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				Αγριελιά

				O. Europara var. oleaster

		

		
				Αγρωστώδη

				Gramineae

		

		
				Ακροριζίδια κρεμμυδιού

				Allium cepa

		

		
				Ανενεργό κέντρο 

				Quiescent center

		

		
				Βιολογικός κύκλος

				Life cycle

		

		
				Διάλυμα λευκοβασικής φουξίνης

				Feulgen

		

		
				Δίστομο το ηπατικό

				Fasciola hepatica

		

		
				Ελιά

				Olea europaea L.

		

		
				Ενδιάμεσος ξενιστής

				Intermediate or secondary host

		

		
				Εχινοειδή

				Echinoidea

		

		
				Εχινόκοκκος του σκύλου

				Echinococcus granulosus

		

		
				Ήμερη ελιά

				O. europaea var. sativa

		

		
				Κεστώδεις

				Cestoda

		

		
				Κισσός

				Hedera Helix

		

		
				Κλαδοκεραιωτά

				Cladocerans

		

		
				Κολχικίδες

				Colchicaceae

		

		
				Κριθή η κοινή

				Hordeum vulgare

		

		
				Κρόκος, ζαφορά

				Colchicum autumnale 

		

		
				Κύτταρα φυσικοί φονείς

				Νatural killers cells

		

		
				Κύτταρο

				Cell

		

		
				Λειριώδη

				Liliales

		

		
				Μεγάλα κοκκιώδη λεμφοκύτταρα

				Large granulocytes lymphocytes

		

		
				Μπλε της τρυπάνης

				Ttrypan blue

		

		
				Νηματώδεις 

				Nematoda

		

		
				Ξενιστής

				Host

		

		
				Παρασιτισμός

				Parasitism

		

		
				Παράσιτο

				Parasite

		

		
				Πλατυέλμινθες

				Platyhelminthes

		

		
				Ποοειδή

				Poaceae

		

		
				Σπαργή

				Turgit

		

		
				Ταινία του χοίρου ή ταινία η ένοπλος

				Taenia solium

		

		
				Ταινία των βοοειδών ή ταινία η άοπλος

				Taenia saginata

		

		
				Τελικός ή κύριος ξενιστής

				Definitive or primary host

		

		
				Τρηματώδεις

				Trematoda 

		

		
				Τριχίνη η σπειροειδής

				Trichinella spiralis

		

		
				Υάκινθος

				Hyacinthus sp.

		

		
				Υπερτονικό διάλυμα

				Hypertonic

		

		
				Υποτονικό διάλυμα 

				Hypotonic

		

	

	 

	 


Πρόλογος 

	Η Βιολογία ανήκει στις επιστήμες της ζωής που εξελίσσονται συνεχώς. Οι γνώσεις που μεταφέρονται από τους δασκάλους μας επαναδιατυπώνονται με βάση τα νέα δεδομένα που προκύπτουν από τις νέες ανακαλύψεις κάθε δεκαετίας, διατηρώντας όμως αναλλοίωτο τον χαρακτήρα μιας πειραματικής επιστήμης. 

	Η βασική μονάδα της ζωής εξακολουθεί να παραμένει το κύτταρο και η λεπτομερής μελέτη της δομής του μας επιτρέπει να κατανοήσουμε τις επιμέρους λειτουργίες του. Το οπτικό μικροσκόπιο είναι το ερευνητικό εργαλείο που μας μεταφέρει στο εσωτερικό των περισσότερων ευκαρυωτικών κυττάρων, μας ταξιδεύει στις υποδομές τους, μας δείχνει τις αλλαγές που υφίστανται από τα περιβαλλοντικά ερεθίσματα, μας επιτρέπει να παρατηρήσουμε τη ζωή και τον θάνατό τους. 

	Οι εργαστηριακές σημειώσεις βιολογίας εμπεριέχουν ασκήσεις που έχουν ως βάση την παρατήρηση της δομής και της λειτουργίας των διαφόρων κυτταρικών τύπων επικεντρώνοντας στα ευκαρυωτικά κύτταρα. Οι φοιτητές και οι φοιτήτριες μαθαίνουν την προέλευση των κυττάρων, τις πηγές συλλογής τους, τον τρόπο απομόνωσής τους, καθώς και πειραματικές διαδικασίες που επιτρέπουν την κατανόηση των λειτουργιών τους. Ακολουθώντας τα διάφορα επίπεδα οργάνωσης, συλλέγουν και παρατηρούν ιστούς τόσο φυτικής όσο και ζωικής προέλευσης, μαθαίνουν απλές διαδικασίες χρώσης και αποτυπώνουν στο χαρτί τις εικόνες που βλέπουν στο μικροσκόπιο. 

	Επίσης, ιδιαίτερη θέση καταλαμβάνει στο σύγγραμμα και η περιγραφή της γαμετογένεσης στον αχινό. Η άσκηση αυτή μπορεί να περιλάβει τα στάδια της συλλογής και της μεταφοράς των αχινών στο εργαστήριο, τη διάκρισή τους σε θηλυκούς και αρσενικούς και την πειραματική πρόκληση της απελευθέρωσης γαμετών σε δοκιμαστικούς σωλήνες. 

	Τέλος, στο πλαίσιο της έκθεσης των φοιτητών στα σύγχρονα δεδομένα των βιολογικών επιστημών, προγραμματίζουμε επίσκεψη στο Μουσείο Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας, στο οποίο με τη βοήθεια και την επίβλεψη του προσωπικού του μουσείου παρακολουθούν εκφράσεις της ζωής σε διάφορα περιβάλλοντα, και κατανοούν τις εφαρμογές των ανακαλύψεων στις βιολογικές επιστήμες. 

	Σε κάθε κεφάλαιο του βιβλίου, το κείμενο και το εποπτικό υλικό είναι άρρηκτα συνδεδεμένα μεταξύ τους, ενώ στο τέλος των κεφαλαίων προσφέρονται ασκήσεις και ερωτήσεις κατανόησης των εργαστηριακών ασκήσεων. Πιστεύω ότι με την ολοκλήρωση των εργαστηριακών ασκήσεων, θα έχουμε καταφέρει να εμφυσήσουμε στους νέους και τις νέες επιστήμονες τη μαγεία της πειραματικής επιστήμης που συνδέεται με τα έμβια όντα, της Βιολογίας, και το πώς αυτή αποτελεί τη βάση των επιστημών της ζωής. 

	 


Εισαγωγή 

	Οι εργαστηριακές σημειώσεις βιολογίας κυττάρου περιλαμβάνουν 12 εργαστηριακές ασκήσεις. Στην πρώτη εργαστηριακή άσκηση, παρουσιάζεται η ιστορία του μικροσκοπίου, από την ανακάλυψη των πρώτων μεγεθυντικών φακών μέχρι τη δημιουργία των σύγχρονων μικροσκοπίων. Στη συνέχεια, περιγράφονται αναλυτικά όλα τα μέρη του φωτονικού μικροσκοπίου, με έμφαση στην ορθή χρήση του οργάνου. Κατά τη διάρκεια της πρώτης άσκησης, γίνονται και οι πρώτες μικροσκοπήσεις, χρησιμοποιώντας απλά υλικά, όπως ένα κομμάτι διαφάνειας σε σμίκρυνση, και επίσης γίνεται εξοικείωση με τη χρήση μόνιμων παρακευασμάτων. 

	Στη δεύτερη εργαστηριακή άσκηση, οι συμμετέχοντες κατανοούν τα βασικά μορφολειτουργικά χαρακτηριστικά και τις διαφορές των μονοκύτταρων ευκαρυωτικών οργανισμών, σχεδιάζουν διάφορους μικροσκοπικούς οργανισμούς με βάση την εικόνα από το οπτικό πεδίο του μικροσκοπίου, γνωρίζουν τον ρόλο των πρωτίστων και τις επιπτώσεις τους στη δημόσια υγεία και τη βιομηχανία, και εντέλει αποκτούν περαιτέρω εμπειρία στη χρήση του φωτονικού μικροσκοπίου. 

	Στην επόμενη εργαστηριακή άσκηση, οι εκπαιδευόμενοι δημιουργούν νωπά παρασκευάσματα ευκαρυωτικών κυττάρων από το εσωτερικό της παρειάς, μαθαίνουν να διακρίνουν τα βασικά μορφολειτουργικά χαρακτηριστικά των επιθηλιακών κυττάρων, και παρουσιάζονται οι εφαρμογές της αναίμακτης λήψης βιολογικού υλικού του ανθρώπου. 

	Στην τέταρτη εργαστηριακή άσκηση, οι εκπαιδευόμενοι καλούνται να δημιουργήσουν νωπά παρασκευάσματα μικροσκοπικών οργανισμών από στάσιμα νερά, και μαθαίνουν να διακρίνουν τις διάφορες μορφές μονοκύτταρων, καθώς και απλών πολυκύτταρων οργανισμών. 

	Στην επόμενη εργαστηριακή άσκηση, οι εκπαιδευόμενοι καλούνται να γνωρίσουν κάποιους από τους παρασιτικούς σκώληκες του πεπτικού συστήματος, καθώς και τους τρόπους μετάδοσής τους. Μαθαίνουν να αναγνωρίζουν το σχήμα και τη μορφή διαφορετικών ειδών παρασιτικών σκωλήκων, καθώς και τους βιολογικούς τους κύκλους. Αναγνωρίζουν τις ανατομικές διαφορές μεταξύ διαφορετικών παρασκευασμάτων παρασιτικών σκωλήκων και μαθαίνουν τους κινδύνους από τη μετάδοσή τους για τη δημόσια υγεία. 

	Οι εργαστηριακές ασκήσεις 6 και 7 αναφέρονται στη βιολογία των φυτών. Στην πρώτη από αυτές, θα είναι σε θέση να αναγνωρίζουν το σχήμα και τη μορφή διαφορετικών φύλλων, θα μάθουν να πραγματοποιούν λεπτές τομές για τη δημιουργία νωπών παρασκευασμάτων, θα αναγνωρίζουν τις διαφορετικές κυτταρικές στοιβάδες, και θα διακρίνουν τις ανατομικές διαφορές μεταξύ διαφορετικών παρασκευασμάτων φύλλων. Στην επόμενη, θα είναι σε θέση να αναγνωρίζουν το σχήμα και τη μορφή διαφορετικών ριζών, θα μάθουν να πραγματοποιούν λεπτές τομές για τη δημιουργία νωπών παρασκευασμάτων, να αναγνωρίζουν τις διαφορετικές κυτταρικές στοιβάδες, να διακρίνουν τις ανατομικές διαφορές μεταξύ διαφορετικών παρασκευασμάτων ριζών και να γνωρίζουν ποιες λειτουργίες επιτελούνται σε κάθε τμήμα της ρίζας. 

	Στη συνέχεια, ακολουθεί μια ομάδα ασκήσεων που περιλαμβάνει τη μελέτη των βασικών κυτταρικών λειτουργιών, όπως είναι η ώσμωση, η κυτταρική διαίρεση, ο εκλεκτικός διαχωρισμός με βάση την πυκνότητα των κυττάρων, η γαμετόγενεση. Στο πλαίσιο αυτό, θα μάθουν τις αρχές της ώσμωσης, θα μπορέσουν να διακρίνουν τις διαφορές του φαινομένου σε φυτικά και ζωικά κύτταρα, και θα σχεδιάσουν ένα πείραμα μελέτης του φαινομένου, επιλέγοντας τα δικά τους διαλύματα και τους δικούς τους κυτταρικούς τύπους. Σχετικά με την κυτταρική διαίρεση, θα είναι σε θέση να κατανοούν τους μηχανισμούς της πυρηνικής διαίρεσης στο φυτικό και το ζωικό κύτταρο, να γνωρίζουν την πειραματική διαδικασία για την προετοιμασία κυτταρικών παρασκευασμάτων σε μίτωση, και να διακρίνουν μικροσκοπικά τις διαφορετικές φάσεις της μίτωσης. Τέλος, θα παρατηρήσουν στο μικροσκόπιο πολυταινικά χρωμοσώματα σε μόνιμα παρασκευάσματα από σιελογόνους αδένες της προνύμφης του εντόμου Chironomus. 

	Κατά την εργαστηριακή άσκηση διαχωρισμού των έμμορφων από τα άμορφα συστατικά του αίματος, οι εκπαιδευόμενοι θα είναι σε θέση να γνωρίζουν τα συστατικά του αίματος και τον βασικό τρόπο διαχωρισμού τους, να κατανοούν την αρχή διαχωρισμού των μονοπύρηνων και τις ομάδες κυττάρων που μπορούν να απομονωθούν, να μπορούν να διακρίνουν τις διαφορετικές ομάδες κυττάρων στο μικροσκόπιο και να υπολογίζουν τη συγκέντρωσή τους. Απαιτείται η γνώση της σύστασης του αίματος, καθώς και των διαφορών στη μορφή, τον αριθμό και τις ιδιότητες των έμμορφων συστατικών του. 

	Η τελευταία εργαστηριακή άσκηση περιλαμβάνει τη γαμετογένεση στον αχινό. Οι εκπαιδευόμενοι μπορούν να συμμετάσχουν εθελοντικά και στη συλλογή και τη μεταφορά των αχινών από παραλία της Αττικής. Θα είναι σε θέση να διακρίνουν τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των αχινών και να διαχωρίζουν τους αρσενικούς από τους θηλυκούς, να κατανοούν τη διαδικασία της γαμετογένεσης και υπό ποιες συνθήκες πραγματοποιείται αυτή, να γνωρίζουν τη διαδικασία της γονιμοποίησης in-vitro και να μπορούν να περιγράψουν τα στάδια από τη δημιουργία του ζυγωτού μέχρι και το στάδιο των πρώτων κυτταρικών διαιρέσεων. 

	Οι ασκήσεις ολοκληρώνονται με την εκπαιδευτική επίσκεψη στο Μουσείο Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας και στο Κέντρο Γαία. Στο τέλος της επίσκεψης, οι εκπαιδευόμενοι θα κληθούν να περιγράψουν τα εκθέματα που, κατά την προσωπική τους κρίση, ήταν σημαντικότερα, καθώς και να προτείνουν άλλες δραστηριότητες της βιολογίας που θα μπορούσαν να ενταχθούν στο πλαίσιο της εκπαίδευσής τους.

	 

	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 1:
Το φωτονικό μικροσκόπιο

	 

	Σύνοψη 

	Στο κεφάλαιο αυτό θα παρουσιάσουμε την ιστορία του μικροσκοπίου, από την ανακάλυψη των πρώτων μεγεθυντικών φακών, μέχρι τη δημιουργία των σύγχρονων μικροσκοπίων. Στη συνέχεια, θα περιγραφούν αναλυτικά όλα τα μέρη του φωτονικού μικροσκοπίου, θα παρουσιαστούν οι δυνατότητές του και οι βασικές εφαρμογές του. Οι φοιτητές θα εκπαιδευτούν στην ορθή χρήση του οργάνου, και θα επιχειρήσουν οι ίδιοι τις πρώτες μικροσκοπήσεις, χρησιμοποιώντας απλά υλικά, όπως ένα κομμάτι διαφάνειας σε σμίκρυνση. Επίσης, θα έρθουν σε επαφή με τα πρώτα μόνιμα παρασκευάσματα του εργαστηρίου. 

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Στους φοιτητές, στο πλαίσιο της θεωρίας του μαθήματος Βιολογίας κυττάρου, θα έχει παρουσιαστεί το πρώτο κεφάλαιο, που αφορά τους κανόνες που διέπουν το φαινόμενο της ζωής.

	 

	1.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	1.1.1. Η ιστορία του μικροσκοπίου

	 

	Η ανακάλυψη του πρώτου μικροσκοπίου πραγματοποιήθηκε πολύ αργότερα από την ανακάλυψη του αντικειμενικού φακού. Πολλά πράγματα θα μπορούσαν να λειτουργήσουν ως μεγεθυντικοί φακοί. Ένα ποτήρι νερό, μια γυάλινη χάντρα ή ένας πολύτιμος λίθος έχουν τη δυνατότητα να μεγεθύνουν αντικείμενα. Τα φαινόμενα μεγέθυνσης ήταν γνωστό στον άνθρωπο από πολύ παλιά, αλλά η ανακάλυψη του πρώτου μικροσκοπίου έγινε μετά την ανακάλυψη των παραμορφωτικών ιδιοτήτων του γυαλιού. Δεν έχει αποσαφηνιστεί μέχρι τώρα ποιος είναι ο εφευρέτης του μικροσκοπίου. Πιθανότατα οι δημιουργοί θεαμάτων στο Middelburg της Ολλανδίας ήταν αυτοί που ανακάλυψαν, μεταξύ του 1590 και του 1610, τόσο το σύνθετο μικροσκόπιο όσο και το τηλεσκόπιο διάθλασης. Τα ονόματα που έχουν ακουστεί περισσότερο είναι των Hans Lippershey (ή Lipperhey) και Zacharias Janssen (Εικόνα 1.1.) (βλ. επίσης http://www.history-of-the-microscope.org/)  

	 . 
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	Εικόνα 1.1. To πρώτο μικροσκόπιο ανακαλύφθηκε το 1590 περίπου από τους Hans Lippershey και Zacharias Janssen.

	 

	Οι δύο Ολλανδοί οπτικοί ξεκίνησαν να πειραματίζονται τοποθετώντας διάφορους φακούς σε ένα σωλήνα, οπότε διαπίστωσαν ότι το αντικείμενο στην άκρη του σωλήνα φαίνονταν μεγεθυσμένο, πολύ μεγαλύτερο από οποιαδήποτε μεγέθυνση μπορούσε να γίνει από οποιοδήποτε γυαλί. Έτσι, προέκυψε το πρώτο μικροσκόπιο, το οποίο είχε τη δυνατότητα να μεγεθύνει το αντικείμενο 9-10 φορές (Εικόνα 1.2.).
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	Εικόνα 1.2. Δέκα φορές μεγέθυνση ενός μυρμηγκιού.( https://www.flickr.com/photos/jurvetson/70704300)

	 

	 

	Οι πρώτοι γνωστοί χρήστες μικροσκοπίου ήταν οι Van Leeuwenhoek και Hooke. Ο Antonie Philips van Leeuwenhoek χρησιμοποίησε μικροσκόπιο μονού φακού, ενώ ο Robert Ηοοκe χρησιμοποίησε σύνθετο μικροσκόπιο, αποτελούμενο από περισσότερους φακούς. Το μικροσκόπιο που χρησιμοποίησε ο Van Leeuwenhoek ήταν πολύ καλύτερο από εκείνο του Hooke, καθώς οι διορθώσεις των φακών ήταν άγνωστες την εποχή εκείνη, και τα σύνθετα μικροσκόπια που χρησιμοποιήθηκαν από τον Hooke άθροιζαν τα λάθη των φακών. Οι απλοί φακοί έχουν σφαιρικές επιφάνειες οι οποίες συσχετίζονται με οπτικά σφάλματα: διαταραχές της εικόνας και παραμορφώσεις. Στα οπτικά σφάλματα περιλαμβάνονται σφαιρικές διαταραχές, χρωματικές διαταραχές και παραμόρφωση του οπτικού πεδίου. Επιδιόρθωση των σφαλμάτων γίνεται πρωταρχικά από τον αντικειμενικό φακό, o οποίος είναι σύνθετος και αποτελείται από επιμέρους φακούς.

	Ο Van Leeuwenhoek κατασκεύασε περισσότερους από 500 οπτικούς φακούς. Έφτιαξε τουλάχιστον 25 μικροσκόπια, διαφορετικών τύπων, από τα οποία μόνο 9 διασώθηκαν. Τα μικροσκόπιά του ήταν φτιαγμένα από ασήμι ή από φύλλα χαλκού και διέθεταν φακούς κατασκευασμένους στο χέρι. Όσοι διασώθηκαν, είχαν τη δυνατότητα μεγέθυνσης μέχρι και 275 φορές. Η παρακάτω εικόνα (Εικόνα 1.3.) δείχνει την απλότητα του μικροσκοπίου του Van Leeuwenhoek. Το αντικείμενο τοποθετούνταν στη βελόνα και η θέση του μπορούσε να ρυθμιστεί με τον κατάλληλο κοχλία.
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	Εικόνα 1.3. Μικροσκόπιο του Van Leeuwenhoek.
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	Εικόνα 1.4. O Robert Hooke (1635-1703) ήταν ένας Εγγλέζος φυσιοδίφης και αρχιτέκτονας. Δεξιά, κύτταρα από φελλό μεγεθυσμένα από το μικροσκόπιο του Hooke. 

	 

	Το 1665, ο Hooke δημοσίευσε το έργο «Micrographia», στο οποίο περιείχε παρατηρήσεις που έκανε με μικροσκόπια και τηλεσκόπια, καθώς και πρωτότυπες εργασίες στη Βιολογία. Ο Hooke διατύπωσε τον όρο «κύτταρο» (“cell”) για να περιγράψει βιολογικούς οργανισμούς, ο δε όρος προτάθηκε λόγω της ομοιότητας των φυτικών κυττάρων με εκείνα μίας κυψέλης (Εικόνα 1.4.).

	Το σύνθετο μικροσκόπιο (Εικόνα 1.5.), που αποτέλεσε ουσιαστικά και το μέλλον της μικροσκοπίας, προέκυψε με την πάροδο του χρόνου. Παρά το γεγονός ότι πολλοί κατασκευαστές οργάνων, όπως οι Culpeper, Cuff κ.ά., κατασκεύασαν υπέροχα μικροσκόπια, η μεγάλη βελτίωση του μικροσκοπίου ήρθε με την ανακάλυψη των αχρωματικών φακών. Οι φακοί αυτοί αναπτύχθηκαν το 1729 από τον Chester Moore Hall. Ήταν, όμως, δύσκολο για την εποχή να κατασκευαστούν μικρού μεγέθους και υψηλής ισχύος αχρωματικοί φακοί. Ο Jan και ο γιος του Harmanus Van Deyl ήταν οι πρώτοι που κατασκεύασαν ισχυρούς αχρωματικούς φακούς, στο τέλος του 18ου αιώνα. Ο Harmanus Van Deyl ξεκίνησε την εμπορική παραγωγή των αχρωματικών φακών το 1807. Οι φακοί με το μεγαλύτερο διάφραγμα δημιουργήθηκαν το 1900. Φημισμένος παραγωγός υψηλής ποιότητας μικροσκοπίων ήταν ο οίκος των Powell και Lealand. Το 1880, χρησιμοποιήθηκε για πρώτη φορά καταδυτικός φακός από τον Carl Zeiss. Ο φακός σχεδιάστηκε από τον Ernst Abbe (είναι ο εφευρέτης της οπτικής θεωρίας των φακών μικροσκοπίου). Από την αρχή του 20ού αιώνα, άρχισε η μαζική παραγωγή μικροσκοπίων στη Γερμανία. Το 1934, ο Dutchman Zernike ανακάλυψε το μικροσκόπιο αντίθεσης φάσεων.
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	Εικόνα 1.5. Το σύνθετο μικροσκόπιο.

	 

	Με το απλό μικροσκόπιο, ο φακός χρησιμεύει για την απευθείας παρατήρηση του αντικειμένου. Στο σύνθετο μικροσκόπιο, ένας φακός (αντικειμενικός) σχηματίζει ένα πραγματικό είδωλο μέσα στο σωλήνα του μικροσκοπίου, ενώ ένας δεύτερος φακός (προσοφθάλμιος) χρησιμοποιείται ως απλό μικροσκόπιο για την παρατήρηση του ήδη μεγεθυσμένου ειδώλου. Με τον τρόπο αυτό, και οι δύο φακοί συνεισφέρουν στην ολική μεγεθυντική ισχύ του οργάνου, οπότε η μεγεθυντική ισχύς του σύνθετου μικροσκοπίου μπορεί να αυξηθεί κατά πολύ σε σχέση με εκείνη του απλού μικροσκοπίου. Μεγέθυνση ονομάζουμε τον λόγο του μεγέθους του ειδώλου προς το μέγεθος του αντικειμένου. Η μεγεθυντική ισχύς αναγράφεται στους αντικειμενικούς φακούς (2,5x, 10x, 40x, 100x), καθώς και στους προσοφθάλμιους (συνήθως 10x). Η ολική μεγέθυνση του μικροσκοπίου είναι ίση με τη μεγέθυνση του προσοφθάλμιου φακού, πολλαπλασιαζόμενη με τη μεγέθυνση του αντικειμενικού. Δηλαδή αν παρατηρούμε ένα παρασκεύασμα μέσω ενός αντικειμενικού φακού 40x και ενός προσοφθάλμιου 10x, τότε η ολική μεγέθυνση του παρατηρούμενου αντικειμένου είναι 10x40 = 400 φορές.

	Οι αντικειμενικοί και οι προσοφθάλμιοι φακοί των μικροσκοπίων αποτελούνται κατά κανόνα από δύο τουλάχιστον φακούς, συχνά από πολύ περισσότερους. Ένα πλεονέκτημα του συνδυασμού των φακών είναι ότι με τον τρόπο αυτό, μπορούμε να πάρουμε μικρότερες εστιακές αποστάσεις και επομένως μεγαλύτερη μεγεθυντική ισχύ. Επίσης, ένα άλλο πλεονέκτημα είναι ότι είναι δυνατό με την κατάλληλη εκλογή της καμπυλότητας των διαφόρων επιφανειών να επιτύχουμε πολύ καλή εστίαση σε αρκετά μεγάλη επίπεδη έκταση γύρω από τον οπτικό άξονα. 

	Σε έναν αντικειμενικό φακό αναγράφεται, π.χ., 40/0,65, 160/0,17 και αυτοί οι αριθμοί σημαίνουν:

	40      = η μεγέθυνσή του

	0,65      = το αριθμητικό του άνοιγμα

	160      = το μήκος του σωλήνα του μικροσκοπίου

	0,17      = το πάχος της καλυπτρίδας που τοποθετείται πάνω στο αντικείμενο

	 

	1.1.2. Τρόπος χρήσης του μικροσκοπίου

	 

	Στο μικροσκόπιο μπορούμε να παρατηρήσουμε μόνο αντικείμενα σχεδόν επίπεδα και διαπερατά από το φως. Για τον λόγο αυτό, φτιάχνουμε μικροσκοπικά παρασκευάσματα, δηλαδή τοποθετούμε σε μια γυάλινη πλάκα (αντικειμενοφόρο) το προς παρατήρηση αντικείμενο και το καλύπτουμε με μια πολύ λεπτή γυάλινη πλάκα (καλυπτρίδα). Μπορούμε πριν από την έγκλειση να βάψουμε το παρασκεύασμα (χρώση) για καλύτερη παρατήρηση ή να προσθέσουμε και μονιμοποιητικό υλικό (π.χ. βάλσαμο του Καναδά), αν θέλουμε να δημιουργήσουμε μόνιμα μικροσκοπικά παρασκευάσματα (μονιμοποίηση ιστού).

	Εάν χρησιμοποιούμε για πρώτη φορά μικροσκόπιο, πρέπει να εξοικειωθούμε με τα βασικά μέρη του, όπως με τους προσοφθάλμιους και τους αντικειμενικούς φακούς, την τράπεζα, τον πυκνωτή, τον αδρό και μικρομετρικό κοχλία, το φωτιστικό σώμα. Η φωτεινή πηγή μπορεί να είναι είτε το ηλιακό φως, που με κάτοπτρο κατευθύνεται επάνω στο αντικείμενο, είτε κάποια πηγή ηλεκτρικού φωτός, οπότε το φως συλλέγεται από φακό και κατευθύνεται ως δέσμη επάνω στο αντικείμενο. 

	Ξεκινάμε την παρατήρηση με μικρή μεγέθυνση, π.χ. με τον αντικειμενικό 2.5x, και περιστρέφουμε το δακτύλιο των αντικειμενικών φακών από τις μικρές προς τις μεγάλες μεγεθύνσεις: 2.5x, 10x, 40x, 100x. Οι μικρότερες μεγεθύνσεις έχουν μεγαλύτερο οπτικό πεδίο και μεγαλύτερο βάθος πεδίου, κι έτσι μπορούμε πιο εύκολα να βρίσκουμε το προς παρατήρηση είδωλο και να εστιάζουμε καλύτερα. Η τράπεζα του μικροσκοπίου είναι κινητή. Κινείται με τον αδρό στρόφαλο (μεγάλη μετατόπιση) και τον μικρομετρικό κοχλία (μικρή ή ελάχιστη μετατόπιση). Τοποθετούμε το μικροσκοπικό παρασκεύασμα στην τράπεζα του μικροσκοπίου με την καλυπτρίδα πάντοτε προς τα επάνω, και το στερεώνουμε με το ειδικό πίεστρο. Στρέφοντας με μικρές κινήσεις τον αδρό στρόφαλο, πλησιάζουμε την τράπεζα προς τον αντικειμενικό φακό, προσέχοντας να μην αγγίζει ο φακός την αντικειμενοφόρο πλάκα, μέχρι να δούμε καθαρά το οπτικό πεδίο. Με την περιστροφή του μικρομετρικού κοχλία, το οπτικό πεδίο γίνεται καθαρότερο. Πρέπει να δοθεί προσοχή ώστε το προς παρατήρηση αντικείμενο να βρίσκεται στο κέντρο του οπτικού πεδίου, έτσι ώστε με την αμέσως μεγαλύτερη μεγέθυνση να βρίσκεται πάλι μέσα στο οπτικό πεδίο. H εικόνα στο μικροσκόπιο εμφανίζεται ανάποδα και όταν μετακινείται η αντικειμενοφόρος προς μία κατεύθυνση, το παρασκεύασμα μέσα στο μικροσκόπιο φαίνεται να μετακινείται προς την αντίθετη κατεύθυνση. Εχθρός των μικροσκοπίων είναι η σκόνη και εχθρός των φακών τα δακτυλικά αποτυπώματα. Μετά το τέλος κάθε άσκησης, αφήνετε το μικροσκόπιο με τον αντικειμενικό φακό μικρής μεγέθυνσης, απομακρύνετε τα παρασκευάσματα και σκεπάζετε κάθε μικροσκόπιο με το κάλυμμά του.

	 

	1.1.3. Μετρήσεις με μικροσκόπιο

	 

	Ο συνηθισμένος τρόπος για να μετρήσει κανείς το μήκος ενός αντικειμένου είναι να το τοποθετήσει επάνω σε βαθμονομημένη κλίμακα. Αυτό, όμως, δεν μπορεί να γίνει με τα αντικείμενα που παρατηρεί κανείς με το μικροσκόπιο. Η λύση στο πρόβλημα αυτό είναι να χαράξουμε μια βαθμονομημένη κλίμακα σε ένα γυαλί και να το τοποθετήσουμε μέσα στο σωλήνα του μικροσκοπίου, στη θέση του πρώτου ειδώλου. 

	Οι κλίμακες αυτές ονομάζονται «κλίμακες προσοφθάλμιου» και είναι χαραγμένες επάνω σε λεπτούς γυάλινους δίσκους, που τοποθετούνται μέσα στο σωλήνα του μικροσκοπίου, ακριβώς κάτω από τον προσοφθάλμιο. Με την κλίμακα στην ίδια θέση με εκείνη που σχηματίζεται το πρώτο είδωλο, το αντικείμενο και η κλίμακα είναι ταυτόχρονα εστιασμένα, όταν βλέπουμε μέσα από τον προσοφθάλμιο. Η κλίμακα μπορεί να περιστραφεί έτσι ώστε να είναι δυνατή η μέτρηση οποιουδήποτε τμήματος του αντικειμένου. 

	Οι προσοφθάλμιες κλίμακες κατασκευάζονται σε πολλούς τύπους. Συνήθως η κλίμακα αυτή έχει μήκος 10 mm και υποδιαιρείται σε δέκατα του χιλιοστού. Χρησιμοποιώντας μια τέτοια κλίμακα, μπορούμε εύκολα να μετρήσουμε το μέγεθος ενός ειδώλου. Αν είναι γνωστή η μεγεθυντική ισχύς του αντικειμενικού φακού, τότε μπορούμε εύκολα να βρούμε τους συντελεστές μετατροπής για τη μέτρηση του μήκους ενός αντικειμένου. Αν π.χ. χρησιμοποιούμε αντικειμενικό φακό 45x και το είδωλο έχει μήκος 0,1 mm πάνω στην προσοφθάλμια κλίμακα, τότε το πραγματικό μήκος είναι το 1/45 του 0,1 mm ή 0,0022 mm ή 2,2 μm. Στην πράξη, η προσοφθάλμια κλίμακα βαθμολογείται συνήθως εστιάζοντας το μικροσκόπιο σε μια κλίμακα γνωστού μήκους. Για τον σκοπό αυτό, χρησιμοποιούμε πολύ μικρές κλίμακες, που είναι χαραγμένες επάνω σε γυαλί. Η κλίμακα αυτή, που ονομάζεται «μικρομετρική κλίμακα», χαράζεται σε ένα δίσκο που τοποθετείται επάνω σε μια πλάκα μικροσκοπίου. Μπορεί να έχει μήκος μόνο 1 mm, υποδιαιρείται ανά 0,01 mm, και κάθε υποδιαίρεση του 0,01 mm διαιρείται σε χιλιοστά του χιλιοστομέτρου ή 1 μm ανά υποδιαίρεση.

	 

	1.1.4. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Πότε και από ποιους φτιάχτηκαν τα πρώτα μικροσκόπια;



	Ποιες ήταν οι δυνατότητες μεγέθυνσης των πρώτων μικροσκοπίων;

	Ποιες είναι οι βασικές διαφορές του απλού από το σύνθετο μικροσκόπιο;

	Περιγράψτε συνοπτικά τον τρόπο χρήσης του μικροσκοπίου.

	Ποια είναι τα βασικά μέρη του μικροσκοπίου; 
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	Εικόνα 1.6. Τα μέρη του μικροσκοπίου.

	

	1.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	1.2.1. Πειραματική διαδικασία

	 

	1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Οπτικό μικροσκόπιο

		Μικρά κομμάτια φωτοτυπημένης διαφάνειας

		Διηθητικό χαρτί

		Αντικειμενοφόρες πλάκες

		Καλυπτρίδες

		Σταγονόμετρο



	 

	Α. Δημιουργία παρασκευάσματος και μικροσκοπική παρατήρηση

	 

	
		Παραλάβετε με τη λαβίδα ένα κομμάτι διαφάνειας σε σμίκρυνση και τοποθετήστε το σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα.

		Βάλτε μία σταγόνα νερό και καλύψτε το παρασκεύασμα με καλυπτρίδα.

		Τοποθετήστε το προς μικροσκόπηση υλικό στην τράπεζα του μικροσκοπίου.

		Συγκρατήστε το αντικείμενο με το ειδικό εξάρτημα που υπάρχει στην τράπεζα και μετακινήστε το στη θέση που επιθυμείτε με τη βοήθεια του συστήματος κοχλιών.

		Εστιάστε στο παρασκεύασμα χρησιμοποιώντας τον μικρότερο φακό μεγέθυνσης (2,5x).

