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ΜΕΡΟΣ ΠΡΩΤΟ (ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ) 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΡΩΤΟ: ΤΟ ΟΞΕΙ∆ΩΤΙΚΟ STRESS 

1.1. Εισαγωγή 

Το οξυγόνο το οποίο εµφανίστηκε στην ατµόσφαιρα της Γης κυρίως ως προϊόν 

της φωτοσύνθεσης, έχει διττή σηµασία για τους αερόβιους οργανισµούς: επιτρέπει 

την παραγωγή ενέργειας από την ενζυµική διάσπαση των οργανικών ενώσεων αλλά 

συγχρόνως προκαλεί βλάβες στα αεροβικά κύτταρα λόγω του σχηµατισµού των 

δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS), οι όποιες αντιδρούν µε όλες τις κατηγορίες 

βιοµορίων. Κατά τη διάρκεια των εκατοµµυρίων ετών εξέλιξης, οι αερόβιοι 

οργανισµοί προσαρµόστηκαν στην απειλή που αποτελεί το οξυγόνο µε τη λειτουργία 

αντιοξειδωτικών συστηµάτων που ελαχιστοποιούν τις επιβλαβείς ενέργειες των ROS. 

Σε κάθε αεροβικό κύτταρο υπάρχει µια ισορροπία µεταξύ της παραγωγής ROS και 

των αντιοξειδωτών. Μια αλλαγή σε αυτήν την ισορροπία υπέρ των οξειδωτικών 

αντιδράσεων αναφέρεται ως οξειδωτικό stress (OS). Σήµερα, το οξειδωτικό stress 

θεωρείται αιτία πολλών ασθενειών των ζωικών οργανισµών και του ανθρώπου ενώ 

συµβάλλει στη διαδικασία της γήρανσης. Στα φυτά οι µελέτες σε αυτόν τον τοµέα 

είναι λιγότερες αλλά το οξειδωτικό stress δε φαίνεται να είναι λιγότερο σηµαντικό απ' 

ό,τι στον ζωικό κόσµο. 

Οι ζωντανοί οργανισµοί εκτίθενται στα διαφορετικά είδη καταπονήσεων, οι 

όποιες µπορεί να προέλθουν από ανθρώπινες δραστηριότητες ή φυσικές αιτίες όπως η 

ατµοσφαιρική ρύπανση, η ξηρασία, η θερµοκρασία, οι µεγάλες εντάσεις φωτός και οι 

τροφοπενίες. ∆εδοµένου ότι τα φυτά διαθέτουν περιορισµένους µηχανισµούς 

αποφυγής των καταπονήσεων, απαιτούν ευέλικτους µηχανισµούς προσαρµογής τους 

στις µεταβαλλόµενες περιβαλλοντικές συνθήκες. Ένα κοινό χαρακτηριστικό 

γνώρισµα των διαφορετικών παραγόντων καταπόνησης είναι η δυνατότητά τους να 

αυξάνουν την παραγωγή των δραστικών µορφών οξυγόνου στους ιστούς των φυτών. 

Οι δραστικές µορφές οξυγόνου παράγονται επίσης στα κύτταρα φυτών κατά τη 

διάρκεια των φυσιολογικών µεταβολικών διαδικασιών. Το φωτοσυνθετικό σύστηµα 

µεταφοράς ηλεκτρονίων είναι η σηµαντικότερη πηγή δραστικού οξυγόνου στους 

ιστούς των φυτών. Η παραγωγή του δραστικού οξυγόνου είναι µια αναπόφευκτη 

συνέπεια της λειτουργίας της φωτοσυνθετικής αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων σε 

µια ατµόσφαιρα οξυγόνου. 
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Το οξειδωτικό stress είναι ουσιαστικά µια ρυθµιζόµενη διαδικασία, η ισορροπία 

µεταξύ των οξειδωτικών και αντιοξειδωτικών ικανοτήτων καθορίζουν τη µοίρα των 

φυτών. Υπό κανονικές συνθήκες, το αντιοξειδωτικό αµυντικό σύστηµα παρέχει 

επαρκή προστασία απέναντι στο δραστικό οξυγόνο και τις ελεύθερες ρίζες. Τόσο οι 

φυσικές όσο και οι προκαλούµενες από τον άνθρωπο καταστάσεις καταπόνησης 

προκαλούν την αυξανόµενη παραγωγή των τοξικών παραγώγων οξυγόνου. Ως 

αντίδραση, η ικανότητα του αντιοξειδωτικού αµυντικού συστήµατος αυξάνεται. 

Όµως, σε άλλες περιπτώσεις η αντίδραση µπορεί να είναι µέτρια (Τσίτση Θεονίτσα, 

2011). 

Η πολύ έντονη ακτινοβολία, η έλλειψη νερού, η ατµοσφαιρική και εδαφική 

ρύπανση, η υπερβολική συγκέντρωση αλάτων και οι επιθέσεις από παθογόνα είναι 

µερικά παραδείγµατα συνθηκών στρες για τα φυτά. Τα φυτά στον αγρό συχνά 

καλούνται να αντιµετωπίσουν ταυτόχρονα πολλές από αυτές τις καταστάσεις και η 

ικανότητα προσαρµογής τους εξαρτάται από το είδος και την ποικιλία του κάθε 

φυτού. Σε αυτές τις διαδικασίες συµπεριλαµβάνεται η ανθεκτικότητα τους στο κρύο, 

η προσαρµοστικότητα της ανάπτυξης σε διαφορετικές συνθήκες φωτός και η 

ανθεκτικότητά τους σε παθογόνα. Τα φυτά που εκτίθενται σε κάποιο στρες ορισµένες 

φορές τα βοηθά να αποκτήσουν αντοχές σε κάποια άλλη µορφή στρες. Άλλες φορές, 

οι µηχανισµοί καταπολέµησης κάποιας καταπόνησης µπορεί να οδηγήσουν τα φυτά 

να εκτεθούν σε άλλες καταπονήσεις. Αυτές οι παρατηρήσεις δείχνουν την ύπαρξη 

κοινών και/ή ανταγωνιστικών παραγόντων οι οποίοι εµπλέκονται στις αποκρίσεις 

απέναντι σε διαφορετικές συνθήκες καταπόνησης. 

Όµως, σε πολλές περιπτώσεις διαφορετικών καταπονήσεων έχουµε συσσώρευση 

δραστικών µορφών οξυγόνου (ROS) µε αποτέλεσµα αλλαγές στην κυτταρική 

οξείδοαναγωγική κατάσταση. 

1.2. Το υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2) 

Οι δραστικές µορφές οξυγόνου (ROS) είναι ένας όρος που χρησιµοποιείται 

συχνά από τους επιστήµονες ώστε να συµπεριλάβουν όχι µόνο τις ελεύθερες ρίζες 

οξυγόνου (O2
• -

, 
•
OH), αλλά και ορισµένες µη ρίζες, παράγωγα του O2 όπως το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου (H2O2). 

Αν το O2 προσελκύσει δύο άτοµα υδρογόνου τότε σχηµατίζεται το Η2Ο2 το οποίο 

αν και τεχνικά δεν θεωρείται ελεύθερη ρίζα, είναι µέλος της οικογένειας των ROS και 

συµµετέχει στην παραγωγή ελευθέρων ριζών. Το κυτταρικό ένζυµο καταλάση διασπά 
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την πλειοψηφία των µορίων Η2Ο2 σε οξυγόνο και νερό. Εκτός από την καταλάση, το 

ένζυµο υπεροξείδαση της γλουταθειόνης είναι υπεύθυνο για τη καταστροφή του Η2Ο2 

και οποιοδήποτε άλλου υπεροξειδίου σχηµατίζεται στα λιπίδια. 

Το υπεροξείδιο του υδρογόνου είναι τοξικό για τα περισσότερα κύτταρα σε 

επίπεδα της τάξεως των 10-100 mM. Αναµιγνύεται εύκολα µε το νερό και διαχέεται 

εύκολα εντός και µεταξύ των κυττάρων in vivo. Μερικές κυτταρικές βλάβες από το 

Η2Ο2 είναι άµεσες. Το Η2Ο2 µπορεί να διαπεράσει γρήγορα τις κυτταρικές µεµβράνες 

και µόλις εισέλθει αντιδρά µε ιόντα σιδήρου και χαλκού σχηµατίζοντας βλαβερές 

µορφές όπως 
•
OH. Η µετατροπή του Η2Ο2 σε 

•
OH επίσης  µπορεί να επιτευχθεί και 

µέσω της υπεριώδους ακτινοβολίας. 

1.3. Η καταλάση 

Στους αερόβιους οργανισµούς, το υπεροξείδιο του υδρογόνου µεταβολίζεται 

συνήθως από δύο τύπους ενζύµων, τις καταλάσες και τις υπεροξειδάσες. 

