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Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

Τα φυτά αποτελούν την κύρια µορφή ζωής, από την οποία εξαρτώνται 

όλες οι άλλες. Κατά την πάροδο του χρόνου, όλοι οι οργανισµοί υπέστησαν 

την επίδραση ενός διαρκώς µεταβαλλόµενου περιβάλλοντος στον πλανήτη Γη. 

Λόγω της µακροχρόνιας παρουσίας των φυτών στον πλανήτη και της 

ευρύτατης εξάπλωσης τους, παρουσιάζουν γεωγραφική διαφοροποίηση που 

εκφράζει τη συνολική αντίδραση του φυτού στο περιβάλλον διαβίωσης του. 

Η µεγάλη ποικιλότητα των περιβαλλοντικών συνθηκών εκθέτει 

αντιστοίχως τα φυτά σε µια πληθώρα, ως προς τον αριθµό και το είδος, 

περιβαλλοντικών καταπονήσεων, οι οποίες διακρίνονται σε βιοτικές και 

αβιοτικές ή φυσικοχηµικές. Οι βιοτικές καταπονήσεις προκαλούνται µε 

προσβολή ή ανταγωνισµό από άλλους οργανισµούς, όπως µύκητες, βακτήρια 

και ιούς, ενώ οι αβιοτικές προκαλούνται από ένα πλεόνασµα ή µια έλλειψη στο 

φυσικό ή χηµικό περιβάλλον. 

Οι περιβαλλοντικές συνθήκες που µπορούν να καταπονήσουν τα φυτά 

είναι η υψηλή ή χαµηλή θερµοκρασία, η περίσσεια ή έλλειψη νερού, η ύπαρξη 

ή µη αλάτων, ιόντων, βαρέων µετάλλων, αέριων ρύπων και βιοκτόνων 

(χηµικές), η συσσώρευση ενεργών µορφών οξυγόνου (οξειδωτικές), η 

επίδραση ανέµου, βαρύτητας, ήχου, µαγνητικών πεδίων, συµπίεσης 

(µηχανικές) και τέλος η έκθεση σε υπέρυθρη, ορατή, υπεριώδη και ιοντίζουσα 

ακτινοβολία. 

Οι σηµαντικότερες αβιοτικές καταπονήσεις, βάση των αλλαγών που 

προκάλεσαν στις µοριακές, βιοχηµικές, φυσιολογικές και µορφολογικές 

αντιδράσεις των φυτών είναι: η οξειδωτική καταπόνηση, η έλλειψη νερού που 

µπορεί να προκληθεί από ξηρασία, αλατότητα, υψηλή θερµοκρασία και 

παγετό, η περίσσεια νερού που µπορεί να προκαλέσει ανοξία ή υποξία και η 

παρουσία βαρέων µετάλλων. Οι περιβαλλοντικές καταπονήσεις δηµιούργησαν 

συνθήκες ισχυρής επιλεκτικής πίεσης που συντέλεσαν στην προσαρµογή και 

την επιβίωση των φυτών στις δυσµενείς συνθήκες. Η προσαρµογή των φυτών 

στις διάφορες καταπονήσεις υποδηλώνει ότι οι φυτικοί οργανισµοί είναι ικανοί 
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να προσλαµβάνουν και να µεταφέρουν τα περιβαλλοντικά σήµατα, και στη 

συνέχεια να µεταβάλλονται οι ίδιοι προκειµένου να µπορέσουν να 

προσαρµοστούν. Αυτές οι µεταβολές ενδέχεται να είναι παροδικές ή µόνιµες 

και να κληρονοµούνται από τις επόµενες γενεές. 

 

 

 ΒΙΟΤΙΚΕΣ 
 
 
 
 
ΑΒΙΟΤΙΚΕΣ 

Ακτινοβολία 

Υπέρυθρη 
Ορατή 
Υπεριώδης 
Ιοντίζουσα

Χηµικές 

Άλατα ή 
ιόντα 
Βαρέα 
µέταλλα 
Αέριοι ρύποι 
Βιοκτόνα

Μηχανικέs 

Άνεµος  
Βαρύτητα 
Ήχος 
Μαγνητικά 
πεδία 
Συµπίεση

Νερό 

Περίσσεια  Έλλειψη
 (ανοξία) 

Οξειδωτικές 

Θερµοκρασία 

Υψηλή  Χαµηλή 
   
 
       Ψύχος     Παγετός 
       (0-9 oC)       (O≤ oC)  

Προσβολή ή ανταγωνισµός 
από άλλους οργανισµούς 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1. Είδη καταπονήσεων. (Από Φυσιολογία Φυτών – “από το µόριο στο 
περιβάλλον”, επιµέλεια Κ.Α. Ρουµπελάκη-Αγγελάκη, 2003) 

 

Α1. Πως ορίζεται η καταπόνηση 

Το 1972, ο Jacob Levitt πρότεινε ορισµούς για την καταπόνηση (stress) 
και την αντίδραση του φυτού, ανάλογους µε αντίστοιχους της φυσικής, ως 
εξής: 
 
¾ Καταπόνηση (stress) είναι η όποια δυνητικά επιβλαβής για το φυτό 

κατάσταση του περιβάλλοντος. 

¾ Βιολογική διαταραχή (strain) είναι η αντίδραση του φυτού στην 

καταπόνηση και ορίζεται, ως η έκφραση της δύναµης που ασκήθηκε πριν 

προκληθεί οιαδήποτε βλάβη στο φυτό. 
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¾ Βλάβη (damage) είναι το αποτέλεσµα µιας καταπόνησης τόσον έντονης, 

την οποία δεν µπορεί πλέον να αντιµετωπίσει το φυτό. 

Η βλάβη διαφοροποιείται περαιτέρω σε ελαστική, όταν η διαταραχθείσα 

λειτουργία του φυτού επανέρχεται στο βέλτιστο σηµείο της, αφού 

αποµακρυνθεί ο δυσµενής παράγοντας του περιβάλλοντος, και σε πλαστική, 

όταν η λειτουργία αυτή δεν επανέρχεται. 

Η καταπόνηση διαφοροποιείται περαιτέρω σε ευοίωνη (eu-stress) και 

δυσοίωνη (dis-stress). Η πρώτη περίπτωση αφορά µια ήπια, διεγερτική 

καταπόνηση, που ενεργοποιεί τον µεταβολισµό και αυξάνει τη φυσιολογική 

δραστηριότητα του φυτού, ενώ η δεύτερη περίπτωση αφορά κάθε δυσµενή 

συνθήκη, που επηρεάζει αρνητικά τον µεταβολισµό και την ανάπτυξη. 

 

Α2. Αντιδράσεις των φυτών σε αβιοτικές καταπονήσεις 

Οι αβιοτικές καταπονήσεις προκαλούν στα φυτά ποικίλες αντιδράσεις 

που αφορούν τα χαρακτηριστικά αύξησης και ανάπτυξης τους. 

 

Α2.1. Οι αβιοτικές καταπονήσεις µειώνουν σηµαντικά την παραγωγή 

H έκθεση των φυτών σε δυσµενείς περιβαλλοντικές συνθήκες προξενεί 

ένα ευρύ φάσµα αντιδράσεων που µπορεί να αφορούν αλλαγές στη γονιδιακή 

έκφραση και επακόλουθες µεταβολές στα βιοχηµικά µονοπάτια, στην αύξηση 

και ανάπτυξη των φυτών. 

 Οι αβιοτικές καταπονήσεις όχι µόνο δηµιουργούν σοβαρά προβλήµατα 

και απειλούν τη γεωργία αλλά συµβάλλουν στη χειροτέρευση του 

περιβάλλοντος. Κύριος λόγος της µείωσης της παραγωγής παγκοσµίως από 50 

ως 80%, είναι οι αβιοτικές καταπονήσεις. Για τη δηµιουργία και επικράτηση 

καλλιεργειών ανθεκτικών σε αντίξοα περιβάλλοντα, και εποµένως 

παραγωγικότερων, έχουν χρησιµοποιηθεί κλασικές και βιοτεχνολογικές 

µέθοδοι. Οι πρώτες προσέφεραν και συνεχίζουν να προσφέρουν πολλά. Οι 

βιοτεχνολογικές µε την εισαγωγή-τροποποίηση κατάλληλων γονιδίων θα 

µπορούσαν να βελτιώσουν την ταχύτητα προσαρµογής και την 

παραγωγικότητα σε σύντοµο διάστηµα, δεν έχουν όµως προς το παρόν την 
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αναµενόµενη επιτυχία. Αυτό οφείλεται, πέραν άλλων αιτίων, στο γεγονός ότι η 

αντοχή του φυτού είναι συνήθως, ακόµη και για µεµονωµένη περιβαλλοντική 

καταπόνηση, ένα πολυγονιδιακό αποτέλεσµα. 

 

Α2.2. Στάδια αντιδράσεων του φυτού σε καταπονήσεις 

 Η ικανότητα αντίδρασης σε ένα διαρκώς µεταβαλλόµενο και δυσµενές 

περιβάλλον διαφέρει σηµαντικά µεταξύ των φυτών. Εκτός από τις γονιδιακές 

διαφορές που υφίστανται, η ικανότητα αυτή εξαρτάται από το αναπτυξιακό 

στάδιο του φυτικού ιστού, οργάνου και οργανισµού, επηρεάζεται από τις 

συνθήκες ανάπτυξης του φυτού, τη συχνότητα τη διάρκεια και την ένταση 

έκθεσης του σε συνθήκες καταπόνησης καθώς και από κάθε  συνεργιστικό 

αποτέλεσµα έκθεσης σε πολλαπλές αντίξοες συνθήκες.  

Ο Lichtenthaler πρότεινε το 1996 τέσσερα εµπειρικά στάδια για την 

αντίδραση του φυτού στην καταπόνηση: 

¾ Το στάδιο συναγερµού (alarm stage). Το στάδιο αυτό της αντίδρασης 

χαρακτηρίζεται από εκδήλωση συναγερµού. Ο µεταβολισµός αποκλίνει 

από την κανονική πορεία του και το φυτό οδηγείται σε οξεία βλάβη, εάν 

δεν έχει την ικανότητα να περάσει στο επόµενο στάδιο της αντοχής. 

¾ Το στάδιο αντοχής (resistance). Το δεύτερο στάδιο, της αντοχής, 

χαρακτηρίζεται από µια γενική αναδιάταξη µε διάφορες συνιστώσες. 

¾ Το στάδιο εξάντλησης ή τελικό (exhaustion). Το στάδιο αυτό είναι 

αποτέλεσµα της υπερφόρτισης της ικανότητας προσαρµογής, καθώς η 

υπερβολική ένταση της καταπόνησης προκαλεί χρόνια βλάβη και τελικά 

νέκρωση των κυττάρων. 

¾ Το στάδιο της ανάνηψης ή αναγέννησης (regeneration). Το τέταρτο 

στάδιο, της ανάνηψης ή αναγέννησης, περιλαµβάνει τη µερική ή 

ολοκληρωτική επαναφορά των φυσιολογικών λειτουργιών σε κανονικά 

επίπεδα, εφόσον η καταπόνηση ανασταλεί και εφόσον οι βλάβες είναι 

αναστρέψιµες. 
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Εικόνα 2. Γενικευµένη παρουσίαση της αλληλουχίας των σταδίων από τα οποία 
διέρχεται κατά τα φαινόµενα το φυτό, για να αντιµετωπίσει µια καταπόνηση. (Από 
“Φυσιολογία Φυτών –από το µόριο στο περιβάλλον”, επιµέλεια Κ.Α. Ρουµπελάκη-
Αγγελάκη, 2003) 
 

Ο διαχωρισµός της αντίδρασης του φυτού σε στάδια για όλους τους 

παράγοντες που προκαλούν καταπόνηση, και όχι ανά παράγοντα 

καταπόνησης, βασίζεται στο ότι υπάρχουν κοινά µάλλον παρά ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά στην απόκριση του φυτού σε εντελώς διαφορετικές 

καταπονήσεις. Όπως πρώτος κατέγραψε ο Levitt, το φυτό αναπτύσσει κοινούς 

µηχανισµούς αντοχής στο επερχόµενο τελικό αποτέλεσµα που είναι όµοιο, αν 

και προξενείται από εντελώς διαφορετικά αίτια.  

 

Α2.3. Μηχανισµοί αντοχής σε καταπονήσεις  

Τα φυτά αντιδρούν στις καταπονήσεις αναπτύσσοντας µηχανισµούς είτε 

αποφυγής (avoidance) και ανοχής (tolerance), είτε αντοχής. 

Οι µηχανισµοί αποφυγής παρεµποδίζουν την επίδραση της 

καταπόνησης στο κύτταρο (το κύτταρο αποφεύγει να έλθει σε φυσικοχηµική 

ισορροπία µε τον παράγοντα καταπόνησης) ή µειώνουν την έκθεση του φυτού 

στις καταπονήσεις. Οι µηχανισµοί ανοχής επιτρέπουν στο φυτό να ανεχθεί την 

αρνητική επίδραση µιας καταπόνησης που έχει ήδη επηρεάσει το κύτταρο (το 

κύτταρο βρίσκεται σε φυσικοχηµική ισορροπία µε την καταπόνηση). Οι 

 7



µηχανισµοί αποφυγής χαρακτηρίζουν περισσότερο εξελιγµένους οργανισµούς 

και της ανοχής λιγότερο εξελιγµένους. 

Οι µηχανισµοί αντοχής κατατάσσονται σε τρεις κατηγορίες: 

¾ Εγγενείς (constitutive) 

¾ Προσαρµογής (adaptive) 

¾ Εγκλιµατισµού (acclimation, hardening) 

Οι εγγενείς µηχανισµοί είναι γενετικώς καθορισµένα χαρακτηριστικά τα 

οποία εκφράζονται συνεχώς ανεξαρτήτως της ύπαρξης καταπόνησης. 

Οι µηχανισµοί προσαρµογής είναι εξειδικευµένες µακροχρόνιες 

αντιδράσεις που αφορούν τροποποιήσεις σε βιοχηµικά και άλλα 

χαρακτηριστικά. 

Οι µηχανισµοί εγκλιµατισµού είναι ταχείες αντιδράσεις µεταβολισµού 

και αύξησης σε µεταβολές περιβάλλοντος συνήθεις και βραχυχρόνιες. Κατά τη 

διάρκεια του εγκλιµατισµού, το φυτό αγγίζει την οµοιόσταση του, αυξάνοντας 

τον αναβολισµό του και µειώνοντας τη συσσώρευση τοξικών υποπροϊόντων.  

 

Α3. Αναγνώριση και µεταγωγή σήµατος 

Αρκετές και µάλιστα διαφορετικές καταπονήσεις προκαλούν διαταραχές 

σε βασικά κυτταρικά χαρακτηριστικά, όπως στο ενδοκυτταρικό pH, στη 

διαβάθµιση πρωτονίων σε συγκεντρώσεις του δευτερογενούς αγγελιοφόρου 

ασβεστίου, σε οξειδοαναγωγικά δυναµικά, στη διαβάθµιση ηλεκτρικών 

δυναµικών διαµέσου του πλασµαλήµµατος και των µεµβρανών των 

οργανιδίων κ.ά. Πιθανολογείται ότι αυτές οι πρώτες διαταραχές αποτελούν 

ενδεχοµένως έναν µηχανισµό αντίληψης, κοινό για πολλές καταπονήσεις. Η 

κοινή αυτή αναγνώριση της καταπόνησης, που στη συνέχεια διαµεταγωγείται, 

ίσως οδηγεί σε παρόµοια τελική αντίδραση, ανεξαρτήτως του είδους της 

καταπόνησης. 
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Α3.1. Μεταγωγή του σήµατος  

Η ρύθµιση των αντιδράσεων των φυτών στις αντίξοες συνθήκες 

ελέγχεται ως έναν βαθµό από ορµόνες. Ο ρυθµιστικός ρόλος των ορµονών σε 

καταπόνηση αφορά τρία επίπεδα:  

¾ Τη µεταγωγή του σήµατος (ρόλος αγγελιοφόρου). 

¾ Τον συντονισµό των αντιδράσεων του φυτού µέσω ορµονικών µεταβολών. 

¾ Τη ρύθµιση µεµονωµένων φυσιολογικών αντιδράσεων, που είναι γνωστό 

ότι επηρεάζονται από καταπονήσεις. 

Η µεταγωγή του σήµατος καταπόνησης επιτυγχάνεται µέσω ενός 

ενδογενούς ορµονικού “µηνύµατος” που ενεργοποιείται από την καταπόνηση 

σε ένα όργανο και µεταβιβάζεται σε κάποιο άλλο που δεν έχει εκτεθεί σε 

καταπόνηση. 

Εκτός από τον ρόλο τους ως αγγελιοφόρων, οι ορµόνες συµµετέχουν 

στον συντονισµό αντιδράσεων κατά τη διάρκεια της καταπόνησης µέσω 

µεταβολών των ενδογενών επιπέδων των ορµονών. Μεταβολές στις 

συγκεντρώσεις των ορµονών παρατηρήθηκαν σε όλα ανεξαιρέτως τα στάδια 

αντίδρασης του φυτού, αλλά οι περισσότερο ενδιαφέρουσες µεταβολές 

συµβαίνουν στα στάδια του συναγερµού και της ανάνηψης. Για την ίδια 

αντίδραση συνεργάζονται διάφορες ορµόνες (κυρίως το αµπσισσικό οξύ και οι 

κυτοκινίνες). 

Σηµαντικός είναι επίσης ο ρόλος των ορµονών καθώς ρυθµίζουν µε την 

ύπαρξη τους µεµονωµένες φυσιολογικές αντιδράσεις, που επηρεάζονται από 

τις καταπονήσεις. Η υψηλή περιεκτικότητα ορµονών (ΑΒΑ) κάποιων 

ποικιλιών προκαλεί την επαγωγή ειδικών πρωτεϊνών µε την βοήθεια των 

οποίων προστατεύονται από διάφορες καταπονήσεις. 