		Για να παρατηρηθεί ευκρινές είδωλο, δηλαδή να εστιαστεί το αντικείμενο στην κατάλληλη απόσταση, μετακινήστε κατακόρυφα την τράπεζα.

		Προηγείται η κίνηση με τον αδρό κοχλία, που συνδυάζεται με μικρή μεγέθυνση, και ακολουθεί η χρήση του μικρομετρικού κοχλία (μεγαλύτερη μεγέθυνση).

		Κάτω από το κυκλικό άνοιγμα της τράπεζας βρίσκεται ένα εξάρτημα, προσαρμοσμένο στη βάση, που μετακινείται επίσης κατακόρυφα με κοχλία. Πρόκειται για το φωτιστικό σύστημα, που συγκροτείται από το συμπυκνωτή και το διάφραγμα-ίριδα, και συνοδεύεται από ένα φορέα φίλτρων. Το διάφραγμα-ίριδα επιτρέπει την αυξομείωση του φωτισμού, ανάλογα με το αντικείμενο και το πάχος του. Ρυθμίστε το φωτισμό ώστε το είδωλό σας να φαίνεται καθαρά. 

		Απεικονίσετε την εικόνα στο τετράδιό σας. 



	 

	Β. Παρατήρηση μόνιμων παρασκευασμάτων βακτηρίων:
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	Εικόνα 1.7. Τα περισσότερα βακτήρια είναι τόσο μικρά, που με το φωτονικό μικροσκόπιο τα βλέπουμε σαν κυλίνδρους ή τελείες, εξού και η ονομασία «βάκιλοι» και «κόκκοι».( http://www.freestockphotos.biz/stockphoto/15265)
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	Εικόνα 1.8. Ο Νοstoc είναι ένα κυανοβακτήριο που δημιουργεί μεγάλες σφαίρες, πολλές φορές μεγέθους μερικών χιλιοστών. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cyanobacteria_-_Nostoc_pruniforme_-_geograph.org.uk_-_1470400.jpg)
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	Εικόνα 1.9. Η Oscillatoria είναι νηματοειδές βακτήριο που εκτελεί χελιοειδείς κινήσεις. (https://ca.wikipedia.org/wiki/Oscillatoria)

	 

	1.2.2. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	
		Κατά τη μικροσκόπηση, με ποιον αντικειμενικό φακό πρέπει να ξεκινάμε την εστίαση;

		Τι δεν πρέπει να κάνουμε όταν αλλάζουμε αντικειμενικό φακό;

		Ποια διαδικασία ακολουθούμε με την ολοκλήρωση του πειράματος; 

		Να σχεδιάσετε τα παρασκευάσματα όπως εμφανίζονται στο οπτικό σας πεδίο (με μεγέθυνση x40).

		Ποιες μεγεθύνσεις προσφέρει ένα µικροσκόπιο µε προσοφθάλµιο 20x και αντικειµενικούς 5, 10, 40 και 100; 

		Ανάµεσα σε ποιες διαφανείς δοµές τοποθετείται το προς παρατήρηση παρασκεύασµα; 

		Σε τι χρησιμεύει το νερό κατά την παρασκευή των νωπών παρασκευασµάτων; 
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	1.3.      Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	https://prezi.com/gd5whtvbe28b/zacharias-janssenmicroscopes/

	https://www.youtube.com/watch?v=NrgxvTnoo3A

	https://www.youtube.com/watch?v=b1tV3k68cAU

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	http://www.history-of-the-microscope.org/ 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 2:
Παρατήρηση μόνιμων παρασκευασμάτων πρωτίστων

	 

	Σύνοψη 

	Στην εργαστηριακή αυτή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες καλούνται να εντοπίσουν τα βασικά μορφολειτουργικά χαρακτηριστικά και τις διαφορές των μονοκύτταρων ευκαρυωτικών οργανισμών, να σχεδιάσουν διάφορους μικροσκοπικούς οργανισμούς με βάση την εικόνα από το οπτικό πεδίο του μικροσκοπίου, να γνωρίσουν τον ρόλο των πρωτίστων και τις επιπτώσεις τους στη δημόσια υγεία και τη βιομηχανία, και εντέλει να αποκτήσουν περαιτέρω εμπειρία στη χρήση του φωτονικού μικροσκοπίου.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Οι φοιτητές και οι φοιτήτριες καλούνται να γνωρίζουν τα βασικά χαρακτηριστικά των ευκαρυωτικών οργανισμών και τις διαφορές τους με τα προκαρυωτικά κύτταρα. 

	 

	2.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	2.1.1. Πρώτιστα

	 

	Στην κατηγορία των Πρωτίστων ανήκουν τα πρωτόζωα, τα πρωτογενή φύκη και οι μυξομύκητες. Είναι όλοι ευκαρυωτικοί οργανισμοί. Με τον όρο «Πρώτιστα» εννοούμε όλους τους μονοκύτταρους ευκαρυωτικούς οργανισμούς που δεν είναι φυτά, ζώα, μύκητες ή βακτήρια. Ορισμένοι από αυτούς φωτοσυνθέτουν, όπως τα φυτά, και άλλοι τρέφονται από άλλους μικροοργανισμούς, είναι δηλαδή ετερότροφοι, όπως τα ζώα.

	 

	2.1.1.1. Φύκη

	 

	Τα φύκη βρίσκονται σε συσσωματώματα κυττάρων σε αλμυρά και γλυκά νερά. Αναπτύσσονται επίσης σε βράχια, δέντρα και εδάφη με μεγάλη υγρασία. Τα περισσότερα φύκη μπορούν να δεσμεύσουν την ηλιακή ενέργεια, όπως και τα φυτά. Αποτέλεσμα της φωτοσύνθεσης είναι η μεγάλη απελευθέρωση οξυγόνου. Σε ορισμένες περιπτώσεις, όμως, σε κάποια στάδια της ζωής τους, τρέφονται από άλλους οργανισμούς. Τέτοιο παράδειγμα είναι η Pfiesteria, ένα θαλάσσιο φύκος το οποίο απελευθερώνει τοξικές ουσίες που προκαλούν αιμορραγία των ψαριών, από την οποία και τρέφονται. Η Spirogyra είναι ένα γένος των νηματώδων πράσινων φυκών της τάξης των Zygnematales (John et al., 2002).. 
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	Εικόνα 2.1. Η Spirogyra είναι ένα νηματώδες πράσινο φύκος. (https://en.wikipedia.org/wiki/Spirogyra)

	 

	Η Spirogyra οφείλει το όνομά της στην ελικοειδή ή σπειροειδή διάταξη των χλωροπλαστών – διαγνωστικό χαρακτηριστικό του γένους. Συνήθως συναντάται σε φρέσκα νερά, ενώ έχουν καταγραφεί περισσότερα από 400 είδη Spirogyra στον κόσμο. Το πάχος της κυμαίνεται από 10 έως 100 μm, ενώ το μήκος της μπορεί να φτάσει μερικά εκατοστά. To κυτταρικό τοίχωμα έχει δύο στιβάδες: την εξωτερική, η οποία αποτελείται από πηκτίνη που διαλύεται στο νερό και μετατρέπει τα ινίδια σε γλοιώδη, και την εσωτερική, η οποία αποτελείται από κυτταρίνη. Το κυτταρόπλασμα δημιουργεί μια λεπτή στιβάδα, η οποία εκτείνεται μεταξύ του κυτταρικού τοιχώματος και του μεγάλου χυμοτοπίου. Οι χλωροπλάστες εμβαπτίζονται στο περιφερικό κυτταρόπλασμα, ενώ ο αριθμός τους ποικίλλει (είναι περισσότεροι από ένας). 

	Η Spirogyra είναι πολύ κοινή σε καθαρά ευτροφικά νερά, δημιουργώντας γλοιώδεις και ινώδεις πράσινες μάζες. Την άνοιξη, η Spirogyra αναπτύσσεται κάτω από το νερό, αλλά όταν υπάρχει αρκετό ηλιακό φως και ζέστη, παράγει μεγάλες ποσότητες οξυγόνου, που φαίνονται σαν φυσαλίδες ανάμεσα στα ινίδια. Οι ινώδεις μάζες έρχονται στην επιφάνεια και γίνονται ορατές ως γλοιώδεις πράσινες μάζες. Η Spirogyra αναπαράγεται και φυλετικά και αφυλετικά.

	Ο Volvox είναι ένα γένος χλωρόφυτων, ένας τύπος πράσινων φυκών. Δημιουργεί σφαιρικές αποικίες 50.000 κυττάρων. Το σύνολο των κυττάρων κάθε ατόμου δεν συνιστά πλέον απλώς αποικία, αλλά ένα πολυκύτταρο άτομο, του οποίου τα κύτταρα υποδηλώνουν εντελώς καθορισμένη κατανομή εργασίας. Αυτό καταδεικνύεται όχι μόνο από την πολικότητα της οργάνωσής του, αλλά κυρίως από τη διαφοροποίηση ορισμένων κυττάρων για τη βλαστητική και τη φυλετική αναπαραγωγή. Ζει σε μη αλατούχα ύδατα, ενώ αναφέρθηκε για πρώτη φορά από τον Antonie van Leeuwenhoek το 1700. Ο Volvox αναπτύχθηκε σε μορφή αποικίας πριν από 200 εκατομμύρια χρόνια.
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	Εικόνα 2.2. Τα φύκη είναι Πρώτιστα με χαρακτηριστικά φυτών. Ο Volvox aureus είναι μια αποικία πράσινων φυκών (Chlorophyta). Κάθε τελεία είναι ένα κύτταρο με δύο μαστίγια. Μέσα στην αποικία δημιουργούνται θυγατρικές αποικίες.( https://en.wikipedia.org/wiki/Volvox)

	 

	Τα κύτταρα κολυμπούν κατά συγχρονισμένο τρόπο, με διακριτούς πόλους. Διαθέτουν οπτικές κηλίδες, οι οποίες επιτρέπουν στην αποικία να κινείται προς το φως. Τα διακριτά φυτικά κύτταρα σε ορισμένα είδη διασυνδέονται με λεπτές γραμμές κυτταροπλάσματος, που ονομάζονται πρωτοπλάσματα ή πλασμοδέσμες. Παρουσιάζουν κάποια ατομικότητα και δουλεύουν για το καλό της αποικίας, δρώντας ως πολυκύτταροι οργανισμοί. Μια αφυλετική αποικία περιλαμβάνει τόσο σωματικά κύτταρα (φυτικά), τα οποία δεν αναπαράγονται, όσο και αναπαραγωγικά κύτταρα (τα οποία είναι σαφώς μεγαλύτερα των σωματικών), κοντά στην οπίσθια περιοχή, η οποία παράγει νέες αποικίες μέσω διαρκούς κυτταρικής διαίρεσης. Η βλαστητική αναπαραγωγή επιτελείται με τη δημιουργία θυγατρικών κυττάρων. Ένα βλαστητικό κύτταρο διαιρείται και τα θυγατρικά κύτταρα δημιουργούν εγκόλπωση προς το εσωτερικό του μητρικού κυττάρου. Όταν ολοκληρωθούν οι διαιρέσεις, η εσωτερική επιφάνεια του σχηματιζόμενου νέου ατόμου γίνεται, με κατάλληλη κίνηση, εξωτερική και τελικά συμπληρώνεται ο σχηματισμός του θυγατρικού ατόμου. Κάθε μητρικό άτομο Volvox μπορεί να σχηματίσει στο εσωτερικό του περισσότερα θυγατρικά, τα οποία ελευθερώνονται μετά τον θάνατό του. Η εγγενής αναπαραγωγή επιτελείται με ωογαμία. Κάθε ωοκύτταρο προέρχεται από τη μεγέθυνση ενός αναπαραγωγικού κυττάρου (ωογόνιο), ενώ από άλλο αναπαραγωγικό κύτταρο, και αφού πρώτα αυτό μεγεθυνθεί (ανθηρίδιο), σχηματίζονται πολυάριθμα σπερματοζωίδια.
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	Εικόνα 2.3. Αποικία Volvox.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mikrofoto.de-volvox-8.jpg)

	 

	Τα διάτομα είναι μια άλλη κατηγορία φυκών και αποτελούν τις πιο κοινές μορφές του φυτοπλακτόν. Διαθέτουν σκληρό περίβλημα από μορφώματα πυριτικών οξέων (silica) ή από γυαλί. Οι οργανισμοί αυτοί, όταν πεθαίνουν, βυθίζονται στον πυθμένα του υγρού περιβάλλοντός τους. 
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	Εικόνα 2.4. Κυκλοτέλα, ένα διάτομο.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Cyclotellameneghiniana.jpg)

	 

	Τα περισσότερα διάτομα είναι μονοκύτταροι μικροοργανισμοί, αλλά μπορούν να υπάρξουν και ως αποικίες με τη μορφή ινιδίων (π.χ. Fragilaria), ζιγκ ζαγκ (π.χ. Tabellaria) ή αστεριών (π.χ. Asterionella). Τα διάτομα είναι οι παραγωγοί στην τροφική αλυσίδα. Τα απολιθώματα δείχνουν ότι δημιουργήθηκαν κατά τη διάρκεια της Κρητιδικής περιόδου ή πριν από αυτήν. Μόνο οι αρσενικοί γαμέτες των κεντρικών διατόμων είναι ικανοί στην κίνηση με τη χρήση μαστιγίων. Οι κοινότητες των διατόμων είναι ένα δημοφιλές εργαλείο για την παρακολούθηση περιβαλλοντικών συνθηκών και χρησιμοποιούνται συχνά για μελέτες της ποιότητας των νερών (Margulis, 2007).

	 

	2.1.1.2. Πρωτόζωα

	 

	Τα πρωτόζωα είναι μονοκύτταροι ευκαρυωτικοί μικροοργανισμοί, οι οποίοι δεν διαθέτουν κυτταρικό τοίχωμα. Είναι γενικά άχρωμοι και κινητοί. Διαφέρουν τόσο από τα φύκη, διότι δεν διαθέτουν χλωροφύλλη, όσο και από τις ζύμες και τους άλλους μύκητες, λόγω της κινητικότητάς τους και της απουσίας κυτταρικού τοιχώματος. 

	Η πρόσληψη της τροφής γίνεται με κατάποση άλλων οργανισμών και οργανικών σωματιδίων. Τρέφονται κυρίως από βακτήρια και άλλα πρωτόζωα. Είναι κυρίως υδρόβιοι οργανισμοί, ορισμένοι από αυτούς παρασιτούν σε άλλα ζώα, συμπεριλαμβανομένου του ανθρώπου, και ελάχιστοι βρίσκονται στο έδαφος και σε φυλλωσιές δένδρων. Η πρόσληψη των μακρομορίων σε διάλυμα επιτυγχάνεται μέσω της διαδικασίας της πινοκυττάρωσης. Τα περισσότερα πρωτόζωα μπορούν να εγκολπώσουν και σωματίδια μέσω της διαδικασίας της φαγοκυττάρωσης. Ορισμένα πρωτόζωα μπορούν να εγκολπώσουν και πλευρικά τα βακτηριακά κύτταρα. Η πέψη της τροφής γίνεται στο χυμοτόπιο. Από την πέψη απελευθερώνεται άζωτο, το οποίο χρησιμοποιούν ορισμένα φυτά. Η διάμετρός τους είναι 5-50 μm.

	 

	Πίνακας 2.1. Χαρακτηριστικά των κυρίων ομάδων των πρωτόζωων.

	
		
				Ομάδα 

				Τυπικοί αντιπρόσωποι

				Κατοικία

				Ασθένειες

		

		
				Μαστιγοφόρα

				Trypanosoma Giardia,
Leismania

				Φρέσκα νερά, παράσιτα ζώων

				Ασθένεια του ύπνου,
γιαρδίαση, λεϊσμανίαση

		

		
				Ευγληνοειδή

				Euglena

				Φρέσκα νερά, θαλάσσια ύδατα

				Καμία

		

		
				Σαρκόδινα

				Amoeba, Entamoeba

				Φρέσκα νερά, θαλάσσια ύδατα, παράσιτα ζώων

				Δυσεντερία

		

		
				Βλεφαριδοφόρα

				Balantidium, Paramecium

				Φρέσκα, νερά, θαλάσσια ύδατα, παράσιτα ζώων

				Δυσεντερία

		

		
				Σπορόζωα

				Plasmodium, Toxoplasma

				Παράσιτα ζώων, εντόμων

				Ελονοσία, τοξόπλασμα

		

	

	 

	 

	Μαστιγοφόρα: Είναι κινητοί οργανισμοί, παράσιτα ζώων και του ανθρώπου. Η σημαντικότερη ομάδα είναι τα τρυπανοσώματα. 
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	Εικόνα 2.5. Μικροφωτογραφία του μαστιγοφόρου πρωτόζωου Trypanosoma gambience

	.( https://www.flickr.com/photos/77092855@N02/6912974847)

	 

	Διαθέτουν ένα μαστίγιο, το οποίο ξεκινά από το βασικό σωμάτιο και πέφτει πίσω πλευρικά, κατά μήκος του κυττάρου, καταλήγοντας σε μια πτυχή της κυτταρικής μεμβράνης. Το μαστίγιο και η μεμβράνη το βοηθούν στις μετακινήσεις του, ακόμα και στο αίμα, όπου υπάρχει σχετικά μεγάλο ιξώδες. Το Trypanosoma gambience προκαλεί την ασθένεια του ύπνου, η οποία συχνά οδηγεί στο θάνατο. Στον άνθρωπο, παρασιτεί στο αίμα, αλλά στη συνέχεια μπορεί να μετακινηθεί στο κεντρικό νευρικό σύστημα, προκαλώντας φλεγμονή του εγκεφάλου και του νωτιαίου μυελού. Το παράσιτο μεταφέρεται από ξενιστή σε ξενιστή μέσω της μύγας τσε τσε, η οποία ενδημεί σε συγκεκριμένες περιοχές της Αφρικής. Το παράσιτο πολλαπλασιάζεται στο εντερικό τοίχωμα του εντόμου, μεταναστεύει στους σιελογόνους αδένες και τμήματα του στόματος, απ’ όπου και μεταφέρεται στον άνθρωπο, μετά από τσίμπημα.

	Η Leishmania donovani ανήκει στα είδη των ενδοκυτταρικών παρασιτικών πρωτόζωων που ανήκουν στο γένος Leishmania, μία ομάδα αποτελούμενη από αιμομαστιγοφόρα κινητοπλαστίδια, τα οποία προκαλούν τη νόσο λεϊσμανίαση (Desjeux, 2004). Η Leishmania donovani είναι ένα παράσιτο του αίματος που προσβάλλει τον άνθρωπο και προκαλεί την κοιλιακή λεϊσμανίαση ή kala-azar. Προσβάλλει τα μονοπύρηνα φαγοκύτταρα που βρίσκονται στο σπλήνα, το ήπαρ και τον μυελό των οστών (Engwerda et al., 2004). Η μόλυνση μεταδίδεται από έντομα που ανήκουν στα γένη Phlebotomus και Lutzomyia. Κατ’ επέκταση, το παράσιτο ενδημεί σε τροπικές και εύκρατες περιοχές, μεταξύ των οποίων είναι οι εξής: Αφρική (κυρίως το Σουδάν), Κίνα, Ινδία, Νεπάλ, νότια Ευρώπη, Ρωσία και Νότια Αμερική. Είναι υπεύθυνο για τον θάνατο χιλιάδων ανθρώπων κάθε χρόνο, με μισό εκατομμύριο νέα περιστατικά και 50.000 θανάτους τον χρόνο. Σε αντίθεση με άλλα παρασιτικά πρώτιστα, δεν μπορεί να προσβάλει άμεσα τα κύτταρα του ξενιστή και εξαρτάται από τη φαγοκυττάρωση (Lodge & Descoteaux, 2008).
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	Εικόνα 2.6. To πρωτόζωο Leishmania donovani σε ένα κύτταρο μυελού των οστών

	.( https://en.wikipedia.org/wiki/Leishmania_donovani)

	 

	Ευγληνοειδή: Η Euglena είναι ένα γένος που ανήκει στα μαστιγοφόρα πρώτιστα. Είναι το πιο γνωστό και το πιο καλά μελετημένο μέλος της τάξης των Ευγληνοειδών, μιας ομάδας οργανισμών που περιέχει 54 γένη και τουλάχιστον 800 είδη. Τα είδη της Euglena βρίσκονται σε φρέσκα και αλμυρά νερά. Βρίσκεται σε αφθονία σε ήσυχα νερά της ενδοχώρας, και μπορεί να φθάσει σε αριθμούς ικανούς να χρωματίσουν την επιφάνεια των λιμνών με πράσινα (E. viridis) και κόκκινα (E. sanguinea) στίγματα (The Euglenoid Project, 2014).
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	Εικόνα 2.7. Επιφάνειες νερών με πληθυσμούς Euglena.( https://de.wikipedia.org/wiki/Algenbl%C3%BCte)

	 

	Το είδος Euglena gracilis έχει χρησιμοποιηθεί εκτεταμένα στο εργαστήριο ως οργανισμός-μοντέλο. Τα περισσότερα είδη της Euglena διαθέτουν στο σώμα του κυττάρου φωτοσυνθετικούς χλωροπλάστες, οι οποίοι του επιτρέπουν να τρέφονται αυτοτροφικά, όπως τα φυτά. Παρ’ όλα αυτά, μπορούν να λάβουν τροφή και ετεροτροφικά, όπως τα ζώα. Με δεδομένο ότι η Euglena διαθέτει χαρακτηριστικά τόσο ζώων όσο και φυτών, οι πρώτοι βιολόγοι ταξινομιστές συνάντησαν μεγάλες δυσκολίες στην ταξινόμησή της. Όταν η Euglena τρέφεται ετεροτροφικά, περιβάλλει ένα σωματίδιο τροφής και το καταναλώνει με φαγοκυττάρωση. Σε ηλιοφάνεια, η Euglena τρέφεται φωτοτροπικά, αξιοποιώντας τους χλωροπλάστες που περιέχουν χρωστικές, όπως χλωροφύλλη α και χλωροφύλλη β, και παράγουν σάκχαρα με φωτοσύνθεση. Οι χλωροπλάστες της Euglena περιβάλλονται από τρεις μεμβράνες, σε αντίθεση με αυτούς των φυτών και των πράσινων φυκών, που έχουν μόνο δύο. Το γεγονός αυτό έχει αξιοποιηθεί ως απόδειξη ότι οι χλωροπλάστες της Euglena εξελίχθηκαν από τα ευκαρυωτικά πράσινα φύκη. Όλα τα Ευγληνοειδή διαθέτουν δύο μαστίγια, τα οποία εκβάλλουν από τα βασικά σωμάτια που τοποθετούνται σε μικρό αποθηκευτικό χώρο στο εμπρόσθιο τμήμα του κυττάρου. Στην Euglena, το ένα μαστίγιο είναι πολύ κοντό και δεν προεξέχει από το κύτταρο, ενώ το άλλο είναι σχετικά μακρύ και ορατό στο οπτικό μικροσκόπιο. Σε ορισμένα είδη, το μαστίγιο χρησιμοποιείται από τον οργανισμό για να κολυμπά.

	Όπως και άλλα ευγληνοειδή, η Euglena διαθέτει μια κόκκινη οπτική κηλίδα, ένα οργανίδιο το οποίο αποτελείται από κοκκία καροτενοειδούς χρωστικής. Η κόκκινη χρωστική δεν είναι φωτοευαίσθητη, αλλά μάλλον φιλτράρει το ηλιακό φως, το οποίο πέφτει πάνω σε μια δομή ανίχνευσης του φωτός στη βάση του μαστιγίου επιτρέποντας σε συγκεκριμένα μήκη κύματος να περάσουν. Καθώς περιστρέφεται το κύτταρο σε σχέση με τη φωτεινή πηγή, η οπτική κηλίδα μπλοκάρει μερικώς την πηγή, επιτρέποντας στην Euglena να εντοπίσει το φως και να μετακινηθεί προς αυτό (διαδικασία που ονομάζεται φωτοτροπισμός). Η Euglena δεν διαθέτει κυτταρικό τοίχωμα. Αντίθετα, περιβάλλεται από μια πρωτεϊνική στιβάδα, η οποία υποστηρίζεται από μια υποδομή από μικροσωληνίσκους. Λόγω αυτής της δομής, η Euglena έχει εξαιρετική ευελιξία και συσταλτότητα. Σε συνθήκες χαμηλής υγρασίας ή απουσίας τροφής, η Euglena σχηματίζει ένα προστατευτικό τοίχωμα το οποίο την περιβάλλει και πέφτει σε νάρκη ως κύστη σε ανάπαυση μέχρι να βελτιωθούν οι περιβαλλοντικές συνθήκες. Η Euglena αναπαράγεται αφυλετικά με κυτταρική διαίρεση. Η αναπαραγωγή ξεκινά με τη μίτωση του πυρήνα και ακολουθείται από τη διαίρεση του κυττάρου.
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	Εικόνα 2.8. Γραφική αναπαράσταση της Euglena. 

	 

	Σαρκόδινα: Μεγάλο εύρος γυμνών αμοιβάδων παρασιτούν στον άνθρωπο και σε άλλα σπονδυλωτά. Συνήθως βρίσκονται στην εντερική κοιλότητα και μετακινούνται μέσα σε αυτήν με αμοιβαδοειδείς κινήσεις. Η Entamoeba histolytica είναι ένα καλό παράδειγμα παρασιτικής αμοιβάδας. Σε πολλές περιπτώσεις, η μόλυνση δεν προκαλεί συμπτώματα, σε άλλα άτομα όμως προκαλεί έλκος, το οποίο και οδηγεί σε διάρροια, που συχνά αναφέρεται ως αμοιβαδική δυσεντερία (αμοιβαδίαση).
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	Εικόνα 2.9. Aμοιβάδα.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Amoeba_(Am%C3%B6be)_02.jpg)
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	Εικόνα 2.10. Amoeba proteus. (https://en.wikipedia.org/wiki/Amoeba_(genus))

	 

	 

	H Arcella ανήκει στις αμοιβάδες Arcellinida. Τις βρίσκουμε συνήθως στα στάσιμα νερά και σπάνια στο έδαφος. Βασικό χαρακτηριστικό της Arcella είναι η ύπαρξη ψευδοποδίων, που εκβάλλουν από μια τρύπα στο κέντρο του κυττάρου. Τρέφονται από διάτομα, μονοκύτταρα πράσινα φύκη και άλλα μαστιγοφόρα και βλεφαριδοφόρα πρωτόζωα.
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	Εικόνα 2.11. Η Arcella ζει σε ένα προστατευτικό περίβλημα. Παρατηρήστε τα ψευδοπόδια στη μία άκρη του κυττάρου

	( https://en.wikipedia.org/wiki/Arcella)

	 

	Βλεφαριδοφόρα: Τα βλεφαριδοφόρα είναι πρωτόζωα τα οποία σε κάποια φάση της ζωής τους δημιουργούν βλεφαρίδες. Έχουν τη μοναδική ιδιότητα ανάμεσα στα πρωτόζωα να διαθέτουν δύο είδη πυρήνα: τον μικροπυρήνα, ο οποίος σχετίζεται με την κληρονομικότητα και τη φυλετική αναπαραγωγή, και τον μακροπυρήνα, ο οποίος εμπλέκεται μόνο στην παραγωγή αγγελιοφόρου RNA σε διάφορες φάσεις της κυτταρικής ανάπτυξης και λειτουργίας. Το πιο γνωστό και ευρύτατα διαδεδομένο βλεφαριδοφόρο είναι το Paramecium. 
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	Εικόνα 2.12. Paramecium, ένα βλεφαριδοφόρο πρωτόζωο.( https://en.wikipedia.org/wiki/Paramecium) 

	 

	Ο μικροπυρήνας είναι διπλοειδής, ενώ ο μακροπυρήνας είναι πολυπλοειδής και περιέχει 40-500 φορές περισσότερο DNA από ό,τι ο μικροπυρήνας. Ο μικροπυρήνας δεν παίζει ρόλο στη φάση ανάπτυξης και στην κυτταρική διαίρεση, καθότι διάφορα στελέχη μπορούν να αναπτυχθούν και να διαιρεθούν απουσία μικροπυρήνα. Αντίθετα, εάν ο μακροπυρήνας απομακρυνθεί, το κύτταρο πεθαίνει γρήγορα. Η φυλετική αναπαραγωγή στα βλεφαριδοφόρα περιλαμβάνει σύζευξη μεταξύ δύο κυττάρων αντίθετου φύλου. Πολλά είδη Paramecium (όπως και άλλα πρωτόζωα) περιέχουν ενδοσυμβιωτικά βακτήρια τα οποία βρίσκονται στο κυτταρόπλασμα ή στο μακροπυρήνα. Η ενδοσυμβίωση αυτή μπορεί να παίζει θρεπτικό ρόλο για τον ξενιστή, καθώς οδηγεί σε σύνθεση βιταμινών αναπτυξιακών/αυξητικών παραγόντων από τον ξενιστή, που σε διαφορετική περίπτωση θα έπρεπε να προσληφθούν από το περιβάλλον.

	Σπορόζωα: Τα σπορόζωα περιλαμβάνουν μια μεγάλη ομάδα πρωτόζωων, τα οποία είναι όλα παράσιτα. Χαρακτηρίζονται από απουσία κίνησης και από πινοκυτταρικό τρόπο πρόσληψης της τροφής. Παρά την ονομασία «σπορόζωα», δεν σχηματίζουν σπόρους όπως τα βακτήρια ή οι μύκητες. Αντίθετα, παράγουν ανάλογες δομές που ονομάζονται «σποροζωίτες» και μεταδίδονται σε νέους ξενιστές. Το πιο γνωστό σπορόζωο είναι το Plasmodium falciparum, που προκαλεί την ελονοσία.

	[image: Description: image2_13]

	Εικόνα 2.13. Plasmodium falciparum. Πρωτόζωο το οποίο αναπτύσσεται σε ερυθροκύτταρα. Η ασθένεια αυτή προκαλεί τον θάνατο 800.000 ατόμων τον χρόνο, παγκοσμίως. Στους Δυτικο-Αφρικάνους, η ανθεκτικότητα στην ελονοσία συνδέεται με την παρουσία στα ερυθροκύτταρά τους της αιμοσφαιρίνης S, η οποία διαφέρει από την αιμοσφαιρίνη Α σε ένα αμινοξύ (Glu > Val) στις υπομονάδες (αλυσίδες) β του μορίου. Η αιμοσφαιρίνη S έχει μικρότερη συγγένεια με το οξυγόνο, με αποτέλεσμα το παράσιτο της ελονοσίας, που είναι κυρίως αερόβιο, να μην μπορεί να αναπτυχθεί εύκολα.

	( https://en.wikipedia.org/wiki/Hemozoin)

	 

	2.1.1.3. Μυξομύκητες

	 

	Οι μυξομύκητες έχουν χαρακτηριστικά μυκήτων και ζώων. Έχουν πολύπλοκους τρόπους ζωής, που περιλαμβάνουν πολλά στάδια και μορφές. Σε ευνοϊκές περιβαλλοντικές συνθήκες, ζουν ως ανεξάρτητοι οργανισμοί. Αντίθετα, σε αντίξοες συνθήκες, πολλά κύτταρα συναθροίζονται μαζί και δημιουργούν μια αποικία.
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	Εικόνα 2.14. Badhamia utricularis.( https://en.wikipedia.org/wiki/Badhamia)

	 

	 

	2.1.2. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Ποιες είναι οι κατηγορίες μικροοργανισμών που περιλαμβάνονται στα πρώτιστα;

		Πώς τρέφονται τα φύκη; Δώστε ένα παράδειγμα.

		Πώς χρησιμοποιούνται τα διάτομα από την επιστημονική κοινότητα;

		Τι γνωρίζετε για το Trypanosoma gambience;

		Τι προκαλεί η Leishmania donovani;

		Περιγράψτε τη δομή της Euglena. 

		Τι είναι ο φωτοτροπισμός;

		Ποιες είναι οι διαφορές στη λειτουργία του μικροπυρήνα και του μακροπυρήνα στα βλεφαριδοφόρα;

		Σε ποια κατηγορία των πρωτόζωων ανήκει το Plasmodium falciparum και ποιο νόσημα προκαλεί;



	 

	 

	2.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	2.2.1. Πειραματική διαδικασία

	 

	Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Οπτικό μικροσκόπιο

		Μόνιμα παρασκευάσματα

		Διηθητικό χαρτί

		Σταγονόμετρο



	 

	Με τη χρήση του φωτονικού μικροσκοπίου παρατηρήστε και ζωγραφίστε τα μόνιμα παρασκευάσματα.
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	2.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=v6D9OUoD7E4

	http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/artjan99/gyra.html

	Spirogyra at microscopy-uk.org.uk
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Εργαστηριακή άσκηση 3:
Νωπό παρασκεύασμα ευκαρυωτικών κυττάρων ανθρώπου από απόξεση εσωτερικού παρειάς

	 

	Σύνοψη 

	Στο κεφάλαιο αυτό θα παρουσιάσουμε τη διαδικασία δημιουργίας νωπών παρασκευασμάτων ευκαρυωτικών κυττάρων από το εσωτερικό της παρειάς, θα μάθουμε να διακρίνουμε τα βασικά μορφολειτουργικά χαρακτηριστικά των επιθηλιακών κυττάρων και θα παρουσιάσουμε τις εφαρμογές της λήψης βιολογικού υλικού του ανθρώπου.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Προαπαιτούμενη είναι η γνώση των μορφολογικών χαρακτηριστικών ανθρώπινων κυττάρων.

	 

	3.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	Το ευκαρυωτικό ζωικό κύτταρο περιλαμβάνει τον πυρήνα, το κυτταρόπλασμα και την πλασματική μεμβράνη. Ο πυρήνας κατέχει κυρίαρχη θέση, δομικά και λειτουργικά, και περιέχει το γενετικό υλικό, διάφορα ένζυμα που χρειάζονται για τη μεταγραφή και την αντιγραφή του, τον πυρηνικό σκελετό, τον πυρηνίσκο, που αποτελεί τον τόπο σύνθεσης του ριβοσωμικού RNA, και πολλά άλλα μόρια (πρωτεΐνες, ιόντα), που εμπλέκονται στη γονιδιακή ρύθμιση αλλά και στο πακετάρισμα του DNA στα χρωμοσώματα. Το κυτταρόπλασμα χαρακτηρίζεται από διαμερισματοποίηση με τη βοήθεια μεμβρανών δημιουργώντας ένα δίκτυο απλό ή πολύπλοκο, ανάλογα με το είδος του κυττάρου. Μέσα στο κυτταρόπλασμα διακρίνουμε:

	 

	
		το κυτοσόλιο, που περιέχει διαλυτά βιόμορια, ριβοσώματα (είτε ελεύθερα είτε επάνω στο κοκκιώδες ενδοπλασματικό δίκτυο),

		μιτοχόνδρια για την παραγωγή ενέργειας,

		λυσοσωμάτια για τη διάσπαση άχρηστων ουσιών του κυττάρου ή για τη λειτουργική ολοκλήρωση χρήσιμων βιομορίων,

		κοκκιώδες ενδοπλασματικό δίκτυο για τη σύνθεση και τη μετατροπή των πρωτεϊνών,

		σύμπλεγμα Golgi για τη μετατροπή και το πακετάρισμα εκκρινόμενων πρωτεϊνών,

		υπεροξυσώματα για τη διάσπαση του υπεροξειδίου του υδρογόνου,

		λείο ενδοπλασματικό δίκτυο για τη σύνθεση λιπιδίων και στεροειδών ορμονών,

		κεντροσωμάτιο για την οργάνωση των μικροσωληνίσκων στη διάρκεια του κυτταρικού κύκλου, και

		μικροσωληνίσκους, ενδιάμεσα ινίδια και μικροϊνίδια ακτίνης για τη διατήρηση ή την αλλαγή του σχήματος του κυττάρου.



