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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

Σμ ιμκμλείδζμ ημο αγχημο (NO) είκαζ έκα αζμθμβζηά εκενβυ ιυνζμ ημ μπμίμ ζοιιεηέπεζ ζε 

πμθοάνζειεξ αζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ. Ακαθένεηαζ υηζ πνμζδίδεζ πνμ-μλεζδςηζηέξ ηαζ 

ακηζμλεζδςηζηέξ ζδζυηδηεξ ζηα θοηά. Τπάνπμοκ ανηεηέξ ακαθμνέξ μζ μπμίεξ απμδεζηκφμοκ 

ηδκ πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ημο κζηνμπνςζζζημφ καηνίμο (SNP), εκυξ ιμνίμο-δυηδ NO, ημ 

μπμίμ δνα ςξ ιυνζμ ζδιαημδυηδξ ζηα θοηά νοειίγμκηαξ ηδκ έηθναζδ πμθθχκ 

ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ. ηδκ πανμφζα ενβαζία πναβιαημπμζήεδηακ ανπζηά 

πνμηαηανηηζηέξ ακαθφζεζξ χζηε κα πνμζδζμνζζηεί δ αέθηζζηδ ιέεμδμξ εθανιμβήξ ημο SNP. 

Έπεζηα, ζημπυξ ηδξ ενβαζίαξ αοηήξ ήηακ κα ιεθεηδεεί δ επίδναζδ ηδξ εθανιμβήξ παιδθχκ 

(100 ιΜ) ηαζ ορδθχκ (2.5 mM) ζοβηεκηνχζεςκ SNP ζε χνζια (40 διενχκ) ηαζ βδναζιέκα 

(65 διενχκ) θοηά ιδδζηήξ (Medicago truncatula L.), αημθμοεμφιεκδ απυ ζοκδοαζιυ 

θοζζμθμβζηχκ, αζμπδιζηχκ ηαζ ιμνζαηχκ πνμζεββίζεςκ. Οζ ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP 

αφλδζακ ηδ γδιζά ζε ηοηηανζηυ επίπεδμ, ηδκ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ ηδξ ιειανάκδξ 

(MDA) ηαζ ηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ εκενβχκ ιμνθχκ μλοβυκμο (ROS), ζδζαίηενα ζημοξ 

βδναζιέκμοξ ζζημφξ. Δπζπνυζεεηα, παναηδνήεδηε αφλδζδ ηςκ εκδμηοηηάνζςκ επζπέδςκ ηςκ 

ιεηααμθζηχκ πνμθίκδξ ηαζ ηδξ πμθοαιίκδξ πμοηνεζηίκδξ, ηάηζ πμο μθείθεηαζ ζηδκ αφλδζδ 

ηδξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ αζμζοκεεηζηχκ εκγφιςκ P5CS ηαζ ADC ακηίζημζπα. 

Ζ πμζμηζηή αθοζζδςηή ακηίδναζδ πμθοιενάζδξ ζε πναβιαηζηυ πνυκμ ιε ηδκ μπμία 

ελεηάζηδηακ ηα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ  ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ έδεζλε υηζ δ 

παιδθή ζοβηέκηνςζδ ελςβεκμφξ NO ζηα χνζια θοηά μδήβδζε ζε ιζα βεκζηή επαβςβή ηδξ 

έηθναζδξ ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ  βμκζδίςκ, εκχ μζ αολδιέκεξ ζοβηεκηνχζεζξ μδήβδζακ ζηδκ 

ηαηαζημθή αοηχκ ηςκ βμκζδίςκ. Ακηζεέηςξ, ηα βδναζιέκα θοηά έδεζλακ ιζα εοιεηάαθδηδ 

νφειζζδ δ μπμία θαίκεηαζ κα ελανηάηαζ απυ ημ πνυκμ. Γεκζηά, ηα βδναζιέκα θοηά ηδξ 

Medicago truncatula πανμοζίαζακ ηδ ιεβαθφηενδ εοαζζεδζία ζηδκ πνμηαθμφιεκδ απυ ημ 

ΝΟ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ, πνμηείκμκηαξ ιζα ελανηχιεκδ απυ ημ ακαπηολζαηυ ζηάδζμ ημο 

θοημφ ηαηαζημθή ηδξ ζηακυηδηαξ ημο κα ακηεπελέθεεζ ζηζξ παναβυιεκεξ εθεφεενεξ νίγεξ 

μλοβυκμο ηαζ αγχημο. 
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ABSTRACT 

Nitric μxide (NO) is a bioactive molecule involved in numerous biological events, that has 

been reported to display both pro-oxidant and antioxidant properties in plants. Several reports 

exist which demonstrate the protective action of sodium nitroprusside (SNP), a NO donor, 

which acts as a signal molecule in plants responsible for the regulation of the expression of 

many antioxidant enzymes. Preliminary analyses were carried out in order to determine the 

optimal method of SNP application. This study subsequently attempted to provide novel 

insight into the effect to application of low (100ιΜ) and high (2.5mM) concentrations of 

SNP on mature (40 day) and senescing (65 day) Medicago truncatula plants following a 

combined physiological, biochemical and molecular approach. Higher concentrations of SNP 

resulted in increased cellular damage levels, lipid peroxidation (MDA) and reactive oxygen 

species (ROS), further induced in older tissues. In addition, further accumulation in 

intracellular metabolic proline and putrescine was observed, as a result of an increase in 

biosynthetic enzyme activity of P5CS and ADC respectively. 

Quantitative real-time RT-PCR data examining antioxidant gene expression levels suggest 

that low concentration of exogenous NO applied in mature leaves leads to an overall 

induction of antioxidant gene expression, while increasing concentration results in 

suppression of these genes. Conversely, older plants demonstrate a much more variable 

regulation which appears to be time-dependent. Overall, senescing M. truncatula plants 

demonstrated greater sensitivity to NO-induced oxidative damage, suggesting a 

developmental stage-dependent suppression in the plant's capacity to cope with free oxygen 

and nitrogen radicals. 
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1 ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 Σν κνλνμείδην ηνπ αδώηνπ (NO)  

Σμ ιμκμλείδζμ ημο αγχημο (NO) είκαζ έκα αζμθμβζηά εκενβυ ιυνζμ ζδιαημδυηδξ πμο 

οπάνπεζ ζημ ιεηααμθζζιυ ηυζμ ηςκ εδθαζηζηχκ υζμ ηαζ ηςκ θοηχκ. ηα ηφηηανα ηςκ 

εδθαζηζηχκ ιεθεηήεδηε δ ειπθμηή ημο ζε δζάθμνεξ θοζζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ υπςξ δ 

ιεηάδμζδ κεονζηχκ ζδιάηςκ ηαζ δ νφειζζδ ημο ακμζμπμζδηζημφ ζοζηήιαημξ (Schmidt 

and Walter, 1994). H πνχηδ ακαθμνά βζα ηδ δζενεφκδζδ ηδξ δνάζδξ ημο NO ζηδκ 

ακάπηολδ ηςκ θοηχκ έβζκε απυ ημκ Klepper (1975) ζηδ ζυβζα (Glycine max L. Merril). Σμ 

1992 μκμιάζηδηε ςξ «Σμ ιυνζμ ηδξ πνμκζάξ» απυ ηδκ επζζηδιμκζηή ημζκυηδηα ηαζ απυ 

ηυηε άνπζζε ιζα εκηαηζηή ένεοκα βζα ηδ αζμθμβία ημο ιμνίμο ΝΟ, ιε έιθαζδ ζηδ ιεθέηδ 

ηδξ επίδναζδξ ημο NO ςξ ιυνζμ ζδιαημδυηδξ ζηα θοηά (Delledonne et al., 1998).  

Σμ ΝΟ ζοιιεηέπεζ ζε δζάθμνεξ θοζζμθμβζηέξ θεζημονβίεξ εκηυξ ημο θοηζημφ ηοηηάνμο, 

υπςξ δ αθάζηδζδ ηαζ δ ακάπηολδ ημο θοημφ (Beligni and Lamattina, 2000; Neill et al., 

2003; Zanardo et al., 2005), ζηδ δζαδζηαζία ηδξ θζβκζκμπμίδζδξ ηςκ ηοηηανζηχκ 

ημζπςιάηςκ (Ferrer and Ros Barcelo, 1999), ηαεχξ ηαζ ζηδκ μνβακμβέκεζδ ηςκ νζγχκ 

(Pagnussat et al., 2002). Δπίζδξ ζοιιεηέπεζ ζηδκ άκεδζδ, ζηδκ ςνίιακζδ, ζημ βδναζιυ 

ηςκ μνβάκςκ (Arasimowicz et al., 2007), ζηδκ εββεκή ακαπαναβςβή (Grün et al., 2006), 

ηαζ ζηδ δζαημπή ημο θήεανβμο ηςκ ζπυνςκ (Bethke et al., 2006). διακηζηή είκαζ ηέθμξ δ 

επίδναζή ημο ζηδκ απυηνζζδ ημο θοημφ ζε ααζμηζηή ηαζ αζμηζηή ηαηαπυκδζδ. 

1.2 Φπζηθνρεκηθέο ηδηόηεηεο ηνπ κνλνμεηδίνπ ηνπ αδώηνπ (NO) 

Σμ NO είκαζ έκα απυ ηα ιζηνυηενα δζαημιζηά ιυνζα ζε αένζα ιμνθή. Πενζθαιαάκεζ έκα 

αζφγεοηημ γεφβμξ e
-
 ζηδκ π2 ηνμπζαηή δθεηηνμκζαηή ζηζαάδα αθθά παναιέκεζ ιε ηδ 

ιμνθή αθυνηζζημο ιμνίμο. Χξ ιυνζμ πανμοζζάγεζ ηυζμ οδνυθζθεξ υζμ ηαζ θζπυθζθεξ 

ζδζυηδηεξ. Οζ ζδζυηδηεξ αοηέξ ημο πνμζδίδμοκ ηδκ ζηακυηδηα δζάποζδξ ηυζμ δζαιέζμο 

οδνυθζθςκ πενζμπχκ (4.8 x 10
-5

 cm
2
s

-1
 ζημ κενυ) υπςξ ημ ηοηηανυπθαζια, υζμ ηαζ 

δζαιέζμο θζπυθζθςκ πενζμπχκ ηδξ ιειανάκδξ (Arasimowicz and Floryszak-Wieczorek, 

2007). Έηζζ ημ ΝΟ ιπμνεί κα δζέθεεζ εφημθα απυ ηφηηανμ ζε ηφηηανμ ηαζ κα δνα ςξ 

δζαηοηηανζηυξ ηαζ εκδμηοηηανζηυξ αββεθζμθυνμξ, νοειίγμκηαξ ηζξ δζάθμνεξ θοζζμθμβζηέξ 

ηαζ αζμπδιζηέξ δζαδζηαζίεξ. Ο πνυκμξ διζγςήξ ημο ΝΟ ζε αζμθμβζηά ζοζηήιαηα είκαζ 6 



 2 

sec (Bethke et al., 2004). ε αοηυ ημ ζπεηζηά ιζηνυ πνμκζηυ δζάζηδια ακηζηαημπηνίγεηαζ δ 

ορδθή δναζηζηυηδηα ημο, ακηζδνχκηαξ άιεζα ιε ιεηαθθζηά ζφιπθμηα ηαζ εθεφεενεξ νίγεξ 

ηαεχξ ηαζ έιιεζα ςξ εκενβή ιμνθή αγχημο (Reactive Nitrogen Species - RNS) ιε 

κμοηθεσηά μλέα, πνςηεΐκεξ ηαζ θζπίδζα (Wick and Michell, 1998). 

Δκηυξ ημο ηοηηάνμο ιπμνεί κα οζμεεηήζεζ ηνεζξ εκενβεζαηά εοκμμφιεκεξ δθεηηνμκζηέξ  

ιμνθέξ: νίγα (ΝΟ·), ηαηζυκ (ΝΟ
+
) ηαζ ακζυκ (NO

-
) (Stamleret et al., 1992; Wojtaszek, 

2000). 

ηα αζμθμβζηά ζοζηήιαηα ημ ΝΟ
· 
ακηζδνά άιεζα ιε ημ Ο2 ηαζ ιε ιεηαααηζηά ιέηαθθα. 

Ζ ακηίδναζδ αοηή μδδβεί ζημ ζπδιαηζζιυ  εκχζεςκ ημο ηφπμο ΝΟx (ΝΟ2, Ν2Ο3, ηαζ 

Ν2Ο4) πμθφ δναζηζηυηενεξ απυ ημ ΝΟ
· (εζηυκα 1.1). Σα ιυνζα αοηά ζηδ ζοκέπεζα 

ακηζδνμφκ ιε ηζξ αιίκεξ ημο ηοηηάνμο ηαζ ιε ηζξ ζμοθθοδνζθζηέξ μιάδεξ ηςκ πνςηεσκχκ ή 

οδνμθφμκηαζ ζε κζηνζηά (NO3
-
) ηαζ κζηνχδδ ζυκηα (NO2

-
). Γζα ηα θυβμ αοηυ ηα κζηνζηά 

(NO3
-
) ηαζ κζηνχδδ ζυκηα (NO2

-
) πνδζζιμπμζμφκηαζ ζοκήεςξ ςξ δείηηεξ ημο παναβυιεκμο 

ΝΟ (Neill et al., 2003). Συζμ ημ ΝΟ
·
 υζμ ηαζ ημ ΝΟ2

·
 εφημθα απμαάθμοκ ημ ιμκήνεξ 

δθεηηνυκζμ ημοξ ηαζ ζπδιαηίγμοκ ημ ηαηζυκ ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο (ΝΟ
+
) ηαζ ημ ηαηζυκ 

δζμλεζδίμο αγχημο (ΝΟ2
+
), ακηίζημζπα (Wojtaszek, 2000). 

ε ζοκεήηεξ αηναίςκ πενζααθθμκηζηχκ αθθαβχκ ημ ΝΟ ιπμνεί κα δνάζεζ ςξ 

ακηζμλεζδςηζηυξ πανάβμκηαξ, ακηζδνχκηαξ ιε ηζξ εθεφεενεξ νίγεξ μλοβυκμο (ROS)            

(Laspina et al., 2005) υπςξ ημ Ο2
-·
 ή ςξ ιυνζμ ζδιαημδυηδξ επδνεάγμκηαξ ηδκ έηθναζδ 

ζοβηεηνζιέκςκ βμκζδίςκ (Lamatina et al., 2003; Laspina et al., 2005). 

ηδ πανμοζία οπενμλεζδςηζηχκ ακζυκηςκ (Ο2
-·
) ηαζ οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο Ζ2Ο2 

εκηυξ ημο ηοηηάνμο, ημ ΝΟ ιε ηδ ιμνθή εθεφεενδξ νίγαξ  (ΝΟ
·
) ή ηαηζυκημξ (ΝΟ

+
) 

ακηζδνά ακηίζημζπα ιε ηζξ πζμ πάκς εκχζεζξ ζπδιαηίγμκηαξ οπενκζηνμγζηά ακζυκηα 

(ΟΝΟΟ
-
) (εζηυκα 1.3). Σα οπενκζηνμγζηά ακζυκηα είκαζ πνμσυκηα ιε επζαθααή δνάζδ. Ο 

ιεβάθμξ ζπεηζηά πνυκμξ διζγςήξ (πενίπμο 1s) ημοξ δίκεζ ηδκ ζηακυηδηα κα δζαπέμκηαζ ζε 

ιεβάθεξ απμζηάζεζξ εκηυξ ημο ηοηηάνμο, ακηζδνχκηαξ ιε ηζξ ζμοθθοδνοθζηέξ μιάδεξ ηςκ 

πνςηεσκχκ ηαζ ηζξ νίγεξ ηςκ πμθοαηυνεζηςκ θζπανχκ μλέςκ ηςκ ιειανακχκ πνμηαθχκηαξ 

ζδιακηζηέξ ηαηαζηνμθέξ ημο ηοηηάνμο. ε θοηζηά ηφηηανα πμο επζηναημφκ ιεβάθεξ 

πμζυηδηεξ ημ Ο2
-· 

δ έκηαζδ ηςκ ηαηαζηνμθζηχκ ζοιπηςιάηςκ είκαζ ιεβαθφηενδ ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηδ πανμοζία ημο ΝΟ ηαζ ημο ΟΝΟΟ
- 

(Wink et al., 1993). Πανάθθδθα ημ 
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ΟΝΟΟ
- 

ιπμνεί κα ελμοδεηενςεεί πανμοζία αζημναζημφ ηαζ βθμοηαεεζυκδξ (Shamsul et 

al., 2010). 

Δηθόλα 1.1. Σμ ΝΟ ζε οδαηζηυ δζάθοια δνα άιεζα ιε ημ Ο2 ιε απμηέθεζια ημ ζπδιαηζζιυ κζηνζηχκ ηαζ 

κζηνςδχκ (Neill et al., 2003). 

Δηθόλα 1.2. Ακηίδναζδ ηςκ ιμνθχκ ημο ΝΟ ιε ημ Ο2
-·
 ηαζ ημ Ζ2Ο2.  Σμ ΝΟ  ιε ηδ ιμνθή εθεφεενδξ 

νίγαξ (ΝΟ·) ακηζδνά ιε ημ Ο2
-·
 εκχ ιε ηδ ιμνθή ηαηζυκημξ (ΝΟ

+
) ακηζδνά ιε ημ Ζ2Ο2 πανάβμκηαξ ημ 

αζηαεέξ ιυνζμ ΟΝΟΟ
- 
(Neill et al., 2003). 

1.3 Βηνζύλζεζε ηνπ κνλνμεηδίνπ ηνπ αδώηνπ (NO) 

Τπάνπμοκ δζάθμνεξ πζεακέξ πδβέξ ΝΟ πμο ιπμνμφκ κα ειπθαημφκ ζημ ιεηααμθζζιυ 

ηςκ θοηχκ. Ακάθμβα ιε ηδκ πνμέθεοζδ ηςκ πδβχκ αοηχκ δζαηνίκμκηαζ ζηζξ ελςβεκείξ ηαζ 

εκδμβεκείξ πδβέξ. Χξ ελςβεκείξ πδβέξ ΝΟ εεςνμφκηαζ αοηέξ πμο ανίζημκηαζ ζημ 

πενζαάθθμκ ακάπηολδξ ημο θοημφ. Σα θοηά ιπμνμφκ κα πάνμοκ ημ NO ηυζμ απυ ημ 

έδαθμξ υζμ ηαζ απυ ηδκ αηιυζθαζνα. Πδβή ΝΟ ζημ έδαθμξ ιπμνεί κα εεςνδεεί μ ηφηθμξ 

ημο αγχημο πμο πναβιαημπμζείηαζ ιε ηδκ επέιααζδ ηςκ ιζηνμμνβακζζιχκ (Wojtaszek, 

2000). Πανάθθδθα, ΝΟ ζηδκ αηιυζθαζνα πανάβεηαζ ιε ηζξ δζαδζηαζίεξ ηδξ κζηνμπμίδζδξ - 

απμκζηνμπμίδζδξ. Ζ κζηνμπμίδζδ ημο ηαηζυκημξ αιιςκίαξ (ΝΖ4
+
) ζηδκ αηιυζθαζνα 

απμηεθεί ηδ ιεβαθφηενδ πδβή NO2. Σμ ΝΟ ζπδιαηίγεηαζ αημθμφεςξ ςξ παναπνμσυκ ηδξ 

μλείδςζδξ ημο NO2 ζηδκ αηιυζθαζνα (Durner and Klessig, 1999) (εζηυκα 1.2).  
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διακηζηή πδβή ΝΟ ζηα θοηά εεςνείηαζ ηαζ ημ εκδμβεκχξ παναβυιεκμ ΝΟ. Τπάνπμοκ 

δζάθμνεξ εκδμβεκείξ πδβέξ ΝΟ. Ο ηαεμνζζιυξ ηδξ ζδιακηζηυηδηαξ ηδξ ηάεε πδβήξ ζηδ 

θοζζμθμβζηή παναβςβή ημο ΝΟ είκαζ ακάθμβδ ιε: ημ είδμξ ημο θοημφ, ημ ηφηηανμ/ζζηυ, ηζξ 

ζοκεήηεξ ηάης απυ ηζξ μπμίεξ ακαπηφζζεηαζ ημ θοηυ ηαζ ημ ιεηααμθζηυ ιμκμπάηζ πμο 

εκενβμπμζείηαζ ηάης απυ ηζξ οπάνπμοζεξ ζοκεήηεξ. Γεκζηυηενα δ παναβςβή ΝΟ ζηα θοηά 

ιπμνεί κα ηαλζκμιδεεί ζε δομ μδμφξ: ηδκ εκγοιζηή, ζηδκ μπμία πνεζάγεηαζ δ πανμοζία 

εκγφιμο βζα ηδ παναβςβή ΝΟ ηαζ ηδ ιδ εκγοιζηή μδυ, υπμο ημ ΝΟ δδιζμονβείηαζ ηάης 

απυ ζοβηεηνζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζοκεήηεξ ιε πδιζηέξ ακηζδνάζεζξ.  

1.3.1 Βηνζύλζεζε ΝΟ κέζσ κε ελδπκηθώλ κεηαβνιηθώλ νδώλ  

Σμ ΝΟ ιπμνεί κα παναπεεί ιέζς ιδ εκγοιζηχκ ιεηααμθζηχκ μδχκ ηάης απυ 

ζοβηεηνζιέκεξ ηοηηανζηέξ ζοκεήηεξ. Όπςξ έπεζ απμδεζπεεί απυ ημοξ Bethke et al. (2004) 

ζε υλζκεξ ή ακαβςβζηέξ ζοκεήηεξ ζημκ απμπθάζηδ, ημ ΝΟ2 ιεηαηνέπεηαζ ζε ΝΟ ιε ηδ 

ιεζμθάαδζδ εκυξ ζηαδίμο παναβςβήξ κζηνχδμοξ μλέμξ ημ μπμίμ ζηδ ζοκέπεζα ακηζδνά ιε 

έκακ ακαβςβζηυ πανάβμκηα. ηδ πενίπηςζδ πμο ςξ ακαβςβζηυξ πανάβμκηαξ δνα ημ 

αζημναζηυ μλφ πανάβμκηαζ ςξ ηεθζηά πνμσυκηα ηδξ ακηίδναζδξ ημ δζοδνμαζημναζηυ μλφ 

ηαζ ημ ΝΟ (Bethke et al., 2004) (εζηυκα 1.2). 

Έκαξ δεφηενμξ ηνυπμξ παναβςβήξ ΝΟ είκαζ δ ιεηαηνμπή ημο ΝΟ2 ζε ΝΟ πανμοζία 

θςηυξ ελαζηίαξ ηδξ δνάζδξ ηςκ ηανμηεκμεζδχκ (Cooney et al., 1994; Wojtaszek, 2000). Ζ 

ακηίδναζδ αοηή ζοιααίκεζ ζε υλζκεξ ζοκεήηεξ ηαζ ζε μνζζιέκα ιυκμ ηοηηανζηά μνβακίδζα 

ηαζ δ ακαβςβζηή μοζία πμο πνδζζιμπμζείηαζ απυ ημ ηφηηανμ πζεακχξ κα είκαζ ηάπμζμξ 

πμθοζαηπανίηδξ (Nishimura et al., 1986) ή ημ αζημναζηυ μλφ (Crawford, 2006) (εζηυκα 

1.2).  

1.3.2 Βηνζύλζεζε ΝΟ κέζσ ελδπκηθώλ κεηαβνιηθώλ νδώλ 

ηα θοηά δ ιεβαθφηενδ εκδμβεκήξ παναβςβή ημο ΝΟ πναβιαημπμζείηαζ ιέζς δφμ 

ηονίςξ εκγφιςκ, ηδξ κζηνζηήξ ακαβςβάζδξ  (NR) ηαζ ηδξ κζηνχδμοξ ακαβςβάζδξ (NiR), ηα 

μπμία είκαζ ελανηχιεκα ηδξ πανμοζίαξ ημο NAD(P)H ςξ ζοκέκγοιμ (Yamasaki et 

al.,1999). Ζ NR ήηακ ημ πνχημ  έκγοιμ ιε ημ μπμίμ βκςζημπμζήεδηε μ ιδπακζζιυξ 

παναβςβήξ ΝΟ ζηα θοηά. Με ηδ δνάζδ ηςκ πζμ πάκς εκγφιςκ ηα κζηνζηά ζυκηα (ΝΟ3
-
) 

ανπζηά ιεηαηνέπμκηαζ ζε κζηνχδδ (ΝΟ2
-
) ηαζ αημθμφεςξ ηα ηεθεοηαία ιεηαηνέπμκηαζ ζε 

ΝΟ (Crawford, 2006) (εζηυκα 1.2). Χξ απμηέθεζια, δ παναβυιεκδ πμζυηδηα NO είκαζ 
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αοζηδνά ελανηχιεκδ απυ ηδκ πανμφζα πμζυηδηα κζηνζηχκ ηαζ κζηνςδχκ. Ζ παναβςβή 

NO ιε ηδ δνάζδ ημο εκγφιμο  NR ακαθένεηαζ ζε πμθθά είδδ θοηχκ υπςξ δ αββμονζά 

(Haba et al., 2001), μ δθίακεμξ, ημ ζπακάηζ, ημ ηαθαιπυηζ (Rockel et al., 2002) ηαζ ημ 

Arabidopsis thaliana (Desikan et al., 2002).  

ηα ακχηενα θοηά δ NR απακηάηαζ ηονίςξ ςξ μιμδζιενέξ ιε ιμνζαηή ιάγα 100-115 

kDa δ ηάεε οπμιμκάδα, πανυθμ πμο ζε ιενζηά είδδ απακηάηαζ ςξ ηεηναιενέξ ηαζ πενζέπεζ 

ηνεζξ πνμζεεηζηέξ μιάδεξ: ηδ FAD, ηδκ αίιδ ηαζ έκα ζφιπθμημ ιμθοαδαζκμ-ημααθηίμο. Ζ 

NR εζηάγεηαζ υηζ δμιείηαζ απυ πενζμπέξ ιε αοηυκμιδ εκγοιζηή δνάζδ (Neill et al., 2003). 

Ζ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο αοημφ απμδείπηδηε ηυζμ in vivo υζμ ηαζ in vitro (Courtois et 

al., 2008).  

Άθθα είδδ εκγφιςκ πμο ζοιπενζθήθεδηακ ζημκ ηαηάθμβμ ηςκ εκγφιςκ πμο ηαηαθφμοκ 

ηδκ παναβςβή ημο ΝΟ είκαζ δ μλεζδμακαβςβάζδ ηδξ λακείκδξ (XOR), ή αθθζχξ μλεζδάζδ 

ηδξ λακείκδξ (XO) ή αθοδνμβμκάζδ ηδξ λακείκδξ (XDH) (Harrison, 2002; Corpas et al., 

2001) ηαζ δ ακαβςβάζδ-NO (Ni-NOR) (Stohr et al., 2001). H XOR ανίζηεηαζ ζηα 

οπενμλεζζςιάηζα ηςκ θοηχκ. Όπςξ ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ NR, δ XOR είκαζ έκα 

μλεζδμακαβςβζηυ έκγοιμ ιε  ιεηαθθζηυ ζοιπανάβμκηα ιμθοαδαζκίμο υπμο ζε ζοκεήηεξ 

ακμλίαξ εοκμεί ηδ ιεηαηνμπή ημο ΝΟ2 ζε ΝΟ· (Godber et al., 2000), εκχ πανμοζία O2 

πανάβεηαζ ημ O2
-·
(πμο ζηδ ζοκέπεζα ιεηαηνέπεηαζ ζε Ζ2Ο2). Γζα ημ θυβμ αοηυ, ζε 

ακαβςβζηέξ ζοκεήηεξ ελαζηίαξ ημο ακηαβςκζζιμφ βζα ηα δθεηηνυκζα, ημ έκγοιμ πανάβεζ 

ηυζμ ΝΟ υζμ ηαζ O2
-·
. Όζμκ αθμνά ηδκ ακαβςβάζδ-NO (Ni-NOR), είκαζ έκα έκγοιμ ημ 

μπμίμ ακαβκςνίζηδηε ζηζξ νίγεξ θοηχκ ηαπκμφ ηαζ ηαηαθφεζ ηδκ ακηίδναζδ παναβςβήξ 

ΝΟ ζηζξ ηοηηανμπθαζιαηζηέξ ιειανάκεξ ηςκ νζγχκ. Ζ πνμέθεοζδ ημο ζοβηεηνζιέκμο 

έκγοιμο παναιέκεζ άβκςζηδ.  

Ακάθμβμ έκγοιμ πμο ειπθέηεηαζ ζηδ παναβςβή ΝΟ ζημοξ γςζημφξ ζζημφξ είκαζ δ 

ζοκεάζδ ημο ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο (NOS). Οζ NOS είκαζ ιζα μιάδα εκγφιςκ πμο 

πενζθαιαάκεζ ηνία ζζμέκγοια: α) ηδ εκδμεδθζαηή eNOS, α) ηδκ nNOS πμο πνχηδ θμνά 

ηαοημπμζήεδηε ζε κεονζηυ ζζηυ ηαζ β) iNOS ή mNOS πμο είκαζ ιζα επαβυιεκδ ιμνθή 

πανμοζία θζπμπμθοζαηπανζηχκ ή ζκηενθενυκδξ (Furchgott, 1995). Ζ πανμοζία ιζαξ 

ιζημπμκδνζαηήξ ζζμιμνθήξ mtNOS έπεζ επίζδξ ακαθενεεί ζημ πανεθευκ (Tatoyan & 

Ginlivi, 1998). Ζ NOS απακηάηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια ή ζηδκ ηοηηανζηή ιειανάκδ ηαζ 

ηαηαθφεζ ηδκ μλείδςζδ ηδξ L-ανβζκίκδξ ζε L-ηζηνμοθίκδ ηαζ NO πανμοζία NADPH ηαζ Ο2 

(Furchgott, 1995; Wendehenne et al., 2001) (εζηυκα 1.2).  
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ήιενα έκα απυ ηα πζμ αιθζζαδημφιεκα γδηήιαηα είκαζ δ φπανλδ ή ιδ ηδξ ΝΟS ζηα 

θοηά. Μέπνζ πνυζθαηα, πανυθμ πμο δεκ έπεζ απμδεζπεεί, εεεςνείημ πζεακή δ φπανλδ 

ζημοξ θοηζημφξ ζζημφξ ιζαξ NOS υπςξ αοηή ηςκ γςζηχκ ζζηχκ πμο ηαηαθφεζ ηδκ 

παναβςβή ημο ΝΟ ιε οπυζηνςια ηδκ L-ανβζκίκδ. Ακ ηαζ δζάθμνεξ ιεθέηεξ οπμζηήνζλακ 

αοηή ηδκ πζεακυηδηα, ημ 2003 ακαθένεδηε υηζ δφμ ηφπμζ NOS πμο ακαβκςνίζηδηακ ζε 

θοηζημφξ ζζημφξ (iNOS ηαζ AtNOS1) δεκ είκαζ μιυθμβμζ ιε ηδ NOS ηςκ γςζηχκ ζζηχκ 

αθθά ίζςξ κα δνμοκ ιέζς εκυξ δζαθμνεηζημφ ιδπακζζιμφ παναβςβήξ ηδξ L-ανβζκίκδξ ηαζ 

ζηδ ζοκέπεζα ζφκεεζδξ ημο ΝΟ (Yamasaki, 2005).  

 

1.4 Δλεξγέο κνξθέο αδώηνπ (RNS) 

Ο υνμξ ‘εκενβέξ ιμνθέξ αγχημο’ πενζθαιαάκεζ ημ ΝΟ ηαζ άθθα ιυνζα ηα μπμία 

ζπεηίγμκηαζ ιε ημ ΝΟ υπςξ S-κζηνμγμεεζυθεξ (SNOs), S-κζηνμγμβθμοηαεεζυκδ (GSNO), 

οπενμλεζκζηνχδεξ ακζυκ (ONOO
-
), ηνζμλείδζμ δζαγχημο (N2O3)

 
 ηαζ δζμλείδζμ ημο αγχημο 

(NO2) ηα μπμία έπμοκ πανυιμζα δνάζδ ζε πθδεχνα θοζζμθμβζηχκ δζαδζηαζζχκ ζηα γςζηά 

ηαζ θοηζηά ηφηηανα  (Corpas et al., 2007; Halliwell et al., 2007). 

Οζ S-κζηνμγμεεζυθεξ (SNOs) ηαζ ζοβηεηνζιέκα δ GSNO θαίκεηαζ κα έπεζ ζδιακηζηυ 

νυθμ ζηδ αζμπδιεία ημο ΝΟ βζαηί ιπμνεί κα θεζημονβήζεζ ηαοηυπνμκα ηυζμ ςξ 

εκδμηοηηάνζα  δελαιεκή ΝΟ ηαεχξ ηαζ ςξ ιεηαθμνέαξ ημο ΝΟ δζαιέζμο ημο ηοηηάνμο 

 

Δηθόλα 1.3. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηςκ πζεακχκ πδβχκ παναβςβήξ   ΝΟ (Wojtasze, 2000). 
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(Singh et al., 1996). ημ πθαίζζμ αοηυ δ ακηίδναζδ ηδξ S-trans-κζηνμζοθίςζδξ εεςνείηαζ μ 

ηφνζμξ ιδπακζζιυξ δνάζδξ ηςκ SNOs (Liu et al., 1998). Χξ απμηέθεζια ηα SNOs ιπμνμφκ 

κα ζοιιεηέπμοκ ζε ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ζηζξ δζαδζηαζίεξ ιεηάδμζδξ 

ζήιαημξ εκηυξ ημο ηοηηάνμο ηάης απυ δζάθμνεξ θοζζμθμβζηέξ ηαζ θοημπαεμθμβζηέξ 

ζοκεήηεξ. Πανυθα αοηά ζηα ακχηενα θοηά μζ δζαεέζζιεξ πθδνμθμνίεξ βζα ημκ 

ιεηααμθζζιυ ηςκ SNOs ηαζ RNS βεκζηυηενα είκαζ αηυια πενζμνζζιέκεξ ζοβηνζηζηά ιε ηα 

γςζηά ζοζηήιαηα. 

Ο υνμξ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ πνδζζιμπμζείηαζ βζα κα πενζβνάρεζ ηδκ  ηοηηανζηή 

γδιζά πμο πνμηαθείηαζ απυ ηδκ οπενπαναβςβή ηςκ εκενβχκ ιμνθχκ μλοβυκμο (Reactive 

Oxygen Species - ROS). Πανάθθδθα μ υνμξ κζηνμδςηζηή ηαηαπυκδζδ (nitrosative stress) 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα κα πενζβνάρεζ πανυιμζεξ δζαδζηαζίεξ πμο πνμηαθμφκηαζ απυ ηδκ 

οπενπαναβςβή ΝΟ ηαζ άθθςκ ιμνίςκ-παναβχβςκ ημο ΝΟ, υηακ ημ θοηυ ακαπηφζζεηαζ 

ηάης απυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ. Όηακ ημ θοηυ ανίζηεηαζ ηάης απυ ζοκεήηεξ 

κζηνμδςηζηήξ ηαηαπυκδζδξ πανάβμκηαζ ιυνζα υπςξ,  κζηνμηονμζίκδ,  κζηνμζοθζςιέκεξ ζε 

ηονμζίκδ πνςηεΐκεξ, ηαζ επίπεδα κζηνζηχκ/κζηνςδχκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ δείηηεξ 

ηαηαπυκδζδξ  (Valderrana et al., 2007; Corpas et al., 2011). 

Ζ παναβςβή ημο ΝΟ ηαζ ηςκ άθθςκ ιμνίςκ-παναβχβςκ ημο ΝΟ είκαζ έκημκδ ηαηά ηδ 

δζάνηεζα ηςκ δζαθυνςκ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ υπςξ αθαηυηδηα, λδναζία, παιδθέξ ηαζ 

ορδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ ηναοιαηζζιμφ ημο θοηζημφ ζζημφ. Όπςξ ακαθένεδηε πζμ πάκς 

ημ ΝΟ ιπμνεί κα παναπεεί ιε ηδ ιεζμθάαδζδ δομ ααζζηχκ εκγφιςκ, ηδξ ΝΟS-like (αθμφ 

δεκ έπεζ απμδεζπηεί δ φπανλδ NOS ζε θοηά) ιε οπυζηνςια ηδκ L-ανβζκίκδ ηαζ ηδξ NR ιε 

οπυζηνςια ηα κζηνζηά ή κζηνχδδ, πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ ακαβςβζηυ πανάβμκηα ημ ΝADPH. 

Δκαθθαηηζηά ημ ΝΟ ιπμνεί κα παναπεεί απυ ημ ιεηααμθζηυ ιμκμπάηζ ηςκ πμθοαιζκχκ ιε 

ηδ πνήζδ ηδξ L-ανβζκίκδξ (εζηυκα 1.3).  