 

Α3.2. Συντονισµός των αντιδράσεων καταπόνησης 

Ο βασικός ρόλος αποδίδεται στις ορµόνες. Οι ορµονικές  µεταβολές 

θεωρούνται ως µια από τις βασικότερες συνέπειες των καταπονήσεων. 

Σύµφωνα µε τελευταία αποτελέσµατα, θεωρείται ότι οι ορµόνες παίζουν 
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κεντρικό ρόλο στον συντονισµό των αντιδράσεων που εµφανίζονται µετά την 

καταπόνηση.  

Τα φυτά αντιδρούν σε διαφορετικές καταπονήσεις µε συναφή τρόπο. 

Καταπονήσεις, όπως η ξηρασία, η αλατότητα, η ανοξία, οι υψηλές 

θερµοκρασίες και ο παγετός, σχετίζονται µε την ίδια τελική αντίδραση, 

συγκεκριµένα µε την απώλεια σπαργής. Επίσης, πολλές από τις πρωτεΐνες 

καταπόνησης (stress proteins) είναι συγγενείς ή όµοιες ακόµα και µεταξύ 

διαφορετικών φυτών και διαφορετικών καταπονήσεων. Επειδή αρκετές 

πρωτεΐνες καταπόνησης επάγονται από την ίδια ορµόνη (το ΑΒΑ) 

πιθανολογείται αφ’ ενός η ύπαρξη οµάδας γονιδίων που εκφράζονται στις 

περισσότερες αβιοτικές καταπονήσεις και αφ’ ετέρου κάποιων επιπλέον 

γονιδίων χαρακτηριστικών για ειδικές καταπονήσεις, φυτικά είδη και 

αναπτυξιακά στάδια. 

Η αντίδραση στην καταπόνηση είναι αποτέλεσµα συντονισµού πολλών 

διεργασιών. Εφόσον οι διεργασίες που έπονται µιας καταπόνησης, 

συντονισθούν προς την ορθή κατεύθυνση, οδηγούν στον εγκλιµατισµό του 

φυτού. Οι αλλαγές στο ορµονικό σύστηµα που συντονίζουν αυτές τις 

διεργασίες, εποµένως και τον εγκλιµατισµό του φυτού επιτυγχάνεται µε την 

ενεργοποίηση των γονιδίων και της συνεπακόλουθης αλλαγής στην ενζυµική 

σύνθεση. Τα ένζυµα που συντίθενται συµµετέχουν κατόπιν στη σύνθεση ή την 

αποδόµηση των ορµονών. Επειδή αρκετές ορµόνες επάγουν τη σύνθεση 

πρωτεϊνών καταπόνησης, οι αλλαγές αυτές στα ορµονικά επίπεδα προκαλούν 

έναν δεύτερο κύκλο ενεργοποίησης γονιδίων, που καταλήγει ακριβώς στη 

σύνθεση αυτών των πρωτεϊνών καταπόνησης. 

Και οι πέντε οµάδες ορµονών συµµετέχουν στο συντονισµό των 

διεργασιών που έπονται της καταπόνησης. Σε συνθήκες καταπόνησης 

παρατηρείται µια ορµονική αστάθεια, κατά την οποία αυξάνεται το ΑΒΑ 

(απενεργοποιητής) και το αιθυλένιο ενώ µειώνονται οι κυτοκινίνες 

(ενεργοποιητές). Οι γιββερελίνες µειώνονται µε την ξηρασία, τις πληµµύρες 

και τον παγετό, ενώ οι πληροφορίες που υπάρχουν για τις αυξίνες είναι 

ελάχιστες. 
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 ΑΛΑΤΟΤΗΤΑ ΑΝΟΞΙΑ ΚΑΥΣΩΝΑΣ ΠΑΓΕΤΟΣ ΨΥΧΡΕΣ 
ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΕΣ 

ΧΑΜΗΛΟ 
Υ∆ΑΤΙΚΟ 
∆ΥΝΑΜΙΚΟ

ΣΚΙΑΣΗ

ABA         ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ ↑ 
CK ↓ ↓ ↓ ↓  ↓ ↓ 
GA ↓  ↓  ↓   
IAA ↓  ↑  ↓   
ETH ↑ ↑ ↑  ↑ ↑  

Πίνακας 1. Αύξηση και µείωση των επιπέδων διαφόρων ορµονών σε καταπονήσεις. 
(Από “Φυσιολογία Φυτών – από το µόριο στο περιβάλλον”, επιµέλεια Κ.Α. 
Ρουµπελάκη-Αγγελάκη, 2003) 

 
Από όλα τα παραπάνω δεδοµένα συµπεραίνουµε ότι η µεταβολή στην 

ορµονική ισορροπία δεν είναι απλώς συνέπεια, αλλά είναι ο παράγοντας που 

πρωταγωνιστεί στον συντονισµό όλων των αντιδράσεων σε µια καταπόνηση. 

 

Α4. Μοριακή αντίδραση του φυτού σε δυσµενή περιβάλλοντα 

Από τα τέλη της δεκαετίας του `70 εντοπίσθηκαν πρωτεΐνες που 

εµφανίζονται αµέσως µετά την έκθεση των φυτών σε διάφορες καταπονήσεις. 

Αργότερα, επιβεβαιώθηκε η επαγωγή έκφρασης γονιδίων µετά από 

καταπόνηση, αλλά και η καταστολή άλλων. 

 

Α4.1. Ειδικοί υποκινητές προσδιορίζουν την έκφραση γονιδίων κατά τη 

διάρκεια καταπονήσεων. 

Η ταυτόχρονη έκφραση γονιδίων που επάγονται από διαφορετικά αίτια 

(π.χ. ξηρασία ή αλατότητα) υποδεικνύει ότι ενδεχοµένως έχουν κοινά 

χαρακτηριστικά στη ρύθµισή τους. Πράγµατι, διαφορετικά γονίδια ελέγχονται 

από οδούς µεταγωγής σηµάτων που οδηγούν στην ενεργοποίηση ειδικών 

ρυθµιστικών πρωτεϊνών, των παραγόντων µεταγραφής. Η µεταγραφή γονιδίων 

ρυθµίζεται µέσω της επίδρασης αυτών ακριβώς των παραγόντων µεταγραφής 

σε ειδικές ρυθµιστικές αλληλουχίες στοιχείων, γνωστών ως υποκινητών 

(promoter elements), τα οποία βρίσκονται στα γονίδια που πρόκειται να 

µεταγραφούν. Στους υποκινητές αρκετών από τα γονίδια που αποκρίνονται σε 

διαφορετικά σήµατα καταπόνησης εντοπίσθηκαν ειδικές αλληλουχίες οι οποίες 

είναι κοινές. Πρόσθετες αλληλουχίες νουκλεοτιδίων, που ονοµάζονται στοιχεία 
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σύζευξης (coupling elements), είναι ίσως απαραίτητες για την τελική 

ενεργοποίηση των γονιδίων. 

Α4.2. Πρωτεΐνες και άλλοι µεταβολίτες σε φυτά που βιώνουν συνθήκες 

καταπόνησης. 

Οι µεταβολές τις οποίες προκαλούν οι καταπονήσεις στη γονιδιακή 

έκφραση προξενούν αλλαγές στη συµπεριφορά πολλών ενζύµων, στην αύξηση 

ή τη µείωση των αντίστοιχων µεταβολικών προϊόντων και µεταβολές στη 

σύνθεση νέων πρωτεϊνικών οµάδων και πολυπεπτιδίων. Έχει αποδειχθεί η 

επαγωγή σύνθεσης πρωτεϊνών (πρωτεϊνών καταπόνησης, stress ή shock 

proteins) από αλατότητα, ωσµωτική καταπόνηση, θερµοπληξία, παγετό, ανοξία 

(αναεροβίωση), µηχανική καταπόνηση, ατµοσφαιρική ρύπανση, υπεριώδη 

ακτινοβολία και οξειδωτική καταπόνηση. Μερικές από τις πρωτεΐνες αυτές 

είναι χαρακτηριστικές για ένα συγκεκριµένο είδος καταπόνησης, π.χ. οι 

φυτοχηλατίνες για καταπόνηση από βαρέα µέταλλα, ή είναι κοινές για 

περισσότερες της µιας καταπονήσεις, π.χ. η ωσµωτίνη  και οι LEA (late 

embryogenesis abundant proteins) για καταπόνηση από ψύχος, ξηρασία, 

αλατότητα, ενώ επιπλέον απαντούν και σε φυσιολογικά κύτταρα µετά από 

επίδραση ΑΒΑ. Οι περισσότερες όµως, αν και ενδεχοµένως προστατεύουν από 

τις αρνητικές συνέπειες µιας καταπόνησης, αποδοµούνται αµέσως µετά. Ο 

ακριβής φυσιολογικός ρόλος τους, ο οποίος προσδίδει ανθεκτικότητα, δεν έχει 

διευκρινισθεί για τις περισσότερες από αυτές. 

 

Α5 Αβιοτικές καταπονήσεις 

 
Α5.1. Η οξειδωτική καταπόνηση 

Η συσσώρευση ενεργών µορφών οξυγόνου προκαλεί οξειδωτική 

καταπόνηση. Οι αερόβιοι οργανισµοί χρησιµοποιούν το οξυγόνο ως δέκτη 

ηλεκτρονίων, προκειµένου να επιτύχουν υψηλότερη ενεργειακή απόδοση από 

τον καταβολισµό σακχάρων ή άλλων µορίων. Ωστόσο, συγχρόνως παράγονται 

ανηγµένες, ενδιάµεσες µορφές οξυγόνου. Αυτές οι ανηγµένες µορφές 

οξυγόνου είναι ισχυρότερα οξειδωτικά από το ίδιο το οξυγόνο, όταν αυτό 
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βρίσκεται στη βασική του κατάσταση, και ονοµάζονται συλλογικά ενεργές 

µορφές οξυγόνου (ROS) και είναι τοξικές. Οι ενεργές µορφές οξυγόνου είναι 

ελεύθερες ρίζες, δηλαδή µόρια µε ασύζευκτα ηλεκτρόνια στην εξωτερική 

ηλεκτρονιακή τους στοιβάδα, σχετικώς σταθερά, που µπορούν να υφίστανται 

αυτόνοµα. Προσβάλλουν πρωτεΐνες, λιπίδια των κυτταρικών µεµβρανών, 

νουκλεϊκά οξέα και πολλά µικρά µόρια. Οι βλάβες που προξενούν 

εκδηλώνονται µε µεταβολή των ιδιοτήτων και της λειτουργικότητας των 

µεµβρανών, εκροή ενδοκυτταρικών συστατικών, µεταλλάξεις DNA, διάσπαση 

χρωστικών, µείωση φωτοσυνθετικής και αναπνευστικής ικανότητας, γήρανση 

και νέκρωση. 

Για την αντιµετώπιση πιθανής οξειδωτικής βλάβης στα κυτταρικά 

συστατικά, οι οργανισµοί έχουν αναπτύξει έναν εντυπωσιακό αντιοξειδωτικό 

µηχανισµό, που περιλαµβάνει πλειάδα αντιοξειδωτικών ενζύµων και µη 

ενζυµικών µικρών µορίων. Κύριος ρόλος τους είναι η απόσβεση και η 

εξουδετέρωση των ROS ή της βλάβης που τα ROS προξενούν. Αναλόγως της 

συγκέντρωσης τους, τα ROS οδηγούν σε τρεις αποκρίσεις: ενεργοποίηση του 

αντιοξειδωτικού µηχανισµού, προγραµµατισµένο κυτταρικό θάνατο ή σε 

γενικευµένη νέκρωση, όταν η συγκέντρωση τους είναι υψηλή. Εκτός από τη 

συγκέντρωση, άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν την απόκριση του φυτού 

είναι το είδος των ROS, η διαµερισµατοποίησή τους, η διάρκεια της 

καταπόνησης και η ηλικία του φυτού. 

Όταν η παραγωγή των ROS υπερβαίνει την απόσβεσή τους από τον 

αντιοξειδωτικό µηχανισµό, που το φυτό ενεργοποιεί, προκαλείται οξειδωτική 

καταπόνηση (oxidative stress).  

 

Α5.2. Καταπόνηση υψηλών και χαµηλών θερµοκρασιών 

Παρ’ ότι οι υψηλές και χαµηλές θερµοκρασίες προξενούν διάφορες 

αντιδράσεις στο φυτό, υπάρχει πάντα ο κοινός παρονοµαστής της αφυδάτωσης. 

Στις υψηλές θερµοκρασίες, αφυδάτωση επέρχεται λόγω αύξησης της διαπνοής 
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και µείωσης της σπαργής, ενώ στις χαµηλές λόγω εξόδου του ενδοκυτταρικού 

νερού ή λόγω του ενδοκυτταρικού παγώµατος. 

Η χαρακτηριστικότερη αντίδραση στην έκθεση των φυτών σε 

θερµοκρασίες ελάχιστα µεγαλύτερες της βέλτιστης για την ανάπτυξη τους, 

είναι η δραστική αλλαγή στη γονιδιακή έκφραση, µε συνέπεια την καταστολή 

της σύνθεσης των περισσότερων φυσιολογικών πρωτεϊνών και την επαγωγή 

της σύνθεσης θερµοπληξιακών πρωτεϊνών (heat shock proteins, HSP), µιας 

µικρής οµάδας 30-50 πρωτεϊνών. Μερικές φυτικές θερµοπληξιακές πρωτεΐνες 

επάγονται και προφυλάσσουν όχι µόνο από υψηλές θερµοκρασίες, αλλά και 

από έλλειψη νερού, χαµηλή θερµοκρασία, αλατότητα, µηχανική καταπόνηση, 

ακόµα και από την εφαρµογή ΑΒΑ.  

Η επαγωγίκη σύνθεση θερµοπληξιακών πρωτεϊνών σε κύτταρα ή σε 

ολόκληρα φυτά βελτίωσε τη θερµική αντοχή τους, καθιστώντας τα ικανά να 

ανεχθούν θανατηφόρες θερµοκρασίες. Η σύνθεση θερµοπληξιακών πρωτεϊνών 

αποτελεί σηµαντική συνιστώσα στη βραχεία τουλάχιστον προσαρµογή σε 

υψηλές θερµοκρασίες. 

Κατά τη διάρκεια παγετού, στη διάρκεια της βλαστικής τους περιόδου, 

τα φυτά είναι ιδιαίτερα ευαίσθητα στην ενδοκυτταρική δηµιουργία 

παγοκρυστάλλων µεγάλου µεγέθους που πολλαπλασιάζονται αρχικά µόνον 

εκτός του κυττάρου, στους µεσοκυττάριους χώρους και στα αγγεία του 

ξυλώµατος. Εάν ο παγετός διαρκέσει περισσότερο, ο εξωκυτταρικός 

πολλαπλασιασµός παγοκρυστάλλων προξενεί διαρκή έξοδο νερού από το 

κύτταρο στον αποπλάστη, επειδή το χηµικό δυναµικό του πάγου είναι 

µικρότερο από εκείνο του νερού, οπότε το κύτταρο αφυδατώνεται. Η 

αφυδάτωση του πρωτοπλάσµατος µπορεί να οδηγήσει σε διάρρηξη της 

κυτταρικής µεµβράνης, µε αποτέλεσµα τη νέκρωση, ενώ αύξηση της 

διαπερατότητας των µεµβρανών κατά τον εγκλιµατισµό έχει ιδιαίτερη σηµασία 

για την αποφυγή σχηµατισµού ενδοκυτταρικών παγοκρυστάλλων. 

Μερικά από τα γονίδια που επάγονται από χαµηλές θερµοκρασίες 

επάγονται και από την έλλειψη νερού ή από ΑΒΑ όπως οι πρωτεΐνες LEA 

καθώς και προϊόντα ειδικότερων γονιδίων, επίσης συσσωρεύονται σε αντίξοες 
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συνθήκες ψύχους. Ένα τέτοιο γονίδιο είναι το cor (cold regulated, γονίδιο 

ρυθµιζόµενο από το ψύχος). 

Στην αντοχή σε παγετό εµπλέκονται πολλαπλοί µοριακοί µηχανισµοί. 

Τρεις από τους καλύτερα τεκµηριωµένους είναι: 

¾ Η σταθεροποίηση των µεµβρανών 

¾ Η συσσώρευση σακχάρων και άλλων µορίων που επηρεάζουν την ώσµωση 

(ωσµωλυτών) 

¾ Η συσσώρευση αντιψυκτικών πρωτεϊνών 

 

Α5.3. Καταπόνηση από βαρέα µέταλλα 

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

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

ιχνοστοιχεία αυτά, και άλλα βαρέα µέταλλα (Cd, Co, Ni, Se, Hg, Ag, Pb), είναι 

εξαιρετικά τοξικά για τις φωτοσυνθετικές διεργασίες, τη δράση 

αντιοξειδωτικών ενζύµων κ.λπ. Τα φυτά όµως διαθέτουν µοναδική ικανότητα 

προσαρµογής, τουλάχιστον όταν εκτίθενται διαχρονικά σε περίσσεια 

µετάλλων. Επιπλέον είναι ήδη γνωστό ότι υπάρχουν περί τα 200 είδη που όχι 

µόνο αντέχουν, αλλά συσσωρεύουν και τεράστιες ποσότητες βαρέων 

µετάλλων σε διάφορα όργανά τους. 

Γνωρίζουµε πέντε µηχανισµούς αντοχής, που χρησιµοποιούνται 

επιλεκτικά και σε διαφορετική έκταση από ανθεκτικά φυτά ή από 

υπερσυσσωρευτές βαρέων µετάλλων: 

(α). Αποφυγή ρυπασµένων σηµείων. Είναι γνωστό, τόσο από παρατηρήσεις 

στην ύπαιθρο όσο και από πειράµατα µε διαχωρισµένες ρίζες, ότι ακόµη και 

σχετικά ανθεκτικά φυτά αποφεύγουν να αναπτύξουν τις ρίζες τους στα πλέον 

επιβαρυµένα σηµεία εδαφών µε διαφορική κατανοµή µετάλλων. Οι αισθητήρες 

τους παραµένουν άγνωστοι. 