	 

	3.1.1. Τα επιθηλιακά κύτταρα

	 

	Τα επιθηλιακά κύτταρα σχηματίζουν περιβλήματα τα οποία καλύπτουν την επιφάνεια του σώματος και επενδύουν τα εσωτερικά όργανα. Υπάρχουν πολλοί και διαφορετικοί τύποι επιθηλιακών κυττάρων, καθένας από τους οποίους εξειδικεύεται σε μια συγκεκριμένη λειτουργία, όπως είναι η προστασία (δέρμα), η απορρόφηση (π.χ. τα κύτταρα που επενδύουν το λεπτό έντερο) και η απέκκριση (π.χ. τα κύτταρα των σιελογόνων αδένων). Το στοματικό επιθήλιο μαζί με το υποκείμενο χόριο αποτελούν τον στοματικό βλεννογόνο που επαλείφει τη στοματική κοιλότητα, από το ερυθρό κράσπεδο των χειλέων έως τα παρίσθμια και τις αμυγδαλές. Το επιθήλιο του στόματος μπορεί να είναι κερατινοποιημένο, παρακερατινοποιημένο ή μη παρακερατινοποιημένο, ανάλογα με το αν φέρει κερατίνη στιβάδα ή όχι. Γενικότερα, το επιθήλιο του στόματος παρουσιάζει έντονη προσαρμοστική ικανότητα στις πιέσεις που ασκούνται στη στοματική κοιλότητα κατά τη μάσηση, την κατάποση και την ομιλία (Moharamzadeh et al., 2007) .      

	Όπως κάθε επιθήλιο, έτσι και το στοματικό παρουσιάζει χαρακτηριστική δομή κυττάρων. Το επιθήλιο του στόματος αποτελείται από τέσσερις στιβάδες κυττάρων:

	 

	α) Βασική στιβάδα, η οποία αποτελείται από μία ή δύο σειρές κυβοειδών ή κυλινδρικών κυττάρων. Η βασική στιβάδα αποτελεί τον τροφοδότη του επιθηλίου μέσω της ωρίμανσης και της διαφοροποίησης των κυττάρων.

	β) Ακανθωτή στιβάδα, που αποτελείται από πολλές σειρές πολυεδρικών κυττάρων. Η ακανθωτή στιβάδα αποτελεί την παχύτερη στιβάδα του επιθηλίου και τα κύτταρά της φέρουν στο κυτταρόπλασμά τους ένα οργανίδιο που ονομάζεται μεμβρανικό κοκκίο ή σωμάτιο Odland.

	γ) Κοκκώδης στιβάδα, που αποτελείται από σειρές μεγάλων και αποπλατυσμένων κυττάρων, τα οποία φέρουν στο κυτταρόπλασμά τους βασεόφιλα κοκκία, τα κοκκία κερατοϋαλίνης.

	δ) Η ανώτερη στιβάδα του στοματικού επιθηλίου ονομάζεται κερατίνη και η διαμόρφωση των κυττάρων της σχετίζεται με το είδος του επιθηλίου:

	
		Κερατινοποιημένο επιθήλιο με χαρακτηριστική εμφάνιση κερατίνης στιβάδας, όπου τα κύτταρα είναι έντονα αποπλατυσμένα και απύρηνα.

		Παρακερατινοποιημένο επιθήλιο, όπου τα κύτταρα είναι αποπλατυσμένα με πυκνωτικούς πυρήνες, ενώ η κοκκώδης στιβάδα απουσιάζει.

		Μη κερατινοποιημένο επιθήλιο, όπου τα κύτταρα παρουσιάζουν διαυγές κυτταρόπλασμα και το επιθήλιο χαρακτηρίζεται από την ύπαρξη της ενδιάμεσης και της επιπολής στιβάδας, χωρίς τη διακριτή εμφάνιση της βασικής, της ακανθωτής και της κοκκώδους στιβάδας.



	3.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	3.2.1. Δημιουργία νωπού παρασκευάσματος από επιθηλιακά κύτταρα παρειάς

	 

	 

	[image: Description: image3_1]

	Εικόνα 3.1. Επιθηλιακά κύτταρα στόματος μετά από χρώση με κυανό του μεθυλενίου (βασική χρωστική της ομάδας της θειαζίνης).( https://en.wikipedia.org/wiki/Leukoplakia)

	 

	Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Οπτικό μικροσκόπιο

		Αντικειμενοφόρες πλάκες

		Καλυπτρίδες

		Διηθητικό χαρτί

		Σταγονόμετρο

		Διάλυμα 0,5% με κυανό του μεθυλενίου (methylen blue)



	 

	3.2.2. Πειραματική διαδικασία

	 

	
		Τοποθέτηση δύο σταγόνων κυανού του μεθυλενίου 0,5% σε αντικειμενοφόρο πλάκα.

		Απόξεση με οδοντογλυφίδα του εσωτερικού της παρειάς.
	[image: Description: image3_2]

	Εικόνα 3.2. Λήψη κυττάρων από το στόμα.

	

			Ξέπλυμα του υλικού στην αντικειμενοφόρο πλάκα.

		Κάλυψη με καλυπτρίδα.

			Παρατήρηση στο μικροσκόπιο.



	 

	3.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	
		Σημειώστε τις διαφορές των ανθρώπινων ευκαρυωτικών κυττάρων σε σχέση με τα Πρώτιστα.

		Ταυτοποιήστε τις κυτταρικές δομές του προπλάσματος ζωικού κυττάρου.



	 

	 

	 

	[image: Description: image3_3]

	Εικόνα 3.3. Πρόπλασμα ζωικού κυττάρου(προσωπικό αρχείο).

	3.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=ItiPFTTuQiM

	https://www.youtube.com/watch?v=i2x3MKSJez4

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	Moharamzadeh, K., Brook, I. M., Van Noort, R., Scutt, A. M., & Thornhill, M. H. (2007). Tissue-engineered Oral Mucosa: A Review of the Scientific Literature, J Dent Res 86 (2), pp. 115-124.

	 

	 

	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 4:
Συλλογή και παρατήρηση μικροσκοπικών οργανισμών σε δείγματα από στάσιμα νερά της περιοχής της Αθήνας

	 

	Σύνοψη

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να δημιουργήσουν νωπά παρασκευάσματα μικροσκοπικών οργανισμών, να αποκτήσουν εμπειρία στη χρήση του φωτονικού μικροσκοπίου, να εντοπίσουν τα βασικά μορφολειτουργικά χαρακτηριστικά διαφόρων μικροσκοπικών οργανισμών (με έμφαση στα κλαδοκεραιωτά), να σχεδιάσουν διάφορους μικροσκοπικούς οργανισμούς με βάση την εικόνα από το οπτικό πεδίο του μικροσκοπίου, και να γνωρίζουν τον ρόλο ορισμένων υδρόβιων μικροσκοπικών οργανισμών (με έμφαση στα κλαδοκεραιωτά) ως βιοδεικτών για τη διεξαγωγή οικοτοξικολογικών βιοπροσδιορισμών (εφαρμογές στη δημόσια υγεία).

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Γνώση του κεφαλαίου που περιγράφει τις διαφορές προκαρυωτικών και ευκαρυωτικών οργανισμών. 

	 

	4.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	4.1.1. Υδρόβιοι μικροσκοπικοί οργανισμοί σε στάσιμα νερά: στοιχεία βιολογίας 

	 

	Σε στάσιμα νερά επιφανειακής προέλευσης ή νερά με μικρή ροή (κυρίως σε έλη, βάλτους, λίμνες κ.ά.) εντοπίζονται διάφοροι μικροσκοπικοί οργανισμοί, από τους οποίους οι συνηθέστερα απαντώμενοι είναι τα υδρόβια οστρακοειδή-ψείρες. Ονομάζονται υδρόβιες ψείρες εξαιτίας του μικρού μεγέθους τους, του σχήματος του σώματος και του τρόπου κολύμβησης. Ουσιαστικά πρόκειται για μικρά οστρακοειδή τα οποία ενδημούν σε κάθε είδος υδάτινης επιφάνειας: από μεγάλες λίμνες μέχρι σιντριβάνια και λακκούβες δένδρων (Ebert, 2005). 

	 

	[image: Description: E:\tritsi park\DSCN0865.JPG]

	Εικόνα 4.1. Στάσιμα νερά στο Πάρκο Περιβαλλοντικής Ευαισθητοποίησης "Αντώνης Τρίτσης" (προσωπικό αρχείο)

	 

	Ταξινομικά ανήκουν στην οικογένεια των κλαδοκεραιωτών (Cladocerans). Διαβιούν στην επιφάνεια των λιμνών, αλλά συναντώνται και στον πυθμένα ή στην υδρόβια βλάστηση. Ορισμένα είδη συναντώνται και σε υφάλμυρα νερά από όπου απουσιάζουν οι θηρευτές. 

	 

	[image: Description: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/c/c0/Daphnia_magna.png/1280px-Daphnia_magna.png]

	Εικόνα 4.2. Daphnia .magna (https://en.wikipedia.org/wiki/Cladocera#/media/File:Daphnia_magna.png)

	[image: Image]

	Εικόνα 4.3. Daphnia pulex (της οποίας το έντερο είναι γεμάτο φύκη). H Daphnia τρέφεται με βακτήρια, οργανικά απόβλητα και μικρά φύκη.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Daphnia_pulex.png)

	 

	Αναφορικά με την ανατομία τους, τα κλαδοκεραιωτά φέρουν έναν οφθαλμό και ορισμένες φορές ένα μικρότερο οφθαλμίδιο. Ένα διαφανές οστρακοειδές περίβλημα καλύπτει το σώμα, το οποίο ανοίγει κοιλιακά και ραχιαία. Παρά το γεγονός ότι ορισμένα κλαδοκεραιωτά τρέφονται με πρωτόζωα, κυριαρχεί η άποψη ότι οποιαδήποτε οργανική ύλη στο κατάλληλο μέγεθος προσλαμβάνεται από τα υδρόβια αυτά ζώα χωρίς να υπάρχει μηχανισμός επιλογής. Τα κλαδοκεραιωτά αποτελούν σημαντικό κρίκο της αλυσίδας τροφής των θαλάσσιων οικοσυστημάτων, μιας και αποτελούν την κυριότερη τροφή για πολλά ψάρια του γλυκού νερού (π.χ. για τον σολομό), ενώ η απουσία τους θα οδηγούσε τα θαλάσσια οικοσυστήματα στην κατάρρευση. Εξαιτίας του μεγάλου αριθμού τους, τα κλαδοκεραιωτά καταναλώνουν μεγάλες ποσότητες οργανικής ύλης, μειώνοντας την ποσότητα του φυτοπλακτού και συμβάλλοντας με αυτό τον τρόπο στην καθαρότητα των νερών των λιμνών. Τα περισσότερα κλαδοκεραιωτά αναπαράγονται με παρθενογένεση (τα θηλυκά παράγουν αυγά τα οποία αναπτύσσονται σε ενήλικα χωρίς γονιμοποίηση από αρσενικά), με αποτέλεσμα τα αρσενικά να είναι απόντα από τον πληθυσμό κατά τη μεγαλύτερη διάρκεια του χρόνου.

	Όσο οι περιβαλλοντικές συνθήκες παραμένουν ευνοϊκές, τα θηλυκά θα συνεχίζουν να αναπαράγονται μονογονικά. Σε αντίξοες συνθήκες, τα θηλυκά παράγουν απλοειδή αυγά τα οποία και γονιμοποιούνται από αρσενικά του είδους. Τα έμβρυα που προκύπτουν μπορούν να επιβιώσουν για μεγάλο χρονικό διάστημα, όσο διαρκούν οι αντίξοες συνθήκες.

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 4.4. Leptodora kindtii, το μεγαλύτερο υδρόβιο οστρακοειδές-ψύλλος. Στη φωτογραφία εμφανίζεται ένα αρσενικό μήκους 5 mm. Τα θηλυκά μπορούν να φθάσουν μέχρι και τα 2 cm μήκος.

	( https://de.wikipedia.org/wiki/Kiemenfu%C3%9Fkrebse#/media/File:EubranchipusGrubii1.jpg)

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 4.5. Η Bosmina με τη χαρακτηριστική της «μύτη». Στην πραγματικότητα πρόκειται για δύο επιμηκυσμένες κεραίες.

	(https://en.wikipedia.org/wiki/Cladocera)

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 4.6. Polyphemus pediculus: Η ονομασία του προέρχεται από τον κύκλωπα Πολύφημο της

	Μυθολογίας. Είναι θηρευτής άλλων κλαδοκεραιωτών.( https://en.wikipedia.org/wiki/Polyphemus_(genus))

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 4.7. Ο Cyclops είναι ένα πολύ κοινό οστρακοειδές. Το συγκεκριμένο θηλυκό φέρει πολλά αυγά.

	( https://en.wikipedia.org/wiki/Cyclops_(genus))

	 

	4.1.2. Εφαρμογές στην υγεία

	 

	Τα κλαδοκεραιωτά χρησιμοποιούνται ως οργανισμοί-δείκτες για βιοπροσδιορισμούς σε οικοτοξικολογικές μελέτες (Sarma & Nandini, 2006). Μερικά από τα χαρακτηριστικά που καθιστούν τα κλαδοκεραιωτά κατάλληλα για δοκιμασίες οικοτοξικότητας περιλαμβάνουν το μικρό τους μέγεθος, την ευαισθησία τους σε μεγάλο αριθμό τοξικών ουσιών, την ευρεία γεωγραφική τους κατανομή, τον τρόπο αναπαραγωγής τους (ο οποίος είναι κυρίως με παρθενογένεση), καθώς και τον γοργό ρυθμό αύξησής τους. Οι οικοτοξικολογικές δοκιμές αφορούν εκτιμήσεις τόσο στο πεδίο όσο και στο εργαστήριο. Οι μετρήσεις στο πεδίο αφορούν τους δείκτες βιοποικιλότητας, το μέγεθος του σώματος και την αφθονία του πληθυσμού. Οι μετρήσεις στο εργαστήριο εξετάζουν πιθανούς τρόπους με τους οποίους οι τοξικές ουσίες μπορούν να αλληλεπιδράσουν με τα κλαδοκεραιωτά. Οι τυποποιημένες εργαστηριακές βιολογικές δοκιμασίες διαχωρίζονται σε οξείας ή χρόνιας τοξικότητας. Στις βιολογικές δοκιμασίες οξείας τοξικότητας, το είδος του οργανισμού-βιοδείκτη, η ηλικία του πληθυσμού και η χρονική διάρκεια της εξέτασης είναι οι κύριοι παράγοντες που πρέπει να λαμβάνονται υπόψη. Στις βιολογικές δοκιμασίες χρόνιας τοξικότητας εξετάζονται διάφορες παράμετροι, όπως η συμπεριφορά (π.χ. μετανάστευση), η σίτιση, η αναπνοή, η σωματική ανάπτυξη, η αύξηση του πληθυσμού, καθώς και βιοχημικές παράμετροι (π.χ. αναστολή ενζύμου) κ.ά. (Gheorghe et al., 2013).

	 

	Η Daphnia είναι ένας από τους πιο ευαίσθητους οργανισμούς γλυκών υδάτων στην ανόργανη ρύπανση, ιδίως αυτή που προκύπτει από βαρέα μέταλλα (Goulden et al., 1982). Η σημασία της ως βιοδείκτη οικοτοξικότητας είναι μεγάλη, αν λάβει κανείς υπόψη το γεγονός ότι μέσω της τροφικής αλυσίδας, οι ιστοί των ψαριών του γλυκού νερού αποκτούν αυξημένη συγκέντρωση σε βαρέα μέταλλα (ως καταναλωτές των υδρόβιων πλαγκτονικών οργανισμών), με αποτέλεσμα η κατανάλωσή τους από τον άνθρωπο να αποτελεί πιθανό κίνδυνο για τη δημόσια υγεία (βιοσυσσώρευση).

	 

	[image: Description: image4_8]

	Εικόνα 4.8. Τυπική τροφική αλυσίδα σε υδρόβιο περιβάλλον.

	 

	 

	4.1.3. Λέξεις ευρετηρίου

	 

	Κλαδοκεραιωτά, στάσιμα νερά, Daphnia, Leptodora, Bosmina, φυτοπλαγκτόν, οικοτοξικολογία, βιοπροσδιορισμοί

	 

	4.1.4. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Πώς αναπαράγονται τα περισσότερα κλαδοκεραιωτά; 

		Ποια η σημασία των κλαδοκεραιωτών στα θαλάσσια οικοσυστήματα;

		Με ποιον τρόπο τρέφεται η Daphnia;

		Εντοπίστε τα παρακάτω ανατομικά χαρακτηριστικά στη Daphnia: κεραίες, μάτια, στόμα, καρδιά, οισοφάγος, πρωκτός.

		Αναφέρετε ένα συνηθισμένο θηρευτή των κλαδοκεραιωτών.

		Ποιο είναι το χαρακτηριστικότερο μορφολογικό γνώρισμα της Bosmina; 

		Ποια η σημασία των κλαδοκεραιωτών στην οικοτοξικολογία;



	 

	4.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	4.2.1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Οπτικό μικροσκόπιο

		Γυάλινο δοχείο

		Στάσιμο νερό

		Χώμα κήπου

		Ρύζι (15-20 κόκκοι)

		Φυλλαράκια ψαροτροφής

		Διηθητικό χαρτί

		Λαστιχάκι

		Αντικειμενοφόρες πλάκες

		Καλυπτρίδες

		Σταγονόμετρο



	 

	4.2.2. Πειραματική διαδικασία

	 

	
		Καθαρίζουμε με επιμέλεια ένα γυάλινο δοχείο.

		Βάζουμε στο γυάλινο δοχείο 200 ml στάσιμο νερό. 

		Προσθέτουμε λίγο χώμα κήπου, λίγο ρύζι (15-20 κόκκους) και καλύπτουμε την επιφάνεια του νερού με φυλλαράκια ψαροτροφής.

		Σκεπάζουμε το δοχείο με διηθητικό χαρτί και το στερεώνουμε με λαστιχάκι.

		Αφήνουμε το δοχείο 4-6 ημέρες σε θερμοκρασία δωματίου και σε μέρος όπου φωτίζεται καλά.

		Μικροσκοπούμε μετά την 6η ημέρα ως εξής:



	 

	Με τη βοήθεια του σταγονόμετρου, τοποθετούμε δύο ή τρεις σταγόνες από το υλικό του δοχείου σε μια αντικειμενοφόρο και καλύπτουμε με μία καλυπτρίδα.

	 

	 

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 4.9. Ρυθμίζουμε το μικροσκόπιο αρχικά στη μικρή μεγέθυνση (x4) ώστε να παρατηρήσουμε τους ζωντανούς μικροσκοπικούς οργανισμούς (π.χ. κλαδοκεραιωτά), οι οποίοι κινούνται γρήγορα (σε τεθλασμένη γραμμή ή κυκλικά) και συναθροίζονται κυρίως εκεί όπου εντοπίζεται η τροφή. Αυξάνοντας τη μεγέθυνση (x40), είναι πιθανό να παρατηρήσουμε και βακτήρια.

	 

	 

	4.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	
		Να σχεδιάσετε τους μικροσκοπικούς οργανισμούς όπως εμφανίζονται στο οπτικό σας πεδίο (με μεγέθυνση x40). 

		Παρατηρήστε την κίνηση της Daphnia για περίπου 1 min και περιγράψετε την (όπως την παρατηρήσατε στο οπτικό σας πεδίο).



	 

	 

	[image: Image]
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	4.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	 http://www.youtube.com/watch?v=tm23GY05Y7U

	 

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	Gheorghe, S., Lucaciu, I., Paun, I., Stoica, C., & Stanescu, E. (2013). Ecotoxicological Behavior of some Cationic and Amphoteric Surfactants (Biodegradation, Toxicity and Risk Assessment), Biodegradation - Life of Science, Dr. R. Chamy (Eds.) InTech, DOI: 10.5772/56199. 

	Goulden, C.E., Comotto, R.M., Hendrickson Jr, J.A., Hornig, L.L., & Johnson, K.L. (1982). Procedures and recommendations for the culture and use of Daphnia in bioassay studies. In Aquatic toxicology and hazard assessment: Fifth Conference, ASTM STP, Vol. 766, pp.139-160.

	Sarma S.S.S. & Nandini S. (2006). Review of Recent Ecotoxicological Studies on Cladocerans, Journal of Environmental Science and Health, Part B: Pesticides, Food Contaminants, and Agricultural Wastes, 41 (8), pp. 1417-1430.

	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 5:
Παρασιτικοί σκώληκες

	 

	Σύνοψη 

	Στο πλαίσιο αυτής της εργαστηριακής άσκησης, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες καλούνται να γνωρίσουν κάποιους από τους παρασιτικούς σκώληκες του πεπτικού συστήματος, καθώς και τους τρόπους μετάδοσής τους. Μαθαίνουν να αναγνωρίζουν το σχήμα και τη μορφή διαφορετικών ειδών παρασιτικών σκωλήκων καθώς, και τους βιολογικούς τους κύκλους. Αναγνωρίζουν τις ανατομικές διαφορές μεταξύ διαφορετικών παρασκευασμάτων παρασιτικών σκωλήκων και μαθαίνουν τους κινδύνους με τους οποίους απειλείται η δημόσια υγεία από τη μετάδοσή τους.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Γνώσεις των πρώτων κεφαλαίων (Βακτηριολογία, Μυκητολογία και Παρασιτολογία) από το βιβλίο του Νικολάου Βακαλάκη, Ιατρική παρασιτολογία (Βακαλάκης, 2003-2004).

	 

	5.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	5.1.1. Ορισμοί

	 

	Παρασιτισμός (parasitism): Είναι η συμβιωτική σχέση στην οποία ένας οργανισμός, το παράσιτο, επωφελείται σε βάρος ενός άλλου οργανισμού, του ξενιστή, ζώντας είτε στο εσωτερικό του είτε στην επιφάνειά του. 

	Παράσιτο (parasite): Είναι ο οργανισμός ο οποίος τρέφεται από το κυτταρικό περιεχόμενο, τους ιστούς ή τα σωματικά υγρά ενός άλλου είδους (ξενιστή), ευρισκόμενος στο εσωτερικό ή την επιφάνειά του. Ως ομάδα, τα παράσιτα βλάπτουν τους ξενιστές τους, αλλά συνήθως δεν επιφέρουν τον θάνατό τους (τουλάχιστον όχι αμέσως), σε αντίθεση με τους θηρευτές.

	Ξενιστής (host): Είναι ο μεγαλύτερος σε μέγεθος εταίρος μιας συμβιωτικής σχέσης, ο οποίος παρέχει στέγη και τροφή στο μικρότερο συμβιώτη. 

	Τελικός ή κύριος ξενιστής (definitive or primary host): Είναι ο οργανισμός που φιλοξενεί τα ενήλικα, γενετικά ώριμα στάδια του παράσιτου ή αυτός στον οποίο συντελείται η αμφιγονική αναπαραγωγή του παράσιτου.

	Ενδιάμεσος ξενιστής (intermediate or secondary host): Είναι ο οργανισμός που φιλοξενεί τα προνυμφικά ή γενετικά ανώριμα στάδια του παράσιτου. 

	Βιολογικός κύκλος (life cycle): Είναι το σύνολο των σταδίων ανάπτυξης ενός παράσιτου, από το στάδιο του ζυγωτού έως το ώριμο ενήλικο παράσιτο και την παραγωγή αναπαραγωγικών στοιχείων (π.χ. αυγών). Ο βιολογικός κύκλος διακρίνεται: α) σε άμεσο (direct life cycle), όταν η ανάπτυξη του παράσιτου γίνεται σε έναν μόνο ξενιστή, με την παρεμβολή κάποιου παρασιτικού σταδίου ανάπτυξης στο εξωτερικό περιβάλλον, και β) σε έμμεσο (indirect life cycle), όταν για την ανάπτυξη του παράσιτου απαιτούνται ένας ή περισσότεροι ενδιάμεσοι ξενιστές.

	 

	5.1.2. Φύλο: Πλατυέλμινθες (Platyhelminthes)

	 

	Οι πλατυέλμινθες ζουν σε θαλάσσια περιβάλλοντα, στα γλυκά νερά καθώς και σε υγρά χερσαία περιβάλλοντα. Εκτός από τις ελεύθερα διαβιούσες μορφές τους, υπάρχουν και πολλά παρασιτικά είδη. Η ονομασία τους προέρχεται από την ελληνική γλώσσα (έλμινς = σκουλήκι) και έχουν ως κύριο μορφολογικό χαρακτηριστικό την πεπλατυσμένη μορφή τους. 

	Στους πλατυέλμινθες ανήκουν δύο κυρίως ομάδες που ενδιαφέρουν ως παράσιτα των οικόσιτων ζώων και του ανθρώπου, και που σχετίζονται με το πεπτικό σύστημα: οι κεστώδεις και οι τρηματώδεις σκώληκες. 

	 

	5.1.2.1. Ομοταξία: Κεστώδεις (Cestoda)

	 

	Οι κεστώδεις σκώληκες (ή ταινίες) έχουν ταινιοειδή μορφή. Το μέγεθός τους κυμαίνεται από πολύ μικρό (2-3 mm) έως πολύ μεγάλο, που σε ορισμένα είδη μπορεί να φτάσει τα 10-15 m, υπερβαίνοντας συχνά το μήκος του σώματος αλλά ακόμα και το μήκος του πεπτικού σωλήνα του ξενιστή τους. Άλλα χαρακτηριστικά της ομάδας των κεστωδών είναι ο αποκλειστικά παρασιτικός τρόπος ζωής, η απουσία πεπτικού σωλήνα (η διατροφή τους γίνεται μέσω του καλυπτήριου επιθηλίου του δέρματος, το οποίο αποτελεί μια μεταβολική επιφάνεια απορρόφησης και αποβολής ουσιών) και ο ερμαφροδιτισμός.

	 Ανατομικά, στους κεστώδεις σκώληκες διακρίνουμε τρία τμήματα: 

	Τη σκωληκοκεφαλή (scolex), η οποία αποτελεί ένα ειδικά διαμορφωμένο όργανο με στόχο τη συγκράτηση του παράσιτου στον εντερικό σωλήνα του ξενιστή. Για τον λόγο αυτό, έχουν αναπτυχθεί διάφορα όργανα συγκράτησης (τα οποία συχνά αποτελούν και ταξινομικό χαρακτήρα), όπως μυζητήρες, άγκιστρα κ.ά. 

	Τον αυχένα (neck), ο οποίος είναι ένα πολύ μικρό τμήμα μετά τη σκωληκοκεφαλή, αποτελούμενο από πολυδύναμα κύτταρα από τα οποία αναπαράγονται οι νέες προγλωττίδες. 

	Το σώμα ή στροβίλη (strobila), το οποίο συχνά διαιρείται σε τμήματα με αυτόνομη αναπαραγωγική δύναμη, τις προγλωττίδες. Ο αριθμός των προγλωττίδων ποικίλλει από 2-3 έως 3.000. Σκοπός των προγλωττίδων είναι η αναπαραγωγή και γι’ αυτό καθεμία από αυτές διαθέτει πλήρες αναπαραγωγικό σύστημα με αρσενικά και θηλυκά όργανα (ερμαφροδιτισμός). Η ωρίμανση των προγλωττίδων πραγματοποιείται διαδοχικά, με τις ανώριμες μορφές να βρίσκονται προς τον αυχένα και τις πιο ώριμες και μεγαλύτερες σε μέγεθος προς την ουρά του παράσιτου. Οι πλήρως ώριμες (gravid) προγλωττίδες, οι οποίες στα είδη που παρασιτούν στον άνθρωπο φτάνουν τα 2 cm μήκος, αποσπώνται από το παράσιτο και αποβάλλονται με τα κόπρανα στο περιβάλλον ακέραιες και ζωντανές, μαζί με τα ωά που περιέχουν. Σε κάποια είδη (π.χ. Τaenia saginata), οι προγλωττίδες είναι κινητές και μπορούν να μετακινηθούν αρκετά μέτρα πριν αυτολυθούν και απελευθερώσουν τα ωά στο περιβάλλον. Σπανιότερα, μπορεί να διαλυθούν στο έντερο και έτσι τα ωά διασπείρονται στα κόπρανα του ξενιστή, και στη συνέχεια απελευθερώνονται στο περιβάλλον. 

	 

	5.1.2.1.α. Taenia saginata (ταινία των βοοειδών ή ταινία η άοπλος)

	 

	Ο ενήλικος σκώληκας έχει μήκος 4-6 m. Η κεφαλή φέρει 4 μυζητήρες ως όργανα προσκόλλησης, και αναπτύσσει μέχρι και 2.000 προγλωττίδες, από τις οποίες οι ώριμες έχουν μήκος 2 cm και πλάτος 1,4 cm. Παρασιτεί το λεπτό έντερο του ανθρώπου (εντερική ταινίαση), ενώ τα προνυμφικά στάδια δεν προκαλούν νόσο στον άνθρωπο. Ο άνθρωπος μολύνεται τρώγοντας ωμό ή ατελώς μαγειρεμένο βοδινό κρέας μολυσμένο με το προνυμφικό στάδιο της ταινίας, που λέγεται κυστίκερκος.
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	Εικόνα 5.1. Ώριμες μορφές του T. Saginata.( https://en.wikipedia.org/wiki/Taenia_saginata)

	 

	Οι κυστίκερκοι απελευθερώνονται στον εντερικό σωλήνα του ανθρώπου και εκεί αναπτύσσονται σε ενήλικες ταινίες που προσκολλώνται στα εντερικά τοιχώματα με τη βοήθεια των μυζητήρων που διαθέτουν. Μέσω των κοπράνων του μολυσμένου ατόμου απελευθερώνονται στο περιβάλλον οι προγλωττίδες μαζί με τα ωά που περιέχουν. Τα ζώα ενδέχεται να καταπιούν τα ωά του παράσιτου μαζί με την τροφή. Τα αυγά θα εκκολαφθούν στον εντερικό σωλήνα των ζώων, θα απελευθερωθούν τα έμβρυα (ογκόσφαιρες), τα οποία θα τρυπήσουν το εντερικό τοίχωμα και, με την κυκλοφορία του αίματος, θα φτάσουν στους γραμμωτούς μυς του ζώου. Εκεί τα έμβρυα θα μετατραπούν σε μολυσματικούς κυστίκερκους, έτοιμους να μολύνουν τον άνθρωπο, ο οποίος θα τραφεί από το μολυσμένο και πλημμελώς μαγειρεμένο κρέας. 
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	Εικόνα 5.2. Βιολογικός κύκλος του T. saginata. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Taenia_saginata_LifeCycle.gif)
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	Εικόνα 5.3. Σκωληκοκεφαλή του T. saginata.( https://pt.wikipedia.org/wiki/Ten%C3%ADase)
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	Εικόνα 5.4. Προγλωττίδα του Τ. saginata μετά από χρώση με καρμίνη.( https://en.wikipedia.org/wiki/Taenia_saginata)

	 

	5.1.2.1.β. Taenia solium (ταινία του χοίρου ή ταινία η ένοπλος)

	 

	Η σκωληκοκεφαλή φέρει, εκτός από τους τέσσερις μυζητήρες, πρόσθιο ρύγχος με άγκιστρα ως όργανα προσκόλλησης, εξού και το όνομα «ένοπλος». Ο ενήλικος σκώληκας έχει μήκος 3-5 m και αναπτύσσει μέχρι και 1.000 προγλωττίδες. 

	Στον άνθρωπο προκαλεί ταινίαση του εντέρου αλλά και την κυστικέρκωση, που είναι ιδιαίτερης σημασίας παρασίτωση. Η μόλυνση του ανθρώπου συμβαίνει με την κατάποση πλημμελώς ψημένου χοιρινού κρέατος, μολυσμένου με κυστίκερκους που αποτελούν προνυμφική μορφή του παράσιτου. Όταν ο άνθρωπος φάει τον κυστίκερκο, συντελείται πέψη της κύστης στο στομάχι και η σκωληκοκεφαλή που εκκολάπτεται προσκολλάται στο τοίχωμα του εντέρου. Εκεί εξελίσσεται σε ενήλικη ταινία που παράγει προγλωττίδες με ωά. 

	Ο χοίρος θα μολυνθεί τρώγοντας τροφή μολυσμένη με ωά που έχει αποβάλει ο άνθρωπος. Στον εντερικό σωλήνα του χοίρου, θα εκκολαφθούν τα ωά και θα απελευθερωθούν τα έμβρυα, τα οποία διατρυπώντας το εντερικό τοίχωμα και μέσω της κυκλοφορίας του αίματος διασπείρονται στους μυς του ζώου. Εκεί θα εξελιχθούν σε κυστίκερκους, κύστεις δηλαδή σε μέγεθος μπιζελιού, που φιλοξενούν τη σκωληκοκεφαλή του μελλοντικού σκώληκα. Ο κυστίκερκος είναι λοιμογόνος μετά από 10 εβδομάδες από την ανάπτυξή του και μπορεί να παραμείνει βιώσιμος στους μυς του χοίρου για αρκετά χρόνια. 
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	Εικόνα 5.5. Σκωληκοκεφαλή του T. Solium.( https://en.wikipedia.org/wiki/Rostellum_(helminth))

	 

	Εάν, όμως, ο άνθρωπος μολυνθεί όχι από κυστίκερκους αλλά από ωά του παράσιτου, δεν θα αναπτύξει ταινίαση του εντέρου αλλά κυστικέρκωση, η οποία είναι πολύ σοβαρότερη παρασίτωση. Στην περίπτωση αυτή, η μόλυνση γίνεται μέσω του νερού ή της τροφής (ιδιαίτερα από ωμά λαχανικά μολυσμένα με ωά της ταινίας). Επίσης, εάν κάποιο άτομο πάσχει από ταινίαση, μπορεί να πάθει αυτομόλυνση και να προκύψει κυστικέρκωση. Οι προγλωττίδες μπορεί με αντιπερισταλτισμό να βρεθούν στο στομάχι, όπου θα ακολουθήσει εκκόλαψη μεγάλου αριθμού ωών με τη γνωστή συνέχεια. 
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	Εικόνα 5.6. Βιολογικός κύκλος του T. Solium. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Life_cycle.gif)

	 

	5.1.2.1.γ. Echinococcus granulosus (εχινόκοκκος του σκύλου)

	 

	Ο εχινόκοκκος γενικότερα συγκαταλέγεται ανάμεσα στα σημαντικότερα παθογόνα παράσιτα του ανθρώπου (Μπαμπινιωτάκης, 1991). Το προνυμφικό του στάδιο προκαλεί στον άνθρωπο και άλλους ενδιάμεσους ξενιστές την υδατίδωση ή κυστική εχινοκοκκίαση, τη δημιουργία δηλαδή κύστεων που φέρουν το παράσιτο, σε διάφορα όργανα και ιστούς. 

