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Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η συνεχής ρύπανση των εδαφών από τοξικά βαρέα µέταλλα εγκυµονεί 

σοβαρούς κινδύνους τόσο για το περιβάλλον όσο και την ανθρώπινη υγεία. Η 

ρύπανση προέρχεται από ανθρώπινες δραστηριότητες όπως η εξόρυξη και η 

διαδικασία καθαρισµού µεταλλοφόρων ορυκτών, η χρήση φυσικών καυσίµων, η 

διαχείριση των αστικών και βιοµηχανικών αποβλήτων και η χρήση λιπασµάτων 

και παρασιτοκτόνων στη γεωργία. Επίσης στις χωµατερές, συσσωρεύονται 

βαρέα µέταλλα στα εκρέοντα διασταλάζοντα υγρά τα οποία ρυπαίνουν τα 

εδάφη της κοίτης απορροής. 

Οι συµβατικές µέθοδοι ανάκτησης των ρυπασµένων εδαφών, που 

βασίζονται στην αποµάκρυνση ή στην καθήλωση των τοξικών µετάλλων, 

µηχανικά ή χηµικά, παρουσιάζουν αρκετά προβλήµατα (χώροι εναπόθεσης, 

υψηλό κόστος κ.ά.). 

Τα τελευταία χρόνια έχει εισαχθεί µια ταχύτατα αναπτυσσόµενη 

εναλλακτική βιοτεχνολογική προσέγγιση του προβλήµατος που χρησιµοποιεί 

φυτά για την απορρύπανση εδαφών (φυτοεξυγίανση). Σε σύγκριση µε άλλες 

µεθόδους η φυτοεξυγίανση είναι µια φυσική, χαµηλού κόστους (έως και 1000 

φορές φθηνότερη από τις συµβατικές) και υψηλής αποτελεσµατικότητας 

πράσινη τεχνολογία, που επιπλέον είναι αποδεκτή από τις γειτονικές, του προς 

εξυγίανση χώρου, κοινότητες. 

H φυτοεξυγίανση περιλαµβάνει αρκετές τεχνικές οι οποίες διαφέρουν 

µεταξύ τους στον τρόπο µε τον οποίο τα φυτά µεταχειρίζονται τους ρυπαντές 

(αφαίρεση, σταθεροποίηση, διάσπαση) καθώς και στον τύπο του ρυπαντή που 

στοχεύουν (οργανικοί ή ανόργανοι ρυπαντές). 

Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια ερευνητικού 

προγράµµατος του Εργαστηρίου Φυσιολογίας και Βιοτεχνολογίας Φυτών που 

στοχεύει στη δοκιµή και αξιοποίηση των πλούσιων γενετικών πόρων της 

ελληνικής χλωρίδας για τη βιοεξυγίανση ρυπασµένων µε βαρέα µέταλλα 

εδαφών, µε πιλοτική εφαρµογή στα εδάφη της χωµατερής Πέρα Γαλήνων του 

Νοµού Ηρακλείου. Το Πρόγραµµα περιλαµβάνει: 

1. Την εκτίµηση του µεγέθους της ρύπανσης στους χώρους της χωµατερής. 

2. Την επιλογή κατάλληλων για βιοεξυγίανση φυτικών γενοτύπων και τη 

δοκιµή τους σε υποστρώµατα µε βαρέα µέταλλα: α) in vitro, β) σε 
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ελεγχόµενες συνθήκες θερµοκηπίου και γ) στις πραγµατικές συνθήκες της 

χωµατερής. 

3. Την παρακολούθηση της απορρύπανσης των υποστρωµάτων, της 

συσσώρευσης βαρέων µετάλλων στους φυτικούς ιστούς και τη συσχέτισή 

τους µε µεταβολές µακροσκοπικών και βιοχηµικών παραµέτρων των φυτών. 

4. Τη γονιδιακή προσέγγιση του φαινοµένου της βιοσυσσώρευσης. 

