχέτιση μεταξύ του 

λόγου ξηρής μάζας ριζικού συστήματος προς ξηρή μάζα υπέργειου τμήματος και της 

συγκέντρωσης άλατος. 

Όσον αφορά στη σχέση η οποία πιθανόν να υπάρχει μεταξύ της αντοχής των 

φυτών στην αλατότητα και της αντίστοιχης στην ξηρασία επικρατούν αντικρουόμενες 

απόψεις. Δηλαδή οι Simane et al (1993) υποστηρίζουν ότι εύρωστη ρίζα και υψηλός 

λόγος ριζικού συστήματος προς υπέργειο τμήμα πιθανόν να σχετίζεται με 

ανθεκτικότητα φυτών σκληρού σίτου στην ξηρασία. Λαμβάνοντας δε υπόψη ότι η 

ποικιλία Rusticano είναι ανθεκτική στην ξηρασία, και η Grazia μετρίως ευαίσθητη, 

(http://www.agroservicespa.it) και ότι τα πειραματικά δεδομένα της παρούσας 

διατριβής έδειξαν ότι η πρώτη είναι ανθεκτικότερη της δεύτερης σε συνθήκες 

αλατότητας είναι δυνατόν να υποθέσει κανείς ότι πρέπει να υπάρχει συσχέτιση για 

την περίπτωση του σκληρού σίτου μεταξύ των μηχανισμών που συμμετέχουν στην 

αλατότητα και στην ξηρασία. Αυτό όμως απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση διότι, οι 

Almansouri et al (1999) αναφέρουν ότι η παρεμπόδιση στην ανάπτυξη φυταρίων σε 

συνθήκες αλατότητας ήταν πολύ μεγαλύτερη στην ανθεκτική στην ξηρασία ποικιλία, 

υποστηρίζοντας ότι η ανθεκτικότητα στην ξηρασία και στην αλατότητα δεν συνδέονται 

απαραίτητα στην περίπτωση του σκληρού σίτου. 

 

2.3.3 Μήκος του Ριζικού Συστήματος και του Υπέργειου Τμήματος των 

Φυταρίων Rusticano και Grazia σε Συνθήκες Ψύχους 

 

Επιχειρώντας τη σκληραγώγησή των ποικιλιών Rusticano και Grazia, οι 

οποίες γενικά είναι ανθεκτικές στο ψύχος (http://www.agroservicespa.it), για χρονικό 

διάστημα 11 ημερών προέκυψαν ενδιαφέροντα αποτελέσματα. Όταν τα φυτάρια 

εκτέθηκαν στους 40C, σε θερμοκρασία δηλαδή χαμηλότερη από τη βέλτιστη 

(θερμοκρασία ανάπτυξης φυτών μάρτυρα 220C) η αξιολόγηση των μορφολογικών 

τους παραμέτρων έδειξε από την πρώτη ημέρα μέχρι και την 5η ότι παρεμποδίστηκε 

http://www.agroservicespa.it/
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η ανάπτυξή τους, αλλά στην πορεία και μέχρι την ολοκλήρωση του πειράματος τα 

φυτάρια αντέδρασαν στην καταπόνηση ψύχους και συνεχίστηκε η ανάπτυξή τους.  

Παρά ταύτα τα φυτάρια και 

των 2 ποικιλιών που 

εκτέθηκαν στους 4οC 

παρουσίασαν μειωμένη 

δυνατότητα έκπτυξης του 1ου 

φύλλου, Εικόνα 2.3.7. Από 

την αξιολόγηση της 

μεταβολής του μήκους του 

ριζικού συστήματος και του 

υπέργειου τμήματος των 

πειραματικών φυταρίων 

διαπιστώθηκε ότι το μήκος του ριζικού συστήματος στην ποικιλία Rusticano (Εικ. 

2.3.8) μειώνεται ελάχιστα τις πρώτες 3 ημέρες (1η ημέρα 0,5%, 3η ημέρα 4,5%) 

παραμονής των φυταρίων σε συνθήκες ψύχους σε σχέση με το μάρτυρα, όπως 

ακριβώς παρατηρήθηκε και σε συνθήκες αλατότητας. Την 5η ημέρα διαπιστώθηκε μια 

σχετικά απότομη μείωση στο μήκος του ριζικού συστήματος των φυταρίων της 

Rusticano, που φτάνει το 22,5% σε σχέση με το μάρτυρα, ενώ από την 7η ημέρα το 

μήκος μειώνεται σταθερά και φτάνει το 45,5% την 11η ημέρα. Αντίθετα με την ποικιλία 

Rusticano, η Grazia παρουσιάζει μια πιο σταθερή πορεία στη μείωση του μήκους του 

ριζικού συστήματος των φυταρίων της που ξεκινάει από το 23,5% την 1η ημέρα και 

φτάνει το 55,5% την 11η ημέρα.  

Ανάλογη συμπεριφορά ως προς τη μείωση του μήκους του ριζικού 

συστήματος φυταρίων που εκτίθενται σε χαμηλές θερμοκρασίες συναντάται και σε 

φυτάρια μαλακού σιταριού, μετά από 14 ημέρες παραμονής τους στους 3οC 

(Αkladious 2012). Αυτό μπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι θερμοκρασίες 

χαμηλότερες των 150C παρεμποδίζουν και καθυστερούν την ανάπτυξη των φυτών 

(Sharifi 2010).  

 

Εικόνα 7. Φυτάρια της ποικιλίας Rusticano 

(αριστερά) και Grazia (δεξιά), 11 ημέρες μετά την 

έκθεση τους στους 4οC. 

Εικόνα 2.3.7 Φυτάρια της ποικιλίας Rusticano 

(αριστερά) και Grazia (δεξιά) 11 ημέρες μετά την 

έκθεσή τους στους 4οC 
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Εικόνα 2.3.8 Επίδραση του ψύχους στο μήκος του ριζικού συστήματος των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia μετά από 1, 3, 5, 7, 9 ημέρες παραμονής των φυταρίων 

στους 40C. Το μήκος του ριζικού συστήματος των φυταρίων έχει εκφραστεί σε 

ποσοστό % σε σχέση με το μάρτυρα. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων 

(± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική 

στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-

test. 

 

Το μήκος του υπέργειου τμήματος των πειραματικών φυταρίων και των 2 

ποικιλιών (Εικ. 2.3.9) παρουσιάζει μια ομαλή μείωση μέχρι την 5η ημέρα, φτάνοντας 

το 42% για την ποικιλία Rusticano και το 58% για την ποικιλία Grazia, του μεγέθους 

των φυτών μαρτύρων. Από την 7η όμως ημέρα ο ρυθμός αύξησης των φυταρίων που 

βρίσκονται σε περιβάλλον χαμηλών θερμοκρασιών (40C) αυξάνει με αποτέλεσμα την 

11η ημέρα η μείωση στο υπέργειο τμήμα για την Rusticano να έχει φτάσει το 34% σε 

σχέση με το μάρτυρα, ενώ για την Grazia το 46%. Δηλαδή παρατηρήθηκε 

αντιστροφή στο ρυθμό αύξησης του μήκους του υπέργειου τμήματος των φυταρίων 

και των 2 ποικιλιών (Rusticano και Grazia) μετά την 7η ημέρα παραμονής τους στους 

40C.  
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Εικόνα 2.3.9 Επίδραση του ψύχους στο μήκος του υπέργειου των ποικιλιών Rusticano και 

Grazia μετά από 1, 3, 5, 7, 9 ημέρες παραμονής των φυταρίων στους 40C. Το 

μήκος υπέργειου των φυταρίων έχει εκφραστεί σε ποσοστό % σε σχέση με το 

μάρτυρα. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού 

σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-test. 

 

Ο χρόνος κατά τον οποίο τα φυτάρια αντιστρέφουν το ρυθμό αύξησής τους, 

όταν βρεθούν σε συνθήκες ψύχους, πρέπει να συναρτάται με την ικανότητα 

προσαρμογής και εγκλιματισμού τους στο νέο περιβάλλον. Έχει αναφερθεί (Carbero 

et al 2012) ότι η αύξηση σε σχέση με το μάρτυρα του μήκους του υπέργειου 

τμήματος του είδους γρασιδιού, Digitaria eriantha, παρατηρήθηκε 6 ώρες μετά την 

παραμονή των φυταρίων σε συνθήκες ψύχους (θερμοκρασία 50C). Είναι, λοιπόν, 

πιθανόν ο εγκλιματισμός (σκληραγώγηση) των ποικιλιών στο ψύχος να επιφέρει 

μεταβολικές τροποποιήσεις, έτσι ώστε η ομοιόσταση σε κυτταρικό επίπεδο να 

ανταποκρίνεται στις νέες συνθήκες (Καραμπουρνιώτης 2003). 

Από τη στατιστική επεξεργασία των δεδομένων διαπιστώθηκε ότι το ψύχος 

προκάλεσε στατιστικά σημαντική μείωση στο μήκος τόσο του ριζικού συστήματος 

όσο και του υπέργειου τμήματος στις 2 ποικιλίες, σε σχέση με το μάρτυρα, όλες τις 

ημέρες παραμονής των φυταρίων στους 4οC. Μελετώντας τα παραπάνω δεδομένα, 

ως προς το μήκος του ριζικού συστήματος και του υπέργειου τμήματος των 

φυταρίων, συμπεραίνεται ότι η ποικιλία Rusticano ανταποκρίνεται καλύτερα στο 

ψύχος σε σχέση με την ποικιλία Grazia στα πρωταρχικά στάδια ανάπτυξης. 
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2.3.4. Ξηρή Μάζα των Φυταρίων Rusticano και Grazia σε Συνθήκες Ψύχους 

 

 Σε πολλούς φυτικούς οργανισμούς οι χαμηλές θερμοκρασίες σχετίζονται με 

αυξημένο λόγο ξηρής μάζας ριζικού συστήματος προς ξηρή μάζα υπέργειου 

τμήματος (Korner and Lachet 1988, Sharrat 1991, Εquiza et al 1997 και 2001). 

Δεδομένου ότι στο ψύχος μειώνεται αισθητά η αγωγιμότητα των μεμβρανών των 

ριζών (Kramer 1983, Fennell and Markhart III 1997) μέσω των οποίων μεταφέρονται 

τα μόρια νερού με επακόλουθο τη διαμόρφωση χαμηλού δυναμικού του νερού (και 

επομένως υστέρηση νερού) στους φυτικούς ιστούς (Fennell et al 1990), οι μεταβολές 

στο λόγο ξηρής μάζας ριζικού συστήματος προς υπέργειου τμήματος θεωρούνται ως 

ένας μηχανισμός ο οποίος βοηθά ώστε να ξεπεραστεί το παρατηρούμενο έλλειμμα 

νερού (Wilson 1988).  

Αναλυτικότερα από τα πειραματικά δεδομένα της παρούσας εργασίας (Πιν. 

2.3.2) διαπιστώθηκε ότι η ξηρή μάζα του ριζικού συστήματος στην ποικιλία Rusticano 

παρουσιάζει μείωση κατά 34,5% μετά από 5 ημέρες παραμονής των φυταρίων της 

στους 40C. Ωστόσο, από την 5η μέχρι την 11η ημέρα η ξηρή μάζα του ριζικού 

συστήματος ακολουθεί αύξουσα πορεία και η ελάττωσή της σε σχέση με το μάρτυρα 

ανέρχεται στο 30% την 11η ημέρα. Όσον αφορά στην ελάττωση της ξηρής μάζας του 

ριζικού συστήματος της ποικιλίας Grazia, αυτή είναι μεγαλύτερη σε όλη τη διάρκεια 

του πειράματος από την αντίστοιχη της Rusticano και την 5η ημέρα η μείωση αγγίζει 

περίπου το 50% σε σχέση με το μάρτυρα. Την 7η ημέρα η ξηρή μάζα του ριζικού 

συστήματος παρουσιάζει μια πολύ μικρή ελάττωση σε σχέση με την 5η ημέρα, που 

ανέρχεται στο 53%, ενώ από την 7η έως την 11η ημέρα παρατηρείται και για την 

Grazia μια αύξουσα πορεία στη ξηρή μάζα του ριζικού συστήματος με τη μείωση την 

11η ημέρα ν’ ανέρχεται στο 49% σε σχέση με το μάρτυρα. 

Οι τιμές της ξηρής μάζας του υπέργειου τμήματος των φυταρίων και στις 2 

ποικιλίες παρουσιάζουν την ίδια διακύμανση με τις αντίστοιχες τιμές του ριζικού 

συστήματος. Δηλαδή από την 5η μέχρι την 11η ημέρα οι τιμές της ξηρής μάζας του 

υπέργειου τμήματος για την ποικιλία Rusticano βρίσκονται στα ίδια περίπου επίπεδα, 

με τη ξηρή μάζα να μειώνεται κατά 38% την 11η ημέρα, ενώ για την Grazia 

σημειώνεται σχετικά μικρή αύξηση στην ξηρή μάζα του υπέργειου τμήματος από την 

7η μέχρι την 11η ημέρα. Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν όταν φυτάρια σόργου 

καλλιεργήθηκαν σε χαμηλές θερμοκρασίες (2, 5 και 80C) αρχικά για διάστημα 4 

ημερών και στη συνέχεια επεκτάθηκε η παραμονή τους σε συνθήκες ψύχους για 

άλλες 4 ημέρες (Εrcoli et al 2004). Σύμφωνα με την εργασία αυτή, τα φυτά σόργου, 

τις πρώτες 4 ημέρες σε συνθήκες χαμηλών θερμοκρασιών, παρουσίασαν μεγάλη 

μείωση στο ξηρό τους βάρος, η οποία αποδόθηκε σε μεταβολική δυσλειτουργία που 
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περιλαμβάνει περιορισμό της δραστηριότητας της φωτοσύνθεσης, ενώ επέκταση 

παραμονής στο ψύχος μέχρι την 8η μέρα προκάλεσε αντίδραση των φυτών σόργου 

στο ψύχος και θετικό ρυθμό ανάπτυξής τους. 

 

Πίνακας 2.3.2 Επίδραση του ψύχους στη ξηρή μάζα του ριζικού συστήματος (R), του 

υπέργειου (S) και στο λόγο ριζικού συστήματος/υπέργειο (R/S) των 2 ποικιλιών 

σκληρού σιταριού. Οι ποικιλίες παρέμειναν στους 40C, για 11 ημέρες και τα 

αποτελέσματα εκφράζονται ως ποσοστό μείωσης σε σχέση με το μάρτυρα 

(220C). Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού 

σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με το t-test. 

Διάρκεια Ψύχους 

(Ημέρες) 
Ποικιλία 

Ξηρή μάζα (%) 

ριζικού 

συστήματος (R) 

Ξηρή μάζα (%) 

υπέργειου (S) 
R/S 

1 
Rusticano 81,17±0,050 a 77,72±0,029 a 1,04±0,002 a 

Grazia 65,34±0,021 b 65,70±0,007 b 0,99±0,012 b 

5 
Rusticano 66,41±0,01 a 63,57±0,020 a 1,04±0,004 a 

Grazia 49,64±0,025 b 49,37±0,015 b 1,005±0,008 b 

7 
Rusticano 68,94±0,062 a 63,07±0,015 a 1,09±0,012 a 

Grazia 47,58±0,013 b 45,24±0,015 b 1,05±0,013 b 

11 
Rusticano 69,85±0,043 a 62,25±0,015 a 1,12±0,018 a 

Grazia 50,89±0,036 b 47,27±0,022 b 1,08±0,02 b 

 

Επιπλέον όπως προκύπτει από την Εικόνα 2.3.10 ο λόγος ξηρή μάζα ριζικού 

συστήματος προς ξηρή μάζα υπέργειου παρουσιάζει θετική συσχέτιση με το χρόνο 

παραμονής των φυταρίων σε συνθήκες ψύχους (Rusticano r=0,701695-Grazia r= 

0,646104, Ρ=0,05). Για την ποικιλία Rusticano ο λόγος ριζικό σύστημα προς 

υπέργειο τμήμα παραμένει σταθερός τις πρώτες 5 ημέρες και στη συνέχεια αυξάνεται 

μέχρι την 11η ημέρα, ενώ στην ποικιλία Grazia ο λόγος ριζικό σύστημα προς 

υπέργειο τμήμα αυξάνεται σταθερά από την 1η μέχρι την 11η ημέρα. Τα ευρήματα της 

παρούσας εργασίας έρχονται σε συμφωνία με τους Εquiza et al (1997 and 2001), οι 

οποίοι μελέτησαν ανοιξιάτικες ποικιλίες μαλακού σίτου για διάστημα 40 ημερών σε 

χαμηλές θερμοκρασίες. Οι ποικιλίες αυτές κατά την παραμονή των φυτών στους 50C 

εμφάνισαν αυξημένο λόγο ξηρής μάζας ριζικού συστήματος προς ξηρή μάζα 

υπέργειου τμήματος. Είναι πιθανό η αύξηση στην ξηρή μάζα του ριζικού συστήματος 

σε συνθήκες χαμηλών θερμοκρασιών να οφείλεται σε εκτεταμένη επιφάνεια ριζικού 

συστήματος, ως αποτέλεσμα του σχηματισμού αυξημένου αριθμού δευτερευουσών 

ριζών (Stone and Taylor 1983). 
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Εικόνα 2.3.10 Απεικόνιση της συσχέτισης του λόγου ξηρής μάζας ριζικού συστήματος προς 

ξηρή μάζα υπέργειου τμήματος για τις ημέρες 1, 5, 7 και 11 που τα φυτά 

αναπτύχθηκαν σε συνθήκες ψύχους. Οι τιμές είναι οι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων 

(± τιμή στατιστικού σφάλματος). 

 

2.4 Συμπεράσματα 

 

Από την ανάλυση των αποτελεσμάτων που προηγήθηκαν προέκυψε ότι η ποικιλία 

Rusticano είναι πιο ανθεκτική στην αλατότητα και το ψύχος σε σύγκριση με την 

ποικιλία Grazia, στο υπό μελέτη στάδιο ανάπτυξης των φυταρίων τους. 

Αναλυτικότερα, τα συμπεράσματα, σχετικά με τη συμπεριφορά των φυταρίων των 2 

ποικιλιών σκληρού σίτου, Rusticano και Grazia, έναντι της αλατότητας και του 

ψύχους έχουν ως ακολούθως : 

Καταπόνηση φυταρίων σε συνθήκες αλατότητας 

 Η ανάπτυξη του υπέργειου τμήματος και του ριζικού συστήματος των 

φυταρίων διαφοροποιείται στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου, Rusticano και 

Grazia, και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος, 100 και 200 mM NaCl, με την 

ανάπτυξη να είναι μικρότερη στην υψηλότερη συγκέντρωση άλατος (200 mM 

NaCl). Επισημαίνεται ότι η ανάπτυξη του υπέργειου τμήματος επηρεάστηκε 

περισσότερο από την αντίστοιχη του ριζικού συστήματος και στις 2 ποικιλίες. 

Έτσι στη συγκέντρωση των 200 mM NaCl το μήκος του υπέργειου τμήματος 

των ποικιλιών Rusticano και Grazia μειώθηκε κατά 59 και 66%, ενώ του 

ριζικού συστήματος κατά 30 και 49% αντίστοιχα. 

 Η ανάπτυξη τόσο του ριζικού συστήματος όσο και του υπέργειου τμήματος 

των φυταρίων επηρεάστηκε σε μικρότερο βαθμό στην ποικιλία Rusticano απ’ 
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ότι στην ποικιλία Grazia και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος. Έτσι η ποικιλία 

Rusticano εμφανίζει σχετικά μεγαλύτερο λόγο ξηρής μάζας ριζικού 

συστήματος προς ξηρή μάζα υπέργειου τμήματος από ότι η ποικιλία Grazia 

και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος (Πιν. 2.3.1). 

Καταπόνηση φυταρίων σε συνθήκες ψύχους 

 Το μήκος του ριζικού συστήματος παρουσίασε ομαλή μείωση σε σχέση με το 

μάρτυρα (220C) στις 2 ποικιλίες, Rusticano και Grazia, και τις 11 ημέρες 

παραμονής των φυταρίων στους 40C. Αντίθετα, το υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων και των 2 ποικιλιών μειώθηκε μέχρι την 5η ημέρα, αλλά από την 7η 

έως την 11η παρουσίασε θετικό ρυθμό αύξησης. 

 Το μήκος του ριζικού συστήματος και του υπέργειου τμήματος των φυταρίων, 

καθώς και το ξηρό τους βάρος διαφοροποιήθηκε στις 2 ποικιλίες, με την 

ποικιλία Rusticano να έχει επηρεαστεί σε μικρότερο ποσοστό σε σχέση με το 

μάρτυρα από την ποικιλία Grazia (Πιν. 2.3.2). Αξίζει να σημειωθεί ότι ο λόγος 

ξηρή μάζα ριζικού συστήματος προς ξηρή μάζα υπέργειου τμήματος και των 2 

ποικιλιών, Rusticano και Grazia, παρουσιάζει μικρή προοδευτική αύξηση με 

το χρόνο παραμονής των φυταρίων τους σε συνθήκες ψύχους  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο: ΜΕΤΑΒΟΛΟΜΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΠΟΙΚΙΛΙΩΝ 

ΣΚΛΗΡΟΥ ΣΙΤΟΥ, RUSTICANO ΚΑΙ GRAZIA, ΣΕ ΣΥΝΘΗΚΕΣ 

ΑΛΑΤΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΨΥΧΟΥΣ 

 

3.1 Σκοπός της Έρευνας 

 

Το ενδιαφέρον των ερευνητών έχει προσελκύσει η καλλιέργεια του σίτου 

(Triticum sp), διότι είναι ένα φυτό που καλλιεργείται σε όλο τον κόσμο, έχει μεγάλη 

βιολογική σημασία και αποτελεί τη βάση της διατροφής του πληθυσμού του πλανήτη 

μας. Επιπλέον, λαμβάνοντας υπόψη ότι οι τρέχουσες κλιματικές αλλαγές αυξάνουν 

τη συχνότητα και την ένταση ακραίων φαινομένων, το επιστημονικό ενδιαφέρον δεν 

έχει εστιαστεί μόνο σε γενετικές παρεμβάσεις, προκειμένου να αυξηθεί η 

προσαρμογή της καλλιέργειας του σιταριού σ' ένα μεγάλο φάσμα συνθηκών 

περιβάλλοντος, αλλά και σε ολιστικές τεχνικές που μας δείχνουν την ανταπόκριση 

του φυτού στις συνθήκες αυτές.  

Συγκεκριμένα, την τελευταία τριετία, έχουν πραγματοποιηθεί ολιστικές 

τεχνικές, όπως μεταγραφομική (Rampino et al 2012, Secenji et al 2010, Krugman et 

al 2011, Szucs et al 2010), πρωτεομική (Bazargani et al 2011, Yang et al 2011, Ford 

et al 2011, Irar et al 2010) και μεταβολομική (Hill et al 2013, Krugman et al 2011, 

Bowne et al 2011) ανάλυση σε διάφορα είδη του γένους Triticum σε συνθήκες 

ξηρασίας. O συνδυασμός των ανωτέρω ομικών τεχνολογιών μπορεί να συμβάλλει 

στην κατανόηση των συστημάτων απόκρισης και να δώσει δεδομένα υψηλής 

ποιότητας που θα κατευθύνουν σε γονότυπους καλύτερους που θα προσαρμόζονται 

σε ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες και θα υπερνικούν τις καταπονήσεις. 

Στην ενότητα αυτή διερευνάται το μεταβολομικό πρότυπο του υπέργειου 

τμήματος των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

άλατος (200 mM NaCl) και ψύχους (4°C). 

 
3.2 Υλικά και Μέθοδοι  
 

Ως πειραματικό υλικό χρησιμοποιήθηκαν νεαρά φυτάρια των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia, τα οποία αναπτύχθηκαν σε υδροπονική καλλιέργεια (Κεφ. 2, 

παρ. 2.2.1). Για τη μεταβολομική ανάλυση επιλέχθηκε μόνο το υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων και των 2 ποικιλιών μετά από 48 ώρες καταπόνησης σε διάλυμα 200 mM 

NaCl και θερμοκρασία 4°C. Ως μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν φυτάρια και των 2 

ποικιλιών που αναπτύχθηκαν σε 0 mM NaCl και θερμοκρασία 22°C. 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A6%CF%85%CF%84%CF%8C
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Τα δείγματα του υπέργειου τμήματος των ποικιλιών Rusticano και Grazia που 

συλλέχθηκαν, ζυγίστηκαν, έτσι ώστε το νωπό βάρος να είναι 1gr και διατηρήθηκαν 

στους -80οC μέχρι την περαιτέρω επεξεργασία τους. Πραγματοποιήθηκαν 3 

επαναλήψεις της κάθε εφαρμογής (μάρτυρας, 200 mM NaCl και 4°C) και συνολικά 

αναλύθηκαν 9 δείγματα από κάθε ποικιλία. 

Η υγροχρωματογραφική ανάλυση των δειγμάτων πραγματοποιήθηκε στο 

Εργαστήριο Βασικής και Εφαρμοσμένης Έρευνας στη Χημική Οικολογία, του 

Ινστιτούτου Βιολογίας του Πανεπιστημίου Neuchâtel, Ελβετία, με όργανο υγρής 

χρωματογραφίας υπερυψηλής απόδοσης (Ultra Performance Liquid 

Chromatography, Waters), συνδεδεμένο με φασματόμετρο μάζας, με υβριδικό 

αναλυτή τετραπόλου – χρόνου πτήσης ιόντων (Quadrupole – Time of Flight, Q-TOF) 

ως ανιχνευτή (Synapt G2 QTOF, Waters). Επιπλέον, η ταυτοποίηση των 

μεταβολιτών και η στατιστική ανάλυση PCA πραγματοποιήθηκε στο ίδιο Εργαστήριο 

από τον Dr. Gaétan Glauser. 

Για την επεξεργασία των αποτελεσμάτων, μετά την ταυτοποίηση των 

μεταβολιτών, πραγματοποιήθηκε στατιστικός έλεγχος t-test και χρησιμοποιήθηκε το 

πρόγραμμα Fire (Garcion and Applimath 2006), το οποίο αναπτύχθηκε από το 

Πανεπιστήμιο του Fribourg, Ελβετία, με αρχικό σκοπό την ανάλυση δεδομένων 

γονιδιακής έκφρασης (microarrays), αλλά επιτρέπει και την ανάλυση δεδομένων 

μεταβολομικής έκφρασης.  

 
Εκχύλιση μεταβολιτών από το υπό εξέταση βιολογικό δείγμα 
 

Το δείγμα (υπέργειο τμήμα) κονιορτοποιήθηκε αφού προηγουμένως είχε 

ψυχθεί σε υγρό άζωτο. Η σκόνη του εκάστοτε δείγματος ζυγίστηκε και προστέθηκε 

άμεσα διάλυμα ισο-προπανόλης για την εκχύλιση των μεταβολιτών. Ακολούθησε 

ανακίνηση, εμβάπτιση σε λουτρό υπερήχων για 20’, ξανά ανακίνηση και στη συνέχεια 

φυγοκέντρηση (10000 στροφές ανά λεπτό) για 2’. Το υπερκείμενο παρελήφθη και 

επαναλήφθηκε η διαδικασία της εκχύλισης. Ακολούθησε ξήρανση υπό κενό και 

επαναδιασπορά του δείγματος σε μίγμα μεθανόλης/νερού (85/15) και απομάκρυνση 

των μη-πολικών ενώσεων με την τεχνική εκχύλισης στερεάς φάσης χρησιμοποιώντας 

στήλη C18 (100mg Sep-Pack ®). Τα φιλτραρισμένα εκχυλίσματα, ξηράνθηκαν και 

διαλύθηκαν σε μίγμα μεθανόλης/νερού (85/15) με τελική συγκέντρωση (1mg/mL) για 

την περαιτέρω ανάλυσή τους και τον χαρακτηρισμό τους μέσω της υβριδικού 

συστήματος UHPLC QTOF-MS (Marti et al 2013).  
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3.3 Αποτελέσματα-Συζήτηση 
3.3.1 Μεταβολομική Ανάλυση Υπέργειου Τμήματος ποικιλιών Rusticano και 
Grazia σε Συνθήκες Αλατότητας 
 

Σε συνθήκες αλατότητας αναγνωρίστηκαν στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia 17 μεταβολίτες του πρωτογενούς μεταβολισμού που 

περιλαμβάνουν 9 αμινοξέα, 3 οργανικά οξέα, 1 σάκχαρο 3 λιπίδια και 1 λιπαρό οξύ 

(Πιν. 3.3.1), καθώς και 11 δευτερογενείς μεταβολίτες που περιλαμβάνουν 10 

αζωτούχες ενώσεις και 1 φαινολική ένωση (Πιν. 3.3.2).  

Στον Πίνακα 3.3.1 αναγράφονται οι πρωτογενείς μεταβολίτες που 

ταυτοποιήθηκαν στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 

48 ώρες καταπόνησης άλατος, η σχετική τους συγκέντρωση στα 0 και 200 mM NaCl 

καθώς και οι φορές που μεταβλήθηκαν σε σχέση με το μάρτυρα. Από τους 

πρωτογενείς μεταβολίτες, μόνο δύο αμινοξέα και ένα οργανικό οξύ παρουσίασαν 

αύξηση στη συγκέντρωσή τους (P<0.05) και στις 2 ποικιλίες, ενώ ένα οργανικό οξύ, 

ένα σάκχαρο και ένα λιπίδιο παρουσίασαν μείωση (P<0.05) και στις 2 ποικιλίες. Για 

την επεξεργασία και περιγραφή των αποτελεσμάτων της μεταβολομικής ανάλυσης 

κρίθηκε σκόπιμη η αναφορά των μεταβολιτών που ταυτοποιήθηκαν ανά κατηγορία, 

δηλαδή των αμινοξέων, των οργανικών οξέων, των σακχάρων και των λιπιδίων. 

Aμινοξέα: Η αύξηση της συγκέντρωσης των αμινοξέων έχει παρατηρηθεί 

μετά από έκθεση των φυτών σε αβιοτικές καταπονήσεις (Barnett and Naylor 1966, 

Handa et al 1983, Fougere et al 1991, Kaplan et al 2004, Sanchez et al 2008, Lugan 

et al 2010) και είναι πιθανό να οφείλεται στην αυξημένη πρωτεόλυση λόγω των 

καταπονήσεων (Ingram and Bartels 1996, Obata and Fernie 2012). Έχει αναφερθεί 

ότι η συσσώρευση συγκεκριμένων αμινοξέων και ιδιαίτερα της προλίνης έχει θετική 

επίδραση στον εγκλιματισμό των φυτών στις καταπονήσεις (Krasensky and Jonak 

2012). 

Στην παρούσα εργασία, η καταπόνηση άλατος είχε ως αποτέλεσμα την 

αύξηση μόνο δύο αμινοξέων, από τα εννέα που ταυτοποιήθηκαν, και στις 2 ποικιλίες, 

της προλίνης και φαινυλαλανίνης. Αναλυτικότερα, τα επίπεδα της προλίνης ήταν 

υψηλότερα στην ποικιλία Grazia (16,84 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) απ’ ότι στην 

ποικιλία Rusticano (11,74 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) (Πιν. 3.3.1). Παρόμοια 

αποτελέσματα στα επίπεδα της προλίνης έχουν αναφερθεί από τους Widodo et al 

(2009) στο κριθάρι, όπου η ευαίσθητη ποικιλία συσσώρευσε περισσότερη προλίνη 

απ’ ότι η ανθεκτική, σε συνθήκες αλατότητας. Στη συγκεκριμένη εργασία αναφέρεται 

ότι αυξημένα επίπεδα αμινοξέων στην ευαίσθητη ποικιλία κριθαριού είναι πιθανόν να 

σχετίζονται με τη γήρανση των φυτών εξαιτίας της καταστροφής των κυττάρων. 

Επιπλέον, αύξηση στη συγκέντρωση της προλίνης παρατηρήθηκε μετά από 
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μεταβολομική ανάλυση στα φύλλα διαφορετικών ειδών κριθαριού, του αυτοφυούς και 

του καλλιεργούμενου, όπου και σε αυτή τη μελέτη τα επίπεδα της προλίνης ήταν 

ελαφρώς υψηλότερα στο καλλιεργούμενο κριθάρι που θεωρείται και πιο ευαίσθητο 

στην αλατότητα από το αυτοφυές (Wu et al 2013). Οι Alia et al (1997) αναφέρουν ότι 

η προλίνη μπορεί να ελαττώσει τα ποσά 1Ο2 (singlet oxygen), τα οποία προκαλούν 

οξείδωση των λιπιδίων στις θυλακοειδείς μεμβράνες των χλωροπλαστών, 

συμβάλλοντας με αυτό τον τρόπο στην οξειδωτική εξισορρόπηση των κυττάρων 

(Shabados and Savoure 2010). Είναι πιθανόν, η προλίνη πέραν της οσμωτικής 

ρύθμισης που προσφέρει στην ποικιλία Grazia, να λειτουργεί και ως αντιοξειδωτική 

ουσία, εξουδετερώνοντας ελεύθερες ρίζες οξυγόνου.  

Εκτός από την προλίνη και η φαινυλαλανίνη αυξήθηκε και στις 2 ποικιλίες 

μετά από 48 ώρες καταπόνησης με 200 mM NaCl, με τα επίπεδα της φαινυλαλανίνης 

στην ποικιλία Rusticano (2,94 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) να είναι σχεδόν 

διπλάσια από ότι στην Grazia (1,61 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) (Πιν. 3.3.1). Tα 

αρωματικά αμινοξέα (τρυπτοφάνη, τυροσίνη, φαινυλαλανίνη) συντίθενται μέσω του 

μονοπατιού του σικιμικού οξέος και χρησιμεύουν ως πρόδρομες ενώσεις ενός 

μεγάλου αριθμού δευτερογενών μεταβολιτών, όπως γλυκοσιδίων, τερπενονειδών, 

λιγνίνης (Korkina 2007, Less and Galili 2008). Aυξημένα επίπεδα της λιγνίνης 

συμβάλλουν στην ενδυνάμωση των κυτταρικών τοιχωμάτων και στην ανθεκτικότητα 

από τις αβιοτικές καταπονήσεις (Pedersen et al 2005). Επιπλέον, υψηλή 

συγκέντρωση φαινυλαλανίνης έχει αναφερθεί σε 2 ποικιλίες φασολιού, μετά από 

καταπόνηση άλατος (Misra et al 2006) καθώς και στο σιτάρι (Bowne et al 2011) και 

το καλαμπόκι (Witt et al 2012) σε συνθήκες υδατικής καταπόνησης (ξηρασία).  

Αντίθετα με τη φαινυλαλανίνη, η τρυπτοφάνη παρουσιάζει μειωμένα επίπεδα 

στις 48 ώρες καταπόνησης στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano (Πιν. 3.3.1). 

Η τρυπτοφάνη θεωρείται ως η πρόδρομη ένωση για την παραγωγή του ινδολοξικού 

οξέος (ΙΑΑ) (Ramaih et al 2003). Έχει αναφερθεί ότι οι αβιοτικές καταπονήσεις 

επηρεάζουν τη βιοσύνθεση της τρυπτοφάνης και κατ΄επέκταση του ινδιλοξικού οξέος, 

με άμεση συνέπεια τη μείωση του ρυθμού ανάπτυξης και της παραγωγής των φυτών 

(Steif 1988). Επιπλέον, από τα αρωματικά αμινοξέα, η τρυπτοφάνη έχει αποδειχθεί 

ότι συμβάλλει στη σύνθεση της φαινυλαλανίνης που με τη σειρά της οδηγεί και πάλι 

στη σύνθεση της τρυπτοφάνης (Bentley 1990). Τα αποτελέσματα της μεταβολομικής 

ανάλυσης σε κυτταροκαλλιέργειες φυτών A. thaliana σε συνθήκες αλατότητας, 100 

mM NaCl, έδειξαν ότι στις πρώτες 2 ώρες εφαρμογής άλατος τα αρωματικά αμινοξέα 

τρυπτοφάνη και φαινυλαλανίνη παρουσίασαν το μέγιστο της συσσώρευσής τους, 

ενώ μετά τις 48 ώρες καταπόνησης η τρυπτοφάνη είχε ελαττωθεί σημαντικά και η 

φαινυλαλανίνη άρχισε και πάλι να αυξάνει τη συγκέντρωσή της (Kim et al 2007).  
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Το γλουταμινικό οξύ παρουσιάζει μείωση στη συγκέντρωσή του στην ποικιλία 

Grazia (λιγότερο ανθεκτική), ενώ στην ποικιλία Ruticano (ανθεκτική στην αλατότητα) 

φαίνεται να μην επηρεάζεται από την αλατότητα (Πιν. 3.3.1). Είναι γνωστό από τη 

βιβλιογραφία ότι το γλουταμινικό οξύ είναι από τους βασικούς μεταβολίτες για τη 

σύνθεση της χλωροφύλλης στα φυτά και συμβάλλει στο άνοιγμα των στοματίων των 

φυτών μετά από αβιοτικές καταπονήσεις. Χαμηλή συγκέντρωσή του στην ποικιλία 

Grazia είναι πιθανόν να οφείλεται στο ότι το γλουταμινικό οξύ ως πρόδρομη ένωση 

για τη βιοσύνθεση της προλίνης οδήγησε στη συσσώρευση μεγάλης συγκέντρωσης 

του ωσμωπροστατευτικού αυτού μορίου. Σε συνθήκες υδατικής καταπόνησης 

(ξηρασίας) παρατηρείται συνεχής ροή του γλουταμινικού οξέως στη βιοσύνθεση της 

προλίνης και του γ-αμινοβουτυρικού οξέως (GABA), στη σύνθεση δηλαδή 

ωσμωλυτών που θα προστατεύσουν τα κύτταρα από την αφυδάτωση (Shelp et al 

1999, Szekely et al 2008, Silva-Ortega et al 2008). Ομοίως οι Liu et al (2011), 

επιβεβαίωσαν αυτή τη μεταβολική ροή του γλουταμινικού οξέος σε συνθήκες 

υδατικής καταπόνησης, όπου τα επίπεδα του γλουταμινικού οξέως σε φύλλα καπνού 

εμφάνισαν μια μειούμενη τάση, η οποία συνοδεύτηκε από αυξητική τάση των 

επιπέδων της προλίνης και του γ-άμινοβουτυρικού οξέως.  

Ομοίως χαμηλή συγκέντρωση της βαλίνης και ισολευκίνης παρατηρήθηκαν 

στην ποικιλία Grazia (Πιν. 3.3.1). Είναι γνωστό ότι μαζί με τη λευκίνη και τη βαλίνη, η 

ισολευκίνη, ανήκει στα τρία (3) πρωτεϊνικά αμινοξέα που έχουν διακλάδωση στην 

ανθρακική τους αλυσίδα. Η ισολευκίνη συντίθενται από το μονοπάτι της 

ασπαραγινικού οξέος, ενώ η βαλίνη και η λευκίνη από το πυροσταφυλικό οξύ. Τα 3 

αυτά αμινοξέα αποτελούν πρόδρομες ενώσεις για τη σύνθεση δευτερογενών 

μεταβολιτών στα φυτά (Lea και Ireland 1999). Η μείωση στη συγκέντρωση αυτών 

των μεταβολιτών οδηγεί στη μη συσσώρευση δευτερογενών μεταβολιτών στην 

ποικιλία Grazia. Επιπλέον, χαμηλή συγκέντρωση των αμινοξέων αυτών στο υπέργειο 

τμήμα της Grazia είναι πιθανόν να σχετίζεται και με τα χαμηλά επίπεδα σακχάρων 

λόγω της καταπόνησης άλατος.  