(β). Κινητοποίηση µετάλλων στη ριζόσφαιρα. Οι ρίζες είναι σε θέση να 

εκκρίνουν ουσίες που µεταβάλλουν τη διαλυτότητα-διαθεσιµότητα θρεπτικών 

στοιχείων. Παρόµοιο µηχανισµό χρησιµοποιούν φυτά ανθεκτικά στο Al, που 

ως µέρος της αντοχής τους εκκρίνουν κιτρικό ή µηλικό οξύ στη ριζόσφαιρα 
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(αντίδραση που παρατηρείται µόλις 30 sec µετά την έκθεση τους), 

διευκολύνοντας συγχρόνως και την πρόσληψη φωσφορικών. 

(γ). Μεταφορά και συµπλοκοποίηση στο κυτταρόπλασµα. Έχει ανιχνευθεί 

ένας πρωτεϊνικός ενεργός µηχανισµός αποκλεισµού (στα ευαίσθητα) ή 

απορρόφησης (στους υπερσυσσωρευτές) των βαρέων µετάλλων, στα κύτταρα 

της ρίζας και του βλαστού. Τα βαρέα µέταλλα αποτοξινώνονται και 

µεταφέρονται µε πρόσδεση σε µικρού βάρους ουσίες, όπως σε οργανικά οξέα, 

αµινοξέα, πολυπεπτίδια ή σε µη πρωτεϊνικά πεπτίδια-θειόλες τις φυτοχηλατίνες 

όπου και συµπλοκοποιούνται. 

(δ). Αποθήκευση στα χυµοτόπια. Μεταλλικά συµπλέγµατα µε φυτοχηλατίνες 

ή µε οργανικά οξέα (κιτρικό, µηλικό και φυτικό οξύ) ανιχνεύονται ως 

αποθηκευτικές µορφές στα χυµοτόπια. Σε ότι αφορά τον επιπλέον Fe, ο οποίος 

µπορεί να αντιδράσει µε οξυγόνο και να δηµιουργήσει τοξικές ρίζες 

υδροξυλίου (ROS), αυτός δεν αποθηκεύεται στα χυµοτόπια, αλλά στα 

πλαστίδια ως φερριτίνη. Η φερριτίνη µπορεί να αποθηκεύσει στην κοιλότητα 

της πάνω από 4500 άτοµα Fe, γεγονός που την καθιστά στόχο για την γενετική 

βελτίωση, προκειµένου να αυξηθεί η περιεκτικότητα των φυτών σε Fe.  

(ε). Έκλυση στην ατµόσφαιρρα. Για µερικά µέταλλα (Hg, Se), η εξάχνωσή 

τους στην ατµόσφαιρα είναι δυνητικά ένας µηχανισµός αντοχής. Η πρώτη 

προσπάθεια µε στόχο την οικοτοξικολογική προστασία έδωσε θετικά 

αποτελέσµατα. Αποµένει να εξακριβωθεί κατά πόσον ο µηχανισµός αυτός 

είναι ενεργός και στη φύση. 

 

Α5.4. Έλλειψη νερού και ξηρασία 

Μείωση ή απουσία βροχοπτώσεων οδηγεί σε παροδικές ή µόνιµες 

περιόδους ξηρασίας, µε επακόλουθο την έλλειψη νερού από το έδαφος. Η 

έλλειψη νερού από το έδαφος λόγω ξηρασίας, είναι ο πλέον περιοριστικός 

παράγοντας αύξησης των φυτών. Οι κυριότερες επιπτώσεις της αφορούν 

αρχικώς τη µείωση του ρυθµού κυτταρικής αύξησης και στη συνέχεια, της 

σύνθεσης κυτταρικών τοιχωµάτων, πρωτεϊνών, πρωτοχλωροφυλλιδίου, καθώς 

και ενζύµων του αζωτούχου και του δευτερογενούς µεταβολισµού. Ακολουθεί 
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µείωση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και αύξηση των ορµονών 

γήρανσης και απόπτωσης (αιθυλενίου και ΑΒΑ), µε αποτέλεσµα τη γήρανση, 

τη νέκρωση και την απόπτωση των διαφόρων οργάνων. 

Αναλόγως των απαιτήσεων τους σε νερό, τα φυτά κατατάσσονται σε: 

Υδρόφυτα, που απαιτούν διαρκή προσφορά νερού. 

Μεσόφυτα, που αναπτύσσονται εφόσον η διαθεσιµότητα νερού είναι 

ικανοποιητική. Ξηρόφυτα, που αναπτύσσονται σε συνθήκες έλλειψης νερού. 

Οι τρόποι αντοχής στην ξηρασία, τους οποίους χρησιµοποιούν τα µεσόφυτα 

και τα ξηρόφυτα, διακρίνονται στους παρακάτω µηχανισµούς: 

 

¾ Αποφυγή της αφυδάτωσης. Αφορά την ικανότητα του φυτού να διατηρεί 

την ενυδάτωση των κυττάρων του, παρά τις συνθήκες ξηρασίας. 

¾ Ανοχή στην αφυδάτωση. Αφορά τη διατήρηση του µεταβολισµού 

αφυδατωµένων κυττάρων. 

¾ ∆ιαφυγή της αφυδάτωσης. Αφορά την ολοκλήρωση του βιολογικού 

κύκλου του φυτού κατά τη διάρκεια της υγρής περιόδου, πριν ενσκήψει η 

ξηρή περίοδος. 

Τα φυτά που επιστρατεύουν µηχανισµούς αποφυγής διαχωρίζονται 

περαιτέρω σε αποθηκευτές και σε καταναλωτές νερού.  

 

Α5.4.1. Γονίδια που επάγονται από έλλειψη νερού 

Έλλειψη νερού στο έδαφος λόγω ξηρασίας (καθώς και αλατότητας ή 

παγετού) προκαλεί πτώση του ωσµωτικού δυναµικού του εδάφους, που όταν 

φθάσει σε τιµές περισσότερο αρνητικές από εκείνες του φυτού, προκαλείται 

στα κύτταρα ωσµωτική καταπόνηση, δηλαδή δυσχέρεια απορρόφησης νερού 

από το έδαφος και αύξηση της συγκέντρωσης ανόργανων ιόντων στο κύτταρο, 

σε τοξικά επίπεδα.  

Ένας µηχανισµός αντοχής σε ωσµωτική καταπόνηση οιασδήποτε 

προέλευσης, που απαντάται σε αρκετά είδη φυτών, είναι η ωσµωτική 

προσαρµογή. Συνίσταται στη συσσώρευση διαλυτών ουσιών, των λεγόµενων 

συµβατών µεταβολιτών ή ωσµωλυτών. Πρόκειται για οργανικούς µεταβολίτες 
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που δεν είναι τοξικοί για το κύτταρο και που συσσωρεύονται στο 

κυτταρόπλασµα ώστε αφ’ ενός το υδατικό δυναµικό του να διατηρείται σε 

ισορροπία µε εκείνο του χυµοτοπίου και αφ’ ετέρου το όλο υδατικό δυναµικό 

του κυττάρου να διατηρείται χαµηλό χωρίς απώλεια της σπαργής του. 

Κυριότεροι ωσµωλύτες είναι η προλίνη, η σορβιτόλη, η γλυκίνη, η γλυκίνη 

µπεταΐνη κ.ά. Η συσσώρευση τους προϋποθέτει την ενεργοποίηση των 

µεταβολικών οδών που συµµετέχουν στη βιοσύνθεσή τους. ∆ιάφορα γονίδια 

που επάγονται από ωσµωτική καταπόνηση κωδικοποιούν ένζυµα αυτών 

ακριβώς των οδών. 

Η ωσµωτική καταπόνηση επάγει διάφορα άλλα γονίδια που 

κωδικοποιούν πλειάδα γνωστών ενζύµων, όπως την αφυδρογονάση της 3-

φωσφορικής γλυκεραλδεϋδης. Έτσι επιτυγχάνεται αύξηση της ροής άνθρακα 

προς οργανικούς ωσµωλύτες και, εποµένως, ωσµωτική προσαρµογή. Σε 

ανθεκτικά στην ξηρασία φυτά, η ωσµωτική καταπόνηση επάγει διάφορα 

γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα του CAM-µεταβολισµού (ΡΕΡ-

καρβοξυλάση). Άλλα γονίδια που αποκρίνονται στην ωσµωτική καταπόνηση 

κωδικοποιούν ΑΤΡάσες απαραίτητες για την υδρόλυση του ΑΤΡ, 

υδατοπορίνες, δηλαδή πρωτεΐνες-κανάλια για τη µετακίνηση του νερού και 

πρωτεάσες. Εξαιτίας κυρίως του παγετού και δευτερευόντως εξαιτίας της 

ξηρασίας και αλατότητας, επάγονται τα γονίδια cor ή ρυθµιζόµενα από το 

ψύχος γονίδια. 

Μια µεγάλη οµάδα γονιδίων που ρυθµίζονται από ωσµωτική 

καταπόνηση και που αναγνωρίσθηκαν αρχικά σε έµβρυα, κατά τη διάρκεια της 

φυσικής τους ωρίµανσης και ξήρανσης, είναι τα γονίδια όψιµης 

εµβρυογένεσης, γνωστά ως LEA. Τα γονίδια αυτά επάγονται επίσης στους 

βλαστούς, όταν οι τελευταίοι εκτεθούν σε συνθήκες έλλειψης νερού. Στις 

αντίστοιχες πρωτεΐνες LEA αποδίδεται ρόλος προστασίας των κυτταρικών 

µεµβρανών, δεδοµένου ότι οι πρωτεΐνες LEA είναι ισχυρά υδρόφιλες. 

Άλλα γονίδια που επάγονται από την έλλειψη νερού είναι αυτά που 

κωδικοποιούν αφυδρίνες (dehydrins) και την ωσµωτίνη (osmotin). Η 

ωσµωτίνη θεωρείται χαρακτηριστική εκπρόσωπος των πρωτεϊνών ωσµωτικής 
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καταπόνησης, όµως η µεταγραφή των γονιδίων της επάγεται, εκτός από την 

έλλειψη νερού λόγω ξηρασίας, αλατότητας και ψύχους, και από τουλάχιστον 

επτά επιπλέον σήµατα, όπως είναι η υπεριώδης ακτινοβολία, ο µηχανικός 

τραυµατισµός, οι µυκητιακές προσβολές, η προσβολή από τον ιό του 

µωσαϊκού του καπνού (TMV), το ABA, το αιθυλένιο και την αυξίνη. 

Αρκετά γονίδια που επάγονται ως αντίδραση στην έλλειψη νερού 

ρυθµίζονται σε επίπεδο µεταγραφής από το ΑΒΑ, τη φυτική ορµόνη που 

αυξάνεται σε περιόδους έλλειψης νερού και χαµηλών θερµοκρασιών.  

 

Α5.4.2. Πρωτεΐνες συντιθέµενες σε συνθήκες έλλειψης νερού 

Η σύνθεση πρωτεϊνών µε ειδικούς ή γενικότερους ρόλους παρατηρείται 

στην έλλειψη νερού λόγω ξηρασίας, αλλά και λόγω αλατότητας. Οι 

γνωστότερες πρωτεΐνες, που ονοµάζονται πρωτεΐνες ωσµωτικής καταπόνησης, 

είναι η ωσµωτίνη, οι LEA, οι αφυδρίνες ή RAB, όταν η έκφραση τους 

ελέγχεται από το ΑΒΑ, και οι θερµοπληξιακές. 

Τα γονίδια της ωσµωτίνης επάγονται από αρκετές καταπονήσεις. Η 

πρωτεΐνη, όµως, συσσωρεύεται σε ικανές ποσότητες µόνο µετά από εφαρµογή 

αιθυλενίου, προσβολή µυκήτων, ή κατά τον εγκλιµατισµό σε έλλειψη νερού 

και σε αλατότητα. Οι ωσµωτίνες ανήκουν σε οµάδα πρωτεϊνών µικρού ΜΒ (26 

kD), είναι οµόλογες µε τις παθογενετικές πρωτεΐνες, µε αντιµυκητολογική 

δράση (pathogenesis-related, PR) και αρκετά συγγενείς µε τις θαυµετίνες 

(thaumatin). 

 

Α5.4.3. Η δράση της υδατοπορίνης  

Η υδρόφοβη διπλή λιπιδική στιβάδα των κυτταρικών µεµβρανών 

αποτελεί ένα εµπόδιο για την ελεύθερη κίνηση του νερού προς το κύτταρο και 

µεταξύ των ενδοκυτταρικών οργανιδίων, παρ’ ότι η κίνηση του θεωρείται και 

εκεί σχετικά γρήγορη. Ωστόσο το νερό µπορεί και διαπερνά ακόµη ευκολότερα 

τις µεµβράνες του κυττάρου και του τονοπλάστη µε τη βοήθεια πρωτεϊνικών 

διαµεµβρανικών υδάτινων καναλιών, που ονοµάζονται υδατοπορίνες. Οι 

υδατοπορίνες είναι σχετικά µικρές πρωτεΐνες που εκφράζονται έντονα στις 
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µεµβράνες και είναι µέλη µιας οικογένειας διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, των 

ΜΙΡ. Η δράση των υδατοπορινών αυξάνεται σε συνθήκες ξηρασίας. Οι 

υδατοπορίνες διευκολύνουν τη ροή του νερού σε ιστούς που ζουν σε συνθήκες 

ξηρασίας και προάγουν επίσης τη γρήγορη αποκατάσταση της σπαργής µετά 

από άρδευση. Η ροή του νερού µέσω των υδατοπορινών λαµβάνει χώρα 

πράγµατι ταχύτατα, καθώς προσπερνάτε η εναλλακτική δίοδος της µεταφοράς 

του νερού δια µέσου του διφασικού λιπιδικού στρώµατος. 

 

Α5.5. Καταπόνηση αλατότητας 

Το πρόβληµα της υψηλής συγκέντρωσης αλάτων δεν περιορίζεται µόνο 

στις παραθαλάσσιες περιοχές, αλλά επεκτείνεται και σε καλλιεργούµενες 

εκτάσεις. Το 1/3 της συνολικής καλλιεργούµενης και αρδευόµενης έκτασης 

θεωρείται προβληµατικό, εξαιτίας της κακής ποιότητας του νερού άρδευσης, 

κυρίως σε άνυδρες και ηµιάνυδρες περιοχές. Με την εξάτµισή του 

συσσωρεύονται στο έδαφος µεγάλες ποσότητες αλάτων. Τα εξαιρετικώς 

χαµηλά ωσµωτικά δυναµικά που δηµιουργούνται στο έδαφος παρακρατούν το 

διαθέσιµο νερό, οπότε τα φύλλα πρέπει να αποκτήσουν ακόµη αρνητικότερο 

υδατικό δυναµικό για να διατηρήσουν τη διαβάθµιση του στο σύστηµα 

έδαφος-ρίζα-φυτό. Υπ’ αυτή την έννοια, η αντοχή στην ξηρασία και στην 

αλατότητα συσχετίζονται άµεσα. 

Αντοχή στην αλατότητα είναι η ικανότητα των φυτών να 

αναπτύσσονται και να συµπληρώνουν των κύκλο ζωής τους σε υποστρώµατα 

υψηλής περιεκτικότητας διαλυτού αλατιού. Μεταξύ υποχρεωτικών αλοφύτων 

(euhalophytes), δηλαδή φυτών που έχουν άριστη ανάπτυξη µόνο σε πολύ 

αλατούχα εδάφη, και γλυκοφύτων (glycophytes), δηλαδή φυτών που δεν 

επιβιώνουν σε αλατούχα εδάφη, υπάρχουν διαβαθµίσεις αντοχής όπως τα 

ιδιαίτερα ευαίσθητα, τα ευαίσθητα, τα ενδιάµεσα και τα ανθεκτικά. Ακόµα και 

τα γλυκόφυτα διαθέτουν µηχανισµούς προσαρµογής, οι οποίοι όµως είναι τόσο 

βραδείς ώστε αποβαίνουν αναποτελεσµατικοί, εκτός εάν η καταπόνηση 

επέλθει σταδιακά.  
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Τα φυτά αναπτύσσουν µια πληθώρα από βιοχηµικούς και µοριακούς 

µηχανισµούς για να αντιµετωπίζουν την ύπαρξη υψηλής συγκέντρωσης 

άλατος. Τα βιοχηµικά µονοπάτια οδηγούν σε προϊόντα και διαδικασίες που 

βελτιώνουν την αντοχή σε αλατότητα και δρουν πιθανώς προσθετικά και 

συνεργιστηκά. Οι βιοχηµικές στρατηγικές περιλαµβάνουν: (i) επιλεκτική 

συσσώρευση ή παρεµπόδιση εισόδου των ιόντων, (ii) έλεγχο πρόσληψης 

ιόντων από τις ρίζες και µεταφορά στα φύλλα, (iii) διασµερισµατοποίηση 

ιόντων σε κυτταρικό επίπεδο και σε ολόκληρο το φυτό, (iv) σύνθεση 

συµβατών διαλυµάτων, (v) αλλαγές στα φωτοσυνθετικά µονοπάτια, (vi) 

µεταβολές στη δοµή των µεµβρανών, (vii) επαγωγή αντιοξειδοτικών ενζύµων, 

και (viii) επαγωγή φυτικών ορµονών. Οι µηχανισµοί αντοχής στο αλάτι είναι 

είτε υψηλής είτε χαµηλής πολυπλοκότητας. Οι χαµηλής πολυπλοκότητας 

µηχανισµοί φαίνεται να περιλαµβάνουν αλλαγές σε πολλά βιοχηµικά 

µονοπάτια. Οι υψηλής πολυπλοκότητας µηχανισµοί περιλαµβάνουν αλλαγές 

που προστατεύουν κύριες διαδικασίες όπως η φωτοσύνθεση και η αναπνοή, η 

αποτελεσµατικότητα χρήσης του νερού και µηχανισµούς που διατηρούν τόσο 

σηµαντικά χαρακτηριστικά όπως ο κυττοσκελετός, το κυτταρικό τοίχωµα, η 

αλληλεπίδραση πλασµατικής µεµβράνης µε το κυτταρικό τοίχωµα και οι 

αλλαγές στη δοµή χρωµοσωµάτων και χρωµατίδων. Πιστεύεται πως η 

προστασία των ανώτερων διαδικασιών συντονίζεται µε την επαγωγή 

µηχανισµών χαµηλής περιπλοκότητας, 

Εάν τα γλυκόφυτα περιορίζουν την είσοδο ιόντων στο βλαστό, 

ελέγχοντας τη δίοδο τους στη ρίζα (ταινία Caspary – µηχανισµός αποφυγής ), 

τα αλόφυτα (πλην των µαγκροβίων) τείνουν να έχουν µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις Na+ στον βλαστό παρά στη ρίζα τους. Με µια ιδιόρρυθµη 

ωσµωτική προσαρµογή (διαµερισµατοποίηση της περίσσειας Na+, 

αποµάκρυνση της από το κυτταρόπλασµα, ΑΤΡ-εξαρτώµενη µεταφορά της στο 

χυµοτόπιο και εκτός κυττάρου), αναπτύσσονται άριστα, επιζητώντας 

κυτταρικές συγκεντρώσεις NaCl από 20 έως 500 mM. Η ικανότητα της 

απορρόφησης και του περιορισµού του Na+ στα χυµοτόπια, σε αλατούχα 

περιβάλλοντα, µειώνει ικανοποιητικά το υδατικό δυναµικό των φύλλων, 
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διευκολύνοντας έτσι την πρόσληψη νερού από το έδαφος και ελαττώνοντας το 

µεταβολικό κόστος σύνθεσης δαπανηρών ωσµωλυτών. 