	Ο εχινόκοκκος έχει μικρό μήκος (3-6 mm) και αποτελείται από τη σκωληκοκεφαλή, τον αυχένα και τρεις προγλωττίδες (μία πρώτη άωρη, τη μεσαία ώριμη, επιμηκυσμένη, με αναπτυγμένα τα όργανα αναπαραγωγής, και μία τρίτη η οποία φέρει τα ωά και αποβάλλεται με τα κόπρανα). Η σκωληκοκεφαλή φέρει τέσσερις μυζητήρες και δύο σειρές άγκιστρα για να προσκολλάται στο έντερο του ξενιστή.

	Ο κύριος ξενιστής του εχινόκοκκου είναι ο σκύλος και ενδιάμεσοι ξενιστές, εκτός από τον άνθρωπο, μπορεί να είναι οικόσιτα ζώα όπως πρόβατα, βοοειδή και χοίροι. Ο σκύλος θα μολυνθεί τρώγοντας σπλάγχνα μολυσμένα με κύστεις εχινόκοκκου, κάποιου ενδιάμεσου ξενιστή. Στο πεπτικό σύστημα του σκύλου εκπτύσσονται οι πρωτοσκώληκες, οι οποίοι προσκολλώνται στον εντερικό βλεννογόνο και εξελίσσονται σε ενήλικα παράσιτα που παράγουν ώριμες προγλωττίδες με ωά. Τα ωά που απελευθερώνονται με τα κόπρανα του σκύλου είναι εξαιρετικά ανθεκτικά στις εξωτερικές επιδράσεις, και παραμένουν μολυσματικά για μεγάλα χρονικά διαστήματα. Η κατάποση των ωών από τους ενδιάμεσους ξενιστές οδηγεί στην εκκόλαψη του εμβρύου στο πεπτικό τους σύστημα. Το έμβρυο διατρυπά τα τοιχώματα του εντέρου και διαμέσου της κυκλοφορίας του αίματος καταφθάνει κατά κύριο λόγο στο ήπαρ και τους πνεύμονες και, σε μικρότερα ποσοστά, στον εγκέφαλο ή άλλα όργανα. 

	Μετά την εγκατάσταση του εμβρύου σε ένα όργανο, αρχίζει η ανάπτυξη της προνύμφης και ο σχηματισμός της κύστης. Σε χρόνο 5-6 μηνών, η κύστη έχει μέγεθος 1 cm τουλάχιστον και φέρει πλέον τα χαρακτηριστικά της υδατίδας κύστης. Αυτή αποτελείται από διπλό τοίχωμα: μια εξωτερική υμενώδη μεμβράνη, που παράγεται από τον ξενιστή, και μια εσωτερική βλαστική στιβάδα, από την οποία παράγονται θυγατρικές κύστεις, μέσα στις οποίες περιέχονται σκωληκοκεφαλές. Η υδατίδα κύστη περιέχει ένα υγρό διαυγές και άχρωμο (εξού και η ονομασία) μέσα στο οποίο συσσωρεύονται και τα μεταβολικά προϊόντα του παράσιτου, ορισμένα από τα οποία είναι τοξικά για τον ξενιστή, ειδικά αν ξεφύγουν μαζικά στους ιστούς του. Η υδατίδα κύστη μπορεί να φτάσει τελικά σε μέγεθος τα 20-30 cm και το υδατιδικό υγρό που περιέχεται σε αυτές μπορεί να φτάσει στον υπερβολικά μεγάλο όγκο μερικών λίτρων. 
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	Εικόνα 5.7. Echinococcus granulosus: ώριμο παράσιτο και σκωληκοκεφαλή

	.( https://de.wikipedia.org/wiki/Fuchsbandwurm)
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	Εικόνα 5.8. Βιολογικός κύκλος του Echinococcus granulosus. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Echinococcus_Life_Cycle_2.png)

	 

	5.1.2.2. Ομοταξία: Τρηματώδεις (Trematoda)

	 

	Οι τρηματώδεις σκώληκες έχουν σχήμα πλατύ σαν φύλλο και μέγεθος 1-3 cm. Το σημαντικότερο χαρακτηριστικό τους υποδηλώνεται από το όνομά τους: φέρουν τρήματα (τρύπες) στο σώμα τους. Πρόκειται για δύο μυζητήρες, στο πρόσθιο μέρος του σώματός τους, με τους οποίους προσκολλώνται στον ξενιστή. Οι τρηματώδεις σκώληκες διαθέτουν περίπλοκο βιολογικό κύκλο (ο οποίος περιλαμβάνει 3-4 προνυμφικά στάδια) και για τη συμπλήρωσή του απαιτείται ένας ή περισσότεροι ενδιάμεσοι ξενιστές. Τα ενήλικα άτομα είναι ερμαφρόδιτα, ενώ σε κάποιο από τα προνυμφικά στάδια, το παράσιτο πολλαπλασιάζεται και μονογονικά. 

	 

	5.1.2.2.α. Fasciola hepatica (Δίστομο το ηπατικό)
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	Εικόνα 5.9. Fasciola hepatica: ώριμο παράσιτο.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fasciola_hepatica2.jpg)

	 

	Είναι παράσιτο του ήπατος. Παρασιτεί συχνά σε πρόβατα, κατσίκες, αγελάδες και σπανιότερα στον άνθρωπο.
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	Εικόνα 5.10. Βιολογικός κύκλος του Fasciola hepatica. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Fasciola_LifeCycle.gif)

	 

	Ο κύκλος της ζωής του παράσιτου αρχίζει με το ωό, το οποίο κατά την ωοτοκία δεν φέρει έμβρυο στο εσωτερικό του (είναι άωρο). Όταν, όμως, μεταφερθεί μέσω των κοπράνων στο νερό, θα αναπτυχθεί και αφού εκκολαφθεί, θα πρέπει να παρασιτήσει σε ένα είδος υδρόβιου σαλιγκαριού, το οποίο χρησιμοποιεί ως ενδιάμεσο ξενιστή. Στους ιστούς του σαλιγκαριού εξελίσσονται κάποια προνυμφικά στάδια, τα οποία θα απελευθερωθούν από αυτό και κολυμπώντας στο νερό θα εγκατασταθούν στην υδρόβια βλάστηση, όπου μετατρέπονται σε εγκυστωμένες μορφές. Εφόσον οι εγκυστωμένες αυτές μορφές καταναλωθούν από κάποιο θηλαστικό και εισέλθουν στο πεπτικό του σύστημα, θα απελευθερωθούν στον εντερικό σωλήνα και διατρυπώντας το εντερικό τοίχωμα, θα εισέλθουν στο ήπαρ, όπου εγκαθίστανται στα ηπατικά χοληφόρα αγγεία. Εκεί τα παράσιτα αναπτύσσονται και ωριμάζουν πλήρως και αρχίζουν να αναπαράγονται αμφιγονικά απελευθερώνοντας αυγά τα οποία μέσω της κυκλοφορίας της χολής εισέρχονται στα κόπρανα και τελικά απελευθερώνονται στο περιβάλλον. Η ωοτοκία από τα παράσιτα που εγκαταστάθηκαν στα χοληφόρα αγγεία μπορεί να διαρκέσει κάμποσα χρόνια. Τα χορτοφάγα θηλαστικά, μεταξύ των οποίων και τα οικόσιτα βοοειδή και κυρίως τα πρόβατα, αποτελούν τον τελικό ξενιστή του παράσιτου, ενώ ο άνθρωπος μόνο τυχαία μπορεί να πάρει τη θέση του τελικού ξενιστή αναπτύσσοντας παθολογία αντίστοιχη με αυτή των ζώων. Η μόλυνση συμβαίνει με τη βρώση ωμών μολυσμένων υδρόβιων φυτών (π.χ. νεροκάρδαμο). 

	 

	5.1.3. Φύλο: Νηματώδεις (Nematoda)

	 

	Αποτελούν το δεύτερο φύλο των ελμίνθων που μας απασχολούν ως παράσιτα του ανθρώπου και των οικόσιτων ζώων. Ο αριθμός των ειδών τους είναι εξαιρετικά μεγάλος (πιθανολογούνται περί τα 500.000 είδη) αλλά τα περισσότερα από αυτά είναι είδη που διαβιούν ελεύθερα στο περιβάλλον. Κάποια άλλα είδη παρασιτούν φυτά και ζώα ενώ άλλα έχουν προσαρμόσει τον παρασιτικό τρόπο ζωής τους στα ανώτερα θηλαστικά και τον άνθρωπο. Τα κυριότερα χαρακτηριστικά τους είναι το κυλινδρικό σχήμα και το ενιαίο σώμα. Διαθέτουν στόμα και ανεπτυγμένο πεπτικό σύστημα, καθώς και χωριστά φύλα (αρσενικά και θηλυκά) με πλήρως ανεπτυγμένο γεννητικό σύστημα.

	 

	5.1.3.α. Trichinella spiralis (Τριχίνη η σπειροειδής)

	 

	Η T. spiralis (νηματώδης σκώληκας του χοίρου) προσβάλλει ανθρώπους που έφαγαν ατελώς μαγειρεμένο χοιρινό κρέας, το οποίο ήταν μολυσμένο με εγκυστωμένες προνυμφικές μορφές του παράσιτου. Στο στομάχι συντελείται η πέψη του τοιχώματος της κύστης και απελευθερώνονται οι προνύμφες. Αυτές διεισδύουν στον εντερικό βλεννογόνο, και σε 2-5 ημέρες ενηλικιώνονται σε αρσενικά και θηλυκά άτομα (με τα θηλυκά να έχουν διπλάσιο μέγεθος από τα αρσενικά). 
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	Εικόνα 5.11. Εγκυστωμένη προνύμφη του T. spiralis.

	 

	Εκεί συντελείται η αμφιγονική αναπαραγωγή. Η εκκόλαψη των αυγών συντελείται εντός της μήτρας και ο χρόνος εκκόλαψης είναι μικρός, οπότε τα θηλυκά γεννούν ζωντανές προνύμφες. Οι προνύμφες που απελευθερώθηκαν διατρυπούν το εντερικό τοίχωμα και διασπείρονται μέσω της κυκλοφορίας του αίματος σε διάφορα όργανα (εγκέφαλο, μυοκάρδιο κ.ά.) και τελικά εγκυστώνονται και εγκαθίστανται στους γραμμωτούς μυς του ξενιστή. Οι κύστεις έχουν 1-2 mm μήκος και μέσα σε αυτές φιλοξενείται η προνύμφη σε περιελιγμένη μορφή. Τα τοιχώματα που περιβάλλουν την κύστη έχουν παραχθεί από τον προσβεβλημένο ιστό του ξενιστή. Συχνότερα προσβάλλονται οι μύες με τη μεγαλύτερη δραστηριότητα (δελτοειδής, μυοκάρδιο, μύες του λάρυγγα και της γλώσσας, δικέφαλος κ.λπ.).
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	Εικόνα 5.12. Βιολογικός κύκλος του Trichinella spiralis. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Trichinella_LifeCycle(French_version).GIF)

	 

	Στον άνθρωπο προκαλεί την τριχίνωση (ή τριχινίαση), που είναι βαριά και συχνά θανατηφόρα νόσος, με διάφορα αρχικά συμπτώματα, όπως νευρολογικές διαταραχές, υψηλό πυρετό, μυαλγίες και οίδημα προσώπου. Πηγές μόλυνσης για τον άνθρωπο αποτελούν το χοιρινό κρέας (π.χ. πλημμελώς ψημένα λουκάνικα, κυρίως οικιακής παραγωγής, αλλά και βιομηχανικής), καθώς και το κυνήγι (κυρίως του αγριόχοιρου) (Spicer, 2004).

	 

	5.1.4. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Μπορείτε να σκεφτείτε σε τι ωφελεί τους πλατυέλμινθες το πεπλατυσμένο σχήμα τους;

		Πότε ένας άνθρωπος που μολύνθηκε με την ταινία του χοίρου (Taenia solium) είναι ο ενδιάμεσος και πότε είναι ο τελικός ξενιστής του παράσιτου; 

		Ποιος είναι ο ενδιάμεσος και ποιος ο τελικός ξενιστής της ταινίας των βοοειδών (Taenia saginata) και του εχινόκοκκου του σκύλου (Echinococcus granulosus);

		Πότε προκαλείται ταινίαση και πότε κυστικέρκωση από την ταινία του χοίρου (Taenia solium);

		Μπορεί το παράσιτο Fasciola hepatica να μεταδοθεί από άτομο σε άτομο;

		Μπορεί το παράσιτο Trichinella spiralis να μεταδοθεί από άτομο σε άτομο;

		Πότε κάποιο άτομο έχει αυξημένες πιθανότητες να προσβληθεί από την Trichinella spiralis;



	 

	 

	5.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	5.2.1. Παρατήρηση μόνιμων παρασκευασμάτων του Taenia saginata
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	5.2.2. Παρατήρηση μόνιμων παρασκευασμάτων του Echinococcus granulosus
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	5.2.3. Παρατήρηση μόνιμων παρασκευασμάτων του Fasciola hepatica

	 

	[image: Image]

	5.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=yEhujLgu7wM

	https://www.youtube.com/watch?v=M33719fsfwk

	https://www.youtube.com/watch?v=so8ScD6m1MI
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Εργαστηριακή άσκηση 6:
Ανατομία φύλλου

	 

	Σύνοψη

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να αναγνωρίζουν το σχήμα και τη μορφή διαφορετικών φύλλων, θα μάθουν να πραγματοποιούν λεπτές τομές για τη δημιουργία νωπών παρασκευασμάτων, θα αναγνωρίζουν τις διαφορετικές κυτταρικές στιβάδες και θα διακρίνουν τις ανατομικές διαφορές μεταξύ διαφορετικών παρασκευασμάτων φύλλων. Τέλος, θα κατανοήσουν τη σύνδεση των μορφολογικών χαρακτηριστικών με τις βιολογικές τους λειτουργίες.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Βασικές γνώσεις των φυτικών κυττάρων και των διαφορών τους από τα ζωικά ευκαρυωτικά κύτταρα.

	 

	6.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	Τα φύλλα είναι τα ουσιαστικά φωτοσυνθετικά όργανα του φυτού. Σχηματίζονται εξωγενώς, από το επάκριο προμερίστωμα (βλαστοφόρους οφθαλμούς) σε πλευρικές θέσεις κάτω από την κορυφή. Αποτελούνται από τα εξής τμήματα: έλασμα ή πλάτυσμα, μίσχος και βάση. Στα μονοκοτυλήδονα, ο μίσχος λείπει, ενώ η βάση διαπλατύνεται και σχηματίζει τον κολεό. Στο φύλλο επιτελείται η διαπνοή (το πλεόνασμα του νερού επιστρέφει στην ατμόσφαιρα με τη μορφή υδρατμών). Το έλασμα είναι λεπτό όργανο και αποπλατυσμένο, και προέρχεται από το άνω φύλλο. Το μηχανικό του υπόβαθρο είναι η νεύρωση, που αντιπροσωπεύει το αγωγό σύστημα του φύλλου σε συνδυασμό με σκληρεγχυματικές ίνες. Ο μίσχος μπορεί να είναι μακρύς ή κοντός, κυλινδρικός, πολλές φορές με παράφυλλα στη βάση (Τσέκος, 2000).

	Από μορφολογική άποψη, το φύλλο είναι το φυτικό όργανο που παρουσιάζει τη μεγαλύτερη ποικιλότητα. Ο περιληπτικός όρος «φύλλωμα» αναφέρεται σε όλους τους τύπους φύλλων που απαντούν στα φυτά και αντιπροσωπεύει πολλές και διάφορες κατηγορίες, όπως φυλλίδια ή κατάφυλλα, κυρίως φύλλα, κοτυληδόνες (φύλλα του εμβρύου, υψόφυλλα, παράφυλλα κ.λπ.). Το έλασμα (ή πλάτυσμα), δηλαδή το αφομοιωτικό τμήμα, συγκροτείται από πρωτογενείς ιστούς: την επάνω και την κάτω επιδερμίδα και ανάμεσά τους το μεσόφυλλο. Η νεύρωση μπορεί να έχει τη μορφή δικτυωτού πλέγματος, όπως παρατηρείται στα περισσότερα δικότυλα, με κεντρική έντονη γραμμή, η οποία διακλαδίζεται σε μικρότερες, που γίνονται λεπτοφυέστερες προς την περιφέρεια (Εικόνα 6.1.).
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	Εικόνα 6.1. Νεύρωση φύλλων.

	 

	Άλλος τύπος είναι η παράλληλη νεύρωση, που χαρακτηρίζει βασικά τα φύλλα των μονοκότυλων. Πρόκειται για παράλληλες, σχεδόν ισομεγέθεις γραμμές, που συνδέονται μεταξύ τους με λεπτοφυείς, ανεπαίσθητες πλευρικές νευρώσεις. Τέτοια είναι τα φύλλα των αγρωστωδών φυτών.

	Το έλασμα είναι ποικιλόμορφο (Εικόνα 6.2.). Οι κύριες μεταβλητές του, ιδιαίτερα στα δικότυλα φυτά, είναι το γενικό σχήμα, η κορυφή, η βάση και τα περιθώρια. 
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	Εικόνα 6.2. Διαφορετικά ελάσματα φύλλων.

	 

	Ως προς το σχήμα, τα φύλλα διακρίνονται σε ωοειδή, ταινιοειδή, καρδιόσχημα, δελτοειδή κ.λπ. Ως προς την κορυφή, αναγνωρίζονται ως αποστρογγυλεμένα, οξύληκτα, απότμητα και άλλα. Ως προς τα περιθώρια, χαρακτηρίζονται ως οδοντωτά, πριονωτά, κυματοειδή. Η μορφολογική ποικιλότητα του ελάσματος αποτελεί σημαντικό κριτήριο για την ταξινόμηση των φυτών. Ο μίσχος μπορεί να είναι μακρύς ή κοντός, οπωσδήποτε όμως το μήκος του είναι κυμαινόμενο χαρακτηριστικό. Συνήθως είναι κυλινδρικός, σπανιότερα αποπλατυσμένος, πολλές φορές με παράφυλλα στη βάση. 

	Ως προς τη γενική διαμόρφωση του ελάσματος, διακρίνονται βασικά δύο είδη φύλλων: απλά και σύνθετα (Εικόνα 6.3.). Στην πρώτη περίπτωση, το έλασμα είναι ενιαίο, μονοτμηματικό. Στα σύνθετα φύλλα, το έλασμα συναρμολογείται από περισσότερα τμήματα, τα φυλλάρια, που το καθένα τους έχει μορφή φύλλου. Αναγνωρίζονται, ωστόσο, με ορισμένα σύνθετα κριτήρια, όπως 1) θέση των οφθαλμών, 2) ταυτότητα προσανατολισμού, 3) αποκοπή του συνόλου κατά τη φυλλόπτωση.
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	Εικόνα 6.3. Κατηγορίες φύλλων (με βάση την κατασκευή του ελάσματος): Α. Απλά φύλλα → έλασμα με εγκολπώσεις (ελαφριές ή βαθιές) ή χωρίς, ενιαίο με διάφορα σχήματα, ανάλογα με τον αριθμό και το βάθος των εγκολπώσεων, συνήθως συμμετρικό φύλλο, Β. Σύνθετα φύλλα → εγκολπώσεις βαθιές μέχρι το κύριο νεύρο, το έλασμα διαιρείται σε τμήματα (φυλλίδια ή φυλλάρια), Γ. Παρασύνθετα φύλλα → εγκολπώσεις όχι μόνο μέχρι την κύρια νεύρωση, αλλά και στις διακλαδώσεις της κύριας νεύρωσης (φυλλάρια διαιρεμένα).

	 

	Τα σύνθετα φύλλα των δικότυλων εκδηλώνουν μεγάλο βαθμό παραλλακτικότητας: μπορεί να είναι απλά, διπλά ή πολλαπλά σύνθετα, ανάλογα με τον βαθμό της κατάτμησης. Σημαντική ποικιλότητα παρουσιάζουν και τα φύλλα των μονοκότυλων. Στα κρεμμύδια, π.χ., τα φύλλα είναι επιμήκη-σωληνόμορφα, στις φοινικιές πλατιά πτεροειδή, σαν βεντάλιες, στο καλαμπόκι ταινιοειδή. Έχουν όμως ένα κοινό γνώρισμα: Αποτελούνται πάντα από δύο τμήματα, έλασμα και κολεό. Ο τελευταίος, πλατύς όπως και το έλασμα, περιβάλλει τον βλαστό σε αρκετή έκταση, μερικές φορές όσο το μήκος ενός μεσογονάτιου. Σε μερικά φυτά, στην περιοχή της ένωσης κολεού και ελάσματος, παρατηρείται το γλωσσίδιο, μια προεξοχή σαν πτερύγιο, που περιβάλλει σφιχτά τον βλαστό. Σε άλλες περιπτώσεις, π.χ. στο κριθάρι, η βάση του ελάσματος καταλήγει σε δύο πτερύγια, τα ωτίδια, που τυλίγουν επίσης τον βλαστό (Εικόνα 6.4.). 
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	Εικόνα 6.4. Ωτίδια στα σιτηρά.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Hordeum_vulgare_(3886423910).jpg)

	 

	Τα αγρωστώδη είναι συνήθως ποώδη φυτά, με λεπτό κυλινδρικό βλαστό, που έχει κατά διαστήματα κόμπους ή γόνατα. Ο βλαστός αυτός, που ονομάζεται αλλιώς «κάλαμος», είναι πολύ ευλύγιστος, ανθεκτικός και συνήθως κοίλος. Σε λίγα αγρωστώδη είναι συμπαγής (π.χ. του αραβόσιτου ή του ζαχαροκάλαμου) και σε πολύ λίγες περιπτώσεις ξυλώδης, οπότε το φυτό είναι θάμνος ή δέντρο. Τα φύλλα τους είναι μακρόστενα, συνήθως χωρίς μίσχο, και βγαίνουν από τα γόνατα, σκεπάζοντας κάπως τον βλαστό (Γαλάτης κ.ά., 1998).
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	Εικόνα 6.5. Το κριθάρι είναι δημητριακός καρπός του αγγειόσπερμου μονοκοτυλήδονου φυτού του είδους Κριθή η κοινή (Hordeum vulgare) της οικογένειας των Ποοειδών (Poaceae) ή Αγρωστωδών (Gramineae)

	.( https://www.flickr.com/photos/barockschloss/3672037844)

	 

	
		Διάρκεια ζωής των φύλλων



	 

	Συνήθως είναι περιορισμένη σε μία βλαστική περίοδο ή μέρος της. Σπανιότερα, διατηρούνται λίγα χρόνια. Τα ξυλώδη φυτά με τα υπέργεια τμήματα, που αυξάνονται χρόνο με τον χρόνο, διακρίνονται σε αειθαλή και φυλλοβόλα. Στα πρώτα, τα φύλλα διατηρούνται τουλάχιστον ως την αρχή της επόμενης περιόδου, οπότε γίνεται η αντικατάστασή τους με νέα φύλλα. Αειθαλή είναι σχεδόν όλα τα κωνοφόρα, καθώς και τα περισσότερα αγγειόσπερμα των υγρών τροπικών περιοχών, με λίγες εξαιρέσεις αγγειόσπερμων των εύκρατων περιοχών. Τα φυλλοβόλα φυτά ρίχνουν τα φύλλα τους στο τέλος κάθε βλαστικής περιόδου. Η φυλλόπτωση πραγματοποιείται ως αποτέλεσμα μεταβολών που συμβαίνουν σε μια εξειδικευμένη, εγκάρσια ζώνη της βάσης του φύλλου, τη ζώνη αποκοπής. Αυτή η ζώνη περιέχει κατά κύριο λόγο παρέγχυμα με λίγα παχύτοιχα κύτταρα και αντιπροσωπεύει το πιο ευαίσθητο τμήμα του μίσχου ή του ελάσματος (στα άμισχα φύλλα). Η ζώνη αποκοπής διαφοροποιείται, αργά ή γρήγορα, σε δύο στρώματα, το προστατευτικό, προς την πλευρά του βλαστού, και το διαχωριστικό, προς την πλευρά του φύλλου. Στο τελευταίο, κατά την τελική φάση της διαδικασίας, οι μέσες πλάκες και τα πρωτογενή τοιχώματα των κυττάρων διογκώνονται και αποβλεννώνονται με τη μετατροπή του πηκτινικού ασβεστίου σε πηκτινικό οξύ, και τελικά σε υδατοδιαλυτές πηκτίνες. Έτσι, τα κύτταρα αποχωρίζονται και τα φύλλα πέφτουν από τον βλαστό. Παράλληλα, το προστατευτικό στρώμα γίνεται συμπαγές και αδιάβροχο, με αποφέλλωση και μερική αποξύλωση των κυττάρων του, έτσι ώστε να σχηματίζει επουλωτικές επιφάνειες στις θέσεις των φυλλοπτώσεων.

	6.1.1. Ανατομική διάπλαση του φύλλου

	 

	Το έλασμα του φύλλου συγκροτείται από πρωτογενείς ιστούς: την επάνω και την κάτω επιδερμίδα, με το μεσόφυλλο ανάμεσά τους, που το διασχίζει το αγωγό σύστημα. Η επιδερμίδα καλύπτει ολόκληρη την επιφάνεια και αποτελεί ιστολογική συνέχεια της επιδερμίδας του βλαστού. Τα στόματα είναι δυνατό να απαντούν και στις δύο επιδερμίδες (αμφιστοματικά φύλλα) ή μόνο στην κάτω επιδερμίδα (υποστοματικά φύλλα). Στο μεσόφυλλο υπάρχει κατά κύριο λόγο αφομοιωτικό παρέγχυμα. Πολλά φυτά, όπως τα αγρωστώδη, έχουν φύλλα ισόπλευρα με μεσόφυλλο ομοιογενές (ομοιόμορφα κύτταρα) και στόματα και στις δύο επιδερμίδες. Η θέση των στομάτων και η διαμόρφωση του ιστού της επιδερμίδας ποικίλλουν, ανάλογα με τον οικολογικό χαρακτήρα των διαφόρων φυτών. Τα ξηρόφυτα γενικά έχουν στόματα βυθισμένα ή μέσα σε κοιλότητες, ενώ τα υδροχαρή χαρακτηρίζονται από την παρουσία στομάτων που προεξέχουν στην επιφάνεια της επιδερμίδας. 

	Στα φύλλα των περισσότερων δικότυλων, το παρέγχυμα διαφοροποιείται σε δύο τύπους: Το δρυφρακτοειδές παρέγχυμα, προς την πλευρά της επάνω επιδερμίδας, το οποίο αποτελείται από επιμήκη κύτταρα σχεδόν κυλινδρικά (δρύφρακτο = πασσαλάκι), κάθετα προσανατολισμένα προς την επιφάνεια και ιδιαίτερα πλούσια σε χλωροπλάστες. Είναι το κύριο φωτοσυνθετικό παρέγχυμα. Και το σπογγώδες παρέγχυμα, που εκτείνεται από το δρυφρακτοειδές ως την κάτω επιδερμίδα και αποτελείται από κύτταρα ακανόνιστα στο σχήμα, φτωχά σε χλωροπλάστες, χαλαρά συνδεδεμένα μεταξύ τους και σε άμεση επικοινωνία με τις αναπνευστικές κοιλότητες. Το αγωγό σύστημα συγκροτείται βασικά από ξύλωμα και φλοίωμα, συνήθως ενισχυμένα με σκληρεγχυματικές ίνες ή κολέγχυμα, έτσι ώστε να σχηματίζουν μια σκελετική δομή παράλληλη προς την επιφάνεια του οργάνου (νεύρωση) (Εικόνα 6.6.). Οι κεντρικές, έντονες δεσμίδες (μεσαίο νεύρο), αποτελούνται από αγγεία ή τραχειίδες, ηθμοσωλήνες και πολλές φορές σύνδρομα κύτταρα. 

	 

	[image: Description: C:\Users\Administrator\Desktop\kallipos\image 6.6.jpg]

	Εικόνα 6.6. Διάγραμμα τμήματος φύλλου.

	 

	6.1.2. Μίσχος

	 

	Η ανατομική του οργάνωση είναι παρόμοια με εκείνη του βλαστού. Η επιδερμίδα φαίνεται σαν συνέχεια της επιδερμίδας του βλαστού. Σε σύγκριση με το φύλλο, έχει ισχυρότερο στηρικτικό ιστό. Οι ηθμαγγειώδεις δεσμίδες είναι ετερόπλευρες, αμφίπλευρες ή συγκεντρικές. Ο μίσχος μπορεί να έχει μία μόνο δεσμίδα (σε εγκάρσια τομή) ή πολλές (σε κυκλική διάταξη) (Εικόνα 6.7.).
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	Εικόνα 6.7. Εγκάρσια τομή μίσχου ντομάτας.

	 

	6.1.3. Ετεροφυλλία-ανισοφυλλία

	 

	Πρόκειται για διμορφισμό των φύλλων. Αυτό σημαίνει ότι σε πολλά φυτά, όλα τα φύλλα δεν είναι όμοια, αλλά με τη διαφορετική επίδραση ορισμένων παραγόντων, εξωτερικών ή εσωτερικών, δημιουργούνται δύο μορφογενετικές κατευθύνσεις για την ανάπτυξη των φύλλων. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί ο κισσός (Hedera Helix) (Εικόνα 6.8.), στον οποίο διακρίνονται φύλλα ακέραια ωοειδή και φύλλα τρισχιδή. Τα τελευταία χρησιμεύουν για την προσκόλληση στο υποστήριγμα. 
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	Εικόνα 6.8. Φύλλα κισσού (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Ivy_44uf.jpg)

	 

	Η ανισοφυλλία αναφέρεται στο διαφορετικό μέγεθος ή στη διαφορετική συμμετρία φύλλων που βρίσκονται στην ίδια θέση του βλαστού ή ακόμα και στο ίδιο γόνατο. Το φαινόμενο καθορίζεται από γενετικούς παράγοντες. 

	 

	6.1.4. Φύλλα γυμνόσπερμων

	 

	Τα φύλλα τους είναι στενά, κυλινδρικά και μοιάζουν με βελόνες. Τα σχήματα αυτά είναι ξηρομορφικοί σχηματισμοί, επειδή έχουν μειώσει την επιφάνεια εξάτμισης.

	 

	6.1.5. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Περιγράψτε τις βασικές λειτουργίες των φύλλων.

		Από ποια τμήματα αποτελείται το φύλλο;

		Ποιο είναι το μηχανικό υπόβαθρο του ελάσματος;

		Με βάση τη γενική διαμόρφωση του ελάσματος, ποια είναι τα βασικά είδη φύλλων;

		Τι είναι το γλωσσίδιο και τι τα ωτίδια;

		Με βάση τη διάρκεια ζωής των φύλλων, σε ποιες κατηγορίες διακρίνονται τα φυτά; Δώστε παραδείγματα φυτών σε κάθε κατηγορία.

		Περιγράψτε την ανατομική διάπλαση του φύλλου.

		Τι είναι η ετεροφυλλία και τι η ανισοφυλλία;



	 

	6.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	6.2.1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Φύλλα ελιάς, πεύκου, αχλαδιάς ή μηλιάς, κισσού

		Λαβίδα

		Νυστέρι

		Υδροβολέας

		Αντικειμενοφόρες πλάκες

		Καλυπτρίδες



	 

	6.2.2 Πειραματική διαδικασία

	 

	6.2.3. Υλικά, κατεργασία και αντίστοιχη εικόνα

	 

	6.2.3.1.α. Pinus sp. 

	 

	Τα φύλλα είναι βελονοειδή, βγαίνουν κατά σπονδύλους ανά 2, 3 ή 5 στην κορυφή μικρών κλαδίσκων που λέγονται βραχυκλάδια, και περιβάλλονται από μεμβρανώδη κολεό. Παρασκευάζουμε λεπτή εγκάρσια τομή της βελόνας του πεύκου, αφού προηγουμένως την τοποθετήσουμε σε αντικειμενοφόρο πλάκα. Παρατηρούμε με μικρή μεγέθυνση ολόκληρο το φύλλο και στη συνέχεια τοποθετούμε τη μεγάλη μεγέθυνση για να δούμε λεπτομερειακά τη δομή κάθε ιστού χωριστά.
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	Εξωτερικά υπάρχει μονόστρωμη επιδερμίδα, με ισχυρά αφυμενιωμένα κύτταρα και στόματα πολύ βυθισμένα προς το εσωτερικό του φύλλου. 

	Κάτω από την επιδερμίδα, βρίσκεται το υπόδερμα (δύο ή τρεις σειρές σκληρεγχυματικά κύτταρα). 

	Το μεσόφυλλο αποτελείται από παρεγχυματικά χλωροφυλλούχα κύτταρα με χαρακτηριστική πτύχωση (εγκόλπωση) των τοιχωμάτων τους. Στο μεσόφυλλο υπάρχουν επίσης οι ρητινοφόροι πόροι. Αναγνωρίζονται στο μικροσκόπιο σαν λευκοί στρογγυλοί χώροι που περιβάλλονται από αδενικά κύτταρα. Παρατηρείται επίσης ενδοδερμίδα (περιβάλλει τις δύο ηθμαγγειώδεις δεσμίδες που βρίσκονται στην κεντρική θέση του φύλλου). Τα κύτταρα της ενδοδερμίδας φαίνονται επιμήκη, παχύτοιχα, χωρίς χλωροπλάστες. Ανάμεσα στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες υπάρχει αποταμιευτικό παρέγχυμα.
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	Εικόνα 6.9. Πευκοβελόνες.( https://pixabay.com/en/pine-needle-twig-twigs-tree-71338/)

	 

	 

	6.2.3.1.β. Pyrus communis

	 

	Η αχλαδιά είναι ένα οπωροφόρο φυλλοβόλο δέντρο. Συγκαταλέγεται στα καρποφόρα φυτά και καλλιεργείται σε όλες τις εύκρατες χώρες, όπως και στην Ελλάδα. Τα φύλλα της είναι απλά, ωοειδή ή καρδιόσχημα με μεγάλο μίσχο και οδοντωτά. 