Οργανικά Οξέα: Τα οργανικά οξέα είναι η πηγή σκελετών άνθρακα και 

ενέργειας για τα κύτταρα και χρησιμοποιούνται στον κύκλο της αναπνοής και σε άλλα 

βιοχημικά μονοπάτια. Ο μεταβολισμός των οργανικών οξέων δεν είναι ακόμη 

γνωστός, ωστόσο έχει αναφερθεί ότι τα οργανικά οξέα συντελούν στη βιοσύνθεση 

της προλίνης και άλλων αμινοξέων σε συνθήκες υδατικής καταπόνησης, 

συμβάλλοντας στην ανθεκτικότητα των φυτών στις καταπονήσεις (Venekamp et al 

1989). Επιπλέον, ο κύκλος του κιτρικού οξέος συνδέει τη γλυκόλυση με τη 

βιοσύνθεση των αμινοξέων και έχει σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της αναπνοής και 

στην παραγωγή ενέργειας μέσω του ATP και NADH (Venekamp et al 1989). 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9B%CE%B5%CF%85%CE%BA%CE%AF%CE%BD%CE%B7
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%99%CF%83%CE%BF%CE%BB%CE%B5%CF%85%CE%BA%CE%AF%CE%BD%CE%B7
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Η μεταβολομική ανάλυση έδειξε αύξηση του ισοκιτρικού οξέος στο υπέργειο 

τμήμα και των 2 ποικιλιών (Πιν. 3.3.1), με μεγαλύτερη συγκέντρωση στην ποικιλία 

Rusticano σε σχέση με την Grazia, μείωση του μηλικού οξέως και στις 2 ποικιλίες 

καθώς και μείωση του ασκορβικού οξέος στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας 

Rusticano. To ισοκιτρικό οξύ αποτελεί βασικό οργανικό οξύ για την ανάπτυξη των 

φυτών και έχει αναφερθεί η σημαντικότητά του στην ανθεκτικότητα των φυτών από τα 

βαρέα μέταλλα (Zeng et al 2008, Mailloux et al 2008) και την αλατότητα (Fougere et 

al 1991). H αυξημένη ζήτηση για ενέργεια που με τη σειρά της οδηγεί στην αύξηση 

των οργανικών οξέων κυρίως του κύκλου του κιτρικού οξέος έχει προταθεί ως ένας 

μηχανισμός προσαρμογής των φυτών, για μικρό χρονικό διάστημα, στην αλατότητα 

(Bloom and Epstein 1984, Lambers et al 1998). Επιπλέον το ισοκιτρικό οξύ μπορεί 

να λειτουργεί ως δότης σκελετών άνθρακα για τη βιοσύνθεση του γλουταμινικού και 

της γλουταμίνης. Εκτός του ισοκιτρικού οξέος, το μηλικό οξύ, ως ενδιάμεσο προϊόν 

του κύκλου του κιτρικού οξέος, σχετίζεται με την παραγωγή ενέργειας στα 

μιτοχόνδρια και αποτελεί τη βασική πηγή σκελετών άνθρακα που εξέρχονται από τα 

μιτοχόνδρια προκειμένου να υποστηρίξουν τη βιοσύνθεση των αμινοξέων 

(Schneidereit et al 2006). Χαμηλή συγκέντρωση του μηλικού οξέος καθώς και άλλων 

οργανικών οξέων παρατηρήθηκαν στο υπέργειο τμήμα φυτών L. japonicus (Sanchez 

et al 2008) και ποικιλιών κριθαριού (Widodo et al 2009, Wu et al 2013). Αξίζει, 

ωστόσο, να σημειωθεί ότι αν και ο ρόλος του κύκλου του κιτρικού οξέος στα φύλλα 

δεν είναι ξεκάθαρος (Tcherkez et al 2008), καταστολή της έκφρασης του γονιδίου της 

αφυδρογονάσης του μηλικού οξέος, που καταλήγει στην παραγωγή του μηλικού 

οξέος, σε φυτά τομάτας οδήγησε σε απρόσμενη αύξηση του ρυθμού της 

φωτοσύνθεσης (Nunes-Nesi et al 2005), ενώ η παρεμπόδιση άλλων ενζύμων στον 

κύκλο του κιτρικού οξέος δε φαίνεται να έχει απαραίτητα το ίδιο αποτέλεσμα (Nunes-

Nesi et al 2008).  

Το γεγονός ότι το ασκορβικό οξύ ως αντιοξειδωτική ουσία διαδραματίζει 

σημαντικό ρόλο στην εξουδετέρωση των ROS ακόμα και στις συνήθεις συνθήκες 

φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, δεν αποτελεί έκπληξη να έχει καθοριστικό ρόλο και 

στην ανθεκτικότητα των φυτών έναντι πολυάριθμων περιβαλλοντικών παραγόντων 

(ψύχους, υδατικής καταπόνησης, αλατότητας, βαρέα μέταλλα) (Mittler 2002). Στην 

παρούσα εργασία μείωση της συγκέντρωσης του ασκορβικού οξέος παρατηρείται 

στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano (ανθεκτική στην αλατότητα ποικιλία), 

ενώ στην Grazia η συγκέντρωση του ασκορβικού οξέος παραμένει αμετάβλητη (Πιν. 

3.3.1). Μείωση στα επίπεδα του ασκορβικού οξέος έχουν αναφερθεί πρόσφατα στο 

κριθάρι τόσο στο αυτοφυές (ανθεκτικό), όσο και στο καλλιεργούμενο (ευαίσθητο) 

μετά από καταπόνηση άλατος (Wu et al 2013). Επιπλέον σε 2 ποικιλίες κριθαριού με 



80 
 

διαφορετική ανθεκτικότητα στην αλατότητα η αύξηση στα επίπεδα του ασκορβικού 

οξέος ήταν παροδική στην ανθεκτική ποικιλία (Widodo et al 2009). Ενώ, 

μεταλλαγμένα φυτά Arabidopsis, χωρίς ασκορβικό, παρουσίασαν μεγάλη ευαισθησία 

στην αλατότητα (Huang et al 2005).  

Σε συνθήκες αλατότητας και υδατικής καταπόνησης συνήθως παρατηρείται 

μείωση στη συγκέντρωση των οργανικών οξέων στα φύλλα, η οποία πιθανό να 

αντικατοπτρίζει μια αυξανόμενη ενεργειακή ζήτηση λόγω της εντεινόμενης αναπνοής, 

της κατανομής του άνθρακα στο σχηματισμό αμινοξέων (που λειτουργούν ως 

ωσμωλύτες), ή της μεταφοράς τους από το υπέργειο τμήμα στις ρίζες ως πηγή 

άνθρακα (Sanchez et al 2008, Sun et al 2013). Ενδιαφέρον, ωστόσο παρουσιάζει το 

γεγονός ότι τα οργανικά οξέα εξισορροπούν την ακανόνιστη απορρόφηση ιόντων 

(Hinsinger et al 2003, Marschner 1995). Επομένως, συσσώρευση οργανικών οξέων 

σε αρκετά φυτικά είδη σε διάφορες συνθήκες καταπόνησης, όπως υδατική 

καταπόνηση, αλατότητα, ψύχος, συμβαίνει εξαιτίας της ιοντικής ανισορροπίας και όχι 

λόγω της ελάττωσης του άνθρακα σε συνθήκες καταπόνησης (Kaplan et al 2004, 

Timpa et al 1986).  

Σάκχαρα: Aποτελούν πρόδρομες ενώσεις για τη βιοσύνθεση σχεδόν όλων 

των οργανικών ενώσεων (Valluru and Van de Ende 2008) και έχουν βασικό ρόλο στο 

μεταβολισμό των φυτών (Couee et al 2006). H συσσώρευσή τους αποτελεί κοινή 

αντίδραση των φυτών στη ξηρασία, στην αλατότητα και στο ψύχος (Gupta and Kaur 

2005, Wingler and Roitsch 2008). Δεν δρουν μόνο ως ωσμωπροστατευτικές ουσίες 

συμβάλλοντας στην ωσμωτική εξισορρόπηση σε συνθήκες καταπόνησης, αλλά 

αποτελούν και μια ενδιάμεση πηγή ενέργειας για τα φυτά, προκειμένου να 

συνεχίσουν την ανάπτυξη μετά το λήθαργο που έχει προκληθεί από τις ανεπιθύμητες 

περιβαλλοντικές συνθήκες (Yancey 2005). Ωστόσο, η καταπόνηση άλατος επιφέρει 

αλλαγές στο μεταβολισμό των υδατανθράκων, ελαττώνοντας σημαντικά τα επίπεδα 

του αμύλου και αρκετών σακχάρων (Arbona et al 2005, Kawasaki 2001).  

Στην παρούσα μελέτη, η μεταβολομική ανάλυση του υπέργειου τμήματος των 

ποικιλιών Rusticano και Grazia οδήγησε στην ταυτοποίηση μόνο ενός σακχάρου, της 

σακχαρόζης, η συγκέντρωση της οποίας ελαττώθηκε και στις 2 ποικιλίες, ενώ η 

μείωσή της εμφανίζεται μεγαλύτερη στο υπέργειο τμήμα της πιο ευαίσθητης στην 

αλατότητα ποικιλίας, Grazia (Πιν. 3.3.1). Είναι λοιπόν εμφανές ότι και στις 2 

μελετώμενες ποικιλίες η σακχαρόζη μάλλον δε συμπεριφέρεται ως ωσμωλύτης. 

Ωστόσο επειδή η σακχαρόζη αποτελεί τη βασική μορφή μεταφοράς του άνθρακα σε 

πολλά φυτά (Nguyen-Quoc and Foyer 2001), η μείωσή της είναι αναμενόμενη, διότι 

είναι γνωστό ότι η υδατική καταπόνηση και η αλατότητα παρεμποδίζουν τη 

φωτοσυνθετική δραστηριότητα με αποτέλεσμα το κλείσιμο των στοματίων, την 
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περιορισμένη παροχή και αφομοίωση του φωτοσυνθετικού άνθρακα από τα φυτά και 

τη μείωση του ρυθμού ανάπτυξης των φυτών. Επιπλέον, σε συνθήκες καταπόνησης, 

η αποδόμηση του αμύλου στα πλαστίδια οδηγεί στην παραγωγή μεγάλων 

ποσοτήτων σακχαρόζης (Geigenberger et al 1997, Sparla et al 2006, Harb et al 

2010), ενώ η τελευταία αποδομείται προς γλυκόζη και φρουκτόζη (Koch et al 2004). 

Ωστόσο, η αδυναμία της μεθόδου της υγρής χρωματογραφίας να ταυτοποιήσει 

άλλους υδατάνθρακες δε μας παρέχει αρκετές πληροφορίες για το μεταβολισμό του 

άνθρακα στα καταπονημένα από το αλάτι φυτά σκληρού σίτου. Πρόσφατα 

αναφέρθηκε ότι το μονοπάτι της γλυκόλυσης οδηγεί στην παραγωγή των αμινοξέων, 

όπως της αλανίνης, της γλυκίνης της ισολευκίνης, της σερίνης, της βαλίνης και είναι 

υπεύθυνο για την παραγωγή ενέργειας ΑΤΡ (Bar-Even et al 2012). Επομένως, η 

δραματική πτώση της σακχαρόζης στο υπέργειο τμήμα της Grazia, είναι πιθανό να 

συμβάλλει και στα μειωμένα επίπεδα των αμινοξέων ισολευκίνης και βαλίνης.  

Επιπρόσθετα, η μικρή διαθεσιμότητα σακχάρων, η αλατότητα, το ψύχος, το 

σκοτάδι, η υδατική καταπόνηση, η προσβολή από παθογόνα και έντομα αποτελούν 

μερικούς από τους παράγοντες που επηρεάζουν τη γήρανση των φύλλων (Yoshiba 

2003, Lim et al 2003). Το γεγονός ότι η ποικιλία Grazia εμφανίζει στο υπέργειο τμήμα 

της εντονότερα συμπτώματα από τη Rusticano είναι πιθανό να σχετίζεται με τη 

μικρότερη συγκέντρωση σακχαρόζης στο υπέργειο τμήμα της. Τα αποτελέσματα της 

εργασίας έρχονται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα της μεταβολομικής ανάλυσης 

ποικιλιών ρυζιού, σόγιας και κριθαριού σε συνθήκες αλατότητας (Zuther et al 2007, 

Lu et al 2013, Wu et al 2013) όπου παρατηρήθηκε ελάττωση στα επίπεδα της 

σακχαρόζης και άλλων υδατανθράκων μετά από καταπόνηση άλατος. Αντίθετα, στο 

υπέργειο τμήμα φυτών καλαμποκιού (Gavaghan et al 2011) και ποικιλιών κριθαριού 

(Widodo et al 2009), σε φυτάρια L. japonicus (Sanchez et al 2008b) και φυτάρια 

Αrabidopsis και Thellungiella (Gong et al 2005) η σακχαρόζη παρουσίασε αυξημένα 

επίπεδα και θεωρήθηκε ως ωσμωτικά ενεργή ουσία λόγω επαγωγής της σε συνθήκες 

αλατότητας.  

Λιπίδια-Λιπαρά Οξέα: Ως λιπίδια ορίζονται οι βιολογικές οργανικές ενώσεις 

που είναι διαλυτές σε οργανικούς διαλύτες (Buchanan et al 2000). Τα πιο άφθονα 

λιπίδια των βιολογικών μεμβρανών είναι τα γλυκεροφωσφολιπίδια 

(φωσφατιδοχολίνη, PC, φωσφατιδυλογλυκερόλη, PG, φωσφατιδυλοαιθανολαμίνη, 

PE, φωσφατιδικό οξύ, PA) και τα γλυκερογλυκολιπίδια ή γαλακτολιπίδια 

(μονογαλακτοσυλο-διακυλογλυκερόλη, MGDG, διγαλακτοσυλο-διακυλογλυκερόλη, 

DGDG) (Κατινάκης 1999). Στα λιπίδια συμπεριλαμβάνονται και μόρια όπως λιπαρά 

οξέα. Αναφέρεται ότι είναι σημαντικά για τα φυτά, γιατί λειτουργούν ως αποθήκες 

ενέργειας και ως προστατευτικές «κέρινες» επιφάνειες στα κύτταρα, στα φύλλα, 
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στους βλαστούς και στις ρίζες (Graham et al 2003). Επιπλέον, τα λιπίδια της 

κυτταρικής μεμβράνης των φυτών και ιδιαίτερα τα πολικά γλυκερολιπίδια μεταβάλουν 

τη σύστασή τους (δηλαδή την αναλογία ακόρεστων προς κορεσμένα) προκειμένου 

να διατηρείται η ρευστότητα των μεμβρανών σε συνθήκες καταπόνησης (Mikami and 

Murata 2003).  

Στην παρούσα μελέτη, παρατηρείται μείωση στη συγκέντρωση του 

λινολενικού οξέος, στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano, ενώ παραμένει 

αμετάβλητη η συγκέντρωση του ακόρεστου αυτού λιπαρού οξέος στην ποικιλία 

Grazia (Πιν. 3.3.1). Το λινολενικό οξύ είναι το πιο άφθονο ακόρεστο λιπαρό οξύ που 

προσφέρει στην κυτταρική μεμβράνη μεγαλύτερη ρευστότητα. Ωστόσο, 

παρατηρήθηκε μείωση στη συγκέντρωσή του στην ανθεκτική ποικιλία κίτρου, όπως 

ακριβώς συνέβη και στην ποικιλία Rusticano, αλλά όχι στην ευαίσθητη (Gueta-Dahan 

et al 1997). Το λινολενικό οξύ ως πολυακόρεστο λιπαρό οξύ των κυτταρικών 

μεμβρανών είναι επιρρεπές στην οξείδωση και αποδόμηση, επομένως σημαντική 

ελάττωση παρουσία άλατος μόνο στα κύτταρα της ανθεκτικής ποικιλίας έχει ως 

συνέπεια να ελαχιστοποιούνται οι αρνητικές συνέπειες των ενεργών μορφών 

οξυγόνου (Gueta-Dahan et al 1997). Παρόμοια αποτελέσματα αναφέρθηκαν στα 

φυτά Crambe sp (Francois and Kleinman 1990) και P. sativum (Olsson 1995), μετά 

από υδατική καταπόνηση (ξηρασία). Πρόσφατα, οι Chalbi et al (2013) αναφέρουν ότι 

η αύξηση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων, παρόλο που είναι σημαντική για τη 

διατήρηση της ρευστότητας των μεμβρανών, δεν φαίνεται να αποτελεί καθοριστικό 

παράγοντα ανθεκτικότητας στην αλατότητα, ειδών κριθαριού με διαφορετικό δείκτη 

ανθεκτικότητας σε αυτό τον παράγοντα καταπόνησης. Επιπρόσθετα, και άλλες 

μελέτες αναφέρουν ότι οι περιβαλλοντικές καταπονήσεις επάγουν αλλαγές στη 

σύνθεση των λιπαρών οξέων και κυρίως στο λινολενικού οξέος. Υπάρχουν αναφορές 

όπου παρατηρείται μείωση στη συγκέντρωση του λινολενικού οξέος μετά από 

καταπόνηση άλατος και υδατική καταπόνηση σε φυτά B. napus, T. aestivum, G. max, 

Pachyrhizus ahipa και N. tabacum (Dakhma et al 1995; Mansour et al 1994, Matos et 

al 2002, Surjus and Durand 1996, Zhang et al 2005). Ωστόσο, υπάρχουν και 

αναφορές όπου παρατηρείται αύξηση του λινολενικού οξέος κυρίως στα λιπίδια των 

χλωροπλαστών σε συνθήκες υδατικής καταπόνησης (Repellin et al 1997, Sgherri et 

al 1996). Ευλόγως τίθεται το ερώτημα, αν η αύξηση στη συγκέντρωση του ανωτέρω 

λιπαρού οξέος εκφράζει ένα μηχανισμό άμυνας των φυτών σε συνθήκες υδατικής 

καταπόνησης, ενώ στις περιπτώσεις που παρατηρείται μείωση του λινολενικού οξέος 

σημαίνει και ευπάθεια των φυτών στις καταπονήσεις. Οι Zhang et al (2005), 

προτείνουν ότι η χαμηλή συγκέντρωση του ακόρεστου αυτού λιπαρού οξέος σε φυτά 

καπνού αντικατοπτρίζει και ευπάθεια των φυτών στην αλατότητα και στην υδατική 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3601028/#R11
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καταπόνηση. Επιπλέον, στην παρούσα μελέτη παρατηρείται συσσώρευση της 

φωσφατιδοχολίνης, PC στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano, ενώ η 

συγκέντρωση της παρέμεινε αμετάβλητη στην Grazia (Πιν. 3.3.1). H 

φωσφατιδοχολίνη αποτελεί βασικό φωσφολιπίδιο της μεμβράνης των ευκαρυωτικών 

κυττάρων και έχει βασικό δομικό και λειτουργικό ρόλο. Συνεισφέρει στο σχηματισμό 

των πολυακόρεστων οξέων (Browse and Somerville 1999) και αποτελεί πρόδρομη 

ένωση για τη σύνθεση γλυκερολιπιδίων στις μεμβράνες των πλαστιδίων (Ohlrogge 

and Browse 1995). Έχει αναφερθεί ότι φυτικά είδη που δε συνθέτουν τον ωσμωλύτη 

βεταίνη της γλυκίνη συσσωρεύουν φωσφατιδοχολίνη σε συνθήκες καταπόνησης. Σε 

φυτά και κυτταροκαλλιέργειες A. thaliana (Τasseva et al 2004, Pical et al 1999) 

παρατηρήθηκε σύνθεση του συγκεκριμένου φωσφολιπιδίου, το οποίο πιθανόν να 

έχει βασικό ρόλο στην προσαρμογή φυτών και κυττάρων σε συνθήκες αλατότητας, 

συμβάλλοντας στη διατήρηση της δομής και λειτουργίας των κυττάρων. Λαμβάνοντας 

υπόψη τις ανωτέρω μελέτες, η επαγωγή της σύνθεσης της φωσφατιδοχολίνης στο 

υπέργειο τμήμα μόνο της ποικιλίας Rusticano (Πιν. 3.3.1) είναι πιθανό να σχετίζεται 

με την καλύτερη προσαρμογή της Rusticano, σε σχέση με της Grazia, στις συνθήκες 

αλατότητας. Σε αντίθεση με τη φωσφατιδοχολίνη, μείωση παρατηρήθηκε στο 

γαλακτολιπίδιο, MDGD, στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano. Το 

συγκεκριμένο γλυκερογλυκολιπίδιο αποτελεί το βασικό λιπίδιο των πλαστιδίων 

(Douce and Joyard 1990) και συντίθεται στα θηλακοειδή των χλωροπλαστών (Miège 

et al 1999). Παρόμοια αύξηση της συγκέντωσης της φωσφατιδοχολίνης με μείωση 

του MGDG παρατηρήθηκε σε φυτά Arabidopsis, υπό την επίδραση εξαιρετικά 

υψηλής συγκέντρωσης άλατος 400 mM NaCl (Konig et al 2007). Η αύξηση αυτή του 

φωσφολιπιδίου είναι πιθανό να αποτελεί μηχανισμό επιβίωσης των φυτών και 

προτείνεται από τους συγγραφείς ανακύκλωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων 

από τα πλαστίδια προς την πλασματική μεμβράνη, προκειμένου να αυξηθεί η 

συγκέντρωση του ακόρεστου φωσφολιπιδίου και να διατηρηθεί με αυτό τον τρόπο η 

ρευστότητα των μεμβρανών (Kinnunen 2000). Επιπλέον, μείωση στη συγκέντρωσή 

της παρουσίασε η λυσοφωσφατιδογλυκερόλη (LPG) (Πιν. 3.3.1). Πρόκειται για ένα 

λυσο-φωσφολιπίδιο το οποίο βρίσκεται σε ίχνη στις μεμβράνες των κυττάρων και τα 

επίπεδά του αλλάζουν άμεσα μετά από έκθεση των φυτών σε διάφορους 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, κυρίως όμως σε αλλαγές της θερμοκρασίας (Cowan 

2006). Ωστόσο, έχει αναφερθεί ότι οι χαμηλές συγκεντρώσεις λυσοφωσφολιπιδίων 

(όπως η LPG) που προέρχονται από τη δράση των φωσφολιπασών Α (PLA) 

υποδεικνύουν ότι τα ένζυμα αυτά δε φαίνεται να παίζουν ενεργό ρόλο στους φυτικούς 

ιστούς σε συνθήκες ψύχους (Wang et al 2006, Li et al 2008). Είναι λοιπόν, πιθανό η 

δράση αυτών των ενζύμων να μην είναι ενεργή και σε συνθήκες αλατότητας.  
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Πίνακας 3.3.1 Σχετική συγκέντρωση πρωτογενών μεταβολιτών και μεταβολή αυτών στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 

ώρες καταπόνησης άλατος, 200 mM NaCl. H σχετική συγκέντρωση κάθε μεταβολίτη είναι ο μέσος όρος 3 βιολογικών επαναλήψεων Οι τιμές με έντονη γραφή 

(bold) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντική διαφορά των ποικιλιών σε σχέση με τον αντίστοιχο μάρτυρα. Τα σύμβολα (* και **) δηλώνουν στατιστικά 

σημαντική διαφορά (P<0,05 και P<0,01 αντίστοιχα) μεταξύ των εφαρμογών της ίδιας ποικιλίας, σύμφωνα με το t-test, ενώ τα διαφορετικά σύμβολα (a, b) 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0,05), μεταξύ των 2 ποικιλιών, σύμφωνα με το t-test. 

Πρωτογενείς 
Μεταβολίτες  

Rusticano Grazia  200 / 0 mM NaCl 

Μάρτυρας  
(0 mM NaCl) 

Αλατότητα 
(200 mM NaCl) 

Μάρτυρας  
(0 mM NaCl) 

Αλατότητα  
(200 mM NaCl) 

 
Rusticano Grazia 

Αμινοξέα 

1 Aλανίνη 0,36 0,35 1,15 0,39  0,97 0,34 

2 Γλουταμινικό Οξύ 8,13 5,86 8,66 4,56  0,72 0,53* 

3 Γλουταμίνη 9,59 5,17 8,25 10,27  0,54 1,24 

4 Γλουταθειόνη 0,39 1,19 2,64 1,9  3,05 0,72 

5 Ισολευκίνη 0,22 2,69 5,59 1,35  12,23 0,24* 

6 Φαινυλαλανίνη 53,33 156,54 60,79 97,96  2,94*a 1,61**b 

7 Προλίνη 1,16 13,65 2,33 39,17  11,74**a 16,84*b 

8 Τρυπτοφάνη 71,50 50,75 63 37,90  0,71* 0,61 

9 Βαλίνη 80,32 47,88 114,50 67,76  0,60 0,59* 

Οργανικά Οξέα 

1 Ασκορβικό Οξύ 157,94 0,74 64,02 2,3  0,005** 0,036 

2 Ισοκιτρικό οξύ 3,06 36,59 1,41 12,83  11,95*a 9,10*b 

3 Μηλικό Οξύ 86,32 0,0 181,98 0,705  0,00** (-86,32)a 0,004*b 

Σάκχαρα 

1 Σακχαρόζη 0,95 0,48 1,81 0,39  0,50**a 0,22**b 

Λιπίδια-Λιπαρά Οξέα 

1 Λινολενικό οξύ 26,00 0,00 88,24 0,63  0,00* (-26) 0,00 

2 Φωσφατιδοχολίνη 90,28 201,49 170,41 118,45  2,23** 0,70 

3 
Λυσοφωσφατιδογλυκε
ρόλη 

121,13 0,80 203,67 0,47 
 

0,007*a 0,002*b 

4 
Μονογαλακτοσυλο-
διακυλογλυκερόλη  

45,70 0,28 0,02 0,00  0,006* 0,00 
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Στον Πίνακα 3.3.2 αναγράφονται οι δευτερογενείς μεταβολίτες που 

ταυτοποιήθηκαν στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 

48 ώρες καταπόνησης άλατος, η σχετική τους συγκέντρωση στα 0 και 200 mM NaCl 

καθώς και οι φορές που μεταβλήθηκαν σε σχέση με το μάρτυρα. Αξίζει να σημειωθεί 

ότι από τους δευτερογενείς μεταβολίτες, μόνο μία αζωτούχος ένωση παρουσίασε 

αύξηση στη συγκέντρωσή της (P<0.05) και στις 2 ποικιλίες. Επιπλέον, οι 

δευτερογενείς μεταβολίτες στην ποικιλία Rusticano εμφάνισαν διαφοροποίηση 

(P<0.05) σε σχέση με την ποικιλία Grazia, στην οποία η πλειοψηφία των μεταβολιτών 

φαίνεται να μην επηρεάστηκε από την καταπόνηση άλατος. Στη συνέχεια γίνεται 

περιγραφή και ανάλυση των δευτερογενών μεταβολιτών, δηλαδή των αζωτούχων και 

των φαινολικών ενώσεων.  

Αζωτούχες Ενώσεις  

-Κυανογόνα και μη-Κυανογόνα Γλυκοσίδια: Πρόκειται για αζωτούχα 

γλυκοσίδια και περιέχουν σάκχαρο στο μόριό τους. Τα κυανογόνα γλυκοσίδια 

(διουρίνη, λιναμαρίνη, λοτοστραλίνη, αμυγδαλίνη κ.α.) υπό την επίδραση 

κατάλληλων ενζύμων απελευθερώνουν τοξικές ρίζες κυανίου (Conn 1980, Poulton 

1990, Muller and Seigler 1999, Morant et al 2003), ενώ τα μη-κυανογόνα γλυκοσίδια 

(νεολινουστατίνη) δεν απελευθερώνουν τοξικές ρίζες κυανίου και είναι γνωστά ως 

ροδιοκυανοσίδια (Forslund et al 2004). Η βιοσύνθεση των γλυκοσιδίων έχει μελετηθεί 

εκτενώς στο φυτό L. japonicus και ως πρόδρομες ενώσεις χρησιμοποιούνται τα 

αμινοξέα: βαλίνη (πρόδρομη ένωση της λιναμαρίνης), λευκίνη (πρόδρομη ένωση της 

επιδερμίνης), ισολευκίνη (πρόδρομη ένωση της λοτοστραλίνης, της 

νεολινουστατίνης), φαινυλαλανίνη (πρόδρομη ένωση της αμυγδαλίνης) και τυροσίνη 

(πρόδρομη ένωση της διουρίνης) (Forslund et al 2004, Morant et al 2007). Ο κύριος 

ρόλος τους είναι η ενίσχυση της άμυνας των φυτών εναντίον αρπακτικών και 

εντόμων (Zagrobelnya et al 2004), ενώ έχουν αναφερθεί και ως αποθησαυριστικές 

ενώσεις αζώτου (Forslund and Jonnson 1997, Busk and Moller 2002, Sαnchez-Pιrez 

et al 2008).  

 Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε μείωση στη συγκέντρωση των 

κυανογόνων γλυκοσιδίων, λιναμαρίνη και λοτοστραλίνη στο υπέργειο τμήμα της 

ανθεκτικής στην αλατότητα ποικιλίας Rusticano, ενώ τα επίπεδα των ανωτέρω 

γλυκοσιδίων παρέμειναν αμετάβλητα στην ποικιλία Grazia (Πιν. 3.3.2). Η 

συγκέντρωση των 2 αυτών γλυκοσιδίων έχει μελετηθεί σε συνθήκες υδατικής 

καταπόνησης σε νεαρά φυτάρια L. usitatissimum, όπου και παρατηρήθηκε μείωση 

στη συγκέντρωση τους, θέτοντας υπό αμφισβήτηση τον πιθανό προστατευτικό και 

λειτουργικό ρόλο των ανωτέρω κυανογόνων γλυκοσιδίων σε συνθήκες υδατικής 

καταπόνησης (Siegien and Gierasimiuk 2001). Αντίθετα, η μεταβολομική ανάλυση 
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στα φύλλα φυτών L. usitatissimum μετά από 48 ώρες υδατικής καταπόνησης έδειξε 

ότι οι συγκεντρώσεις της λιναμαρίνης και της λοτοστραλίνης παρέμειναν αμετάβλητες 

ενώ αυξήθηκαν σημαντικά μετά από 72 ώρες (Quero et al 2013).  

 -Κυκλικά Υδροξαμικά Οξέα (Hxs): Τα κυκλικά υδροξαμικά οξέα 2,4-διυδροξυ-

1,4-βενζοξαζιν-3-όνη (2,4-dihydroxy-1,4-benzoxazin-3-one, DIBOA) και 2,4-

διυδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη (2,4-dihydroxy-7-methoxy-1,4-benzoxazin-

3-one, DIMBOA), τα οποία αναφέρονται και ως βενζοξαζινοειδή (benzoxazinoids, 

Βxs), αποτελούν χημικές ενώσεις, με αμυντική δράση, ευρέως διαδεδομένα στα 

αγροστώδη (Niemeyer 1988), διότι παρεμποδίζουν την ανάπτυξη βακτηρίων, 

μυκήτων και αποτρέπουν την κατανάλωση των φυτικών ιστών από έντομα 

(Argandona et al 1980, Bravo et al 1997, Corcuera et al 1978, Glenn et al 2001, Klun 

and Robinson 1969, Niemeyer 1988, Marti et al 2013). Επειδή όμως οι ενώσεις 

DIBOA και DIMBOA είναι ασταθείς αποδομούνται εύκολα προς 1,4 βενζοξαζιν-3ονη 

(1,4-benzoxazin-3-one, ΒΟΑ) και 6-μέθοξυ-2- βενζοξαζολινονη (6-methoxy- 2-

benzoxazolinone, ΜΒΟΑ) αντίστοιχα (Hashimoto and Shudo 1996, Woodward et al 

1978). Έχει αναφερθεί ότι οι ενώσεις ΜΒΟΑ και ΒΟΑ  παρεμποδίζουν την ανάπτυξη 

μεγάλου αριθμού φυτοπαθογόνων μικροοργανισμών συμπεριλαμβανομένων και 

μυκήτων του γένους Fusarium spp. (Glenn et al 2001, Niemeyer 1988). Στα φυτά, τα 

Βxs απαντώνται στη γλυκοζιλιομένη τους μορφή (BxGlc), δηλαδή μετατρέπονται σε 

γλυκοσίδια με την προσθήκη γλυκόζης. Τα γονίδια και τα ένζυμα του μονοπατιού 

βιοσύνθεσης των ενώσεων DIBOA-Glc και DIMBOA-Glc έχουν απομονωθεί και 

χαρακτηρισθεί στο καλαμπόκι (Frey et al 1997, 2003, von Rad et al 2001, Jonczyk et 

al 2008) και μερικώς στο σιτάρι (Nomura et al 2002). Επιπλέον θεωρείται ότι το 

μονοπάτι βιοσύνθεσης των ανωτέρω γλυκοσιδίων παρεκκλίνει του μονοπατιού 

βιοσύνθεσης της τρυπτοφάνης (Melanson et al 1997).  

 Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε μεταβολή στη συγκέντρωση των 

γλυκοσιδίων DIMBOA-Glc, HDMBOA-Glc, HMBOA-Glc και MBOA στο υπέργειο 

τμήμα μόνο της ποικιλίας Rusticano μετά από 48 ώρες καταπόνησης στα 200 mM 

NaCl (Πιν. 3.3.2). Επειδή το γλυκοσίδιο HDMBOA-Glc πιστεύεται ότι συντίθεται από 

το γλυκοσίδιο DIMBOA-Glc (Oikawa and Ishihara & Iwamura 2002), το HMBOA-Glc 

από το DIBOA-Glc (Meihls et al 2013) και το MBOA από το DIMBOA-Glc και το 

DIMBOA (Woodward et al 1978) η ελάττωση στη συγκέντρωση των DIMBOA-Glc και 

HMBOA-Glc είναι πιθανό ν’ αντικατοπτρίζει τη μεθυλίωση στη θέση της 

καρβοξυλομάδας του βενζοϊκού οξέος (Marti et al 2013, Meihls et al 2013). Έχει 

αναφερθεί στη βιβλιογραφία ότι το γλυκοσίδιο HDMBOA-Glc εμφανίζει υψηλή 

συγκέντρωση στα φύλλα Z. mays μετά από εφαρμογή γιασμονικού οξέος (Oikawa et 

al 2001),σε φυτά Arabidopsis μετά από τραυματισμό (Glauser et al 2011) σε φυτά Z. 
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mays μετά από επίθεση από φυτοφάγα έντομα (Marti et al 2013, Meihls et al 2013), 

ενώ υψηλές συγκεντρώσεις του γλυκοσιδίου MBOA παρατηρήθηκαν σε φυτάρια T. 

aestivum παρουσία ζιζανίων (Lu et al 2012). Ωστόσο, υπάρχει μόνο μία μελέτη που 

συνδέει τη συσσώρευση των γλυκοσιδίων αυτών με την ανθεκτικότητα φυτών σε 

αβιοτικές καταπονήσεις και πιο συγκεκριμένα σε φυτάρια Z.  mays που έχουν 

υποστεί υδατική καταπόνηση (Richardson and Bacon 1993).  

 -Αμίδια του Υδρόξυκινναμικού οξέος (HCAAs) ή Φαινολοαμίδια: Οι 

πολυαμίνες είναι αλειφατικές ενώσεις μικρού μοριακού βάρους και χαρακτηρίζονται 

ως αζωτούχα πολυκατιόντα τα οποία απαντώνται σε ευκαρυωτικά και προκαρυωτικά 

κύτταρα. Χαρακτηριστικές είναι η διαμίνη πουτρεσκίνη (Put), η τριαμίνη σπερμιδίνη 

(Spd) και τετραμίνη σπερμίνη (Spms). Στα φυτά οι πολυαμίνες έχουν σημαντικό ρόλο 

σε πολλές φυσιολογικές διεργασίες, όπως την κυτταροδιαίρεση, την άνθηση, τη 

γήρανση και εμπλέκονται τόσο σε αβιοτικές (υδατική καταπόνηση, αλατότητα) όσο 

και βιοτικές καταπονήσεις (Kumar et al 1997, Walden et al 1997, Kusano et al 2008, 

Alcázar et al 2010, Gill and Tuteja 2010). Απαντώνται σε ελεύθερη μορφή ή ως 

σύμπλοκα του υδρόξυκινναμικού οξέος (HCAAs) (πχ. κουμαροϋλπουτρεσκίνη, 

κουμαροϋλαγματίνη, φερουoϋλπουτρεσκίνη) σχηματίζοντας φαινολικά αμίδια. Έχει 

αναφερθεί ότι η βιοσύνθεση, ο καταβολισμός καθώς και η συμπλοκοποίηση των 

πολυαμινών στη μορφή των αμιδίων του υδρόξυκινναμικού οξέος συμβάλλει στη 

ρύθμιση των ελεύθερων πολυαμινών στα φυτά (Martin-Tanguy 1997). Παρόλο που οι 

ενώσεις αυτές έχουν ανακαλυφθεί εδώ και πολλά χρόνια, ο φυσιολογικός τους ρόλος 

παραμένει ακόμα άγνωστος. Πρόσφατα έχουν μελετηθεί στα άνθη, τα σπόροι και τα 

φύλλα φυτών Arabidopsis (Böttcher et al 2008, Fellenberg et al 2008, Luo et al 2009, 

Muroi et al 2009) αν και έχουν περιγραφεί στα αναπαραγωγικά όργανα αρκετών 

φυτικών ειδών (Meurer et al 1988). Στα σπόροι έχει παρατηρηθεί ότι συσσωρεύονται 

σε μεγάλες συγκεντρώσεις και έχει αναφερθεί ότι χρησιμεύουν ως αποθήκες αζώτου 

για τη βλάστηση των σπερμάτων (Facchini et al 2002). Ενώ θεωρούνται τα τελικά 

προϊόντα στο μονοπάτι βιοσύνθεσης των πολυαμινών, έχει προταθεί ότι ίσως 

αποτελούν ενδιάμεσους μεταβολίτες στο μεταβολισμό των φαινολικών και πιθανόν 

να εμπλέκονται στο μεταβολισμό του αζώτου (Matsuno et al 2009, Bassard et al 

2010). Βασικά το πρώτο συνθετικό η Υδρόξυκινναμόϋλ προέρχεται από την 

απαμίνωση της φαινυλαλανίνης και είναι προϊόν της οδού του σικιμικού οξέος, ενώ το 

δεύτερο συνθετικό η αμίνη προέρχεται από το μονοπάτι των πολυαμινών από τα 

σύμπλοκα της πουτρεσκίνης, της σπεριμιδίνης και της σπερμίνης (Bassard et al 

2010). 

 Η μεταβολομική ανάλυση στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και 

Grazia μετά 48 ώρες καταπόνησης άλατος, 200 mM NaCl, έδειξε την παρουσία των 
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φαινολοαμιδίων, κουμαροϋλπουτρεσκίνη και κουμαροϋλαγματίνη (Πιν. 3.3.2). Η 

κουμαροϋλπουρεσκίνη παρουσίασε πολύ μεγάλη συσσώρευση (46 φορές σε σχέση 

με το μάρτυρα) στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano, ενώ μικρότερη 

συσσώρευση παρουσιάστηκε στο υπέργειο τμήμα της Grazia (9,63 φορές σε σχέση 

με το μάρτυρα). Η κουμαροϋλαγματίνη εμφάνισε μεγάλη συγκέντρωση στο υπέργειο 

τμήμα της ποικιλίας Rusticano, ενώ ο ανωτέρω μεταβολίτης παρέμεινε αμετάβλητος 

στην ποικιλία Grazia. Είναι γνωστό ότι η αγματίνη είναι πρόδρομη ένωση για τη 

βιοσύνθεση της Put από την αργινίνη (Evans and Mamlberg 1989, Tiburcio et al 

1997). Ο ρόλος των HCAAs στις αβιοτικές καταπονήσεις δεν είναι ξεκάθαρος εξαιτίας 

των φαινολικών ενώσεων και των πολυαμινών στη σύνθεσή τους (Bouchereau et al 

1999; Groppa and Benavides 2008). Ωστόσο η κύρια λειτουργία τους βασίζεται στην 

αντιοξειδωτική τους δράση και την εξουδετέρωση των ενεργών μορφών οξυγόνου. 

Όσα φαινολοαμίδια θεωρούνται κατάλληλα υποστρώματα για τις υπεροξειδάσες είναι 

πιθανό να συμμετέχουν στην εξάλειψη του H2O2 και να ενισχύουν την άμυνα του 

κυτταρικού τοιχώματος (Edreva et al 2007). Επιπλέον είναι γνωστή η αντιμικροβιακή 

τους δράση (Martin-Tanguy 1985, Rajam 1997, Walters 2003a, b), ενώ συμβάλλουν 

στην αμυντική θωράκιση των κυτταρικών τοιχωμάτων, με αποτέλεσμα τα τελευταία 

να γίνονται πιο ανθεκτικά στις βιοτικές καταπονήσεις (Walters 2003a, b). 

Συσσώρευση φαινολικών συμπλόκων έχει αναφερθεί μετά από διάφορα είδη 

αβιοτικών καταπονήσεων, όπως ανεπάρκεια Κ, Ca, Mg και P (Deletang 1974), S 

(Klapheck 1983), κατάκλιση (Edreva et al 2007) και υπερθέρμανση (Edreva et al 

1998). Αντίθετα, η αλατότητα αναφέρθηκε ότι μειώνει τη σύνθεση των ανωτέρω 

ενώσεων στις ρίζες του αλόφυτου Mesembryanthemum crystallinum (Shevyakova et 

al 2006).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3550545/#CR27
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3550545/#CR32
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3550545/#CR42
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3550545/#CR43
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3550545/#CR42
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3550545/#CR43
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Πίνακας 3.3.2 Σχετική συγκέντρωση δευτερογενών μεταβολιτών στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης άλατος, 200 mM NaCl.  