 

Στην εργασία αυτή παρουσιάζονται πληροφορίες για τα προβλήµατα 

που προκαλεί η ρύπανση του περιβάλλοντος και για τις µεθόδους 

απορρύπανσης που χρησιµοποιούνται. Επίσης παραθέτονται στοιχεία για την 

επίδραση των βαρέων µετάλλων σε παραµέτρους του φυτικού µεταβολισµού. 

Στα πλαίσια της διερεύνησης της καταλληλότητας των φυτικών ειδών 

Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii για βιοεξυγίανση µελετήθηκε στο 

πειραµατικό µέρος της παρούσας εργασίας η επίδραση των βαρέων µετάλλων 

Zn και Pb σε  in vitro καλλιέργειες.  Μεταξύ άλλων παρακολουθήθηκαν οι 

µεταβολές σε µακροσκοπικές και βιοχηµικές παραµέτρους των φυτών µε 

έµφαση στα χαρακτηριστικά των πρωτεϊνών γλουταµική αφυδρογονάση (GDH) 

και ωσµωτίνη. 

Α.1 ΡΥΠΟΙ – ΑΠΟΡΥΠΑΝΣΗ 

Γενικά οι ρύποι προέρχονται από προϊόντα πετρελαίου, προϊόντα 

καύσης ενεργειακών πόρων, χλωριωµένοι ή µη οργανικοί διαλύτες και πρώτες 

ύλες από διάφορες βιοµηχανικές δραστηριότητες 

Ο πιο συνηθισµένος τρόπος εισροής ρύπων στο έδαφος είναι από τις υπόγειες 

δεξαµενές αποθήκευσης υγρών καυσίµων, διασταλάγµατα από ΧΥΤΑ, τεχνητές 

λίµνες διάθεσης αποβλήτων, ατυχήµατα και παράνοµη διάθεση. 

Πάνω από 1600 οργανικές ενώσεις (φυσικές ή ανθρωπογενείς) έχουν 

διαπιστωθεί ότι βρίσκονται σε φυσικές ή ρυπασµένες περιοχές. Η χηµική δοµή 

ενός ρυπαντή είναι πολύ σηµαντική διότι καθορίζει τη «βιο-αποδοµησιµότητα» 

του. 

Η βιοαποικοδοµητικότητα και ο βαθµός ευκολίας έχουν προσδιοριστεί 

για µια µεγάλη σειρά οργανικών ενώσεων. Στις οργανικές ενώσεις που 
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ακολουθούν ο βαθµός ευκολίας βιοαποικοδοµήσης ελαττώνονται από τα πάνω 

προς τα κάτω: 

 Απλοί υδρογονάνθρακες µε 1 – 15 άτοµα άνθρακα C1-C15 

 Αλκοόλες, φαινόλες, αµίνες 

 Οξέα, εστέρες, αµίδια 

 Υδρογονάνθρακες µε 12 – 20 άτοµα άνθρακα C12-C20 

 Αιθέρες, µονοχλωριωµένοι υδρογονάνθρακες 

 Πολυκυκλικοί αρωµατικοί υδρογονάνθρακες 

 Πολυχλωριωµένα διφαινύλια 

 Φυτοφάρµακα 

Κατά την εξέταση και χαρακτηρισµό των ρύπων στο υπέδαφος 

συνηθίζεται να χρησιµοποιούνται οι συγκεντρωτικοί δείκτες όπως οι κάτωθι: 

• Ολικοί Πετρελαϊκοί Υδρογονάνθρακες (Total Petroleum Hydrocarbons) 

• Ολικός Οργανικός Άνθρακας (Total Organic Carbon) 

• Ολικά ∆ιαλυτά Στερεά (Total Dissolved Solids) 

• Βιολογικά Απαιτούµενο Οξυγόνο (BOD5) 

• Χηµικά Απαιτούµενο Οξυγόνο (COD) 

• Βαριά Μέταλλα (Cu, Cd, Cr, Ni, Pb, Zn, Hg, As, Ag) 

 

Οι βασικές µέθοδοι-τεχνικές βιο-αποκατάστασης είναi 

II  Εξαγωγή πτητικών ενώσεων από το έδαφος (Soil Vapour Extraction, SVE) : 

Η µεθοδολογία αυτή χρησιµοποιείται για την αποµάκρυνση πτητικών 

οργανικών ενώσεων (VOCs) από την ακόρεστη ζώνη µε κύριο µηχανισµό 

µεταφοράς µάζας την εξάτµιση και εν συνεχεία µεταφορά (συµµεταφορά) 

των ατµών (αέρια φάση). 