Οι καταλάσες καταλύουν κατευθείαν τη διάσπαση του H2O2 προς O2 

2H2O2     →    2H2O+   O2 

Ο µηχανισµός αντίδρασης της καταλάσης είναι ουσιαστικά µια 

αυτοοξειδοαναγωγή. Ένα H2O2 ανάγεται προς H2O και ένα άλλο οξειδώνεται προς O2 

καταλάση-Fe( Ш ) + H2O2      →     χηµική ένωση Ι + H2O 

    χηµική ένωση Ι +  H2O2    →    καταλάση-Fe( Ш )  +  H2O  + O2 

 

Η καταλάση (catalase) είναι το πρώτο αντιοξειδωτικό ένζυµο που ανακαλύφθηκε 

και χαρακτηρίστηκε. Το όνοµα του ενζύµου το έδωσε o Loew (1900) σηµειώνοντας 

ότι «φαίνεται ότι δεν υπάρχει φυτό ή ζώο που να µην έχει αυτό το συγκεκριµένο 

ένζυµο». Επίσης, κάποιοι αναερόβιοι οργανισµοί γνωρίζουµε πως περιέχουν 

καταλάση. 

Αν και µερικές βακτηριακές καταλάσες χρησιµοποιούν το µαγγάνιο ως 

οξειδοαναγωγικό παράγοντα, όλες οι γνωστές ευκαρυωτικές µορφές περιέχουν αίµη. 

Ο καλύτερα χαρακτηρισµένος τύπος της αιµη-εξαρτώµενης καταλάσης συναντιέται 

σε διαφορετικούς οργανισµούς, συµπεριλαµβανοµένων και προκαρυωτών, αλλά και 

σε µύκητες, ζώα και φυτά και είναι η τυπική µορφή της µονολειτουργικής καταλάσης. 

Αυτά τα ένζυµα αποτελούνται από πολυπεπτίδια των 50-70 kDa, και οργανώνονται 

σε τετραµερή, που το καθένα µεµονωµένα φέρει προσθετική οµάδα αίµης. Ένας 

δεύτερος τύπος αίµη-εξαρτώµενης καταλάσης είναι µια διλειτουργική καταλάση-
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υπεροξειδάση (catalase-peroxidase) που είναι δοµικά διαφορετική πρωτεΐνη και 

βρίσκεται σε µερικούς µύκητες και προκαρυωτικούς οργανισµούς . 

Οι υπεροξειδάσες (peroxidases) είναι ένζυµα που διασπούν το H2O2 

χρησιµοποιώντας το για οξειδώσουν κάποιο άλλο υπόστρωµα (S), σύµφωνα µε την 

αντίδραση 

SH2  +  H2O2  →  S  +  2H2O 

Συχνά, τα φυτά και τα βακτήρια διαθέτουν αιµη-εξαρτώµενες υπεροξειδάσες που 

µπορούν να οξειδώσουν διάφορα υποστρώµατα µε τη χρήση H2O2 όπως για 

παράδειγµα η υπεροξειδάση του ασκορβικού (ascorbateperoxidase, APX) που 

βρίσκεται στους χλωροπλάστες (οι οποίοι δεν περιέχουν καταλάση). 

Η διάκριση µεταξύ µονολειτουργικής και διλειτουργικής καταλάσης δεν είναι 

απόλυτη, επειδή ο πρώτος τύπος µπορεί µερικές φορές να καταλύσει και εξαρτώµενη 

από το H2O2 υπεροξείδωση οργανικών υποστρωµάτων. Από την άλλη πλευρά, οι 

διλειτουργικέςκαταλάσες-υπεροξειδάσες µοιάζουν περισσότερο µε τις αίµη-

εξαρτώµενες  υπεροξειδάσες όπως για παράδειγµα η APX. Επίσης, έχουν υψηλότερη 

συγγένεια µε το H2O2 από τις µονολειτουργικέςκαταλάσες και µπορεί να διακρίνονται 

από σχετική έλλειψη ευαισθησίας στον αναστολέα 3-αµινο-1,2,4-τριαζόλη (3-AT). 

Είναι ο πιο κοινός τύπος καταλάσης στα κυανοβακτήρια. 

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω ακόµα και οι µονολειτουργικέςκαταλάσες µπορούν 

να καταλύσουν την υπεροξείδωση υποστρωµάτων. Η υπεροξείδωση που οφείλεται σε 

δράση καταλάσης έχει αναφερθεί και σε φυτά. 

Ένα σηµαντικό ερώτηµα είναι ο ενδοκυτταρικός εντοπισµός της καταλάσης στα 

φυτά. Έτσι, από διάφορες µελέτες φαίνεται ότι τα περοξυσώµατα περιέχουν υψηλή 

δραστικότητα καταλάσης αν και έχουν αναφερθεί και δραστικότητες στο 

κυτταρόπλασµα και στο µιτοχόνδριο. Υπάρχουν και αναφορές σε πειράµατα µε 

αποµονωµένους χλωροπλάστες αλλά αµφισβητούνται διότι µπορεί να οφείλεται στην 

παρουσία περοξυσωµάτων κατά τη διαδικασία αποµόνωσης ή στην πρόσδεση του 

ενζύµου στο εξωτερικό των χλωροπλαστών (Κυρίµη Καλλιόπη, 2013). 

1.4. Η δοµή των µεµβρανών 

Τα σηµαντικότερα συστατικά των βιολογικών µεµβρανών είναι τα λιπίδια και οι 

πρωτεΐνες. Οι περισσότερες µεµβράνες έχουν 50% ή και περισσότερη πρωτεΐνες. 

Μερικές πρωτεΐνες είναι χαλαρά συνδεµένες µε την ε000πιφάνεια των µεµβρανών  

(εξωτερικές πρωτεΐνες), αλλά οι περισσότερες είναι στενά συνδεδεµένες  (εσωτερικές 
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πρωτεΐνες), µερικώς ενσωµατωµένες στη µεµβράνη, τοποθετηµένες στο εσωτερικό 

των µεµβρανών ή µερικές φορές διαπερνώντας τη µεµβράνη. Η υπεροξείδωση 

λιπιδίων µπορεί εποµένως να προκαλέσει βλάβες στις πρωτεΐνες των µεµβρανών 

όπως και στα λιπίδια. 

Τα λιπίδια µεµβρανών είναι αµφίφιλα µόρια, δηλαδή περιέχουν περιοχές 

υδρογονανθράκων που τείνουν να συγκεντρώνονται  µακριά από το νερό, µαζί µε 

πολικά µέρη τα οποία συνδέονται µε το νερό (Εικόνες 1 και 2). 

 

Εικόνα 1. Λιπιδικά µόρια . 
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Εικόνα 2. Λιπιδικά µόρια . 

 

∆εδοµένου ότι, τα µεµβρανικά λιπίδια είναι αµφίφιλα µόρια, όταν εκτίθενται σε 

νερό τείνουν να συσσωµατώνονται µε τις υδρόφοβες περιοχές τους ενώ οι υδρόφιλες 

περιοχές τους έρχονται σε επαφή µε το H2O. Η ακριβής διάταξη εξαρτάται από τα 

σχετικά ποσά των λιπιδίων και του νερού. Υπάρχουν πολλά στοιχεία που συνηγορούν 

ότι η λιπιδικήδιπλοστοιβάδα είναι η βασική δοµή όλων των κυτταρικών µεµβρανών, 

ενώ πρωτεΐνες παρεµβάλλονται σε διάφορες θέσεις της διπλοστοιβάδας (Εικόνα 3). 

Σε κάθε στοιβάδα της µεµβράνης, τα µόρια της πρωτεΐνης και των λιπιδίων µπορούν 

να διαχέονται γρήγορα από τη µία άκρη στην άλλη σε µερικά δευτερόλεπτα. Αυτή η 
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ρευστότητα των µεµβρανών οφείλεται στην παρουσία ακόρεστων και 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (PUFAs), τα όποια χαµηλώνουν το σηµείο τήξης στο 

εσωτερικό των µεµβρανών έτσι ώστε να αποκτήσουν τη χηµική φύση και το ιξώδες 

παρόµοιο ενός λεπτόρευστου ελαίου. Οι βλάβες των PUFAs τείνουν να µειώσουν τη 

ρευστότητα των µεµβρανών που είναι  απαραίτητη για τη σωστή λειτουργία των 

βιολογικών µεµβρανών. Αντιθέτως, η ανταλλαγή λιπιδικών µορίων µεταξύ των 

στοιβάδων είναι σπάνια. 

 

 

Εικόνα 3. ∆οµή των µεµβρανών  
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1.5. Η υπεροξείδωση των λιπιδίων 

Η έναρξη της υπεροξείδωσης λιπιδίων προκαλείται µε την αφαίρεση ενός ατόµου 

υδρογόνου από µια οµάδα µεθυλενίου (-CH2-). Τα λιπαρά οξέα µε έναν ή κανέναν 

διπλό δεσµό είναι ανθεκτικότερα σε µια τέτοια επίθεση από ό,τι τα PUFAs τα οποία 

βρίσκονται σε πολλές µεµβράνες και λιποπρωτεΐνες. 