	Κόβουμε λεπτές εγκάρσιες τομές του φύλλου και τις ετοιμάζουμε για παρατήρηση (Τσέκος κ.ά., 2012). Προσπαθούμε να εντοπίσουμε κάτω από τον αντικειμενικό φακό τα περιθώρια της τομής, που συνήθως είναι πιο λεπτά. Παρατηρούμε τις δύο επιδερμίδες που έχουν ευδιάκριτη εφυμενίδα, και μεταξύ τους το μεσόφυλλο. 
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	Το μεσόφυλλο είναι διαφοροποιημένο σε δρυφρακτοειδές και σπογγώδες παρέγχυμα. Τα κύτταρα του δρυφρακτοειδούς παρεγχύματος βρίσκονται κάτω ακριβώς από την επιδερμίδα και σχηματίζουν δύο ή τρεις σειρές. Έχουν επίμηκες σχήμα, είναι πλούσια σε χλωροπλάστες και είναι προσανατολισμένα κάθετα προς την επιφάνεια. Το σπογγώδες παρέγχυμα βρίσκεται κάτω από το δρυφρακτοειδές και φθάνει ως την κάτω επιδερμίδα. 
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	Εικόνα 6.10. Pyrus communis

	.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Pyrus_communis_cv_Pepi_Harilik_pirnipuu_sort_Pepi_estonia.JPG)

	 

	Τα κύτταρά του είναι ακανόνιστα και φτωχά σε χλωροπλάστες. Επίσης είναι χαλαρά συνδεδεμένα και αφήνουν μεγάλους μεσοκυττάριους χώρους, που επικοινωνούν με τις αναπνευστικές κοιλότητες των στομάτων που βρίσκονται αποκλειστικά προς την κάτω επιδερμίδα.

	 

	6.2.3.1.γ. Olea europaea L.

	 

	Η ελιά (Olea europaea L.) είναι αειθαλές καρποφόρο δένδρο, σπερµατόφυτο, αγγειόσπερµο, δικότυλο, συµπέταλο, της οικογένειας Oleaceae. Το γένος Olea περιλαµβάνει τριάντα είδη, από τα οποία µόνο το είδος O. europaea παρουσιάζει οικονοµικό ενδιαφέρον. Το είδος απαντάται ως ήµερη ελιά (O. europaea var. sativa) και ως αγριελιά (O. Europara var. oleaster). Τα φύλλα της ελιάς είναι βραχύµισχα, επιµήκη, λογχοειδή, λειόχειλα µε βαθύ πράσινο χρώµα στην προσαξονική και ασηµί στην αποαξονική επιφάνεια, λόγω της ύπαρξης πολυκύτταρων τριχών, διατεταγµένων σε 6-8 στρώµατα. Οι τρίχες της προσαξονικής επιφάνειας είναι κατά πολύ λιγότερες και διατάσσονται σε ένα αραιό στρώµα. Η διάταξη των φύλλων γίνεται κατ’ εναλλαγή σε δύο κάθετες σειρές. Η ανατοµική οργάνωση των φύλλων είναι η χαρακτηριστική των αείφυλλων σκληρόφυλλων της µεσογειακής χλωρίδας, µε πυκνά διατεταγµένα και µικρού µεγέθους κύτταρα, περιορισµένους µεσοκυττάριους χώρους και εκτεταµένη εσωτερική ελεύθερη επιφάνεια. Η επιδερµίδα είναι µονόστρωµη και καλύπτεται από ισχυρή εφυµενίδα, ενώ το πασσαλώδες παρέγχυµα αναπτύσσεται σε 4-5 στρώσεις κυττάρων. Ανάλογο πάχος διαθέτει και η περιοχή του σπογγώδους παρεγχύµατος. Στο µεσόφυλλο είναι χαρακτηριστική η παρουσία πολυάριθµων ιδιοβλαστικών σκληρεΐδων µεγάλου µήκους και µε παχιά κυτταρικά τοιχώµατα. Οι σκληρεΐδες προσδίδουν µηχανική αντοχή ενώ λειτουργούν ως οπτικές ίνες µεταφέροντας φως στα εσωτερικά στρώµατα του χλωροφυλλούχου παρεγχύµατος. Πολυκύτταρες λεπιοειδείς τρίχες έμμισχες με αστεροειδή μορφή, μη αδενώδεις, βρίσκονται στην κάτω επιφάνεια του φύλλου.
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	Εικόνα 6.11. Ασπιδοειδείς πολυκύτταρες τρίχες φύλλου ελιάς.(προσωπικό αρχείο)
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	Εικόνα 6.12. Ανατομία φύλλου από το φυτό Olea europea (oleaceae), κν. Ελιά.

	 

	Από τα προηγούμενα υλικά σχεδιάζουμε επιδερμικά κύτταρα και τρίχες.
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	6.2.3.1.δ. Στόματα

	 

	Πρόκειται για σχιζογενείς μεσοκυττάριους χώρους της επιδερμίδας, που περιβάλλονται από εξειδικευμένα επιδερμικά κύτταρα, τα καταφρακτικά. Ο σχιζογενής μεσοκυττάριος χώρος λέγεται σχισμή ή πόρος, το εύρος του μεταβάλλεται ανάλογα με διάφορες εξωτερικές και εσωτερικές συνθήκες, έτσι ώστε να εξυπηρετεί την ανταλλαγή αερίων στην αναπνοή, τη διαπνοή και τη φωτοσύνθεση. Τα καταφρακτικά κύτταρα, αντίθετα από τα υπόλοιπα επιδερμικά, περιέχουν χλωροπλάστες.

	 

	Πειραματική διαδικασία

	 

	Hedera helix (κισσός). Επιφανειακή τομή. Κόβουμε λεπτές επιφανειακές (παράλληλα προς την επιφάνεια) τομές από την κάτω επιδερμίδα του φύλλου. Παρατηρούμε στο μικροσκόπιο και σχεδιάζουμε ομάδα από 2-3 στόματα, με τα γειτονικά επιδερμικά κύτταρα. 
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	6.2.4. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	
		Να παρατηρηθεί η μορφή των στομάτων και η κατανομή τους ως προς την επιφάνεια του φύλλου.

		Να ερευνηθεί εάν υπάρχουν στόματα στην επάνω επιδερμίδα των φύλλων των παραπάνω φυτών.

		Παρατηρήστε τις διαφορές στην ανατομία των ελασμάτων στα διαφορετικά παρασκευάσματα φύλλων που δημιουργήσατε. 



	 

	6.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=co0JdqUlycg

	https://www.youtube.com/watch?v=O62Muz6kV30

	https://www.youtube.com/watch?v=pN0ZdrJQ-IE
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Εργαστηριακή άσκηση 7:
Ανατομία ρίζας

	 

	Σύνοψη 

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να αναγνωρίζουν το σχήμα και τη μορφή διαφορετικών ριζών, να μάθουν να πραγματοποιούν λεπτές τομές για τη δημιουργία νωπών παρασκευασμάτων, να αναγνωρίζουν τις διαφορετικές κυτταρικές στιβάδες, να διακρίνουν τις ανατομικές διαφορές μεταξύ διαφορετικών παρασκευασμάτων ριζών και να γνωρίζουν ποιες λειτουργίες επιτελούνται σε κάθε τμήμα της ρίζας.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Γνώση του περιεχομένου του κεφαλαίου της ανατομίας του φύλλου.

	 

	7.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	Ρίζα είναι το υπόγειο όργανο που προκύπτει από ένα αρχέφυτρο, του οποίου οι καταβολές βρίσκονται στο ριζίδιο του εμβρύου (Γαλάτης κ.ά., 1998). Επιτελεί τη στήριξη του φυτού και την πρόσληψη του νερού και των θρεπτικών αλάτων από το έδαφος. Ωστόσο, οι ρίζες όλων σχεδόν των φυτών, λιγότερο ή περισσότερο, αποταμιεύουν κάποια ποσότητα οργανικών ουσιών, τουλάχιστον για μικρό χρονικό διάστημα. Επομένως επιτελούν και αποταμιευτικό έργο ως δευτερεύουσα δραστηριότητα. Σε ένα κανονικό υγιές φυτό υπάρχει μια κατάσταση ισορροπίας ανάμεσα στην κόμη (υπέργειο τμήμα της κορυφής) και τη ρίζα. Ιδιαίτερη σημασία έχει η σχέση ολικής επιφάνειας φύλλων / ολικής επιφάνειας ρίζας, ή διαφορετικά ολικής επιφάνειας εκτεθειμένης στον ήλιο (απορρόφηση ενέργειας για παραγωγή ουσιών) / ολικής επιφάνειας σε άμεση επαφή με το έδαφος (προμήθεια υλικών για την παραγωγή). Κατά συνέπεια, το ριζικό σύστημα πρέπει να ανταποκρίνεται στις απαιτήσεις του υπέργειου τμήματος για πρώτες ύλες, ενώ το τελευταίο οφείλει να παρασκευάζει οργανικά προϊόντα για τη διατήρηση του ριζικού πόλου. Με αυτό τον τρόπο εξασφαλίζεται η φυσιολογική ισορροπία.

	 

	7.1.1. Εξωτερική μορφολογία

	 

	Η ρίζα παρουσιάζει σημαντικό βαθμό μορφολογικής παραλλακτικότητας, που σχετίζεται οπωσδήποτε και με τον μορφολογικό χαρακτήρα του βλαστού και με το οικολογικό πλαίσιο των φυτών. Διακρίνονται δύο θεμελιώδεις τύποι ριζών: η πασσαλώδης και η θυσανώδης (Εικόνα 7.1.). 

	 

	[image: Description: image7_1]

	Εικόνα 7.1. Διαφορετικοί τύποι ριζών.

	 

	Η πασσαλώδης ρίζα αποτελεί ένα ιεραρχημένο σύστημα με κύριο άξονα στην προέκταση του βλαστού, απ’ όπου διακλαδίζονται δευτερεύοντες άξονες 1ης τάξης και στη συνέχεια λεπτοφυέστεροι, 2ης τάξης. Το σύστημα αναπτύσσεται από το ριζίδιο του εμβρύου. Η ακολουθία της εμφάνισης των πλάγιων ριζών είναι από τον λαιμό (σταυρό), την περιοχή δηλαδή που ενώνει τον βλαστό με τη ρίζα, προς τα ακρορίζια, τις κορυφές των αρχεφύτρων. Η πασσαλώδης ρίζα είναι τυπική για την πλειονότητα των δικότυλων και των γυμνοσπέρμων. 

	Η θυσανώδης ρίζα προκύπτει αρχικά από το ριζίδιο και μερικές άλλες καταβολές, ως σύνθετο αλλά όχι διακλαδισμένο σύστημα. Συνήθως αυτή η πρωτογενής ρίζα καταστρέφεται και σχηματίζεται νέο ριζικό σύστημα από τους ώριμους διαφοροποιημένους ιστούς της αρχικής ρίζας ή του βλαστού (επιγενείς, βλαστογενείς ρίζες). Θυσανώδη ρίζα έχουν τα περισσότερα μονοκότυλα. Μεταξύ των δύο τύπων, ιδιαίτερα στα όρια της παραλλακτικότητας της πασσαλώδους ρίζας, υπάρχουν όλες οι μεταβατικές διαβαθμίσεις, με προσέγγιση προς τη θυσανώδη ρίζα. 

	Η μορφολογία της ρίζας επηρεάζεται σε μεγάλο βαθμό από τους παράγοντες του περιβάλλοντος. Τα φυτά που αναπτύσσονται σε ξηρό έδαφος δημιουργούν ριζικό σύστημα πιο εκτεταμένο και καλύτερα οργανωμένο. Σε αμμώδη εδάφη, οι πλάγιες ρίζες εκτείνονται οριζόντια, έτσι ώστε το σύνολο να αυξάνεται επιφανειακά και να περιορίζεται σε βάθος (Εικόνα 7.2.). 
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	Εικόνα 7.2. Μορφολογικοί τύποι ρίζας.

	 

	Ένας από τους κύριους ρυθμιστικούς παράγοντες για την εξάπλωση της ρίζας στο έδαφος είναι η υγρασία. Σε πολλά φυτά, η ρίζα διακλαδίζεται και αυξάνεται ως το βάθος που το έδαφος διυγραίνεται από το νερό της βροχής, ενώ στην περίπτωση της διαφορετικής υδατοϊκανότητας των διαδοχικών στρωμάτων, η καλύτερη διακλάδωση και ανάπτυξη της ρίζας πραγματοποιείται στα στρώματα που είναι πλουσιότερα σε υγρασία, χωρίς να είναι κορεσμένα. Τα καλλιεργούμενα φυτά δημιουργούν σχετικά ρηχό ή βαθύτερο ριζικό σύστημα, ανάλογα με τη συχνότητα και την ποσοτική κατανομή των αρδεύσεων. 

	Τα διάφορα είδη φυτών εκμεταλλεύονται διάφορα στρώματα του εδάφους. Οι ρίζες των αγρωστωδών, για παράδειγμα, είναι συνήθως θυσανώδεις και ρηχές (επιπολαιόριζα φυτά) και μερικά είδη που χρησιμοποιούνται στους χλωροτάπητες δεν φθάνουν σε βάθος μεγαλύτερο από 8-10 εκ. Στα περισσότερα καλλιεργούμενα φυτά, το ουσιαστικό ριζικό σύστημα εκτείνεται σε βάθος 1-2 μέτρα. Από τα δενδρώδη φυτά πολύ λίγα έχουν ρίζες που εισχωρούν βαθύτερα από 3 μέτρα, ενώ ορισμένα ποώδη, όπως η μηδική, διαθέτουν βαθύ ριζικό σύστημα (6-7 μ.) έτσι ώστε να εκμεταλλεύονται με τον καλύτερο τρόπο το υπεδάφιο νερό, αλλά και να υποβιβάζουν τη στάθμη του, υποβαθμίζοντας τελικά το έδαφος.

	Η ανάπτυξη της ρίζας εξαρτάται και από τον συναγωνισμό με άλλα φυτά (Εικόνα 7.3.). Αυτό είναι ιδιαίτερα έκδηλο όταν πρόκειται για αυτοσυναγωνισμό, δηλαδή για επίδραση γειτονικών φυτών του ίδιου είδους με όμοιες απαιτήσεις. Στις περιπτώσεις αυτές, ενισχύεται η κατακόρυφη αύξηση προς το βάθος, ενώ περιορίζεται η επιφανειακή εξάπλωση που αναχαιτίζεται από την ανταγωνιστική δράση των γειτονικών φυτών, ανάλογα με την απόσταση. 
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	Εικόνα 7.3. Διαφορετική ανάπτυξη ριζών. (https://www.flickr.com/photos/aaronescobar/2569091622)

	 

	7.1.2. Πρωτογενής ανατομική διάπλαση της ρίζας

	 

	Η ρίζα, όπως και ο βλαστός, προκύπτει από ένα αρχέφυτρο που οι καταβολές του βρίσκονται στο ριζίδιο του εμβρύου. Εξωτερικά υπάρχει μια διαφοροποιημένη ζώνη, η καλύπτρα. Η καλύπτρα είναι ένας προστατευτικός μανδύας από εξειδικευμένα κύτταρα, κάτι σαν δαχτυλήθρα. Συνήθως έχει μήκος μικρότερο από ένα 1 mm, με την εξαίρεση ορισμένων υδρόβιων φυτών που έχουν μεγάλη καλύπτρα, έως και 1 εκ. (τα περισσότερα υδρόβια δεν έχουν καλύπτρα). Αποτελείται από ζωντανά παρεγχυματικά κύτταρα, με περιορισμένη διάρκεια ζωής, τα οποία ανανεώνονται συνεχώς από το προμερίστωμα του αρχέφυτρου (Εικόνα 7.4.). Συχνά περιέχουν αμυλόκοκκους. Δεν έχουν καθορισμένη διάταξη, σε μερικές όμως περιπτώσεις σχηματίζουν ακτινωτές κανονικές σειρές, με σταθερή και ευδιάκριτη κεντρική περιοχή (Τσέκος, 2000). 

	Τα κύτταρα της καλύπτρας επιτελούν απεκκριτική λειτουργία, παράγουν και αποβάλλουν ένα είδος βλέννας. Διαπιστώθηκε ότι η διαδικασία της έκκρισης συνοδεύεται από υπερτροφική ανάπτυξη των δικτυοσωμάτων, τα οποία σχηματίζουν μεγάλα κυστίδια. Καθώς τα παλαιότερα κύτταρα νεκρώνονται και αποδιοργανώνονται, χρησιμεύουν ως λιπαντικό υλικό για τη διείσδυση της ρίζας στο έδαφος. Οι τρεις μεριστωματικές ζώνες, όπως παρατηρείται και στην παραπάνω εικόνα, φαίνεται να αποκλίνουν γύρω από μία μικρότερη κορυφαία ιστολογική περιοχή, που βρίσκεται στο κέντρο του προμεριστώματος και ονομάζεται ανενεργό κέντρο (quiescent center), γιατί σπάνια παρατηρούνται σε αυτό κυτταροδιαιρέσεις, ενώ τα κύτταρα που το περιβάλλουν δείχνουν έντονη μιτωτική δραστηριότητα.
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	Εικόνα 7.4. Αρχέφυτρο ρίζας. Διάγραμμα της επάκριας περιοχής με τα πρωτογενή μεριστώματα και την καλύπτρα.

	 

	Σε εγκάρσια τομή ρίζας (Εικόνα 7.5.), διακρίνουμε βασικά τον φλοιό και τον κεντρικό κύλινδρο. Εξωτερικά υπάρχει μονόστρωμη επιδερμίδα χωρίς στόματα και χωρίς εφυμενίδα. Ο πρωτογενής φλοιός αποτελείται βασικά από παρέγχυμα, με μικρή αναλογία σκληρεγχύματος (σπανιότατα κολεγχύματος). Στα εσωτερικά όρια του φλοιού βρίσκεται η ενδοδερμίδα με κύτταρα που σχηματίζουν ένα συνεχόμενο κολεό, χωρίς μεσοκυττάριους χώρους. 

	Πολλές ρίζες γυμνόσπερμων, αλλά και αρκετών αγγειόσπερμων, ιδιαίτερα μονοκότυλων, σχηματίζουν έναν ειδικό τύπο υποδερμικού ιστού, την εξωδερμίδα, η οποία αντιπροσωπεύει ένα μονοκυτταρικό ή σπανιότερα πολυκυτταρικό στρώμα, κάτω ακριβώς από την επιδερμίδα. Μερικά κύτταρα, κατά τόπους, παραμένουν απάχυντα και λεπτότοιχα για να διευκολύνουν την ανταλλαγή ουσιών κατά τη διεύθυνση των ακτίνων. Γι’ αυτό ονομάστηκαν «διεξοδικά κύτταρα». Συχνά η ανάπτυξη εξωδερμίδας ή υποδερμικού σκληρεγχυματικού κολεού έχει ως επακόλουθο τη νέκρωση και την καταστροφή της επιδερμίδας. Τότε τα κύτταρα της επιδερμίδας μετατρέπονται σε επιφανειακό ιστό αντικαθιστώντας την επιδερμίδα. 

	Στα εσωτερικά όρια του πρωτογενούς φλοιού σχηματίζεται η ενδοδερμίδα. Είναι ένας συνεχής κολεός μονοκυτταρικού πάχους, χωρίς μεσοκυττάριους χώρους. Τα κύτταρα της ενδοδερμίδας έχουν σχήμα εξαέδρου, με τον μεγαλύτερο άξονα κατά μήκος του οργάνου. Το χαρακτηριστικό των ενδοδερμικών κυττάρων είναι ότι τα τέσσερα τοιχώματα (δύο κατά την ακτίνα, δύο εγκάρσια) εμφανίζουν μια μορφολογική ιδιοτυπία, την ταινία του Caspary, η οποία περιβάλλει σαν δακτύλιος το κύτταρο. Η ταινία παρουσιάζει μεγάλη διακύμανση πλάτους και πάχους, ανάλογα με το είδος του φυτού και την οντογενετική φάση. Είναι, όμως, πάντοτε εμποτισμένη με κηρώδεις ουσίες συγγενείς προς τη φελλίνη. Η ταινία του Caspary τείνει να παρεμποδίζει τη διέλευση νερού και διαλυμάτων από τα κατά την ακτίνα τοιχώματα, έτσι ώστε να ενισχύεται η κυκλοφορία μέσα από τα εφαπτόμενα τοιχώματα και να ακολουθείται υποχρεωτικά η οδός του κυτταροπλάσματος.

	Ο κεντρικός κύλινδρος αποτελείται εξωτερικά από το περικύκλιο (παρεγχυματικά κύτταρα που διατηρούν τη μεριστωματική τους ικανότητα σε όλη τη διάρκεια της πρωτογενούς αύξησης). Στη συνέχεια, υπάρχει το φλοίωμα και το ξύλωμα, που δεν συνιστούν ηθμαγγειώδεις δεσμίδες, αλλά αναγνωρίζονται ως αυτοτελείς ηθμώδεις και αγγειώδεις δεσμίδες με ακτινωτή εναλλασσόμενη διάταξη.
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	Εικόνα 7.5. Τρισδιάστατη απεικόνιση αρχέφυτρου ρίζας: επιμήκης τομή (αριστερά) και εγκάρσια τομή (δεξιά).(προσωπική σχεδίαση)

	 

	7.1.3. Δευτερογενής ανατομική διάπλαση

	 

	Στα δικότυλα και τα γυμνόσπερμα συμβαίνει δευτερογενής κατά πάχος αύξηση της ρίζας. Ολοκληρώνεται ο καμβιώδης δακτύλιος, ο οποίος έχει κυματοειδή διατομή, με διαδρομή έξω από τις αγγειώδεις και μέσα από τις ηθμώδεις δεσμίδες. Ο δακτύλιος αυτός παράγει δευτερογενές ξύλωμα προς το εσωτερικό και δευτερογενές φλοίωμα προς το εξωτερικό (Εικόνα 7.6.). 
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	Εικόνα 7.6. Μονοκότυλα έναντι δικότυλων. Τα κριτήρια που χρησιμοποιούνται για τη διάκρισή τους: ο αριθμός των κοτυληδόνωνν, η διάταξη των ηθμαγγειωδών δεσμίδων στο βλαστό και το πρότυπο των ηθμαγγειωδών δεσμίδων στα φύλλα και οα αριθμός των πετάλων.( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Monocot_vs_Dicot.svg)

	 

	 

	7.1.4. Μεταμορφωμένες ρίζες

	 

	Οι περισσότερες ρίζες αποταμιεύουν οργανικά προϊόντα της θρέψης. Ωστόσο, σε πολλά φυτά, η αποταμίευση επιτελείται σε τέτοιο βαθμό ώστε οι ρίζες μεταμορφώνονται σε κύρια αποθηκευτικά όργανα (ριζοκόνδυλοι). Τέτοια φυτά είναι τα καρότα, τα τεύτλα, τα ρεπάνια και άλλα παρόμοια.

	 

	7.1.5. Η οργάνωση των δικότυλων ριζών

	 

	Στην εικόνα 7.5. είδαμε ζώνες κυττάρων σε διαφορετικά στάδια διαφοροποίησης. Η ακραία μεριστωματική ζώνη είναι η ζώνη της κυτταρικής διαίρεσης. Στη ζώνη αυτή προστίθενται συνεχώς κύτταρα στην καλύπτρα, η οποία και αποτελεί το προστατευτικό κάλυμμα της ρίζας. Στη ζώνη της τάνυσης, τα κύτταρα μεγαλώνουν και διαφοροποιούνται. Στη ζώνη των τριχιδίων, τα κύτταρα ωριμάζουν και διαφοροποιούνται περισσότερο. 

	 

	7.1.6. Ιστοί ρίζας δικότυλου

	 

	Επιδερμίδα. Η επιδερμίδα είναι η εξωτερική στιβάδα της ρίζας και αποτελείται από μία στιβάδα κυττάρων. Η πλειονότητα των επιδερμικών κυττάρων έχουν λεπτό κυτταρικό τοίχωμα και τετράγωνο σχήμα. Στην περιοχή των τριχιδίων, τα επιδερμικά κύτταρα έχουν ριζικά τριχίδια μήκους 5-8 mm (Εικόνες 7.7. και 7.8.) (Τσέκος κ.ά. , 2012). 

	Φλοιός. Προχωρώντας εσωτερικά της ρίζας συναντάμε λεπτού τοιχώματος παρεγχυματικά κύτταρα τα οποία και αποτελούν τον φλοιό της ρίζας. Έχουν ακανόνιστο σχήμα και περιέχουν κόκκους αμύλου με αποταμιευτικό χαρακτήρα. 

	Ενδοδερμίδα. Στα εσωτερικά όρια του φλοιού βρίσκεται η ενδοδερμίδα (μονόστρωμη), που σχηματίζει κλειστό κολεό, και τα κάθετά τους τοιχώματα φέρουν παχύνσεις (αναγνωρίζονται και διεξοδικά κύτταρα).

	Περικύκλιο. Ο κεντρικός κύλινδρος περιβάλλεται εξωτερικά από το περικύκλιο, που βρίσκεται εσωτερικά αμέσως μετά την ενδοδερμίδα. Οι βραχίονες των αγγείων είναι τρεις ή τέσσερις (τριαρχικές ή τετραρχικές ρίζες) και διατάσσονται ακτινωτά (όταν είναι τρεις) ή σχηματίζουν σταυρό (όταν είναι τέσσερις). Ανάμεσα στους βραχίονες των αγγείων βρίσκονται οι ηθμώδεις δεσμίδες (τρεις ή τέσσερις). Τέλος, υπάρχει ο καμβιοειδής δακτύλιος, που περιβάλλει τα αγγεία και περιβάλλεται ο ίδιος από τους ηθμοσωλήνες. Μεταξύ των ηθμωδών δεσμίδων και του περικυκλίου υπάρχουν 3 ή 4 νησίδες από στηρικτικά κύτταρα.

	 

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 7.7. Επιμήκης τομή ρίζας δικότυλου.
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	Εικόνα 7.8. Εγκάρσια τομή ρίζας δικότυλου.( https://www.flickr.com/photos/tonios-pics/387510813)

	 

	7.1.7. Ιστοί ρίζας μονοκότυλου

	 

	Επιδερμίδα. Είναι μονόστρωμη. Κάτω από αυτήν αναγνωρίζεται η εξωδερμίδα, που αντιπροσωπεύεται από μονοκυτταρικό στρώμα στηρικτικών κυττάρων.

	Φλοιός. Αποτελείται από παρεγχυματικά κύτταρα, χαλαρά συνδεδεμένα μεταξύ τους, χωρίς χλωροπλάστες (αποταμιευτικό παρέγχυμα).

	Ενδοδερμίδα. Στα εσωτερικά του φλοιού σχηματίζει κλειστό κολεό. Τα ενδοδερμικά κύτταρα έχουν πεταλοειδείς παχύνσεις, παρατηρούνται όμως και διεξοδικά κύτταρα κατά διαστήματα.

	Κεντρικός κύλινδρος. Περιβάλλεται εξωτερικά από το περικύκλιο και περιβάλλει τις ηθμώδεις και αγγειώδεις δεσμίδες σε ακτινωτή εναλλασσόμενη διάταξη. Μεταξύ των αγωγών δεσμίδων βρίσκονται και αποξυλωμένα παρεγχυματικά κύτταρα.
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	Εικόνα 7.9. Εγκάρσια τομή ρίζας μονοκότυλου

	( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Monocot_root_(8232497686).jpg)

	7.1.8. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Περιγράψτε τις βασικές λειτουργίες της ρίζας.

		Από ποιους παράγοντες επηρεάζεται η μορφολογία της ρίζας;

		Τι γνωρίζετε για την ταινία του Caspary, πού βρίσκεται και σε τι χρησιμεύει; 

		Με ποια κριτήρια διαχωρίζουμε τα μονοκότυλα από τα δικότυλα φυτά;

		Ποιος είναι ο ρόλος των κυττάρων της καλύπτρας;

		Ποια η μορφολογία, ποια η θέση και ποια η χρησιμότητα της ενδοδερµίδας;

		Τι γνωρίζετε για τα διεξοδικά κύτταρα;

		Τι είναι το περικύκλιο, πού βρίσκεται, από πόσες σειρές κυττάρων αποτελείται και σε τι χρησιμεύει; 

		Πού βρίσκονται, από τι αποτελούνται και πόσο χρήσιµα είναι τα ριζικά τριχίδια;

		Σε ποιες ρίζες υπάρχει κάµβιο και πού θα το εντοπίσετε σε εγκάρσια τοµή τους; 

		Συμπληρώστε τα κενά:



	
		Στα μονοκότυλα ο φλοιός αποτελείται από ......................................... κύτταρα. 

		Τα απάχυντα κύτταρα του φλοιού ονομάζονται .............................................. .

		Η ρίζα επιτελεί τη στήριξη του φυτού και συμβάλλει στην πρόσληψη νερού και .......................... .

		Σε ........................... εδάφη οι ρίζες εκτείνονται οριζόντια.

		Ο φλοιός αποτελείται από παρεγχυματικά κύτταρα χωρίς .......................... .

		Στη ζώνη της ....................... τα κύτταρα μεγαλώνουν και διαφοροποιούνται.

		Η .......................... καλύπτει τη ρίζα.

		Τα παρεγχυματικά κύτταρα περιέχουν κόκκους ......................... .

		Οι ρίζες των αγρωστωδών είναι ............................ και ................................... .

		Κύριος ρυθμιστικός παράγοντας για την εξάπλωση της ρίζας είναι η ........................ .



	 

	7.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	7.2.1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	
		Ρίζες καρότου, κρεμμυδιού

		Λαβίδα

		Νυστέρι

		Υδροβολέας

		Αντικειμενοφόρες πλάκες

		Καλυπτρίδες



	 

	7.2.2. Πειραματική διαδικασία

	7.2.2.1. Κόψτε εγκάρσιες τομές του μονοκότυλου και σχεδιάστε τες.

	 

	[image: Image]

	7.2.2.2. Κόψτε εγκάρσιες τομές του δικότυλου και σχεδιάστε τες.
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	7.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	
		Σε ποια μεγέθυνση διακρίνατε τις στιβάδες της ρίζας, με ποια κριτήρια διακρίνατε το είδος του φυτού (μονοκότυλο ή δικότυλο);

		Εντοπίσατε την ταινία Caspary;



	 

	7.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=g5pZuzB0p-k
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Εργαστηριακή άσκηση 8:
Ώσμωση

	 

	Σύνοψη 

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να κατανοούν τις αρχές της ώσμωσης, να διακρίνουν τις διαφορές του φαινομένου σε φυτικά και ζωικά κύτταρα, καθώς και να σχεδιάζουν ένα πείραμα μελέτης του φαινομένου, επιλέγοντας τα δικά τους διαλύματα και τους δικούς τους κυτταρικούς τύπους.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Απαιτείται η γνώση της δομής και της λειτουργίας των βιολογικών μεμβρανών από τα αντίστοιχα κεφάλαια του βιβλίου της θεωρίας. 

	 

	8.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	Σε έγγραφο του 1682, ο Ρόμπερτ Μπόυλ (R. Boyle) αναφέρει για πρώτη φορά φαινόμενα ώσμωσης. Ωστόσο, οι πρώτες παρατηρήσεις έγιναν το 1748 από τον Αβά Νολλέ (Abbe Nollet), ο οποίος πήρε ένα κύλινδρο με κρασί και σκέπασε το στόμιό του με κύστη ζώου. Στη συνέχεια, βύθισε τον κύλινδρο μέσα σε νερό και παρατήρησε ότι περνούσε νερό μέσα από την κύστη και έμπαινε στο κρασί. Αυτό του έκανε εντύπωση και αναρωτήθηκε ποια ήταν η δύναμη που προκαλούσε τη μετακίνηση του νερού. Έπρεπε να δοθεί μάλιστα και ένα σοβαρό όνομα με ελληνική ρίζα, οπότε ονομάστηκε ωσμωτική (από το ρήμα ωθώ) πίεση.

	Οι πρώτες συστηματικές μελέτες του φαινομένου της ώσμωσης (για την ακρίβεια οι πρώτες μετρήσεις της ωσμωτικής πίεσης) αποδίδονται στους βοτανολόγους W. Pfeffer και H. de Vries, οι οποίοι το 1877 μέτρησαν την ωσμωτική πίεση με την εύρεση της υδροστατικής πίεσης που προκαλείται από τη στήλη h (βλ. παρακάτω). Σε άλλα πιο σημαντικά πειράματα, ο Pfeffer χρησιμοποίησε την ειδική διάταξη που είναι γνωστή ως ωσμόμετρο του Pfeffer, με ειδική ημιπερατή μεμβράνη που επινοήθηκε από τον M. Traube. Τα πειράματα του Pfeffer, ιδίως στα υδατικά διαλύματα ζάχαρης, έδωσαν αφορμή στον Ολλανδό χημικό Jacobus Henricus van’t Hoff να ασχοληθεί με την ωσμωτική πίεση, που είναι ιδιαίτερα θεαματική στα φυτά, αφού οι χυμοί τους ανυψώνονται σε ύψος δεκάδων μέτρων. Ήδη ήταν γνωστός ο νόμος των τέλειων αερίων (PV=RT) αλλά ο Van’t Hoff εισάγοντας στο δεύτερο μέλος της εξίσωσης ένα συντελεστή i, μπόρεσε να εξηγήσει καλύτερα τα φαινόμενα.

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 8.1. Jacobus Henricus van’t Hoff (1852-1911).

	 

	Την ορθή ερμηνεία του παράγοντα i, δηλαδή το ότι αποτελεί μέτρο της ιοντικής διάστασης, υπέδειξε ο Svante August Arrhenius με γράμμα του προς τον Van’t Hoff. Ο τελευταίος ασπάστηκε με ενθουσιασμό την άποψη αυτή και δεν δίστασε στην επόμενη εργασία του να εξάρει τον ρόλο του Arrhenius. Οι θεωρίες του Van’t Hoff για την ώσμωση μαζί με τις εργασίες του στη Θερμοδυναμική και τη Χημική Κινητική, που προηγήθηκαν, του απέφεραν το πρώτο βραβείο Νόμπελ Χημείας το 1901 (Τρακατέλλης, 2012).

	Η διάχυση του νερού μέσω διαπερατής μεμβράνης ονομάζεται ώσμωση. 
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	Εικόνα 8.2. Ώσμωση μεταξύ διαλύματος και διαλύτη.

	 

	Φέρνουμε σε επαφή (Εικόνα 8.2.), μέσω ημιπερατής μεμβράνης, ένα υδατικό διάλυμα κάποιας χημικής ένωσης (π.χ. ζάχαρη) συγκέντρωσης C και ενός καθαρού διαλύτη (που θεωρούμε ότι έχει συγκέντρωση σε διαλυμένη ουσία C=0) (νερό). Αρχικά η ταχύτητα μετακίνησης (υ1) των μορίων του νερού από τον καθαρό διαλύτη προς το διάλυμα είναι μεγαλύτερη από την ταχύτητα μετακίνησης (υ2) των μορίων του νερού από το διάλυμα προς τον καθαρό διαλύτη. Δηλαδή αρχικά είναι υ1 > υ2. Έτσι, ο όγκος του διαλύματος αυξάνεται, οπότε παρατηρείται ανύψωση της στάθμης του διαλύματος στο δεξιό τμήμα του δοχείου. Το φαινόμενο της ώσμωσης θα συνεχιστεί, με σκοπό να εξισωθούν οι συγκεντρώσεις από τις δύο πλευρές της ημιπερατής μεμβράνης. Αυτό, όμως, δεν μπορεί να συμβεί, διότι ο καθαρός διαλύτης δεν περιέχει διαλυμένη ουσία.