IIII  Βιο-αερισµός (Bioventing): Βιο-αερισµός είναι η βιολογική αποµάκρυνση 

ρύπων από το υπέδαφος λόγω του αερισµού του εδάφους. Ο βιο-αερισµός 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί: 

    i    Για τη µείωση του κόστους επεξεργασίας των πτητικών οργανικών 

ενώσεων (VOCs) που συλλέγονται µε την τεχνική SVE. 

   ii  Για την βιοαποικοδόµηση και ηµιπτητικών οργανικών ενώσεων 

(Semi VOCs) που δεν µπορούν να αποµακρυνθούν µε την τεχνική του 

SVE. 
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IIIIII  Τεχνική της άντλησης και επεξεργασίας (Pump and Treat Systems): Το 

σύστηµα αυτό είναι µια τεχνική αποκατάστασης (remediation technology) 

ρυπασµένων υδροφόρων φορέων ή χωµάτων στην κεκορεσµένη ζώνη από 

οργανικές ενώσεις. Τα συστήµατα άντλησης & επεξεργασίας έχουν 

χρησιµοποιηθεί κατά κόρον κυρίως στη δεκαετία του 80.Ένα τέτοιο σύστηµα 

σχεδιάζεται µε δύο στόχους: 

ii  Ακινητοποίηση της ρυπασµένης ζώνης του υδροφόρου φορέα ώστε 

να µην υπάρξει περαιτέρω εξάπλωση των ρύπων 

iiii  Απορρύπανση µε αποµάκρυνση του ρυπασµένου ύδατος από το 

υπέδαφος και στη συνέχεια επεξεργασία σε κατάλληλες µονάδες 

στην επιφάνεια. 

Και οι δύο παραπάνω στόχοι επιτυγχάνονται µε τη χρήση πηγαδιών 

άντλησης. Η µόνη διαφορά είναι ότι αν έχουµε σα µοναδικό στόχο την 

ακινητοποίηση (και αύξηση) της ζώνης ρύπανσης, τότε το κόστος είναι πολύ 

λιγότερο διότι ο αριθµός των απαιτούµενων πηγαδιών άντλησης είναι 

µικρότερος. 

IIVV  Τεχνική του in situ αερισµού: (In Situ Air Sparging):In situ αερισµός είναι µια 

τεχνική αποκατάστασης ρυπασµένων υδροφόρων φορέων ή χωµάτων στην 

κεκορεσµένη ζώνη από πτητικές οργανικές ενώσεις (VOCs) που άρχισε να 

χρησιµοποιείται από τα µέσα της δεκαετίας του 1980. Οι µηχανισµοί 

µεταφοράς µάζας κατά τη διάρκεια εφαρµογής του in situ αερισµού 

εξαρτώνται από την αλληλεπίδραση σύνθετων φυσικών, χηµικών και 

βιολογικών φαινοµένων. Η τεχνική του αερισµού είναι πρακτικά εφαρµόσιµη 

όταν πτητικές ή βιοαποικοδοµήσιµες οργανικές ενώσεις ρυπαίνουν 

κορεσµένες ζώνες σε σχετικά διαπερατά εδάφη. 

Ένα κλασικό σύστηµα αερισµού έχει ένα ή περισσότερα σηµεία έκχυσης 

αέρα στον υδροφόρο φορέα. Στις πρώτες εφαρµογές της τεχνολογίας αυτής 

συχνά εθεωρείτο ότι ο αέρας µεταφέρεται εντός της κεκορεσµένης ζώνης υπο 

µορφή φυσαλίδων (air bubbles). Το πλέον ορθό είναι η µεταφορά αέρα 

διαµέσου συνεχών καναλιών (continues air channels). 