 

Α5.1. Συσσώρευση ανόργανων ιόντων στα χυµοτόπια και ωσµωτική 

προσαρµογή 

Η σύγκριση αλοφύτων και γλυκοφύτων αποκαλύπτει δύο κοινές 

διεργασίες, που εκφράζονται σε διαφορετικό βαθµό στις δύο οµάδες και που 

αφορούν αποκλειστικά τη µείωση του υδατικού δυναµικού µε συσσώρευση 

ανόργανων ιόντων και οργανικών µορίων, χωρίς όµως ταυτόχρονη απώλεια 

σπαργής. Η πρώτη αφορά τη συσσώρευση ανόργανων ιόντων στα χυµοτόπια 

και είναι εντονότερη στα αλόφυτα. Προκειµένου λοιπόν, τα αλόφυτα να 

συσσωρεύσουν Να+ στα χυµοτόπια, θα πρέπει να το αντισταθµίσουν µε 

άντληση πρωτονίων και να έχουν πρόσθετους µηχανισµούς για την απόκτηση 

άλλων ιόντων, κυρίως Κ+, που συνήθως είναι περιορισµένα στα αλατούχα 

εδάφη. Πράγµατι, η αλατότητα αυξάνει τη δραστηριότητα των χυµοτοπιακών 

αντιµεταφορέων Να+/Η+ σε πολλά φυτά συµπεριλαµβανοµένων των 

ανθεκτικών γλυκοφύτων. Η λειτουργία αυτού του αντιµεταφορέα προϋποθέτει 

µια διαβάθµιση ηλεκτροχηµικού δυναµικού κατά µήκος του τονοπλάστη, η 

οποία προέρχεται κυρίως από διαβαθµίσεις του pΗ, που δηµιουργούνται από 

τη δράση αντλιών Η+. Η αύξηση της δραστηριότητας του αντιµεταφορέα 

Na+/Η+ που προκαλείται από το NaCl, ενεργοποιεί τη µεταφορά πλεονάζοντος 

Να+ στα χυµοτόπια, επιτρέποντας την ανάπτυξη φυτών σε υψηλότερες 

συγκεντρώσεις αλάτων. 
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Εικόνα 3. Κυτταρική οµοιόσταση, µετά από προσαρµογή σε NaCl. (Από 
“Φυσιολογία Φυτών–από το µόριο στο περιβάλλον”, επιµέλεια Κ. Α. Ρουµπελάκη-
Αγγελάκη, 2003) 

 

Στην πολύπλοκη αυτή σχέση τα αλόφυτα θα πρέπει συνεχώς να 

εξισορροπούν τις ανάγκες τους. Μια από αυτές, η συσσώρευση Νa+ και Cl- ως 

αδάπανων ωσµωλυτών, προϋποθέτει συνεχή δηµιουργία νέων χυµοτοπίων, 

δηλαδή συνεχή αύξηση. Έτσι αρκετά αλόφυτα είναι χυµώδη έχουν δηλαδή 

υψηλή αναλογία όγκου προς επιφάνεια, επειδή διογκώνονται µε απορρόφηση 

νερού, οπότε προκύπτει και αραίωση των αλάτων. Άλλα όπως τα µαγκρόβια, 

επιτυγχάνουν την αραίωση αυτή στο βλαστό µε ταχεία αύξηση και µε 

σύγχρονο αποκλεισµό της εισόδου τους από τη ρίζα. Μερικά αλόφυτα δεν 

αποκλείουν την είσοδο NaCl αλλά ενισχύουν την αποβολή των Νa+ και Cl-, µε 

έκκριση τους από εξειδικευµένους αδένες και κύστεις που είναι εξελικτικώς 

νεότερα κύτταρα των βλαστών τους. 

Η δεύτερη κοινή διεργασία, γνωστή ως ωσµωτική προσαρµογή είναι 

εντονότερη στα γλυκόφυτα και στα µαγκρόβια και επιτυγχάνεται µε τη 
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συσσώρευση οργανικών µορίων (ωσµωλυτών) που παρουσιάζουν όλα υψηλή 

διαλυτότητα και δεν εµπλέκονται στον κυτταρικό µεταβολισµό, ακόµη και σε 

αυξηµένες συγκεντρώσεις. Η συγκέντρωση ωσµωλυτών, που επιτυγχάνεται 

µέσω της ωσµωτικής προσαρµογής, υπερβαίνει εκείνη που προκύπτει όταν 

διαλυµένες ουσίες συγκεντρώνονται παθητικά λόγω της αφυδάτωσης. Η 

ωσµωτική προσαρµογή παίζει σηµαντικό ρόλο στον εγκλιµατισµό του φυτού 

σε συνθήκες ξηρασίας ή αλατότητας, καθώς µειώνει το υδατικό δυναµικό του 

φυτού και οδηγεί το υδατικό δυναµικό της ρίζας σε τιµές αρνητικότερες του 

εδάφους, επιτρέποντας έτσι στο νερό να εισρεύσει από το έδαφος στο φυτό. 

Στην ωσµωτική προσαρµογή συµβάλλουν διάφορες οργανικές ενώσεις, που 

έχουν ανόµοια χηµική δοµή και είναι κοινές σε βακτήρια, ζώα και φυτά. Οι 

συχνότερα απαντώµενες είναι σάκχαρα, πολυαµίνες, µεθυλιωµένες ινοσιτόλες, 

πολυυδατωµένες αλκοόλες ή φορτισµένοι µεταβολίτες. Σηµαντικό ποσοστό 

άνθρακα δαπανάται από το φυτό για την σύνθεση των ωσµωλυτών. Αυτοί 

διαµερισµατοποιούνται στο κυτταρόπλασµα, στο στρώµα και στις κοιλότητες 

των οργανιδίων, προσφέροντας ζωτική ωσµωτική εξισορρόπηση µεταξύ τους 

και µε το χυµοτόπιο, και εποµένως αντοχή. Είναι πιθανόν ότι µεταφορείς στις 

µεµβράνες συµµετέχουν στην διαφοροποιηµένη κατανοµή των ωσµωλυτών 

µέσα στο κύτταρο και στη ρύθµιση της κυκλοφορίας και διανοµής των µορίων 

αυτών µέσα στο φυτό. Εφόσον οι αντίξοες συνθήκες ανασταλούν τα µονοµερή 

πολυµερίζονται σε άµυλο και φρουκτάνες και αποθηκεύονται, ώστε 

µελλοντικά να διευκολύνουν τη γρήγορη και αναστρέψιµη ωσµωτική 

προσαρµογή. 

Εκτός από τη συµµετοχή τους στην ωσµωτική προσαρµογή, 

πιθανολογείται ότι η συσσώρευση ωσµωλυτών λειτουργεί επίσης 

προστατευτικά στην έλλειψη νερού. Επειδή είναι υδρόφιλοι, οι ωσµωλύτες 

µπορούν να υποκαταστήσουν το ελλιπών νερό στο πρωτεϊνικό κέλυφος ή στις 

µεµβράνες, εποµένως δρουν ως ωσµωπροστάτες (osmoprotectors). Επιπλέον, 

σε µεγάλες συγκεντρώσεις µειώνουν την αρνητική επίδραση του NaCl στην 

ενεργότητα των ενζύµων, δρώντας ως µη ενζυµικοί µικρού µοριακού βάρους 
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συνοδοί. Είναι πιθανόν ορισµένοι ωσµωλύτες να συµµετέχουν στη µεταγωγή 

του σήµατος της ωσµωτικής καταπόνησης. 

Για να αντιµετωπίσουν τα φυτά τις περιβαλλοντικές καταπονήσεις 

ενεργοποιούν  µια µεγάλη οµάδα γονιδίων που οδηγούν στη σύνθεση 

πρωτεϊνών καταπόνησης. Η έλλειψη νερού λόγω αλατότητας επάγει δηλαδή 

την ενεργοποίηση γονιδίων και σύνθεση πρωτεϊνών που αναφέρθηκαν και 

στην περίπτωση της ξηρασίας, δηλαδή σύνθεση πρωτεϊνών ωσµωτικής 

καταπόνησης (ωσµωτίνης, LEA, αφυδρίνες), υδατοπορίνης, HSP και ενζύµων 

αντιοξειδωτικού µηχανισµού. Μια ιδιαίτερη ίσως πρωτεΐνη είναι η SalT, µια 

πρωτεΐνη µικρού βάρους που ανιχνεύθηκε στο εγκλιµατισµένο σε αλατότητα 

ρύζι. Η αυξανόµενη διασαφήνιση των µοριακών µηχανισµών ελέγχου αντοχής 

σε αβιοτικές καταπονήσεις, που µπορεί να αποτελεί το έναυσµα για 

ανθεκτικότερα φυτά, βασίζεται στην έκφραση των ειδικών αυτών γονιδίων και 

κατατάσσονται σε τρεις κατηγορίες: (1) γονίδια που εµπλέκονται στη 

µετάδοση σήµατος και τον έλεγχο µεταγραφής, (2) γονίδια που λειτουργούν 

άµεσα στην προστασία των µεµβρανών και των πρωτεϊνών και (3) γονίδια που 

εµπλέκονται στην πρόσληψη νερού και ιόντων, µεταφορά υδατοπορινών και 

ιοντικών µεταφορέων.  

Συµπερασµατικά η αλατότητα είναι η πιο σοβαρή απειλή της γεωργίας, 

και του περιβάλλοντος σε πολλά µέρη του κόσµου. Με τη βοήθεια της 

γενετικής µηχανικής µπορούν να παραχθούν ανθεκτικά στην αλατότητα φυτά 

τα οποία θα υπερεκφράζουν ειδικούς µεταγραφιούς παράγοντες, 

χαρακτηριστικά πρωτεϊνών, υπερπαραγωγή ωσµωπροστατών, έκφραση 

υδάτινων καναλιών µεταφοράς πρωτεϊνών και ιόντων, και έκφραση και 

χαρακτηρισµός µοριακών συνοδών. 

 

Α6. Η πρωτεΐνη της ωσµωτίνης 

Τα φυτά παράγουν έναν µεγάλο αριθµό πρωτεϊνών οι οποίες 

συµµετέχουν ενεργά σε όλες σχεδόν τις βιολογικές διεργασίες των κυττάρων. 

Οι ωσµωτίνες είναι πρωτεΐνες που ανήκουν σε οµάδα πρωτεϊνών µικρού ΜΒ 

(24 kD), που συντίθεται ως προ-πρωτεΐνες, καθίστανται ώριµες µε την 
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αποµάκρυνση ενός τµήµατός τους και διαµερισµατοποιούνται κυρίως στο 

χυµοτόπιο, στον τονοπλάστη, στο πλασµάληµµα, αλλά και στους 

µεσοκυττάριους χώρους. Η ωσµωτίνη θεωρείται χαρακτηριστική εκπρόσωπος 

των πρωτεϊνών ωσµωτικής καταπόνησης, όµως η µεταγραφή των γονιδίων της 

επάγεται, εκτός από την έλλειψη νερού λόγω ξηρασίας, αλατότητας και 

ψύχους, και από τουλάχιστον επτά επιπλέον σήµατα, όπως είναι η υπεριώδης 

ακτινοβολία, ο µηχανικός τραυµατισµός, οι µυκητιακές προσβολές, η 

προσβολή από τον ιό του µωσαϊκού του καπνού (TMV), το ΑΒΑ, το αιθυλένιο 

και η αυξίνη. Τα γονίδια της ωσµωτίνης επάγονται από αρκετές καταπονήσεις, 

η πρωτεΐνη όµως, συσσωρεύεται σε ικανές ποσότητες µόνο µετά από 

εφαρµογή αιθυλενίου, προσβολή µυκήτων, ή κατά τον εγκλιµατισµό σε 

έλλειψη νερού και σε αλατότητα. Οι ωσµωτίνες είναι οµόλογες µε τις 

παθογενετικές πρωτεΐνες, µε αντιµυκητολογική δράση PR (pathogenesis-

related proteins) οι οποίες αποτελούν µια µεγάλη οικογένεια των αµυντικών 

πρωτεϊνών των φυτών. Οι ωσµωτίνες πιο συγκεκριµένα  ανήκουν στην πέµπτη 

οικογένεια των PR πρωτεϊνών και είναι αρκετά συγγενείς µε τις θαυµατίνες 

(thaumatin). 

Τα προϊόντα των γονιδίων της ωσµωτίνης εµφανίζουν in vitro 

αντιµυκητιακή δράση. Η αντιπαθογόνα δράση της ωσµωτίνης περιγράφεται ως 

εξής: οι υφές του µύκητα εκλύουν τοξίνες οι οποίες διασπούν την κυτταρική 

µεµβράνη του φυτού, προξενώντας διαρροή θρεπτικών ουσιών που 

χρησιµοποιούνται από τον µύκητα. Έτσι, µειώνεται η σπαργή του φυτού, οπότε 

αυξάνεται η συσσώρευση ωσµωτίνης, που διαχέεται εκτός του φυτικού 

κυττάρου και επικάθεται σε οµόλογο δέκτη στην επιφάνεια του µύκητα. Στη 

συνέχεια, η ωσµωτίνη εισχωρεί και σχηµατίζει πόρους στις µυκηλιακές 

µεµβράνες, καθιστώντας τις διαπερατές και παρεµποδίζοντας την ανάπτυξη 

των µυκηλίων. Ο µηχανισµός δράσης της ωσµωτίνης σε έλλειψη νερού και σε 

αλατότητα δεν είναι ακόµη γνωστός. 
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Α7. Η ωσµωτίνη του αµπελιού 

Οι ωσµωτίνες και οι οµοιάζουσες µε ωσµωτίνη πρωτεΐνες (osmotin-like 

proteins, OLP), έχουν µελετηθεί εκτενώς σε µονοετή φυτικά είδη και φαίνεται 

να αποτελούν µέρος του µηχανισµού άµυνας των φυτών στην καταπόνηση, 

που προκαλείται από διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες. Η ρύθµιση των 

γονιδίων που κωδικοποιούν οµοιάζουσες µε ωσµωτίνη πρωτεΐνες (OLP), των 

µονοετών φυτών που έχουν µελετηθεί φαίνεται να είναι αρκετά περίπλοκη. Η 

έκφραση τους ρυθµίζεται αναπτυξιακά και επάγεται από διάφορες καταστάσεις 

καταπόνησης που προκαλούνται από βιοτικούς ή αβιοτικούς παράγοντες. 

Η αποµόνωση και ο χαρακτηρισµός ενός cDNA κλώνου του πολυετούς 

φυτικού είδους, αµπελιού (Vitis vinifera L. cv. Sultanina), έδειξε ότι 

κωδικοποιεί µια πρωτεΐνη µε χαρακτηριστικά ωσµωτίνης (OLP). Η 

αλληλουχία του παραπάνω cDNA κλώνου παρουσιάζει οµοιότητες µε 

ωσµωτίνες και µε οµοιάζουσες µε ωσµωτίνη πρωτεΐνες (OLP) ετησίων και 

πολυετών φυτών. Πιο συγκεκριµένα παρουσιάζει υψηλό ποσοστό οµολογίας 

µε την πρωτεΐνη της ωσµωτίνης των φυτικών ειδών σόγιας (76%), Arabidopsis 

(68%), καπνού (65%) και την οµοιάζουσα µε ωσµωτίνη πρωτεΐνη του Solanum 

commersonii (63%). Η νουκλεοτιδική αλληλουχία του κλώνου της αµπέλου 

έχει µήκος 898 bp και περιέχει ένα ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης που 

κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο 225 αµινοξέων, αναµενόµενου µοριακού βάρους 

23,87 kD. 

Κατά τη µελέτη της γονιδιακής οργάνωσης της ωσµωτίνης του 

αµπελιού, µε ανάλυση κατά Southern χρησιµοποιώντας τον παραπάνω cDNA 

κλώνο σαν ανιχνευτή, παρατηρήθηκαν πολλαπλές ζώνες υβριδισµού του 

ανιχνευτή µε το γενωµικό DNA του αµπελιού µετά από πέψη του µε τα 

περιοριστικά ένζυµα EcoRI, EcoRV και KpnI. Τα στοιχεία αυτά υποδεικνύουν 

ότι το παραπάνω γονίδιο είναι µέλος µιας πολυγονιδιακής οικογένειας στο 

γονιδίωµα της αµπέλου, που αποτελείται από τουλάχιστον τέσσερα µέλη.  