Αημθμφεςξ, απυ ημ ΝΟ ζπδιαηίγεηαζ δ GSNO ιε ηδ δνάζδ ηδξ ακαβςβάζδξ ηδξ 

βθμοηαεεζυκδξ (GSH) πανμοζία Ο2. Ο ιεηααμθίηδξ αοηυξ απμηεθεί έκα απυ ηα 

ζδιακηζηυηενα ιυνζα ιεηαθμνάξ ημο ΝΟ εκηυξ ημο ηοηηάνμο ελαζηίαξ ηδξ έκημκδξ 

ηζκδηζηυηδηαξ ημο (Wang et al., 2006). Ζ πμζυηδηα ημο GSNO εκηυξ ημο ηοηηάνμο 

νοειίγεηαζ απυ ημ έκγοιμ ακαβςβάζδ ηδξ GSNO (GSNOR), ημ μπμίμ ιεηαηνέπεζ ηδκ 

GSNO ζε μλεζδςιέκδ βθμοηαεεζυκδ (GSSG) ηαζ αιιςκία (NH3) (Lui et al., 2001). 

Δκαθθαηηζηά, ημ GSNO ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδ παναβςβή ΝΟ πανμοζία ηάπμζμο 
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ακαβςβζημφ πανάβμκηα υπςξ δ GSH ή ημ αζημναζηυ μλφ ηαζ ζυκηςκ παθημφ (Cu
+
) (εζηυκα 

1.3) (Smith and Dasgupta, 2000).  

Δκαθθαηηζηά, ημ ΝΟ ιπμνεί κα ακηζδνάζεζ ιε ηζξ ζμοθθοδνοθμιάδεξ ηδξ ηοζηεσκδξ 

ηςκ πνςηεσκχκ (S-κζηνμζοθίςζδ) ιεηααάθθμκηαξ ηδ θεζημονβία ημοξ. Αοηή δ μιμζμπμθζηή 

ηνμπμπμίδζδ δεκ είκαζ ιζα άιεζδ ακηίδναζδ ημο ΝΟ ιε ηδξ ζμοθθοδνοθμιάδεξ ηαζ εα 

ιπμνμφζε πζεακυηαηα κα πναβιαημπμζδεεί δζα ιέζμο ημο ζπδιαηζζιμφ Ν2Ο3 πανμοζία Ο2 

ή δζα ιέζμο ημο ΝΟ
+
 ή απυ δζαδζηαζία ηνακζκζηνμζοθίςζδξ ιεηαλφ ημο GSNO ηαζ άθθςκ 

εκχζεςκ (εζηυκα 1.3) (Martinez-Ruiz and Lamas, 2009).  

Δπζπθέμκ ημ NO εκηυξ ημο ηοηηάνμο ιπμνεί κα ακηζδνάζεζ ιε ηζξ νίγεξ οπενμλεζδίμο ηαζ 

κα δδιζμονβήζεζ ημ οπενμλοκζηνχδεξ ακζυκ (ΟΝΟΟ
-
), έκα εκενβυ μλεζδςηζηυ ιυνζμ ημ 

μπμίμ ιπμνεί κα κζηνμζοθζχζεζ ημ αιζκμλφ ηονμζίκδ δδιζμονβχκηαξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ 

ηνμπμπμίδζεζξ. Αοηή δ ηνμπμπμίδζδ ζοιπενζθαιαάκεζ ηδκ πνμζεήηδ ηδξ μιάδαξ αγχημο 

(Ν) ζε έκα απυ ημοξ δομ ζζμδφκαιμοξ άκεναηεξ πμο ανίζημκηαζ ζηδκ υνεμ-εέζδ ημο 

ανςιαηζημφ δαηηοθίμο ηδξ ηονμζίκδξ (εζηυκα 1.3) (Radi, 2004). Δκ ηαηαηθείδεζ, ζε 

ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ ηα RNS πανάβμκηαζ ζηζξ δζάθμνεξ ιμνθέξ ημοξ ηαζ δδιζμονβμφκ 

ηζξ πζμ πάκς ηνμπμπμζήζεζξ ςξ απυηνζζδ ημο ηοηηάνμο ζηδ κζηνμδςηζηή ηαηαπυκδζδ πμο 

οθίζηαηαζ.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.4. ΝΟ ηάης απυ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ. GSNOR: ακαβςβάζδ ηδξ S-

κζηνμζμβθμοηαεεζυκδξ, NO+: ακζυκ ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο, ΝΟS: ζοκεάζδ ημο ΝΟ, ΝR: κζηνζηή 

ακαβςβάζδ (Corpas et al., 2011). 



 9 

1.5 Λεηηνπξγίεο ηνπ ΝΟ ζε αβηνηηθέο θαηαπνλήζεηο 

πεδυκ υθα ηα είδδ ηαηαπμκήζεςκ επάβμοκ ηδκ παναβςβή εθεοεένςκ εκενβχκ νζγχκ 

ηαζ άθθςκ μλεζδςηζηχκ ιμνίςκ. Πζμ ζοβηεηνζιιέκα δ παναβςβή ημοξ πναβιαημπμζείηαζ 

ζημοξ πθςνμπθάζηεξ, ηα ιζημπυκδνζα ηαζ ηα οπενμλεζζχιαηα (Μano, 2002), έπμκηαξ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ θυβς ηςκ αολδιέκςκ επζπέδςκ ROS ζηα 

ηφηηανα (Mittler, 2002). Σα ROS ακάθμβα ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ ημοξ ζημ ηφηηανμ ιπμνεί 

κα ζοιιεηέπμοκ ζε μλεζδςηζηέξ δζαδζηαζίεξ ηαηαζηνμθζηέξ βζα ημ ηφηηανμ, αθθά 

ηαοηυπνμκα ιπμνεί κα ειπθέημκηαζ ζε δζάθμνα ιμκμπάηζα ιεηάδμζδξ ζήιαημξ (Neill et 

al., 2002; Vranova et al., 2002).  

Ζ δζαηήνδζδ ηςκ ROS ζε ζηακμπμζδηζηά επίπεδα είκαζ ηαεμνζζηζηυξ πανάβμκηαξ βζα 

ηδκ επζαίςζδ ημο ηοηηάνμο. Σμ ΝΟ είκαζ έκα ιυνζμ ημ μπμίμ ιπμνεί κα δνάζεζ 

ακηζμλεζδςηζηά πενζμνίγμκηαξ ηζξ παναβυιεκεξ πμζυηδηεξ ηςκ ROS (ακηζμλεζδςηζηυξ 

ιδπακζζιυ ημο ΝΟ) (Beligni and Lamatina, 1999). Ζ ζηακυηδηα ημο ΝΟ κα ακηζδνά ιε ηα 

ζπδιαηζγυιεκα οπενμλείδζα (Caro and Puntarulo, 1998) ηαζ κα πανειπμδίγεζ ηδκ 

οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ είκαζ ιζα αηυια θεζημονβία ημο πμο απεζημκίγεζ ημκ 

ακηζμλεζδςηζηυ ημο νυθμ (Boveris et al., 200). Πανάθθδθα ημ ΝΟ ιπμνεί κα δνάζεζ ηαζ ςξ 

ιυνζμ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ επδνεάγμκηαξ ηδκ έηθναζδ ζδιακηζηχκ βμκζδίςκ πμο 

επάβμκηαζ ιε ηδ ηαηαπυκδζδ. Απυ ηδκ άθθδ, δ οπεναμθζηή ζοβηέκηνςζδ ΝΟ ζημ ηφηηανμ 

ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε κζηνμδςηζηή ηαηαπυκδζδ (Shingles et al., 1996). Έηζζ δ ζζμννμπία 

ηδξ ακαθμβίαξ ROS/RNS είκαζ ηαεμνζζηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ηδκ επζαίςζδ ημο ηοηηάνμο. 

Παναηάης πανμοζζάγεηαζ αζαθζμβναθζηή ακαζηυπδζδ ημο νυθμο ημο ΝΟ ηάης απυ 

δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ. 

1.5.1 Ξεξαζία 

Ζ έθθεζρδ κενμφ είκαζ έκαξ απυ ημοξ ιεβαθφηενμοξ πενζααθθμκηζημφξ πενζμνζζιμφξ βζα 

ηδκ ακάπηολδ ηαζ ηδκ παναβςβζηυηδηα ιζαξ ηαθθζένβεζαξ. Οζ ηοηηανζηέξ δζαδζηαζίεξ μζ 

μπμίεξ επάβμκηαζ ςξ απυηνζζδ ηδξ λδναζίαξ είκαζ πμθφ ζδιακηζηέξ βζα κα ηαηακμήζμοιε 

ημοξ δζάθμνμοξ ιδπακζζιμφξ επζαίςζδξ ημο θοημφ. Κάης απυ ζοκεήηεξ λδναζίαξ 

αολάκεηαζ δ παναβυιεκδ πμζυηδηα ROS μζ μπμίεξ εκενβμπμζμφκ ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ 

ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ ςξ απυηνζζδ ημο ηοηηάνμο.  
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Έκα απυ ηα ζδιακηζηυηενα ιυνζα πμο επάβμκηαζ απυ ηδ λδναζία είκαζ δ θοημμνιυκδ 

απμζηζζζζηυ μλφ (ΑΒΑ) πμο  παίγεζ ηαεμνζζηζηυ νμθυ ζηδ νφειζζδ ημο ακμίβιαημξ ηςκ 

ζημιάηςκ. Με ηδκ έηηνζζδ ηδξ μνιυκδξ αοηήξ ηα ηαηαθναηηζηά ηφηηανα πάκμοκ ηδκ 

ζπανβή ημοξ εκχ πανάθθδθα επάβεηαζ δ ζφκεεζδ ΝΟ ηαζ Ζ2Ο2 (Neill et al., 

2003;Lamattina et al., 2003). Ζ ζφκεεζδ ημο ΑΒΑ ζε νίγεξ ηνζεανζμφ πανμοζζάζηδηε 

αολδιέκδ ζηδκ πανμοζία ελςβεκμφξ ΝΟ ηαζ ROS, οπμδδθχκμκηαξ ημ ζοκενβζζηζηυ νυθμ 

ιεηαλφ ημοξ. Χξ επζαεααίςζδ ημο πζμ πάκς, δ ζοβηέκηνςζδ ημο ΑΒΑ πενζμνίγεηαζ 

πανμοζία πανειπμδζζηχκ ηςκ ROS ηαζ ηςκ εκγφιςκ πανυιμζςκ ηδξ NOS (Zhao et al., 

2001). 

Οζ Leshen and Haramaty (1996) ακαθένμοκ υηζ ιε ημ ιαναζιυ ηςκ θφθθςκ ημο 

ιπζγεθζμφ αολάκμκηαζ ηα επίπεδα ημο ΝΟ. ε θοηά Α. thaliana ειθακίζηδηακ ακηίεεηα 

απμηεθέζιαηα (Magalhaes et al., 2000). Αοηυ δδθχκεζ ηδ δζαθμνεηζηυηδηα ζηδκ απυηνζζδ 

ιεηαλφ ηςκ δζαθμνεηζηχκ θοηχκ. Πανυθα αοηά δ εθανιμβή ημο δυηδ ΝΟ ζε ανηεηά είδδ 

θοηχκ ιείςζε ημ άκμζβια ηςκ ζημιάηςκ ιε απμηέθεζια κα ιεζςεεί ηαζ μ νοειυξ δζαπκμήξ 

(Mata and Lamattina, 2001). Ζ δνάζδ ημο ΝΟ ζημ ηθείζζιμ ηςκ ζημιάηςκ είκαζ ημ πζμ 

πζεακυ ζοκενβζζηζηή ιε άθθα ιυνζα-ζήιαηα υπςξ ημ H2O2. Δνεοκδηζηά απμηεθέζιαηα 

επζαεααζχκμοκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ημο ΝΟ ιε ηα ROS ζηδ αζμζφκεεζδ ημο ΑΒΑ (Neill et 

al., 2003). 

Οζ Sang et al. (2008) απέδεζλακ υηζ ζε ζοκεήηεξ λδναζίαξ επάβεηαζ δ ζφκεεζδ ημο ΝΟ 

ζηα ηφηηανα ημο ιεζμθφθθμο θοηχκ ηαθαιπμηζμφ, ιέζς ηδξ εκενβμπμίδζδξ ημο εκγφιμο 

ΝΟS-like ζημ ηοηηανυπθαζια. Ζ πνμιεηαπείνζζδ ηςκ θοηχκ ιε πανειπμδζζηέξ ηςκ 

αζμζοκεεηζηχκ εκγφιςκ NOS ηαζ NR ιεζχκεζ ηδκ παναβςβή ΝΟ, απμδεζηκφμκηαξ υηζ δ 

ζφκεεζδ ημο ΝΟ ζε ζοκεήηεξ λδναζίαξ ζε θοηά ηαθαιπμηζμφ πναβιαημπμζείηαζ απυ αοηά 

ηα έκγοια. Πανάθθδθα  δ ακαζημθή ηδξ αζμζφκεεζδξ ημο ΝΟ πανειπμδίγεζ ηδ 

δναζηζηυηδηα δζαθυνςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ (SOD, APX, ηαζ GR) απαναίηδηςκ βζα 

ηδκ απμημλζημπμίδζδξ ημο Ζ2Ο2 πμο πανάβεηαζ ηαηά ηδκ ηαηαπυκδζδ. 

Μεθέηεξ έπμοκ πναβιαημπμζδεεί βζα ηδκ επίδναζδ ημο επακαπμηίζιαημξ ζε θοηά πμο 

ακαπηφζζμκηακ βζα έκα πνμκζηυ δζάζηδια ζε ζοκεήηεξ λδναζίαξ. φιθςκα ιε ημοξ 

Filippou et al. (2011), θοηά ιδδζηήξ ιεηά απυ 11 ιένεξ ζε ζοκεήηεξ λδναζίαξ 

πανμοζίαζακ ζοιπηχιαηα μλεζδςηζηήξ ηαζ κζηνμδςηζηήξ ηαηαπυκδζδξ ιέζς ηςκ  

αολδιέκςκ επζπέδςκ ΝΟ ηαζ H2O2 ηυζμ ζηα θφθθα υζμ ηαζ ζηζξ νίγεξ. Πανάθθδθα, ηα 

επίπεδα οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ ηδξ ιειανάκδξ ηαζ ηδξ πνμθίκδξ ςξ επζπνυζεεημζ 
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δείηηεξ ηαηαπυκδζδξ ήηακ ορδθά. Δκδζαθένμκ πανμοζίαγε ημ βεβμκυξ υηζ θοηά ηα μπμία 

αθέεδηακ βζα 9 ιένεξ ζε λδναζία ηαζ επακαπμηίζηδηακ πανμοζίαζακ ιείςζδ ηςκ 

επζπέδςκ RNS/ROS ηαεχξ επίζδξ ηαζ πανάθθδθδ ιείςζδ ημο επζπέδμο οπενμλείδςζδξ 

ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ. Ζ επίδναζδ ημο επακαπμηίζιαημξ ιεηά απυ ζοκεήηεξ 

λδναζίαξ ακηίζηνερε ηδκ εοαζζεδζία πμο πανμοζίαζακ ηα θοηά ζηζξ ζοκεήηεξ λδναζίαξ, 

πνμζδίδμκηάξ ζηα θοηά ηδκ ζηακυηδηα κα ακηζζηέημκηαζ ζηζξ ηαηαζηνμθζηέξ ζοκέπεζεξ 

ηςκ RNS/ROS ιεηά απυ ζοκεήηεξ λδναζίαξ. 

1.5.2 Αιαηόηεηα  

πεδυκ μζ ιζζέξ ανδεουιεκεξ ηαθθζένβεζεξ ηαζ 20% ηςκ ηαθθζενβεζχκ παβημζιίςξ 

επδνεάγμκηαζ απυ ηα αθαημφπα εδάθδ (Mirsa et al., 2001).Τρδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ αθάηςκ 

ζημ ενεπηζηυ ιέζμ ακάπηολδξ ηςκ θοηχκ μδδβεί ζε ςζιςηζηή ηαζ ζμκηζηή ηαηαπυκδζδ. 

Χξ απμηέθεζια επδνεάγμκηαζ ζδιακηζηέξ ιεηααμθζηέξ δζαδζηαζίεξ ημο ηοηηάνμο ηαζ 

πενζμνίγεηαζ δ αφλδζδ  ηαζ δ ακάπηολδ ηςκ θοηχκ (Siddiqui et al., 2008; Khan et al., 

2010). Έκα ιεβάθμ ιένμξ ηδξ γδιζάξ ζε ηοηηανζηυ επίπεδμ μθείθεηαζ ζηδκ μλεζδςηζηή 

ηαηαπμκήζεζξ απυ ηζξ δζάθμνεξ ιμνθέξ ROS. Σα θοηά πανμοζζάγμοκ έκα ιεβάθμ ανζειυ 

αιοκηζηχκ ιδπακζζιχκ πμο εκενβμπμζμφκηαζ ηαηά ηδκ ηαηαπυκδζδ ζδζαίηενα βζα ημκ 

πενζμνζζιυ ηςκ ROS. 

Ζ ζοιιεημπή ημο ΝΟ ζηδκ ακημπή ηςκ θοηχκ ζηδκ αθαηυηδηα ζοβηεκηνχκεζ ιεβάθμ 

ενεοκδηζηυ εκδζαθένμκ ηα ηεθεοηαία πνυκζα. Οζ θεζημονβίεξ ημο ΝΟ βζα ηδκ επαβςβή 

ακεηηζηυηδηαξ ηςκ θοηχκ ζηδκ αθαηυηδηα επζδείπηδηακ ζε πμθθά είδδ θοηχκ. Ζ 

πνμιεηαπείνζζδ ζε ζπμνυθοηα νογζμφ ιε δυηδ ΝΟ πνμηάθεζε πζμ εφνςζηδ ακάπηολδ ηςκ 

θοηχκ, ιε ηαοηυπνμκδ δζαηήνδζδ ηδξ εκενβυηδηαξ ημο θςημζοζηήιαημξ ΗΗ (PS II), 

αφλδζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ ηαζ έηθναζδ ζοβηεηνζιέκςκ 

βμκζδίςκ ακεεηηζηυηδηαξ ζηδκ αθαηυηδηα (Uhida et al., 2002). Απυ ηδκ άθθδ ιενζά 

αναποπνυκζα ηαηαπυκδζδ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ οπενπαναβςβή ημο ΝΟ ή ηςκ πνμσυκηςκ 

πμο πνμένπμκηαζ απυ αοηυ μδδβχκηαξ ζε κζηνμδςηζηή ηαηαπυκδζδ (Uhida et al., 2002). 

Φοηά ιε ακεεηηζηυηδηα ζηδκ αθαηυηδηα πανμοζζάγμοκ ιεβάθδ ζοβηέκηνςζδ ζυκηςκ 

ηαθίμο (K
+
) ηαζ παιδθή ζοβηέκηνςζδ ζυκηςκ καηνίμο (Na

+
) ζημ ηοηηανυπθαζια ηάης 

απυ ζοκεήηεξ αθαηυηδηαξ. Οζ ζοβηεκηνχζεζξ αοηέξ νοειίγμκηαζ απυ ημοξ ακηθίεξ 

πνςημκίςκ  (Ζ
+
-ΑΣPαζεξ) ηαζ άθθα ηακάθζα πμο ανίζημκηαζ ζηδκ ηοηηανμπθαζιαηζηή 

ιειανάκδ (PM) ηαζ ζημκ ημκμπθάζηδ. Σo NO πμο πανάβεηαζ ηαηά ηδκ ηαηαπυκδζδ 
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ειπθέηεηαζ ςξ δεοηενμβεκήξ ιεηαθμνέαξ ζήιαημξ ζηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ πμο 

ηςδζημπμζμφκ ηζξ Ζ
+
-ΑΣPαζεξ (Zhao et al., 2004, 2007). 

Πνυζθαηα, μζ Valderrama et al. (2007) απέδεζλακ πςξ δ αθαηυηδηα πνμηάθεζε ζηα 

θφθθα εθζάξ ηδκ επαβςβή ηδξ παναβςβήξ RNS (NO, GSNO, RSNO) ηαζ αφλδζδ ηδξ 

κζηνμζοθίςζδξ ζε ηονμζίκδ πνςηεσκχκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ δείηηεξ ηδξ κζηνμδςηζηήξ 

ηαηαπυκδζδξ. Δπζπνυζεεηα, έδεζλακ πςξ ηα ηφηηανα ηςκ αββείςκ παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ 

ζηδκ επακαηαηακμιή ηςκ δζάθμνςκ ιμνθχκ ΝΟ ηαηά ηδ κζηνμδςηζηή ηαηαπυκδζδ ηαζ 

ζηζξ ελανηχιεκεξ απυ ημ ΝΟ δζαδζηαζίεξ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ. 

ε πνυζθαηεξ ενβαζίεξ απμδείπηδηε υηζ ζε ζοκεήηεξ αθάημηδηαξ ημ ΝΟ ιεζχκεζ ηδ  

δζαπεναηυηδηα ηδξ ιειανάκδξ, ημ νοειυ παναβςβήξ ROS, ηδκ οπενμλείδςζδ ηςκ 

θζπζδίςκ, ημ παναβυιεκμ Ζ2Ο2 ηαζ ηδκ εκδμηοηηανζηή ζοβηέκηνςζδ ημο CO2. Σα πζμ πάκς 

επζηοβπάκμκηαζ ιε ηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ δζάθμνςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγοιχκ (CAT, 

POD, SOD ηαζ APX) ηαζ αφλδζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ πνμθίκδξ (López-Carrión et al., 

2008; Sheokand et al., 2008; Guo et al., 2009). Γεκζηυηενα ημ ΝΟ δεκ επάβεζ ιυκμ ηα 

έκγοια ηαηααμθζζιμφ ηςκ ROS, αθθά ειπθέηεηαζ ηαζ ζηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ηαηαπυκδζδ υπςξ δ ζοκεεηάζδ ηδξ θςζθμνζηήξ ζαηπανυγδξ ηαζ δ Γ
1
-

ποννμθζκμ-5-ηαναμλοθμ ζοκεεηάζδ (P5CS) (Uchida et al., 2002).  Πανάθθδθα, 

ζοιιεηέπεζ ζηδκ εκίζποζδ ηδξ απμδμηζηυηδηαξ ηδξ θςημζφκεεζδξ (Fan et al., 2007), ζηδ 

ζφκεεζδ ΑΣP ηαζ ζε δομ ιεηααμθζηέξ μδμφξ ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ ζηα ιζημπυκδνζα 

(Yamasaki et al., 2001; Zottini et al., 2002). 

1.5.3 Τςειέο θαη ρακειέο ζεξκνθξαζίεο 

Οζ αηναίεξ εενιμηναζίεξ είκαζ έκαξ απυ ημοξ ζδιακηζηυηενμοξ πανάβμκηεξ πμο 

μδδβμφκ ζηδ ιείςζδ ηδξ αφλδζδξ ηαζ ακάπηολδξ ηςκ θοηχκ. Τπάνπμοκ ανηεηέξ 

πθδνμθμνίεξ πμο οπμζηδνίγμοκ ηδκ αφλδζδ ηδξ παναβςβήξ ΝΟ ζε ζοκεήηεξ ορδθχκ 

εενιμηναζζχκ. Γζα πανάδεζβια, αναποπνυκζα ηαηαπυκδζδ ιε ορδθέξ εενιμηναζίεξ 

μδήβδζε ζε αφλδζδ ηδξ παναβςβήξ ΝΟ ζηδ ιδδζηή (Leshem, 2001).  

Δκ ακηζεέζεζ, θοηά ιπζγεθζμφ πμο εηηέεδηακ ζε ορδθέξ εενιμηναζίεξ (38
μ
C) βζα 4 

χνεξ πανμοζίαζακ ιείςζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο ΝΟ ζηα θφθθα, πςνίξ ζδιακηζηή 

επίδναζδ ζηδ δναζηζηυηδηα ηςκ εκγφιςκ μιμίςκ ηδξ ΝΟS, εκχ δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

SNOs ηνζπθαζζάζηδηε (Corpas et al., 2008). Φοηά δθίακεμο ηα μπμία εηηέεδηακ ζηζξ ίδζεξ 
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ζοκεήηεξ (38
μ
C βζα 4 χνεξ) οπέζηδζακ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ ιε ηαοηυπνμκδ ιείςζδ 

ηδξ παναβςβήξ ΝΟ, ακαζημθή ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ GSNOR ηαζ ζοζζχνεοζδ δζαθυνςκ 

ιμνθχκ RNS (SNOs, ΟΝΟΟ
-
) (Chaki et al., 2011). 

Οζ παιδθέξ εενιμηναζίεξ είκαζ ιζα άθθδ ιμνθή ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ, δ μπμία 

επδνεάγεζ ηδκ ακάπηολδ ηςκ θοηχκ ιε απμηέθεζια ηδ ιείςζδ ηδξ πμζυηδηαξ ηαζ 

πμζυηδηαξ ηδξ παναβςβήξ (Sharma et al., 2005). ε ζοκεήηεξ παιδθχκ εενιμηναζζχκ έπεζ 

απμδεζπηεί υηζ επδνεάγεηαζ έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ βμκζδίςκ, ηαεχξ ηαζ ηα επίπεδα 

μνζζιέκςκ πνςηεσκχκ ηαζ ιεηααμθζηχκ. Ακαθφζεζξ βζα ηα επίπεδα ηςκ RNS  πμο 

πναβιαημπμζήεδηακ ζε θοηά ιπζγεθζμφ ιεηά απυ έηεεζδ ημοξ ζε παιδθέξ εενιμηναζίεξ 

έδεζλακ εκενβμπμίδζδ πανυιμζςκ ιε ηδ ΝΟS εκγφιςκ ηαζ ηδξ GSNOR, εκχ ηαοηυπνμκα 

αολήεδηε δ ζοβηέκηνςζδ ηςκ SNOs (Corpas et al.,  2008). Δπζπθέμκ, δ ελςβεκήξ 

εθανιμβή ημο ΝΟ ζε θοηά μδδβεί ζηδκ επαβςβή ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ζε παιδθέξ 

εενιμηναζίεξ ζηδ κημιάηα, ηνζεάνζ ηαζ ηαθαιπυηζ (Lamattina et al., 2001). Αοηυ ημ 

απμηέθεζια είκαζ πζεακυ κα ακηζηαημπηνίγεζ ηζξ ακηζμλεζδςηζηέξ ζδζυηδηεξ ημο ΝΟ ιέζς 

ηδξ ιείςζδξ ηςκ ορδθχκ επζπέδςκ ROS ηα μπμία ζοζζςνεφμκηαζ ελαζηίαξ ηδξ έηεεζδξ 

ηςκ θοηχκ ζε ορδθέξ ηαζ παιδθέξ εενιμηναζίεξ (Neill et al., 2002). 

1.5.4 Τπεξηώδεο αθηηλνβνιία (UV-B)  

Τπάνπμοκ ανηεηέξ ιεθέηεξ πμο ακαθένμοκ ηδ ζπέζδ ηδξ UV-B αηηζκμαμθίαξ ηαζ ημο 

ιεηααμθζζιμφ ημο ΝΟ. Ζ UV-B αηηζκμαμθία (280-320nm) ζηδκ αηιυζθαζνα αολήεδηε 

ελαζηίαξ ηδξ ηαηαζηνμθήξ ημο ζηνχιαημξ ημο υγμκημξ. Ζ αηηζκμαμθία αοηή ανίζηεηαζ ζημ 

πενζαάθθμκ ακάπηολδξ ηςκ θοηχκ, επδνεάγμκηαξ ηδκ αφλδζδ ηςκ θοηχκ ηαζ ζοπκά 

πνμηαθχκηαξ ζε αοηά μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ.  

Οζ Mackerness et al. (2001) έδεζλακ ηδ ζοιιεημπή ημο ΝΟ ζηδκ απυηνζζδ ημο θοημφ 

(Arabidopsis thaliana) ηάης απυ ζοκεήηεξ οπενζχδμοξ αηηζκμαμθίαξ UV-B. 

Παναηήνδζακ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ βμκζδίςκ άιοκαξ υπςξ δ CHS (chalcone synthase),   

αφλδζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ πανυιμζςκ ιε ηδ NOS εκγφιςκ ηαζ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ημο 

ΝΟ. Απμηεθέζιαηα ηδξ ενβαζίαξ ημο Shi et al (2005) έδεζλακ υηζ ζε θοηά θαζμθζμφ πμο 

οπμαθήεδηακ ζε ιεηαπείνζζδ ιε UV-B αηηζκμαμθία, δ ελςβεκήξ εθανιμβή ημο ΝΟ 

πενζυνζζε ηα ηαηαζηνμθζηά απμηεθέζιαηα. Ακηίεεηα, ζε θοηά πμο δεκ 

πνμιεηαπεζνίζηδηακ ιε ΝΟ, παναηδνήεδηε ιείςζδ ηςκ πθςνμθοθθχκ ηαζ μλεζδςηζηή 
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ηαηαζηνμθή ηςκ ιειανακχκ ηςκ εοθαημεζδχκ. Σμ ΝΟ πνμζηαηεφεζ ημ θοηυ απυ ηδ UV-B 

αηηζκμαμθία πζεακυηαηα ιέζς ηδξ αφλδζδξ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ.  

Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ δ εθανιμβή ΝΟ ζε ημκδφθμοξ παηάηαξ πνζκ ηδκ έηεεζδ αοηχκ 

ζε UV-B αηηζκμαμθία  είπε ζακ απμηέθεζια ηδκ παναβςβή 50% πζμ οβζχκ θφθθςκ ζε 

ζφβηνζζδ ιε θοηά ζηα μπμία δεκ έβζκε πνμιεηαπείνδζδ ιε ΝΟ (Neill et al., 2003). 

1.5.5 Βαξέα κέηαιια 

Σα αανέα ιέηαθθα απμηεθμφκ έκα απυ ηα ζδιακηζηυηενα πνμαθήιαηα ιυθοκζδξ ηδξ 

αζυζθαζναξ ζε πμθθέξ πχνεξ ημο ηυζιμο. Σμ ΝΟ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ εκίζποζδ 

ημο ακηζμλεζδςηζημφ ιδπακζζιμφ ηςκ θοηχκ ηαζ ζηδκ πανειπυδζζδ ηδξ ημλζηυηδηάξ ημοξ 

απυ ηα αανέα ιέηαθθα.  

Δλςβεκήξ εθανιμβή ημο SNP (δυηδξ ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο) πνμηαθεί ιείςζδ ηδξ 

ημλζηυηδηαξ απυ ημ παθηυ ηαζ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ αιιςκίαξ (ΝH4
+
) ζε θφθθα νογζμφ. Ζ 

πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ημο ΝΟ ιπμνεί κα πανειπμδζζηεί απυ έκακ ακαζημθέα ημο ΝΟ (c-

PTIO), δδθχκμκηαξ έηζζ ημκ μοζζαζηζηυ νυθμ ημο ΝΟ (Yu et al. 2005). Οζ Kopyra and 

Gwóźdź (2003) παναηήνδζακ υηζ δ πνμιεηαπείνζζδ ιε SNP ιείςζε ζδιακηζηά ηζξ 

ζοβηεκηνχζεζξ ημο Ο2
-
 ζηζξ νίγεξ θμφπζκςκ ζε ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ απυ αανέα 

ιέηαθθα. Οζ ζδζυηδηεξ απμημλζημπμίδζδξ ηαζ δ ακηζμλεζδςηζηή ζηακυηδηα ημο ΝΟ έπεζ 

επίζδξ επζαεααζςεεί ζε ζζημηαθθζένβεζα θοημφ ζυβζαξ ηάης απυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ 

ιε ηάδιζμ ηαζ παθηυ (Singh et al., 2008). 

Ζ εθανιμβή ημο SNP εηηυξ ηςκ άθθςκ εκενβμπμζεί έκγοια πμο δζαζπμφκ ηζξ δζάθμνεξ 

ιμνθέξ ηςκ ROS ιε απμηέθεζια ηδ ιείςζδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο H2O2 ζημ ηφηηανμ, 

εκενβμπμζεί ηζξ ακηθίεξ πνςημκίςκ ζηδ ηοηηανμπθαζιαηζηή ιειανάκδ ή ημκ ημκμπθάζηδ 

ακηίζημζπα ηαζ πενζμνίγεζ ηδκ ακαζημθή ηδξ ακάπηολδξ πμο πνμηαθείηαζ απυ ημ CuCl2 ζε 

θοηά ημιάηαξ. Οζ εοκμσηέξ αοηέξ επζδνάζεζξ οπμδδθχκμοκ υηζ δ ελςβεκήξ εθανιμβή ημο 

ΝΟ εοκμεί ηδκ ακάπηολδ ζπμνμθφηςκ ημιάηαξ ηάης απυ ζοκεήηεξ ημλζηυηδηαξ Cu ηαζ 

δζαηδνεί ηδ ιεηααμθζηή ζηακυηδηα ηαζ θοζζμθμβζηή ακάπηολδ ημο θοημφ ζε ζοκεήηεξ 

ηαηαπυκδζδξ απυ αανέα ιέηαθθα (Cui et al., 2009).  

Οζ Hu et al. (2007) παναηήνδζακ υηζ δ πνμιεηαπείνζζδ ηςκ ζπυνςκ ηνζεανζμφ ιε ΝΟ 

αεθηίςζε ηδ αθαζηζηή ζηακυηδηα ημοξ ηαζ πανειπυδζζε ηδκ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ απυ 
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ηδκ ημλζηυηδηα Cu. Πανάθθδθα μζ Wang and Yang (2005) δζαηφπςζακ υηζ δ εθανιμβή 

SNP αολάκεζ ηδκ επζιήηοκζδ ηδξ νίγαξ ηαζ ηδκ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ ηάης απυ ηδκ 

πανμοζία Al
3+

. Ζ πανειπυδζζδ ηδξ μλείδςζδξ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ εκίζποζδ ηδξ 

εκενβυηδηαξ ηςκ εκγφιςκ SOD ηαζ CAT, ηαζ ιε ηδ ιείςζδ ηδξ  δναζηζηυηδηαξ ηδξ 

θζπμλεζβεκάζδξ ηαζ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ. Πζεακμθμβείηαζ υηζ 

ημ ΝΟ δνα ιέζς ηδξ ηνμπμπμίδζδξ ηδξ εκενβυηδηαξ ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ ημο 

ηοηηάνμο (CAT, POD, ηαζ APΥ) πμο ζοιιεηέπμοκ ζηδκ απμζημδυιδζδ ημο H2O2. 

Πανάθθδθα ημ ΝΟ ζοιαάθεζ ζηδκ απμημλζημπμίδζδ ιε ηδ δζαηήνδζδ ημο ηοηηανζημφ 

μλεζδμακαβςβζημφ δοκαιζημφ ηαζ ηςκ επζπέδςκ ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ ιμνίςκ υπςξ ημ 

αζημναζηυ μλφ ηαζ δ βθμοηαεεζυκδ. (Tewari et al. 2008). 

διακηζηή είκαζ δ ζοιαμθή ημο ελςβεκμφξ ΝΟ ζηδ αζμζφκεεζδ ηδξ πνμθίκδξ ζε θοηζηά 

ηφηηανα πμο ιεηαπεζνίζηδηακ ιε Cu. Οζ Zhang et al. (2008) ακαθένμοκ υηζ δ 

πενζεηηζηυηδηα ηςκ ηοηηάνςκ ζε πνμθίκδ υηακ ηα θοηά πνμιεηαπεζνίζηδηακ ιε SNP ήηακ 

1,5 θμνέξ ιεβαθφηενδ, εκχ ιε ηδ πνήζδ ημο ηαηαζημθέα ημο NO (c-PTIO) δεκ οπήνπε 

μοζζαζηζηή αθθαβή ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνμθίκδξ. Σα ζυκηα Cu ηαζ ημ ΝΟ είκαζ ζηακά κα 

νοειίζμοκ ηδκ εκενβυηδηα ηδξ Γ
1
-ποννμθζκμ-5-ηαναμλοθμ ζοκεεηάζδξ (P5CS, EC 

2.7.2.11) πμο ειπθέηεηαζ ζημ ιεηααμθζηυ ιμκμπάηζ αζμζφκεεζδξ ηδξ πνμθίκδξ ζε άθβδ. 

Αοηυ ημ απμηέθεζια οπμδδθχκεζ υηζ δ απυηνζζδ ημο Cu ζηδ αζμζφκεεζδ ηδξ πνμθίκδξ ζημ 

Chlamydomonas reinhardtii ζπεηίγεηαζ ιε ημ παναβυιεκμ ΝΟ, οπμζηδνίγμκηαξ ημ 

νοειζζηζηυ νυθμ ημο ΝΟ ζηδ αζμζφκεεζδ ηδξ πνμθίκδξ ζε ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ απυ 

αανέα ιέηαθθα. 