VV  Φυτο-εξυγίανση (Phytoremediation): Είναι ένα είδος τεχνολογίας που 

χρησιµοποιεί τα φυτά για την εξυγίανση του εδάφους, της επιφάνειας του 
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νερού και των υπόγειων υδάτων που περιέχουν τοξικά µέταλλα και άλλα 

οργανικά στοιχεία. Αναλυτικότερα παρουσιάζεται παρακάτω. 

 

Α.2 ΒΑΡΕΑ ΜΕΤΑΛΛΑ 

Βαρέα ονοµάζονται τα µέταλλα µε ατοµικό βάρος µεγαλύτερο από εκείνο 

του Fe (ABFe=56). Ενώ πολλά από αυτά τα µέταλλα σε µικρές ποσότητες είναι 

απαραίτητα για την δράση των βιταµινών και τις διάφορες ζωτικές λειτουργίες, 

σε µεγάλες ποσότητες προκαλούν σειρά δυσµενών επιδράσεων στους 

ζωντανούς οργανισµούς και κατά συνέπεια και στον άνθρωπο, όπως 

νευροφυσιολογικές διαταραχές, γενετικές αλλοιώσεις των κυττάρων 

(µεταλλάξεις), επιδράσεις στην ενζυµική και ορµονική δραστηριότητα, 

προβλήµατα στην αναπαραγωγή, τερατογενέσεις και καρκινογενέσεις. 

Η σειρά τοξικότητάς τους  είναι η εξής: 

Hg2+ > Cu2+ > Ζn2+ > Ni2+ > Pb2+ > Cd2+ > As3+ > Cr3+ > Sn2+ > Fe3+ > Μn2+

Η τοξικότητα των βαρέων µετάλλων εξαρτάται από τη συγκέντρωσή 

τους, το είδος του µετάλλου, την ύπαρξη και συνεργιστική δράση άλλων 

µετάλλων και το είδος του οργανισµού. 

Ένα από τα κύρια χαρακτηριστικά αυτών των στοιχείων είναι ότι δεν 

βιοαποικοδοµούνται αλλά καθιζάνουν ως δυσδιάλυτα άλατα ή σύµπλοκα. 

Συνήθως µεταφέρονται µέσω των αστικών λυµάτων και βιοµηχανικών 

καταλοίπων µε τα νερά της βροχής ή των ποταµών, ακόµα και σε 

καλλιεργήσιµα εδάφη όπου παραµένουν για εκατονταετίες µιας και δεν υπάρχει 

κανένας φυσικός  ή βιολογικός τρόπος για την καταστροφή τους. Υψηλή 

συγκέντρωση βαρέων µετάλλων στην επιφάνεια το εδάφους µπορεί να 

προκαλέσει διάφορα προβλήµατα στα καλλιεργούµενα φυτά (π.χ. τοξικότητα) 

αλλά και στον ίδιο τον άνθρωπο όπου θα τραφεί µε αυτά στην συνέχεια. 
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Α.2.1Ψευδάργυρος (Ζn) και Μόλυβδος (Pb) 

Ο Μόλυβδος και ο Ψευδάργυρος αποτελούν δύο από τα πιο αµετάβλητα 

µέταλλα, µε διάρκεια συγκράτησής τους από το έδαφος περίπου 150-5000 

χρόνια. Είναι δυο από τα πιο τοξικά στοιχεία στο περιβάλλον, µε περιορισµένη 

διαλυτότητα στα εδάφη και διαθεσιµότητα στα φυτά, λόγω της 

συµπλοκοποίησής τους µε οργανική ύλη οπότε και κατακρηµνίζονται ως 

ανθρακικά, υδροξείδια και φωσφορικά άλατα. 

Η διαλυτότητά τους στα εδαφικά διαλύµατα ελέγχεται από τα φωσφορικά 

άλατα ή τα ανθρακικά ιζήµατα σε εδάφη µε pΗ από 5,5-7,5. Υψηλά εδαφικά pΗ 

(άνω του 7,5) και ιδιαίτερα χαµηλά (κάτω του 5,5) είτε µειώνουν, είτε αυξάνουν 

την διαλυτότητα του Ψευδαργύρου και του Μολύβδου (Kambhampati et al., 

2003). 

