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Πεξίιεςε 

 

 

΢ηφρνο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη ε κειέηε ηεο επίδξαζεο ησλ παξαγφλησλ ηεο 

γήξαλζε θαη ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζην  νμεηδσηηθφ ζηξεο ησλ θπηηθψλ θπηηάξσλ. 

Καιιηεξγήζεθαλ θάιινη Arabidopsis thaliana, δεκηνπξγψληαο κηα ρξνλνζεηξά 

ειηθηψλ δχν έσο δψδεθα κελψλ. Παξάιιεια, θάιινη δχν θαη ηεζζάξσλ κελψλ 

αλαπηχρζεθαλ ζε ζξεπηηθφ κέζν πνπ είρε εκπινπηηζηεί κε ηξνγιηηαδφλε, ζε δχν 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο 10nM θαη 10κΜ.  

Γηα λα εθηηκεζεί ε επίδξαζε ησλ δχν παξαγφλησλ ζηηο κεηαβνιηθέο 

δηεξγαζίεο, κεηξήζεθε αξρηθά ε εμέιημε ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηετλψλ. Δθαξκφζηεθε 

ε  κέζνδνο Bradford, ζηε ρξνλνζεηξά θάιισλ θαη ζε απηνχο κε ηελ επίδξαζε 

ηξνγιηηαδφλεο. ΢ηε ζπλέρεηα, ζην ίδην θπηηθφ πιηθφ,  ππνινγίζηεθε ε ζπγθέληξσζε 

ησλ νκάδσλ θαξβνλπιίσλ, πνπ απνηειεί πνιχ θαιφ κέηξν γηα ηελ εθηίκεζε ηεο 

νμείδσζεο ησλ πξσηετλψλ. Η παξνπζία ελεξγψλ κνξθψλ νμπγφλνπ,  πξνζδηνξίζηεθε 

θζνξηζκνκεηξηθά, κε ρξήζε ηεο ρξσζηηθήο 2,7-dichlorofluorescein diacetate 

(H2DCFDA). 

Ο παξάγνληαο ειηθία κειεηήζεθε σο πξνο ηελ ηθαλφηεηα βηνζχλζεζεο 

πξσηετλψλ θαη ζηηο νμεηδσηηθέο δηεξγαζίεο. Παξαηεξείηαη, φηη ππάξρεη έλα θξίζηκν 

δηάζηεκα κεηαμχ ηνπ έθηνπ θαη φγδννπ κήλα θαιιηέξγεηαο, φπνπ επεξεάδεηαη ε 

ηθαλφηεηα βηνζχλζεζεο πξσηετλψλ θαη ε παξνπζία θαξβνλπιίσλ ζε απηέο. Η 

παξνπζία ελεξγψλ κνξθψλ νμπγφλνπ απμάλεη ζηαζεξά κέρξη ηνλ φγδνν κήλα θαη ζηε 

ζπλέρεηα ζηαζεξνπνηείηαη. 

Η ηξνγιηηαδφλε επηδξά αλάινγα κε ηελ ειηθία ηνπ θάιινπ θαη ε επίδξαζε 

απηή εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο. ΢ε θάιινπο δχν κελψλ επηδξά ζεηηθά ζηε 

βηνζχλζεζε πξσηετλψλ θαη έρεη αληηνμεηδσηηθή δξάζε αθνχ εκθαλίδνληαη κεησκέλεο 

πνζφηεηεο θαξβνλπιίσλ θαη ROS, εηδηθά φηαλ εθαξκφδεηαη ε ζπγθέληξσζε 10nM. 
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Α. Δηζαγσγή 

 

Οη νμεηδσηηθέο δηεξγαζίεο πνπ ζπκβαίλνπλ ζηα θπηηθά θχηηαξα θαζνξίδνπλ 

κηα ζεηξά απφ κεηαβνιηθέο δηαδηθαζίεο θαη ζρεηίδνληαη αθφκα θαη κε ηνλ θπηηαξηθφ 

ζάλαην. Αληηθείκελν ηεο κειέηεο είλαη, ε δηεξεχλεζε ηεο επίδξαζεο ησλ παξαγφλησλ 

γήξαλζε θαη ηξνγιηηαδφλε  ζην  νμεηδσηηθφ ζηξέο ησλ θπηηθψλ θπηηάξσλ. Γηα ην 

ιφγν απηφ θαιιηεξγήζεθαλ θάιινη Arabidopsis thaliana, δηαθφξσλ ειηθηψλ θαη ππφ 

ηελ επίδξαζε  ηξνγιηηαδφλεο.   

Ωο νμεηδσηηθφ ζηξεο (oxidative stress) έρεη νξηζηεί ε δηαηαξαρή ζηελ 

ηζνξξνπία αλάκεζα ζηελ παξαγσγή ειεπζέξσλ ξηδψλ (θπξίσο ελεξγψλ κνξθψλ 

νμπγφλνπ, ROS) θαη ζηελ αληηνμεηδσηηθή άκπλα ηνπ νξγαληζκνχ. Σαπηίδεηαη κε 

κεησκέλα επίπεδα αληηνμεηδσηηθψλ νπζηψλ θαη ελδχκσλ ηα νπνία απνηεινχλ κέξνο 

ηνπ αληηνμεηδσηηθνχ ακπληηθνχ ζπζηήκαηνο. Δπίζεο παξνπζηάδεη απμεκέλα επίπεδα 

νμεηδσηηθψλ πξντφλησλ θαη κπνξεί λα νδεγήζεη ζε ηξαπκαηηζκφ ησλ ηζηψλ θαη ζε 

άιιεο παζνινγηθέο θαηαζηάζεηο. 

Οη ROS πνπ παξάγνληαη ζηα βηνινγηθά ζπζηήκαηα είλαη ηθαλέο λα 

πξνθαιέζνπλ εθηεηακέλε θαηαζηξνθή ζε απηά, ζηνρεχνληαο ηα ιηπίδηα, ηηο πξσηεΐλεο 

θαη ην DNA. Απηέο νη αληηδξάζεηο κεηαμχ ησλ θπηηαξηθψλ ζπζηαηηθψλ θαη ησλ 

ειεπζέξσλ ξηδψλ νδεγνχλ ζε θαηαζηξνθή ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ, ππεξνμείδσζε 

ιηπηδίσλ, νμείδσζε ησλ πξσηετλψλ, δπζιεηηνπξγία ησλ κηηνρνλδξίσλ (κείσζε ηεο 

παξνρήο ελέξγεηαο ζην θχηηαξν), θαηαζηξνθή ηεο θπηηαξηθήο κεκβξάλεο, 

ελεξγνπνίεζε ή αλαζηνιή ηεο θπηηαξηθήο αλάπηπμεο, θαη ηειηθά ζε θπηηαξηθφ 

ζάλαην (απφπησζε). Οη ειεχζεξεο ξίδεο εκπιέθνληαη θαη ζηε δηαδηθαζία ηεο 

γήξαλζεο. ΢χκθσλα κε ηε ζεσξία απηή (Harman, 1956) ε γήξαλζε κπνξεί λα 

ζεσξεζεί σο κία πξννδεπηηθή, αλαπφθεπθηε δηαδηθαζία ε νπνία ζρεηίδεηαη κε ηε 

ζπγθέληξσζε ειεπζέξσλ ξηδψλ ιφγσ κηαο αληζνξξνπίαο ζην ζρεκαηηζκφ 

νμεηδσηηθψλ θαη αληηνμεηδσηηθψλ νπζηψλ. 
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Α.1 Arabidopsis thaliana  

 

Η Arabidopsis thaliana ζεσξείηαη  ην θαιχηεξα ραξαθηεξηζκέλν θπηφ ζηε γε 

θαη νξγαληζκφο κνληέιν γηα ηε κειέηε ηνπ γνληψκαηνο. Δίλαη έλα κηθξφ εηήζην 

πνψδεο ηεο νηθνγέλεηαο Brassicaceae θαη έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε πεηξακαηηθέο 

έξεπλεο εδψ θαη έλαλ αηψλα πεξίπνπ. Ο γελεηηθφο ηνπ θψδηθαο έρεη ραξαθηεξηζζεί 

θαη ζε ζπλδπαζκφ κε ην κηθξφ κέγεζνο, ην γξήγνξν ρξφλν αλάπηπμεο θαη ηε κηθξή 

πνζφηεηα DNA πνπ πεξηέρεη,  ην θαζηζηνχλ εχθνιν δείγκα γηα γελεηηθή αλάιπζε.  

Τπάξρεη ζηελή νκνηφηεηα πνιιψλ γνληδίσλ ηνπ Arabidopsis, κε γνλίδηα ζε είδε φπσο 

ην ζηηάξη θαη ην ξχδη, θαζψο θαη πνιιά κεκνλσκέλα γνλίδηα ηνπ, βξίζθνπλ 

αληηζηνηρία κε γνλίδηα πνπ πξαγκαηνπνηνχλ ηελ ίδηα ιεηηνπξγία ζηα θαιιηεξγνχκελα 

θπηά. Η απνθάιπςε ηεο ζέζεο θαη ηεο ιεηηνπξγίαο γνληδίσλ ηνπ Arabidopsis 

ζπλεξγεί ζην λα πξνζδηνξηζηνχλ γνλίδηα πνπ ειέγρνπλ ηηο ίδηεο δηαδηθαζίεο ζηα πην 

ζχλζεηα θαιιηεξγνχκελα θπηά.(Meinke et al, 1998) 

Τπάξρεη κεγάιε βηβιηνγξαθία κε απφπεηξεο ηζηνθαιιηέξγεηαο ηνπ 

Arabidopsis thaliana, ήδε απφ ηε δεθαεηία ηνπ ‘60 (Loewenberg, 1965). Γεληθά 

ζεσξείηαη έλα θπηφ πνπ αληηδξά ηθαλνπνηεηηθά ζηελ in vitro θαιιηέξγεηα θαη 

επηηπγράλεηαη εχθνια ε αλαγέλλεζε θπηψλ απφ θάιινπο. Η επηηπρία ηεο 

θαιινγέλλεζεο εμαξηάηαη ζε κεγάιν βαζκφ απφ ην κέζν αλάπηπμεο, ην θπηηθφ πιηθφ 

θαη ηηο θπηννξκφλεο πνπ εθαξκφδνληαη (Mathur et Koncz, 1998) 

 

 

Α.2 Ιζηνθαιιηέξγεηα θαη ζρεκαηηζκόο θάιισλ.   

 

 Ο φξνο Ιζηνθαιιηέξγεηα ή θαιιηέξγεηα in vitro, πεξηγξάθεη κηα δηαδηθαζία 

θαηά ηελ νπνία κηθξά ηεκάρηα θπηηθνχ ηζηνχ, φξγαλα ή θχηηαξα, απνκνλψλνληαη απφ 

ην κεηξηθφ θπηφ θάησ απφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο θαη θαιιηεξγνχληαη ζε εηδηθά δνρεία 

πνπ πεξηέρνπλ απνζηεηξσκέλν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα ζε ρψξνπο κε ειεγρφκελν 

πεξηβάιινλ (θσηηζκφο θαη ζεξκνθξαζία). Σν κηθξφ φξγαλν ή θνκκάηη ηζηνχ πνπ 

απνκαθξχλεηαη απφ ην κεηξηθφ θπηφ θαη απφ ην νπνίν πξφθεηηαη λα εγθαηαζηαζεί 

φιε ε θαιιηέξγεηα in vitro, νλνκάδεηαη έθθπην. 
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 Η θαιιηέξγεηα ηζηψλ  in vitro δίλεη ηε δπλαηφηεηα παξαγσγήο θπηηθνχ πιηθνχ, ζε 

ειεγρφκελν πεξηβάιινλ. Γειαδή ηφζν ην ζξεπηηθφ κέζν θαιιηέξγεηαο φζν θαη νη 

ζπλζήθεο αλάπηπμεο κπνξνχλ λα θαζνξηζηνχλ θαη λα παξακείλνπλ ζηαζεξέο γηα φιε 

ηε πεξίνδν. ΢πλεπψο δίλεηαη  ε δπλαηφηεηα λα παξαρζνχλ γξήγνξα, εχθνια θαη ζε 

ίδηεο ζπλζήθεο ν απαηηνχκελνο αξηζκφο αηφκσλ γηα ηε δηελέξγεηα κειεηψλ.  

Σν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα παξέρεη φιεο ηηο απαηηνχκελεο ρεκηθέο νπζίεο γηα ηελ 

αλάπηπμε θαη εμέιημε  θπηψλ, ηζηψλ, θάιισλ θαη πξσηνπιαζηψλ. Έλα ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα απνηειείηαη απφ: 

 Αλφξγαλα άιαηα, ηα απαξαίηεηα καθξνζηνηρεία, κηθξνζηνηρεία θαη κία πεγή 

ζηδήξνπ.  

 Οξγαληθά ζηνηρεία, πνπ θαιχπηνπλ ηηο αλάγθεο ζε ακηλνμέα θαη βηηακίλεο 

 Πεγή άλζξαθα, ζπλήζσο ζνπθξφδε. 

 

Σα ζηνηρεία απηά είλαη ηα βαζηθά ρεκηθά ζπζηαηηθά γηα ηελ αλάπηπμε θπηηθψλ 

θπηηάξσλ, φκσο αλάινγα κε ηνλ ζθνπφ ηεο θαιιηέξγεηαο κπνξεί λα πξνζηεζνχλ θαη 

άιινη παξάγνληεο, νξκνληθνί, πνπ θαζνξίδνπλ ηελ εμέιημε ηεο αλάπηπμεο. Οη 

νξκφλεο πνπ εθαξκφδνληαη είλαη απμίλεο, θπηνθηλίλεο, γηββεξειιίλεο, ακπζηζηθφ νμχ 

θαη αηζπιέλην. Οη απμίλεο θαη νη θπηνθηλίλεο είλαη νη πην δηαδεδνκέλεο θαη ε αλαινγία 

ηνπο επεξεάδεη ζεκαληηθά ηελ πνξεία ηεο θαιιηέξγεηαο. Τςειή ζρέζε απμίλεο πξνο 

θπηνθηλίλεο επάγεη ηελ αλάπηπμε ξηδψλ, ελψ ε αληίζηξνθε ζρέζε νδεγεί ζε 

βιαζηνγέλλεζε. Μηα ελδηάκεζε ζρέζε κεηαμχ ησλ ζπγθεληξψζεσλ ησλ δχν 

νξκνλψλ, έρεη ζαλ απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία θάιισλ. (Smith, 2000) 

Κάιινο, νξίδεηαη έλα ζπζζσκάησκα απφ κε δηαθνξνπνηεκέλα, αλνξγάλσηα, 

αλαπηπζζφκελα θαη δηαηξνχκελα θπηηθά θχηηαξα. Οπνηνδήπνηε ηκήκα θπηηθνχ ηζηνχ, 

κπνξεί λα απνηειέζεη ηε βάζε γηα ηε δεκηνπξγία θάιισλ, αλ νη ζπλζήθεο αλάπηπμεο 

είλαη θαηάιιειεο. Σν πιενλέθηεκα ησλ θάιισλ είλαη φηη κπνξεί λα δηαηεξεζεί ε 

αλάπηπμε ηνπο ζε κεγάιν βάζνο ρξφλνπ, ππφ ηελ πξνυπφζεζε φηη ιακβάλνπλ ρψξα  

ππνθαιιηέξγεηεο, ζε ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα, ζε θξέζθν ζξεπηηθφ κέζν ίδηαο 

ζχζηαζεο.  