1.5.6 Όδνλ  

Σμ υγμκ (Ο3) είκαζ έκαξ αηιμζθαζνζηυξ νφπμξ μ μπμίμξ εζζένπεηαζ εκηυξ ημο θφθθμο 

ιέζς ηςκ ζημιάηςκ. Οζ ζοκέπεζεξ ηδξ ζοζζχνεοζήξ ημο εκηυξ ημο θοημφ είκαζ ακάθμβεξ 

ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηαζ ημο πνυκμο έηεεζδξ ημο θοημφ ζε αοηυ. 

Με ηδκ έηεεζδ ηςκ θοηχκ ζε παιδθά επίπεδα Ο3 ιεζχκεηαζ μ νοειυξ ηδξ 

θςημζφκεεζδξ, δ αφλδζδ ηςκ θοηχκ ηαζ πνμηαθείηαζ δ πνυςνδ βήνακζδ ηςκ θφθθςκ 

εοαίζεδηςκ θοηζηχκ εζδχκ ηαζ ηαθθζενβεζχκ. Ακηίεεηα ζε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ Ο3 

επένπεηαζ ηοηηανζηυξ εάκαημξ ιε ειθακή ζοιπηχιαηα ζηα θφθθα (Corpas et al., 2011). 
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ε θοηά Α. thaliana δ ιεηαπείνζζδ ιε Ο3 επάβεζ ηδ δναζηζηυηδηα ηςκ μιμίςκ ηδξ ΝΟS 

εκγφιςκ ιε ηαοηυπνμκδ ζοζζχνεοζδ ημο ζαθζηζθζημφ μλέμξ πμο μδδβεί ζημκ ηοηηανζηυ 

εάκαημ. Ζ ζοζζχνεοζδ ημο ΝΟ ζηα θφθθα ηδξ Α. thaliana ιπμνεί κα επάβεζ ημκ 

ηοηηανζηυ εάκαημ ιε ηαοηυπνμκδ επαβςβή βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ αζμζφκεεζδ ημο 

ζαθζηζθζημφ μλέμξ υπςξ ηαζ άθθςκ βμκζδίςκ πμο ζοκδέμκηαζ ιε ηδκ άιοκα ημο θοημφ 

(Ahlfors et al., 2009). Απυ ηδκ άθθδ ιενζά, ανηεηέξ ιεηαπεζνίζεζξ ιε Ο3 ζε θοηά Α. 

thaliana απμδεζηκφμοκ ηδκ ηαοηυπνμκδ ζοζζχνεοζδ ηυζμ ROS υζμ ηαζ ΝΟ ηαεχξ ηαζ ηδ 

ιείςζδ ηςκ οδαημδζαθοηχκ ακηζμλεζδςηζηχκ αζημναζημφ ηαζ βθμοηαεεζυκδξ (Mhalingam 

et al., 2006).     

ε θοηά ηαπκμφ πμο εηηέεδηακ ζε Ο3 απμδείπεδηε δ ζοζζχνεοζδ Ζ2Ο2 ζηα 

ιζημπυκδνζα ηαζ ιζα πζμ πνχζιδ ζοζζχνεοζδ ΝΟ ζημ θοηζηυ ζζηυ. Αοηυ παναηδνήεδηε 

πανάθθδθα ιε ηδ ιείςζδ ηδξ πενζεηηζηυηδηαξ ημο ηοηηάνμο ζε ηοηυπνςια C, ηδ εεηζηή 

νφειζζδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ ηδξ εκαθθαηηζηήξ μλεζδάζδξ (AOX) ηαζ ηδ 

ζοζζχνεοζδ ηδξ αένζαξ μνιυκδξ αζεοθέκζμ. Πεναζηένς ακαθφζεζξ έδεζλακ υηζ ημ ΝΟ 

απμηεθεί ημ ηονίανπμ ιυνζμ ζδιαημδυηδ πμο ειπθέηεηαζ ζηδ νφειζζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ 

AOX ζε ζοκενβαζία ιε ημ αζεοθέκζμ. Όηακ ζε θοηά πμο ιεηαπεζνίζηδηακ ιε Ο3 έβζκε δ 

εθανιμβή ηςκ ακαζημθέςκ cPTIO ηαζ L-NNA, δεκ ακζπκεφηδηε παναβςβή αζεοθεκίμο, 

μφηε επαβςβή ημο βμκζδίμο ACS2 ζπλζάζε πμο ειπθέηεηαζ ζηδ αζμζφκεεζδ ημο αζεοθεκίμο 

(Ederli et al., 2006). 

Σμ ζζμπνέκζμ είκαζ δ πζμ βκςζηή πηδηζηή μνβακζηή μοζία πμο εηπέιπεηαζ απυ ηα θοηά. 

ηα θφθθα ημο θοημφ Phragmites πμο ήηακ εηηεεεζιέκα ζε Ο3, ημ εκδμβεκέξ ζζμπνέκζμ 

ανέεδηε κα ιεζχκεζ ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο ΝΟ ηαζ ηδκ ηοηηανζηή γδιζά (Velikova et al., 

2005). Έηζζ ημ ζζμπνέκζμ ιπμνεί κα εεςνδεεί ςξ πνμζηαηεοηζηυ ιυνζμ ζε ζοκεήηεξ 

ηαηαπυκδζδξ απυ Ο3 (Velikova et al., 2008). 

1.5.7 Φώο/ζθνηάδη 

Ζ δζάνηεζα ημο ζηυημοξ ηαζ ηδξ διέναξ επδνεάγμοκ δζάθμνεξ δζενβαζίεξ ημο ηοηηάνμο 

πμο είκαζ ηαεμνζζηζηέξ βζα ηδκ ακάπηολδ ηςκ δζαθυνςκ θοηχκ. Ζ έκηαζδ ηαζ δ ζοπκυηδηα 

ημο θςηζζιμφ πμο δέπεηαζ έκα θοηυ επδνεάγμοκ ηζξ δζάθμνεξ θεζημονβίεξ ημο. Όηακ ηα 

επίπεδα ηδξ έκηαζδξ ημο θςηυξ είκαζ ορδθυηενα απυ αοηά πμο ημ θοηυ ακέπεηαζ ηυηε αοηυ 

ηαηαπμκείηαζ ηαζ εκενβμπμζεί ημοξ ιδπακζζιμφξ άιοκάξ ημο. Ζ ελςβεκήξ εθανιμβή ημο 

ΝΟ ανέεδηε κα ιεζχκεζ ηδξ ηαηαζηνμθζηέξ ζοκέπεζεξ ηδξ ορδθήξ έκηαζδξ θςηζζιμφ. 
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Σα εοενβεηζηά απμηεθέζιαηα ηδξ εθανιμβήξ ημο ΝΟ είκαζ ειθακή ζε θοηά Festuca 

arundinaceae πμο ακαπηοπεήηακ ζε παιδθή έκηαζδ θςηζζιμφ (100 _mol m
-2

 s
-1

) ανπζηά 

ηαζ αημθμφεςξ ιεηαθένεδηακ ζε ιεβαθφηενδ έκηαζδ (500 _mol m
-2

 s
-1

). ηα θοηά έβζκε 

ελςβεκήξ εθανιμβή ΝΟ ιε ηδ πνήζδ ημο SNP (100 ιM) πνζκ απυ ηδκ ημπμεέηδζή ημοξ ζε 

ορδθή έκηαζδ θςηζζιμφ. Χξ απμηέθεζια, παναηδνήεδηε πενζμνζζιυξ ηδξ οπενμλείδςζδξ 

ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ ηαζ ηςκ επζπέδςκ ηαναμκοθίςζδξ ζηα θφθθα εκχ ηα επίπεδα 

ημο H2O2 ηαζ ηςκ οπενμλεζδμηζηχκ ακζυκηςκ (Ο2
-·
) ιεζχεδηακ. Πανάθθδθα, αολήεδηε δ 

εκενβυηδηα ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ SOD, CAT ηαζ APX, απμδεζηκφμκηαξ ηδ δνάζδ 

ημο ΝΟ ςξ ιυνζμ ζήιαημξ. Αοηά ηα απμηεθέζιαηα δε δζαηδνήεδηακ ιε ηδ ιεηαπείνζζδ 

ηςκ θοηχκ ιε μοζίεξ πμο απμζημδμιμφκ ημ ΝΟ (c-PTIO) (Xu et al., 2010). 

Σα θοηά θαίκεηαζ κα είκαζ πζμ εοαίζεδηα ζηζξ ημλζηέξ επζδνάζεζξ ημο δζμλεζδίμο ημο 

αγχημο (ΝΟ2) υηακ ακαπηφζζμκηαζ ζημ ζημηάδζ. Σμ α-ηανμηέκζμ ηαζ άθθα ηανμηεκμεζδή 

ακηζδνμφκ ιε ημ ΝΟ2 ζημ ζημηάδζ βζα ηδκ παναβςβή εκδζάιεζςκ κζηνμζοθζςιέκςκ 

ακηζδναζηδνίςκ ζφιθςκα ιε ημ ζπδιαηζζιυ κζηνςδμ-εζηένςκ. Σαοηυπνμκδ έηεεζδ ηςκ 

ηανμηεκμεζδχκ ζημ ΝΟ2 ηαζ ημ θςξ ιεζχκεζ ημ ζπδιαηζζιυ κζηνμζοθζςιέκςκ εκδζάιεζςκ 

ηαζ απεθεοεενχκεηαζ ΝΟ. Ζ ιεζμθάαδζδ ημο θςηυξ βζα ηδκ ιεηαηνμπή ημο ΝΟ2 ζε ΝΟ 

πανμοζία ηανμηεκμεζδχκ είκαζ έκαξ ζδιακηζηυξ ιδπακζζιυξ βζα ηδκ απμθοβή ηδξ γδιζάξ 

πμο πνμηαθείηαζ απυ ημ ΝΟ2 (Cooney et al., 1994).  

1.6 ΝΟ σο κόξην κεηαγσγήο ζήκαηνο ζηα θπηά 

Κάεε πανάβμκηαξ πμο πνμηαθεί ηαηαπυκδζδ ζημ θοηυ μδδβεί ζηδκ επαβςβή ιαγζηήξ 

ιεηάδμζδξ ζήιαημξ βζα εκενβμπμίδζδ ημο ιδπακζζιμφ άιοκάξ ημο. Ζ ακαβκχνζζδ ημο 

ζήιαημξ πμο μθείθεηαζ ζηδκ ηαηαπυκδζδ απυ ημοξ οπμδμπείξ ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ 

έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδ δδιζμονβία ιμνίςκ-ζδιάηςκ. Σα ιυνζα-ζήιαηα ζηδ ζοκέπεζα 

μδδβμφκ ζε αθθαβή ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ή ηνμπμπμίδζδ ηςκ θεβυιεκςκ δεοηενμβεκχκ 

ιδκοιάηςκ ιε απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ιδπακζζιμφ άιοκαξ ημο θοημφ. Έκα 

ιυνζμ βζα κα ιπμνεί κα θάαεζ ιένμξ ζηδ ιεηαβςβή ζήιαημξ εα πνέπεζ κα έπεζ ηάπμζεξ 

ηαηάθθδθεξ ζδζυηδηεξ, υπςξ απθή πδιζηή δμιή, ιζηνέξ δζαζηάζεζξ ηαζ ορδθή 

δζαποηζηυηδηα. Φακενά ημ ΝΟ ακήηεζ ζε αοηή ηδκ μιάδα ιμνίςκ-ζδιάηςκ (Arasimowicz 

and Wieczorek, 2007).  

 Ζ ηζκμφιεκδ θφζδ ημο ΝΟ ηαζ δ πδιζηή ακηίδναζδ ημο ιε δζάθμνμοξ ηοηηανζημφξ 

ζηυπμοξ οπμδεζηκφεζ υηζ μ νυθμξ ημο ςξ ιυνζμ ιεηαβςβήξ ζήιαημξ πναβιαημπμζείηαζ α) 
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άιεζα ελαζηίαξ ηδξ αθθδθεπίδναζήξ ημο ιε πνςηεΐκεξ πμο εθέβπμοκ ημοξ δζαφθμοξ ζυκηςκ 

ή ηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ ή α) έιιεζα ιέζς ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ημο ΝΟ ιε πνςηεΐκεξ 

ηςκ μδχκ ζδιαημδυηδζδξ υπςξ μζ ηζκάζεξ ηςκ πνςηεσκχκ, ηα ηακάθζα ζυκηςκ ή εκγφιςκ 

πμο ηαηαθφμοκ ηδκ παναβςβή δεοηενμβεκχκ αββεθζμθυνςκ ζδιάηςκ. 

Σo NO ακηζδνά άιεζα ιε ηζξ πνςηεΐκεξ ιέζς κζηνμζοθίςζδξ, ακαζηέθθεζ ηδ 

δναζηζηυηδηα αημκζηάζδξ ζηα ηαπκά νοειίγμκηαξ ηα επίπεδα ζζδήνμο ζηα θοηά, 

ακαζηέθθεζ ηδ δναζηζηυηδηα ηαηαθάζδξ ηαζ αζημναζηήξ οπενμλεζδάζδξ, εκχ επίζδξ 

εκενβμπμζεί ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ ζπεηζγυιεκςκ ιε ηδκ άιοκα υπςξ PAL1, PR1, GST 

ηαηά ηδ δζάνηεζα αθθδθεπζδνάζεςκ θοημφ-παεμβυκμο (Delledonne et al., 1998). Άθθμ 

βμκίδζμ-ζηυπμξ ημο ΝΟ είκαζ ημ PIOX (Pathogen-induced oxygenase) πμο ειπθέηεηαζ ζε 

απμηνίζεζξ ζηδκ άιοκα ημο θοημφ. 

Οζ αζμθμβζηέξ επζδνάζεζξ ημο ΝΟ ζηα γςζηά ηφηηανα απμδίδμκηαζ ζηδκ ζηακυηδηα ημο 

α) κα ακηζδνά ιε ιεηαααηζηά ιέηαθθα ηαζ αζιμπνςηεσκεξ, α) κα κζηνμζοθζχκεζ ηζξ 

πνςηεΐκεξ ηαζ β) κα ακηζδνά ιε ηα ROS ηαζ κα ζπδιαηίγεζ RNS. 

Σμ ΝΟ ςξ ιυνζμ ζδιαημδυηδξ ακηζδνά άιεζα ιε ηζξ ιεηαθθζηέξ ηαζ ζμοθθοδνζθζηέξ 

εκχζεζξ ηνμπμπμζχκηαξ ιεηα-ιεηαθναζηζηά έκα ιεβάθμ θάζια θεζημονβζηχκ πνςηεσκχκ 

ημο ηοηηάνμο υπςξ, οπμδμπείξ, ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ ηαζ ιυνζα πμο δνμοκ ςξ 

ηοηηανζηά ιδκφιαηα (Stamler et al., 2001). φιθςκα ιε ημοξ Besson-Bard et al. (2008), 

πάκς απυ 100 πνςηεΐκεξ ηαοημπμζήεδηακ ιέπνζ ηχνα ζηζξ μπμίεξ ιπμνεί κα επζδνάζεζ ημ 

ΝΟ in vivo ηαζ/ή in vitro. Παναδείβιαηα ηέημζςκ πνςηεσκχκ είκαζ δ αζιμβθμαίκδ, δ 

θζπμλεζβεκάζδ, δ ηαηαθάζδ , δ αζημναζηή οπενμλεζδάζδ, δ ιζημπμκδνζαηή αημκζηάζδ ηαζ 

δ μλεζδάζδ ημο ηοηημπνχιαημξ C ζηζξ μπμίεξ απμδείπηδηε υηζ ημ ΝΟ δνα ιε απμηέθεζια 

ηδ δδιζμονβία ζοιπθυημο ακάιεζα ζημ ΝΟ ηαζ ζημ ιέηαθθμ ηδξ πνμζεεηζηήξ μιάδαξ πμο 

πενζέπμοκ (Wendehenne et al., 2001). 

H μιμζμπμθζηή πνυζδεζδ ημο ΝΟ ζηζξ ζμοθθοδνζθζηέξ μιάδεξ ηδξ ηοζηεσκδξ (S-

κζηνμζοθίςζδ), ηαεχξ επίζδξ ηαζ δ μλείδςζδ ημοξ απυ ημ H2O2 εεςνμφκηαζ μζ πζμ 

δζαδεδμιέκεξ θεζημονβίεξ βζα ηδ δδιζμονβία ιεηα-ιεηαθναζηζηχκ ηνμπμπμζήζεςκ (Hess et 

al., 2005)  (εζηυκα 1.4). Ο νοειυξ ζφκεεζδξ ηαζ απμιάηνοκζδξ ημο ΝΟ ζημ ηφηηανμ είκαζ 

αοηυξ πμο ηαεμνίγεζ ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ακηίδναζδξ ηδξ κζηνμζοθίςζδξ (Grawford, 

2006). 
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Ζ δζαηίκδζδ Ca
2+

 ηαζ δ ακηζζηνεπηή θςζθμνοθίςζδ πνςηεσκχκ είκαζ ηφνζα 

παναηηδνζζηζηά ηςκ εοηανοςηζηχκ ιμκμπαηζχκ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ. Αφλδζδ ζηδ 

ζοβηέκηνςζδ Ca
2+ 

έπεζ δζαπζζηςεεί ςξ απμηέθεζια έπεζηα απυ ηζξ πενζζζυηενεξ ζοκεήηεξ 

ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ. Δθυζμκ οπάνπεζ έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ ηζκαζχκ/θςζθαηαζχκ 

ζημ βέκςια θοηχκ ηαζ ελαζηίαξ ηδξ πμθοπθμηυηδηαξ ηδξ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ είκαζ πμθφ 

ακαβηαίμξ μ παναηηδνζζιυξ εκυξ δζηηφμο αθθδθεπίδναζδξ ηζκαζχκ/θςζθαηαζχκ ηαζ 

άθθςκ ζοζηαηζηχκ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ. Μία μιάδα πνςηεσκχκ πμο εκενβμπμίδζδξ  απυ ημ 

ΝΟ είκαζ μζ ΜΑΡΚ ηζκάζεξ (Αrasimowicz and Floryszak-Wieczorek, 2007). Ζ 

εκενβμπμίδζδ ηδξ ΜΑΡΚ ιέζς θςζθμνοθίςζδξ δζεοημθφκεζ ηδ ιεηαηυπζζή ηδξ ζημκ 

πονήκα υπμο ιπμνεί κα θςζθμνοθζχζεζ ηαζ κα εκενβμπμζήζεζ ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ, 

νοειίγμκηαξ ζηδ ζοκέπεζα ηδ βμκζδζαηή έηθναζδ. ηα θοηά μζ ΜΑΡΚ ηζκάζεξ ιπμνμφκ κα 

εκενβμπμζδεμφκ ςξ απυηνζζδ ζηα ελςηοηηάνζα ζήιαηα υπςξ δ λδναζία, ηνφμ, 

θοημoνιυκεξ, πνυηθδζδ παεμβυκμο ηαζ ςζιςηζηυ ζηνεξ πμο μδδβεί ζηδκ εκενβμπμίδζδ 

ιμκμπαηζχκ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ ιε επαηυθμοεδ ηδ βμκζδζαηή έηθναζδ ζημκ πονήκα 

(εζηυκα 1.4).  

Δίκαζ λεηάεανμ πςξ ημ Ζ2Ο2 ηαζ ημ ΝΟ ιεζμθααμφκ ζηδ ιεηαβναθή ζοβηεηνζιέκςκ 

βμκζδίςκ. Ζ δζαδζηαζία ιέζς ηδξ μπμίαξ δνμοκ εα ιπμνμφζε κα είκαζ ιέζς άκεζσλ 

επζδνάζεχκ ημοξ ζε ιεηαβναθζημφξ πανάβμκηεξ, υπςξ βζα πανάδεζβια μλείδςζδ ηοζηεσκδξ 

(βζα ημ Ζ2Ο2) ή S-κζηνμζοθίςζδ (βζα ημ ΝΟ). Δπίζδξ ιπμνεί κα βίκεζ έκκεζα ιε ηδκ 

εκενβμπμίδζδ ιεηαβναθζηχκ παναβυκηςκ ιέζς θςζθμνοθζχζεςκ ΜΑΡΚ ηζκαζχκ. Με 

δεδμιέκμ ημ υηζ ηυζμ ημ ημ Ζ2Ο2 υζμ ηαζ ημ ΝΟ εκενβμπμζμφκ ΜΑΡΚs, αοηυξ είκαζ μ πζμ 

πζεακυξ ιδπακζζιυξ εκενβμπμίδζδξ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ. Σo H2Ο2 ηαζ ημ ΝΟ ςξ 

ιυνζα ιεηάδμζδξ ζήιαημξ δε δνμοκ λεπςνζζηά αθθά ζε ζοκδοαζιυ ιε άθθα ιυνζα 

ιεηάδμζδξ ζήιαημξ. Σέημζα ιυνζα ιπμνεί κα αολάκμοκ ζε ζοβηέκηνςζδ/δναζηζηυηδηα 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ηαηαπμκήζεςκ ηαζ πενζθαιαάκμοκ εκχζεζξ υπςξ ημ ΑΒΑ, ζαζιςκζημ 

μλφ (JA)  ηαζ ζαθζηοθζηυ μλφ (SA) (Αrasimowicz and Floryszak-Wieczorek, 2007). 

Βνέεδηε πςξ ημ ΝΟ εκενβμπμζεί ηζξ ΜΑΡ ηζκάζεξ ζημκ ηαπκυ ηαζ ζηδκ Α. thaliana. Οζ 

NO-εκενβμπμζδιέκεξ ΜΑΡ ηζκάζεξ ζημκ ηαπκυ ιπμνεί κα εκενβμπμζδεμφκ ηαζ απυ άθθα 

ιυνζα-ζήιαηα υπςξ ημ ζαθζηοηθζηυ μλφ ηαζ ημ Ζ2Ο2 (Kumar and Klessig, 2000). 

Όθεξ μζ παναπάκς εεςνήζεζξ οπμδεζηκφμοκ ηδκ πμθοπθμηυηδηα ηδξ αζμπδιείαξ ημο 

NO. Ζ ζπεηζηή ζδιαζία ημο ηάεε ιδπακζζιμφ ιεηαβςβήξ ιδκοιάηςκ ελανηάηαζ απυ ημ 
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νοειυ παναβςβήξ ημο NO ηαζ ηδκ πανμοζία οπμζηνςιάηςκ ηαζ ακηζδνχκηςκ ζηα 

δζάθμνα μνβακίδζα ημο ηοηηάνμο (Grant and Loake, 2000). 

 

Δηθόλα 1.5. Μμκμπάηζα ιεηάδμζδξ ζήιαημξ δζαιέζμο ημο ΝΟ επαβυιεκα απυ ηα δζάθμνα είδδ 

ηαηαπμκήζεςκ. ΑΒΑ: Αρζζζηυ μλο, cADPR: Κοηθζηή ADP νζαυγδ, CHA: οκεάζδ ημο –Chalcon synthase, 

cGMP: Κοηθζηυ GMP, C2H4: Αζεοθέκζμ, JA: Ηαζιμκζηυ μλφ, MAPK: εκενβμπμζδιέκεξ πνςηεσκζηέξ ηζκάζεξ, 

PAL: Λοάζδ ηδξ αιιςκζαηήξ θαζκοθακακίκδξ, ROS: Δκενβέξ ιμνθέξ μλοβυκμο, RNS: Δκενβέξ ιμνθέξ 

αγχημο, SA: αθζηοθζηυ μλφ (Αrasimowicz and Floryszak-Wieczorek, 2007).  

 

1.7 πλεξγηζηηθή δξάζε RNS θαη ROS 

Ανηεηά δεδμιέκα ζηδνίγμοκ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ηςκ ROS/RNS ζηδ ιεηάδμζδ ζήιαημξ 

ζε ζοκεήηεξ μλεζδςηζηήξ ηαζ κζηνμδςηζηήξ ηαηάζηαζδξ, ζδζαίηενα ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ. διακηζηή ηαζ ηαεμνζζηζηήξ ζδιαζίαξ βζα ημ ηφηηανμ είκαζ δ 
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αθθδθεπζδνάζδ ηςκ RNS ηαζ ROS ζηδ βμκζδζαηή ηαζ πνςηεσκζηή νφειζζδ. Δπζπθέμκ ηα 

RNS/ROS ζοιιεηέπμοκ ζε πανάθθδθεξ/ημζκέξ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ.  

Δίκαζ λεηάεανμ πςξ ηαζ ηα δφμ (NO ηαζ H2O2) επζδνμφκ ζηδ ιεηαβναθή 

ζοβηεηνζιέκςκ βμκζδίςκ. Σμ ΝΟ επάβεζ ηδκ έηθναζδ ηδξ θοάζδξ ηδξ αιιςκζαηήξ 

θαζκοθαθακίκδξ (PAL) ιέζς ημο ακελάνηδημο ιμκμπαηζμφ ημο SA (Durner et al., 1998) 

εκχ δ επαβςβή ημο PAL απυ ημ H2O2 απαζηεί ημ ζαθζηζθζηυ μλφ (Chamnongpol et al., 

1998). Δπμιέκςξ, ηυζμ ημ NO υζμ ηαζ ημ H2O2 πανμοζζάγμοκ ζοιπθδνςιαηζηή δνάζδ 

ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ απμηνίζεςκ άιοκαξ ημο θοημφ (Camp et al.,1998). Σμ ΝΟ 

ανέεδηε κα δνα ζοκενβζζηζηά ιε ηα ROS βζα κα αολήζεζ ημκ ηοηηανζηυ εάκαημ ημο 

λεκζζηή ζε ηφηηανα ζυβζαξ (Delledonne et al., 1998). Έπεζηα απυ έηεεζδ ζηα παεμβυκα, ηα 

θοηά βνήβμνα πανάβμοκ εκενβέξ ιμνθέξ μλοβυκμο υπςξ ημ (O2
-.
 ) ηαζ H2O2 μδδβχκηαξ ζε 

απυηνζζδ οπενεοαζζεδζίαξ (HR) (Wojtaszek, 1997;Alvarez et al., 1998). 

Σα ΝΟ ηαζ ηα ROS πανάβμκηαζ ςξ απυηνζζδ ζε πανυιμζμ ζήια ιε πανυιμζα ηζκδηζηή. 

Σμ ΝΟ ηαζ ημ ROS αθθδθεπζδνμφκ ιε δζάθμνμοξ ηνυπμοξ. Σμ ηφνζμ ζημζπείμ πμο δδθχκεζ 

ηδκ αθθδθεπίδναζδ RΝS/RΟS είκαζ δ  πδιζηή ακηίδναζδ ημο ΝΟ ιε ημ O2
·- 

 ιε ηδκ 

παναβςβή ημο ΟΝΟΟ
- 

(Molassiotis and Fotopoulos, 2011). Πνυζθαηεξ ιεθέηεξ έδεζλακ 

πςξ έκαξ ζδιακηζηυξ ιδπακζζιυξ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ ζηα θοηά είκαζ αοηυξ ημο ΟΝΟΟ
-
 

πμο ζοιιεηέπεζ ζε αζμθμβζηέξ απμηνίζεζξ ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ απμηνίζεςκ άιοκαξ 

έκακηζ ηδξ ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ (Saito et al., 2006, Romero-Puertas et al., 2007). 

Δηηυξ απυ ηδκ παναβςβή ΟΝΟΟ
- 

οπάνπμοκ ηαζ άθθεξ εκενβέξ αθθδθεπζδνάζεζξ 

ακάιεζα ζε ROS/RNS, ηονίςξ ζηδκ πενίπηςζδ NO ηαζ H2O2. Καζ ηα δφμ ιυνζα ζήιαημξ 

είκαζ πανυκηα ζε δζάθμνεξ θοζζμθμβζηέξ δζενβαζίεξ ηαζ δ παναβςβή ημοξ πανμοζίαγεζ 

αθθδθελάνηδζδ οπυ ζοκεήηεξ (Molassiotis and Fotopoulos, 2011).Πνυζθαηα, μζ Zafra et 

al. (2010) απέδεζλακ πςξ ηαζ ηα NO ηαζ ROS πανάβμκηαζ εκενβά ζηα θοηά εθζάξ ιέζς ηδξ 

ακάπηολδξ ηαηά ηδκ άκεδζδ, εκχ μζ Filippou et al. (2011) έδεζλακ ηδκ επαβςβή ηυζμ ημο 

NO υζμ ηαζ ημο H2O2 ζηα θφθθα ηαζ νίγεξ ημο θοημφ Medicago truncatula έπεζηα απυ 

ζοκεήηεξ λδναζίαξ. 

Σμ ΝΟ ιπμνεί επίζδξ κα αθθάλεζ ηζξ δναζηζηυηδηεξ εκγφιςκ πμο επδνεάγμοκ ηα 

επίπεδα ηςκ ROS ηαζ ακηίζηνμθα. Δπμιέκςξ, ιπμνεί κα επζδνάζμοκ εεηζηά ή ανκδηζηά 

ζημ ίδζμ ή ζπεηζγυιεκα ιμκμπάηζα ζήιαημξ, μδδβχκηαξ ζε πζεακέξ ζοκενβζζηζηέξ 

απμηνίζεζξ. 
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Οζ Lum et al. (2002) παναηήνδζακ πςξ ημ ελςβεκέξ H2O2 μδήβδζε ζε επαβςβή ηδξ 

παναβςβήξ ΝΟ ζε θφθθα ημο θοημφ  Phaseolus aureus. Δκδζαθένμκ πνμηάθεζε ημ 

βεβμκυξ πςξ πανειπμδίζηδηε ημ H2O2 -επαβχιεκμ ΝΟ απυ ακαζημθέα ημο ηακαθζμφ 

Ca
2+

.Δπμιέκςξ είκαζ δοκαηυ ηα Ca
2+ 

κα επδνεάγμοκ αοηή  ηδκ επίδναζδ ημο H2O2 (She et 

al., 2004). 

Μεηαβναθζηή ακάθοζδ ιε ηεπκμθμβία ιζηνμζοζημζπζχκ ακαβκχνζζε ηα επίπεδα 

έηθναζδξ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απυηνζζδ ζε μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ ηαεχξ ηαζ 

ηςκ πνςηεσκχκ ημοξ ζηα θοηά (Desikan et al., 2001, Wan and Lui et al., 2008). Απυ ηδκ 

άθθδ ιενζά, μζ ελανηχιεκεξ απυ ημ ΝΟ αθθαβέξ ζηδ βμκζδζαηή έηθναζδ έπμοκ ανεεεί ιε 

ηδ πνήζδ δζάθμνςκ πδιζηχκ-δμηχκ ΝΟ. Σα απμηνζκυιεκα ζημ ΝΟ βμκίδζα νοειίγμοκ 

δζάθμνεξ θεζημονβίεξ υπςξ δ άιοκα ημο θοημφ, μζ απμηνίζεζξ ζηδκ μλεζδςηζηή 

ηαηαπυκδζδ ηαζ δ μνιμκζηή αθθδθεπίδναζδ ζημκ ιεηααμθζζιυ ηαζ ηδκ ακάπηολδ, 

πνμαάθθμκηαξ βζα ημ ΝΟ ημ νυθμ ημο ιμνίμο-ζήιαημξ πμο ειπθέηεηαζ ζηδκ απυηνζζδ ημο 

θοημφ ζηζξ πενζααθθμκηζηέξ ηαηαζηάζεζξ μλείδςζδξ (Huang et al., 2002, Parani et al., 

2004). 

 Ζ αθθδθεπίδναζδ ακάιεζα ζηδκ μλεζδςηζηή ηαζ κζηνμδςηζηή ιεηάδμζδ ζήιαημξ ηαζ ηδ 

βμκζδζαηή έηθναζδ εκζζπφεδηε πεναζηένς απυ ηδκ αθθδθεπζηάθορδ ηδξ ΝΟ- ηαζ Ο3-

επαβυιεκδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ ζηδκ A. thaliana. Αοηή δ ιεθέηδ έδεζλε πςξ δ εθανιμβή 

ιε SNP εκενβμπμίδζε ηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ ζπεηζγυιεκςκ ιε ηδκ άιοκα εκχ ηα SNP-

νοειζγυιεκα βμκίδζα επίζδξ εκενβμπμζμφκηακ επίζδξ ζζπονά απυ ημ Ο3 ιανηονχκηαξ ιζα 

ζδιακηζηή αθθδθεπζηάθορδ ημο ΝΟ
-
 ηαζ Ο3 ιμκμπαηζχκ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ (Molassiotis 

and Fotopoulos, 2011). Δπζπνυζεεηα, ιζα ζφκημιδ πνςηεμιζηή ιεθέηδ ζημ νοειζζηζηυ 

νυθμ ηδξ κζηνμδςηζηήξ ηαζ μλεζδςηζηήξ ηαηαπυκδζδξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ πνμζανιμβήξ 

ηςκ εζπενζδμεζδχκ ζηδκ αθαηυηδηα  απμδεζηκφεζ ηδκ ζζπονή αθθδθεπίδναζδ ακάιεζα ζηζξ 

ΝΟ- ηαζ H2O2- πνςηεΐκεξ απυηνζζδξ ζηα ηαηαπμκδιέκα απυ ηδκ αθαηυηδηα θοηά (Tanou 

et al., 2009). 

Οζ ιεηα-ιεηαθναζηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηα ROS/RNS είκαζ 

νοειζζηέξ ηθεζδζά βζα ημ ιδπακζζιυ κζηνμδςηζηήξ ηαζ μλεζδςηζηήξ ηαηαπυκδζδξ. Ζ 

μιμζμπμθζηή ηνμπμπμίδζδ ηδξ μιάδαξ ΝΟ ζηδκ εκενβή ηοζηείκδ βζα ηδ δδιζμονβία ηδξ S-

κζηνμγμεεζυθδξ (SNO), ιζα δζαδζηαζία βκςζηή ςξ κζηνμζοθίςζδ ηχνα θαίκεηαζ ςξ έκαξ 

επαβυιεκμξ απυ ημ ΝΟ ιδπακζζιυξ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ (Molassiotis and Fotopoulos, 

2011). Δθυζμκ μζ ηοζηείκεξ είκαζ επίζδξ εοαίζεδηεξ ζηδ δνάζδ ηςκ ROS πνμξ δδιζμονβία 
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πνςηεσκζηήξ ηαναμκοθίςζδξ, είκαζ θακενυ πςξ οπάνπεζ ιζα ανκδηζηή αθθδθεπίδναζδ 

ακάιεζα ζηζξ δζαθμνεηζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ ηοζηείκδξ απυ ηα ROS ηαζ RNS. Πεζναιαηζηέξ 

απμδείλεζξ έδεζλακ πςξ δ ελςβεκήξ εθανιμβή ΝΟ ηαζ/ή H2O2 επδνεάγεζ άιεζα ηδκ 

πνςηεσκζηή κζηνμζοθίςζδ ηαζ ηαναμκοθίςζδ πνμηείκμκηαξ έκα θοζζμθμβζηυ νυθμ βζα ηα 

ROS ηαζ RNS ηαζ έκα ζφκδεζιμ ακάιεζα ζηδκ μλεζδςηζηή/κζηνoδςηζηή ιεηάδμζδ 

ζήιαημξ ηαζ ελεζδζηεοιέκεξ πνςηεσκζηέξ ηνμπμπμζήζεζξ (Jasid et al., 2008, Tanou et al., 

2009). 
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2 Τιηθά θαη Μέζνδνη 

2.1 πλζήθεο Αλάπηπμεο ηνπ πεηξακαηηθνύ θπηνύ Medicago 

truncatula 

     Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ημο πεζνάιαημξ πνδζζιμπμζήεδηακ θοηά ιδδζηήξ (Medicago 

truncatula) ημο μζηυηοπμο Jemalong A17. Ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε ιδπακζηυ 

ζηανζθάνζζια ηςκ ζπυνςκ βζα ηδκ απμιάηνοκζδ πζεακχκ πανειπμδζζηχκ ηδξ αθάζηδζδξ 

πμο ανίζημκηαζ ζημ ελςηενζηυ πενίαθδια ημο ζπυνμο. Αημθμφεςξ μζ ζπυνμζ 

ημπμεεηήεδηακ βζα ζηνςιάηςζδ ζε βθαζηνάηζα πμο πενζείπακ ιείβια απυ πχια ηαζ 

πενθίηδ ζε ακαθμβία 3:1, ζημοξ 4
o
C. Μεηά ηδ ζηνςιάηςζδ δ μπμία  δζήνηεζε 4 ιένεξ ηα 

βθαζηνάηζα ημπμεεηήεδηακ ζημ εάθαιμ ακάπηολδξ. ημ εάθαιμ ακάπηολδξ δζαηδνήεδηακ 

ζηαεενέξ μζ ελήξ ζοκεήηεξ: εενιμηναζία  22±1˚C ηδκ διένα ηαζ 16±1
o
C ηδ κφηηα, 

ζπεηζηή οβναζία 60-70%, θςημπενίμδμξ 16/8 χνεξ ηαζ θςημζοκεεηζηά εκενβή 

αηηζκμαμθία 100 ιmol m
-2

 s
-1

. Ζ ακάπηολδ ηςκ θοηχκ έβζκε ηάης απυ ζοκεπή θνμκηίδα 

ενέρδξ ηαζ άνδεοζδξ. Σα θοηά πανέιεκακ ζημ εάθαιμ ιέπνζ κα θηάζμοκ ηα ηαηάθθδθμ 

ακαπηολζαηυ ζηάδζμ βζα ηδκ εηηέθεζδ ημο πεζνάιαημξ, δδθαδή βζα 40 διένεξ (χνζια θοηά) 

ηαζ 65 διένεξ (βδναζιέκα θοηά). 