∆εδοµένου ότι το άτοµο υδρογόνου έχει µόνο ένα ηλεκτρόνιο, η αφαίρεση ενός 

H• από µια οµάδα —CH2— αφήνει πίσω από ένα αζευγάρωτο ηλεκτρόνιο στον 

άνθρακα (—C
•
H—). 

Η ρίζα άνθρακα σταθεροποιείται συνήθως από µια µοριακή αναδιοργάνωση 

διαµορφώνοντας ένα συζευγµένο διένιο. Οι ρίζες άνθρακα µπορούν να συµµετέχουν 

σε διάφορες αντιδράσεις όπως π.χ. εάν δύο από αυτές έρθουν σε επαφή µεταξύ τους 

µέσα σε µία µεµβράνη τότε µπορούν να συνδεθούν µεταξύ τους: 

R -C
•
H + R-C

•
H         R –CH-CH- R 

Ωστόσο, υπό αερόβιες συνθήκες οι ρίζες άνθρακα αντιδρούν µε το οξυγόνο (O2), 

καθώς το O2 ως υδρόφοβο µόριο συγκεντρώνεται στο εσωτερικό των µεµβρανών. Η 

αντίδραση µε το O2 δίνει ρίζες περοξυλίου , ROO
•
 (ή RO2

•
) 

R
•
 + O2          -ROO

•
 

Οι ρίζες περοξυλίου είναι ικανές να αφαιρέσουν ένα Η από ένα άλλο γειτονικό 

λιπιδικό µόριο: 

ROO
•
 + CH           ROOH + C

•
 

Αυτό είναι το στάδιο διάδοσης της υπεροξείδωσης των λιπιδίων. Οι ρίζες 

άνθρακα που σχηµατίζονται µπορούν να αντιδράσουν επίσης µε O2 και να 

δηµιουργήσουν νέες ρίζες περοξυλίου και έτσι η αλυσιδωτή αντίδραση της 

υπεροξείδωσης των λιπιδίων συνεχίζεται. Η ρίζα περοξυλίου ενώνεται µε ένα άτοµο 

υδρογόνου που αποσπά για να δώσει ένα λιπιδικό υδροπεροξείδιο (LOOH). Αυτό 

µερικές φορές αναφέρεται και ως υπεροξείδιο λιπιδίων, αν και αυτός ο όρος 

περιλαµβάνει και τα κυκλικά υπεροξείδια. 

Έτσι, η έναρξη της υπεροξείδωσης λιπιδίων µπορεί να οδηγήσει στο σχηµατισµό 

πολλαπλών µορίων υπεροξείδωσης, ως αποτέλεσµα της αλυσιδωτής αντίδρασης. 

Επίσης, η αφαίρεση ενός H
•
 από ένα PUFA µπορεί να συµβεί σε διαφορετικά σηµεία 

της αλυσίδας του άνθρακα (Εικόνα 4). 
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Εικόνα 4. Έναρξη και διάδοση της υπεροξείδωσης λιπιδίων . 

 

1.6. Η µαλονική διαλδεΰδη 

Η µαλονική διαλδεΰδη (malondialdehyde, MDA) ήταν για πολλά χρόνια το 

επίκεντρο της έρευνας στην υπεροξείδωση των λιπιδίων διότι η δοκιµή του 

θειοβαρβιτουρικού οξέος (thiobarbituric acid test, TBA test), η πιο κοινή ανάλυση 

(assay) της υπεροξείδωσης λιπιδίων in vitro, θεωρούνταν ότι µετράει την ελεύθερη 

MDA. Στην πραγµατικότητα όµως, η MDA σχηµατίζεται µόνο σε µικρές ποσότητες 

κατά τη διάρκεια της υπεροξείδωσης των περισσότερων λιπιδίων (Εικόνα 5). 
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Η MDA προκύπτει κατά ένα µεγάλο µέρος από την υπεροξείδωση των PUFAs µε 

περισσότερους από δύο διπλούς δεσµούς. Υπό φυσιολογικές συνθήκες, η MDA 

προσβάλλει τις πρωτεΐνες ενώ επίσης αντιδρά µε βάσεις (γουανίνη και η αδενίνη) του 

DNA και θεωρείται πιθανό ότι µπορεί να προκαλέσει µεταλλάξεις (Τσίτση Θεονίτσα, 

2011). 

 

 

Εικόνα 5. Σχηµατισµός της MDA κατά την υπεροξείδωση των λιπιδίων. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ∆ΕΥΤΕΡΟ: ΟΙ ΦΥΤΟΠΑΡΑΣΙΤΙΚΟΙ ΝΗΜΑΤΩ∆ΕΙΣ ΤΟΥ 

ΓΕΝΟΥΣ Meloidogyne 

2.1. Γενικά για τους νηµατώδεις. 

Οι νηµατώδεις σκώληκες ανήκουν στο Ζωικό Βασίλειο, Υποβασίλειο: Metazoa,  

Φύλο: Nemata. Αποτελούν την δεύτερη πολυπληθέστερη οµάδα των Μεταζώων. 

Είναι πολύ διαδεδοµένοι λόγο τις προσαρµοστικότητάς τους που τους επιτρέπει να 

ζουν σε κάθε περιβάλλον, όπως λίµνες, ποτάµια, στην έρηµο και σε καλλιεργούµενα 

και µη εδάφη. Η λέξη «νηµατώδεις» προήλθε από την ελληνική λέξη νήµα, 

χρησιµοποιήθηκε αρχικά ως επιθετικός προσδιορισµός στο ουσιαστικό σκώληκες, για 

να προσδιορίσει εκείνα τους σκώληκες που είναι λεπτοί σαν νήµατα. Στη συνέχεια το 

ουσιαστικό «σκώληκες» εγκαταλείφθηκε καθώς βρέθηκε ότι τα ζώα αυτά διαφέρουν 

από τους πραγµατικούς σκώληκες και διατηρήθηκε το επίθετο «νηµατώδεις» το οποίο 

ουσιαστικοποιήθηκε. Η ρίζα της λέξης «νήµα» χρησιµοποιείται για την δηµιουργία 

σύνθετων λέξεων, όπως νηµατοκτόνο, νηµατολόγος, Νηµατολογία κλπ. Σε πολλές 

περιπτώσεις, ως ρίζα των παραπάνω λέξεων χρησιµοποιείται λανθασµένα ο όρος 

«νηµατώδ-» και παρατηρούµε τη χρήση λέξεων όπως νηµατωδοκτόνο, 

νηµατωδολόγος, Νηµατωδολογίακλπ, οι οποίες και έχουν παραδόξως επικρατήσει. 

Οι νηµατώδεις είναι γνωστοί από αρχαιοτάτων χρόνων και έχουν γίνει αναφορές 

σε αιγυπτιακές επιγραφές για αυτά τα ζωικά παράσιτα που µπορούν να προσβάλλουν 

και των άνθρωπο. Όµως οι φυτοπαρασιτικοί  νηµατώδεις ήταν άγνωστοι ως τον 18
ο
 

αιώνα λόγω του πολύ µικρού µεγέθους και του τρόπου διαβίωσής τους σε κάθε 

περιβάλλον. Ο Needham το 1743, παρατήρησε ότι οι νηµατώδεις µπορούν να 

προσβάλλουν και τα φυτά, όπως ο νηµατώδεις του σίτου Anguinatritici και από τότε 

ακολούθησαν πολλές έρευνες για αυτά τα παράσιτα και την καταπολέµησή τους. 

Οι νηµατώδεις µπορούν να προσβάλλουν κάθε ζωντανό οργανισµό, και µπορούν 

να προκαλούν σοβαρές ασθένειες. Οι δε φυτοπαρασιτικοί νηµατώδεις µπορούν να 

προσβάλουν όλες τις οικογένειες καλλιεργούµενων και άγριων φυτών, προκαλώντας 

µείωση τις απόδοσης και υποβάθµιση της ποιότητας. Οι φυτοπαρασιτικοί νηµατώδεις 

µπορούν να προκαλέσουν σε µια καλλιέργεια ολοκληρωτική καταστροφή, αλλά και 

απλά να προσβάλλουν ένα τµήµα τις καλλιέργειας. Οι πιο σοβαρές προσβολές 

δηµιουργούνται από τους κοµβονηµατώδεις του γένους Meloidogyne και από τους 

κυστογόνους νηµατώδεις που ανήκουν στα γένη Heterodera  και Globodera. 