Δευτερογενείς Μεταβολίτες 
Rusticano Grazia  200 mM NaCl / 0 mM NaCl 

Μάρτυρας  
(0 mM NaCl) 

Αλατότητα 
(200 mM NaCl) 

Μάρτυρας  
(0 mM NaCl) 

Αλατότητα  
(200 mM NaCl) 

 Rusticano Grazia 

Αζωτούχες Ενώσεις  

Κυανογόνα και μη-Κυανογόνα Γλυκοσίδια  

1 Λιναμαρίνη 57,30 0,00 0,00 0,00  0,00* (-57,30) 0,00 

2 Λοτοστραλίνη 167,11 1,00 0,00 0,97  0,006** 0,00 

3 Νεολινουστατίνη 0,91 0,08 0,015 0,20  0,09 13,33 

Κυκλικά Υδροξαμικά Οξέα  

1 HMBOA-Glc 15,56 0,00 0,00 0,00  0,00** (-15,56) 0,00 

2 TRIBOA-Glc 1,70 1,05 0,30 0,00  0,62 0,00 

3 DIMBOA-Glc 4,86 0,03 1,84 1,06  0,006** 0,58 

4 HDMBOA-Glc 0,41 1,90 0,48 0,38  4,63** 0,79 

5 MBOA 100,05 142,08 137,70 114,79  1,42* 0,83 

Αμίδια του Υδρόξυκινναμικού οξέος  

1 4-Κουμαροϋλπουτρεσκίνη 12,25 568,14 8,79 84,67  46,38**a 9,63*b 

2 p-Κουμαροϋλαγματίνη 20,75 273,88 41,28 114,15  13,20** 2,77 

Φαινολικές Ενώσεις  

Εστέρες του σιναπικού οξέος  

1 1-Ο-Σιναποϋλογλυκόζη 9,49 0,00 6,05 0,74  0,00 0,12 

 

H σχετική συγκέντρωση κάθε μεταβολίτη είναι ο μέσος όρος 3 βιολογικών επαναλήψεων. Οι τιμές με έντονη γραφή (bold) υποδεικνύουν στατιστικώς 

σημαντική διαφορά των ποικιλιών σε σχέση με τον αντίστοιχο μάρτυρα. Τα σύμβολα (* και **) δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0,05 και P<0,01 

αντίστοιχα) μεταξύ των εφαρμογών της ίδιας ποικιλίας, σύμφωνα με το t-test, ενώ τα διαφορετικά σύμβολα (a, b) υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά 

(P<0,05), μεταξύ των 2 ποικιλιών, σύμφωνα με το t-test. 

HMBOA-Glc : 2-(2-διύδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

TRΙΒΟΑ-Glc: 2 (4,7-τριύδροξυ-2Η-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

DIMBOA-Glc : 2-(2,4-διύδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

HDMBOA-Glc :2-(4,7-διμεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

MBOA : 6-μεθοξυ-2-βενζοξαζολιόνη 
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3.3.2 Μεταβολομική Ανάλυση Υπέργειου Τμήματος ποικιλιών Rusticano και Grazia 

σε Συνθήκες Ψύχους 

 

Σε συνθήκες ψύχους αναγνωρίστηκαν στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano 

και Grazia, 29 μεταβολίτες. Από αυτούς, οι 18 μεταβολίτες είναι πρωτογενείς και 

περιλαμβάνουν 9 αμινοξέα, 3 οργανικά οξέα, 1 σάκχαρο, 4 λιπίδια και 1 λιπαρό οξύ 

(Πιν.3.3.3), ενώ οι υπόλοιποι 11 είναι δευτερογενείς και περιλαμβάνουν 10 αζωτούχες 

ενώσεις και 1 φαινολική ένωση (Πιν. 3.3.4). 

Στον Πίνακα 3.3.3 αναγράφονται οι πρωτογενείς μεταβολίτες που ταυτοποιήθηκαν 

στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

ψύχους, η σχετική συγκέντρωση των μεταβολιτών σε κάθε ποικιλία στους 4°C και 22°C 

καθώς και οι φορές που μεταβλήθηκαν σε σχέση με το μάρτυρα. Από τους πρωτογενείς 

μεταβολίτες, μόνο δύο αμινοξέα παρουσίασαν αύξηση στη συγκέντρωσή τους (P<0.05) και 

στις 2 ποικιλίες, ενώ ένα οργανικό οξύ παρουσίασε μείωση (P<0.05) και στις 2 ποικιλίες. 

Ακολουθεί αναλυτική περιγραφή των πρωτογενών μεταβολιτών, δηλαδή των αμινοξέων, 

των οργανικών οξέων, των σακχάρων και των λιπιδίων που ταυτοποιήθηκαν στο υπέργειο 

τμήμα και των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου σε συνθήκες ψύχους. 

Aμινοξέα: Έχει αναφερθεί ότι η συσσώρευση συγκεκριμένων αμινοξέων, όπως της 

προλίνης έχει θετική επίδραση στον εγκλιματισμό των φυτών στις καταπονήσεις (υδατική 

καταπόνηση, αλατότητα, βαρέα μέταλλα) (Krasensky and Jonak 2012), με εξαίρεση την 

καταπόνηση από υψηλές θερμοκρασίες (Dobra et al 2010, Lv et al 2011). 

Η καταπόνηση ψύχους είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση δύο αμινοξέων, από τα 

εννέα που ταυτοποιήθηκαν, και στις 2 ποικιλίες, της προλίνης και φαινυλαλανίνης. 

Ωστόσο, τα επίπεδα της προλίνης ήταν σχεδόν 4 φορές υψηλότερα στην ποικιλία 

Rusticano (5,74 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) απ’ ότι στην ποικιλία Grazia (1,60 φορές 

σε σχέση με το μάρτυρα) (Πιν.3.3.3). Ελαφρώς υψηλότερη συγκέντρωση προλίνης 

εμφάνισε και η ανθεκτική ποικιλία ρυζιού μετά από 48 ώρες καταπόνησης ψύχους σε 

σχέση με την ευαίσθητη ποικιλία, μετά από μεταβολομική ανάλυση 2 ποικιλιών ρυζιού, με 

διαφορετικό βαθμό ανθεκτικότητας στο ψύχος (Zhao et al 2013). Αναλύσεις στο 

μεταβολομικό προφίλ φυτών Arabidopsis αναφέρουν το σημαντικό ρόλο της προλίνης 

καθώς και άλλων οσμωπροστατευτικών μεταβολιτών (πχ. ραφινόζη) σε συνθήκες ψύχους 

(Hannah et al 2006, Korn et al 2010).  

Εκτός από την προλίνη και η φαινυλαλανίνη αυξήθηκε και στις 2 ποικιλίες μετά από 

48 ώρες στους 4°C, με τα επίπεδα της φαινυλαλανίνης στην ποικιλία Rusticano (4,43 

φορές σε σχέση με το μάρτυρα) να είναι υψηλότερα από ότι στην Grazia (3,11 φορές σε 

σχέση με το μάρτυρα) (Πιν.3.3.3). Ομοίως ανθεκτική στο ψύχος ποικιλία ρυζιού 

συσσώρευσε φαινυλαλανίνη, ενώ στην ευαίσθητη ποικιλία τα επίπεδα του συγκεκριμένου 
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αμινοξέος παρέμειναν αμετάβλητα (Zhao et al 2013). Επιπλέον, η φαινυναλανίνη 

θεωρείται το πρόδρομο μόριο για τη βιοσύνθεση των φλαβονοειδών, όπου μαζί με την 

προλίνη και ορισμένα σάκχαρα (γλυκόζη, σακχαρόζη, φρουκτόζη και ραφινόζη) μετέχουν 

στην ανθεκτικότητα των φυτών στο ψύχος και τον παγετό (Hannah et al 2006, Sharma et 

al 2007, Korn et al 2008). Επιπλέον η αμμώνιο-λυάση της φαινυλαλανίνης, που καταλύει 

την απαμίνωση της φαινυλαλανίνης, αποτελεί ένζυμο κλειδί για τη βιοσύνθεση των 

φαινολικών ενώσεων και επάγεται σε συνθήκες ψύχους για την ενίσχυση των κυτταρικών 

τοιχωμάτων με την εναπόθεση λιγνίνης Η εναπόθεση λιγνίνης καθιστά τα κυτταρικά 

τοιχώματα ανθεκτικά στις μηχανικές καταπονήσεις και στη διείσδυση παθογόνων, ενώ τα 

αδιαβροχοποιεί μειώνοντας τις απώλειες νερού (Jeong et al 2012).  

Εκτός της προλίνης και της φαινυλαλανίνης, στην ποικιλία Rusticano, αυξημένη 

συγκέντρωση στις 48 ώρες καταπόνησης παρουσιάζουν και τα αμινοξέα τρυπτοφάνη και 

γλουταμίνη (Πιν.3.3.3). Ομοίως, έχει παρατηρηθεί ότι τρυπτοφάνη συσσώρευσε μόνο η 

ανθεκτική στο ψύχος ποικιλία ρυζιού, ενώ στην ευαίσθητη ποικιλία τα επίπεδα του 

συγκεκριμένου αμινοξέος παρέμειναν αμετάβλητα (Zhao et al 2013). Σε διαγονιδιακά φυτά 

ρυζιού τα οποία συσσωρεύουν μεγάλες ποσότητες τρυπτοφάνης, είναι πιθανό η 

τρυπτοφάνη να λειτουργεί ως αντιοξειδωτική ουσία προστατεύοντας τις πρωτεΐνες των 

χλωροπλαστών από τις ελεύθερες ρίζες οξυγόνου (λόγω του ότι τόσο το συγκεκριμένο 

αμινοξύ όσο και οι ενεργές μορφές οξυγόνου συντίθενται στους χλωροπλάστες) με 

αποτέλεσμα να παρατηρούνται λίγες αρνητικές επιδράσεις στην ανάπτυξη των φυτών 

(Doubouzet et al 2007). Πρωτεομική ανάλυση των ίδιων φυτών έδειξε συσχέτιση μεταξύ 

των αυξημένων επιπέδων πρωτεϊνών που εμπλέκονται στην εξουδετέρωση των ROS και 

της οξειδωτικής καταπόνησης (Ford et al 2011). Χορήγηση τρυπτοφάνης σε φυτά σιταριού 

και καλαμποκιού είχε ως συνέπεια την αύξηση του ρυθμού ανάπτυξης και της παραγωγής 

των ανωτέρω καλλιεργειών (Martens and Frankenberger 1994, Sarwar and Frankenberger 

1994). Στο φυτό Arabidopsis το μονοπάτι βιοσύνθεσης της τρυπτοφάνης οδηγεί στη 

σύνθεση δευτερογενών μεταβολιτών (πχ αυξινών, φυτοαλεξινών κ.α.), οι οποίοι 

λειτουργούν ως ρυθμιστές στην ανάπτυξη των φυτών, στην άμυνα ενάντια στα παθογόνα 

και σε περιβαλλοντικές καταπονήσεις (Kutchan 1995, Radwanski and Last 1995). 

Επομένως στην παρούσα εργασία, η βιοσύνθεση της τρυπτοφάνης σε συνθήκες χαμηλών 

θερμοκρασιών είναι πιθανό να σχετίζεται με την ανάγκη των φυτών της ποικιλίας 

Rusticano να συνθέσουν δευτερογενείς μεταβολίτες ή η τρυπτοφάνη να λειτουργεί ως 

αντιοξειδωτική ουσία στην ανωτέρω ανθεκτική ποικιλία.  

Η γλουταμίνη αποτελεί την κύρια πηγή αζώτου στα φυτά και συντίθεται από το 

γλουταμινικό οξύ και την αμμωνία μέσω του ενζύμου συνθετάση της γλουταμίνης (GS). 

Στη συνέχεια, ακολουθεί αναγέννηση του γλουταμινικού οξέος μέσω της συνθάσης του 

γλουταμινικού (GOGAT), με τη μεταφορά της αμινομάδας της γλουταμίνης στο α-
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κετογλουταρικό οξύ (Τemple et al 1998, Ireland and Lea 1999). Τα φυτά είναι πιθανό να 

χρησιμοποιούν το γλουταμινικό οξύ και τη γλουταμίνη ως δότες αζώτου για τη βιοσύνθεση 

και άλλων χρήσιμων αμινοξέων, νουκλεοτιδίων και χλωροφύλλης (Coruzzi 2003). Αρκετές 

μελέτες έχουν αναφέρει ότι εκτός από την προλίνη και η γλουταμίνη εμφανίζεται να έχει 

σημαντικό ρόλο στην ανθεκτικότητα των φυτών ενάντια στην καταπόνηση ψύχους (Taji et 

al 2002, Cook et al 2004, Kaplan and Guy, 2004). Επομένως, είναι πιθανό η συσσώρευση 

της γλουταμίνης στην ανθεκτική ποικιλία Rusticano να σχετίζεται με τον εγκλιματισμό της 

στο ψύχος. 

Όπως προκύπτει από τη μεταβολομική ανάλυση των 2 μελετώμενων ποικιλιών 

σκληρού σίτου, η συσσώρευση των αμινοξέων αποτελεί δείκτη ανταπόκρισης του σκληρού 

σίτου στις χαμηλές θερμοκρασίες σε επίπεδο φυταρίου. Επιπλέον συγκριτικά με την 

ποικιλία Grazia, η ποικιλία Rusticano εμφάνισε μεγαλύτερο αριθμό αμινοξέων που 

αύξησαν τη συγκέντρωσή τους μετά από 48 ώρες καταπόνησης στους 4°C.  

Οργανικά Οξέα: Στις περισσότερες μελέτες τα οργανικά οξέα καθώς και τα 

ενδιάμεσα παράγωγα του κύκλου του κιτρικού οξέος αυξάνουν τη συγκέντρωσή τους μετά 

από καταπόνηση χαμηλών θερμοκρασιών (Kaplan et al 2004, Usadel et al 2008, Urano et 

al 2009). Αυτό συμβαίνει επειδή τα οργανικά οξέα είναι πιθανό να λειτουργούν ως 

ενδιάμεσα μόρια στο μεταβολισμό του άνθρακα και ως σημαντικά μόρια στην ανταπόκριση 

των φυτών στις περιβαλλοντικές καταπονήσεις (Lopez-Bucio et al 2000, Korn et al 2010). 

Στην παρούσα μελέτη, η μεταβολομική ανάλυση έδειξε μείωση της συγκέντρωσης 

του ισοκιτρικού οξέος στο υπέργειο τμήμα και των 2 ποικιλιών, ενώ τα επίπεδα των άλλων 

2 μεταβολιτών που ταυτοποιήθηκαν, του μηλικού και του ασκορβικού οξέως παρέμειναν 

αμετάβλητα και στις 2 ποικιλίες (Πιν.3.3.3). Μειωμένα επίπεδα του ισοκιτρικού οξέος 

παρατηρήθηκαν και στις 2 ποικιλίες ρυζιού μετά από 48 ώρες καταπόνησης ψύχους (Zhao 

et al 2013). Είναι πιθανό η παραγωγή ενέργειας να παρουσίασε μείωση στο σκληρό 

σιτάρι, όπως και το ρύζι μετά την καταπόνηση χαμηλών θερμοκρασιών. Αντίθετα, όπως 

προαναφέρθηκε στην περίπτωση της αλατότητας, η αύξηση των οργανικών οξέων κυρίως 

του κύκλου του κιτρικού οξέος έχει προταθεί ως ένας μηχανισμός προσαρμογής των 

φυτών, για μικρό χρονικό διάστημα, στην αλατότητα (Zuther et al 2007, Sanchez et al 

2008). 

Το ασκορβικό οξύ, τόσο στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου, διατήρησε τη συγκέντρωσή 

του σε φυσιολογικά επίπεδα, μετά από 48 ώρες καταπόνησης στους 4°C (Πιν.3.3.2.1). 

Ωστόσο, μελέτη που έχει γίνει στο ρύζι έδειξε συσσώρευση του ασκορβικού οξέος αμέσως 

μετά την εφαρμογή της καταπόνησης, δηλαδή μετά από 8 ώρες παραμονής των φυταρίων 

στους 4°C. Άλλη μελέτη σε 4 ποικιλίες ρυζιού που καταπονήθηκαν για 5 ημέρες στους 8°C 

έδειξε ότι η δραστηριότητα των αντιοξειδωτικών ενζύμων (καταλάση, δεσμουτάση του 

υπεροξειδίου και υπεροξειδάση του ασκορβικού) καθώς και οι αντιοξειδωτικές ουσίες 
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ασκορβικό οξύ και γλουταθειόνη αυξήθηκαν μετά τις 3 ημέρες καταπόνησης στις 

ανθεκτικές ποικιλίες και στη συνέχεια ελαττώθηκαν μέχρι το τέλος της καταπόνησης (Guo 

et al 2006). Επιπλέον, αξίζει να σημειωθεί ότι εκτός από το ασκορβικό οξύ και η 

γλουταθειόνη παραμένει αμετάβλητη μετά από 48 ώρες καταπόνησης στους 4°C 

(Πιν.3.3.3). Επομένως, στην παρούσα μελέτη παρατηρείται ισορροπία στη λειτουργία του 

κύκλου ασκορβικού οξέος-γλουταθειόνης και στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου μετά από 48 

ώρες καταπόνησης ψύχους. Είναι γνωστό ότι ο ανωτέρω κύκλος αποτελεί τη 

σημαντικότερη βιοχημική οδό εξουδετέρωσης των ενεργών μορφών οξυγόνου και 

διαδραματίζει ρόλο ανακύκλωσης και αναγέννησης των συγκεκριμένων αντιοξειδωτικών 

ουσιών (Mittler 2002).  

Σάκχαρα: Έχει αναφερθεί ότι ο μεταβολισμός των υδατανθράκων έχει κρίσιμο 

ρόλο στην προσαρμογή των φυτών στο ψύχος (Maruyama et al 2009). Είναι γνωστό ότι τα 

σάκχαρα σχετίζονται με την προσαρμογή/ανθεκτικότητα των φυτών στο ψύχος, διότι 

λειτουργούν ως ωσμωπροστατευτικές ουσίες και παρέχουν ενέργεια στα φυτά, 

προκειμένου να αντιμετωπίσουν αυτό τον παράγοντα καταπόνησης (Guy et al 2008). 

Επιπλέον, οι Kaplan et al (2007) αναφέρουν ότι η αποδόμηση του αμύλου, σε φυτά 

Arabidopsis που καταπονήθηκαν από χαμηλές θερμοκρασίες, οδήγησε στη βιοσύνθεση 

της σακχαρόζης και μετέπειτα της φρουκτόζης και της γλυκόζης. Οι προαναφερθέντες 

υδατάνθρακες καθώς και ο ολιγοσακχαρίτης, ραφινόζη, σχετίζονται με την ανθεκτικότητα 

φυτών Arabidopsis στο ψύχος (Hannah et al 2006, Korn et al 2010). 

Όπως και στην περίπτωση της καταπόνησης άλατος, μόνο η σακχαρόζη 

ταυτοποιήθηκε από τη μεταβολομική ανάλυση του υπέργειου τμήματος των 2 

μελετώμενων ποικιλιών σκληρού σίτου (Πιν.3.3.3). Η συγκέντρωση της σακχαρόζης 

ελαττώθηκε στην ποικιλία Rusticano, ενώ παρέμεινε αμετάβλητη στην ποικιλία Grazia. 

Ομοίως, χαμηλή συγκέντρωση σακχάρων αναφέρεται στο ρύζι, όπου αρκετά σάκχαρα, 

μεταξύ αυτών και η σακχαρόζη, παρουσίασαν δραματική μείωση λόγω του ψύχους, 

κυρίως μετά τις 2, 8, 24 ώρες από την έναρξη της καταπόνησης και άρχισαν να 

επανέρχονται στα φυσιολογικά επίπεδα ή και να αυξάνεται η συγκέντρωσή τους μετά τις 

48 ώρες καταπόνησης καθώς και μετά από επαναφορά των φυτών σε φυσιολογικές 

συνθήκες (Zhao et al 2013). Λαμβάνοντας υπόψη τα δεδομένα των ανωτέρω ερευνητών 

είναι πιθανό οι 48 ώρες καταπόνησης να αποτελούν οριακό χρονικό διάστημα για την 

επαναφορά του συγκεκριμένου σακχάρου στα φυσιολογικά επίπεδα ή ακόμα και την 

αύξηση της συγκέντρωσής του, που θα σήμαινε ότι και αυτός ο μεταβολίτης εκτός της 

προλίνης σχετίζεται με τον εγκλιματισμό των φυταρίων σκληρού σίτου στις συνθήκες 

ψύχους. Δυστυχώς η ταυτοποίηση και μόνο της σακχαρόζης από την κατηγορία των 

υδατανθράκων μας δίνει λίγα δεδομένα σχετικά με την ανταπόκριση των σακχάρων στο 
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ψύχος. Επιπλέον, οι Fuller et al (1999) κατέληξαν ότι τόσο το άμυλο, όσο και η σακχαρόζη 

δεν αποτελούν αξιόπιστους δείκτες ανθεκτικότητας στο ψύχος φυτών Zoysia japonica.  

Λιπίδια-Λιπαρά Οξέα: Η κυτταροπλασματική μεμβράνη αποτελεί το τμήμα του 

φυτικού κυττάρου με το οποίο εξασφαλίζεται η επικοινωνία του με το εξωτερικό 

περιβάλλον. Στις άμεσες αντιδράσεις της αλληλεπίδρασης των φυτών με τους 

περιβαλλοντικούς παράγοντες είναι η μεταβίβαση σήματος μέσα στα κύτταρα μέσω της 

φωσφορυλίωσης των πρωτεϊνικών κινασών, η διακυτταρική επικοινωνία μέσω των 

φυτορμονών και η παραγωγή των ενεργών μορφών οξυγόνου στην κυτταρική μεμβράνη 

(Maffei et al 2007). Κατά τη διάρκεια αυτών των αλληλεπιδράσεων η σύνθεση των 

λιπιδίων της κυτταρικής μεμβράνης μεταβάλλεται. Υπάρχουν έρευνες που αναφέρουν τις 

αλλαγές στη σύνθεση των λιπιδίων υπό την επίδραση αβιοτικών καταπονήσεων και 

κυρίως σε συνθήκες χαμηλών θερμοκρασιών (Cyril et al 2002, Welti et al 2002, Wang et al 

2006).  

 Στην παρούσα μελέτη η συγκέντρωση του λινολενικού οξέος παρέμεινε αμετάβλητη 

και στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου (Πιν.3.3.3) αν και υψηλή συγκέντρωση του ανωτέρω 

οξέος έχει βρεθεί ότι σχετίζεται με προσαρμογή των φυτών στο ψύχος (Graham και 

Patterson 1982, Iba 2002, Welti et al 2002) διότι επηρεάζει τη ρευστότητα των μεμβρανών 

και την ικανότητα των φυτών ν’ αντέχουν στις ακραίες θερμοκρασίες. Αυτό είναι πιθανόν 

να οφείλεται στο γεγονός ότι οι μεμβράνες του φύλλου του σιταριού δεν παρουσιάζουν 

σημαντικές αλλαγές στη ρευστότητά τους σε ένα σχετικά μεγάλο εύρος θερμοκρασιών από 

0-40οC (Κατινάκης 1999). Επιπλέον, η παραμονή των φυτών και των 2 μελετώμενων 

ποικιλιών σκληρού σίτου για 48 ώρες στους 4°C προκάλεσε αύξηση στη συγκέντρωση της 

μονογαλακτοσυλο-διακυλογλυκερόλης (MGDG), ενώ μείωση στη συγκέντρωση της 

φωσφατιδοχολίνης (PC) στο υπέργειο τμήμα των 2 ποικιλιών. Επειδή τα 

γλυκερογλυκολιπίδια (MGDG, DGDG) αποτελούν τα κύρια στοιχεία των μεμβρανών των 

χλωροπλαστών και είναι τα πιο άφθονα στα φύλλα των φυτών έχει αναφερθεί ότι σε φυτά 

Arabidopsis, είναι απαραίτητα κατά τη διαδικασία της φωτοσύνθεσης (Aronsson 2008). Για 

παράδειγμα, σε μεταλλαγμένα mgd1 φυτά Arabidopsis (~40% μικρότερη συσσώρευση 

MGDG) η δραστηριότητα του ενζύμου συνθάση της MGDG ελαττώθηκε κατά 50% σε 

σχέση με φυτά μάρτυρες, ενώ τα επίπεδα του γλυκερογλυκολιπιδίου MGDG και της 

χλωροφύλλης μειώθηκαν (Jarvis et al 2000). Είναι πιθανό, η αύξηση του συγκεκριμένου 

γλυκερολιπιδίου στην ανθεκτική στο ψύχος, ποικιλία Rusticano (Πιν.3.3.3), να σχετίζεται με 

διατήρηση της φωτοσυνθετικής της δραστηριότητα ή μετά από αποδόμησή της να 

ακολουθεί ανακύκλωση των πολυακόρεστων λιπαρών οξέων από τα πλαστίδια προς την 

κυτταροπλασματική μεμβράνη, προκειμένου να αυξηθεί η συγκέντρωση του ακόρεστου 

φωσφολιπιδίου φωσφατιδοχολίνη και να διατηρηθεί με αυτό τον τρόπο η ρευστότητα των 

μεμβρανών (Konig et al 2007). Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η λυσοφωσφατιδογλυκερόλη 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3601028/#R19
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3586561/#R11
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3586561/#R56
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3586561/#R55
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3586561/#R55
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3601028/#R13
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3601028/#R38
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3601028/#R14
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(LPG) δε φαίνεται να παίζει ενεργό ρόλο στους φυτικούς ιστούς σε συνθήκες ψύχους 

(θερμοκρασίες >0°C) (Wang et al 2006, Li et al 2008), ενώ σε συνθήκες παγετού 

(θερμοκρασίες <0°C) η συγκέντρωση των λυσοφωσφολιπιδίων αυξάνεται από 5 έως 10 

φορές (Welti et al 2002, Wang et al 2006).  
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Πίνακας 3.3.3 Σχετική συγκέντρωση πρωτογενών μεταβολιτών και μεταβολή αυτών στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 

ώρες καταπόνησης ψύχους, στους 4oC. H σχετική συγκέντρωση κάθε μεταβολίτη είναι ο μέσος όρος 3 βιολογικών επαναλήψεων Οι τιμές με έντονη γραφή 

(bold) υποδεικνύουν στατιστικώς σημαντική διαφορά των ποικιλιών σε σχέση με τον αντίστοιχο μάρτυρα. Τα σύμβολα (* και **) δηλώνουν στατιστικά 

σημαντική διαφορά (P<0,05 και P<0,01 αντίστοιχα) μεταξύ των εφαρμογών της ίδιας ποικιλίας, σύμφωνα με το t-test, ενώ τα διαφορετικά σύμβολα (a, b) 

υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0,05), μεταξύ των 2 ποικιλιών, σύμφωνα με το t-test. 

Πρωτογενείς Μεταβολίτες 

Rusticano Grazia  4oC / 22oC 

Μάρτυρας 
(22oC) 

Ψύχος 
(4oC) 

Μάρτυρας 
(22oC) 

Ψύχος 
(4oC) 

 
Rusticano Grazia 

Αμινοξέα 

1 Aλανίνη 0,36 0,44 1,15 0,62  1,22 0,54 

2 Γλουταμινικό Οξύ 8,13 8,30 8,66 9,93  1,02 1,15 

3 Γλουταμίνη 9,59 20,09 8,25 11,97  2,1* 1,45 

4 Γλουταθειόνη 0,39 2,85 2,64 4,64  7,3 1,75 

5 Ισολευκίνη 0,22 0,78 5,59 2,65  3,54 0,47* 

6 Φαινυλαλανίνη 53,33 236,57 60,79 189,37  4,43**a 3,11*b 

7 Προλίνη 1,16 6,68 2,33 3,73  5,74**a 1,60*b 

8 Τρυπτοφάνη 71,50 123,86 63 48,31  1,73* 0,77 

9 Βαλίνη 80,32 51,62 114,50 90,57  0,64 0,79 

Οργανικά Οξέα 

1 Ασκορβικό Οξύ 157,94 98,88 64,02 123,93  0,62 1,94 

2 Ισοκιτρικό οξύ 3,063 0,58 1,41 0,23  0,20*a 0,16*b 

3 Μηλικό Οξύ 86,32 82,14 181,98 61,47  0,95 0,34 

Σάκχαρα 

1 Σακχαρόζη 0,95 0,70 1,81 1,16  0,74* 0,64 

Λιπίδια-Λιπαρά Οξέα 

1 Λινολενικό οξύ 26,00 39,33 88,24 18,91  1,5 0,21 

2 Φωσφατιδοχολίνη 121,13 56,29 203,67 24,19  0,46*a 0,12*b 

3 Λυσοφωσφατιδογλυκερόλη 45,70 7,60 0,02 0,00  0,16* 0,00 

4 Μονογαλακτοσυλο-διακυλογλυκερόλη 90,28 516,37 170,41 526,02  5,71*a 3,09*b 

5 Διγαλακτοσυλο-διακυλογλυκερόλη 6,1 7,04 10,35 2,19  1,15 0,21* 
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Στον Πίνακα 3.3.4 αναγράφονται οι δευτερογενείς μεταβολίτες που ταυτοποιήθηκαν 

στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

ψύχους, η σχετική συγκέντρωση των μεταβολιτών σε κάθε ποικιλία στους 4°C και 22°C 

καθώς και το πόσο μεταβλήθηκαν σε σχέση με το μάρτυρα. Όπως και στην καταπόνηση 

άλατος, έτσι και στην περίπτωση των χαμηλών θερμοκρασιών οι δευτερογενείς 

μεταβολίτες στην ποικιλία Rusticano εμφάνισαν διαφοροποίηση (P<0.05) σε σχέση με την 

ποικιλία Grazia, στην οποία η πλειοψηφία μεταβολιτών φαίνεται να μην επηρεάστηκε από 

την καταπόνηση ψύχους. Στη συνέχεια γίνεται περιγραφή και ανάλυση των δευτερογενών 

μεταβολιτών, δηλαδή των αζωτούχων και των φαινολικών ενώσεων, που ταυτοποιήθηκαν 

στους 4°C. 

Αζωτούχες Ενώσεις 

Κυανογόνα και μη-Κυανογόνα Γλυκοσίδια: Όπως προαναφέρθηκε και στην 

περίπτωση της καταπόνησης άλατος τα γλυκοσίδια προέρχονται από πρόδρομα μόρια 

αμινοξέων και ενισχύουν αμυντικά τα φυτικά κύτταρα εναντίον κυρίως φυτοφάγων 

οργανισμών. Ωστόσο υπάρχουν ενδείξεις ότι σε διάφορα είδη της οικογένειας Poaceae 

(Kriechbaumer et al 2007), χρησιμεύουν ως αποθήκες αζώτου παρέχοντας τη δυνατότητα 

ανακύκλωσης του αζώτου για τη σύνθεση αμινοξέων του πρωτογενούς μεταβολισμού 

(Jenrich et al 2007). Επομένως δεν υπάρχει σαφής διαχωρισμός μεταξύ του πρωτογενούς 

και δευτερογενούς μεταβολισμού. 

Στην παρούσα μελέτη παρατηρήθηκε αύξηση των γλυκοσιδίων, λοτοστραλίνη και 

νεολινουστατίνη στο υπέργειο τμήμα της ανθεκτικής στο ψύχος ποικιλίας Rusticano, ενώ 

τα επίπεδά τους παρέμειναν αμετάβλητα στην ποικιλία Grazia (Πιν. 3.3.4). Στη 

βιβλιογραφία δεν υπάρχουν εργασίες σχετικά με τη σύνθεση γλυκοσιδίων σε συνθήκες 

καταπόνησης ψύχους. Μόνο σε μία εργασία αναφέρεται ότι παρατηρήθηκε αύξηση στη 

συγκέντρωση της λοτοστραλίνης, σε νερά φυτάρια L. usitatissimum μετά από παραμονή 

των φυταρίων στους 30°C (Siegien and Gierasimiuk 2001). Ωστόσο οι Kaplan et al (2004) 

αναφέρουν ότι οι δευτερογενείς μεταβολίτες που προέρχονται από αμινοξέα που έχουν 

διακλάδωση στην ανθρακική τους αλυσίδα (βαλίνη, λευκίνη και ισολευκίνη) σχετίζονται με 

την άμυνα των φυτών εναντίον των παθογόνων κατά τη διάρκεια καταπόνησης ψύχους. 

Δηλαδή η σύνθεση των δευτερογενών μεταβολιτών είναι πιθανό να αποτελεί ένα 

προληπτικό αμυντικό μηχανισμό των φυτών έναντι παθογόνων μικροοργανισμών τη 

στιγμή που τα φυτά καταπονούνται από χαμηλές θερμοκρασίες. Επιπλέον τα ανωτέρω 

γλυκοσίδια με τη διάσπασή τους είναι πιθανό να ανατροφοδοτήσουν τον πρωτογενή 

μεταβολισμό με άζωτο για τη σύνθεση αμινοξέων και την περαιτέρω ανάπτυξη των φυτών. 

 Κυκλικά Υδροξαμικά Οξέα (Hxs): Στις 48 ώρες καταπόνησης ψύχους των 

μελετώμενων φυταρίων σκληρού σίτου παρατηρήθηκε αύξηση στη συγκέντρωση όλων 

των γλυκοσιδίων που ανιχνεύθηκαν (DIMBOA-Glc, HDMBOA-Glc, HMBOA-Glc και 
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ΤRIBOA-Glc) μόνο στο υπέργειο τμήμα των φυταρίων της ποικιλίας Rusticano (Πιν. 3.3.4). 

Επιπρόσθετα, στις 48 ώρες καταπόνησης παρατηρήθηκε και συσσώρευση του αμινοξέος 

τρυπτοφάνη στην ίδια ποικιλία, πιθανόν ως αποτέλεσμα της αυξημένης δραστηριότητας 

του μονοπατιού του σικιμικού οξέος, το οποίο με τη σειρά του τροφοδοτεί τη σύνθεση των 

Hxs (Βxs). Σε φυτά Arabidopsis που έχουν υποστεί καταπόνηση χαμηλών θερμοκρασιών 

(4°C) αναφέρεται ότι η σύνθεση των δευτερογενών μεταβολιτών, που προέρχονται από τα 

αρωματικά αμινοξέα καθιστά τα φυτά πιο ανθεκτικά στις βιοτικές καταπονήσεις (Kaplan et 

al 2004). Ωστόσο, μικρός αριθμός εργασιών υπάρχει σχετικά με την επίδραση των 

αβιοτικών καταπονήσεων στη σύνθεση των Hxs. Στις παλαιότερες δεκαετίες υπάρχουν 

αναφορές για μείωση στη συγκέντρωση των ανωτέρω γλυκοσιδίων υπό την επίδραση 

υψηλής έντασης φωτός (Manuwoto and Scriber 1986), μεγάλης φωτοπεριόδου (Epstein et 

al 1986) και υψηλών θερμοκρασιών (Epstein et al 1986).  

 -Αμίδια του Υδρόξυκινναμικού οξέος (HCAAs) ή Φαινολοαμίδια: Μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης των φυταρίων των 2 ποικιλίων Rusticano και Grazia στους 4°C δεν 

παρατηρήθηκε μεταβολή στη συγκέντρωση των φαινολοαμιδίων κουμαροϋλπουτρεσκίνη 

και κουμαροϋλαγματίνη (Πιν. 3.3.4). Ομοίως, έχει αναφερθεί ότι η κουμαροϋλπουτρεσκίνη 

δεν παρουσίασε μεταβολή στη συγκέντρωσή της κατά την περίοδο εγκλιματισμού στο 

ψύχος φυτών T. aestivum, ενώ παρουσίασε συσσώρευση σε συνθήκες παγετού (Jin et al 

2003). Επιπλέον, υπάρχει μία αναφορά σχετικά με τη συγκέντρωση ενός άλλου 

συμπλόκου του υδρόξυκινναμικού οξέος, της φερουϋλαγματίνης σε φυτά T. aestivum για 

μικρό χρονικό διάστημα σε χαμηλές θερμοκρασίες (Jin and Yoshiba 2000).  

Φαινολικές Ενώσεις 

Εστέρες του σιναπικού οξέος: Έχει αναφερθεί ότι τόσο οι αβιοτικές όσο και οι βιοτικές 

καταπονήσεις επάγουν τη συσσώρευση των φαινολικών ενώσεων (Dixon et al 2002, 

Naoumkina et al 2010). Οι περισσότερες φαινολικές ενώσεις συντίθενται μέσω της 

βιοσυνθετικής οδού του σικιμικού οξέος όπου λαμβάνει χώρα απαμίνωση του αρωματικού 

αμινοξέος, φαινυλαλανίνη και παραγωγή του κινναμικού οξέος. Η αντίδραση αυτή 

καταλύεται από το ένζυμο αμμώνιο-λυάση της φαινυλαλανίνης (Dixon and Paiva 1995). Η 

ομάδα των φαινολικών περιλαμβάνει μεγάλη ποικιλομορφία συμπλόκων, όπως εστέρες 

του υδρόξυκινναμικού οξέος, λιγνάνες, φλαβονοειδή και ανθοκυάνες, ως αντίδραση στη 

δράση διαφορετικών ενζύμων, των οποίων τα μεταγραφικά επίπεδα αυξάνονται ανάλογα 

με τον ιστό, και το στάδιο ανάπτυξης των φυτών (Dixon et al 2002, Naoumkina et al 2010, 

Hichri et al 2011). Στο φυτό Arabidopsis, τα τελικά προϊόντα του μονοπατιού των 

φαινολοπροπανοειδών είναι οι εστέρες του σιναπικού οξέος που συντίθενται από ακυλ-

τρανσφεράσες που έχουν ως υπόστρωμα το μεταβολίτη 1-Ο-σιναποϋλο-γλυκόζη (1-O-

sinapoyl-b-glucose, SG) (Fraser et al 2007). Η αφθονία των εστέρων αυτών ρυθμίζεται 

αναπτυξιακά κατά τη διάρκεια του κύκλου ζωής των φυτών. Η SG αποτελεί πρόδρομη 
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ένωση για τη σύνθεση του σιναποϋλομηλικού (sinapoyl-malate, SM) που συσσωρεύεται 

στα φύλλα (Landry et al 1995), της σιναποϋλοχολίνης (sinapoyl-choline, SC) που 

βρίσκεται στα έμβρυα και παρέχει σιναπικό οξύ και χολίνη τα νεαρά φυτάρια (Milkowski et 

al 2004) και της ανθοκυανίνης του σινναπικού οξέος, που συσσωρεύεται σε φυτά που 

έχουν εκτεθεί σε υπεριώδη ακτινοβολία, προστατεύοντας τους φυλλώδεις ιστούς από τις 

φωτοξειδωτικές ζημιές (Steyn et al 2002).  

Κατά τη μεταβολομική ανάλυση των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου προέκυψε 

συσσώρευση της σιναποϋλο-γλυκόζης στο υπέργειο τμήμα μόνο της ποικιλίας Rusticano, 

ενώ στην Grazia η συγκέντρωση του μεταβολίτη δε μεταβλήθηκε μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης στους 4°C (Πιν. 3.3.4). Η σιναποϋλο-γλυκόζη αποτελεί πρόδρομη ένωση για 

τη βιοσύνθεση του σιναποϋλο-μηλικού στα φύλλα των φυτών, μέσω της 1-Ο-

σιναποϋλογλυκόζης: μηλικής σιναποϋλοτρανσαφεράσης (sinapoylglucose: malate 

sinapoyltransferase, SMT). Μειωμένη συγκέντρωση του σιναποϋλο-μηλικού σχετίζεται με 

λιγότερη σύνθεση λιγνίνης, μέσω της δράσης του ενζύμου μεθυλοτρανσφεράσης του 

καφεϊκού οξέος (COMT) (που οδηγεί στη σύνθεση της σιναπαλδεύδης) σε φυτά 

Arabidopsis (Goujon et al 2003). Μεταβολομική ανάλυση σε διαγονιδιακά φυτά 

Arabidopsis στα οποία υπερεκφράστηκε το γονίδιο Osmyb4 (έχει σημαντικό ρόλο στον 

εγκλιματισμό φυτών στο ψύχος) έδειξε υψηλή συγκέντρωση του σιναποϋλο-μηλικού στα 

φύλλα του ανωτέρω φυτού σε σχέση με το μάρτυρα, μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

στους 4°C (Mattana et al 2005). Οι ανωτέρω συγγραφείς υποστηρίζουν ότι το 

συγκεκριμένο σύμπλοκο, μεταξύ άλλων μεταβολιτών, αποτελεί δείκτη ανθεκτικότητας των 

φυτών στο ψύχος. Επιπλέον έχει αναφερθεί ότι καταστολή της έκφρασης σιναπικών 

εστέρων σε διαγονιδικά φυτά Arabidopsis, είχε ως αποτέλεσμα την ευαισθησία των φυτών 

στην υπεριώδη ακτινοβολία, με αποτέλεσμα να δέχονται τη ζημιογόνο δράση της UV-Β 

ακτινοβολίας (Jin et al 2000, Landry et al 1995).  
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Πίνακας 3.3.4 Σχετική συγκέντρωση δευτερογενών μεταβολιτών στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

ψύχους, στους 4oC.  