2.2 Αμηνιόγεζε ησλ δηαθόξσλ κεζόδσλ εθαξκνγήο ηνπ SNP (Sodium 

Nitroprusside) ζην θπηό M. truncatula 

Γζα ηδκ επζθμβή ηδξ απμηεθεζιαηζηυηενδξ ιεευδμο εζζαβςβήξ ημο δυηδ ιμκμλεζδίμο 

ημο αγχημο ζηα θοηά αλζμθμβήεδηακ πέκηε δζαθμνεηζημί ιέεμδμζ. ε ηάεε πενίπηςζδ 

πνδζζιμπμζήεδηε δζάθοια κζηνμπνςζζζημφ καηνίμο ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ 2.5 mM. ηδκ 

πνχηδ ιέεμδμ δ εζζαβςβή ηδξ μοζίαξ πναβιαημπμζήεδηε ζηα οπένβεζα ηιήιαηα οπυ ηεκυ, 

ζηδ δεφηενδ εθανιυζηδηε δζαθοθθζηυξ ρεηαζιυξ ηδξ μοζίαξ ιέπνζ ζδιείμο απμννμήξ, 

ζηδκ ηνίηδ νζγμπυηζζια ιέπνζ ημνεζιμφ, ζηδκ ηέηανηδ ιέεμδμ θφθθα απυ ημ θοηυ 

ημπμεεηήεδηακ ζε δμπεία πμο πενζείπακ ηδκ μοζία ηαζ ζηδκ πέιπηδ πναβιαημπμζήεδηε 

εθανιμβή ιέζς οδνμπμκίαξ. Αημθμφεςξ πναβιαημπμζήεδηακ δφμ δζαθμνεηζηέξ πνμκζηά 

ζοβημιζδέξ ηςκ θφθθςκ βζα ηάεε ιέεμδμ λεπςνζζηά. Ζ πνχηδ ζοβημιζδή 

πναβιαημπμζήεδηε αιέζςξ ιεηά ηδκ εθανιμβή ηδξ μοζίαξ (0 χνεξ) ηαζ δ δεφηενδ 24 χνεξ 

ιεηά ηδκ εθανιμβή ηδξ μοζίαξ. Σα θφθθα ημπμεεηήεδηακ άιεζα ζε οβνυ άγςημ ηαζ 



 25 

αημθμφεςξ απμεδηεφηδηακ ζημοξ -80
o
C βζα ηδκ πεναζηένς πμζμηζημπμίδζδ ημο 

ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο. 

2.3  Φπζηνινγηθέο κεηξήζεηο 

2.3.1 Μέηξεζε ηεο αγσγηκόηεηαο ησλ ζηνκάησλ 

Γζα ηδκ ιέηνδζδ ηδξ αβςβζιυηδηαξ ηςκ ζημιάηςκ πνδζζιμπμζήεδηε πμνυιεηνμ (ΓΣ-

Porometer AP4 Delta-T Devices – Cambridge). Όθεξ μζ ιεηνήζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ 

ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. 

2.3.2 Μέηξεζε ηνπ θζνξηζκνύ ηνπ θσηνζπζηήκαηνο ΗΗ 

Ζ έκηαζδ ημο θεμνζζιμφ ηςκ πθςνμθοθθχκ (εκδεζηηζηή ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ημο 

θςημζοζηήιαημξ ΗΗ (Fv/Fm) ιεηνήεδηε ιε ηδ πνήζδ θεμνζζιυιεηνμο OS-30p (Opti 

Sciences, U.S.A.), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. 

 

2.4 Ηζηνρεκηθέο αλαιύζεηο 

2.4.1 Ηζηνρεκηθή αλίρλεπζε ηνπ ππεξνμεηδίνπ ηνπ πδξνγόλνπ (H2O2) ζηα 

θύιια 

Ζ ζζημπδιζηή ακίπκεοζδ ημο οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο 

ακηζδναζηδνίμο DAΒ (3-Diaminobenzidine) - HCl (pH 3.8) (1 mg ml
-1

).  Φφθθα απυ ηάεε 

ιεηαπείνζζδ ημπμεεηήεδηακ ζε δμπεία πμο πενζείπακ ακηζδναζηήνζμ ηαζ αθέεδηακ ζημ 

ζημηάδζ βζα 8-10 χνεξ.  

Καηά ημ δζάζηδια αοηυ ημ DAΒ  ακηζδνά ιε ημ παναβυιεκμ H2Ο2 ημο θοηζημφ ζζημφ 

ηαζ ειθακίγμκηαζ ηαθέ πνςιαηζηέξ ηδθίδεξ ζημ θφθθμ ςξ έκδεζλδ πανμοζίαξ ημο H2O2. 

Γζα ημκ απμπνςιαηζζιυ ηςκ θφθθςκ πνδζζιμπμζήεδηε αζεακυθδ (95% v/v). Σα θφθθα 

πανέιεζκακ ζηδκ αζεακυθδ ιέπνζ ημκ ηεθζηυ απμπνςιαηζζιυ ημοξ. 
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2.4.2 Ηζηνρεκηθή αλίρλεπζε ηεο ππεξνμείδσζεο ησλ ιηπηδίσλ ησλ 

κεκβξαλώλ  

Ζ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ ελεηάζηδηε ζζημπδιζηά ιε ηδ πνήζδ ημο 

ακηζδναζηδνίμο Schiff υπςξ πενζβνάθεηαζ απυ ημοξ Pompella et al (1987). Σμ 

ακηζδναζηήνζμ Schiff ακζπκεφεζ ηζξ αθδεΰδεξ πμο πανάβμκηαζ ςξ απμηέθεζια ηδξ 

οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ. Γζζηία θφθθςκ απυ υθεξ ηζξ ιεηαπεζνίζεζξ ημπμεεηήεδηακ 

ζημ ακηζδναζηήνζμ Schiff ζε εενιμηναζία δςιαηίμο βζα 20 θεπηά. Αημθμφεςξ ηα δζζηία 

ιεηαθένεδηακ ζε ηαηάθθδθμ δζάθοια (0.5% [w/v] K2S2O5 ζε 0.05 M HCl) βζα λέπθοια 

ηαζ πανέιεζκακ ζημ δζάθοια ιέπνζ ημ πνςιαηζζιυ ημοξ. (Pompella et al 1987). 

2.5 Βηνρεκηθέο αλαιύζεηο 

2.5.1 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ρισξνθύιιεο α, ρισξνθύιιεο β, 

θαξνηελνεηδώλ θαη αλζνθπαλίλεο 

Ο πνμζδζμνζζιυξ ηςκ πνςζηζηχκ έβζκε ιεηά απυ εηπφθζζδ ημο θοηζημφ ζζημφ ιε ηδ 

πνήζδ ημο δζαθφηδ  DMSO. Γζα ηάεε εηπφθζζδ, 5 δζζηία θοηζημφ οθζημφ ημπμεεηήεδηακ 

ζε 5 ml DMSO ηαζ αθέεδηακ ζε οδαηυθμοηνμ εενιμηναζίαξ 60
μ
C βζα 30 θεπηά.  

Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ εηπφθζζδξ πναβιαημπμζήεδηε δ θαζιαημθςημιεηνζηή ακάθοζδ ιε 

ιέηνδζδ ηδξ απμννυθδζδξ ζηα ελήξ ιήηδ ηφιαημξ: 661nm, 643nm, 470nm, 534nm. Γζα 

ιδδεκζζιυ ημο θαζιαημθςηυιεηνμο πνδζζιμπμζήεδηε μ δζαθφηδξ DMSO. Ο οπμθμβζζιυξ 

ηςκ πμζμηήηςκ ηςκ πνςζηζηχκ ζε gr L
-1

, έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηςκ αηυθμοεςκ ελζζχζεςκ 

(Richardson et al., 2002): 

Αλζνθπαλίλε = 0,082*A534-0,00687*A643-0,002423*A661  

Υισξνθύιιε β = 0,02255*Α643-0,00439*Α534-0,004488*Α661 

Υισξνθύιιε α = 0,01261*Α661-0,001023*Α534-0,0022*Α643 

Καξνηελνεηδή = [Α470-17,1*(Υιξσξνθύιιε α + Υισξνθύιιε β) – 9,479*            

                      Αλζνθπαλίλε]/119,26 
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2.5.2 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπ κνλνμεηδίνπ ηνπ αδώηνπ 

Ο πνμζδζμνζζιυξ ηδξ πενζεηηζηυηδηαξ ηςκ θοηζηχκ ηοηηάνςκ ζε ιμκμλείδζμ ημο 

αγχημο ζηδνίγεηαζ ζηδκ ακηίδναζδ δζαγχηςζδξ ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο Griess 

(Griess, 1879). Σμ ακηζδναζηήνζμ Griess απμηεθείηαζ απυ ηζξ πδιζηέξ εκχζεζξ, 

ζμοθθακζθαιίδζμ(sulfanilamide) ηαζ Ν-1-καθεοθαζεοθεκμδζαιίκδ (N-1-

napthylethylenediamine dihydrochloride - NED) ηάης απυ υλζκεξ ζοκεήηεξ.  

Γζα ηδκ παναζηεοή ημο δζαθφιαημξ Griess πνδζζιμπμζήεδηακ 0,2% (w/v) Ν-1-

καθεοθαζεοθεκζμδζαιίκδ ηαζ 2% (w/v) ζμοθθακζθαιζδίμο δζαθοιέκμ ζε 5% (v/v) 

θςζθμνζηυ μλφ. Ζ ιέεμδμξ αοηή ζηδνίγεηαζ ζηδ δοκαηυηδηα ημο ζμοθθακζθαιζδίμο κα 

ακηζδνά ανπζηά ιε ημ NO2
- 
(ιζα ζηαεενή έκςζδ ζηδκ μπμία ιεηαηνέπεηαζ ημ NO) ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα, δ ακηίδναζδ ιε ηδκ Ν-1-καθεοθαζεφθεκμδζαιίκδ  κα πανάβεζ πνςιμβυκμ έκςζδ 

πμο ιπμνεί κα θαζιαθςημιεηνδεεί ζηα 540nm (εζηυκα 2.1) . 

 Δηθόλα 2.1. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ακηίδναζδξ ηαηά Griess 

Ζ πεζναιαηζηή δζαδζηαζία πμζμηζημπμίδζδξ ημο ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο πενζβνάθεηαζ 

ακαθοηζηά παναηάης ηαζ απμηεθείηαζ απυ δομ ζηάδζα:  

ημ πνχημ ζηάδζμ πναβιαημπμζήεδηε δ εηπφθζζδ ιε ηδ πνήζδ ηαηάθθδθμο δζαθφιαημξ  

πμο απμηεθείηαζ απυ 4% (w/v) μλζημφ ρεοδανβφνμο ζε 50 mM μλζημφ μλέμξ (pH 3.6). ηδ 

δζαδζηαζία ηδξ εηπφθζζδξ ανπζηά μιμβεκμπμζήεδηακ 0,01gr ημκζμνημπμζδιέκμο θοηζημφ 

 

μοθθακζθαιίδζμ 

Ν-1-καθεοθαζεοθεκμδζαιίκδ 

Υνςιμβυκμξ έκςζδ 

Νζηνχδεξ ακζυκ 
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οθζημφ ζε 1ml ημο παναπάκς δζαθφιαημξ ιε ηδ πνήζδ βμοδζμφ ηαζ βμοδμπενζμφ. Ζ 

δζαδζηαζία πναβιαημπμζήεδηε ζημ πάβμ. Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 10000 x g βζα 

15 θεπηά. Σμ οπενηείιεκμ ιεηαθένεδηε ζε ηαεανυ ζςθήκα. ηδ ίγδια πμο πανέιεζκε ζηδ 

αάζδ ημο ανπζημφ ζςθήκα πνμζηέεδηε 0,5 ml δζαθφιαημξ εηπφθζζδξ ηαζ επακαθήθεδηε δ 

θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 10000 x g βζα 15 θεπηά. Μεηά ημ ηέθμξ ηδξ δεφηενδξ θοβμηέκηνδζδξ 

έβζκε δ ακάιεζλδ ημκ δομ οπενηεζιέκςκ. ηδ ζοκέπεζα βζα ηδκ απμιάηνοκζδ ημο πνάζζκμο 

πνχιαημξ απυ ημ οπενηείιεκμ (πμο μθείθεηαζ ζηδ πνςζηζηή πθςνμθφθθδ) πνμζηέεδηακ 

δφμ ημοηαθζέξ εκενβμφ άκεναηα ηαζ αημθμφεδζε έκημκδ ακάδεοζδ ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 

15000 x g βζα 15 θεπηά βζα πθήνδ απμπνςιαηζζιχκ ηςκ οπενηεζιέκςκ. Ο 

απμπνςιαηζζιυξ ημο δζαθφιαημξ είκαζ απαναίηδημξ βζαηί ιπμνεί κα πανειπμδίζεζ ηδ 

δζαδζηαζία ηδξ θαζιαημθςημιέηνδζδξ πμο εα αημθμοεήζεζ, θυβς ηδξ απμννυθδζδξ ηδξ 

πνςζηζηήξ ζε πανυιμζμ ιήημξ ηφιαημξ.       

ημ δεφηενμ ζηάδζμ ηδξ δζαδζηαζίαξ, πνμζηέεδηε 1ml ακηζδναζηδνίμο Griess ζε ηάεε 

1ml οπενηεζιέκμο ηαζ δ ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο. Αημθμφεδζε ιέηνδζδ ηδξ απμννυθδζδξ ηςκ δεζβιάηςκ ζηα 540nm. Χξ ηοθθυ 

δζάθοια πνδζζιμπμζήεδηε 1 ml ακηζδναζηδνίμο Griess ζε 1 ml δζαθφιαημξ εηπφθζζδξ. 

Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο NO ζηα άβκςζηα δείβιαηα εηηζιήεδηε ιε ηδ πνήζδ πνυηοπδξ 

ηαιπφθδξ ακαθμνάξ ιε εφνμξ βκςζηήξ ζοβηέκηνςζδξ NaNO2. Σα απμηεθέζιαηα 

εηθνάζεδηακ ςξ nmole NO g
-1

 FW (Kumar et al., 2008; Zhou et al., 2005, Tewari et al., 

2008, Vitecek et al., 2008). 

2.5.3 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπ ππεξνμεηδίνπ ηνπ πδξνγόλνπ (H2O2) 

Γζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ημο H2Ο2 πνδζζιμπμζήεδηακ ηα αηυθμοεα ακηζδναζηήνζα: 

ηνζπθςνζηυ μλφ 0,1% w/v (ΣCA), 10 mM νοειζζηζηυ δζάθοια θςζθμνζηχκ (pH 7.0) ηαζ 

1M ζςδζμφπμ ηάθζμ (KΗ). Ζ εεςνία αοηήξ ηδξ ιεευδμο ζηδνίγεηαζ ζηδκ μλεζδμακαβςβζηή 

ακηίδναζδ πμο πναβιαημπμζείηαζ ιεηαλφ ημο H2Ο2 ηαζ ημ KI.   

Ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε δ  εηπφθζζδ ηςκ δεζβιάηςκ ιε ηδ πνήζδ TCA. Γζα ηάεε 

δείβια γοβίζηδηε πμζυηδηα θοηζημφ οθζημφ 20-50mg ζηα μπμία πνμζηέεδηε TCA (0,5ml 

TCA/10mg θοηζημφ ζζημφ). Σα δείβιαηα μιμβεκμπμζήεδηακ ιε ηδ πνήζδ πμνζεθάκζκμο 

βμοδζμφ ηαζ βμοδμπενζμφ. Ζ δζαδζηαζία ηδξ εηπφθζζδξ πναβιαημπμζήεδηε ζημ πάβμ. Μεηά 

ηδκ μιμβεκμπμίδζδ αημθμφεδζε έκημκδ ακάδεοζδ ηςκ δεζβιάηςκ. Αημθμφεςξ ηα 



 29 

δείβιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 15000 x g βζα 15 θεπηά ζημοξ 4
μ
C.  Απυ ηάεε 

οπενηείιεκμ θήθεδηε 0,5 ml ηαζ ημπμεεηήεδηε ζε ηαεανυ ζςθήκα. 

Ζ πνςιαηζηή ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδκ δζαδμπζηή πνμζεήηδ ηςκ 

ακηζδναζηδνίςκ ηαζ ημο οπενηεζιέκμο. Ζ ζεζνά πνμζεήηδξ ηςκ ακηζδναζηδνίςκ έβζκε ςξ 

ελήξ: 0,5 ml νοειζζηζηυ δζάθοια θςζθμνζηχκ, 0,5 ml  οπενηείιεκμο ηαζ ζημ ηέθμξ 1 ml 

KI. Με ηδ πνμζεήηδ ημο KI πναβιαημπμζήεδηε δ ακηίδναζδ δ μπμία δζήνηδζε έκα θεπηυ. 

Αημθμφεδζε ιέηνδζδ ηδξ απμννυθδζδξ ηςκ δεζβιάηςκ ζηα 390nm. Χξ ηοθθυ 

πνδζζιμπμζήεδηε δζάθοια πμο πενζείπε 0,5ml TCA, 0,5ml νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ 

θςζθμνζηχκ ηαζ 1ml  KI . 

Ζ πμζμηζημπμίδζδ ημο H2O2 ζηα αζμθμβζηά δείβιαηα έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηδξ πνυηοπδξ 

ηαιπφθδξ ακαθμνάξ πμο πναβιαημπμζήεδηε ιε βκςζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ H2O2. Σα 

απμηεθέζιαηα εηθνάζηδηακ ςξ ιmole H2O2 gr 
-1

 FW  (Loreto and Velikova (2001); 

Baptista et al., 2001). 

2.5.4 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο ππεξνμείδσζεο ησλ ιηπηδίσλ ησλ 

κεκβξαλώλ  

Γζα ημ πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ 

πνδζζιμπμζήεδηακ 0,1% w/v TCA ςξ δζαθφηδξ εηπφθζζδξ ηαζ  0,5% 2-εείμ ααναοημονζηυ 

μλφ (ΣΒΑ) δζαθοημπμζδιέκμ ζε 20% TCA. Ζ ιέεμδμξ αοηή ζηδνίγεηαζ ζηδ πνςιμβυκμ 

ακηίδναζδ ημο TBA ιε ημ MDA (malondialdehyde). Σμ MDA απμηεθεί έκα δεοηενμβεκέξ 

πνμσυκ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ θςζθμθζπζδίςκ. Με ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ημο MDA 

ιπμνμφιε κα πνμζδζμνίζμοιε ηδκ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ. Πζμ ηάης 

πενζβνάθεηαζ ζπδιαηζηά δ παναβςβή ημο MDA ιεηά απυ οπενμλείδςζδ ημο 

πμθοαηυνεζημο θζπανμφ μλέμξ (εζηυκα 2.2) ηαζ δ ακηίδναζδ ημο MDA ιε ημ ΣΒΑ (εζηυκα 

2.3). 

Όζμκ αθμνά ηδ δζαδζηαζία ηδξ πμζμηζημπμίδζδξ, ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε δ 

εηπφθζζδ ηςκ δεζβιάηςκ ηαηά ηα βκςζηά ιε ακαθμβία αάνμξ ζζημφ:υβημ TCA 1:3. Μεηά 

ηδκ μιμβεκμπμίδζδ ηα δείβιαηα θοβμηεκηνήεδηακ βζα 10 θεπηά ζηζξ 15000 x g ζημοξ 4
o
C 

ηαζ αημθμφεςξ ζε ηάεε 0,5 ml οπενηείιεκμο πνμζηέεδηε 1,5 ml δζαθφιαημξ 0,5% (w/v) 

ΣΒΑ. Αημθμφεδζε επχαζδ βζα 25 θεπηά ζημοξ 95
o
C ηαζ δ ακηίδναζδ ηενιαηίζηδηε ιε ηδκ 
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ημπμεέηδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζημ πάβμ. Σα δείβιαηα θαζιαημθςημιεηνήεδηακ ζηα 532nm 

ηαζ 600nm. 

Γζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο MDA ζημ δείβια μζ ηζιέξ ηδξ μπηζηήξ 

ποηκυηδηαξ ζηα 600nm αθαζνέεδηακ απυ ηζξ ηζιέξ ημο ζοιπθυημο MDA-TBA ζηα 

532nm. Αημθμφεςξ   πνδζζιμπμζήεδηε μ ηφπμξ ημο Lambert-Beer (A=εlc) ιε ιμνζαηυ 

ζοκηεθεζηή απυζαεζδξ εΜ=155mM
-1

cm
-1

. Σα απμηεθέζιαηα εηθνάζηδηακ ςξ ιmole 

MDA g
-1

 FW (Health and Packer, 1968).   

Δηθόλα 2.2. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ παναβςβήξ MDA 

Δηθόλα 2.3. Γζαβναιιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ ακηίδναζδ ιεηαλφ MDA ηαζ TBA βζα ηδ 

δδιζμονβία ημο πνςιμβυκμο ζοιπθυημο MDA-2TBA. 

Πμθοαηυνεζημ θζπανυ μλφ  

 Λζπανυ μλφ ιε εθεφεενδ νίγα   

 MDA  

 Τπενμλείδςζδ θζπανμφ μλέμξ  

Λζπανυ μλφ ιε εθεφεενδ οπενμλεζδζηή  νίγα  
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2.5.5 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο πξνιίλεο 

O πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ πνμθίκδξ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο 

ακηζδναζηδνίμο ηδξ υλζκδξ κζκοδνίκδξ (acid-ninhydrin). Ζ παναζηεοή ημο ακηζδναζηδνίμο 

ηδξ υλζκδξ κζκοδνίκδξ έβζκε ιε ηδ ζοκεπή εένιακζδ ηαζ ακάδεοζδ 1,25gr κζκοδνίκδξ ζε 

30ml μλζημφ μλέμξ (glacial acetic acid) ηαζ 20ml 6M θςζθμνζημφ μλέμξ (phosphoric acid) 

ιέπνζ ηδκ πθήνδ δζαθοημπμίδζή ηδξ. Ζ υλζκδ κζκοδνίκδ έπεζ ηδκ ζηακυηδηα κα δδιζμονβεί 

πνςιμβυκμ ζφιπθμημ ιε ηδκ πνμθίκδ (εζηυκα 4).  Γζα ηδκ εηπφθζζδ ημο θοηζημφ ζζημφ 

πνδζζιμπμζήεδηε 3% (w/v) ζμοθθμζαθζηζθζηυ μλφ (aqueous sulfosalicylic acid). Ζ πνήζδ 

ημο ζμοθθμζαθζηζθζημφ μλέμξ ςξ δζαθφηδ εηπφθζζδξ είπε ςξ ζημπυ ηδκ ηαηαηνήικζζδ ηςκ 

πνςηεσκχκ βζα ηδκ απμθοβή ηδξ πμζμηζημπμίδζδξ ημοξ ιαγί ιε ηδκ εθεφεενδ ιμνθή 

πνμθίκδξ. 

Ζ δζαδζηαζία πμζμηζημπμίδζδξ ηδξ πνμθίκδξ άνπζζε ιε ηδκ μιμβεκμπμζήζδ 0.01gr 

θοηζημφ ζζημφ ζε 0,5ml 3% (w/v) ζμοθθμζαθζηζθζηυ μλφ. Ζ μιμβεκμπμίδζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ζε πάβμ ιε ηδ πνήζδ βμοδζμφ ηαζ βμοδμπενζμφ. Αημθμφεςξ ηα 

δείβιαηα θοβμηεκηνήεδηακ ζηζξ 12000 x g βζα 10 θεπηά ιε ζημπυ κα απμιαηνοκεμφκ  ηα 

αδζάθοηα ζοζηαηζηά ηδξ εηπφθζζδξ.  

Γζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ακηίδναζδξ πνμζηέεδηε ζε 1 ml ημο οπενηεζιέκμο, 1 ml 

μλζημφ μλέμξ ηαζ 1 ml υλζκδξ κζκοδνίκδξ ηαζ αημθμφεδζε επχαζδ ζημοξ 100
o
C βζα 1 χνα. 

Ζ ακηίδναζδ ηενιαηίζηδηε ιε ηδκ ημπμεέηδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζημκ πάβμ. Αημθμφεςξ 

πνμζηέεδηακ 2 ml ημθμουθζμο οπυ έκημκδ ακάδεοζδ βζα ηδκ ηαθφηενδ εηπφθζζδ ζηδκ 

μνβακζηή θάζδ ημο ζοιπθυημο πνμθίκδξ-κζκοδνίκδξ. Με ηδκ πνμζεήηδ ημο ημθμουθζμο 

ςξ μνβακζηυξ δζαθφηδξ, ημ πνςιμβυκμ ζφιπμθμημ πνμθίκδξ–κζκοδνίκδξ ιεηαθένεδηε ζημ 

οπενηείιεκμ ηιήια ημο ζςθήκα έηζζ απμιαηνφκεδηακ ηοπυκ παναπνμσυκηα ή εκδζάιεζα 

πνμσυκηα ηδξ ακηίδναζδξ. Οζ δομ θάζεζξ δζαπςνίζηδηακ βζα 30 θεπηά ζε εενιμηναζία 

δςιαηίμο ηαζ 1 ml ηδξ μνβακζηήξ ζημζαάδαξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδ ιέηνδζδ ηδξ μπηζηήξ 

ποηκυηδηαξ ημο δείβιαημξ ζηα 520nm ιε ηδ πνήζδ θαζιαημθςηυιεηνμο. Χξ ηοθθυ δείβια 

πνδζζιμπμζήεδηε ημθμουθζμ.   

Ο οπμθμβζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηδξ πνμθίκδξ ζηα αζμθμβζηά δείβιαηα έβζκε ιε ηδ 

πνήζδ πνυηοπδξ ηαιπφθδξ ακαθμνάξ ιε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ DL-πνμθίκδξ. Σα 

απμηεθέζιαηα εηθνάζηδηακ ςξ ιmol gr
-1

 FW (Bates et al., 1973; Hamid et al., 2003). 
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Δηθόλα 2.4. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ 

δδιζμονβίαξ ημο πνςιμβυκμο ζοιπθυημο 

κζκοδνίκδξ – αιζκμλέμξ. 

2.5.6 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ησλ πνιπακηλώλ κε αληίδξαζε 

βελδπιίσζεο 

Γζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηςκ εθεφεενςκ πμθοαιζκχκ ζηα αζμθμβζηά δείβιαηα 

πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ αεκγοθίςζδξ. Ανπζηά μ θοηζηυξ ζζηυξ εηποθίζηδηε ιε ηδ 

πνήζδ παβςιέκμο 5% (v/v) HClO4 (Perchloric acid) ιε ακαθμβία 0,1gr θοηζημφ 

ζζημφ:1,5ml HClO4 ηαηά ηα βκςζηά. Μεηά ηδκ εηπφθζζδ ηo μιμβεκμπμίδια επςάζηδηε 

ζημοξ 4
o
C βζα 1 χνα ηαζ αημθμφεςξ θοβμηεκηνήεδηε βζα 40 θεπηά ζηζξ 15000 x g. Σμ 

οπενηείιεκμ πμο πνμέηορε ηαζ πενζέπεζ ηζξ εθεφεενεξ πμθοαιίκεξ ιεηαθένεδηε ζε ηαεανυ 

ζςθήκα.  ηδ ζοκέπεζα πναβιαημπμζήεδηε δ ακηίδναζδ αεκγοθίςζδξ υπμο μζ εθεφεενεξ 

πμθοαιίκεξ ακηζδνμφκ ιε ημ αεκγοθμπθςνίδζμ ιέζς ηδξ οπμηαηάζηαζδ ημο -Cl απυ ηδκ –

NH2 μιάδα ηςκ πμθοαιζκχκ (εζηυκα 2.5). Ζ ακηίδναζδ ανπίγεζ ιε ηδκ ακάιζλδ 1ml 2N 

NaOH ηαζ 500ιl οπενηεζιέκμο. Αημθμφεςξ πνμζηέεδηακ 10ιl αεκγοθμπθςνζδίμο ηαζ 

εθανιυζηδηε έκημκδ ακάδεοζδ βζα 30-60 δεοηενυθεπηα ιέπνζ πθήνμοξ ακάιζλδξ ηςκ 

ζοζηαηζηχκ. Σα δείβιαηα επςάζηδηακ οπυ ζοκεπή ακαηίκδζδ ζε εενιμηναζία δςιαηίμο 

βζα 20 θεπηά. Γζα ημκ ηενιαηζζιυ ηδξ ακηίδναζδξ πνμζηέεδηακ 2 ml οπενημνεζιέκμο 

NaCl οπυ ακάδεοζδ βζα 30 δεοηενυθεπηα. ηδ ζοκέπεζα πνμζηέεδηε ζημ ηάεε δείβια 2 ml 

δζαζεοθαζεένα (diethyl ether) βζα κα πάνμοιε ζηδκ οπενηείιεκδ θάζδ ηζξ αεκγοθζςιέκεξ 

πμθοαιίκεξ.  Γζα ημκ ηαθφηενμ δζαπςνζζιυ ηςκ δφμ θάζεςκ ιεηά ηδκ εηπφθζζδ, ημ 

οπενηείιεκμ επςάζηδηε βζα 1 χνα ζημοξ -20
μ
C. Αημθμφεςξ 1 ml απυ ηδ οπενηείιεκδ 

θάζδ ιεηαθένεδηε ζε ηαεανυ ζςθήκα μ μπμίμξ ημπμεεηήεδηε ζημοξ 50-60
o 

C ιε ζημπυ 

ηδκ ελάηιζζδ ηαζ απμιάηνοκζδ ημο δζαζεοθαζεένα. Μεηά ηδκ απμιάηνοκζδ ημο μνβακζημφ 

δζαθφηδ, αημθμφεδζε επακαδζαθοημπμίδζδ ζε 200ιl ιεεακυθδξ ηαζ ηα αεκγοθζςιέκα 
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δείβιαηα απμεδηεφηδηακ ζημοξ -20
μ
C ιέπνζ κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ημκ δζαπςνζζιυ ημοξ 

(Kotsabasis et al., 1993; Flores and Gaslston, 1981). 

Ζ ίδζα δζαδζηαζία εθανιυζηδηε ηαζ ζηα πνυηοπα δζαθφιαηα πμθοαιζκχκ, πμοηνεζηζκήξ 

(put), ζπενιζδίκδξ (spd), ζπενιίκδξ (spm) ζοβηεηνζιέκςκ ζοβηεκηνχζεςκ βζα ηδ 

δδιζμονβία ηδξ πνυηοπδξ ηαιπφθδξ ακαθμνάξ.  

  

Δηθόλα 2.5. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ αεκγοθίςζδξ πμθοαιζκχκ 

2.5.7 Αλάιπζε πνιπακηλώλ κε ηε ρξήζε ηεο πγξήο ρξσκαηνγξαθίαο 

πςειήο πίεζεο (HPLC)  

Σα αεκγοθζςιέκα πανάβςβα ηςκ πμθοαιζκχκ δζαπςνίζηδηακ ηαζ ακαθφεδηακ 

πεναζηένς ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ οβνήξ πνςιαημβναθίαξ ορδθήξ πίεζδξ (HPLC) (Waters series 

HPLC, Milford MA) (Kotzabasis et al. 1993). 20 ιl απυ ηάεε δείβια εζζήπεδηακ εκέζζια 

ζηδ ζηήθδ ακάζηνμθδξ θάζδξ C18 (25 cm x 2,1 mm, 5 ιm, Supelco Analytical, USA) 

ηάης απυ ζηαεενή εενιμηναζία δςιαηίμο. Σα δείβιαηα εηθμφζηδηακ απυ ηδ ζηήθδ ιέζς 

δζαααειζζιέκδξ έηθμοζδξ ιε ημ ζφζηδια δζαθοηχκ θμνιζηυ μλφ ζε κενυ (δζαθφηδξ Α) ηαζ 

ιεεακυθδ (δζαθφηδξ Β) ζφιθςκα ιε ημ παναηάης πνυβναιια: 

Πίλαθαο 2-1. Πνυβναιια HPLC 

  Υξόλνο (ιεπηά) Ρνή (ml) Νεξό ( %) Μεζαλόιε (%) 

1 0 0.2 45 55 

2 23 0.2 16 84 

3 26 0.2 16 84 

4 30 0.2 45 55 

Πνπηξεζθίλε 

Βελδπιησκέλε 

πνπηξεζθίλε 

Βελδπινρισξίδην 

Βελδπινρισξίδην πεξκηδίλε 

Βελδπιησκέλε  

ζπεξκηδίλε  

ζπεξκηδίλε 

Βελδπιησκέλε  

ζπεξκηδίλε  

ζπεξκηδίλε 
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Ζ ηαπφηδηα νμήξ ηδξ έηθμοζδξ πμο επζθέβδηε βζα ημ ζοβηεηνζιέκμ ζφζηδια είκαζ 0,2 

ml/min. Οζ ημνοθέξ ηςκ αεκγοθζςιέκςκ παναβχβςκ ηαοημπμζήεδηακ ιε ηδ πνήζδ ημο 

ακζπκεοηή οπενζχδμοξ θςηυξ ζηα 254 nm.  Πνυηοπα δζαθφιαηα ηαζ ηςκ 3 πμθοαιζκχκ 

(put, spd ηαζ spm) παναζηεοάζηδηακ ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ βζα ηδκ ηαηαζηεοή ηςκ 

πνυηοπςκ ηαιπφθςκ ακαθμνάξ. Ζ ζοθθμβή ηςκ δεδμιέκςκ ηαζ δ ακάθοζδ βζα ημκ 

οπμθμβζζιυ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ζε ηάεε δείβια έβζκε ιε ημ θμβζζιζηυ «Empower 

software». Σα απμηεθέζιαηα εηθνάζηδηακ ςξ nmol gr
-1

 FW. 

2.6 Δλδπκηθέο δνθηκέο 

2.6.1 Αληίδξαζε Bradford γηα πνζνηηθνπνίεζε ησλ πξσηετλώλ 

Ζ ιέεμδμξ αοηή ζηδνίγεηαζ ζηδκ αθθαβή ημο πνχιαημξ ημο ακηζδναζηδνίμο Coomassie 

Brilliant Blue G-250 ηαηά ηδ δέζιεοζδ ημο ιμνίμο ιε πνςηεΐκεξ ζε αναζά υλζκα 

δζαθφιαηα ιε απμηέθεζια ηδ ιεηαηυπζζδ ημο ιεβίζημο απμννυθδζδξ ηδξ πνςζηζηήξ απυ 

ηα 465nm ζηα 595nm. ηδ δζαδζηαζία αοηή πνδζζιμπμζήεδηε ημ ακηζδναζηήνζμ Bradford, 

δ παναζηεοή ημο μπμίμο έβζκε ςξ ελήξ: δζαθοημπμζήεδηακ 0,2 g Coommassie Brilliant 

Blue G-250 ζε 200 ml H3PO4 85% v/v. Σμ δζάθοια αθμφ αθέεδηε οπυ ακάδεοζδ βζα 12-

16 χνεξ αναζχεδηε ιε H2O ιέπνζ ηεθζημφ υβημο 1L. Μεηά ηδ δζήεδζδ ημο 

ακηζδναζηδνίμο, απμεδηεφηδηε ζε εενιμηναζία δςιαηίμο, πνμζηαηεοιέκμ απυ ημ θςξ. 

(Bradford, 1976; Bearden, 1978) 

 Γζα ηδκ πμζμηζημπμίδζδ ηδξ μθζηήξ πνςηεΐκδξ ζηα αζμθμβζηά δείβιαηα πνμζηέεδηακ 2 

ml απεζηαβιέκμ κενυ, ημ εκγοιζηυ παναζηεφαζια ηαζ άθθα 2 ml ακηζδναζηδνίμο 

Bradford (Bradford, 1976). Μεηά απυ ακαηίκδζδ ιεηνήεδηε δ απμννυθδζδ ζηα 595 nm. 

Ο οπμθμβζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ηςκ πνςηεσκχκ έβζκε ιε αάζδ ηδκ πνυηοπδ ηαιπφθδ 

ακαθμνάξ, βζα ηδκ ηαηαζηεοή ηδξ μπμίαξ πνδζζιμπμζήεδηε αθαμοιίκδ απυ μνυ αμδζμφ. 