Οη ρεηξηζκνί ηνπ εθθχηνπ, ε ξχζκηζε ηεο ζχλζεζεο ηνπ ζξεπηηθνχ ππνζηξψκαηνο 

αιιά θαη ησλ παξακέηξσλ ηνπ πεξηβάιινληνο θαιιηέξγεηαο, κπνξνχλ λα 

πξνζαλαηνιίζνπλ ηελ ζπκπεξηθνξά ηνπ πξνο πνηθίινπο δξφκνπο δηαθνξνπνίεζεο, 

αλάινγα κε ηνλ επηδησθφκελν ζθνπφ. ΢ηε παξνχζα κειέηε, γηα λα απνθεπρζεί ε 
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δηαθνξνπνίεζε θαη ν ζρεκαηηζκφο εκβξχσλ, νη θάινη ζρεκαηίζηεθαλ απφ ζπφξνπο 

Arabidopsis thaliana πνπ θαιιηεξγνχληαη ζε ππφζηξσκα. εκπινπηηζκέλν κε 2,25κΜ 

2,4 D θαη 0,25κΜ kinetin (Valkenens et al, 1998). 

   

 

 

  Δηθφλα 1: Κάιινο Arabidopsis thaliana 

 

 

 

Α.3 Ομείδσζε θπηηάξσλ θαη ζρεκαηηζκόο ειεύζεξσλ ξηδώλ νμπγόλνπ 

(ROS) 

 

Οη ειεχζεξεο ξίδεο είλαη πνιχ δξαζηηθά, αζηαζή κφξηα, ηα νπνία θέξνπλ έλα 

αζχδεπθην ειεθηξφλην θαη είλαη δπλαηφλ λα βξίζθνληαη ζε νμεηδσκέλε ή αλεγκέλε 

κνξθή. Η πιεηνςεθία ησλ ειεπζέξσλ ξηδψλ πνπ πξνθαινχλ βιάβε ζηα βηνινγηθά 

ζπζηήκαηα είλαη ελεξγέο κνξθέο νμπγφλνπ (ROS- reactive oxygen species).  

Οη επεξγεηηθέο δξάζεηο ησλ ειεπζέξσλ ξηδψλ νμπγφλνπ παξαηεξνχληαη ζε 

ρακειέο/κέηξηεο ζπγθεληξψζεηο θαη αθνξνχλ ζε θπζηνινγηθνχο ξφινπο ζηελ 

θπηηαξηθή απφθξηζε ζην stress, ζηε κεηαγσγή ζήκαηνο, ζηελ θπηηαξηθή 

δηαθνξνπνίεζε, ζηε κεηαγξαθή γνληδίσλ, ζηνλ θπηηαξηθφ πνιιαπιαζηαζκφ θαη ζηελ 

απφπησζε. Οη βιαβεξέο δξάζεηο ησλ δξαζηηθψλ ξηδψλ νμπγφλνπ αζθνχληαη ζηα 

βηνκφξηα, ζηηο πξσηεΐλεο, ζηα λνπθιετληθά νμέα, ζηα ιηπίδηα θαη κπνξεί λα 
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πξνθαιέζνπλ θπηηαξηθή/ηζηηθή βιάβε, απφ ηελ νπνία ν νξγαληζκφο πξνζηαηεχεηαη κε 

κηα ζεηξά αληηνμεηδσηηθψλ νπζηψλ.  

Οη ROS απνηεινχλ ηα θχξηα παξαπξντφληα ηνπ αεξφβηνπ κεηαβνιηζκνχ ζηα 

θχηηαξα. Η παξαγσγή ηνπο πξαγκαηνπνηείηαη ζηα κηηνρφλδξηα θαηά ηε κεηαθνξά 

ειεθηξνλίσλ ζην Ο2 θαηά ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε. Δπηπιένλ, παξάγνληαη θαη 

σο απνηέιεζκα ηνπ κεηαβνιηζκνχ μέλσλ νπζηψλ θαζψο θαη ιφγσ ηεο έθζεζεο ζε 

πεξηβαιινληηθνχο παξάγνληεο, φπσο ε ππεξηψδεο αθηηλνβνιία (UV) θαη ε πεξίζζεηα 

αιάησλ. Πξνέξρνληαη απφ ην κνξηαθφ νμπγφλν (O2) κε δηαδνρηθέο αληηδξάζεηο 

αλαγσγήο, θαη παξνπζηάδνληαη ζην πίλαθα: 

 

 

Δηθφλα 2: Ηιεθηξνληθή δνκή ειεπζέξσλ ξηδψλ νμπγφλνπ   

 

Γηαθξίλνληαη νη αθφινπζέο θαηεγνξίεο : 

 

 ην αληφλ ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ (O2-),  

 ην ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ (H2O2)  

 ε ξίδα ηνπ πδξνμπιίνπ (OH.).  

 

Σν αληφλ ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ, κία πνιχ θαηαζηξνθηθή έλσζε, ζρεκαηίδεηαη απφ 

ηε κεηαθνξά ελφο ειεθηξνλίνπ ζην κνξηαθφ νμπγφλν (O2), ελψ ε κεηαθνξά δχν 

ειεθηξνλίσλ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ ππεξνμεηδίνπ (Ο2 2
-
). Η πξσηνλίσζε ηνπ 

αληφληνο ηνπ ππεξνμεηδίνπ δίλεη κία πδξν- ππεξνμπιν-ξίδα (ΗΟ2), ε νπνία αληηδξά 
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απζφξκεηα κε έλα άιιν αληφλ ηνπ ζνππεξνμεηδίνπ γηα λα ζρεκαηίζεη ην ππεξνμείδην 

ηνπ πδξνγφλνπ (H2O2). 

. Τπάξρνπλ θαη άιιεο θαηεγνξίεο ειεπζέξσλ ξηδψλ φπσο νη ελεξγέο κνξθέο 

αδψηνπ (Reactive Nitrogen Species, RNS),  αινγνλσκέλεο ελεξγέο κνξθέο (Reactive 

Halogonated Species, RHS), ελεξγέο κνξθέο ζείνπ (Reactive Sulfur Species, RSS), 

θαη νξγαληθέο ειεχζεξεο ξίδεο, νη νπνίεο έρνπλ επίζεο αξλεηηθέο επηπηψζεηο ζηηο  

Οη νξγαληζκνί έρνπλ αλαπηχμεη κεραληζκνχο άκπλαο έλαληη ησλ ειεπζέξσλ 

ξηδψλ. Οη αληηνμεηδσηηθέο νπζίεο παξάγνληαη ελδνγελψο ή πξνέξρνληαη απφ 

εμσηεξηθέο πεγέο θαη πεξηιακβάλνπλ έλδπκα φπσο ε θαηαιάζε, ε δηζκνπηάζε ηνπ 

ππεξνμεηδίνπ ηνπ πδξνγφλνπ, ε αλαγσγάζε ηεο γινπηαζεηφλεο, ε ππεξνμεηδάζε ηεο 

γινπηαζεηφλεο, κέηαιια φπσο ην Se, ην Mn, ν Cu θαη ν Zn, βηηακίλεο φπσο νη Α, C 

θαη Δ, θαζψο θαη άιιεο νπζίεο φπσο ε γινπηαζεηφλε. (Shacter, 2000) 

Ωο νμεηδσηηθφ stress,  νξίδεηαη ε δηαηαξαρή ηεο ηζνξξνπίαο κεηαμχ ησλ 

νμεηδσηηθψλ θαη ησλ αληηνμεηδσηηθψλ νπζηψλ ηνπ θπηηάξνπ θαη νθείιεηαη είηε ζε 

απμεκέλε παξαγσγή ειεπζέξσλ ξηδψλ νμπγφλνπ είηε ζε αλεπάξθεηα ησλ θπηηαξηθψλ 

αληηνμεηδσηηθψλ κεραληζκψλ. Γηα ην πξνζδηνξηζκφ ηνπ νμεηδσηηθνχ stress 

ρξεζηκνπνηνχληαη παξάκεηξνη φπσο ε ππεξνμείδσζε ιηπηδίσλ, ε νμείδσζε 

πξσηετλψλ, πξντφληα νμείδσζεο DNA,  ε παξνπζία ελεξγψλ κνξθψλ νμπγφλνπ θαη 

ηπρφλ αιιαγέο ζηε θαηάζηαζε αληηνμεηδσηηθψλ παξαγφλησλ φπσο ε γινπηαζεηφλε. 

 

 

Α.4 Ομείδσζε πξσηετλώλ θαη ζρεκαηηζκόο θαξβνλπιίσλ. 

 

Η νμείδσζε ησλ πξσηετλψλ, ζεσξείηαη απνηέιεζκα ηεο επίδξαζεο 

νμεηδσηηθψλ παξαγφλησλ, γήξαλζεο θαη αζζελεηψλ. Η χπαξμε νμεηδσκέλσλ 

πξσηετλψλ ζε έλα νξγαληζκφ απφ ηα παξαπάλσ αίηηα, κπνξεί λα αλαιπζεί ζε δχν 

ζηάδηα. Αξρηθά, κειεηψληαη νη θπζηνινγηθέο ή κε δηεξγαζίεο πνπ νδεγνχλ  ζην 

ζρεκαηηζκφ ελεξγψλ ξηδψλ νμπγφλνπ ελδνθπηηαξηθά. Αθνινχζσο, εξεπλάηαη ε 

επίδξαζε ησλ ROS, ζηνλ κεηαζρεκαηηζκφ βηνινγηθψλ κνξίσλ.  

Η κεγάιε αθζνλία πξσηετλψλ ζηα θχηηαξα ηηο θαζηζηά ζεκαληηθνχο ζηφρνπο. 

Αληηδξνχλ θπξίσο κε πδξνμπιηθέο ξίδεο θαη ππφθεηληαη ζε ππεξνμείδσζε, 

θαηαζηξνθή ππνιεηκκάησλ ακηλνμέσλ, αιιαγέο ζηελ ηεηαξηνηαγή δνκή θαη 

απνηθνδφκεζε. ΢ε βηνινγηθφ επίπεδν, νη δηαθνξνπνηήζεηο απηέο πξνθαινχλ απψιεηα 
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ηεο ελδπκαηηθήο δξαζηεξηφηεηαο ,αιινηψζεηο ησλ θπηηαξηθψλ ιεηηνπξγηψλ φπσο ε 

παξαγσγή ελέξγεηαο, αιιαγέο ζηε δνκή θαη δξάζε θπηηαξηθψλ πξσηετλψλ.  

΢ηνλ πίλαθα πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδεηαη ε δηαδηθαζία κε ηελ νπνία επηδξνχλ νη 

ROS ζηηο πξσηεΐλεο . 

 

 

 

Δηθφλα 3 : ΢χλζεζε νμεηδσκέλσλ πξσηετλψλ  

 

 

Παξαηεξείηαη φηη ν ζρεκαηηζκφο νμεηδσκέλσλ κνξθψλ πξσηετλψλ εμαξηάηαη 

απφ ηελ δηαζεζηκφηεηα ηνπο, ηελ χπαξμε αληηνμεηδσηηθψλ κνξίσλ θαη πξσηενιπηηθέο 

δηεξγαζίεο. Η πνζφηεηα  νμεηδσκέλσλ πξσηετλψλ, ελδνθπηηαξηθά,  εμαξηάηαη απφ ηελ 

ζρέζε επίπεδν κεηαμχ ηνπ ξπζκνχ νμείδσζεο θαη ηνπ ξπζκνχ απνδφκεζεο ησλ 

νμεηδσκέλσλ κνξθψλ. 

Παξάγσγα ηεο νμείδσζεο είλαη πξσηετληθά θαξβνλχιηα, ηα νπνία παξάγνληαη 

κε πνιινχο δηαθνξεηηθνχο κεραληζκνχο.  Η ζπγθέληξσζε ησλ νκάδσλ θαξβνλπιίσλ,  

απνηειεί πνιχ θαιφ κέηξν γηα ηελ εθηίκεζε ηεο πξνθαινχκελεο απφ ηηο ειεχζεξεο 

ξίδεο νμείδσζεο ησλ πξσηετλψλ θαη έρνπλ αλαπηπρζεί πνιιέο θαη ηδηαίηεξα 

επαίζζεηεο ηερληθέο γηα ηελ αλίρλεπζε θαη πνζνηηθφ πξνζδηνξηζκφ πξσηετληθψλ 

θαξβνλπιίσλ. (Berlett and Stadtman,1997) 
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Α.5  Δπίδξαζε ηξνγιηηαδόλεο ζηελ νμείδσζε θπηηάξσλ. 

 

Οη Θεηαδνιηδηλεδηφλεο (thiazolidinediones, TZDs) γλσζηέο επίζεο σο 

γιηηαδφλεο, εηζήρζεζαλ ζηε ζεξαπεπηηθή ζηα ηέιε ηνπ 1990 θαη ρξεζηκνπνηνχληαη 

γηα ηε ζεξαπεία ηνπ ΢αθραξψδε Γηαβήηε. Η θαηεγνξία ησλ θαξκάθσλ απηψλ 

πεξηιακβάλεη 3 θχξηνπο εθπξνζψπνπο: ηελ ηξνγιηηαδφλε, ηε ξνδηγιηηαδφλε θαη ηελ 

πηνγιηηαδφλε. Οη ελψζεηο απηέο επηδξνχλ ζην κεηαβνιηζκφ ησλ θπηηάξσλ, ζηε 

δηαδηθαζία παξαγσγήο ελέξγεηαο θαη ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ επηδηφξζσζε βιαβψλ 

πνπ ιακβάλνπλ ρψξα ζηα κηηνρφλδξηα. (Ghosh et al, 2007). Οη νπζίεο απηέο θαίλεηαη 

λα κεηψλνπλ ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε, κε απνηέιεζκα λα παξνπζηάδεηαη 

απμεκέλε ρξήζε γιπθφδεο θαη θαηά ζπλέπεηα λα επεξεάδεηαη ε παξαγσγή ειεπζέξσλ 

ξηδψλ θαη ην νμεηδσηηθφ ζηξεο.  Γελ είλαη ζαθήο ν ηξφπνο κε ηνλ νπνίν επηδξνχλ ζηε 

παξαγσγή ROS, νχηε έρεη εμαθξηβσζεί ε αιιειεπίδξαζε ηνπο κε ηα κηηνρφλδξηα. 