Οι φυτοπαρασιτικοί νηµατώδεις περνούν τουλάχιστον ένα στάδιο του βιολογικού 

κύκλου µέσα στο έδαφος γύρω ή µέσα στο ριζικό σύστηµα και ο αριθµός τους 
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αυξάνεται υπερβολικά. Έχει αναφερθεί ότι µπορούν να µετρηθούν σε ένα κυβικό 

εκατοστό του εδάφους 5-100 άτοµα. Φυσικά δεν είναι όλοι οι νηµατώδεις που ζουν 

στο έδαφος επιβλαβείς, αλλά µόνο ένα µικρό ποσοστό έχει φυτοπαρασιτική δράση. 

Υπάρχουν αρκετά είδη που είναι ωφέλιµα και τρέφονται µε ακάρεα, έντοµα, 

φυτοπαρασιτικούς νηµατώδεις, µύκητες και βακτήρια και βοηθούν έτσι στην αύξηση 

τις γονιµότητας του εδάφους και την διατήρηση των φυτών (Needham, T. 1743). 

2.2. Οι νηµατώδεις του γένους Meloidogyne 

Οι νηµατώδεις του γένους Meloidogyne είναι µια µικρή οµάδα φυτοπαρασίτων 

που προκαλούν µεγάλες καταστροφές. Είναι διασκορπισµένοι σε όλο τον κόσµο και 

έχουν µεγάλο αριθµό ξενιστών: περίπου 2000 καλλιεργηµένα και µη φυτικά είδη. Ο 

Βerkeley (1855) αναφέρει για πρώτη φορά προσβολή σε φυτό από το γένος 

Meloidogyne  σε ρίζες φυτού αγγουριάς. Από τότε έχουν γίνει πολλές περιγραφές και 

για πολλά είδη Meloidogyne. ∆έκα είδη θεωρούνται επιζήµια για την γεωργία και 4 

από αυτά αποτελούν πολύ σοβαρούς ζωικούς εχθρούς (Berkeley M.J. 1855). 

2.3. Συστηµατική κατάταξη 

Σήµερα το γένος Μeloidogyne κατατάσσεται στην τάξη: Tylenchida. Υπόταξη: 

Tylenchina. Υπεροικογένεια: Tylenchoidea. Οικογένενεια: Heteroderidae. 

2.4. Βιολογικός Κύκλος 

Οι νηµατώδεις Meloidogyne, όπωςόλοι οι νηµατώδεις, έχουν βιολογικό κύκλο 

που αποτελείται από έξι στάδια (ωά, προνύµφες 1
ου

, 2
ου

, 3
ου 

& 4
ου

 σταδίου και 

ακµαία). Τα αυγά διαχειµάζουν είτε µέσα σε ένα ζελατινώδη ωόσακκο ή ελεύθερα 

στο έδαφος και µπορεί να επιζήσουν 4 έως 8 χρόνια.  Μέσα στα ωά λαµβάνει χώρα 

µία έκδυση (αποδερµάτωση) και προκύπτει η προνύµφη 1
ου

 σταδίου, οπότε µετά την 

εκκόλαψη του ωού προκύπτουν οι προνύµφες 2
ου

 σταδίου (J2), οι οποίες είναι η 

µορφή που προκαλεί τη µόλυνση των ριζών. Για τη µόλυνση, και µετακίνηση των 

προνυµφών χρειάζεται ροή νερού στο έδαφος. Οι προνύµφες  J2 αρχίζουν ένα 

εκτοπαρασιτικό στάδιο ζωής, και 2-5 ηµέρες αργότερα εισέρχονται στις ρίζες, όπου 

αρχίζουν να τρέφονται. Ακολουθούν δύο ακόµη εκδύσεις. Η τελευταία έκδυση οδηγεί 

σε ενήλικα αρσενικά  (τα οποία αφήνουν τον ριζικό ιστό) ή θηλυκά, των οποίων το 

ουραίο τµήµα  εξέρχεται από τη ρίζα. Μετά από το ζευγάρωµα, τα αρσενικά 

πεθαίνουν, τα θηλυκά συνεχίζουν τη ζωή τους στα φυµάτια που έχουν δηµιουργήσει 

στις ρίζες. Η σωµατική τους µάζα µετασχηµατίζεται, καθώς τα ωά για να 

αναπτυχθούν χρησιµοποιούν τα εσωτερικά όργανα των θηλυκών. Με την 
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ολοκλήρωση του βιολογικού τους κύκλου τα ωά που εναποτίθενται συγκεντρώνονται 

µέσα σε ένα ζελατινώδη ωόσακκο, ο οποίος τα προστατεύει από τις αντίξοες 

συνθήκες (Κύρου, Ν.Χ. 2004). 

Τα προνυµφικά στάδια ονοµάζονται και ατελή, γιατί έχουν όλα τα όργανά τους 

ανεπτυγµένα εκτός απ’ το αναπαραγωγικό σύστηµα, το οποίο υπάρχει υποτυπωδώς 

και εξελίσσεται κατά τη διάρκεια των τεσσάρων προνυµφικών σταδίων. Το χρονικό 

διάστηµα που χρειάζεται για τη συµπλήρωση του βιολογικού τους κύκλου κυµαίνεται 

συνήθως από 15 έως 50 ηµέρες και εξαρτάται από το είδος του κάθε νηµατώδη και 

από τις συνθήκες του περιβάλλοντος. Για την επιβίωση και δραστηριοποίησή τους 

απαιτούνται ορισµένες ευνοϊκές συνθήκες θερµοκρασίας, αερισµού, εδαφικού τύπου, 

σχετικής εδαφικής υγρασίας καθώς και παρουσία κατάλληλου ξενιστή. Μεγάλη 

σηµασία έχει και η παρουσία επαρκούς νερού και οξυγόνου, µε ιδανικότερες 

συνθήκες: εδαφική υγρασία 50 – 70 %, θερµοκρασία 10 – 30
ο
C, εδαφική οξύτητα 

pH5 – 8 και έδαφος µέσης σύστασης (Κολιοπάνος, Κ.Ν. 1999). 

2.5. Παθογένεια 

Οι νηµατώδεις του γένους Μeloidogyne είναι το πιο γνωστό και ευρέως 

διαδεδοµένο γένος νηµατωδών. Τα δύο κύρια χαρακτηριστικά της προσβολής τους σε 

ρίζες φυτών είναι: α) η δηµιουργία των κοινοκυττάρων στον αγγειώδη ιστό και β) ο 

σχηµατισµός χαρακτηριστικών εξογκωµάτων στις ρίζες και στα υπόγεια µέρη του 

φυτού (φυµάτια). Αυτό έχει ως συνέπεια τη µείωση της παραγωγής και υποβάθµιση 

της ποιότητας του προϊόντος (Κολιοπάνος, Κ.Ν. 1999). 

Τα κοινοκύτταρα δηµιουργούνται από τις οισοφαγικές εκκρίσεις των νηµατωδών 

και εµφανίζουν έντονες διαφορές από τα γειτονικά τους υγιή κύτταρα. Είναι 

πολυπύρηνα µε διογκωµένα κυτταρικά τοιχώµατα και διατηρούνται ζωντανά όσο οι 

νηµατώδεις τρέφονται σε αυτά. Αν θανατωθεί ο νηµατώδης ακολουθεί και η νέκρωσή 

τους. Σχηµατίζονται συνήθως µέσα στα φυµάτια και η ύπαρξή τους είναι αναγκαία 

για την ανάπτυξη και αναπαραγωγή των νηµατωδών, σε αντίθεση µε τα φυµάτια. Οι 

σοβαρές ανατοµικές µεταβολές, που προκαλούν στους φυτικούς ιστούς, οδηγούν σε 

δυσλειτουργία του αγγειακού κυλίνδρου (Bird, A.F. 1962). 

Τα φυµάτια ποικίλουν ως προς το µέγεθος και το σχήµα τους, γεγονός, που 

εξαρτάται  από την ευαισθησία του ξενιστή αλλά και από το µέγεθος του πληθυσµού, 

και εκδηλώνονται σε µεγαλύτερο βαθµό, όταν επικρατούν συνθήκες υγρασίας και 

χαµηλής γονιµότητας εδάφους. Μέσα στα φυµάτια είναι ενσωµατωµένα τα θηλυκά 
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άτοµα, ο αριθµός των οποίων εξαρτάται από το είδος του νηµατώδους και του 

ξενιστή. Σε περίπτωση σοβαρής προσβολής, τα φυµάτια µπορεί να καλύψουν 

ολόκληρο το ριζικό σύστηµα, παραµορφώνοντάς το. 

Όσες προνύµφες έχουν εισέρθει  στους ιστούς, θα παραµείνουν σ’ αυτούς, για να 

αναπτυχθούν, όσο υπάρχει διαθέσιµη τροφή. Όταν η τροφή τελείωσει, οι προνύµφες 

αποχωρούν προς εύρεση νέου σηµείου παρασιτισµού ή άλλον ξενιστή (Κύρου, Ν.Χ. 