2.6.2 Μέηξεζε ηεο ελδπκηθήο δξαζηηθόηεηαο ηεο απνθαξβνμπιάζεο ηεο 

αξγηλίλεο (ADC) θαη ηεο απνθαξβνμπιάζεο ηεο νξληζίλεο (ODC) 

Ζ δναζηζηυηδηα ηςκ εκγφιςκ ODC ηαζ ADC ζηα θφθθα πνμζδζμνίζηδηε  ιε ηδ πνήζδ 

ηςκ ναδζεκενβχκ αιζκμλέςκ [
14

C]-μνκζείκδ ηαζ [
14

C]-ανβζκίκδ ακηίζημζπα. Ανπζηά 

πναβιαημπμζήεδηε δ μιμβεκμπμίδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ιε ηδ πνήζδ νοειζζηζημφ δζαθφιαημξ 

(0.1gr θοηζημφ ζζημφ/1ml δζαθφιαημξ). Σμ νοειζζηζηυ δζάθοια πενζείπε 25 mM Σris-HCl 
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pH 8.2, 20 mM EDTA, 100 ιM 5΄-θςζθμνζηή πονζδμλάθδ (PLP), 1 mM δζεεζμενεσηυθδ 

(DTT). Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ηςκ δεζβιάηςκ ζηζξ 15000 x g βζα 20 θεπηά.  

Σμ οπενηείιεκμ ηιήια πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ οπμθμβζζιυ ηδξ  εκγοιζηήξ 

δναζηζηυηδηαξ ηδξ ADC. Ακηίεεηα ημ ίγδια επακαζςνήεδηε ζε 1ml νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ ηαζ αημθμφεςξ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ημκ έθεβπμ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ ODC. 

Ζ ακηίδναζδ εθέβπμο ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ δομ έκγοιςκ πναβιαημπμζήεδηε ςξ ελήξ: ζε 

ηαηάθθδθμοξ ζςθήκεξ πμθοζηονεκίμο (ζςθήκεξ RIA) πνμζηέεδηακ 35 ιl νοειζζηζημφ 

δζαθφιαημξ , 10 ιl θοηζημφ εηποθίζιαημξ (οπενηείιεκμ-ADC, ίγδια-ODC) ηαζ 5 ιl (35 

ιCi/ml) ηδξ ναδζεκενβήξ DL-[
14

C-Ονκζείκδξ] (56 mCi/mmol, Moravek Biochemicals Inc. 

Brea, CA) ή ηδξ DL-[
14

C-ανβζκίκδξ] (50 mCi/mmol, Moravek Biochemicals Inc. Brea, 

CA) ακηίζημζπα. Οζ ζςθήκεξ έηθεζζακ ιε έκα πχια ιέζα απυ ηα μπμίμ εζζήπεδηε ιζα 

αεθυκα πμο πενζέπεζ έκα θίθηνμ δζαπμηζζιέκμ ιε 20 ιl 4N KOH. Αοηυ βίκεηαζ βζαηί ηo 

KOH είκαζ δ μοζία δ μπμία ακηζδνά ηαζ δεζιεφεζ ημ 
14

CO2 πμο απεθεοεενχκεηαζ ηαηά ηδκ 

απμηαναμλοθίςζδ ηδξ μνκζείκδξ ή ηδξ ανβζκίκδξ. Με ηδκ πνμζεήηδ ημο ναδζεκενβμφ 

οπμζηνχιαημξ ηαζ ημ ηθείζζιμ ηςκ ζςθήκςκ δ ακηίδναζδ επςάζηδηε ζημοξ 37
μ
C βζα 1 h. 

Γζα ημ ηέθμξ ηδξ ακηίδναζδξ πνμζηέεδηακ 0,2 ml 10% v/v ηνζπθςνμλζημφ μλέμξ δζαιέζμο 

ηδξ αεθυκαξ ηαζ ηα δείβιαηα αθέεδηακ βζα άθθα 30 θεπηά ζημοξ 37
μ
C βζα πθήνδ 

πνμζνυθδζδ ημο 
14

CO2 (Morilla et al., 1996). 

Σμ θίθηνμ ζηδ ζοκέπεζα ειααπηίζηδηε ζε 3ml ζπζκεδνζζηζημφ οβνμφ ηαζ 

πνμζδζμνίζηδηε δ ναδζεκένβεζα. Ζ ναδζεκένβεζα ιεηνήεδηε ζε CPM ηαζ εηθνάζηδηε ζε 

ιμκάδεξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ (Kyriakidis et al., 1978). Χξ ιμκάδα εκγοιζηήξ 

δναζηζηυηδηαξ ηδξ ODC μνίγεηαζ δ πμζυηδηα ημο εκγφιμο δ μπμία ηαηαθφεζ ηδκ 

απεθεοεένςζδ 1 nmol CO2 ζε 1 χνα ζηζξ παναπάκς ζοκεήηεξ, εκχ δ ιμκάδα εζδζηήξ 

εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ μνίγεηαζ ςξ nmol 
14

CO2 h
-1

 mg πνςηεΐκδξ
-1

 (units mg
-1

). 

2.6.3 Μέηξεζε ηεο ελδπκηθήο δξάζεο ηεο Γ
1
-ππξξνιηλν-5-θαξβνμπιν 

ζπλζεηάζεο (P5CS) 

Ζ εκενβυηδηα ημο εκγοιμφ πμο ειπθέηεηαζ ζημ ιεηααμθζηυ ιμκμπάηζ αζμζφκεεζδξ  ηδξ 

πνμθίκδξ εηηζιήεδηε θαζιαημθςημιεηνζηά.  

Ο θοηζηυξ ζζηυξ μιμβεκμπμζήεδηε ηαηά ηα βκςζηά ιε ηδ πνήζδ εηποθζζηζημφ 

δζαθφιαημξ (2 ημοηαθίεξ ζζημφ/1ml δζαθφιαημξ) ημ μπμίμ πενζείπε 0,1 mM Tris-HCl ( pH 

7.2), 1 mM α-ιενηαπημιεεακυθδ, 10 mM MgCl2 ηαζ 1 mM PMSF (ακαζημθέαξ 
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πνςηεαζχκ). Αημθμφεδζε θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 10000 x g βζα 20 θεπηά ζημοξ 4
o
C. ημ 

πνχημ ζηάδζμ οπμθμβίζηδηε δ πενζεηηζηυηδηα ηδξ μθζηήξ πνςηεΐκδξ ζημ οπενηείιεκμ ηάεε 

δείβιαημξ ιε αάζδ ηδκ ακηίδναζδ Bradford  πμο ακαθένεδηε πζμ πάκς.  

ημ δεφηενμ ζηάδζμ οπμθμβίζηδηε δ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο P5CS υπςξ 

πενζβνάθεηαζ απυ ημοξ Garcia-Rios et al (1997), ιε ηδ πνμζεήηδ βκςζηήξ ζηαεενήξ 

ζοβηέκηνςζδξ πνςηεΐκδξ ζηα δείβιαηα ηδξ ακηίδναζδξ. Ζ ιέεμδμξ αοηή ααζίγεηαζ ζηδ  

πνδζζιμπμίδζδ απυ ημ έκγοιυ P5C5 ημο οπμζηνχιαημξ NADPH (εζηυκα 2.6).  

Ζ δζαδζηαζία πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνμζεήηδ ημο δζαθφιαημξ ακηίδναζδξ (100 mM 

Tris-HCl (pΖ 7.2), 25 mM MgCl2, 75 mM βθμοηαιζκζηυ ιμκμκάηνζμ ηαζ 5 mM ATP) ζημ 

οπενηείιεκμ ηάεε δείβιαημξ. Με ηδκ πνμζεήηδ ημο οπμζηνχιαημξ (0.4 mM ΝADPH) 

άνπζζε δ πναβιαημπμίδζδ ηδξ ακηίδναζδξ δ μπμία πναβιαημπμζήεδηε βζα 15 θεπηά ζημοξ   

37
o
C. Ζ ηαπφηδηα ηαηακάθςζδξ ημο ΝADPH ζηα 15 θεπηά ηδξ ακηίδναζδξ μνζμεεηήεδηε 

ιε ηδκ ιέηνδζδ ηδξ απμννυθδζδξ ζηα 340nm. Ζ ιείςζδ ηδξ απμννυθδζδξ ζηα 340nm ζε 

ζοκάνηδζδ ιε ημκ πνυκμ εηθνάγεζ ηδκ εκενβυηδηα ημο εκγφιμο ζημ ηάεε πνςηεσκζηυ 

αζμθμβζηυ δείβια. Ζ δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο εηθνάζηδηε ςξ units mg
-1

 (μλεζδςιέκα 

ιmol NADPH mg πνςηεΐκδξ
-1

 min
-1

).Ζ ηαπφηδηα ηδξ ακηίδναζδξ οπμθμβίζηδηε ιε ηδκ 

ακαθμβία ημο NADPH πμο πνδζζιμπμζήεδηε ιε απμηέθεζια ηδ ιείςζδ ηδξ απμννυθδζδξ 

ζημ πέναξ ημο πνυκμο (εζηυκα 2.6) (Yang et al., 2009; Garcia-Rios et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2.6. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ημο ιεηααμθζημφ ιμκμπαηζμφ παναβςβήξ ηδξ πνμθίκδξ ιε ηδ πνήζδ ημο 

εκγφιμο P5CS 

Γθμοηαιζκζηή β-διζαθδεφδδ Άηοθμ-θςζθμνζηυ εκδζάιεζμ Γθμοηαιζκζηυ ακζμκ 

Γθμοηαιζκζηή  

β-διζαθδεφδδ 

 

Γ
1
-ποννμθζκμ-5-ηαναμλοθζηυ Πνμθίκδ 

Ονκζείκδ 
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2.7 Μνξηαθέο ηερληθέο 

2.7.1 Απνκόλσζε ξηβνλνπθιετθώλ νμέσλ (RNA) 

Ζ απμιυκςζδ ημο μθζημφ RNA έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο Purezol ηδξ 

εηαζνίαξ Biμ-Rad ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηδ δζαδζηαζία αοηή ηα 

ζοβημιζζιέκα θφθθα ηάεε ιεηαπείνζζδξ ημκζμνημπμζήεδηακ ζε οβνυ άγςημ ιε ηδ πνήζδ 

βμοδζμφ ηαζ βμοδμπενζμφ. 50-100mg ημκζμνημπμζδιέκμο θοηζημφ ζζημφ ακαιείπεδηακ ιε 

1ml ημο ακηζδναζηδνίμο Purezol ηαζ έπεζηα απυ έκημκδ ακάδεοζδ βζα 2-3 θεπηά ημ 

μιμβεκμπμζδιέκμ δείβια επςάζηδηε βζα 5 θεπηά ζημοξ 25
o
C.  Αημθμφεδζε πνμζεήηδ 0.2 

ml πθςνμθυνιζμο, έκημκδ ακάδεοζδ βζα 2-3 θεπηά ηαζ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 12000 x g  

ζημοξ 4
o
C βζα 15 θεπηά. Ζ οπενηείιεκδ θάζδ ιεηαθένεδηε ζε κέμ ζςθήκα ηαζ 

αημθμφεδζε ηαηαηνήικζζδ ημο RNA ιε ηδ πνμζεήηδ 0.5 ml ζζμπνμπακυθδξ βζα 30 θεπηά 

ζημοξ -20
o
C. Σμ ίγδια πμο πενζέπεζ ημ RNA παναθήθεδηε ιεηά απυ θοβμηέκηνδζδ ζηζξ 

12000 x g ζημοξ 4
o
C βζα 15 θεπηά. Ζ απμιάηνοκζδ ηςκ αθάηςκ έβζκε ιε έηπθοζδ ημο 

ζγήιαημξ ιε 1ml δζαθφιαημξ αζεακυθδξ 75% (v/v). Σμ ίγδια αθέεδηε κα ζηεβκχζεζ βζα 2-3 

θεπηά ζε εενιμηναζία 50-55
o
C ηαζ αημθμφεδζε επακαζχνδζή ημο ζε 20-50ιl 

απζμκζζιέκμο κενμφ (απαθθαβιέκμο νζαμκμοηθεαζχκ) ακάθμβα ιε ηδ πμζυηδηα ημο RNA 

πμο ζγδιαημπμζήεδηε. Σμ RNA θοθάπηδηε ζημοξ -20
μ
C βζα πεναζηένς πνήζδ. 

 

2.7.2 Πνζνηηθνπνίεζε ξηβνλνπθιετθνύ νμένο 

Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο RNA (ng/ιl) ηαζ μ έθεβπμξ ηδξ ηαεανυηδηάξ ημο (πμζμηζηή ηαζ 

πμζμηζηή ακάθοζδ) πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ηδξ ζοζηεοήξ Nanodrop ND-1000 

Spectrophotometer ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. 

2.7.3 Αληίδξαζε αληίζηξνθεο κεηαγξαθήο (reverse transcription) 

Ζ ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ εθανιυζηδηε βζα ηδ δδιζμονβία 

ζοιπθδνςιαηζημφ DNA, ημ μπμίμ πνδζζιμπμζείηαζ έπεζηα βζα ακαθφζεζξ βμκζδζαηήξ 

έηθναζδξ ιέζς RT-PCR. Γζα ηδκ δδιζμονβία ημο cDNA πνδζζιμπμζήεδηε ημ Primescript 

1
st
 Strand Synthesis Kit (Takara). φιθςκα ιε ημ πνςηυημθθμ ηδξ εηαζνίαξ δ ακηίδναζδ 

ζφκεεζδξ ημο cDNA πναβιαημπμζήεδηε ζε δομ ζηάδζα. Καηά ημ πνχημ ζηάδζμ 1ιg μθζημφ 

RNA ιε 0.5ιg εηηζκδηή oligo (dT) ηαζ dNTPs ζε ηεθζηυ υβημ 10ιl ημπμεεηήεδηακ ζημοξ   
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65
o
C βζα 5 θεπηά.  ημ ζηάδζμ αοηυ πναβιαημπμζείηαζ δ απμδζάηαλδ δεοηενμηαβχκ δμιχκ 

RNA ηαεχξ ηαζ ηςκ εηηζκδηχκ. Σα ζοζηαηζηά ηαζ μζ ζοβηεκηνχζεζξ ημο πνχημο ζηαδίμο 

ακαβνάθμκηαζ παναηάης. Όθα ηα ζοζηαηζηά ηδξ ακηίδναζδξ ημπμεεηήεδηακ ιεηά ημ 

πέναξ ηδξ ζημκ πάβμ.  

 

Kαηά ημ δεφηενμ ζηάδζμ πνμζηέεδηακ ηα οπυθμζπα ακηζδναζηήνζα (νοειζζηζηυ δζάθοια, 

πανειπμδζζηήξ νζαμκμοηθεαζχκ, έκγοιμ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθάζδξ).  

 

Πίλαθαο 2-3. Αληίζηξνθε κεηαγξαθή- ηάδην 2
ν
  

οζηαηζηά Ακηίδναζδξ Όβημξ 

Μείβια εηιαβείμο RNA/εηηζκδηχκ 10ιl 

Ροειζζηζηυ δζάθοια ακηίζηνμθδξ 

ιεηαβναθάζδξ  (5x) 

4ιl 

Πανειπμδζζηήξ νζαμκμοηθεαζχκ  

(40 units/ιl) 

0.5ιl 

Έκγοιμ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθάζδξ 

(100 units/ιl) 

1ιl 

Ζ2Ο (RNAse-free) έςξ 20ιl 

   

Πίλαθαο 2-2. Αληίζηξνθε κεηαγξαθή- ηάδην 1
ν
  

οζηαηζηά Ακηίδναζδξ Όβημξ 

Οθζηυ RNA  X ιl (1ιg)  

Δηηζκδηήξ Oligo dT (50ιΜ) 1ιl 

dNTPs (10mΜ) 1ιl 

H2O έςξ ηα 10ιl 

Σεθζηυξ υβημξ ακηίδναζδξ 10ιl 
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Αημθμφεςξ ηα δείβιαηα ημπμεεηήεδηακ ζημ εενιζηυ ηοηθμπμζδηή ηαζ ημ πνυβναιια πμο 

αημθμοεήεδηε βζα ηδκ ακηίδναζδ ηδξ ζφκεεζδξ είκαζ ημ ελήξ: 

1. 30
o
C βζα 10 θεπηά 

2. 42
o
C βζα 60 θεπηά 

3. 95
o
C βζα 5 θεπηά 

4. 4
o
C ∞  

2.7.4 Αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπκεξάζεο ζε πξαγκαηηθό ρξόλν 

(Real time  RT-PCR) 

Οζ ακηζδνάζεζξ RT-PCR πναβιαημπμζήεδηακ ζημ εενιμηοηθμπμζδηή Biorad IQ5 

(Biorad, USA). Κάεε ακηίδναζδ πενζείπε 4 ιl cDNA ( αναζςιέκμ 1:5), 5 ιl 2x ιείβιαημξ 

ακηίδναζδξ  (SYBR Green Super Mix, Invitrogen) ηαζ 0,5ιl απυ ηάεε εηηζκδηή (ακμδζηυξ 

ηαζ ηαεμδζηυξ ηεθζηήξ ζοβηέκηνςζδξ 10 ιM μ ηαεέκαξ). Ο ηεθζηυξ υβημξ ηδξ ακηίδναζδξ 

ήηακ 10ιl. Οζ ακηζδνάζεζξ πναβιαημπμζήεδηακ εζξ ηνζπθμφκ βζα ηάεε δείβια. Χξ βμκίδζμ 

ακαθμνάξ πνδζζιμπμζήεδηε ημ δμιζηυ βμκίδζμ ηδξ α-αηηίκδξ ΗΗ. Σμ πνυβναιια 

εενιμηναζζχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ πναβιαημπμίδζδ ηςκ δζαθυνςκ ακηζδνάζεςκ 

πενζθαιαάκεζ ημοξ ελήξ ηοηθμφξ:   

1. Ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε απμδζάηαλδ ηδξ δζπθήξ έθζηαξ ζημοξ 95
o
C βζα 5 θεπηά.   

2. Αημθμφεδζε δ απμδζάηαλδ ηδξ έθζηαξ βζα 30 δεοηενυθεπηα ζημοξ 95
o
C, μ οανζδζζιυξ 

ηςκ εηηζκδηχκ βζα 30 δεοηενυθεπηα ζε εενιμηναζία δ μπμία πμζηίθεζ ακάθμβα ιε ημκ 

εηηζκδηή (πίκαηαξ 2.1) ηαζ δ δνάζδ ηδξ πμθοιενάζδξ βζα επζιήηοκζδ ηδξ αθοζίδαξ ζημοξ 

72
o
C βζα 30 δεοηενυθεπηα.  Ο δεφηενμξ ηφηθμξ επακαθήθεδηε 40 θμνέξ.   

3. ημκ ηεθεοηαίμ ηφηθμ ηδξ ακηίδναζδξ πναβιαημπμζήεδηε ιζα ζηαδζαηή αφλδζδ ηδξ 

εενιμηναζίαξ ηαηά 5
o
C απυ ημοξ 65

o
C ζημοξ 95

o
C ζε πνμκζηυ δζάζηδια 30 

δεοηενμθέπηςκ. Ο ηφηθμξ αοηυξ επακαθήθεδηε 61 θμνέξ. ε αοηυ ημ ζηάδζμ βίκεηαζ μ 

δζαπςνζζιυξ ημο ηφνζμο πνμσυκημξ απυ πζεακά δζιενή εηηζκδηχκ ή παναπνμσυκηα ηδξ 

ακηίδναζδξ, ιε ζημπυ ηδκ ακίπκεοζδ ιδ επζεοιδηχκ παναπνμσυκηςκ θυβς επζιμθφκζεςκ 

ή ιδ ζοβηεηνζιέκδξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ εηηζκδηχκ. 
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Πίλαθαο 2-4. Υαξαθηεξηζηηθά ησλ εθθηλεηώλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ελίζρπζε 

αληηνμεηδσηηθώλ γνληδίσλ. 

Γνλίδην Δθθηλεηήο Ννπθιετληθή αιιεινπρία Μέγεζνο εληζρπκέλσλ 

γνληδηαθώλ ηκεκάησλ (bp) 

Σm (
o
C) 

CAT F-Catmiddle 

R-Catmiddle 

5'-CCA ACC CCA AGT CCC ACA TT-3' 

5'-CA G GCC AA GTCT TAG TTA CA T CAA-3' 

405  54 

Act11 F-Actin11 

R-Actin11 

5'-ATG CCA TCC TTC GTC TTG A-3' 

5'-GCT GGT CC T GGC TGT CTC-3' 

182  53 

cAPX F-Apx-cyt 

R-Apx-cyt 

5'-GGT CGC TTG CC T GAT GC-3' 

5'-CCA CCC AAC AAC TCC GTA AA-3' 

206 56 

FeSOD F-SodB3 

R-SodB3 

5'-TCT TGC AAC TGA GGA GGA C-3' 

5'-AGG AC G CC G ATT CTG ATA-3' 
227 52 

AOX F-Aox5 

R-Aox5 

5'-TTG GAT CGA AGA TGA TGA TGA G-3' 

5'-ACC AGC ACC ACC CTG AGA C-3' 
269 53 

GST F-Gst-A1 

R-Gst-A1 

5'-TGG CAA AGG CTT CAA TAG AT-3' 

5'-AGC AGC AGC CAC CAA GTA GT-3' 
                   145 53 

2.8 ηαηηζηηθή Αλάιπζε 

Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ RT-PCR έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο 

πνμβνάιιαημξ REST ζφιθςκα ιε ημοξ Pfaffl et al, (2002). Όζμκ αθμνά ηα απμηεθέζιαηα 

ηςκ αζμπδιζηχκ ηαζ θοζζμθμβζηχκ ιεηνήζεςκ έβζκακ ιε ηδ πνήζδ ηδξ ANOVA. Γζα ημκ 

έθεβπμ ηδξ ζηαηζζηζηήξ ζδιακηζηυηδηαξ ηςκ ιεηαλφ ηςκ ιέζςκ μνχκ πνδζζιμπμζήεδηε μ 

δίπθεονμξ έθεβπμξ ιε επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ 5%. 
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3 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.1 Δπηινγή ηεο θαηάιιειεο κεζόδνπ γηα ηελ εθαξκνγή ηνπ SNP σο 

δόηεο ηνπ ΝΟ ζην θπηό Medicago truncatula 

3.1.1 Δηζαγσγή 

3.1.1.1 Medicago truncatula 

Χξ ανπζηυ θοηζηυ οθζηυ βζα ηδκ εηηέθεζδ ηςκ 

πεζναιάηςκ επζθέβδηε ημ θοηυ Medicago truncatula 

Jemalong A17. Ζ Medicago truncatula είκαζ έκα εηήζζμ 

ροπακεέξ θοηυ ημ μπμίμ πνμένπεηαζ απυ ηζξ πενζμπέξ ηδξ 

Μεζμβείμο. Χξ ροπακεέξ θοηυ, απμηεθεί πθμφζζα πδβή 

πνςηεσκχκ ηαζ ιπμνεί κα ακαπηοπεεί ακελάνηδηα 

ελςβεκμφξ αγςημφπαξ ενέρδξ, πάνδ ζηδκ ζηακυηδηά ημο 

κα ζπδιαηίγεζ νζγζηά θοιάηζα πάκς ζηζξ νίγεξ ημο ζηζξ 

μπμίεξ ζοιαζχκεζ ημ αγςημδεζιεοηζηυ ααηηήνζμ 

Sinorhizobium meliloi.       

διακηζηά παναηηδνζζηζηά πμο ηάκμοκ ηδ M. truncatula έκα επζεοιδηυ πεζναιαηζηυ 

ιμκηέθμ βζα ηδ ιεθέηδ ηςκ ροπακεχκ είκαζ υηζ είκαζ δζπθμεζδέξ  (2n=16) ηαζ αοηυβαιμ 

θοηυ. Δπίζδξ ημ ιέβεεμξ ημο βμκζδζχιαημξ ηδξ είκαζ ιζηνυ (500-600 Md/IC), ιε ζφκημιμ 

αζμθμβζηυ ηφηθμ γςήξ ηαζ ιε πθδεχνα ανζειμφ δζαεέζζιςκ πμζηζθζχκ υπςξ π.π. δ πμζηζθία 

Jemalong Α17 πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ πανμφζα ενβαζία. 

3.1.1.2 Νηηξνπξσζζηθό λάηξην (SNP) 

To SNP είκαζ έκαξ δυηδξ ημο ΝΟ πμο πνδζζιμπμζείηαζ ζοπκά βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ 

επίδναζδξ ημο ΝΟ ζηα θοηά ηάης απυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ (Vladkova et al., 2010). Σμ 

ΝΟ ιέζς ημο SNP δνα ζοκήεςξ ςξ ιυνζμ ζήιαημξ ζηα θοηά (Evdei and Kolbert, 2008). 

 

Δηθόλα 3.1. Medicago 

truncatula  Jemalong A17 
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To SNP είκαζ έκα ζφιπθμημ ιεηαθθζηυ ακζυκ 

ζζδήνμο ιε μηηαεδνζηή δμιή. Σμ άημιμ ημο ζζδήνμο 

είκαζ εκςιέκμ ιε 5 ιυνζα ηοακίμο ηαζ ιε έκα άημιμ 

ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο. Οζ πδιζηέξ ημο ακηζδνάζεζξ 

ηονίςξ ζοκδέμκηαζ ιε ημ ΝΟ. Σμ SNP δζαηίεεηαζ ζημ 

ειπυνζμ ζε ζηενεή ιμνθή εκοδαηςιέκμο άθαημξ 

καηνίμο (Na2[Fe(CN)5 NO]·2H2O). ηδ ζηενεή ημο 

ιμνθή είκαζ ηυηηζκμο πνχιαημξ, δζαθφεηαζ εφημθα 

ζημ κενυ ηαζ θζβυηενμ ζηδκ αθημυθδ. (Coppens et al., 

2002). 

3.1.1.3 Γηαζπζηεκαηηθόηεηα   

Σμ ΝΟ ιπμνεί κα ιεηαηζκδεεί ιέζς δζάποζδξ ιέζα ζημ ηφηηανμ απυ ημ ιένμξ ηδξ 

ζφκεεζδξ ημο ζε άθθεξ ηοηηανζηέξ πενζμπέξ υπμο ιπμνεί κα επάβεζ έκα απμηέθεζια 

αθθδθεπζδνχκηαξ ελεζδζηεοιέκα ιε ζοβηεηνζιέκεξ  πνςηεΐκεξ-ζηυπμοξ (Misra et al., 

2010). Τπάνπμοκ εκδείλεζξ υηζ ιπμνεί κα δζαποεεί έλς απυ ημ ηφηηανμ ιέζς ηδξ 

ηοηηανμπθαζιαηζηήξ ιειανάκδξ ζε βεζημκζηά ηφηηανα ηαζ έηζζ κα δδιζμονβήζεζ ιζα ιζηνή 

πενζμπή απυ ηφηηανα ζηακά κα απμηνίκμκηαζ ζημ ΝΟ, ηάηζ υιςξ πμο δεκ έπεζ αηυιδ 

δζαζαθδκζζεεί. Πανυθα αοηά θαιαάκμκηαξ οπυρδ ηδ ιεβάθδ ηάζδ ημο ΝΟ κα ακηζδνά 

βνήβμνα ιε άθθεξ εκχζεζξ, ιζα ηέημζα δζάποζδ ιπμνεί κα πενζμνζζεεί. Σμ ΝΟ απμηεθεί ιζα 

θζπυθζθδ έκςζδ πμο ιπμνεί κα ζοζζςνεφεηαζ επζθεηηζηά ζηζξ ιειανάκεξ ηαζ κα ηζκείηαζ 

ιέζς αοημφ ημο ιμκμπαηζμφ (Liu et al., 1998). 

Μζα εκαθθαηηζηή οπυεεζδ ηδξ ιεηαθμνάξ ημο ΝΟ είκαζ ιέζς ηςκ πνυδνμιςκ ιμνίςκ 

ΝΟ ή ηςκ εκχζεςκ πμο απμηεθμφκ ″απμεήηεξ ΝΟ″ πμο μδδβμφκ ζε απεθεοεένςζδ ζε 

δζαηνζηέξ πενζμπέξ ιε ηνυπμ ακάθμβμ ηδξ ιεηαθμνάξ ηδξ πνυδνμιδξ έκςζδξ ημο 

αζεοθεκίμο ACC. Ζ έκςζδ SGNO θαίκεηαζ κα είκαζ ιζα ηέημζα έκςζδ ζηα θοηά 

(Valderrama et al., 2007), αθμφ δ βθμοηαεεζυκδ είκαζ πανμφζα ζε ορδθέξ (ηδξ ηάλεςξ ημο 

mM) ζοβηεκηνχζεζξ ζηα ηφηηανα. Δκαθθαηηζηά, δ ανβζκίκδ ηαζ ηα κζηνχδδ ιπμνμφκ κα 

εεςνδεμφκ ςξ πνυδνμια ιυνζα ιεηαθμνείξ ημο ΝΟ (Rockel et al., 2002; Modolo et al., 

2005). 

 

Δηθόλα 3.2.  Νζηνμπνςζζζηυ κάηνζμ      

(SNP) 
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3.1.2 Απνηειέζκαηα 

3.1.2.1 Μέζνδνη εηζαγσγήο ηνπ SNP σο δόηεο NO ζην θπηό 

Πνζκ ηδ δζελαβςβή ηςκ πεζναιάηςκ πμο απμηεθμφκ ημ ηεκηνζηυ άλμκα ηδξ ενβαζίαξ 

αοηήξ, πναβιαημπμζήεδηε δ επζθμβή ηδξ ηαηάθθδθδξ ιεευδμο εθανιμβήξ ημο SNP ςξ 

δυηδ ημο ΝΟ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ δμηζιάζηδηακ πέκηε δζαθμνεηζηέξ ιέεμδμζ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα οπμθμβίζηδηε δ ζοβηέκηνςζδ ημο ΝΟ. Ζ ζοβηέκηνςζδ ημο SNP πμο επζθέπεδηε 

βζα ημ πζμ ηάης πείναια είκαζ αοηή ηςκ 2,5 mM. Ζ ίδζα δζαδζηαζία πναβιαημπμζήεδηε ηαζ 

ιε κενυ βζα ηα δείβιαηα ιάνηονεξ. 

Ζ εθανιμβή ημο SNP πναβιαημπμζήεδηε ζημ θοηυ Medicago truncatula ιέζς ηςκ 

αηυθμοεςκ ιεευδςκ: 

I. Διαάπηζζδ ηςκ θφθθςκ ζημ SNP 

II. Ρζγμπυηζζια ιε SNP 

III. Δθανιμβή ζημ θοθθζηυ ζφζηδια οπυ ηεκυ 

IV. Φεηαζιυξ ιέπνζ απμννμήξ 

V. Τδνμπμκία 

Αιέζςξ ιεηά ηδκ εθανιμβή ημο SNP πναβιαημπμζήεδηε δ πνχηδ ζοβημιζδή ηςκ 

θφθθςκ (0 h) ηαζ αημθμφεςξ δ δεφηενδ ζοβημιζδή ιεηά απυ 24 χνεξ (24 h). ηδ ζοκέπεζα 

έβζκε δ πμζμηζημπμίδζδ ημο ΝΟ ζηα δζάθμνα δείβιαηα υπςξ πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά ζηα 

οθζηά ηαζ ιέεμδμζ. 

Απυ ημ παναηάης βνάθδια (ζρήκα 3.1) παναηδνείηαζ πςξ δ ηαηαθθδθυηενδ ιέεμδμξ 

εθανιμβήξ ημο SNP ζηδ Μ. truncatula βζα παναβςβή ιμκμλεζδίμο ημο αγχημο ζηα θφθθα 

είκαζ δ εθανιμβή οπυ ηεκυ. Αημθμοεμφκ μζ ιέεμδμζ ειαάπηζζδξ ηςκ θφθθςκ ηαζ 

ρεηαζιυξ, ιε αάζδ ηδκ εκδμηοηηάνζα ζοβηέκηνςζδ ημο ΝΟ πμο πνμζδζμνίγεηαζ ηάεε 

θμνά. Ζ ιέεμδμξ νζγμπμηίζιαημξ ηνίεδηε αηαηάθθδθδ θυβς ηδξ παιδθήξ 

πνμζδζμνζζεείζαξ ζοβηέκηνςζδξ ΝΟ ιέζα ζημ ηφηηανμ.  
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ρήκα  3.1. Δπζθμβή ηδξ ηαηαθθδθυηενδξ ιεευδμο εθανιμβήξ ημο SNP ζε θοηά M. truncatula 

Jemalong A17. Δθανιμβή ημο SNP (2,5 mM) ζηα θφθθα: Α. Τπυ ηεκυ, Β. Φεηαζιυξ, Γ. 

Ρζγμπυηζζια, Γ. Διαάπηζζδ θφθθςκ ηαζ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ πενζεηηζηυηδηαξ ζε ΝΟ. Σα δεδμιέκα 

ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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3.2 Υσξνρξνληθή κειέηε ηεο επίδξαζεο ηνπ ΝΟ ζηνλ αληηνμεηδσηηθό 

κεραληζκό ηεο κεδηθήο ζε δπν αλαπηπμηαθά ζηάδηα 

3.2.1 Δηζαγσγή 

3.2.1.1  Φπζηνινγηθόο ξόινο ηνπ ΝΟ 

Ζ θςημζφκεεζδ είκαζ ιζα απυ ηζξ ζδιακηζηυηενεξ θοζζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ πμο 

πναβιαημπμζείηαζ ζηα θοηά. Ακ ηαζ μ νυθμξ ημο ΝΟ ζηδ  δζαδζηαζία αοηή δεκ έπεζ αηυια 

δζεοηνζκζζηεί πθήνςξ, ημ SNP ςξ δυηδξ ΝΟ έπεζ ανεεεί κα ιεζχκεζ ηα επίπεδα εκγφιςκ 

πμο νοειίγμοκ ηδ θςημζφκεεζδ ζημ ζζηάνζ (Tu et al., 2003) ηαζ ζημ θαζυθζ (Lum et al., 

2005). οβηεηνζιέκα ημ ΝΟ ιπμνεί κα επδνεάγεζ άιεζα ηδ θςημζοκεεηζηή αθοζίδα 

ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ ηαζ  ημ θςημζφζηδια ΗΗ (PSII). Δπίζδξ ημ SNP ανέεδηε κα 

ιεζχκεζ ηα επίπεδα θεμνζζιμφ πθςνμθφθθδξ (Fv/Fm) εκδεζηηζηά ηδξ απμδμηζηυηδηαξ ημο 

PSII ζηα θφθθα παηάηαξ (Yang et al., 2004)). Πανάθθδθα παναηδνήεδηε αφλδζδ ηδξ 

πενζεηηζηυηδηαξ ζε πθςνμθφθθεξ ζηδ παηάηα, ημ ιανμφθζ ηαζ ηδκ A. thaliana ιεηά απυ 

ιεηαπείνζζδ ιε SNP (Beligni and Lamattina, 2000). 

Άθθμξ θοζζμθμβζηυξ νυθμξ ημο ΝΟ είκαζ δ ζηακυηδηά ημο κα επδνεάγεζ ηζξ δζαδζηαζίεξ 

πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ημ άκμζβια ηςκ ζημιάηςκ. Μεθέηεξ έδεζλακ υηζ ελςβεκήξ εθανιμβή 

ημο ζε ιμκμημηοθήδμκα ηαζ δζημηοθήδμκα θοηά μδήβδζακ ζημ ηθείζζιμ ηςκ ζημιάηςκ 

ιέζς ηδξ Ca
2+

 ελανηχιεκδξ δζαδζηαζίαξ (Garcia-Mata and Lamattina, 2001). ηα θοηά 

Pisum sativum ηαζ Vicia faba ημ ΑΒΑ μδήβδζε ζε αφλδζδ ημο εκδμβεκμφξ ΝΟ ημ μπμίμ 

εεςνείηαζ μ θυβμξ ημο επαβυιεκμο απυ ημ ΑΒΑ ηθεζζίιαημξ ηςκ ζημιάηςκ (Neill et al., 

2002). 

3.2.1.2 Αληηνμεηδσηηθή δξάζε ηνπ ΝΟ έλαληη ησλ ελεξγώλ κνξθώλ νμπγόλνπ  

Ζ μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ είκαζ ημ πζμ ζοπκυ απμηέθεζια βζα πμθθέξ ααζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ ηαζ εηδδθχκεηαζ εκηυξ ημο ηοηηάνμο ιε ηδκ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηςκ 

ROS. Ζ ηοηηανζηή πνμζηαζία πμο πνμζθένεζ ημ ΝΟ ζηδνίγεηαζ ηονίςξ ζηδκ ζηακυηδηα 

ημο κα δζαηδνεί ηδκ ηοηηανζηή μιμζυζηαζδ ηαζ κα νοειίγεζ ηα επίπεδα ηαζ ηδκ ημλζηυηδηα 

ηςκ ROS (Mittler, 2002).  