 

Δηθφλα 4: Μνξηαθή δνκή ηξνγιηηαδφλεο 

 

Αληηθείκελν κειέηεο απνηειεί ε επίδξαζε ησλ ζεηαδνιηδηλεδηνλψλ ζηνπο 

ππξεληθνχο ππνδνρείο ησλ πνιιαπιαζηαζηψλ ησλ ππεξνμεηζσκάησλ (PPAR). Οη 

ππξεληθνί ππνδνρείο είλαη εηδηθνί κεηαγξαθηθνί παξάγνληεο πνπ  ελεξγνπνηνχληαη κε 
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ηελ ζχλδεζε θάπνηνπ εηδηθνχ πξνζδέηε (ligand) θαη ξπζκίδνπλ ζεκαληηθέο 

ιεηηνπξγίεο ηνπ θπηηάξνπ. Όηαλ ζπλδεζνχλ κε ηνλ ζπκπιεξσκαηηθφ ηνπο πξνζδέηε, 

πθίζηαληαη δνκηθέο αιιαγέο πνπ επλννχλ ηνλ ζρεκαηηζκφ δξαζηηθψλ δηκεξψλ θαη ηε 

κεηαθίλεζή ηνπο ζηνλ ππξήλα, φπνπ ζπλδένληαη κε εηδηθέο αιιεινπρίεο ηνπ DNA θαη 

ξπζκίδνπλ ηελ έθθξαζε ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ. Σα ππεξνμεηζψκαηα είλαη 

θπηηαξηθά νξγαλίδηα πνπ πεξηβάιινληαη απφ κεκβξάλε θαη δηαζέηνπλ έλδπκα πνπ 

εκπιέθνληαη ζε κηα ζεηξά απφ θαηαβνιηθέο δξαζηεξηφηεηεο. Η θχξηα δξάζε ηνπο 

είλαη ε απελεξγνπνίεζε ησλ αληφλησλ ηνπ ππεξνμεηδίνπ, κέζσ ηνπ ελδχκνπ 

θαηαιάζε. Δκπιέθνληαη ζηνλ κεηαβνιηζκφ ησλ ιηπηδίσλ, ηε δηάζπαζε ησλ ιηπαξψλ 

νμέσλ, ηελ νμεηδσηηθή δηάζπαζε πνιπακηλψλ θαη πνπξηλψλ, ηνπ νμαιηθνχ νμένο θαη 

ηε βηνζχλζεζε αηζεξνιηπηδίσλ.  

Οη ππξεληθνί ππνδνρείο (PPAR), ελεξγνπνηνχλ ηε κεηαγξαθή γνληδίσλ πνπ 

εκπιέθνληαη ζηε παξαγσγή ππεξνμεηζσκάησλ  θαη ελεξγνπνηνχλ κηα ζεηξά απφ 

κεηαβνιηθέο δξαζηεξηφηεηεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ην νμεηδσηηθφ ζηξεο θαη ηε 

κεηαγσγή ειεθηξηθψλ ζεκάησλ. Η παξαγσγή ησλ νξγαληδίσλ κπνξεί λα 

ελεξγνπνηεζεί απφ κηα ζεηξά ελδνγελψλ παξαγφλησλ, απφ εμσηεξηθά εξεζίζκαηα θαη 

απφ ηε παξνπζία κνξίσλ πνπ κηκνχληαη ην θπζηθφ κεραληζκφ ελεξγνπνίεζεο ηεο 

δηαδηθαζίαο. Οη γιηηαδφλεο είλαη νπζίεο πνπ ιεηηνπξγνχλ σο πξφζδεκα (ligand) ζε 

PPAR θαη επλννχλ ηε κεηαγξαθή γνληδίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε ηελ αχμεζε ησλ 

ππεξνμεηζσκάησλ. Έρνπλ ρξεζηκνπνηεζεί σο θαξκαθεπηηθέο νπζίεο, θαη γίλνληαη 

πεξαηηέξσ έξεπλεο γηα βειηησζεί ε δξάζε ηνπο.  

Με βάζε κειέηε πνπ δηελεξγήζεθε ζε Arabidopsis thaliana (León, 2008), ν 

εμσγελήο κηκεηηθφο παξάγνληαο θινθηβξάηε (clofibrate) ελεξγνπνίεζε ηνπο 

ππξεληθνχο ππνδνρείο ησλ πνιιαπιαζηαζηψλ ησλ ππεξνμεηζσκάησλ ζε θπηά. 

Παξαηεξήζεθε φηη αλεμάξηεηα απφ ηελ απνπζία PPAR νκφινγεο πξσηείλεο, 

ελεξγνπνηήζεθε ε βηνγέλεζε ππεξνμεηζσκάησλ. Απηφ ζεκαίλεη φηη ε επίδξαζε 

αλάινγσλ κνξίσλ, ζε θπηηθνχο ηζηνχο,  ελδέρεηαη λα πξνθαιεί κεηαβνιηθέο 

δηαθνξνπνηήζεηο. 

 

 

.  
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Τιηθά θαη Μέζνδνη 

 

Σν πείξακα είρε ζαλ ζηφρν ηελ κειέηε ηνπ θαηλνκέλνπ ηεο γήξαλζεο ζε 

βηνρεκηθφ επίπεδν θαζψο θαη ηελ επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζηηο κεηαβνιηθέο 

δηεξγαζίεο ησλ θπηηάξσλ. Οη ρξνλνζεηξέο ησλ θάιισλ πνπ δεκηνπξγήζεθαλ, 

κειεηήζεθαλ σο πξνο ηελ πεξηεθηηθφηεηα ηνπο ζε πξσηεΐλεο, ην βαζκφ ηεο νμείδσζεο 

πνπ έρνπλ ππνζηεί απηέο, εθθξαδφκελε ζε πξσηεηληθά θαξβνλχιηα θαη ηηο ειέπζεξεο 

ξίδεο πνπ έρνπλ παξαρζεί. 

 

 

Β.1 Ιζηνθαιιηέξγεηα Arabidopsis thaliana 

 

΢πφξνη Arabidopsis thaliana ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ δεκηνπξγία θάιισλ 

ζε ππφζηξσκα Β5 (Gamborg et al,1968), εκπινπηηζκέλν κε 2,25κΜ 2,4 D θαη 

0,25κΜ kinetin. Οη ζπφξνη αθνχ απνιπκάλζεθαλ κε αηζπιηθή αιθνφιε θαη 

ππνρισξηψδεο λάηξην 10%, ηνπνζεηήζεθαλ ππφ αζεπηηθέο ζπλζήθεο, εληφο ζαιάκνπ 

Laminar Flow, ζε ηξπβιία κε 20 ml ζξεπηηθφ ππφζηξσκα. Η θαιιηέξγεηα ησλ θάιισλ 

έγηλε ζε  ζάιακν αλάπηπμεο κε ζεξκνθξαζία 25 
o
C θαη θσηνπεξίνδν 16 σξψλ. Μεηά 

απφ έλα κήλα θαιιηέξγεηαο νη λεαξνί θάιινη κεηαθέξζεθαλ ζε θξέζθν ππφζηξσκα 

κε ηελ ίδηα ζχζηαζε. ΢ηε ζπλέρεηα νη ηζηνί θάζε είθνζη κέξεο κεηαθέξνληαλ ζε λέν 

ππφζηξσκα. 

 

Γηα λα κειεηεζεί ε επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο νη ζπφξνη ηνπνζεηήζεθαλ απφ 

ηελ αξρή ζε ππφζηξσκα Β5, κε ηηο ίδηεο νξκφλεο αλάπηπμεο, εκπινπηηζκέλν κε 2 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο 10 nM θαη 10 κΜ αληίζηνηρα. ΢ε θάζε ππνθαιιηέξγεηα 

πνπ αθνινπζνχζε, νη θάιινη κεηαθέξνληαλ ζε θξέζθν κέζν κε ηελ ίδηα ζχζηαζε. 
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Β.2 Πνζνηηθνπνίεζε ησλ πξσηετλώλ κε ηελ κέζνδν Bradford  

 

Β.2.1. Αξρή ηεο κεζόδνπ Bradford 

 

Η κέζνδνο Bradford ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπλνιηθήο 

πξσηετληθήο ζπγθέληξσζεο ζε δηάθνξα δείγκαηα (Bradford, 1976). Δίλαη ηδηαίηεξα 

ζχληνκε θαη εχθνιε θαη πεξηνξίδεη ηα κεηνλεθηήκαηα άιισλ θσηνκεηξηθψλ κεζφδσλ 

πξνζδηνξηζκνχ ησλ πξσηετλψλ. Η αξρή ηεο βαζίδεηαη ζηελ αληίδξαζε ηεο ρξσζηηθήο 

Coomassie Brilliant Blue G-250 κε πξσηεΐλεο δεκηνπξγψληαο έλα ζηαζεξφ 

ρξσκνθφξν ζχκπινθν πξσηεΐλεο-ρξσζηηθήο. 

 

 

Δηθφλα 5 :Υεκηθή δνκή Coomassie Brilliant Blue G-250 

 

Η ρξσζηηθή πξνζδέλεηαη κε πξσηεΐλεο ζε θαηάινηπα ακηλνμέσλ (αξγηλίλεο, 

ηξππηνθάλεο, ηπξνζίλεο, ηζηηδίλεο, θαηλπιαιαλίλεο) θαη πξνθαιεί κηα κεηαηφπηζε 

ηεο απνξξφθεζεο ηεο βαθήο. Η ειεχζεξε ρξσζηηθή πνπ δελ έρεη ζπλδεζεί απνξξνθά 

ζηα  465nm, ελψ ην ζχκπινθν πξσηεΐλεο-ρξσζηηθήο ζηα 595nm. Μεηά απφ πέληε 

ιεπηά απφ ηελ πξνζζήθε ηεο ρξσζηηθήο ζην δείγκα ηεο πξσηεΐλεο, έρεη νινθιεξσζεί 

ε ζπκπινθνπνίεζε θαη ε αιιαγή ζην ρξψκα δηαηεξείηαη ζηαζεξή γηα πεξίπνπ κία 

ψξα.  Η κέζνδνο είλαη ηδηαίηεξε γξήγνξε θαη νηθνλνκηθή. Θεσξείηαη ηδηαίηεξα 

επαίζζεηε θαη κπνξεί λα πξνζδηνξίζεη απφιπηεο πνζφηεηεο πξσηεΐλεο 1 έσο 200κg.. 
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Δηθφλα 6: ΢χκπινθν πξσηείλεο-ρξσζηηθήο  (πεγή:http://www.cultek.com/inf/otros/perfil-proveedores/ 

Pierce_manual_protein_assay.pdf) 

 

 

Τπάξρνπλ δχν δηαθνξεηηθέο δηαδηθαζίεο πνπ κπνξεί λα εθαξκνζηνχλ 

αλάινγα κε ηελ ζπγθέληξσζε πξσηετλψλ πνπ αληρλεχνληαη. Η Bradford assay 

εθαξκφδεηαη γηα πνζφηεηεο 20-200 κηθξνγξακκάξηα θαη ε Bradford micro-assay έρεη 

ζρεδηαζηεί γηα αλαιχζεηο κε κεγαιχηεξε επαηζζεζία θαη ρξεζηκνπνηείηαη ζε 

ζπγθεληξψζεηο  1-20 κηθξνγξακκάξηα.  

 

 

Β.2.2. Γηαδηθαζία κέηξεζεο πξσηεηλώλ 

 

Αξρηθά θαηαζθεπάδεηαη κηα πξφηππε θακπχιε κε γλσζηέο ζπγθεληξψζεηο 

θάπνηαο πξσηεΐλεο π.ρ. αιβνπκίλε κε βάζε ηελ απνξξφθεζε ζην νξαηφ, ζηα 595 nm. 

Καηφπηλ κεηξηέηαη ε απνξξφθεζε ζηα 595 nm ηνπ άγλσζηνπ δείγκαηνο θαη κέζσ ηεο 

θακπχιεο ππνινγίδεηαη ε πξσηετληθή ζπγθέληξσζε ησλ άγλσζησλ δεηγκάησλ. Σν 

δείγκα, πξνθχπηεη απφ νκνγελνπνίεζε ηζηνχ θαη εθρχιηζε ησλ πξσηετλψλ πνπ 

πεξηέρνληαη ζε εηδηθφ buffer. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη ην αληηδξαζηήξην θαη κεηά 

απφ ηε πάξνδν πέληε ιεπηψλ ππνινγίδεηαη θσηνκεηξηθά ε απνξξφθεζε. Η άκεζε 

ζρέζε ηεο απνξξφθεζεο ζηα 595nm κε ηελ ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο νθείιεηαη 

ζηνλ ‘δεζκφ’ πνπ δεκηνπξγείηαη κεηαμχ ηεο πξσηεΐλεο θαη ηεο Coomassie Brilliant 

Blue G-250.  
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Αλαιπηηθφηεξα ε δηαδηθαζίαο έρεη σο :  

 

I. Γεκηνπξγία Πξφηππεο Κακπχιεο Απνξξφθεζεο 

 

΢ηφρνο είλαη ε δεκηνπξγία θακπχιεο απνξξφθεζεο απφ 5 δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξψζεηο BSA ( Bovine Serum Albumin) θαη blank. 

Αξρηθά παξαζθεπάδεηαη δηάιπκα κε BSA, δηαιχνληαο 10 mgr ζε 100 ml 

ddH2O. ΢ηε ζπλέρεηα κε βάζε ηε ρξσζηηθή παξαζθεπάδεηαη έλα δηάιπκα ην νπνίν 

αιιειεπηδξά κε ηεο πξσηεΐλεο . Σν Bradford reagent απνηειείηαη απφ :  

 100 mgr Coomasie Blue G-250 

 50   ml    95%  EtOH         

 100 ml    85 % Phosphoric acid 

 Σειηθφο φγθνο δηαιχκαηνο 1 lt, κε ddH2O 

 

Σνπνζεηνχκε ζε πιαθίδην κηθξνηηηινδφηεζεο (microtiter) ELISA:  

 

BSA solution (κl) H2O (κl) Bradford reagent (κl) 

0 40 160 

4 36 160 

8 32 160 

12 28 160 

16 24 160 

20 20 160 

 

Αθήλνπκε γηα 5 min, ψζηε λα γίλεη ε αληίδξαζε πξσηεΐλεο-ρξσζηηθήο θαη 

κεηξάκε (θσηφκεηξν) ζηα 595 nm. 

Η θάζε κέηξεζε έρεη ηθαλφ αξηζκφ επαλαιήςεσλ γηα  ηε ζηαηηζηηθή αλάιπζε 

ησλ απνηειεζκάησλ. Η ηηκή ηνπ ηπθινχ αληηδξαζηεξίνπ (reagent blank) πξέπεη λα 

αθαηξεζεί απφ ηηο ππφινηπεο ηηκέο γηα λα εμαρζεί έηζη ε θαζαξή ηειηθή ηηκή. Η θιίζε 

ηεο πξφηππεο θακπχιεο, πεξηγξάθεηαη απφ κηα γξακκηθή εμίζσζε ηχπνπ Y=ax + b, 

ζα ρξεζηκνπνηεζεί γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηεο πξσηεΐλεο ζην δείγκα ζε ηζνδχλακα BSA.  
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IΙ. Δθρχιηζε πξσηετλψλ  

 

Οη θπηηθνί ηζηνί πνπ ζα αλαιπζνχλ νκνγελνπνηνχληαη ζε εηδηθφ Buffer 

εθρχιηζεο πξσηετλψλ. ΢ην πείξακα, ε νκνγελνπνίεζε ησλ θάιισλ έγηλε ζε Ultra 

Turex. To ξπζκηζηηθφ δηάιπκαr εθρχιηζεο (Müller et al, 2001) είλαη ην αθφινπζν: 

 

 50mM Tris-HCL ( PH=8) 

 10 mM EDTA 

 10 mM DDT 

 10% Glycerol 

 

Σν πιηθφ δηαηεξείηαη ζε πάγν, κεηά ηελ νκνγελνπνίεζε, γηα λα απνθεπρζεί 

νμείδσζε ησλ πξσηεηλψλ. Αθνινπζεί κηα δηαδηθαζία ςπρφκελεο θπγνθέληξηζεο γηα 

λα απνκαθξπλζνχλ ππνιείκκαηα θπηηθνχ ηζηνχ. 