Δευτερογενείς Μεταβολίτες 
Rusticano Grazia  4oC / 22oC 

Μάρτυρας 
(22oC) 

Ψύχος 
(4oC) 

Μάρτυρας 
(22oC) 

Ψύχος 
(4oC) 

 
Rusticano Grazia 

Αζωτούχες Ενώσεις 

Κυανογόνα και μη-Κυανογόνα Γλυκοσίδια 

1 Λιναμαρίνη 57,30 160,38 0,00 0,00  2,80 0,00 

2 Λοτοστραλίνη 167,11 395,98 0 0,03  2,37** 0,00 

3 Νεολινουστατίνη 0,91 21,33 0,015 0,02  23,51* 1,33 

Κυκλικά Υδροξαμικά Οξέα 

1 HMBOA- Glc 15,56 102,46 0,00 0,01  6,58* 0,00 

2 TRIBOA-Glc 1,70 17,45 0,30 1,58  10,27** 5,27 

3 DIMBOA-Glc 5,30 48,29 1,84 2,67  9,11** 1,43 

4 HDMBOA-Glc 1,07 27,75 0,48 0,38  25,86** 0,79 

5 MBOA 100,05 136,14 137,70 170,00  1,36 1,23 

Αμίδια του Υδρόξυκινναμικού οξέος 

1 4-Κουμαροϋλπουτρεσκίνη 12,25 34,58 8,78 3,15  2,82 0,36** 

2 p-Κουμαροϋλαγματίνη 20,75 38,61 41,28 19,23  1,86 0,47 

Φαινολικές Ενώσεις 

Εστέρες του Σιναπικού οξέος 

1 1-Ο-Σιναποϋλογλυκόζη 9,49 66,31 6,05 10,61  6,98** 1,75 

 

H σχετική συγκέντρωση κάθε μεταβολίτη είναι ο μέσος όρος 3 βιολογικών επαναλήψεων. Οι τιμές με έντονη γραφή (bold) υποδεικνύουν στατιστικώς 

σημαντική διαφορά των ποικιλιών σε σχέση με τον αντίστοιχο μάρτυρα. Τα σύμβολα (* και **) δηλώνουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0,05 και P<0,01 

αντίστοιχα) μεταξύ των εφαρμογών της ίδιας ποικιλίας, σύμφωνα με το t-test, ενώ τα διαφορετικά σύμβολα (a, b) υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά 

(P<0,05), μεταξύ των 2 ποικιλιών, σύμφωνα με το t-test. 

HMBOA-Glc : 2-(2-διύδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

TRΙΒΟΑ-Glc: 2 (4,7-τριύδροξυ-2Η-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

DIMBOA-Glc : 2-(2,4-διύδροξυ-7-μεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

HDMBOA-Glc :2-(4,7-διμεθοξυ-1,4-βενζοξαζιν-3-όνη)-β-D-γλυκοπυρανόζη 

MBOA : 6-μεθοξυ-2-βενζοξαζολιόνη 
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3.3.3 Στατιστική Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, 

PCA) 

 

Στην περίπτωση των πειραμάτων της έκθεσης των φυτών σε υψηλή συγκέντρωση 

άλατος (200 mM NaCl) για 48 ώρες, η στατιστική ανάλυση των κύριων συνιστωσών έδειξε 

ότι οι επαναλήψεις των εφαρμογών της ποικιλίας Rusticano ομαδοποιούνται στο ίδιο 

σημείο του κάθε άξονα, ενώ οι επαναλήψεις των εφαρμογών της ποικιλίας Grazia 

παρουσιάζουν διαφοροποίηση ως προς τον άξονα t1 στην περίπτωση του μάρτυρα και 

τον άξονα t2 για τα φυτά που είχαν εκτεθεί σε υψηλή συγκέντρωση άλατος. Ο t1 άξονας 

επεξηγεί το 30 % της διακύμανσης των τιμών ενώ ο t2 άξονας το 20 %. Όπως 

παρατηρείται από την Εικ. 3.3.1 ο t1 άξονας διαχωρίζει τις δύο ποικιλίες και ο t2 άξονας τις 

εφαρμογές της υψηλής συγκέντρωσης άλατος (200 mM NaCl) και του μάρτυρα (0 mM 

NaCl). Συνεπώς πρωτεύον ρόλο στη διακύμανση των τιμών έχει η ποικιλία και 

δευτερεύουσα σημασία η συγκέντρωση άλατος. 

 

 

Εικόνα 3.3.1 Απεικόνιση της στατιστικής ανάλυσης κύριων συνιστωσών (PCA) του μεταβολικού 

προτύπου του υπέργειου τμήματος των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε 

φυσιολογικές συνθήκες και σε συνθήκες αλατότητας για 48 ώρες. Κάθε σημείο 

αντιπροσωπεύει το μεταβολομικό πρότυπο ενός δείγματος.  

 

30 % 

2
0

 %
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Η στατιστική ανάλυση των κύριων συνιστωσών στα αποτελέσματα της 

μεταβολομικής ανάλυσης των φυτών των 2 ποικιλιών που είχαν εκτεθεί σε 4oC και 22oC 

(μάρτυρας) για 48 ώρες έδειξε ότι οι επαναλήψεις της κάθε εφαρμογής ομαδοποιούνται 

στο ίδιο σημείο του κάθε άξονα και οι εφαρμογές διαφοροποιούνται μεταξύ τους ως προς 

τον t1 ή t2 άξονα. Ο t1 άξονας επεξηγεί το 31 % της διακύμανσης των τιμών ενώ ο t2 

άξονας το 19 %. Όπως παρατηρείται από την Εικ. 3.3.2 ο t1 άξονας διαχωρίζει τις 

εφαρμογές του ψύχους (4oC) και του μάρτυρα (22oC) και ο t2 άξονας τις δύο ποικιλίες. 

Συνεπώς πρωτεύον ρόλο στη διακύμανση των τιμών έχει η θερμοκρασία και 

δευτερεύουσα σημασία η ποικιλία. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.3.2 Απεικόνιση της στατιστικής ανάλυσης κύριων συνιστωσών (PCA) του μεταβολικού 

προτύπου του υπέργειου τμήματος των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε 

φυσιολογικές συνθήκες ψύχους για 48 ώρες. Κάθε σημείο αντιπροσωπεύει το 

μεταβολομικό πρότυπο ενός δείγματος.  

 

3.3.4 Εφαρμογή των Αποτελεσμάτων στο Μεταβολικό Δίκτυο 

 

 Μετά τη στατιστική επεξεργασία των μεταβολιτών ακολούθησε η απεικόνισή τους 

στο μεταβολικό δίκτυο. Ο σχεδιασμός του μεταβολικού δικτύου έγινε βάσει των 

πληροφοριών της διαδικτυακής βάσης δεδομένων KEGG PATHWAY Datadase 

(http://www.genome.jp/κegg/pathway.html). Στις Εικόνες 3.3.3 και 3.3.4 παρουσιάζονται οι 

29 πρωτογενείς και δευτερογενείς μεταβολίτες, που ταυτοποιήθηκαν, σε πλαίσιο. Οι 

31 % 
31 % 

1
9

 %
 

http://www.genome.jp/κegg/pathway.html
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πρωτογενείς μεταβολίτες επισημαίνονται με μαύρη έντονη γραφή (bold), ενώ οι 

δευτερογενείς με κόκκινη έντονη γραφή (bold). Η στατιστικά σημαντική αύξηση ή μείωση 

στη συγκέντρωση των μεταβολιτών σε επίπεδο ποικιλιών, όπως αναφέρονται στους 

Πίνακες 3.3.1, 3.3.2 για την καταπόνηση άλατος και στους Πίνακες 3.3.3, 3.3.4 για την 

καταπόνηση ψύχους, παρουσιάζεται με κόκκινη ή κίτρινη επισήμανση αντίστοιχα, ενώ ο 

διαχωρισμός ανάμεσα στις ποικιλίες ανάλογα με τα επίπεδα συσσώρευσης των 

μεταβολιτών παρουσιάζεται με υπογράμμιση της εκάστοτε ποικιλίας.  

Στην περίπτωση της καταπόνησης άλατος, το μονοπάτι βιοσύνθεσης των 

αμινοξέων που φέρουν πλευρικές αλειφατικές αλυσίδες επηρεάζεται στην ποικιλία Grazia. 

Ενδιαφέρον ωστόσο παρουσιάζει η μεγάλη συσσώρευση του αμινοξέος, προλίνη, στην 

ίδια ποικιλία. Επιπλέον, η βιοσύνθεση των δευτερογενών μεταβολιτών στην ίδια ποικιλία 

δεν επηρεάζεται από την καταπόνηση άλατος. Αντίθετα, η ποικιλία Rusticano συσσωρεύει 

περισσότερους μεταβολίτες (αμινοξέα, δευτερογενείς μεταβολίτες, φωσφολιπίδια) από την 

ποικιλία Grazia, και η έγκαιρη αντίδρασή της την καθιστά πιο ανθεκτική σε αυτόν τον 

παράγοντα καταπόνησης (Εικ. 3.3.3). 

Η καταπόνηση ψύχους αποτυπώνει την ανθεκτικότητα της ποικιλίας Rusticano 

έναντι της ποικιλίας Grazia, με τη βιοσύνθεση περισσότερων αμινοξέων και δευτερογενών 

μεταβολιτών στο υπέργειο τμήμα της Rusticano. Η ικανότητα των φυταρίων της Rusticano 

να εγκλιματίζεται σε συνθήκες χαμηλών θερμοκρασιών είναι πιθανό να σχετίζεται με το 

μέγεθος των επαγόμενων, λόγω ψύχους, αλλαγών στο μεταβολομικό της προφίλ (Εικ. 

3.3.4). 

 Ο μεταβολισμός των υδατανθράκων που είναι σημαντικός για την ανθεκτικότητα 

των φυτών στις αβιοτικές καταπονήσεις δεν μπορεί να αποτυπωθεί στο μονοπάτι της 

γλυκόλυσης διότι η μέθοδος ανάλυσης που χρησιμοποιήθηκε δεν επιτρέπει την ανίχνευση 

αυτών των μεταβολιτών. 
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                                                               R   G                                                                                                                                                                                                               ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗ AΛΑΤΟΣ 

                                                              MBOA                                                                              R   G 
                                  R   G                                                                                                           Sucrose            Fructose                                                                    
                           DIMBOA-Glc          DIMBOA         HDMBOA         HDMBOA-Glc 
                                     R   G                                                                          R   G                      Glucose                                                                                               
                              TRIBOA-Glc         TRIBOA                                                           
                                                                                            R   G                                                 Glucose-6P 
                              HMBOA-Glc          DIBOA           Tryptophan 
                                    R   G                                                                                                      Fructose-6P              Mannose          Galactose          Ascorbic acid 
                                                             HBOA                  Indole                                                                                                                                              R   G           
 
                                                                                                                                                        3PGA       Glycerate       Glycerol P      Glycerol 3P     Lysophosphatic acid      Phosphatic acid      PhosphatidylCho 
                                                                                  Αnthranilate                                                                                                                                                                                          (18:3)                             R   G 
                                      R   G 
                               Phenylalanine             Prephenate       Chorismate     Shikimate            PEP                                                                                                                                                                 Diacylglycerol 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      
                              Cinnamic acid                    R   G                                                                                                                                                                                                                                               MGDG (18:3) 
                                                                    Glutathione               Glycine             Serine                    R   G                        Linamarin                                                                                                                     R   G 
Coumaroyl           Coumaric acid                                                                                                       Alanine                           R   G                                                                                                                  
 Amides                                                                                                                                                                 Valine                                                                                                                                      DGDG  (18:3) 
                                Sinapic acid                           Lotaustralin                Isoleucine              Pyruvate           R   G 
                                                                                       R   G                           R   G 
                             Sinapoylglucose                     Neolinustatin                                                                         Malonyl-CoA         Palmitic acid       Stearatic acid      Oleic acid     Linoleic acid      Linolenic acid (18:3)   
Spermidine                R   G                                           R   G          Threonine                       Acetyl-CoA                                             (16:0)                     (18:0)                   (18:1)             (18:2)                           R   G 
Putrescine           Sinapoylmalate                                        Homoserine                                                                            
                                                                                                                                   Oxaloacetate           Citric acid 
                    Lignin                                                 Asparagine        Asparate                                                                                                                                                       
                                                                                                                            Malic acid                              Isocitric acid 
                                                                                                                                 R   G                                          R   G                                                                                       
                                                                                                                                                                                                       R   G                                   
                                                                                                                                   Fumaric acid          a-Ketoglutaric acid            Glutamic acid            Glutamine                                                               
                                                                                                                                                                                                                          R   G                         R   G                                                                            
                                                                                                                                                   Succinic acid                                                                                                                                                                   
                                                                                                                                                                                                                  Ornithine            Proline 
                                                                                                                                                                                                       Arginine                              R   G  
                                                                                                                                                  R   G                                                                                                                                   R   G 
                                                                                                                                     Coumaroylagmatine       Agmatine                                                Putrescine         Coumaroylputrescine 
 

Εικόνα 3.3.3 Χαρτογράφηση των επιπέδων των 29 μεταβολιτών, που ταυτοποιήθηκαν στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης άλατος (200mM 

NaCl), στα μονοπάτια του μεταβολικού δικτύου. Οι μεταβολίτες που ταυτοποιήθηκαν παρουσιάζονται σε πλαίσιο. Οι πρωτογενείς μεταβολίτες επισημαίνονται με μαύρη γραφή, ενώ οι δευτερογενείς με 
κόκκινη γραφή. Η στατιστικά σημαντική αύξηση ή μείωση στη συγκέντρωση των μεταβολιτών σε επίπεδο ποικιλιών, όπως αναφέρονται στους Πίνακες 3.3.1.1, 3.3.1.2 παρουσιάζεται με κόκκινη ή κίτρινη 
επισήμανση αντίστοιχα, ενώ ο διαχωρισμός των ποικιλιών ανάλογα με τα επίπεδα συσσώρευσης των μεταβολιτών παρουσιάζεται με υπογράμμιση της ποικιλίας. Όπου R: ποικιλία Rusticano και G: 
ποικιλία Grazia. 
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                                                               R   G                                                                                                                                                                                                               ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗ ΨΥΧΟΥΣ 

                                                              MBOA                                                                              R   G 
                                  R   G                                                                                                           Sucrose            Fructose 
                           DIMBOA-Glc          DIMBOA         HDMBOA         HDMBOA-Glc 
                                     R   G                                                                          R   G                      Glucose 
                              TRIBOA-Glc         TRIBOA                                                           
                                                                                            R   G                                                 Glucose-6P 
                              HMBOA-Glc          DIBOA           Tryptophan 
                                    R   G                                                                                                      Fructose-6P              Mannose          Galactose          Ascorbic acid 
                                                             HBOA                  Indole                                                                                                                                              R   G  
                                                                                                                                                        3PGA    Glycerate       Glycerol P      Glycerol 3P     Lysophosphatic acid      Phosphatic acid        PhosphatidylCho 
                                                                                  Αnthranilate                                                                                                                                                                                         (18:3)                            R   G 
                                      R   G 
                               Phenylalanine             Prephenate       Chorismate     Shikimate            PEP                               Diacylglycerol 
 
                              Cinnamic acid                    R   G                                                                                                                                                                                                                                             MGDG (18:3) 
                                                                    Glutathione               Glycine             Serine                    R   G                        Linamarin                                                                                                                   R   G 
Coumaroyl           Coumaric acid                                                                                                       Alanine                           R   G                                                                                                                        
 Amides                                                                                                                                                                 Valine                                                                                                                                        DGDG  (18:3) 
                                Sinapic acid                           Lotaustralin                Isoleucine              Pyruvate           R   G                                                                                                                                               R   G 
                                                                                       R   G                           R   G                                                                                                                                                                                                      
                             Sinapoylglucose                     Neolinustatin                                                                         Malonyl-CoA         Palmitic acid       Stearatic acid      Oleic acid     Linoleic acid      Linolenic acid (18:3)   
Spermidine                R   G                                           R   G          Threonine                       Acetyl-CoA                                             (16:0)                     (18:0)                   (18:1)             (18:2)                         R   G 
Putrescine           Sinapoylmalate                                        Homoserine                                                                            
                                                                                                                                   Oxaloacetate           Citric acid            
                    Lignin                                                 Asparagine        Asparate                                                                                 
                                                                                                                            Malic acid                              Isocitric acid 
                                                                                                                                 R   G                                          R   G                                                                                                                                         
                                                                                                                                                                                                       R   G                                   
                                                                                                                                   Fumaric acid          a-Ketoglutaric acid            Glutamic acid            Glutamine                                                               
                                                                                                                                                                                                                          R   G                         R   G                                                                            
                                                                                                                                                   Succinic acid                                                                                                                                                                   
                                                                                                                                                                                                     Ornithine                         Proline                                                                           
                                                                                                                                                                                           Arginine                                        R   G                                                                                     
                                                                                                                                                  R   G                                                                                                                            R   G 
                                                                                                                                     Coumaroylagmatine       Agmatine                                           Putrescine        Coumaroylputrescine 

 

Εικόνα 3.3.4 Χαρτογράφηση των επιπέδων των 29 μεταβολιτών, που ταυτοποιήθηκαν στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

ψύχους (4οC), στα μονοπάτια του μεταβολικού δικτύου. Οι μεταβολίτες που ταυτοποιήθηκαν παρουσιάζονται σε πλαίσιο. Οι πρωτογενείς μεταβολίτες επισημαίνονται με μαύρη 
γραφή, ενώ οι δευτερογενείς με κόκκινη γραφή. Η στατιστικά σημαντική αύξηση ή μείωση στη συγκέντρωση των μεταβολιτών σε επίπεδο ποικιλιών, όπως αναφέρονται στους 
Πίνακες 3.3.2.1, 3.3.2.2 παρουσιάζεται με κόκκινη ή κίτρινη επισήμανση αντίστοιχα, ενώ ο διαχωρισμός των ποικιλιών ανάλογα με τα επίπεδα συσσώρευσης των μεταβολιτών 
παρουσιάζεται με υπογράμμιση της ποικιλίας. Όπου R: ποικιλία Rusticano και G: ποικιλία Grazia. 
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3.4 Συμπεράσματα 

 

Ο καλύτερος εγκλιματισμός των φυτών της ποικιλίας Rusticano έναντι της 

Grazia μετά από 48 ώρες καταπόνησης άλατος και ψύχους μπορεί να σχετίζεται με την 

πιο έγκαιρη ενεργοποίηση του μεταβολισμού των φυτών της Rusticano, τη 

διαφοροποίηση μεγαλύτερου αριθμού μεταβολιτών στο υπέργειο τμήμα της και τα 

υψηλότερα επίπεδα συσσώρευσης αυτών. Εξαίρεση αποτελεί, σε συνθήκες 

αλατότητας, η μεγαλύτερη συγκέντρωση της προλίνης στο υπέργειο τμήμα της 

ποικιλίας Grazia όπου, λόγω μεγαλύτερης ευαισθησίας της σε αυτό τον παράγοντα 

καταπόνησης, συσσωρεύει το συγκεκριμένο μεταβολίτη προκειμένου να επέλθει 

οσμωρύθμιση και να συνεχιστούν οι μεταβολικές της διεργασίες. 

Ωστόσο, η μη ταυτοποίηση υδατανθράκων (πλην της σακχαρόζης), της βασικής 

αυτής κατηγορίας μεταβολιτών που λειτουργούν ως ωσμωπροστατευτικές ουσίες και 

παράλληλα παρέχουν ενέργεια και αλυσίδες άνθρακα στα φυτά, δε μας παρέχει 

πληροφορίες σχετικά με την κινητοποίηση αποθεμάτων άνθρακα σε συνθήκες 

αλατότητας και ψύχους, στις 2 ποικιλίες. 

Αναλυτικότερα, τα συμπεράσματα, σχετικά με τη μεταβολομική ανάλυση του 

υπέργειου τμήματος των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε συνθήκες αλατότητας και 

ψύχους έχουν ως ακολούθως : 

Καταπόνηση φυταρίων σε συνθήκες ψύχους 

 H ποικιλία Rusticano διαπιστώθηκε ότι συσσωρεύει περισσότερους μεταβολίτες 

από την Grazia στο υπέργειο τμήμα της, γεγονός που έρχεται σε συμφωνία με 

τα αποτελέσματα του 2ου Κεφαλαίου, όπου η ποικιλία Rusticano παρουσιάζει 

μεγαλύτερη ανθεκτικότητα από την Grazia. Διαπιστώθηκε επίσης, ότι και τα 

επίπεδα συσσώρευσης των μεταβολιτών, που διαφοροποιήθηκαν σε σχέση με 

τις φυσιολογικές συνθήκες, είναι μεγαλύτερα στην ποικιλία Rusticano από ότι 

στην ποικιλία Grazia. Έτσι, η ανθεκτικότητα της ποικιλίας Rusticano έναντι της 

Grazia, σε συνθήκες ψύχους (40C), μπορεί να σχετίζεται με τη συσσώρευση 

κυρίως δευτερογενών μεταβολιτών (κατά πλειοψηφία αζωτούχων ενώσεων), 

αλλά και αμινοξέων στο υπέργειο τμήμα της, σε αντίθεση με την ποικίλια Grazia 

που δε συσσώρευσε δευτερογενείς μεταβολίτες. 

 Ο ρόλος των δευτερογενών μεταβολιτών στην ανθεκτικότητα των φυτών έναντι 

των αβιοτικών καταπονήσεων δεν είναι ακόμα γνωστός. Ωστόσο η 

συσσώρευσή τους στην παρούσα μελέτη στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας 

Rusticano μπορεί να αποτελέσει ένα προληπτικό αμυντικό μηχανισμό των 

φυτών της, έναντι πιθανής προσβολής από παθογόνους μικροοργανισμούς 
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(βιοτική καταπόνηση), όταν αυτά είναι ήδη «αδύναμα» λόγω τηςυφιστάμενης 

καταπόνησης ψύχους (αβιοτική καταπόνηση). 

 Οι αυξημένες συγκεντρώσεις των δευτερογενών μεταβολιτών νεολινουστατίνη 

(αύξηση 23,51 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) και λοτοστραλίνη (αύξηση 2,37 

φορές σε σχέση με το μάρτυρα) που παρατηρήθηκαν στο υπέργειο τμήμα της 

ποικιλίας Rusticano μπορεί να σχετίζονται με την ανατροφοδότηση του 

πρωτογενούς μεταβολισμού με άζωτο για τη σύνθεση αμινοξέων και την 

περαιτέρω ανάπτυξη των φυτών της Rusticano, μετά από διάσπασή τους. 

 Τα Κυκλικά Υδροξαμικά Οξέα που ταυτοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη, 

HMBOA-Glc (αύξηση 6,58 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) TRIBOA-Glc 

(αύξηση 10,27 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) DIMBOA-Glc (αύξηση 9,11 

φορές σε σχέση με το μάρτυρα) και HDMBOA-Glc (αύξηση 25,86 φορές σε 

σχέση με το μάρτυρα) ως δευτερογενείς μεταβολίτες που προέρχονται από το 

αρωματικό αμινοξύ τρυπτοφάνη φαίνεται ότι αποτελούν δείκτες ανθεκτικότητας 

των φυτών της Rusticano στο ψύχος, καθιστώντας την και πιο ανθεκτική στις 

βιοτικές καταπονήσεις.  

 Η συσσώρευση της φαινολικής ένωσης, 1-Ο-σιναποϋλο-γλυκόζης (αύξηση 6,98 

φορές σε σχέση με το μάρτυρα), που προέρχεται από το αμινοξύ 

φαινυλαλανίνη, φαίνεται να αποτελεί μια ακόμα στρατηγική προσαρμογής της 

ποικιλίας Rusticano έναντι του ψύχους, διότι οι εστέρες του σιναπικού οξέος 

μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως υποστρώματα από τις υπεροξειδάσες 

(αντιοξειδωτικά ένζυμα) προκειμένου να προστατεύσουν τα κύτταρα από τις 

ενεργές μορφές οξυγόνου.  

 Ο ανθρακικός σκελετός του μορίου της γλυκόζης κινητοποιήθηκε, κατά τη 

διαδικασία της γλυκόλυσης, στο υπέργειο τμήμα της Rusticanο με αποτέλεσμα 

την παραγωγή των αρωματικών αμινοξέων, φαινυλαλανίνη (αύξηση 4,43 φορές 

σε σχέση με το μάρτυρα) και τρυπτοφάνη (αύξηση 1,73 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα), για τη σύνθεση των δευτερογενών μεταβολιτών που προαναφέραμε. 

 Το αμινοξύ προλίνη παρουσίασε σημαντική αύξηση (5,74 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα) στην ποικιλία Rusticano. Η αυξημένη αυτή συγκέντρωσή του, όπως 

είναι γνωστό, αποτελεί δείκτη ανθεκτικότητας παρέχοντας οσμωρύθμιση σε 

συνθήκες ψύχους. 

 Ο μεταβολισμός του αζώτου είναι πιθανό να μην επηρεάστηκε από την 

καταπόνηση ψύχους στην ποικιλία Rusticano, διότι εκτός της προλίνης, 

αυξημένη συγκέντρωση παρουσιάζει και η γλουταμίνη (αύξηση 2,1 σε σχέση με 
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το μάρτυρα) στο υπέργειο τμήμα του φυτού, που αποτελεί την κύρια πηγή 

αζώτου στα φυτά.  

 Είναι γνωστό ότι το μονοπάτι αφομοίωσης του αζώτου, συνθετάση της 

γλουταμίνης(GS)/συνθάση του γλουταμινικού οξέος (GOGAT) είναι λειτουργικό, 

διότι η γλουταμίνη και το γλουταμινικό οξύ που παράγονται από τον παραπάνω 

κύκλο αποτελούν πρόδρομες ενώσεις για τη σύνθεση άλλων αμινοξέων. Η 

σταθερή συγκέντρωση του γλουταμινικού οξέος, που παρατηρήθηκε στα 

πειραματικά φυτά (Πιν. 3.3.3) μπορεί να αποδοθεί στη δράση των ενζύμων 

GS/GOGAT και του ενζύμου αφυδρογονάση του γλουταμινικού οξέος (GDH) 

που καταλύει την αντίδραση της απαμίνωσης του γλουταμινικού οξέος προς α-

κετογλουταρικό οξύ, με αποτέλεσμα την ισορροπία C/N και την προμήθεια του 

κύκλου του κιτρικού οξέος με σκελετούς άνθρακα και την παραγωγή ενέργειας 

σε συνθήκες ψύχους.  

 H υψηλή συσσώρευση του γλυκερογλυκολιπιδίου MGDG (αύξηση 5,71 σε 

σχέση με το μάρτυρα) που παρατηρήθηκε στην ποικιλία Rusticano μπορεί να 

σχετίζεται με τη διατήρηση της φωτοσυνθετικής της δραστηριότητας. Επιπλέον, 

ο μικρότερος λόγος MGDG/DGDG στην ποικιλία Rusticano σε σχέση με την 

ποικιλία Grazia μπορεί να συσχετισθεί με την καλύτερη προσαρμογή της 

ποικιλίας Rusticano στο ψύχος, λόγω διατήρησης της ακεραιότητας των 

κυτταρικών της δομών. 

Καταπόνηση φυταρίων σε συνθήκες αλατότητας 

 Σε αντίθεση με την καταπόνηση ψύχους όπου και οι 2 ποικιλίες Rusticano και 

Grazia εμφανίζουν έντονη διαφοροποίηση στους μεταβολίτες τους σε σχέση με 

τις φυσιολογικές συνθήκες, στην περίπτωση καταπόνησης άλατος (200 mM για 

48 ώρες), οι 2 μελετώμενες ποικιλίες αντιδρούν σε μικρότερο βαθμό.  

 Ωστόσο, η μεγαλύτερη συσσώρευση της προλίνης (αύξηση 16,84 φορές σε 

σχέση με το μάρτυρα) που διαπιστώθηκε στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας 

Grazia σε σχέση με της Rusticano αποτελεί μία πρώτη αντίδραση των φυτών 

της Grazia στην αλατότητα με σκοπό να διατηρήσει τη μεταβολική της 

δραστηριότητα. Αντίθετα, η ποικιλία Rusticano φαίνεται ν’ αντιμετωπίζει την 

αλατότητα, εκτός από τη συσσώρευση προλίνης, με τη συσσώρευση 

περισσότερων μεταβολιτών κυρίως δευτερογενών και ενός φωσφολιπιδίου στο 

υπέργειο τμήμα της. 

 Οι εξαιρετικά υψηλές συγκεντρώσεις των αζωτούχων ενώσεων, 

κουμαροϋλπουτρεσκίνη (αύξηση 46,38 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) και 

κουμαροϋλαγματίνη (αύξηση 13,20 φορές σε σχέση με το μάρτυρα), που 
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διαπιστώθηκαν στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano μπορεί να 

λειτουργήσουν ως αποθησαυριστικές ενώσεις αζώτου. Ωστόσο η κύρια 

λειτουργία τους βασίζεται στην αντιοξειδωτική τους δράση και την 

εξουδετέρωση των ενεργών μορφών οξυγόνου. Είναι γνωστό, ότι τα 

φαινολοαμίδια που θεωρούνται κατάλληλα υποστρώματα για τις υπεροξειδάσες 

είναι πιθανό να συμμετέχουν στην εξάλειψη του H2O2 και να ενισχύουν την 

άμυνα του κυτταρικού τοιχώματος. 

 Τέλος η αύξηση της συγκέντρωσης της φωσφατιδοχολίνης (2,23 σε σχέση με το 

μάρτυρα), που διαπιστώθηκε στο υπέργειο τμήμα των φυταρίων της ποικιλίας 

Rusticano φαίνεται να σχετίζεται με την καλύτερη προσαρμογή των φυταρίων 

της ανωτέρω ποικιλίας στην υψηλή συγκέντρωση άλατος συμβάλλοντας στη 

διατήρηση της δομής και λειτουργίας των κυττάρων της, δεδομένου ότι η 

φωσφατιδοχολίνη αποτελεί βασικό φωσφολιπίδιο της μεμβράνης των 

ευκαρυωτικών κυττάρων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4ο: ΜΕΤΑΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΟΥ ΜΟΝΟΠΑΤΙΟΥ 

ΒΙΟΣΥΝΘΕΣΗΣ ΤΗΣ ΠΡΟΛΙΝΗΣ ΣΤΙΣ ΠΟΙΚΙΛΙΕΣ ΣΚΛΗΡΟΥ ΣΙΤΟΥ, 

RUSTICANO ΚΑΙ GRAZIA, ΣΕ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΚΑΤΑΠΟΝΗΣΗΣ 

 

4.1. Σκοπός της Έρευνας 

 

Η συσσώρευση της προλίνης θεωρείται ως μια βασική στρατηγική προστασίας 

των φυτών και επιβίωσης αυτών σε συνθήκες αλατότητας, ψύχους και υδατικής 

καταπόνησης (Shabala and Cuin 2006, Kaplan et al 2007, Hoekstra et al 2001). Έχει 

αναφερθεί ότι ποικιλίες ενός συγκεκριμένου φυτικού είδους οι οποίες εμφανίζουν 

διαφορετικό βαθμό ανθεκτικότητας στην αλατότητα και το ψύχος συγκεντρώνουν και 

διαφορετικά επίπεδα προλίνης και άλλων οσμωλυτών (Wyn and Storey, 1978, Rhodes 

et al 1989, Colmer et al 1995, Yang et al 2003, Bowne et al 2011, Zhao et al 2013). 

Αποτελεί, ωστόσο, αντικείμενο μελέτης αν η συγκέντρωση αυτών των οσμωλυτών είναι 

δείκτης ανθεκτικότητας (Binzel et al 1987, Hare and Cress 1997, Almansouri et al 

1999, Meloni et al 2001, Kumar et al 2003, Kamata and Uemura 2004, 

Veeranagamalliaiah et al 2007,) ή ευαισθησίας (Delauney and Verma 1993, Lutts et al 

1999, Heuer 2003, Chen et al 2007, Widodo et al 2009) των ποικιλιών στις 

καταπονήσεις. 

Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα της μεταβολομικής ανάλυσης, όπου η 

συσσώρευση της προλίνης διαφοροποιείται στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia σε δύο συνθήκες καταπόνησης (αλατότητα και ψύχους), στο 

συγκεκριμένο Κεφάλαιο αναλύεται η διερεύνηση της βιοσύνθεσης του ανωτέρω 

μεταβολίτη στις δύο ποικιλίες σκληρού σίτου (Rusticano και Grazia) σε συνθήκες 

αλατότητας και ψύχους.  

 

4.2 Υλικά και Μέθοδοι 

 

Πραγματοπιείται εντοπισμός των γονιδίων που πιθανά κωδικοποιούν για 

ένζυμα τα οποία εμπλέκονται στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης, μετά από 

αναζήτηση σε γνωστές βάσεις δεδομένων του φυτού A. thaliana και του T. aestivum. 

Ακολουθεί, απομόνωση των cDNA κλώνων των γονιδίων που κωδικοποιούν για αυτά 

τα ένζυμα στο σκληρό σιτάρι και μελετάται η συσσώρευση των μεταγραφημάτων των 

γονιδίων και η συγκέντρωση του μεταβολίτη σε ιστούς των ποικιλιών Rusticano και 

Grazia σε συνθήκες καταπόνησης. 
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4.2.1 In silico μελέτη των γονιδίων που συμμετέχουν στο μονοπάτι βιοσύνθεσης 

της προλίνης στο σιτάρι 

 

 Για την εύρεση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα ένζυμα βιοσύνθεσης της 

προλίνης στο σκληρό σιτάρι, πραγματοποιήθηκαν αρχικά αναζητήσεις στη βάση 

δεδομένων του φυτού A. thaliana, TAIR, http://www.arabidopsis.org/. Η βάση αυτή 

περιέχει ολόκληρο το γονιδίωμα του φυτού, με πληροφορίες για ομολογίες 

νουκλεϊνικών και αμινοξικών αλληλουχιών τόσο εντός του γονιδιώματος του A. thaliana 

όσο και με άλλους οργανισμούς. Εμφανίζονται φυλογενετικά δέντρα, τρισδιάστατες 

απεικονίσεις ορισμένων πρωτεϊνών, προβλέψεις για υποκυτταρικό εντοπισμό, 

πρότυπα έκφρασης και αλληλεπιδράσεις. Για κάθε ένα από τα υπό μελέτη γονίδια 

επιλέξαμε τη σελίδα πρωτεΐνες και με την εισαγωγή των κατάλληλων κριτηρίων 

αναζήτησης, καταλήξαμε στους γενετικούς τόπους (Locus) που κωδικοποιούν για τα 

συγκεκριμένα ένζυμα στο A. thaliana. Στη συνέχεια από την υπερσύνδεση του κάθε 

γενετικού τόπου έγινε η εύρεση του πεδίου στοιχείων της αντίστοιχης πρωτεΐνης 

(Protein Data) και επιλέξαμε την υπερσύνδεση με το όνομα αυτής.   

Ακολούθως έχοντας επιλέξει την αμινοξική αλληλουχία από το A. thaliana 

οδηγηθήκαμε στο δικτυακό τόπο http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html για την 

αναζήτηση cDNA κλώνων (TCs) που κωδικοποιούν για κάθε ένα από τα ένζυμα 

βιοσύνθεσης της προλίνης στο μαλακό σιτάρι (T. aestivum). Αφού επιλέχθηκε ως 

μελετούμενο φυτό το σιτάρι επικολλήθηκε η αμινοξική αλληλουχία από το A. thaliana. 

Χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο tBLASTn προέκυψαν οι κωδικοί αριθμοί των 

συναινετικών αλληλουχιών cDNA στο σιτάρι (ΤCs), που παρουσιάζουν ομολογία με την 

πρωτεΐνη αναζήτησης, καθώς και η ευθυγράμμιση των αντίστοιχων αμινοξικών 

αλληλουχιών με την αλληλουχία αναζήτησης. Επιλογή της υπερσύνδεσης του κάθε ΤC 

παρέχει πληροφορίες σχετικά με τη νουκλεοτιδική αλληλουχία, τη σχηματική 

παράσταση της θέσης των ESTs (expressed sequences tags) αλληλουχιών που 

συμμετέχουν στο ΤC με αντίστοιχη καταχώρηση της κάθε αλληλουχίας στη βάση 

δεδομένων, την προέλευση της cDNA βιβλιοθήκης, από την οποία προέκυψε η κάθε 

αλληλουχία EST, αποτελέσματα πειραμάτων και τυχόν βιβλιογραφικές αναφορές. 

Στη συνέχεια, έχοντας συλλέξει πολλαπλές πληροφορίες για τη συγκεκριμένη 

cDNA αλληλουχία στο μαλακό σιτάρι ακολούθησε μετάφραση του κάθε cDNA κλώνου 

(TC) μέσω του δικτυακού τόπου http://www.expasy.org/, όπου επιτρέψε την 

επαλήθευση του κωδικοποιημένου πολυπεπτιδίου στο σιτάρι καθώς και την εύρεση 

των κωδικών αριθμών των πολυπεπτιδίων, σε άλλα φυτά, που παρουσιάζουν 

ομολογία με το πολυπεπτίδιο αναζήτησης.  

http://www.arabidopsis.org/
http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/plant.html
http://www.expasy.org/
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 Με το πρόγραμμα DNASTAR πραγματοποιήθηκαν συγκρίσεις αμινοξικών και 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών για την επιβεβαίωση cDNA κλώνων και προϊόντων PCR 

και υποκλωνοποίησης (μετά από αλληλούχιση). 

 Για το σχεδιασμό, έλεγχο και επιλογή εκκινητών για το Real-Time PCR, 

χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Primer Express 1.5 software (Applied Biosystems), 

και για την επεξεργασία των αποτελεσμάτων του Real-Time PCR χρησιμοποιήθηκε το 

λογισμικό MxPro-3005P (Stratagene).  

 

4.2.2 Μοριακή μελέτη 

 

 Στο κεφάλαιο αυτό προσδιορίζεται η έκφραση των γονιδίων που εμπλέκονται 

στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης και περιγράφονται τα βήματα που 

χρησιμοποιήθηκαν : 

1. Απομόνωση RNA από τους φυτικούς ιστούς που μας ενδιαφέρουν, ενότητα 4.2.2.1.  

2. Καθαρισμός RNA από τυχόν ίχνη DNA με τη χρήση DNάσης, ενότητα 4.2.2.2.  

3. Μετατροπή σε cDNA με τη χρήση RT-PCR, ενότητα 4.2.2.3. 

4. Αντίδραση PCR για την ενίσχυση των κωδικών περιοχών των γονιδίων, ενότητα 

4.2.2.4. Προηγήθηκε σχεδιασμός εκφυλισμένων εκκινητών για τα γονίδια που 

συμμετέχουν στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης, Πίνακα 4.2.4.  

5. Διαχωρισμός προϊόντων σε πηκτή αγαρόζης, ενότητα 4.2.2.5. 

6. Καθαρισμός προϊόντων με τη χρήση του QIAquick Gel Extraction Kit Protocol 

(Qiagen), ενότητα 4.2.2.6. 

7. Αντίδραση λιγοποίησης (συνένωση τμημάτων DNA), ενότητα 4.2.2.7.1. 

8. Εισαγωγή του ανασυνδυασμένου πλασμιδίου σε επιδεκτικά κύτταρα (competent 

cells) του βακτηρίου E. coli, παρουσία αντιβιοτικών, για την επιλογή αυτών που 

φέρουν το πλασμίδιο, ενότητα 4.2.2.8.2. 

9. Απομόνωση DNA με τη μέθοδο βρασμού από κύτταρα υγρής καλλιέργειας, ενότητα 

4.2.2.9. 

10. Πέψη του πλασμιδιακού DNA με περιοριστικό ένζυμο και ανάλυση σε πηκτή για την 

επιβεβαίωση της παρουσίας του ένθετου DNA, ενότητα 4.2.2.10 και απομόνωση 

του πλασμιδίου (από νέα καλλιέργεια) με το πρωτόκολλο Μiniprep(Qiagen). 

11. Αλληλούχιση (sequencing) για την επιβεβαίωση της ακεραιότητας της ένθεσης.  

