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				Εισαγωγή

				Το Ηλεκτρονικό Σύγγραμμα με τον τίτλο Εργαστηριακές Ασκήσεις Φυσιολογίας Φυτών αναφέρεται σε «ερευνητικά αντικείμενα της Φυσιολογίας Φυτών και βοηθά φοιτήτριες και φοιτητές να γνωρίσουν τις λειτουργίες των φυτών και έτσι να καταλάβουν καλύτερα τα ακίνητα και σιωπηλά φυτά και να τα αγαπήσουν». 

				Το παρόν Ηλεκτρονικό Σύγγραμμα είναι αποτέλεσμα συλλογικού έργου όλων των συντελεστών (δηλαδή συγγραφέων, κριτικού αναγνώστη, καθώς και συντελεστών γλωσσικής και γραφιστικής επιμέλειας και τεχνικής επεξεργασίας).

				Τα δεκατέσσερα κεφάλαια του Συγγράμματος καλύπτουν όλες τις θεμελιώδεις γνώσεις της Φυσιολογίας Φυτών και ορισμένες καινοτομίες της σύγχρονης επιστήμης των φυτών. Σε δύο παραρτήματα (Παράρτημα Ι και Παράρτημα ΙΙ) παρουσιάζεται αναλυτικά η προετοιμασία του φυτικού υλικού και των διαλυμάτων που είναι απαραίτητα για τη διεξαγωγή των εργαστηριακών ασκήσεων της Φυσιολογίας Φυτών.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. Η ανόργανη θρέψη των φυτών αφορά στη μελέτη της επίδρασης της έλλειψης θρεπτικών στοιχείων στην ανάπτυξη φυτών. Τα φυτά ως αυτότροφοι οργανισμοί, προσλαμβάνουν από το περιβάλλον όπου αναπτύσσονται τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία για την ανάπτυξή τους.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. Απαραίτητη προϋπόθεση για τη φωτοσύνθεση των φυτών είναι η ύπαρξη των φωτοσυνθετικών χρωστικών των χλωροπλαστών. Σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση διεξάγεται ο διαχωρισμός χρωστικών των πλαστιδίων και ο προσδιορισμός του φάσματος απορρόφησης των χρωστικών.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. Κατά τη φωτοσύνθεση προσλαμβάνεται φωτεινή ενέργεια από τις χρωστικές των πλαστιδίων και χρησιμοποιείται για την αναγωγή του CO2 της ατμόσφαιρας σε σάκχαρα. Σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση πραγματοποιείται απομόνωση των χλωροπλαστών, διεξάγεται η μέτρηση της αναγωγικής ικανότητας των χλωροπλαστών (αντίδραση Hill) και υπολογίζεται η επίδραση της έντασης του φωτός στην αναγωγική ικανότητα των χλωροπλαστών. 

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. Κατά τη διεργασία της αναπνοής ανιχνεύονται οι περιοχές της αναπνευστικής δραστηριότητας φυτικών ιστών σε αρτίβλαστα φυτών.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. Ο μεταβολισμός του αζώτου σχετίζεται με τη μελέτη της υδρόλυσης των αποταμιευτικών πρωτεϊνών κατά την ανάπτυξη αρτιβλάστων. (Σημειώνεται πως την φύτρωση των σπερμάτων ακολουθεί η ανάπτυξη των αρτιβλάστων). Κατά τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης των αρτιβλάστων, οι ανάγκες σε υποστρώματα και ενέργεια για τις έντονες αναβολικές διεργασίες των νεαρών φυτών εξασφαλίζονται από μια σημαντική ποσότητα αποταμιευτικών θρεπτικών ουσιών που περιέχονται στα σπέρματα. Οι ουσίες αυτές βρίσκονται στις κοτυληδόνες ή/και το ενδοσπέρμιο και τρέφουν το νεαρό φυτό μέχρι να αποκτήσει ανεπτυγμένο ριζικό σύστημα και φωτοσυνθετική ικανότητα.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6. Το νερό αποτελεί τον σημαντικότερο περιβαλλοντικό παράγοντα για την αύξηση και ανάπτυξη των φυτών. Σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση προσδιορίζεται το υδατικό δυναμικό σε κοτυληδόνες και υποκοτύλια αρτιβλάστων. 

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7. Τα ανώτερα φυτά χρησιμοποιούν μόνο ένα πολύ μικρό ποσοστό του νερού που προσλαμβάνουν από το έδαφος, για τις διάφορες φυσιολογικές και βιοχημικές διεργασίες. Το υπόλοιπο διαχέεται στην ατμόσφαιρα με τη μορφή υδρατμών από τα υπέργεια όργανα των φυτών και κυρίως από τα στόματα των φύλλων. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται διαπνοή, και εξετάζεται στο εργαστήριο υπό την επίδραση διαφορετικών εξωτερικών παραγόντων που επηρεάζουν το τάχος της.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8. Η παρουσία νερού, οξυγόνου και κατάλληλης θερμοκρασίας οδηγεί πολλά σπέρματα στη φύτρωση. Σε άλλα φυτικά είδη η παρουσία των παραγόντων αυτών δεν επαρκεί για τη φύτρωση, οπότε τα σπέρματα βρίσκονται σε μια κατάσταση που ορίζεται ως λήθαργος. Η μελέτη του φυτοχρωμικού ελέγχου της φύτρωσης και η άρση του λήθαργου από γιββερελλικό οξύ είναι το πειραματικό αντικείμενο αυτής της 
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				άσκησης. Επίσης εξετάζεται ο ρόλος του σπερματικού περιβλήματος στην επιβολή λήθαργου. 

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9. Το ορατό φως αντιστοιχεί στο τμήμα της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας με μήκη κύματος από 380 nm (ιώδες) μέχρι 750 nm περίπου. Η απορρόφηση και η βιολογική δράση του φωτός προϋποθέτουν την παρουσία και τη διαμεσολάβηση ειδικών φωτοδεκτών, όπως το φυτόχρωμα (φωτομορφογένεση). Στην άσκηση αυτή εξετάζεται η δράση του φωτός στην ανάπτυξη αρτιβλάστων.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10. Οι ουσίες που είναι ευρέως γνωστές ως φυτικές ορμόνες (plant hormones) ή φυτοορμόνες, ως φυτο-αυξητικές ουσίες (plant growth substances) ή φυτο-αυξητικοί ρυθμιστές (plant growth regulators) προωθούν ή αναστέλλουν την αύξηση των φυτών και μπορεί να είναι ενδογενείς ή/και συνθετικές.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 11. Με τον φωτοτροπισμό εξετάζεται η τάση που παρουσιάζουν τα φυτά να τρέπονται προς το φως (θετικός φωτοτροπισμός) ή να αποτρέπονται από το φως (αρνητικός φωτοτροπισμός).

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 12. Η αναπόφευκτη γήρανση των φύλλων των φυτών συνοδεύεται από αποικοδόμηση των χλωροφυλλών και καταστροφή των χλωροπλαστών. Σε αυτή την εργαστηριακή άσκηση διεξάγεται ο διαχωρισμός των χρωστικών των πλαστιδίων και ο προσδιορισμός του φάσματος απορρόφησης των χρωστικών.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 13. Με το νέο επιστημονικό πεδίο της βιομιμητικής προωθείται η διεπιστημονική, ερευνητική προσέγγιση και πρόσφατα αποτελέσματα που προέρχονται από τα φυτά συμβάλλουν ήδη στην επίλυση σύγχρονων τεχνολογικών θεμάτων.

				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 14. Το φυτό Arabidopsis thaliana παρουσιάζεται ως οργανισμός-μοντέλο (το φυτό-μοντέλο) στη μοριακή και γενετική ανάλυση και αναφέρονται οι λόγοι για τους οποίους έχει επιλεγεί έναντι άλλων φυτών.

				Η υλοποίηση του Ηλεκτρονικού Συγγράμματος με τον τίτλο Εργαστηριακές Ασκήσεις Φυσιολογίας Φυτών οφείλεται στη Δράση «Ελληνικά Ακαδημαϊκά Ηλεκτρονικά Συγγράμματα και Βοηθήματα» (www.kallipos.gr) που αποτελεί την πρώτη ολοκληρωμένη προσπάθεια για την εισαγωγή του ηλεκτρονικού, διαδραστικού βιβλίου στην Ανώτατη Εκπαίδευση της Ελληνικής Δημοκρατίας.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

				Άσκηση: Ανόργανη θρέψη φυτών 

				Σύνοψη

				Το κεφάλαιο αυτό αναφέρεται στην πρόσληψη και αφομοίωση των θρεπτικών στοιχείων από τα φυτά. Η διαδικασία αυτή, η οποία ονομάζεται ανόργανη θρέψη, μπορεί να μελετηθεί πειραματικά με την ανάπτυξη των φυτών σε υδροπονικές καλλιέργειες. Πιο συγκεκριμένα, για τον σκοπό αυτό παρασκευάζονται πλήρες θρεπτικό διάλυμα και θρεπτικά διαλύματα από το καθένα από τα οποία λείπει ένα συγκεκριμένο θρεπτικό στοιχείο, του οποίου μελετάται η δράση. Η άσκηση που προτείνεται αφορά την επίδραση της έλλειψης θρεπτικών στοιχείων στην ανάπτυξη φυτών Cucumis sativus (αγγουριά).

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Taiz, L. & E. Zeiger (2012) Φυσιολογία Φυτών. KEΦΑΛΑΙΑ 5 και 6. Αθήνα: Utopia. 

				1.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Τα φυτά ως αυτότροφοι οργανισμοί προσλαμβάνουν από το περιβάλλον στο οποίο αναπτύσσονται τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία και έχουν τη μοναδική ικανότητα να αφομοιώνουν ορισμένα από αυτά (όπως το άζωτο και ο φώσφορος) σε οργανικές ενώσεις. Η πρόσληψη και η αφομοίωσή τους από τα φυτά αποτελεί το πρώτο βήμα εισόδου των ανόργανων αυτών στοιχείων στη βιόσφαιρα. Τα θρεπτικά στοιχεία εισέρχονται στη βιόσφαιρα μέσω του ριζικού συστήματος των φυτών, το οποίο αναπτύσσει μεγάλη επιφάνεια απορρόφησης και έχει την ικανότητα να προσλαμβάνει τα ανόργανα στοιχεία, ακόμη και όταν βρίσκονται σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις στο εδαφικό διάλυμα. Όλα τα θρεπτικά στοιχεία μεταφέρονται με το διαπνευστικό ρεύμα μέσω του ξυλώματος μέχρι το ακραίο μερίστωμα του βλαστού. Στη συνέχεια, ορισμένα από αυτά (βλ. Πίνακα 1.3) ανακατανέμονται μέσω του φλοιώματος στα διάφορα φυτικά όργανα. 

				Η μελέτη της πρόσληψης και αφομοίωσης των θρεπτικών στοιχείων από τα φυτά είναι ένα σημαντικό κεφάλαιο της φυσιολογίας των φυτών που ονομάζεται ανόργανη θρέψη. Υπάρχουν διαφορές μεταξύ των φυτικών ειδών ως προς τις απαιτήσεις τους σε θρεπτικά στοιχεία. Πιο καλά μελετημένα είναι τα καλλιεργούμενα είδη λόγω της οικονομικής τους σημασίας. Τα αυτοφυή είδη είναι λιγότερο μελετημένα. Ωστόσο, η γνώση των απαιτήσεων των φυτών σε θρεπτικά στοιχεία συνεισφέρει στην κατανόηση της κατανομής των φυτικών ειδών στα διάφορα οικοσυστήματα (στα διάφορα οικοσυστήματα (Marschner et al. 2011, Paungfoo-Lonhienne et al. 2012, Ullah et al. 2012, Vergutz et al. 2012, Clarholm et al. 2015, Ramos et al. 2015, Strik and Bryla 2015).

				Ένα ανόργανο στοιχείο χαρακτηρίζεται ως απαραίτητο θρεπτικό στοιχείο όταν η έλλειψή του επηρεάζει την κανονική ανάπτυξη και αναπαραγωγή των φυτικών οργανισμών, δηλαδή, την ολοκλήρωση του κύκλου ζωής τους με την παραγωγή βιώσιμων σπερμάτων, ή αποτελεί συστατικό ένωσης που είναι απαραίτητη (όπως το άζωτο στις πρωτεΐνες ή το μαγνήσιο στις χλωροφύλλες). Η έλλειψη εκδηλώνεται με συγκεκριμένα συμπτώματα για κάθε θρεπτικό στοιχείο, τα οποία ονομάζονται συμπτώματα τροφοπενίας. Πολλές φορές, η έλλειψη μπορεί να γίνει αντιληπτή στη δεύτερη ή την τρίτη γενιά (αυτό μπορεί να συμβεί, κυρίως, με την έλλειψη κάποιων ιχνοστοιχείων).

				Τα θρεπτικά στοιχεία ανάλογα με τις συγκεντρώσεις που απαιτούνται και υπάρχουν στους φυτικούς ιστούς διακρίνονται σε: α) μακροστοιχεία: N, P, S, K, Ca, Mg, β) ιχνοστοιχεία ή μικροστοιχεία: Fe, Μn, Zn, 
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				Cu, Mo, B, Cl. Επιπλέον, τα Na, Si και Ni θεωρούνται απαραίτητα ιχνοστοιχεία για ορισμένα μόνο είδη φυτών. Στον Πίνακα 1.1 φαίνονται οι συνήθεις μορφές με τις οποίες τα θρεπτικά στοιχεία προσλαμβάνονται από τα φυτά. 

				Πίνακας 1.1 Τα θρεπτικά στοιχεία και οι μορφές πρόσληψής τους από τα φυτά.

				Αμέσως μετά τη φύτρωση οι αποταμιευτικές ουσίες που υπάρχουν στα σπέρματα (υδατάνθρακες, λίπη, πρωτεΐνες μαζί με μικρές ποσότητες από θρεπτικά στοιχεία π.χ. με τη μορφή της φυτίνης) χρησιμοποιούνται από το αρτίβλαστο στα πρώτα στάδια της ανάπτυξής του. Με την υδρόλυση των αποταμιευτικών ενώσεων παράγονται τα δομικά συστατικά και η ενέργεια που απαιτούνται για την ανάπτυξη του αρτιβλάστου, μέχρι να αναπτυχθεί το ριζικό του σύστημα και να λειτουργήσει ο φωτοσυνθετικός του μηχανισμός, δηλαδή να περάσει το φυτό από την ετερότροφη στην αυτότροφη φάση. Στα αρχικά στάδια της ανάπτυξης του αρτιβλάστου χρησιμοποιούνται τα θρεπτικά στοιχεία που είναι αποταμιευμένα στο σπέρμα, τα οποία επαρκούν. Αργότερα, όμως, όταν το φυτό περάσει στην αυτότροφη φάση και αναπτυχθεί το ριζικό του σύστημα, προσλαμβάνει τα θρεπτικά στοιχεία από το περιβάλλον (έδαφος ή θρεπτικό υπόστρωμα). 

				Η μελέτη της ανόργανης θρέψης των φυτών μπορεί να γίνει πειραματικά με υδροπονικές καλλιέργειες (βλ. Εικόνα 1.1). Για τον σκοπό αυτό χρησιμοποιούνται νεαρά φυτά, οι ρίζες των οποίων εμβαπτίζονται σε δοχεία που είναι αδιαπέραστα στο φως και περιέχουν θρεπτικά διαλύματα. Οι ρίζες πρέπει να αερίζονται, γιατί αλλιώς δημιουργούνται συνθήκες ανοξίας και τα θρεπτικά διαλύματα πρέπει να ανανεώνονται σε τακτά χρονικά διαστήματα. Συχνά, τα φυτά τοποθετούνται σε δοχεία που περιέχουν διαβρεγμένο περλίτη ή χαλαζιακή άμμο (και τα δύο υλικά είναι αδρανή) και ποτίζονται κατά διαστήματα με τα θρεπτικά διαλύματα. Για να μελετηθεί ο φυσιολογικός ρόλος ενός στοιχείου, χρησιμοποιούνται διαλύματα τα οποία περιέχουν όλα τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία (πλήρη διαλύματα-μάρτυρες) και συγκρίνονται με σειρά διαλυμάτων από τα οποία λείπει το θρεπτικό στοιχείο του οποίου πρόκειται να μελετηθεί η δράση. Η αναγκαιότητα των μακροστοιχείων μπορεί να μελετηθεί σχετικά εύκολα από τα συμπτώματα που προκαλεί η έλλειψή τους (βλ. Εικόνα 1.2). Βασική προϋπόθεση είναι η χρήση ουσιών με υψηλό βαθμό καθαρότητας. Αντίθετα, η μελέτη των ιχνοστοιχείων είναι αρκετά δύσκολη. Οι ποσότητες των ιχνοστοιχείων που υπάρχουν στα ξηρά σπέρματα, επαρκούν για να καλύψουν τις ανάγκες μίας ή και δύο γενεών. 
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				Εικόνα 1.1 Πειραματική διάταξη για τη μελέτη της ανόργανης θρέψης των φυτών σε υδροπονική καλλιέργεια. Α: Έλλειψη καλίου, Β: Πλήρες θρεπτικό διάλυμα.

				
					[image: ]
				

			

		

	
		
			
				14

			

		

		
			
				Εικόνα 1.2 Νεαρά φυτά αγγουριάς ηλικίας 28 ημερών, τα οποία αναπτύχθηκαν: Α σε πλήρες θρεπτικό διάλυμα, Β σε θρεπτικό διάλυμα με έλλειψη Ν, Γ σε θρεπτικό διάλυμα με έλλειψη Κ, Δ σε θρεπτικό διάλυμα με έλλειψη Ca.
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				Στον Πίνακα 1.2 δίνονται ένα πλήρες διάλυμα θρεπτικών στοιχείων για υδροπονικές καλλιέργειες και διαλύματα με έλλειψη ενός μακροστοιχείου ή ιχνοστοιχείων για τη μελέτη των συμπτωμάτων που προκαλεί αυτή η έλλειψη.

				Πίνακας 1.2 Πλήρες θρεπτικό διάλυμα (τροποποιημένο διάλυμα Hoagland & Arnon 1950) και διαλύματα με έλλειψη θρεπτικών στοιχείων. Σε κάθε στήλη του πίνακα φαίνεται η σύσταση του αντίστοιχου διαλύματος με τον όγκο (mL) που πρέπει να προστεθεί από κάθε συστατικό. Ο τελικός όγκος κάθε θρεπτικού διαλύματος είναι 600 mL και συμπληρώνεται με απεσταγμένο νερό.
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				Στον Πίνακα 1.3 φαίνονται τα συμπτώματα που προκαλεί η έλλειψη θρεπτικών στοιχείων στα φυτά.

				Πίνακας 1.3 Συμπτώματα από την έλλειψη θρεπτικών στοιχείων κατά την ανάπτυξη των ανώτερων φυτών.
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				1.2. Πειραματικό μέρος

				1.2.1. Υλικά

				Τα υλικά περιλαμβάνουν φυτρωμένα σπέρματα Cucumis sativus (αγγούρι), πλαστικά ποτήρια, ογκομετρικό κύλινδρο (100 mL), περλίτη (αδρανές ανόργανο υλικό), διαλύματα θρεπτικών στοιχείων, κλίβανο, ζυγό, μαρκαδόρο ακετόνης, αλουμινόχαρτο, διαφανή μεμβράνη και υποδεκάμετρο.

				1.2.2. Διεξαγωγή του πειράματος

				Κάθε ομάδα φοιτητών επεξεργάζεται μια σειρά δειγμάτων με τέσσερις διαφορετικές μεταχειρίσεις (πλήρες θρεπτικό διάλυμα, – Ν, – Κ, – Ca). Σε τέσσερα πλαστικά ποτήρια (ένα για κάθε μεταχείριση), τα οποία περιέχουν περλίτη (γεμάτα κατά τα 2/3), σημειώνεται η σύσταση του διαλύματος που πρόκειται να προστεθεί και, στη συνέχεια, προστίθενται στο καθένα 70 mL από το αντίστοιχο θρεπτικό διάλυμα και τοποθετείται από ένα φυτρωμένο σπέρμα αγγουριού. Τα ποτήρια καλύπτονται με διαφανή μεμβράνη και τα φυτά αφήνονται να αναπτυχθούν σε συνθήκες δωματίου. 

				Ύστερα από τέσσερις ημέρες αφαιρείται η μεμβράνη και τα φυτά ποτίζονται με 30 mL από το αντίστοιχο θρεπτικό διάλυμα. Το πότισμα με τα θρεπτικά διαλύματα (30 ml κάθε φορά) συνεχίζεται κάθε τρεις ημέρες για ακόμη τέσσερις εβδομάδες. Η ανάπτυξη των φυτών παρακολουθείται κάθε εβδομάδα για χρονικό διάστημα τεσσάρων εβδομάδων. Πιο συγκεκριμένα, καταγράφονται: α) ο αριθμός των φύλλων, β) το ύψος του βλαστού και γ) τα συμπτώματα από την έλλειψη των θρεπτικών στοιχείων (χρώμα και μορφή φύλλων σε σχέση με τη θέση και την ηλικία τους, νεαρά ή πλήρως ανεπτυγμένα) και συμπληρώνονται οι Πίνακες 1.4 και 1.6.

				Στο τέλος του πειράματος αφαιρούνται τα φυτά από τον περλίτη (προσεκτικά ώστε να μην καταστραφούν οι ρίζες), τοποθετούνται ξεχωριστά για κάθε μεταχείριση σε προζυγισμένα αλουμινόχαρτα και μεταφέρονται σε ειδικό κλίβανο (θερμοκρασία 60°C). Ύστερα από δύο ημέρες ζυγίζονται και προσδιορίζεται το ξηρό τους βάρος. Τα αποτελέσματα καταγράφονται στον Πίνακα 1.5.
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				Πίνακας 1.4 Αριθμός φύλλων και ύψος βλαστού κατά την ανάπτυξη του φυτού C. sativus σε πλήρες θρεπτικό διάλυμα και σε διαλύματα από τα οποία λείπει από ένα θρεπτικό στοιχείο (– Ν, – Κ, – Ca). Φ1 = φυτό ομάδας 1, Φ2 = φυτό ομάδας 2, κ.ο.κ., m = μέσος όρος μετρήσεων, s.e.= τυπικό σφάλμα.

				Πίνακας 1.5 Το ξηρό βάρος του φυτού C. sativus ύστερα από τέσσερις εβδομάδες ανάπτυξης σε πλήρες θρεπτικό διάλυμα και σε διαλύματα από τα οποία λείπει ένα μακροστοιχείο. m = μέσος όρος μετρήσεων, s.e.= τυπικό σφάλμα.
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				Πίνακας 1.6 Συμπτώματα από την έλλειψη των μακροστοιχείων κατά την ανάπτυξη του φυτού C. sativus.

				1.2.3. Αποτελέσματα

				Αφού συμπληρωθούν οι πίνακες 1.4, 1.5, 1.6, υπολογίστε τον μέσο όρο σε κάθε περίπτωση, χρησιμοποιώντας τα αποτελέσματα όλων των ομάδων. Στη συνέχεια, διατυπώστε τα συμπεράσματά σας σχετικά με την επίδραση της έλλειψης των διαφόρων θρεπτικών στοιχείων στην ανάπτυξη των φυτών που μελετήθηκαν. Ειδικότερα, τι συμπεραίνετε από την εντόπιση των συμπτωμάτων τροφοπενίας σε νεαρά ή μεγαλύτερης ηλικίας φύλλα ως προς τη μετακίνησή τους στο ξύλωμα ή το φλοίωμα των ανώτερων φυτών;
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2

				Άσκηση: Χρωστικές πλαστιδίων

				Σύνοψη

				Απαραίτητη προϋπόθεση για τη φωτοσύνθεση είναι η ύπαρξη των φωτοσυνθετικών χρωστικών των χλωροπλαστών. Στα ανώτερα φυτά, οι χρωστικές αυτές διακρίνονται σε δύο ομάδες: α) τις χλωροφύλλες και β) τα καροτενοειδή. Οι χρωστικές και των δύο ομάδων είναι διαλυτές σε οργανικούς διαλύτες και αδιάλυτες στο νερό. Οι μέθοδοι εκχύλισης όσο και οι μέθοδοι διαχωρισμού των χρωστικών στηρίζονται στη διαφορετική διαλυτότητά τους σε διάφορους διαλύτες. Σε αυτή την άσκηση θα γίνει ο διαχωρισμός των χρωστικών των πλαστιδίων και ο προσδιορισμός του φάσματος απορρόφησής των.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Τα Κεφάλαια 7 και 9 από το βιβλίο Φυσιολογία Φυτών (2012) των L. Taiz και Ε. Zeiger από τις εκδόσεις Utopia (1η Ελληνική μετάφραση, Επιμέλεια: Κ. Θάνος,) και το Κεφάλαιο 7 από το βιβλίο Βιολογία των Φυτών (2014) των Ρ. Raven, R. Evert και S. Eichhorn από τις εκδόσεις Utopia (1η Ελληνική μετάφραση, Επιμέλεια: Κ. Θάνος, Γ. Ιατρού, Ν. Χριστοδουλάκης).

				2.1. Θεωρητικό υπόβαθρο 

				Η εκχύλιση των χρωστικών, από νωπό ιστό, απαιτεί τη χρησιμοποίηση διαλύτη ο οποίος μπορεί να αναμιχθεί με νερό. Η παρουσία μικρής ποσότητας νερού διευκολύνει την εκχύλιση. Έτσι, αν γίνει εκχύλιση ξηρού ιστού με οργανικό διαλύτη, η εκχύλιση είναι αργή. Η εκχύλιση διευκολύνεται με προσθήκη μικρής ποσότητας νερού. Γενικά, δεν υπάρχει μία μοναδική μέθοδος εκχύλισης που εφαρμόζεται με επιτυχία σε όλες τις περιπτώσεις. Σε κάθε περίπτωση πρέπει να γίνει επιλογή του κατάλληλου διαλύτη. Επειδή το πρωτόπλασμα των κυττάρων του εκχυλιζόμενου ιστού είναι όξινο, μέρος των χλωροφυλλών μετατρέπεται κατά την εκχύλιση σε φαιοφυτίνες. Συνήθως σαν μέσο εξουδετέρωσης χρησιμοποιείται CaCO3 ή MgCO3. Καλύτερα αποτελέσματα δίνει η προσθήκη αμμωνίας ή οργανικών βάσεων στα μέσα εκχύλισης.

				Οι χρωστικές των πλαστιδίων μπορούν να διαχωριστούν με μεθόδους οι οποίες στηρίζονται στην κατανομή, μεταξύ διφασικών συστημάτων, διαλυτών οι οποίοι δεν αναμειγνύονται και σε χρωματογραφικές μεθόδους.

				Οι περισσότερες από τις μεθόδους για τον προσδιορισμό των χρωστικών, απαιτούν τον τέλειο διαχωρισμό των χρωστικών. Έτσι, οι χλωροφύλλες για παράδειγμα μπορούν να προσδιοριστούν με τον προσδιορισμό του Mg και του N, αφού ληφθούν καθαρά κλάσματα από αυτές. Μια ιδιότητα της οποίας γίνεται μεγάλη χρήση, για τον ποσοτικό προσδιορισμό των χρωστικών, είναι τα φάσματα απορρόφησής τους. Οι χλωροφύλλες έχουν μέγιστα απορρόφησης στην κόκκινη και την κυανή (bleu) περιοχή του ορατού φάσματος, τα δε καροτενοειδή στην κυανή περιοχή. Όταν είναι γνωστός ο συντελεστής απορρόφησης μίας χρωστικής σε ορισμένο μήκος κύματος είναι δυνατό να υπολογιστεί η άγνωστη συγκέντρωση ενός διαλύματος της χρωστικής με τη μέτρηση της απορρόφησης του διαλύματος αυτού στο ίδιο μήκος κύματος. Όταν θέλουμε να προσδιορίσουμε τη συγκέντρωση των χλωροφυλλών, δεν είναι απαραίτητο να προηγηθεί διαχωρισμός των χρωστικών.