 

 Η θπγφθεληξνο πξνςχρεηαη ζηνπο 4 
0
C , γηα 15 min, ζηηο 5.000 xg. 

 θπγνθεληξνχκε ην δηάιπκα ζε ζσιήλεο eppendorf, δπγηζκέλα, θαη ηξέρεη 

ζηα 12.000 xg.γηα 20 min, ζηνπο 4 
0
C. 

 Σν ππεξθείκελν ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε κέηξεζε ησλ πξσηεηλψλ ή ςχρεηαη 

γηα κειινληηθή ρξήζε. 

 

Γεληθά φια ηα αληηθείκελα πξέπεη λα είλαη απνζηεηξσκέλα θαη νη ρεηξηζκνί λα 

γίλνληαη ζε πάγν. 

 

IΙΙ. Μέηξεζε δηαιπηψλ πξσηετλψλ ζε άγλσζην δείγκα 

 

H δηαδηθαζία είλαη θσηνκεηξηθή, ρξεζηκνπνηνχληαη ην δηάιπκα ηεο ρξσζηηθήο 

(Bradford reagent) θαη ddH2O. ΢ε πιαθίδην κηθξνηηηινδφηεζεο (microtiter plate), 

ηνπνζεηνχκε 20κl ddH2O, 20κl απφ ην δείγκα θαη 160 κl αληηδξαζηήξην Bradford. Ωο 

ηπθιφ (blanc), ψζηε λα αθαηξέζνπκε ηελ επίδξαζε ηνπ κέζνπ ζηελ απνξξφθεζε, 

ρξεζηκνπνηνχκε 20κl ddH2O, 20κl απφ ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα εθρχιηζεο θαη 160κl 

αληηδξαζηήξην Bradford. 
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Η κέηξεζε γίλεηαη ζηα 595 nm, κεηά ηε πάξνδν 5 ιεπηψλ γηα λα νινθιεξσζεί 

ε αληίδξαζε πξσηείλεο-ρξσζηηθήο. Απφ ηα απνηειέζκαηα αθαηξείηαη ην ηπθιφ θαη κε 

βάζε ηε πξφηππε θακπχιε ππνινγίδεηαη ε ζπγθέληξσζε δηαιπηψλ πξσηεηλψλ. 

 

 

Β.3. Πξνζδηνξηζκόο πξσηετληθώλ θαξβνλπιίσλ 

 

Καηά ηελ νμείδσζε ησλ πξσηεηλψλ νη πιεπξηθέο νκάδεο ησλ ακηλνμέσλ 

κεηαηξέπνληαη ζε θαξβνλχιηα. Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ θαξβνλπινκάδσλ ησλ 

πξσηετλψλ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηνπ αληηδξαζηεξίνπ DNPH . Καηά ηελ αληίδξαζε 

ζρεκαηίδεη ηελ 2,4- δηληηξν-θαηλπι-πδξαδφλε (DNP). 

 

 

Δηθφλα 7: ΢χλδεζε πξσηείλεο DNPH 

 

 

Σν ζχκπινθν κπνξεί λα αλαιπζεί κε θαζκαηνθσηνκεηξία, κειεηψληαο ηελ 

απνξξφθεζε κεηαμχ 360-390nm. 

 

Η δηαδηθαζία (Levine et al,1990)  νινθιεξψλεηαη ζε ηξία ζηάδηα: 

 

Ι. Απνκάθξπλζε λνπθιεηθψλ νμέσλ απφ ην δείγκα 
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Σα λνπθιεηθά νμέα πεξηέρνπλ θαξβνλχιηα θαη ζα αληηδξάζνπλ κε ηελ DNPH. 

΢ε πεξίπησζε πνπ δελ απνκαθξπλζνχλ απφ ην δείγκα, ζα ππάξρεη ιαλζαζκέλε 

εθηίκεζε ηεο νμείδσζεο ησλ πξσηεηλψλ, ζεσξψληαο ηε κεγαιχηεξε απφ ηε 

πξαγκαηηθή ηηκή. Γηα λα απνθεπρζεί ηπρφλ ππεξεθηίκεζε ηνπ θαξβνλπιηθνχ 

πεξηερνκέλνπ, ην δείγκα ππφθεηηαη ζε κεηαρείξηζε πξνθεηκέλσ λα απνκαθξπλζνχλ ηα 

λνπθιεηθά νμέα. Η θαηαθξήκληζε ηνπο κεηά απφ ρεηξηζκφ κε 1% ζεητθή 

ζηξεπηνκπθίλε δίλεη πνιχ θαιά απνηειέζκαηα. 

Η δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη ζην δείγκα πνπ πξνέξρεηαη απφ ηε πξνεγνχκελε 

κέζνδν εθρχιηζεο πξσηεηλψλ είλαη ε αθφινπζε: 

 

 Παξαζθεπάδεηαη δηάιπκα ζεηηθήο ζηξεπηνκπθίλεο10% (w/v), ζε πδαηηθφ 

δηάιπκα HEPES κε PH=7,2. Αλακηγλχεηαη πνζφηεηα απφ ην δηάιπκα θαη ην 

δείγκα ζε αλαινγία 1:9.  

 Αλακνλή ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 15 min. 

 Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηα 11000xg γηα 10 min θαη απνκάθξπλζε ηνπ 

ηδήκαηνο. 

 

ΙΙ .Αληίδξαζε κε DNPH 

 

Σν ππεξθείκελν, κεηά ηελ απνκάθξπλζε ησλ λνπθιεηθψλ νμέσλ ρξεζηκνπνηείηαη γηα 

ηελ αληίδξαζε κε ηελ DNPH. 

 

 Καηαθξεκλίδνληαη νη πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρνληαη ζην ππεξθείκελν, κεηά 

απφ κεηαρείξηζε κε ίζν φγθν πδαηηθνχ δηαιχκαηνο TCA 20% (β/ν). 

Γηαηεξνχκε ζηνλ πάγν γηα 15 min θαη κεηά αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηα 

11000xg γηα 10 min. 

 Γηαηεξνχκε ην ίδεκα ζε δχν κέξε, ΢ην έλα κέξνο πξνζηίζεληαη 0,5 ml 

δηαιχκαηνο DNPH (10 nm DNPH ζε 2M HCL) θαη ζην άιιν 0,5 ml HCL 

2M. 

 Γηαηεξνχκε ζην ζθνηάδη ζε Θ δσκαηίνπ θαη θάζε 15 min ππφθεηηαη ζε 

αλάκεημε κε vortexing 

 Πξνζηίζεηαη 0,5 ml παγσκέλνπ TCA 20% (β/ν) θαη θπγνθέληξεζε 

11000xg γηα 3 min. 
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 Σν ίδεκα δηαηεξείηαη θαη μεπιέλεηαη 3 θνξέο κε 1 ml δηαιχκαηνο 

αηζαλφιεο:νμεηθνχ αηζπιεζηέξα (1:1), γηα λα απνκαθξπλζεί ε ρξσζηηθή. 

Πξνζηίζεηαη ην δηάιπκα, αλακνλή γηα 10 ιεπηά θαη θπγνθέληξεζε ζηα 

11000xg γηα 3 min. 

 ΢ην ηειηθφ ίδεκα πξνζηίζεηαη πνζφηεηα 0,6 ml, απφ δηάιπκα γνπαληδίλεο 

6Μ, κε 20 mM Κ2PO4 θαη ph=2,3 ην νπνίν ξπζκίδεηαη κε ηξηθζνξννμεηθφ 

νμχ.  

 ΢ηε ζπλέρεηα αθινπζεί επψαζε ζε πδαηφινπηξν, ζε ζεξκνθξαζία 37
ν
C 

γηα ρξνληθφ δηάζηεκα 15 ιεπηψλ. 

 Σειεπηαία θπγνθέληξεζε ζηα 11000xg γηα 3 min, φπνπ απνξξίπηεηαη ην 

ίδεκα ησλ αδηάιπησλ ζπζηαηηθψλ θαη δηαηεξείηαη ην ππεξθείκελν. 

 

ΙΙΙ .Φαζκαηνθσηνκεηξία θαξβνλπιίσλ 

 

Η δηαδηθαζία ηεο θαζκαηνθσηνκεηξίαο είλαη ε εμήο: 

 

 Μεηαθνξά 220κL ππεξθεηκέλνπ ζε κηθξνπιάθα ηχπνπ ELISA (96-well 

plate). 

 Υξεζηκνπνηείηαη σο ηπθιφ ην δηάιπκα ππεξθεηκέλνπ-0,5 ml HCL 2M. 

 Τπνινγίδεηαη ην πεξηερφκελν ζε θαξβνλχιηα C (nmol/ml) απφ ηελ 

απνξξφθεζε πνπ παξαηεξείηαη ζε εθπνκπή 360nm-390nm,  κε βάζε ηελ 

εμίζσζε:  Απνξξφθεζε (360 - 390 nm)= C x E, φπνπ Δ ν ζπληειεζηήο 

κνξηαθήο απνξξφθεζεο (E=22,000 M
-1

cm
-
1).  
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Β.4 Πξνζδηνξηζκόο ειεύζεξσλ ξηδώλ (ROS). 

 

Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ ειεχζεξσλ ξηδψλ  γίλεηαη κε θζνξηζκνκεηξία. Η αξρή ηεο 

κεζφδνπ βαζίδεηαη ζηελ θζνξίδνπζα ρξσζηηθή, 2,7-δηνμεηθή δηρισξνθινπνξεζίλε 

(2,7-dichlorofluorescein diacetate -H2DCFDA). Οη θάιινη (Gallego et al. 1994) 

βάξνπο 250 mg, επσάδνληαη  γηα κία ψξα ζην ζθνηάδη ζε 1.0 ml buffer ην νπνίν 

απνηειείηαη απφ: 

 

 50.0 mM Tris–HCl (pH 7.8) 

 5.0 mM 2-κεξθαπηναηζαλφιεο  

 1.0 mM EDTA 

  2 κM Υξσζηηθήο  H2DCFDA 

 

΢ηε ζπλέρεηα ν ηζηφο μεπιέλεηαη δχν θνξέο κε ην ίδην δηάιπκα, ρσξίο ηελ 

παξνπζία ρξσζηηθήο θαη αθνινπζεί νκνγελνπνίεζε. Σν ίδεκα ππφθεηηαη ζε 

θπγνθέληξεζε ζε 10000ρg γηα 20 ιεπηά ζηνπο 4
ν
C. Σν ππεξθείκελν πνπ παξακέλεη, 

αλαιχεηαη κε θζνξηζκνκεηξία, κε δηέγεξζε ζηα 485 θαη εθπνκπή ζηα 530 nm. 

 

 

 

 

Δηθφλα 8: Ομεηδσκέλε κνξθή ρξσζηηθήο H2DCFDA 
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Γ. Απνηειέζκαηα 

 

Γ.1 Οιηθέο Πξσηεΐλεο  

 

Γηα λα κειεηεζεί ε επίδξαζε ηνπ παξάγνληα ρξφλνπ ζηηο βηνρεκηθέο 

δηεξγαζίεο ησλ θπηηάξσλ, εμεηάδεηαη ε ηθαλφηεηα παξαγσγήο πξσηεηλψλ. Με βάζε 

κηα πξφηππε θακπχιε πνπ θαηαζθεπάδεηαη απφ βφεηα αιβνπκίλε (BSA) θαη 

θσηνκεηξηθέο αλαιχζεηο, εθηηκείηαη ε ζπγθέληξσζε πξσηεηλψλ ζην εθάζηνηε δείγκα. 

Αθνινπζεί ε ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία θαη αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ. 

 

Γ.1.1 Γεκηνπξγία πξόηππεο θακπύιεο 

 

΢ην πείξακα πξαγκαηνπνηήζεθαλ δχν δηαθνξεηηθέο κεηξήζεηο πξσηετληθνχ 

πεξηερνκέλνπ, ζηα 595 nm. ΢ε θάζε κέηξεζε παξαζθεπαδφηαλ  θαη ρξεζηκνπνηνχηαλ 

λέν δηάιπκα ηεο ρξσζηηθήο. Απηφ είρε σο απνηέιεζκα, λα ζρεδηάδεηαη λέα πξφηππε 

θακπχιε αλαθνξάο, ψζηε λα εμαζθαιίδεηε φηη ηα απνηειέζκαηα ησλ κεηξήζεσλ, 

γλσζηψλ θαη άγλσζησλ δεηγκάησλ, πξνθχπηνπλ απφ ηε ρξήζε  ίδησλ 

αληηδξαζηεξίσλ. Έηζη έρνπλ πξνθχςεη νη εμήο πξφηππεο θακπχιεο: 

 

Ι. Πξφηππε Κακπχιε Α. 

 

Απφ ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ πξνθχπηεη ε θακπχιε Α πνπ 

πεξηγξάθεηαη απφ ηελ εμίζσζε : y= 0,0031x +0,0052 κε R
2
=0,9741  
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Γηάγξακκα 1:Πξφηππε θακπχιε Α 
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ΙΙ. Πξφηππε Κακπχιε Β. 

 

Απφ ηελ αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ πξνθχπηεη ε θακπχιε B πνπ 

πεξηγξάθεηαη απφ ηελ εμίζσζε : y= 0,0135x +0,00276 κε R
2
=0,9843 

 

y = 0,0135x + 0,0276

R2 = 0,9843
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Γηάγξακκα 2:Πξφηππε θακπχιε B 

 

Γ.1.2 Πεξηεθηηθόηεηα ζε πξσηεΐλεο 

 

Οη αλαιχζεηο έγηλαλ ζε θάιινπο ειηθίαο 2 κελψλ (2Μ) ,4 κελψλ (4Μ), 6 

κελψλ (6Μ), 8 κελψλ (8Μ), 10 κελψλ (10Μ) θαη 12 κελψλ (12Μ). Γηα ηελ κέηξεζε 

8Μ ρξεζηκνπνηήζεθε ε πξφηππε θακπχιε Β, ελψ γηα ηηο ππφινηπεο ε Κακπχιε Α. 

Απφ ηελ θσηνκεηξηθή αλάιπζε θαη ηελ αλαγσγή ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ πξσηεηλψλ 

αλά γξακκάξην θπηηθνχ ηζηνχ (θάινπ) πξνθχπηνπλ ηα απνηειέζκαηα πνπ 

παξνπζηάδνληαη ζηνλ θάησζη πίλαθα : 

  

ΗΛΙΚΙΑ ΚΑΛΟΤ ΢ΤΓΚΔΝΣΡΩ΢Η ΠΡΩΣΔΙΝΩΝ (κgr/gr) 

2 Μonth 12,31746032 

4 Μonth 11,60206718 

6 Μonth 7,927350427 

8 Μonth 3,050367855 

10 Μonth 2,234636872 

12 Μonth 1,183053557 
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Γηάγξακκα 3: ΢πγθέληξσζε Πξσηετλψλ (κgr/gr) ζε θάιινπο A. τhaliana κε δηαθνξεηηθή δηάξθεηα επψαζεο ζην 

ζξεπηηθφ ππφζηξσκα 

 

Ι. ΢χγθξηζε φισλ ησλ παξαηεξήζεσλ  

 

Αξρηθά γίλεηαη ζηαηηζηηθή αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ γηα λα δηαπηζησζεί 

αλ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά ή αλ πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην πιεζπζκφ. Διέγρνληαο ηελ 

θαηαλνκή ησλ απνηειεζκάησλ ζπκπεξαίλνπκε φηη ε ρξνλνινγηθή ζεηξά εκθαλίδεη 

αξλεηηθή θχξησζε (KURT= -2,44966), ελψ απφ ηελ ηηκή ηεο αζπκκεηξίαο 

παξαηεξνχκε φηη ε θαηαλνκή είλαη αζπκκεηξηθή (SKEW= 0,26679501).Καηά ζσνέπεια  

νη παξαηεξήζεηο δελ αθνινπζνχλ θαλνληθή θαηαλνκή θαη γηα νπνηνδήπνηε έιεγρν 

πξέπεη λα εθαξκνζζνχλ κε παξακεηξηθνί έιεγρνη. Δπηπιένλ ν κηθξφο αξηζκφο 

παξαηεξήζεσλ απνηξέπεη ηε ρξήζε παξακεηξηθψλ ειέγρσλ ησλ δηαθνξψλ ησλ κέζσλ 

. 

Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γίλεηαη κε ην κε παξακεηξηθφ test Kruskal-Wallis( 

SPSS.12). Δίλαη κηα Με Παξακεηξηθή δηαδηθαζία, πνπ κπνξεί λα εθαξκνζηεί γηα ηε 

ζχγθξηζε ηξηψλ ή πεξηζζφηεξσλ πιεζπζκψλ. Γηα ην έιεγρν ρξεζηκνπνηείηαη ε 

δηάκεζνο ησλ παξαηεξήζεσλ θαη φρη ν αξηζκεηηθφο κέζνο θαη αλ ε κεδεληθή ππφζεζε 

απνξξηθηεί ηφηε ηνπιάρηζηνλ δχν πιεζπζκνί δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά ζεκαληηθά σο 

πξνο ηε δηάκεζε ηηκή ηνπο.  

Απφ ηελ ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ, πξνθχπηεη φηη νη 

δηάκεζνη δηαθέξνπλ αθνχ p-value<0.05, άξα απνξξίπηεηαη ε κεδεληθή ππφζεζε φηη ηα 

δεδνκέλα πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην πιεζπζκφ. 
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Η πεξηεθηηθφηεηα ησλ ηζηψλ ζε πξσηεΐλε δηαθέξεη ζε ζπλάξηεζε ηνπ ρξφλνπ. Σα 

απνηειέζκαηα πεξηγξάθνληαη κε ηε ρξήζε γξακκήο ηάζεο. 
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Γηάγξακκα 4: Γξακκή Σάζεο πνζφηεηαο πξσηετλψλ ζε ζρέζε κε ηε δηάξθεηα επψαζεο ησλ θάιισλ. 

 

Παξαηεξείηαη κία κείσζε ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηετλψλ κε ηε πάξνδν ηνπ 

ρξφλνπ, ππφ κνξθή ζηγκνεηδνχο θακπχιεο. Η εμέιημε απηή κπνξεί λα πεξηγξαθεί κε 

ηελ γξακκηθή εμίζσζε: 

y=-2,5329x +15,251 

κε R
2
=0,9341 

 

 

ΙΙ. Δπηκέξνπο ζπγθξίζεηο ησλ παξαηεξήζεσλ.  

 

Απφ ηηο ηηκέο ησλ  δηακέζσλ, πξνθχπηεη ε αλάγθε γηα πεξαηηέξσ έιεγρν ησλ 

παξαηεξήζεσλ, πξνθεηκέλσ λα δηαπηζησζεί ην αλ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά ηα γεηηνληθά 

δεχγε. Γειαδή λα ζπγθξηζνχλ νη παξαηεξήζεηο αλά δχν, π.ρ.2Μ κε 4Μ, 4Μ κε 6Μ 

θιπ.  Η επεμεξγαζία ησλ απνηειεζκάησλ γίλεηαη κε ην κε παξακεηξηθφο έιεγρνο 

Mann-Whitney U, πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ έιεγρν ησλ δηακέζσλ δχν 

αλεμάξηεησλ δεηγκάησλ.  

΢ην πίλαθα πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδεηαη ην p-value ηνπ θάζε ειέγρνπ. Δάλ ε 

ηηκή πνπ ιακβάλεη ζε θάζε πεξίπησζε ρσξηζηά είλαη <0.05, ηφηε νη παξαηεξήζεηο 

δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά. 
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Παξαηεξήζεηο Έιεγρνο  Mann-Whitney, 

 p-value  

2Μ /4Μ p-value=0.465>0.05 . 

4Μ/6Μ p-value=0.009<0.05 

6Μ/8Μ p-value=0.010<0.05 

8Μ/10Μ p-value=0.582>0.05 

10Μ/12Μ 
p-value=0.116>0.05 

 

Απφ ην ζηαηηζηηθφ έιεγρν, παξαηεξείηαη φηη γηα ηνπο πξψηνπο 4 κήλεο δελ 

παξνπζηάδεηαη ζεκαληηθή δηαθνξά ζηελ πεξηεθηηθφηεηα ζε πξσηείλεο, ζηε ζπλέρεηα 

θαηά ηνλ έθην κήλα θαη φγδνν κήλα ε ζπγθέληξσζε κεηψλεηαη θαη ε θζίλνπζα πνξεία 

πνπ αθνινπζείηαη ζηε ζπλέρεηα δελ είλαη ζεκαληηθή. 

 

 

Γ.1.3 Δπίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδόλεο ζηελ πνζόηεηα πξσηεηλώλ 

 

 Γηα λα κειεηεζεί ε δξάζε ηνπ αληηνμεηδσηηθνχ παξάγνληα ηξνγιηηαδφλε ζε 

θπηηθά θχηηαξα, θαιιηεξγήζεθαλ θάινη ζε ππφζηξσκα πνπ είρε εκπινπηηζηεί κε ηελ 

νπζία ζε δχν δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο.  

Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηνπ πξσηετληθνχ πεξηερνκέλνπ θάισλ  4Μ πνπ 

αλαπηχρζεθαλ ζε ζπγθέληξσζε ηξνγιηηαδφλεο 10nM (4Μ.Tr.Nano) θαη 10κΜ 

(4Μ.Tr.Micro), ρξεζηκνπνηήζεθε ε πξφηππε θακπχιε Β. Γηα ηηο πεξηπηψζεηο θάισλ 

2Μ κε ηξνγιηηαδφλε ε Κακπχιε Α.  Απφ ηελ θσηνκεηξηθή αλάιπζε θαη ηελ αλαγσγή 

ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ πξσηεηλψλ αλά γξακκάξην θπηηθνχ ηζηνχ (θάινπ) πξνθχπηνπλ 

ηα απνηειέζκαηα πνπ παξνπζηάδνληαη ζηνλ θάησζη πίλαθα : 

 

ΗΛΙΚΙΑ ΚΑΛΟΤ ΢ΤΓΚΔΝΣΡΩ΢Η ΠΡΩΣΔΙΝΩΝ (κgr/gr) 

2Μ 12,31746032 

2 Μ.Tr.Nano. 43,43434343 

2Μ.Tr.Micro. 39,4100295 
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4Μ 11,60206718 

4Μ.Tr.Nano. 31,24731183 

4Μ.Tr.Micro. 14,76050831 
.  

 

 

Σν πείξακα ζρεδηάζηεθε ψζηε λα ππάξρνπλ σο κάξηπξεο, θάινη ειηθίαο δχν 

θαη ηεζζάξσλ κελψλ ζε ππφζηξσκα Β5 θαη θάιινη κε αληίζηνηρν ρξφλν αλάπηπμεο 

πνπ έρνπλ δερζεί ηελ επίδξαζε 10nM θαη 10κΜ ηξνγιηηαδφλεο. Σα δεδνκέλα ηνπ 

πεηξάκαηνο αλαιχνληαη ζηαηηζηηθά ψζηε λα δηεξεπλεζεί εάλ ε ηξνγιηηαδφλε επηδξά 

ζηελ ζπζζψξεπζε πξσηετλψλ,  ην πφζν επεξεάδεη ε ζπγθέληξσζε ηεο θαη αλ θάινη 

δηαθνξεηηθήο ειηθίαο αληηδξνχλ δηαθνξεηηθά ζηε παξνπζία ηεο. 

 

 

Ι. Δπίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζην πξσηετληθφ πεξηερφκελν θάισλ 

 

΢ην ξαβδφγξακκα πνπ αθνινπζεί, παξνπζηάδνληαη νη κέζνη ησλ 

παξαηεξήζεσλ γηα θάιινπο ειηθίαο 2Μ κε ή ρσξίο ηελ επίδξαζε ηξνγιηηαδφλεο, ζε 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο. 
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Γηάγξακκα 5: ΢πγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζε θάιινπο δπν κελψλ Α. thaliana νη νπνίνη εθηέζεθαλ ζε δηαθνξεηηθέο 

ζπγθεληξψζεηο ηξνγιηηαδφλεο. 

 

 

Γηα λα δηαπηζησζεί ην αλ ε δηαθνξά ηνπο είλαη ζεκαληηθή ππφθεηληαη ζε 

έιεγρν κε ην κε παξακεηξηθφ test Kruskal-Wallis. Οη δηάκεζνη δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά 
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αθνχ ε p-value=0.005<0.05, άξα απνξξίπηεηαη ε κεδεληθή ππφζεζε φηη ηα δεδνκέλα 

πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην πιεζπζκφ θαη ηνπιάρηζηνλ δχν παξαηεξήζεηο δηαθέξνπλ 

ζεκαληηθά.  

΢ηε ζπλέρεηα ειέγρνληαη νη παξαηεξήζεηο αλά δεχγε πξνθεηκέλσ λα 

δηαπηζησζεί  πνηνη πιεζπζκνί παξνπζηάδνπλ δηαθνξέο. Η ηηκή ηνπ θάζε ειέγρνπ 

παξνπζηάδεηαη ζηνλ αθφινπζν πίλαθα. 

 

Παξαηεξήζεηο Έιεγρνο  Mann-Whitney, 

 p-value  

2Μ /2 Μ.Tr.Nano. p-value=0.009<0.05 . 

2Μ/2Μ.Tr.Micro. p-value=0.009<0.05 

2 Μ.Tr.Nano/2Μ.Tr.Micro. p-value=0.117<0.05 

 

Με βάζε ην ζηαηηζηηθφ έιεγρν ε επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζηελ ζπζζψξεπζε 

πξσηετλψλ είλαη ζεκαληηθή, ελψ δελ παξνπζηάδνληαη δηαθνξέο ζηελ επίδξαζε ησλ 

δχν δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ ηεο νπζίαο. 

΢ην αθφινπζν ξαβδφγξακκα παξνπζηάδνληαη νη κέζνη ησλ παξαηεξήζεσλ  γηα 

θάινπο 4Μ θαη ηελ επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο, ζε δχν ζπγθεληξψζεηο. 
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Γηάγξακκα 6: ΢πγθέληξσζε πξσηεΐλεο ζε θάιινπο ηεζζάξσλ κελψλ Α. thaliana νη νπνίνη εθηέζεθαλ ζε 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηξνγιηηαδφλεο 
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΢χκθσλα κε ηε ζηαηηζηηθή δνθηκαζία, νη δηάκεζνη ησλ παξαηεξήζεσλ 

δηαθέξνπλ αθνχ ε p-value=0.003<0.05, άξα απνξξίπηεηαη ε κεδεληθή ππφζεζε φηη ηα 

δεδνκέλα πξνέξρνληαη απφ ηνλ ίδην πιεζπζκφ. 

΢ηε ζπλέρεηα ειέγρνληαη νη παξαηεξήζεηο αλά δεχγε πξνθεηκέλσ λα 

δηαπηζησζεί  πνηνη πιεζπζκνί παξνπζηάδνπλ δηαθνξέο. Η ηηκή ηνπ θάζε ειέγρνπ 

παξνπζηάδεηαη ζηνλ αθφινπζν πίλαθα. 

 

Παξαηεξήζεηο Έιεγρνο  Mann-Whitney,  p-value 

4Μ /4 Μ.Tr.Nano. p-value=0.006<0.05 . 

4Μ/4Μ.Tr.Micro. p-value=0.143<0.05 

4 Μ.Tr.Nano/4Μ.Tr.Micro. p-value=0.004<0.05 

 

 Η επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζε ζπγθέληξσζε10 nM, είλαη ζηαηηζηηθά 

ζεκαληηθή, ζε ζρέζε θαη κε ηηο άιιεο δχν παξαηεξήζεηο.   

 

ΙΙ. Δπίδξαζε ίδηαο ζπγθέληξσζεο  ηξνγιηηαδφλεο ζε θάινπο δηαθνξεηηθήο ειηθίαο  

Γίλεηαη ζηαηηζηηθφο έιεγρνο ηεο  επίδξαζεο δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ 

ηξνγιηηαδφλεο (10 nM θαη 10 κΜ)  ζε θάινπο ειηθίαο δηαθνξεηηθήο ειηθίαο, 2 θαη 4 

κελψλ. 
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Γηάγξακκα 7: ΢πγθέληξσζε πξσηετλψλ (κgr/gr) ζε θάιινπο δηαθνξεηηθνχ ρξφλνπ επψαζεο, ππφ ηελ 

επίδξαζε δχν  ρεηξηζκψλ κε ηξνγιηηαδφλε. 
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Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο ησλ δηαθνξψλ πνπ παξνπζηάδεηαη ζηε θάζε πεξίπησζε 

αλαιχεηαη σο: 

 

 ΢πγθέληξσζε 10 nM 

Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο δείρλεη φηη ππάξρεη ζεκαληηθή δηαθνξά, κεηαμχ ησλ 

παξαηεξήζεσλ, αθνχ ε p-value=0.006<0.05 

 

 ΢πγθέληξσζε 10 κM  

 

Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο δείρλεη φηη ππάξρεη ζεκαληηθή δηαθνξά, κεηαμχ ησλ 

παξαηεξήζεσλ, αθνχ ε p-value=0.006<0.05 

 

Δπνκέλσο θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο, ε παξνπζία ηξνγιηηαδφλεο ζην ζξεπηηθφ κέζν 

πξνθαιεί αχμεζε ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηετλψλ ζε ζρέζε κε ηνλ κάξηπξα. Η 

επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο είλαη δηαθνξεηηθή κέζα ζην ρξφλν θαη επηδξά πνιχ 

πεξηζζφηεξν ζε θάιινπο δχν κελψλ ζε ζρέζε κε θάιινπο ηεζζάξσλ κελψλ.  