2004). 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΡΙΤΟ: Η ΤΟΜΑΤΑ Lycopersicon esculentumΜill. 

3.1. Γενικά για την τοµάτα 

Επιστηµονικό όνοµα : Lycopersicon esculentum Μill. 

Οικογένεια: Solanaceae. 

Η καλλιέργεια της τοµάτας ξεκίνησε στο Μεξικό και το όνοµα τοµάτα προήλθε 

από την ινδιάνικη γλώσσα. Από το Μεξικό εξαπλώθηκε σε όλο τον κόσµο.  Περίπου 

450 χρόνια µετά, έγινε η εισαγωγή της στην Ευρώπη, αλλά για µεγάλο χρονικό 

διάστηµα υπήρχε η αντίληψη ότι ήταν δηλητηριώδης και ότι δεν τρώγονταν. 

Είναι κατά κανόνα ετήσιο φυτό, αρκετά διαδεδοµένο και δηµοφιλές. 

Καλλιεργείται για τον καρπό της, ο οποίος καταναλώνεται ώριµος, νωπός, 

αποξηραµένος, ακέραιος ή σε πολτό. Η καλλιέργειά της εκτείνεται από τις τροπικές 

περιοχές µέχρι τον αρκτικό κύκλο (όπου η θερµοκρασία το επιτρέπει). Καλλιεργείται 

στην ύπαιθρο ή σε θερµοκήπια (εκτός εποχής). 

Η τοµάτα είναι το πλέον διαδεδοµένο καλλιεργούµενο λαχανικό στον κόσµο και 

το δέκατο στο σύνολο όλων των βρώσιµων καλλιεργούµενων φυτών. 

Οι χώρες µε την µεγαλύτερη παραγωγή τοµάτας στον κόσµο είναι η Αµερική, η 

Ιταλία, η Κίνα, η Τουρκία, η Ισπανία, η Ελλάδα και η Αίγυπτος. Το µεγαλύτερο µέρος 

της παραγωγής προέρχεται από υπαίθριες καλλιέργειες. Ένα σηµαντικό όµως µέρος 

της συνολικής παγκόσµιας παραγωγής προέρχεται από θερµοκηπιακές καλλιέργειες. 

Στην Ελλάδα η τοµάτα καταλαµβάνει την πρώτη θέση ανάµεσα σε όλα τα 

καλλιεργούµενα λαχανικά, τόσο σε έκταση αλλά και σε παραγωγή. Όπως σε όλες 

σχεδόν τις µεσογειακές χώρες το µεγαλύτερο µέρος της παραγωγής τοµάτας 

προέρχεται από υπαίθριες καλλιέργειες. 

Από το σύνολο της καλλιεργούµενης έκτασης στην Ελλάδα για παραγωγή νωπών 

καρπών τοµάτας, το 8-10% περίπου αφορά θερµοκηπιακές καλλιέργειες. 
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3.2. Μορφές καλλιέργειας 

Εκτατική: Μεγάλες εκτάσεις σε γραµµική καλλιέργεια πλήρως µηχανοποιηµένη. 

Εντατική: Καλλιέργεια σε θερµοκήπια, συγκοµιδή µε το χέρι. 

Τα τελευταία χρόνια έχει αρχίσει και στη χώρα µας, σε µικρή έκταση, η 

καλλιέργεια της τοµάτας σε αδρανή υποστρώµατα ή NFT. 

3.3. Το γένος Lycopersicon 

Το γένος Lycopersicon είναι ένα σχετικά µικρό γένος της οικογένειας Solanaceae. 

Η καλλιεργούµενη τοµάτα αναφέρεται ως  Lycopersiconesculentum. 

Οι καρποί από διάφορα συγγενή είδη του γένους Lycopersicon (L. 

pimpinellifolium, L. hirsutum, L. chilense, L. lycopersicoidew, L. peruvianum, L. 

pennelliietc.) δεν τρώγονται αλλά αυτά τα είδη αποτελούν δεξαµενή γονιδίων για 

βελτίωση (ειδικά για  αντίσταση σε εχθρούς και ασθένειες) των καλλιεργούµενων 

ποικιλιών. Το L. esculentum και οι στενοί συγγενείς, είναι αυτογονιµοποιούµενα είδη. 

Σταυρογονιµοποιούνται στις περιοχές που αυτοφύονται και σε µερικές άλλες 

περιοχές άλλα σε άλλα µέρη αυτογονιµοποιούνται πλήρως. 

Αντίθετα τα άλλα είδη του γένους Lycopersicon είναι αυτόστειρα και άρα 

σταυρογονιµοποιούνται πλήρως µε διάφορα είδη µελισσών. 

Η τοµάτα µπορεί να διασταυρωθεί µε µικρή ή µεγάλη δυσκολία µε τα άλλα είδη 

του γένους και να δηµιουργήσει υβρίδια (ΧΡΙΣΤΟΣ Μ. ΟΛΥΜΠΙΟΥ). 
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ΜΕΡΟΣ ∆ΕΥΤΕΡΟ (ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ) 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΤΕΤΑΡΤΟ: ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

Ο σκοπός της παρούσας µελέτης ήταν να εκτιµήσουµε αν η προσβολή της 

τοµατιάς (Lycopersicon esculentum Mill var. Belladonna) από νηµατώδεις 

(Meloidogyne) προκαλεί µεταβολές στο οξειδωτικό στρες στα φύλλα του φυτού. Για 

την εκτίµηση του οξειδωτικού στρες χρησιµοποιήθηκαν: α) η υπεροξείδωση των 

λιπιδίων που είναι ένας πολύ καλός δείκτης κυτταρικών βλαβών και β) η 

δραστικότητα της καταλάσης που είναι ένα από τα βασικά ένζυµα της 

αντιοξειδωτικής άµυνας του κυττάρου. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ ΠΕΜΠΤΟ: ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

5.1. Καλλιέργεια του φυτού και προσβολή από τους νηµατώδεις 

• Νηµατώδεις Meloidogyne sp. (προνύµφες 2
ου

 σταδίου, από καλλιέργεια 

που διατηρείται στο Εργαστήριο Φυτοπροστασίας & Φαρµακολογίας του 

ΤΕΙ ∆υτικής Ελλάδας) 

• Σπορόφυτα τοµάτας (ΣΠΥΡΟΥ ΑΕΒΕ) 

• ∆ιαφανή πλαστικά ποτήρια 300 ml 

• Αποστειρωµένο φυτόχωµα εµπορίου 

∆ιαδικασία 

Σπορόφυτα τοµάτας ηλικίας πέντε εβδοµάδων µεταφυτεύτηκαν σε  

αποστειρωµένο φυτόχωµα, σε πλαστικά ποτήρια, χωρητικότητας 300ml. Πλησίον της 

ρίζας κάθε σποροφύτου τοποθετήθηκε ο κατάλληλος αριθµός προνύµφων 2
ου

 σταδίου 

του φυτοπαρασιτικού νηµατώδη Meloidogyne sp., ανάλογα µε το επιθυµητό επίπεδο 

µόλυνσης (0-µάρτυρας, 1000, 3000 και 9000 άτοµα).  

Τα µολυσµένα φυτά τοποθετήθηκαν σε θάλαµο ελεγχόµενων συνθηκών στους 

25
ο
C, 80% υγρασία για έξι εβδοµάδες (µέχρι την εµφάνιση των πρώτων ωόσακων του 

νηµατώδη πάνω στο ριζικό σύστηµα των φυτών). 
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5.2. Προσδιορισµός της δραστικότητας της καταλάσης 

Ο προσδιορισµός της δραστικότητας του ενζύµου καταλάση (catalase) γίνεται 

µε τη µέτρηση της κατανάλωσης του Η2Ο2 στα 240 nm ή εναλλακτικά όπως κάναµε 

εµείς στο πείραµά µας στα 253 nm. 

Η αρχή της µεθόδου 

Η καταλάση καταλύει τη διάσπαση του H2O2 προς H2O και O2 

2H2O2     →    2H2O+   O2 

Η διάσπαση του Η2Ο2 συνοδεύεται από τη µείωση της απορρόφησης στο 

υπεριώδες φάσµα και πιο συγκεκριµένα στα 240 nm. Η διαφορά στην απορρόφηση 

(∆Α240) ανά µονάδα χρόνου είναι ένα µέτρο της δραστικότητας της καταλάσης (Aebi, 

1984). Όµως, ως µέτρο της συγκέντρωσης του Η2Ο2 µπορεί να χρησιµοποιηθεί η 

οπτική απορρόφηση σε οποιοδήποτε µήκος κύµατος σε αυτήν την περιοχή του 

φάσµατος, δεδοµένου ότι η απορρόφηση αυξάνεται αναλογικά µε τη συγκέντρωση 

της ουσίας, σύµφωνα µε το νόµο Beer-Lambert. Τα προϊόντα της αντίδρασης, 

οξυγόνο και νερό, δεν απορροφούν σε αυτήν την περιοχή του φάσµατος. Αν η 

ενζυµική δοκιµή περιέχει άλλα συστατικά τα οποία απορροφούν στο υπεριώδες, το 

σφάλµα στη µέτρηση µπορεί να ελαχιστοποιηθεί µε τη χρήση µήκους κύµατος στο 

οποίο η απορρόφηση αυτών των συστατικών θα είναι η µικρότερη δυνατή. Η ύπαρξη 

ενός συστατικού το οποίο παρεµβαίνει στη µέτρηση µπορεί να αποκαλυφθεί από την 

αύξηση της αρχικής απορρόφησης κατά την ενζυµική δοκιµή. 