				Είναι επομένως δυνατό να προσδιοριστούν ποσοτικά οι δύο χλωροφύλλες α και β (επίσης, χλωροφύλλες 
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				a και b) με τη μέτρηση της απορρόφησης του διαλύματος, σε δύο μήκη κύματος (665 nm και 649 nm), στα οποία παρουσιάζουν μέγιστα απορρόφησης και στα οποία δεν απορροφούν τα καροτενοειδή. Με την εφαρμογή των παρακάτω τύπων είναι δυνατό να υπολογιστεί η συγκέντρωση του εκχυλίσματος σε χλωροφύλλη α και χλωροφύλλη β (mg/mL).

				Χλωροφύλλη α (μg/mL) = 11,63 (Α665) – 2,39 (Α649)

				Χλωροφύλλη β (μg/mL) = 20,11 (Α649) – 5,18 (Α665)

				Ολική Χλωροφύλλη (μg/mL) = 6,45 (Α665) + 17,72 (Α649)

				όπου Α665 και Α649, η απορρόφηση (Α) του εκχυλίσματος στα μήκη κύματος 665 και 649 nm αντίστοιχα.

				2.2. Πειραματικό μέρος

				Κατά την διάρκεια της άσκησης θα γίνουν οι παρακάτω εργασίες:

				Εκχύλιση των χρωστικών από φύλλα σπανακιού.

				Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός της συγκέντρωσης των χλωροφυλλών α και β στο αρχικό εκχύλισμα.

				Διαχωρισμός των χρωστικών σε τέσσερα κλάσματα (χλωροφύλλη α, χλωροφύλλη β, καροτένια, ξανθοφύλλες) με τη χρησιμοποίηση διφασικών διαλυτών, οι οποίοι δεν αναμιγνύονται μεταξύ τους (Wellburn 1994, Ritchie 2008).

				Προσδιορισμός του φάσματος απορρόφησης σε καθένα από τα τέσσερα κλάσματα των φωτοσυνθετικών χρωστικών.

				2.2.1. Φυτικό υλικό

				Νωπά φύλλα σπανακιού.

				2.2.2. Όργανα και συσκευές

				Ζυγός φαρμακευτικός, 

				φασματοφωτόμετρο, 

				γουδί πορσελάνης, 

				2 διαχωριστικές χοάνες των 300 mL, 

				2 στηρίγματα, 

				2 δακτύλιοι, 

				σωληνάκια (κυβέτες) φασματοφωτόμετρου, 

				3 ογκομετρικοί κύλινδροι (100, 50 και 25 mL), 

				6 σιφώνια (10, 5 και 2 mL), 

				6 κωνικές φιάλες (2 των 250 mL και 4 των 50 mL), 

				χωνί, 

				διηθητικό χαρτί, 

				γυάλινη ράβδος, 

				υδροβολέας, 

				ανοξείδωτο μαχαιράκι.
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				2.2.3. Χημικά αντιδραστήρια 

				Ακετόνη, 

				CaCO3, 

				πετρελαϊκός αιθέρας, 

				αιθυλαιθέρας, 

				μεθυλική αλκοόλη, 

				πρόσφατο διάλυμα KOH 30% μέσα σε CH3OH.

				2.3. Διεξαγωγή του πειράματος

				2.3.1. Εκχύλιση χρωστικών

				Σε ογκομετρικό κύλινδρο των 50 mL ογκομετρούνται 40 mL ακετόνης 100%. Παράλληλα ζυγίζονται 5 g φύλλων σπανακιού αφού προηγουμένως έχουν αφαιρεθεί τα μεγάλα νεύρα (εξηγήστε). Στη συνέχεια τα φύλλα κόβονται με ανοξείδωτο μαχαιράκι σε μικρά κομμάτια (διαστάσεων λίγων mm) και τοποθετούνται μέσα σε γουδί πορσελάνης. Προστίθεται μικρή ποσότητα CaCO3 (περίπου ο όγκος μιας φακής), 1-2 mL ακετόνης (από τα 40 mL της ογκομετρημένης ποσότητας) και ακολουθεί λειοτρίβηση. Όταν ο ιστός πολτοποιηθεί και ομογενοποιηθεί εντελώς, προστίθεται προσεκτικά και σταδιακά μέσα στο γουδί το υπόλοιπο των 40 mL ακετόνης. Με τον τρόπο αυτό (και ελαφρά ανάδευση) οι φωτοσυνθετικές χρωστικές εκχυλίζονται και το ακετονικό εκχύλισμα παίρνει ένα σκούρο πράσινο χρώμα. Τέλος, το εκχύλισμα διηθείται με κοινό διηθητικό χαρτί και το καθαρό εκχύλισμα των χρωστικών ογκομετρείται σε ογκομετρικό κύλινδρο. Σε αυτόν τον τελικό όγκο θα γίνουν όλες οι σχετικές αναγωγές και υπολογισμοί. 

				Παρατηρήστε στο διηθητικό χαρτί τα δύο μέτωπα των χρωστικών και σχολιάστε.

				2.3.2. Φασματοφωτομετρικός προσδιορισμός των χλωροφυλλών α και β στο εκχύλισμα των χρωστικών

				Πριν χρησιμοποιήσετε το φασματοφωτόμετρο διαβάστε προσεκτικά τις οδηγίες χρήσης που υπάρχουν κοντά στη θέση του οργάνου.

				Από το εκχύλισμα των χρωστικών λαμβάνεται 1 mL το οποίο αραιώνεται σε αναλογία 1:10 με ακετόνη (1 mL εκχυλίσματος + 9 mL ακετόνη). Στη συνέχεια γίνεται μέτρηση της απορρόφησης του διαλύματος στα 665 nm και 649 nm. Ως μάρτυρας (τυφλό) χρησιμοποιείται ακετόνη.

				Εφαρμόζοντας την εξίσωση ή τις εξισώσεις για τον προσδιορισμό των χλωροφυλλών που αναγράφονται πιο πάνω: Υπολογίστε την ποσότητα της χλωροφύλλης α και της χλωροφύλλης β στο διάλυμα και με αναγωγή προσδιορίστε την περιεκτικότητα του αρχικού διαλύματος στις δύο αυτές χρωστικές.

				Επίσης, υπολογίστε την περιεκτικότητα των φύλλων σε χλωροφύλλη (χλωροφύλλη α, χλωροφύλλη β και ολική χλωροφύλλη) ανά μονάδα νωπού και ανά μονάδα ξηρού βάρους (θεωρήστε την περιεκτικότητα των φύλλων σε Η2Ο ίση προς 80%).

				2.3.3. Διαχωρισμός των χρωστικών με τη χρησιμοποίηση διαλυτών

				Μέσα σε διαχωριστική χοάνη φέρονται 50 mL πετρελαϊκού αιθέρα και στη συνέχεια προστίθενται 15 mL από το αρχικό εκχύλισμα. Το σύνολο αναμιγνύεται με ελαφρές κυκλικές κινήσεις (κατά μικρά χρονικά διαστήματα, πρέπει να ανοίγεται η στρόφιγγα της χοάνης). Προστίθενται στη συνέχεια 70 mL απεσταγμένο νερό από τα τοιχώματα της χοάνης και ακολουθεί νέα προσεκτική ανάμιξη, μέχρι να χρωματιστεί η πάνω 
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				στιβάδα έντονα πράσινη. Η ανάμιξη δεν πρέπει να γίνεται με δυνατή ανατάραξη γιατί υπάρχει κίνδυνος να σχηματιστεί γαλάκτωμα. Αφήνεται το σύστημα σε ηρεμία για να διαχωριστούν εντελώς οι φάσεις. Η πάνω φάση αποτελείται από πετρελαϊκό αιθέρα και περιέχει τις χρωστικές. Η κάτω φάση απορρίπτεται. Η φάση του πετρελαϊκού αιθέρα πλένεται τρεις φορές με 50 mL απεσταγμένο νερό κάθε φορά για να απομακρυνθούν και τα τελευταία ίχνη της ακετόνης.

				Για καλύτερο διαχωρισμό απορρίπτετε κάθε φορά ένα μικρό στρώμα μεσόφασης (το ενδιάμεσο στρώμα ανάμεσα στην πάνω και κάτω φάση).

				Στο διάλυμα του πετρελαϊκού αιθέρα προστίθενται 50 mL CH3OH 92% (προσοχή στη συγκέντρωση 92%) και ακολουθεί ανάμιξη. Αφήνεται το σύστημα σε ηρεμία, για να διαχωριστούν οι φάσεις. Η κάτω φάση της μεθυλικής αλκοόλης περιέχει τη χλωροφύλλη β και τις ξανθοφύλλες, η δε πάνω φάση περιέχει τη χλωροφύλλη α και τα καροτένια (Lichtenthaler & Buschmann 2001). 

				Η κάτω φάση μεταφέρεται σε άλλη διαχωριστική χοάνη και προστίθενται 50 mL αιθυλαιθέρα. Το σύστημα αναταράσσεται με προσοχή. Από τα τοιχώματα της διαχωριστικής χοάνης προστίθεται απεσταγμένο νερό, τόσο όσο απαιτείται, για να σχηματιστούν δύο φάσεις (περίπου 30 mL που προστίθενται τμηματικά ανά 5 mL). Η κάτω φάση, η οποία αποτελείται από νερό και μεθανόλη, απορρίπτεται. Η πάνω φάση του αιθέρα, η οποία περιέχει τις χρωστικές φυλάσσεται. 

				Με τη σειρά των παραπάνω εκχυλίσεων έχουν ληφθεί:

				πετρελαϊκό αιθερικό διάλυμα, το οποίο περιέχει τη χλωροφύλλη α και τα καροτένια (χοάνη 1, Εικόνα 2.1).

				αιθερικό διάλυμα, το οποίο περιέχει τη χλωροφύλλη β και τις ξανθοφύλλες (χοάνη 2, Εικόνα 2.1).

				Εικόνα 2.1 Διαχωρισμός των φάσεων στις διαχωριστικές χοάνες.

				Προστίθενται με προσοχή από 15 mL 30% μεθανολικού KOH σε κάθε διαχωριστική χοάνη. Σημειώστε κάποια αλλαγή του χρώματος στα όρια διαχωρισμού των δύο φάσεων και στη συνέχεια ανακινείστε δυνατά (αφού συμβουλευθείτε τον υπεύθυνο της άσκησης) και τα δύο συστήματα. Παρατηρήστε πάλι αλλαγή χρώματος. Σε 
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				κάθε μία διαχωριστική χοάνη προστίθενται στη συνέχεια 30 mL απεσταγμένο νερό. Το μίγμα ανακινείται και αφήνεται για διαχωρισμό των δύο φάσεων. Η κάτω φάση κάθε χοάνης (ΚΟΗ σε μεθανόλη και νερό) περιέχει το προϊόν της σαπωνοποίησης της χλωροφύλλης α και β, αντίστοιχα. Η πάνω φάση περιέχει τα καροτένια (χοάνη 1) και τις ξανθοφύλλες (χοάνη 2), οπότε και δεν πρέπει να υπάρχει καθόλου πράσινο χρώμα. Αν η πάνω φάση είναι πρασινωπή πρέπει να επαναληφθεί η διαδικασία της σαπωνοποίησης.

				2.3.4. Φάσματα απορρόφησης των τεσσάρων κλασμάτων

				Μετρήστε στο φασματοφωτόμετρο την απορρόφηση (Α) για κάθε ένα από τα τέσσερα κλάσματα που πήρατε (Εικόνα 2.2), για την περιοχή από 362‒702 nm. 

				Εικόνα 2.2 Διαχωρισμός των χρωστικών σε χλωροφύλλη α, χλωροφύλλη β, καροτένια και ξανθοφύλλες.

				Οι μετρήσεις γίνονται κάθε 4 nm εκτός εάν η τιμή της απορρόφησης (Α) είναι μικρότερη από 0.05 οπότε η επόμενη μέτρηση γίνεται ύστερα από 12 nm. Επίσης, γύρω από μία κορυφή (μέγιστη τιμή) λαμβάνονται συμπληρωματικές μετρήσεις ανά 1 nm (χρησιμοποιώντας τη δυνατότητα ‛zoom’ του φασματοφωτόμετρου) για τον ακριβή προσδιορισμό της καθεμίας κορυφής. Καταγράψτε τις μετρήσεις σας σε έναν πίνακα (όπως το υπόδειγμα του Πίνακα 2.1).

				Για τη φωτομέτρηση της χλωροφύλλης α χρειάζεται συνήθως αραίωση (1:2 ή ανάλογα με τις υποδείξεις του Υπεύθυνου του εργαστηρίου). Χρησιμοποιήστε μεθανόλη, τόσο για την αραίωση όσο και ως μάρτυρα (και για τις δύο χλωροφύλλες) (Ritchie 2006). Για τα καροτένια και τις ξανθοφύλλες χρησιμοποιήστε ως τυφλό τον αντίστοιχο διαλύτη κάθε χρωστικής.
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				Ένθετο 2.1 Σχηματική παράσταση των σταδίων της πειραματικής εργασίας.
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				2.4. Αποτελέσματα

				Προσδιορίστε τη συγκέντρωση του αρχικού εκχυλίσματος σε χλωροφύλλη α και χλωροφύλλη β (mg/mL).

				Κατασκευάστε τέσσερα φάσματα απορρόφησης – ένα για κάθε χρωστική (όπως στο υπόδειγμα της Εικόνας 2.3). Στον άξονα Χ τοποθετείται το μήκος κύματος (λ, nm) και στον άξονα Y η απορρόφηση (Α) του δείγματος.

				Πού βρίσκονται τα μέγιστα απορρόφησης και πού η απορρόφηση είναι ελάχιστη για κάθε χρωστική;

				Εξηγήστε γιατί οι χλωροφύλλες είναι πράσινες και τα καροτενοειδή κίτρινα.

				Πίνακας 2.1 Απορρόφηση φωτοσυνθετικών χρωστικών συναρτήσει μήκους κύματος.
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				Εικόνα 2.3 Το φάσμα απορρόφησης της χλωροφύλλης α.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 

				Άσκηση: Φωτοσύνθεση 

				Σύνοψη

				Απομόνωση χλωροπλαστών. Μέτρηση της αναγωγικής ικανότητας των χλωροπλαστών (αντίδραση Hill). Επίδραση της έντασης του φωτός στην αναγωγική ικανότητα των χλωροπλαστών. 

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Για τη διεξαγωγή της παρούσας άσκησης και την αξιολόγηση των αποτελεσμάτων απαιτείται μελέτη των Κεφαλαίων 1, 7 και 9, από το βιβλίο της Φυσιολογίας Φυτών των Taiz & Zeiger (2012).

				3.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Ως φωτοσύνθεση ορίζεται η μετατροπή της φωτεινής ενέργειας σε ‘χρήσιμη’ χημική ενέργεια (ATP και NADPH2). Η φωτεινή ενέργεια παγιδεύεται από τις χρωστικές των πλαστιδίων και χρησιμοποιείται για την αναγωγή του CO2 της ατμόσφαιρας σε σάκχαρα. 

				Η φωτοσύνθεση μπορεί να παρασταθεί ως εξής: 

				Στη λειτουργία της φωτοσύνθεσης μπορούμε να διακρίνουμε δύο στάδια: τη «φωτεινή αντίδραση» και τη «σκοτεινή αντίδραση». Η τελευταία περιλαμβάνει το σύνολο των βιοχημικών αντιδράσεων που έχουν ως αποτέλεσμα τη δέσμευση του CO2 και την αναγωγή του σε σάκχαρα. Στην πρώτη, που αποτελεί και το πρώτο στάδιο της φωτοσύνθεσης, περιλαμβάνεται η απορρόφηση της φωτεινής ενέργειας και η μετατροπή της σε χημική (ATP και NADPΗ2). Ένα σημαντικό προϊόν αυτής της λειτουργίας είναι η παραγωγή οξυγόνου που προέρχεται από τη φωτόλυση νερού. 

				Οι χρωστικές που «παγιδεύουν» τη φωτεινή ενέργεια είναι οι χρωστικές των πλαστιδίων και από αυτές σημαντικότερο ρόλο παίζουν οι χλωροφύλλες. 

				Οι φωτεινές αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης μπορούν να επιδειχθούν είτε από την έκλυση του οξυγόνου (με μορφή φυσαλίδας) σε υδρόβια φυτά που φωτίζονται είτε με την αντίδραση Hill. 

				Ο Hill (1939) βρήκε πως αιώρημα απομονωμένων χλωροπλαστών, όταν φωτιστεί, έχει την ικανότητα να ανάγει ιόντα σιδήρου (Fe+++ ) και άλλες οξειδωμένες ουσίες ενώ συγχρόνως παράγεται οξυγόνο (αντίδραση Hill) (Thomas & Hill 1937, Sauer & Park 1965).
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				Για να δειχθεί η αναγωγική ικανότητα των χλωροπλαστών όταν αυτοί φωτίζονται, μπορεί να χρησιμοποιηθεί μία έγχρωμη οξειδωμένη ένωση όπως η 2,6-διχλωροφαινυλο-ινδοφαινόλη (DCPIP), της οποίας η οξειδωμένη μορφή είναι μπλε και έχει μέγιστο απορρόφησης στα 600 nm ενώ η ανηγμένη μορφή είναι άχρωμη. Η αναγωγική ικανότητα των χλωροπλαστών μπορεί να μετρηθεί αν σε αιώρημα χλωροπλαστών προστεθεί το κατάλληλο διάλυμα DCPIP. Η ελάττωση της απορρόφησης αυτού του μίγματος στα 600 nm στη μονάδα του χρόνου δείχνει την αναγωγική ικανότητα των χλωροπλαστών. 

				Η επίδραση του φωτός στο τάχος της φωτοσύνθεσης μπορεί να φανεί από τη μεταβολή της απορρόφησης (στα 600 nm) του αιωρήματος των χλωροπλαστών (στο οποίο περιέχεται DCPIP) συναρτήσει του χρόνου, όταν αυτοί εκτίθενται σε διαφορετικές εντάσεις φωτισμού. 

				3.2. Πειραματικό μέρος 

				3.2.1. Υλικά

				φύλλα σπανακιού

				διάλυμα σακχαρόζης 0.5 Μ, 

				φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα 0.05 Μ, DCPIP 0.05%, 

				30 σωλήνες φυγοκέντρου των 10 mL,

				σωλήνες φασματοφωτομέτρου,

				1 ποτήρι ζέσεως των 250 mL,

				1 χωνί,

				σιφώνια 1 και 10 mL, 

				φυγόκεντρος, 

				φωτιστικό σώμα, 

				αλουμινόχαρτο, 

				υποδεκάμετρο, 

				πάγος.

				3.2.2. Όργανα

				Φασματοφωτόμετρο

				3.2.3. Απομόνωση χλωροπλαστών

				Ο σκοπός του πρώτου μέρους της άσκησης είναι να απομονωθούν λειτουργικοί χλωροπλάστες σε ένα αιώρημα ισότονο και προφυλαγμένο τόσο από το φως όσο και από συνήθεις θερμοκρασίες (που με την παρουσία υδρολυτικών ενζύμων θα οδηγούσαν σε αποδόμηση των χλωροπλαστών). Για το λόγο αυτό το πρώτο στάδιο της ομογενοποίησης, φυγοκέντρησης κλπ πρέπει να γίνει γρήγορα, τα δε σωληνάκια της φυγοκέντρου να 
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				έχουν κρυώσει πριν χρησιμοποιηθούν (τοποθετώντας τα σε δοχείο με παγάκια και κρύο νερό). 

				Ξεπλύνετε με κρύο νερό και ζυγίστε 10 g φύλλων σπανακιού. Αφαιρέστε τα μεγάλα νεύρα με ξυραφάκι, κόψτε τα φύλλα σε μικρά κομμάτια (1 cm2 περίπου) και τοποθετείστε τα μέσα σε έναν ομογενοποιητή (Blender) με 80 mL παγωμένου διαλύματος σακχαρόζης 0.5 Μ. 

				Τοποθετείστε 16 σωλήνες φυγοκέντρου και το ποτήρι ζέσεως στον πάγο (βυθίζοντας μέσα στον πάγο κατά τα 2/3 του ύψους τους). 

				Ομογενοποιείστε τα φύλλα για 30 δευτερόλεπτα με ενδιάμεση διακοπή 10 δευτερολέπτων. 

				Διηθείστε το ομογενοποίημα με τετραπλή γάζα πάνω στο χωνί (μέσα στο ποτήρι ζέσεως). 

				Μοιράστε όλο το ομογενοποίημα σε ζεύγη σωλήνων φυγοκέντρου (ανά 2 ισοϋψώς και περίπου μέχρι τα ¾ του ύψους τους). Οι 2 σωλήνες κάθε ζεύγους τοποθετούνται αντιδιαμετρικά στις θέσεις της φυγοκέντρου. Η εργασία αυτή πρέπει να γίνει χωρίς καθυστέρηση ώστε η θερμοκρασία του ομογενοποιήματος να παραμείνει χαμηλή. 

				Κλείστε και ασφαλίστε τη φυγόκεντρο και ακολουθείστε τις υποδείξεις του υπευθύνου σχετικά με τη λειτουργία της. Φυγοκεντρείστε το διήθημα για 5 min σε 1.500 rpm (στροφές ανά λεπτό). 

				Μεταγγίστε το υπερκείμενο κάθε σωλήνα σε νέους φυγοκεντρικούς σωλήνες (με τον ίδιο τρόπο όπως προηγουμένως). Φυγοκεντρείστε για δεύτερη φορά επί 7 min σε 3.000 rpm. 

				Απορρίψτε το υπερκείμενο στραγγίζοντας καλά όλο το υγρό κάθε σωλήνα. Οι χλωροπλάστες βρίσκονται στο ίζημα που είναι ‘κολλημένο’ στο βάθος του σωλήνα. 

				Για την επαναιώρησή τους μοιράστε σε όλους τους σωλήνες (περίπου ισομερώς) 50 mL παγωμένου φωσφορικού ρυθμιστικού διαλύματος 0.05 Μ. Με τη βοήθεια υάλινης ράβδου (ή λαβίδας) αποκολλήστε το ίζημα από τα τοιχώματα και αναδεύετε κάθε σωλήνα μέχρις ότου δεν παρατηρείτε αιωρούμενα σωματίδια. 

				Τοποθετείστε το αιώρημα των πλαστιδίων από όλους τους σωλήνες στην κωνική φιάλη των 250 mL. Η κωνική φιάλη με το τελικό αιώρημα των χλωροπλαστών θα πρέπει σε όλη τη διάρκεια της άσκησης να είναι καλυμμένη φωτοστεγώς (με αλουμινόχαρτο, ακόμη και από πάνω) και να βρίσκεται μέσα σε πλαστικό δοχείο με παγάκια και νερό. 

				3.2.4. Μέτρηση της αναγωγικής ικανότητας των απομονωμένων χλωροπλαστών σε σχέση με την ένταση του φωτός

				Τοποθετείστε, με το σιφώνιο, 6 mL από το αιώρημα των πλαστιδίων σε ένα δοκιμαστικό σωλήνα. Αφού εξοικειωθείτε με το φωτόμετρο μετρείστε την απορρόφηση του αιωρήματος στα 600 nm. Το αιώρημα πρέπει να έχει απορρόφηση Α (στην πραγματικότητα πρόκειται για σκέδαση) μικρότερη της τιμής 0.30. Σε διαφορετική περίπτωση θα συμβουλευθείτε τον υπεύθυνο της άσκησης. 

				Τοποθετείστε ξανά, με το σιφώνιο, 6 mL από το αιώρημα των πλαστιδίων σε ένα δοκιμαστικό σωλήνα. Με τη βοήθεια του σταγονόμετρου προσθέστε στο αιώρημα 2-3 (ή αν χρειαστεί περισσότερες) σταγόνες DCPIP και αφού αναδεύσετε μετρείστε την απορρόφηση που θα πρέπει να πλησιάζει το 1.00 αλλά να μην το ξεπερνά (δεκτές οι τιμές 0,80 – 1,00). Αφήστε το αιώρημα στο φως για μερικά λεπτά. Εάν οι χλωροπλάστες του αιωρήματος είναι λειτουργικοί το DCPIP θα ανάγεται προς DCPIPΗ2 που αφού είναι άχρωμο η τιμή της Α θα ελαττώνεται σταδιακά. Αυτήν ακριβώς τη σταδιακή ελάττωση πρόκειται να μετρήσετε κατά την άσκηση ανά χρονικά διαστήματα 3 min (ή σε διαφορετικά διαστήματα που θα σας υποδείξει ο υπεύθυνος). 

				Τώρα είστε πλέον έτοιμοι να εργασθείτε πειραματικά. Με νέα ποσότητα αιωρήματος και DCPIP φωτομετρείστε (χρόνος 0) και αμέσως καλύψτε το σωλήνα με φύλλο αλουμινίου ώστε να 
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				προστατεύεται από το φως (δείγμα Σκοταδιού). Τοποθετείστε το σωλήνα σε σκοτεινό σημείο (στο ντουλάπι) και φωτομετρείστε ξανά μετά από παρέλευση ικανού χρόνου (30-90 min). Σημειώστε τις τιμές και σχολιάστε. 

				Εργασθείτε με τον ίδιο τρόπο 9 ακόμη φορές (3 φορές για κάθε απόσταση από τη φωτεινή πηγή: 25, 50 και 75 cm, Εικόνα 3.1). Μετρείστε την απορρόφηση σε κάθε δείγμα ανά 3 min και σημειώστε τις τιμές της απορρόφησης στον πίνακα τιμών. Η κάθε σειρά μετρήσεων σταματά είτε μετά 15-18 min, είτε νωρίτερα εάν η τιμή της απορρόφησης αρχίζει να πλησιάζει την τιμή της απορρόφησης του αιωρήματος χωρίς DCPIP. 

				Εικόνα 3.1 Τοποθέτηση δειγμάτων σε απόσταση από τη φωτεινή πηγή (25, 50 και 75 cm) για τη μέτρηση της απορρόφησης σε κάθε δείγμα.  

				3.3. Αποτελέσματα

				Θα κατασκευάσετε πίνακα τιμών (σύμφωνα με το υπόδειγμα του Πίνακα 3.1) και ανά 1 διάγραμμα για κάθε απόσταση (σύμφωνα με το υπόδειγμα της Εικόνας 3.2). Στο κάθε διάγραμμα θα περιλάβετε και τις 3 σειρές μετρήσεων. Από την κάθε μία σειρά ξεχωριστά θα υπολογίσετε το τάχος του αποχρωματισμού (μονάδες Α – δηλ. καθαρός αριθμός / μονάδα χρόνου, min). Ζητείστε εδώ την βοήθεια του υπεύθυνου. Αφού υπολογίσετε τους μέσους όρους του τάχους για κάθε απόσταση, θα τους τοποθετήσετε σε διάγραμμα (σύμφωνα με το υπόδειγμα της Εικόνας 3.3), θα συγκρίνετε τις τιμές και θα συζητήσετε την παρατηρηθείσα και την αναμενόμενη αριθμητική σχέση μεταξύ τους. Υπενθυμίζεται ότι σύμφωνα με το Νόμο του Φωτισμού, η φωτεινή ένταση μιας φωτεινής πηγής ελαττώνεται (από μία θέση σε μία άλλη) κατά το τετράγωνο της απομάκρυνσης. 
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				Πίνακας 3.1. Η χρονική πορεία της απορρόφησης (στα 600 nm) σε 3 αποστάσεις από τη φωτεινή πηγή (3 ανεξάρτητες επαναλήψεις για κάθε απόσταση).