Μετά την επιβεβαίωση της ύπαρξης των γονιδίων, που συμμετέχουν στη 

βιοσύνθεση της προλίνης στο σκληρό σιτάρι, ενισχύθηκε με PCR το 3΄άκρο αυτών των 

γονιδίων, Πίνακας 4.2.5. Ακολούθησε εκ νέου η διαδικασία υποκλωνοποίηση σε 

πλασμιδιακούς φορείς και η αλληλούχιση πλασμιδίων για την επιβεβαίωση της ένθεσης 
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(βήματα 4-11), με τελικό αποτέλεσμα να γίνει γνωστή η αλληλουχία των γονιδίων από 

την κωδική περιοχή μέχρι το 3΄άκρο. 

12. Υπολογισμός της συγκέντρωσης των μεταγραφημάτων με τη χρήση qPCR, ενότητα 

4.2.2.11 

Παρακάτω αναφέρονται αναλυτικά τα βήματα της μεθοδολογίας που 

χρησιμοποιήθηκαν. 

 

4.2.2.1 Απομόνωση ολικού RNA από φυτικούς ιστούς η όργανα 

 

Για την απομόνωση του ολικού RNA ακολουθήθηκε η διαδικασία που προτείνεται από 

τους Βrusslan και Tobin (1992). Σύμφωνα με αυτήν: 

 0.2 g νωπού φυτικού ιστού ομογενοποιούνται σε γουδί λειοτριβήσεως με υγρό 

άζωτο. 

 Το δείγμα μεταφέρεται σε πλαστικό φυγοκεντρικό σωλήνα (eppendorf) στον οποίο 

προστίθεται 400 μl διαλύματος εκχύλισης RNA (Εxtraction Buffer) και 200 μl 

μίγματος φαινόλη/χλωροφόρμιο 1:1, pH: 8.3. 

 Ακολουθεί καλή ανάδευση με χρήση μηχανικού αναδευτήρα (vortex) για 30 

δευτερόλεπτα και φυγοκέντρηση του εκχυλίσματος στις 13.000 στροφές/λεπτό για 

5 λεπτά, στους 4oC. 

 Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf και επαναλαμβάνεται η 

εκχύλιση με 200 μl μίγματος φαινόλη/χλωροφόρμιο 1:1, pH: 8.3. 

 Γίνεται εκ νέου ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό για 5 

λεπτά, στους 4oC. 

 Το υπερκείμενο συλλέγεται σε νέο eppendorf και γίνεται προσθήκη 1/10 όγκου 3 Μ 

CH3COONa pH: 5.2 και ενός όγκου ισοπροπανόλης για την κατακρήμνιση των 

νουκλεϊνικών οξέων. Ανάμειξη δείγματος. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό για 15 λεπτά στους 4οC. 

 Το ίζημα των νουκλεϊνικών οξέων επαναδιαλύεται σε 562.5 μl διαλύματος 10Τ/10Ε 

και το RNA κατακρημνίζεται με την προσθήκη 187.5 μl διαλύματος 8 Μ LiCl. 

Ακολουθεί ανάμειξη του δείγματος και επώαση στους 4oC, για τουλάχιστον 12 

ώρες. 

 Το ολικό RNΑ συλλέγεται με φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό για 15 

λεπτά στους 4οC. 

 To ίζημα ξεπλένεται με 70% (v/v) αιθανόλη, αφήνεται να στεγνώσει και 

επαναδιαλύεται σε 20 μl όγκο διαλύματος 10Τ/1Ε. 
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 Η συγκέντρωση και η καθαρότητα του δείγματος προσδιορίζονται φωτομετρικά 

ενώ η ακεραιότητα διαπιστώνεται με ανάλυση δείγματος σε πηκτή αγαρόζης. 

 

4.2.2.1.1 Προσδιορισμός της συγκέντρωσης και καθαρότητας των νουκλεїνικών 

οξέων 

 

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης και της καθαρότητας των νουκλεϊνικών 

οξέων σε υδατικό διάλυμά τους γίνεται φωτομετρικά με τη χρήση συσκευής Νanodrop. 

 1 μl dH20 από το δείγμα τοποθετείται στην υποδοχή της συσκευής Νanodrop για 

μηδενισμό (blank measurement) 

 Στη συνέχεια 1 μl από το δείγμα μεταφέρεται στην υποδοχή της συσκευής 

Νanodrop η οποία μετρά την οπτική πυκνότητα (Οptical Density, O.D.) του 

δείγματος σε μήκη κύματος 240, 260 και 280nm. 

Η συσκευή εμφανίζει τη συγκέντρωση του DNA ή RNA και τους λόγους 

O.D.260/O.D.280 και Ο.D.240/O.D.260 

Η καθαρότητα ενός δείγματος νουκλεϊνικών οξέων υπολογίζεται από το λόγο 

O.D.260/O.D.280 και Ο.D.240/O.D.260. Όταν οι τιμές τους είναι 1.8-2.0 και 0,5, 

αντίστοιχα, τότε το δείγμα θεωρείται ικανοποιητικής καθαρότητας. 

 

4.2.2.2 Χειρισμός του ολικού RNA με DNάση και καθαρισμός με φαινόλη 

 

Κατά τη διαδικασία απομόνωσης του RNA από τους φυτικούς ιστούς 

απομονώνεται και μέρος του γονιδιωματικού DNA, επομένως, απαιτείται ο καθαρισμός 

του RNA από το γονιδιωματικό DNA. Η διαδικασία που ακολουθείται βασίζεται σε 

ένζυμα που κόβουν - καταστρέφουν το DNA, ενώ ταυτόχρονα αφήνουν ανέπαφο το 

RNA. Για το σκοπό αυτό ακολουθήθηκαν τα εξής βήματα: 

 Λαμβάνεται δείγμα 5 μg RNA και μεταφέρεται σε σωλήνα eppendorf στον οποίο 

έχουν προστεθεί: 

- 10Χ ρυθμιστικό διάλυμα DΝase. 

- RNA DΝase (2 units/μl) 

- RNase OUT (παρεμποδιστής RNασών) (40 units/μl) 

- ddH2O μέχρις όγκου 30 μl. 

 Το δείγμα επωάζεται στους 37οC (υδατόλουτρο) για 45 λεπτά, με σκοπό την 

καταστροφή γονιδιωματικού DNA, που μπορεί να υπάρχει στο δείγμα. 
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 Προστίθενται ddH2O και γίνεται ανάμιξη με ίσο όγκο φαινόλης, ακολουθεί 

ανάδευση για 30 δευτερόλεπτα και φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό 

για 5 λεπτά στους 4οC. 

 Το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο σωλήνα eppendorf. H ίδια διαδικασία, με 

ανάδευση και φυγοκέντρηση στις παραπάνω συνθήκες, επαναλαμβάνεται μετά 

την ανάμιξη ίσου όγκου διαλύματος φαινόλης/χλωροφόρμιου σε αναλογία 1:1, 

και μετά την ανάμιξη με ίσου όγκου χλωροφόρμιου. 

 Η κατακρήμνιση του RNA γίνεται με προσθήκη 1/10 του όγκου του διαλύματος 

με 3 Μ CH3COONa pH: 5.2 και προσθήκη 2.5 όγκων αιθανόλης. Ακολουθεί 

ανάμειξη δείγματος. 

 Το δείγμα διατηρείται στους -20οC για τουλάχιστον 12 ώρες. Επιπλέον, 

κατακρημνίζεται το RNA με διατήρηση του δείγματος στους -80οC για 30 λεπτά. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό για 15 λεπτά στους 4οC. 

 To ίζημα ξεπλένεται με 70% αιθανόλη, αφήνεται να στεγνώσει και τέλος 

επαναδιαλύεται σε 25 μl ddH2O. 

 

4.2.2.3 Σύνθεση cDNA από ολικό RNA με RT-PCR 

 

Το RNA μετά από απομόνωση και καθαρισμό μεταγράφεται σε cDNA με τη 

δράση του ενζύμου της αντίστροφης μεταγραφάσης. Για τη μεταγραφή στη 

συγκεκριμένη περίπτωση χρησιμοποιήθηκαν εκκινητές poly-dT αποτελούμενοι από 

17Τ. 

Για τη σύνθεση του cDNA τοποθετούνται σε ένα σωλήνα eppendorf τα κάτωθι : 

- oligo(dT)17 (500 μg/ml) : 1,5 μl 

- RNA : 2.5 μg  

- μίγμα dNTPs (10 mM) : 2 μl 

- ddH2O : μέχρις όγκου 12 μl 

Αρχικά γίνεται αποδιάταξη ποσότητας ολικού RNA με εκκινητή oligo(dT)17 και 

μείγμα νουκλεοτιδίων στους 65οC για 5 λεπτά και ακολούθως η αντίδραση τοποθετείται 

στον πάγο, για να διατηρηθεί το RNA σε μονόκλωνη κατάσταση.  

Στη συνέχεια, μετά από σύντομη φυγοκέντρηση, προστίθενται τα κάτωθι 

αντιδραστήρια: 

- 5x ρυθμιστικό διάλυμα σύνθεσης πρώτης αλυσίδας : 4 μl 

- DTT (0,1Μ) : 2 μl  

- Rnase OUT (40 units/μl) : 1μl  

Αναμιγνύονται τα παραπάνω συστατικά και επωάζονται στους 42οC για 2 λεπτά. 
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- Γίνεται προσθήκη SuperScript II RT (Invitrogen 200 units/μl) : 1 μl  

Ακολουθεί επώαση στους 42οC για 50 λεπτά και η αντίδραση διακόπτεται με θέρμανση 

στους 70οC για 15 λεπτά. Τα δείγματα διατηρούνται στους -20oC. 

 

4.2.2.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR) 

 

Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης χρησιμοποιείται για την in vitro 

ενίσχυση ακολουθιών DNA. Ο πολλαπλασιασμός των αλληλουχιών του DNA γίνεται με 

ταυτόχρονη επέκταση των δύο συμπληρωματικών αλυσίδων. Τα απαραίτητα 

συστατικά μιας αντίδρασης PCR είναι: 

 Το δίκλωνο μόριο DNA που θέλουμε να ενισχύσουμε. 

 Ένα ζεύγος κατάλληλων εκκινητών που υβριδίζουν στις συµπληρωµατικές 

αλυσίδες DNA και προσδιορίζουν τα σημεία έναρξης της αντιγραφής (0.1-1 

μΜ). 

 Μια θερµοανθεκτική DNA πολυµεράση (20-25 units/ml). 

 Τριφωσφορικά δεοξυνουκλεοτίδια (200 μΜ από το καθένα) και  

 Iόντα Mg+2 

Μια τυπική αντίδραση PCR περιλαμβάνει σε πρώτη φάση την αποδιάταξη του 

DNA στόχου σε υψηλή θερμοκρασία. Ακολουθεί μείωση της θερμοκρασίας και 

υβριδισµός των εκκινητών στις αποδιατεταγμένες αλυσίδες. Στην συνέχεια αυξάνεται η 

θερμοκρασία για να γίνει η σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων από την 

πολυμεράση. Οι τρεις αυτές διαδικασίες επαναλαμβάνονται από 20 έως 35 φορές με 

αποτέλεσμα η αλληλουχία στόχος να πολλαπλασιάζεται εκθετικά. 

Στην παρούσα εργασία το πρόγραμμα PCR που χρησιμοποιήθηκε για την 

ενίσχυση τμήματος της κωδικής περιοχής των γονιδίων που κωδικοποιούν για τα 

ένζυμα βιοσύνθεσης της προλίνης στο σκληρό σιτάρι, δ-OAT, P5CR, P5CS1, P5CS2 

και TUB αναφέρεται στον Πίνακα 4.2.1. Η πολυμεράση που χρησιμοποιήθηκε, 

DyNAzyme ΙΙ (FINNZYMES), παρουσιάζει χαμηλό ποσοστό λαθών κατά την σύνθεση 

της συμπληρωματικής αλυσίδας DNA. 

Σε σωλήνα φυγοκέντρησης 0.5 ml προστίθενται τα παρακάτω σε τελικό όγκο 50 

μl : 

-ddH2O : 40.5 μl 

-10Χ ρυθμιστικό διάλυμα DNAzyme : 5 μl 

-μίγμα dNTPs (10 mM) : 1 μl 

-Έμπροσθεν εκκινητής (30 μΜ) : 1 μl 

-Ανάστροφος εκκινητής (30 μΜ): 1 μl 
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-DNA πολυμεράση (2units/μl) : 0.5 μl 

-Μήτρα DNA : 1 μl 

 
Πίνακας 4.2.1 Το πρόγραμμα θερμοκρασιών, χρόνων και κύκλων κατά την αντίδραση PCR 

Συνθήκες ενίσχυσης PCR 
Αρχική αποδιάταξη 94oC για 3 λεπτά 
 
Αποδιάταξη  
 
Υβριδισμός Εκκινητών 
 
Επιμήκυνση  
 

 
94oC για 1 λεπτό 
 
56-60oC για 1 λεπτό                          35 
                                                        κύκλοι 
72oC για 1 λεπτό  

Τελική Επιμήκυνση  72oC για 10 λεπτά 

 

Ωστόσο, για κάθε γονίδιο σχεδιάστηκαν εκφυλισμένοι εκκινητές σε 

συντηρημένες περιοχές μετά από αλληλούχιση των κωδικών περιοχών των 

αντίστοιχων γονιδίων σε άλλα μονοκότυλα φυτά και περιγράφονται στον Πίνακα 4.2.1. 

Για το σχεδιασμό των εκκινητών των γονιδίων χρησιμοποιήθηκαν οι κάτωθι 

ακολουθίες:  

P5CS1 : Πραγματοποιήθηκε ευθυγράμμιση κωδικών περιοχών των ακολουθιών από 

το μαλακό σιτάρι (AB193551, AY888045, TC262839) και το ρύζι (AC111016, 

AY574031, D49714).  

P5CS2 : Πραγματοποιήθηκε ευθυγράμμιση κωδικών περιοχών των ακολουθιών από 

το μαλακό σιτάρι (TC236001, TC235999) και το ρύζι (AP004127).  

δ-OAT: Πραγματοποιήθηκε ευθυγράμμιση κωδικών περιοχών των ακολουθιών από το 

μαλακό σιτάρι (TC248538, TC248213, TC259776) και το ρύζι (AC145383).  

P5CR : Πραγματοποιήθηκε ευθυγράμμιση κωδικών περιοχών των ακολουθιών από το 

μαλακό σιτάρι (AY880317, TC254523), το κριθάρι (AY177684), το καλαμπόκι 

(DQ026301) και το ρύζι (AP003259).  

TUB :  Πραγματοποιήθηκε ευθυγράμμιση κωδικών περιοχών των ακολουθιών από το 

μαλακό σιτάρι (TAU76558) και το κριθάρι (Y08490).  

Στη συνέχεια ενισχύθηκε το 3΄ άκρο των γονιδίων P5CS1, P5CS2, δ-OAT, 

P5CR. Για την ενίσχυση του 3΄ άκρο των γονιδίων δ-OAT, P5CR χρησιμοποιήθηκε το 

πρόγραμμα PCR και οι εκκινητές που αναγράφονται στους Πίνακες 4.2.2 και 4.2.5 

αντίστοιχα. Ενώ για την ενίσχυση του 3΄ άκρο των γονιδίων των γονιδίων P5CS1 και 

P5CS2 χρησιμοποιήθηκε μια παραλλαγή της κλασσικής PCR, η “touchdown” PCR 

(Πίνακες 4.2.3 και 4.2.5). Με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης αυτού του είδους 

αποφεύγεται η ενίσχυση ανεπιθύμητων προϊόντων. Πιο συγκεκριμένα στα πρώτα 

στάδια της “touchdown” PCR οι θερμοκρασίες σύνδεσης των εκκινητών είναι υψηλές. 

Στη συνέχεια η θερμοκρασία σύνδεσης μειώνεται σταδιακά όσο περνούν τα στάδια της 
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αντίδρασης. Οι εκκινητές υβριδίζονται σε υψηλή θερμοκρασία, η οποία επιτρέπει την 

ελάχιστη δυνατή μη ειδική σύνδεση. Στους επόμενους κύκλους με τη χαμηλότερη 

θερμοκρασία σύνδεσης των εκκινητών, η ακολουθία αυτή θα ενισχυθεί περαιτέρω και 

θα αποκλείσει την ενίσχυση ανεπιθύμητων προϊόντων (Korbie 2008). 

 
Πίνακας 4.2.2 Το πρόγραμμα θερμοκρασιών, χρόνων και κύκλων κατά την αντίδραση PCR 

για την ενίσχυση του 3΄άκρο των γονιδίων δ-OAT & P5CR 

Συνθήκες ενίσχυσης PCR 
Αρχική αποδιάταξη 94oC για 3 λεπτά 
 
Αποδιάταξη  
 
Υβριδισμός Εκκινητών 
 
Επιμήκυνση  
 

 
94oC για 1 λεπτό 
 
48 & 54oC για 1 λεπτό                      35 
                                                        κύκλοι 
72oC για 1 λεπτό  

Τελική Επιμήκυνση  72oC για 10 λεπτά 

 
Πίνακας 4.2.3 Το πρόγραμμα θερμοκρασιών, χρόνων και κύκλων κατά την touchdown PCR 

για την ενίσχυση του 3΄άκρο των γονιδίων P5CS1 και P5CS2 

Συνθήκες ενίσχυσης “touchdown” PCR 

Αρχική αποδιάταξη 95oC για 2 λεπτά 

 
Αποδιάταξη  

Υβριδισμός Εκκινητών 

Βαθμιδωτή αύξηση Θερμοκρασίας 

Επιμήκυνση  

 

 
94oC για 20 δευτερόλεπτα 

56oC για 30 δευτερόλεπτα                        2  

0,5oC ανά δευτερόλεπτο                       κύκλοι 

72oC για 2.5 λεπτά  

Αποδιάταξη  

Υβριδισμός Εκκινητών  

Βαθμιδωτή αύξηση Θερμοκρασίας 

Επιμήκυνση  

94oC για 20 δευτερόλεπτα                      -1 οC 

56-49oC για 30 δευτερόλεπτα               ανά κύκλο 

0,5oC ανά δευτερόλεπτο                        7 κύκλοι 

72oC για 2.5 λεπτά  

 
Αποδιάταξη  

Υβριδισμός Εκκινητών  

Βαθμιδωτή αύξηση Θερμοκρασίας 

Επιμήκυνση 

 
94oC για 20 δευτερόλεπτα 

48oC για 30 δευτερόλεπτα                      20 

0,5oC ανά δευτερόλεπτο                       κύκλοι 

72oC για 2.5 λεπτά  

 

Τελική Επιμήκυνση 72oC για 10 λεπτά 
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Πίνακας 4.2.4 Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το PCR, ο αριθμός των βάσεων που ενίσχυσαν και η θερμοκρασία υβριδισμού των εκκινητών. 

 

Πίνακας 4.2.5 Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για το PCR, ο αριθμός των βάσεων που ενίσχυσαν μέχρι την 3’ περιοχή των γονιδίων και η θερμοκρασία υβριδισμού 

(Tm) των εκκινητών. Η “touchdown” PCR πραγματοποιήθηκε στο εύρος θερμοκρασιών υβριδισμού 56-480C. 

Ένζυμο Γονίδιο Όνομα Εκκινητή Αλληλουχία Αναμενόμενο 

μέγεθος 
Τm (οC) 

δ-αμινοτρανσφεράση της ορνιθίνης δ-OAT 
OATF1 5'-CTTTGATTGTCTCTTGCTGTGG-3' 

> 1000bp 48oC 
Oligo(dT)17Τ 5'-TTTTTTTTTTTTTTTTT-3' 

Αναγωγάση του δ 1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CR 
P5CRF2 

Oligo(dT)17Τ 

5'-GACAAGCWGCATCAGTSATGTG-3' 

5'-TTTTTTTTTTTTTTTTT-3' 
> 537bp 54oC 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CS1 
P5CS1F1 5'-CGAAGTGGTAATGGTCTTCTCC-3' 

> 1000bp 56-48oC 
Oligo(dT)17Τ 5'-TTTTTTTTTTTTTTTTT-3' 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CS2 P5CS2F1 5'-GGACCCTATCCCCCATACACTG-3' 
> 1300 bp 56-48oC 

  Oligo(dT)17Τ 5'-TTTTTTTTTTTTTTTTT-3' 

 

Ένζυμο Γονίδιο Όνομα 

Εκκινητή 

Αλληλουχία Αναμενόμενο 

μέγεθος 

Τm (oC) 

δ-αμινοτρανσφεράση της ορνιθίνης δ-OAT 
OATF1 5'-CTTTGATTGTCTCTTGCTGTGG-3' 

370bp 56oC 
OATR1 5'-CTAGAATCACCAYATCAGGTCG-3' 

Αναγωγάση του δ 1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CR 
P5CRF2 5'-GACAAGCWGCATCAGTSATGTG-3' 

201bp 56oC 
P5CRR1 5'-CCAGCAGCAACTCCACCATCAG-3' 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CS1 
P5CS1F1 

P5CS1R 

5'-CGAAGTGGTAATGGTCTTCTCC-3' 

5'-CATCCTTGTCACCATTCACCAC-3' 
835bp 56oC 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CS2 
P5CS2F1 5'-GGACCCTATYTCMCATACACTG-3' 

961bp 58oC 
P5CS2R 5'-TCACTACTTGTCCACTYCCTCG-3' 

Τιουμπουλίνη TUB 
TUBF1 5'-ACCGCCAGCTCTTCCACCCT-3' 

579bp 60oC 
TUBR1 5'-TCACTGGGGCATAGGAGGAA-3' 
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4.2.2.5 Hλεκτροφόρηση δεοξυριβοζονουκλεϊνικών οξέων (DNA) σε πηκτή 

αγαρόζης 

 

Ο διαχωρισμός των δεοξυριβοζονουκλεϊνικών οξέων γίνεται με βάση το 

μέγεθος και τη διαμόρφωσή τους σε πηκτή αγαρόζης με ηλεκτροφόρηση. Ο 

διαχωρισμός των μορίων εξαρτάται από τη συγκέντρωση της πηκτής. Για 

παράδειγμα, μεγαλύτερη συγκέντρωση πηκτής έχει ως αποτέλεσμα καλύτερο 

διαχωρισμό μικρών μορίων και αντιστρόφως, μεγαλύτερα μόρια διαχωρίζονται 

καλύτερα σε μικρότερης συγκεντρώσεως πηκτές. Για την πιστοποίηση του μεγέθους 

χρησιμοποιείται μάρτυρας DNA γνωστού μοριακού βάρους. Τα μόρια του DNA 

γίνονται ορατά με την προσθήκη βρωμιούχου αιθίδιου, το οποίο έχει την ιδιότητα να 

παρεμβάλλεται μεταξύ των βάσεων του DNA και να φθορίζει παρουσία υπεριώδους 

φωτός.  

Η προετοιμασία της πηκτής γίνεται ακολουθώντας την παρακάτω διαδικασία: 

 Κατάλληλη ποσότητα αγαρόζης (συνήθως 1%) προστίθεται σε ρυθμιστικό 

διάλυμα 1Χ ΤAE και θερμαίνεται στο φούρνο μικροκυμάτων μέχρι το μίγμα να 

ομογενοποιηθεί. 

 Στο υγρό μίγμα προστίθεται 0.001% (v/v) διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου 

(ΕtBr). 

 Ακολουθεί μεταφορά σε καλούπι συσκευής οριζόντιας ηλεκτροφόρησης και 

αφήνεται για 30 λεπτά να στερεοποιηθεί σε θερμοκρασία δωματίου. Στη 

συσκευή εφαρμόζεται κατάλληλη «χτένα» ώστε να σχηματισθούν στην πηκτή 

οι θέσεις φόρτωσης. 

 Μόλις στερεοποιηθεί η πηκτή, απομακρύνεται η «χτένα», προστίθεται 

ρυθμιστικό διάλυμα 1Χ ΤΑΕ, τοποθετούνται τα δείγματα DNA στις θέσεις 

φόρτωσης και συμπληρώνεται στη συσκευή ρυθμιστικό διάλυμα 1Χ ΤΑΕ. 

 Τα δείγματα ηλεκτροφορούνται παρουσία συνεχούς τάσης 50-120V, ανάλογα 

με την επιθυμητή ταχύτητα διαχωρισμού και την περιεκτικότητά της σε 

αγαρόζη. 

 

4.2.2.6 Απομόνωση DNA από πηκτή αγαρόζης  

 

Μετά την ηλεκτροφόρηση, το τμήμα που περιέχει την επιθυμητή ζώνη DNA 

αφαιρείται με τη χρήση κοπιδίου. Για τον καθαρισμό χρησιμοποιήθηκε η στήλη 

καθαρισμού QuickSpin της εταιρίας Qiagen ακολουθώντας το QIAquick Gel 

Extraction Kit Protocol. 
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 Ζυγίζεται το κομμάτι της πηκτής σε ένα eppendorf και προστίθεται ρυθμιστικό 

διάλυμα QG σε αναλογία 3:1. 

 Ακολουθεί επώαση στους 50οC για 10 λεπτά ώστε η πηκτή να λιώσει πλήρως. Γι’ 

αυτό συνιστάται η ανάδευση με χρήση μηχανικού αναδευτήρα (vortex) ανά 2-3 

λεπτά κατά τη διάρκεια της επώασης. Στο τέλος της επώασης το χρώμα του 

μίγματος είναι κίτρινο. 

 Προστίθεται ίσος όγκος με την πηκτή ισοπροπανόλη και αναδεύεται καλά. 

 Προσαρμόζεται η στήλη, που διατίθεται από το kit, στο eppendorf, ώστε να 

συλλεχθεί το DNA, και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό. 

 Απομακρύνεται το διάλυμα, που συλλέχτηκε στο eppendorf και αυτό 

ξαναπροσαρμόζεται στη στήλη. 

 Προστίθενται 500 μl DNA ρυθμιστικού διαλύματος QG και η παραπάνω 

διαδικασία επαναλαμβάνεται. 

 Προκειμένου το DNA να ξεπλυθεί, προστίθενται 0.75 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

PE και φυγοκεντρείται για 1 λεπτό. 

 Απομακρύνεται το διάλυμα, που συλλέχθηκε στο eppendorf και φυγοκεντρείται 

και πάλι για 1 λεπτό στις 13.000 στροφές. 

 Προσαρμόζεται η στήλη σε νέο eppendorf και προκειμένου να συλλεχθεί το DNA 

προστίθενται 50 μl ρυθμιστικού διαλύματος ΕΒ και ακολουθεί φυγοκέντρηση για 1 

λεπτό στις 15.000 στροφές. 

Το υγρό που συγκεντρώνεται περιέχει το προς απομόνωση DNA. 

 

4.2.2.7 Υποκλωνοποίηση τμημάτων DNA σε πλασμιδιακούς φορείς 

 

Ο φορέας κλωνοποίησης που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα εργασία ήταν 

το πλασμίδιο pGEM®-T Easy (Promega) (Εικ. 4.2.1). Σημαντικά χαρακτηριστικά 

αυτού του φορέα είναι ο υψηλός αριθμός αντιγράφων ανά κύτταρο, το γονίδιο ampr 

που προσδίδει ανθεκτικότητα στην αμπικιλίνη, οι προαγωγείς που αναγνωρίζονται 

από τις SP6 και T7 RNA πολυμεράσες. Επιπλέον, περιέχουν τμήμα του γονιδίου 

lacZ που κωδικοποιεί για τα πρώτα 146 αμινοξέα του γονιδίου της β-γαλακτοσιδάσης 

και χρησιμοποιείται για την επιλογή των ανασυνδυασμένων κλώνων, μέσω του 

μηχανισμού της α-συμπληρωματικότητας. Ο φορέας αυτός είναι κατάλληλος για 

υποκλωνοποίηση προϊόντων PCR, εφόσον διαθέτουν άκρα πολυΑ, τα οποία 

υβριδίζουν με τα άκρα πολυΤ του πλασμιδιακού φορέα. 
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Eικόνα 4.2.1 Ο κυκλικός χάρτης του 

φορέα pGEM®-T Easy με τα ένζυμα 

περιορισμού.  

 

 

 

 

4.2.2.7.1 Ενοποίηση των άκρων DNA με τη χρήση της DNA λιγάσης 

 

Προκειμένου να αυξηθεί η πιθανότητα δημιουργίας ανασυνδυασμένων 

πλασμιδίων η αναλογία άκρων φορέα προς ένθετο DNA θα πρέπει να είναι 1:3. Για 

να υπολογίσουμε την ποσότητα DNA ένθεσης σε ng χρησιμοποιούμε τον τύπο: 

ng πλασμιδιακού φορέα × kb DNA ένθεσης   ×   3  

             kb πλασμιδιακού φορέα                          1 

 

Η αντίδραση της DNA λιγάσης πραγματοποιείται σε τελικό όγκο 10 μl. 

Σε σωλήνα eppendorf τοποθετούνται τα εξής συστατικά:  

- 2Χ ρυθμιστικό διάλυμα λιγάσης : 5 μl 

- T4 DNA λιγάση (1 unit/μl) : 1 μl 

- pGEM T-Easy φορέα : 1 μl 

- Ένθετο DNA : 3 μl 

Το δείγμα επωάζεται στους 4οC για 14-16 ώρες. 

 

4.2.2.8 Μετασχηματισμός E. coli 

4.2.2.8.1 Δημιουργία βακτηριακών κυττάρων E. coli ικανών για 

μετασχηματισμό  

 

Τα στελέχη Ε. coli που χρησιμοποιήθηκαν για την προετοιμασία ικανών προς 

μετασχηματισμό κυττάρων ήταν τα ΧL1 Blue. H διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η 

εξής: 
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 10 ml θρεπτικού διαλύματος LB, στο οποίο έχει προστεθεί το κατάλληλο 

αντιβιοτικό εμβολιάζονται με μεμονωμένη αποικία E. coli και επωάζονται για 

περίπου 18 ώρες στους 37oC, με συνεχή ανακίνηση. 

 2 ml της παραπάνω καλλιέργειας χρησιμοποιούνται για τον εμβολιασμό 

200ml αποστειρωμένου θρεπτικού διαλύματος LB. Η καλλιέργεια 

αναπτύσσεται στους 37oC, με συνεχή ανακίνηση έως ότου η οπτική 

πυκνότητα της καλλιέργειας να είναι O.D.600=0.2-0.3. 

 Τα βακτηριακά κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6.000 

στροφές/λεπτό για 10 λεπτά στους 4oC. 

 Το βακτηριακό ίζηµα επαναδιαλύεται με 50 ml παγωµένου διαλύµατος 0.1 Μ 

MgCl2. 

 Η επαναδιάλυση γίνεται πάντα µε ανακίνηση µέσα σε πάγο ώστε τα κύτταρα 

να παραµένουν παγωµένα. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 6.000 στροφές/λεπτό για 10 λεπτά στους 4oC. 

 Το ίζημα που σχηματίζεται επαναδιαλύεται σε 25 ml παγωµένου διαλύµατος 

0.1 Μ CaCl2 και αφήνεται στον πάγο για 20 λεπτά. 

 Τα κύτταρα συλλέγονται µε φυγοκέντρηση στις 6.000 στροφές/λεπτό για 10 

λεπτά στους 4oC και επαναδιαλύονται σε 10 ml παγωμένου διαλύματος 0.1 Μ 

CaCl2. 

 Τέλος προστίθεται γλυκερόλη σε τελική συγκέντρωση 20% v/v και γίνεται 

απαλή ανάμειξη. 

Τα ικανά κύτταρα αποθηκεύονται σε έτοιµα προς χρήση κλάσµατα των 100 μl, σε 

σωλήνες eppendorf και διατηρούνται στους -80oC. 

 

4.2.2.8.2 Μετασχηματισμός δεκτικών κυττάρων E.coli 

 

 Σε σωλήνα eppendorf μεταφέρονται, μέσα σε πάγο, 100 µl ικανά προς 

μετασχηματισμό κύτταρα E. coli. 

 Αφού τα κύτταρα ξεπαγώσουν, προστίθενται 10-100 ng πλασμιδιακό DNA σε 

όγκο που δεν πρέπει να υπερβαίνει το 1/10 του όγκου των κυττάρων που 

χρησιμοποιούνται. 

 Το μείγμα επωάζεται στον πάγο για 30 λεπτά. 

 Υποβάλλουμε τα κύτταρα σε θερμική καταπόνηση στους 42oC για 1-2 λεπτά, 

ώστε να διευκολυνθεί η εισαγωγή του πλασμιδίου. 

 Προστίθενται 200 μl θρεπτικού διαλύματος LB και τα δείγματα επωάζονται στους 

37oC για 1 ώρα. 
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 Tα κύτταρα στρωματώνονται σε τρυβλία, µε θρεπτικό υλικό LB και αντιβιοτικό 

αμπικιλίνη, για την επιλογή των μετασχηματισμένων κυττάρων  

 Ακολουθεί επώαση στους 37oC για περίπου 18 ώρες. 

 Προστίθεται 200 μl υγρού θρεπτικού υποστρώματος LB και τοποθετούνται για 

40-50 λεπτά στο υδατόλουτρο στους 37oC. 

 Φύλαξη των τρυβλίων στο ψυγείο στους 4oC. 

Για την επιλογή των αποικιών που φέρουν ανασυνδυασμένο πλασμίδιο, 

προσθέτουμε στα κύτταρα, προτού απλωθούν σε τρυβλία, 10 μl 100 mM IPTG και 50 

μl 2% X-Gal. Μετά την επώαση, θα επιλεχθούν οι άσπρες και όχι οι μπλε αποικίες, 

στις οποίες το γονίδιο της β-γαλακτοσιδάσης δεν διακόπηκε και επομένως το 

πλασμίδιο δεν ήταν ανασυνδυασμένο. 

 

4.2.2.9 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με τη μέθοδο του βρασμού 

 

Για την απομόνωση του ολικού RNA ακολουθήθηκε η διαδικασία που προτείνεται 

από τους Holmes and Quigley (1981). Σύμφωνα με αυτήν: 

 5 ml θρεπτικού διαλύματος LB που περιέχουν το κατάλληλο αντιβιοτικό, 

εμβολιάζονται µε µία μεμονωμένη αποικία κυττάρων E. coli, τα οποία έχουν 

μετασχηματισθεί με το προς απομόνωση πλασμίδιο. Η καλλιέργεια 

αναπτύσσεται στους 37oC µε συνεχή ανακίνηση για 12 με 16 ώρες. 

 1.5 ml από την παραπάνω καλλιέργεια μεταφέρονται σε σωλήνα eppendorf και 

φυγοκεντρούνται στις 6.000 στροφές/λεπτό για 3 λεπτά σε θερμοκρασία 

δωματίου. 

 Το υπερκείμενο απομακρύνεται πλήρως και το βακτηριακό ίζημα επαναδιαλύεται 

σε 150 μl διαλύµατος STEΤ. Προσθέτουμε 1 µl λυσοζύµη (50 mg/ml) και 

αναδεύουμε. 

 Επωάζεται το δείγμα στους 100oC για 45 δευτερόλεπτα. 

 Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 στροφές/λεπτό για 20 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

 Το ίζηµα αποµακρύνεται με την βοήθεια αποστειρωμένου τεμαχίου ξύλου και το 

πλασµιδιακό DNA, που βρίσκεται στο υπερκείμενο, κατακρηµνίζεται µε την 

προσθήκη 180 µl ισοπροπανόλης. 

 Στη συνέχεια φυγοκεντρείται στις 13.000 στροφές/λεπτό για 10 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου για την συλλογή του πλασμιδιακού DNA. 

 Ακολουθεί ξέπλυμα με 70% αιθανόλη και επαναδιάλυση σε 20 µl ρυθµιστικού 

διαλύµατος ΤΕ ή ddH2O. 
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4.2.2.10 Πέψη DNA με ενδονουκλεάσες περιορισμού 

 

Οι πέψεις δειγμάτων DNA με τις περιοριστικές ενδονουκλεάσες γίνονται σε 

όγκους που κυμαίνονται μεταξύ 20 μl και 100 μl, γεγονός που εξαρτάται από την 

ποσότητα DNA, που υποβάλλεται σε πέψη. Στην παρούσα εργασία 

χρησιμοποιήθηκε το ένζυμο ΕcoRI, με αλληλουχία αναγνώρισης G/AATTC και με 

βέλτιστη θερμοκρασία δράσης τους 37oC. 

 Η αντίδραση πέψης πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 20 μl και περιλαμβάνει : 

-Δείγμα DNA : 2 μl 

-Ρυθμιστικό διάλυμα ενζύμου : 2 μl 

-RNάση A (2.5mg/ml) :  0.3 μl 

-Ένζυμο περιοριστικής ενδονουκλεάσης (ΕcoRI) : 0.5 

-dH2O : 15.2 μl 

 To διάλυμα αναμιγνύεται καλά και επωάζεται για 2 ώρες στους 37οC (στη 

βέλτιστη θερμοκρασία αντίδρασης).  

 Μετά το πέρας της αντίδρασης τα προϊόντα αναλύονται σε πηκτή αγαρόζης. 

Τέλος, ακολουθεί απομόνωση του πλασμιδίου (από νέα καλλιέργεια) με το 

Πρωτόκολλο Μiniprep (Qiagen) και το καθαρό DNA ηλεκτροφορείται, υπολογίζονται 

τα ng DNA/μl και αποστέλλεται για αλληλούχιση, ποσότητα σε μl που αντιστοιχεί 

περίπου σε 1000 ng DNA. 

 

4.2.2.11 Real-Time PCR ανάλυση 

 

Οι αντιδράσεις του ποσοτικού Real-Time PCR πραγματοποιήθηκαν στο 

μηχάνημα MX3005P (Stratagene), με αντιδραστήρια της Applied Biosystems. Η 

αντίδραση PCR περιλαμβάνει : 

-Μίγμα της Power SYBR Green (Applied Biosystems)  

-Εξειδικευμένους εκκινητές  

-Μήτρα cDNA  

Τα cDNA-στόχοι ενισχύθηκαν με εξειδικευμένους εκκινητές (Πιν. 4.2.6) που 

σχεδιάστηκαν στη μεταγραφόμενη περιοχή του κάθε γονιδίου με χρήση του 

υπολογιστικού προγράμματος Primer Express 1.5 software (Applied Biosystems). Οι 

εκκινητές σχεδιάστηκαν κοντά στην περιοχή του 3’ άκρου των γονιδίων και το 

μέγεθός τους κυμαίνεται από 60 έως 70 ζεύγη βάσεων. 

Το πρόγραμμα του PCR περιλαμβάνει 10 λεπτά επώαση στους 95oC και 

ακολούθησαν 40 κύκλοι με 95oC για 15 δευτερόλεπτα και 60oC για 1 λεπτό. Η 
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εξειδίκευση των εκκινητών και ο σχηματισμός διμερών των εκκινητών ελέγχθηκε για 

κάθε ζεύγος χωριστά από την ανάλυση της καμπύλης αποδιάταξης στο τέλος της 

αντίδρασης.  

Τα επίπεδα έκφρασης ενός γονιδίου του Τ. aestivum που κωδικοποιεί για την 

τιουμπουλίνη χρησιμοποιήθηκαν ως εσωτερικός έλεγχος για να γίνει κανονικοποίηση 

στις μικρές διαφορές που παρουσιαζόταν στις ποσότητες του cDNA. 

Τα επίπεδα έκφρασης του κάθε γονιδίου (Χ) υπολογίστηκαν σε αναλογία 

προς τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου της τιουμπουλίνης (ΤUB). Τα σχετικά 

επίπεδα έκφρασης υπολογίστηκαν από τον τύπο (1+Ε)-ΔCt, όπου ΔCt είναι η διαφορά 

Ct
X-Ct

TUB και Ε είναι η αποδοτικότητα της αντίδρασης PCR. Η αποδοτικότητα της 

αντίδρασης PCR (Ε) για κάθε γονίδιο υπολογίστηκε από την γραμμική συνάρτηση 

του λογαρίθμου της απορρόφησης ανά κύκλο αντίδρασης, χρησιμοποιώντας το 

λογισμικό LinRegPCR (Ramakers el al 2003). Όλες οι αντιδράσεις qPCR 

πραγματικού χρόνου πραγματοποιήθηκαν σε τρείς βιολογικές επαναλήψεις. 
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Πίνακας 4.2.6 Οι εκκινητές που επελέγησαν για το Real-Time PCR 

 

Ένζυμο Γονίδιο Όνομα 

Εκκινητή 

Αλληλουχία 

δ-αμινοτρανσφεράση της ορνιθίνης δ-OAT 
TdOAT-854F 5΄-GCAGATCAAGAAGCCAGAATCG-3΄ 

TdOAT-917R 5΄-TAAATCCCGACCGCACCTATC-3΄ 

Αναγωγάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CR 
TdP5CR-158F 5΄-TTTCTTGGCAATAGAGGCCATG-3΄ 

TdP5CR-229R 5΄-AGACCAAGAGCAAGATCCCGA-3΄ 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CS1 
TdP5CS1-739F 

TdP5CS1-809R 

5΄-CGTATACATGCACGTGGACCTG-3΄ 

5΄- CCTTTCCCTCGTAAGAGCCATC-3΄ 

Συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό P5CS2 
TdP5CS2-665F 

TdP5CS2-736R 

5΄-TGCACCCTCGAATTTGTTGA-3΄ 

5΄-TGTGTGTGCACTTCCATAACGA-3΄ 

Τιουμπουλίνη TUB 
TdTUB-415F 5΄-GCCCAACATACACCAACCTCA-3΄ 

TdTUB-475R 5΄-GAAGCTGTCAGCGATGAAATGA-3΄ 
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4.2.3 Προσδιορισμός προλίνης 

 

Η μέτρηση της συγκέντρωσης της ελεύθερης προλίνης εκτιμήθηκε 

χρησιμοποιώντας της μέθοδο της όξινης νινυδρίνης (Bates et al 1973):  

-500mgr φρέσκου φυτικού ιστού (υπέργειο & υπόγειο τμήμα) 

ομογενοποιήθηκε με 10ml σουλφοσαλικυλικού οξέος (3%).  