 

 

Γ.2 Πξσηετληθά θαξβνλύιηα  

 

Οη αλαιχζεηο έγηλαλ ζε θάιινπο ειηθίαο 2 κελψλ (2Μ) ,4 κελψλ (4Μ), 6 

κελψλ (6Μ), 8 κελψλ (8Μ), 10 κελψλ (10Μ) θαη 12 κελψλ (12Μ). Απφ ηελ 

θσηνκεηξηθή αλάιπζε θαη ηελ αλαγσγή ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ θαξβνλπιίσλ αλά κgr 

πξσηεηλψλ πξνθχπηνπλ ηα απνηειέζκαηα πνπ παξνπζηάδνληαη ζηνλ θάησζη πίλαθα : 

 

ΚΑΛΟ΢ ΠΡΩΣΔΙΝΙΚΑ ΚΑΡΒΟΝΤΛΙΑ (nmol/κgr) 

2M 0,030752 

4M 0,045708 

6M 0,057339 

8M 0,248356 

10M 0,305114 

12M 0,896499 
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Ι. ΢χγθξηζε φισλ ησλ παξαηεξήζεσλ  

 

Γίλεηαη ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία γηα λα κειεηεζεί αλ ε πνξεία ηεο 

θαξβνλπιίσζεο πξσηετλψλ , επεξεάδεηαη απφ ηελ ειηθία ηνπ ηζηνχ. Υξεζηκνπνηείηαη 

ν κε παξακεηξηθφο έιεγρνο Kruskal-Wallis γηα λα δηαπηζησζεί  αλ ηα απνηειέζκαηα 

δηαθέξνπλ  Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο δείρλεη φηη ππάξρεη ζεκαληηθή δηαθνξά, κεηαμχ 

ησλ παξαηεξήζεσλ, αθνχ ε p-value=0.017<0.05 

 

Η πεξηεθηηθφηεηα ησλ ηζηψλ ζε πξσηετληθά θαξβνλχιηα δηαθέξεη κε ηε 

πάξνδν ηνπ ρξφλνπ. ΢ην ξαβδφγξακκα πνπ αθνινπζεί παξαηεξείηαη κηα απμεηηθή 

ηάζε ζηελ παξνπζία πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ. Σν θαηλφκελν πεξηγξάθεηαη κε ηε 

ρξήζε γξακκήο ηάζεο, φπνπ δηαπηζηψλεηαη κηα εθζεηηθή πνξεία ζπζζψξεπζεο 

θαξβνλπιίσλ.  Η εμίζσζε πνπ πεξηγξάθεη ηε πνξεία απηή είλαη ε εμήο: 
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Γηάγξακκα 8 : Γξακκή Σάζεο ζπζζψξεπζεο πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ ζε θάιινπο κε δηαθνξεηηθφ ρξφλν 

επψαζεο ζην ζξεπηηθφ κέζν. 

 

ΙΙ. Δπηκέξνπο ζπγθξίζεηο ησλ παξαηεξήζεσλ.  

 

΢ηε ζπλέρεηα νη παξαηεξήζεηο ππφθεηληαη ζε πεξαηηέξσ έιεγρν γηα λα 

δηαπηζησζεί ην αλ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά ηα γεηηνληθά δεχγε. Γειαδή, λα ζπγθξηζνχλ 

νη παξαηεξήζεηο αλά δχν, π.ρ.2Μ κε 4Μ, 4Μ κε 6Μ θιπ.  Η επεμεξγαζία ησλ 
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απνηειεζκάησλ γίλεηαη κε ην κε παξακεηξηθφ έιεγρνο Mann-Whitney, πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ έιεγρν ησλ δηακέζσλ δχν αλεμάξηεησλ δεηγκάησλ.  

΢ην πίλαθα πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδεηαη ην p-value ηνπ θάζε ειέγρνπ. Δάλ ε 

ηηκή πνπ ιακβάλεη ζε θάζε πεξίπησζε ρσξηζηά είλαη <0.05, ηφηε νη παξαηεξήζεηο 

δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά. 

 

Παξαηεξήζεηο Έιεγρνο  Mann-Whitney, 

 p-value  

2Μ /4Μ p-value=0.822>0.05 . 

4Μ/6Μ p-value=0.507>0.05 

6Μ/8Μ p-value=0.046<0.05 

8Μ/10Μ p-value=0.822>0.05 

10Μ/12Μ 
p-value=0.268>0.05 

 

Παξαηεξείηαη φηη παξνπζηάδνληαη ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ παξνπζία 

πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ ζην δηάζηεκα κεηαμχ έμη κελψλ θαη νθηψ κελψλ 

θαιιηέξγεηαο. ΢ηε ζπλέρεηα ε εμέιημε ηεο θαξβνλπιίσζεο ησλ πξσηετλψλ  δελ 

παξνπζηάδεη ζηαηηζηηθά κεγάιεο δηαθνξέο. 

 

 

Γ.2.1 Δπίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδόλεο ζηελ πνζόηεηα πξσηετληθώλ θαξβνλπιίσλ. 

 

Η ηξνγιηηαδφλε, φπσο έρεη πξναλαθεξζεί ζηελ εηζαγσγή, είλαη έλαο 

παξάγνληαο κε αληηνμεηδσηηθή δξάζε.  ΢ηφρνο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη λα δηαπηζησζεί 

ηπρφλ επίδξαζε ηεο ζηελ θαξβνλπιίσζε ησλ πξσηετλψλ, πσο επεξεάδεη βηνρεκηθέο 

αληηδξάζεηο ζε βάζνο ρξφλνπ θαη αλ δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηξνγιηηαδφλεο 

επηδξνχλ κε δηαθνξεηηθφ ηξφπν. Σν πείξακα ζρεδηάζηεθε ψζηε λα ππάξρνπλ σο 

κάξηπξεο, θάινη ειηθίαο δχν θαη ηεζζάξσλ κελψλ ζε ππφζηξσκα Β5 θαη θάινη κε 

αληίζηνηρν ρξφλν αλάπηπμεο πνπ έρνπλ δερζεί ηελ επίδξαζε 10nM θαη 10κΜ 

ηξνγιηηαδφλεο. ΢ην πίλαθα πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδεηαη ν κέζνο ησλ παξαηεξήζεσλ 

φπσο πξνθχπηεη απφ ηε ζρέζε πξσηεηληθά θαξβνλχιηα αλά πξσηετληθφ πεξηερφκελν 

γηα θάζε θάιιν.  
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ΚΑΛΟ΢ ΚΑΡΒΟΝΤΛΙΑ/ ΠΡΩΣΔΙΝΗ (nmol/κgr) 

2Μ 12,31746032 

2 Μ.Tr.Nano. 43,43434343 

2Μ.Tr.Micro.  39,4100295 

4Μ 11,60206718 

4Μ.Tr.Nano. 31,24731183 

4Μ.Tr.Micro.  14,76050831 

 

 

Ι. Δπίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζηελ επαγσγή πξσηεηληθψλ θαξβνλπιίσλ ζε θάινπο 2 

κελψλ 

 

Σα θαξβνλχιηα θάισλ ειηθίαο 2 κελψλ, πνπ έρνπλ δερζεί ηελ επίδξαζε δχν 

δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ ηξνγιηηαδφλεο θαη ν κάξηπξαο παξνπζηάδνληαη ζην 

ξαβδφγξακα πνπ αθνινπζεί. 
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Σειρά1

 

Γηάγξακκα 9 : Δπίδξαζε ηξνγιηηαδφλεο ζηε ζπζζψξεπζε πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ  ζε θάιινπο 2 κελψλ 

επψαζεο 

 

Γηα λα δηαπηζησζεί ην αλ νη δηαθνξέο ηνπο είλαη ζεκαληηθέο ζπγθξίλνληαη νη 

παξαηεξήζεηο ηνπ κάξηπξα κε ηηο 2 δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο ηξνγιηηαδφλεο. 
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 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10nM (2MTrNano) 

είλαη  p-value=0.046<0.05, άξα ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10κM (2MTrMicro) 

είλαη p-value=0.046<0.05, άξα ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

΢πλεπψο θαη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο ε παξνπζία ηξνγιηηαδφλεο επηδξά ζηε κείσζε 

ησλ θαξβνλπινκάδσλ. Με βάζε απηφ θαη γηα λα δηαπηζησζεί εάλ θάπνηα απφ ηηο δχν 

ζπγθεληξψζεηο έρεη κεγαιχηεξε δξάζε, έγηλε ζηαηηζηηθή ζχγθξηζε ησλ 

παξαηεξήζεσλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ εθαξκνγή δηαθνξεηηθήο πνζφηεηαο 

ηξνγιηηαδφλεο. Ιζρχεη φηη p-value=0.827>0.05, άξα δελ ππάξρεη δηαθνξά ζηε δξάζε 

κεηαμχ ησλ δχν ζπγθεληξψζεσλ. 

 

 

ΙΙ. Δπίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζηελ επαγσγή πξσηεηληθψλ θαξβνλπιίσλ ζε θάινπο 

4κελψλ 

 

Σα θαξβνλχιηα θάισλ ειηθίαο 4 κελψλ, πνπ έρνπλ δερζεί ηελ επίδξαζε δχν 

δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ ηξνγιηηαδφλεο θαη ν κάξηπξαο παξνπζηάδνληαη ζην 

ξαβδφγξακα πνπ αθνινπζεί. 
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Σειρά1

 

Γηάγξακκα 10 : Δπίδξαζε ηξνγιηηαδφλεο ζηε ζπζζψξεπζε πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ  ζε θάιινπο 2 κελψλ 

επψαζεο 
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Γίλεηαη ζχγθξηζε ησλ παξαηεξήζεσλ ηνπ κάξηπξα, δηαδνρηθά, κε ηηο παξαηεξήζεηο 

ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ ηξνγιηηαδφλεο. Σα απνηειέζκαηα ηνπ ειέγρνπ 

είλαη: 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10nM είλαη  

p-value=0.268>0.05, άξα δελ ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10κM είλαη  

p-value=0.268>0.05, άξα δελ ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

Με βάζε ηε ζηαηηζηηθή αλάιπζε πξνθχπηεη φηη νη δηαθνξέο πνπ παξαηεξνχληαη δελ 

είλαη ζεκαληηθέο θάηη πνπ ηζρχεη θαη γηα ηνλ έιεγρν πνπ ππνβιήζεθαλ νη 

παξαηεξήζεηο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ εθαξκνγή δηαθνξεηηθήο πνζφηεηαο 

ηξνγιηηαδφλεο (p-value=0.127>0.05) 

 

ΙΙΙ. Δπίδξαζε ίδηαο ζπγθέληξσζεο  ηξνγιηηαδφλεο ζε θάινπο δηαθνξεηηθήο ειηθίαο  

 

Γηα λα εμαθξηβσζεί ε δξάζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζε ζρέζε κε ηελ ειηθία ηνπ 

θάιινπ, κειεηάηαη ε επίδξαζε ίδηαο ζπγθέληξσζε ηεο νπζίαο, ζε θάινπο 

δηαθνξεηηθήο ειηθίαο. ΢ην πείξακα, ππάξρνπλ δχν ζπγθεληξψζεηο (10nM θαη 10κΜ) 

πνπ εθαξκφδνληαη ζε θάιινπο δηαθνξεηηθήο ειηθίαο, δχν κελψλ θαη ηεζζάξσλ 

κελψλ.  
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Γηάγξακκα 11 : Δπίδξαζε ηξνγιηηαδφλεο ΢ηε ζπγθέληξσζε πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ αλάινγα κε ηελ 

ειηθία ησλ θάιισλ  
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Δπνκέλσο, πξαγκαηνπνηνχληαη δχν έιεγρνη, κε βάζε ηελ ζπγθέληξσζε ηεο 

νπζίαο ζην κέζν αλάπηπμεο. 

 Δπίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10nM: 

Η ζηαηηζηηθή δνθηκαζία δείρλεη φηη δελ ππάξρεη ζεκαληηθή δηαθνξά, κεηαμχ 

ησλ παξαηεξήζεσλ, αθνχ ε p-value=0.127<0.05 

 

 Δπίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10κM: 

Απφ ην ζηαηηζηηθφ έιεγρν πξνθχπηεη φηη ε p-value=0.048<0.05, άξα νη 

παξαηεξήζεηο δηαθέξνπλ.  

 

 

 

Γ.3 Διεύζεξεο Ρίδεο  

 

Σα δείγκαηα κεηξνχληαλ ζε θζνξηζκφκεηξν  (fluorescence spectrometer) κε 

ηηκή δηέγεξζεο (excitation) 498nm θαη ηηκή εθπνκπήο (emission) ζηα 522nm. Οη 

αλαιχζεηο έγηλαλ ζε θάιινπο ειηθίαο 2 κελψλ (2Μ) ,4 κελψλ (4Μ), 6 κελψλ (6Μ), 8 

κελψλ (8Μ), 10 κελψλ (10Μ) θαη 12 κελψλ (12Μ).  

 

 

ΗΛΙΚΙΑ ΚΑΛΟΤ Φζνξηζκόο ROS (498-522nm) 

2 Μonth 0,426067 

4 Μonth 1,072967 

6 Μonth 1,488333 

8 Μonth 1,7915 

10 Μonth 1,810167 

12 Μonth 1,864167 
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Γηάγξακκα 12 : ΢ρεηηθή ζπγθέληξσζε ειεπζέξσλ ξηδψλ ζε θάιινπο κε δηαθνξεηηθφ ρξφλν επψαζεο ζην ζξεπηηθφ 

δηάιιπκα.. 

Γίλεηαη ζηαηηζηηθή επεμεξγαζία γηα λα κειεηεζεί αλ ε ειηθία ηνπ ηζηνχ, 

επεξεάδεη ηε ζπγθέληξσζε ROS.  Υξεζηκνπνηείηαη ν κε παξακεηξηθφο έιεγρνο 

Kruskal-Wallis γηα λα δηαπηζησζεί  αλ ηνπιάρηζηνλ 2 παξαηεξήζεηο δηαθέξνπλ. Σν p-

value ηνπ ειέγρνπ είλαη p=0,009<0,05, άξα απνξξίπηεηαη ε κεδεληθή ππφζεζε φηη νη 

δηάκεζνη ησλ παξαηεξήζεσλ δελ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά. Σα απνηειέζκαηα 

πεξηγξάθνληαη κε ηε ρξήζε γξακκήο ηάζεο. 
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Γηάγξακκα 13 : Γξακκή ηάζεο ηεο ζρεηηθήο ζπγθέληξσζεο ειεπζέξσλ ξηδψλ ζε θάιινπο κε δηαθνξεηηθφ ρξφλν 

επψαζεο. 

Παξαηεξείηαη κία αχμεζε ηνπ θζνξηζκνχ  κε ηε πάξνδν ηνπ ρξφλνπ, ππφ 

κνξθή ινγαξηζκηθήο ζπλάξηεζεο: 

y=0,841Ln(x) + 0,4866 

 R
2
=0,9708 
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΢ηε ζπλέρεηα γίλνληαη επηκέξνπο έιεγρνη κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ γηα λα 

δηαπηζησζνχλ δηαθνξέο ζε ζρέζε κε ην ρξφλν. 

 

 

Παξαηεξήζεηο Έιεγρνο  Mann-Whitney, 

 p-value  

2Μ /4Μ p-value=0.050=0.05 . 

4Μ/6Μ p-value=0.050=0.05 

6Μ/8Μ p-value=0.050=0.05 

8Μ/10Μ p-value=0.513>0.05 

10Μ/12Μ 
p-value=0.275>0.05 

 

Απφ ηηο ηηκέο πξνθχπηεη φηη νη πιεζπζκνί 2Μ, 4Μ, 6Μ,8Μ δηαθέξνπλ νξηαθά κεηαμχ 

ηνπο. Δλψ νη πιεζπζκνί 8Μ,10Μ, 12Μ δε δηαθέξνπλ. 