				Δείγμα στο Σκοτάδι: Χρόνος 0 – Απορρόφηση … / Χρόνος … - Απορρόφηση …

				Εικόνα 3.2 Η χρονική πορεία της απορρόφησης (στα 600 nm) αιωρήματος χλωροπλαστών σε απόσταση 25 cm από τη φωτεινή πηγή (3 ανεξάρτητες επαναλήψεις για κάθε απόσταση).
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				Εικόνα 3.3 Το τάχος αποχρωματισμού του DCPIP (τάχος της αντίδρασης Hill) σε συνάρτηση με την απόσταση από τη φωτεινή πηγή.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4

				Άσκηση: Αναπνοή

				Σύνοψη

				Στο κεφάλαιο αυτό γίνεται λόγος για τη λειτουργία της αναπνοής και τον ρόλο της στους φυτικούς οργανισμούς. Πιο συγκεκριμένα μελετάται η αναπνοή σε αρτίβλαστα και διαβρεγμένα σπέρματα φυτών. Τέλος, προτείνεται εργαστηριακή άσκηση που αφορά την ανίχνευση των θέσεων της αναπνευστικής δραστηριότητας σε αρτίβλαστα και σπέρματα φασολιάς με τη χρήση ενός οξειδοαναγωγικού δείκτη ο οποίος αλλάζει χρώμα όταν μεταπίπτει από την οξειδωμένη στην ανηγμένη μορφή του.

				Προαπαιτούμενη γνώση 

				Για τη διεξαγωγή της παρούσας άσκησης και την αξιολόγηση των αποτελεσμάτων απαιτείται α) μελέτη του Κεφαλαίου Αναπνοή και μεταβολισμός λιπιδίων, από το βιβλίο της Φυσιολογίας Φυτών των Taiz and Zeiger (2012) και β) του διαδικτυακού δοκιμίου http://6e.plantphys.net/essay12.04.html.

				4.1 Θεωρητικό υπόβαθρο

				Ως αναπνοή μπορούμε να ορίσουμε τη λειτουργία με την οποία οι ζωντανοί οργανισμοί διασπούν οξειδωτικά τις οργανικές ενώσεις ώστε να ελευθερωθεί η χημική ενέργεια των δεσμών τους. Ως φαινόμενο η αναπνοή εκδηλώνεται με τη σύγχρονη πρόσληψη Ο2 και αποβολή CO2 που προέρχεται από τη διάσπαση των οργανικών ενώσεων. Το υδρογόνο των ενώσεων δεσμεύεται από τα ένζυμα αφυδρογονάσες και μεταφέρεται μέσω των συνενζύμων της αναπνευστικής αλυσίδας στο μοριακό οξυγόνο ανάγοντάς το σε H2O.

				Η δράση των αφυδρογονασών αυτών μπορεί να δειχθεί στο εργαστήριο με τη χρησιμοποίηση οξειδοαναγωγικών δεικτών, ως δέκτες ηλεκτρονίων, οι οποίοι αλλάζουν χρώμα μεταπίπτοντας από την οξειδωμένη στην ανηγμένη μορφή. Τέτοιοι δείκτες είναι το κυανούν του μεθυλενίου και το 2,3,5 τριφαινυλο–2Η-χλωριούχο τετραζόλιο (TPH, Εικόνα 4.1).
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				Εικόνα 4.1 Ο χημικός τύπος του 2,3,5 τριφαινυλο–2Η-χλωριούχου τετραζολίου. Αριστερά η οξειδωμένη του μορφή και δεξιά η ανηγμένη.
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				Τα συνηθισμένα αναπνευστικά υποστρώματα των φυτών είναι οι υδατάνθρακες (άμυλο, φρουκτάνες, σακχαρόζη) και τα λίπη (τριγλυκερίδια). Τα τελευταία χρησιμοποιούνται κυρίως κατά τη διάρκεια της φύτρωσης των σπερμάτων που έχουν τα λίπη ως κύρια αποταμιευτικά αποθέματα. Η γλυκόζη και το ελαϊκό οξύ π.χ. οξειδώνονται σύμφωνα με τις αντιδράσεις:

				Επίσης ως αναπνευστικά υποστρώματα μπορούν να θεωρηθούν τα οργανικά οξέα που πολλές φορές συσσωρεύονται στους ιστούς και οξειδώνονται σε CO2 και H2O.

				Σε εξαιρετικές περιπτώσεις μπορεί να χρησιμοποιηθούν οι πρωτεΐνες ως αναπνευστικά υποστρώματα και να οξειδωθούν ολικά σε CO2, H2O και NH3 ή μερικά σε ενδιάμεσα προϊόντα του αναπνευστικού καταβολισμού.

				Πολλά φυτά, σε συνθήκες υποξίας ή ανοξίας (πολύ μικρή έως μηδενική συγκέντρωση οξυγόνου), πραγματοποιούν μερική οξείδωση των οργανικών ουσιών, γνωστή ως αναερόβια αναπνοή ή ζύμωση, σύμφωνα με τη γενική εξίσωση:

				Η λειτουργία της αναπνοής όμως δεν είναι μόνο μια αντίδραση όπως απλουστευμένα παρουσιάζεται πιο πάνω. Είναι μια σειρά από 50 ή και περισσότερες αντιδράσεις, οι οποίες γίνονται σε διάφορα διαμερίσματα του κυττάρου και καταλύονται από διαφορετικά ένζυμα. Αυτή η σταδιακή διάσπαση των οργανικών ενώσεων είναι που επιτρέπει τη σύνθεση της ATP. Επιπλέον, καθώς προχωράει η διάσπαση, τα ενδιάμεσα προϊόντα μπορεί να χρησιμοποιηθούν ως ανθρακικοί σκελετοί για τη βιοσύνθεση άλλων απαραίτητων ενώσεων. Αυτές οι ενώσεις περιλαμβάνουν τα αμινοξέα που χρησιμοποιούνται στην πρωτεϊνοσύνθεση, τα νουκλεοτίδια για τη σύνθεση νουκλεϊκών οξέων, πρόδρομες ενώσεις για τη σύνθεση χρωστικών και λιπιδίων, καθώς και άλλων κυτταρικών συστατικών όπως οι δευτερογενείς μεταβολίτες. 

				Προφανώς, όταν αντλούνται ενδιάμεσα προϊόντα για τη σύνθεση άλλων ενώσεων τα αρχικά αναπνευστικά υποστρώματα δεν οξειδώνονται πλήρως σε CO2 και H2O. Συνήθως ένα μέρος από τα αναπνευστικά υποστρώματα οξειδώνεται πλήρως σε CO2 και H2O, ενώ τα υπόλοιπα χρησιμοποιούνται σε συνθετικές (αναβολικές) διεργασίες, κυρίως όταν τα κύτταρα βρίσκονται σε φάση έντονης αύξησης. Η ενέργεια που παράγεται κατά την πλήρη οξείδωση μερικών μορίων μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη σύνθεση άλλων μορίων που απαιτούνται για την αύξηση. Επομένως όταν ένα φυτό βρίσκεται σε φάση αύξησης το τάχος της αναπνοής αυξάνει. Η τύχη των αναπνευστικών υποστρωμάτων, αν δηλαδή θα οξειδωθούν πλήρως ή θα χρησιμοποιηθούν σε συνθέσεις, εξαρτάται από τον τύπο του κυττάρου, τη θέση του στο φυτό και το τάχος αύξησης του φυτού. 

				4.2 Πειραματικό μέρος

				4.2.1 Φυτικό υλικό 

				Το φυτικό υλικό περιλαμβάνει σπέρματα φασολιάς (διαβρεγμένα για τρεις ώρες περίπου), αρτίβλαστα φασολιάς και αρτίβλαστα καρπουζιάς.
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				4.2.2 Όργανα και συσκευές

				Για τη διεξαγωγή του πειράματος απαιτούνται υδατόλουτρο θερμοκρασίας 100°C, στήριγμα με σφικτήρα, λαβίδα, ξυραφάκια και τρία ποτήρια ζέσεως των 200 mL.

				4.2.3 Διαλύματα

				Πρόσφατο υδατικό διάλυμα 0,5% τετραζολίου (TPH) και απεσταγμένο νερό.

				4.2.4 Διεξαγωγή και αξιολόγηση του πειράματος

				Σε δύο ποτήρια ζέσεως τοποθετήστε από: ένα διαβρεγμένο σπέρμα φασολιάς, ένα ολόκληρο αρτίβλαστο φασολιάς, μισό αρτίβλαστο φασολιάς (αφού το κόψετε κατά μήκος), μία κοτυληδόνα φασολιάς και δύο αρτίβλαστα καρπουζιάς.

				Προσθέστε σε κάθε ποτήρι απεσταγμένο νερό μέχρι να καλυφθούν οι ιστοί.

				Τοποθετήστε το ένα ποτήρι σε υδατόλουτρο 100°C και αφήστε το να βράσει για 10 min.

				Αδειάστε το νερό από το κάθε ποτήρι, στεγνώστε ελαφρά τους ιστούς με διηθητικό χαρτί και προσθέστε διάλυμα 0,5% τετραζολίου μέχρι να καλυφθούν οι ιστοί. 

				Έπειτα από μία ώρα παρατηρήστε τη μεταβολή του χρώματος των φυτικών ιστών (Εικόνες 4.2 και 4.3).

				Αφού ολοκληρώσετε τα παραπάνω, αξιολογήστε το πείραμα απαντώντας στις ερωτήσεις που ακολουθούν: 

				Σε ποιους φυτικούς ιστούς παρατηρήσατε μεταβολές του χρώματος; Εξηγήστε.

				Σε ποιες θέσεις των αρτιβλάστων παρατηρήσατε πιο έντονη αναπνοή; Εξηγήστε.

				Αναπνέουν τα διαβρεγμένα σπέρματα;

				Εικόνα 4.2 Οι φυτικοί ιστοί που έχουν παραμείνει στα ποτήρια ζέσεως εμβαπτισμένοι για μία ώρα σε διάλυμα 0,5% τετραζολίου. Στο ποτήρι Α οι ιστοί δεν είχαν υποστεί βρασμό πριν την τοποθέτησή τους στο διάλυμα τετραζολίου, ενώ στο Β είχαν τοποθετηθεί στο υδατόλουτρο και στη συνέχεια στο διάλυμα τετραζολίου.
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				Εικόνα 4.3 Οι φυτικοί ιστοί στο τέλος του πειράματος. Α: οι ιστοί που δεν είχαν τοποθετηθεί στο υδατόλουτρο και Β: οι ιστοί που είχαν υποστεί βρασμό.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5

				Άσκηση: Μεταβολισμός αζώτου

				Σύνοψη

				Στο κεφάλαιο αυτό γίνεται λόγος για τον ρόλο των αποταμιευτικών πρωτεϊνών, που συσσωρεύονται στους αποταμιευτικούς ιστούς των σπερμάτων μετά τη φύτρωσή τους και κατά την περίοδο ανάπτυξης των αρτιβλάστων. Πιο συγκεκριμένα, γίνεται σύγκριση της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών σε κοτυληδόνες διαβρεγμένων σπερμάτων του φυτού Vicia lens (φακή) και κοτυληδόνες αρτιβλάστων του ίδιου φυτού. Τέλος, προτείνεται εργαστηριακή άσκηση που αφορά τον ποσοτικό προσδιορισμό των πρωτεϊνών σε κοτυληδόνες διαβρεγμένων σπερμάτων και αρτιβλάστων φακής με τη μέθοδο της διουρίας και τη χρήση πρότυπης καμπύλης που θα κατασκευάσετε με διαλύματα γνωστών συγκεντρώσεων αλβουμίνης.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Για τη διεξαγωγή της παρούσας άσκησης και την αξιολόγηση των αποτελεσμάτων απαιτείται η μελέτη των κεφαλαίων: «Αφομοίωση ανόργανων θρεπτικών στοιχείων» από το βιβλίο Φυσιολογία φυτών (Taiz & Zeiger 2012) και «Protein storage and utilization in seeds» από το βιβλίο Plant Physiology Biochemistry and Molecular Biology (Dennis & Turpin 1990).

				5.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Όπως είναι γνωστό, μετά τη φύτρωση των σπερμάτων και κατά τα πρώτα στάδια της ανάπτυξης του νεαρού σποριόφυτου (αρτιβλάστου), οι ανάγκες σε υποστρώματα και ενέργεια για τις έντονες αναβολικές διεργασίες του νέου φυτού εξασφαλίζονται από σημαντική ποσότητα αποταμιευτικών θρεπτικών ουσιών που περιέχονται στο σπέρμα. Οι ουσίες αυτές βρίσκονται στις κοτυληδόνες ή το ενδοσπέρμιο και τρέφουν το νέο φυτό μέχρι να αποκτήσει καλά αναπτυγμένη ρίζα και φωτοσυνθετική ικανότητα. Οι αποταμιευτικές ουσίες των σπερμάτων βρίσκονται, στο μεγαλύτερο μέρος τους, σε μορφή πολυμερών, τα οποία διασπώνται σταδιακά και μεταφέρονται όπου υπάρχει ανάγκη για ενέργεια και σύνθεση, είτε αυτούσια είτε αφού μετατραπούν σε προσφορότερες ενώσεις. Στα πρώτα στάδια δηλαδή της ανάπτυξης του νέου φυτού παράλληλα με τον αναβολικό μεταβολισμό διεξάγεται έντονος καταβολισμός.

				Το κύριο αζωτούχο απόθεμα των σπερμάτων είναι οι αποταμιευτικές πρωτεΐνες, που διασπώνται σε αμινοξέα απαραίτητα για τη σύνθεση ενζύμων, νέων δομικών πρωτεϊνών και διαφόρων άλλων αζωτούχων ουσιών, όπως νουκλεϊκών οξέων, συνενζύμων κ.λπ. Εκτός από τις αποταμιευτικές πρωτεΐνες, το σπέρμα περιέχει, όπως είναι φυσικό, δομικές και ενζυμικές πρωτεΐνες, οι οποίες όμως αποτελούν πολύ μικρό μέρος του συνόλου των πρωτεϊνών (τουλάχιστον στα σπέρματα που έχουν πρωτεΐνες ως ένα από τα κύρια θρεπτικά αποθέματά τους). Τα σπέρματα των Leguminosae έχουν ως κύριες αποταμιευτικές ουσίες ή λίπη και πρωτεΐνες (π.χ. Arachis) ή υδατάνθρακες (άμυλο) και πρωτεΐνες όπως στα γνωστά μας όσπρια, φασόλι (Phaseolus vulgaris), μπιζέλι (Pisum sativum), φακές (Vicia lens) και άλλα. Οι αποταμιευτικές πρωτεΐνες περιέχουν μεγαλύτερη ποσότητα αζώτου συγκριτικά με τις ενζυμικές και δομικές πρωτεΐνες, περιέχουν δηλαδή μεγάλες ποσότητες ιδιαίτερα αζωτούχων αμινοξέων όπως, για παράδειγμα, η αργινίνη και τα αμίδια γλουταμίνη και ασπαραγίνη.

				Στην άσκηση αυτή θα προσδιοριστούν χρωματομετρικά οι πρωτεΐνες στις κοτυληδόνες του σπέρματος 
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				και του αρτιβλάστου του φυτού Vicia lens (φακή). Η κύρια μάζα των αποταμιευτικών πρωτεϊνών του σπέρματος της Vicia lens βρίσκεται στις κοτυληδόνες, μια και δεν υπάρχει ενδοσπέρμιο. Οι πρωτεΐνες αυτές αρχίζουν να ελαττώνονται αισθητά μετά τη δεύτερη περίπου μέρα από την έναρξη της διάβρεξης, διότι τότε αρχίζει η εκτεταμένη υδρόλυσή τους. Τα προϊόντα της υδρόλυσης μεταφέρονται στον άξονα εκτός από ένα μικρό μέρος που παραμένει στις κοτυληδόνες για να καλύψει διάφορες ανάγκες. Μετά τη φύτρωση των σπερμάτων οι κοτυληδόνες της Vicia παραμένουν στο έδαφος, εκφυλίζονται και καταστρέφονται.

				Για την εκχύλιση των πρωτεϊνών χρησιμοποιείται διάλυμα 1,0 M NaCl σε 0,1 Μ φωσφορικό ρυθμιστικό pH 7. Με το διάλυμα αυτό εκχυλίζεται το σύνολο των πρωτεϊνών. Οι υδατοδιαλυτές πρωτεΐνες εκχυλίζονται με φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα και οι μη υδατοδιαλυτές (σφαιρίνες ή γλοβουλίνες) εκχυλίζονται με διάλυμα 1,0 M NaCl. Οι πρωτεΐνες που είναι προσδεδεμένες στις μεμβράνες δεν εκχυλίζονται, αλλά αυτές δεν είναι αποταμιευτικές. Ο ποσοτικός προσδιορισμός των πρωτεϊνών γίνεται με την αντίδραση της διουρίας (Gornall et al. 1949), με την οποία μετράται η συγκέντρωση πεπτιδικών δεσμών. Η μέτρηση της απορρόφησης του συμπλόκου που σχηματίζεται (με τα ιόντα Cu++) γίνεται στα 560 nm. Στο ίδιο μήκος κύματος απορροφούν και άλλες ουσίες που τυχόν υπάρχουν στο εκχύλισμα των πρωτεϊνών. Επομένως, για ακριβέστερους προσδιορισμούς απαιτείται απομάκρυνση των ουσιών αυτών, η οποία επιτυγχάνεται με την κατακρήμνιση των πρωτεϊνών από διάλυμα τριχλωροξικού οξέος και διαδοχικά πλυσίματα του ιζήματος με αιθέρα, αλκοόλη και απεσταγμένο H2O. Η διαδικασία αυτή παραλείπεται επειδή ο χρόνος της άσκησης είναι περιορισμένος και το λάθος δεν είναι μεγάλο. Επιπλέον, για τον υπολογισμό του ποσού των πρωτεϊνών στο εκχύλισμα κατασκευάζεται καμπύλη αναφοράς A = f (mg πρωτεΐνης), που προκύπτει από τις μετρήσεις της απορρόφησης διαλυμάτων γνωστής συγκέντρωσης πρωτεΐνης (αλβουμίνη ορού του βοδιού).

				5.2. Πειραματικό μέρος

				5.2.1. Φυτικό υλικό 

				Το φυτικό υλικό περιλαμβάνει σπέρματα (διαβρεγμένα για τρεις ώρες περίπου) και αρτίβλαστα φακής (Vicia lens) ηλικίας έξι ημερών.

				5.2.2. Όργανα και συσκευές

				Για τη διεξαγωγή του πειράματος απαιτούνται τα εξής:

				φυγόκεντρος,

				φασματοφωτόμετρο ορατού φωτός,

				Vortex,

				δύο γουδιά παγωμένα (τα παίρνετε από το ψυγείο όταν πρόκειται να τα χρησιμοποιήσετε), 

				1 σιφώνιο των 10 mL

				2 σιφώνια των 5 mL,

				12 σιφώνια του 1 mL,

				4 σωλήνες φυγοκέντρου,

				19 δοκιμαστικοί σωλήνες,

				2 ογκομετρικοί κύλινδροι των 50 mL,

				μεταλλικό στήριγμα σωλήνων,

				2 μικρά χωνιά,

				4 κωνικές φιάλες των 100 mL,

				κυψελίδες για τη φωτομέτρηση.
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				5.2.3. Διαλύματα

				Τα διαλύματα που είναι απαραίτητα για το πείραμα είναι τα εξής:

				παγωμένο διάλυμα 1,0 M NaCl σε 0,1 Μ φωσφορικό ρυθμιστικό pH 7,0

				αντιδραστήριο διουρίας

				διαλύματα αλβουμίνης (1 mg mL-1, 2 mg mL-1, 3 mg mL-1, 4 mg mL-1, 5 mg mL-1)

				5.2.4. Διεξαγωγή και αξιολόγηση του πειράματος

				Αρχικά, αφαιρείτε τα περιβλήματα από δεκαπέντε σπέρματα και, στη συνέχεια, απομονώνετε τις κοτυληδόνες αφαιρώντας τον εμβρυακό άξονα με τη βοήθεια ξυραφιού. Τεμαχίζετε τις κοτυληδόνες και τις τοποθετείτε σε παγωμένο γουδί. Λειοτριβείτε μέχρι ο ιστός να γίνει ένας ομοιόμορφος πολτός. Παράλληλα, σε ένα δεύτερο γουδί λειοτριβείτε με τον ίδιο τρόπο τις κοτυληδόνες δεκαπέντε αρτιβλάστων. Προσθέτετε σε κάθε γουδί (με σιφώνιο των 10 mL ) 20 mL παγωμένο φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα pH 7. Συνεχίζετε τη λειοτρίβηση μέχρι ο πολτός να γίνει ένα ομοιογενές εναιώρημα. 

				Έπειτα, παίρνετε τέσσερις σωλήνες φυγοκέντρου και μοιράζετε κάθε εναιώρημα με τη βοήθεια χωνιού (διαφορετικό χωνί για κάθε εναιώρημα) σε δύο σωλήνες. Φυγοκεντρείτε για 20 min σε 3000 rpm, αφού τοποθετήσετε τους σωλήνες στη φυγόκεντρο, έτσι ώστε κάθε σωλήνας να έχει απέναντί του σωλήνα με ίσο περίπου όγκο εναιωρήματος.

				Στο χρονικό διάστημα που μεσολαβεί μέχρι να τελειώσει η φυγοκέντρηση προετοιμάζετε τους δεκαεννέα δοκιμαστικούς σωλήνες που θα σας χρειαστούν για την αντίδραση της διουρίας. Σημειώνετε πάνω σε κάθε δοκιμαστικό σωλήνα τα χαρακτηριστικά του δείγματος που θα προσθέσετε. Προσοχή: η αντίδραση της διουρίας θα γίνει και με τα διαλύματα γνωστών συγκεντρώσεων αλβουμίνης που έχετε και με τα εκχυλίσματα άγνωστων συγκεντρώσεων που θα παρασκευάσετε.

				Αφού τελειώσει η φυγοκέντρηση, διηθείτε τα εκχυλίσματα με τη χρήση χωνιού και διηθητικού χαρτιού σε κωνικές φιάλες των 100 mL. Στη συνέχεια, παίρνετε δύο καθαρές κωνικές φιάλες, στις οποίες τοποθετείτε 1 mL από κάθε εκχύλισμα, προσθέτετε ανά 4 mL ρυθμιστικό διάλυμα και ανακατεύετε καλά. Με αυτό τον τρόπο, κάθε εκχύλισμα αραιώνεται πέντε φορές.

				Τώρα έχετε τέσσερα διαφορετικά δείγματα:

				το αρχικό (πυκνό) εκχύλισμα από τις κοτυληδόνες των σπερμάτων (ΠΣ),

				το αραιωμένο εκχύλισμα από τις κοτυληδόνες των σπερμάτων (ΑΣ),

				το αρχικό (πυκνό) εκχύλισμα από τις κοτυληδόνες των αρτιβλάστων (ΠΑ),

				το αραιωμένο εκχύλισμα από τις κοτυληδόνες των αρτιβλάστων (ΑΑ).

				Σε οκτώ δοκιμαστικούς σωλήνες, δύο για κάθε δείγμα, προσθέτετε με σιφώνια του 1 mL (διαφορετικό σιφώνιο για κάθε δείγμα) 1 mL από κάθε εκχύλισμα. Βάζετε ακόμη δέκα δοκιμαστικούς σωλήνες, με δύο δείγματα για καθένα από τα πέντε διαφορετικά διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης αλβουμίνης (1 mL σε κάθε δοκιμαστικό σωλήνα) και ένα ακόμη σωλήνα με 1 mL φωσφορικό ρυθμιστικό διάλυμα (για μάρτυρα). Προσθέτετε σε όλους τους σωλήνες 4 mL αντιδραστήριο διουρίας και ανακατεύετε καλά στο Vortex. Αφήνετε τους σωλήνες για 30 min σε θερμοκρασία δωματίου πάνω στον πάγκο εργασίας (βλ. Εικόνες 5.1 και 5.2). Τέλος, σε φασματοφωτόμετρο, μετράτε την απορρόφηση των διαλυμάτων στα 560 nm (βλ. Εικόνα 5.3).
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				Εικόνα 5.1 Στη φωτογραφία φαίνονται οι κωνικές φιάλες με τα εκχυλίσματα των πρωτεϊνών (πυκνά και αραιωμένα), καθώς και οι δοκιμαστικοί σωλήνες με τα δείγματα, όπου έγινε η αντίδραση διουρίας. Οι σωλήνες παραμένουν για 30 min σε θερμοκρασία δωματίου, πάνω στον πάγκο εργασίας.

				Εικόνα 5.2 Στη φωτογραφία φαίνονται ευκρινώς οι κωνικές φιάλες με τα εκχυλίσματα των πρωτεϊνών (πυκνά και αραιωμένα), καθώς και οι δοκιμαστικοί σωλήνες με τα δείγματα, όπου έγινε η αντίδραση διουρίας.
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				Εικόνα 5.3 Δείγματα έτοιμα για μετρήσεις.

				Αφού ολοκληρώσετε τα παραπάνω, αξιολογήστε το πείραμα κάνοντας τα εξής: 

				Συμπληρώστε τον Πίνακα 5.1 με τα αποτελέσματα των μετρήσεων, υπολογίστε τον μέσο όρο των ομοειδών τιμών και καταγράψτε τον στην αντίστοιχη στήλη του πίνακα.

				Με βάση τις μετρήσεις των διαλυμάτων γνωστών συγκεντρώσεων αλβουμίνης, κατασκευάστε την καμπύλη αναφοράς, δηλαδή τη σχέση απορρόφησης – συγκέντρωσης (όπως στο υπόδειγμα του Πίνακα 5.4) και βρείτε την εξίσωση που συσχετίζει τις δύο παραμέτρους με τη χρήση του κατάλληλου λογισμικού ή τη μέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων.

				Με βάση την εξίσωση να υπολογίστε τη συγκέντρωση πρωτεΐνης στα διαβρεγμένα σπέρματα και στα αρτίβλαστα της φακής. Για τους υπολογισμούς να χρησιμοποιήσετε τις τιμές απορρόφησης των δειγμάτων με άγνωστη συγκέντρωση που βρίσκονται στο ευθύγραμμο τμήμα της καμπύλης αναφοράς. Να εκφραστεί η συγκέντρωση (έστω c) της πρωτεΐνης ανά mg ζεύγους κοτυληδόνων (c mg-1).

				Γιατί έγινε αραίωση του αρχικού εκχυλίσματος;

				Παρατηρήσατε διαφορά στη συγκέντρωση των πρωτεϊνών μεταξύ των διαβρεγμένων σπερμάτων και των αρτιβλάστων φακής; Εξηγήστε.
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				Πίνακας 5.1 Απορρόφηση δειγμάτων γνωστών και άγνωστων συγκεντρώσεων πρωτεΐνης στα 560 nm (m = μέσος όρος δύο ανεξάρτητων επαναλήψεων για κάθε συγκέντρωση).
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				Εικόνα 5.4 Η μεταβολή της απορρόφησης (Α560) σε σχέση με τη συγκέντρωση της αλβουμίνης.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6

				Άσκηση: Υδατικές σχέσεις αρτιβλάστων

				Προσδιορισμός υδατικού δυναμικού σε κοτυληδόνες και υποκοτύλια αρτιβλάστων καρπουζιού (Citrullus lanatus)

				Σύνοψη

				Το νερό είναι ο πιο σημαντικός αβιοτικός, περιβαλλοντικός παράγοντας για την φύτρωση των σπερμάτων, την αύξηση και την ανάπτυξη των φυτών. Το υδατικό έλλειμμα ή η περίσσεια νερού καταπονούν τα φυτά και επιφέρουν μεταβολές σε διάφορες φυσιολογικές διεργασίες και τη μεταβολική δραστηριότητα και κατά συνέπεια μείωση της φυτικής παραγωγής (π.χ. βλ. υπερσυνδέσμους–links, FAO Water: Crop 1 water information και Crop 2 water information). Το γεγονός αυτό καθιστά απαραίτητη τη γνώση της υδατικής κατάστασης των φυτών, ιδιαίτερα κατά τα αρχικά στάδια της ανάπτυξής τους (π.χ. αρτίβλαστα). Μια παράμετρος που καθορίζει την υδατική κατάσταση (water status) και τις υδατικές σχέσεις (water relations) ενός φυτού είναι το υδατικό δυναμικό (water potential). Το υδατικό δυναμικό καθορίζει τη μετακίνηση του νερού δια μέσου φυτικών κυττάρων και χρησιμοποιείται για την εκτίμηση της υδατικής κατάστασης ενός φυτού.