-Το δείγμα επωάστηκε σε υδατόλουτρο για 10λεπτά στους 1000C.  

-Ακολούθησε διήθηση του δείγματος με διηθητικό χαρτί.  

-Σε 2ml του διηθημένου δείγματος προστίθενται 2ml οξικό οξύ + 2ml όξινη 

νινυδρίνη.  

-Το δείγμα επωάστηκε σε υδατόλουτρο για 1 ώρα στους 1000C. Μετά το 

πέρας της ώρας η αντίδραση τερματίστηκε με την τοποθέτηση των 

δειγμάτων σε πάγο.  

-Εν συνεχεία, έγινε προσθήκη 4ml τολουένιο και πραγματοποιήθηκε 

ομογενοποίηση για 15-20 δευτερόλεπτα, προκειμένου να διαχωριστεί η 

οργανική από την ανόργανη φάση. 

-Το εκχύλισμα της οργανικής φάσης μετρήθηκε σε μήκος κύματος 520nm σε 

φασματοφωτόμετρο (Hitachi U-2800 Tokyo, Japan).  

Η καμπύλη αναφοράς πραγματοποιήθηκε με γνωστές συγκεντρώσεις προλίνης και η 

συγκέντρωση της προλίνης υπολογίστηκε σε σχέση με το νωπό βάρος των 

δειγμάτων ως εξής : 

[(μg προλίνης/ml x ml τολουένιο)/115 μg/μmol]/[(g δείγματος)/5] 

=μmol προλίνης/g νωπού βάρους δείγματος 

Πραγματοποιήθηκαν 3 επαναλήψεις για τον υπολογισμό της προλίνης. 
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Διαλύματα και θρεπτικά υλικά ανάπτυξης μικροοργανισμών 

Διαλύματα απομόνωσης RNA από φυτικούς ιστούς 

Διάλυμα εκχύλισης (Extraction Buffer) RNA 

50 mM Tris-HCl pH: 8.3, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% Lauryl sarcosine. 

3M Oξικό νάτριο (CH3COONa) pH:5.2 

Σε τελικό όγκο 1 lt H2O διαλύονται 246,09 gr άνυδρο οξικό νάτριο. Ρύθμιση του pH 

του διαλύματος στο 5,2 µε την προσθήκη πυκνού οξικού οξέος. Το τελικό διάλυμα 

αποστειρώνεται και φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου. 

10Τ/10Ε 

10 mM Tris-HCl pH: 8.3, 10 mM EDTA. 

8 Μ Χλωριούχο λίθιο (LiCl) 

Σε τελικό όγκο 100ml dH2O διαλύονται 33.9 gr LiCl. 

10Τ/1Ε 

10 M Tris-HCl pH: 8.0, 1 mM EDTA. 

 

Διαλύματα ανάλυσης νουκλεϊνικών οξέων 

1x TAE 

Αρχικά παρασκευάζεται διάλυμα 50x TAE το οποίο αραιώνεται 50 φορές, 50x TAE: 

242 gr Tris base, 57.1 ml οξικού οξέος και 0.5 ml EDTA pH: 8.0 σε ddH2O μέχρι 

τελικού όγκου 1 lt. 

Διάλυμα βρωμιούχου αιθίδιου 10mg/ml. 

0.5 gr βρωμιούχου αιθιδίου προστίθεται σε 100 ml dH2O και αναδεύεται καλά. Το 

διάλυμα φυλάσσεται σε σκοτεινό δοχείο στους 4oC. Η τελική συγκέντρωση του στην 

πηκτή αγαρόζης είναι 0.5 µg/ml. 

Διάλυμα φόρτωσης 

0.25% μπλε της βρωμοφαινόλης, 0.25% κυανό του ξυλενίου και 30% γλυκερόλη. 

 

Θρεπτικά μέσα ανάπτυξης 

LB 

Θρεπτικό μέσο ανάπτυξης E. coli : 0.5% (w/v) εκχύλισμα ζύμης, 1%(w/v) NaCl, 1% 

(w/v) πεπτόνη.  

Στην περίπτωση στερεού υποστρώματος, προστίθεται 1.5% (w/v) άγαρ. 

 

Διαλύματα απομόνωσης πλασμιδίων 

Buffer ΕΒ 

10 mM Tris-HCl, pH 8.5 

STET buffer 
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8% Σακχαρόζη, 5% Τriton X 100, 50 mM Tris-HCl pH: 8.0, 50 mM EDTA 

Διάλυμα λυσοζύμης 

50 mg λυσοζύµης διαλύονται σε 1 ml dH2O. Το διάλυμα φυλάσσεται στους -20oC 

 

Διαλύματα μετασχηματισμού κυττάρων E. coli 

100 mM IPTG 

23.8 g IPTG (ισοπρόπυλ-β-D- θειογαλακτοπυρανοσίδη, Boehringer Mannheim) 

διαλύονται σε 1 ml dH2O. Το διάλυμα αποστειρώνεται με φιλτράρισμα (0.22 μm 

Μillipore) και φυλάσσεται στους -20oC. 

2% X-Gal 

0.02 gr X-Gal (5-βρώμο-4-χλώρο-3-ινοδυλ-β-D-γαλακτοσιδάση, Boehringer-

Mannheim) προστίθενται σε 1 ml διμέθυλ-φορμαμίδιο.  

 

Αντιβιοτικά 

Αμπικιλίνη 

Μητρικό διάλυμα: 50 mg/ml σε απιονισμένο νερό. Τελική συγκέντρωση: 50 μg/ ml 

θρεπτικού διαλύματος 
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4.3 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

4.3.1 Ενίσχυση ακολουθιών των γονιδίων P5CS1, P5CS2, δ-OAT, P5CR και 

TUB στο Triticum turgidum var. durum  

 

Λαμβάνοντας υπόψη την in silico έρευνα που αποκάλυψε την ύπαρξη δύο 

γονιδίων που πιθανά κωδικοποιούν για την συνθετάση του δ1-πυρολινο-5-

καρβοξυλικό (P5CS), ενός γονιδίου που πιθανά κωδικοποιεί για την αναγωγάση του 

δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό (δ-OAT) και ενός γονιδίου που πιθανά κωδικοποιεί για 

την ρεδουκτάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό (P5CR) στο μαλακό σιτάρι, 

ενισχύθηκαν τμήματα των κωδικών περιοχών των γονιδίων P5CS1, P5CS2, δ-OAT, 

P5CR και TUB στο σκληρό σιτάρι. Αναλυτικά, για τις μελετούμενες ποικιλίες σκληρού 

σίτου Rusticano και Grazia, με το πρόγραμμα PCR και τη χρήση των εκκινητών 

(Πίνακες 4.2.1 & 4.2.4) ενισχύθηκαν για τα γονίδια TdP5CS1, TdP5CS2, Tdδ-OAT, 

TdP5CR και TdTUB κωδικές περιοχές μεγέθους 835, 962, 375, 202 και 580 βάσεων 

αντίστοιχα. 

Τα υψηλά ποσοστά ομολογίας των κλώνων που προέκυψαν με τα αντίστοιχα 

τμήματα των ακολουθιών της P5CS1, P5CS2, ΟΑΤ και P5CR από το μαλακό σιτάρι, 

το ρύζι, το κριθάρι και το καλαμπόκι αντίστοιχα, οδήγησαν στο συμπέρασμα ότι οι 

κλώνοι που απομονώθηκαν αντιστοιχούν στη P5CS1, τη P5CS2, την ΟΑΤ και τη 

P5CR από το σκληρό σιτάρι (T. turgidum var. durum).  

 Στη συνέχεια ενισχύθηκε το 3΄ άκρο των γονιδίων (Πίνακας 4.2.5) TdP5CS1, 

TdP5CS2, Tdδ-OAT και TdP5CR ακολουθώντας την ίδια διαδικασία (αντίδραση 

λιγοποίησης, εισαγωγή πλασμιδίου σε επιδεκτικά κύτταρα E.coli, απομόνωση 

πλασμιδιακού DNA, πέψη πλασμιδιακού DNA, αλληλούχιση) με αποτέλεσμα για τα 

παραπάνω γονίδια να έχουν αλληλουχηθεί τα κάτωθι τμήματα : 

TdP5CS1: 1080 νουκλεοτίδια που πιθανά κωδικοποιούν 275 αμινοξέα και 

επιπλέον αντιστοιχούν σε 210 νουκλεοτίδια του 3΄ άκρο του γονιδίου. Με κόκκινο 

συμβολίζονται οι εκκινητές, με μπλε η κωδική περιοχή, και με μαύρο το 3΄ άκρο των 

γονιδίων. 

 

CGAAGTGGTAATGGTCTTCTCCTAAAAGGTGGAAAAGAAGCAATGAGATCAA

ACGCAATATTGCATAAGGTTATAACCAATGCTATTCCTGACAATGTTGGCGAA

AAATTGATTGGCCTTATTACAACTAGAGATGAAATTGCGGATTTGCTAAAGCAT

GATGATGTCATTGATCTTGTCATTCCAAGAGGGAGTAATAAGCTTGTTGCTCAA

ATCAAATCATCAACAAAGATTCCTGTTCTTGGCCATGCTGATGGTGTTTGTCAT

GTATATATTGACAAATCAGCAGACATGGATATGGCAAAACGTATTGTGATGGA

TGCAAAAATTGATTACCCAGCTGCCTGCAACGCAATGGAGACGTTGCTTGTTC
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ATAAAGATCTTATGAAGACTCCAGAACTCAATGACATACTAGTAGCACTCAAG

ACAGCAGGAGTTAATCTTTATTGTGGGCCTGTTGCGCATAAAGTATTGGGCTA

CCCAAAAGCAGATTCATTACATCTGGAGTACAGTTCTATGGCTTGCACAGTTG

AGATAGTTGATGATGTACAATCAGCAATTGACCATATACATCGCTATGGAAGT

GCACATACAGACTGTGTGGTCACTACAGATGATAAAGTAGCAGAGACCTTTCT

ACGTCAAGTTGATAGTGCTGCCGTATTATACAACGCGAGTACAAGATTCTCCG

ATGGTGCTCGTTTTGGACTCGGTGCTGAGGTTGGCATAAGTACAGGCCGTATA

CATGCACGTGGACCTGTGGGTGTTGAAGGTCTTTTAACTACACGATGGCTCTT

ACGAGGGAAAGGGCAAGTGGTGAATGGTGACAAGGATGTTGAGTACACCCAT

AAGAGCCTTCCTTTGCAATGAGAAAATGGCGTGGTAAGGATTCCGCGAAAAC

CCTCTGAAGTATGAGTCTCATCAGACTAAGGAAAGAAACCCGGTGGATCAATT

AAATTGTGTACAAACCATCTTATTGTGGCGGATCGGTGGATCAATTTGTATGAG

CTTGGAGGCTTCGGCTCTCCGGTGTTATAATAAAAACAAATCAGCAATTCTAA

AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

TdP5CS2: 1309 νουκλεοτίδια που πιθανά κωδικοποιούν 316 αμινοξέα και 

επιπλέον αντιστοιχούν σε 297 νουκλεοτίδια του καρβόξυ-τελικού άκρου. Με κόκκινο 

συμβολίζονται οι εκκινητές, με μπλε η κωδική περιοχή, και με μαύρο το 3΄ άκρο των 

γονιδίων. 

 

GGACCCTATCCCCCATACACTGAAAAAAACAGAGGTTGCCAAGGATTTAGTTT

TCGAGAAGATGTACTGCCCATTAGGTGTTCTTCTAATTATTTTTGAGTCTCGTC

CTGATGCCCTGGTCCAGATTGCAGCTCTAGCAATCCGAAGTGGAAATGGCCTT

CTTCTGAAAGGAGGAAAAGAAGCTATGAGATCAAACACAATATTACATAAGGT

CATAACCAGTGTGATTCCAGATGCTGTTGGTAAAAAGCTTATTGGCCTTGTGA

AAAGCAAAGATGAAATTGCTGATCTTCTAAAGCTTGACGATGTGATTGATCTTG

TTATTCCAAGAGGCAGTAACAGGCTTGTTTCTCAAATCAAAGCACAAACCAAG

ATTCCCGTTCTTGGTCATGCTGATGGTATCTGCCATGTTTATATTGATAAATCA

GCTGACATGGACATGGCAAAACGTATCGTATTGGATGCAAAGGTTGATTATCC

TGCAGCGTGTAATGCTATGGAAACACTACTTGTTCATAAAGATCTGAACAAGA

CAGAGGGTCTTGATGATTTATTGATGGAACTTGCGAAAGAAGGAGTTGTTATTT

ATGGTGGGCCTGTCGCACATGACACACTGAAAGTACCAAAGGTAGATTCATTT

CATCATGAGTATAGCTCAATGGCATGCACCCTCGAATTTGTTGATGATGTGCA

GTCAGCGATTGACCATATCAATCGTTATGGAAGTGCACACACAGATTGTATTA

TCACAACTGATAAGAAGTCAGCAGATACTTTTCTACAACAAGTTGACAGTGCT

GCTGTGTTCCATAATGCAAGCACAAGGTTCTGTGATGGGACTCGCTTCGGTCT

AGGTGCAGAGGTTGGCATAAGTACAGGGCGCATACATGCTCGTGGACCTGTT
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GGCGTCGACGGTCTTTTAACCACTCGGTGCATTCTGCGAGGGAGTGGACAAG

TAGTGAACGGTGACAAGGGAGTTGTGTACACCCACAAGGATCTTCCTTTGCAA

TGAGGGTAGAGGATTCCTGCTGTAGAGCAATTTTTGTAGAATAATCCTCTTCAA

AGCCCCCTTCTCTCTGTGCGAGGAATGAAGAAAGACAAGAGAGCATTGTTGTT

ACTATGTCGCTATCTAGTTCCGTGATTGTTCGTGTACAATGATTTATCCATACA

ATGTCGTAGTTATGGCACTAGCTGTTGTAACTGTAGAATTGCATCGGTACATCT

ATGCTACATATATGAAGTAGCTGTACTGTTTCTGATGAATTCTCGAATCCGTTG

TCATGTTGTCTTTCAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

Τα τελευταία χρόνια, έχουν απομονωθεί 2 ισότυποι της συνθετάσης του δ1-

πυρολινο-5-καρβοξυλικό σε αρκετά φυτικά είδη : A. thaliana, L. esculentum, M. 

sativa, O. sativa, M. truncatula, P. vulgaris, B. nappus, S. bicolor και H. tuberosus. 

 

Tdδ-OAT: 1114 νουκλεοτίδια που πιθανά κωδικοποιούν 287 αμινοξέα και 

επιπλέον αντιστοιχούν σε 194 νουκλεοτίδια του καρβοξυ-τελικού άκρου. Ομοίως στα 

φυτά: A. thaliana, O. sativa, B. nappus και H. tuberosus έχει απομονωθεί ένας 

κλώνος που πιθανά κωδικοποιεί για την αναγωγάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό, 

ενώ στη M. truncatula εντοπίστηκαν 2 ισότυποι του ενζύμου. Με κόκκινο 

συμβολίζονται οι εκκινητές, με μπλε η κωδική περιοχή, και με μαύρο το 3΄ άκρο των 

γονιδίων. 

 

CTTTGATTGTCTCTTGCTGTGGATGTTTCCATGGTCGGACATTGGGGGTCATTT

CTATGAGCTGTGACAATGATGCAACTCGTGGTTTTGGTCCTTTGGTTCCTGGTC

ATCTTAAAGTTGATTTTGGAGACATTGATGGGTTGGAGAAAATCTTTAAAGAGC

ATGGGGATCGTATATGTGGTTCTTTGTTTGAACCAATCCAAGGAGAAGCTGGG

GTAATAATCCCACCAGATGGTTATTTGAAAGCTGTCAGAGATTTGTGCTCTAG

GCACAACATTCTGATGATTGATGATGAGATCCAAACAGGCATAGCTCGAACTG

GCAAAATGTTGGCATGCGATTGGGAAGGTGTACGACCTGATATGGTGATTCTA

GGCAAGGCACTTGGTGCTGGAGTAGTTCCGGTCAGTGCAGTTCTCGCGGATA

AGGATATCATGCTGTGTATCAAGCCAGGAGAACATGGAAGTACCTTTGGTGGA

AACCCGTTGGCAAGTGCTGTGGCAATTGCATCTCTGAAAGTGGTCAAGGATGA

AGGTCTTGTTGAAAGAGCCGCGGAGTTAGGTCAGGAGTTCAGAGACCAGTTA

CGAAAGGTTCAACAGAAATTTCCTGATATTATTAGGGAAATACGTGGGAGAGG

TTTGCTTAATGCAGTAGACCTAAGCGGCAAAGCTCTATACCCTGCTTCTGCATA

TGATATTTGCATCAAGCTAAAGGAGAGGGGCATTCTTGCAAAGCCCACGCATG

ACACCATAATCCGATTAGCCCCTCCCATTTCAATCAGTCCCGAGGAGCTCACA

GAAGCATCGAAGGCACTCAGCGATGTGCTCGAGCATGACTTGCCGCAGTTGC
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AGAAGCAGATCAAGAAGCCAGAATCGGAGGCAAAAACACCCGTCTGCGATAG

GTGCGGTCGGGATTTATAAGGGCGACCGTTCATCCGAGCAGAGATGAGGTAC

CAGCAATTTCAGAGACACCGTAACAACCCGGAATAACAGAAGATGGATTTCTC

ACTGTGGTATACCGCACCATGTCGCACTCCCTGTTCAGAAAATGTGCCATTGC

TACATTGATTATAAATAAATGGAATTTGTCTGTCGACCAAAAAAAAAAAAAAAA

A 

TdP5CR: 564 νουκλεοτίδια που πιθανά κωδικοποιούν 137 αμινοξέα και 

επιπλέον αντιστοιχούν σε 211 νουκλεοτίδια του καρβόξυ-τελικού άκρου. Το γονίδιο 

P5CR ήταν το πρώτο που απομονώθηκε από το μονοπάτι της προλίνης στη G. max, 

όπου προέκυψαν 2-3 αντίγραφα του γονιδίου. Αργότερα απομονώθηκε ένας κλώνος 

που πιθανά κωδικοποιεί για την ρεδουκτάση του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό από το 

P. sativum, A. thaliana και Α. deliciosa. Ακολούθως, σε φύλλα S. oleracea 

εντοπίστηκαν 2 ισότυποι της συνθετάσης του δ1-πυρολινο-5-καρβοξυλικό. Με 

κόκκινο συμβολίζονται οι εκκινητές, με μπλε η κωδική περιοχή, και με μαύρο το 3΄ 

άκρο των γονιδίων. 

 

GACAAGCAGCATCAGTGATGTGTCTGGGAGAGACGGCTACCGAGAATGATGA

AAACCGTGTCAAAAGCTTATTTAGTGCCATTGGAAAAGTTTGGACAGCTGAAG

AAAAATATTTTGATGCGGTTACTGGCTTGAGTGGTAGTGGTCCGGCCTACATTT

TCTTGGCAATAGAGGCCATGGCTGATGGTGGAGTTGCTGCTGGGCTTCCTCGG

GATCTTGCTCTTGGTCTTGCAGCTCAGACAGTGCTAGGTGCTGCAACCATGGT

TAGCGAGACGGGTAAACATCCAGGGCAGCTGAAGGATCAGGTCACTTCCCCT

GCAGGAACTACCATAGCTGGTGTTCATGAGCTCGAGAAGGGTTCGTTTCGCG

GCACACTGATAAATGCCGTTGTTGCTGCCACAACAAGATGCCGAGAGCTCTCG

AAAAATTAGACCTCTTATAATTCTATTAGCCAGTATTAGGTTTGCTACAATTCTG

CAATAAAATGGTGTAGACATGATTTATGAGATCTTTAAATCTCAGACTCAAAAC

AAGTTCTCAACAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

4.3.2 Συγκριτική μελέτη των P5CS, OAT και P5CR στο σκληρό σιτάρι και άλλα 

φυτά 

 

Η ευθυγράμμιση των αμινοξικών αλληλουχιών που πιθανά κωδικοποιούν για 

τη P5CS1 και P5CS2 στο σκληρό σιτάρι με άλλες χαρακτηρισμένες συνθετάσες 

εμφανίζεται στην Εικόνα 4.3.1. Οι αλληλουχίες αυτές κωδικοποιούν πρωτεΐνες οι 

οποίες εμφανίζουν μεταξύ τους ομολογία 86,7%. Η συγκριτική ανάλυση αυτών των 

αλληλουχιών έδειξε ότι το γονίδιο P5CS1 από το T. turgidum var. durum κωδικοποιεί 
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πρωτεΐνη που παρουσιάζει 89% ομολογία με την P5CS1 του O. sativa, 86% με τη 

P5CS2 του S. bicolor και 74% με τη P5CS1 των A. thaliana και B. nappus. Αντίστοιχη 

ανάλυση για το γονίδιο TdP5CS2 έδειξε ότι κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που 

παρουσιάζει ομοιότητα 90% με τη OsP5CS2, 89% με τη SbP5CS1, 85% με τη 

BnP5CS2 και 75% με τη P5CS2 του A. thaliana. Επιπλέον τα αποτελέσματα της 

ευθυγράμμισης έδειξαν ότι ανάμεσα στις προαναφερθείσες αμινοξικές ακολουθίες 

υπάρχουν έντονα συντηρημένες περιοχές, συμπεριλαμβανομένου του συντηρημένου 

μοτίβoυ πρόσδεσης NAD(P)H και οι πιθανές περιοχές της Leu και της GSA-DH, 

Εικόνα 4.3.1.  

Η φυλογενετική ανάλυση των P5CSs που έχουν απομονωθεί έως σήμερα 

από διάφορα φυτά, παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.3.4. Όπως προκύπτει από το 

δενδρόγραμμα όλες οι φυτικές πρωτεΐνες με εξαίρεση την TomPRO1 (L. esculentum 

PRO1) που παρουσιάζει ομοιότητα με την προκαρυωτική GSH ή GPK (Fujita et al 

1998), χωρίζονται σε 2 κύριες ομάδες, που διαχωρίζουν τις P5CSs των μονοκότυλων 

φυτών από τις αντίστοιχες των δικότυλων. Οι 2 υπό μελέτη πρωτεΐνες του T. 

turgidum var. durum έχουν ενταχθεί στον κλάδο των μονοκότυλων, με την πρωτεΐνη 

TdP5CS1 να έχει ιδιαίτερη σχέση με τη TaP5CS1 (T.aestivum P5CS) και τη 

OsP5CS1 (O. sativa P5CS1). Η πρωτεΐνη TdP5CS2 παρουσιάζει σημαντική 

ομολογία με τη SbP5CS1 (S. bicolor P5CS1), ZmP5CS (Z. mays P5CS) και 

OsP5CS2 (O. sativa P5CS2). 
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Conserved GSA-DH domain 

Putative Leu domain 

NAD(P)H binding domain 
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Εικόνα 4.3.1 Ευθυγράμμιση των 2 αμινοξικών ακολουθιών που κωδικοποιούν πιθανές 

P5CSs του T. turgidum var. durum και χαρακτηρισμένων P5CSs άλλων φυτικών 

οργανισμών. AtP5CS1: A. thaliana (NM_129539), AtP5CS2: A. thaliana 

(NM_115419.4), BnP5CS1: B. nappus (AAK01360), BnP5CS2: B. nappus 

(EEF38154), OsP5CS1: O. sativa (BAA19916), OsP5CS2: O. sativa (BAB64280), 

SbP5CS1: S. bicolor (ACU65226), SbP5CS2: S. bicolor (ACU6522). Τo πιθανά 

συντηρημένο μοτίβo πρόσδεσης NAD(P)H και οι πιθανές περιοχές της Leu και της 

GSA-DH περικλείονται σε κουτιά με κόκκινο περίγραμμα. 

 

Εν συνεχεία, συγκριτική μελέτη της πρωτεΐνης ΟΑΤ μεταξύ των φυτών (Εικ. 

4.3.2) έδειξε ότι η ομολογία της πρωτεΐνης μεταξύ T. turgidum var. durum και O. 

sativa κυμαίνεται στο 90%, ενώ μεταξύ T. turgidum var. durum, A. thaliana και M. 

truncatula στο 71 και 66% αντίστοιχα. Η ομοιότητα των ανωτέρω αμινοξικών 

ακολουθιών επέτρεψε την αναγνώριση συγκεκριμένων αμινοξικών καταλοίπων (Glu 

46, Asp 79 και Lys 108 της πρωτεΐνης TdΟΑΤ) που είναι σημαντικά στην καταλυτική 

δράση του ενζύμου TdΟΑΤ. Επιπλέον, το μοτίβo πρόσδεσης PLP φαίνεται να είναι 

έντονα συντηρημένο και να παρουσιάζει υψηλή ομολογία μεταξύ των μονοκότυλων 

T. turgidum var. durum και O. sativa.  

Ομοίως η φυλογενετική ανάλυση της πρωτεΐνης OAT (Εικ. 4.3.5) που έχει 

απομονωθεί από διάφορους φυτικούς οργανισμούς εμφανίζει τον ίδιο διαχωρισμό σε 

2 διακριτούς κλάδους με μονοκότυλα και δικότυλα φυτά. Η υπό μελέτη πρωτεΐνη 

TdOAT εμφανίζεται να έχει πολύ στενή σχέση με την TuOAT (T. urartu OAT), ενώ 

αξίζει να σημειωθεί ότι παρατηρείται σαφής διαχωρισμός στις πρωτεΐνες ΟΑΤ στα 

δικότυλα φυτά, μιας οι ΟΑΤ από τα ψυχανθή (G.max και M. truncatula) σχηματίζουν 

ένα ξεχωριστό διακριτό κλάδο και διαφοροποιούνται από τις αντίστοιχες πρωτεΐνες 

των A. thaliana και B. nappus. 
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Εικόνα 4.3.2 Ευθυγράμμιση της αμινοξικής ακολουθίας που κωδικοποιεί πιθανή OAT του T. 

turgidum var. durum και χαρακτηρισμένων ΟΑΤs άλλων φυτικών οργανισμών. AtΟΑΤ: A. 

thaliana OAT (BAB08263), MtΟΑΤ: M. truncatula OAT (CAC82185), OsΟΑΤ: O. sativa OAT 

(BAG94132). Η πιθανά συντηρημένη περιοχή πρόσδεσης PLP περικλείεται σε κουτί με 

κόκκινο περίγραμμα, ενώ με κόκκινο κύκλο επισημαίνονται τα συντηρημένα αμινοξέα (Ε: Glu, 

D: Asp, K: Lys) που διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στην ενζυματική κατάλυση με το PLP. 

 

Αντίστοιχη σύγκριση των αμινοξικών ακολουθιών χαρακτηρισμένων 

ρεδουκτασών του P5C από διάφορα φυτά εμφανίζεται στην Εικόνα 4.3.3. Το γονίδιο 

P5CR στο σκληρό σιτάρι κωδικοποιεί μια πρωτεΐνη που παρουσιάζει ομολογία 99, 

90, 75 και 70% με τις ρεδουκτάσες του T. aestivum, του O. sativa και S. bicolor, του 

A. thaliana και V. Unguiculata, και G. max αντίστοιχα. Αν και οι λειτουργίες των καλά 

συντηρημένων περιοχών στις πρωτεΐνες P5CR είναι ακόμη υπό μελέτη, ωστόσο η 

περιοχή από το 96-127 στο ένζυμο TdP5CR είναι πιθανό να συνδέεται με το μοτίβο 

πρόσδεσης NAD(P)H (Szoke et al 1992).  

Τέλος η φυλογενετική ανάλυση της πρωτεΐνης P5CR (Εικόνα 4.3.6) που έχει 

απομονωθεί από διάφορους φυτικούς οργανισμούς εμφανίζει τον ίδιο διαχωρισμό σε 

2 διακριτούς κλάδους με μονοκότυλα και δικότυλα φυτά. Έκπληξη, ωστόσο αποτελεί 

η θέση της υπό μελέτης πρωτεΐνης TdP5CR, ο διαχωρισμός της οποίας από τον 

υποτιθέμενο κοινό πρόγονο έγινε πολύ νωρίς κατά την εξελικτική διαδικασία, 

σχηματίζοντας ουσιαστικά έναν ξεχωριστό κλάδο στην ομάδα των μονοκότυλων 

φυτών, ενώ η ομοιότητά της με την TaP5CR και HvP5CR είναι 99 και 100% 

αντίστοιχα. 

 

 

 

 

PLP-binding site 
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Εικόνα 4.3.3 Ευθυγράμμιση της αμινοξικής αλληλουχίας που κωδικοποιεί πιθανή P5CR του 

T. turgidum var. durum και χαρακτηρισμένων P5CRs άλλων φυτικών οργανισμών. 

AtP5CR; A. thaliana (AAA61346), VuP5CR: V. unguiculata (BAB33038), GmOAT: 

G. max (XP_003521138), SbP5CS: S. bicolor (EES04210), OsP5CR: O. sativa 

(BAC15792), TaP5CR: T. aestivum (AAW82908). Η πιθανά συντηρημένη περιοχή 

πρόσδεσης NAD(P)H περικλείεται σε κουτί με κόκκινο περίγραμμα. 

NAD(P)H-ribose-binding site 
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Εικόνα 4.3.4 Φυλογενετική σχέση των πιθανών P5CSs (έντονη γραφή) του T. turgidum var. durum με P5CSs από άλλους φυτικούς οργανισμούς. TaP5CS: 

T. aestivum P5CS (AAX35536), OsP5CS1: O. sativa P5CS1 (BAA19916), SaP5CS: S. arundinaceum P5CS (ABV03819), SoP5CS: S. officinarum 

P5CS (ABS32296), SbP5CS2: S. bicolor P5CS2 (ACU65227), SbP5CS1: S. bicolor P5CS1 (ACU65226), ZmP5CS: Z. mays P5CS (AFW84589), 

OsP5CS2: O. sativa P5CS2 (BAB64280), BnP5CSB: B. nappus P5CSB (EEF38154), PvP5CS1: P. vulgaris P5CS1 (ABY61079), MtP5CS1: M. 

truncatula P5CS1 (CAC82184), PvP5CS2: P. vulgaris P5CS2 (ABY89287), CbP5CS: C. bungeana P5CS (EEF38154), AtP5CS1: A. thaliana 

P5CS1 (NM_129539), BnP5CSA: B. nappus P5CSA (AAK01360), AtP5CS2: A. thaliana P5CS2 (NM_115419.4), TomPRO2: L. esculentum PRO2 

(AAB67875), MtP5CS2: M. truncatula P5CS2 (CAC82186), TomPRO1: L. esculentum PRO1 (AAB67877). Οι P5CSs συνθέτουν 2 κύριες διακριτές 

ομάδες (Ι) μονοκότυλα φυτά (ΙΙ) δικότυλα φυτά. 

Ι 

ΙΙ 
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Εικόνα 4.3.5 Φυλογενετική σχέση του OAT ενζύμου (έντονη γραφή) του T. turgidum var. 

durum με ΟΑΤs από άλλους φυτικούς οργανισμούς. TuOAT: T. urartu OAT 

(EMS55823), OsΟΑΤ: O. sativa OAT (BAG94132), SaP5CS: S. arundinaceum 

OAT (ABV03818), AtΟΑΤ: A. thaliana OAT (BAB08263), BnΟΑΤ: B. nappus OAT 

(ACA63476), GmOAT: G.max OAT (NP_001237150), MtΟΑΤ: M. truncatula OAT 

(CAC82185), NtOAT: N. tabacum OAT (ADM47437). Οι ΟΑΤs συνθέτουν 2 κύριες 

διακριτές ομάδες (Ι) μονοκότυλα φυτά. (ΙΙ) δικότυλα φυτά.  

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.3.6 Φυλογενετική σχέση του P5CR ενζύμου (έντονη γραφή) του T. turgidum var. 

durum με P5CRs από άλλους φυτικούς οργανισμούς. SbP5CR: S. bicolor P5CR 

(EES04210), ZmP5CR: Z. mays P5CR (AAY45745), OsP5CR: O. sativa P5CR 

(BAC15792), TaP5CR: T. aestivum P5CR (AAW82908), VuP5CR: V. unguiculata 

P5CR (BAB33038), GmOAT: G. max P5CR (XP_003521138), MtΟΑΤ: M. 

truncatula P5CR (AES81244), PsP5CR: P. sativum P5CR (CAA44646), AtP5CR; 

A. thaliana P5CR (AAA61346), HvP5CR: H. vulgare P5CR (BAK03374). Οι 

P5CRs συνθέτουν 2 κύριες διακριτές ομάδες (Ι) μονοκότυλα φυτά (ΙΙ) δικότυλα 

φυτά. 
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4.3.3 Μελέτη της έκφρασης των γονιδίων που εμπλέκονται στη βιοσύνθεση της 

προλίνης στο σκληρό σιτάρι σε συνθήκες καταπόνησης 

 

Τα αποτελέσματα των μετρήσεων με qPCR, επιβεβαίωσαν ότι η έκφραση των 

γονιδίων που συμμετέχουν στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης επηρεάζεται 

από την αλατότητα και το ψύχος, που εξετάζουμε στην παρούσα εργασία. Αρχικά, 

απομονώθηκε mRNA από το ριζικό σύστημα και το υπέργειο τμήμα φυταρίων 

Rusticano και Grazia που καλλιεργήθηκαν σε υδροπονική καλλιέργεια σε διαφορετική 

συγκέντρωση άλατος (0 mM NaCl, 100 mM NaCl και 200 mM NaCl) και σε 

διαφορετική θερμοκρασία (22oC και 4oC). Στη συνέχεια, οι συγκεντρώσεις mRNA 

μετρήθηκαν με qPCR και κανονικοποιήθηκαν σε σχέση με την τιουμπουλίνη. Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με το μάρτυρα.  

 

4.3.3.1 Μελέτη της έκφρασης του γονιδίου TdP5CS1 στο ριζικό σύστημα και το 

υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε συνθήκες αλατότητας 

και ψύχους  

 

Το μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ έχει ευρέως 

μελετηθεί σε πολλά φυτικά είδη αρκετές δεκαετίες και έχει αναφερθεί ότι η 

υπερέκφραση του γονιδίου P5CS σε συνθήκες ωσμωτικής καταπόνησης (ξηρασία, 

αλατότητα) αυξάνει τα επίπεδα της προλίνης με πιθανό ρόλο τον εγκλιματισμό και 

κατά συνέπεια την ανθεκτικότητα των φυτών στις ανωτέρω συνθήκες καταπόνησης.  

 Αναλυτικότερα, στην παρούσα μελέτη, η έκφραση του γονιδίου TdP5CS1 στο 

ριζικό σύστημα και των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου, Rusticano και Grazia, σε 

συνθήκες καταπόνησης άλατος (100 και 200 mM NaCl), παρουσιάζεται στην Εικόνα 

4.3.7. Όπως προκύπτει από την Εικόνα 4.3.7 τα μεταγραφήματα του TdP5CS1 

εμφανίζουν σημαντική αύξηση στη συγκέντρωση των 200 mM NaCl και στις 2 

ποικιλίες, σε σχέση με τη χαμηλότερη συγκέντρωση άλατος των 100 mM NaCl. 

Συγκεκριμένα, στα 200 mM NaCl, το γονίδιο TdP5CS1 παρουσιάζει το μέγιστο της 

έκφρασης του (μέση τιμή 269) σε σχέση με το μάρτυρα, 24 ώρες μετά την 

καταπόνηση, στην ποικιλία Rusticano, ενώ στην Grazia το μέγιστο της έκφρασης του 

γονιδίου παρατηρείται μετά από 12 ώρες καταπόνησης (μέση τιμή 83) και στη 

συνέχεια μέχρι τις 72 ώρες παρατηρείται σταδιακή μείωση των επιπέδων έκφρασης 

του γονιδίου και στις 2 ποικιλίες. Στη χαμηλότερη συγκέντρωση των 100 mM NaCl, το 

γονίδιο TdP5CS1 εμφανίζει αύξηση στην έκφρασή του, 51.2 φορές σε σχέση με το 
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μάρτυρα, 24 ώρες μετά την εφαρμογή καταπόνησης άλατος στην ποικιλία Rusticano, 

ενώ στην ποικιλία Grazia, τα μεταγραφήματα του TdP5CS1 κυμαίνονται σε 

χαμηλότερα επίπεδα (14 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) τις περισσότερες χρονικές 

στιγμές μέτρησης. Γενικότερα, η έκφραση του TdP5CS1 είναι υψηλότερη στις ρίζες 

της ανθεκτικής στην αλατότητα ποικιλίας Rusticano από ότι στις ρίζες της πιο 

ευαίσθητης ποικιλίας Grazia, στην υψηλότερη συγκέντρωση άλατος των 200 mM 

NaCl. 

 

 

Εικόνα 4.3.7 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS1 στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c,d) 

για την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα 

με την ανάλυση Duncan. 

  

Η έκφραση του γονιδίου P5CS1 στο ριζικό σύστημα ποικιλιών με διαφορετική 

ανθεκτικότητα σε συνθήκες καταπόνησης άλατος δεν έχει μελετηθεί σε κάποιο φυτικό 

οργανισμό. Υπάρχουν, ωστόσο, αναφορές για την έκφραση του P5CS1 σε διάφορα 

φυτικά είδη. Συγκεκριμένα, σε φυτά A. thaliana, ηλικίας 3-4 εβδομάδων μελετήθηκε η 

έκφραση του AtP5CS1 για 1, 2, 5, 10 και 24 ώρες παραμονής των φυτών σε 

συνθήκες αλατότητας (250 mM NaCl) και παρατηρήθηκε συσσώρευση των επιπέδων 

mRNA του AtP5CS1 μετά από 1 ώρα στα 250 mM NaCl (Yoshiba et al 1995). Το 

μέγιστο της έκφρασης του ανωτέρω γονιδίου AtP5CS1 ανιχνεύθηκε μόλις μετά από 2 

ώρες, σε αντίθεση με το γονίδιο TdP5CS1, που παρουσίασε το μέγιστο της 
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έκφρασης μετά από 12 και 24 ώρες στις ποικιλίες Grazia και Rusticano αντίστοιχα. 

Παρόμοια αποτελέσματα με αυτά της παρούσα εργασίας στη χαμηλή συγκέντρωση 

άλατος, των 100 mM NaCl, προέκυψαν σε φυτάρια M. sativa, ηλικίας 6 ημερών, 

(Ginzberg et al 1998) όπου το MsP5CS1 παρουσίασε σχετικά σταθερή έκφραση στις 

ρίζες μετά από καταπόνηση για 6, 24, 48 και 72 ώρες σε συγκέντρωση άλατος 90 

mM NaCl. Αντίθετα με τα δεδομένα της παρούσας μελέτης, σε φυτάρια M. truncatula, 

που καταπονήθηκαν για 72 ώρες στα 200 mM NaCl, παρατηρήθηκε σταθερή 

έκφραση του MtP5CS1 τις παραπάνω χρονικές στιγμές (Αrmengaud et al 2004). 

Επιπρόσθετα, στο ριζικό σύστημα φυταρίων S. bicolor, ηλικίας 10 ημερών, το 

μέγιστο της έκφρασης του SbP5CS1 παρατηρήθηκε μετά από 4 ώρες καταπόνησης 

στα 250 mM NaCl, στη συνέχεια τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου παρέμειναν 

σταθερά μέχρι τις 12 ώρες και σταδιακά μειώθηκαν μέχρι 48 ώρες καταπόνησης (Su 

et al 2011).  