Ζ ζηακυηδηα ημο ΝΟ κα αζηεί πνμζηαηεοηζηή θεζημονβία ηαηά ηδξ μλεζδςηζηήξ 

ηαηαπυκδζδξ πνμηφπηεζ απυ ηζξ ελήξ ζδζυηδηεξ ημο: 
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 Ακηζδνά ιε νίγεξ θζπζδίςκ (lipid radicals) ιε απμηέθεζια κα δζαηυπηεηαζ δ 

δζαδζηαζία μλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ  

 Ακηζδνά ιε ηα οπενμλεζδμηζηά ακζυκηα (Ο2
-·
) ηαζ ζπδιαηίγεζ 

οπενκζηνμγζηά ακζυκηα (ΟΝΟΟ
-
)  

 Δκενβμπμζεί δζάθμνα ακηζμλεζδςηζηά έκγοια (SOD, CAT ηαζ APX) 

Δηηυξ ηδξ δνάζδξ ημο ΝΟ βζα ημκ πενζμνζζιυ ηςκ ROS πμο απμηεθμφκ απεζθή βζα ηα 

ηφηηανα ηαζ πνμηαθμφκ, ελαζηίαξ ηδξ ζοζζχνεοζδξ ημοξ, μλεζδςηζηή ηαηαπυκδζδ, 

ζδιακηζηή είκαζ ηαζ δ ζοιαμθή δζαθυνςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ. ε αοηά ακήημοκ δ 

δζζιμοηάζδ ημο οπενμλεζδζημφ ακζυκημξ (SOD; EC 1.15.1.1), δ ηαηαθάζδ (CAT; EC 

1.11.1.6) ηαζ δ αζημναζηή οπενμλεζδάζδ (APX; EC 1.11.1.11). 

Οζ SODs είκαζ ιζα μζημβέκεζα ιεηαθθμεκγφιςκ (CuZn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD) πμο 

ηαηαθφμοκ ηδκ επζηυπμο ιεηαηνμπή ηςκ O2
-·
 ζε Ζ2Ο2 ηαζ Ο2 ιδ επζηνέπμκηαξ ιε ημκ 

ηνυπμ αοηυ ζηζξ O2
-·
 κα δζαποεμφκ ιέζς ηςκ αζμθμβζηχκ ιειανακχκ (Halliwell & 

Gutteridge, 2006). Οζ SODs απακηχκηαζ ζηα δζάθμνα ηοηηανζηά μνβακίδζα, ζδίςξ ζημοξ 

πθςνμπθάζηεξ (Cu/Zn-SOD ηαζ Fe-SOD), ημ ηοηηανυπθαζια (Cu/Zn-SOD) ηαζ ηα 

ιζημπυκδνζα (Mn-SOD ηαζ Cu/Zn-SOD), (Del Rio et al., 1992; Bowler et al., 1994 

Halliwell & Gutteridge, 2006), εκχ δζαπζζηχεδηε δ πανμοζία ημοξ ηαζ ζηα 

οπενμλεζζςιάηζα θοηζηχκ ζζηχκ (Cu/Zn-SOD) (Del Rio et al., 1983). ηδ ζοκέπεζα δ 

εηηαεάνζζδ ημο Ζ2Ο2 είκαζ δοκαηυ κα θαιαάκεζ πχνα επζηυπμο ή ηζξ πενζζζυηενεξ θμνέξ 

ιαηνζά απυ ηδ εέζδ ζπδιαηζζιμφ ημο, ιε ηδ δνάζδ εκγφιςκ υπςξ μζ ηαηαθάζεξ ηαζ μζ 

οπενμλεζδάζεξ. 

Οζ ηαηαθάζεξ, μζ πενζζζυηενεξ απυ ηζξ μπμίεξ είκαζ αζιμ-πνςηεΐκεξ (Halliwell & 

Gutteridge, 2006) δνμοκ ηονίςξ ζηα οπενμλεζζςιάηζα ηαζ ηαηαθφμοκ ηδκ δζάζπαζδ ημο 

Ζ2Ο2 ζε Ζ2Ο ηαζ Ο2 (Schrader & Fahimi, 2004). Πανυθμ πμο δ δζάζπαζδ ημο Ζ2Ο2 απυ 

ηδκ CAT είκαζ ηαπεία, εκημφημζξ δεκ είκαζ ημ ζδιακηζηυηενμ έκγοιμ εηηαεάνζζδξ ημο 

Ζ2Ο2 πμο πανάβεηαζ απυ ηζξ SODs, αθμφ δ ιεβαθφηενδ πμζυηδηα ηςκ O2
-· 

πανάβεηαζ ηαζ 

εηηαεανίγεηαζ ζηα ιζημπυκδνζα ηαζ ζημοξ πθςνμπθάζηεξ (Halliwell & Gutteridge, 2006), 

υπμο δ CAT δεκ είκαζ πανμφζα. Έκα δεφηενμ έκγοιμ πμο ηαηαθφεζ ηδκ ακηίδναζδ ηδξ 

δζάζπαζήξ ημο Ζ2Ο2 είκαζ δ οπενμλεζδάζδ ημο αζημναζημφ μλέμξ (APX) πμο δνα ζημοξ 

πθςνμπθάζηεξ ηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια, υπμο ηαζ απμημλζημπμζεί ημ Ζ2Ο2 μλεζδχκμκηαξ ημ 

αζημναζηυ μλφ ζε ιζα πμθφ αζεεκχξ εκενβή νίγα (Mano et al., 2001). 
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3.2.2 Απνηειέζκαηα 

ημ ηονίςξ πείναια ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ εθανιυζηδηακ δομ δζαθμνεηζηέξ 

ζοβηεκηνχζεζξ SNP (100ιΜ  ηαζ 2,5 mM) ζε θοηά ιδδζηήξ (Medicago truncatula 

Jemalong A17) δομ δζαθμνεηζηχκ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ (χνζια - 40 διενχκ - ηαζ 

βδναζιέκα - 65 διενχκ). Αημθμφεδζε δ ζοβημιζδή ηςκ θφθθςκ ζε ηνία πνμκζηά 

δζαζηήιαηα, αιέζςξ ιεηά ηδκ εθανιμβή ημο SNP (0 χνεξ), 3 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή βζα 

δζενεφκδζδ ηςκ πανμδζηχκ απμηεθεζιάηςκ ηαζ 24 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή βζα 

ιαηνμπνυεεζια απμηεθέζιαηα (ζρήκα 3.2).   

ρήκα  3.2. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ πεζναιαηζηήξ πμνείαξ 

 

3.2.2.1 Πξνζδηνξηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ κνλνμεηδίνπ ηνπ αδώηνπ 

Μεηά ηδ ιεηαπείνζζδ ηςκ θοηχκ ιε SNP δφμ δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ (100 ιΜ 

ηαζ 2,5 mM) πνδζζιμπμζχκηαξ ηδ ιέεμδμ εθανιμβή οπυ ηεκυ, πνμζδζμνίζηδηε ζε ηάεε 

δείβια δ ζοβηέκηνςζδ ημο ΝΟ, υπςξ πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά ζηζξ ιεευδμοξ (εκυηδηα 

2.5.2), βζα έθεβπμ ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηδξ εθανιμβήξ (ζρήκα 3.3). 
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ρήκα  3.3. Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ημο ΝΟ έπεζηα απυ εθανιμβή SNP (100 ιΜ ηαζ 2,5 mM) ζε θοηά M. 

truncatula 40 ηαζ 65 διενχκ ακηίζημζπα.  Ζ εθανιμβή SNP έβζκε ιε δφμ δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ 100 

ιΜ ηαζ 2,5 mM ζε χνζια (40 διενχκ) (A) ηαζ βδναζιέκα (65 διενχκ) (B) θοηά. Ζ ζοβημιζδή ηςκ θφθθςκ 

έβζκε ζε ηνία πνμκζηά δζαζηήιαηα (0h, 3h ηαζ 24h) ηαζ αημθμφεδζε πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

πενζεηηζηυηδηαξ ζε ΝΟ.  

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 

Όπςξ ήηακ ακαιεκυιεκμ, δ πενζεηηζηυηδηα ηςκ θοηχκ ζε ΝΟ έπεζηα απυ ηδ 

ιεηαπείνζζδ ιε ηδ ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP (2,5 mΜ) ήηακ αολδιέκδ ζε ζπέζδ ιε 

ηα θοηά πμο ιεηαπεζνίζηδηακ ιε ηδ ιζηνυηενδ ζοβηέκηνςζδ (100 ιΜ). Ζ ιεβαθφηενδ 

ζοβηέκηνςζδ ΝΟ παναηδνήεδηε ιαηνμπνυεεζια έπεζηα απυ 24 χνεξ εθανιμβήξ SNP ζε 

ζφβηνζζδ ιε ημ πανμδζηυ απμηέθεζια ηςκ 3 ςνχκ εθανιμβήξ SNP. Σα επίπεδα ημο ΝΟ 

ήηακ πανυιμζα ηαζ βζα ηα δομ ακαπηολζαηά ζηάδζα ηςκ θοηχκ (ζρήκα 3.3).  
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3.2.2.2 Μαθξνζθνπηθέο παξαηεξήζεηο  

Πέκηε ιένεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή πναβιαημπμζήεδηακ θαζκμηοπζηέξ παναηδνήζεζξ ζηα 

πεζναιαηζηά θοηά (ζρήκα 3.4). Όπςξ παναηδνμφιε παναηάης ηα θοηά ιε ηζξ 

δναιαηζηυηενεξ αθθαβέξ ζημ θαζκυηοπμ (πθχνςζδ ηαζ ιενζηή κέηνςζδ θοθθχιαημξ) 

είκαζ αοηά ηςκ 65 διενχκ (βδναζιέκα θοηά) ζηδ ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP ηςκ 2,5 

mM. Ακηίεεηα ηα θοηά ηςκ 40 διενχκ δεκ πανμοζίαζακ ζδζαίηενεξ ιεηααμθέξ ζημ 

θαζκυηοπμ ημοξ. 

 

ρήκα 3.4. Μαηνμζημπζηέξ, θαζκμηοπζηέξ παναηδνήζεζξ ζε θοηά M. truncatula 5 διένεξ ιεηά ηδκ 

εθανιμβή ηςκ δζαθμνεηζηχκ ζοβηεκηνχζεςκ SNP (100 ιΜ ηαζ 2,5 mM) ζε θοηά 40 ηαζ 65 διενχκ 

ακηίζημζπα. 

3.2.2.3 Δπίδξαζε ηνπ ΝΟ ζηηο θπζηνινγηθέο παξακέηξνπο 

Οζ θοζζμθμβζηέξ πανάιεηνμζ πνμζδζμνίζηδηακ ιεηνχκηαξ ηςκ θεμνζζιυ ηδξ 

πθςνμθφθθδξ (
Fv

/Fm) ςξ δείηηδξ απμδμηζηυηδηαξ ημο θςημζοζηήιαημξ ΗΗ (PS II) ηαεχξ 

ηαζ ηδκ αβςβζιυηδηα ηςκ ζημιάηςκ ζηα θφθθα. Οζ ηζιέξ ηςκ παναιέηνςκ ηαηαβνάθδηακ 

Μάξηπξαο 

100 κΜ 

SNP 

2,5 mM 

SNP 
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ιε ηδ πνήζδ εζδζηχκ ιδπακδιάηςκ (εκυηδηα 2.3) ηαζ ηα απμηεθέζιαηα παναηίεεκηαζ ζηα 

παναηάης δζαβνάιιαηα (ζρήκα 3.5 θαη ζρήκα 3.6).  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα  3.5. Δπίδναζδ ημο ΝΟ ζηα επίπεδα ηςκ πθςνμθοθθχκ ζε θοηά Medicago truncatula Jemalong A17 

δομ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ (χνζια ηαζ βδναζιέκα) ιεηά απυ εθανιμβή SNP. Φεμνζζιυξ πθςνμθφθθδξ ςξ 

δείηηδξ απμδμηζηυηδηαξ ημο θςημζοζηήιαημξ ΗΗ (PS II) (Fv/Fm) ζηα θφθθα 40 διενχκ (Α1) ηαζ 65 διενχκ 

(Α2).Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα 

βζα επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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ηα θοηά ηςκ 40 διενχκ (χνζια θοηά) παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή ιείςζδ ηδξ 

θςημπδιζηήξ ζηακυηδηαξ ημο θςημζοζηήιαημξ ΗΗ (PSΗΗ) (Fv/Fm) ηυζμ ζηζξ 3 χνεξ υζμ ηαζ 

ζηζξ 24 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (ζρήκα 3.5 Α1). Ακηίεεηα, ζηα θοηά ηςκ 65 διενχκ 

(βδναζιέκα θοηά), εκχ δζαηδνείηαζ δ ιζηνή ιείςζδ ζηζξ 3 χνεξ, ζηζξ 24 χνεξ 

παναηδνείηαζ ζδιακηζηή πηχζδ ζηδ θςημπδιζηή ζηακυηδηα ημο PSΗΗ (ζρήκα 3.5 Α2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα  3.6. Δπίδναζδ ημο ΝΟ ζηδκ αβςβζιυηδηα ζημιάηςκ ζε θοηά Medicago truncatula Jemalong A17 

δομ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ (χνζια ηαζ βδναζιέκα) ιεηά απυ εθανιμβή SNP.  Αβςβζιυηδηα ζημιάηςκ ζε 

θφθθα 40 διενχκ (Β1) ηαζ 65 διενχκ (Β2). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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ηζξ ιεηνήζεζξ ηαηαβναθήξ αβςβζιυηδηαξ ζημιάηςκ ηα θοηά 40 διενχκ (χνζια θοηά) 

πανμοζίαζακ αζζεδηή ιείςζδ ζημ άκμζβια ηςκ ζημιάηςκ ηυζμ ζηζξ 3 χνεξ υζμ ηαζ ζηζξ 

24 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP. ηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2,5 mM πανμοζζάζηδηε δ 

ιεβαθφηενδ ιείςζδ ζηζξ 24 χνεξ ζε ζπέζδ ιε ηδ ιζηνυηενδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100 ιΜ 

(ζρήκα 3.6 Β1). ηα θοηά ηςκ 65 διενχκ (βδναζιέκα θοηά) παναηδνείηαζ ιείςζδ ζηα 

100 ιΜ πμο δζαηδνείηαζ ζηζξ 3 ηαζ 24 χνεξ ακηίζημζπα. Ακηίεεηα ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 

2,5 mM παναηδνείηαζ ιζα αζζεδηή ιείςζδ ζηζξ 3 χνεξ πμο βίκεηαζ πζμ ζδιακηζηή ζηζξ 24 

χνεξ (ζρήκα 3.6 Β2). 

3.2.2.4 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ρισξνθύιιεο θαη θαξνηελνεηδώλ  

Δκζζπφμκηαξ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ ιεηνήζεςκ πμο πήναιε in situ ζηα θφθθα ηςκ 

θοηχκ (θεμνζζιυξ πθςνμθοθθχκ), πνμπςνήζαιε ζε πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ ηδξ oθζηήξ 

πθςνμθφθθδξ (α+α) εκηυξ ημο ηοηηάνμο. Πανάθθδθα ιε ηδ  πθςνμθφθθδ οπμθμβίζηδηακ 

ηαζ ηα εκδμηοηηάνζα επίπεδα ηςκ ηανμηεκμεζδχκ πμο απμηεθμφκ ιδ εκγοιζηά 

ακηζμλεζδςηζηά ιυνζα ηα μπμία δεζιεφμοκ ημ ιμκήνεξ μλοβυκμ (
1
O2). Ο πμζμηζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ έβζκε ιε εηπφθζζδ ηςκ δεζβιάηςκ ιε ημ δζαθφηδ DMSO ηαζ 

θαζιαημθςημιεηνζηή ακάθοζδ υπςξ πενζβνάθεηαζ απυ ημοξ Richardson et al. (2002) 

(εκυηδηα 2.5.1). Σα απμηεθέζιαηα ηςκ ακαθφζεςκ παναηίεεκηαζ ζημ πζμ ηάης δζάβναιια 

(ζρήκα 3.7). 
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ρήκα  3.7. Πενζεηηζηυηδηα ηςκ θφθθςκ ζε μθζηέξ πθςνμθφθθεξ (α+α) ιεηά απυ ιεηαπείνζζδ θοηχκ M. 

truncatula ιε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP (100ιΜ ηαζ 2,5 mM).  Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

πθςνμθφθθδξ (α+α) θαζιαημθςημιεηνζηά ζηα θοηά 40 διενχκ (Α1)  ηαζ 65 διενχκ (Α2). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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ρήκα3.8. Πενζεηηζηυηδηα ηςκ θφθθςκ ζε ηανμηεκμεζδή ιεηά απυ ιεηαπείνζζδ θοηχκ M. truncatula ιε 

δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP (100ιΜ ηαζ 2,5 mM).  Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ ηανμηεκμεζδχκ ζηα  

θοηά 40 διενχκ
 
(Β1) ηαζ 65 διενχκ (Β2).  

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 

ηα θοηά 40 διενχκ παναηδνείηαζ ιείςζδ ζηα επίπεδα μθζηήξ πθςνμθφθθδξ δ μπμία 

είκαζ πζμ έκημκδ ζηζξ 24 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή βζα ηδκ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2,5 mM SNP 

(ζρήκα 3.7 Α). ηα θοηά 65 διενχκ παναηδνείηαζ ιζα ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή πηχζδ ηυζμ 

ζηζξ ηνεζξ χνεξ υζμ ηαζ ζηζξ 24 χνεξ ιε ηδ ιεβαθφηενδ ιείςζδ κα παναηδνείηαζ ζηζξ 24 

χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή (ζρήκα 3.7 Α2). 
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ηζξ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ ηανμηεκμεζδχκ ζηα χνζια θοηά (40 διενχκ) δεκ 

παναηδνήεδηε ζδιακηζηή δζαθμνμπμίδζδ ακάιεζα ζηα πνμκζηά δζαζηήιαηα (3 h ηαζ 24 h) 

ηαζ ζηζξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP (100ιΜ ηαζ 2,5 mM)  πμο ελεηάζηδηακ (ζρήκα 3.8 Β1). 

Ακηζεέηςξ, ζηα θοηά 65 διενχκ παναηδνείηαζ πηχζδ ηςκ επζπέδςκ ηανμηεκμείδςκ ανπζηά 

ζηζξ 3 χνεξ ηαζ αημθμφεςξ πζμ αζζεδηή πηχζδ ζηζξ 24 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή ημο SNP 

(ζρήκα 3.8 Β2). 

3.2.2.5 Κπηηαξηθή δεκηά θαη πεξηεθηηθόηεηα ζε ελεξγέο κνξθέο νμπγόλνπ 

(ROS) 

Γζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ ηοηηανζηήξ γδιζάξ ζηα θοηά πμο ιεηαπεζνίζηδηακ ιε ηζξ δομ 

δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP ελεηάζηδηακ ηα επίπεδα ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ 

θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ. Πανάθθδθα ελεηάζηδηακ ηα επίπεδα ηςκ  ROS ιε πνμζδζμνζζιυ 

ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο H2O2. Ο πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηυζμ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ 

θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ (MDA) υζμ ηαζ ημο H2O2 πναβιαημπμζήεδηε ιε πδιζηέξ 

ακηζδνάζεζξ ηαζ  θαζιαημθςημιεηνζηή ακάθοζδ. Ζ πμζμηζηή ακάθοζδ έβζκε ιέζς 

ζζημπδιζηήξ ακίπκεοζδξ ιε ηδ πνήζδ ηαηάθθδθςκ πδιζηχκ ακηζδναζηδνίςκ,  DAB-HCl 

βζα ημ H2O2 ηαζ Schiff’s βζα ηδκ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ.   

 

3.2.2.5.1   Πνζνηηθόο θαη πνηνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηεο ππεξνμείδσζεο ησλ 

ιηπηδίσλ ησλ κεκβξαλώλ 

Ο πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ, έβζκε 

ιεηνχκηαξ ηα επίπεδα ημο πνμσυκημξ MDA έπεζηα απυ ηδκ ακηίδναζδ ιε ημ ΣΒΑ ηαζ 

θαζιαημθςημιεηνζηή ακάθοζδ υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ εκυηδηα 2.5.4 ζηα οθζηά ηαζ 

ιέεμδμζ. Ζ ζζημπδιζηή ακάθοζδ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο Schiff  (εκυηδηα 

2.4.2) 
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ρήκα 3.9. Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ ιειανακχκ ζε θοηά Medicago 

truncatula Jemalong A17 έπεζηα απυ ιεηαπείνζζδ ιε SNP. Ο πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ημο MDA 

θαζιαημθςημιεηνζηά ζηα θοηά 40 διενχκ (Α1)  ηαζ 65 διενχκ (Α2). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
 

 

 

 

**
*

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0h 3h 24h

Μαρτυράσ

100 μM

2,5 mΜ

Χρόνοσ μετά τη εφαρμογή (h)

Π
ερ

ιε
κτ

ικ
ό

τη
τα

 M
D

A
  (

n
m

o
lg

r-1
FW

)

Υπεροξείδωςη Λιπιδίων (φυτά 40 ημερών) Α1

*

*

*

*

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0h 3h 24h

Μάρτυρασ

100 μΜ

2,5 mΜ

Π
ερ

ιε
κτ

ικ
ό

τη
τα

 M
D

A
 (n

m
o

lg
r-1

FW
)

Χρόνοσ μετά την εφαρμογή (h)

Υπεροξείδωςη Λιπιδίων (φυτά 65 ημερών) Α2



 57 

0h 

3h 

24

h 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα  3.10. Ηζημπδιζηή ακίπκεοζδ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ ηςκ ιειανακχκ ζε θοηά Medicago 

truncatula Jemalong A17 έπεζηα απυ ιεηαπείνζζδ ιε SNP (θοηά 65 διενχκ)*
1
.  

*
1
 Λυβς ηςκ υιμζςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηα θοηά ηςκ 40 διενχκ παναηίεεκηαζ ιυκμ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ 65 

διενχκ. 

ε έκα βεκζηυηενμ πθαίζζμ παναηδνμφκηαζ παιδθυηενα επίπεδα ζηζξ ηζιέξ ημο MDA 

ζηα θοηά 40 διενχκ (χνζια θοηά) ηυζμ ζηζξ 3 χνεξ υζμ ηαζ ζηζξ 24 χνεξ ζε ζπέζδ ιε ηα 

θοηά ηςκ 65 διενχκ (βδναζιέκα θοηά) (ζρήκα 3.9 Α1). 

Δζδζηυηενα ζηα θοηά ηςκ 40 διενχκ παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή αφλδζδ ζηζξ 3 χνεξ ζηα 

2,5 mM ζοβηέκηνςζδ, εκχ ζηζξ 24 χνεξ παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή αφλδζδ ζηα 100 ιΜ ηαζ 

πεναζηένς αφλδζδ ζηα 2,5 mM. ηα θοηά ηςκ 65 διενχκ παναηδνείηαζ άκμδμξ ζηα 

επίπεδα MDA ζηα 100 ιΜ ηαζ ιεβαθφηενδ αφλδζδ ζηα 2,5 mM. οβηεηνζιέκα, ζηα 100 

ιΜ ζηζξ 24 χνεξ ζδιεζχκεηαζ αφλδζδ 2,5 θμνέξ ιεβαθφηενδ ζοβηνζηζηά ιε ηζξ 3 χνεξ 

ιεηά ηδκ εθανιμβή, εκχ ζηα 2,5 mM ζηζξ 24 χνεξ παναηδνείηαζ ιεβαθφηενδ ηαζ 

ζδιακηζηυηενδ αφλδζδ (δζπθάζζα) ζε ζπέζδ ιε ηζξ 3 χνεξ (ζρήκα 3.9 Α2). 

Σα παναπάκς πμζμηζηά απμηεθέζιαηα επζαεααζχεδηακ πμζμηζηά ιέζς ζζημπδιζηήξ 

ακάθοζδξ. φιθςκα ιε ηζξ εζηυκεξ ημο ζρήκαηνο 3.10, ζηζξ 3 χνεξ ζηα 2,5 mM 

παναηδνείηαζ δ ειθάκζζδ νμγ πνχιαημξ ζηδ πνςιμβυκμ ακηίδναζδ πμο πναβιαημπμζείηαζ 

ακάιεζα ζημ MDA-Schiff’s,  ηάηζ πμο δε θαίκεηαζ ζηζξ 0 χνεξ. ηζξ 24 χνεξ έπμοιε ηδκ 

ειθάκζζδ νμγ πνχιαημξ ζηα 100 ιΜ ηάηζ πμο βίκεηαζ εκημκυηενμ ηαζ ειθακέζηενμ ζηα 

2,5 mM  (ζρήκα 3.10). 
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3.2.2.5.2   Πνζνηηθόο θαη πνηνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ηνπ H2O2 

Σμ πενζεπυιεκμ ημο Ζ2Ο2 ζε ηάεε ηοηηανζηυ εηπφθζζια πνμζδζμνίζεδηε ιε 

θαζιαημθςημιεηνζηή ακάθοζδ (εκυηδηα 2.5.3). Πανάθθδθα δ ζζημπδιζηή ακάθοζδ 

πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο DAB-HCl (εκυηδηα 2.4.1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα 3.11. Πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ εκδμηοηηάνζςκ επζπέδςκ ημο H2O2 ζε θοηά Medicago 

truncatula Jemalong A17 έπεζηα απυ ιεηαπείνζζδ ιε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP. O πμζμηζηυξ 

πνμζδζμνζζιυξ ημο H2O2 έβζκε θαζιαημθςηυιεηνζηα ζηα θοηά ηςκ 40 διενχκ (Α1) ηαζ  ζηα θοηά ηςκ 65 

διενχκ (Α2). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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Γεκζηυηενα, παναηδνμφκηαζ παιδθυηενα επίπεδα ζηζξ ηζιέξ ημο H2O2 ζηα θοηά 40 

διενχκ (χνζια θοηά) ηυζμ ζηζξ 3 χνεξ υζμ ηαζ ζηζξ 24 χνεξ ζε ζπέζδ ιε ηα θοηά ηςκ 65 

διενχκ (βδναζιέκα θοηά) (ζρήκα 3.11). 

ηζξ 3 χνεξ ζηα χνζια  ηαζ ζηα βδναζιέκα θοηά παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή αφλδζδ ζηα 

2,5 mM. ηζξ 24 χνεξ ζηα θοηά ηςκ 40 διενχκ παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή, ζηαηζζηζηχξ ιδ 

ζδιακηζηή αφλδζδ ζηα 100 ιΜ εκχ ζηα 2,5 mM έπμοιε ιζα πζμ αζζεδηή αφλδζδ. ηα 

θοηά ηςκ 65 διενχκ μζ δζαθμνέξ είκαζ πζμ έκημκεξ ιε ιζα ιζηνή, ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή 

αφλδζδ ζηα 100 ιΜ εκχ ζηα 2,5 mM παναηδνείηαζ αηυιδ ιεβαθφηενδ αφλδζδ (ηνζπθάζζα 

ζοβηνζηζηά ιε ηζξ 3 χνεξ) (ζρήκα 3.11 ).       

Ζ πμζμηζηή ακίπκεοζδ ημο H2O2 ιε ζζημπδιζηή ακάθοζδ, επζαεααίςζε υηζ ιεβαθφηενδ 

πενζεηηζηυηδηα H2O2 ήηακ ειθακήξ ιε ηδ ιμνθή ηαθέ ηδθίδςκ (θυβς ημο ζγήιαημξ πμο 

μθείθεηαζ ζημ πνμσυκ ηδξ ακηίδναζδξ DAB- H2O2) ζηδκ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2,5 mM ηυζμ 

ζηζξ 3 χνεξ ηαεχξ ηαζ ζηζξ 24 χνεξ, ιε ιεβαθφηενδ υιςξ έκηαζδ ζηζξ  24 χνεξ (ζρήκα 

3.12).       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ρήκα  3.12.  Ηζημπδιζηή ακίπκεοζδ ημο H2O2 ζε θοηά Medicago truncatula Jemalong A17 έπεζηα απυ 

ιεηαπείνζζδ ιε δζαθμνεηζηέξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP. ημο H2O2 (θοηά 65 διενχκ)*
1
. 

*
1
 Λυβς ηςκ υιμζςκ απμηεθεζιάηςκ ιε ηα θοηά ηςκ 40 διενχκ παναηίεεκηαζ ιυκμ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ 65 

διενχκ. 
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3.2.2.6  Έιεγρνο ησλ επίπεδσλ ηεο γνληδηαθήο έθθξαζεο ησλ αληηνμεηδσηηθώλ 

ελδύκσλ  

Σα επίπεδα έηθναζδξ ανηεηχκ ακηζμλεζδςηζηχκ βμκζδίςκ πμο απμηεθμφκ δείηηεξ 

εθέβπμο ηδξ ηαηαπυκδζδξ (GST, cAPX, CAT, FeSOD, AOX) ηαζ ειπθέημκηαζ ζημ ζφζηδια 

άιοκαξ ημο θοημφ ελεηάζηδηακ ιε ηδ πμζμηζηή αθοζζδςηή ακηίδναζδ ηδξ πμθοιενάζδξ 

πναβιαηζημφ πνυκμο (qRT-PCR). Γζα ηάεε βμκίδζμ ακηζμλεζδςηζημφ εκγφιμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ ελεζδζηεοιέκμζ εηηζκδηέξ. ακ βμκίδζμ ακαθμνάξ επζθέβδηε δ α-αηηίκδ 

ΗΗ (εκυηδηα 2.7). 

Όπςξ θαίκεηαζ ζημ παναηάης ζρήκα 3.13, ηα απμηεθέζιαηα απυ ηδκ ακάθοζδ ηδξ 

βμκζδζαηήξ έηθναζδξ βζα ηα δζάθμνα ακηζμλεζδςηζηά βμκίδζα έδεζλακ δζαθμνεηζηή νφειζζδ 

ζηα θοηά 40 διενχκ (χνζια) ζε ζπέζδ ιε αοηά ηςκ 65 διενχκ (βδναζιέκα) ηάης απυ ηδ 

δεδμιέκδ ηαηενβαζία ιε SNP.  

Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ζηα θοηά 40 διενχκ, δ παιδθή ζοβηέκηνςζδ ΝΟ (100 ιΜ) 

μδήβδζε ζε επαβςβή ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ βμκζδίςκ, εκχ ορδθή ζοβηέκηνςζδ ΝΟ (2,5 

mM) μδήβδζε ζε ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ βμκζδίςκ (ζρήκα 3.13 

Α). Ακηίεεηα, ζηα θοηά ηςκ 65 διενχκ είπαιε ιζα νφειζζδ ιε αζζεδηή πμζηζθμιμνθία ηαζ 

ιάθζζηα δζαηνίκεηαζ ιζα νφειζζδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ απυ ημ πνυκμ (3 h ηαζ 24 h 

ακηίζημζπα). ηα θοηά αοηά δζαηνίκεηαζ ηαεανά ιζα βεκζηή ηαηαζημθή ηδξ βμκζδζαηήξ 

έηθναζδξ ζηζξ 24 χνεξ, ηάηζ πμο δεκ παναηδνείηαζ ακηίζημζπα ζηα θοηά ηςκ 40 διενχκ 

(ζρήκα 3.13 Β).  
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ρήκα  3.13. Δπίπεδα ζπεηζηήξ έηθναζδξ βμκζδίςκ ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ (GST, cAPX, CAT, FeSOD, 

AOX) ιε ακάθοζδ qRT-PCR ζε θοηά M. truncatula 40 διενχκ (χνζια) ηαζ 65 διενχκ (βδναζιέκα) ηα 

μπμία ιεηαπεζνίζηδηακ ιε SNP (100ιΜ ηαζ 2,5 mM). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 

 

 

 

cAPX GST FeSOD CAT AOX

3h 100μM 3.67 2.17 1.23 2.32 1.07

3h 2,5mM 2.12 -1.10 -3.26 -3.68 1.01

24h 100μM 2.11 2.64 1.97 -1.05 1.90

24h 2,5mM -13.86 -3.86 -6.18 -1.07 -1.39

*

* **

*

* *

*

*
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*
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Επίπεδα γονιδιακήσ ζκφραςησ ( φυτά 40 ημερών)Α

cAPX GST FeSOD CAT AOX

3h 100μM 3.41 1.66 2.11 -1.19 1.07

3h 2,5mM 5.45 -1.46 1.24 -1.78 8.16

24h 100μM -2.27 -2.50 -1.51 1.40 -3.44

24h 2,5mM -2.07 -1.40 1.15 -1.16 -1.26

*
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* *
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Επίπεδα γονιδιακήσ ζκφραςησ (φυτά 65 ημερών)Β
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3.3 Δπίδξαζε ηνπ εμσγελνύο κνλνμεηδίνπ ηνπ αδώηνπ ζηε βηνζύλζεζε 

ησλ κεηαβνιηηώλ πνιπακηλώλ θαη πξνιίλεο 

3.3.1 Δηζαγσγή  

3.3.1.1 Πνιπακίλεο  

 Υαρακηηριζηικά πολσαμινών και βιοζσνθεηικό μονοπάηι  

Οζ πμθοαιίκεξ ή αθεζθαηζηέξ αιίκεξ είκαζ μνβακζηέξ εκχζεζξ πμο έπμοκ δομ ή 

πενζζζυηενεξ αιζκμμιάδεξ ζημ ιυνζυ ημοξ. Οζ πζμ ζοπκά απακηχιεκεξ ζηα αζμθμβζηά 

ζοζηήιαηα είκαζ δ πμοηνεζηίκδ (put), δ ζπενιζδίκδ (spd)  ηαζ δ ζπενιίκδ (spm). Οζ 

πμθοαιίκεξ ηαζ ζδζαίηενα δ πμοηνεζηίκδ ηαζ δ ζπενιίκδ είκαζ απαναίηδηεξ βζα ηδκ 

επζαίςζδ δζαθυνςκ μνβακζζιχκ βζαηί ειπθέημκηαζ ζε πμθθέξ δζαδζηαζίεξ εειεθζχδμοξ 

ζδιαζίαξ. ηα θοηά επδνεάγμοκ πμθθέξ θοζζμθμβζηέξ δζαδζηαζίεξ υπςξ δ μνβακμβέκεζδ, 

δ ειανομβέκεζδ, δ βήνακζδ ηςκ θφθθςκ ηαζ δ απυηνζζδ ζε ααζμηζηέξ ηαζ αζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ (Malmberg et al., 1998; Bouchereau et al., 1999; Alcázar et al., 2006b; 

Kusano et al., 2008). οβηεηνζιέκα, ζε ζοκεήηεξ ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ παναηδνείηαζ 

αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ πμοηνεζηίκδξ (Galston 1991). Πανυθα αοηά δ ζδιαζία ηδξ 

αφλδζδξ ηςκ πμθοαιζκχκ ςξ απυηνζζδ ηςκ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ δεκ έπεζ αηυια 

λεηαεανζζηεί (Alcázar et al., 2006; Kusano et al., 2008). 

Ζ αζμζφκεεζδ ηςκ πμθοαιζκχκ πναβιαημπμζείηαζ ηονίςξ ιε ηδ δνάζδ δφμ εκγφιςκ, 

ηδκ απμηαναμλοθάζδ ηδξ μνκζείκδξ (ODC) ηαζ ηδκ απμηαναμλοθάζδ ηδξ ανβζκίκδξ 

(ADC). Ζ ανβζκίκδ απμηεθεί ημ οπυζηνςια ηδξ ADC ηαζ δ μνκζείκδ ημ οπυζηνςια ηδξ 

ODC. Σα δομ αοηά έκγοια ηαηαθφμοκ ηδ δδιζμονβία ηδξ δζαιίκδξ πμοηνεζηίκδξ, δ ODC 

δνχκηαξ άιεζα ζημ οπυζηνςια ζε ιζα ακηίδναζδ ηαζ δ ADC ιε ηδ ιεζμθάαδζδ δομ 

εκγφιςκ ζε δφμ λεπςνζζηέξ ακηζδνάζεζξ. ηδ ζοκέπεζα, έπμκηαξ ςξ δυηδ ιεεοθμιάδςκ ημ 

SAM (S-αδεκμζοθ-ιεεεζμκίκδ) ιε ηδ δνάζδ ηδξ ζοκεάζδξ ηδξ ζπενιζδίκδξ ηαζ αημθμφεςξ 

ηδ ζοκεάζδ ηδξ ζπενιίκδξ πανάβμκηαζ δ ηνζαιίκδ ζπενιζδίκδ ηαζ δ ηεηναιίκδ ζπενιίκδ 

ακηίζημζπα (εζηυκα 2.4) (Slocum et al., 1984). 
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Γζα ηδκ παναβςβή ηδξ πμοηνεζηίκδξ, ακάθμβα ιε ημκ μνβακζζιυ εοκμείηαζ είηε άιεζα 

ημ ιεηααμθζηυ ιμκμπάηζ απμηαναμλοθίςζδξ ηδξ μνκζείκδξ (ιέζς ηδξ ODC) (εδθαζηζηά 

ηαζ ιφηδηεξ) ή έιιεζα ημ ιμκμπάηζ απμηαναμλοθίςζδξ ηδξ ανβζκίκδξ (ιέζς ηδξ ΑDC). 