				6.1 Θεωρητικό υπόβαθρο και προαπαιτούμενη γνώση

				Το νερό αποτελεί τον σημαντικότερο περιβαλλοντικό παράγοντα όσον αφορά στην φύτρωση των σπερμάτων, στη αύξηση και την ανάπτυξη των φυτών. Μια από τις παραμέτρους που καθορίζει την υδατική κατάσταση ενός φυτού (υδατικές σχέσεις) είναι το υδατικό δυναμικό (water potential), το οποίο συμβολίζεται διεθνώς με το Ελληνικό γράμμα Ψ ή ως Ψw (water potential). Το υδατικό δυναμικό εκφράζει την ελεύθερη ενέργεια του νερού (την ικανότητα των μορίων του να κινηθούν από μια θέση σε μια άλλη), οπουδήποτε κι αν αυτό βρίσκεται, σε υδατικό διάλυμα, σε διαβρεγμένο ξύλο, σε φυτικό ιστό ή ένα φυτικό κύτταρο (βλ. υπερσύνδεσμο – link, Water potential). 

				Νερό εισέρχεται στα κύτταρα εξαιτίας διαβάθμισης υδατικού δυναμικού, Νερό μετακινείται στο συνεχές έδαφος-φυτό-ατμόσφαιρα ή υπόστρωμα περλίτη-αρτίβλαστο-ατμόσφαιρα.

				Η ροή του νερού στο φυτικό σώμα βασίζεται σε φαινόμενα μεταφοράς σε κύτταρα (δηλ. σε ανοιχτά θερμοδυναμικά συστήματα), σε φυτικούς ιστούς, σε φυτά και οικοσυστήματα (Zimmermann 1978, Sinclair & Ludlow 1985, Rhizopoulou & Mitrakos 1990, Rhizopoulou et al. 1991, Ριζοπούλου 2006, Lambers et al.. 2008). Το νερό που προσλαμβάνει ένα φυτό από το έδαφος διέρχεται δια μέσου των νεότερων τμημάτων των ριζών, φθάνει ως τα αγωγά στοιχεία του ξυλώματος και από εκεί κινείται ανοδικά δια μέσου της ρίζας και του βλαστού ως τα άνθη και τα φύλλα (Rhizopoulou & Kapolas 2015, Rhizopoulou & Pantazi 2015), από τα στόματα εξέρχεται στην ατμόσφαιρα (βλ. υπερσύνδεσμο – link, Water relations). Έτσι, το συνεχές έδαφος-φυτό-ατμόσφαιρα μπορεί να θεωρηθεί ως μια υδάτινη στήλη.

				Σε κάθε ζωντανό φυτικό κύτταρο το υδατικό δυναμικό Ψ υπολογίζεται από το αλγεβρικό άθροισμα δυο κυρίως παραγόντων, του ωσμωτικού δυναμικού Ψs (solute potential) και του δυναμικού πίεσης ή πίεσης σπαργής Ψp (turgor potential), σύμφωνα με την εξίσωση: 

				Ψ = Ψs + Ψp 

				Το ωσμωτικό δυναμικό Ψs (βλ. υπερσυνδέσμους–links, Osmosis and water potential και Osmosis in 
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				the kitchen) εκφράζει τη συγκέντρωση διαλυμένων ενώσεων (κυρίως σάκχαρα, αμινοξέα, οργανικά οξέα) και ιόντων που βρίσκονται στα χυμοτόπια και υπολογίζεται σύμφωνα με την εξίσωση:

				Ψs = –CRT

				όπου: 

				C = η συγκέντρωση ενώσεων και ιόντων 

				R = η σταθερά αερίων 

				T = η απόλυτη θερμοκρασία (βαθμοί Kelvin) 

				Η ελάττωση του ωσμωτικού δυναμικού (Ψs), δηλαδή οι πιο αρνητικές τιμές Ψs, ή η αύξηση της συγκέντρωσης των διαλυμένων μορίων και ιόντων, επιφέρει ελάττωση του υδατικού δυναμικού (Ψ). 

				Καθώς νερό εισέρχεται στα κύτταρα (βλ. υπερσύνδεσμο–link, Celery, water and turgor), το κυτταρικό τους τοίχωμα επεκτείνεται και πιέζεται από το περιεχόμενο του πρωτοπλάστη που μεγεθύνεται. Με τη σειρά του το κυτταρικό τοίχωμα ανθίσταται στην πίεση, πιέζοντας το κύτταρο με μια αντίθετη δύναμη. Η πίεση σπαργής που συμβολίζεται ως Ψp είναι ίση και αντίθετη με την πίεση που ασκεί το κυτταρικό τοίχωμα στον πρωτοπλάστη. και οφείλεται στην υδατική κατάσταση του κυττάρου και τις ιδιότητες του κυτταρικού τοιχώματος που το περιβάλλει (Marshall & Dumbroff 1999, βλ. και υπερσύνδεσμο–link Turgor pressure). 

				Αύξηση της πίεσης σπαργής (Ψp) συνεπάγεται αύξηση του υδατικού δυναμικού (Ψ). Τα συστατικά δυναμικά Ψ και Ψs των φυτικών κυττάρων ή ιστών έχουν αρνητικές τιμές. Οι τιμές της σπαργής (ή του δυναμικού σπαργής) Ψp είναι συνήθως θετικές. Σε ορισμένες περιπτώσεις καταπόνησης των φυτικών ιστών η πίεση σπαργής Ψp μπορεί να γίνει αρνητική (βλ. υπερσύνδεσμο – link, Negative turgor in living cells) και αυτό συμβαίνει όταν ασκείται αρνητική πίεση (tension), όπως μέσα σε αγγεία (Rhizopoulou 1997, Dulamsuren et al. 2010, Meinzer et al. 2014). H απώλεια σπαργής (Ψp) σε συνθήκες υδατικού ελλείμματος εξηγεί εν μέρει την αναστολή της αύξησης των κυττάρων σε συνθήκες υδατικής καταπόνηση.

				Ένα άλλο συστατικό δυναμικό του Ψ είναι το δυναμικό στρώματος Ψm (matrix potential), το οποίο οφείλεται σε δυνάμεις τριχοειδίας και προσρόφησης (βλ. υπερσύνδεσμο – link, Matrix potential). Ωστόσο, η τιμή του σε κύτταρα φύλλων και ριζών είναι αμελητέα, σε σχέση με τα σπέρματα όπου αποτελεί το κύριο συστατικό του υδατικού δυναμικού (Ψ). 

				Το υδατικό δυναμικό του απεσταγμένου νερού είναι εξ’ ορισμού ίσο με μηδέν. 

				Αριθμητικά παραδείγματα

				Όσον αφορά στη σχέση: (–)Ψw = (–)Ψs + (+)Ψp

				Όταν ο φυτικός ιστός είναι μαραμένος (Εικόνα 6.1) τότε η πίεση σπαργής μηδενίζεται (Ψp = 0), οπότε Ψ = Ψs. Η σχέση που προαναφέρθηκε ισχύει και για υδατικά διαλύματα που υφίστανται την ίδια πίεση.
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				Εικόνα 6.1 Συστατικά δυναμικά (Ψ, Ψs, Ψp) υδατικής κατάστασης κυττάρων φύλλων ποτισμένων και απότιστων φυτών.

				Μονάδες 

				Τα συστατικά δυναμικά Ψ, Ψs και Ψp των υδατικών σχέσεων μετρούνται ή υπολογίζονται σε μονάδες πίεσης και συνήθως εκφράζονται σε Mega (M) Ρascal (Pa), δηλαδή ΜPa που σχετίζονται με το όνομα του Γάλλου φυσικού, μαθηματικού και φιλοσόφου Blaise Pascal (1623-1662).

				1 MPa = 10 bar

				1 bar = 100 kPa

				1 Pa = 1 kg m-1 s-2

				Το αλγεβρικό πρόσημο

				Το νερό μετακινείται από περιοχές υψηλού (λιγότερο αρνητικές) σε περιοχές χαμηλού (περισσότερο αρνητικές) υδατικού δυναμικού. Επομένως η μετακίνηση του νερού από το έδαφος στη ρίζα, από τη ρίζα στα φύλλα και από τα φύλλα στην ατμόσφαιρα, καθορίζεται από την τιμή του υδατικού δυναμικού σε καθεμία από τις θέσεις αυτές και θεωρείται ως ένα υδατικό συνεχές. 

				Ένα κύτταρο ή ένας ιστός θα απορροφήσει νερό από το περιβάλλον μόνο όταν το υδατικό δυναμικό του περιβάλλοντος είναι μεγαλύτερο από αυτό του κυττάρου ή του ιστού. Όταν το κύτταρο βρίσκεται σε ισότονο περιβάλλον το νερό που θα απορροφήσει θα είναι ίσο με αυτό που θα δώσει στο περιβάλλον. Αντίθετα όταν βρίσκεται σε υπέρτονο περιβάλλον, νερό από το κύτταρο ή τον ιστό θα μετακινηθεί προς το περιβάλλον. Πάνω σε αυτή την αρχή στηρίζεται η μέθοδος Chardakov (Chardakov 1948) που ανέπτυξε ο Ρώσος επιστήμονας Chardakov στα μέσα του 20ου αιώνα και η οποία χρησιμοποιείται έκτοτε συνεχώς (Turner 1981, Robertson et al. 1990, Richter 1997, Tian et al. 2014, Wei et al. 2014) για τον υπολογισμό του υδατικού δυναμικού φυτικών ιστών (βλ. και υπερσύνδεσμο – link Chardakov method).
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				6.2. Πειραματικό μέρος 

				6.2.1. Υλικά: 

				αρτίβλαστα καρπουζιού ηλικίας επτά ημερών

				υδατικά διαλύματα καλαμοσάκχαρου σε δοχεία (τα οποία φυλάσσονται στο ψυγείο), το Ψ των οποίων κυμαίνεται από –0,2 MPa έως –1,6 MPa

				η χρωστική μπλε του μεθυλενίου (methylene blue: C16H18N3SCl)

				32 δοκιμαστικοί σωλήνες των 10 mL

				δύο stateaux για τους δοκιμαστικούς σωλήνες (σε κάθε stateau τοποθετούνται 16 σωλήνες σε δύο σειρές, δηλαδή 8 σωλήνες σε κάθε σειρά)

				σιφώνια των 5 και 10 mL 

				σύριγγες

				διαφανής μεμβράνη (parafilm ή ρολό μεμβράνης εμπορίου) 

				χάρτινο ρολό

				διηθητικό χαρτί

				μικρή σπάτουλα

				ξυραφάκια

				6.2.2. Διεξαγωγή του πειράματος σύμφωνα με τη μέθοδο Chardakov

				Σε δύο ομάδες δοκιμαστικών σωλήνων (Α και Β), με 8 σωλήνες η κάθε μία, τοποθετούνται με σιφώνιο (των 5 ml) 3 ml διαλύματος σακχαρόζης συγκεκριμένου υδατικού δυναμικού όπως φαίνεται στο σχήμα 1 και αμέσως μετά καλύπτονται με διαφανή μεμβράνη ώστε να μην εξατμιστεί το νερό από το διάλυμα. 

				Τα υδατικά δυναμικά των διαλυμάτων που χρησιμοποιούνται είναι –0,2 MPa, –0,4 MPa, –0,6 MPa, –0,8 MPa, –1,0 MPa, –1,2 MPa, –1,4 MPa και –1,6 MPa. 

				Ξεχωρίζετε τρία (3) αρτίβλαστα καρπουζιού (Citrullus lanatus), τα οποία εμφανίζουν περίπου ίση ανάπτυξη των υποκοτυλίων τους, και τα τοποθετείτε στο διηθητικό χαρτί. Από κάθε ένα αρτίβλαστο καρπουζιού αποχωρίζετε το ζεύγος των κοτυληδόνων και το υποκοτύλιο. Τα τμήματα των φυτικών ιστών τοποθετούνται πάνω σε απορροφητικό χαρτί για να απομακρυνθούν τυχόν σταγόνες νερού. Στη συνέχεια τα 3 ζεύγη κοτηληδόνων χαράζονται και τεμαχίζονται σε μικρά κομμάτια και τα 3 υποκοτύλια, τεμαχίζονται σε 3 τμήματα μήκους ενός εκατοστού (1 c m) περίπου, αρχίζοντας από την περιοχή που βρίσκεται κοντά στη ρίζα. Τα τεμαχισμένα ζεύγη κοτυληδόνων εμβαπτίζονται στους σωλήνες με την ένδειξη A1 που περιχέουν διαλύματα σακχαρόζης από –0,2 MPa έως –1,6 MPa. Τα τμήματα των υποτυλίων (9 τμήματα) τοποθετούνται στους σωλήνες με την ένδειξη Β1 που περιέχουν διαλύματα σακχαρόζης από –0,2 MPa έως –1,6 MPa. Σε κάθε διάλυμα σακχαρόζης εμβαπτίζονται συνολικά, τμήματα από τρία αρτίβλαστα. Η εργασία επαναλαμβάνεται με τριάδες αρτιβλάστων για όλους τους υπόλοιπους σωλήνες. 

				Ο αποχωρισμός των κοτυληδόνων και των υποκοτυλίων θα γίνεται ταχύτατα ανά ένα αρτίβλαστο ή και στα τρία μαζί (εξαρτάται από τους χειρισμούς που κάνετε) και αμέσως υποκοτύλια και κοτυληδόνες θα εμβαπτίζονται στους δοκιμαστικούς σωλήνες που περιέχουν 3 ml από τα διαλύματα σακχαρόζης. Παραμονή τους στον αέρα οδηγεί σε εξάτμιση του νερού και επομένως μείωση του Ψ. 

				Σημειώνεται πως αν ένα ποτήρι που υπάρχει καθαρό νερό προστεθεί σακχαρόζη, η ελεύθερη ενέργεια του νερού δηλ. η δυνατότητα του νερού να μετακινηθεί από μια θέση x σε μια θέση y ελαττώνεται, και άρα το Ψ μειώνεται εξ’ αιτίας της έλξης και της συγκράτησης μορίων του νερού από τα ΟΗ-ιόντα της σακχαρόζης. Συνεπώς, το νερό που είναι ελεύθερο να μετακινηθεί στους σωλήνες που περιέχουν διαλύματα σακχαρόζης έχει ελαττωθεί, ανάλογα με την συσσώρευση σακχαρόζης.
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				Εικόνα 6.2 Διάταξη των σωλήνων που περιέχουν διαφορετικά διαλύματα σακχαρόζης (από –0.2 έως–1.6 MPa). Στη μια σειρά σωλήνων περιέχονται 3 mL από το κάθε διάλυμα σακχαρόζης (από –0.2 έως –1.6 MPa) και εκεί τοποθετείται ο ζωντανός φυτικός ιστός, του οποίου θα μετρηθεί το υδατικό δυναμικό (π.χ. οι διαφανείς σωλήνες της πρώτης σειράς). Ο ιστός θα παραμείνει για 60 min στα διαλύματα σακχαρόζης (από –0.2 έως –1.6 MPa), τα οποία στη συνέχεια θα χρωματιστούν με την χρωστική μπλε του μεθυλενίου (methylene blue) (π.χ. οι κυανοί σωλήνες της δεύτερης σειράς). Με μια σύριγγα ή ένα σταγονόμετρο λαμβάνεται μικροποσότητα από το κάθε έγχρωμο διάλυμα σακχαρόζης (των 3 mL) και μια σταγόνα τοποθετείται στο κέντρο του σωλήνα που περιέχει το αντίστοιχο διάλυμα σακχαρόζης (8 mL) και παρατηρείται η μετακίνηση (ή η ακινησία) της έγχρωμης σταγόνας μέσα στον δοκιμαστικό σωλήνα που περιέχει το άχρωμο και διαφανές διάλυμα σακχαρόζης.

				6.2.3. Μέτρηση του υδατικού δυναμικού 

				Σε δύο ομάδες δοκιμαστικών σωλήνων A2 και Β2 τοποθετούνται από 8 ml διαλύματος σακχαρόζης όμοια με αυτό της ομάδας A1 και Β1 και οι σωλήνες καλύπτονται με διαφανή μεμβράνη. 

				Μετά παρέλευση 60 min από τη στιγμή που ολοκληρώθηκε η τοποθέτηση των ιστών στα διαλύματα ανοίγονται ένας-ένας οι σωλήνες που περιέχουν τους ιστούς και τοποθετούνται με τη βοήθεια μιας μικρής σπάτουλας λίγοι κρύσταλλοι μπλε του μεθυλενίου. Τότε τα διαλύματα με τους φυτικούς ιστούς βάφονται κυανά (bleu). Με μια σύριγγα προσλαμβάνεται μικρή ποσότητα από το χρωματισμένο διάλυμα. Κατόπιν η σύριγγα βυθίζεται (με σταθερά χέρια) σε ένα διάλυμα σακχαρόζης (A2 ή Β2), έτσι ώστε η άκρη της βελόνας να βρίσκεται στο μέσον του όγκου του άχρωμου διαλύματος σακχαρόζης, και εκεί ελευθερώνεται η έγχρωμη (bleu) σταγόνα του αντίστοιχου A1 ή Β1 διαλύματος σακχαρόζης (βλ. δοκιμαστικοί σωλήνες προς τα δεξιά της Εικόνας 6.2). Επαναλαμβάνοντας, με προσοχή και με σταθερά χέρια, πιέζετε προσεκτικά το έμβολο της σύριγγας ώστε να εξέλθει και να πέσει μία σταγόνα του έγχρωμου διαλύματος. Παρατηρείστε και καταγράψτε τη φορά μετακίνησης της σταγόνας (Εικόνα 6.2) στο κάθε διάλυμα. 
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				Εικόνα 6.3 Σύριγγα βυθίζεται (με σταθερά χέρια) σε ένα διάλυμα σακχαρόζης σε δοκιμαστικό σωλήνα, έτσι ώστε η άκρη της βελόνας να βρίσκεται περίπου στο μέσον του όγκου του άχρωμου διαλύματος σακχαρόζης, και εκεί ελευθερώνεται η έγχρωμη (bleu) σταγόνα του διαλύματος σακχαρόζης.

				Εικόνα 6.4 Παρατήρηση της ανοδικής μετακίνησης της έγχρωμης σταγόνας μέσα στον δοκιμαστικό σωλήνα που περιέχει το άχρωμο και διαφανές διάλυμα σακχαρόζης, σε συνθήκες εργαστηρίου.
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				Αξιολόγηση

				6.3 Αποτελέσματα 

				Να σημειωθεί στον Πίνακα 6.1 με ένα βέλος η φορά μετακίνησης της σταγόνας για κάθε δείγμα των κοτυληδόνων και των υποκοτυλίων. 

				Πίνακας 6.1 Αποτελέσματα μέτρησης υδατικού δυναμικού σε κοτυληδόνες και υποκοτυλία.

				6.4 Ερωτήσεις

				Να υπολογιστούν τα όρια στα οποία κυμαίνεται το υδατικό δυναμικό των κοτυληδόνων και του υποκοτυλίου των αρτιβλάστων καρπουζιού, από τη διεύθυνση μετακίνησης της έγχρωμης σταγόνας.

				Ποια είναι η διεύθυνση που ακολουθεί το νερό στα αρτίβλαστα καρπουζιού που αναπτύσσονται σε υπόστρωμα περλίτη; 

				Ποια είναι η διεύθυνση μετακίνησης του νερού σε αρτίβλαστα που αναπτύσσονται στο ύπαιθρο, όπως για παράδειγμα φαίνεται στην Εικόνα 6.5; 

				Χρησιμοποιώντας την ίδια μέθοδο (Chardakov) μπορείτε να υπολογίσετε το Ψs των ίδιων ιστών ή άλλων φυτικών ιστών; 

				Γιατί οι μονάδες δίνονται σε αρνητικές τιμές; 

				Η συσσώρευση της χρωστικής methylene blue επηρεάζει τα αποτελέσματα;

				Παρατηρείστε προσεκτικά την ανάπτυξη των αρτιβλάστων κατά τη διάρκεια της εργαστηριακής εξάσκησης. Πώς αναμένεται να τροποποιηθούν οι μετρήσεις του Ψ κοτυληδόνων και του Ψ υποκοτυλίων (με τη μέθοδο Chardakov) αν τα αρτίβλαστα που έχετε στη διάθεσή σας και σας δίνονται για μελέτη κατά τη διάρκεια της Άσκησης 6 είναι σαν τα εμφανιζόμενα αρτίβλαστα στην Εικόνα 6.6 (Α, Β και Γ); Δώστε αριθμητικά παραδείγματα για τις περιπτώσεις Α, Β και Γ, εξηγώντας τις υποθέσεις και τα συμπεράσματά σας.
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				Εικόνα 6.5 Ανάπτυξη αρτιβλάστων σε συνθήκες υπαίθρου.

				Εικόνα 6.6 Αρτίβλαστα φασολιάς έχουν αναπτυχθεί σε διαφορετικές συνθήκες (Α, Β και Γ) υδατικής παροχής (από το περιβάλλον) και είναι εμφανής η διαφορετική ανάπτυξη των ριζών(βλ. μήκος ριζών) και των υποκοτυλίων (βλ. μήκος υποκοτυλίων).
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				Υπερσύνδεσμοι

				 1. Celery, water and turgor https://www.youtube.com/watch?v=fhsurzE_-J0

				 2. Chardakov method https://www.youtube.com/watch?v=wDtq-Fx_qMQ

				 3. Chardakov method http://www.docstoc.com/docs/155167524/Chardakov-method

				 4. FAO Water: Crop 1 water information http://www.fao.org/nr/water/cropinfo_onions.html

				 5. FAO Water: Crop 2 water information http://www.fao.org/nr/water/cropinfo_watermelon.html

				 6. Matrix potential http://5e.plantphys.net/article.php?id=28

				 7. Negative turgor in living cells http://5e.plantphys.net/article.php?id=387 

				 8. Osmosis and water potential https://www.youtube.com/watch?v=vVymXT7aj-c

				 9. Osmosis in the kitchen https://www.youtube.com/watch?v=H6N1IiJTmnc

				10. pressure bomb https://www.youtube.com/watch?v=BF2B4A-z474

				11. Water potential https://www.youtube.com/watch?v=nDZud2g1RVY

				12. Water potential https://www.youtube.com/watch?v=Ez1oeY0L0oQ

				13. Water relations https://www.youtube.com/watch?v=4to_4guDx50

				14. Turgor pressure https://www.youtube.com/watch?v=1ZWP65Nbwd4
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7

				Άσκηση: Διαπνοή ανώτερων φυτών

				Σύνοψη

				Το κεφάλαιο αυτό αναφέρεται στο φαινόμενο της διαπνοής των ανώτερων φυτών. Αρχικά, παρουσιάζονται οι περιβαλλοντικοί και άλλοι παράγοντες που επηρεάζουν το τάχος της διαπνοής, μεταξύ των οποίων περιλαμβάνονται η θερμοκρασία, η υγρασία, ο άνεμος, ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των φυτών (π.χ. επιφάνεια φύλλων, πάχος εφυμενίδας, θέση στομάτων κ.ά.). Στη συνέχεια, προτείνεται άσκηση για την πειραματική μελέτη των περιβαλλοντικών παραγόντων που επηρεάζουν το τάχος της διαπνοής ενός κλαδιού ευκαλύπτου (Eucalyptus sp.).

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Taiz Lincoln & Zeiger Eduardo (2012) Φυσιολογία Φυτών: ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: Νερό και φυτικά κύτταρα, ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: Υδατικό ισοζύγιο των φυτών. Aθήνα, Utopia Publishing.

				Raven Peter, Evert Ray, & Eichhorn Susan (2014) Βιολογία των Φυτών: ΚΕΦΑΛΑΙΟ 30 - Μετακίνηση νερού και διαλυμένων ουσιών στα φυτά: Αθήνα, Utopia Publishing.

				7.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Το νερό κατά την κίνησή του από τα φύλλα στην ατμόσφαιρα εξέρχεται με τη μορφή υδρατμών από τα φύλλα διαμέσου των στομάτων (στοματικών πόρων). Η μετακίνηση του νερού διαμέσου των ζωντανών φύλλων ελέγχεται από διαβαθμίσεις του υδατικού δυναμικού (Ψ) και η τελική κίνηση των υδρατμών οφείλεται σε διάχυση. Συνεπώς, το τελικό και οριακό στάδιο του διαπνευστικού ρεύματος ελέγχεται από τη διαβάθμιση της συγκέντρωσης υδρατμών, η οποία μεταβάλλεται κατά μήκος της διαπνευστικής οδού και ελαττώνεται σε κάθε στάδιο της διαδρομής από την επιφάνεια των κυτταρικών τοιχωμάτων μέχρι την ατμόσφαιρα, δηλαδή το εξωτερικό περιβάλλον των φύλλων. Σημειώνεται πως η κινούσα δύναμη για την έξοδο του νερού, δηλαδή η διαφορά της συγκέντρωσης υδρατμών (mol cm–3 ή mol m–3), επηρεάζεται σημαντικά από τη θερμοκρασία των φύλλων.

				Τα ανώτερα φυτά χρησιμοποιούν μόνο ένα μικρό μέρος του νερού που προσλαμβάνουν για τις διάφορες φυσιολογικές και βιοχημικές τους λειτουργίες. Το υπόλοιπο διαχέεται στην ατμόσφαιρα με τη μορφή υδρατμών από τα υπέργεια όργανα του φυτού και κυρίως από τα στόματα των φύλλων. Το φαινόμενο αυτό ονομάζεται διαπνοή (βλέπε: https://www.youtube.com/watch?v=FEfmTok3OCo και https://www.youtube.com/watch?v=U4rzLhz4HHk). Τα φυτά διαπνέουν κυρίως από τα στόματα, αλλά διάχυση νερού γίνεται και από την εφυμενίδα και τα φακίδια. 

				Παρόλο που το τάχος της διαπνοής συνδέεται σε μεγάλο βαθμό με το άνοιγμα και το κλείσιμο των στομάτων, πολλοί άλλοι παράγοντες, τόσο εξωγενείς ή περιβαλλοντικοί όσο και ενδογενείς του φυτού, επηρεάζουν την διαπνοή (Meletiou-Christou & Rhizopoulou 2012). Ένας από τους πιο σημαντικούς παράγοντες που επηρεάζουν τη διαπνοή είναι η θερμοκρασία, επειδή το τάχος εξάτμισης του νερού διπλασιάζεται όταν αυξηθεί η θερμοκρασία κατά 10°C. Ωστόσο, επειδή η εξάτμιση ψύχει την επιφάνεια του φύλλου, η θερμοκρασία της φυλλικής επιφάνειας ούτε ανέρχεται τόσο γρήγορα όσο η θερμοκρασία του περιβάλλοντος αέρα ούτε εξισώνεται με τη θερμοκρασία του αέρα. Άλλωστε, τα στόματα κλείνουν όταν η θερμοκρασία του 
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				περιβάλλοντος αέρα είναι μεγαλύτερη από 35°C (βλέπε: https://www.youtube.com/watch?v=TlTlSYgkvuI).

				Η σχετική υγρασία είναι επίσης σημαντική, επειδή το τάχος διαπνοής είναι ανάλογο με τη διαφορά πίεσης των υδρατμών μεταξύ των μεσοκυττάριων χώρων και της επιφάνειας του φύλλου. Το νερό με τη μορφή υδρατμών κινείται πολύ πιο αργά σε αέρα που είναι ήδη κορεσμένος με υδρατμούς. Τα φύλλα φυτών που αναπτύσσονται σε σκιερά δάση, όπου γενικά η σχετική υγρασία είναι μεγάλη, έχουν μεγάλη επιφάνεια, επειδή γι’ αυτά τα φυτά η πρόσληψη φωτός αποτελεί πρόβλημα, όχι όμως η απώλεια νερού. Αντίθετα, φυτά που αναπτύσσονται σε εκτεθειμένες περιοχές έχουν σχετικά στενά φύλλα, μικρή φυλλική επιφάνεια, μεγάλο πάχος εφυμενίδας και βυθισμένα στόματα. Τα φυτά των ανοιχτών βιοτόπων έχουν διαθέσιμο φως, αλλά κινδυνεύουν από υπέρμετρη απώλεια νερού, εξαιτίας της μικρής σχετικής υγρασίας του αέρα. 