Η έκφραση του γονιδίου TdP5CS1 στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia, σε συνθήκες αλατότητας, παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.3.8. Η 

αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του TdP5CS1 στο υπέργειο τμήμα και των 2 

ποικιλιών σκληρού σίτου εντοπίζεται μόλις 12 ώρες μετά την καταπόνηση και στις 2 

συγκεντρώσεις άλατος. Μια απότομη αύξηση των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου 

παρατηρείται στην ποικιλία Rusticano, 24 ώρες μετά την καταπόνηση με 200 mM 

NaCl και 48 ώρες μετά από καταπόνηση με 100 mM NaCl. Αντίθετα, στην ποικιλία 

Grazia η αύξηση στην έκφραση του ΤdP5CS1 συνεχίζεται με πιο αργούς ρυθμούς 

μέχρι τις 72 ώρες, όπου παρατηρείται το μέγιστο της έκφρασης και στις 2 ποικιλίες 

ανά συγκέντρωση άλατος (μέση τιμή για την ποικιλία Rusticano: 57,66 και 89 σε 

σχέση με το μάρτυρα στα 100 και 200 mM NaCl αντίστοιχα, μέση τιμή για τη ποικιλία 

Grazia: 42,15 και 56,75 σε σχέση με το μάρτυρα στα 100 και 200 mM NaCl 

αντίστοιχα).  
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Εικόνα 4.3.8 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS1 στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 

 

Σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία, φυτάρια P. vulgaris, ηλικίας 10 ημερών, 

τα οποία καταπονήθηκαν για 48 ώρες σε συνθήκες αλατότητας, 200 mM NaCl, τo 

γονίδιο PvP5CS1 παρουσίασε το μέγιστο της έκφρασής του στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων μόλις μετά από 2 ώρες καταπόνησης (Chen et al 2009), γεγονός που 

έρχεται σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, όπου το γονίδιο 

TdP5CS1 παρουσίασε μέγιστη έκφραση και στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου και στις 2 

συγκεντρώσεις άλατος μετά από 72 ώρες καταπόνησης. Η αξιοσημείωτη αυτή 

μείωση στα επίπεδα έκφρασης του PvP5CS1, μετά τις 2 μέχρι και τις 48 ώρες 

καταπόνησης εξηγήθηκε από τους παραπάνω συγγραφείς ως αποτέλεσμα της 

καταστροφής των πρωτεϊνών οι οποίες ρυθμίζουν την έκφραση του PvP5CS1 σε 

συνθήκες αβιοτικής καταπόνησης. Παρόμοια αποτελέσματα με αυτά στα φυτάρια P. 

vulgaris, αλλά σε αντίθεση με τα δεδομένα της παρούσας εργασίας προέκυψαν και 

σε φυτάρια S. bicolor ηλικίας 10 ημερών, τα οποία καταπονήθηκαν σε συνθήκες 

αλατότητας, 250 mM NaCl, για 48 ώρες. Συγκεκριμένα, στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων τα μεταγραφήματα του SbP5CS1 ανιχνεύθηκαν μετά από 4 ώρες 

καταπόνησης, παρέμειναν σε υψηλά επίπεδα μέχρι τις 8 ώρες και διατηρήθηκαν σε 

χαμηλότερα επίπεδα μετά τις 12, 24 και 48 ώρες καταπόνησης (Su et al 2011). 
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Παρατηρείται δηλαδή αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου P5CS1 λίγες ώρες 

μετά την έναρξη καταπόνησης.  

Σημειώνεται ότι παρόμοια αποτελέσματα με αυτά της μελέτης στο T. turgidum 

var. durum προέκυψαν και σε φυτάρια O. sativa, όπου μελετήθηκε η έκφραση του 

OsP5CS1 σε 2 ποικιλίες, με διαφορετικό βαθμό ανθεκτικότητας σε συνθήκες 

αλατότητας (Igarashi et al 1997). Στην εργασία αυτή, μελετήθηκαν τα επίπεδα 

έκφρασης του OsP5CS1 καθώς και η συγκέντρωση της προλίνης σε ολόκληρο το 

φυτάριο και παρατηρήθηκε ότι τόσο η έκφραση του γονιδίου όσο και τα επίπεδα της 

προλίνης ήταν υψηλότερα στην ανθεκτική ποικιλία σε σχέση με την ευαίσθητη. 

Αναλυτικότερα, τα μεταγραφήματα του OsP5CS1 ανιχνεύθηκαν μετά από 10 ώρες 

παραμονής των φυταρίων και των 2 ποικιλιών σε συγκέντρωση άλατος 250 mM 

NaCl και παρουσίασαν το μέγιστο της έκφρασης μετά από 72 ώρες (Igarashi et al 

1997). Ομοίως, σε φυτά B. napus, ηλικίας 3 εβδομάδων που εκτέθηκαν για 0, 2, 6, 

12, 24 και 48 ώρες σε συνθήκες αλατότητας 250 mM NaCl το γονίδιο BnP5CS1 

ανιχνεύθηκε 2 ώρες μετά την καταπόνηση άλατος, παρουσίασε το μέγιστο της 

έκφρασης στις 6 ώρες, αλλά διατήρησε τα μεταγραφήματά του σε υψηλά επίπεδα 

μέχρι τις 48 ώρες (Xue et al 2008). Στην συγκεκριμένη εργασία φαίνεται το μονοπάτι 

βιοσύνθεσης της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ να είναι κυρίαρχο σε συνθήκες 

αλατότητας, σε σχέση με το αντίστοιχο της ορνιθίνης και το γονίδιο BnP5CS1 είναι 

πιθανό να έχει πρωταρχικό ρόλο, μιας και τα επίπεδα έκφρασης του BnP5CS1 ήταν 

υψηλότερα από του BnP5CS2. Τέλος, σε αντίθεση με όλες τις παραπάνω αναφορές 

όπου εντοπίζεται έκφραση του P5CS1 στους ιστούς διαφόρων φυτικών ειδών, οι 

Fujita et al (1998), αναφέρουν ότι δεν ανιχνεύθηκαν μεταγραφήματα της tomPro1 σε 

συνθήκες αλατότητας 200 mM NaCl ούτε στη ρίζα ούτε στα φύλλα φυτών L. 

esculentum. Πρόσφατα, οι Huang et al (2013), ανέφεραν ότι η έκφραση του HtP5CS1 

κυμάνθηκε στα ίδια επίπεδα σε σχέση με το μάρτυρα, τόσο στη ρίζα όσο και στα 

φύλλα φυτών H. tuberosus μετά από 12 ώρες καταπόνησης στα 100 mM NaCl. 

 Σε συνθήκες καταπόνησης ψύχους, η έκφραση του γονιδίου TdP5CS1 στις 

ρίζες των φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia, παρουσιάζεται στην Εικόνα 

4.3.9, με τα μεταγραφήματα του TdP5CS1 στην ποικιλία Rusticano να εμφανίζονται 6 

ώρες νωρίτερα από τα αντίστοιχα στη Grazia. Αναλυτικότερα, αυξημένα επίπεδα 

έκφρασης στο ριζικό σύστημα των φυταρίων της ποικιλίας Rusticano παρατηρούνται 

μετά από 6 ώρες καταπόνησης ψύχους (9,2 φορές σε σχέση με το μάρτυρα), τα 

οποία μειώνονται στις 12 ώρες (8,3 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) και στη συνέχεια 

μειώνονται απότομα μέχρι τις 72 ώρες (0,84 σε σχέση με το μάρτυρα). Αντίθετα, στην 

ποικιλία Grazia, τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS1 αυξάνονται σημαντικά 

μετά από 12 ώρες (7,4 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) παραμονής των φυταρίων 
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στους 40C. Στις 72 ώρες το TdP5CS1 υποεκφράζεται στο ριζικό σύστημα και 

λαμβάνει τιμή 0,52 σε σχέση με το μάρτυρα. Το γονίδιο TdP5CS1 παρουσιάζει 

στατιστικά σημαντικές διαφορές στα επίπεδα έκφρασής του μεταξύ των 2 ποικιλιών 

στις 6, 24, και 48 ώρες σε συνθήκες ψύχους σε σχέση με το μάρτυρα. Η έκφραση του 

TdP5CS1 είναι υψηλότερη στις ρίζες της ποικιλίας Rusticano. 

Τα επίπεδα έκφρασης της P5CS1 σε συνθήκες ψύχους έχουν μελετηθεί στη 

ρίζα φυτών A. thaliana, ηλικίας 3-4 εβδομάδων, για 1, 2, 5, 10 και 24 ώρες 

παραμονής των φυτών σε συνθήκες ψύχους (4οC) (Yoshiba et al 1995). Όπως 

προέκυψε από την εργασία στο φυτό Arabidopsis το γονίδιο AtP5CS1 παρουσίασε 

μικρή συσσώρευση 24 ώρες μετά την έναρξη της καταπόνησης, γεγονός που έρχεται 

σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, όπου το γονίδιο P5CS1 

εκφράστηκε λίγες ώρες μετά την έναρξη καταπόνησης. 

 

 

Εικόνα 4.3.9 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS1 στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (40C). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22oC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 

 
Σε συνθήκες ψύχους, η έκφραση του γονιδίου TdP5CS1 στο υπέργειο τμήμα 

των ποικιλιών σκληρού σιταριού παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.3.10. Στις 6 ώρες το 

TdP5CS1 εμφάνισε παρόμοια αύξηση στα επίπεδα έκφρασής του στις ποικιλίες 

Rusticano και Grazia, με μέση τιμή 3,3 και 4,1 αντίστοιχα. Στη συνέχεια στις 12 ώρες 

το TdP5CS1 εμφανίζει την υψηλότερη έκφραση (21 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) 
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στο υπέργειο τμήμα των παραπάνω φυταρίων της Rusticano, ενώ στην Grazia το 

TdP5CS1 εμφανίζει σχετικά σταθερά επίπεδα έκφρασης, με μέση τιμή 4,8. Στις 24 

ώρες, και ενώ παρατηρείται μείωση στην έκφραση του γονιδίου TdP5CS1 στην 

ποικιλία Rusticano (μέση τιμή 4,3), στην ποικιλία Grazia εμφανίζονται υψηλά επίπεδα 

έκφρασης (16 φορές σε σχέση με το μάρτυρα). Στη συνέχεια μέχρι τις 72 ώρες 

παρατηρείται πτώση στην έκφραση του TdP5CS1 στο υπέργειο τμήμα των φυταρίων 

και των 2 ποικιλιών. 

 

 

Εικόνα 4.3.10 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS1 στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4οC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22οC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 

 

Τα αποτελέσματα της έκφρασης του γονιδίου P5CS1 στην παρούσα μελέτη 

έρχονται σε αντίθεση με τα αντίστοιχα σε φυτάρια P. vulgaris, ηλικίας 10 ημερών που 

καταπονήθηκαν για 48 ώρες σε συνθήκες ψύχους (4οC) (Chen et al 2009). Στη 

συγκεκριμένη μελέτη τo γονίδιο PvP5CS1 παρουσίασε το μέγιστο της έκφρασής του 

στο υπέργειο τμήμα των φυταρίων μόλις μετά από 2 ώρες καταπόνησης στις 

ανωτέρω συνθήκες, ενώ εμφάνισε κατακόρυφη πτώση στα επίπεδα έκφρασής του 

μετά από 4, 6, 9, 12, 24 και 48 ώρες. Η αξιοσημείωτη μείωση στα επίπεδα έκφρασης 

του PvP5CS1, μετά τις 2 μέχρι και τις 48 ώρες πιθανόν να είναι αποτέλεσμα της 
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καταστροφής των πρωτεϊνών οι οποίες ρυθμίζουν την έκφραση του PvP5CS1 σε 

συνθήκες ψύχους.  

 

4.3.3.2 Μελέτη της έκφρασης του γονιδίου TdP5CS2 στο ριζικό σύστημα και το 

υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε συνθήκες αλατότητας 

και ψύχους  

 

Μελετώντας τα σχετικά επίπεδα έκφρασης για το γονίδιο TdP5CS2 στο ριζικό 

σύστημα και των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου παρατηρείται παρόμοιο πρότυπο 

έκφρασης σε σχέση με το γονίδιο TdP5CS1, αλλά χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης 

από το TdP5CS1 (Εικ.4.3.11). Συγκεκριμένα, στη συγκέντρωση των 100 mM NaCl το 

γονίδιο TdP5CS2 εκφράζεται στο ριζικό σύστημα και των 2 ποικιλιών μετά από 24 

ώρες καταπόνησης (μέση τιμή για την ποικιλία Rusticano: 10, μέση τιμή για την 

ποικιλία Grazia: 9) και παραμένει στα ίδια επίπεδα μέχρι τις 72 ώρες. Αντίθετα στη 

συγκέντρωση των 200 mM NaCl τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης του TdP5CS2 

εμφανίζονται στο ριζικό σύστημα της ποικιλίας Rusticano μετά από 24 ώρες 

καταπόνησης και στο ριζικό σύστημα της ποικιλίας Grazia μετά από 48 ώρες, 

διατηρώντας τα ίδια περίπου επίπεδα έκφρασης μέχρι τις 72 ώρες. 

 

 

Εικόνα 4.3.11 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS2 στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 
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Μετά από βιβλιογραφική αναζήτηση προέκυψε ότι τα δεδομένα των 

αναφορών που αφορούν στην έκφραση του γονιδίου P5CS2 στη ρίζα διαφόρων 

φυτικών ειδών είναι σε αντίθεση με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας. 

Αναλυτικότερα, σε φυτά L. esculentum, σε συνθήκες αλατότητας 200 mM NaCl, το 

tomPro2 παρουσίασε σταθερά επίπεδα έκφρασης στη ρίζα και αναφέρεται ότι δε 

συμμετέχει στη ρύθμιση της προλίνης σε συνθήκες αλατότητας (Fujita et al 1998). 

Ομοίως, σε φυτάρια M. sativa, ηλικίας 6 ημερών, παρατηρήθηκε σταθερή έκφραση 

του γονιδίου MsP5CS2 στις ρίζες μετά από καταπόνηση για 6, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συγκέντρωση άλατος 90 mM NaCl, καταλήγοντας στο συμπέρασμα ότι το γονίδιο 

εκφράζεται σε συνθήκες αλατότητας, με υψηλότερη την έκφραση του MsP5CS2 από 

του MsP5CS1 (Ginzberg et al 1998). Σε φυτά M. truncatula, ηλικίας 8 εβδομάδων 

που καταπονήθηκαν για 72 ώρες σε 250 mM NaCl, το γονίδιο MtP5CS2 εκφράστηκε 

στη ρίζα ανεξαρτήτως συνθηκών καταπόνησης των φυτών (Αrmengaud et al 2004). 

Επιπλέον, σε φυτάρια P. vulgaris, τo γονίδιο PvP5CS2 παρουσίασε το μέγιστο της 

έκφρασής του στη ρίζα (6,14 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) μετά από 6 ώρες 

καταπόνησης στα 200 mM NaCl (Chen et al 2008). Ομοίως σε φυτάρια S. bicolor, 

ηλικίας 10 ημερών που καταπονήθηκαν σε συνθήκες αλατότητας 250 mM NaCl, το 

μέγιστο της έκφρασης του SbP5CS2 στη ρίζα των φυταρίων παρατηρήθηκε μετά από 

8 ώρες καταπόνησης (Su et al 2011).  

 Παρόμοιο πρότυπο έκφρασης με το γονίδιο TdP5CS1 παρατηρείται 

μελετώντας και τα σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS2 στο υπέργειο 

τμήμα των 2 ποικιλιών (Εικ. 4.3.12), με τη διαφορά ότι το TdP5CS2 εκφράζεται σε 

χαμηλότερα επίπεδα από το TdP5CS1. Αναλυτικότερα, στις 72 ώρες, όπου 

παρατηρείται το μέγιστο της έκφρασης του γονιδίου και στις 2 ποικιλίες, τα επίπεδα 

έκφρασης του TdP5CS2 και στις 2 ποικιλίες είναι 7 φορές χαμηλότερα από επίπεδα 

έκφρασης του TdP5CS1 στη συγκέντρωση των 100 mM NaCl και 9 φορές 

χαμηλότερα από επίπεδα έκφρασης του TdP5CS1 στη συγκέντρωση των 200 mM 

NaCl. Γενικότερα, η έκφραση του TdP5CS2 είναι υψηλότερη στο υπέργειο τμήμα της 

ποικιλίας Rusticano από ότι στις ρίζες της ποικιλίας Grazia, και στις 2 συγκεντρώσεις 

άλατος.  
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Εικόνα 4.3.12 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS2 στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 

 

Παρόμοια αποτελέσματα αναφέρονται και σε φυτάρια O. sativa όπου και 

μελετήθηκε η χρησιμότητα του γονιδίου OsP5CS2 στην ανθεκτικότητά τους σε 

συνθήκες αλατότητας (Hur et al 2004). Συγκεκριμένα, στα 250 mM NaCl, το γονίδιο 

OsP5CS2 εκφράστηκε στα φύλλα μετά από 6 ώρες καταπόνησης και τα 

μεταφραφήματά του αυξήθηκαν σταθερά μέχρι το τέλος του πειράματος (48 ώρες). 

Ομοίως, σε φυτά M. truncatula, ηλικίας 8 εβδομάδων που καταπονήθηκαν για 72 

ώρες σε 250 mM NaCl, το γονίδιο MtP5CS2 εκφράστηκε στο υπέργειο τμήμα των 

φυτών μετά από 24 ώρες και παρουσίασε το μέγιστο της έκφρασης του στις 72 ώρες 

καταπόνησης (Αrmengaud et al 2004). Αντίθετα, σε φυτάρια P. vulgaris, τo γονίδιο 

PvP5CS2 παρουσίασε το μέγιστο της έκφρασής του στo υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων (7,67 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) μετά από 2 ώρες καταπόνησης στα 

200 mM NaCl (Chen et al 2008). Ομοίως, σε φυτάρια S. bicolor, ηλικίας 10 ημερών 

που καταπονήθηκαν σε συνθήκες αλατότητας 250 mM NaCl, ανιχνεύθηκε το μέγιστο 

της έκφρασης του SbP5CS2 στο υπέργειο των φυταρίων μετά από 8 ώρες 

καταπόνησης, ενώ μέχρι τις 48 ώρες τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου σταδιακά 

ελαττώθηκαν (Su et al 2011). Σε φυτά B. napus, ηλικίας 3 εβδομάδων που εκτέθηκαν 

για 0, 2, 6, 12, 24 και 48 ώρες σε συνθήκες αλατότητας 250 mM NaCl, το γονίδιο 
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BnP5CS2 ανιχνεύθηκε 2 ώρες μετά την καταπόνηση άλατος και η έκφρασή του 

κυμάνθηκε σε πολύ χαμηλά επίπεδα μετά τις 6 ώρες καταπόνησης μέχρι και το τέλος 

του πειράματος (48 ώρες). (Xue et al 2008). Σε φυτά L. esculentum, το γονίδιο 

tomPro2 εμφάνισε στα φύλλα σταθερά επίπεδα έκφρασης καθ’ όλη τη διάρκεια του 

πειράματος (2, 6, 16, 31 ημέρες) σε συνθήκες αλατότητας 100 και 200 mM NaCl 

(Fujita et al 1998) και αναφέρεται ότι δε συμμετέχει στη ρύθμιση της προλίνης σε 

συνθήκες αλατότητας. Αντίθετα στη ρίζα και στα φύλλα φυτών H. tuberosus 

παρατηρήθηκε αύξηση στα επίπεδα έκφρασης της HtP5CS2, 2 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα, μετά από 12 ώρες καταπόνησης στα 100 mM NaCl (Huang et al 2013).  

Τέλος, σημειώνεται ότι τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης σχετικά με 

την έκφραση των γονιδίων TdP5CS1 και TdP5CS2 στους ιστούς (ριζικό σύστημα και 

υπέργειο τμήμα) των φυταρίων σκληρού σίτου είναι σε συμφωνία με τα αντίστοιχα 

των Su et al 2011, στο σόργο, όπου τα επίπεδα έκφρασης του SbP5CS1 είναι 

υψηλότερα από του SbP5CS2. Στην παρούσα διατριβή το γονίδιο TdP5CS1 

εκφράζεται σε υψηλότερα επίπεδα από το γονίδιο TdP5CS2 και στους 2 υπό μελέτη 

ιστούς.  

Μελετώντας τα σχετικά επίπεδα έκφρασης για το γονίδιο TdP5CS2 στις ρίζες 

των φυταρίων σε συνθήκες ψύχους, (Εικόνα 4.3.13) παρατηρείται παρόμοιο 

πρότυπο έκφρασης με το γονίδιο TdP5CS1, με τη διαφορά ότι το TdP5CS2 

εκφράζεται σε χαμηλότερα επίπεδα. Αναλυτικότερα, 6 ώρες μετά την καταπόνηση 

ψύχους στο ριζικό σύστημα των φυταρίων της ποικιλίας Rusticano εμφανίζεται 

αύξηση στην έκφραση του TdP5CS2 (3 φορές σε σχέση με το μάρτυρα), η οποία 

μειώνεται στις 12 και 24 ώρες (0,58 και 0,11 αντίστοιχα σε σχέση με το μάρτυρα) και 

φτάνει στα φυσιολογικά επίπεδα τις 48 και 72 ώρες. Αντίθετα, στην ποικιλία Grazia το 

γονίδιο TdP5CS2 εμφανίζει αύξηση στην έκφρασή του 12 ώρες μετά την καταπόνηση 

ψύχους και μειώνεται σταδιακά η έκφρασή του μέχρι τις 72 ώρες (0,27 σε σχέση με 

το μάρτυρα). Η έκφραση του TdP5CS2 διαφοροποιείται στις 2 ποικιλίες και στα 5 

χρονικά διαστήματα μετρήσεων. Στις 6, 48 και 72 ώρες εμφανίζονται τα υψηλότερα 

επίπεδα στην έκφραση του TdP5CS2 στην ποικιλία Rusticano, ενώ στις 12 και 24 

ώρες στην ποικιλία Grazia. Σε φυτάρια P. vulgaris, τo γονίδιο PvP5CS2 παρουσίασε 

το μέγιστο της έκφρασής του στη ρίζα των φυταρίων (7,55 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα) μετά από 2 ώρες στους 4οC (Chen et al 2008), δηλαδή αμέσως μετά την 

έναρξη καταπόνησης ψύχους. Τα αποτελέσματα αυτά μπορούν να συγκριθούν με 

την έκφραση του TdP5CS2 στη ρίζα των φυταρίων της ποικιλίας Rusticano μετά από 

6 ώρες (3 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) στους 4οC. 
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Εικόνα 4.3.13 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS2 στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4oC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22oC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 

 

Όσον αφορά το γονίδιο TdP5CS2 στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών σκληρού 

σίτου σε συνθήκες ψύχους (Εικόνα 4.3.14), ακολουθεί διαφορετικό μοτίβο έκφρασης 

από το TdP5CS1, δηλαδή εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα μετά τις 24 ώρες και στις 2 

ποικιλίες Rusticano (μέση τιμή 7.79) και Grazia (μέση τιμή 5.22) ενώ εμφανίζει 

πτώση μετά τις 48 μέχρι τις 72 ώρες, στους 40C. Σύμφωνα, με τους Hur et al (2004), 

στα φύλλα φυταρίων O. sativa αναφέρεται ανίχνευση των μεταγραφημάτων του 

OsP5CS2 σε συνθήκες ψύχους μετά από 12 ώρες καταπόνησης, αλλά το μέγιστο της 

έκφρασης του OsP5CS2 παρουσιάζεται μετά από 48 ώρες στους 4οC. Αντίθετα, σε 

φυτάρια P. vulgaris, τo γονίδιο PvP5CS2 παρουσίασε το μέγιστο της έκφρασής του 

στo υπέργειο τμήμα των φυταρίων (2,38 φορές σε σχέση με το μάρτυρα) μετά από 2 

ώρες παραμονής των φυταρίων στους 4οC (Chen et al 2008). 
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Εικόνα 4.3.14 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CS2 στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4οC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22οC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 

 

4.3.3.3 Μελέτη της έκφρασης του γονιδίου TdOAT στο ριζικό σύστημα και το 

υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε συνθήκες αλατότητας 

και ψύχους  

 

Στη διεθνή βιβλιογραφία, υπάρχουν λίγες αναφορές σχετικά με το ρόλο του 

γονιδίου δ-OAT στη βιοσύνθεση της προλίνης, ενώ τα δεδομένα των αναφορών 

αυτών που συνδέουν το ρόλο της ορνιθίνης με τη συγκέντρωση της προλίνης σε 

συνθήκες καταπόνησης είναι αντικρουόμενα. Ορισμένοι ερευνητές αναφέρουν τη 

λειτουργικότητα του μονοπατιού βιοσύνθεσης της προλίνης από την ορνιθίνη σε 

συνθήκες αλατότητας (Hervieu et al 1995, Roosens et al 1998 και 2002, Armengaud 

et al 2004, Xue et al 2009), ενώ άλλοι υποστηρίζουν ότι το γονίδιο δ-OAT δε 

συμμετέχει στη βιοσύνθεση της προλίνης σε συνθήκες οσμωτικής καταπόνησης 

(Delauney et al 1993, Yang and Kao 1999, Funck et al 2008). Είναι γνωστό, ότι η 

ορνιθίνη θεωρείται πρόδρομη ένωση κι άλλων μεταβολικών μονοπατιών στα φυτά, 

εκτός από τη βιοσύνθεσης της προλίνης. Εμπλέκεται δηλαδή στον κύκλο της ουρίας 

και παίζει σημαντικό ρόλο στα μεταβολικά μονοπάτια της αργινίνης και των 

πολυαμινών, που θεωρούνται ότι επιτελούν ουσιαστικό δομικό και ρυθμιστικό ρόλο 
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στις λειτουργίες των φυτών (Kusano et al 2008) καθώς και στην ανθεκτικότητα αυτών 

σε συνθήκες καταπόνησης (Bouchereau et al 1999 Alcazar et al 2006). Επομένως, ο 

ρόλος του γονιδίου δ-OAT στην ανθεκτικότητα των φυτών σε συνθήκες αβιοτικής 

καταπόνησης, καθώς και η λειτουργικότητα της βιοσυνθετικής οδού της προλίνης 

από την ορνιθίνη είναι ακόμα υπό μελέτη (Kalamaki et al 2009).  

Στην παρούσα εργασία τα αποτελέσματα των μετρήσεων του γονίδιου Τdδ-

OAT στο ριζικό σύστημα των 2 ποικιλιών παρουσιάζονται στην Εικόνα 4.3.15. 

Συγκεκριμένα, τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης του Τdδ-OAT εμφανίζονται στο 

ριζικό σύστημα  της ανθεκτικής ποικιλίας Rusticano μετά από 48 ώρες καταπόνησης 

και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος (μέση τιμή: 26 στα 100 mM NaCl και 45.6 στα 200 

mM NaCl), ενώ στο ριζικό σύστημα της ευαίσθητης ποικιλίας Grazia μετά από 72 

ώρες καταπόνησης στα 200 mM NaCl (25 φορές σε σχέση με το μάρτυρα). Στη 

συγκέντρωση των 100 mM NaCl παρατηρούνται χαμηλότερα επίπεδα έκφρασης για 

το γονίδιο Τdδ-OAT, με τα μεταγραφήματα στην ποικιλία Rusticano να παρουσιάζουν 

σημαντική αύξηση 12 ώρες μετά την καταπόνηση και το μέγιστο της έκφρασης στις 

48 ώρες (26 φορές σε σχέση με το μάρτυρα). Σε σύγκριση με την ποικιλία Rusticano, 

η έκφραση του γονιδίου στην ποικιλία Grazia κυμαίνεται σε χαμηλότερα επίπεδα με 

το μέγιστο της έκφρασης στις 24 ώρες καταπόνησης (10 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα). Γενικότερα, η έκφραση του Τdδ-OAT είναι υψηλότερη στο ριζικό σύστημα 

της ποικιλίας Rusticano από ότι στο ριζικό σύστημα της ποκιλίας Grazia, και στις 2 

συγκεντρώσεις άλατος. 

Σημειώνεται ότι δεν υπάρχουν βιβλιογραφικές αναφορές, στις οποίες γίνεται 

συγκριτική μελέτη της έκφρασης του δ-OAT σε 2 ποικιλίες με διαφορετική 

ανθεκτικότητα σε συνθήκες καταπόνησης. Ωστόσο υπάρχουν αναφορές για την 

έκφραση του συγκεκριμένου γονιδίου σε συνθήκες αλατότητας. Συγκεκριμένα, οι 

Roosens et al (1998) ανέφεραν ότι φυτάρια A. thaliana, ηλικίας 12 ημερών, 

εμφάνισαν αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του δ-OAT μετά από 24 ώρες παραμονής 

τους στα 200 mM NaCl ενώ το μέγιστο της έκφρασης του δ-OAT εμφανίστηκε μετά 

από 72 ώρες καταπόνησης στις παραπάνω συνθήκες. Ομοίως, στην ίδια 

συγκέντρωση άλατος, οι Armengaud et al (2004) υποστήριξαν ότι το γονίδιο δ-OAT 

εκφράστηκε στη ρίζα φυταρίων της M. truncatula, ηλικίας 10 ημερών και 8 

εβδομάδων και εμφάνισε το μέγιστο της έκφρασής του μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης άλατος. Τα αποτελέσματα αυτά στις ρίζες των φυταρίων μηδικής είναι 

παρόμοια με τα δεδομένα της παρούσας εργασίας, όπου στην ανθεκτική ποικιλία 

Rusticano το γονίδιο δ-OAT παρουσιάζει το μέγιστο της έκφρασης μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος (100 και 200 mM NaCl). Σε αντίθεση 

με τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης σε φυτάρια Τ. turgidum var. durum, τα 
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αποτελέσματα σε φυτάρια A.thaliana (Roosens et al 1998) και M. truncatula 

(Armengaud et al 2004), όπου παρατηρήθηκε επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου 

δ-OAT σε συνθήκες αλατότητας, άλλοι ερευνητές (Delauney et al 1993 και Xue et al 

2009) ανέφεραν ότι σε φυτά B. napus και V. aconitifolia, το γονίδιο δ-OAT δεν 

εκφράστηκε ή υπο-εκφράστηκε σε σχέση με το μάρτυρα σε συνθήκες αλατότητας, 

250 και 400 mM NaCl, αντίστοιχα.  

 

 

Εικόνα 4.3.15 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Tdδ-OAT στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c,d) 

για την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα 

με την ανάλυση Duncan. 

 

Όσον αφορά στο υπέργειο τμήμα των φυταρίων των 2 ποικιλιών Rusticano 

και Grazia το γονίδιο Τdδ-OAT παρουσιάζει αύξηση στα επίπεδα έκφρασης του σε 

σχέση με το χρόνο και το μέγιστο της έκφρασής τους παρατηρείται μετά από 72 ώρες 

καταπόνησης και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος (Εικ. 4.3.16). Επιπλέον, η έκφραση 

του Τdδ-OAT είναι υψηλότερη στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano από ότι 

στην ποικιλία Grazia. Παρόμοια αποτελέσματα προέκυψαν και στο υπέργειο τμήμα 

των φυταρίων της M. truncatula, όπου το γονίδιο δ-OAT εμφάνισε το μέγιστο της 

έκφρασής του μετά από 72 ώρες καταπόνησης στα 200 mM NaCl (Armengaud et al 

2004). Επιπλέον, οι Xue et al (2009) μελέτησαν την έκφραση του γονιδίου σε 

διάφορους ιστούς φυτών B. napus, ηλικίας 12 εβδομάδων και παρατήρησαν 

a a
a

c

a

c

a

c

b b

b
b b

d

b

d

0

10

20

30

40

50

100 200 100 200 100 200 100 200

mM NaCL mM NaCL mM NaCL mM NaCL

Σχ
ετ

ικ
ά

Επ
ίπ

εδ
α

 Έ
κφ

ρ
α

σ
η

ς
σ

ε
σ

χέ
σ

η
μ

ε
το

 μ
ά

ρ
τυ

ρ
α

12h                     24h                   48h                   72h

Τdδ-OAT

Rusticano

Grazia



  

157 
 

σημαντική αύξηση στα παλαιότερα φύλλα μετά από 7 ημέρες καταπόνησης στα 200 

mM NaCl.  

 

 

Εικόνα 4.3.16 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Τdδ-OAT στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 

 

Στη βιβλιογραφία υπάρχουν αντικρουόμενες αναφορές και για τη 

δραστικότητα του ενζύμου OAT, εκτός από τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου, σε 

συνθήκες αλατότητας. Συγκεκριμένα, οι Madan et al (1995) ανέφεραν αύξηση στη 

δραστικότητα του ενζύμου OAT σε συνθήκες αλατότητας σε φυτά μιας ανθεκτικής 

ποικιλίας B. juncea και επομένως συμμετοχή της ορνιθίνης στη βιοσύνθεση της 

προλίνης, σε συνθήκες αλατότητας. Αντίθετα, οι Lutts et al (1999) παρατήρησαν 

αύξηση στη δραστικότητα του ενζύμου OAT στη ρίζα και τα φύλλα φυταρίων μόνο 

της ευαίσθητης ποικιλίας της O. sativa και όχι της ανθεκτικής ποικιλίας, 

επισημαίνοντας ότι περισσότερη ορνιθίνη θα είναι διαθέσιμη για την ανθεκτική 

ποικιλία για τη σύνθεση της πουτρεσκίνης (Put) μιας εκ των πολυαμινών (Lutts et al 

1996c). Οι Roosens et al (2002) ανέφεραν υπερέκφραση του γονιδίου δ-OAT σε 

διαγονιδιακά φυτάρια A. thaliana σε συνθήκες αλατότητας, η οποία συνδέεται με 

αύξηση στη δραστικότητα του ενζύμου, αύξηση στα επίπεδα προλίνης και 

ανθεκτικότητα των φυτών σε καταπόνηση άλατος. Επιπλέον, οι Lin et al (2002) 
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παρατήρησαν αύξηση στη δραστικότητα του ενζύμου ΟΑΤ σε φύλλα φυτών της O. 

sativa με παράλληλη αύξηση των επιπέδων της προλίνης. Oι Funck et al (2008) 

απέδειξαν, σε φυτά A. thaliana, ότι η OAT είναι χρήσιμη για την ανακύκλωση του 

αζώτου από την αργινίνη και όχι για τη βιοσύνθεση της προλίνης σε συνθήκες 

καταπόνησης. Ομοίως, οι Zhen et al (2009) ανέφεραν ότι συγκέντρωση άλατος, 200 

mM NaCl, δεν επηρέασε τη δραστικότητα του ενζύμου ΟΑΤ σε φυτά Phragmites 

australis, αντίθετα αύξησε τη δραστικότητα της P5CS και τα επίπεδα προλίνης, 

καταλήγοντας ότι το μονοπάτι του γλουταμινικού οξέος και όχι της ορνιθίνης έχει 

πρωτεύοντα ρόλο στη βιοσύνθεση της προλίνης. 

Σε συνθήκες ψύχους, τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Τdδ-OAT στο ριζικό 

σύστημα των φυταρίων και των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου εμφανίζονται στην Εικόνα 

4.3.17. Το γονίδιο Τdδ-OAT επάγεται μετά από 6 ώρες παραμονής των φυταρίων και 

των 2 ποικιλιών στους 4oC (2 φορές περισσότερο στο ριζικό σύστημα των φυταρίων 

της ποικιλίας Rusticano απ’ ότι της Grazia, σε σχέση με το μάρτυρα) και το μέγιστο 

της έκφρασης παρουσιάζεται στις 12 ώρες στο ριζικό σύστημα και των 2 ποικιλιών 

(1,5 φορά περισσότερο στο ριζικό σύστημα των φυταρίων της ποικιλίας Rusticano 

απ’ ότι της Grazia, σε σχέση με το μάρτυρα). Σε όλες τις μετρήσεις με εξαίρεση στις 

12 ώρες, τα μεταγραφήματα του Τdδ-OAT είναι υψηλότερα στην ποικιλία Rusticano 

σε σύγκριση με την Grazia. 

 

 

Εικόνα 4.3.17 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου Τdδ-OAT στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4oC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22oC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 
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Μελετώντας το πρότυπο έκφρασης του Τdδ-OAT στο υπέργειο τμήμα των 

ποικιλιών σκληρού σιταριού (Εικ. 4.3.18), για την ποικιλία Rusticano προκύπτει 

επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου αμέσως μετά τις 6 ώρες (3,2 φορές σε σχέση με 

το μάρτυρα), ενώ στις 12 ώρες παρατηρείται το μέγιστο της έκφρασης (μέση τιμή 6,9) 

σε σχέση με το μάρτυρα και στη συνέχεια μέχρι τις 72 ώρες παρατηρείται σταδιακή 

μείωση των επιπέδων έκφρασης του γονιδίου (μέση τιμή 0,6). Αντίθετα με την 

ποικιλία Rusticano, το γονίδιο Τdδ-OAT στο υπέργειο τμήμα της Grazia ακολουθεί 

διαφορετικό πρότυπο έκφρασης. Αυτό σημαίνει ότι η έκφρασή του κυμαίνεται σε 

πολύ χαμηλά επίπεδα μέχρι τις 12 ώρες (0,69 σε σχέση με το μάρτυρα), ενώ στις 24 

ώρες παρατηρείται επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου (3,3 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα), στις 48 ώρες εμφανίζεται το μέγιστο της έκφρασης (10 φορές σε σχέση με 

το μάρτυρα) και στις 72 ώρες επανέρχεται στα φυσιολογικά επίπεδα. Σε όλες τις 

μετρήσεις με εξαίρεση στις 72 ώρες, υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στην 

έκφραση του γονιδίου στις 2 ποικιλίες, ενώ τα μεταγραφήματα του Tdδ-OAT είναι 

υψηλότερα στην ποικιλία Rusticano μέχρι τις 24 ώρες και στη Grazia στις 48 ώρες. 

 

 

Εικόνα 4.3.18 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdOAT στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4oC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22oC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 
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Σε συνθήκες ψύχους δεν έχει μελετηθεί η έκφραση του γονιδίου δ-OAT, ενώ 

λίγες αναφορές από άλλους συγγραφείς συνδέουν την ενεργότητα του ενζύμου ΟΑΤ 

με τη βιοσύνθεση της προλίνης σε συνθήκες ψύχους (4oC). Οι Charest και Phan 

(1990) υποστήριξαν ότι υπάρχει θετική συσχέτιση μεταξύ ενζυμικής ενεργότητας της 

ΟΑΤ και συγκέντρωσης της προλίνης σε φυτά T. aestivum. Παρόμοια αποτελέσματα 

προέκυψαν από τους Ruiz et al (2002), οι οποίοι παρατήρησαν σε φύλλα φυταρίων 

P. vulgaris, ηλικίας 15 ημερών, αύξηση στην ενεργότητα του ενζύμου ΟΑΤ με 

παράλληλη αύξηση στη συγκέντρωση της προλίνης. Επιπλέον, στην ίδια εργασία 

παρατηρήθηκε αρνητική συσχέτιση μεταξύ της δραστικότητας του ενζύμου P5CS και 

της συγκέντρωσης της προλίνης, καταλήγοντας στο συμπέρασμα ότι σε συνθήκες 

ψύχους λειτουργεί το μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης από την ορνιθίνη και όχι 

το γλουταμινικό οξύ. 

 

4.3.3.4 Μελέτη της έκφρασης του γονιδίου TdP5CR στο ριζικό σύστημα και το 

υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia σε συνθήκες αλατότητας 

και ψύχους  

 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί ότι το γονίδιο P5CS και όχι το P5CR αποτελεί το 

βασικό ένζυμο βιοσύνθεσης της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ. Ωστόσο, στη 

βιβλιογραφία υπάρχουν αναφορές που αναφέρονται και στο ρόλο του P5CR στη 

συγκέντρωση του συγκεκριμένου μεταβολίτη (Verbruggen et al 1996, Kumar et al 

2003, Veeranagamalliaiah et al 2007, Wang et al 2007). 

Στην παρούσα εργασία, η έκφραση του γονιδίου P5CR στο ριζικό σύστημα 

των ποικιλιών σκληρού σίτου, σε συνθήκες αλατότητας, παρουσιάζεται στην Εικόνα 

4.3.19. Το TdP5CR εκφράζεται σε υψηλά επίπεδα μετά από 48 ώρες στα 200 mM 

NaCl (μέση τιμή για τη ποικιλία Rusticano: 15, μέση τιμή για τη ποικιλία Grazia: 10) 

και στις 2 ποικιλίες, ενώ στη συγκέντρωση των 100 mM NaCl παρουσιάζει το μέγιστο 

της έκφρασης στην ποκιλία Grazia μετά από 24 ώρες καταπόνησης (μέση τιμή: 4.6) 

και στην ποικιλία Rusticano μετά από 48 ώρες (μέση τιμή: 7.8). Γενικά, τα 

μεταγραφήματα του TdP5CR στο ριζικό σύστημα των φυταρίων της Rusticano είναι 

υψηλότερα από τα αντίστοιχα της Grazia.  
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Εικόνα 4.3.19 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CR στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c,d) 

για την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα 

με την ανάλυση Duncan. 