 

 

Γ.3.1 Δπίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδόλεο ζην ζρεκαηηζκό ROS 

 

Ο αληηνμεηδσηηθφο παξάγνληαο ηξνγιηηαδφλε κειεηάηαη σο πξνο ηελ επίδξαζε ηνπ 

ζηε παξαγσγή ειεπζέξσλ ξηδψλ. Σα απνηειέζκαηα ηεο θζνξηζκνκεηξίαο είλαη ηα 

εμήο: 

 

ΗΛΙΚΙΑ ΚΑΛΟΤ Φζνξηζκόο ROS (498-522nm) 

2Μ 0,426067 

2 Μ.Tr.Nano. 0,2676 

2Μ.Tr.Micro. 0,3616 

4Μ 1,072966667 

4Μ.Tr.Nano. 1,0705 

4Μ.Tr.Micro. 1,0365 
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Ι. Δπίδξαζε δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ  ηξνγιηηαδφλεο, ζηo ζρεκαηηζκφ ROS, ζε 

θάινπο 2κελψλ 

 

Κάιινη ειηθίαο 2 κελψλ έρνπλ δερζεί ηελ επίδξαζε δχν δηαθνξεηηθψλ 

ζπγθεληξψζεσλ ηξνγιηηαδφλεο. Παξνπζηάδνληαη καδί κε ην κάξηπξα ζην 

ξαβδφγξακα πνπ αθνινπζεί. 
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Γηάγξακκα 14 : ΢ρεηηθή ζπγθέληξσζε ειεπζέξσλ ξηδψλ ζε θάιινπο επψαζεο 2 κελψλ ζε ζξεπηηθφ δηάιπκα κε 
δηαθνξεηηθφ ρεηξηζκφ ηξνγιηηαδφλεο. 

 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10nM (2MTrNano) 

είλαη : p-value=0.050<0.05, άξα νξηαθά δερφκαζηε φηη ππάξρεη δηαθνξά 

κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10κM (2MTrMicro) 

είλαη:  p-value=0.050<0.05, άξα νξηαθά δερφκαζηε φηη ππάξρεη δηαθνξά 

κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

 Η ζχγθξηζε κεηαμχ ηεο επίδξαζεο ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ 

10nM θαη 10κM είλαη : p-value=0.050<0.05, άξα νξηαθά δερφκαζηε φηη 

ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ 
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ΙΙ. Δπίδξαζε δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ  ηξνγιηηαδφλεο, ζηo ζρεκαηηζκφ ROS, ζε 

θάινπο 4 κελψλ 

 

 

Κάιινη ειηθίαο 4 κελψλ έρνπλ δερζεί ηελ επίδξαζε δχν δηαθνξεηηθψλ 

ζπγθεληξψζεσλ ηξνγιηηαδφλεο. Μαδί κε ην κάξηπξα παξνπζηάδνληαη ζην 

ξαβδφγξακα πνπ αθνινπζεί. 
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Σειρά1

 

Γηάγξακκα 15: ΢ρεηηθή ζπγθέληξσζε ειεπζέξσλ ξηδψλ ζε θάιινπο επψαζεο 4 κελψλ ζε ζξεπηηθφ δηάιπκα κε 
δηαθνξεηηθφ ρεηξηζκφ ηξνγιηηαδφλεο 

 

 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10nM (2MTrNano) 

είλαη : p-value=0.827<0.05, άξα δερφκαζηε φηη δελ ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ 

ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

 Ο ζηαηηζηηθφο έιεγρνο γηα ηελ επίδξαζε ζπγθέληξσζεο 10κM (2MTrMicro) 

είλαη:  p-value=0.827<0.05, άξα δερφκαζηε φηη ππάξρεη δελ δηαθνξά κεηαμχ 

ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

 Η ζχγθξηζε κεηαμχ ηεο επίδξαζεο ησλ δχν δηαθνξεηηθψλ ζπγθεληξψζεσλ 

10nM θαη 10κM είλαη : p-value=0.513<0.05, άξα δερφκαζηε φηη δελ ππάξρεη 

δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ 
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ΙΙΙ. Δπίδξαζε ίδηαο ζπγθέληξσζεο  ηξνγιηηαδφλεο, ζηo ζρεκαηηζκφ ROS,ζε θάινπο 

ίδηαο ειηθίαο. 

 

Γηα λα κειεηεζεί ε δξάζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο, ζε ζρέζε κε ηελ ειηθία ηνπ θάιινπ, 

κειεηάηαη ε επίδξαζε ίδηαο ζπγθέληξσζε ηεο νπζίαο, ζε θάινπο δηαθνξεηηθήο 

ειηθίαο 

 

 Η ζχγθξηζε ηεο επίδξαζεο ίδηαο ζπγθέληξσζεο ηξνγιηηαδφλεο 10nM ζε 

θάιινπο ειηθίαο 2Μ θαη 4Μ έρεη : p-value=0.050<0.05, άξα νξηαθά 

δερφκαζηε φηη ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

 

 Η ζχγθξηζε ηεο επίδξαζεο ίδηαο ζπγθέληξσζεο ηξνγιηηαδφλεο 10κM ζε 

θάιινπο ειηθίαο 2Μ θαη 4Μ έρεη : p-value=0.050<0.05, άξα νξηαθά 

δερφκαζηε φηη ππάξρεη δηαθνξά κεηαμχ ησλ παξαηεξήζεσλ. 

 

Με βάζε ηα απνηειέζκαηα ηεο ζηαηηζηηθήο αλάιπζεο πξνθχπηεη  φηη ε ηξνγιηηαδφλε 

επηδξά αλάινγα κε ηελ ειηθία ηνπ θάιινπ. ΢ε λεαξφηεξνπο θάιινπο έρεη κεγαιχηεξε 

επίδξαζε θαη κεηψλεη πεξηζζφηεξν ηα επίπεδα ησλ ελεξγψλ ξηδψλ νμπγφλνπ.  

 

 

 

Γ.4 Μνξθνινγηθέο δηαθνξνπνηήζεηο θάιισλ   

 

Οη θάιινη πνπ επσάζηεθαλ γηα δηαθνξεηηθφ ρξνληθφ δηάζηεκα θαζψο θαη 

απηνί πνπ δέρζεθαλ ρεηξηζκφ κε ηξνγιηηαδφλε παξνπζίαζαλ κνξθνινγηθέο 

δηαθνξνπνηήζεηο. Οη δηαθνξέο απηέο εληνπίδνληαη ζην ρξψκα θαη ηε ζπλεθηηθφηεηα 

ηνπο. Σν ρξψκα ησλ αλαπηπζζφκελσλ θάιισλ πνηθίιεη απφ άζπξν θαη ειαθξχ 

θίηξηλν έσο αλνηθηφ θαθέ. Η ζπλεθηηθφηεηα ηνπο εμειίζζεηαη απφ πνιχ ζπλεθηηθφο 

έσο εχζξππηνο ηζηφο.  

Ο παξάγνληαο ρξφλνο, επεξέαζε ηελ εκθάληζε ησλ θάιισλ ηφζν ζην ρξψκα 

φζν θαη ζηε ζπλεθηηθφηεηα. ΢ηνπο πίλαθεο πνπ αθνινπζνχλ παξνπζηάδνληαη νη 

παξαηεξήζεηs, φπνπ κε ζεηηθφ  πξφζεκν (+) ππνδειψλεηαη ε παξνπζία ζε κηα 

θαηεγνξία θαη κε αξλεηηθφ (-) ε απνπζία: 
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 Δπίδξαζεο ηνπ ρξφλνπ επψαζεο ζην ρξψκα ησλ θάιισλ 

 

Υξφλνο επψαζεο θάιινπ 2Μ 4Μ 6Μ 8Μ 10Μ 12Μ 

Άζπξν + - - - - - 

Διαθξχ Κίηξηλν ++ +++ +++ + - - 

Αλνηθηφ Καθε _ _ - ++ +++ +++ 

 

 

 Δπίδξαζε ηνπ ρξφλνπ επψαζεο ζηε ζπλεθηηθφηεηα ησλ θάιισλ 

 

Υξφλνο επψαζεο θάιινπ 2Μ 4Μ 6Μ 8Μ 10Μ 12Μ 

Πνιχ ΢πλεθηηθφο +++ +++ + - - - 

΢πλεθηηθφο - - ++ + - - 

Δχζξηπηνο - - - ++ +++ +++ 

 

 

Απφ ηα παξαπάλσ πξνθχπηεη φηη θάιινη κέρξη ησλ έθην κήλα θαιιηέξγεηαο 

είλαη ζπλεθηηθνί θαη έρνπλ ρξψκα αλνηθηφ θίηξηλν. Απφ ηνλ φγδνν κήλα θαη ζηε 

ζπλέρεηα γίλνληαη εχζξππηνη θαη αιιάδεη ην ρξψκα ηνπο ζε αλνηθηφ θαθέ.  

Η παξνπζία ηξνγιηηαδφλεο επεξέαζε ην ρξψκα ησλ θάιισλ ελψ δελ 

παξνπζηάζηεθαλ δηαθνξνπνηήζεηο σο πξνο ηελ ζπλεθηηθφηεηα..  Η επίδξαζε ηεο 

ηξνγιηηαδφλεο ζην ρξψκα παξνπζηάδεηαη ηνλ πίλαθα..  

 

 Δπίδξαζεο ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζην ρξψκα ησλ θάιισλ 

 
Υξφλνο επψαζεο 

θάιινπ θαη επέκβαζε 

ηξνγιηηαδφλεο 

2 κήλεο  

Μάξηπξαο 

2 κήλεο   

10 nM 

2 κήλεο   

10 κM 

4 κήλεο  

Μάξηπξαο 

4 κήλεο   

10 nM 

4 κήλεο   

10 κM 

Άζπξν + - - - - - 

Διαθξχ Κίηξηλν ++ +++ +++ +++ +++ +++ 

Αλνηθηφ Καθε _ _ _    
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Οη θάιινη πνπ κεηαρεηξίζηεθαλ κε ηξνγιηηαδφλε εκθάληζαλ πνιχ ζχληνκα 

ειαθξχ θίηξηλν ρξψκα ζε ζρέζε κε ην κάξηπξα, αιιά δελ εληνπίζηεθε θάπνηα 

δηαθνξνπνίεζε πνπ λα ζρεηίδεηαη κε ηε ζπγθέληξσζε ηξνγιηηαδφλεο θαη ηε δηάξθεηα 

επψαζεο ζε απηή. 

 Θα πξέπεη λα επηζεκαλζεί φηη νη θάιινη πνπ αλαπηχρηεθαλ ζε ππφζηξσκα 

εκπινπηηζκέλν κε ηξνγιηηαδφλε, αλεμάξηεηα απφ ηελ ζπγθέληξσζε ηεο νπζίαο θαη ην 

ρξνληθφ δηάζηεκα εθαξκνγήο ηεο, είραλ κηθξφηεξν κέγεζνο απφ ηνλ αληίζηνηρν 

κάξηπξα, ην ζρήκα ηνπο ήηαλ πεξηζζφηεξν ζθαηξηθφ θαη κηθξφηεξν ηκήκα  ηνπ 

θάιινπ βξηζθφηαλ ζε επαθή κε ην ππφζηξσκα.  
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Γ. Απνηειέζκαηα θαη ΢πδήηεζε. 

 

΢ηφρνο ηνπ πεηξάκαηνο είλαη ε κειέηε ηεο επίδξαζεο ησλ παξαγφλησλ 

γήξαλζε θαη ηξνγιηηαδφλε,  ζην  νμεηδσηηθφ ζηξεο ησλ θπηηθψλ θπηηάξσλ. 

Καιιηεξγήζεθαλ θάιινη Arabidopsis thaliana, δεκηνπξγψληαο κηα ρξνλνζεηξά 

ειηθηψλ δχν έσο δψδεθα κελψλ. Παξάιιεια θάιινη δχν θαη ηεζζάξσλ κελψλ 

αλαπηχρζεθαλ ππφ ηελ επίδξαζε  ηξνγιηηαδφλεο ζην ζξεπηηθφ κέζν, ζε δχν 

δηαθνξεηηθέο ζπγθεληξψζεηο. Γηα λα απνηππσζνχλ νη κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο, 

απνηέιεζκα ηεο επίδξαζεο ηνπ ρξφλνπ θαιιηέξγεηαο θαη ηεο ηξνγιηηαδφλεο, 

επηιέρζεθαλ νξηζκέλνη δείθηεο. Έγηλαλ κεηξήζεηο γηα λα ππνινγηζζεί είλαη ε 

ηθαλφηεηα ζπγθέληξσζεο πξσηετλψλ, ε χπαξμε θαξβνλπινκάδσλ ζηηο πξσηεΐλεο θαη 

ε ζπζζψξεπζε ελεξγψλ κνξθψλ νμπγφλνπ. 

Μνξθνινγηθά ππήξμαλ δηαθνξνπνηήζεηο ζηνπο θάιινπο ιφγσ ηεο επίδξαζεο 

ηνπ ρξφλνπ θαη ηεο ηξνγιηηαδφλεο. Οη θάιινη πνπ επσάζηεθαλ γηα δηαθνξεηηθφ 

ρξνληθφ δηάζηεκα, έρνπλ ζπλεθηηθή εκθάληζε θαη ρξψκα αλνηθηφ θίηξηλν κέρξη ηνλ 

έθην κήλα θαιιηέξγεηαο. Απφ ηνλ φγδνν κήλα θαη ζηε ζπλέρεηα, γίλνληαη εχζξππηνη 

θαη αιιάδεη ην ρξψκα ηνπο ζε αλνηθηφ θαθέ.  

Η παξνπζία ηξνγιηηαδφλεο επεξέαζε ην ρξψκα ησλ θάιισλ ελψ δελ 

παξνπζηάζηεθαλ δηαθνξνπνηήζεηο σο πξνο ηελ ζπλεθηηθφηεηα. ΢ε ζρέζε κε ην 

κάξηπξα  εκθάληζαλ πνιχ ζχληνκα ειαθξχ θίηξηλν ρξψκα , είραλ κηθξφηεξν κέγεζνο 

θαη ην ζρήκα ηνπο ήηαλ πεξηζζφηεξν ζθαηξηθφ. 

Η  ηθαλφηεηα ησλ θάιισλ λα απνζεθεχνπλ πξσηεΐλεο δηαθνξνπνηείηαη κέζα 

ζην ρξφλν θαη παξαηεξείηαη κία κείσζε ηεο ζπγθέληξσζεο πξσηετλψλ ππφ κνξθή 

ζηγκνεηδνχο θακπχιεο. Απφ ην ζηαηηζηηθφ έιεγρν, παξαηεξείηαη φηη γηα ηνπο πξψηνπο 

4 κήλεο ε πεξηεθηηθφηεηα ησλ θάιισλ ζε πξσηεΐλεο δελ παξνπζηάδεη ζεκαληηθέο 

δηαθνξέο. ΢ηε ζπλέρεηα, θαηά ηνλ έθην κήλα θαη φγδνν κήλα ε ζπγθέληξσζε 

κεηψλεηαη έληνλα θαη ζηε ζπλέρεηα νη φπνηεο απνθιίζεηο παξνπζηάδνληαη δελ 

δηαθέξνπλ ζηαηηζηηθά. Γειαδή, ην θξίζηκν ρξνληθφ δηάζηεκα φπνπ παξνπζηάδεηαη 

έληνλε πηψζε ηεο ζπζζψξεπζεο πξσηετλψλ εληνπίδεηαη κεηαμχ ηνπ ηέηαξηνπ θαη 

φγδννπ κήλα θαιιηέξγεηαο.  