				Η κηρώδης εφυμενίδα που καλύπτει την επιφάνεια των φύλλων είναι ένας αποτελεσματικός φραγμός στην κίνηση του νερού. Έχει υπολογιστεί πως μόνο ένα πολύ μικρό ποσοστό (5%) από το νερό που εξέρχεται από τα φύλλα διαπερνά την εφυμενίδα. Σχεδόν όλο το νερό που εξέρχεται από το φύλλο διαχέεται σε μορφή υδρατμών από τα στόματα. Η κίνηση του νερού στα φύλλα, η κινούσα δύναμη για τη διαπνοή των φύλλων, οι κυριότερες αντιστάσεις που μεσολαβούν στην πορεία διάχυσης του νερού από τα φύλλα στην ατμόσφαιρα και τα ανατομικά χαρακτηριστικά των φύλλων που ρυθμίζουν τη διαπνοή θα εξεταστούν στη συνέχεια.

				Εκτός από όσα έχουν ήδη αναφερθεί, και ο άνεμος επηρεάζει το τάχος διαπνοής. Η αύρα ή το αεράκι ψύχει ή δροσίζει το δέρμα μας μια ζεστή ημέρα, επειδή απομακρύνει τους υδρατμούς που συσσωρεύονται κοντά στην επιφάνεια του δέρματος και με τον τρόπο αυτό επιταχύνει το τάχος της εξάτμισης του ιδρώτα από το σώμα μας. Παρόμοια, όταν φυσάει αέρας απομακρύνει τους υδρατμούς από την επιφάνεια των φύλλων και επηρεάζει τη διαφορά πίεσης των υδρατμών της επιφάνειας. Αν ο αέρας είναι πολύ υγρός, μπορεί να ελαττωθεί η διαπνοή, επειδή τα φύλλα ψύχονται. Αν ο αέρας είναι ξηρός, θα αυξηθεί η εξάτμιση και κατά συνέπεια η διαπνοή. 

				Η διαπνοή των φύλλων εξαρτάται κυρίως από τη διαφορά στη συγκέντρωση υδρατμών μεταξύ των μεσοκυττάριων χώρων των φύλλων και του αέρα εξωτερικά των φύλλων και την αντίσταση διάχυσης. Η διαφορά της συγκέντρωσης υδρατμών υπολογίζεται από τη διαφορά της συγκέντρωσης υδρατμών στον αέρα και από τη συγκέντρωση υδρατμών στο φύλλο.

				Σημαντικές παράμετροι που ελέγχουν την απώλεια νερού από τα φύλλα είναι: α) η στοματική αντίσταση του φύλλου, δηλαδή μια αντίσταση στη διάχυση των υδρατμών διαμέσου των στομάτων του φύλλου και β) η αντίσταση του οριακού στρώματος υδρατμών, δηλαδή η αντίσταση από την επικάλυψη αέρα που υπάρχει στην επιφάνεια του φύλλου, μέσω του οποίου οι υδρατμοί διαχέονται μέχρι να φτάσουν στη μη κεκορεσμένη υδρατμών ατμόσφαιρα. 

				Το πάχος του οριακού στρώματος υδρατμών καθορίζεται κυρίως από την ταχύτητα του ανέμου και το μέγεθος του φύλλου. Όταν επικρατούν συνθήκες άπνοιας, ο ακίνητος αέρας που περιβάλλει ένα φύλλο δημιουργεί ένα παχύ στρώμα αέρα στην επιφάνεια του φύλλου που αποτελεί το βασικό εμπόδιο στην έξοδο των υδρατμών από το φύλλο. Αύξηση του στοματικού ανοίγματος υπό αυτές τις συνθήκες έχει μικρή επίδραση στο τάχος διαπνοής, ενώ το κλείσιμο των στομάτων ελαττώνει ακόμη περισσότερο τη διαπνοή. Όταν η ταχύτητα του ανέμου είναι μεγάλη, η κίνηση του αέρα ελαττώνει το πάχος του οριακού στρώματος υδρατμών στην επιφάνεια των φύλλων και την αντίσταση αυτού του στρώματος. Υπό αυτές τις συνθήκες, η στοματική αντίσταση ελέγχει σε μεγάλο βαθμό την απώλεια νερού από τα φύλλα.

				Διάφορα ανατομικά και μορφολογικά χαρακτηριστικά του φύλλου μπορεί να επηρεάσουν το πάχος του οριακού στρώματος υδρατμών. Οι τρίχες στην επιφάνεια των φύλλων λειτουργούν σαν μικροσκοπικοί ανεμοφράκτες. Ορισμένα φυτά έχουν βυθισμένα στόματα και έτσι δημιουργείται μια προφυλαγμένη περιοχή έξω από τον στοματικό πόρο. Το μέγεθος και το σχήμα των φύλλων, αλλά και η τοποθέτησή τους σε σχέση με τη διεύθυνση του ανέμου επηρεάζει την ταχύτητα με την οποία ο άνεμος σαρώνει την επιφάνειά τους. Ωστόσο, 
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				οι περισσότεροι από αυτούς τους παράγοντες δεν μεταβάλλονται ούτε από ώρα σε ώρα ούτε ημερησίως. Η βραχυπρόθεσμη ρύθμιση της διαπνοής ελέγχεται από το άνοιγμα των στομάτων, με τα καταφατικά κύτταρα να έχουν τον κρίσιμο ρόλο σε αυτή τη διαδικασία.

				Σε ορισμένα φυτικά είδη, ο προσανατολισμός των φύλλων επηρεάζει το τάχος της διαπνοής. Παρατηρήθηκε, για παράδειγμα, πως, όταν τα φύλλα ήταν τοποθετημένα παράλληλα προς τις ακτίνες του ήλιου, ελαττώθηκε η θερμοκρασία τους και μειώθηκε η κινούσα δύναμη για τη διαπνοή. Όταν τα φύλλα μαραίνονται, παρατηρείται ελάττωση του τάχους διαπνοής, επειδή μειώνεται το ποσό της ακτινοβολίας που προσπίπτει στη φυλλική επιφάνεια.

				Τα φυτά διαπνέουν κυρίως από τα στόματα, αλλά διάχυση νερού γίνεται και από την εφυμενίδα και τα φακίδια. Η κινούσα δύναμη που προκαλεί τη διαπνοή είναι το ΔΨ μεταξύ του νερού στο φυτό και την ατμόσφαιρα (Jarvis & McNaughton 1986, Lima et al. 2003, Misra et al. 2015). Για συγκεκριμένο ΔΨ ενός συγκεκριμένου φύλλου, η ταχύτητα της διάχυσης του νερού διαμέσου του στοματικού πόρου εξαρτάται από τις αντιστάσεις τις οποίες συναντά κατά τη διαδρομή του από τις θέσεις εξάτμισης (μεσοκυττάριοι χώροι) έως την ατμόσφαιρα. Οι αντιστάσεις οφείλονται κυρίως στο μέγεθος του στοματικού πόρου και στη συγκέντρωση των υδρατμών έξω και επάνω από τον στοματικό πόρο. Όταν δεν φυσάει αέρας, οι υδρατμοί που διαχέονται από τους στοματικούς πόρους στην ατμόσφαιρα συσσωρεύονται πάνω από τον στοματικό πόρο δημιουργώντας ένα στρώμα υδρατμών, ένα οριακό στρώμα υδρατμών, το πάχος του οποίου εξαρτάται από τη μορφολογία της επιφάνειας του φύλλου (π.χ. τρίχωμα). Το στρώμα αυτό μειώνει ή εμποδίζει (ανάλογα με τη διαφοράς της τάσης που υπάρχει μεταξύ του οριακού στρώματος των υδρατμών και της τάσης των υδρατμών στους μεσοκυττάριους χώρους) τη διάχυση των υδρατμών από τον ανοικτό στοματικό πόρο. Όταν φυσάει αέρας, οι υδρατμοί αυτοί απομακρύνονται και η διαπνοή συνεχίζεται.

				Τα στόματα είναι εξειδικευμένα κύτταρα τα οποία, χρησιμοποιώντας πολύπλοκους μηχανισμούς, ρυθμίζουν το μέγεθος του στοματικού πόρου τους ανάλογα με τις περιβαλλοντικές συνθήκες. Οι σημαντικότεροι παράγοντες που ρυθμίζουν το μέγεθος του στοματικού πόρου είναι το φως, η υδατική κατάσταση του φυτού και η συγκέντρωση του CO2. Το φως προκαλεί το άνοιγμα των στομάτων στα φυτά C3 και C4 με μια πολύπλοκη βιοχημική διαδικασία. Όσο μεγαλύτερη είναι η ένταση του φωτός τόσο μεγαλώνει το άνοιγμα του στοματικού πόρου με αποτέλεσμα να γίνεται εντονότερη διαπνοή και παράλληλα να εισέρχεται στο μεσόφυλλο μεγαλύτερη ποσότητα CO2. Ωστόσο, για κάθε φυτικό είδος υπάρχει μια φωτεινή ένταση κορεσμού, πέραν της οποίας το μέγεθος του στοματικού πόρου παραμένει σταθερό.

				Στα περισσότερα οικοσυστήματα η διαθεσιμότητα του νερού είναι περιορισμένη και η επιβίωση των χερσαίων φυτών οφείλεται στους προσαρμοστικούς μηχανισμούς που έχουν αναπτύξει (Rhizopoulou & Davies 1991, Rhizopoulou et al. 1997, Tognetti et al. 1998, Tanaka et al. 2004). Πολλά φυτά που ζουν σε περιβάλλον με μειωμένη υδατική επάρκεια έχουν ξηρομορφικά χαρακτηριστικά, όπως, μεταξύ άλλων, φύλλα με μικρή επιφάνεια, με παχιά εφυμενίδα, με στενούς μεσοκυττάριους χώρους και στόματα μόνο στην κάτω επιδερμίδα, που συχνά έχει τριχώματα, με αποτέλεσμα σχετικά μικρότερες απώλειες νερού. Παράλληλα, οι συνθήκες υδατικής ανεπάρκειας σε ένα συγκεκριμένο φυτό προκαλούν μείωση του μεγέθους του ανοίγματος των στοματικών πόρων μέσα από πολύπλοκους βιοχημικούς μηχανισμούς, που ρυθμίζονται από ενδογενείς ουσίες, όπως για παράδειγμα το αποκοπτικό οξύ (ΑΒΑ) (Zhang & Davies 1990). Άρα, το τάχος της διαπνοής σε ένα συγκεκριμένο φυτικό είδος ρυθμίζεται από περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως η υδατική επάρκεια, το φως, ο αέρας, η υγρασία, και η θερμοκρασία (Casadebaig et al. 2008).

				Υπάρχουν διάφορες μέθοδοι μέτρησης (π.χ. βλέπε Duursma et al. 2008, Vellame et al. 2010). του τάχους διαπνοής (μονάδες μέτρησης: moles Η2Ο cm-2 s-1, δηλαδή g Η2Ο ανά μονάδα φυλλικής επιφάνειας και ανά μονάδα χρόνου). Μία από τις μεθόδους αυτές είναι η ποτομετρική μέθοδος, η οποία θα χρησιμοποιηθεί στην άσκηση που προτείνεται σε αυτό το Κεφάλαιο. Με τη μέθοδο αυτή θα μετρηθεί το τάχος διαπνοής ενός 
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				κλαδιού ευκαλύπτου σε διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες.

				7.2. Πειραματικό μέρος

				7.2.1. Υλικά

				Το φυτικό υλικό περιλαμβάνει ένα πρόσφατα κομμένο κλαδί ευκαλύπτου (Eucalyptus sp.). Άλλα υλικά που είναι απαραίτητα είναι τα εξής:

				ποτόμετρο,

				ανεμιστήρας,

				λάμπες, 

				μαχαίρι και κλαδευτήρι,

				βαζελίνη,

				υδροβολέας.

				7.2.2. Διεξαγωγή του πειράματος

				Γεμίζετε το δοχείο Α του ποτόμετρου με νερό. Ανοίγετε τον σφικτήρα Β και γεμίζετε με νερό τον σωλήνα Γ του ποτόμετρου κλείνοντας με τον δείκτη του ενός χεριού την έξοδο Ε. Αφού η στάθμη του νερού φτάσει στο άκρο Δ του πλαστικού σωλήνα, κλείνετε τον σφικτήρα Β. Στη συνέχεια, τοποθετείτε το φυτό (το κομμένο κλαδί ευκαλύπτου) στο ποτόμετρο (βλ. Εικόνες 7.1 και 7.2).

				Εικόνα 7.1 Ποτόμετρο και τοποθέτηση του κλαδιού του φυτού.
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				Εικόνα 7.2 Σχηματική παρουσίαση του ποτομέτρου και της τοποθέτησης του κλαδιού του φυτού. Όπου A: περιοχή τοποθέτησης τρεχούμενου νερού. Β: περιοχή ελεγχόμενης παρεμπόδισης της ροής του νερού. Γ: τριχοειδής σωλήνας γεμάτος με νερό. Δ: περιοχή τοποθέτησης του κομμένου άκρου του κλαδιού. Ε: περιοχή εμφάνισης μηνίσκου μεταξύ αέριας και υδάτινης φάσης.

				Αποκόπτετε ένα τμήμα από το κλαδί του ευκαλύπτου προσέχοντας η διάμετρος του βλαστού να είναι περίπου η ίδια με τη διάμετρο του σωλήνα Δ και τοποθετείτε γρήγορα το κλαδί μέσα στον σωλήνα προσέχοντας να μη δημιουργηθεί μηνίσκος και φυσαλίδα αέρα κάτω από την κομμένη επιφάνεια του βλαστού.

				Για τη μέτρηση της διαπνοής λάβετε υπόψη ότι η ποσότητα του νερού που διαχέεται από το φυτό εξαιτίας της διαπνοής αντικαθίσταται από το νερό που βρίσκεται στον τριχοειδή σωλήνα ΕΓΔ. Καθώς απορροφάται νερό από το φυτό που διαπνέει, εισέρχεται αέρας από το άκρο του τριχοειδούς σωλήνα Ε, δημιουργώντας τον μηνίσκο μιας φυσαλίδας. Ο όγκος του νερού που διαπνέει το φυτό ισούται με τον όγκο του νερού που απορροφάται από το φυτό και, επομένως, με τον όγκο του αέρα που εισρέει στον σωλήνα. Το μήκος της φυσαλίδας ανά μονάδα χρόνου (1 min) αντιστοιχεί στην ταχύτητα της διαπνοής. Ειδικότερα, επειδή ο σωλήνας είναι τριχοειδής, ο όγκος της φυσαλίδας του αέρα θεωρείται ότι ισούται με το μήκος της.

				Μετρήστε το τάχος διαπνοής σε συνθήκες δωματίου και σε διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες με προσομοίωση των συνθηκών. Ανάλογα με το τάχος διαπνοής, λαμβάνονται μετρήσεις ανά min. Όταν μάλιστα η διαπνοή είναι μεγαλύτερη, οι μετρήσεις λαμβάνονται ανά 30 sec ή ανά 1 min. (Όταν ο μηνίσκος προχωρήσει πέρα από τις υποδιαιρέσεις του τριχοειδούς, τον επαναφέρετε στην άκρη του τριχοειδούς, ανοίγοντας ελαφρά τον σφικτήρα Β). Για τον προσδιορισμό του τάχους διαπνοής σε συνθήκες δωματίου απαιτούνται τόσες μετρήσεις, έτσι ώστε οι τελευταίες πέντε τιμές (mm min-1) να είναι περίπου ίσες. 

				Για τη μέτρηση του τάχους διαπνοής σε διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες ακολουθήστε τα παρακάτω:

				Μέτρηση του τάχους διαπνοής υπό την επίδραση ανέμου: Προσομοίωση με χρήση ανεμιστήρα. Μετρήστε το τάχος διαπνοής μέχρι να σταθεροποιηθεί και έπειτα κλείστε τον ανεμιστήρα. 

				Μέτρηση του τάχους διαπνοής με αύξηση της προσπίπτουσας φωτεινής ακτινοβολίας: Προσομοίωση με χρήση λαμπτήρων. Ανάψτε δύο λάμπες και μετρήστε το τάχος διαπνοής λαμβάνοντας τιμές μέχρι 
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				να σταθεροποιηθεί. 

				Μέτρηση του τάχους διαπνοής με μείωση της φυλλικής επιφάνειας: Κόψτε τα μισά φύλλα (βλ. Εικόνα 7.3) και στο σημείο κοπής προσθέστε βαζελίνη. Μετρήστε το τάχος διαπνοής με τις λάμπες αναμμένες.

				Μέτρηση του τάχους διαπνοής απουσία φυλλικής επιφάνειας: Επαναλάβατε τις μετρήσεις, όταν κόψετε και τα υπόλοιπα φύλλα (βλ. Εικόνα 7.4).

				Εικόνα 7.3 Μέτρηση διαπνοής μετά από την κοπή των μισών περίπου φύλλων από το αρχικό κλαδί του ευκαλύπτου.

				Εικόνα 7.4 Μέτρηση διαπνοής μετά από την κοπή όλων των φύλλων από το αρχικό κλαδί του ευκαλύπτου.
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				7.2.3. Αποτελέσματα

				Καταχωρήστε τις μετρήσεις του τάχους διαπνοής στον Πίνακα 7.1. Το τάχος διαπνοής εκφράζεται ως το πηλίκο του μήκους που διανύει ο μηνίσκος της φυσαλίδας αέρα στον τριχοειδή σωλήνα του ποτόμετρου στη μονάδα του χρόνου, οι μονάδες μέτρησης δηλαδή είναι mm min-1 ή mm/30 sec (ανάλογα με το φυτό, την εποχή και το τάχος διαπνοής). Ως τιμή για κάθε μεταχείριση λαμβάνεται η μέση τιμή του τάχους.

				Πίνακας 7.1 Μετρήσεις του τάχους διαπνοής σε συνθήκες δωματίου και σε διαφορετικές περιβαλλοντικές συνθήκες.

				7.2.4. Ερωτήσεις 

				Μετά την επεξεργασία των αποτελεσμάτων σας απαντήστε στις παρακάτω ερωτήσεις:

				Σχολιάστε τα πειραματικά αποτελέσματα και διατυπώστε τα συμπεράσματά σας.

				Κατά τον προσδιορισμό του τάχους διαπνοής σε συνθήκες δωματίου απαιτούνται τόσες μετρήσεις, ώστε οι τελευταίες πέντε τιμές (mm min-1) να είναι περίπου ίσες. Εξηγήστε γιατί οι αρχικές μετρήσεις (κατά την έναρξη του πειράματος) έχουν σημαντική απόκλιση από τις τελικές τιμές.

				Αν στο ποτόμετρο αντί για νερό υπήρχε διάλυμα σακχαρόζης (0,8 M), πώς αναμένετε να τροποποιηθούν τα αποτελέσματα με την προσθήκη ανεμιστήρα;
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				Υπερσύνδεσμοι

				1. Transpiration https://www.youtube.com/watch?v=FEfmTok3OCo

				2. Transpiration and environmental factors: https://www.youtube.com/watch?v=TlTlSYgkvuI

				3. Transpiration in plants https://www.youtube.com/watch?v=U4rzLhz4HHk
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 8

				Άσκηση: Φύτρωση και λήθαργος σπερμάτων

				Σύνοψη

				Το κεφάλαιο αυτό αναφέρεται στους παράγοντες που επηρεάζουν τη φύτρωση και τον λήθαργο των σπερμάτων. Προτείνεται σχετική άσκηση που περιλαμβάνει τη διεξαγωγή τριών πειραμάτων σε ληθαργικά αχαίνια μαρουλιού (Lactuca sativa) και σπέρματα Cistus creticus με σκοπό τη μελέτη: α) του φυτοχρωμικού ελέγχου της φύτρωσης, β) την άρση του λήθαργου από γιββερελλικό οξύ και γ) τον ρόλο του σπερματικού περιβλήματος στην επιβολή λήθαργου.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Taiz Lincoln & Zeiger Eduardo (2012) Φυσιολογία Φυτών: ΚΕΦΑΛΑΙΑ 17, 19, 20 και 21. Aθήνα, Utopia Publishing.

				8.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Η παρουσία νερού, οξυγόνου και κατάλληλης θερμοκρασίας οδηγεί πολλά σπέρματα στη φύτρωση. Σε άλλα φυτικά είδη η παρουσία των παραγόντων αυτών δεν επαρκεί για τη φύτρωση, οπότε τα σπέρματα βρίσκονται σε μια κατάσταση που ορίζεται ως λήθαργος. Η άρση του ληθάργου επιτυγχάνεται με τη δράση πλήθους διαφορετικών παραγόντων ή ύστερα από ποικίλες κατεργασίες στα διάφορα είδη των φυτών. Το φως, για παράδειγμα, είναι αναγκαίο για τη φύτρωση των σπερμάτων μερικών ειδών, όπως ζιζανίων και ορισμένων ποικιλιών μαρουλιού. Εάν τα σπερματικά περιβλήματα εμποδίζουν την κίνηση του νερού ή του οξυγόνου πρέπει να αποικοδομηθούν, να σπάσουν ή να τρυπηθούν, για να εκδηλωθεί η φύτρωση. Σε άλλα είδη, όπως για παράδειγμα, τα ορχεοειδή, η διασπορά των σπερμάτων πραγματοποιείται ενώ ακόμη το έμβρυο βρίσκεται σε υποτυπώδη κατάσταση. Στην περίπτωση αυτή πρέπει πρώτα να ολοκληρωθεί η ανάπτυξη του εμβρύου (μορφολογική μεθωρίμανση), για να επιτραπεί στη συνέχεια η φύτρωση.

				Πολλά σπέρματα (π.χ. της μηλιάς) δεν φυτρώνουν, αν προηγουμένως δεν υποστούν την επίδραση μιας περιόδου χαμηλής θερμοκρασίας (0-5oC) σε ενυδατωμένη κατάσταση (στρωμάτωση). Στο αντίθετο άκρο βρίσκονται τα σπέρματα (π.χ. της χαλεπίου πεύκης) τα οποία για να φυτρώσουν χρειάζονται την επίδραση υψηλής θερμοκρασίας ή σύντομης φωτιάς. Άλλος τύπος λήθαργου επιβάλλεται από την παρουσία φυτοαυξητικών αναστολέων που περιέχονται στον καρπό ή στο ίδιο το σπέρμα.

				Ο έλεγχος της φύτρωσης από το φως ασκείται από το φυτόχρωμα. Ο φωτοδέκτης αυτός βρίσκεται σε δύο μορφές, την Pr και την Pfr. Η Pr θεωρείται φυσιολογικά ανενεργή και μετατρέπεται από το ανοικτό κόκκινο φως (ΑΚ, 660 nm) στην ενεργή Pfr μορφή. Αυτή επανέρχεται στην Pr από σκοτεινό κόκκινο φως (ΣΚ, 730 nm). Στα σπέρματα που έχουν ανάγκη από φως για να φυτρώσουν ο φωτοδέκτης βρίσκεται κυρίως στην Pr μορφή. Με τον φωτισμό ΑΚ η Pr μετατρέπεται στην Pfr και η τελευταία θέτει σε κίνηση όλες τις διαδικασίες που οδηγούν στην έξοδο του ριζιδίου, δηλαδή στη φύτρωση. Τα σπέρματα (στην κυριολεξία αχαίνια) της καλλιεργητικής ποικιλίας Grand Rapids του μαρουλιού, που αποτελούν το φυτικό υλικό με το οποίο ανακαλύφθηκε η παρουσία του φυτοχρώματος, χρειάζονται την παρουσία της Pfr μορφής του φυτοχρώματος σε σημαντικό ποσοστό (> 50%) για να φυτρώσουν. Έτσι, το φως (ΑΚ ή λευκό) είναι αναγκαίο για την προώθηση της φύτρωσής τους:
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				Η φύτρωση μερικών ληθαργικών σπερμάτων προωθείται με τη χορήγηση φυτοαυξητικών υποστρωμάτων, όπως είναι οι γιββερελλίνες και οι κυτοκινίνες. Αντίθετα, η φύτρωση μη ληθαργικών σπερμάτων είναι δυνατόν να αναστέλλεται με την παροχή αποσκισικού οξέος (ABA). Θεωρείται πιθανόν ότι ο λήθαργος και η φύτρωση των σπερμάτων ελέγχονται από τη σχέση των συγκεντρώσεων μεταξύ προωθητών και αναστολέων. Ειδικότερα για τις γιββερελλίνες (GAs), είναι γνωστό ότι μπορούν να προωθήσουν τη φύτρωση σε διάφορες περιπτώσεις ληθαργικών μηχανισμών, όπως η ατελής ανάπτυξη του εμβρύου, το μηχανικά περιοριστικό σπερματικό περίβλημα και η παρουσία αναστολέων της φύτρωσης. Στο μαρούλι συγκεκριμένα, η παροχή γιββερελλικού οξέος (GΑ3) προωθεί τη φύτρωση στο σκοτάδι υποκαθιστώντας έτσι την ανάγκη ενεργοποίησης του φυτοχρώματος.

				Όπως αναφέρθηκε και στην αρχή, το σπερματικό περίβλημα μπορεί να επιβάλει λήθαργο εμποδίζοντας τη διάχυση του νερού ή του οξυγόνου. Επιπλέον, μπορεί να περιέχει αναστολείς της φύτρωσης ή να έχει τέτοιες μηχανικές ιδιότητες ώστε να μην μπορεί να διατρηθεί από το διογκούμενο ριζίδιο του εμβρύου. Η αποδυνάμωση των σκληρών σπερματικών περιβλημάτων επιτυγχάνεται στη φύση με την εναλλαγή της θερμοκρασίας, με τις διαδοχικές διαβρέξεις και αποδιαβρέξεις και με τη βιολογική δραστηριότητα. Τέλος, ένας πολύ σημαντικός παράγοντας ιδιαίτερα για τα μεσογειακού τύπου οικοσυστήματα είναι και η φωτιά, η οποία προωθεί τη φύτρωση πολλών σπερμάτων με σκληρό (αδιάβροχο) περίβλημα. Χαρακτηριστική είναι η περίπτωση διαφόρων ειδών Cistus (κουνούκλα ή λαδανιά), τα οποία ως «ενεργητικά πυρόφυτα» εποικίζουν ταχύτατα τις καμένες περιοχές των μεσογειακών οικοσυστημάτων.

				8.2. Πειραματικό μέρος

				8.2.1. Υλικά

				Τα φυτικά υλικά περιλαμβάνουν ληθαργικά αχαίνια μαρουλιού (Lactuca sativa) και σπέρματα Cistus creticus. Επίσης, είναι απαραίτητα τα εξής:

				20 τρυβλία Petri διαμέτρου 9 cm,

				δίσκοι διηθητικού χαρτιού διαμέτρου 9 cm,

				3 σιφώνια των 5 mL,

				20 μικρά πλαστικά κουτάκια,

				5 μεταλλικά κουτιά,

				μία πλαστική λεκάνη,

				μία σπάτουλα,

				μία λαβίδα,

				ένας υαλογραφικός μαρκαδόρος,

				φωτεινές πηγές ΑΚ και ΣΚ,

				υδατικά διαλύματα GA3 (0,1, 1, 10 και 100 ppm).
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				8.2.2. Διεξαγωγή πειραμάτων

				Για τον φυτοχρωμικό έλεγχο της φύτρωσης στα αχαίνια του μαρουλιού ακολουθήστε την εξής διαδικασία: Μετρήστε οκτώ πενηντάδες αχαινίων μαρουλιού με τη βοήθεια δύο μικρών φύλλων χαρτιού και της σπάτουλας. Τοποθετήστε κάθε πενηντάδα στο κατάλληλο πλαστικό κουτάκι. Σε οκτώ τρυβλία Petri τοποθετήστε από 4,5 mL απιονισμένο νερό με το σιφώνιο των 5 mL. Στη συνέχεια, προσθέστε σε κάθε τρυβλίο δύο δίσκους διηθητικού χαρτιού και ανακινήστε ελαφρά για ομοιόμορφη κατανομή του νερού. Σημαδέψτε με μαρκαδόρο ακετόνης ανά δύο τα τρυβλία ως εξής: Σ, ΑΚ, ΑΚ+ΣΚ και ΣΚ. Το σημάδεμα των τρυβλίων να γίνεται στα πλαϊνά τοιχώματα. Σε δύο μεταλλικά δοχεία σημειώστε με μαρκαδόρο την ημερομηνία, τον αριθμό της ομάδας σας και τις ενδείξεις Σ στο ένα και Φ στο άλλο. Σε μια πλαστική λεκάνη τοποθετείστε τα οκτώ τρυβλία που ετοιμάσατε προηγουμένως, τα οκτώ κουτάκια με τις πενηντάδες των αχαινίων που μετρήσατε, τα δύο μεταλλικά κουτιά, μια σπάτουλα και μια λαβίδα. Πηγαίνετε στον σκοτεινό θάλαμο (ΣΘ), ανάψτε το πράσινο φως ασφαλείας και κλειδώστε την πόρτα μέχρι το τέλος της εργασίας ―δεν πρέπει σε καμιά περίπτωση τα διαβρεγμένα σπέρματα να εκτεθούν σε ανεπιθύμητο φως. Τοποθετήστε ομοιόμορφα κάθε πενηντάδα σπερμάτων σε καθένα από τα τρυβλία και σημειώστε τον χρόνο. Τα δύο τρυβλία με την ένδειξη Σ μεταφέρονται στο αντίστοιχο μεταλλικό κουτί, ενώ τα άλλα έξι στο κουτί με την ένδειξη Φ.