ηα θοηά πζμ έκημκδ είκαζ ζοκήεςξ δ πανμοζία ηαζ δνάζδ ημο εκγφιμο ADC δ μπμία  

ανίζηεηαζ ηαζ δνα ζηδ ιειανάκδ ηςκ εοθαημεζδχκ ηςκ πθςνμπθαζηχκ (Borrell et al., 

1995; Alcázar et al., 2010b). Υαναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια είκαζ ημ βεβμκυξ πςξ ζηδκ 

Arabidopsis thaliana δε ανέεδηε ημ βμκίδζμ πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ODC μφηε ημ ακηίζημζπμ 

έκγοιμ (Alcázar et al., 2005).   

Αλληλεπίδραζη ΝΟ και πολσαμινών  

Ανηεηά είδδ ηαηαπμκήζεςκ μδδβμφκ ζηδκ αφλδζδ ηδξ αζμζφκεεζδξ ηςκ πμθοαιζκχκ 

(Bouchereau et al., 1999).  Οζ Tun et al. (2006) παναηήνδζακ υηζ μζ πμθοαιίκεξ επάβμοκ 

ηδ αζμζφκεεζδ ΝΟ ζε ζπμνυθοηα  Α. thaliana ζε  έκα ιμκμπάηζ ιε  πνυδνμιμ ιυνζμ ηδκ 

L-ανβζκζκή ηαζ ζοιπένακακ υηζ ημ ΝΟ ζοιπενζθένεηαζ ςξ ζοκδεηζηυ ιυνζμ ιεηαλφ ηςκ 

επαβυιεκςκ απυ ηαηαπυκδζδ πμθοαιζκχκ ηαζ άθθςκ επαβυιεκςκ ιμνίςκ πμο έπμοκ ζακ 

εκδζάιεζμ ιυνζμ ημ ΝΟ. 

Σo ιμκμλείδζμ ημο αγχημο, μζ πμθοαιίκεξ (PAs), ηαεχξ ηαζ μζ μλεζδάζεξ δζαιζκχκ 

(DAO) ηαζ πμθοαιζκχκ (PAO) παίγμοκ ζδιακηζημφξ νυθμοξ ζε δζάθμνεξ θοζζμθμβζηέξ 

δζενβαζίεξ ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ βήνακζδξ ηαζ ηςκ απμηνίζεςκ άιοκαξ εκακηίμκ 

ααζμηζηχκ ηαζ αζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ. Αοηή δ θεζημονβζηή αθθδθεπζηάθορδ πνμηείκεζ 

ηδκ αθθδθεπίδναζδ ημο ΝΟ ηαζ ηςκ PAs ζηδ ιεηάδμζδ ζήιαημξ. Ζ ελςβεκήξ εθανιμβή 

πμοηνεζηίκδξ, ζπενιζδίκδξ ηαζ ζπενιίκδξ ζε ζπμνυθοηα A. thaliana μδήβδζε ζε επαβςβή 

ηδξ παναβςβήξ ΝΟ (Tun et al., 2006). οβηνίκμκηαξ ηζξ θεζημονβίεξ ημο ΝΟ ηαζ 

πμθοαιζκχκ ζηδκ ακάπηολδ ημο θοημφ ηαζ ζηζξ αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ, 

ημζκέξ ηαζ ζηα δφμ ιυνζα ζήιαημξ, ιπμνεί κα εεςνδεεί πςξ ημ ΝΟ ιπμνεί κα είκαζ έκαξ 

ζφκδεζιμξ ακάιεζα ζηζξ πμθοαιζκμ-ελανηχιεκεξ απμηνίζεζξ ηαηαπυκδζδξ. Ζ παναβςβή 

ημο ΝΟ απυ ηζξ πμθοαιίκεξ ιπμνεί κα μθείθεηαζ είηε ζημ H2O2, ημ εκδζάιεζμ πνμσυκ ηδξ 

μλείδςζδξ ηςκ πμθοαιζκχκ, είηε απυ άβκςζημοξ ιδπακζζιμφξ ζημοξ μπμίμοξ ειπθέημκηαζ 

μζ πμθοαιίκεξ (Wimalasekera, 2011). 

Δπζπνυζεεηα ημο ιεβάθμο νυθμο πμο παίγεζ ημ αζεοθέκζμ ζηδ βήνακζδ ηςκ θοηχκ, ημ 

ΝΟ ηαζ μζ πμθοαιίκεξ απμηεθμφκ ηαζ αοηά ιυνζα πμο ειπθέημκηαζ ζηα ιμκμπάηζα 

ιεηάδμζδξ ζήιαημξ ηδξ βήνακζδξ. Πεζναιαηζηέξ απμδείλεζξ ζε ανηεηά θοηά απμδεζηκφμοκ 
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πςξ ημ ΝΟ ίζςξ έπεζ ακηζβδνακηζηέξ ζδζυηδηεξ (Leshem et al., 1998, Neill et al., 2003). Ζ 

πζμ ημζκή οπυεεζδ πμο ελεηάγεηαζ είκαζ δ αθθδθεπίδναζδ ακάιεζα ζηδ νφειζζδ 

πμθοαιζκχκ ηαζ αζεοθεκίμο. Ζ αζμζφκεεζδ ηςκ πμθοαιζκχκ ηαζ ημο αζεοθεκίμο νοειίγεηαζ 

εηιεηαθθεουιεκδ ηδ δζαδζηαζία βήνακζδξ (Pandey et al., 2000). Βνέεδηε πςξ δ αζμζφκεεζδ 

ημο ΝΟ ζηδκ A. thaliana είκαζ επαβυιεκδ απυ ηδκ ηοημηζκίκδ ηαζ ηζξ πμθοαιίκεξ (Tun et 

al., 2006, 2008). Με αάζδ ηα παναηάης, πνμηείκεηαζ πςξ δ ακηζβδνακηζηή επίδναζδ ηςκ 

πμθοαιζκχκ ιπμνεί κα ζοκδέεηαζ ιενζηχξ ιε ημ ΝΟ. 

Πνυζθαηεξ ενβαζίεξ ζζπονίγμκηαζ ηδκ αθθδθεπίδναζδ ακάιεζα ζημ ΝΟ ηαζ ηα 

πμθοαιζκμ-ελανηχιεκα ιμκμπάηζα ιεηάδμζδξ ζήιαημξ ηαζ άθθα ιμκμπάηζα ζηζξ 

απμηνίζεζξ ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ. Ζ αθθαβή ζηδ αζμζφκεεζδ ηςκ πμθοαιζκχκ 

ειθακίγεηαζ ςξ απυηνζζδ ζε έκα ιεβάθμ εφνμξ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ (Alcázar et al., 

2006, Groppa and Benavides, 2008, Alcázar et al., 2010a). Μεηαβναθζηή ακάθοζδ 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ νογζμφ, ηαπκμφ ηαζ κημιάηαξ πμο οπενεηθνάγμοκ έκγοια 

αζμζφκεεζδξ ηςκ πμθοαιζκχκ απμηάθορακ αθθαβέξ ζηδκ έηθναζδ ανηεηχκ βμκζδίςκ 

ζπεηζγυιεκςκ ιε ηαηαπυκδζδ πνμηείκμκηαξ υηζ μζ πμθοαιίκεξ ιπμνεί κα παίγμοκ νυθμ ςξ 

ιυνζα ζήιαημξ ζηζξ απμηνίζεζξ ηαηαπυκδζδξ (Alcazar et al., 2010). Κάπμζεξ θεζημονβίεξ 

ημο ΝΟ ιπμνεί κα εθανιμζεμφκ ιέζς ηςκ S-κζηνμγμεεζμθχκ (SNOs). Ζ S-

κζηνμζμβθμοηαεεζυκδ (GSNO), θεζημονβεί ςξ ηζκμφιεκδ δελαιεκή ηδξ νφειζζδξ 

αζμδναζηζηυηδηαξ ημο ΝΟ (Durner and Klessig, 1999). Σμ ιυνζμ GSNO ηαζ δ ακαβςβάζδ 

ηδξ GSNO (GSNOR) παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηζξ ζοκεήηεξ ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ 

(Barroso et al., 2006, Belenghi et al., 2007, Lindermayr, and Durner, 2009). 
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3.3.1.2 Πξνιίλε 

Υαρακηηριζηικά ηης προλίνης και βιοζσνθεηικό μονοπάηι  

Ζ πνμθίκδ είκαζ έκα αιζκμλφ απαναίηδημ βζα ηδ αζμζφκεεζδ πνςηεσκχκ ηαζ 

ηαη’επέηηαζδ ζημκ πνςημβεκή ιεηααμθζζιυ. Ο νυθμξ ηδξ πνμθίκδξ εκηυξ ημο ηοηηάνμο 

είκαζ ηαεμνζζηζηυξ βζαηί δνα ςξ πνμζηαηεοηζηυ ιυνζμ ζε θαζκυιεκα χζιςζδξ, δζαηδνεί ημ 

μλεζδμακαβςβζηυ δοκαιζηυ ημο ηοηηάνμο, ηαζ ζοιαάθεζ ςξ ιυνζμ ζήιαημξ ζηδκ άκεδζδ, 

ζηδκ ακάπηολδ ημο ειανφμο ηαζ ηςκ νζγχκ. Χξ εζςηενζηυ ςζιςθοηζηυ ιυνζμ πνμζηαηεφεζ 

ηζξ οπμηοηηανζηέξ δμιέξ ηαζ ηα ιαηνμιυνζα ηάης απυ ορδθή ςζιςηζηή πίεζδ. Δπίζδξ, δ 

πνμθίκδ απμηεθεί ζοζηαηζηυ ηςκ πνςηεσκχκ πμο ζοιπενζθένμκηαζ ςξ ιμνζαημί ζοκμδμί 

πνμζηαηεφμκηαξ άθθεξ πνςηεΐκεξ απυ πζεακή απμζημδυιδζδ ηαζ εκζζπφμκηαξ ηδκ 

δναζηζηυηδηα δζαθυνςκ εκγφιςκ. Παναδείβιαηα ηδξ δνάζδξ αοηήξ είκαζ δ πνμζηαζία ημο 

εκγφιμο ηδξ κζηνζηήξ ακαβςβάζδξ (NR) ηαηά ηδ δζάνηεζα ςζιςηζηήξ ηαηαπυκδζδξ 

(Sharma and Dubey, 2005). 

 

Δηθόλα 3.3. πδιαηζηή απεζηυκζζδ ηδξ αζμζφκεεζδξ πμθοαιζκχκ  

ACC: ζοκεάζδ ημο 1-αιζκμ-ηοηθμπνμπάκζμ-1-ηαναμλοθζημφ μλέμξ, ADC: απμηαναμλοθάζδ ηδξ ανβζκίκδξ, 

AIH: ζιζκμοδνμθάζδ ηδξ αβιαηίκδξ, CPA: αιζδμοδνμθάζδ ηδξ N-ηανααιμτθπμοηνεζηίκδ, DAO: μλεζδάζδ 

ηδξ δζαιίκδξ , dcSAM: απμηαναμλοθάζδ ηδξ S-αδεκμζοθ-ιεεεζμκίκδξ, GABA: β-αιζκμαμοηονζηυ μλφ, ODC: 

απμηαναμλοθάζδ ηδξ μνκζείκδξ, PAO: μλεζδάζδ ηδξ πμθοαιίκδξ, SAM: S-αδεκμζοθιεεεζμκίκδ, SAMDC: 

απμηαναμλοθάζδ ηδξ S-αδεκμζοθιεεεζμκίκδξ, SPDS: ζοκεάζδ ηδξ ζπενιζδίκδξ, SPMS: ζοκεάζδ ηδξ 

ζπενιίκδξ (Alcazar et al., 2010). 

 Οξληζίλε Αξγίληλε 

Πνπηξεζθίλε 

πεξκηδίλε 

πεξκίλε 

Μεεεζμκίκδ 

Αζεοθέκζμ 

μοηζκζηυ μλφ 

1,3 Γζάιζκμπνμπάκζμ 

1-(3Αιζκμπνυποθμ)- 

         ποννμθίκδ 

Γ1-ποννμθίκδ+ΝH3 

ΑCC ζοκεάζδ 

ΑCC  μλεζδάζδ 

SAM ζοκεάζδ 

Πνπηξεζθίλε 

πεξκηδίλε 

πεξκίλε 
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ηα θοηά δ αζμζφκεεζδ ηδξ πνμθίκδξ πναβιαημπμζείηαζ ζημ ηοηηανυπθαζια υπμο ημ 

βθμοηαιζκζηυ ζυκ ιεηαηνέπεηαζ ζε βθμοηαιζκζηή β-διζαθδεφδδ ιε ηδ δνάζδ ημο εκγφιμο 

Γ
1
-ποννμθζκμ-5-ηαναμλοθμ ζοκεεηάζδ (p5CS) ηαζ αημθμφεςξ πανάβεηαζ δ ποννμθζκμ-5-

ηαναμλοθζμ (P5C) (Hu et al., 1992; Savoure et al., 1995). Με ηδ δνάζδ ηδξ P5C 

ακαβςβάζδξ (p5CR)  δ P5C ιεηαηνέπεηαζ ζηδκ πνμθίκδ (Szoke et al., 1992).  ε ζοκεήηεξ 

ηαηαπυκδζδξ ζηδκ A. thaliana δ ζοζζχνεοζδ ηδξ P5CS1 ζημοξ πθςνμπθάζηεξ μδδβεί ζηδ 

αζμζφκεεζδ ηδξ πνμθίκδξ ζηα πθαζηίδζα. Αημθμφεςξ δ πνμθίκδ απμζημδμιείηαζ ζηα 

ιζημπυκδνζα ιε ηδκ μλείδςζδ ηδξ πνμξ P5C ηαζ βθμοηαιζκζηυ ζυκ (Laszlo and Arnould, 

2009). 

Ζ αζμζφκεεζδ ηδξ πνμθίκδξ εθέβπεηαζ απυ ηδκ εκενβμπμίδζδ δομ βμκζδίςκ πμο 

ηςδζημπμζμφκ ηδκ P5CS. Σμ έκα βμκίδζμ είκαζ δμιζηυ ηαζ ημ άθθμ είκαζ ζοβηεηνζιέκδ 

ζζμιμνθή πμο επάβεηαζ ζε ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ. Σα δομ αοηά βμκίδζα ακ ηαζ 

πανμοζζάγμοκ ορδθή μιμθμβία, δ ιεηαβναθζηή ημοξ νφειζζδ είκαζ δζαθμνεηζηή. Ζ 

ιεηαβναθζηή νφειζζδ ηδξ P5CS νοειίγεηαζ απυ ηδκ πνμθίκδ ιέζς ημο ιδπακζζιμφ 

ακάδναζδξ (feedback inhibition), αθμφ ζε ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ πνμθίκδξ ζημ ηφηηανμ 

ακαζηέθθεηαζ δ δνάζδ ηδξ (Zhang et al., 1995). 

Προλίνη και αβιοηικές καηαπονήζεις 

Πμθθέξ ενβαζίεξ έδεζλακ υηζ δ πενζεηηζηυηδηα ηδξ πνμθίκδξ ζηα θοηζηά ηφηηανα 

αολάκεηαζ ηάης απυ δζαθμνεηζηέξ ζοκεήηεξ. Αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ πνμθίκδξ 

παναηδνείηαζ ηάης απυ ζοκεήηεξ λδναζίαξ (Choudhary et al., 2005; Filippou et al., 2011), 

ορδθήξ αθαηυηδηαξ (Yoshiba et al., 1995) , ορδθμφ θςηζζιμφ ηαζ UV αηηζκμαμθίαξ 

(Saradhi et al., 1995) ηαζ άθθςκ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ (Fabro et al., 2004).  

ε ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ δ πνμθίκδ δνα ςξ ακηζμλεζδςηζηυ δεζιεφμκηαξ ηαζ 

ιεζχκμκηαξ ηδ δνάζδ ηςκ ROS ηαζ ημο ιμκήνμοξ μλοβυκμο (
1
O2). Δπζπθέμκ εθέβπεζ ηα 

επίπεδα ηςκ ROS ζηα ιζημπυκδνζα ηαζ επδνεάγεζ ημκ πνμβναιιαηζζιέκμ ηοηηανζηυ 

εάκαημ (PCD). ε ζοκεήηεξ ααζμηζηήξ ηαζ αζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ δ πνμθίκδ δνα ςξ 

ιεηααμθζηυ ζήια νοειίγμκηαξ ημοξ δζάθμνμοξ ιεηααμθίηεξ χζηε κα επζηναηεί ζζμννμπία 

ημο μλεζδμακαβςβζημφ δοκαιζημφ ημο ηφηηανμ (μλεζδμακαβςβζηή ζζμννμπία). Πανάθθδθα 

εθέβπεζ ηδκ έηθναζδ ιεβάθμο ανζειμφ βμκζδίςκ ηαζ επδνεάγεζ ηδκ ακάπηολδ ηαζ αφλδζδ 

ημο θοημφ (Laszlo and Arnould, 2009).  
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3.3.2 Απνηειέζκαηα 

3.3.2.1 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο ησλ πνιπακηλώλ  

ηδ ζοκέπεζα ιεθεηήεδηακ μζ αθθαβέξ ζηα εκδμηοηηάνζα επίπεδα δομ ζδιακηζηχκ 

ιεηααμθζηχκ (πνμθίκδξ ηαζ πμθοαιζκχκ) ζηα θοηά πμο είπακ οπμζηεί ηαηενβαζία ιε SNP 

υπςξ πνμακαθένεδηε. Ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ηνζχκ ηφνζςκ 

πμθοαιζκχκ (put, spd ηαζ spm) ζε ηοηηανζηά εηποθίζιαηα ηςκ θοηχκ (εκυηδηα 2.5.6). Ο 

δζαπςνζζιυξ ηαζ δ πμζμηζημπμίδζδ ηςκ ηνζχκ πμθοαιζκχκ έβζκε ιέζς ακηίδναζδξ 

αεκγοθίςζδξ ηςκ πμθοαιζκχκ ηαζ ηα αεκγοθζςιέκα πανάβςβα δζαπςνίζηδηακ ιε ηδ 

ιέεμδμ ηδξ HPLC (εκυηδηα 2.5.7). 

Ζ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ έδςζε ηδκ πενζεηηζηυηδηα ηαζ ηςκ ηνζχκ εθεφεενςκ 

πμθοαιζκχκ ζηα δζάθμνα θοηζηά ηοηηανζηά εηποθίζιαηα, υπςξ θαίκμκηαζ ζημ παναηάης 

δζάβναιια (ζρήκα 3.14 θαη ζρήκα 3.15). 
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ρήκα 3.14. Δπίπεδα εθεφεενςκ πμθοαιζκχκ ζε θοηά M. truncatula, ζε θπηά 40 εκεξώλ ιεηά απυ 

ιεηαπείνζζδ ιε SNP. Πνμζδζμνζζιυξ ηςκ εθεφεενςκ πμθοαιζκχκ  (put, spd, spm) ζε εηποθίζιαηα θοηχκ 40 

διενχκ, 3 χνεξ (Α1)  ηαζ 24  χνεξ ( Α2) ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (100ιM ηαζ 2.5mM). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3).Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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ρήκα 3.15. Δπίπεδα εθεφεενςκ πμθοαιζκχκ ζε θοηά M. truncatula 65 διενχκ, ιεηά απυ ιεηαπείνζζδ ιε 

SNP. Πνμζδζμνζζιυξ ηςκ εθεφεενςκ πμθοαιζκχκ  (put, spd, spm) ζε εηποθίζιαηα θοηχκ 65 διενχκ, 3 χνεξ 

(Β1)  ηαζ 24  χνεξ ( Β2) ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (100ιM ηαζ 2.5mM). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3).Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 

  Απυ ηα απμηεθέζιαηα πμο παναηίεεκηαζ παναηδνείηαζ αφλδζδ ηδξ πμθοαιίκδξ  

πμοηνεζηίκδξ ζηα θοηά 40 διενχκ ζημ πνμκζηυ δζάζηδια ηςκ 3 ςνχκ πανμοζία SNP 2.5 

mM δ μπμία αολάκεζ πεναζηένς ζηζξ 24 χνεξ (ζρήκα 3.14). Αοηή δ εκδμηοηηάνζα αφλδζδ 

ηδξ πμοηνεζηίκδξ πανμοζζάγεηαζ ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ ζε ιεβαθφηενμ υιςξ ααειυ ζηα 

βήναζιέκα θοηά (65 διενχκ) (ζρήκα 3.15). Δπμιέκςξ ζδιεζχκεηαζ ζοζζχνεοζδ 
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πμοηνεζηίκδξ ζηα 2,5 mM εθανιμβήξ SNP ζηα βδναζιέκα θοηά ηςκ 65 διενχκ έπεζηα 

απυ ημ ιαηνμπνυεεζιμ απμηέθεζια ηςκ 24 ςνχκ. Οζ άθθεξ δομ  πμθοαιζκέξ βζα ηζξ μπμίεξ 

δ πμοηνεζηίκδ απμηεθεί πνυδνμιμ ιυνζμ δζαθμνμπμζμφκηαζ ςξ ελήξ: δ ζπενιζδίκδ 

ιεζχκεηαζ εθαθνχξ εκχ ηα επίπεδα ζπενιζκήξ παναιέκμοκ ζηαεενά ηαζ ζηα δφμ 

ακαπηολζαηά θοηά. 

3.3.2.2  Έιεγρνο ηεο ελδπκηθήο δξαζηηθόηεηαο ηεο απνθαξβνμπιάζεο ηεο 

αξγηλίλεο (ADC) θαη απνθαξβνμπιάζεο ηεο νξληζίλεο (ODC) 

Ζ εκδμηοηηάνζα αφλδζδ ηδξ πμοηνεζηίκδξ ζηα SNP-θοηά έδςζε ημ έκαοζια βζα ημκ 

πεναζηένς έθεβπμ ηδξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηςκ ζδιακηζηυηενςκ εκγφιςκ (ADC ηαζ 

ODC) πμο πζεακυηαηα κα ειπθέημκηαζ ζηδ αζμζφκεεζδ ηδξ πμοηνεζηίκδξ. Οζ εκγοιζηέξ 

δναζηζηυηδηεξ ιεηνήεδηακ ιε ηδ πνήζδ ναδζεκενβχκ οπμζηνςιάηςκ ανβζκίκδξ ηαζ 

μνκζείκδξ ακηίζημζπα ηαζ ηα απμηεθέζιαηα πανμοζζάγμκηαζ παναηάης εηθναζιέκα ζε 

ιμκάδεξ εζδζηήξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηαζ βζα ηα δφμ έκγοια (εκυηδηα 2.6.2).  
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ρήκα  3.16. Δπίπεδα εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ απμηαναμλοθάζδξ ΑDC ζε θοηά M. truncatula ιεηά 

απυ ιεηαπείνζζδ ιε SNP. Πνμζδζμνζζιυξ ηδξ εζδζηήξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ απμηαναμλοθαζήξ ΑDC 

ζηα εηποθίζιαηα ηςκ θοηχκ δομ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ, 40 διενχκ (Α1) ηαζ 65 διενχκ (Α2) 3 χνεξ  ηαζ 

24  χνεξ  ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (100ιΜ ηαζ 2.5mΜ). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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ρήκα  3.17. Δπίπεδα εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ απμηαναμλοθάζδξ ηδξ ODC ζε θοηά M. truncatula ιεηά 

απυ ιεηαπείνζζδ ιε SNP. Πνμζδζμνζζιυξ ηδξ εζδζηήξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ απμηαναμλοθάζδ ηδξ 

ODC ζηα εηποθίζιαηα ηςκ θοηχκ δομ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ, 40 διενχκ (Β1) ηαζ 65 διενχκ (Β2) 3 χνεξ  

ηαζ 24  χνεξ  ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (100ιΜ ηαζ 2.5mΜ). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 

Απυ ηζξ ιμκάδεξ ηδξ εζδζηήξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ ADC θαίκεηαζ πςξ δ δνάζδ 

ημο εκγφιμο αοημφ αολάκεζ πανάθθδθα ιε ηδκ αφλδζδ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ πμοηνεζηίκδξ 

(ζρήκα 3.16), δδθαδή έπμοιε ιέβζζηδ εκγοιζηή δναζηζηυηδηα ζηα θοηά 65 διενχκ ζε 

ζοβηέκηνςζδ SNP 2,5 mM ζηζξ 24 χνεξ (ζρήκα 3.16 A2). Απυ ηδκ άθθδ ιενζά, δ ODC 
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πανμοζίαζε παιδθέξ ηζιέξ εζδζηήξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηαζ ηα επίπεδα αοηά 

πανέιεζκακ παιδθά ζε υθεξ ηζξ ιεηαπεζνίζεζξ ηςκ θοηχκ ιε SNP (ζρήκα 3.17). 

3.3.2.3 Πνζνηηθόο πξνζδηνξηζκόο πξνιίλεο 

Αημθμφεδζε μ έθεβπμξ ημο δεφηενμο ιεηααμθίηδ, ηδξ πνμθίκδξ, βζα ηδκ ίδζα ζεζνά 

θοηχκ ιεηαπεζνζζιέκςκ ιε SNP. Ανπζηά έβζκε πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ 

εκδμηοηηάνζςκ επζπέδςκ ηδξ πνμθίκδξ ηαζ αημθμφεςξ έθεβπμξ ηδξ εκγοιζηήξ 

δναζηζηυηδηαξ ημο ααζζημφ εκγφιμο (P5CS) πμο ειπθέηεηαζ ζημ αζμζοκεεηζηυ ιμκμπάηζ 

παναβςβήξ ηδξ. 

Ο πμζμηζηυξ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ πνμθίκδξ ζε πανυιμζα ιε ηα παναπάκς θοηζηά 

ηοηηανζηά εηποθίζιαηα έβζκε θαζιαημθςημιεηνζηά ιέζς ηδξ πνςιμβυκμο ακηίδναζδξ 

πμο πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά (εκυηδηα 2.5.5). Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πμζμηζημπμίδζδξ ηδξ 

πνμθίκδξ θαίκμκηαζ παναηάης (ζρήκα 3.18). 

Όπςξ θαίκεηαζ ζημ πζμ ηάης δζάβναιια (ζρήκα 3.18 ) ζηα θοηά 40 διενχκ 

παναηδνείηαζ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηζξ πνμθίκδξ ζηζξ 3 χνεξ ζηα 2,5 mM SNP δ μπμία 

βίκεηαζ εκημκυηενδ ζηζξ 24 χνεξ. ηδ ιζηνυηενδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100 ιΜ παναηδνείηαζ 

ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή αφλδζδ ζηζξ 3 χνεξ ιε πζμ αζζεδηή αφλδζδ ζηζξ 24 χνεξ (ζρήκα 

3.18 Α). ηα βδναζιέκα θοηά 65 διενχκ παναηδνείηαζ ημ ίδζμ ιμηίαμ αφλδζδξ ηδξ 

πνμθίκδξ ζηα δομ πνμκζηά δζαζηήιαηα ιε ηδ ιυκδ δζαθμνά υηζ ηα επίπεδα πνμθίκδξ είκαζ 

πζμ ορδθά. Δπζπθέμκ, ζηζξ 24
 
χνεξ ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2,5 mM SNP ηα επίπεδα ηδξ 

πνμθίκδξ είκαζ ζπεδυκ δζπθάζζα ηςκ επζπέδςκ ηςκ 3 ςνχκ, ηάηζ πμο ιανηονά ηδ 

ζοζπέηζζδ ηδξ επίδναζδξ ημο ΝΟ ζηα επίπεδα πνμθίκδξ ιε ημ πνυκμ (ζρήκα 3.18 Β). 
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ρήκα 3.18. Δπίπεδα πνμθίκδξ ζε θοηά M. truncatula ιεηά απυ ιεηαπείνζζδ ιε SNP. Πνμζδζμνζζιυξ ηδξ  

πενζεηηζηυηδηαξ ζε πνμθίκδ ηςκ εηποθζζιάηςκ ηςκ θοηχκ δομ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ, 40 διενχκ (Α) ηαζ 

65 διενχκ (Β) ζε ηνία πνμκζηά δζαζηήιαηα (0 h, 3 h ηαζ 24 h) ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (100ιΜ ηαζ 2.5mΜ). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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3.3.2.4 Έιεγρνο ηεο ελδπκηθήο δξαζηηθόηεηαο ηεο Γ
1
-ππξξνιηλν-5- 

θαξβνμπιν ζπλζεηάζεο (P5CS) 

Ζ εκγοιζηή εκενβυηδηα ημο ζδιακηζηυηενμο εκγφιμο πμο ειπθέηεηαζ ζημ αζμζοκεεηζηυ 

ιμκμπάηζ ηδξ πνμθίκδξ (P5CS) ιεηνήεδηε ιε ζημπυ κα ζοζπεηζζεεί ιε ηα αολδιέκα 

επίπεδα ηδξ εκδμηοηηάνζαξ πνμθίκδξ. Ζ εκγοιζηή δναζηζηυηδηα ηδξ P5CS ιεηνήεδηε ιέζς 

ηδξ in vitro εκγοιζηήξ ακηίδναζδξ πμο ηαηαθφεζ ημ ζοβηεηνζιέκμ έκγοιμ, ιέζς  

θαζιαημθςημιεηνζηήξ ακάθοζδξ (εκυηδηα 2.6.3). 

Όπςξ θαίκεηαζ ζημ παναηάης δζάβναιια (ζρήκα 3.19), ζηα χνζια θοηά ηςκ 40 

διενχκ ζηδ ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2,5 mM παναηδνείηαζ αφλδζδ ζηζξ 3 χνεξ πμο 

βίκεηαζ εκημκυηενδ ζηζξ 24 χνεξ. ηδ ιζηνυηενδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100 ιΜ παναηδνείηαζ 

ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή αφλδζδ ιυκμ ζηζξ 24 χνεξ (ζρήκα 3.19 Α). ηα θοηά ηςκ 65 

διενχκ παναηδνείηαζ πανυιμζα εζηυκα ιε αοηή ηςκ 40 διενχκ ιε ηδ ιυκδ δζαθμνά υηζ ηα 

επίπεδα ηδξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ είκαζ παιδθυηενα (ζπεδυκ ηα ιζζά) ζε ζπέζδ ιε 

αοηά ηςκ 40 διενχκ  (ζρήκα 3.19 Β).    
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ρήκα  3.19. Δπίπεδα εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ P5CS ζε θοηά M. truncatula.έπεζηα απυ ιεηαπείνζζδ ιε 

SNP. Πνμζδζμνζζιυξ ηδξ εζδζηήξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ P5CS ζε θοηζηά εηποθίζιαηα δομ 

ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ, 40 διενχκ (Α) ηαζ 65 διενχκ (Β) 3 ηαζ 24 χνεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή SNP (100ιM 

ηαζ 2.5mΜ). 

Σα δεδμιέκα ακηζζημζπμφκ ζημ ιέζμ υνμ (±ηοπζηυ ζθάθια, n=3). Σζιέξ πμο δζαθένμοκ απυ ημ ιάνηονα βζα 

επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ P≤0.05 εηθνάγμκηαζ ιε *. 
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4 ΤΕΖΣΖΖ-ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

Σμ ΝΟ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηζξ δζάθμνεξ αζμθμβζηέξ εκδμηοηηανζηέξ δζαδζηαζίεξ 

αθμφ δνα είηε ςξ ιυνζμ-ζδιαημδυηδξ (Lamotte et al., 2005) είηε ςξ ημλζηυ ιυνζμ ζηζξ 

δζάθμνεξ δζενβαζίεξ ημο θοημφ (Beligni and Lamattina, 2000; Neill et al., 2003). Ο νυθμξ 

ημο ιζηνμφ αθθά ζδιακηζημφ αοημφ αζμθμβζημφ ιμνίμο ζηδκ άιοκα ημο θοημφ ζε αζμηζηέξ 

ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ (Song et al., 2006; Arasimowicz and Floryszak-Wieczorek, 

2007) δεκ έπεζ αηυιδ απμζαθδκζζεεί πθήνςξ.  

Λαιαάκμκηαξ οπυρδ ηδκ ένεοκα πμο έβζκε ιέπνζ ηχνα ηαζ εέθμκηαξ κα δζεοηνζκζζηεί δ 

επίδναζδ ημο ελςβεκμφξ ΝΟ ζηζξ απμηνίζεζξ ημο θοημφ M. truncatula ζε ζοκάνηδζδ ιε ηα 

ζήιαηα RNS/ROS ηαζ ηδκ ακάπηολδ ημο θοημφ, πναβιαημπμζήεδηε ελςβεκήξ εθανιμβή 

ημο ακηζδναζηδνίμο  SNP ζηα θοηά.  

Ζ επζθμβή ημο ακηζδναζηδνίμο SNP ςξ δυηδξ ΝΟ έβζκε ακάιεζα ζε δζάθμνα άθθα 

πδιζηά ακηζδναζηήνζα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ (Murgia et al., 2004; Floryszak-Wieczorek et 

al., 2006), θυβς ηδξ ιεβάθδξ απμδμηζηυηδηάξ ημο (Kumar et al., 2010). Καηά ηαζνμφξ 

εθανιυζηδηακ δζάθμνεξ ιέεμδμζ εθανιμβήξ ελςβεκμφξ ΝΟ ζηα θοηά (Mur, 2005; 

Kumari, 2010; Sung, 2010; Kumar et al., 2010). Χξ ηαθφηενδ ιέεμδμξ εθανιμβήξ SNP 

επζθέπεδηε δ οπυ ηεκυ ιέεμδμξ ζηα θφθθα ηςκ θοηχκ 40 διενχκ M. truncatula, αθμφ ιε 

ηδ ιέεμδμ αοηή εκημπίζηδηε δ ιεβαθφηενδ επαηυθμοεδ πενζεηηζηυηδηα ζε NO.   

Ακάιεζα ζηζξ δζάθμνεξ ιεευδμοξ, ηδ παιδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ ΝΟ ζηα θφθθα ηαζ 

επμιέκςξ ηδ ιζηνυηενδ απυδμζδ ιεευδμο εθανιμβήξ SNP έδεζλακ μζ ιέεμδμζ ηδξ 

οδνμπμκίαξ ηαζ ημο νζγμπμηίζιαημξ. Ηδζαίηενμ εκδζαθένμκ πανμοζζάγεζ αοηυ ημ 

απμηέθεζια αθμφ ηαζ ζηζξ δφμ αοηέξ ιεευδμοξ δ εθανιμβή παναηδνείηαζ ζηζξ νίγεξ ηαζ ημ 

απμηέθεζια ηδξ ζοζζχνεοζδξ ΝΟ ιεηνζέηαζ ζηα θφθθα.  

Μεθεηχκηαξ έιιεζα ιε αοηυ ημκ ηνυπμ ημ θαζκυιεκμ ηδξ δζαζοζηδιαηζηυηδηαξ ζημ 

θοηυ M. truncatula, παναηδνείηαζ πςξ δ εθανιμβή ζηζξ νίγεξ δε δίκεζ ημ ακηίζημζπμ 

απμηέθεζια ζηα θφθθα δδθχκμκηαξ ηδκ ακεπανηή ζηακυηδηα ιεηαθμνάξ ημο ΝΟ ιέζς 

ηςκ ζζηχκ. Ζ ιεηαθμνά ΝΟ ιέζς ηςκ θοηζηχκ ζζηχκ (Neil et al., 2003΄Misra et al., 2010) 

απμηεθεί ζδιακηζηυ ακηζηείιεκμ ζογήηδζδξ ηαζ ενεοκχκ. Μεθέηεξ έδεζλακ πςξ εκχ δ 

εθανιμβή ημο SNP ζε θοηά ιε ακεπάνηεζα ζε Fe έβζκε ζηζξ νίγεξ, δ ακάηηδζδ 
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παναηδνήεδηε ζηα θφθθα. (Kumar et al.,  2010) Αοηή δ δζαθμνά ζημκ εκημπζζιυ πμο 

πνμηείκεζ ηδ ιεηάδμζδ ζήιαημξ ιέζς ημο ΝΟ απυ ηδ νίγα ζημ αθαζηυ ιε δζάποζδ ζηα 

θφθθα δζαθμνμπμζείηαζ απυ ημ πανυκ ζφζηδια. 