Κατά την πραγµατοποίηση ανάλυσης κατά northern ο κλώνος της 

ωσµωτίνης του αµπελιού υβριδίσθηκε µε mRNAs, µεγέθους περίπου 1,0 kb, τα 

οποία παρουσίασαν διαφοροποιηµένη έκφραση στους διάφορους ιστούς της 
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αµπέλου. Υψηλά επίπεδα έκφρασης παρατηρήθηκαν στη ρίζα, το βλαστό και 

τα φύλλα φυτών που αναπτύχθηκαν in vitro, ενδιάµεσα σε κάλλους και ράγα 

και χαµηλά σε αιωρούµενες καλλιέργειες κυττάρων στη στατική φάση. 

Επιπλέον, η έκφραση του γονιδίου της ωσµωτίνης του αµπελιού 

µελετήθηκε σε κυτταροκαλλιέργειες που µεταχειρίσθηκαν µε αµπσισικό οξύ 

(ΑΒΑ), 2-chloro-ethylphosphonic acid (ethephon, πρόδροµη ένωση του 

αιθυλενίου), NaCl και σακχαρόζη σε τελικές συγκεντρώσεις 75 µM, 1 mM, 

100 mM, και 170 mM, αντίστοιχα. Και στις τέσσερις επεµβάσεις 

παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση των επιπέδων του αντίστοιχου mRNA, µε 

παρόµοιο ρυθµό συσσώρευσης. Τα αποτελέσµατα υποδηλώνουν ότι η 

έκφραση του γονιδίου της αµπέλου ρυθµίζεται από όλους τους αβιοτικούς 

παράγοντες καταπόνησης που µελετήθηκαν. 

Η ρύθµιση της έκφρασης των ωσµωτινών και των συγγενών τους 

γονιδίων φαίνεται ότι είναι πολύ περίπλοκη. Αυτά τα γονίδια είναι 

αναπτυξιακά ρυθµιζόµενα και επίσης ελέγχονται από πολλαπλά σήµατα όπως 

το ΑΒΑ, το σαλικυλικό οξύ, χαµηλό υδατικό δυναµικό, χαµηλές 

θερµοκρασίες, τραυµατισµός και αιθυλένιο. Έχει προταθεί ότι η επαγωγή των 

ωσµωτινών από ωσµωτική καταπόνηση µπορεί απλά να αντανακλά την 

ενεργοποίηση της αντίδρασης από γενικές καταπονήσεις φυτών που 

αναπτύσσονται για να αµυνθούν σε παθογόνα. Η έκφραση του γονιδίου της 

ωσµωτίνης του αµπελιού επάγεται καθαρά από το αµπσισικό οξύ και το 

αιθυλένιο, τις δυο φυτικές ορµόνες που σχετίζονται µε την ωσµωτική και 

παθογενετική καταπόνηση (Loulakakis, 1997a, b). 
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Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

Β1. Φυτικό υλικό 

Για την πραγµατοποίηση του πειράµατος χρησιµοποιήθηκε φυτικό 

υλικό από φυτά αµπελιού (Vitis vinifera L. cv. Sultanina) τα οποία 

αναπτύχθηκαν σε θερµοκήπιο του αγροκτήµατος του Τ.Ε.Ι. Κρήτης και από 

αυτοφυή φυτά του δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca) τα οποία 

βρίσκονταν στον περιβάλλοντα χώρο του Τ.Ε.Ι. Κρήτης σε συνθήκες φυσικού 

περιβάλλοντος. 

Αρχικά έγινε η συλλογή φρέσκων φύλλων από τα φυτά αµπελιού (Vitis 

vinifera L. cv. Sultanina) και στη συνέχεια στο χώρο του εργαστηρίου 

αφαιρέθηκαν οι µίσχοι των φύλλων, ξεπλύθηκαν, στέγνωσαν, και 

ισοζυγίστηκαν πριν εφαρµοστούν οι πειραµατικές επεµβάσεις.  

Συγκεκριµένα τα φύλλα αµπελιού τοποθετήθηκαν σε τριβλία όπου είχαν 

παρασκευαστεί σε τελικό όγκο 100 mL τα εξής διαλύµατα: 

¾ ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0 mM 

¾ NaCl 250 mM και 

¾ PEG 50 % 

Τα διαλύµατα τοποθετήθηκαν µαζί µε τα ισοζυγισµένα φύλλα σε 

τριβλία, και αφέθηκαν για επώαση. Πραγµατοποιήθηκε µια δειγµατοληψία, 

καθώς τα φύλλα συλλέχθηκαν στις 3 ώρες. 

Με τον ίδιο τρόπο συλλέχθηκαν και προετοιµάστηκαν φύλλα από φυτά 

δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca) και έπειτα παρασκευάσθηκαν σε 

τελικό όγκο 50 mL τα εξής διαλύµατα: 

1. ΜΑΡΤΥΡΑΣ (1) 0 mM 

2. NaCl 50 mM 

3. NaCl 200 mM 

4. ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 3 % 

5. ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 6,8 % 

6. ΜΑΡΤΥΡΑΣ (2) 0 mM 

7. ETΗEPHON 1 mM 

8. ETHEPHON 3 mM 
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Τα διαλύµατα τοποθετήθηκαν µαζί µε τα ισοζυγισµένα φύλλα σε 

τριβλία, και αφέθηκαν για επώαση. Πραγµατοποιήθηκαν συνολικά δυο 

δειγµατοληψίες, καθώς τα φύλλα συλλέχθηκαν στις 24 και στις 72 ώρες.  

Με τον ίδιο τρόπο συλλέχθηκαν και προετοιµάστηκαν ξανά φύλλα από 

φυτά δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca) και έπειτα παρασκευάσθηκαν σε 

τελικό όγκο 100 mL τα εξής διαλύµατα: 

¾ ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0 mM 

¾ NaCl 250 mM και 

¾ PEG 27 % 

Τα διαλύµατα τοποθετήθηκαν µαζί µε τα ισοζυγισµένα φύλλα σε 

τριβλία, και αφέθηκαν για επώαση. Πραγµατοποιήθηκαν συνολικά τρεις 

µετρήσεις, καθώς τα φύλλα συλλέχθηκαν στις 3, στις 8 και στις 24 ώρες. Το 

φυτικό υλικό που συλλέχθηκε µετά από κάθε µέτρηση ξεπλύθηκε, στέγνωσε, 

ζυγίστηκε και τοποθετήθηκε στην κατάψυξη έως την περαιτέρω 

χρησιµοποίησή του. 

 

Β2. Εκχύλιση πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς 

 ∆ιαλύµατα : 

∆ιάλυµα εκχύλισης  (extraction buffer): 100 mM Tris-HCl pH 8,2, 10 

mM EDTA, 3 mM MgCl2, 10% Glycerol,  0,2% Trixon X 100 και 5 mM DTT 

∆ιαδικασία: 

Ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται από τον Κων/νο Α. 

Λουλακάκη (1999). Όλα τα στάδια της εκχύλισης πρωτεϊνών εκτελέστηκαν 

µέσα σε πάγο. Όλα τα διαλύµατα και οι µικροσυσκευές που χρησιµοποιήθηκαν 

διατηρήθηκαν µέσα σε πάγο. Η αναλογία φυτικού ιστού και extraction buffer 

(διατηρηµένου στους 4 oC), που λειοτριβήθηκε στο γουδί ήταν 1:4 για τα 

φύλλα. Τα µίγµατα µετά µεταφέρθηκαν σε σωλήνες φυγοκέντρου και 

οµογενοποιήθηκαν σε οµογενοποιητή τρεις φορές, διάρκειας 30 sec η κάθε 

µία. Ακολούθησε επώαση σε πάγο για 10 min ανάδευση, και αφού έγινε 

ισοζύγιση  φυγοκεντρήθηκαν σε ψυχώµενη φυγόκεντρο στις 10,000 rpm 

(στροφές ανά λεπτό) και στους 4 ºC για 30 min. Τα υπερκείµενα µοιράστηκαν 
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σε µικροσωλήνες eppendorf και φυλάχτηκαν στον καταψύκτη για να 

χρησιµοποιηθούν σε επόµενους προσδιορισµούς. 

 

Β3. Ποσοτικός προσδιορισµός ολικής πρωτεΐνης  

(Modified Lowry) 

∆ιαλύµατα: 

¾ ∆ιάλυµα Α: 2 g NaOH, 10 g Na2CO3, 0,1 g τρυγικό Na–Κ σε 500 mL 

H2O  

¾ ∆ιάλυµα Β: 0,5 g CuSO4 5H2O σε 100 mL H2O 

¾ ∆ιάλυµα Γ: ∆ιάλυµα Α & ∆ιάλυµα Β σε αναλογία 100:2 

(παρασκευάζεται λίγο πριν την χρήση). 

¾ ∆ιάλυµα ∆: Folin-Phenol 2× αραιωµένο 1:1  µε H2O (παρασκευάζεται 

λίγο πριν την χρήση). 

¾ ∆ιάλυµα BSA 1 mg/ mL. 

 

∆ιαδικασία: 

Σε µικροσωλήνες eppendorf αναµειγνύονται 25 µL  εκχυλίσµατος και 

25 µL 20% TCA, και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14,000 rpm (στροφές) για 

20 min. Έπειτα γίνεται άντληση του υπερκείµενου µε αντλία Bernoulli ή 

πιπέτα. Επαναδιαλύεται η πελέτα (πρωτεϊνικό ίζηµα) σε 100µL διαλύµατος Α. 

Προστίθεται 1 mL διαλύµατος Γ και επώαση 10 min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. Προστίθεται 100 µL διαλύµατος ∆ και επώαση για 30 min σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

Αφού µηδενιστεί το φασµατοφωτόµετρο µε το «τυφλό» διάλυµα 

ακολουθεί µέτρηση της απορρόφησης (Absorbance) των διαλυµάτων στα 625 

nm. 

Από πυκνό διάλυµα BSA (1 mg/mL) παρασκευάζεται µια σειρά 

διαλυµάτων µε περιεκτικότητα 0, 10, 20, 30, 40, 60, 80 και 100 µg BSA ανά 

0,25 mL τελικού διαλύµατος. Σε µικρούς σωλήνες τοποθετείται 0,25 mL από 

τα διαλύµατα γνωστής συγκέντρωσης BSA και ακολουθείται η παραπάνω 

διαδικασία. 
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Οι τιµές απορρόφησης των διαλυµάτων BSA (0-100 µg BSA) θα 

χρησιµοποιηθούν για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης (γραφική 

παράσταση της απορρόφησης σε σχέση µε την περιεκτικότητα του διαλύµατος 

σε BSA). Από την πρότυπη καµπύλη θα προσδιοριστεί η περιεκτικότητα κάθε 

φυτικού εκχυλίσµατος σε πρωτεΐνη. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως mg 

πρωτεϊνών ανά mL διαλύµατος και ανά g φρέσκου βάρους. 

 

Β4. Μέτρηση ενεργότητας του ενζύµου GDH  

∆ιαλύµατα: 

¾ 1M Tris – HCl pH 8,0. 

¾ 2 M NH4Cl. 

¾ 10 mM CaCl2. 

¾ 200 mM α–κετογλουταρικό οξύ. 

¾ 2 mM NADH. 

∆ιαδικασία: 

Η ενεργότητα της GDH µετρήθηκε µέσω της αµινωτικής αντίδρασης 

(Λουλακάκης, 1999). Από τα παραπάνω διαλύµατα παρασκευάστηκε µίγµα 

(GDH Mix) που αποτελούνταν από: 5 mL 1M Tris – HCl, 5 mL 2 M NH4Cl, 5 

mL 10 mM CaCl2, 5 mL 200 mM α–κετογλουταρικό οξύ και 22,5 mL DH2O. 

 Ακολούθησε εξισορρόπηση του µίγµατος στους 27οC. Για την 

αµινωτική αντίδραση προστέθηκαν σε κυβέτα του 1 mL, 850 µL GDH Mix, 50 

µL εκχυλίσµατος φυτικού ιστού και τελικά 100 µL 2 mM NADH για την 

έναρξη της αντίδρασης. Η ενζυµική ενεργότητα προσδιορίστηκε µε την 

µέτρηση της αλλαγής της απορρόφησης στα 340 nm σε φασµατοφωτόµετρο. 

Στην συνέχεια υπολογίστηκε η ειδική ενεργότητα της GDH [ Specific activity 

= GDH activity (∆OD / min * mL) / συνολικές πρωτεΐνες (mg / mL)]. Τα 

αποτελέσµατα εκφράστηκαν επίσης σε µmol NADH που καταναλώθηκε / min 

και σε µmol NADH που καταναλώθηκε / g φυτικού ιστού. 
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Β5. Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis, SDS – PAGE) 

∆ιαλύµατα: 

¾ ∆ιάλυµα µετουσίωσης δειγµάτων (3× sample buffer): 150 mM Tris – HCl 

pH 6,8, 9% SDS, 15% β–µερκαπταιθανόλη (b–mercaptoethanol, 0.1% 

κυανούν της βρωµοφαινόλης, 30% γλυκερόλη. 

¾ Μητρικό διάλυµα ακρυλαµίδης: 29,2% ακρυλαµίδη (acrylamide), 0,8% 

δις–ακρυλαµίδη (bis–acrylamide). 

¾ Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού (resolving gel buffer): 1.5 M 

Tris–HCl pH 8.9 (Lower Tris 4×). 

¾ Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος επιστοίβασης (stacking gel buffer): 0.5 M 

Tris–HCl pH 6.8 (Upper Tris 4×). 

¾ Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Tank Buffer): 25 mM Tris, 192 mM 

glycine, 0.1% SDS. 

¾ 10% διάλυµα ammonium per sulfate (APS) 

¾ 20% διάλυµα SDS 

¾ 50% διάλυµα γλυκερόλης  

¾ Temed  

∆ιαδικασία: 

Παρασκευάστηκαν επίπεδα πηκτώµατα (gel) πάχους 1,5 mm τα οποία 

µετά την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιήθηκαν για την χρώση ολικών πρωτεϊνών 

ή για την µεταφορά τους σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης (NC). Κάθε πήκτωµα 

αποτελείται από δυο επιµέρους πηκτώµατα όπου το ένα (stacking gel) 

προηγείται του άλλου (resolving gel). Το resolving gel περιείχε 10% 

πολυακρυλαµίδη και το stacking gel 4% πολυακρυλαµίδη. Η επιµέρους 

σύσταση κάθε πηκτώµατος φαίνεται στον πίνακα 1. 

Για την µετουσίωση των δειγµάτων προστέθηκε σε κάθε πρωτεϊνικό 

δείγµα διάλυµα µετουσίωσης (sample buffer) σε αναλογία 2:1. Το µίγµα 

επωάστηκε στους 100 οC για 5 min και στην συνέχεια µεταφέρθηκε σε πάγο. 

Ηλεκτροφόρηση: η συσκευή ηλεκτροφόρησης συναρµολογήθηκε 

προσεκτικά (χρησιµοποιήθηκε το µοντέλο Mini Protean II της Bio Rad). Το 
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πήκτωµα διαχωρισµού τοποθετήθηκε στη συσκευή και αφέθηκε µέχρι να 

πολυµεριστεί. Στην συνέχεια παρασκευάστηκε και εφαρµόστηκε στη συσκευή 

το πήκτωµα επιστοίβασης. Αµέσως εφαρµόστηκε στον υποδοχέα η κτένα 

δηµιουργίας «πηγαδιών» στα οποία τοποθετήθηκαν στην συνέχεια τα προς 

ανάλυση δείγµατα. Το διάλυµα αφέθηκε να πολυµεριστεί. Τα δοχεία της 

ηλεκτροφόρησης γεµίστηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Tank 

Buffer). Τέλος η ποσότητα µετουσιωµένων δειγµάτων (17 – 25 µg ολικής 

πρωτεΐνης κάθε δείγµατος) µεταφέρθηκε µε µικροσύριγγα στα πηγάδια (wells) 

και ηλεκτροφορήθηκαν στα 80 V για περίπου 2 ώρες. 

 

SDS - PAGE (15 mL) 

STACKING 

GEL (7,5 mL) 

RESOLVING GEL 

% ACRYLAMIDE  STOCK SOLUTION 

4,00% 10,00% 12,00% 

d H2O (mL) 4,59 6,18 5,19 

Upper Tris (4x) (mL) 1,88 0 0 

Lower Tris (4x) (mL) 0 3,75 3,75 

Acryl.:Bis (30:0,8) (mL) 1 5 6 

10% APS (µL) 26 64 60 

TEMED (µL) 11 5 5 

TOTAL (mL) 7,5 15 15 

Πίνακας 2: Ποσοτική σύσταση των πηκτωµάτων που 

χρησιµοποιήθηκαν στην αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση.  

 

Β6. Χρωµατισµός πρωτεϊνών µε Coomasie Brilliant Blue R–250. 

Η µέθοδος έγινε σύµφωνα µε τον Λουλακάκη (1999). 

∆ιαλύµατα: 

¾ ∆ιάλυµα χρώσης (stain): 0,1% Coomassie Brilliant Blue R–250, 

50% µεθανόλη, 10% οξικό οξύ. 

¾ ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού (distain): 20% µεθανόλη, 7% οξικό οξύ. 
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∆ιαδικασία: 

Με την συµπλήρωσης της SDS – PAGE, το πήκτωµα µεταφέρθηκε σε 

κατάλληλο δοχείο το οποίο περιείχε διάλυµα χρώσης (περίπου 100 mL). Το 

δοχείο τοποθετήθηκε σε ανακινούµενη πλάκα και αφέθηκε να αναδευτεί 

ελαφρά για τουλάχιστον 1 ώρα. Στην συνέχεια αφού αποµακρύνθηκε το 

διάλυµα χρώσης και το gel ξεπλύθηκε µε D–H2O, προστέθηκε το διάλυµα 

αποχρωµατισµού και η ανάδευση συνεχίστηκε για αρκετές ώρες. Με την 

διαδικασία αυτή η πηκτή (gel) αποχρωµατίστηκε και παρέµειναν 

χρωµατισµένες (µπλε – µοβ) µόνο οι ζώνες των πρωτεϊνών. Τα πρωτεϊνικά 

πρότυπα παρατηρήθηκαν σε φωτεινή τράπεζα. Με την διαδικασία αυτή 

ανιχνεύτηκαν ζώνες που περιείχαν το λιγότερο 0,1 – 1 µg πρωτεΐνης. 