				Αφήνετε τα κουτιά στον ΣΘ (μέσα στο ντουλάπι). Επανέρχεστε στη θέση σας και προετοιμάζετε το δεύτερο πείραμα. Θυμηθείτε ότι μετά από μία ώρα, στα έξι τελευταία τρυβλία πρέπει να δώσετε τον κατάλληλο φωτισμό. Ο φωτισμός αυτός είναι 2 min ΑΚ για το δείγμα ΑΚ, 2 min ΑΚ και 4 min ΣΚ για το δείγμα ΑΚ+ΣΚ, και 4 min ΣΚ για το δείγμα ΣΚ. Ο φωτισμός με ΑΚ να γίνει ταυτόχρονα για τα δείγματα ΑΚ και ΑΚ+ΣΚ και ο φωτισμός με ΣΚ ταυτόχρονα για τα δείγματα ΑΚ+ΣΚ και ΣΚ. Μετά το τέλος κάθε φωτισμού τα τρυβλία επανέρχονται στην προηγούμενη θέση τους. Η μέτρηση των φυτρωμένων σπερμάτων πραγματοποιείται μετά από 3-4 ημέρες.

				Ένθετο 8.1 Τοποθέτηση των τρυβλίων στο Θάλαμο φωτισμού.
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				Για τη μελέτη της άρσης του λήθαργου από γιββερελλικό οξύ στα αχαίνια του μαρουλιού ακολουθήστε την εξής διαδικασία: Μετρήστε οκτώ πενηντάδες αχαινίων, όπως προηγουμένως. Σε οκτώ τρυβλία Petri (τέσσερις ομάδες από δύο τρυβλία) τοποθετήστε 4,5 mL (αρχίζοντας από τη μικρότερη συγκέντρωση) από τα διαλύματα συγκέντρωσης 0,1, 1, 10 και 100 ppm GA3 και από δύο δίσκους διηθητικού χαρτιού. Σημαδέψτε τα τρυβλία με την αντίστοιχη συγκέντρωση και δύο κουτιά με την ημερομηνία, τον αριθμό της ομάδας σας και την ένδειξη GA3. Πηγαίνετε στον ΣΘ, όπου θα συνεχιστεί η εργασία. Τοποθετήστε ομοιόμορφα (αρχίζοντας πάντα από τη μικρότερη συγκέντρωση) κάθε πενηντάδα σπερμάτων στα αντίστοιχα τρυβλία και κλείστε τα (ανά τέσσερα) στα δύο μεταλλικά κουτιά. Τοποθετήστε τα κουτιά σας στο κατάλληλο ντουλάπι. Μήπως είναι ώρα να φωτίσετε τα δείγματα του πρώτου πειράματος; Ύστερα από 3-4 ημέρες μετρήστε τα φυτρωμένα σπέρματα και υπολογίστε το ποσοστό της φύτρωσης.

				Τέλος, για τη μελέτη της άρσης του λήθαργου στα σπέρματα του Cistus creticus με τραυματισμό του περιβλήματος ακολουθήστε την εξής διαδικασία: Μετρήστε τέσσερις πενηντάδες σπερμάτων. Προετοιμάστε τέσσερα τρυβλία Petri με 4,5 mL απεσταγμένο νερό και δίσκους διηθητικού χαρτιού. Στα δύο σημειώνετε την ένδειξη Α (ακέραια) και στα άλλα δύο την ένδειξη Τ (τραυματισμένα). Με ελαφρές κινήσεις (4-5 φορές) τρίψτε τις δύο πενηντάδες των σπερμάτων (ξεχωριστά την καθεμία) ανάμεσα σε δύο γυαλόχαρτα. Αδειάστε κάθε πενηντάδα στο αντίστοιχο τρυβλίο και κλείστε τα όλα σε ένα κουτί, σημειωμένο με τον αριθμό της ομάδας και την ημερομηνία. Φυλάξτε το κουτί στο κατάλληλο ντουλάπι του πάγκου σας (θερμοκρασία 15-20°C). Μετρήστε τα φυτρωμένα σπέρματα έπειτα από επτά ημέρες.
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				8.2.3. Αποτελέσματα

				Με βάση τα δεδομένα του πρώτου πειράματος να συμπληρώσετε τον Πίνακα 8.1 και να αποδώσετε σε ραβδόγραμμα τη δράση των φωτισμών (Εικόνα 8.1).

				Πίνακας 8.1 Φύτρωση των σπερμάτων του μαρουλιού έπειτα από σύντομους φωτισμούς με Ανοικτό Κόκκινο και Σκοτεινό Κόκκινο.

				
					[image: ]
				

				Εικόνα 8.1 Επίδραση σύντομων φωτισμών Ανοικτού Κόκκινου και Σκοτεινού Κόκκινου στη φύτρωση των σπερμάτων του μαρουλιού.
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				Με βάση τα δεδομένα του δεύτερου πειράματος να συμπληρωθεί ο Πίνακας 8.2 και να αποδοθεί διαγραμματικά στην Εικόνα 8.2 η επίδραση του γιββερελλικού οξέος στη φύτρωση των αχαινίων του μαρουλιού. (Η φύτρωση στο νερό-μάρτυρα να αποδοθεί με οριζόντια ευθεία).

				Πίνακας 8.2 Φύτρωση των σπερμάτων του μαρουλιού σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις διαλύματος γιββερελλικού οξέος.
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				Εικόνα 8.2 Μεταβολή της φύτρωσης των σπερμάτων του μαρουλιού σε συνάρτηση με τη συγκέντρωση του διαλύματος γιββερελλικού οξέος.
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				Τέλος, με βάση τα δεδομένα του τρίτου πειράματος να συμπληρωθεί ο Πίνακας 8.3 και να αποδώσετε σε ραβδόγραμμα τη δράση της αποδυνάμωσης του σπερματικού περιβλήματος (Εικόνα 8.3).

				Πίνακας 8.3 Φύτρωση ακέραιων και τραυματισμένων σπερμάτων C. creticus.
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				Εικόνα 8.3 Επίδραση του τραυματισμού στη φύτρωση των σπερμάτων του C. creticus.

				Αφού μελετήσετε τα αποτελέσματα των τριών πειραμάτων, διατυπώστε σύντομα τα συμπεράσματά σας.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 9

				Άσκηση: Φως και ανάπτυξη

				Σύνοψη 

				Η δράση του φωτός στην ανάπτυξη αρτιβλάστων ντομάτας.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Το ορατό φως αντιστοιχεί στο τμήμα της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας με μήκη κύματος από 380 nm (ιώδες) μέχρι 750 nm (σκοτεινό κόκκινο) περίπου. Παρόλο που τόσο η υπεριώδης όσο και η υπέρυθρη ακτινοβολία παρουσιάζουν επίσης βιολογικές δράσεις, το ορατό φως αποτελεί την ενεργειακή πηγή των φυτών και κατά συνέπεια όλων των ζωντανών οργανισμών. Εκτός όμως από την άμεση παροχή ενέργειας για τις αναπτυξιακές ανάγκες των φυτών, το ορατό φως διαδραματίζει έναν πολύ σημαντικό ρόλο στη ρύθμιση της αύξησης και της ανάπτυξης γενικότερα. Σ’ όλες τις περιπτώσεις απορρόφησης και βιολογικής δράσης του φωτός απαιτείται η παρουσία και η διαμεσολάβηση ειδικών χημικών ουσιών, δηλαδή των χρωστικών. Οι τρεις κύριες ομάδες χρωστικών οι οποίες συνδέονται με τις βασικές αντιδράσεις των φυτών στο φως είναι οι χλωροφύλλες (φωτοσύνθεση), το φυτόχρωμα (φωτομορφογένεση) και το μονονουκλεοτίδιο της φλαβίνης (φωτοτροπισμός).

				9.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Η φύτρωση ενός σπέρματος συνοδεύεται από την ενεργοποίηση του εμβρύου, γεγονός που συνεπάγεται σύνθεση νουκλεϊκών οξέων και πρωτεϊνών, μεταβολές των ορμονικών επιπέδων και έναρξη κυτταρικών διαιρέσεων. Στη συνέχεια το αρτίβλαστο χρησιμοποιεί τα αποταμιευτικά υλικά που βρίσκονται αποθηκευμένα στο σπέρμα και αρχίζει να αυξάνεται με ταυτόχρονη επιμήκυνση του βλαστού και της ρίζας.

				Όταν τα αρτίβλαστα παραμείνουν συνέχεια για μερικές ημέρες στο σκοτάδι γίνονται ωχρωτικά. Οι βλαστοί είναι ψηλοί και λεπτοί, τα φύλλα (ή οι κοτυληδόνες) δεν ανοίγουν κανονικά, το υποκοτυλιακό (ή επικοτυλιακό) άγκιστρο παραμένει κλειστό και οι ιστοί είναι λευκοί ή κιτρινωποί αφού δεν συντίθεται χλωροφύλλη. Όταν όλα τα θρεπτικά αποθέματα του σπέρματος καταναλωθούν τα ωχρωτικά φυτά (που ζουν ετερότροφα) πεθαίνουν. Αν όμως έχουν μεταφερθεί νωρίτερα στο φως, τότε είναι δυνατή η ανάκαμψή τους, φαινόμενο γνωστό ως απο-ώχρωση. Η ώχρωση και η απο-ώχρωση αντιπροσωπεύουν (με κάποια δόση υπερβολής) τα πρότυπα φυτικής ανάπτυξης κάτω από φυσικές συνθήκες. Στην άσκηση αυτή θα μελετηθούν τα πρότυπα αυτά καθώς και το πρότυπο ανάπτυξης κάτω από πράσινο φίλτρο, δηλαδή σε φωτεινό καθεστώς που μοιάζει αρκετά με εκείνο που απαντάται κάτω από πυκνό φύλλωμα (σε φυσικές συνθήκες) (Smith 1982, Von Arnim & Deng 1996, Fankhauser & Chory 1997, Kami et al. 2010, Kharshiing & Sinha 2015, Hernández & Kubota 2016).

				9.2. Πειραματικό μέρος

				9.2.1. Υλικά
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				Αρτίβλαστα (2-3 ημερών) ντομάτας (Lycopersicon lycopersicum cv. Roma VF), 

				4 πλαστικά ποτηράκια, 

				περλίτης, 

				μεζούρα νερού, 

				φύλλα διαφανούς πλαστικού, 

				λαστιχάκια, 

				αλουμινόχαρτο, 

				υαλογράφος, 

				υποδεκάμετρο, 

				κλειστό κουτί σκοταδιού, 

				ανοιχτό κουτί λευκού φωτός, 

				κουτί πράσινου φωτός [πράσινο φίλτρο plexiglass (πάχους 3 mm, Νο 700 της εταιρίας Rohm) με συνολικό συντελεστή διαφάνειας τ=7% και φασματικό συντελεστή διαφάνειας τ(500)=30%, τ(600)=0%, τ(700)= 40% και τ(750)=75%].

				9.2.2. Διεξαγωγή του πειράματος

				1. Γεμίστε μέχρι τη μέση, με περλίτη, τα 4 πλαστικά ποτηράκια και ρίξτε μια μεζούρα νερού βρύσης στο καθένα. Σε κάθε ποτηράκι τοποθετήστε στην επιφάνεια και με πολλή προσοχή από 10 αρτίβλαστα ντομάτας και προσθέστε ελάχιστο περλίτη από πάνω. Στραγγίστε προσεκτικά κάθε ποτήρι για να φύγει το νερό που περισσεύει και σκεπάστε με διαφανές πλαστικό και λαστιχάκι (ώστε να ελαχιστοποιούνται οι απώλειες υγρασίας). Να τονιστεί ότι (α) τα 40 αρτίβλαστα που θα χρησιμοποιηθούν πρέπει να βρίσκονται σε παρόμοιο στάδιο αύξησης και (β) η διαδικασία μεταφύτευσης πρέπει να είναι πανομοιότυπη και για τα 4 ποτήρια.

				Εικόνα 9.1 Δείγμα ανάπτυξης αρτιβλάστων μέσα σε περλίτη, σε ποτηράκι σκεπασμένο με διαφανές πλαστικό και λαστιχάκι. Τα αρτίβλαστα είναι ωχρωτικά καθώς έχουν μόλις μεταφερθεί από το σκοτάδι στο λευκό φως (Σ->Λ). 
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				2. Καλύψτε τα 2 ποτηράκια με αλουμινόχαρτο (από όλες τις πλευρές) ώστε να εμποδίζεται η είσοδος του φωτός. Σημειώστε με το μαρκαδόρο τον αριθμό της ομάδας σας, την ημερομηνία και τις ενδείξεις Σ, Σ → Λ, Π και Λ, αντίστοιχα, για κάθε ποτήρι (οι 2 πρώτες να γραφτούν στα καλύμματα από αλουμινόχαρτο).

				3. Τοποθετήστε τα 2 πρώτα ποτήρια στο κλειστό κουτί σκοταδιού, το 3ο στο κουτί πράσινου φωτός (με το πράσινο φίλτρο) και το 4ο στο ανοιχτό κουτί λευκού φωτός.

				4. Μετά από 3 ή 4 ημέρες μεταφέρετε το ποτήρι με την ένδειξη Σ → Λ από το κλειστό κουτί σκοταδιού σε συνθήκες φυσικού φωτός (Εικόνα 9.1), αφαιρώντας παράλληλα το αλουμινόχαρτο. Συγκρίνετε οπτικά τα φυτά στα ποτήρια Σ → Λ και Λ και σημειώστε τις παρατηρήσεις σας.

				5. Σε 7 μέρες από την έναρξη του πειράματος πάρτε το ποτήρι Λ και με μεγάλη προσοχή ελευθερώστε από τον περλίτη τα 10 φυτάρια. Στη συνέχεια τα ξεπλένετε, μετράτε (σε mm) το μήκος του βλαστού και της ρίζας και σχεδιάζετε ένα τυπικό φυτό καταγράφοντας τις παρατηρήσεις σας. Επαναλαμβάνετε την ίδια διαδικασία για τα υπόλοιπα 3 ποτήρια. Υπολογίστε τέλος τον χρόνο μέχρι την εμφάνιση χλωροφύλλης στα ωχρωτικά φυτά.

				9.3. Αποτελέσματα

				1. Καταγράψτε τις παρατηρήσεις σας από τη σύγκριση των ποτηριών Λ και Σ → Λ που έγινε στο μέσον της άσκησης.

				2. Καταγράψτε τις παρατηρήσεις σας από τη σύγκριση των 4 ποτηριών στο τέλος της άσκησης, σχεδιάζοντας παράλληλα ένα αντιπροσωπευτικό φυτό κάθε ομάδας.

				3. Από τα δεδομένα του πειράματος να συμπληρωθεί ο Πίνακας 9.1. Στον πίνακα αυτό το m παριστά τον μέσο όρο και το S.E. το τυπικό σφάλμα, σύμφωνα με τον τύπο S.E.=s/ √n (όπου s η τυπική απόκλιση και n το μέγεθος του δείγματος). 

				Πίνακας 9.1 Το μήκος του βλαστού και της ρίζας αρτιβλάστων ντομάτας κάτω από διάφορες συνθήκες φωτισμού.
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				4. Σχεδιάστε ένα ραβδόγραμμα, σύμφωνα με το παρακάτω υπόδειγμα (Εικόνα 9.2). Το τμήμα των θετικών τιμών του άξονα Ψ παριστά το μήκος του βλαστού, ενώ το τμήμα των αρνητικών τιμών το μήκος της ρίζας. Τα κάθετα ευθύγραμμα τμήματα στα άκρα των ορθογώνιων παριστούν τα αντίστοιχα S.E.

				Εικόνα 9.2 Η επίδραση των φωτεινών συνθηκών στην ανάπτυξη του βλαστού και της ρίζας αρτιβλάστων ντομάτας.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 10

				Άσκηση: Φυτοορμόνες και φυτική αύξηση 

				Σύνοψη

				Μελέτη της δράσης του GA3 στην προώθηση της επιμήκυνσης του υποκοτυλίου του μαρουλιού και της δράσης του 2,4-D στην αναστολή της επιμήκυνσης της ρίζας του αγγουριού.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Οι ουσίες που είναι πλατιά γνωστές ως φυτικές ορμόνες (plant hormones) ή φυτοορμόνες (phytohormones), έχει εδώ και αρκετά χρόνια επικρατήσει να ονομάζονται φυτοαυξητικές ουσίες (plant growth substances) ή λιγότερο συχνά, φυτοαυξητικοί ρυθμιστές (plant growth regulators). Οι δύο τελευταίοι όροι περιλαμβάνουν τόσο τις ενδογενείς (που παράγονται δηλαδή από το ίδιο το φυτό), όσο και τις συνθετικές ουσίες (που έχουν συνήθως, αλλά όχι πάντα, ανάλογη χημική σύσταση με τις ενδογενείς και προκαλούν παρόμοιες αντιδράσεις).

				10.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Οι ενδογενείς φυτοαυξητικές ουσίες είναι οργανικές χημικές ουσίες που παράγονται μέσα στα φυτά και ρυθμίζουν την ανάπτυξή τους ποσοτικά (προωθώντας ή αναστέλλοντας την αύξηση) αλλά και ποιοτικά (επιτρέποντας ή εμποδίζοντας κάποιο πρότυπο διαφοροποίησης). Οι ουσίες αυτές βρίσκονται σε χαμηλές συγκεντρώσεις και η επίδρασή τους εκδηλώνεται συνήθως σε σημεία διαφορετικά από την περιοχή όπου συντίθενται (Torrey 1976, Davies & Zhang 1991, Bialek et al. 1992, Gan & Amasino 1995, Abel & Theologis 1996, Hedden & Kamiya 1997, Kende & Zeevaart 1997, Doussi & Thanos 2002, Davies 2013). Παράδειγμα ποιοτικής (μορφογενετικής) δράσης είναι η προώθηση της φύτρωσης φωτοευαίσθητων αχαινίων μαρουλιού από τις γιββερελλίνες, ενώ παραδείγματα ποσοτικής δράσης θα εξεταστούν στην άσκηση αυτή.

				Οι φυτοαυξητικές ουσίες ταξινομούνται ανάλογα με τη χημική τους σύσταση και τη φυσιολογική τους δράση σε 5 κατηγορίες: αυξίνες, γιββερελλίνες, κυτοκινίνες, αναστολείς και αιθυλένιο. Αντιπρόσωποι των δύο πρώτων ομάδων θα χρησιμοποιηθούν στην άσκηση αυτή και συγκεκριμένα το γιββερελλικό οξύ (GA3) και το 2,4- διχλωροφαινοξυ- οξικό οξύ (2,4-D). Το GA3 είναι η πιο συχνά και σε μεγαλύτερη ποσότητα απαντώμενη ενδογενής γιββερελλίνη. Το 2,4-D, αντίθετα, είναι συνθετική φυτοαυξητική ουσία με πολλές γεωργικές εφαρμογές (π.χ. ως ισχυρό ζιζανιοκτόνο).

				Οι παράμετροι της φυτικής αύξησης είναι πολλές και ποικίλες. Μια από τις πιο απλές και εύχρηστες είναι το μήκος, ιδιαίτερα σε αξονικά όργανα ή τμήματα, όπως ο βλαστός και η ρίζα. Στην άσκηση αυτή θα μελετηθεί η δράση GA3 και 2,4-D στην επιμήκυνση του υποκοτυλίου του μαρουλιού και της κύριας ρίζας του αγγουριού, αντίστοιχα. Πιο συγκεκριμένα, θα εξεταστεί η διαφορετική δράση των δύο φυτοαυξητικών ουσιών σε συνάρτηση με τη συγκέντρωσή τους. Η καλλιεργητική ποικιλία Romana του μαρουλιού είναι σκοτοφυτρωτική (αντίθετα προς τα Grand Rapids), όμως η χορήγηση γιββερελλινών επιταχύνει το τάχος της φύτρωσης γι’ αυτό και το GA3 δίδεται στα αρτίβλαστα και όχι στην αρχή της διάβρεξης των αχαινίων. Το 2,4- D, αντίθετα, δεν επιδρά στη φύτρωση του αγγουριού και έτσι χορηγείται με την έναρξη της διάβρεξης των σπερμάτων. Ας σημειωθεί, τέλος, ότι παρόλο που το 2,4-D ανήκει στις αυξίνες (δηλ. στους αυξητικούς προωθητές) η συγκεκριμένη δράση του στην επιμήκυνση της κύριας ρίζας είναι ανασταλτική.
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				10.2. Πειραματικό μέρος

				10.2.1. Υλικά

				Αρτίβλαστα (1-2 ημερών) μαρουλιού (Lactuca sativa cv. Romana), 

				σπέρματα αγγουριού (Cucumis sativus cv. Καλυβιώτικο), 

				5 τρυβλία Petri διαμέτρου 7 cm, 

				5 τρυβλία Petri διαμέτρου 10 cm, 

				3 σιφώνια των 10 ml, 

				σπάτουλα, 

				λαβίδα, 

				μαρκαδόρος ή υαλογράφος,

				υποδεκάμετρο, 

				2 φωτοστεγή μεταλλικά κουτιά. 

				υδατικά διαλύματα GA3 0.1, 1, 10 και 100 ppm, 

				υδατικά διαλύματα 2,4-D 0.01, 0.1, 1 και 10 ppm.

				10.2.2. Πειραματική διαδικασία

				1. Στα 5 μικρά (7 cm) τρυβλία Petri τοποθετήστε 3 mL H2O (στο πρώτο) και ανά 3 mL GA3 από κάθε συγκέντρωση (αρχίζοντας πάντοτε από τη μικρότερη). Προσθέστε 2 φύλλα διηθητικού χαρτιού στο κάθε Petri και σημειώστε με μαρκαδόρο τη συγκέντρωση του GA3.

				2. Με τη σπάτουλα (ή τη λαβίδα) μεταφέρετε 20 αρτίβλαστα μαρουλιού σε κάθε Ρetri, κατανέμοντάς τα ομοιόμορφα. Τα αρτίβλαστα που θα διαλέξετε για όλο το πείραμα, θα πρέπει να βρίσκονται όλα σε παρόμοιο στάδιο αύξησης και σε καμιά περίπτωση το μήκος του ριζιδίου να μην ξεπερνά τα 5 mm. Μεγάλη προσοχή χρειάζεται, επίσης, κατά τη μεταφορά ώστε να μην τραυματιστούν τα αρτίβλαστα.

				3. Τοποθετήστε τα 5 Petri στο μεταλλικό κουτί, σημειώστε με το μαρκαδόρο τον αριθμό της ομάδας και την ημερομηνία και μεταφέρετε το κουτί στο αντίστοιχο ντουλάπι του σκοτεινού θαλάμου (θερμοκρασία: 25oC).

				4. Στα 5 μεγάλα (10 cm) τρυβλία Petri τοποθετήστε 5 mL H2O (στο πρώτο) και ανά 5 mL 2,4-D από κάθε συγκέντρωση (ξεκινήστε πάλι από τη μικρότερη). Προσθέστε 2 φύλλα διηθητικού χαρτιού στο κάθε Petri και σημειώστε με μαρκαδόρο τη συγκέντρωση του 2,4-D.

				5. Τοποθετήστε ομοιόμορφα 15 σπέρματα αγγουριού σε κάθε Petri, βάλτε όλα τα Petri σε μεταλλικό κουτί και σημειώστε τον αριθμό της ομάδας και την ημερομηνία. Τέλος, μεταφέρετε το κουτί στο αντίστοιχο ντουλάπι του σκοτεινού θαλάμου.

				6. Μετά από 3 ημέρες μετρήστε (σε mm) 

				α) το μήκος του υποκοτυλίου στα δείγματα του μαρουλιού και 

				β) το μήκος της κύριας ρίζας στα δείγματα του αγγουριού.
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				Εικόνα 10.1 Φυτάρια αγγουριού σε τρυβλίο Petri.

				10.3. Αποτελέσματα

				1. Από τα δεδομένα του πρώτου πειράματος να συμπληρωθεί ο παρακάτω πίνακας. Οι στήλες αφορούν στις συγκεντρώσεις GΑ3, ενώ οι 20 γραμμές τα μήκη του υποκοτυλίου σε κάθε φυτάριο του δείγματος. Στην 21η γραμμή να υπολογίσετε τους μέσους όρους (m) για κάθε δείγμα και στην 22η το τυπικό σφάλμα του μέσου όρου (S.E., standard error), σύμφωνα με τον τύπο S.E.=s/√n (όπου s η τυπική απόκλιση του δείγματος και n το μέγεθος του δείγματος, στην προκειμένη περίπτωση n=20). Τέλος, στην 23η γραμμή να υπολογίσετε την % προωθητική δράση κάθε συγκέντρωσης GA3 σε σχέση με το μέσο όρο του δείγματος-μάρτυρα.
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				Πίνακας 10.1 Το μήκος του υποκοτυλίου αρτιβλάστων μαρουλιού σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις διαλύματος γιββερελλικού οξέος.

				2. Στη συνέχεια θα κατασκευάσετε δύο διαγράμματα της δράσης του GA3 στην αύξηση του υποκοτυλίου του μαρουλιού. Στο πρώτο διάγραμμα ως άξονας των Χ θα είναι η συγκέντρωση του GΑ3 (λογαριθμικά) και ως άξονας των Ψ το μέσο μήκος του υποκοτυλίου. Το τυπικό σφάλμα κάθε μέσου θα παρασταθεί με κατακόρυφο ευθύγραμμο τμήμα, πάνω και κάτω από το σημείο. Το μέσο μήκος των υποκοτυλίων στην περίπτωση του μάρτυρα (H2O) να απεικονιστεί στο διάγραμμα με μία ευθεία. Στο δεύτερο διάγραμμα, ο άξονας των Χ θα είναι ο ίδιος αλλά στον άξονα των Ψ θα είναι η % αύξηση του μήκους σε σχέση με το δείγμα-μάρτυρα. Δηλαδή, θα παρασταθούν γραφικά οι τιμές της 23ης γραμμής του σχετικού πίνακα (προσοχή για την περίπτωση αρνητικών τιμών). Με βάση τα δεδομένα των διαγραμμάτων θα καταλήξετε σε συμπεράσματα για τη δράση του GΑ3.

				
					[image: ]
				

			

		

	
		
			
				91

			

		

		
			
				Εικόνα 10.2 Μεταβολή του μήκους του υποκοτυλίου φυταρίων μαρουλιού σε συνάρτηση με τη συγκέντρωση διαλύματος γιββερελλικού οξέος.