Για να αποφευχθεί, κατά την διάρκεια της ενζυµικής δοκιµής, ο σχηµατισµός 

φυσαλίδων στην κυψελίδα λόγω της απελευθέρωσης του Ο2 (Beers and Sizer, 1952), 

είναι απαραίτητο να χρησιµοποιήσουµε µια σχετικά χαµηλή συγκέντρωση Η2Ο2 

(µέχρι 10 mM). Η συγκέντρωση του Η2Ο2 είναι καθοριστική δεδοµένου ότι υπάρχει 

άµεση αναλογία µεταξύ της συγκέντρωσης του υποστρώµατος και το ρυθµό 

διάσπασής του. Η επίδραση της θερµοκρασίας στο ρυθµό της διάσπασης του Η2Ο2 

είναι µκρή κι έτσι οι µετρήσεις µπορούν να πραγµατοποιηθύν από 0
o
 έως 37

o
C. Η 

καµπύλη δραστηριότητας του pH διαθέτει ένα αρκετά ευρύ βέλτιστο (pH 6,8-7,5) γι’ 

αυτό και οι µετρήσεις συνήθως γίνονται σε pH 7,0 (Aebi, 1984). 

Υλικά της µεθόδου 

• Ρυθµιστικό διάλυµα 100 mM Νa2ΗPO4pH 7,0, 1 mM EDTA, 0,5 mM PMSF 

διαλυµένο σε αιθανόλη τελικής συγκέντρωσης 0,3% (v/v): Το διάλυµα δεν πρέπει να 

περιέχει τον συνήθη αντιοξειδωτή ΒΗΑ, διότι παρεµβάλλεται στη µέθοδο. Το 
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διάλυµα χρησιµοποιείται για την οµογενοποίηση αλλά και για την αραίωση του 

οµογενοποιήµατος (για τα φύλλα του φυτού, η οµογενοποίηση γίνεται σε χαµηλή 

ένταση φωτισµού, σε αναλογία 1gr : 5ml, µε όλα τα υλικά παγωµένα). 

• Η2Ο2 4,5 mM (συγκέντρωση στην κυβέτα, διάλυµα φρέσκο):Αναµειγνύονται 

92 µl πυκνού Η2Ο2 (9,8 Μ) µε 908 µl ρυθµιστικό διάλυµα (δ/µα 1). Το διάλυµα που 

προκύπτει έχει συγκέντρωση 900 mM. Από αυτό κάνουµε αραίωση 10 φορές δηλαδή 

100 µl µε 900 µl ρυθµιστικό διάλυµα (δ/µα 1).  100 µl από αυτό το διάλυµα σε 1 ml 

τελικό όγκο αντίδρασης δίνουν τελική συγκέντρωση Η2Ο2 9 mM που αντιστοιχεί σε 

απορρόφηση Α240nm  0,400 ή A253nm  0,200. 

Πορεία της µεθόδου 

1) Ζυγίζω 0,500 gr φύλλο (χωρίς κεντρικό νεύρο) και οµογενοποιώ µε 5 mlbuffer 

στους 0
ο
C 

2) Φυγοκεντρώ το οµογενοποίηµα στις 13400 rpm για 15 min στους 4
ο
C 

3) Συλλέγω το υπερκείµενο (σε αυτό κάνουµε και την ποσοτικοποίηση των 

ολικών πρωτεϊνών) σε καθαρό σωλήνα και ανάλογα µε τις ανάγκες του πειράµατος 

χρησιµοποιώ το πυκνό ή κάνω 10 φορές αραίωση δηλαδή 150 µl οµογενοποίηµα και 

1350 µl buffer. 

Κατασκευάζω σωληνάκια όπως περιγράφεται στον παρακάτω πίνακα: 

Υλικά ∆είγµα (µl) 

∆είγµα ολικό σε buffer 900 

Ισορροπία στους 30
ο
C και µετά προσθέτω H2O2 

∆ιάλυµα H2O2 100 

Μετριέται η κλίση στα 253 nm 

(Mηδενίζω µε buffer ενώ οι ρυθµίσεις του οργάνου είναι: 

Lagtime 10 sec, Ratetime 30 sec, ολοκλήρωση µέτρησης στα 100 sec) 

 

Προσδιορίζεται η κλίση της αντίδρασης σε χρονικό διάστηµα 30 sec (ratetime) 

ενώ για το ίδιο δείγµα γίνεται τουλάχιστον 3 φορές (µέσα σε 100 sec), ώστε να 

επιβεβαιωθεί ότι η τιµή της κλίσης σταθεροποιείται στην ίδια τιµή (µετά από τα 100 

sec η κλίση θα αρχίσει να µειώνεται λόγω της κατανάλωσης του H2O2). H κλίση 

εκφράζεται ανά λεπτό και µετατρέπεται σε units ενζύµου µε τη χρήση πρότυπης 

καµπύλης που κατασκευάζεται µε καθαρή καταλάση (Sigma). Η τελική έκφραση της 
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δραστικότητας γίνεται σε units CAT/ml ή units CAT/mg πρωτεΐνης του 

υπερκειµένου (που έχει προσδιοριστεί µε τη µέθοδο CoomassieBrilliantBlue) (Blum 

and Fridovich, 1983). 

Κατασκευή πρότυπης καµπύλης της δραστικότητας καταλάσης 

Παρασκευή πρότυπου διαλύµατος καταλάσης από ήπαρ βοδιού (SIGMA) 1 

unit/µl (σε buffer) και µετά αραιώνω 10 φορές ώστε να έχω 1 unit/10 µl 

Ετοιµάζω τα δείγµατα σύµφωνα µε τον παραπάνω Πίνακα. 

Τα δείγµατα είναι 20, 40, 60 µl αραιού διαλύµατος καταλάσης (2, 4, 6 units, 

αντιστοίχως) και συµπληρώνονται µε buffer µέχρι τα 900 µl. 

Οι µετρήσεις που πήραµε φαίνονται στον παρακάτω Πίνακα 

 ∆είγµα Ainitial 
∆A/mi

n 

1 2 units 0,2227 -0,0359 

2 4 units 0,1969 -0,0652 

3 6 units 0,2114 -0,1013 

 

5.3. Προσδιορισµός της υπεροξείδωσης των λιπιδίων (TBARS) 

H µέθοδος βασίζεται στην αντίδραση, σε υψηλή θερµοκρασία, του 

θειοβαρβιτουρικού οξέος (thiobarbituric acid, TBA) µε τη µαλονική διαλδεΰδη 

(malondialdehyde, MDA) η οποία είναι παράγωγο της υπεροξείδωσης των 

πολυακόρεστων λιπαρών οξέων (Poly Unsaturated Fatty Acids, PUFAs) που 

περιέχουν περισσότερους από δύο διπλούς δεσµούς. Επειδή, εκτός από την MDA 

υπάρχουν και άλλα αλδεϋδικά παράγωγα υπεροξείδωσης στο κύτταρο που µπορεί να 

αντιδράσουν µε το TBA, η µέθοδος χαρακτηρίζεται ως µη εξειδικευµένη και 

υπολογίζει το σύνολο των ουσιών αυτών που εν συντοµία καλούνται ουσίες 

αντιδρούσες µε θειοβαρβιτουρικό οξύ (ThioBarbiruric Acid Reactive Substances, 

TBARS). 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήσαµε είναι παραλλαγή του TBA test που έχει 

χρησιµοποιηθεί τόσο σε φυτικούς όσο και ζωικούς ιστούς (Buege and Aust, 1978). 

Υλικά της µεθόδου: 

1. Ρυθµιστικό διάλυµα 50 mM Νa2ΗPO4.2H2O pH 7,2, 1 mM EDTA, 1 mM 

BHA, 0,15% (v/v) ethanol: Το διάλυµα χρησιµοποιείται για την οµογενοποίηση αλλά 

και για την αραίωση του οµογενοποιήµατος. Οµογενοποιούµε σε αναλογία 1 gr : 5 
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ml, διατηρώντας όλα τα υλικά παγωµένα, και παίρνουµε το ολικό οµογενοποίηµα 

(χωρίς φυγοκέντρηση). 