 

Β7. Μεταφορά κατάWestern Blot - Ανοσοανίχνευση 

∆ιαλύµατα: 

¾ ∆ιάλυµα µεταφοράς: 20mM Tris, 192mM γλυκίνη, 

¾ PBS (phosphate buffered saline): 0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,115% 

Na2HPO4, 0,02% KH2PO4. 

¾ 2% BSA (αλβουµίνη από ορό βοδιού) σε PBS 1×. 

¾ 20% Tween – 20. 

¾ ∆ιάλυµα πλύσης: 0,05% Tween – 20 σε PBS 

¾ 1% BSA  σε διάλυµα πλύσης.  

∆ιαδικασία: 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα αφαιρέθηκε από της 

συσκευή και τοποθετήθηκε προσεχτικά σε δοχείο που περιείχε διάλυµα 

µεταφοράς για 5 min. Στην συνέχεις το πήκτωµα και τα άλλα απαραίτητα 

υλικά  τοποθετήθηκαν στην κασέτα της συσκευής ηλεκτροµεταφοράς µε την 

εξής σειρά (από κάτω προς τα πάνω): σπόγγος – χαρτί Whatman – πήκτωµα –

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης – χαρτί Whatman – σπόγγος. H τοποθέτηση τους 

στην κασέτα της συσκευής ηλεκτροφόρησης έγινε µε τέτοιο τρόπο ώστε όταν 

η κασέτα τοποθετηθεί στην συσκευή το πήκτωµα να βρίσκεται προς τον 
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αρνητικό πόλο και η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης προς τον θετικό, για να είναι 

εφικτή η µεταφορά των πρωτεϊνών. 

Η µεταφορά των πρωτεϊνών έγινε στα 80 V (400 mA σταθερά) για 1 

ώρα και 15 λεπτά. Κάθε µεµβράνη NC που ετοιµάστηκε µε αυτό τον τρόπο 

χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της πρωτεΐνης της ωσµωτίνης µε την 

βοήθεια του κατάλληλου αντισώµατος. 

 

Τα κύρια στάδια της ανίχνευσης ήταν:  

1. Πλύσιµο NC σε διάλυµα PBS 1× για 10 – 15 min. 

2. Η NC τοποθετείται σε διάλυµα 2% BSA σε διάλυµα PBS 1× (0,5 g BSA 

in 25 mL PBS 1×) ανάδευση για 30 min (blocking). 

3. Πλύσιµο 1 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0,05% TWEEN 20 

4. Προστίθεται το πρώτο αντίσωµα σε αραίωση 1:1000 σε διάλυµα 1% 

BSA σε PBS 1×+ 0.05% TWEEN 20 και γίνεται επώαση µε ανάδευση 

για τουλάχιστον 1h και 30 min. 

5. Πλύσιµο 5 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0.05% TWEEN 20 

6. Προστίθεται το δεύτερο αντίσωµα (αντι-αντίσωµα Alkaline 

Phosphatase, Anti Rabbit) σε αραίωση 1:2000 σε διάλυµα 1% BSA σε 

διάλυµα PBS 1× + 0.05% TWEEN 20 και γίνεται επώαση µε ανάδευση 

για τουλάχιστον 1h και 30 min. 

7. Πλύσιµο 2 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0.05% TWEEN 20 

Πλύσιµο 2 × 5 min σε διάλυµα 100 mM Tris pH 9,0. 

8. Επώαση στο διάλυµα χρώσης (100 mΜ Tris pH 9,0, 0,1 mg/mL NBT, 5 

mg/mL BCiP), έως να εµφανιστούν οι ζώνες. 

9. ∆ιακοπή της χρώσης µε πλύσιµο µε DH2O.  

 

Το αντίσωµα εναντίον της ωσµωτίνης που χρησιµοποιήθηκε, 

παρασκευάστηκε µε εισαγωγή σε κουνέλι πρωτεΐνης ωσµωτίνης που 

παράχθηκε σε βακτήρια µετά τον µετασχηµατισµό τους µε κατάλληλο 

πλασµιδιακό φορέα έκφρασης ο οποίος περιείχε το cDNA της ωσµωτίνης του 
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αµπελιού (Loulakakis, 1997) και καθαρισµό της µε προπαρασκευαστική SDS 

ηλεκτροφόρηση. (Βουτσινά et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 

Γ1. Γενικά χαρακτηριστικά δενδρωδών φυτών καπνού (Nicotiana glauca) 

Για τον ανασοχαρακτηρισµό και τη µελέτη της έκφρασης της 

ωσµωτίνης στο Nicotiana glauca χρησιµοποιήθηκαν φυτά τα οποία 

αναπτύχθηκαν σε συνθήκες φυσικού περιβάλλοντος. Από τα φυτά αυτά 

συλλέχθηκαν φύλλα στα οποία έγιναν επεµβάσεις µε παράγοντες που 

προκαλούν ωσµωτική καταπόνηση και µε Ethephon (µία ουσία που εκλύει 

αιθυλένιο). 

 

 

Εικόνα 4. Φυτό δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca). 

 
Για την πραγµατοποίηση της ωσµωτικής καταπόνησης 

χρησιµοποιήθηκαν τα εξής: 

¾ NaCl 

¾ ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 

¾ PEG 
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Τα φύλλα που συλλέχτηκαν τοποθετήθηκαν σε τριβλία, τα οποία 

περιείχαν τις παραπάνω ουσίες σε διάφορες συγκεντρώσεις σε τελικό όγκο 100 

mL. Εκεί αφέθηκαν για κάποιο χρονικό διάστηµα ώστε να πραγµατοποιηθεί η 

ωσµωτική καταπόνηση. 
 

 

Εικόνα 5. Φύλλα από φυτά δενδρώδους καπνού υπό την επίδραση διαφόρων ουσιών 
για την πραγµατοποίηση ωσµωτικής καταπόνησης. 
 

Έπειτα ακολούθησε εκχύλιση των πρωτεϊνών των καταπονηµένων 

φύλλων του δενδρώδους καπνού µε σκοπό την µελέτη της έκφρασης της 

πρωτεΐνης της ωσµωτίνης. Στα εκχυλίσµατα που προέκυψαν έγινε ποσοτικός 

προσδιορισµός πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Lowry, µε σκοπό την εκτίµηση της 

σχετικής περιεκτικότητας των ιστών σε πρωτεΐνες. 

Στην συνέχεια ίση ποσότητα πρωτεϊνών από κάθε δείγµα φυτικού ιστού 

µετουσιώθηκε και ηλεκτροφορήθηκε µε SDS–PAGE σε επίπεδα πηκτώµατα 

12% ακρυλαµίδης, µε σκοπό την ανάλυση των πρωτεϊνών των εκχυλισµάτων 

στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε δείγµατος 

προέκυψε µετά τη χρώση του πηκτώµατος µε Coomasie Brilliant Blue R–250.  

Για τη µελέτη της έκφρασης της ωσµωτίνης του δενδρώδους καπνού 

(Nicotiana glauca), τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφόρων δειγµάτων 

αναλύθηκαν µε SDS–PAGE, υποβλήθηκαν σε Western Blot (µε τη µέθοδο 

αυτή οι πρωτεΐνες µεταφέρονται από το πήκτωµα σε σταθερό υπόστρωµα, 
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στην προκειµένη περίπτωση µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, όπου στη συνέχεια 

µπορεί εύκολα να ανιχνευτεί µια συγκεκριµένη πρωτεΐνη, από το σύνολο των 

πρωτεϊνών που έχουν αναλυθεί) και η ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης έγινε µε 

τη βοήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν την πρωτεΐνη της 

ωσµωτίνης του αµπελιού.  

Το αντίσωµα εναντίον της ωσµωτίνης που χρησιµοποιήθηκε, 

παρασκευάστηκε µε εισαγωγή σε κουνέλι ως αντιγόνου υβριδικής πρωτεΐνης 

ωσµωτίνης που παράχθηκε σε βακτήρια µετά τον µετασχηµατισµό τους µε 

κατάλληλο πλασµιδιακό φορέα έκφρασης ο οποίος περιείχε το cDNA της 

ωσµωτίνης του αµπελιού (Loulakakis, 1997 α) στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης µε 

την αλληλουχία του πλασµιδίου που κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο µοριακού 

βάρους 4 kD και καθαρισµό της µε προπαρασκευαστική SDS ηλεκτροφόρηση 

(Βουτσινά et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

 

Γ2. Τιτλοδότηση, εξειδίκευση και χαρακτηρισµός του αντισώµατος 

Κατ’ αρχάς ελέγχθηκαν τα όρια ανίχνευσης του αντισώµατος 

χρησιµοποιώντας τέσσερις διαφορετικές συγκεντρώσεις (20 µg, 10µg, 4 µg και 

2µg) εκχυλίσµατος ολικών πρωτεϊνών βακτηρίων που υπερεκφράζουν την 

υβριδική πρωτεΐνη της ωσµωτίνης του αµπελιού (το αντιγόνο δηλαδή µε το 

οποίο έγινε ανοσοποίηση του κουνελιού) σε ανάλυση Western blot. 
 

 

 

►22 kDa

20 µg       10 µg         4 µg          2 µg

Εικόνα 6. Ετερόλογη έκφραση της ωσµωτίνης του αµπελιού σε βακτήρια. 
∆ιαφορετικές συγκεντρώσεις πρωτεΐνης του βακτηριακού εκχυλίσµατος που 
υπερεκφράζει την ωσµωτίνη του αµπελιού χρησιµοποιήθηκαν για την τιτλοδότηση 
του αντισώµατος. Οι πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS–PAGE, µεταφέρθηκαν σε 
φίλτρα νιτροκυτταρίνης τα οποία επωάσθηκαν µε τον αντιορό εναντίον της υβριδικής 
πρωτεΐνης της ωσµωτίνης σε αραίωση 1/2000 (Βουτσινά et al., αδηµοσίευτα 
αποτελέσµατα). 
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Όπως φαίνεται στην Εικόνα 6 ο αντιορός αντέδρασε κυρίως µε µια 

πρωτεϊνική ζώνη µεγέθους 25 kDa περίπου και ασθενέστερα και µε άλλες 

πρωτεϊνικές ζώνες. Η πρωτεϊνική ζώνη των 25 kDa ανιχνεύθηκε καθαρά 

ακόµα και στην µικρότερη συγκέντρωση πρωτεΐνης (2µg) ενώ στις 

ασθενέστερα ανιχνευόµενες ζώνες µειώθηκε η ένταση τους ή ακόµα και 

εξαφανίστηκαν µε τη µείωση της συγκέντρωσης της πρωτεΐνης. 

Στη συνέχεια εξετάσθηκε κατά πόσο ο αντιορός εναντίον της υβριδικής 

πρωτεΐνης της ωσµωτίνης του αµπελιού αλληλεπιδρά µε την ωσµωτίνη του 

αµπελιού και ακόµα περισσότερο µε την ωσµωτίνη του δενδρώδους καπνού. 

Η ωσµωτίνες θεωρούνται χαρακτηριστικοί εκπρόσωποι πρωτεϊνών 

ωσµωτικής καταπόνησης και επάγονται, εκτός από την έλλειψη νερού λόγω 

ξηρασίας, αλατότητας και ψύχους και από τουλάχιστον επτά επιπλέον σήµατα, 

όπως είναι η υπεριώδης ακτινοβολία, ο µηχανικός τραυµατισµός, οι 

µυκητιακές προσβολές, η προσβολή από τον ιό του µωσαϊκού του καπνού 

(TMV), το ΑΒΑ, το αιθυλένιο και η αυξίνη. Οι ωσµωτίνες, ανήκουν στην 

πέµπτη οικογένεια των PR πρωτεϊνών (pathogenesis-related proteins) µε 

αντιµυκητολογική δράση οι οποίες αποτελούν µια µεγάλη οικογένεια 

αµυντικών πρωτεϊνών των φυτών, είναι αρκετά συγγενείς µε τις θαυµατίνες 

(thaumatins) και παρουσιάζουν σηµαντική αµινοξική οµολογία στο φυτικό 

βασίλειο. 

Στον Πίνακα 3 παρουσιάζεται στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών 

ωσµωτινών και θαυµατινών 12 φυτικών ειδών όπου φαίνονται οι σηµαντικές 

οµολογίες µεταξύ τους. 
 

Πίνακας 3. Στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών ωσµωτινών και θαυµατινών 12 
φυτικών ειδών (το * δηλώνει την ύπαρξη ίδιου αµινοξέος [ταυτότητα], ενώ η : 
δηλώνει συντηρητικές αλλαγές). 

 

Nicotiana_tabacum            -------LV-------FF----LLAFVTYTYASGVFEVHNNCPYTVWAAA 
Nicotiana_tabacumOSM         MSHLTTFLV-------FF----LLAFVTYTYASGVFEVHNNCPYTVWAAA 
Nicotiana_sylvestrisOSM      MSHLITCVV-------FF----LLAFVTYTHASGVFEVHNNCPYTVWAAA 
Capsicum_annuumOSM           MGHLTTCLV-------FF----LLAFVTYTYASGVFEVHNNCPYTVWAAA 
Linum_usitatissumOSM         MTHFPILLIP------LFSS--LLLWVSITNAA-VIDIFNNCPYTVWAAS 
Solanum_tuberosumTHA         -MHFLKFSP-----LFVF-----LYFLSVTHAA-TFDITNRCTYPVWAAA 
Vitis_viniferaTHA            -MRFTTTLP----ILIPLLL--SLLFTS-THAA-TFDILNKCTYTVWAAA 
Theobroma_cacaoOSM           ----------------------------------------------WAAA 
Vitis_riparia                -MFSSKLPSMS-DLRILFIF--FLCFISSIHAA-TFQITNQCSYTVWAAA 
Vitis_vinifera               -MGLCKILS----ISSFLLT--TLFFTS-SYAA-TFNIQNHCSYTVWAAA 
Actinidia_deliciosaTHA       -----------------------------------------CPFTVWAAA 
Oryza_sativa                 -MAAPAILR-------LLP----LLLLAAAANAATFTITNKCQITVWAAA 
Hordeum_vulgareTHA1          -MASSRVVY-------LLAGL-LLAALAATTDAATITVVNRCSYTVWPGA 
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Hordeum_vulgareOSM           -MASSRVVY-------LLAGL-LLAALAATTDAATITVVNRCSYTVWPGA 
Hordeum_vulgareTHA2          -MASSHVVS-------LLAGL-LLAALAASTDAATITVVNRCSYTVWPGA 
Hordeum_vulgare              -------------------------------RSATITVVNRCSYTVWPGA 
Triticum_aestivumTHA         -MASTRVLH-------LIA---LVLAVATAADAATITVVNRCSYTVWPGA 
                                                                           *..: 
 
Nicotiana_tabacum            TPVGGGRRLERGQSWWFWAPPGTKMARIWGRTNCNFDGAGRGWCQTGDCG 
Nicotiana_tabacumOSM         TPVGGGRRLERGQSWWFWAPPGTKMARIWGRTNCNFDGAGRGWCQTGDCG 
Nicotiana_sylvestrisOSM      TPVGGGRRLERGQSWWFWAPPGTKMARIWGRTNCNFDGAGRGWCQTGDCG 
Capsicum_annuumOSM           TPVGGGKLLERGQSWWFWAPPGTKMARIWGRTNCNFDGAGRGWCQTGDCG 
Linum_usitatissumOSM         TPIGGGRQLDHGQTWTIYPPAGTSMARIWGRRNCNFDGSGRGWCETGDCG 
Solanum_tuberosumTHA         SP-GGGRRLDLGQTWNINVNPGTTMGRIWGRTNCNFDGSGRGKCQTGDCN 
Vitis_viniferaTHA            SP-GGGRRLDSGQSWTITVNPGTTNARIWGRTSCTFDANGRGKCETGDCN 
Theobroma_cacaoOSM           VP-GGGRRLDRGGVWNLNVNPGTTGARVWARTKCQFDGAGRGRCETGDCG 
Vitis_riparia                SP-GGGRRLDRGQSWTLNVPAGTKMARIWGRTNCHFDASGRGRCDTGDCG 
Vitis_vinifera               VP-GGGMQLGSGQSWSLNVNAGTTGARVWGRTNCNFDASGNGKCETGDCG 
Actinidia_deliciosaTHA       VP-GGGKRLDRGQNWIINPGAGTKGARVWPRTGCNFDGAGRGKCQTGDCN 
Oryza_sativa                 VPSGGGQQLDPGQQWVIDVPAGTTGGRVWARTGCSFDGSGNGRCQTGDCG 
Hordeum_vulgareTHA1          LP-GGGVRLDPGQSWALNMPAGTAGARVWPRTGCTFDGSGRGRCITGDCN 
Hordeum_vulgareOSM           LP-GGGVRLDPGQSWALNMPAGTAGARVWPRTGCTFDGSGRGRCITGDCN 
Hordeum_vulgareTHA2          LP-GGGVRLDPGQSWALNMPAGTAGARVWPRTGCTFDGSGRGRCITGDCG 
Hordeum_vulgare              LP-GGGVRLDPGQSWALNMPAGTAGARVWPRTGCTFDGSGRGRCITGDCG 
Triticum_aestivumTHA         LP-GGGVRLDPGQSWALNMPAGTAGARVWPRTGCTFDGSGRGRCITGDCG 
                              * ***  *  *  * :   .**  .*:* *  * **. *.* * ****. 
 