				Εικόνα 10.3 Η ποσοστιαία (%) προωθητική δράση του γιββερελλικού οξέος στο μήκος του υποκοτυλίου φυταρίων μαρουλιού.
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				3. Στο δεύτερο τμήμα της άσκησης θα πρέπει αρχικά να καταγράψετε τις τυχόν μορφολογικές διαφορές στην ανάπτυξη της ρίζας ανάμεσα στα δείγματα του H2Ο και των συγκεντρώσεων του 2,4-D. Στη συνέχεια να συμπληρωθεί ο παρακάτω πίνακας. Οι 5 στήλες αφορούν στο H2Ο και τις συγκεντρώσεις 2,4-D, ενώ οι 15 γραμμές το μήκος της ρίζας σε κάθε φυτάριο του δείγματος. Ενδεχόμενα, ένας ελάχιστος αριθμός σπερμάτων να μη φυτρώσει οπότε το αντίστοιχο δείγμα δεν θα έχει n=15 αλλά θα μειωθεί ανάλογα. Η 16η, 17η και 18η γραμμή του πίνακα θα συμπληρωθεί όπως στον πίνακα της δράσης του GA3, με τη διαφορά ότι η εκατοστιαία δράση θα αναφέρεται στην αναστολή της επιμήκυνσης της ρίζας (οπότε θα έχετε θετικά ποσοστά).

				Πίνακας 10.2 Το μήκος της ρίζας αρτιβλάστων αγγουριού σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις διαλύματος 2,4-D.
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				4. Τέλος, θα κατασκευάσετε πάλι 2 διαγράμματα (Εικόνες 10.4 και 10.5) όπως και προηγούμενα (στην παράγραφο 2) και θα συνοψίσετε τα τελικά σας συμπεράσματα για τη δράση του 2,4-D.

				Εικόνα 10.4 Η μεταβολή του μήκους της ρίζας φυταρίων αγγουριού σε συνάρτηση με τη συγκέντρωση διαλύματος 2,4-D.

				Εικόνα 10.5 Η ποσοστιαία (%) ανασταλτική δράση του 2,4-D στο μήκος της ρίζας του αγγουριού.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 11

				Άσκηση: Φωτοτροπισμός

				Σύνοψη, Προαπαιτούμενη γνώση

				Εξάρτηση της φωτοτροπικής κύρτωσης αρτιβλάστων από την ποιότητα του φωτεινού ερεθίσματος. Εντοπισμός της θέσης πρόσληψης του ερεθίσματος σε αρτίβλαστα.

				11.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Ο φωτοτροπισμός αναφέρεται στη δημιουργία κύρτωσης σε ένα φυτό εξ’ αιτίας διαφορών στη φωτεινή ένταση που το περιβάλλει. Η φωτοτροπική αντίδραση μπορεί να είναι θετική (αύξηση προς την κατεύθυνση του φωτός) και έχει παρατηρηθεί τόσο στα ανώτερα φυτά όσο και σε ορισμένα φύκη και μύκητες (Kimura & Kagawa 2006, Holland et al. 2009). Η πρωταρχική προσαρμοστική λειτουργία του φωτοτροπισμού στα ανώτερα φυτά είναι να προσανατολίζει τα φυτικά όργανα όπως φύλλα και βλαστούς προς το φως, επιτρέποντας έτσι τη μεγαλύτερη δυνατή πρόσληψη φωτός για τη φωτοσύνθεση (Whippo & Hangarter 2006).

				Στην άσκηση αυτή θα εξετασθεί η ικανότητα διαφόρων τμημάτων του ορατού φάσματος (κυανό και ανοικτό ερυθρό) στην πρόκληση φωτοτροπικής κύρτωσης καθώς και η θέση της πρόσληψης του φωτεινού ερεθίσματος με κάλυψη του ακραίου ή του κατώτερου τμήματος του κολεοπτίλου του καλαμποκιού.

				11.2. Πειραματικό μέρος

				11.2.1. Υλικά

				Αρτίβλαστα καλαμποκιού (Zea mays) ηλικίας 3 ημερών (6 λεκανάκια των 16 φυτών).

				2 τρίχωροι θάλαμοι φωτοτροπισμού (Α και Β).

				Φωτεινές πηγές λευκού φωτός φθορισμού.

				Αλουμινόχαρτο.

				11.2.2. Διεξαγωγή του πειράματος 

				Πηγαίνετε στον Σκοτεινό Θάλαμο και εργαστείτε σύμφωνα με τις οδηγίες που ακολουθούν:

				Στο χώρο με το αδιαφανές «φίλτρο» (χώρος 1) του θαλάμου Α τοποθετήστε ένα λεκανάκι με αρτίβλαστα καλαμποκιού και κλείστε με το αδιαφανές «φίλτρο» (μάρτυρας σκοταδιού).

				Στο χώρο με το κυανό «φίλτρο» (χώρος 2) του θαλάμου Α τοποθετήστε ένα λεκανάκι και κλείστε με το κυανό «φίλτρο» (Ahmad et al. 1998, Christie 2008).

				Στο χώρο με το φίλτρο ανοικτού ερυθρού φωτός (χώρος 3) του θαλάμου A τοποθετήστε ένα λεκανάκι και κλείστε με το φίλτρο ανοικτού ερυθρού φωτός.

				Στο χώρο 1 με διαφανές φίλτρο του θαλάμου B τοποθετήστε ένα λεκανάκι και κλείστε με το διαφανές φίλτρο.

				Στο χώρο 2 με διαφανές φίλτρο του θαλάμου Β τοποθετήστε ένα λεκανάκι στα αρτίβλαστα του 
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				οποίου έχετε καλύψει το ανώτερο μισό με αλουμινόχαρτο και κλείστε με το διαφανές φίλτρο (Yamamoto et al. 2014).

				Στο χώρο 3 με διαφανές φίλτρο του θαλάμου Β τοποθετήστε ένα λεκανάκι στα αρτίβλαστα του οποίου έχετε καλύψει το κατώτερο μισό με αλουμινόχαρτο και κλείστε με το διαφανές φίλτρο (Yamamoto et al. 2014).

				Μεταφέρετε τους 2 θαλάμους φωτοτροπισμού στην κύρια αίθουσα των ασκήσεων και τοποθετείστε τους στο κατάλληλο ντουλάπι.

				Μετά από 20 περίπου ώρες αποτυπώστε σε χαρτί την πλάγια όψη των φυτών σε κάθε ομάδα και μετρήστε τη γωνία κύρτωσης με ένα μοιρογνωμόνιο.
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				11.3. Αποτελέσματα

				Συμπληρώστε τον Πίνακα 11.1 με τις επί μέρους τιμές της γωνίας κύρτωσης, τον μέσο όρο (m) και το τυπικό σφάλμα (Standard Error: S.E.) για κάθε μεταχείριση.

				Πίνακας 11.1 Η γωνία της κύρτωσης αρτιβλάστων καλαμποκιού κάτω από διάφορες συνθήκες μονοχρωματικού φωτισμού και κάλυψης του αρτιβλάστου.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 12 

				Άσκηση: Γήρανση των φύλλων 

				Σύνοψη

				Το κεφάλαιο αυτό αναφέρεται στους μηχανισμούς που συμμετέχουν στη γήρανση των φύλλων. Η άσκηση που προτείνεται περιλαμβάνει δύο πειράματα, με φυτικό υλικό ολόκληρα φυτά φασολιάς (Phaseolus vulgaris L.) και αρτίβλαστα σιταριού (Triticum sp.) αντίστοιχα, για τη μελέτη της γήρανσης των φύλλων: α) υπό την επίδραση ορμονών (π.χ. βενζυλαμινοπουρίνη) και β) υπό την επίδραση διαφορετικής συγκέντρωσης θρεπτικών συστατικών. 

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Taiz Lincoln & Zeiger Eduardo (2011) Φυσιολογία Φυτών: ΚΕΦΑΛΑΙΟ 24. Aθήνα, Utopia Publishing.

				Raven Peter, Evert Ray, & Eichhorn Susan (2014) Βιολογία των Φυτών. Αθήνα, Utopia Publishing.

				12.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Παρόλο που διαδικασίες που σχετίζονται με τη γήρανση στα φύλλα (όπως η απώλεια της ακεραιότητας της κυτταρικής μεμβράνης, η αποικοδόμηση των πρωτεϊνικών συστατικών των θυλακοειδών, η μείωση της σύνθεσης του mRNA και της πρωτεϊνοσύνθεσης) έχουν μελετηθεί, οι μεταβολές που πυροδοτούν την έναρξη της γήρανσης των φυτικών ιστών εξακολουθούν να είναι ακόμη ένα αναπάντητο και πολύ σύγχρονο ερευνητικό αντικείμενο μελέτης. Στα φύλλα, κατά τη φάση της γήρανσης, πραγματοποιούνται καταβολικές διεργασίες, οι οποίες προϋποθέτουν τη σύνθεση υδρολυτικών και άλλων ενζύμων που αποικοδομούν τη χλωροφύλλη. Επίσης, ορμονικές αλληλεπιδράσεις είναι υπεύθυνες για την έναρξη της γήρανσης. Κυτοκινίνες (όπως η βενζυλαμινοπουρίνη) και πολυαμίνες (όπως η σπερμιδίνη) καθυστερούν τη γήρανση στα φύλλα. Πολλοί παράγοντες ενδογενείς (από το φυτικό σώμα) και εξωγενείς (από το περιβάλλον) μπορεί με τη συνέργειά τους να προκαλέσουν γήρανση των φύλλων (Rhizopoulou et al. 1991, Tuba et al. 1996, Jiménez et al. 1999, Peñuelas & Inoue 1999, Mendes et al. 2001, Munné-Bosch & Alegre 2004, Hörtensteiner 2006, Manetas 2006, Archetti et al. 2009, Gaff & Oliver 2013). 

				Η γήρανση των φύλλων αναγνωρίζεται εύκολα από την απώλεια του πράσινου χρώματος, το οποίο συνοδεύεται από ελάττωση της συσσώρευσης χλωροφυλλών και καταστροφή των χλωροπλαστών (βλ. Εικόνα 12.1). Μακροσκοπικά (ή στο ύπαιθρο) παρατηρούνται χρυσοκίτρινα και ερυθρά φύλλα εκεί όπου ήταν πράσινο το φύλλωμα. Ενδεχομένως, πρόκειται για φυσιολογική γήρανση των ιστών, αλλά μπορεί να είναι και αποτέλεσμα της έλλειψης θρεπτικών στοιχείων (μαγνησίου, αζώτου). 
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				Εικόνα 12.1 Φύλλα κουμαριάς σε διαφορετικό στάδιο ανάπτυξης..

				Το φθινόπωρο τα φύλλα των φυλλοβόλων δέντρων χάνουν το πράσινο χρώμα τους, ταυτόχρονα με την ελάττωση του μήκους της ημέρας και την πτώση της θερμοκρασίας. Τα φύλλα πάλι ορισμένων φυτών χάνουν το πράσινο χρώμα τους όταν ωριμάζουν οι καρποί. Το φαινόμενο υποδηλώνει συσχέτιση της ωρίμανσης και της γήρανσης με τον μεταβολισμό και τη μεταφορά θρεπτικών συστατικών. Σε άλλα φυτά η γήρανση των φύλλων συμβαίνει παράλληλα με την ανάπτυξη των νεαρών φύλλων (ανεξάρτητα από την ηλικία του φυτού). 

				12.2. Πειραματικό μέρος

				Η άσκηση περιλαμβάνει δύο πειράματα για τη μελέτη μηχανισμών που συμμετέχουν στη γήρανση των φύλλων: α) υπό την επίδραση ορμονών (κινητίνη και βενζυλαμινοπουρίνη) και β) υπό την επίδραση διαφορετικής συγκέντρωσης θρεπτικών συστατικών. 

				12.2.1. Πείραμα Ι 

				Το πρώτο πείραμα αφορά την παρατήρηση της γήρανσης των φύλλων σε ολόκληρα φυτά φασολιάς (Phaseolus vulgaris L., Φασίολος ο κοινός).

				12.2.1.1. Υλικά

				Για το πείραμα απαιτείται φυτικό υλικό από αρτίβλαστα φασολιάς τεσσάρων εβδομάδων.

				Στα υλικά, επίσης, περιλαμβάνονται ξυραφάκια και τα εξής διαλύματα: 

				6-βενζυλαμινοπουρίνη 0,1 mM

				αιθυλένιο [(10 mL L-1), π.χ. Εthuel ή Azetil που περιέχει 5% αιθυλένιο (1,000 μl L-1)].

				12.2.1.2. Διεξαγωγή του πειράματος

				Τα φυτά φασολιάς που θα χρησιμοποιηθούν στο πείραμα έχουν αναπτυχθεί: α) σε συνθήκες όπου υπάρχει συγκέντρωση όλων των θρεπτικών συστατικών (πλήρες θρεπτικό διάλυμα, βλέπε άσκηση Κεφαλαίου 1) και 
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				β) σε συνθήκες με συγκέντρωση θρεπτικών συστατικών μικρότερη κατά 1/3 από ό,τι στο πλήρες θρεπτικό διάλυμα. Στη δεύτερη περίπτωση αναμένεται τα γερασμένα φύλλα να εμφανίσουν μια υποκίτρινη χροιά. Η μεταβολή στο πράσινο χρώμα των φύλλων θα εκφραστεί με μετρήσεις των χρωστικών των πλαστιδίων (βλ. μεθοδολογία της άσκησης του Κεφαλαίου 2).

				Σε τέσσερα φυτά φασολιάς, μία εβδομάδα πριν από τις τελικές μετρήσεις, θα γίνουν τα εξής: 

				Φυτό Ι: Φυτό-μάρτυρας (ουδεμία επέμβαση).

				Φυτό ΙΙ: Επάλειψη των φύλλων με 0,2 mM 6-βενζυλαμινοπουρίνη.

				Φυτό ΙΙΙ: Αποκοπή των ώριμων φύλλων. Παραμένουν στους βλαστούς μόνο τα αναπτυσσόμενα φύλλα που είτε υπάρχουν ήδη είτε θα αναπτυχθούν κατά την πορεία του πειράματος.

				Φυτό IV: Επάλειψη ή ψεκασμός όλων των φύλλων με ουσία εμπορίου που περιέχει αιθυλένιο.

				12.2.1.3. Αποτελέσματα 

				Να αναφέρετε τα αποτελέσματα των πειραμάτων στον Πίνακα 12.1 που ακολουθεί:

				Πίνακας 12.1 Περιγραφή παρατηρήσεων

				12.2.2. Πείραμα ΙI 

				12.2.2.1. Υλικά

				Το φυτικό υλικό του πειράματος περιλαμβάνει αρτίβλαστα σιταριού επτά ημερών. Επίσης, απαιτούνται δοχεία ζέσεως (25 mL) και parafilm, καθώς και διάλυμα κινητίνης 0,1 mM. 
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				Εικόνα 12.2 Σιτάρι (Flora Graeca Sipthorpiana, 19oς αιώνας).

				12.2.2.2. Διεξαγωγή του πειράματος

				Η γήρανση των φύλλων θα παρατηρηθεί σε φύλλα σιταριού (Triticum sp.), που θα τοποθετηθούν σε μικρά δοχεία ζέσεως (25 mL), τα οποία περιέχουν ήδη απεσταγμένο νερό και κινητίνη. Παρατηρήσεις για την αλλαγή στο χρώμα των φύλλων (βλ. Εικόνα 12.2) θα γίνονται δύο φορές την εβδομάδα, για δύο εβδομάδες. 

				Αρχικά, βάζετε ετικέτες στα δύο μικρά δοχεία (α) και (β) και προσθέτετε 5 ml απεσταγμένο νερό στο δοχείο (α) και 0,1 mM κινητίνη στο δοχείο (β). Κόβετε φύλλα σιταριού σε λωρίδες μήκους 5 cm το καθένα και τοποθετείτε όρθιες τρεις λωρίδες φύλλων σε κάθε δοχείο, με την επιφάνεια τομής να βρίσκεται μέσα στο υγρό. Τα δοχεία φυλάσσονται στο σκοτάδι σε θερμοκρασία δωματίου. Αναπληρώνετε το διάλυμα με απεσταγμένο νερό ή την κατάλληλη συγκέντρωση κινητίνης, όταν παρατηρείτε ελάττωση του επιπέδου του υγρού στο δοχείο. 

				Τα φύλλα που έχουν τοποθετηθεί σε απεσταγμένο νερό θα αρχίσουν να δείχνουν σημάδια γήρανσης σε 3-4 μέρες, ενώ αυτά που έχουν τοποθετηθεί στο διάλυμα κινητίνης θα παραμένουν πράσινα (στο ίδιο χρονικό διάστημα). Μακροσκοπικά εξετάζουμε τα φύλλα δύο φορές, ανά τρεις ημέρες (συνολικός χρόνος παρατήρησης επτά ημέρες). Η μεταβολή στο χρώμα των φύλλων θα εκφραστεί με μετρήσεις των χρωστικών των πλαστιδίων (βλ. άσκηση Κεφαλαίου 2).

				12.2.3. Ερωτήσεις 

				Με βάση τις παρατηρήσεις σας από τα δύο παραπάνω πειράματα απαντήστε στις παρακάτω ερωτήσεις:

				Μπορεί η κυτοκινίνη να ενισχύσει ένα φύλλο που γηράσκει, ενώ έχει ήδη αρχίσει η διαδικασία της γήρανσης;

				Για ποιο λόγο τα κομμένα φύλλα αναμένεται να γεράσουν πιο σύντομα από τα φύλλα που βρίσκονται ακόμα επάνω στο βλαστό;

				Σε πόσο χρονικό διάστημα θα είναι γερασμένα όλα τα φύλλα του μικρού φυτού φασολιάς.
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				Σε ποιες από τις φωτοσυνθετικές χρωστικές παρατηρήσατε τις μέγιστες και τις ελάχιστες μεταβολές στη συγκέντρωση τους στα φύλλα σιταριού και φασολιάς; Εξηγήστε τους λόγους για τους οποίους συμβαίνει αυτό.

				Υπερσύνδεσμοι

				1. Fall foliage and how it happens: https://www.youtube.com/watch?v=tru_SV32wbw

				2. Leaf abscission and senescence: https://www.youtube.com/watch?v=L9I0hlSaARc

				3. Time for me to leaf: Tree chlorophyll chromatography: https://www.youtube.com/watch?v=_v6_5Zxdb68
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				Rhizopoulou S, Meletiou-Christou MS, Diamantoglou S. 1991. Water relations for sun and shade leaves of four Mediterranean evergreen sclerophylls. Journal of Experimental Botany 42: 627‒635.
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 13

				Άσκηση: Bιομιμητική φυτών

				Σύνοψη

				Το επίκαιρο, επιστημονικό πεδίο της βιομιμητικής προωθεί την διεπιστημονική προσέγγιση και λύση σύγχρονων προβλημάτων, σύμφωνα με δεδομένα από τη φύση. Σκοπός είναι η ανάδειξη της σημασίας της δομής και της λειτουργίας που παρατηρούνται σε φυτά, της μίμησης αυτών των φυσικών ιδιοτήτων και της βοήθειας που μπορεί να προσφέρει η ενσωμάτωση της πληροφορίας που προέρχεται από φυτικούς ιστούς (από τη φύση) σε καινοτόμες εφαρμογές και ανθρωπογενείς δράσεις και ενδεχομένως επεμβάσεις στο περιβάλλον.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Ο σύγχρονος τρόπος ζωής του ανθρώπου βρίσκεται αντιμέτωπος με την κλιματική αλλαγή και πολλές κοινωνίες αποβλέπουν στην ελάττωση της ενέργειας που καταναλώνεται. Η νανοτεχνολογία υπόσχεται (με βάση τα μέχρι στιγμής επιτεύγματα) να βοηθήσει στην κατεύθυνση αυτή. Ένας κλάδος της νανοτεχολογίας σχετίζεται με τη δημιουργία νέων δομικών υλικών με βάση την πετυχημένη επιβίωση των φυτικών δομών. Η σύγχρονη κοσμετολογία, η ιατρική, η αρχιτεκτονική, η τέχνη και η επιστήμη του διαστήματος και άλλες επιστημονικές εξειδικεύσεις αποβλέπουν σε ανάλογα αποτελέσματα (βλ. Υπερσύνδεσμο: Plant power). Ήδη στον ημερήσιο τύπο ανακοινώνονται δράσεις που αφορούν σε νέα υλικά με υδρόφοβες ιδιότητες που βασίζονται σε ιδιότητες επιφανειών των φύλλων των φυτών. Επίσης, κατασκευάζονται καλλυντικά με αντηλιακά φίλτρα, με βάση ερευνητικές μελέτες από τις οποίες αποκαλύφθηκε η ικανότητα των πετάλων των λουλουδιών ορισμένων φυτών να αντανακλούν την υπεριώδη ακτινοβολία (UV). Σύμφωνα με παρατηρήσεις ηλεκτρονιογραφιών, διαπιστώθηκε η ύπαρξη κηρών στην επιφάνεια των επιδερμικών κυττάρων των πετάλων. Οι κηροί θεωρούνται σημαντικοί για τις υδρόφοβες ιδιότητες και την απώθηση της υπεριώδους αντινοβολίας (ώστε να μην εισέλθει στα κύτταρα). Όλα τα προαναφερθέντα αφορούν βιομιμητικές ιδιότητες έμβιων φυτικών δομών και σχετίζονται και με οπτικές ιδιότητες των φυτικών ιστών. Η βιομιμητική των φυτικών ιστών (μετά από την αποκάλυψη των εξαιρετικών ιδιοτήτων τους στο εργαστήριο) είναι μια ταχύτατα αναπτυσσόμενη εξειδίκευση σε ερευνητικά κέντρα αριστείας.

				13.1. Θεωρητικό υπόβαθρο

				Πρόσφατα επιτεύγματα της νανοτεχνολογίας βασίστηκαν σε δομικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά των φυτών που χρησιμοποιήθηκαν, όπως αποδεικνύεται από τα φύλλα (Εικόνα 13.1) του αυτοκρατορικού, ιερού λωτού Nelumbo nuccifera (Zorba et al. 2008, Stratakis et al. 2009) και τα πέταλα του άνθους τριανταφυλλιάς (Feng et al. 2008, Yeh 2014). Επίσης, φαινόμενα υδρόφοβων επιφανειών είναι πλέον γνωστά ως «the lotus effect» (βλ. Υπερσύνδεσμος The lotus effect - Ask nature) και «the petal effect» (βλ. Bhushan & Nosonovsky 2010, Yeh et al. 2014). Τα φυτά που είναι ακίνητα αποκρίνονται σε πιέσεις από το φυσικό περιβάλλον (αβιοτική και βιοτική καταπόνηση, ρύπανση, μικροοργανισμούς κ.α.) με προσαρμοστικούς μηχανισμούς (Vukusic & Sambles 2003, Gkikas et al. 2015). Μελετώντας τις μικρο-δομές που συμβάλλουν στη δημιουργία προσαρμοστικών δομικών στοιχείων σε φυτικούς ιστούς φαίνεται να προκύπτουν πρωτότυπες ιδέες για τη δημιουργία τεχνητών υλικών με ανάλογες με τα φυτά ιδιότητες, χρήσιμες για την ανθρώπινη δραστηριότητα (Gröning 2005, Whiteny & Glover 2007, Arnold et al. 2008, Rhizopoulou et al. 2008, Koukos et al. 2015). 
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				Τα φυτά προϋπάρχουν του ανθρώπου σε μια πορεία εκατομμυρίων ετών εξέλιξης και φυσικής επιλογής και έχουν εκτιθέμενες επιφάνειες στο αβιοτικό περιβάλλον εδώ και εκατομμύρια χρόνια, πολύ πριν από τη συνάντησή τους με την τεχνολογία (βλ. και Υπερσύνδεσμο: Flower power).

				Σκοπός της εργαστηριακής άσκησης είναι η αποτύπωση και η εκτίμηση της παρουσίας των χρωστικών φυτικών ιστών και των εξωκυτταρικών δομών, δηλαδή του μικροαναγλύφου των άνω και κάτω επιφανειών φύλλων ή πετάλων των λουλουδιών με υδρόφοβες ιδιότητες, σύμφωνα με ιεραρχικά καθορισμένες δομές (Kolyva et al. 2012, Koukos et al. 2015). Η μελέτη των επιφανειών μπορεί να καθοδηγήσει την κατασκευή πρωτότυπων τεχνητών υλικών με επιθυμητές προδιαγραφές, το οποίο είναι και το ζητούμενο από τη σύγχρονη νανοτεχνολογία που αναζητά (διαρκώς) νέα υλικά (καινοτομίας). Προαπαιτήσεις της δημιουργίας υλικών είναι η μελέτη και ο έλεγχος συγκεκριμένων ιδιοτήτων π.χ. υδρόφοβων, υδρόφιλων, αεροδυναμικών, ελαστικών, αυτοκαθαρισμού της ύλης (Εικόνα 13.1).

				Εικόνα 13.1 Δομικά χαρακτηριστικά (a, b) της άνω επιφάνειας φύλλων του Nelumbo nuccifera (c) η συλλογή των οποίων έγινε στο ύπαιθρο (στον Βοτανικό Κήπο Ιουλίας και Αλεξάνδρου Διομήδη), και δημιουργία ανάλογων δομικών χαρακτηριστικών (d, e) στο εργαστήριο (στο Ινστιτούτο Ηλεκτρονικής Δομής και Laser, ΙΤΕ, Ηράκλειο, Κρήτη) με απώτερο σκοπό την κατασκευή υδρόφοβων επιφανειών (f). Δημοσιευμένα αποτελέσματα από την εργασία των Stratakis E, Zorba V, Barberoglou M, Spanakis E, Rhizopoulou S, Tzanetakis P, Fotakis C (2009) Laser structuring of water-repellent biomimetic surfaces, SPIE Newsroom 10.1117/2.1200901.1441.
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				13.2. Πειραματικό μέρος

				Αντικείμενο της άσκησης είναι η μελέτη χλωροφυλλών και χρωστικών σε πέταλα ανθέων (Εικόνα 13.2). Στη βιβλιογραφία αναφέρεται ότι έχουν παρατηρηθεί μεταβολές σε δομές και στο περιεχόμενο των πλαστιδίων κατά την ανάπτυξη του άνθους (Weston & Pyke 1999) και έχει διαπιστωθεί η παρουσία χλωροφύλλης σε μη πράσινα μέρη των αναπαραγωγικών οργάνων (Aschan & Pfanz 2003, Pyke & Page 1998, Vemmos & Goldwin 1993). Επίσης, διατυπώνεται μεγάλο ενδιαφέρον για την εύρεση της εξελικτικής πορείας που οδήγησε στην (ορατή) κάλυψη της χλωροφύλλης από άλλες χρωστικές ή στην παρουσία της ως εξελικτικού καταλοίπου στα πέταλα. Πρόσφατα, σε πέταλα αποκαλύφθηκαν ιδιότητες που οφείλονται σε ιεραρχικές δομές, για την αντιμετώπιση συνθηκών από το αβιοτικό και το έμβιο περιβάλλον των ενδιαιτημάτων των φυτών. Από τη μελέτη αυτών των επιφανειών είναι δυνατόν να αντληθούν καινοτόμα αποτελέσματα, σύμφωνα με το παράδειγμα από τα πέταλα των τριαντάφυλλων που έγινε αντιληπτό και από τη νανοτεχνολογία (Feng et al. 2008). Η σύγχρονη Βιολογία των φυτών αναζητά δομές και λειτουργίες σε ένα από τα πλέον συντηρημένα τμήματα του φυτικού σώματος, δηλ. το άνθος.

				Εικόνα 13.2 Άνθος Capparis spinosa L. στη φύση (A) και τη ζωγραφική απεικόνιση (Β) (Flora Graeca Sibthorpiana, Λονδίνο, 19oς αιώνας, με την άδεια της Εθνικής Βιβλιοθήκης). Τα βέλη στις Εικόνες Α & Β υποδεικνύουν τις πράσινες περιοχές των λευκών πετάλων της κάππαρης. Τμήμα δημοσιευμένων αποτελεσμάτων από την εργασία των Chimona C, Stamellou A, Argiropoulos A, Rhizopoulou S (2012) Study of variegated and white flower petals of Capparis spinosa expanded at dusk in arid landscape,  Journal of Arid Land 4: 171–179.