 

Στη βιβλιογραφία δεν υπάρχουν αναφορές, στις οποίες γίνεται συγκριτική 

μελέτη της έκφρασης του γονιδίου P5CR σε ποικιλίες/είδη με διαφορετικό δείκτη 

ανθεκτικότητας σε συνθήκες καταπόνησης άλατος, υπάρχει ωστόσο μία αναφορά για 

τη δραστικότητα του ενζύμου από τους Rout et al (1998), οι οποίοι μελέτησαν τη 

δραστικότητα του ενζύμου σε 3 είδη υδρόβιων φυτών με διαφορετικό δείκτη 

ανθεκτικότητας σε διαφορετικές συνθήκες αλατότητας (0, 50, 150 και 200 mM NaCl). 

Στη συγκεκριμένη εργασία το ανθεκτικότερο στην αλατότητα είδος παρουσιάζει 

μεγαλύτερη δραστικότητα του P5CR σε σχέση με τα άλλα 2 είδη. Ομοίως στην 

παρούσα μελέτη η ποικιλία Rusticano (ανθεκτική στην αλατότητα) παρουσιάζει 

μεγαλύτερη έκφραση του γονιδίου P5CR από τη Grazia (λιγότερο ανθεκτική στην 

αλατότητα). Επιπλέον, έχει μελετηθεί εδώ και δεκαετίες η έκφραση του 

συγκεκριμένου γονιδίου στις ρίζες φυταρίων σε συνθήκες άλατος. Συγκεκριμένα, οι 

Delauney και Verma (1990) αναφέρουν ότι το γονίδιο P5CR εκφράζεται στις ρίζες 

φυταρίων G. max στα 400 mM NaCl και τα επίπεδα mRNA του P5CR παρουσιάζουν 

6 φορές αύξηση σε σχέση με το μάρτυρα στις ανωτέρω συνθήκες. 

Σε επίπεδο φυταρίου, οι LaRosa et al (1991) και Szoke et al (1992) 

παρατήρησαν αύξηση στη δραστικότητα του P5CR σε φυτά N. tabacum και G. max 
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αντίστοιχα, ωστόσο αναφέρουν ότι η βιοσύνθεση της προλίνης δε ρυθμίζεται από τα 

επίπεδα του ενζύμου P5CR, αλλά του P5CS. Οι Williamson και Slocum (1992) 

αναφέρουν ότι σε φυτάρια P. sativum τα επίπεδα του ενζύμου P5CR δε 

διαφοροποιήθηκαν από την αλατότητα παρόλο που η έκφραση του αντίστοιχου 

γονιδίου P5CR αυξήθηκε 5 φορές σε σχέση με το μάρτυρα στις ίδιες συνθήκες 

αλατότητας. Σε φυτά A. thaliana τόσο τα μεταγραφήματα όσο και η δραστικότητα του 

P5CR αυξήθηκαν σε συνθήκες καταπόνησης, προτείνοντας ότι το P5CR είναι πιθανό 

να έχει σημαντικό ρόλο στη βιοσύνθεση της προλίνης στο φυτό A. thaliana 

(Verbruggen et al 1996). Σε άλλη μελέτη αναφέρθηκε ότι αν και τα μεταγραφήματα 

των γονιδίων P5CR και P5CS επάχθηκαν σε συνθήκες καταπόνησης σε φυτά A. 

thaliana, η δραστικότητα του ενζύμου P5CR πιθανόν δεν έχει ρόλο στη αύξηση της 

συγκέντρωσης της προλίνης, αλλά στη μεταβολική ρύθμιση κυτταρικού ωσμωτικού 

δυναμικού (Hua et al 1997). 

Στο υπέργειο τμήμα των 2 ποικιλιών σκληρού σίτου και στις ίδιες συνθήκες 

αλατότητας η έκφραση του γονιδίου παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.3.20. Όπως 

προκύπτει από την Εικόνα 4.3.20, το ΤdP5CR διατήρησε φυσιολογικά επίπεδα 

έκφρασης και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος μέχρι τις 24 ώρες, ενώ μετά από 48 

ώρες, άρχισαν να αυξάνονται τα μεταγραφήματα του ΤdP5CR. Στις 72 ώρες 

καταπόνησης με 100 mM NaCl, παρατηρείται το μέγιστο της έκφρασης του ΤdP5CR 

και υπάρχει στατιστικά σημαντική διαφορά στην έκφραση του γονιδίου ανάμεσα στις 

2 ποικιλίες (μέση τιμή για την ποικιλία Rusticano: 3 και μέση τιμή για την ποικιλία 

Grazia: 2), ενώ στα 200 mM NaCl το γονίδιο ΤdP5CR δεν παρουσιάζει διαφορά στην 

έκφρασή του στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου. 
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Εικόνα 4.3.20 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CR στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες σε συνθήκες 

αλατότητας (100 και 200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την 

αντίστοιχη έκφραση κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 

3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 

 

Παρόμοια αποτελέσματα με αυτά της παρούσας εργασίας στο υπέργειο 

τμήμα των ποικιλιών T. turgidum var. durum, όπου παρατηρείται επαγωγή της 

έκφρασης του P5CR μετά από 72 ώρες καταπόνησης στα 100 και 200 mM NaCl 

προέκυψαν και στα φύλλα των φυταρίων της O. sativa, όπου το γονίδιο P5CR 

εμφάνισε αύξηση στην έκφρασής του μετά από 6 ημέρες καταπόνησης στα 100 mM 

NaCl και 200 mM NaCl (Nounjan et al 2012), ωστόσο υποστηρίχθηκε ότι το P5CR δε 

θεωρείται ότι έχει σημαντικό ρόλο στη βιοσύνθεση της προλίνης. Αντίθετα, οι Mattioni 

et al (1997), ανέφεραν ότι η έκφραση του γονιδίου P5CR δε διαφοροποιήθηκε σε 

σχέση με το μάρτυρα, στα φύλλα φυταρίων T. turgidum var. durum, μετά από 8, 24, 

48 και 72 ώρες παραμονής τους σε συνθήκες αλατότητας 200 mM NaCl. Ενώ στις 

ίδιες συνθήκες η δραστικότητα του P5CR σημείωσε αύξηση 2 φορές σε σχέση με το 

μάρτυρα, προτείνοντας ότι η δραστικότητα του ενζύμου δε σχετίζεται με την έκφραση 

του αντίστοιχου γονιδίου στο σκληρό σιτάρι. Επιπρόσθετα, οι Murahama et al (2001), 

αναφέρουν ότι η παρουσία άλατος (50 mM NaCl) έδρασε παρεμποδιστικά στη 

δραστικότητα του ενζύμου P5CR σε φύλλα S. oleracea. Άλλοι ερευνητές 

παρατήρησαν θετική συσχέτιση ανάμεσα στη δραστικότητα του P5CR και στα 

επίπεδα της προλίνης μετά από παραμονή 2 ποικιλιών Morus alba (Kumar et al 
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2003) και Setaria italica (Veeranagamalliaiah et al 2007) με διαφορετικό δείκτη 

ανθεκτικότητας, σε συνθήκες αλατότητας. Στις παραπάνω εργασίες η δραστικότητα 

του ενζύμου και τα επίπεδα της προλίνης παρουσίασαν σημαντική αύξηση στα 

φύλλα της ανθεκτικής ποικιλίας M alba και στα φυτάρια (ηλικίας 5 ημερών) της 

ανθεκτικής ποικιλίας S. italica μετά από καταπόνηση στα 100, 150 και 200 mM NaCl, 

καταλήγοντας στο συμπέρασμα ότι η σύνθεση της προλίνης είναι πιθανό να οφείλεται 

στη δραστικότητα του ενζύμου P5CR. Ομοίως σε φύλλα T. aestivum αναφέρθηκε ότι 

το P5CR και όχι το P5CS είναι πιθανό να έχει το βασικό ρόλο για τη βιοσύνθεση της 

προλίνης στο μαλακό σιτάρι στην υψηλή συγκέντρωση άλατος των 300 mM NaCl 

(Wang et al 2007). Πρόσφατα, οι Dong et al 2010 αναφέρουν αύξηση στην έκφραση 

του γονιδίου P5CR σε κυτταρο-καλλιέργεια T. aestivum, η οποία συμβαδίζει και με 

την αύξηση της ολικής συγκέντρωσης της προλίνης μετά από 24 ώρες καταπόνησης 

στα 100 mM NaCl.  

Σε συνθήκες ψύχους, όπως προκύπτει από την Εικόνα 4.3.21, το γονίδιο 

TdP5CR, στο ριζικό σύστημα, παρουσιάζει το ίδιο μοτίβο έκφρασης και στις 2 

ποικιλίες σκληρού σίτου, με την ποικιλία Grazia να εμφανίζει υψηλότερα επίπεδα 

έκφρασης από τη Rusticano. Στις 6 ώρες παραμονής των φυταρίων και των 2 

ποικιλιών, στους 4οC, παρατηρείται επαγωγή της έκφρασης του γονιδίου, ενώ στις 12 

ώρες τα επίπεδα έκφρασης του γονιδίου εμφανίζουν τη μέγιστη τιμή τους τόσο για τη 

Rusticano όσο και τη Grazia (2,7 και 4,2 φορές σε σχέση με το μάρτυρα).   
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Εικόνα 4.3.21 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CR στο ριζικό σύστημα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4οC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22οC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 

 

Η έκφραση του TdP5CR, στους 4οC, στο υπέργειο τμήμα των 2 ποικιλιών 

σκληρού παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.3.22. Συγκεκριμένα, στην ποικιλία Rusticano 

το γονίδιο διατήρησε φυσιολογικά επίπεδα έκφρασης στις 6, 12 και 24 ώρες, ενώ η 

έκφρασή του μειώθηκε σημαντικά μέχρι τις 72 ώρες (μέση τιμή 0,15 σε σχέση με το 

μάρτυρα). Στην ποικιλία Grazia οι μέσες τιμές που καταγράφηκαν είναι χαμηλότερες 

από τις αντίστοιχες του μάρτυρα σε όλες τις μετρήσεις.  
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Εικόνα 4.3.22 Σχετικά επίπεδα έκφρασης του γονιδίου TdP5CR στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia μετά από 6, 12, 24, 48 και 72 ώρες σε 

συνθήκες ψύχους (4οC). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη έκφραση 

κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (22οC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών 

επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια 

χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την 

ανάλυση t-test. 

 

Μετά από βιβλιογραφική αναζήτηση διαπιστώθηκε ότι δεν έχει αναφερθεί 

εργασία στην οποία να γίνεται αναφορά στην έκφραση του γονιδίου TdP5CR σε 

συνθήκες χαμηλών θερμοκρασιών. 

 

4.3.4 Μελέτη της συσσώρευσης προλίνης σε συνθήκες καταπόνησης 

4.3.4.1 Μελέτη της συσσώρευσης προλίνης σε συνθήκες αλατότητας  

 

 Στην παρούσα εργασία, για τη μελέτη της προλίνης σε συνθήκες αλατότητας 

και στις 2 ποικιλίες σκληρού σίτου, Rusticano και Grazia, υπολογίστηκε η 

συγκέντρωση της προλίνης στο ριζικό σύστημα και στο υπέργειο τμήμα και των 2 

ποικιλιών μετά από 12, 24, 48, και 72 ώρες παραμονής των φυταρίων σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος (0, 100 και 200 mM NaCl). Όπως προκύπτει 

από τη συγκέντρωση της προλίνης στο ριζικό σύστημα των φυταρίων (Εικ. 4.3.23) 

παρατηρείται διαφοροποίησή της ανάμεσα στις 2 ποικιλίες. Χαρακτηριστική είναι η 

κατανομή της προλίνης στο ριζικό σύστημα της ποικιλίας Grazia όπου, μετά από 12 

ώρες παραμονής των φυταρίων στην υψηλότερη συγκέντρωση άλατος (200 mM 

NaCl), αυξάνεται κατά 6 φορές σε σχέση με την ποικιλία Rusticano. Τα επίπεδα της 
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προλίνης στο ριζικό σύστημα είναι 3 και 2 φορές υψηλότερα στην Grazia από ότι στη 

Rusticano μετά την 1η και 2η ημέρα παραμονής των φυταρίων στα 200 mM NaCl 

αντίστοιχα. Αυτή η διαφοροποίηση στις τιμές της προλίνης ανάμεσα στις 2 ποικιλίες 

δεν είναι τόσο ισχυρή την 3η ημέρα παραμονής των φυταρίων στα 200 mM NaCl, 

ωστόσο είναι στατιστικά σημαντική ανάμεσα στις 2 ποικιλίες. Αντίθετα, στη 

συγκέντρωση των 100 mM NaCl, παρατηρείται διαφοροποίηση στη συγκέντρωση 

του μεταβολίτη μετά από 24 ώρες καταπόνησης, με την ποικιλία Grazia να 

συσσωρεύει και πάλι υψηλότερα επίπεδα προλίνης από τη Rusticano. Στις 48 ώρες 

καταπόνησης, η συγκέντρωση της προλίνης κυμαίνεται στα ίδια επίπεδα ανάμεσα 

στις 2 ποικιλίες, ενώ στις 72 ώρες παρατηρείται ελάττωση στη συγκέντρωσή της στο 

ριζικό σύστημα της ποικιλίας Grazia, με αντίστοιχη αύξησή της στο ριζικό σύστημα 

της ποικιλίας Rusticano.  

Τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας στη συγκέντρωση των 100 mM 

NaCl είναι παρόμοια με αυτά σε φυτά H. vulgare (Chen et al 2007), όπου οι 

ανθεκτικές στην αλατότητα ποικιλίες συγκέντρώσαν στη ρίζα περισσότερη προλίνη 

από τις ευαίσθητες. Αντίθετα σε φυτά O. sativa (Lutss et al 1999), οι ευαίσθητες στην 

αλατότητα ποικιλίες συσσώρευσαν περισσότερη προλίνη από τις ανθεκτικές 

ποικιλίες, μετά από 3 ημέρες στη συγκέντρωση των 100 mM NaCl. 

 

Εικόνα 4.3.23 Επίπεδα προλίνης στο ριζικό σύστημα των φυταρίων των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες ώρες σε συνθήκες αλατότητας (100 και 

200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη συγκέντρωση της 

προλίνης κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 

βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c,d) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 
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 Όσον αφορά στη συγκέντρωση της προλίνης στο υπέργειο τμήμα των 2 

ποικιλιών σκληρού σίτου, αυτή παρουσιάζεται στην Εικόνα 4.3.24. Συγκεκριμένα, 

σημαντική αύξηση στα επίπεδα της προλίνης παρατηρείται μετά τις 48 ώρες 

καταπόνησης, με την ποικιλία Grazia να συσσωρεύει στο υπέργειο τμήμα των 

φυταρίων της περισσότερη προλίνη από τη Rusticano. Αντίθετα, στις 72 ώρες 

καταπόνησης και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος τα επίπεδα της προλίνης στην 

ποικιλία Rusticano είναι υψηλότερα από τα αντίστοιχα της Grazia.  

 

 

Εικόνα 4.3.24 Επίπεδα προλίνης στo υπέργειο τμήμα των φυταρίων των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες ώρες σε συνθήκες αλατότητας (100 και 

200 mM NaCl). Τα αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη συγκέντρωση της 

προλίνης κάτω από φυσιολογικές συνθήκες (0 mM NaCl). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 

βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b,c,d) για 

την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με 

την ανάλυση Duncan. 

 

Ομοίως σε φύλλα φυτών M alba η ανθεκτική ποικιλία συγκέντρωσε 

περισσότερη προλίνη σε σχέση με την ευαίσθητη μετά από 4, 8 και 12 ημέρες 

παραμονής των φυτών σε συνθήκες αλατότητας (0, 50, 100 και 150 mM NaCl) 

(Kumar et al 2003). Επίσης, σε φυτά H. annus αναφέρεται ότι οι ανθεκτικές στην 

αλατότητα ποικιλίες συσσώρευσαν περισσότερη προλίνη από τις ευαίσθητες 

(Shahbaz et al 2011). Αντίθετα, άλλοι ερευνητές ανέφεραν υψηλότερα επίπεδα 

προλίνης στα φύλλα ευαίσθητων ποικιλιών φυτών T. aestivum (Colmer et al 1995), L. 

esculentum (Balibrea et al 1997), O. sativa (Lutts et al 1999), και H. vulgare (Chen et 

al 2007) και υποστήριξαν ότι οι ανθεκτικές ποικιλίες ενεργοποιούν άλλους 
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μηχανισμούς για να αντιμετωπίσουν την αλατότητα, σε σχέση με τις πιο ευαίσθητες 

ποικιλίες που συγκεντρώνουν περισσότερη προλίνη για να επιβιώσουν. 

Όπως προκύπτει από τις Εικόνες 4.3.23 & 4.3.24, η συγκέντρωση της 

προλίνης στο υπέργειο τμήμα και των 2 ποικιλιών είναι μεγαλύτερη από ότι στο 

ριζικό σύστημα και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος. Αναλυτικότερα, στις 48 ώρες 

καταπόνησης, η συγκέντρωση της προλίνης στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia είναι περίπου 5 και 10 φορές μεγαλύτερη από της ρίζας 

αντίστοιχα και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος. Ομοίως στις 72 ώρες, τα επίπεδα της 

προλίνης στο υπέργειο τμήμα της ποικιλίας Rusticano είναι 6 φορές υψηλότερα από 

ότι στις ρίζες και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος, ενώ στην ποικιλία Grazia η 

συγκέντρωση του μεταβολίτη είναι 12 και 4 φορές ψηλότερη από ότι στις ρίζες στα 

100 και 200 mM NaCl αντίστοιχα. Παρόμοια αποτελέσματα σχετικά με την υψηλότερη 

συγκέντρωση της προλίνης στα φύλλα σε σχέση με τις ρίζες παρατηρήθηκαν και σε 

φυτά O. sativa (Lutts et al 1996, 1999) P. aureus (Misra et al 2005), P. vulgaris 

(Bremont et al 2006), H. vulgare (Chen et al 2007) και H. tuberosus (Huang et al 

2013). Η μεγαλύτερη κατανομή της προλίνης στα φύλλα σε αντίθεση με τις ρίζες, 

μπορεί να εξηγηθεί από το γεγονός ότι στις ρίζες είναι δυνατό να λαμβάνει χώρα η 

βιοσύνθεση της προλίνης όχι όμως και η συσσώρευσή της, μιας και μεταφέρεται από 

τις ρίζες σε άλλα μέρη του φυτού μέσω της διαπνοής (Hua et al 1997). Επιπλέον, τα 

φύλλα συγκεντρώνουν περισσότερη προλίνη, προκειμένου να διατηρήσουν τα 

επίπεδα χλωροφύλλης και τη σπαργή των κυττάρων τους ώστε να προστατεύσουν 

τη διαδικασία της φωτοσύνθεσης σε συνθήκες καταπόνησης άλατος (Silva-Ortega et 

al 2008). 

Σε επίπεδο φυταρίου οι Veeranagamalliaiah et al (2007), ανέφεραν σημαντική 

αύξηση στα επίπεδα προλίνης στα φυτάρια S. italica της ανθεκτικής ποικιλίας σε 

σχέση με την πιο ευαίσθητη, μετά από 5 ημέρες καταπόνησης στα 100 και 200 mM 

NaCl, παρατηρώντας μεταξύ άλλων ότι τα διαφορετικά επίπεδα προλίνης μεταξύ των 

ποικιλίων μπορεί να είναι ένας από τους λόγους ανθεκτικότητας των φυτών τους 

στην αλατότητα. Ομοίως οι Tripathi et al (2007), παρατήρησαν ότι σε υδρόβια φυτά, 

η ανθεκτική ποικιλία στην αλατότητα συγκέντρωσε υψηλότερα επίπεδα προλίνης σε 

σχέση με την πιο ευαίσθητη, μετά από 12 ώρες στα 100 και 150 mM NaCl, τα οποία 

βέβαια δεν συνδέθηκαν με τα μεταγραφήματα του γονιδίου P5CS στην ίδια ποικιλία. 

Αντίθετα, οι Rout και Shaw (1998), ανέφεραν ότι ευαίσθητες στην αλατότητα ποικιλίες 

υδροβίων φυτών, οι οποίες καταπονήθηκαν για 12 ώρες σε 0, 50, 150, 250 mM NaCl 

συγκέντρωσαν περισσότερη προλίνη από τις πιο ανθεκτικές ποικιλίες. Οι παραπάνω 

ερευνητές υποστήριξαν ότι η σύνθεση και συσσώρευση της προλίνης στις ευαίσθητες 

στην αλατότητα ποικιλίες επιφέρει οσμωρύθμιση και είναι αποτέλεσμα της 
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ενδοκυτταρικής ιοντικής ρύθμισης η οποία λαμβάνει χώρα σε συνθήκες καταπόνησης 

προκειμένου να συνεχιστούν οι μεταβολικές διεργασίες. 

Από τη σύγκριση των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων TdP5CS1, TdP5CS2 

και του μεταβολίτη προέκυψαν διαφοροποιήσεις μεταξύ των 2 ποικιλιών Rusticano 

και Grazia, οι οποίες διαφέρουν ως προς την ανθεκτικότητά τους σε συνθήκες 

αλατότητας. Σημειώνεται, ότι τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων στο 

ριζικό σύστημα (Εικ. 4.3.7 και 4.3.11) της ανθεκτικής ποικιλίας, Rusticano, δε 

συμβαδίζουν με τη μεγαλύτερη συσσώρευση της προλίνης (Εικ. 4.3.23) στην 

ευαίσθητη ποικιλία, Grazia, στην υψηλή συκέντρωση άλατος των 200 mM NaCl. 

Ομοίως, αρνητική συσχέτιση μετάξυ των επιπέδων έκφρασης των γονιδίων P5CS και 

της συγκέντρωσης της προλίνης, στο ριζικό σύστημα στην ίδια συγκέντρωση άλατος, 

παρατηρήθηκε και σε ποικιλίες O. sativa, οι οποίες διέφεραν ως προς το βαθμό 

ανθεκτικότητας τους στην αλατότητα (Hien et al 2003). Aντίθετα, στη χαμηλή 

συγκέντρωση άλατος των 100 mM NaCl στο ριζικό σύστημα και τις 2 συγκεντρώσεις 

άλατος, 100 και 200 mM NaCl στο υπέργειο τμήμα, παρατηρήθηκε μεγαλύτερη 

συσσώρευση τόσο των μεταγραφημάτων των TdP5CS1 (Εικ. 4.3.7, 4.3.8) και 

TdP5CS2 (Εικ. 4.3.11, 4.3.12) όσο και της προλίνης (Εικ. 4.3.23 και 4.3.24) στην 

ανθεκτική ποικιλία Rusticano, σε σχέση με την πιο ευαίσθητη Grazia. Παρόμοια 

αποτελέσματα ανέφεραν και οι Igarashi et al (1997), σε φυτά O. sativa, όπου τόσο τα 

επίπεδα mRNA των γονιδίων P5CS, όσο και τα επίπεδα προλίνης ήταν υψηλότερα 

στις ανθεκτικές ποικιλίες σε σχέση με τις ευαίσθητες.  

Επιπρόσθετα, όπως περιγράφεται στον Πίνακα 4.3.1, παρατηρείται θετική 

συσχέτιση ανάμεσα στις τιμές της ελεύθερης προλίνης και στις συγκεντρώσεις 

άλατος (0, 100 και 200 mM NaCl), τόσο στο ριζικό σύστημα όσο και στο υπέργειο 

τμήμα φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia.  
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Πίνακας 4.3.1 Βαθμός συσχέτισης (r) της προλίνης και της συγκέντρωσης άλατος (0, 100 

και 200 mM NaCl) στο ριζικό σύστημα και το υπέργειο τμήμα των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48, και 72 ώρες. Τα σύμβολα ***,** και * 

δηλώνουν σημαντική συσχέτιση σε βαθμό σημαντικότητας Ρ=0,001, Ρ=0,01 και 

Ρ=0,05 αντίστοιχα. 

 

Ριζικό σύστημα (τιμές r) 

 Rusticano Grazia 

12 ώρες 0,689* 0,881** 

24 ώρες  0,806** 0,990*** 

48 ώρες 0,944*** 0,943*** 

72 ώρες 0,983*** 0,918*** 

Υπέργειο Τμήμα (τιμές r) 

 Rusticano Grazia 

12 ώρες 0,704* 0,902** 

24 ώρες  0,983*** 0923** 

48 ώρες 0,975*** 0,980*** 

72 ώρες 0,987*** 0,997*** 

 

Ομοίως οι τιμές της προλίνης αυξήθηκαν με την κλιμάκωση των διαφορετικών 

συγκεντρώσεων άλατος σε φυτά O. sativa (Lutts et al 1996, 1999), B. vulgaris 

(Ghoulam et al 2002), M. alba (Kumar et al 2003), P. aureus (Misra et al 2005) και S. 

italica (Veeranagamalliaiah et al 2007). 

 

4.3.4.2 Μελέτη της συσσώρευσης προλίνης σε συνθήκες ψύχους  

 

 H συγκέντρωση της προλίνης στο ριζικό σύστημα και το υπέργειο τμήμα των 

2 ποικιλιών μελετήθηκε μετά από 12, 24, 48, και 72 ώρες παραμονής των φυταρίων 

σε φυσιολογικές συνθήκες (22 οC) και σε συνθήκες ψύχους (4οC). Όπως προκύπτει 

από την Εικόνα 4.3.25, παρατηρείται διαφοροποίηση στη συγκέντρωση της προλίνης 

στο ριζικό σύστημα των φυταρίων και των 2 ποικιλιών, με την ποικιλία Rusticano να 

συσσωρεύει περισσότερη προλίνη σε σχέση με την Grazia καθ’ όλη τη διάρκεια του 

πειράματος. Ωστόσο, 24 ώρες μετά την εφαρμογή χαμηλών θερμορασιών και οι 2 

ποικιλίες συγκεντρώνουν τα υψηλότερα επίπεδα προλίνης ενώ στη συνέχεια 

παρατηρείται σταδιακή μείωση των επιπέδων του μεταβολίτη μέχρι τις 72 ώρες.  
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Εικόνα 4.3.25 Επίπεδα προλίνης στο ριζικό σύστημα των φυταρίων των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες ώρες σε συνθήκες ψύχους (4οC). Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη συγκέντρωση της προλίνης κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες (22οC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή 

στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν 

στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την ανάλυση t-test. 

 

 Η προλίνη, στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών Rusticano και Grazia (Εικ. 

4.3.26), εμφανίζει το ίδιο πρότυπο διαφοροποίησης, όπως και στο ριζικό σύστημα με 

τη διαφορά ότι τα επίπεδα της προλίνης στο υπέργειο τμήμα των ποικιλιών είναι 

υψηλότερα από ότι στις ρίζες. Επιπλέον, η συγκέντρωση της προλίνης στην ποικιλία 

Rusticano είναι περίπου 2,5 φορές υψηλότερη απ’ ότι στην Grazia μετά από 24 και 

48 ώρες παραμονής των φυταρίων στους 4οC. Μεταβολομική ανάλυση στο υπέργειο 

τμήμα φυταρίων 2 ποικιλιών O. sativa έδειξε ότι η ανθεκτική ποικιλία ρυζιού 

συσσώρευσε περισσότερη προλίνη από την ευαίσθητη μετά από 2, 8, 24 και 48 ώρες 

καταπόνησης στους 4οC. Ωστόσο, οι 2 ποικιλίες ρυζιού συγκέντρωσαν υψηλότερα 

επίπεδα προλίνης μετά από 24 ώρες καταπόνησης, με τα επίπεδα της προλίνης να 

είναι διπλάσια στην ανθεκτική απ’ ότι στην ευαίσθητη ποικιλία (Ζhao et al 2013). 

Ομοιως, σε φυτάρια P. vulgaris και J. curcas η προλίνη παρουσίασε τη μεγαλύτερη 

συσσώρευσή της μετά από 24 ώρες καταπόνησης σε χαμηλές θερμοκρασίες 

(Zhuang et al 2011). 
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Εικόνα 4.3.26 Επίπεδα προλίνης στo υπέργειο τμήμα των φυταρίων των ποικιλιών 

Rusticano και Grazia μετά από 12, 24, 48 και 72 ώρες ώρες σε συνθήκες ψύχους (4οC). Τα 

αποτελέσματα εκφράζονται σε σχέση με την αντίστοιχη συγκέντρωση της προλίνης κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες (22οC). Οι τιμές είναι μέσοι όροι 3 βιολογικών επαναλήψεων (± τιμή 

στατιστικού σφάλματος). Διαφορετικά σύμβολα (a,b) για την ίδια χρονική στιγμή υποδεικνύουν 

στατιστικά σημαντική διαφορά (P<0.05), σύμφωνα με την ανάλυση t-test. 
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4.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Eντοπίστηκαν, ενισχύθηκαν και προσδιορίστηκαν τμήματα των 

νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των γονιδίων, P5CS1, P5CS2, δ-OAT και P5CR, που 

πιθανά κωδικοποιούν τις συγκεκριμένες πρωτεΐνες στο σκληρό σιτάρι (Τriticum 

turgidum var. durum). Η σύγκριση των παραπάνω αλληλουχιών με τις ήδη 

υπάρχουσες στις βάσεις δεδομένων (EMBL, GeneBank, Swiss-Prot), έδειξε ότι οι 

ΤdP5CSs, Tdδ-OAT και TdP5CR εμφανίζονται συντηρημένες σε επίπεδο αμινοξικής 

αλληλουχίας. Το ποσοστό ομολογίας σε αμινοξικό επίπεδο, μεταξύ των φυτών, 

κυμαίνεται για τις P5CSs από 90-74%, για την δ-ΟΑΤ μεταξύ 90-66% και τη P5CR 

από 99-74%. Η ομοιότητα αυτή έκανε φανερή την ύπαρξη πολλών συντηρημένων 

μοτίβων μεταξύ των πρωτεϊνών καθώς και το διαχωρισμό τους κατά τη φυλογενετική 

ανάλυση σε ξεχωριστές διακλαδώσεις από τις αντίστοιχες πρωτεΐνες των δικότυλων 

φυτών. 

Από τη μελέτη της έκφρασης των γονιδίων που μετέχουν στη βιοσύνθεση της 

προλίνης, από τις πρόδρομες ενώσεις γλουταμινικό οξύ και ορνιθίνη, στις ποικιλίες 

σκληρού σίτου, Rusticano (ανθεκτική) και Grazia (ευαίσθητη) σε συνθήκες 

αλατότητας και ψύχους, προέκυψαν τα ακόλουθα συμπεράσματα: 

Καταπόνηση φυταρίων σε συνθήκες αλατότητας 

 Τα μεταγραφήματα των γονιδίων, TdP5CS1, TdP5CS2 και Tdδ-OAT 

TdP5CR, που συμμετέχουν στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης 

διαπιστώθηκε ότι ήταν σταθερά υψηλότερα τόσο στο ριζικό σύστημα όσο και 

στο υπέργειο τμήμα της πιο ανθεκτικής στην αλατότητα ποικιλίας, Rusticano, 

σε σχέση με την πιο ευαίσθητη ποικιλία, Grazia, με τα μεταγραφήματα του 

TdP5CS1 να είναι υψηλότερα από τα αντίστοιχα των Tdδ-OAT και TdP5CS2 

και στους 2 υπό μελέτη ιστούς (σύστημα και υπέργειο τμήμα).  

 Στοριζικό σύστημα των 2 ποικιλιών, η συσσώρευση των μεταγραφημάτων 

των γονιδίων προηγήθηκε της συσσώρευσης του μεταβολίτη, ενώ στο 

υπέργειο τμήμα των 2 ποικιλιών, τα μεταγραφήματα των γονιδίων 

ακολούθησαν τη συσσώρευση της προλίνης στις 72 ώρες καταπόνησης. 

 Η συγκέντρωση της προλίνης στο υπέργειο τμήμα και των 2 ποικιλιών είναι 

μεγαλύτερη από ότι στο ριζικό σύστημα και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος, 

ενισχύοντας την υπόθεση ότι στο ριζικό σύστημα είναι δυνατό να λαμβάνει 

χώρα η βιοσύνθεση της προλίνης όχι όμως και η συσσώρευσή της. Επιπλέον, 

παρατηρείται θετική συσχέτιση ανάμεσα στις τιμές της προλίνης και στις 
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συγκεντρώσεις άλατος (0, 100 και 200 mM NaCl), τόσο στο ριζικό σύστημα 

όσο και στο υπέργειο τμήμα φυταρίων των ποικιλιών Rusticano και Grazia.  

 Τα υψηλότερα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων TdP5CS1 (Εικ. 4.3.7), 

TdP5CS2 (Εικ. 4.3.11) και Tdδ-ΟΑΤ (Εικ. 4.3.15), στο ριζικό σύστημα της 

ανθεκτικής ποικιλίας, Rusticano, δεν συσχετίζονται με τη μεγαλύτερη 

συσσώρευση της προλίνης (Εικ. 4.3.23) στην ευαίσθητη ποικιλία, Grazia, στη 

συγκέντρωση των 200 mM NaCl. Αντίθετα, στη χαμηλότερη συγκέντρωση 

άλατος, 100 mM NaCl, παρατηρείται συσχέτιση των μεταγραφημάτων των 

γονιδίων και της προλίνης στην ανθεκτική ποικιλία, Rusticano, μετά τις 72 

ώρες καταπόνησης. Υψηλότερα επίπεδα έκφρασης των γονιδίων TdP5CS1 

(Εικ. 4.3.8), TdP5CS2 (Εικ. 4.3.12), Tdδ-ΟΑΤ (Εικ. 4.3.16), και προλίνης (Εικ. 

4.3.24), στο υπέργειο τμήμα της Rusticano, παρατηρήθηκαν μετά τις 72 ώρες 

καταπόνησης και στις 2 συγκεντρώσεις άλατος. 

 Τέλος, το μονοπάτι βιοσύνθεσης της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ και 

την ορνιθίνη φαίνεται να είναι λειτουργικό σε συνθήκες αλατότητας. Και τα 2 

γονίδια TdP5CS1 και TdP5CS2 είναι πιθανό να δρουν συνεργιστικά στη 

βιοσύνθεση της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ, ενώ το γονίδιο TdP5CS1 

πιθανόν να έχει κυρίαρχο ρόλο στη βιοσύνθεση της προλίνης, στο σκληρό 

σιτάρι.  

Καταπόνηση φυταρίων σε συνθήκες ψύχους 

 Τα γονίδια TdP5CS1, TdP5CS2 και Tdδ-OAT εκφράζονται τόσο στο ριζικό 

σύστημα όσο και στο υπέργειο τμήμα των 2 ποικιλιών Rusticano και Grazia. 

Εξαίρεση αποτελεί το γονίδιο TdP5CR, όπου δεν παρατηρείται συσσώρευση 

των μεταγραφημάτων του στο υπέργειο τμήμα και των 2 ποικιλιών σκληρού 

σίτου. Ομοίως, όπως και στην περίπτωση της καταπόνησης άλατος, τα 

μεταγραφήματα του TdP5CS1 είναι υψηλότερα από των TdP5CS2 και Tdδ-

OAT και στους 2 μελετώμενους ιστούς. 

 Η έγκαιρη αντίδραση της ποικιλίας Rusticano στο ψύχος φαίνεται και από την 

έγκαιρη συσσώρευση των μεταγραφημάτων των γονιδίων και στους 2 

μελετώμενους ιστούς. 

 Επιπλέον διαπιστώθηκε ότι η συσσώρευση της προλίνης στους ιστούς της 

ποικιλίας Rusticano είναι μεγαλύτερη από τη συσσώρευση του μεταβολίτη 

στους ιστούς της ποικιλίας Grazia. Τόσο στο ριζικό σύστημα όσο και στο 

υπέργειο τμήμα των 2 ποικιλιών η συγκέντρωση της προλίνης γίνεται μέγιστη 

μετά από 24 ώρες καταπόνησης, ενώ η συγκέντρωσή της στο υπέργειο 

τμήμα και των 2 ποικιλιών είναι μεγαλύτερη από ότι στο ριζικό σύστημα. 
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 Ομοίως, όπως και στην περίπτωση της καταπόνησης άλατος, το μονοπάτι 

βιοσύνθεσης της προλίνης από το γλουταμινικό οξύ και την ορνιθίνη φαίνεται 

να είναι λειτουργικό σε συνθήκες ψύχους, με το γονίδιο TdP5CS1 να έχει 

σημαντικότερο ρόλο από το TdP5CS2 στη βιοσύνθεση της προλίνης.  
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ΓΕΝΙΚΑ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

 Από τις μετρήσεις των μορφολογικών παραμέτρων των φυταρίων σκληρού 

σίτου και των 2 ποικιλιών, σε συνθήκες αλατότητας (100 και 200 mM NaCl) και 

ψύχους (4oC), προέκυψε ότι η ποικιλία Rusticano είναι πιο ανθεκτική από την 

ποικιλία Grazia και στους 2 παράγοντες αβιοτικής καταπόνησης. Η μεταβολομική 

ανάλυση του υπέργειου τμήματος των ανωτέρω ποικιλιών, μετά από 48 ώρες 

καταπόνησης άλατος (200 mM NaCl) και ψύχους (4oC), οδήγησε στην ταυτοποίηση 

είκοσι εννέα πρωτογενών (αμινοξέα, οργανικά οξέα, λιπίδια) και δευτερογενών 

μεταβολιτών (κυρίως αζωτούχες και φαινολικές ενώσεις). Σε σύγκριση με την ποικιλία 

Grazia, η ποικιλία Rusticano παρουσίασε ταχεία ενεργοποίηση του μεταβολισμού της 

στις συνθήκες καταπόνησης, διαφοροποίηση μεγαλύτερου αριθμού μεταβολιτών, 

καθώς και υψηλότερα επίπεδα συσσώρευσης μεταβολιτών (αμινοξέων, λιπιδίων, 

δευτερογενών μεταβολιτών) στο υπέργειο τμήμα της. Εξαίρεση αποτελεί, σε 

συνθήκες αλατότητας, η μεγαλύτερη συγκέντρωση της προλίνης στο υπέργειο τμήμα 

της ποικιλίας Grazia η οποία, λόγω μεγαλύτερης ευασθησίας της σε αυτό τον 

παράγοντα καταπόνησης, συσσωρεύει το συγκεκριμένο μεταβολίτη προκειμένου να 

επέλθει οσμωρύθμιση και να συνεχιστούν οι μεταβολικές της διεργασίες. Aπό τη 

μεταγραφική μελέτη του μονοπατιού βιοσύνθεσης της προλίνης διαπιστώθηκε ότι σε 

συνθήκες αλατότητας η ανθεκτικότητα της ποικιλίας Rusticano έναντι της Grazia είναι 

εμφανής λόγω της μεγαλύτερης συσσώρευσης μεταγραφημάτων των γονιδίων που 

εμπλέκονται στη βιοσύνθεσής της καθώς και από τα υψηλότερα επίπεδα προλίνης 

στο ριζικό σύστημα και το υπέργειο τμήμα, μετά από 72 ώρες καταπόνησης. Σε 

συνθήκες ψύχους, η ανθεκτικότητα της ποικιλίας Rusticano έναντι της Grazia 

σχετίζεται με την έγκαιρη (μόλις 6 ώρες μετά την έκθεση των φυταρίων στους 4οC) 

συσσώρευση των μεταγραφημάτων των γονιδίων και τη μεγαλύτερη συσσώρευση 

της προλίνης στους ιστούς της. Τα γονίδια TdP5CS1, TdP5CS2 και Tdδ-OAT είναι 

πιθανό να δρουν συνεργιστικά στη βιοσύνθεση της προλίνης από το γλουταμινικό 

οξύ και την ορνιθίνη αντίστοιχα, με το γονίδιο TdP5CS1 να έχει κυρίαρχο ρόλο στη 

συσσώρευση του μεταβολίτη και στις 2 συνθήκες καταπόνησης, ενώ από τα 

αποτελέσματα της μεταβολομικής ανάλυσης σε συνθήκες αλατότητας προκύπτει ότι 

η ορνιθίνη έχει ενεργό ρόλο και στα μεταβολικά μονοπάτια της αργινίνης και των 

πολυαμινών. Συμπερασματικά, τα φυτάρια της ποικιλίας Rusticano παρουσιάζουν 

καλύτερη προσαρμογή από τα αντίστοιχα της Grazia τόσο στην αλατότητα, όσο και 

το ψύχος. 
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