Nicotiana_tabacum            GVLECKGWGKPPNTLAEYALNQFSNLDFWDISVIDGFNIPMSFGPTKPGP 
Nicotiana_tabacumOSM         GVLECKGWGKPPNTLAEYALNQFSNLDFWDISVIDGFNIPMSFGPTKPGP 
Nicotiana_sylvestrisOSM      GVLECKGWGKPPNTLAEYALNQFSNLDFWDISVIDGFNIPMSFGPTKPGP 
Capsicum_annuumOSM           GVLECKGWGKPPNTLAEYALNQFSNLDFWDISVIDGFNIPMSFGPTKPGP 
Linum_usitatissumOSM         GVLNCQGWGVPPNTLAEYALNQFSNLDFYDISLVDGFNIPMIFTPTANVG 
Solanum_tuberosumTHA         GRLECQGFGTVPNTLAEFALNQPNNLDFVDISLVDGFNIPMEFSPIN--- 
Vitis_viniferaTHA            GLLECQGYGSPPNTLAEFALNQPNNLDYIDISLVDGFNIPMDFS------ 
Theobroma_cacaoOSM           GLLQCQAYGAPPNTLAEYALNQFNNKDFFDISLVDGFNVPMDFSPTSG-- 
Vitis_riparia                GVLNCQGWGSPPNTLAEYALNQFGNKDFFDISLVDGFNIPMDFSPTSG-- 
Vitis_vinifera               GLLQCTAYGTPPNTLAEFALNQFSNLDFFDISLVDGFNVPMAFNPTSN-- 
Actinidia_deliciosaTHA       GLLQCQAFGQPPNTLAEYALNQFNNLDFFDISLVDGFNVAMEFSPTSG-- 
Oryza_sativa                 GVLRCAAYGQPPNTLAEFALNQFSNLDFFDISLIDGFNVPMDFLPAGDG- 
Hordeum_vulgareTHA1          GVLACRVSGQQPTTLAEYTLGQGANKDFFDLSVIDGFNVPMSFEPVGG-- 
Hordeum_vulgareOSM           GVLACRVSGQQPTTLAEYTLGQGANKDFFDLSVIDGFNVPMSFEPVGG-- 
Hordeum_vulgareTHA2          GALACRVSGQQPTTLAEYTLGQGANKDFFDLSVIDGFNVPMSFEPVGAS- 
Hordeum_vulgare              GALACRVSGQQPTTLAEYTLGQGANKDFFDLSVIDGFNVPMSFEPVGAS- 
Triticum_aestivumTHA         GTLACRVSGQQPTTLAEYTLGQGGNKDFFDLSVIDGFNVPMNFEPVGGS- 
                             * * *   *  *.****::*.*  * *: *:*::****:.* *        
 
Nicotiana_tabacum            -GKCH--GIQCTANINGECPGSLRVPGGCNNPCTTFGGQQYCCTQG---P 
Nicotiana_tabacumOSM         -GKCH--GIQCTANINGECPGSLRVPGGCNNPCTTFGGQQYCCTQG---P 
Nicotiana_sylvestrisOSM      -GKCH--GIQCTANINGECPGALRVPGGCNNPCTTFGGQQYCCTQG---P 
Capsicum_annuumOSM           -GKCH--PIQCVANINGECPGSLRVPGGCNNPCTTFGGQQYCCTQG---P 
Linum_usitatissumOSM         SGNCQ--SLTCTADINTQCPGELRAPGGCNNPCTVFKTNEYCCTQGYG-T 
Solanum_tuberosumTHA         -GGCR--KIRCSADINGQCPSELRAPGGCNNPCTVFKMKEFCCTNGPG-S 
Vitis_viniferaTHA            --GCR--GIQCSVDINGQCPSELKAPGGCNNPCTVFKTNEYCCTDGPG-S 
Theobroma_cacaoOSM           --GCTR-GIRCTADIIGQCPNQLKAPGGCNNPCTVFRTDQYCCNSG---N 
Vitis_riparia                --GCR--GIKCTANINGQCPQALKASGGCNNPCTVFKTPQYCCNN---IK 
Vitis_vinifera               --GCTR-GISCTADIVGECPAALKTTGGCNNPCTVFKTDEYCCNS---GS 
Actinidia_deliciosaTHA       --GCTR-GIKCTADINGQCPNELRAPGGCNNPCTVFKTDQYCCNSG---N 
Oryza_sativa                 -AGCAKGGPRCEADVAGQCPSELRAPGGCNNACTVFKQDQYCCTGSAANN 
Hordeum_vulgareTHA1          ---CR--AARCATDITKDCLKELQVPGGCASACGKFGGDTYCCRGQFEHN 
Hordeum_vulgareOSM           ---CR--AARCATDITKDCLKELQVPGGCAT-CGKFGGDTYCCRGQFEHN 
Hordeum_vulgareTHA2          ---CR--AARCATDITKECLKELQVPGGCASACGKFGGDTYCCRGQFEHN 
Hordeum_vulgare              ---CR--AARCATDITKECLKELQVPGGCASACGKFGGDTYCCRGQFEHN 
Triticum_aestivumTHA         ---CR--AARCATDITKECLKELQVPGGCASACGKFGGDTYCCRGQFEHN 
                                *      * .::  :*   *:..*** . *  *    :**        
 
Nicotiana_tabacum            CGPTELSRWFKQRCPDAYSYPQDDPTSTFTCTSWTTDYKVMFCPYGSAH- 
Nicotiana_tabacumOSM         CGPTELSRWFKQRCPDAYSYPQDDPTSTFTCTSWTTDYKVMFCPYGSAH- 
Nicotiana_sylvestrisOSM      CGPTELSRWFKQRCPDAYSYPQDDPTSTFTCTSWTTDYKVMFCPYGSAH- 
Capsicum_annuumOSM           CGPTDLSRFFKQRCPDAYSYPQDDPTSTFTCQSWTTDYKVMFCPYGSTH- 
Linum_usitatissumOSM         CGPTGFSRFFKDRCPTSYSYPQDDPSSTFTCPGG-TNYRVVFCPYGSTHP 
Solanum_tuberosumTHA         CGPTDYSKFFKQRCPDAYSYPLDDPTSMFTCHAG-TNYKVVFCPGNTFTP 
Vitis_viniferaTHA            CGPTTYSKFFKDRCPDAYSYPQDDKTSLFTCPSG-TNYKVTFCP------ 
Theobroma_cacaoOSM           CRPTDFSRFFKTRCPDAYSYPKDDQTSTFTCPGG-TNYRVVFCP------ 
Vitis_riparia                CGPTDYSRFFKTRCPDAYSYPQDDPTSTFTCPGG-ANYRVVFCPTGSSNN 
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Vitis_vinifera               CNATTYSEFFKTRCPDAYSYPKDDQTSTFTCPAG-TNYEVIFCP------ 
Actinidia_deliciosaTHA       CGLTNFSKFFKDRCPDAYSYPKDDQTSTFTCPAG-TNYKVVFCP------ 
Oryza_sativa                 CGPTNYSQFFKGLCPDAYSYPKDDQTSTFTCPAG-TNYQVVFCP------ 
Hordeum_vulgareTHA1          CPPTNYSMFFKGKCPDAYSYAKDDQTSTFTCPAG-TNYQIVLCP------ 
Hordeum_vulgareOSM           CPPTNYSMFFKGKCPDAYSYAKDDQTSTFTCPAG-TNYQIVLPLD----- 
Hordeum_vulgareTHA2          CPPTNYSKFFKGKCPDAYSYAKDDQTSTFTCPAG-TNYQIVLCP------ 
Hordeum_vulgare              CPPTNYSKFFKGKCPDAYSYAKDDQTSTFTCPAG-TNYQLVFCP------ 
Triticum_aestivumTHA         CPPTNYSKFFKGKCPDAYSYAKDDQTSTFTCPAG-TNYQIVLCP------ 
                             *  *  * :**  ** :***. ** :* *** .  ::*.: : 
 
Nicotiana_tabacum            ------NETTNFPLEMPTSTHEVAK----------- 
Nicotiana_tabacumOSM         ------NETTNFPLEMPTSTHEVAK----------- 
Nicotiana_sylvestrisOSM      ------NETTNFPLEMPTSTHEVAK----------- 
Capsicum_annuumOSM           ------NETSSFPLELPTSTHEVA------------ 
Linum_usitatissumOSM         DIDTNNNNNNNKNVTLAMVTEKINSE---------- 
Solanum_tuberosumTHA         -----FNFFYLSRLDLTNLLRK-------------- 
Vitis_viniferaTHA            ------------------------------------ 
Theobroma_cacaoOSM           ------------------------------------ 
Vitis_riparia                I----------FPLEMYGSDSEE------------- 
Vitis_vinifera               ------------------------------------ 
Actinidia_deliciosaTHA       ------------------------------------ 
Oryza_sativa                 ------------------------------------ 
Hordeum_vulgareTHA1          ------------------------------------ 
Hordeum_vulgareOSM           -----------QYQSITWVNKE-------------- 
Hordeum_vulgareTHA2          ------------------------------------ 
Hordeum_vulgare              ------------------------------------ 
Triticum_aestivumTHA         ------------------------------------ 
 

 

Συγκρίνοντας τις αµινοξικές αλληλουχίες των ωσµωτινών και 

θαυµατινών των 12 φυτικών ειδών παρατηρούµε την υψηλή οµολογία πράγµα 

που σηµαίνει υψηλό βαθµό οµοιότητας των ωσµωτινών µεταξύ τους και µε τις 

θαυµατίνες. 

Στον Πίνακα 4 παρουσιάζεται η στοίχιση των αµινοξικών αλληλουχιών 

της ωσµωτίνης του αµπελιού (Vitis vinifera) και του δενδρώδους καπνού 

(Nicotiana glauca). 
 

Πίνακας 4. Στοίχιση αµινοξικών αλληλουχιών της ωσµωτίνης του αµπελιού (Vitis 
vinifera) και του δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca), (το * δηλώνει την ύπαρξη 
ίδιου αµινοξέως [ταυτότητα], ενώ η : δηλώνει συντηρητικές αλλαγές). 

 

Vitis_vinifera        MGLCKILSISSFLLTTLFFTSSYAATFNIQNHCSYTVWAAAVP-GGGMQLGSGQSWSLNV 
Nicotiana_glauca      --MSHLTTCVVFFLLAFVAYTCASGVFEVHNNCPYTVWAAATPVGGGRRLERGQSWWFWA 
                        :.:: :   *:* ::.  :. :..*:::*:*.*******.* *** :*  **** : . 
 
Vitis_vinifera        NAGTTGARVWGRTNCNFDASGNGKCETGDCGGLLQCTAYGTPPNTLAEFALNQFSNLDFF 
Nicotiana_glauca      PPGTKMARIWGRTNCNFDGAGRGWCQTGDCGGVLECKGWGKPPNTLAEYALNQFSNLDFW 
                       .**. **:*********.:*.* *:******:*:*..:*.*******:**********: 
 
Vitis_vinifera        DISLVDGFNVPMAFNPTSNG--CTRGISCTADIVGECPAALKTTGGCNNPCTVFKTDEYC 
Nicotiana_glauca      DISVIDGFNIPMSFGPTKPGPGKCHGIQCTANINGECPGSLRVPGGCNNPCTTFGGQQYC 
                      ***::****:**:*.**. *    :**.***:* ****.:*:..********.*  ::** 
 
Vitis_vinifera        CNSGSCNATTYSEFFKTRCPDAYSYPKDDQTSTFTCPAG-TNYEVIFCP----------- 
Nicotiana_glauca      CTQGPCGPTELSRWFKQRCPDAYSYPQDDPTSTFTCTSWTTDYKVMFCPYGSAHNETTNF 
                      *..*.*..*  *.:** *********:** ******.:  *:*:*:***            
 
Vitis_vinifera        ------------- 
Nicotiana_glauca      PLEMPTSTHEVAK 
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Η σύγκριση των αµινοξικών αλληλουχιών των ωσµωτινών του Vitis 

vinifera και Nicotiana glauca έδειξε ότι οι δυο πρωτεΐνες παρουσιάζουν 

ταυτότητα 56% και οµοιότητα 73% (όπου οµοιότητα = ταυτότητα + τις 

συντηρητικές αλλαγές). Η υψηλή αυτή οµοιότητα των ωσµωτινών των δυο 

φυτικών ειδών µας επιτρέπει να υποθέσουµε ότι το αντίσωµα για την 

ωσµωτίνη του αµπελιού µπορεί να αλληλεπιδρά και µε την ωσµωτίνη του 

δενδρώδους καπνού.  

Για την επαλήθευση της υπόθεσης της αλληλεπίδρασης του 

αντισώµατος υβριδικής πρωτεΐνης της ωσµωτίνης του αµπελιού µε την 

ωσµωτίνη του αµπελιού και δενδρώδους καπνού πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 1) 

βακτηρίων που υπερεκφράζουν την υβριδική πρωτεΐνη της ωσµωτίνης του 

αµπελιού (Βουτσινά et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα), 2) φύλλων αµπελιού 

στα οποία προκλήθηκε ωσµωτική καταπόνηση µε PEG, 3) φύλλων 

δενδρώδους καπνού στα οποία προκλήθηκε ωσµωτική καταπόνηση µε PEG 

αναλύθηκαν µε SDS–PAGE, οι πρωτεΐνες µεταφέρθηκαν σε φίλτρο 

νιτροκυτταρίνης (Western Blot) και έγινε ανοσοανίχνευση µε την βοήθεια 

πάντα του αντισώµατος της υβριδικής πρωτεΐνης της ωσµωτίνης του αµπελιού. 

Τέσσερις πανοµοιότυπες  µεµβράνες επωάστηκαν µε τέσσερις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις του αντισώµατος (1/500, 1/1000, 1/2000 και 1/4000).  

 
ΒΑΚΤ.      ΑΜΠ.   ΚΑΠ.        ΒΑΚΤ.      ΑΜΠ.   ΚΑΠ.      ΒΑΚΤ.    ΑΜΠ.   ΚΑΠ.       ΒΑΚΤ.      ΑΜΠ.   ΚΑΠ. 

Α  Β  Γ  ∆  

►
►

Εικόνα 7. Ανίχνευση της ωσµωτίνης µε διαφορετικές συγκεντρώσεις αντισώµατος 
1/500 (Α), 1/1000 (Β), 1/2000 (Γ) και 1/4000 (∆). Χρησιµοποιήθηκαν: βακτηριακό 
εκχύλισµα που υπερεκφράζει την ωσµωτίνη του αµπελιού (ΒΑΚΤ.), εκχυλίσµατα 
φύλλων δενδρώδους καπνού (ΚΑΠ.) και αµπελιού (ΑΜΠ) που υπέστησαν ωσµωτική 
καταπόνηση µε PEG. 
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Όπως φαίνεται στην Εικόνα 7 το αντίσωµα: στα βακτηριακά 

εκχυλίσµατα αντιδρά έντονα µε την πρωτεϊνική ζώνη µοριακού βάρους 25 kDa 

και στις 4 συγκεντρώσεις του αντιορού, στα εκχυλίσµατα των φύλλων του 

αµπελιού αντιδρά µε πρωτεϊνική ζώνη µοριακού βάρους 21 kDa στις 3 

µεγαλύτερες συγκεντρώσεις του αντιορού και ασθενέστερα στη µικρότερη 

συγκέντρωση (1/4000) ενώ στα εκχυλίσµατα των φύλλων του καπνού αντιδρά 

µε πρωτεϊνική ζώνη µοριακού βάρους 21 kDa στις δυο µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις του αντιορού και ασθενέστερα στη συγκέντρωση 1/2000 και 

ακόµα ασθενέστερα στη συγκέντρωση 1/4000. Η διαφορά στο µοριακό βάρος 

της πρωτεϊνικής ζώνης που ανιχνεύει ο αντιορός στο βακτηριακό εκχύλισµα 

(25 kDa) και στα εκχυλίσµατα φύλλων αµπελιού και καπνού (21 kDa) 

δικαιολογείται γιατί τα βακτήρια εκφράζουν µια υβριδική πρωτεΐνη που 

κωδικοποιείται από την κωδική περιοχή του cDNA της ωσµωτίνης του 

αµπελιού στο ίδιο πλαίσιο ανάγνωσης µετά από αλληλουχία του πλασµιδίου 

έκφρασης που χρησιµοποιήθηκε που κωδικοποιεί πολυπεπτίδιο µοριακού 

βάρους 4 kDa. 

Από τα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος συµπεραίνουµε ότι το 

αντίσωµα που παρασκευάστηκε χρησιµοποιώντας σαν αντιγόνο την υβριδική 

πρωτεΐνη της ωσµωτίνης του αµπελιού αναγνωρίζει τόσο την ωσµωτίνη του 

αµπελιού όσο και την ωσµωτίνη του δενδρώδους καπνού. Εποµένως µπορεί να 

χρησιµοποιηθεί για την µελέτη της έκφρασης της ωσµωτίνης του δενδρώδους 

καπνού. Βρέθηκε ακόµα ότι η κατάλληλη αραίωση του αντισώµατος για την 

ανίχνευση της ωσµωτίνης του αµπελιού είναι η 1/2000 ενώ για την ανίχνευση 

της ωσµωτίνης του δενδρώδους καπνού η 1/1000. 

Στη συνέχεια αναλύθηκαν διαφορετικές συγκεντρώσεις ολικών 

πρωτεϊνικών εκχυλισµάτων αµπελιού και δενδρώδους καπνού. Συγκεκριµένα 

µετά τον ποσοτικό προσδιορισµό των εκχυλισµάτων µε τη µέθοδο LOWRY 

αναλύθηκαν 50 µg, 30 µg, 20 µg και 10 µg ολικών πρωτεϊνών µε SDS-PAGE 

ηλεκτροφόρηση και Western blot. Στην Εικόνα 7 παρουσιάζονται οι 

µεµβράνες νιτροκυτταρίνης µετά την ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης. 
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      ΑΜΠΕΛΙ           ∆ΕΝ∆Ρ. ΚΑΠΝΟΣ 

 
   50µg  30µg  20µg 10µg  50µg  30µg  20µg  10µg

Εικόνα 8. Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα αµπελιού 
και δενδρώδους καπνού. Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS–PAGE και 
µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western Blot. Στα φίλτρα 
έγινε ανίχνευση της ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος. 

 

Στα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος παρατηρούµε την 

µεταβολή της έκφρασης της ωσµωτίνης του αµπελιού και του δενδρώδους 

καπνού για τις διάφορες συγκεντρώσεις ολικών πρωτεϊνών που αναλύθηκαν. 