2. 50% TCA: ∆ιαλύονται 10 g TCA σε τελικό όγκο 20 ml. 

3. ΗCl (37%) 12,07 N 

4. ∆ιαλύτης TBA: Για 15 ml διαλύµατος σύστασης 20% TCA, 0,33 Ν HCl, 

αναµειγνύονται 8,59 ml ddH2O, 6 ml 50% TCA (εναλλακτικά, το TCA µπορεί να 

προστεθεί σε στερεή µορφή µέσα στο διάλυµα), 410 µl HCl 12,08 N. 

5. Αντιδραστήριο ΤΒΑ: Για 15 ml διαλύµατος σύστασης 20% TCA, 0,33 Ν HCl, 

0,5% TBA αναµειγνύονται 8.59 ml ddH2O, 6 ml 50% TCA (εναλλακτικά, το TCA 

µπορεί να προστεθεί σε στερεή µορφή µέσα στο διάλυµα), 410 µl HCl 12,08 N. Στη 

συνέχεια προστίθενται 0,075 g TBA (ΜΒ:144,1) και το διάλυµα αναδεύεται µέχρι 

πλήρους διάλυσης του στερεού. 

6. 2% (w/v) ΒΗΑ (butyl-hydroxyanisole) σε απόλυτη αιθανόλη: ∆ιαλύονται 0,02 

g ΒΗΑ (ΜΒ:180,2) σε 1 ml απόλυτη αιθανόλη. 

7. Βουτανόλη-1 (butanol-1) ή εναλλακτικά ισοβουτανόλη (isobutanol) 

Α. Για τη µέτρηση απορρόφησης: 

∆ιαλύµατα (µl)  Τυφλό  

Αντιδραστηρίων  

∆είγµα  Τυφλά  

∆είγµατα  

Οµογενοποίηµα _ 375 375 

Ρυθµιστικό διάλυµα 

Οµογενοποίησης 
375 _ _ 

∆ιαλύτης TBA  _ _ 375 

Αντιδραστήριο  TBA 375 375 _ 

2% BHA 5 5 5 

Επώαση για 15 min στους 85
ο
C 

butanol 800 

Έντονο vortex και φυγοκέντρηση για διαχωρισµό των φάσεων    

Μετράται η απορρόφηση της βουτανολικής φάσης στα 535 nm  (και στα 600 nm για 

να αφαιρέσω την απορρόφηση που προκαλεί η θολότητα του δείγµατος). Μηδενίζω 

µε βουτανόλη.  

Από την (καθαρή) τιµή του δείγµατος αφαιρούνται οι (καθαρές) τιµές του τυφλού 

των αντιδραστηρίων και του τυφλού δείγµατος και η τελική τιµή µετατρέπεται σε 

ισοδύναµα MDA (µε συντελεστή απόσβεσης 1,56 x 10
5
 M

-1.
 cm

-1
). Συνήθως η 
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αντίδραση πραγµατοποιείται για διάφορες αραιώσεις του δείγµατος, ώστε να 

επιβεβαιώνεται η τιµή στις διάφορες αναλογίες. Το τελικό αποτέλεσµα εκφράζεται 

συνήθως ως ισοδύναµα nmoles MDA/gr ξηρού βάρους ή nmoles MDA/mg ολικής 

πρωτεΐνης του ιστού (ποσοτικοποιείται µε την µέθοδο του CoomassieBrilliantBlue). 

 

5.4. Ποσοτικοποίηση πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bradford 

H µέθοδος εφαρµόζεται σε περιπτώσεις που το οµογενοποίηµα είναι άφθονο σε 

πρωτεΐνη και βασίζεται στην ηλεκτροστατικής φύσης αντίδραση των πρωτεϊνών µε το 

αντιδραστήριο Coomassie Brilliant Blue G-250 (Assimakopoulos et al., 2008). 

Υλικά της µεθόδου: 

1. Tο διάλυµα οµογενοποίησης για τα TBARS: χρησιµοποιείται για την αραίωση 

του οµογενοποιήµατος. 

2. ∆ιάλυµα Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB): Φτιάχνεται διάλυµα 0,033% 

CBB (w/v) σε 0,5 Ν ΗCl. Aναµειγνύονται 240 ml απεσταγµένο νερό (ddH2O) και 10 

ml πυκνό HCl (12,07 N) προσθέτοντας αργά και προσεκτικά (σε απαγωγό) το πυκνό 

HCl στο νερό. Χρειάζεται ιδιαίτερη προσοχή, επειδή η διάλυση είναι ισχυρά 

εξώθερµη και αν γίνει γρήγορα µπορεί να συµβούν φαινόµενα απότοµης εξάτµισης 

κατά την οποία σταγονίδια ΗCl µπορεί να εκτιναχθούν. Στη συνέχεια, προστίθενται 

0,0825 g Coomassie Brilliant Blue G-250 (MB 854,0) και αφήνεται το διάλυµα να 

αναδεύεται για περίπου 30 min. Στη  συνέχεια, διηθείται το διάλυµα σε χωνί υπό κενό 

µε χαρτί whatman και µεταγγίζεται σε γυάλινο κλειστό δοχείο προφυλαγµένο από το 

φως. Το διάλυµα φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου. 

3. 0,5% (w/v) triton-X 100: Αραιώνεται 20 φορές (µε ρυθµιστικό διάλυµα 

οµογενοποίησης) το stock διάλυµα 10% (w/v). 

4. ΗCl 6,035N: Αραιώνεται το πυκνό ΗCl (12,07 N) 1:1 µε ddH2O. 

5. ΗCl 0,5 Ν: Αραιώνεται το πυκνό ΗCl µε ddH2O. 

6. Πρότυπο διάλυµα αλβουµίνης (ΒSA) συγκέντρωσης 1 mg/ml (σε διάλυµα 

οµογενοποίηση 

 

Πορεία της µεθόδου: 

Τα αντιδραστήρια προστίθενται σύµφωνα µε τον πίνακα: 
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∆ιαλύµατα  Τυφλό   

Αντιδραστηρίων  

∆είγµα  Τυφλό  

∆είγµατος  

Οµογενοποίηµα   _ 63 63 

Ρυθµιστικό 

διάλυµα 

Οµογενοποίησης  

63 _ _ 

Triton-X-100 0,5% 

(w/v) 
       20 

HCL 6,035 N 17 

Ανάδευση και κατόπιν επώαση για 10 λεπτά στους 85
ο
C. Στην συνέχεια, τα 

αφήνω να επανέλθουν σε θερµοκρασία δωµατίου. 

HCL 0,5 N _ _ 900 

Αντιδραστήριο 

CBB  

900 900 _ 

Σύντοµη υπερήχηση (sonication) και µέτρηση απορρόφησης στα 620 nm. 

Μηδενίζω µε απεσταγµένο νερό και ξεπλένω την κυβέτα µε απιονισµένο. 

 

Από την τιµή του δείγµατος αφαιρούνται οι τιµές του τυφλού των 

αντιδραστηρίων και του τυφλού δείγµατος και η καθαρή τιµή µετατρέπεται σε 

ισοδύναµα αλβουµίνης BSA σύµφωνα µε την πρότυπη καµπύλη που είναι 

ευθυγραµµική από 10 έως 60 µg BSA (αναφέρεται σε 1 ml όγκο αντίδρασης). 

Συνήθως, η αντίδραση πραγµατοποιείται για διάφορες αραιώσεις του δείγµατος, ώστε 

να επιβεβαιώνεται η τιµή στις διάφορες αναλογίες. Το τελικό αποτέλεσµα 

υπολογίζεται µε βάση την πρότυπη καµπύλη και εκφράζεται συνήθως ως mg ολικής 

πρωτεΐνης (ισοδύναµα BSA)/ml οµογενοποιήµατος. 
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KEΦAΛAIO EKTO: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

6.1. Η ανάπτυξη των φυτών 

Μετά την πάροδο των 3 πρώτων εβδοµάδων στις ρίζες ορισµένων φυτών 

παρατηρήθηκαν οι πρώτοι κόµβοι που οφείλονταν στην προσβολή από τους 

νηµατώδεις (Εικ. 1). 

  

Εικόνα 1. Ριζικό σύστηµα σποροφύτου τοµάτας, όπου φαίνονται οι κόµβοι που 

έχουν προκληθεί από τον νηµατώδη Meloidogyne sp. 

 

Μετά την πάροδο έξι εβδοµάδων ολοκληρώθηκε ένας βιολογικός κύκλος του 

νηµατώδη, γεγονός το οποίο επιβεβαιώθηκε από την παρουσία ωόσακων πάνω στο 

ριζικό σύστηµα των φυτών στα σηµεία όπου υπήρχαν κόµβοι (Εικ. 2).  

 

Εικόνα 2. Ρίζα φυτού τοµάτας προσβεβληµένη από νηµατώδεις Meloidogyne sp. 