	Με το πέρασμα του χρόνου, η ανύψωση της στάθμης του διαλύματος επιβραδύνεται και τελικά σταθεροποιείται σε ορισμένο ύψος (h), οπότε και σταματά το φαινόμενο της ώσμωσης. Αυτό συμβαίνει διότι η υδροστατική πίεση (Ρυδρ = ε·h) που δημιουργείται λόγω της ανύψωσης της στάθμης και που οφείλεται στη στήλη του διαλύματος ύψους h, εξαναγκάζει τα μόρια του διαλύτη να εξέρχονται με την ίδια ταχύτητα με την οποία εισέρχονται. Δηλαδή τελικά αποκαθίσταται κατάσταση δυναμικής ισορροπίας, όπου υ1 = υ2.

	Τα δύο τμήματα του δοχείου περιέχουν διαλύματα της ίδια ουσίας αλλά διαφορετικών συγκεντρώσεων, C1 (αραιότερο) και C2 (πυκνότερο), και ισχύει C1 < C2. Αρχικά η ταχύτητα διάχυσης των μορίων του διαλύτη από το αραιότερο προς το πυκνότερο διάλυμα είναι μεγάλη. Έτσι, θα συμβεί ώσμωση από το διάλυμα με συγκέντρωση C1 προς το διάλυμα συγκέντρωσης C2. Το φαινόμενο της ώσμωσης θα συνεχιστεί μέχρι να εξισωθούν οι συγκεντρώσεις των διαλυμάτων από τις δύο πλευρές της μεμβράνης, δηλαδή μέχρι να γίνει C1' = C2', όπου C1' και C2' οι νέες συγκεντρώσεις όταν σταματήσει η ώσμωση. Στο σημείο αυτό, αποκαθίσταται δυναμική ισορροπία, δηλαδή ίδιος αριθμός μορίων διαλύτη περνά μέσα από την ημιπερατή μεμβράνη στη μονάδα του χρόνου και προς τις δύο κατευθύνσεις (άρα υ1 = υ2). Το φαινόμενο μπορεί να σταματήσει επίσης αν τα δύο διαλύματα έχουν μεγάλη διαφορά συγκεντρώσεων και η υδροστατική στήλη (βλ. προηγούμενη παράγραφο) είναι τόσο υψηλή, που σταματά την ώσμωση εμποδίζοντας τη διέλευση των μορίων του διαλύτη πριν εξισωθούν οι συγκεντρώσεις. Φυσικά, δεν παρατηρείται ώσμωση αν από την αρχή τα δύο διαλύματα έχουν ίδιες συγκεντρώσεις, δηλαδή είναι αρχικά C1 = C2.
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	Εικόνα 8.3. Ώσμωση μεταξύ διαλυμάτων διαφορετικών συγκεντρώσεων.
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	Εικόνα 8.4. Για να μη συμβεί ώσμωση, μπορούμε να ασκήσουμε εξωτερική πίεση (Ρεξ) ίση με την ωσμωτική, δηλαδή Ρεξ = Π.

	 

	Ωσμωτική πίεση είναι η πίεση που πρέπει να ασκηθεί εξωτερικά στο διάλυμα, για να σταματήσει το φαινόμενο της ώσμωσης. Διαπερατές μεμβράνες είναι οι μεμβράνες οι οποίες επιτρέπουν την εκλεκτική δίοδο ορισμένων μορίων μικρού μεγέθους, όπως είναι τα μόρια του νερού, καθώς και μικρά μόρια ή ιόντα ορισμένων ουσιών, ενώ δεν επιτρέπουν τη δίοδο άλλων μεγάλων μορίων. Οι πόροι των μεμβρανών αυτών είναι γενικά μικρότεροι των 250 nm (250·10-9 m). Πολλές φυσικές και ιδίως ζωικές μεμβράνες (κύστεις) μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως ημιπερατές μεμβράνες. Πολύ καλές μεμβράνες είναι επίσης οι πορώδεις πλάκες που περιέχουν στους πόρους τους δυσδιάλυτα άλατα.

	Γενικά, η ωσμωτική πίεση είναι μεγάλη, π.χ. για υδατικό διάλυμα καλαμοσακχάρου 1% w/v στους 15°C είναι 0,684 Atm. Στα φυτικά κύτταρα μπορεί να είναι μεταξύ 5 και 10 Atm. Η ωσμωτική πίεση του αίματος στους 0°C είναι 6,74 Atm και οφείλεται κατά κύριο λόγο στα διάφορα ανόργανα άλατα που βρίσκονται στο πλάσμα, με σημαντικότερο το χλωριούχο νάτριο.

	Η ώσμωση μπορεί να σταματήσει:

	Όταν η στήλη του διαλύματος στο σωλήνα στην πλευρά Β ανεβεί αρκετά, ώστε η υδροστατική πίεση της στήλης αναγκάσει τα μόρια του διαλύτη να εξέρχονται προς την πλευρά Α με την ίδια ταχύτητα με την οποία εισέρχονται στην πλευρά Β.

	Αν από την αρχή είχε ασκηθεί στο διάλυμα στην πλευρά Β η κατάλληλη εξωτερική πίεση. Η ωσμωτική πίεση αναφέρεται σε αυτή την περίπτωση. Η εξωτερική πίεση που απαιτείται είναι ίση με την υδροστατική πίεση (Ρυδρ = ε·h), που δημιουργείται από την ανύψωση της στάθμης του διαλύματος όταν το φαινόμενο έχει καταλήξει σε ισορροπία.

	Μεταξύ δύο διαλυμάτων, ισοτονικά ονομάζονται αν έχουν την ίδια τιμή ωσμωτικής πίεσης. Υποτονικό ονομάζεται το διάλυμα που έχει τη μικρότερη τιμή ωσμωτικής πίεσης. Υπερτονικό ονομάζεται το διάλυμα που έχει τη μεγαλύτερη τιμή ωσμωτικής πίεσης.

	 

	8.1.1. Εφαρμογές της ωσμωτικής πίεσης

	 

	Ορισμένες από τις σημαντικότερες εφαρμογές της ωσμωτικής πίεσης είναι:

	Εύρεση της σχετικής μοριακής μάζας (Mr) μεγαλομοριακών ενώσεων (π.χ. πρωτεΐνες, πολυμερή) με τη μέθοδο της ωσμωμετρίας. Έτσι ονομάζεται η μέθοδος προσδιορισμού της Mr μιας ουσίας, υπολογίζοντας πειραματικά την ωσμωτική πίεση του υδατικού διαλύματός της. Η ωσμωμετρία εφαρμόζεται με την προϋπόθεση ότι το διάλυμα είναι αραιό και μοριακό. Για τον υπολογισμό, χρησιμοποιείται η σχέση: Mr = mRT/ΠV. Η μέτρηση πρέπει, όμως, να γίνει σε κατάλληλες συνθήκες, οι οποίες να μην ευνοούν τον πολυμερισμό της ουσίας (Γεωργάτσος, 1985).

	Υπολογισμός συγκέντρωσης διαλύματος ισότονου προς το αίμα. Η διαδικασία χρησιμοποιείται για την παρασκευή ορών διαφόρων ουσιών (π.χ. γλυκόζης, βιταμίνης C, φυσιολογικού ορού, δηλαδή διαλύματος NaCl 0,9%, κ.λπ.). Χρησιμοποιείται η σχέση: m = ΠVMr/RT όπου Π = 6,74 Atm, που είναι η ωσμωτική πίεση του αίματος. Έτσι, αν θέλουμε να παρασκευάσουμε ισότονο ορό γλυκόζης (C6H12O6, Mr = 180, μοριακή ουσία), θα πρέπει να διαλύσουμε m = 6,74x1x180/273x0,082 = 54,19 g γλυκόζης σε 1 lt νερού στους 0°C.

	Το φαινόμενο της ώσμωσης παρατηρείται σε όλους τους ζωντανούς οργανισμούς. Για παράδειγμα, εξαιτίας της ώσμωσης, το νερό απορροφάται από το έντερο, συγκρατείται στα νεφρά και επιστρέφει στο αίμα.

	Κύτταρα τοποθετούνται σε διάλυμα με την ίδια συγκέντρωση διαλύτη, με μεγαλύτερη συγκέντρωση διαλύτη στο διάλυμα ή μικρότερη συγκέντρωση διαλύτη σε σχέση με τα κύτταρα. Τα διαλύματα αυτά ονομάζονται ισοτονικά, υπερτονικά και υποτονικά, αντίστοιχα. Ένα διάλυμα χλωριούχου νατρίου 0,9% είναι ισοτονικό για τα ερυθρά αιμοσφαίρια, με αποτέλεσμα τα κύτταρα να μη συρρικνώνονται ούτε να διογκώνονται όταν τοποθετούνται σε αυτό το διάλυμα. 

	Τα υποτονικά διαλύματα προκαλούν διόγκωση και διάρρηξη του κυττάρου λόγω της εισόδου ποσότητας νερού διαμέσου των μεμβρανών. Οποιαδήποτε συγκέντρωση αλατιού μικρότερη του 0,9% θεωρείται υποτονική για τα ερυθρά. Σε τέτοια συγκέντρωση, τα ερυθρά λύονται και προκαλείται αιμόλυση. Η ουρία είναι η μόνη ουσία που διέρχεται εντελώς ελεύθερα από τη μεμβράνη των ερυθρών αιμοσφαιρίων. Γι’ αυτόν τον λόγο, η ουρία μπορεί να προκαλέσει αιμόλυση ακόμα και αν τα αιμοσφαίρια είναι μέσα σε ισότονο διάλυμα. Ισότονο με το αίμα είναι και το υγρό των ιστών. Ένα κύτταρο το οποίο τοποθετείται σε υπερτονικό διάλυμα χάνει νερό και συρρικνώνεται. Ένα διάλυμα χλωριούχου νατρίου 10% είναι υπερτονικό για τα ερυθρά αιμοσφαίρια. Υπερτονικά με το αίμα είναι τα δάκρυα, ενώ υποτονικό είναι το σάλιο και ο ιδρώτας. Τα ούρα μπορεί να είναι υπερτονικά ή και υποτονικά. 

	Όταν ένα φυτικό κύτταρο βρεθεί σε νερό, το οποίο θεωρείται υποτονικό διάλυμα (hypotonic), προκαλείται αύξηση του όγκου του κυτταροπλάσματος λόγω της διόγκωσης του χυμοτοπίου από την είσοδο νερού, και ταυτόχρονα πέφτει η ωσμωτική του πίεση, λόγω αραίωσης με την είσοδο του νερού. Με τη διόγκωση όμως του κυττάρου, το τοίχωμά του τεντώνεται, πράγμα που συνεπάγεται μια ελαστική τάση της μεμβράνης, που λέγεται σπαργή (turgid), αντίθετης κατεύθυνσης προς την ωσμωτική πίεση. Παρουσιάζεται αποκόλληση της μεμβράνης από το κυτταρικό τοίχωμα. Η ώσμωση αναστέλλεται όταν η ελαστική τάση των τοιχωμάτων του κυττάρου εξισορροπήσει την ωσμωτική πίεση. Το φαινόμενο αυτό της διόγκωσης του φυτικού κυττάρου ονομάζεται σπάργωση. Όταν το φυτικό κύτταρο βρεθεί σε υδατικό διάλυμα μεγαλύτερης ωσμωτικής πίεσης, δηλαδή σε υπερτονικό διάλυμα (hypertonic), το νερό θα βγαίνει από το κύτταρο, με αποτέλεσμα τη συρρίκνωση του κυττάρου. Το φαινόμενο αυτό λέγεται πλασμόλυση. Αν η πλασμόλυση δεν είναι πολύ ισχυρή ή δεν διαρκεί πολύ, είναι δυνατόν να επαναφέρουμε το κύτταρο στην αρχική φυσιολογική του κατάσταση με την τοποθέτησή του μέσα στο νερό. Το φαινόμενο αυτό λέγεται αποπλασμόλυση. Το φυτικό κύτταρο δεν διαρρηγνύεται, λόγω της αντίστασης που προβάλλει το κυτταρικό τοίχωμα (Τσέκος κ.ά., 2012).
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	Εικόνα 8.5. Ώσμωση σε  φυτικά κύτταρα. Τα βέλη δηλώνουν τις μετακινήσεις του νερού.

	( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Turgor_pressure_on_plant_cells_diagram.svg)
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	Εικόνα 8.6. Αποτελέσματα διαφορετικών διαλυμάτων στα ερυθρά αιμοσφαίρια.

	 

	8.1.2. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Τι είναι η ώσμωση και πότε σταματάει το φαινόμενο;

		Τι καλούμε ισοτονικά, υπερτονικά, υποτονικά διαλύματα;

		Πώς υπολογίζουμε τη συγκέντρωση ισότονου διαλύματος προς το αίμα;

		Τι προκαλείται στα ερυθρά αιμοσφαίρια όταν τοποθετηθούν σε διάλυμα 2% ΝaCl;

		Τι καλείται σπαργή και τι πλασμόλυση;



	 

	8.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	8.2.1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Φύλλα ευώνυμου, ανθρώπινα ερυθροκύτταρα

		Διαλύματα σουκρόζης και χλωριούχου νατρίου με συγκεντρώσεις από 0,05 Μ έως και 0,5 Μ

		Λεπίδες 

		Αντικειμενοφόρες πλάκες

		Καλυπτρίδες



	 

	8.2.2. Πειραματική διαδικασία

	
		Τοποθετήστε 4-5 σταγόνες διαλύματος 0,5 Μ ΝaCl σε μια αντικειμενοφόρο πλάκα και προσθέστε ένα μικρό κομμάτι επιδερμίδας από φύλλο ευώνυμου ή μία σταγόνα ερυθροκυττάρων. Καλύψτε το υλικό σας με μια καλυπτρίδα και παρατηρήστε τα αποτελέσματα στο μικροσκόπιο. 

		Επαναλάβετε το πείραμα με 0,4, 0,3, 0,2, 0,1 και 0,05 διάλυμα NaCl. Ένα από τα διαλύματα θα είναι ισοτονικό με το εκάστοτε πειραματικό υλικό. Σημειώστε ποιο είναι αυτό.

		Επαναλάβατε το πείραμα με τις αντίστοιχες συγκεντρώσεις σουκρόζης.

		Συμπληρώστε στους παρακάτω πίνακες τα αποτελέσματά σας.
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	Πίνακας 8.1. Ώσμωση με διαλύματα NaCl σε φυτικά και ζωικά κύτταρα.
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	Πίνακας 8.2. Ώσμωση με διαλύματα σουκρόζης σε φυτικά και ζωικά κύτταρα.

	 

	

		Υπολογίστε την ωσμωτική πίεση των ισότονων διαλυμάτων για κάθε κυτταρικό τύπο χρησιμοποιώντας την παρακάτω εξίσωση Π = Molarity x 24,4 (Atm) για το διάλυμα σουκρόζης και για το διάλυμα NaCl στην προηγούμενη εξίσωση x2, καθώς το NaCl διίσταται πλήρως σε ιόντα νατρίου και χλωρίου. 



	8.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	1. Εξηγήστε γιατί επιλέχθηκαν οι συγκεκριμένες συγκεντρώσεις NaCl και σουκρόζης.

	2. Ερμηνεύστε τα αποτελέσματα του πειράματος. 

	3. Τι θα συνέβαινε εάν είχαμε επιλέξει λευκοκύτταρα αντί για ερυθροκύτταρα;

	 

	8.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=w3_8FSrqc-I

	https://www.youtube.com/watch?v=7-QJ-UUX0iY

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	Γεωργάτσος, Ι. Ε. (1985). Βιοχημεία, τόμ. Α’, «Δομή μακρομορίων-Ένζυμα-Βιολογικές Οξειδώσεις». Θεσσαλονίκη.

	Τρακατέλλης, Α. (2012). Βιοχημεία. Θεσσαλονίκη: Εκδόσεις Αφοί Κυριακίδη.

	Τσέκος, Ι., Κουκόλη, Έ., Μουστάκας, Μ. (2012). Εργαστηριακές ασκήσεις Βοτανικής. Θεσσαλονίκη: Εκδόσεις Αφοί Κυριακίδη.

	 

	 

	 

	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 9:
Κυτταρική διαίρεση

	 

	Σύνοψη 

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να κατανοούν τους μηχανισμούς της πυρηνικής διαίρεσης στο φυτικό και το ζωικό κύτταρο, να γνωρίζουν την πειραματική διαδικασία για την προετοιμασία κυτταρικών παρασκευασμάτων σε μίτωση, καθώς και να διακρίνουν μικροσκοπικά τις διαφορετικές φάσεις της μίτωσης.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Η γνώση των φάσεων του κυτταρικού κύκλου θεωρείται απαραίτητη για την εργαστηριακή άσκηση της μίτωσης.

	 

	9.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	Ο πολλαπλασιασμός των κυττάρων και η δημιουργία κυτταρικών πληθυσμών προϋποθέτει τη διαίρεσή τους. Όταν ένα κύτταρο διαιρείται, διαιρείται πρωταρχικά ο πυρήνας. Κατά τη διαίρεση των κυττάρων, ο πυρήνας διαιρείται είτε για να διατηρήσει το γενετικό υλικό (αφού έχει προηγηθεί η αντιγραφή του DNA), είτε για να το μειώσει στο μισό σε οργανισμούς που αναπαράγονται φυλετικά (μέσω δύο διαιρέσεων).

	Ο πρώτος τρόπος διαίρεσης του πυρήνα καλείται μίτωση και έχει ως αποτέλεσμα τη σταθερότητα των οργανισμών. Ο δεύτερος τρόπος καλείται μείωση και έχει ως αποτέλεσμα την παραλλακτικότητα και τη γενετική ποικιλότητα των οργανισμών. Και στους δύο τρόπους διαίρεσης του πυρήνα, υπάρχει αντίστοιχα ένας μηχανισμός ακριβείας που μετατρέπει μέσω συμπύκνωσης τη χρωματίνη στη μορφή των χρωμοσωμάτων (τα οποία είναι χαρακτηριστικά για κάθε είδος οργανισμού). Μέσω των χρωμοσωμάτων, η διαίρεση του γενετικού υλικού γίνεται πιο εύκολα και είναι ακριβέστερη.

	Ο όρος μίτωση καθιερώθηκε από τον Βάλτερ Φλέμινγκ (W. Flemming) το 1882. Αποδίδεται σε μια θεμελιώδη πράξη αναπαραγωγής, η οποία στους μονοκύτταρους οργανισμούς συμπίπτει με τον πολλαπλασιασμό τους. Πρόκειται για μια συντηρητική διαδικασία διατήρησης του γενετικού υλικού και κατά συνέπεια για μια πράξη σταθερότητας και αμετατροπίας των οργανισμών.

	 

	9.1.1. Η μίτωση ως μέρος του κυτταρικού κύκλου

	 

	Η μίτωση αποτελεί μικρό μόνο τμήμα του κύκλου ζωής ενός ευκαρυωτικού κυττάρου, δηλαδή του χρόνου μεταξύ του σχηματισμού του από τη διαίρεση ενός γονικού κυττάρου και της διαίρεσής του σε δύο θυγατρικά κύτταρα. Το μεγαλύτερο τμήμα του κύκλου, που συχνά προσεγγίζει το 90%, καλύπτεται από το στάδιο της μεσόφασης, κατά το οποίο συντίθενται DNA, RNA, πρωτεΐνες και άλλα βιολογικά μόρια. Η αντιγραφή του DNA και η σύνθεση των ιστονών λαμβάνουν χώρα σε μια συγκεκριμένη φάση της μεσόφασης, στη φάση της σύνθεσης του DNA ή φάση S. H μεσόφαση περιλαμβάνει δύο ακόμα φάσεις, που αναφέρονται ως διάκενα, τη φάση G1, που προηγείται της φάσης S, και τη φάση G2, που έπεται της φάσης S. Έτσι, τα στάδια του κύκλου ζωής του ευκαρυωτικού κυττάρου ακολουθούν τη σειρά G1→S→G2→M (Εικόνα 9.1.). 

	Στα σωματικά κύτταρα ενός οργανισμού, η διάρκεια των φάσεων S και G2, καθώς και της μίτωσης, είναι κατά κανόνα σχετικά σταθερή. Ωστόσο, η διάρκεια της φάσης G1, κατά την οποία συντελείται σύνθεση πρωτεϊνών, λιπιδίων και υδατανθράκων, ποικίλλει αρκετά. Μερικά ευκαρυωτικά κύτταρα περνούν σχεδόν όλη τη φάση της ζωής τους στη φάση G1. Πρέπει να σημειωθεί ότι σε αντίθεση με τις άλλες φάσεις, η διάρκεια της φάσης G1 επηρεάζεται από διάφορους φυσιολογικούς ή περιβαλλοντικούς παράγοντες. 

	Επίσης, η φάση G1 διαφέρει σημαντικά μεταξύ διαφόρων κυτταρικών τύπων, καθώς και μέσα στον ίδιο κυτταρικό πληθυσμό. Σε ορισμένες περιπτώσεις, κύτταρα που βρίσκονται στη φάση G1 αντί να προετοιμάζονται για την αντιγραφή του DNA, εισέρχονται σε ένα στάδιο αναστολής γνωστό ως G0. Η διάρκεια του G0 κυμαίνεται από ημέρες έως μήνες ή και χρόνια. Μερικά κύτταρα μάλιστα δεν διαιρούνται ποτέ, όπως τα νευρικά, που παραμένουν συνέχεια στη φάση Go, ή διαιρούνται περιστασιακά, όπως τα ηπατικά και του παγκρέατος. Υπάρχουν, όμως, και περιπτώσεις που η διάρκεια των φάσεων G1 και G2 μειώνεται δραστικά ή εξαφανίζεται τελείως, και η φάση Μ είναι πολύ γρήγορη, όπως συμβαίνει κατά τις πρώτες κυτταρικές διαιρέσεις του ωαρίου αμέσως μετά τη γονιμοποίησή του. Μικροσκοπική παρατήρηση του πυρήνα ενός κυττάρου που βρίσκεται στο στάδιο της μεσόφασης, αποκαλύπτει ότι τη χρονική αυτή περίοδο τα χρωμοσώματα δεν είναι διακριτές μονάδες, αλλά έχουν τη μορφή διάχυτων λεπτών ινιδίων (χρωματίνη). Τέτοιοι πυρήνες καλούνται μεσοφασικοί πυρήνες (Εικόνα 9.2.).
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	Εικόνα 9.1. Κυτταρικός κύκλος. Οι φάσεις G1, S και G2 συνιστούν τη μεσόφαση.
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	Εικόνα 9.2. Μεσοφασικοί πυρήνες πλασματοκυττάρων.

	 

	9.1.2. Δομή και μορφολογία των χρωμοσωμάτων

	 

	Κατά τη μίτωση, τα χρωμοσώματα αποκτούν διακριτή εμφάνιση, καθώς μεταπίπτουν σταδιακά από τη διάχυτη μορφή των λεπτών ινιδίων σε συμπαγείς και αναγνωρίσιμες μονάδες. Η μετάπτωση αυτή είναι αποτέλεσμα υψηλού βαθμού συμπύκνωσης και υπερελίκωσης των ινιδίων χρωματίνης. Το χρωμοσωμικό υλικό έχει διπλασιαστεί κατά τη διάρκεια της φάσης S της μεσόφασης. Κάθε χρωμόσωμα αποτελείται από δύο πανομοιότυπες υπομονάδες, τις αδελφές χρωματίδες, οι οποίες συγκρατούνται η μία δίπλα στην άλλη στο κεντρομερίδιο. Η θέση του κεντρομεριδίου πάνω στο χρωμόσωμα ορίζει και το χαρακτηριστικό σχήμα του χρωμοσώματος. Με βάση αυτή τη θέση, τα χρωμοσώματα κατατάσσονται σε μετακεντρικά (όταν το κεντρομερίδιο είναι στη μέση και άρα οι δύο βραχίονες είναι ίσοι), σε υπομετακεντρικά (εκείνα που έχουν άνισους βραχίονες), σε ακροκεντρικά (το κεντρομερίδιο είναι πολύ κοντά στην άκρη και ο ένας βραχίονας είναι πολύ μικρότερος του άλλου) και σε τελοκεντρικά (Εικόνα 9.3.).
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	Εικόνα 9.3. Κατηγορίες χρωμοσωμάτων με βάση τη θέση του κεντρομεριδίου.

	9.1.3. Μίτωση

	 

	Στη μίτωση, οι δημιουργούμενοι νέοι πυρήνες είναι δύο (2) και έχουν ποιοτικά και ποσοτικά το ίδιο γενετικό υλικό με τον αρχικά διαιρούμενο πυρήνα. Η μίτωση διαρκεί μισή έως δυόμισι ώρες περίπου, αλλά ο χρόνος αυτός ποικίλλει στους διάφορους οργανισμούς. Είναι μια συνεχής διαδικασία που για εκπαιδευτικούς λόγους τη διακρίνουμε σε πρόφαση, μετάφαση, ανάφαση και τελόφαση. Στη συνέχεια, περιγράφονται εν συντομία οι κύριες φάσεις της μιτωτικής διαίρεσης, καθώς και η μεσόφαση, που προηγείται της κυτταρικής διαίρεσης.

	Μεσόφαση. Περιλαμβάνει τις φάσεις G1, S και G2. Ο μεσοφασικός πυρήνας (που προηγείται μιας νέας διαίρεσης) διαρκεί περίπου 80 φορές περισσότερο χρόνο απ’ όσο η μίτωση. Χαρακτηρίζεται κυρίως από τον διπλασιασμό του DNA του πυρήνα (φάση S). Σε αυτή τη φάση, όμως, η χρωματίνη μοιάζει σαν δίκτυο, εκτός αν έχει χρωμόκεντρα (ετεροχρωματινικά κοκκία) που βάφονται έντονα.

	Η πρόφαση αρχίζει μόλις αρχίζουν να γίνονται ορατά τα νήματα της χρωματίνης (χρωμονήματα), τα οποία σταδιακά βραχύνονται και παχύνονται (με συσπείρωση του χρωμονήματος). Στο τέλος της πρόφασης, τα χρωμονήματα έχουν συμπυκνωθεί σε κοντές, σχετικά παχιές, διπλές «ράβδους» και έχουν τη μορφή των χρωμοσωμάτων. Η συμπύκνωση μπορεί να συνεχιστεί και κατά τη μετάφαση. Η εξαφάνιση του πυρηνίσκου σηματοδοτεί τη βαθμιαία μείωση της μεταγραφής όλων των ειδών RNA, η οποία στο τέλος της πρόφασης είναι μηδενική, ενώ το ίδιο συμβαίνει και με την πρωτεϊνική σύνθεση. Καθώς μειώνονται οι τιμές της μεταγραφής του RNA και της πρωτεϊνικής σύνθεσης, σταματά η μετακίνηση των κυστιδίων ανάμεσα στα διάφορα υποκυτταρικά οργανίδια, καθώς επίσης και η ενδοκυττάρωση και η εξωκυττάρωση. Καθώς προχωρεί η πρόφαση, αρχίζουν να εξαφανίζονται οι πυρηνίσκοι και να διαλύεται η πυρηνική μεμβράνη, ενώ συγχρόνως εμφανίζεται η πυρηνική άτρακτος. Κατά τη δημιουργία της ατράκτου, οι μικροσωληνίσκοι διατάσσονται παράλληλα μεταξύ τους, από το ένα άκρο του κυττάρου στο άλλο. Ο προσανατολισμός αυτός των μικροσωληνίσκων δημιουργεί τους δύο πόλους του κυττάρου. Οι μικροσωληνίσκοι της ατράκτου, με τη βοήθεια των μοριακών μηχανών κίνησης των μικροσωληνίσκων, αναπτύσσουν τις δυνάμεις εκείνες οι οποίες θα μεταφέρουν τελικά τις χρωματίδες στους δύο πόλους του κυττάρου. Στο τέλος της πρόφασης, παρατηρείται κίνηση των χρωμοσωμάτων προς το ισημερινό επίπεδο της πυρηνικής ατράκτου. Διαρκεί περίπου 1-1,5 ώρα.
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	Εικόνα 9.4. Πρόφαση. (https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Mitosis_(261_02)_Pressed;_root_meristem_of_Vicia_faba_(cells_in_prophase).jpg)

	 

	H μετάφαση διαρκεί πολύ λίγο (λίγα λεπτά) και χαρακτηρίζεται από τον προσανατολισμό των χρωμοσωμάτων στην ισημερινή πλάκα με χαρακτηριστική αναγνωρίσιμη εξωτερική μορφολογία. Διακρίνονται οι δύο χρωματίδες κάθε χρωμοσώματος και το κεντρομερίδιό τους.
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	Εικόνα 9.5. Μετάφαση.

	 

	Η ανάφαση αρχίζει μόλις διαιρείται και το κεντρομερίδιο των χρωμοσωμάτων. Οι αδελφές χρωματίδες κάθε χρωμοσώματος έλκονται προς τους αντίθετους κυτταρικούς πόλους και η φάση τελειώνει μόλις αυτές φτάσουν στους πόλους της ατράκτου. Ταυτόχρονα, οι δύο πόλοι της ατράκτου απομακρύνονται ο ένας από τον άλλο. Η μετακίνηση των θυγατρικών χρωμοσωμάτων προς τους πόλους εξαρτάται απόλυτα από τους μικροσωληνίσκους της μιτωτικής συσκευής. Η φάση αυτή διαρκεί επίσης λίγα λεπτά της ώρας.
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	Εικόνα 9.6. Ανάφαση (το κύτταρο πάνω αριστερά).

	 

	Η τελόφαση είναι φάση ανάδρομη της πρόφασης και αρχίζει με τη συγκέντρωση όλων των θυγατρικών χρωμοσωμάτων στους πόλους. Κατά τη διάρκεια αυτής της φάσης, αποσυσπειρώνονται τα χρωμοσώματα και αποτελούν πάλι ένα δίκτυο από χρωμονήματα, επανερχόμενα στη μεσοφασική τους μορφή. Εξαφανίζεται η πυρηνική άτρακτος και επανεμφανίζονται οι πυρηνίσκοι. Εμφανίζεται η πυρηνική μεμβράνη, η οποία στην αρχή είναι ακανόνιστη, στη συνέχεια όμως αποκτά κανονικό σχήμα. Στα φυτικά κύτταρα δημιουργείται ο φραγμοπλάστης, που θα σχηματίσει το νέο κυτταρικό τοίχωμα από το κέντρο προς την περιφέρεια. Τα ζωικά κύτταρα στερούνται κυτταρικού τοιχώματος και η διαίρεσή τους ολοκληρώνεται με σύσφιξη της κυτταροπλασματικής μεμβράνης. 
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	Εικόνα 9.7. Τελόφαση (το κύτταρο κάτω δεξιά).

	 

	Σημαντικός κινητικός παράγοντας της μίτωσης είναι η άτρακτος, της οποίας οι ίνες είναι ορατές στο οπτικό μικροσκόπιο και συνδέουν τους δύο πόλους μεταξύ τους.

	Με την ολοκλήρωση της πυρηνικής διαίρεσης, δημιουργούνται δύο γενετικά πανομοιότυποι πυρήνες, που μοιράζονται, ωστόσο, το ίδιο κυτταρόπλασμα. Για να ολοκληρωθεί συνεπώς η μίτωση, πρέπει να διαιρεθεί και το κυτταρόπλασμα, ώστε να σχηματιστούν δύο αυτοτελή κύτταρα. Αυτό επιτυγχάνεται με τη διαδικασία της κυτταροπλασματικής διαίρεσης, κατά την οποία διανέμεται το κυτταρόπλασμα στα δύο θυγατρικά κύτταρα.
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	Εικόνα 9.8. Συνοπτικά όλα τα στάδια της μίτωσης σε φυτικά κύτταρα (https://en.wikipedia.org/wiki/Mitosis#/media/File:Wilson1900Fig2.jpg)

	 

	Η μίτωση μπορεί να ανασταλεί στο στάδιο της μετάφασης με την προσθήκη διαλύματος κολχικίνης. Η κολχικίνη είναι ένα αλκαλοειδές που παράγεται από τον κρόκο (ζαφορά, Colchicum autumnale). Το γένος Colchicum αριθμεί περί τα 60 είδη, λιγότερα ή περισσότερα, ανάλογα με τον ταξινομιστή, τα οποία ευδοκιμούν σε όλη την Ευρώπη και σε περιοχές της Δυτικής Ασίας και της Βόρειας Αφρικής, ενώ ως εισαγόμενο μπορεί να βρεθεί και στη Βόρεια Αμερική. Είναι μονοκοτυλήδονα φυτά της τάξης των Λειριωδών (Liliales). Παλαιότερα ταξινομούνταν στην οικογένεια των Λειριιδών (Liliaceae), αλλά τώρα έχουν μεταφερθεί σε δική τους, τους Κολχικίδες (Colchicaceae). Το όνομα «κολχικό» προέρχεται από μια εκδοχή του μύθου, σύμφωνα με την οποία η Μήδεια από την Κολχίδα σκότωσε τα παιδιά της με αυτό το δηλητήριο. 

	Τα κολχικά είναι μικρά πολυετή φυτά που περνούν το θερμό και ξηρό καλοκαίρι ως κορμοί υπογείως. Ο κορμός, όπως και ο βολβός, είναι ένας διαφοροποιημένος υπόγειος αποταμιευτικός βλαστός, αλλά πιο πεπλατυσμένος και χωρίς εμφανή λέπια. Στις αρχές του φθινοπώρου, εμφανίζεται ένα ή περισσότερα άνθη, μονά σε σωληνοειδείς «βλαστούς», με 6 πέταλα και 6 στήμονες (ενώ οι πραγματικοί κρόκοι έχουν 3, το κύριο διαφοροποιητικό στοιχείο), συνήθως σε αποχρώσεις του ρόδινου και του μοβ. Ο «βλαστός» αυτός που στηρίζει το άνθος είναι στην πραγματικότητα μέρος του άνθους με τους στύλους και ενώνει τα πάνω μέρη με τις θηλυκές ωοθήκες που βρίσκονται υπογείως. Μετά την ανθοφορία, σχηματίζεται ο καρπός με τους σπόρους και αργότερα, την άνοιξη ή και νωρίτερα, ανάλογα με το κλίμα και το είδος, εμφανίζεται το φύλλωμα, που αποτελείται από λίγα όρθια, ταινιοειδή φύλλα. Στο διάστημα αυτό, το φυτό αναπτύσσεται, εξαντλώντας τον παλιό κορμό και δημιουργώντας νέους, και έτσι με τον καιρό τα φυτά δημιουργούν συστάδες. Προς το τέλος της περιόδου ανάπτυξης, το φυτό αποθηκεύει ενέργεια στους κορμούς για το καλοκαίρι, οπότε το φύλλωμα ξεραίνεται και το φυτό πέφτει και πάλι σε νάρκη.