				13.2.1. Άνθη με λευκά πέταλα

				Επιλογή και συλλογή πετάλων από άνθη φυτών που αναπτύσσονται στο ύπαιθρο (σημειώνεται πως τα φυτικά είδη θα διαφέρουν σύμφωνα με την εποχή διεξαγωγής της άσκησης). Βασικό κριτήριο αποτελεί το λευκό χρώμα (σύμφωνα με την ανθρώπινη αντίληψη) στα πέταλα. Μεταξύ των φυτών θα περιλαμβάνονται φυτικά είδη των οποίων τα πέταλα έχουν ήδη παρατηρηθεί να περιέχουν χλωροφύλλη ώστε να υπάρξει σύγκριση (Rhizopoulou et al. 2006, Chimona et al. 2012). Ταυτόχρονα θα παρατηρηθεί το ενδιαίτημα και η περίοδος άνθισης.

				13.2.1.1. Πειράματα στο εργαστήριο

				Με τη χρήση μεθόδων ανάλυσης που περιγράφονται στο Κεφάλαιο 2, θα μελετηθεί η παρουσία χλωροφύλλης σε πέταλα. Προσδιορισμός της κατανομής και του ρόλου των χλωροφυλλών σε πέταλα λουλουδιών. Ποιοτικά 
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				και ποσοτικά στατιστικά στοιχεία για τη μελέτη των χρωστικών των πετάλων. Ιδιαίτερη έμφαση θα δοθεί στην ενδεχόμενη ύπαρξη στομάτων στην επιδερμίδα των πετάλων.

				13.2.2. Άνθη με έγχρωμα πέταλα

				Επιλογή και συλλογή έγχρωμων πετάλων από άνθη φυτών που αναπτύσσονται στο ύπαιθρο (σημειώνεται πως τα φυτικά είδη θα διαφέρουν σύμφωνα με την εποχή διεξαγωγής της άσκησης). Το κριτήριο επιλογής αυτών των φυτών θα είναι το χρώμα των πετάλων, σύμφωνα με την ανθρώπινη αντίληψη περί χρώματος. 

				13.2.2.1. Επεξεργασία αποτελεσμάτων και βιβλιογραφική ανασκόπηση 

				Συγκριτική μελέτη των ηλετρονιογραφιών μικρο-φωτογραφιών από το ηλεκτρονικό μικροσκόποιο σάρωσης με στόχο να διαπιστωθούν χαρακτηριστικά των επιφανειών που τους προσδίδουν τις ιδιότητες που έχουν. Στη συνέχεια, με ενδελεχή βιβλιογραφική επισκόπηση, σε συνδυασμό και με το ενδιαίτημα του κάθε φυτού, θα επιχειρηθεί συσχέτιση των ιδιοτήτων των πετάλων του κάθε φυτού με το περιβάλλον στο οποίο αναπτύσσεται και την εξελικτική του ιστορία.

				13.2.2.2. Πειράματα στο εργαστήριο

				Προσδιορισμός της κατανομής και του ρόλου των χλωροφυλλών σε πέταλα λουλουδιών. Ποιοτικά και ποσοτικά στατιστικά στοιχεία για τη μελέτη των χρωστικών των πετάλων αυτοφυών μεσογειακών φυτών. Παρουσίαση διαφορών με τα φύλλα των ίδιων φυτικών ειδών. 

				13.3. Αποτελέσματα

				Παρατηρήστε και να αναφέρετε:

				Συνδυασμό παραμέτρων μίμησης από ανθικούς ιστούς (κυρίως πέταλα) με ανατομικές, δομικές και λειτουργικές ιδιότητες των ιστών (βιβλιογραφική ανασκόπηση). 

				Τον ρόλο των χλωροφυλλών σε θέματα βιομιμητικής.

				Τον ρόλο των χλωροφυλλών σε άνθη, και τη σύγκρισή τους με τις χλωροφύλλες των φύλλων του ίδιου είδους.

				Υπερσύνδεσμοι

				The lotus effect: Ask nature: http://www.asknature.org/strategy/714e970954253ace485abf1cee376ad8

				The lotus effect: https://www.youtube.com/watch?v=bFiOkxoXLic

				Superhydrophobicity - The Lotus Effect - Teach Engineering: https://www.teachengineering.org/view_lesson.php?url=collection/duk_/lessons/duk_surfacetensionunit_lessons/duk_surfacetensionunit_less4.xml

				Plant power: http://news.harvard.edu/gazette/story/2013/01/plant-power/

				Flower power: http://news.harvard.edu/gazette/story/2014/01/flower-power/
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				ΚΕΦΑΛΑΙΟ 14

				Άσκηση: Το φυτό Arabidopsis thaliana ως οργανισμός-μοντέλο στη γενετική ανάλυση

				Σύνοψη

				Στο κεφάλαιο αυτό γίνεται λόγος για τη χρησιμότητα των οργανισμών-μοντέλων στη βιολογική έρευνα. Πιο συγκεκριμένα, παρουσιάζεται το Arabidopsis thaliana ως φυτό-μοντέλο στη μοριακή και γενετική ανάλυση και οι λόγοι για τους οποίους έχει επιλεγεί έναντι άλλων φυτών. Η άσκηση που προτείνεται αφορά τη διεξαγωγή πειράματος με σκοπό την παρατήρηση και τον χαρακτηρισμό αναπτυξιακών μεταλλαγμάτων του Arabidopsis thaliana.

				Προαπαιτούμενη γνώση

				Απαιτείται εξοικείωση με τη βάση δεδομένων TAIR (The Arabidopsis Information Resource). Χρήσιμη είναι, επίσης, η ανάγνωση του άρθρου The Arabidopsis Genome Initiative (2000).

				14.1. Θεωρητικό υπόβαθρο 

				Παρότι στη Γη υπάρχουν εκατομμύρια είδη, μόνο ελάχιστα από αυτά αποτελούν αντικείμενο εντατικής βιολογικής έρευνας. Έχετε αναρωτηθεί ποτέ γιατί μόνο ένας μικρός αριθμός ειδών συγκεντρώνει την προσοχή των επιστημόνων και πώς επιλέγονται αυτά τα είδη έναντι άλλων; Λόγω των ομοιοτήτων που εμφανίζονται σε συγγενικούς οργανισμούς, οι επιστήμονες συνήθως επιλέγουν ένα μόνο είδος προκειμένου να το μελετήσουν ως αντιπροσωπευτικό μιας μεγαλύτερης ομάδας οργανισμών. Το είδος αυτό συνηθίζεται να ονομάζεται μοντέλο (model) και οι πληροφορίες που προέρχονται από τη μελέτη του είναι δυνατόν να εφαρμοστούν και στα λιγότερο ή περισσότερο συγγενικά του είδη. Η επιλογή ενός αντιπροσωπευτικού είδους ουσιαστικά βασίζεται στην ευκολία πρόσβασης στο είδος αυτό, στην ανάπτυξη και τον χειρισμό του, καθώς και στο πόσο καλά έχει μελετηθεί. Οι επιστήμονες που χρησιμοποιούν διαφορετικές προσεγγίσεις ή τεχνικές συνήθως επιλέγουν μοντέλα που παρουσιάζουν τον καλύτερο βαθμό καταλληλότητας για τον συγκεκριμένο τύπο πειραμάτων που πρόκειται να διεξαγάγουν. Για παράδειγμα, στο παρελθόν οι βιοχημικοί χρησιμοποιούσαν πολύ συχνά το σπανάκι ως μοντέλο, καθώς το φυτό αυτό ήταν πολύ εύκολο στον χειρισμό του, είχε πολύ χαμηλό κόστος και τα λεπτά τοιχώματα των κυττάρων του φύλλου μπορούν πολύ εύκολα να σπάσουν χρησιμοποιώντας ένα κοινό μπλέντερ κουζίνας (για τους ίδιους λόγους χρησιμοποιούμε και εμείς φύλλα σπανακιού σε δύο από τις ασκήσεις αυτού του εργαστηριακού οδηγού).

				Η απομόνωση και ο χαρακτηρισμός μεταλλαγμάτων αποτελεί μια σημαντική συνιστώσα της βιολογικής έρευνας. Μια μετάλλαξη σ’ ένα γονίδιο οδηγεί συνήθως στην απώλεια της λειτουργίας του προϊόντος του γονιδίου (δηλαδή της λειτουργικής πρωτεΐνης) και συχνά επιφέρει αρνητικές συνέπειες στη βιολογία του συγκεκριμένου οργανισμού. Σε μια τέτοια περίπτωση, η παρατηρούμενη ανωμαλία στο μετάλλαγμα (φαινότυπος) είναι δυνατόν να μας παράσχει πληροφορίες για τη λειτουργία της πρωτεΐνης in vivo και για τη διεργασία εκείνη στην οποία εμπλέκεται η εν λόγω πρωτεΐνη. Ίσως το πιο χαρακτηριστικό σχετικό παράδειγμα αποτελούν οι μεταλλάξεις στο γονίδιο που κωδικοποιεί τη σφαιρίνη, οι οποίες οδηγούν στην εμφάνιση της αναιμίας, δηλαδή σ’ ένα αποτέλεσμα που συνδέει την αιμοσφαιρίνη με τη λειτουργία της μεταφοράς οξυγόνου στο αίμα.
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				Επειδή κατά τη γενετική ανάλυση μεταλλαγμάτων απαιτείται μεγάλος αριθμός ατόμων και εντέλει μεγάλων πληθυσμών, καθώς και η εξέταση πολλαπλών γενεών απογόνων, είναι αναμενόμενο οργανισμοί με μικρό μέγεθος, σύντομο κύκλο ζωής και μεγάλο αριθμό απογόνων να αποτελούν ιδανικά μοντέλα μελέτης. Όπως γνωρίζετε η Drosophila melanogaster (δροσόφιλα) υιοθετήθηκε από τον Thomas Hunt Morgan ως οργανισμός-μοντέλο στη γενετική ανάλυση. Το φυτικό είδος που χρησιμοποιείται κατά κύριο λόγο στη μοριακή γενετική είναι ένα φυτό της οικογένειας Brassicaceae, το Arabidopsis thaliana (αραβίδοψη) (βλ. Εικόνα 14.1). Αντίθετα με τη δροσόφιλα, η οποία προτάθηκε και υιοθετήθηκε ως οργανισμός-μοντέλο στις αρχές του εικοστού αιώνα, το Arabidopsis άρχισε να χρησιμοποιείται ως τέτοιο σχετικά πρόσφατα (1980). Το έτος 1979 δημοσιεύθηκαν επτά εργασίες στις οποίες χρησιμοποιήθηκε το Arabidopsis ως φυτικό υλικό, ενώ όλα τα προηγούμενα έτη και μέχρι το 1978 είχαν δημοσιευθεί συνολικά 65 δημοσιεύσεις (Anderson & Roberts 1998, Meyerowitz & Somerville 1994). Στις μέρες μας, κάθε χρόνο προστίθενται αντίστοιχα στις βάσεις δεδομένων μερικές χιλιάδες δημοσιεύσεις.

				Εικόνα 14.1 Φυτό Arabidopsis thaliana, ηλικίας τεσσάρων εβδομάδων.

				To Arabidopsis προτάθηκε αρχικά ως φυτό-μοντέλο το 1943 από τον Friedrich Laibach. Παρά το γεγονός ότι πολλά από τα χαρακτηριστικά που συγκέντρωνε ήταν ιδανικά για γενετική ανάλυση, δεν έτυχε ιδιαίτερης αποδοχής από την επιστημονική κοινότητα της εποχής εκείνης λόγω της έλλειψης οικονομικής σημασίας, του μικρού μεγέθους των χρωμοσωμάτων του, τα οποία με τις διαθέσιμες μεθόδους δεν επέτρεπαν την εύκολη κυτταρολογική ανάλυση, καθώς και λόγω των δυσκολιών κατά την αναγέννηση ολόκληρων φυτών από κυτταροκαλλιέργειες σε συγκεκριμένα θρεπτικά υλικά. Ωστόσο, στις αρχές του 1980 τρία κύρια επιτεύγματα στην έρευνα του Arabidopsis αποκατέστησαν το ενδιαφέρον των επιστημόνων για το φυτό αυτό. Αρχικά, έπαιξε καθοριστικό ρόλο η δημιουργία του πρώτου γενετικού χάρτη του γονιδιώματος του Arabidopsis από τον Maarten Koornneef και τους συνεργάτες του, οι οποίοι με τη δημιουργία μεταλλάξεων εντόπισαν μεγάλο αριθμό 
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				γονιδίων, τα οποία και χαρτογράφησαν στα χρωμοσώματα. Έπειτα, ο Christopher Somerville παρουσίασε τη δυναμική και τις δυνατότητες της γενετικής ανάλυσης στα φυτά χρησιμοποιώντας μεταλλάγματα για τον χαρακτηρισμό βιοχημικών διεργασιών (π.χ. φωτοαναπνοή, βιοσύνθεση λιπιδίων). Τέλος, ο Elliot Meyerowitz και οι συνεργάτες του έδειξαν ότι η ποσότητα του DNA στο γονιδίωμα του Arabidopsis ήταν μικρότερη από κάθε άλλο φυτό, σε σχέση με τα φυτά που είχαν χαρακτηριστεί μέχρι τότε (The Arabidopsis Genome Initiative 2000). Οι παραπάνω τρεις ανακαλύψεις ώθησαν πολλούς καταξιωμένους ερευνητές να υιοθετήσουν το Arabidopsis ως μοντέλο, γεγονός που οδήγησε στην ταχύτατη συσσώρευση επιστημονικής πληροφορίας για το είδος αυτό κατά τις επόμενες δεκαετίες (Bowman 1993, Μπαρδούτσος κ.ά. 2005).

				Το Arabidopsis διαθέτει έναν αριθμό φυσικών χαρακτηριστικών που το καθιστούν εξαιρετικά ελκυστικό μεταξύ των φυτών για μοριακή γενετική ανάλυση. Είναι πάρα πολύ μικρό σε μέγεθος και μετά τη φύτρωση τα αρτίβλαστα αναπτύσσουν μία σειρά φύλλων σ’ ένα περιορισμένο τμήμα του βλαστού, που έχει ως αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας πυκνής ροζέτας (ή ρόδακα) πολύ κοντά στο χώμα. Κατά την άνθιση ο βλαστός επιμηκύνεται σημαντικά και σχηματίζονται σειρές ανθέων (ταξιανθία), καθεμία από τις οποίες ύστερα από αυτογονιμοποίηση παράγει ένα κεράτιο. Όταν τα φυτά αναπτύσσονται σε αραιή διευθέτηση, η μέγιστη διάμετρος της ροζέτας φθάνει τα 4-6 cm και η ταξιανθία τα 30-40 cm σε ύψος. Το μικρό μέγεθος των φυτών επιτρέπει την ανάπτυξή τους στο εργαστήριο σε ειδικούς θαλάμους και θερμοκήπια, καθιστώντας έτσι μη αναγκαία τη διαθεσιμότητα χωραφιών για την εκτέλεση πειραμάτων. Για παράδειγμα, χιλιάδες σπέρματα μπορούν να φυτρώσουν και τα προκύπτοντα αρτίβλαστα να αναπτυχθούν μέχρι την ανθοφορία σε συγκεκριμένα θρεπτικά υποστρώματα (ακόμη και με άγαρ σε τρυβλία διαμέτρου 8 cm), γεγονός που επιτρέπει την αξιολόγηση θρεπτικών απαιτήσεων ή την επιλογή μεταλλαγμάτων ανθεκτικών σε συγκεκριμένα χημικά.

				Σε σχέση με άλλα φυτά, ο κύκλος ζωής του Arabidopsis είναι πολύ σύντομος. Υπό κανονικές συνθήκες φωτισμού και θερμοκρασίας (100 μΕ/m2/s και 20°C), το Arabidopsis ανθίζει σ’ έναν μήνα και παράγει ώριμα σπέρματα σε δύο μήνες. Ο χρόνος αυτός μπορεί να ελαττωθεί κατά δύο εβδομάδες, αν τα φυτά αναπτυχθούν υπό συνθήκες συνεχούς φωτός.

				Η δυνατότητα αυτογονιμοποίησης και ο μεγάλος αριθμός απογόνων (>1000 σπέρματα/φυτό) απλοποιούν τις αναλύσεις κληρονομικότητας και τη διατήρηση γενετικών αποθεμάτων. Το μικρό διπλοειδές γονιδίωμα (125 Mbp) μειώνει σημαντικά τόσο την εργασία όσο και τον χρόνο που απαιτούνται για την κλωνοποίηση και μεταχείριση γονιδίων, ενώ επιπλέον ο μικρός αριθμός χρωμοσωμάτων (n=5) απλουστεύει τη γενετική χαρτογράφηση.

				Η εκθετική ανάπτυξη της έρευνας στο Arabidopsis κατά τις τρεις τελευταίες δεκαετίες έχει καταστήσει το φυτό αυτό το πιο μελετημένο είδος και οδήγησε στην ανάπτυξη αναρίθμητων τεχνικών οι οποίες με τη σειρά τους αύξησαν περισσότερο τη χρησιμότητά του στη μοριακή γενετική (Koncz et al. 1992):

				Κατά τη δεκαετία του 1990, αναπτύχθηκε μια γρήγορη και εύκολη μέθοδος για την εισαγωγή τροποποιημένων γονιδίων στο γονιδίωμα του Arabidopsis (Clough & Bent 1998). Ωστόσο, η μέθοδος αυτή δεν μπορεί να χρησιμοποιηθεί εξίσου αποτελεσματικά σε άλλα φυτικά είδη.

				Το έτος 2000, προσδιορίστηκε το πλήρες γονιδίωμα του Arabidopsis δίνοντας τεράστια ώθηση στη γονιδιωματική ανάλυση του φυτού και στον καθορισμό της λειτουργίας καθενός από τα περίπου 28.000 γονίδια που περιέχει.

				Μεταλλάξεις ένθεσης (δηλαδή μεταλλάξεις κατά τις οποίες ένα ξένο τμήμα DNA ενσωματώνεται σ’ ένα γονίδιο, οδηγώντας σε απώλεια λειτουργίας του προϊόντος) έχουν δημιουργηθεί για όλα τα γονίδια του Arabidopsis, επιτρέποντας έτσι τη λειτουργική ανάλυση οποιουδήποτε γονιδίου και καθιστώντας διαθέσιμο το γενετικό υλικό για τις επόμενες γενιές μοριακών γενετιστών.

				Στο πλαίσιο αυτής της άσκησης θα αναπτυχθούν, σε κατάλληλα θρεπτικά υλικά, φυτά Arabidopsis 
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				τα οποία προέρχονται από ένα μείγμα σπερμάτων φυτών αγρίου τύπου (wt, wild type) και εντυπωσιακών αναπτυξιακών μεταλλαγμάτων. Θα προσδιοριστεί η συχνότητα εμφάνισης των μεταλλαγμένων φυτών και ύστερα από την προσεκτική μελέτη και καταγραφή των φαινοτύπων θα περιγραφούν τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά κάθε μεταλλάγματος. Επιπλέον, οι εκπαιδευόμενοι θα εξοικειωθούν με τη βάση δεδομένων ΤΑΙR (Arabidopsis Information Resource) και τις πιο σύγχρονες πηγές του διαδικτύου, από τις οποίες μπορούν να αντλήσουν δεδομένα σε γονιδιωματικό και πρωτεομικό επίπεδο.

				14.2. Πειραματικό μέρος 

				14.2.1. Υλικά

				Τα υλικά του πειράματος περιλαμβάνουν τα εξής: 

				τρυβλία Petri,

				σωλήνες Eppendorf,

				αιθανόλη 75%,

				υδατικό διάλυμα χλωρίνης 25%,

				θρεπτικό υλικό MS/2,

				άγαρ,

				σπέρματα Arabidopsis.

				14.2.2. Διεξαγωγή πειράματος 

				Σπέρματα του φυτού Arabidopsis thaliana (αγρίου τύπου και μεταλλαγμάτων) διαμοιράζονται σε σωληνάκια Eppendorf με νερό και αφήνονται για διάβρεξη στο ψυγείο (4°C) για δύο ημέρες. Για την αποφυγή μολύνσεων τα σπέρματα αποστειρώνονται σε θάλαμο νηματικής ροής. Αρχικά, τα σπέρματα εμβαπτίζονται σε διάλυμα αιθανόλης 75% για δύο λεπτά και έπειτα σε υδατικό διάλυμα χλωρίνης 25% για τρία λεπτά (πρέπει να ανακινούνται συνεχώς τα σωληνάκια). Στη συνέχεια, τα σπέρματα ξεπλένονται 5-6 φορές με απιονισμένο νερό. Έπειτα, τοποθετούνται με βάση τις οδηγίες του υπεύθυνου σε τρυβλίο με θρεπτικό μέσο MS/2 και μεταφέρονται σε θάλαμο καλλιέργειας στους 25°C και με φωτοπερίοδο 16h φως / 8h σκοτάδι. Σε δύο εβδομάδες μεμονωμένα φυτά φυτεύονται σε γλαστράκια με χώμα, αναπτύσσονται στις ίδιες συνθήκες και ποτίζονται κάθε δύο ημέρες.

				Παρατηρήστε την ανάπτυξη των φυτών σε εβδομαδιαία βάση. Εντοπίστε τα μεταλλάγματα και συγκρίνετε τους φαινότυπους με τα φυτά αγρίου τύπου, καταγράφοντας κάθε εβδομάδα τις παρατηρήσεις σας για διάστημα πέντε εβδομάδων.

				14.2.3. Αποτελέσματα και ερωτήσεις

				Μετά την επεξεργασία των αποτελεσμάτων σας απαντήστε στις παρακάτω ερωτήσεις:

				Ποια είναι τα βασικά χαρακτηριστικά που πρέπει να διαθέτει ένας οργανισμός προκειμένου να επιλεγεί ως μοντέλο στην έρευνα;

				Αν ένα φυτό διέθετε μικρότερο φυσικό μέγεθος, μικρότερο γονιδίωμα ή συντομότερο κύκλο ζωής από το Arabidopsis, θα μπορούσε να αντικαταστήσει το Arabidopsis ως μοντέλο στη μοριακή γενετική φυτών;

				Εξηγήστε γιατί το μικρό μέγεθος και ο σύντομος κύκλος ζωής αποτελούν βασικά χαρακτηριστικά 
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				ενός οργανισμού-μοντέλου στη μοριακή γενετική.

				Περιγράψτε τους φαινότυπους των μεταλλαγμάτων του Arabidopsis που αναπτύξατε κατά τη διάρκεια της άσκησης. Πώς θα μπορούσατε να εντοπίσετε τα μεταλλαγμένα γονίδια που ευθύνονται για τους φαινότυπους αυτούς;

				Υπερσύνδεσμοι

				1. The Arabidopsis Information Resource https://www.arabidopsis.org

				2. Arabidopsis thaliana http://plants.ensembl.org/Arabidopsis_thaliana/Info/Index

				3. Arabidopsis thaliana Genome http://www.plantgdb.org/AtGDB/
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1 ANOPT'ANH 1M Ca(NO;), 236 g Ca(NO;)x 4H,0 dwdvovrat oe 1000 mL H,O
OPEYH OYTON
1M KNO; 101 g KNO; drodvovrat o 1000 mL H,O
1M MgSO, 120,4 g MgSO, Stahvovror oe 1000 mL H,O
1M NaNO, 85 g NaNO; diahvovrat oe 1000 mL H,O
1M KH,PO, 136,1 g KH,PO, diolhvovran o 1000 mL H,O
1M CaCl, 147 g CaClyx2 H,0 Swwhbovron og 1000 mL H,O
IMKCI 74,55 g KCl dwwhvoviat og 1000 mL H,O
1M NaH,PO, 120 g NaH,PO, dwehdovton oe 1000 mL H,O
diédlvpa FeNa, 4,2 g FeNa, EDTA dwodvovtan o 1000 mL H,O
EDTA
Sidhopa 2,86 g H;BO;
YVOoTOYYEIY 1,81 g MnCLx4H,0
0,11 g ZnCl,
0,05 g CuCL,x2H,0
0,025 g Na,MoOx2H,0 dwkvovtor og 1000 mL
H,0
2 XPQITIKEE 30% KOH 750 g KOH &ehdovton o€ 2,5 L pueBavorn.
TTAAZTIAION ot peboavoin To KOH mpootifetar ot pebavorn (péoa oe
anayeys) oe Séaet Tov 50 g, obTec Gote va
emrevydei n Sihvon otaduakd
3 OQTOZYNOEZH 0,5M 171,15 g saxyopding Swedvovtor o 1 L HO
cokyapoln
0,05 M 3,4 g KH,PO4 kon 3,55 g Na,HPO, didvoviat oe
POOPOPIKS 1L IL,O
puOpoTIKO
0,05% DCPIP 50 mg DCPIP Swdvovton og 100 mL H,O
(St hmpoparvoro
- wSopovorn)
4 ANATINOH 0,5% tetpalého S g tetpatoriov diukbovian oe 1 L HO
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Zroyygio oe EMewym

Toprrdpore and Ty EMenyn OperTIK®@Y sToyEIOV

Aloto (N)

To aloto petagépeton 1o Proimpa. Ot KoTVANdOVES Kat T KaTtdTEPE GUAAD
0omoKTOOV TOAD YPTiyopa KITpvo Tpog KAoTave xpdpLo. Kot amo&npoivovTal.

H avénon eivon modd pukpiy.

Dwopopog (P)

Metagépetar 6o proiopa. Mikpr} ovénon tov gutdv, ot fractoi ivat Aemtoi Kot
0 @OMLC 0mOKTOOV GKOVPO TPASIVO Ypdpa. Nekpotikés kniideg ota ¢OAAa, 6TOVG
pioyovg Kot (o€ peyordTepng NKicg QuT6) 6ToVg Kapmolg. e PEPIKE YuTd, OmMg T0
Kkohopmok, mapdyovtat avBokvavives, ot onoieg Tovg Tpoadidovv Eva epvdpd 1

103G ypdaL.

Kdéro (K)

Metagépetal 610 roiopa. Metwpévn avintuén 1oV utdv mov eppavifovy
Kitpveg kniideg ota QUMY T 0moi0: Katoapdvovy Kat Lapdvouy. NekpoTikég
TEPLOYEG HETOED TOV oyYEi®V TNV TEPIPEPEID TMOV YOAA®V, TOL OTTOi0 TEMKAOG

KurpwiCoov.

AcBéotio (Ca)

Agv petogépetar 6to groiopa. To TpdTo chumTOpe Eival cVOmE 1 TopPapdpeLoN
TV Veapdv pOAA®V. TeMKE, 0 BAAGTOG VEKPOVETAL GTIV TEPIOYT) TOV ENAKPIOD
0@Ourpov. Ta cvpmtdpato epeaviCovrar ToAd ypiyopa Kot 1) 00ENeN oYedoV

oTopaTd.

Zidnpog (Fe)

Agv petagépetan 6o Qroimpe. Ta veapdtepo (Tave) GOALL ypiyope ATOKTODY
VoLt TPAGIVO 1 GYESOV AEVKOG YpdLLeL, EVO T peyeADTEPG NAIKiag GO
mapapévouy mpdove. H yhdpwon tov veapdv puAL®V mapatnpeital ToydTote oTig

mePLoYEG HETaéD TV oyyeiov.

Moyviieto (Mg)

Ta coprtdpote eppavilovror TpdTe ota peyakitepng Niuiog (kdrw) A, Ta
omoia Kitpvifovv oTig Gkpeg kot TeMkdg TEPToVY. Tor vedpa Tapapévony Tpaove

Y10 pEYOAHTEPO YPOVIKO SIGCTNL GE GYEST] PE TIG EVOLGHESES TEPIOYEG.

©gio (S)

Zta apyikd otddia Tapatnpeitor YAdpwon TV veapdv guALev. Apydtepa,
0LOKMPO TO YUTO OTOKTE AvVOTYTO TPGovo YXp@dpe. H adénen cuveyileton kavovikd.

Tehikd, 10 veapd GO0 0moKTOOV 0okl KiTPvo TPog AEVKO ypdpa.

Iyvootoyeio

To GUUTTOROTE APYOVY VL PavOVY Ko eppavilovion suviidog ot devtepn 1 Tpitn

Yeved, ot veapd gUALa, To omoia papaivovTon.
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