Στην εικόνα διακρίνονται οι κόµβοι  και οι καφέ ωόσακοι. 
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Τα φυτά παρουσίαζαν ορατές διαφορές τόσο στην ανάπτυξή τους όσο και στα 

επίπεδα προσβολής των ριζών (Εικ. 3, 4). 

 

Εικόνα 3. Προσβεβληµένα φυτά τοµάτας στα οποία παρατηρείται διαφορά στην 

ανάπτυξη κατ’ ύψος ανάλογα µε τον πληθυσµό των νηµατωδών στη ρίζα (από 

αριστερά προς τα δεξιά: 9000, 3000, 1000, 0). 

 

 

 

Εικόνα 4. Ρίζες προσβεβληµένων φυτών τοµάτας στις οποίες παρατηρείται διαφορά 

στην ανάπτυξη ανάλογα µε τον πληθυσµό των νηµατωδών (από αριστερά προς τα 

δεξιά: 9000, 3000, 1000, 0). 
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6.2. Μέτρηση της δραστικότητας της καταλάσης 

Στο Γράφηµα 1 παρατηρούµε ότι η δραστικότητα της καταλάσης αυξάνεται σε 

ποσοστό περίπου 40% για τη µικρή (1000) και την ενδιάµεση (3000) µόλυνση σε 

σχέση µε το υγιές φυτό. Αντιθέτως, στη µεγάλη µόλυνση (9000) φαίνεται ότι η 

δραστικότητα της καταλάσης αυξάνεται µόνο 14% δηλαδή τείνει να επανέλθει στα 

επίπεδα του control φυτού. 

 

 

 

Γράφηµα 1. Η επίδραση της µόλυνσης στη δραστικότητα της καταλάσης (ο 

προσδιορισµός του τυπικού σφάλµατος είναι αποτέλεσµα 6 πειραµάτων 
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6.3. Μέτρηση της υπεροξείδωσης λιπιδίων (TBARS) 

Στο Γράφηµα 2 παρατηρούµε µία σταδιακή µείωση της υπεροξείδωσης των 

λιπιδίων από το υγιές φυτό προς τα µολυσµένα. Η δε µεγαλύτερη µείωση, της τάξης 

του 20%, παρατηρήθηκε στα φυτά µε τη µεγάλη µόλυνση. 

 

 

Γράφηµα 2. Η επίδραση της µόλυνσης στην υπεροξείδωση των λιπιδίων (ο 

προσδιορισµός του τυπικού σφάλµατος είναι αποτέλεσµα 6 πειραµάτων) 
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6.4. Μέτρηση της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών 

Στο Γράφηµα 3 παρατηρούµε ότι η συγκέντρωση της ολικής πρωτεΐνης 

µειώνεται κατά 36% στη µικρή (1000) και 29% στη µεσαία (3000) µόλυνση ενώ στη 

µεγάλη (9000) µόλυνση η µείωση είναι µόνο 9% δηλαδή η συγκέντρωση της ολικής 

πρωτεΐνης τείνει να επανέλθει στα επίπεδα του control φυτού. 

 

 

 

Γράφηµα 3. Η επίδραση της µόλυνσης στη συγκέντρωση της ολικής  πρωτεΐνης 

(ο προσδιορισµός του τυπικού σφάλµατος είναι αποτέλεσµα 6 πειραµάτων) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

control 1000 3000 9000

m
g

r 
p

ro
t/

g
r 

d
w

 

Πληθυσµός νηµατωδών στις ρίζες  



32 

 

6.5. Συµπεράσµατα-Συζήτηση 

Για την πιο ουσιαστική και ορθή εκτίµηση τόσο του οξειδωτικού στρες όσο και 

της αντιοξειδωτικής άµυνας της τοµάτας µετά από προσβολή από νηµατώδεις θα 

ήταν χρήσιµο οι όποιες µετρήσεις δεικτών της οξειδωτικής καταπόνησης να γίνουν 

στις ρίζες των φυτών δεδοµένου ότι εκεί γίνεται η προσβολή. Συνεπώς, και στο 

βαθµό που η προσβολή αποτελεί παράγοντα οξειδωτικής καταπόνησης του φυτού, 

στις ρίζες αναµένεται να σηµειωθεί η αύξηση τόσο των κυτταρικών βλαβών όσο και 

των πιθανών µηχανισµών άµυνας του φυτού. Όµως, σε µια δειγµατοληψία ρίζας 

προσβεβληµένης από τους νηµατώδεις υπάρχει το µεγάλο µειονέκτηµα ότι δεν είναι 

εφικτό να διαχωρίσουµε και να αποµονώσουµε τον φυτικό από τον ζωικό ιστό και 

συνεπώς δεν είναι εφικτό να εκτιµήσουµε µε σιγουριά ποιο είναι το µέγεθος της 

υπεροξείδωσης λιπιδίων και της δραστικότητας της καταλάσης του φυτού στη ρίζα. 

Έτσι, γίνεται αναγκαστικά µία έµµεση εκτίµηση της οξειδωτικής καταπόνησης και 

άµυνας του φυτού µετρώντας τους αντίστοιχους δείκτες στα φύλλα του. Βεβαίως, στη 

βιβλιογραφία υπάρχουν µελέτες εκτίµησης τόσο της καταλάσης (Abd-Elgawad et al., 

2012) όσο και της υπεροξείδωσης λιπιδίων (Vasil’eva et al., 2004) σε δείγµατα ρίζας 

αλλά τα αποτελέσµατα αυτών των µελετών µπορούν να αµφισβητηθούν για τους 

λόγους που περιγράψαµε παραπάνω. 

Από το Γράφηµα 1 διαπιστώνεται µια σαφής αύξηση της δραστικότητας της 

καταλάσης κυρίως στη µικρή και µεσαία µόλυνση ενώ στη µεγάλη µόλυνση το 

ποσοστό αύξησης είναι µόνο 14% δηλαδή τείνει να επανέλθει στα επίπεδα του 

control φυτού. Η αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης στα φύλλα των 

µολυσµένων φυτών έχει παρατηρηθεί και από άλλους ερευνητές (Sun et al., 2010) 

αλλά υπάρχουν και αποτελέσµατα που αντιθέτως αναφέρουν µικρή µείωσή της στους 

βλαστούς (Kaur et al., 2013). Επιπλέον, έχει αναφερθεί και η αύξηση της 

δραστικότητας της καταλάσης στις ρίζες των µολυσµένων φυτών (Abd-Elgawad et al., 

2012; Kaur et al., 2013) αλλά ισχύουν οι ίδιες επιφυλάξεις που αναφέρθηκαν 

παραπάνω για την αξιοπιστία αυτών των µετρήσεων. 

Είναι ιδιαίτερα ενδιαφέρον το γεγονός ότι η αύξηση της δραστικότητας του 

ενζύµου συµβαίνει ταυτόχρονα µε τη µείωση της συγκέντρωσης της ολικής 

πρωτεΐνης στα φύλλα του φυτού (Γράφηµα 3) ενώ στη µεγάλη µόλυνση που η 

δραστικότητα του ενζύµου τείνει να επανέλθει στα επίπεδα του control φυτού 

παρατηρούµε ότι συµβαίνει κάτι παρόµοιο και για την ολική πρωτεΐνη. ∆εν υπάρχουν 
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όµως αντίστοιχες βιβλιογραφικές αναφορές για την ολική πρωτεΐνη ώστε να 

µπορούµε να κάνουµε τη σύγκριση µε άλλες µελέτες και να έχουµε µια πιο σαφή 

εικόνα του φαινοµένου. 

Από το Γράφηµα 2 διαπιστώνουµε µία σταδιακή µείωση της υπεροξείδωσης των 

λιπιδίων στα µολυσµένα φυτά. Επιπλέον, η µεγαλύτερη µείωση, της τάξης του 20%, 

παρατηρήθηκε στα φυτά µε τη µεγάλη µόλυνση. Στη βιβλιογραφία για την τοµάτα 

δεν υπάρχουν αντίστοιχα αποτελέσµατα ούτε στα φύλλα αλλά ούτε και σε δείγµατα 

από ρίζες ώστε να µπορούµε να τα συγκρίνουµε. 

Θεωρητικά, η αύξηση της δραστικότητας της καταλάσης, ως άµυνα του φυτού 

στην οξειδωτική καταπόνηση που ενδεχοµένως του προκαλεί το παράσιτο, θα 

µπορούσε σε συνδυασµό και µε άλλους µηχανισµούς αντιοξειδωτικής άµυνας να 

οδηγήσει ακόµα και στη µείωση της υπεροξείδωσης των λιπιδίων, πολύ περισσότερο 

σε ένα όργανο όπως το φύλλο το οποίο βρίσκεται µακριά από το σηµείο προσβολής 

του φυτού από το παράσιτο. 
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