φιθςκα ιε ημοξ Tian et al., 2006, παιδθή ζοβηέκηνςζδ (0.2 mM) SNP  ακέζηεζθε ηδκ 

απχθεζα κενμφ ζηζξ νίγεξ εκχ μζ ορδθυηενεξ ζοβηεκηνχζεζξ (2 mM) SNP είπακ ημ 

ακηίεεημ απμηέθεζια (Tian et al., 2006). Δπμιέκςξ, ημ ακ ημ ΝΟ έπεζ πνμζηαηεοηζηυ ή 

ημλζηυ νυθμ ζηα θοηά θαίκεηαζ κα ελανηάηαζ άιεζα απυ ηδ ζοβηέκηνςζή ημο  (Beligni and 

Lamattina, 1999).  H επζθμβή ηδξ παιδθυηενδξ ζοβηέκηνςζδξ SNP (100 ιΜ) ηαζ ηδξ 

ορδθυηενδξ (2,5 mΜ) έβζκε έηζζ χζηε κα ιεθεηδεεί δ επίδναζδ ημο ιμνίμο ζε ζοκάνηδζδ 

ιε ηδ ζοβηέκηνςζδ.  Σα επίπεδα ημο ΝΟ δζαηδνήεδηακ ζε πανυιμζεξ ηζιέξ βζα ηα θοηά 

ηαζ ηςκ δφμ ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ (χνζια ηαζ βδναζιέκα), οπμδδθχκμκηαξ υηζ ηα 

επίπεδα ΝΟ μθείθμκηαζ ηονίςξ ζηδκ ελςβεκή εθανιμβή SNP.  

Ζ ιαηνμζημπζηή παναηήνδζδ ηςκ θοηχκ πέκηε ιένεξ ιεηά ηδκ εθανιμβή έδεζλε πςξ 

ηα παιδθά επίπεδα ΝΟ ιέζα ζημ ηφηηανμ πμο πανάβμκηαζ απυ ημ SNP δεκ επδνεάγμοκ 

ζδζαίηενα ηδκ ακάπηολδ ημο θοημφ, εκχ μζ αολδιέκεξ ζοβηεκηνχζεζξ ΝΟ πνμηάθεζακ 

ακηίεεηα απμηεθέζιαηα (πθςνςηζηά θφθθα ηαζ λήνακζδ) ζηα θοηά ηςκ 65 διενχκ 

(βδναζιέκα θοηά). Πανυιμζα απμηεθέζιαηα παναηδνήεδηακ απυ ημοξ Shung et al. (2010) 

υπμο παιδθά επίπεδα ημο ΝΟ ανέεδηε κα απαζημφκηαζ βζα ηδκ ηακμκζηή ακάπηολδ νζγχκ 

ζημ ηζκέγζημ θάπακμ εκχ δ ζοζζχνεοζδ ΝΟ είπε ακηίεεηα απμηεθέζιαηα ζηδκ αφλδζδ ημο 

νζγζημφ ζοζηήιαημξ. 

Σμ έκαοζια βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ δζαθμνμπμίδζδξ ζηα δφμ ακαπηολζαηά ζηάδζα (χνζια ηαζ 

βδναζιέκα θοηά) έδςζακ ιεθέηεξ πμο έδεζλακ πςξ ημ ΝΟ ιπμνεί κα έπεζ ακηζ-βδνακηζηέξ 

ζδζυηδηεξ.  Δκαξ ζδιακηζηυξ νυθμξ βζα ημ ΝΟ ζηδκ ηαεοζηένδζδ ηδξ βήνακζδξ ζηα θοηά 

πζεακυκ κα επάβεηαζ απυ ηδκ εθανιμβή ηςκ ΝΟ δμηχκ (Leshem, 2001). Ανηεηέξ ιεθέηεξ 

ημκίγμοκ ημοξ πενζμνζζιμφξ ζημ ιδπακζζιυ ηδξ θςημζφκεεζδξ ηαζ ηδξ αβςβζιυηδηαξ 

ζημιάηςκ ζηζξ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ (Chaves et al., 2003;Filippou et al., 2011). Σμ ΝΟ 

ανέεδηε κα επδνεάγεζ άιεζα θοζζμθμβζηέξ παναιέηνμοξ, ακαζηέθθμκηαξ ηδ 

θςημζοκεεηζηή αθοζίδα ιεηαθμνάξ δθεηηνμκίςκ ημο θςημζοζηήιαημξ PSII (Wodala et 

al.,  2008). Πζμ ζοβηεηνζιέκα,  μζ Yang et al. (2004) ιέηνδζακ ημ θεμνζζιυ πθςνμθφθθδξ 

ζηα θφθθα παηάηαξ (απμδμηζηυηδηα θςημζοζηήιαημξ PSII)  ιεηαπεζνζζιέκα ιε SNP ηαζ 

ανήηακ πςξ ημ SNP ιεζχκεζ ηδκ ακαθμβία Fv/Fm ιε έκα ηνυπμ ελανηχιεκμ απυ ηδ 

ζοβηέκηνςζδ, εκχ ακηίεεηα μζ Takahashi and Yamasaki (2002) δεκ έδεζλακ ηνμπμπμίδζδ 
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ηδξ  ιέβζζηδξ ηαακηζηήξ ζηακυηδηαξ (Fv/Fm). Οζ Tu et al. (2003) έδεζλακ πςξ 0.5 mM SNP 

εκίζποζε ηδ δζαδζηαζία ηδξ απμζημδυιδζδξ ηδξ πθςνμθφθθδξ ζε ακηίεεζδ ιε 0.1 mM SNP 

πμο ηαεοζηένδζε ηδ βήνακζδ ηςκ θφθθςκ ηνζεανζμφ ιε ακαζημθή ηδξ απμζημδυιδζδξ ηδξ 

πθςνμθφθθδξ (Σian and Lei, 2006). Πανμιμίςξ, δ Fv/Fm ιέβζζηδ ηαακηζηή ζηακυηδηα, ιζα 

απυ ηζξ ζδιακηζηυηενεξ παναιέηνμοξ θεμνζζιμφ πθςνμθφθθδξ πμο δνα ςξ δείηηδξ ηδξ 

ηοηηανζηήξ γδιζάξ, ανέεδηε κα ιεζχκεηαζ αζζεδηά ζηδ ιεβαθφηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP ζηα 

χνζια θοηά εκχ ζηα βδναζιέκα δ ιείςζδ βζα ηδκ ίδζα ζοβηέκηνςζδ ήηακ εκημκυηενδ.  

Ακηίεεηα, ζηδ ιζηνυηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP δεκ παναηδνήεδηε ζηαηζζηζηχξ ζδιακηζηή 

ιεηααμθή ζηδ θςημζοκεεηζηή ζηακυηδηα ημο θοημφ. 

Ζ αβςβζιυηδηα ζημιάηςκ, ιζα δεφηενδ θοζζμθμβζηή πανάιεηνμξ πμο ιεθεηήεδηε, 

έδεζλε πανυιμζμ ιμηίαμ ιε ημ θεμνζζιυ πθςνμθφθθδξ. Ζ αβςβζιυηδηα ζημιάηςκ ζηα 

θοηά Phillyrea angustifolia έπεζηα απυ λδναζία ιεζχεδηε ζημ 90% εκχ μζ Patakas et al. 

ηαζ Filippou et al. (2011 αιθυηενμζ) έδεζλακ πανυιμζα εονφιαηα ζηα οπυ ιεθέηδ θοηά 

έπεζηα απυ λδναζία, ηάηζ πμο ζοιθςκεί ιε ηα πανυκηα απμηεθέζιαηα βζα ηδ ιεβαθφηενδ 

ζοβηέκηνςζδ SNP. 

Ακαθμνέξ ζηδ αζαθζμβναθία δείπκμοκ αθθαβέξ ζηα επίπεδα ηδξ μθζηήξ πθςνμθφθθδξ 

ζηα θοηά Hydrilla verticillata L. ιε αάζδ ηδ δζαθμνεηζηή ζοβηέκηνςζδ SNP. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, ζε ζοβηέκηνςζδ 25 - 100 ιM SNP αολήεδηακ ηα επίπεδα ηδξ μθζηήξ 

πθςνμθφθθδξ εκχ ζε ζοβηέκηνςζδ 200 - 400 ιM SNP ηα επίπεδα πανέιεζκακ ζηαεενά ή 

πανμοζίαζακ ιζα ιζηνή ιείςζδ (Wang et al., 2010). Οζ Qian et al. (2009) έδεζλακ 

επζπνυζεεηα πςξ δ πνμζεήηδ παιδθήξ ζοβηέκηνςζδξ SNP μδήβδζε ζε αφλδζδ ηςκ 

επζπέδςκ πθςνμθφθθδξ ζημ Chlorella vulgaris εκχ ζπεηζηά ορδθή ζοβηέκηνςζδ SNP 

ιεζχκεζ ηα επίπεδα πθςνμθφθθδξ (Wang et al., 2010). Σα απμηεθέζιαηα απυ ημκ πμζμηζηυ 

πνμζδζμνζζιυ ηδξ πθςνμθφθθδξ έδεζλακ (ζε ζοιθςκία ιε ηα παναπάκς) ιζα ιζηνή 

αφλδζδ ζηα επίπεδα ηδξ πθςνμθφθθδξ ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100 ιΜ εκχ ζε ορδθυηενεξ 

SNP ζοβηεκηνχζεζξ παναηδνήεδηε ιζα ακηίζημζπδ πηχζδ ζηα επίπεδα πθςνμθφθθδξ, ηάηζ 

πμο ζοιπίπηεζ ηαζ ιε ηα πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηα θεμνζζιμφ πθςνμθφθθδξ.  

Παθαζυηενεξ ιεθέηεξ δεκ είπακ ηαεμνίζεζ εάκ ημ ΝΟ έπεζ ηαιζά επίδναζδ ζε άθθα 

ακηζμλεζδςηζηά ιυνζα ημο θοημφ. Δπ’αοημφ ηαζ πανάθθδθα ιε ημκ πμζμηζηυ πνμζδζμνζζιυ 

ηδξ πθςνμθφθθδξ, ιεθεηήεδηε δ πζεακή επίδναζδ ημο ΝΟ ζηα ηανμηεκμεζδή. Σα 

ηανμηεκμεζδή είκαζ ακηζμλεζδςηζηά ιυνζα ηαζ ηάης απυ ημ θςξ ιεηαηνέπμοκ ημ δζμλείδζμ 

ημο αγχημο ζε ΝΟ (Cooney et al., 1994). Ζ ακηζμλεζδςηζηή ημοξ δνάζδ έβηεζηαζ ζημ υηζ 
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ηάης απυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ δεζιεφμοκ ηα ROS πμο πανάβμκηαζ υπςξ ηαζ άθθα 

ακηζμλεζδςηζηά ιυνζα (Noctor and Foyer, 1998). Δπμιέκςξ, ηα αολδιέκα επίπεδα ηςκ 

ηανμηεκμεζδχκ είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδκ απυδμζδ ακεεηηζηυηδηαξ ζε θοηά πμο 

ακαπηφζζμκηαζ ζε ζοκεήηεξ ηαηαπμκήζδξ. ηδκ παιδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100 ιΜ 

SNP παναηδνείηαζ ιζα ιζηνή αφλδζδ ηςκ ηανμηεκμεζδχκ εκχ ζηζξ ιεβαθφηενεξ SNP 

ζοβηεκηνχζεζξ δ ιείςζδ ηςκ ηανμηεκμεζδχκ πζεακυκ κα απμηεθεί δείηηδ ηδξ ηοηηανζηή 

γδιζάξ πμο πθέμκ ημ θοηυ οθίζηαηαζ. 

Δίκαζ βκςζηυ πςξ ηάης απυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ ιπμνεί κα πνμηθδεεί 

οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ (Shung et al., 2010), ςξ δείηηδξ μλεζδςηζηήξ ηαηαπυκδζδξ ηαζ 

ηδξ μθζηήξ ηοηηανζηήξ γδιζάξ. οζζχνεοζδ MDA παναηδνήεδηε ζηα θοηά πμο 

εηηέεδηακ ζε SNP ορδθήξ ζοβηέκηνςζδξ εκχ ζηδ παιδθή ζοβηέκηνςζδ δεκ 

παναηδνήεδηε ζδζαίηενδ ιεηααμθή, ηάηζ πμο έιιεζα δδθχκεζ, ζε ζοκδοαζιυ ηαζ ιε ηα 

πνμδβμφιεκα απμηεθέζιαηα, ηδκ  πνμζηαηεοηζηή ηαζ ημλζηή επίδναζή ημοξ ακηίζημζπα.  

Ζ πνμζηαζία απυ ηδκ ηοηηανζηή γδιζά ζηδ παιδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP  

απμδεζηκφεηαζ απυ ηδ παιδθή πενζεηηζηυηδηα ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ θζπζδίςκ  ηςκ 

ιειανακχκ πμο παναηδνήεδηε ζηα θοηά, υπςξ θαίκεηαζ απυ ημοξ Tian et al. (2006) ιε 

ιείςζδ ή εθάπζζηδ αφλδζδ ημο MDA ζε θοηά ηνζεανζμφ ηαηενβαζιέκα ιε 0,2 mM SNP. 

Δπμιέκςξ, ημ  NO ζε δεδμιέκδ ζοβηέκηνςζδ ιπμνεί κα ακηζδνάζεζ ιε ηζξ νίγεξ (ΝO˙) ηαζ 

(ΝOO˙) ζηαιαηχκηαξ ηδκ οπενμλείδςζδ ηςκ θζπζδίςκ (Lamotte et al. 2004).   

Σμ MDA ζπδιαηίγεηαζ ηονίςξ ιέζς ηδξ επαβυιεκδξ απυ ηζξ ROS απμζημδυιδζδξ ηςκ 

πμθοαηυνεζηςκ θζπανχκ μλέςκ (Pryor et al., 1975). Έηζζ ειθακίγεηαζ έκαξ ζφκδεζιμξ ηδξ 

αφλδζδξ ηςκ ROS ζηα θοηά οπμ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ ηαζ ηδξ ακηίζημζπδξ ηοηηανζηήξ 

γδιζάξ πμο παναηδνείηαζ (Filippou et al., 2011).  

Ζ πνμζηαηεοηζηή δνάζδ ημο ΝΟ ιπμνεί κα ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ ζηακυηδηά ημο κα ακηζδνά 

ιε ηάπμζα ROS ιε απμηέθεζια ηδκ απμημλζημπμίδζδ ημο ηοηηάνμο (Conner and Grisham 

1996). Έηζζ, ηα θοηά πμο ηαηενβάζηδηακ ιε 100 ιM SNP είπακ ηδ ιζηνυηενδ 

πενζεηηζηυηδηα ζε H2O2 ζηα θφθθα ημοξ οπμδδθχκμκηαξ ηδκ πνμζηαηεοηζηή ημο δνάζδ 

ιέζς ακηίδναζδξ ιε ηζξ εκενβέξ ιμνθέξ μλοβυκμο (Shung et al., 2010) ηαζ δέζιεοζδξ 

αοηχκ πανειπμδίγμκηαξ ηδκ επζαθααή ζοκέπεζα ζηζξ ιειανάκεξ (MDA). Σμ ΝΟ πνμηαθεί 

ηάπμζεξ θμνέξ ηέημζα ιεηααμθή ζημ H2O2 πμο ηνμπμπμζεί ηδκ ηοηηανζηή ζζμννμπία 

ακάιεζα ζημ O
2-

 and H2O2 ακαζηέθθμκηαξ ημκ ηοηηανζηυ εάκαημ (Shung et al., 2010). 
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Πνυζθαηα εονήιαηα (Σanou et al., 2009, 2010; Filippou et al., 2011) απμδεζηκφμοκ ηδ 

ζοζηδιαηζηή δναζηζηυηδηα ηςκ RNS ηαζ ROS ζδιάηςκ ζηα εζπενζδμεζδή ηαζ ζηδ ιδδζηή 

ακηίζημζπα. Ζ επαβςβή ΝΟ ζηα θφθθα πνμάβεζ ηδκ επαβςβή H2O2 ηαζ ημ ΝΟ ανέεδηε κα 

ειπθέηεηαζ ζημ ιμκμπάηζ ιεηάδμζδξ ζήιαημξ ηδξ ζφκεεζδξ H2O2, ιανηονχκηαξ ηδκ 

επαβςβή ηςκ δφμ ιυνζςκ-ζδιάηςκ (Wendehenne et al., 2004). 

Δηηυξ απυ ημ υηζ ημ ΝΟ ειθακίγεηαζ ςξ ακηζμλεζδςηζηυξ πανάβμκηαξ δεζιεφμκηαξ 

H2O2 βζα πνμζηαζία ηςκ θοηζηχκ ηοηηάνςκ απυ ηζξ ημλζηέξ επζδνάζεζξ, ημ ΝΟ ιπμνεί 

επίζδξ κα ακηζδνάζεζ ιε ημ (O
2-

), μδδβχκηαξ ζημ ζπδιαηζζιυ (ONOO
-
), πμο εεςνείηαζ 

ηοηηανμημλζηυ (Arasimowicz and Floryszak-Wieczorek, 2007). Έιιεζα, ανκδηζηή 

επίδναζδ έδεζλακ ηα πνμσυκηα ιεηααμθζζιμφ ημο ΝΟ πνμηαθχκηαξ ηαηαπυκδζδ ηαζ 

ιεζχκμκηαξ ηδκ ακάπηολδ νζγχκ (Bohm et al., 2010), εκχ ορδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ SNP (2 

mM) ακέζηεζθακ ηδκ ακάπηολδ ηνζεανζμφ (Tu et al., 2003). Οιμίςξ,  δ αολδιέκδ 

ζοβηέκηνςζδ SNP (2,5 mΜ), μδήβδζε ζε έκημκδ αφλδζδ ηδξ οπενμλείδςζδξ ηςκ 

θζπζδίςκ, ηάηζ πμο οπμδδθχκεζ ηζξ ηαηαζηνμθζηέξ επζδνάζεζξ πμο έπεζ δ ορδθή 

ζοβηέκηνςζδ ΝΟ ζημ ηφηηανμ, εκχ ηα εονήιαηα αοηά επαθδεεφηδηακ ηαζ ιαηνμζημπζηά, 

ιε θαζκμηοπζηή γδιζά ηαεχξ ηαζ ιε πεναζηένς αφλδζδ Ζ202 ιέζα ζημ ηφηηανμ.  

Όπςξ είκαζ ημζκχξ απμδεηηυ, ημ ΝΟ δνα ςξ ιυνζμ ζδιαημδυηδξ ηαζ εεςνείηαζ πςξ δ 

παιδθή ζοβηέκηνςζδ ΝΟ ιπμνεί κα μδδβεί ζηδκ επαβςβή ηδξ έηθναζδξ πμθθχκ 

ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ (Frank et al., 2000). Πνυζθαηα, έπεζ βίκεζ πνμζπάεεζα ζοθθμβήξ 

ιμνζαηήξ πθδνμθμνίαξ πμο ακηαπμηνίκεηαζ ζηδκ απυηνζζδ ηςκ θοηχκ ζε 

πενζααθθμκηζημφξ πανάβμκηεξ ηαηαπυκδζδξ. Σα θοηά ακηαπμηνίκμκηαζ ζημ 

πενζααθθμκηζηυ ενέεζζια ηδξ ηαηαπυκδζδξ ιε ηδκ επαβςβή μιάδαξ νοειζζηζηχκ ηαζ 

θεζημονβζηχκ βμκζδίςκ (Bartels et al., 2005) ιε ηοηηανζηέξ απμηνίζεζξ πμο πνμηφπημοκ εκ 

ιένεζ απυ ηδκ ηοηηανζηή γδιζά (Ingram and Bartels, 1996). Συζμ ημ H2O2 (Foyer and 

Noctor, 2005; Miller et al., 2010) θμζμ ηαζ ημ ΝΟ (Ramamurthi and Lewis, 

1997΄Wendehenne et al., 2004) νοειίγμοκ ηα επίπεδα βμκζδζαηήξ έηθναζδξ 

ακηζμλεζδςηζηχκ εκγφιςκ ζε ιζα πνμζπάεεζα επαβςβήξ ημο ακηζμλεζδςηζημφ ιδπακζζιμφ 

άιοκαξ ημο θοημφ. Δπζπνυζεεηα, μζ Shi et al. (2007) έδεζλακ πςξ δ ελςβεκήξ εθανιμβή 

ΝΟ πνμζηαηεφεζ ηα θοηά απυ ηδκ μλεζδςηζηή γδιζά εκενβμπμζχκηαξ ακηζμλεζδςηζηά 

έκγοια ηαζ ηονίςξ ηδκ SOD. 

 ηδκ πανμφζα ενβαζία ζπεδυκ υθα ηα βμκίδζα πμο ελεηάζηδηακ ειθακίγμκηαζ κα 

νοειίγμκηαζ απυ ημ SNP ηαζ δ νφειζζή ημοξ είκαζ ακάθμβδ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ πμο 
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εθανιυγεηαζ ηαεχξ επίζδξ ηαζ ημο ακαπηολζαημφ ζηαδίμο ζημ μπμίμ ανίζηεηαζ ημ θοηυ. 

ηα θοηά 40 διενχκ, δ παιδθή ζοβηέκηνςζδ ΝΟ (100 ιΜ) μδήβδζε ζε επαβςβή ηςκ 

ακηζμλεζδςηζηχκ βμκζδίςκ, εκχ δ ορδθή ζοβηέκηνςζδ ΝΟ (2,5 mM) μδήβδζε ζε 

ηαηαζημθή ηδξ έηθναζδξ ηςκ ακηζμλεζδςηζηχκ βμκζδίςκ. Ακηίεεηα, ζηα θοηά ηςκ 65 

διενχκ είπαιε ιζα νφειζζδ ιε αζζεδηή πμζηζθμιμνθία ηαζ ιάθζζηα δζαηνίκεηαζ ιζα 

ελάνηδζδ ηδξ βμκζδζαηήξ έηθναζδξ απυ ημκ πνυκμ (3 h ηαζ 24 h ακηίζημζπα). 

Σμ ΝΟ εηηυξ ηςκ άθθςκ θαίκεηαζ κα ειπθέηεηαζ ζηδ αζμζφκεεζδ ζδιακηζηχκ 

ιεηααμθζηχκ ημο ηοηηάνμο υπςξ μζ πμθοαιίκεξ ηαζ δ πνμθίκδ, ζδζαίηενα ζε ζοκεήηεξ 

ααζμηζηήξ ηαηαπυκδζδξ. ηα θοηά οπάνπμοκ δφμ εκαθθαηηζηά ιμκμπάηζα πμο μδδβμφκ ζηδ 

δδιζμονβία πμοηνεζηίκδξ: δ απμηαναμλοθίςζδ ανβζκίκδξ ή μνκζείκδξ. Δίκαζ βκςζηυ πςξ 

πμθθμί ηφπμζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ πνμηάθεζακ ζδιακηζηή ζοζζχνεοζδ 

πμοηνεζηίκδξ ζηα θοηά εκχ ηα επίπεδα ηςκ άθθςκ πμθοαιζκχκ πανέιεζκακ ζηαεενά 

(Go´recka et al., 2007). Γζα πανάδεζβια, δ ιεηαπείνζζδ ιε αανέα ιέηαθθα (Cu ηαζ Hg) 

μδήβδζε ζε αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ πμοηνεζηίκδξ ηαζ ιείςζδ ηςκ επζπέδςκ ζπενιζδίκδξ 

ηαζ ζπενιίκδξ (Ding et al., 2010) εκχ πανάθθδθα αολήεδηακ μζ δναζηζηυηδηεξ ηδξ ADC 

ηαζ ODC ζε θοηά A. Philoxeroides έπεζηα απυ ιεηαπείνζζδ ιε Cu (Xu et al., 2010). Σα 

παναπάκς απμηεθέζιαηα εκζζπφμοκ ηδκ αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ηδξ εκδμηοηηάνζαξ 

πμοηνεζηίκδξ ζηα SNP-ηαηενβαζιέκα χνζια ηαζ βδναζιέκα  θοηά αθθά υπζ ηςκ άθθςκ 

δφμ πμθοαιζκχκ.  Ακηίεεηα, μζ Maiale et al. (2004) έδεζλακ πςξ ζε πενζυδμοξ αθαηυηδηαξ 

δ πμοηνεζηίκδ ηαζ ζπενιζδίκδ ιεζχκμκηαζ εκχ δ ζπενιίκδ ζοζζςνεφεηαζ (Maiale et al., 

2004).  

οζζχνεοζδ Put παναηδνήεδηε ηαζ ζηα SNP θοηά ηςκ 2,5 mM, έκα απμηέθεζια πζμ 

έκημκμ ζηα βδναζιέκα θοηά. Γεκζηυηενα, ιζα ιαγζηή ζοζζχνεοζδ Put εεςνείηαζ ημλζηή 

βζα ηα θοηά ηαζ μδδβεί ζημκ απμπηςηζηυ ηοηηανζηυ εάκαημ ζε ορδθά επίπεδα (Takao et 

al., 2006). Γζα αοηυ ημ θυβμ ζε θοηά ιεηαπεζνζζιέκα ιε 2,5 mM SNP είκαζ ειθακέξ ηυζμ 

ημ μλεζδςηζηυ ζηνεξ (ορδθή πενζεηηζηυηδηα MDA ηαζ H202) ηυζμ ηαζ δ κέηνςζδ ζζηχκ 

πμο παναηδνείηαζ ιεηά απυ ιαηνμζημπζηή παναηήνδζδ έπεζηα απυ 5 ιένεξ. Ακηίεεηα, ζηδ 

παιδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP (100 ιΜ) υπμο δ αφλδζδ είκαζ ιζηνυηενδ, μζ παναπάκς 

ζοκέπεζεξ δεκ είκαζ ηυζμ ειθακείξ. 

Ζ ορδθή πενζεηηζηυηδηα ζε Put ζοκδοάζηδηε ιε ιζα αφλδζδ ηδξ εκγοιζηήξ 

δναζηζηυηδηαξ ηδξ ADC αθθά υπζ ηδξ ODC. Σα επίπεδα Spd ηαζ Spm ιεζχεδηακ ή 

πανέιεζκακ ίδζα πανυθδ ηδκ αφλδζδ ηδξ Put πζεακυκ ελαζηίαξ ηδξ ηαοηυπνμκδξ ακαζημθήξ 
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ηςκ ακηίζημζπςκ ιμκμπαηζχκ αζμζφκεεζήξ ημοξ, ηάηζ πμο οπμδδθχκεζ ηδ δζαηάναλδ ημο 

ιεηααμθζζιμφ ηςκ πμθοαιζκχκ. Άθθμξ θυβμξ βζα ηδ ιείςζδ ηδξ Spd ηαζ/ή Spm ίζςξ κα 

είκαζ δ ιεβάθδ αφλδζδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ μλεζδάζδξ πμθοαιζκχκ (PAO), ημ έκγοιμ 

οπεφεοκμ βζα ηδκ απμζημδυιδζδ ημοξ (Xu et al., 2010). Σμ βεβμκυξ πςξ ηα επίπεδα ηδξ 

απμηαναμλοθάζδξ ηδξ μνκζείκδξ (ODC) είκαζ πμθφ παιδθά ιπμνεί κα μθείθεηαζ ζηδκ 

πζεακή έθθεζρδ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ ODC ζε M. truncatula. Ακηίζημζπα, θοηά Α. 

thaliana πανμοζζάγμοκ παναβςβή Put απμηθεζζηζηά ιέζς δναζηζηυηδηαξ ADC (Hanfrey 

et al., 2001), βεβμκυξ ημ μπμίμ πνήγεζ πεναζηένς δζενεφκδζδξ.  

Δίκαζ βκςζηυ πςξ ημ ακαπηολζαηυ ζηάδζμ ημο θοημφ πμο οθίζηαηαζ ηαηαπυκδζδ 

επδνεάγεζ ημ αζμζοκεεηζηυ ιμκμπάηζ παναβςβήξ πμθοαιζκχκ. Οζ Botella et al. (2000) 

έδεζλακ πςξ κημιάηεξ ηάης απυ ηαηαπυκδζδ αθαηυηδηαξ ζε δζάθμνα ακαπηολζαηά ζηάδζα 

πανμοζίαζακ ορδθυηενα επίπεδα πμθοαιζκχκ ζηα θοηά ζε πνμπςνδιέκμ ζηάδζμ 

βήνακζδξ.  Ακηίζημζπεξ ιεθέηεξ απυ ημοξ Chen and Kao (1991) έδεζλακ ιζα άιεζδ 

ζοζπέηζζδ ηδξ αφλδζδξ ζηα επίπεδα ηςκ πμθοαιζκχκ ηαζ ηδξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ ADC ζηα 

ηεθεοηαία ζηάδζα ηδξ βήνακζδξ.Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ απμδεζηκφμοκ εκ 

ιένεζ ηα παναπάκς αθμφ ζηα βδναζιέκα θοηά ηςκ 65 διενχκ πανμοζζάγμκηαζ αολδιέκεξ 

ηζιέξ ηυζμ ζηα επίπεδα ηδξ Put υζμ ηαζ ζηα επίπεδα ηδξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ 

ADC ζε ζπέζδ ιε ηα χνζια θοηά ηςκ 40 διενχκ.  

Σμ ελςβεκέξ ΝΟ ςξ πνμζηαηεοηζηυ ιυνζμ,  ιπμνεί κα δνα ιεζχκμκηαξ ηδκ μλεζδςηζηή 

γδιζά υπςξ οπμζηδνίγμοκ μζ Tan et al. (2008) πμο οπέααθακ ζπμνυθοηα ηνζεανζμφ ζε 

ςζιςηζηυ ζηνεξ. Κάης απυ αοηέξ ηζξ ζοκεήηεξ, δζαπίζηςζακ επίζδξ ζοζζχνεοζδ ηδξ 

εκδμηοηηάνζαξ πνμθίκδξ, ηάηζ πμο ζοιθςκεί ηαζ ιε άθθεξ βεκζηυηενεξ ιεθέηεξ πμο 

δείπκμοκ ηδ ζοζζχνεοζή ηδξ ζε θοηά πμο οπμαάθθμκηαζ ζε ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ 

(Verbruggen et al., 2008; Filippou et al.., 2011). Ζ πνμθίκδ είκαζ έκαξ ςζιςθφηδξ πμο 

ζοζζςνεφεηαζ ζε ιεβάθεξ πμζυηδηεξ ηάης απυ ημ ςζιςηζηυ ζηνεξ ηαζ ζοιιεηέπεζ ζηδκ 

ςζιςνφειζζδ ηαζ ηδκ ςζιςπνμζηαζία. Ανηεηέξ ιεθέηεξ οπμδεζηκφμοκ πςξ δ αφλδζδ ζηα 

επίπεδα ηδξ πνμθίκδξ οπυ ζοκεήηεξ αθαηυηδηαξ ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακημπή ζηδκ 

ηαηαπυκδζδ (Tripathi et al. 2007) εκχ άθθμζ οπμδδθχκμοκ πςξ δ ζοζζχνεοζδ πνμθίκδξ 

θεζημονβεί ςξ δείηηδξ ηαηαπυκδζδξ (Lutts et al. 1999). ηδκ πανμφζα ενβαζία δ 

ζοβηέκηνςζδ ηδξ πνμθίκδξ αολήεδηε ααειζαία απυ ηδ παιδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 100 

ιΜ θεάκμκηαξ ζε ιέβζζηα επίπεδα ζηδκ ορδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ SNP ηςκ 2,5 mΜ.  
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Ζ ζοζζχνεοζδ πνμθίκδξ θυβς λδναζίαξ ιπμνεί κα μθείθεηαζ ζηδκ επαβςβή ηδξ ζφκεεζήξ 

ηδξ, ζηδκ ακαζημθή ηδξ απμζημδυιδζδξ ή ηδκ αδοκαιία εζζαβςβήξ ηδξ ζε πνςηείκεξ (Heuer 

1994). Αημθμφεςξ, ιεηά ηδκ παναηήνδζδ ηδξ αφλδζδξ ηςκ εκδμηοηηάνζςκ επζπέδςκ 

πνμθίκδξ ζηα SNP θοηά, δζενεοκήεδηε ημ ιμκμπάηζ ηδξ αζμζφκεεζήξ ηδξ ιε πνμζδζμνζζιυ ηδξ 

εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ εκυξ ηαεμνζζηζημφ βζα ηδκ ηζκδηζηή ηδξ ακηίδναζδξ εκγφιμο, ηδξ 

P5CS (Kavi Kishor et al., 2005). Ζ εζδζηή εκγοιζηή δναζηζηυηδηα ημο εκγφιμο P5CS θαίκεηαζ 

κα αολάκεζ ζε άιεζδ ζοκάνηδζδ ιε ηδκ αφλδζδ ηςξ ζοβηέκηνςζδξ ημο SNP ιε ιέβζζημ ηδκ 

ορδθυηενδ ζοβηέκηνςζδ, ηάηζ πμο ζοιθςκεί ιε ηδκ εκδμηοηηάνζα αφλδζδ ηδξ πνμθίκδξ. Ζ  

αφλδζδ ηδξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ P5CS ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ 2,5 mM ηυζμ ζηα θοηά 

ηςκ 40 υζμ ηαζ ηςκ 65 διενχκ οπμδδθχκεζ ημ ζδιείμ ημο αζμζοκεεηζημφ ιμκμπαηζμφ ηδξ 

πνμθίκδξ ζημ μπμίμ έπεζ επίδναζδ ημ ΝΟ δνχκηαξ ιε έκα άβκςζημ ιδπακζζιυ, πζεακυηαηα ζε 

ιεηαβναθζηυ ή ιεηα-ιεηαθναζηζηυ επίπεδμ. 

Σμ αλζμζδιείςημ ζημ παναπάκς απμηέθεζια είκαζ δ δζαθμνμπμίδζδ  πμο παναηδνείηαζ 

ζηα επίπεδα ηδξ εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ηδξ P5CS ζηα θοηά ηςκ δφμ δζαθμνεηζηχκ 

ακαπηολζαηχκ ζηαδίςκ. Σα χνζια θοηά ηςκ 40 διενχκ πανμοζζάγμοκ ζε βεκζηέξ βναιιέξ 

αολδιέκα επίπεδα εκγοιζηήξ δναζηζηυηδηαξ ζε ζπέζδ ιε ηα βδναζιέκα θοηά ηςκ 65 

διενχκ, πζεακυκ θυβς ημο ιδπακζζιμφ ακάδναζδξ (Zhang et al., 1995) πμο ειθακίγεηαζ 

πζμ έκημκδ ζηα βδναζιέκα θοηά.  Ζ ζοζζχνεοζδ ηδξ πνμθίκδξ είκαζ απμηέθεζια εηηυξ 

απυ ηδκ αολδιέκδ ζφκεεζή ηδξ ηαζ ιείςζδξ ηδξ απμζημδυιδζήξ ηδξ (Delauney and 

Verma, 1993). Δπμιέκςξ, βζα ηαθφηενδ ηαηακυδζδ ηδξ απυηνζζδξ ημο ιεηααμθζζιμφ ηδξ 

πνμθίκδξ ζηδ ηαηαπυκδζδ ιε SNP, υπςξ ηαζ ζηδκ ηαηαπυκδζδ αθαηυηδηαξ, εκδεπμιέκςξ 

κα είκαζ ζδιακηζηή δ ιεθέηδ ημο ιμκμπαηζμφ απμζημδυιδζδξ ηδξ πνμθίκδξ, ιέζς ηδξ 

νφειζζδξ ηδξ δναζδξ ηςκ εκγφιςκ ηαηααμθζζιμφ ηδξ (Lυpez-Carriυn et al., 2008). 

Δκ ηαηαηθείδζ, ζηδκ πανμφζα ενβαζία δζενεοκήεδηε μ νυθμξ ημο ΝΟ ςξ ιυνζμ-

ζδιαημδυηδξ ηαζ ςξ ηοηηανμημλζηυ ιυνζμ ζημ θοηυ M. truncatula ιέζς αολακμιέκδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο ελςβεκχξ εθανιμζιέκμο SNP. Σμ ΝΟ, πανά ημ βεβμκυξ πςξ ζφιθςκα 

ιε ηδ αζαθζμβναθία δνά ςξ πνμζηαηεοηζηυ ιυνζμ ζε παιδθέξ ζοβηεκηνχζεζξ, ιπμνεί κα 

απμηεθέζεζ έκα ημλζηυ ιυνζμ ζε ιεβάθεξ ζοβηεκηνχζεζξ βζα ημ θοηυ. Δλαζηίαξ αοημφ, 

παναιέκεζ πνυηθδζδ κα βκςνίζμοιε ιε ιεβαθφηενδ αηνίαεζα ηζξ θοζζμθμβζηέξ 

ζοβηέκηνςζδ ημο ΝΟ ηαζ ηζξ δζαθμνμπμζήζεζξ ημο ζε δζάθμνμοξ ζζημφξ ακάθμβα ιε ηδκ 

ηαηάζηαζδ.  
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