 

Γ3. Επίδραση ωσµωτικής καταπόνησης και Ethephon στα ολικά 

πρωτεϊνικά πρότυπα φύλλων αµπελιού και δενδρώδους καπνού. 

Ίσες ποσότητες πρωτεϊνών από φύλλα αµπελιού (Vitis vinifera L. cv. 

Sultanina) και φύλλα του δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca) που είχαν 

υποστεί ωσµωτική καταπόνηση ή επίδραση µε Ethephon µετουσιώθηκαν και 

ηλεκτροφορήθηκαν µε SDS–PAGE. Συγκεκριµένα έγιναν οι εξής επεµβάσεις: 

Νεαρά φύλλα (3,5 g) τοποθετήθηκαν σε 250 mM NaCl και 50 % PEG 

σε τελικό όγκο 100 mL για 3, 8 και 24 ώρες (Α) ή σε 50 mM και 200 mM 

NaCl, δυο συγκεντρώσεις σακχαρόζης 3% και 6,8% και δυο συγκεντρώσεις 

Ethephon 1 mM και 3 mM σε τελικό όγκο 100 mL για 24 (Β) και 72 ώρες (Γ). 

Στην Εικόνα (9) διακρίνονται διαφορές στην παρουσία αλλά και στην 

ένταση των ζωνών µεταξύ των επεµβάσεων. 
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∆ΕΝ∆ΡΩ∆ΗΣ ΚΑΠΝΟΣ     ΑΜΠΕΛΙ 
 

 

Α

 

Β

Γ

 
 
Εικόνα 9. Ολικά πρ
καπνού. Τα πρότυπα
πηκτώµατος µε µε Co

  
  

 

 Μ    3h    8h   24h   3h    8h   24h  
              NaCl              PEG 

 

∆ΕΝ∆ΡΩ∆ΗΣ ΚΑΠΝΟΣ (24 ΩΡΕΣ) 
 

 

 
      Μ    50mM 200mM  3%   6,8%    Μ     1mM 3mM 

                     NaCl         ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ         ETHREL
 

∆ΕΝ∆ΡΩ∆ΗΣ ΚΑΠΝΟΣ (72 ΩΡΕΣ) 
 

 

ωτεϊνικά πρότυπα φύλλων από φυτά αµπελιού και δενδρώδους 
 προέκυψαν µετά από ανάλυση µε SDS–PAGE και χρώση του 
omasie Brilliant Blue R–250. 

   Μ    50Mm  200mM 3%  6,8%    Μ     1mM 3mM 
               NaCl      ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ   EΤΗΕPHON 
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Στη συνέχεια σε όλα τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα πραγµατοποιήθηκε 

ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης µε κατάλληλο αντίσωµα και τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται παρακάτω. 

 

Γ4. Επίδραση αλατιού (NaCl) και PEG (Poly-Ethanol-Glycole) σε φύλλα 

αµπελιού 

Για την εκτέλεση του πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν 250 mM NaCl και 

50 % PEG σε τελικό όγκο 100 mL. Μετά το πέρας των τριών ωρών επίδρασης 

των δυο ουσιών, ακολούθησε όπως έχει αναλυτικά αναφερθεί εκχύλιση των 

φύλλων, ανάλυση µε SDS–PAGE 12% ακρυλαµίδη, µεταφορά των πρωτεϊνών 

σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot) και προσπάθεια ανοσοανίχνευσης 

µε ειδικό αντίσωµα. Τα αποτελέσµατα εµφανίζονται στην Εικόνα 10. 

Παρατηρούµε την εµφάνιση δυο ζωνών *. Για την καλύτερη σύγκριση των 

αποτελεσµάτων αναλύθηκε στο ίδιο πήκτωµα εκχύλισµα βακτηρίων. 
 

  ΑΜΠΕΛΙ          ΒΑΚΤ. 

 
 

Εικόνα 10. Πρωτεϊνικές ζώνε
ωσµωτικη καταπόνηση µε PE
υπερεκφράζουν την ωσµωτίνη
αποτελέσµατα). Ολικές πρωτεΐν
φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε τη µ
ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλλη
 

Η ωσµωτίνη ανιχνεύθ

εµφανίζεται στην περίπτωση

την έκφραση της ωσµωτίνη

καταπόνηση µε NaCl και PEG

 

PEG NaCl
ς ωσµωτίνης από φύλλα αµπελιού που υπέστησαν 
G και NaCl και από εκχύλισµα βακτηρίων που 
 του αµπελιού (Βουτσινά et al., αδηµοσίευτα 
ες αναλύθηκαν µε SDS–PAGE και µεταφέρθηκαν σε 
έθοδο Western Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση της 
λου αντισώµατος. 

ηκε και στις δυο επεµβάσεις, εντονότερα όµως 

 του βακτηριακού εκχυλίσµατος. Συγκρίνοντας 

ς στα δυο δείγµατα που υπέστησαν ωσµωτική 

 παρατηρούµε ότι είναι µεγαλύτερη στο NaCl. 
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Γ5. Επίδραση αλατιού (NaCl) και PEG (Poly-Ethanol-Glycole) σε φύλλα 

δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca) 

Για την εκτέλεση του πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν 250 mM NaCl και 

27 % PEG σε τελικό όγκο 100 mL. Τα φύλλα αφέθηκαν υπό την επίδραση των 

δύο ουσιών για τρείς διαφορετικούς χρόνους 3, 8 και 24 ώρες, ώστε να 

παρατηρηθούν χρονικά υπάρχουσες µεταβολές. Αφού πραγµατοποιήθηκε η 

επίδρασή τους, ακολούθησε όπως έχει αναλυτικά αναφερθεί εκχύλιση των 

φύλλων, ανάλυση µε SDS–PAGE 12% ακρυλαµίδης, µεταφορά των 

πρωτεϊνών σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot) και προσπάθεια 

ανοσοανίχνευσης µε ειδικό αντίσωµα. Τα αποτελέσµατα εµφανίζονται στην 

Εικόνα 11 όπου παρουσιάζεται ανάπτυξη µίας ζώνης σε κάθε επέµβαση. Για 

την καλύτερη σύγκριση των αποτελεσµάτων αναλύθηκαν στο ίδιο πήκτωµα 

και τα δυο δείγµατα του αµπελιού. 
 

                       ∆ΕΝ∆ΡΩ∆ΗΣ ΚΑΠΝΟΣ       ΑΜΠΕΛΙ 

 
 

    Μ    3h    8h   24h  3h   8h  24h   
                 NaCl              PEG 

Εικόνα 11. Πρωτεϊνικές ζώνες ωσµωτίνης από φύλλα δενδρώδους καπνού και 
αµπελιού που υπέστησαν ωσµωτικη καταπόνηση. Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε 
SDS–PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western 
Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση της ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου 
αντισώµατος. 

Από την παραπάνω µεµβράνη συµπεραίνουµε ότι δεν υπάρχουν 

σηµαντικές µεταβολές της έκφρασης της ωσµωτίνης στις επεµβάσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν. 

 

Γ6. Επίδραση αλατιού (NaCl), Σακχαρόζης και Ethephon σε φύλλα 

δενδρώδους καπνού 
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Για την εκτέλεση του πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν δυο 

συγκεντρώσεις αλατιού (NaCl) 50 mM και 200 mM, δυο συγκεντρώσεις 

Σακχαρόζης 3% και 6,8% και δυο συγκεντρώσεις Ethephon 1 mM και 3 mM 

σε τελικό όγκο 100 mL. Τα φύλλα αφέθηκαν υπό την επίδραση των ουσιών για 

δυο διαφορετικούς χρόνους 24 και 72 ώρες. Αφού πραγµατοποιήθηκε η 

επίδρασή τους, ακολούθησε όπως έχει αναλυτικά αναφερθεί εκχύλιση των 

φύλλων, ανάλυση µε SDS–PAGE 12% ακρυλαµίδης, µεταφορά των 

πρωτεϊνών σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot) και προσπάθεια 

ανοσοανίχνευσης µε ειδικό αντίσωµα. Τα αποτελέσµατα εµφανίζονται στην 

Εικόνα 12. και Εικόνα 13 όπου παρουσιάζεται ανάπτυξη δυο ζωνών σε κάθε 

επέµβαση. 

            24 ΩΡΕΣ 

 
 

Εικόνα 12. Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από φύλλα δενδρώδους καπνού που 
υπέστησαν ωσµωτική καταπόνηση για 24 ώρες. Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε 
SDS–PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western 
Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση της ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου 
αντισώµατος. 

    Μ  50mM 200mM 3% 6,8%  Μ  1mM 3mM 
               NaCl      ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ   ETHEPHON 

Στις 24 ώρες επίδρασης των ουσιών εµφανίζονται δυο πρωτεϊνικές 

ζώνες της ωσµωτίνης µε το ίδιο περίπου µέγεθος. Στις δυο επεµβάσεις του 

NaCl η έκφραση της ωσµωτίνης δεν παρουσιάζει µεγάλη µεταβολή σε σχέση 

µε το µάρτυρα, σε αντίθεση τις επεµβάσεις της σακχαρόζης που εµφανίζουν 

σηµαντική µείωση. Οι επεµβάσεις µε Ethephon δεν παρουσιάζουν µεταβολές 

σε σχέση µε το µάρτυρα. Γενικότερα µπορούµε να πούµε πως και το NaCl και 
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η Σακχαρόζη και το Ethephon επάγουν την ωσµωτίνη µε µικρότερη επαγωγή 

στη περίπτωση της σακχαρόζης. 

 
72 ΩΡΕΣ 

 
 

          Μ  50mM 200mM 3% 6,8%  Μ  1mM 3mM 
                     NaCl      ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ   ETHEPHON 

Εικόνα 13. Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από φύλλα δενδρώδους καπνού που 
υπέστησαν ωσµωτικη καταπόνηση για 72 ώρες. Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε 
SDS–PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western 
Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση της ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου 
αντισώµατος. 

 
 

Στις 72 ώρες επίδρασης των ουσιών εµφανίζονται επίσης δυο 

πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης µε το ίδιο περίπου µέγεθος. Στα δείγµατα 

του NaCl η έκφραση της ωσµωτίνης είναι µικρότερη από το µάρτυρα ενώ 

εντονότερη µείωση εµφανίζεται στα δύο επόµενα δείγµατα της σακχαρόζης. 

Στις επεµβάσεις µε Ethephon παρατηρούµε αύξηση της έκφρασης της 

ωσµωτίνης σε σχέση µε τον µάρτυρα µε εντονότερη αύξηση στην επέµβαση µε 

3 mM Ethephon. 

 

Γ7. Ενεργότητα του ενζύµου της γλουταµικής αφυδρογονάσης (GDH)  

Η ενεργότητα του ενζύµου της γλουταµικής αφυδρογονάσης (GDH) 

προσδιορίστηκε διότι δρα στην αφοµοίωση ή την επαναφοµοίωση της 

αµµωνίας ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες καταπόνησης (υψηλή θερµοκρασία, 

έλλειψη νερού, αλατότητα, µολύνσεις από παθογόνα). 

 51



Η ενζυµική ενεργότητα της GDH προσδιορίστηκε µέσω της αµινωτικής 

αντίδρασης και τα αποτελέσµατα των επεµβάσεων παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 3. 

Στα δείγµατα που αφέθηκαν 24 ώρες υπό την επίδραση των παραπάνω 

ουσιών παρατηρούµε µια µείωση της Ειδικής Ενεργότητας σε όλες τις 

επεµβάσεις συγκριτικά µε τον µάρτυρα. Η µείωση είναι εντονότερη για τις 

επεµβάσεις µε σακχαρόζη, λιγότερο γι’ αυτές µε NaCl και ακόµα λιγότερη για 

τις επεµβάσεις µε Ethephon. 

Για τα δείγµατα που αφέθηκαν 72 ώρες υπό την επίδραση των 

παραπάνω ουσιών παρατηρούµε επίσης µείωση της Ειδικής Ενεργότητας για 

τις επεµβάσεις µε NaCl και σακχαρόζη ενώ αύξηση παρατηρείται στην Ειδική 

Ενεργότητα των επεµβάσεων του Ethephon. 
 

Πίνακας 3. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της GDH ανά επέµβαση στα 
φύλλα του δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca). 

 

 ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ ΑΠΟΡΡΟΦΗΣΗ 
OD/mL 

ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ 

mg/mL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

OD/min*50 µL

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

OD/min*mL 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
∆OD/min*mg 

πρωτ. 

µmol 
NADH/ 
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

µmolNADH/ 
min*g φυτ. 

ιστου 
M 0,276 0,88 0,0039 0,078 0,088 0,014 0,050 

50mM NaCl 0,306 0,98 0,0034 0,068 0,069 0,011 0,044 
200mM NaCl 0,307 0,98 0,0036 0,072 0,073 0,012 0,046 

3% ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 0,320 1,02 0,0028 0,056 0,055 0,009 0,036 
6,8% ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 0,319 1,02 0,0022 0,044 0,043 0,007 0,028 

Μ 0,272 0,87 0,0040 0,080 0,092 0,015 0,051 

1mM Ethephon 0,325 1,04 0,0044 0,088 0,085 0,014 0,056 

24
 Ω
ΡΕ

Σ
 

3mM Ethephon 0,407 1,30 0,0048 0,096 0,074 0,012 0,061 
M 0,162 0,52 0,0038 0,076 0,147 0,023 0,049 

50mM NaCl 0,181 0,58 0,0039 0,078 0,135 0,022 0,050 

200mM NaCl 0,132 0,42 0,0042 0,084 0,199 0,032 0,054 
3% ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 0,200 0,64 0,0035 0,070 0,109 0,018 0,045 
6,8% ΣΑΚΧΑΡΟΖΗ 0,246 0,79 0,0032 0,064 0,081 0,013 0,041 

Μ 0,185 0,59 0,0033 0,066 0,111 0,018 0,042 

1mM Ethephon 0,191 0,61 0,0054 0,108 0,177 0,028 0,069 

72
 Ω
ΡΕ

Σ
 

3mM Ethephon 0,179 0,57 0,0041 0,082 0,143 0,023 0,052 

 
Τα αποτελέσµατα της Ειδικής Ενεργότητας εµφανίζονται στα παρακάτω 

διαγράµµατα για κάθε επέµβαση χωριστά (NaCl, σακχαρόζη και Ethrel). 
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Εικόνα 14. Μεταβολή των τιµών της Ειδικής Ενεργότητας (∆ΟD/min*mg ολ. 
πρωτεΐνης) των φύλλων του δενδρώδους καπνού υπό την επίδραση διαφορετικών 
συγκεντρώσεων NaCl για τις δυο χρονικές επεµβάσεις (24 και 72 ώρες). 
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Εικόνα 15. Μεταβολή των τιµών της Ειδικής Ενεργότητας (∆ΟD/min*mg ολ. 
πρωτεΐνης) των φύλλων του δενδρώδους καπνού υπό την επίδραση διαφορετικών 
ποσοστών Σακχαρόζης για τις δυο χρονικές επεµβάσεις (24 και 72 ώρες). 
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Εικόνα 16. Μεταβολή των τιµών της Ειδικής Ενεργότητας (∆ΟD/min*mg ολ. 
πρωτεΐνης) των φύλλων του δενδρώδους καπνού υπό την επίδραση διαφορετικών 
συγκεντρώσεων Ethephon για τις δυο χρονικές επεµβάσεις (24 και 72 ώρες). 
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∆. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

Η εργασία αυτή έγινε µε σκοπό τον ανοσοχαρακτηρισµό και την µελέτη 

της έκφρασης της ωσµωτίνης στο φυτικό είδος του δενδρώδους καπνού 

(Nicotiana glauca). Η ωσµωτίνη είναι µια πρωτεΐνη η οποία επάγεται κυρίως 

από περιβαλλοντικές καταπονήσεις (stress) αλλά και από προσβολές µυκήτων 

κατά τη βιβλιογραφία. Για την ανίχνευση της ωσµωτίνης χρησιµοποιήθηκε 

κατάλληλο αντίσωµα από κουνέλι το οποίο αναγνώριζε την αντίστοιχη 

ωσµωτίνη του αµπελιού. Το γεγονός ότι το αντίσωµα αυτό αναγνωρίζει την 

ωσµωτίνη του δενδρώδους καπνού (Nicotiana glauca) υποδηλώνει την 

συγγένεια των πρωτεϊνών των δυο φυτικών ειδών. Γενικά οι ωσµωτίνες 

παρουσιάζουν υψηλό βαθµό οµολογίας στα περισσότερα µονοετή φυτά που 

έχουν µελετηθεί. 

Αρχικά πραγµατοποιήθηκε η ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης στον 

δενδρώδη καπνό, πάντα µε τη βοήθεια του αντισώµατος της αµπέλου και 

βρέθηκε η κατάλληλη συγκέντρωση του αντισώµατος για την άριστη έκφραση 

της, ενώ έπειτα προσδιορίστηκε η ποσότητα πρωτεϊνικού εκχυλίσµατος που 

πρέπει να αναλυθεί µε SDS–PAGE 12% ακρυλαµίδης. 

Η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων διαλυµάτων PEG (Poly-

ethylene-glycol), αλατιού (NaCl), σακχαρόζης και Ethephon σε φύλλα 

δενδρώδους καπνού, φαίνεται ότι επηρέασαν την επαγωγή της πρωτεΐνης 

ωσµωτίνης άλλοτε θετικά και άλλοτε αρνητικά. Πρέπει να αναφερθεί ότι σε 

όλες τις επεµβάσεις που πραγµατοποιήθηκαν έγινε ανίχνευση της ωσµωτίνης. 

Εντονότερη έκφραση της ωσµωτίνης φαίνεται να επιτυγχάνεται στην 

περίπτωση της επίδρασης του Ethephon (3 mM), και ακολουθούν οι 

επεµβάσεις µε NaCl και PEG. Στην περίπτωση της σακχαρόζης εµφανίζεται η 

µικρότερη επαγωγή της ωσµωτίνης σε σχέση µε τις άλλες επεµβάσεις. 
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