	Τα κύρια αποτελέσματα της κολχικίνης οφείλονται στην ικανότητά της να αναστέλλει την αύξηση των μικροσωληνίσκων του κυττάρου – που γίνεται μέσω της προσθήκης υπομονάδων τουμπουλίνης (προσθήκη διμερών α, β τουμπουλίνης), καθώς η τουμπουλίνη δεν είναι διαθέσιμη. Έτσι, λειτουργεί ως αποτελεσματικό μιτωτικό δηλητήριο σταματώντας τη μίτωση (εμποδίζει τον σχηματισμό της μιτωτικής ατράκτου, με αποτέλεσμα να μη γίνεται ο διαχωρισμός των αδελφών χρωματίδων). Επίσης, αναστέλλει την κινητικότητα και τη δραστηριότητα των ουδετερόφιλων κυττάρων του ανοσοποιητικού συστήματος, λειτουργώντας ως αντιφλεγμονώδες. Η μίτωση που συμβαίνει μετά από προσθήκη κολχικίνης ονομάζεται C-μίτωση. Προάγει την εύκολη ανίχνευση και ταυτοποίηση των χρωμοσωμάτων. Κατά τη διάρκεια της μετάφασης σε C-μίτωση, τα χρωμοσώματα δημιουργούν μια δομή Χ, καθώς καθένα αποτελείται από δύο χρωματίδες που παραμένουν ενωμένες στο κεντρομερίδιο. 

	Η κολχικίνη έχει και άλλη χρήση. Στα φυτά οδηγεί στο διπλασιασμό του αριθμού των χρωμοσωμάτων στο κύτταρο. Καθώς η κολχικίνη εμποδίζει τη μίτωση στο φυτικό κύτταρο, αυτό παραμένει σταθερό, ενώ το γενετικό υλικό διπλασιάζεται στη φάση S. Αυτό δεν είναι καταστρεπτικό για τα φυτικά, ενώ είναι για τα ζωικά κύτταρα. Αντίθετα με τα περισσότερα χρωμοσώματα, π.χ. αντί για κανονικό διπλοειδές (2 σειρές χρωμοσωμάτων - 2n), μπορεί να είναι τετραπλοειδές (4 σειρές χρωμοσωμάτων - 4n), και με αυτό τον τρόπο ένα φυτό έχει τη δυνατότητα για πολύ μεγαλύτερη ποικιλομορφία. Γι’ αυτό η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται στη δημιουργία ή τη βελτίωση καλλιεργούμενων ποικιλιών. Επίσης τριπλοδείς ποικιλίες (3 σειρές χρωμοσωμάτων - 3n) που είναι στείρες μπορούν χάρη στην κολχικίνη να γίνουν γόνιμες, καθώς μετατρέπονται σε εξαπλοειδείς.

	 

	9.1.4. Τα χρωμοσώματα στα ανθρώπινα κύτταρα

	 

	Στον άνθρωπο κάθε σωματικό κύτταρο έχει 46 χρωμοσώματα, τα οποία διαφέρουν μεταξύ τους ως προς το μέγεθος, τη θέση των κεντρομερών και το πρότυπο της ζώνωσης που προκύπτει μετά από χρώση. Με βάση τα χαρακτηριστικά αυτά, μπορούν να διακριθούν και να ταξινομηθούν με μικροσκοπική παρατήρηση. Η ταξινόμηση οδηγεί σε 23 τύπους ζευγών χρωμοσωμάτων (Εικόνα 9.9.). Τα δύο χρωμοσώματα κάθε ζεύγους έχουν το ίδιο μήκος, κεντρομερή στην ίδια θέση και κοινό πρότυπο χρώσης. Αυτά ονομάζονται ομόλογα χρωμοσώματα. Σημαντική διαφορά στο πρότυπο των ομόλογων χρωμοσωμάτων στα σωματικά κύτταρα του ανθρώπου αποτελούν δύο ιδιαίτερα χρωμοσώματα, τα οποία ονομάζονται Χ και Υ. Τα θηλυκά άτομα έχουν ένα ζεύγος ομόλογων χρωμοσωμάτων Χ (ΧΧ), ενώ τα αρσενικά έχουν ένα Χ και ένα Υ (ΧΥ). Τα χρωμοσώματα Χ και Υ καθορίζουν το φύλο του ατόμου και ονομάζονται φυλετικά. Όλα τα υπόλοιπα ονομάζονται αυτοσωμικά. Καρυότυπο ονομάζουμε την απεικόνιση των χρωμοσωμάτων, τα οποία διατάσσονται σε ζεύγη, κατά μειούμενο μέγεθος, αφού ευθυγραμμίσουμε τα κεντρομερίδια. Μετά την ταξινόμηση των αυτοσωμικών χρωμοσωμάτων, τοποθετούνται τα φυλετικά (Χ,Χ ή Χ,Υ).

	 Ο καρυότυπος δημιουργείται από σωματικά κύτταρα σε κυτταροκαλλιέργεια, τα οποία έχουν διεγερθεί με μιτογόνο παράγοντα για να βρίσκονται σε κυτταρική διαίρεση. Μετά από αναστολή της μίτωσης στη μετάφαση (με χρήση κολχικίνης), τα κύτταρα παρατηρούνται σε μικροσκόπιο, φωτογραφίζονται και ταξινομούνται, είτε στον υπολογιστή είτε στο φωτογραφικό χαρτί (Tropp, 2014).
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	Εικόνα 9.9. Κυτταρογενετική ανάλυση ή καρυότυπος ανδρός.

	 

	9.1.5. Ερωτήσεις θεωρητικού μέρους

	 

	
		Αναφέρετε παραδείγματα διαφοροποιημένων κυττάρων που έχουν απολέσει την ικανότητα της κυτταρικής διαίρεσης.

		Περιγράψτε τις διαφορές φυτικών και ζωικών κυττάρων κατά τη μίτωση.

		Ποιο είναι το αποτέλεσμα της μίτωσης;

		Περιγράψτε ένα παράδειγμα αναστολής της κυτταρικής διαίρεσης κα εξηγήστε τον μηχανισμό. Είναι το φαινόμενο αντιστρεπτό; 

		Ποια φάση του κυτταρικού κύκλου είναι ευάλωτη στις αλλαγές του περιβάλλοντος;

		Με ποια κριτήρια ταξινομούμε τα χρωμοσώματα ενός ατόμου για τη δημιουργία του καρυότυπου;



	 

	9.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	9.2.1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	Συσκευές

	 

	
		Μικροσκόπια

		Υδατόλουτρο (60°C)



	 

	Αντιδραστήρια

	 

	
		Διάλυμα κολχικίνης 0,1% 

		Καθαρό οξικό οξύ

		Υδατικό διάλυμα οξικού οξέος (45%)

		Υδροχλωρικό οξύ 1Ν

		Διάλυμα λευκοβασικής φουξίνης (Feulgen)



	 

	Αυτή η χρωστική παρασκευάζεται με τον ακόλουθο τρόπο: Σε 200 ml απεσταγμένο νερό που βράζει προσθέτουμε 1 g βασική φουξίνη με ταυτόχρονη ανάδευση. Αφήνουμε το διάλυμα να κρυώσει μέχρι 50°C. Στη συνέχεια, το διηθούμε και προσθέτουμε 30 ml HCl (1N) και 3 gr μεταθειικό κάλιο (Κ2S2O3). Το διάλυμα παραμένει στο σκοτάδι για 24 ώρες και κατόπιν προσθέτουμε ζωικό ή φυτικό άνθρακα για τον αποχρωματισμό και διηθούμε.
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	Εικόνα 9.10. Η χημική δομή της κολχικίνης.
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	Εικόνα 9.11. Colchicum.
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	Εικόνα 9.12. Πολυμερισμένη τουμπουλίνη. Είναι μια διμερής πρωτεΐνη που αποτελείται από μία α και μία β υπομονάδα. Στην κορυφή δεσμευμένο είναι ένα μόριο κινεσίνης.

	 

	9.2.2. Πειραματική διαδικασία στο φυτικό κύτταρο

	 

	9.2.2.1. Παρατήρηση μιτώσεων σε μόνιμα παρασκευάσματα

	 

	Τα ακροριζίδια που αναπτύσσονται, όπως και άλλοι μεριστωματικοί ιστοί, περιέχουν μεγάλο ποσοστό κυττάρων που διαιρούνται, γι’ αυτό και αποτελούν εξαιρετικό υλικό για μελέτη των μιτωτικών διαίρεσεων. Στην άσκηση αυτή, θα παρατηρήσετε μόνιμα παρασκευάσματα ακροριζιδίων κρεμμυδιού (Allium cepa) και υάκινθου (Hyacinthus sp.), με σκοπό να αναγνωρίσετε και να μελετήσετε τις φάσεις της μίτωσης. Σχεδιάστε κύτταρα στις διάφορες φάσεις της μίτωσης και απεικονίστε τα βασικά τους χαρακτηριστικά.
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	9.2.2.2. Παρατήρηση μιτώσεων σε νωπό υλικό σε ακροριζίδια κρεμμυδιού

	 

	Η μελέτη της μίτωσης στους φυτικούς οργανισμούς γίνεται κυρίως στα ακρορίζια των φυτών όπου υπάρχουν πολλά μεριστωματικά (εμβρυώδη) κύτταρα που διαιρούνται συνεχώς. Έτσι μπορούμε μετά από κατάλληλη στερέωση και χρώση να μελετήσουμε και να δούμε όλες τις φάσεις της μίτωσης. 

	Πειραματική διαδικασία

	
		Αφαιρούμε από τη βάση του βολβού του κρεμμυδιού τα υπολείμματα των παλαιών ριζών του, προσέχοντας να μην τραυματίσουμε τον βολβό, και τοποθετούμε το κρεμμύδι μέσα σε ρηχό δοχείο, στο οποίο έχουμε ρίξει λίγο νερό. Το νερό αυτό το αλλάζουμε καθημερινά. Ύστερα από 3-4 ημέρες, θα παρατηρήσουμε ότι τα κρεμμύδια έχουν βγάλει πολλές καινούργιες ρίζες.

		Κόβουμε από το άκρο της ρίζας ένα κομμάτι μήκους 0,5 cm. Αφαιρούμε μικρό τμήμα (1 mm) από το άκρο του, διότι στα κύτταρα αυτής της περιοχής δεν γίνονται συνήθως κυτταρικές διαιρέσεις (μιτώσεις). Τα ριζίδια τοποθετούνται σε φιαλίδια με διάλυμα κολχικίνης 0,1% για 3 ώρες.

		Αφού περάσει ο χρόνος επώασης, το διάλυμα αποχύνεται και αντικαθίσταται με καθαρό οξικό οξύ ή μείγμα απόλυτης αλκοόλης με οξικό οξύ, αναλογίας 3:1 (Carnoy). Το υλικό παραμένει στο διάλυμα τουλάχιστον 12 ώρες.

		Χρώση. Αποχύνεται το διάλυμα μονιμοποίησης και αντικαθίστανται με ΗCl 1N. Ακολουθεί υδρόλυση για 12 λεπτά σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 60°C. Όταν τελειώσει η υδρόλυση, το διάλυμα υδροχλωρίου αντικαθίσταται με διάλυμα λευκοβασικής φουξίνης. Τα φιαλίδια πωματίζονται και παραμένουν στη χρωστική τουλάχιστον για μισή ώρα (θερμοκρασία δωματίου).

		Προετοιμασία των παρασκευασμάτων. Κόβεται η μεριστωματική ζώνη του ακροριζιδίου (2-3 mm) και τοποθετείται πάνω σε αντικειμενοφόρο μέσα σε σταγόνα οξικού οξέος 45%. Βάζουμε την καλυπτρίδα και καλύπτουμε το παρασκεύασμα με διηθητικό χαρτί στο μέγεθος της αντικειμενοφόρου πλάκας. Με το πίσω μέρος της βελόνας κτυπούμε ελαφρά το παρασκεύασμα για να διαχωριστούν καλά τα κύτταρα και να γίνει κατά το δυνατόν μια μονόστρωμη διάταξη. Τέλος, το πιέζουμε δυνατά πάνω από το διηθητικό χαρτί με τον αντίχειρα, ώστε να γίνει καλύτερη επαφή αντικειμενοφόρου και καλυπτρίδας. Η πίεση πρέπει να γίνεται κατακόρυφα, ώστε να μη μεταβληθεί η αρχική θέση των κυττάρων. Το σύνολο θερμαίνεται ελαφρά (στιγμιαία) σε φλόγα λυχνίας για να εξατμιστεί η περίσσεια οξικού οξέος-χρωστικής. Το παρασκεύασμα είναι έτοιμο για παρατήρηση. 

		Παρατηρήστε το παρασκεύασμα χρησιμοποιώντας αρχικά μικρή μεγέθυνση, ώστε να εντοπίσετε τους μιτωτικούς πυρήνες. Αναζητήστε μετακινώντας το παρασκεύασμα διαφορετικές φάσεις της μιτωτικής διαίρεσης.

		Εάν τα κύτταρα δεν έχουν διαχωριστεί αρκετά, επαναλάβετε τη διαδικασία χρησιμοποιώντας ένα καινούργιο ακροριζίδιο.



	 

	9.2.2.3. Μελέτη του ανθρώπινου καρυότυπου
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	Εικόνα 9.13. Καρυότυπος θηλυκού ατόμου.

	 

	Στην άσκηση θα παρατηρήσετε τα ανθρώπινα χρωμοσώματα σε μόνιμο παρασκεύασμα από καλλιέργεια λευκοκυττάρων του αίματος. Παρατηρήστε τις διαφορές στο μέγεθος και τη θέση του κεντρομεριδίου και προσπαθήσετε να ταξινομήστε τα χρωμοσώματα αναζητώντας τα ομόλογά τους.

	 

	 

	9.2.2.4. Παρατήρηση γιγάντιων χρωμοσωμάτων

	 

	Σε ορισμένα κύτταρα, παρατηρείται αλλεπάλληλος διπλασιασμός του DNA χωρίς επακόλουθο διαχωρισμό. Στους σιελογόνους αδένες της μύγας Drosophila melanogaster, το φαινόμενο αυτό επαναλαμβάνεται 1.024 φορές, γεγονός που αντιστοιχεί σε 10 κύκλους αντιγραφής του DNA (210). Με τον τρόπο αυτό δημιουργούνται γιγάντια ή πολυταινικά χρωμοσώματα. Κάθε πολυταινικό χρωμόσωμα περιέχει εγκάρσιες ζώνες που βοηθούν σημαντικά στη χαρτογράφηση των γονιδίων (Εικόνα 9.14.). Οι ζώνες των πολυταινικών χρωμοσωμάτων μπορούν να μετατραπούν σε φούσκες, που ονομάζονται puffs και συνιστούν περιοχές έντονης μεταγραφικής δραστηριότητας. Όταν η φούσκα διογκωθεί πολύ, ονομάζεται δακτύλιος Balbiani. Έχει παρατηρηθεί ότι η δημιουργία της φούσκας αποτελεί πολλές φορές μηχανισμό επέκτασης γονιδίων με χαρακτηριστικό παράδειγμα τα γονίδια της σύνθεσης του μεταξιού στο μεταξοσκώληκα.

	Εάν βάψουμε τα πολυταινικά χρωμοσώματα με Feulgen και τα παρατηρήσουμε στο φωτονικό μικροσκόπιο, θα διαπιστώσουμε διαφορετικής έντασης βαμμένες περιοχές. Οι έντονα βαμμένες περιοχές ονομάζονται χρωμομέρη.

	Θα παρατηρήσετε πολυταινικά χρωμοσώματα σε μόνιμο παρασκεύασμα από σιελογόνους αδένες της προνύμφης του εντόμου Chironomus. 
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	Εικόνα 9.14. Πολυταινικά χρωμοσώματα του εντόμου Drosophila melanogaster. Το βέλος δείχνει διογκώσεις Balbiani.

	 

	9.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους
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	Εικόνα 9.15. Παρατηρήστε τις μιτώσεις στις δύο διαφορετικές μεγεθύνσεις φακών και ταυτοποιήστε τις φάσεις στις περιπτώσεις.
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	9.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=vEdNKM9jvtE

	https://www.youtube.com/watch?v=cH3vjmjMIZ4

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	Tropp, Burton E. (2014). Βασικές Αρχές Μοριακής Βιολογίας. Αλεξανδρούπολη: Ακαδημαϊκές εκδόσεις Ιωάννα Μπάσδρα & Σία Ο.Ε. 

	 

	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 10:
Απομόνωση μονοπύρηνων από περιφερικό αίμα και έλεγχος βιωσιμότητας με τη χρωστική αποκλεισμού μπλε της τρυπάνης

	 

	Σύνοψη 

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να γνωρίζουν τα συστατικά του αίματος και τον βασικό τρόπο διαχωρισμού τους, να κατανοούν την αρχή διαχωρισμού των μονοπύρηνων και τις ομάδες κυττάρων που μπορούν να απομονωθούν, να διακρίνουν τις διαφορετικές ομάδες κυττάρων στο μικροσκόπιο και να υπολογίζουν τη συγκέντρωσή τους.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Απαιτείται η γνώση της σύστασης του αίματος, καθώς και των διαφορών στη μορφή και τη λειτουργία των έμμορφων συστατικών του.

	 

	10.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	10.1.1. Συστατικά του αίματος

	 

	Αίμα είναι το υγρό που κυκλοφορεί στο αγγειακό σύστημα του ανθρώπου και του ζώου. Το αίμα αποτελεί το 7% του βάρους του ανθρώπινου σώματος και, κατά συνέπεια, ο μέσος ενήλικος έχει συνολικό όγκο αίματος γύρω στα 5 λίτρα, από τα οποία τα 2,7-3 λίτρα είναι πλάσμα και το υπόλοιπο της σύστασής του είναι τα έμμορφα κυτταρικά στοιχεία που αιωρούνται σε αυτό. Το ανθρώπινο αίμα αποτελείται από το πλάσμα (άμορφο συστατικό), μέσα στο οποίο εναιωρούνται τα ερυθρά αιμοσφαίρια, τα λευκά αιμοσφαίρια και τα αιμοπετάλια. Τα πραγματικά κύτταρα και τα διάφορα τμήματά τους (έμμορφο συστατικό) αποτελούν το 45% του όγκου του κυκλοφορούντος αίματος. Η αναλογία ερυθρών αιμοσφαιρίων προς λευκά αιμοσφαίρια είναι περίπου 500 προς 1. Σε 1 κυβικό χιλιοστό αίματος υγιούς ανθρώπου βρίσκονται 4-5 εκατομμύρια ερυθρά αιμοσφαίρια, 4.000 με 11.000 λευκά και 150 με 300 αιμοπετάλια. Τα ερυθρά αιμοσφαίρια ή ερυθροκύτταρα (RBC) αποτελούν το 38-48% του πλήρους αίματος. Είναι τα πιο πολυάριθμα κύτταρα σε κυκλοφορία και δίνουν στο αίμα το χαρακτηριστικό κόκκινο χρώμα του μέσω της αιμοσφαιρίνης που περιέχουν. Η λειτουργία τους αφορά τη διατήρηση των ιστών στη ζωή, καθώς μεταφέρουν σε αυτούς οξυγόνο από τους πνεύμονες και απομακρύνουν το διοξείδιο του άνθρακα προς την αντίθετη κατεύθυνση. Έχουν το σχήμα αμφίκοιλων δίσκων διαμέτρου 8 μm και πάχους 2 μm. Παράγονται από τον μυελό των οστών και δεν έχουν πυρήνα, ενώ ο μέσος όρος ζωής τους είναι 120 ημέρες. Τα λευκά αιμοσφαίρια, λευκοκύτταρα ή κοκκιοκύτταρα (WBC) είναι άχρωμα ή λευκού χρώματος κύτταρα με πυρήνα. Αποτελούν λιγότερο από το 1% του πλήρους αίματος. Ο αριθμός των λευκοκυττάρων στο αίμα είναι συχνά δείκτης της νόσου. Υπάρχουν συνήθως μεταξύ 4×109 και 1,1×1.010 λευκά αιμοσφαίρια σε ένα λίτρο αίματος, και κυμαίνονται από 7 έως 21 μm σε διάμετρο. Έχουν σχήμα σφαιρικό όταν είναι ακίνητα, ενώ μπορούν να κινούνται με αμοιβαδικές κινήσεις. Η πρωταρχική λειτουργία τους είναι η άμυνα και η καταπολέμηση των λοιμώξεων μέσω της επίθεσης και της καταστροφής επιβλαβών ξένων ουσιών.

	Τα λευκά αιμοσφαίρια που κυκλοφορούν στο αίμα περιλαμβάνουν τα ουδετερόφιλα πολυμορφοπύρηνα, τα ηωσινόφιλα πολυμορφοπύρηνα, τα βασεόφιλα πολυμορφοπύρηνα, τα μονοκύτταρα, τα λεμφοκύτταρα, τα πλασματοκύτταρα. Τα μονοπύρηνα είναι κύτταρα του αίματος με διακριτό μονό πυρήνα. Παρά το γεγονός ότι με την ακριβή έννοια του όρου, τα μονοπύρηνα περιλαμβάνουν τόσο τα μονοκύτταρα όσο και τα λεμφοκύτταρα του περιφερικού αίματος, ο όρος χρησιμοποιείται καταχρηστικά, ταυτόσημα με τον όρο μονοκύτταρα.

	Τα αιμοπετάλια είναι κυτταρικά θραύσματα, μήκους 2-4 μm, τα οποία αποτελούν λιγότερο από το 1% του πλήρους αίματος. Αριθμούν 250.000-400.000 ανά κυβικό χιλιοστό αίματος. Παίζουν καθοριστικό ρόλο στην πήξη του αίματος και την αιμόσταση.
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	Εικόνα 10.1. Κύτταρα του αίματος. Διακρίνονται ερυθρά (Ε), λευκά (Λ) και αιμοπετάλια (Α).

	 

	Τα κύτταρα φυσικοί φονείς (natural killers = NK) είναι ένας υποπληθυσμός των λεμφοκυττάρων, ο οποίος αποτελεί το 20% των περιφερικών λεμφοκυττάρων του αίματος. Διακρίνεται τόσο από τα Τ όσο και από τα Β λεμφοκύτταρα με βάση τη μορφολογία τους (χαρακτηρίζονται ως μεγάλα κοκκιώδη λεμφοκύτταρα: large granulocytes lymphocytes = LGL) και από την ιδιότητά τους να λύνουν καρκινικά κύτταρα και κύτταρα προσβεβλημένα από ιούς χωρίς προηγούμενη ευαισθητοποίησή τους ή συσχέτισή τους με προϊόντα του ΜΣΙ τάξης Ι ή ΙΙ (Vander et al., 2001).

	 

	10.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	10.2.1. Αρχή της μεθόδου

	 

	Ο διαχωρισμός των μονοπύρηνων με τη χρήση διαλύματος φικόλης πυκνότητας (d = 1.077 g/ml) (Coligan, 1991. Μονοπύρηνα περιφερικού αίματος απομονώνονται από το αίμα εθελοντών με τη μέθοδο φικόλης (Ficoll) (Biochrom AG, Berlin). Το αίμα (10 ml αίματος παρουσία αντιπηκτικού EDTA) αραιώνεται σε ίσο όγκο διαλύματος PBS και το προκύπτον διάλυμα αναδεύεται καλά. Το αραιωμένο αίμα στρώνεται σιγά σιγά σε δεύτερο δοκιμαστικό σωλήνα που περιέχει 15 ml διαλύματος φικόλης και ακολουθεί φυγοκέντρηση σε 1.800 rpm για 20 min στους 20°C (χωρίς επιτάχυνση και επιβράδυνση). Τα ερυθρά αιμοσφαίρια και τα αιμοπετάλια διέρχονται του διαλύματος φικόλης και καθιζάνουν, τα ουδετερόφιλα σχηματίζουν στιβάδα επάνω στα ερυθρά αιμοσφαίρια, ενώ τα λεμφοκύτταρα και τα μονοκύτταρα σχηματίζουν στιβάδα μεταξύ της επάνω επιφάνειας της φικόλης και του πλάσματος. Μετά τη φυγοκέντρηση, το πλάσμα απομακρύνεται και συλλέγεται η στιβάδα των μονοπύρηνων με προσοχή. Τα μονοπύρηνα πλένονται τρεις φορές με PBS στους 4°C σε 2.500 rpm για 7 λεπτά.

	10.2.2. Πειραματική διαδικασία

	 

	
		Συλλογή 10 ml αίματος σε αντιπηκτικό

		Αραίωση του αίματος 1:1 με καλλιεργητικό διάλυμα.

		Μεταφορά 15 ml διαλύματος φικόλης σε κωνικό σωλήνα φυγοκέντρου των 50 ml.

		Αργή επιστίβαση του αραιωμένου αίματος πάνω στη φικόλη, πάνω στην οποία σχηματίζει μια κόκκινη στιβάδα. Η επιστίβαση πρέπει να γίνει στα τοιχώματα του σωλήνα για να μην αναταράξει τη σχηματιζόμενη στιβάδα.

		Φυγοκέντρηση για 20 λεπτά στις 1.800 στροφές.

		Μετά το πέρας της φυγοκέντρησης, παρατηρήστε τις διαφορετικού χρώματος στιβάδες που σχηματίστηκαν (Εικόνα 10.2.).

		Μεταφέρετε προσεκτικά τον σωλήνα ώστε να μην αναταραχτούν οι διαφορετικές στιβάδες.

		Απομακρύνετε την κίτρινη άνω στιβάδα του πλάσματος και των αιμοπεταλίων με τη βοήθεια σύριγγας. 

		Συλλέξτε προσεκτικά τον λευκό δακτύλιο που περιέχει τα μονοπύρηνα. Η συλλογή δεν πρέπει να γίνει σε όγκο μεγαλύτερο των 2 ml.

		Μεταφέρουμε τα κύτταρα σε έναν καθαρό σωλήνα και τον γεμίζουμε ρυθμιστικό διάλυμα PBS. Φυγοκεντρούμε για 10 λεπτά στις 1.200 στροφές.

		Απομακρύνουμε το υπερκείμενο, διαλυτοποιούμε το ίζημα και το γεμίζουμε ξανά με PBS. Φυγοκεντρούμε στις 1.800 στροφές για 10 λεπτά. 

		Απομακρύνουμε το υπερκείμενο, διαλυτοποιούμε το ίζημα, γεμίζουμε με PBS και φυγοκεντρούμε ξανά στις 1.800 στροφές για 10 λεπτά.

		Απομακρύνουμε το υπερκείμενο και αφού διαλυτοποιήσουμε το ίζημα, προσθέτουμε 1 ml RPMI. 

		Aραιώνουμε τα κύτταρα 1:10 με διάλυμα μπλε της τρυπάνης (100 μl διαλύματος κυττάρων και 900 μl διαλύματος χρωστικής).

		Μετράμε τα κύτταρα στο αιμοκυτταρόμετρο.



	 

	 

	[image: Description: C:\Users\Administrator\Desktop\kallipos\image 10.2.JPG]

	Εικόνα 10.2 Οι κυτταρικές στιβάδες μετά από επιστίβαση και φυγοκέντρηση ολικού αίματος σε διάλυμα φικόλης.

	 

	10.2.2.1. Μέτρηση των κυττάρων και έλεγχος βιωσιμότητας

	 

	Η μέτρηση των κυττάρων γίνεται με αιμοκυτταρόμετρο. Στο κυτταρικό αιώρημα προστίθεται κατάλληλος όγκος χρωστικής trypan blue. Ακολουθεί επώαση για 5 min σε θερμοκρασία δωματίου. Ο έλεγχος του αποκλεισμού της χρωστικής χρησιμοποιείται για να καθορίσουμε τον αριθμό των ζωντανών κυττάρων τα οποία είναι παρόντα σε μια κυτταρική καλλιέργεια. Βασίζεται στην αρχή ότι τα ζωντανά κύτταρα διατηρούν άθικτες κυτταρικές μεμβράνες, οι οποίες αποκλείουν την είσοδο στο κύτταρο κάποιων χρωστικών, όπως το μπλε της τρυπάνης, η εοσίνη ή το προπίδιο. Αντίθετα, τα νεκρά κύτταρα έχουν χάσει αυτή τη ιδιότητα, οπότε παρουσία της χρωστικής μπλε της τρυπάνης βάφονται μπλε.

	Τα κύτταρα τοποθετούνται στο αιμοκυτταρόμετρο και μετρώνται. Από τον αριθμό των κυττάρων που έχουν βαφτεί κυανά λόγω εισόδου της χρωστικής, υπολογίζεται το ποσοστό βιωσιμότητας σύμφωνα με το:

	«Ποσοστό βιώσιμων = 100 x νεκρά κύτταρα (κυανά) / μετρηθέντα κύτταρα».

	 

	Υλικά

	 

	
		Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών αλάτων (PBS)

		0,4% μπλε της τρυπάνης (αποθηκευμένο σε σκοτεινό μπουκάλι και φιλτραρισμένο όταν έχει παραμείνει για μεγάλο χρονικό διάστημα)



	 

	Πειραματική διαδικασία 

	 

	
		Φυγοκεντρούμε ένα δείγμα κυτταρικής καλλιέργειας για 5 λεπτά στα 100 g και απομακρύνουμε το υπερκείμενο.

		Το μέγεθος του δείγματος εξαρτάται από τον αριθμό των κυττάρων. Το δείγμα θα πρέπει να περιέχει έναν αριθμό κυττάρων τέτοιο ώστε όταν διαλυθούν σε 1 ml PBS και στη συνέχεια αραιωθούν με 0,4% μπλε της τρυπάνης, να δώσουν έναν αριθμό κυττάρων από 0,5 έως και 1x106 κύτταρα/ml.

		Επαναδιαλυτοποιούμε το δείγμα σε 1 ml PBS.

		Αναμιγνύουμε ένα μέρος δείγματος (100 μl) και ένα μέρος χρωστικής (100 μl) σε σωληνάκι τύπου eppendorf και αφήνουμε το δείγμα να παραμείνει για μερικά λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου.

		Aφήνουμε 1 σταγόνα (20 μl) με ένα αυτόματο σιφώνιο πάνω στη πλάκα του αιματοκυτταρόμετρου. 



	 

	Το αιματοκυτταρόμετρο είναι μια ειδική μικροσκοπική αντικειμενοφόρος, η οποία διαιρείται σε τετράγωνα καθορισμένης περιοχής. Μετρώντας τα κύτταρα σε αυτό τον όγκο και χρησιμοποιώντας μια απλή εξίσωση, υπολογίζεται ο αριθμός των κυττάρων/ml καλλιέργειας. Το αιματοκυτταρόμετρο μπορεί να χρησιμοποιηθεί για να μετρήσει τόσο τον αριθμό των ζωντανών κυττάρων όσο και το σύνολο των κυττάρων.

	 

	
		Μετράμε τα κύτταρα σε κάθε τετράγωνο από τα 16 μεγάλα τετράγωνα και τον αριθμό των κυττάρων που βρίσκουμε τον πολλαπλασιάζουμε με την αραίωση, δηλαδή με το 2 και το συντελεστή 104. Ο συντελεστής αυτός προκύπτει επειδή κάθε τετράγωνο του αιματοκυτταρόμετρου αντιστοιχεί σε όγκο 0,1 mm3 ή 10-4 cm3 ή 10-4 ml. Αυτό που βρίσκουμε είναι κύτταρα/ml καλλιέργειας.

		Υπολογίζουμε το ποσοστό των ζωντανών κυττάρων ως ακολούθως:

		% ζωντανά κύτταρα = συνολικός αριθμός ζωντανών κυττάρων ανά ml δείγματος / συνολικός αριθμός κυττάρων ανά ml δείγματος x100. 



	 

	[image: Description: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/f/f2/Neubauer_improved_schema.gif]

	Εικόνα 10.3. Η μέτρηση γίνεται σε κάθε τετράγωνο από τα 16 μεγάλα τετράγωνα.

	( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Neubauer_improved_schema.gif)

	 

	10.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	1. Το αίμα που χρησιμοποιήσατε το είχαμε περάσει από αιματολογικό αναλυτή, ο οποίος μας έδωσε τα παρακάτω αποτελέσματα. Υπολογίστε την απόδοση της μεθόδου.

	2. Τι θα συνέβαινε στο διαχωρισμό των κυττάρων, εάν το διάλυμα της φικόλης είχε πυκνότητες 1,01 g/ml, 1,2 g/ml;

	3. Σχεδιάστε τις στιβάδες που δημιουργούνται πριν και μετά τη φυγοκέντρηση του αίματος και καταγράψετε τη σύνθεση των κυτταρικών πληθυσμών σε κάθε στιβάδα.

	4. Υπολογίστε τον συνολικό αριθμό των ζωντανών κυττάρων που υπάρχουν στην καλλιέργεια.

	5. Πόσα ml καλλιεργητικού υλικού θα πρέπει να προσθέσετε σε κάθε φιάλη για να επαναφέρετε μια συγκέντρωση κυττάρων 5x105 κύτταρα/ml; 

	 

	10.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=Z5m9A3iUYEo

	https://www.youtube.com/watch?v=89SB1tAa6kg 

	https://www.youtube.com/watch?v=wPeNK0pRIpA 

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	
		Vander, J.Α., Sherman, J. & Luciano, D.,(2001). Φυσιολογία του ανθρώπου. Αθήνα: Ιατρικές εκδόσεις Πασχαλίδης.

		Coligan J.E. (Eds.) (1991). Current protocols in Immunology, Wiley & Sons 1991.



	 

	 

	 

	 

	 

	 

	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 11:
Γαμετογένεση και γονιμοποίηση στον αχινό

	 

	Σύνοψη 

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να διακρίνουν τα μορφολογικά χαρακτηριστικά των αχινών και να διαχωρίζουν τους αρσενικούς από τους θηλυκούς, να κατανοούν τη διαδικασία της γαμετογένεσης και υπό ποιες συνθήκες αυτή πραγματοποιείται, να γνωρίζουν τη διαδικασία της γονιμοποίησης in-vitro και να μπορούν να περιγράψουν τα στάδια από τη δημιουργία του ζυγωτού μέχρι και τις πρώτες κυτταρικές διαιρέσεις.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Απαιτείται η γνώση της διαδικασίας της μείωσης και της δημιουργίας γαμετών από τα αντίστοιχα κεφάλαια του βιβλίου.

	 

	11.1. Εισαγωγή - Θεωρητικό μέρος

	 

	Ο αχινός ή αχινιός (καθαρ. εχίνος) είναι μικρό θαλάσσιο ζώο με ασβεστολιθικό σφαιρικό κέλυφος που φέρει αγκάθια. Ανήκει στην υπο-συνομοταξία των Εχινόζωων (ή Ελευθερόζωων), της συνομοταξίας των Εχινόδερμων, στην οποία ανήκουν και οι αστερίες. Τα ζώα αυτά σχηματίζουν την ομοταξία των Εχινοειδών (Echinoidea) (Νέα Εγκυκλοπαιδεία, 2006).