Η επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζηελ πνζφηεηα πξσηετλψλ, ζρεηίδεηαη ηφζν κε 

ηελ ειηθία ηνπ ηζηνχ φζν κε ηελ ζπγθέληξσζε ηεο νπζίαο ζην ζξεπηηθφ κέζν. ΢ε 

θάιινπο δχν κελψλ παξαηεξείηαη ζεκαληηθή αχμεζε ηνπ πξσηετληθνχ πεξηερνκέλνπ, 
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αλεμάξηεηα απφ ηελ ζπγθέληξσζε ηεο νπζίαο. ΢ε θάινπο ηεζζάξσλ κελψλ, επηδξά 

κφλν ε κηθξή ζπγθέληξσζεο ηξνγιηηαδφλεο (10 nM) θαη παξνπζηάδεηαη αχμεζε ησλ 

πξσηετλψλ. ΢ε θάιινπο δηαθνξεηηθήο ειηθίαο, ε επίδξαζε ίδηαο πνζφηεηαο 

ηξνγιηηαδφλεο έρεη ζαλ απνηέιεζκα λα παξάγνληαη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο ζηνπο 

λεφηεξνπο θάιινπο.  

Η  πεξηεθηηθφηεηα ησλ ηζηψλ ζε πξσηετληθά θαξβνλχιηα δηαθέξεη κε ηε πάξνδν 

ηνπ ρξφλνπ. Παξαηεξείηαη κηα εθζεηηθή απμεηηθή ηάζε ζηε πνξεία ζπζζψξεπζεο 

θαξβνλπιίσλ. ΢ηαηηζηηθά ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ παξνπζία πξσηετληθψλ 

θαξβνλπιίσλ απαληψληαη ζην δηάζηεκα κεηαμχ έμη κελψλ θαη νθηψ κελψλ 

θαιιηέξγεηαο. ΢ηε ζπλέρεηα ε εμέιημε ηεο θαξβνλπιίσζεο ησλ πξσηετλψλ  δελ 

παξνπζηάδεη ζηαηηζηηθά κεγάιεο δηαθνξέο. 

Η εθαξκνγή ηξνγιηηαδφλεο ζε θάιινπο ειηθίαο 2 κελψλ, έρεη αληηνμεηδσηηθή 

ζπκπεξηθνξά αλεμάξηεηα απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο ζην ζξεπηηθφ κέζν. Αληίζεηα, ζε 

θάιινπο ηεζζάξσλ κελψλ δελ παξαηεξήζεθε αληηνμεηδσηηθή επίδξαζε απφ ηελ 

παξνπζία ηεο νπζίαο. Η επίδξαζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο ζρεηίδεηαη ηφζν κε ηελ ειηθία 

ηνπ ηζηνχ φζν θαη κε ηελ ζπγθέληξσζε ηεο. ΢ε ζπγθέληξσζε 10nM, επηδξά ην ίδην, 

ζε θάιινπο δηαθνξεηηθήο ειηθίαο, ελψ ζε κεγαιχηεξε ζπγθέληξσζε 10κM, ε 

αληηνμεηδσηηθή ηεο δξάζε αιιάδεη. 

Η ειηθία ηνπ ηζηνχ, επεξεάδεη ηε ζπγθέληξσζε ROS θαζψο  παξαηεξείηαη κία 

αχμεζε ηνπ θζνξηζκνχ  κε ηε πάξνδν ηνπ ρξφλνπ, ππφ κνξθή ινγαξηζκηθήο 

ζπλάξηεζεο. Γηα θάζε δίκελν θαιιηέξγεηαο θαη κέρξη ηνλ φγδνν κήλα, ε 

ζπγθέληξσζε ησλ ελεξγψλ ξηδψλ νμπγφλνπ απμάλεη, ελψ ζηε ζπλέρεηα 

ζηαζεξνπνηείηαη.    

Ο αληηνμεηδσηηθφο παξάγνληαο ηξνγιηηαδφλε επέδξαζε ζηε παξαγσγή 

ειεπζέξσλ ξηδψλ αιιά ζε ζρέζε κε ηελ ειηθία ηνπ ηζηνχ. ΢ε θάιινπο δχν κελψλ ε 

αληηνμεηδσηηθή δξάζε απμάλεη φηαλ εθαξκφδεηαη ε κηθξφηεξε ζπγθέληξσζε νπζίαο. 

Αληίζεηα ζε θάιινπο ηεζζάξσλ κελψλ δελ παξαηεξείηαη αληηνμεηδσηηθή δξάζε. 

Ο παξάγνληαο ειηθία, επηδξά ζηηο κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο ησλ θπηηάξσλ θαη 

ζην νμεηδσηηθφ ζηξεο. Παξαηεξείηαη, φηη ππάξρεη έλα θξίζηκν δηάζηεκα κεηαμχ ηνπ 

έθηνπ θαη φγδννπ κήλα θαιιηέξγεηαο, φπνπ επεξεάδεηαη ε ηθαλφηεηα παξαγσγήο 

πξσηετλψλ θαη ε παξνπζία θαξβνλπιίσλ ζε απηέο (νμείδσζε). ΢ε λεαξφηεξνπο ή 

γεξαηφηεξνπο ηζηνχο δελ παξνπζηάδνληαη ζεκαληηθέο κεηαβνιέο. Η παξνπζία 

ελεξγψλ κνξθψλ νμπγφλνπ απμάλεη ζηαζεξά κέρξη ηνλ φγδνν κήλα. ΢ην ζεκείν απηφ, 
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παξαηεξείηαη κηα θξίζηκε θακπή ησλ κεηαβνιψλ θαη ζηε ζπλέρεηα νκαινπνηείηαη ε 

εμέιημε ηεο δηαδηθαζίαο.  

Η ηξνγιηηαδφλε επηδξά αλάινγα κε ηελ ειηθία ηνπ θάιινπ θαη ζε δεχηεξν 

επίπεδν εμαξηάηαη απφ ηε ζπγθέληξσζε ηεο. Δπηδξά ζεηηθά ζηε παξαγσγή πξσηετλψλ 

θαη έρεη αληηνμεηδσηηθή δξάζε ζε λεαξνχο θάιινπο, ελψ ε εθαξκνγή ζπγθέληξσζεο 

10 nM δίλεη θαιχηεξα απνηειέζκαηα. Αληίζηνηρα απνηειέζκαηα ιακβάλνληαη θαη 

απφ ηελ επίδξαζε ηεο ζε ελεξγέο κνξθέο νμπγφλνπ. Δπηδξά ζε λένπο θάιινπο θαη ηα 

θαιχηεξα απνηειέζκαηα ηα δίλεη ε κηθξφηεξε εθαξκνδφκελε ζπγθέληξσζε.  

Οη ελεξγέο ξίδεο νμπγφλνπ έρνπλ έλα δπλακηθφ θαη ζχλζεην ξφιν ζηελ 

αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ. Έρνπλ γίλεη πνιιέο κειέηεο πξνθεηκέλσ λα δηαπηζησζεί φ 

ξφινο ηνπο ζηνλ κεηαβνιηζκφ θαη ε επίδξαζε ηνπο ζε κνξθνινγηθά ραξαθηεξηζηηθά. 

Καιιηέξγεηα δηαγνληδηαθψλ θπηψλ ζε ρακειά επίπεδα ROS  πξνθάιεζε κείσζε ζηε 

θπξηαξρία ηεο θνξπθήο, εληζρχζεθε ε αλάπηπμε πιάγησλ βιαζηψλ, κεηψζεθε ην 

επίπεδν ρισξνθχιιεο θαη παξνπζηάζηεθαλ αλσκαιίεο ζηελ άλζεζε. (Bulgakov et al, 

2012).  ΢ε πεηξάκαηα πάλσ ζε ζφγηα, αξαβίδνςε θαη θαπλφ, ε παξνπζία κνξίσλ πνπ 

εληζρχνπλ ηελ παξαγσγή ROS, είρε επηπηψζεηο ζηα κηηνρφλδξηα, φπνπ 

παξαηεξήζεθαλ κνξθνινγηθέο αιιαγέο θαη αιινηψζεηο ζηε ιεηηνπξγία ηνπο 

(Yoshinaga et al, 2005). ΢ε  θάιινπο θαπλνχ ε κείσζε ησλ ελεξγψλ  ξηδψλ νμπγφλνπ 

εληζρχεη tε βηνζπλζεηηθή νδφ ησλ αιθαινεηδψλ, (Sachan et al, 2010). Ο έιεγρνο ηεο 

ζρέζεο κεηαμχ νμεηδσηηθψλ θαη αληηνμεηδσηηθψλ κνξίσλ ζε έλα θπηηθφ νξγαληζκφ, 

παξέρεη ηε δπλαηφηεηα επίδξαζεο ζηα κεηαβνιηθά κνλνπάηηα. Οη θπηηθνί νξγαληζκνί 

έρνπλ αλαπηχμεη κεραληζκνχο, ψζηε λα ξπζκίδνπλ ηε παξνπζία ελεξγψλ ξηδψλ 

νμπγφλνπ ζε επίπεδα πνπ είλαη απαξαίηεηα γηα ηηο κεηαβνιηθέο δηεξγαζίεο. Σέηνηνη 

αληηνμεηδσηηθνί κεραληζκνί κπνξεί λα είλαη είηε ελδπκηθήο θχζεσο είηε  βηνκφξηα 

φπσο ην αζθνξβηθφ νμχ, ε α-ηνθνθεξφιε, θαξνηελνεηδή θαη θιαβνλνεηδή (Foyer and 

Noctor, 2000). 

 Παξνπζηάδεη ελδηαθέξνλ ε δπλαηφηεηα επίδξαζεο ζην νμεηδσηηθφ ζηξεο ησλ 

θπηψλ, κέζσ ηεο εθαξκνγήο κνξίσλ πνπ ελεξγνπνηνχλ νμεηδσηηθέο ή αληηνμεηδσηηθέο 

δηεξγαζίεο. Παξαηεξήζεθε ,φηη ε εθαξκνγή αληηνμεηδσηηθψλ νπζηψλ φπσο ακπζηζηθφ 

νμχ θαη νμείδην ηνπ αδψηνπ, κπνξεί λα ξπζκίδεη ηελ αλζεθηηθφηεηα ησλ θπηψλ ζηελ 

αιαηφηεηα (Wang et al, 2010). Σν ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ έρεη ρξεζηκνπνηεζεί ζε 

κεηαρεηξίζεηο έθθπησλ γιπθνπαηάηαο θαη ζε ρακειέο ζπγθεληξψζεηο επλνεί ηελ 

αλάπηπμε ησλ ξηδψλ (Deng et al, 2012). Δπίζεο, εληζρχεη ηελ άκπλα θπηψλ ζε 
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ζπλζήθεο ζηξεο, ιφγσ πεξηβαιινληηθψλ θαηαπνλήζεσλ, απφ ρακειέο ζεξκνθξαζίεο, 

πςειή έληαζε  θσηηζκνχ, αιαηφηεηα θαη μεξαζία (Chao et al, 2010). ΢ε in vitro 

θαιιηέξγεηα θπηψλ Arabidopsis thaliana, ε εμσγελήο εθαξκνγή ηξηπεπηίδηνπ ηεο 

γινπηαζεηφλεο (GSH) θαη νμεηδσκέλεο γινπηαζεηφλεο (GSSG) επηδξά ζηελ 

δηαθνξνπνίεζε θπηηάξσλ ησλ ξηδψλ (Henmi et al, 2005). H ρξήζε ακηλνηξηαδφιεο 

(αλαζηνιέαο ηεο θαηαιάζεο) πξνθαιεί αλαζηνιή ηεο βηνζχλζεζεο αηζπιελίνπ 

(Altman and Solomos, 1992). Η παξνπζία ATP θαη α-ηνθνθεξφιεο, ζε θαιιηέξγεηα 

αγγνπξηνχ ζε βηναληηδξαζηήξα, επεξέαζε ζεηηθά ηελ αλάπηπμε έθθπησλ θαη 

γεληθφηεξα ε παξνπζία ρακειψλ επηπέδσλ ROS ζρεηίζηεθε κε αχμεζε ηνπ 

θπηηαξηθνχ πνιιαπιαζηαζκνχ (Matakiadis and Kintzios, 2005). Η ιεηηνπξγία ησλ 

ROS, σο ξπζκηζηέο αλάπηπμεο θπηηθψλ θπηηάξσλ, εξεπλήζεθε ζε θπηά Spirodela 

polyrrhiza, φπνπ παξαηεξήζεθε δηέγεξζε ηεο θπηηαξηθήο αλάπηπμεο απφ ηηο 

ειεχζεξεο ξίδεο ( Moschopoulou et al, 2007).   

Οη νμεηδσηηθέο δηαδηθαζίεο έρνπλ άκεζν ξφιν ζηελ αλάπηπμε in vitro.  Η 

αλάπηπμε ησλ ηζηψλ θαζνξίδεηαη απφ ηελ εθαξκνγή εμσγελψλ ξπζκηζηψλ αλάπηπμεο, 

πνπ επεξεάδνπλ ηνλ πξσηνγελή νμεηδσηηθφ κεηαβνιηζκφ θαη δξνπλ άκεζα ζηα 

κεηαβνιηθά κνλνπάηηα ησλ θπηννξκνλψλ, ζηα νπνία ζπκκεηέρνπλ ελεξγέο ξίδεο 

νμπγφλνπ (Benson et al, 1997). Σα δεδνκέλα ηνπ πεηξάκαηνο δείρλνπλ φηη ε παξνπζία 

ηξνγιηηαδφλεο ζην ζξεπηηθφ κέζν αλάπηπμεο θαιιψλ, πξνθαιεί δηαθνξνπνηήζεηο 

ζηελ βηνζχλζεζε κνξίσλ θαη επεξεάδεη ηηο  θπηηαξηθέο νμεηδσηηθέο δηεξγαζίεο. Η 

εθαξκνγή ηεο νπζίαο ζε λεαξνχο, αδηαθνξνπνίεηνπο θάιινπο, έρεη ζεηηθή επίδξαζε  

ζηε παξαγσγή πξσηετλψλ θαη κεηψλεη ηα επίπεδα πξσηετληθψλ θαξβνλπιίσλ θαη  

ελεξγψλ ξηδψλ νμπγφλνπ.  Πξέπεη λα ζεκεησζεί ε ε δξάζε ηεο ηξνγιηηαδφλεο έρδεη 

κειεηεζεί κφλν ζε δστθνχο νξγαληζκνχο in vivo θαη in vitro, ελψ έρεη ζπρλά 

αλαθεξζεί ε εκπινθή ηεο, ζεηηθή ή/θαη αξλεηηθή, ζηε κηηνρνλδξηαθή νκνηφζηαζε 

(Yokoi, 2010). Κάησ απφ απηφ ην πξίζκα, ε παξνχζα κειέηε είλαη πξσηφηππε θαη 

δπλεηηθά εθαξκφζηκε πξνο ηελ θαηεχζπλζε ηεο βειηίσζεο πξσηνθφιισλ 

ηζηνθαιιηέξγεηαο θπηψλ. Πεξαηηέξσ  έξεπλα, γηα ηνλ ηξφπν δξάζεο ηεο 

ηξνγιηηαδφλεο  ζηνλ θπηηαξηθφ κεηαβνιηζκφ θαη ηελ επίδξαζε πνπ κπνξεί λα έρεη 

ζηε θπηηαξηθή δηαθνξνπνίεζε, είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ αμηνιφγεζε ηεο νπζίαο σο 

παξάγνληα θαιινγέλεζεο.  
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