	Απαντώνται σε όλες τις θάλασσες του κόσμου. Ειδικότερα, ζουν στη λάσπη του βυθού ή σε μέρη με φύκια ή επάνω σε βράχους, σε μικρό σχετικά βάθος. Χαρακτηριστικό τους είναι τα μακριά αγκάθια με τα οποία κινούνται, ενώ για την κίνησή τους χρησιμοποιούν και βαδιστικούς ποδίσκους, που έχουν σχήμα σωλήνα. Με τους ποδίσκους προσκολλώνται σε στέρεα υποστηρίγματα και επίσης αναπνέουν. Το κέλυφός τους σχηματίζει κάψα, η διάμετρος της οποίας τυπικά κυμαίνεται από 3 έως 10 εκατοστά. Τα γνωστότερα χρώματα περιλαμβάνουν τα εξής: μαύρο, σκούρο πράσινο, λαδί, καφέ, μοβ και κόκκινο. Τρέφονται κυρίως με άλγες αλλά και με μύδια και άλλα ασπόνδυλα, και κινούνται αργά. Υπάρχουν περίπου 700 είδη αχινών, από τα οποία αρκετά είναι εδώδιμα και αποτελούν αλιεύματα. 

	Τα ζώα αυτά έχουν πενταμερή συμμετρία. Το κέλυφός τους αποτελείται από πινάκια με ασβεστολιθική σύσταση, τα οποία ενώνονται με ραφή σχηματίζοντας κλειστή κάψα (που είναι γνωστή και ως «λύχνος του Αριστοτέλη»), που περιβάλλεται από αγκάθια, είναι πλατιά στην κοιλιά και θολωτή στη ράχη. Στη μέση της κοιλιάς βρίσκεται το στόμα, όπου το ζώο φέρει μασητική συσκευή με πέντε δόντια, ώστε να τεμαχίζει την τροφή του. Τα μάτια και οι ποδίσκοι του δεν φαίνονται. Από τους πόρους της κοιλιάς προβάλλουν και οι ποδολαβίδες, εξαρτήματα που μοιάζουν με κλωστές και χρησιμεύουν στον καθαρισμό του κελύφους και την άμυνα του ζώου. Κυριότεροι εχθροί του αχινού είναι οι αστερίες, διάφορα σαρκοφάγα ψάρια και ζώα της θάλασσας. Ο αχινός είναι γενικά φυτοφάγος οργανισμός, αλλά συμπεριφέρεται και ως παμφάγος.

	Ο κοινός αχινός Paracentrotus lividus αποτελεί ένα από τα απειλούμενα είδη των εδώδιμων θαλάσσιων ασπόνδυλων (Freeman, 2002).

	Η αναπαραγωγική συμπεριφορά του είδους χαρακτηρίζεται από δύο εκτεταμένες περιόδους ωοτοκίας, που διαφέρουν από περιοχή σε περιοχή. Κατά την αναπαραγωγική περίοδο, αυξάνεται το μέγεθος και το βάρος των γονάδων, ενώ κατά την ενδιάμεση περίοδο ηρεμίας, αυξάνεται το σωματικό βάρος των ατόμων. Η έναρξη της αναπαραγωγικής περιόδου συνδυάζεται με την έναρξη της γαμετογένεσης και ολοκληρώνεται με την απελευθέρωση των γαμετών στο νερό, όπου γίνεται η γονιμοποίηση. Ακολουθούν τα διάφορα αναπτυξιακά προνυμφικά στάδια, τα οποία ολοκληρώνονται με την εγκατάσταση των προνυμφών στον πυθμένα. Τα γεγονότα απελευθέρωσης των γαµετών µάλλον πυροδοτούνται από τη διάρκεια της ηµέρας και τη θερµοκρασία. Γι’ αυτόν τον λόγο, η περίοδος της ωοτοκίας σχετίζεται άµεσα µε την περιοχή διαβίωσης του αχινού. Στην Ελλάδα, οι γεννητικά ώριµοι αχινοί συλλέγονται μεταξύ Νοεμβρίου και Μαΐου, οπότε και έχουν ώριµες γονάδες που μπορούν να δώσουν γαµέτες.

	 

	 

	[image: Image]

	Εικόνα 11.1. Ο Paracentrotus lividus είναι είδος θαλάσσιου αχινού της οικογένειας Parechinidae.

	( https://en.wikipedia.org/wiki/Paracentrotus_lividus)

	 

	11.1.1. Πλεονεκτήματα του αχινού ως πειραματόζωου

	 

	Η επιλογή του αχινού ως πειραματόζωου δεν είναι τυχαία. Συγκεκριμένα, αποτελεί προτιμητέο πειραµατικό υλικό για την έρευνα στην αναπτυξιακή βιολογία γιατί:

	
		Είναι ευρέως διαδεδομένος και είναι εύκολο να συλλεχθεί και να διατηρηθεί (σε ενυδρείο). Τα έµβρυά του διατηρούνται σε θαλασσινό νερό χωρίς απαίτηση ορών ή ακριβών χηµικών αντιδραστηρίων.

		Κάθε άτομο δίνει πολλούς γαµέτες και εν δυνάµει έµβρυα (απογόνους). Στο σπέρµα του αχινού υπάρχουν 2x1011 σπερµατοζωάρια/ml και τα ωάρια όταν έχουν καθιζάνει έχουν πυκνότητα ίση με 2x106/ml.

		Γονιµοποιείται αμφιγονικά µε εξωτερική γονιµοποίηση, που μπορεί να γίνει τεχνητά.

		Τα έμβρυά του είναι διάφανα και επιτρέπουν την παρακολούθηση: α) της εμβρυογένεσης και των κυτταρικών διαιρέσεων και κινήσεων που επιτελούνται κατά τη διάρκειά της, β) των αποτελεσμάτων πειραματικών διαδικασιών, όπως της γονιδιακής ενίσχυσης ή καταστολής π.χ. με ενέσεις με mRNA και morpholino, αντίστοιχα, προκειμένου να γίνει καθαρισμός μεταγραφικών παραγόντων. 



	Μία ώρα μετά τη γονιμοποίηση, ξεκινούν οι πρώτες διαιρέσεις του ζυγωτού. Οι πρώτες επτά διαιρέσεις είναι «στερεοτυπικά» πανομοιότυπες, δηλαδή συμβαίνουν ακριβώς µε τον ίδιο τρόπο σε όλα τα άτομα του είδους.

	 

	11.2. Διεξαγωγή της εργαστηριακής άσκησης

	 

	11.2.1. Απαιτούμενα υλικά, όργανα και αντιδραστήρια

	 

	
		Διάλυμα 0,5 Μ ΚCl

		Θαλασσινό νερό

		Τris-HCl

		PABA (para-aminobenzoic acid)

		Penistrep

		Κωνικές γυάλινες φιάλες

		Σύριγγες

		Νitex μεμβράνες (διαμέτρου 50 μΜ) 



	 

	11.2.2. Πειραματική διαδικασία

	 

	11.2.2.1. Συλλογή γαμετών, τεχνητή γονιμοποίηση και καλλιέργεια εμβρύων

	 

	
		Ένεση με 1 ml 0,5 Μ ΚCl στην περιστοματική περιοχή των ώριμων αχινών Paracentrotus lividus (από την περιοχή Ρίου Αχαΐας) κατά την αναπαραγωγική περίοδο, δηλαδή από τον Νοέμβριο έως τον Μάιο. Συμβαίνει ουσιαστικά σύσπαση μυϊκών ινών και απελευθέρωση γαμετών από τις γονάδες.
	 

	[image: Description: E:\backup\kallipos\axinos\DSCN2884.JPG]

	Εικόνα 11.2. Έγχυση διαλύματος KCl.

	 

		Συλλογή γαμετών. 
	 

	[image: Description: C:\Users\Administrator\Desktop\kallipos\image 11.3.jpg]

	Εικόνα 11.3. Απελευθέρωση των γαμετών από τον αχινό..

	 

	Συλλέγονται τα ωάρια και τα σπερµατοζωάρια (τα ωάρια βάζοντας τους θηλυκούς αχινούς ανάποδα, δηλαδή µε την περιπρωκτική περιοχή προς το στόµιο του δοχείου και ρίχνοντας 100 ml φιλτραρισµένο θαλασσινό νερό από πάνω, και τα σπερματοζωάρια µε ένα πουάρ και βάζοντάς τα σε πάγο). Τα ωάρια μπορούν να διατηρηθούν 5-6 ώρες στον πάγο, ενώ τα σπερματοζωάρια πρέπει να χρησιμοποιηθούν μέσα σε 20-30 λεπτά. Φιλτράρετε µε τριπλή γάζα το θαλασσινό νερό µε τα ωάρια (για την κατακράτηση αγκαθιών κ.λπ.), αφού πρώτα έχει γίνει αλλαγή µία φορά στο νερό. Αφήνονται να καθιζάνουν τα ωάρια. 



		Αφαιρείται το προηγούμενο νερό και προστίθεται καινούργιο, φιλτραρισµένο θαλασσινό νερό. Επαναιωρούνται τα ωάρια. Για 1l καλλιέργειες εμβρύων χρειάζονται 20.000.000 αυγά, δηλαδή 10 ml συμπυκνωμένων αυγών και 1 σταγόνα συμπυκνωμένου σπέρματος! 

		Προσθήκη 10 ml συμπυκνωμένων ωαρίων σε διάλυμα γονιμοποίησης. Το παραπάνω αποτελεί το 1/5 του τελικού όγκου της καλλιέργειας. (Το PABA βοηθά στη ρύθμιση του pH του διαλύματος γονιμοποίησης στο 8,2 και στη μη σκλήρυνση της μεμβράνης γονιμοποίησης, ενώ το Τris-HCl συμβάλλει στη διατήρηση του συγκεκριμένου pH.) 

		Προσθήκη μίας σταγόνας dry sperm. Aνάδευση για 10 λεπτά σε θερμοκρασία δωματίου για επίτευξη τεχνητής γονιμοποίησης. Διάλυμα γονιμοποίησης: Φιλτραρισμένο θαλασσινό νερό με σκόνη PABA (τελική συγκέντρωση 5 mM). 
	 

	[image: Description: C:\Users\Administrator\Desktop\kallipos\image 11.4.png]

	Εικόνα 11.4. Γονιμοποίηση αχινού (https://en.wikipedia.org/wiki/Fertilisation)

	

		Πεχαμέτρηση στο pH 8,2. Προσθήκη Tris-HCl pH 8,2 (τελική συγκέντρωση 5 mM).

		Πέρασμα από Νitex (διαμέτρου 50 μm) για την απομάκρυνση της μεμβράνης γονιμοποίησης.

		Προσθήκη φιλτραρισμένου θαλασσινού νερού (τα υπόλοιπα 4/5 του όγκου της καλλιέργειας) και αντιβιοτικού penistrep (1 ml/l καλλιέργειας). 

		Ανάπτυξη των εμβρύων στους 18°C υπό ανάδευση. 

		Συλλογή εμβρύων στα ακόλουθα αναπτυξιακά στάδια: 
	
		 στάδιο αυγού (0 ώρες)

		 στάδιο 2 κυττάρων (1 ώρα μετά τη γονιμοποίηση)

		 στάδιο 4 κυττάρων (2 ώρες μετά τη γονιμοποίηση).



	 

	



	11.2.3. Ερωτήσεις-ασκήσεις πειραματικού μέρους

	 

	
		Ποια θεωρείτε τα σημαντικότερα στάδια για την in-vitro γαμετογένεση του αχινού;

		Αναφέρετε τα διαλύματα που απαιτούνται και τη συγκέντρωσή τους για κάθε στάδιο της γονιμοποίησης. 

		Χρονομετρήστε τους ακριβείς χρόνους που απαιτούνται από τη γονιμοποίηση μέχρι το στάδιο των 4 κυττάρων.



	 

	11.3. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	http://video.nationalgeographic.com/video/sea_urchin_breeding

	https://www.youtube.com/watch?v=3t8tg9iX9Cc

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	
		Νέα Εγκυκλοπαιδεία. (2006). Αθήνα: Εκδόσεις Μαλλιάρης-Παιδεία. 

		Freeman, S. (2002). Biological Science, Chapter 19 “Early Development”. NY: Prentice-Hall.



	 

	



	


Εργαστηριακή άσκηση 12:
Επίσκεψη στο Μουσείο Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας και στο Κέντρο Γαία

	 

	Σύνοψη 

	Με την εργαστηριακή άσκηση, οι φοιτητές και οι φοιτήτριες θα είναι σε θέση να γνωρίζουν πού βρίσκεται και πώς μπορούν να επισκεφτούν το Μουσείο Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας και το Κέντρο Γαία, να περιηγηθούν στις αίθουσές τους, να δουν και να διαβάσουν για τα αντικείμενα που εκτίθενται εκεί, να μάθουν για τα σύγχρονα προβλήματα της ανθρωπότητας, να ενημερωθούν για το ποια είναι τα αίτια και ποιος ο καλύτερος τρόπος αντιμετώπισής τους.

	 

	Προαπαιτούμενη γνώση 

	Γενικές γνώσεις βιολογίας, περιβαλλοντολογίας, οικολογίας.

	 

	12.1. Το Κέντρο Γαία

	 

	Η ονομασία του προέρχεται από τη μητέρα Γη. Βρίσκεται στην Κηφισιά και αποτελεί τμήμα του Μουσείου Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας. Δημιουργήθηκε από τους εμπνευστές του κινήματος για την προστασία του περιβάλλοντος. Εκτός από την κύρια έκθεση, περιλαμβάνει ερευνητικά εργαστήρια, αμφιθέατρο, προσωρινές εκθέσεις και βιβλιοθήκη. Από την ίδρυσή του, το Μουσείο Γουλανδρή είχε και εξακολουθεί να έχει ως κύριο σκοπό του την έρευνα για τη συλλογή, την καταγραφή και τη μελέτη του φυσικού πλούτου της χώρας, καθώς και την αξιολόγηση των βιότοπων σε συνεργασία με ερευνητικά κέντρα, μουσεία και πανεπιστήμια της Ελλάδας και του εξωτερικού. Η έρευνα του Μουσείου περιλαμβάνει αποστολές για συλλογή υλικού, εργασίες πεδίου και εργαστηρίων, επιστημονικές δημοσιεύσεις κ.λπ. Τα πορίσματα των ερευνών του αποτελούν βασική πηγή πληροφοριών για την ορθολογική διαχείριση του φυσικού περιβάλλοντος της χώρας, αλλά και μέσον για άλλες επιστημονικές αναζητήσεις.

	Η επί πέντε δεκαετίες επιστημονική δραστηριότητα του Μουσείου Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας περιλαμβάνει:

	 

	
		ευρύτατη έρευνα υπαίθρου και συγκρότηση των συλλογών του

		καταγραφή, αναγνώριση και ταξινόμηση των ειδών

		εισαγωγή των στοιχείων των συλλογών σε τράπεζα πληροφοριών

		δημοσίευση άρθρων και μελετών, τόσο διεθνώς όσο και στην Ελλάδα

		έκδοση επιστημονικής επετηρίδας του Μουσείου και άλλες εκδόσεις

		οικολογικές μελέτες περιοχών ιδιαίτερου οικολογικού ενδιαφέροντος, καθώς και σπάνιων ειδών

		θεματικές εκθέσεις στην Ελλάδα και το εξωτερικό

		επιστημονικές έρευνες σε συνεργασία με ελληνικά και ξένα επιστημονικά κέντρα



	 

	Οι συλλογές του Μουσείου αριθμούν σήμερα εκατοντάδες χιλιάδες δείγματα και αποτελούν πολύτιμο εθνικό κεφάλαιο, τις τράπεζες δεδομένων της χώρας, τη βάση για κάθε επιστημονική έρευνα και εφαρμογή στους τομείς της περιβαλλοντικής πολιτικής, της γεωργίας και της δασοπονίας.
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	Εικόνα 12.1. Οι συλλογές του Μουσείου αποτελούν αρχείο πληροφοριών και παράλληλα εργαλείο για ποικίλες επιστημονικές μελέτες, που αφορούν τόσο το σύγχρονο όσο και το παλαιότερο περιβάλλον.

	 

	Η γνώση της βιοποικιλότητας σε όλα τα επίπεδα, η γεωγραφική εξάπλωση, οι οικολογικές και στρωματογραφικές παρατηρήσεις αποτελούν στοιχεία που προκύπτουν κατά την ανάπτυξη των συλλογών και υποστηρίζουν περιβαλλοντικές μελέτες, αρχαιολογικές και αρχαιομετρικές έρευνες, γεωλογικές και παλαιοντολογικές εργασίες, παλαιοβοτανική και παλαιογεωλογία, αλλά και μελέτες που αφορούν την ιατρική και τη φαρμακογνωσία. Με τη δημιουργία του Κέντρου Γαία, το 1999, διευρύνθηκαν σημαντικά τα ερευνητικά ενδιαφέροντα του Μουσείου σε δύο νέους τομείς, με τη δημιουργία των άριστα εξοπλισμένων εργαστηρίων της Οικολογίας Εδάφους και Βιοτεχνολογίας και της Βιοαναλυτικής Χημείας. Σκοπός τους είναι ο έλεγχος του εδάφους ως ζωτικού χώρου, καθώς η ασύγγνωστη διαχείρισή του έχει βαριές επιπτώσεις και στην ποιότητά του και κατ’ επέκταση στα τρόφιμα και τον άνθρωπο.
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	Εικόνα 12.2. Βοτανικές συλλογές.

	 

	Στο πλαίσιο της έκθεσης «Ανακαλύψτε την άγνωστη Ελλάδα - Προστατευόμενες περιοχές», που εγκαινιάστηκε τον Οκτώβριο του 2014, με την ευκαιρία του εορτασμού 50 χρόνων του Μουσείου Γουλανδρή Φυσικής Ιστορίας - Κέντρου Γαία, δημιουργήθηκε το ομώνυμο εκπαιδευτικό πρόγραμμα. Το νέο πρόγραμμα προσεγγίζει τις προστατευόμενες περιοχές διεπιστημονικά και διαθεματικά, και αναπτύχθηκε με κύριο σκοπό την ανάδειξη και την πληροφόρηση σε θέματα που αφορούν τις προστατευόμενες περιοχές και το φυσικό περιβάλλον της Ελλάδας.
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	Εικόνα 12.3. Παλαιοντολογικό υλικό.

	 

	12.1.1. Στόχος του προγράμματος

	 

	Στόχος του προγράμματος είναι οι φοιτητές και οι φοιτήτριες:

	 

	
		Να γνωρίσουν προστατευόμενες περιοχές και να κατανοήσουν τη σημασία τους.

		Να κατανοήσουν έννοιες όπως είναι η προστασία, η διατήρηση της βιοποικιλότητας, το πρόγραμμα NATURA 2000 κ.ά. Το Ευρωπαϊκό οικολογικό δίκτυο Natura 2000 είναι ένα δίκτυο ζωνών προστασίας της φύσης, που εκτείνεται σε ολόκληρη την Κοινότητα και έχει ως στόχο να διασφαλίσει τη µακροπρόθεσµη διατήρηση των πιο πολύτιµων και των πλέον απειλούµενων ειδών και ενδιαιτηµάτων της σε ικανοποιητικό επίπεδο.

		Να ενημερωθούν για θέματα Φυσικής Γεωγραφίας, με βάση τον Ανάγλυφο Δορυφορικό Χάρτη της Ελλάδας.

		Να αποκτήσουν γνώσεις, ή να αναζητήσουν προστατευόμενες περιοχές του τόπου όπου ζουν ή από όπου πιθανόν κατάγονται.

		Να προσεγγίσουν την τεχνολογία και την αισθητική αξία με την ανάδειξη των περιοχών μέσα από τις φωτογραφίες καταξιωμένων φωτογράφων φύσης.



	 

	12.1.2. Η επίσκεψη στο Κέντρο Γαία για την ομάδα περιλαμβάνει:

	 

	
		Προβολή της Σφαίρας. Παρουσιάζονται εικόνες της περιστρεφόμενης Γης, όπως έχουν καταγραφεί από το διάστημα, σε μια ημισφαιρική οθόνη διαμέτρου 5 μ. Στη συνέχεια, παρουσιάζεται, πλαισιωμένη με αφήγηση και μουσική, η γεωλογική εξέλιξη του πλανήτη από τη γέννησή του έως σήμερα.

		Επίσκεψη στην έκθεση.

		Προβολή με τίτλο «Ο κόσμος μας σήμερα».

		Επίσκεψη των επιμέρους θεματικών ενοτήτων, όπου η προσέγγιση πραγματοποιείται με διαδραστικά εκθέματα.



	 

	12.1.3. Θεματικές ενότητες

	 

	12.1.3.1. Ο πλανήτης Γη και τα μεγάλα περιβαλλοντικά προβλήματα

	Μπαίνοντας σ’ ένα μικρό θερμοκήπιο, ο επισκέπτης ενημερώνεται ότι η θερμότητα που στέλνει ο Ήλιος παγιδεύεται από αέρια της ατμόσφαιρας, όπως είναι το διοξείδιο του άνθρακα, κρατώντας τη γη αρκετά ζεστή ώστε να συντηρηθεί η ζωή, όπως ακριβώς λειτουργεί το γυαλί στο θερμοκήπιο. Τα φυτά έχουν την ικανότητα να δεσμεύουν την ηλιακή ενέργεια, το νερό δεσμεύει το διοξείδιο του άνθρακα και μέσα από μια περίπλοκη διαδικασία παράγουν υδατάνθρακες και οξυγόνο. Η διαδικασία αυτή ονομάζεται φωτοσύνθεση και περιγράφεται σ’ ένα μικρό βίντεο με τίτλο «Το εργοστάσιο των φύλλων». Η ζωή στον πλανήτη μας στηρίζεται σε ένα χημικό στοιχείο, τον άνθρακα. Ο άνθρακας σχηματίζει μαζί με άλλα στοιχεία μια τεράστια ποικιλία ενώσεων, που αποτελούν βασικά συστατικά του έμβιου και του αβιοτικού κόσμου. Εδώ, ο επισκέπτης μπορεί να παρακολουθήσει ορισμένες από τις διαδρομές που μπορεί να διανύσει ένα άτομο άνθρακα, καθώς ταξιδεύει στο περιβάλλον.

	 

	12.1.3.2. Πρόκληση της ενέργειας

	 

	Τα τελευταία χρόνια προωθείται σημαντικά η χρήση ανανεώσιμων μορφών ενέργειας για την παραγωγή ηλεκτρικού ρεύματος και την απεξάρτηση από τα ορυκτά καύσιμα. Αυτή τη στιγμή, οι ανανεώσιμες μορφές ενέργειας αποτελούν σίγουρα την πιο αξιόπιστη λύση για την κάλυψη των μελλοντικών ενεργειακών αναγκών. Ωστόσο, όσον αφορά την Ελλάδα, δεν μπορούν να παραβλεφθούν τα αποθέματα λιγνίτη, του οποίου η εκμετάλλευση δεν είναι λογικό να σταματήσει ή να παραγκωνιστεί την παρούσα στιγμή, στερώντας μας μια φθηνή πηγή παραγωγής ενέργειας, μολονότι έχει ως αποτέλεσμα την εκπομπή στην ατμόσφαιρα μεγάλων ποσοτήτων διοξειδίου του άνθρακα και μικροσωματιδίων. Είναι απαραίτητο, όμως, να ληφθούν μέτρα για τη μείωση της περιβαλλοντικής μόλυνσης. Από την άλλη, πρέπει να κατανοηθεί ότι η εκμετάλλευση των ανανεώσιμων μορφών ενέργειας δεν αποτελεί πανάκεια για την επίλυση του ενεργειακού προβλήματος, καθώς παρουσιάζουν μειονεκτήματα, προβλήματα και ελλείψεις. Μπορεί, επομένως, η αξιοποίησή τους να μειώνει τις εκπομπές ρύπων, ωστόσο δεν πρέπει να παραβλέπονται και οι αρνητικές συνέπειες που έχει η εγκατάστασή τους. 
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	Εικόνα 12.4. Παράδειγμα καταστροφής του φυσικού περιβάλλοντος για την εγκατάσταση ανεμογεννητριών, καθώς και του κινδύνου για περίπτωση πυρκαγιάς.

	 

	12.1.3.3. Πρόκληση των μεταφορών

	 

	Σήμερα, οι μεταφορές ανθρώπων και αγαθών με κάθε μέσο, το αυτοκίνητο, το αεροπλάνο, το τρένο και το πλοίο, ρυπαίνουν περισσότερο από ποτέ άλλοτε την ατμόσφαιρα, τη γη και τη θάλασσα προκαλώντας όξυνση του φαινομένου του θερμοκηπίου, με γνωστές περιβαλλοντικές συνέπειες από την αλόγιστη καύση ορυκτών καυσίμων. Η βενζίνη με μόλυβδο ανήκει στα κόκκινα καύσιμα, καθώς ο μόλυβδος προκαλεί προβλήματα στην υγεία του ανθρώπου. Αντιθέτως, η αιθανόλη (που ανήκει στα πράσινα καύσιμα) παράγεται από ανανεώσιμες καλλιέργειες, όπως το ζαχαροκάλαμο, ενώ η ποσότητα διοξειδίου του άνθρακα που παράγεται με την καύση της αφομοιώνεται κατά κάποιο ποσοστό από τις καλλιέργειες! Τα ηλιακά αυτοκίνητα χρησιμοποιούν ηλιακούς συλλέκτες, μετατρέποντας την ηλιακή ενέργεια σε ηλεκτρική. Εκτός από το ηλιακό αυτοκίνητο, παρουσιάζονται και άλλοι τύποι αυτοκινήτων του μέλλοντος, όπως είναι το αυτοκίνητο υδρογόνου. Το υδρογόνο θα ήταν το ιδανικό καύσιμο, έχοντας ως μόνο υποπροϊόν του το νερό.
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	Εικόνα 12.5. Α. Ηλιακό αυτοκίνητο: Η οροφή του αυτοκινήτου καλύπτεται εξ ολοκλήρου από φωτοβολταϊκά. Β. Αυτοκίνητο υδρογόνου.

	 

	12.1.3.4. Πρόκληση των φυσικών πόρων

	 

	Σήμερα, πολλά από τα χρησιμοποιούμενα υλικά μπορούν να ανακυκλωθούν ή να ξαναχρησιμοποιηθούν. Τρία μικρά βίντεο μάς αποκαλύπτουν το ταξίδι της ανακύκλωσης δύο υλικών, του χαρτιού και του αλουμινίου, από την ώρα που θα πετάξουμε την εφημερίδα και το αλουμινένιο κουτάκι στον κάδο της ανακύκλωσης, μέχρι τη στιγμή που θα παραλάβουμε νέα, ανακυκλωμένα υλικά. Έτσι, μειώνονται και συγχρόνως αξιοποιούνται τα σκουπίδια μας.
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	Εικόνα 12.6. Ανακύκλωση υλικών.

	 

	Τελειώνοντας την πρόκληση των φυσικών πόρων, ο επισκέπτης καλείται να σκεφτεί οικολογικά. Διαλέγοντας ένα παπούτσι και επιλέγοντας αυτό που είναι κατασκευασμένο από δέρμα κροκόδειλου, ακούει τον ήχο του όπλου που σκοτώνει το ζώο αυτό. Για να συμμετέχει κανείς θετικά στην πρόκληση των φυσικών πόρων, μπορεί να ξαναχρησιμοποιεί τα προϊόντα που αγοράζει, να ανακυκλώνει και να καταναλώνει λιγότερα. 

	 

	12.1.3.5. Πρόκληση του νερού

	 

	Το νερό καλύπτει το 70% της επιφάνειας της Γης. Το μεγαλύτερο ποσοστό του είναι αλμυρό και βρίσκεται στους ωκεανούς και τις θάλασσες, ενώ μεγάλο τμήμα του γλυκού νερού είναι παγιδευμένο στους παγετώνες. Χωρίς το νερό δεν θα υπήρχε ζωή. Ο κύκλος του νερού παρουσιάζεται μέσα από έναν καταρράκτη τρεχούμενου πραγματικά νερού.
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	Εικόνα 12.7. Το νερό πηγή ζωής .( https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Water_drop_impact_on_a_water-surface_-_(1).jpg)

	 

	Προχωρώντας στις λειτουργίες της ζωής, ο επισκέπτης ανακαλύπτει δύο οικοσυστήματα, ένα υδάτινο και ένα χερσαίο. Ο κοραλλιογενής ύφαλος αποτελεί ένα από τα πιο πλούσια υδάτινα περιβάλλοντα. Τα κοράλλια χτίζουν τους σκληρούς σκελετούς τους από τις ανόργανες ουσίες που βρίσκονται στη θάλασσα. Αποικίες από πράσινα φύκη καλύπτουν τα κοράλλια. Ένας φυτικός μικρόκοσμος, το φυτοπλαγκτόν, πλέει πάνω από τον ύφαλο. Ψάρια με θαυμάσια χρώματα κολυμπούν ανάμεσα στα κοράλλια. Ο κοραλλιογενής ύφαλος είναι φαντασμαγορικός. Αν κοιτάξουμε προσεκτικά μέσα από τις μάσκες, ξεδιπλώνεται ένα πολύπλοκο πλέγμα σχέσεων μεταξύ ζωικού και φυτικού βασιλείου στα γαλανά, καθαρά νερά. 
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	Εικόνα 12.8. Κοραλλιογενείς ύφαλοι.( https://www.flickr.com/photos/kyletaylor/4874385727)

	 

	12.1.3.6. Πρόκληση της τροφής

	 

	Η τροφή μας προέρχεται από καλλιέργειες φυτών και εκτροφή ζώων. Οι γεωργοί, προσπαθώντας να προστατεύσουν τις καλλιέργειές τους, εφαρμόζουν 5 κύριους εναλλακτικούς τρόπους αντικατάστασης φυτοφαρμάκων – πρόκειται για τον περιβαλλοντικό και τον βιολογικό έλεγχο, τη χρήση της γενετικής μηχανικής, τον έλεγχο συμπεριφοράς και την παραγωγή ανθεκτικών φυτών. Σήμερα, λειτουργούν συστήματα ολοκληρωμένου ελέγχου παρασιτισμού, για να περιοριστεί η ρύπανση του εδάφους και των υπόγειων νερών, με τη μείωση της χρήσης λιπασμάτων και φυτοφαρμάκων, βελτιώνοντας έτσι την απόδοση των καλλιεργειών. Σήμερα, ο άνθρωπος παρ’ όλη την ευστροφία και τις κατακτήσεις του, βρίσκεται αντιμέτωπος με τις καταστρεπτικές συνέπειες ορισμένων έργων του. Αντιμέτωπος με την περιβαλλοντική κρίση, όπως παρουσιάζεται μέσα από πέντε προκλήσεις: της ενέργειας, των μεταφορών, των φυσικών πόρων, του νερού και της τροφής. Κάθε πρόκληση ξεκινά με την παρουσίαση του αντίστοιχου προβλήματος που υπάρχει σήμερα. Τελικός σκοπός είναι να δοθούν ρεαλιστικές εναλλακτικές προσεγγίσεις για κάθε επισκέπτη, ώστε να υπάρξει ένα βιώσιμο παρόν και μέλλον για την ανθρωπότητα και τον πλανήτη. Τα γενετικά επεξεργασμένα τρόφιμα θα μπορούσαν να αυξήσουν την παραγωγή της τροφής με χαμηλό κόστος. Όμως δεν έχουν ακόμα μελετηθεί οι αρνητικές επιπτώσεις της σύγχρονης αυτής τεχνολογίας στο περιβάλλον και την υγεία του ανθρώπου. 
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	Εικόνα 12.9. Εδώ δεν χρειάζεται λεζάντα.

	 

	Ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας επιθυμεί να δει όλους τους ανθρώπους να τρέφονται με μια ισορροπημένη δίαιτα. Στις βιομηχανικά ανεπτυγμένες χώρες, οι άνθρωποι καταναλώνουν κατά μέσο όρο 3.340 θερμίδες την ημέρα. Αντίθετα, στις λιγότερο ανεπτυγμένες χώρες, οι άνθρωποι καταναλώνουν 2.060 θερμίδες την ημέρα. Εάν ο ανεπτυγμένος κόσμος μείωνε την κατανάλωση κρέατος και υιοθετούσε μια δίαιτα με λαχανικά και φρούτα, θα υπήρχε τροφή για όλο τον κόσμο.

	 

	12.1.4. Ερωτήσεις-Ασκήσεις

	 

	
		Περιγράψτε τις θεματικές ενότητες που επισκεφτήκατε.

		Γιατί η Γη θεωρείται μοναδική στο διάστημα; 

		Ποια είναι η σχέση της ηλιακής ακτινοβολίας και του νερού με την εμφάνιση και τη διατήρηση της ζωής στον πλανήτη μας; 

		Ποια μεγάλα, παγκόσμια περιβαλλοντικά προβλήματα επηρεάζουν και απειλούν τα διάφορα οικοσυστήματα;

		Ποια είναι τα προβλήματα που συνδέονται με το γλυκό, πόσιμο νερό στις ανεπτυγμένες και τις αναπτυσσόμενες χώρες; 

		Πώς καθαρίζονται τα αστικά λύματα; 

		Με ποιον τρόπο θα εξοικονομήσουμε νερό στην οικιακή, γεωργική και βιομηχανική χρήση;

		Ποιες είναι οι περιβαλλοντικές επιπτώσεις που προέρχονται από τα μέσα μεταφοράς και την υπερβολική χρήση τους; 

		Ποια είναι η συμβολή των νέων τεχνολογιών στην αντιμετώπιση των προβλημάτων; Ποια είναι η συμβολή της δικής μας συμπεριφοράς σε σχέση με τη χρήση των μεταφορικών μέσων;

		Πώς εκμεταλλευόμαστε τους φυσικούς πόρους της Γης; Πώς διαχειριζόμαστε τα σκουπίδια; 

		Η οικολογική σκέψη βοηθά στην αντιμετώπιση των περιβαλλοντικών προβλημάτων λόγω κακής διαχείρισης των φυσικών πόρων της Γης;

		Ποια είναι η σημασία του εδάφους; 

		Ποια είναι τα προβλήματα που αντιμετωπίζει ο άνθρωπος με την τροφή του λόγω των εντατικών μεθόδων καλλιέργειας και της αναπαραγωγής των ζώων; 

		Πώς θα αντιμετωπίσουμε τα προβλήματα αυτά μέσα και από την αλλαγή στην αγροτική οικονομία και τις διατροφικές μας συνήθειες;

		Ποιες είναι οι επιπτώσεις της παραγωγής του ηλεκτρικού ρεύματος με τη χρήση ορυκτών καυσίμων; 

		Μπορούν να συμβάλουν στα προβλήματα οι εναλλακτικές μορφές ενέργειας, ανανεώσιμες και μη; 

		Με ποιον τρόπο μπορούμε να περιορίσουμε την κατανάλωση ηλεκτρικού ρεύματος;

		Ποια είναι τα είδη καυσίμων που χρησιμοποιούνται σήμερα; Ποια είναι πιο φιλικά προς το περιβάλλον;



	 

	12.2. Εποπτικό υλικό στο διαδίκτυο

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=9e48KDYDfeg

	 

	https://www.youtube.com/watch?v=fYGOoLUlOA4

	 

	Βιβλιογραφικές αναφορές

	 

	http://www.gnhm.gr/the-museum/
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