Σε χαµηλές συγκεντρώσεις τα συγκεκριµένα µέταλλα, καθώς και πολλά 

άλλα (Fe, Μn, Ζn, Cu, Νi, Μο), αποτελούν βασικά µικροστοιχεία για τον 

µεταβολισµό των φυτών καθώς είναι συστατικά πολλών πρωτεϊνών και 

ενζύµων που εµπλέκονται σε αντιοξειδωτικές αντιδράσεις. Σε υψηλές 

συγκεντρώσεις όµως µπορεί να έχουν διάφορες αρνητικές επιδράσεις στα 

φυτά, όπως: 

 Πρόκληση τοξικότητας. 

 Προβλήµατα στην φωτοσύνθεση. 

 Βλάβες στις κυτοπλασµικές µεµβράνες. 

 Παρεµπόδιση ενζυµικών αντιδράσεων. 

 Βλάβες στον γενετικό κώδικα (DNA). 

 Οξείδωση πρωτεϊνών. 

 

Α.3 ΦΥΤΟΕΞΥΓΙΑΝΣΗ (Phytoremediation) 

Η τεχνολογία της φυτοεξυγίανσης εκµεταλλεύεται τη φυσική ιδιότητα 

πολλών φυτικών ειδών να απορροφούν, να συσσωρεύουν και σε µερικές 

περιπτώσεις να µεταβολίζουν συστατικά του εδάφους και του νερού. Μερικά 

φυτά έχουν την ικανότητα να συσσωρεύουν σε µεγάλες συγκεντρώσεις ακόµη 

και µέταλλα, που δεν τους είναι χρήσιµα για την ανάπτυξή τους. Η χρήση της 
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φυτοεξυγίανσης ενδείκνυται ιδιαίτερα σε περιπτώσεις ρύπανσης του εδάφους 

και του νερού µε βαρέα  µέταλλα και ραδιενεργά στοιχεία αλλά και µε οργανικές 

ενώσεις, όπως χλωριωµένους διαλύτες, πολυκυκλικούς αρωµατικούς 

υδρογονάθρακες, πολυχλωριωµένα διφαινύλια, εκρηκτικές ουσίες, 

απορρυπαντικά, θρεπτικά συστατικά (π.χ.φωσφορικά, νιτρικά), που προκαλούν 

ευτροφισµό επιφανειακών υδάτων. 

Αυτή η τεχνολογία χρησιµοποιεί την καλλιέργεια φυτών για την 

εξυγίανση µολυσµένων εδαφών, επιφανειακών και υπόγειων υδάτων. 

Εφαρµόζεται κυρίως σε περιπτώσεις, όπου η ρύπανση είναι: 

 ευρείας έκτασης (σε επιφάνεια), 

 βρίσκεται στα ανώτερα στρώµατα του εδάφους (µέχρι 1 m βάθος) ή του 

υδροφόρου ορίζοντα (µέχρι 3 m βάθος), και 

 έχει σχετικά χαµηλή περιεκτικότητα ρυπαντών έτσι, ώστε η εκσκαφή του 

µολυσµένου εδάφους ή η άντληση του µολυσµένου νερού και η 

ακόλουθη επεξεργασία τους να καθίσταται αντιοικονοµική. 

Η επιτυχία της εξαρτάται κυρίως από τους παρακάτω παράγοντες: 

• Επιλογή του κατάλληλου φυτικού είδους. Τα φυτά αυτά πρέπει να είναι 

ανθεκτικά στις τοξικές συγκεντρώσεις των βαρέων µετάλλων, να 

παράγουν µεγάλη βιοµάζα και να έχουν την ικανότητα να απορροφούν 

και να µεταφέρουν τα µέταλλα από το ριζικό σύστηµα στην υπέργεια 

βιοµάζα. 

• Η διαθεσιµότητα των µετάλλων. Τα µέταλλα είναι απαραίτητο να 

βρίσκονται σε µη-υπολειµµατική µορφή, έτσι ώστε να είναι δυνατή η 

απορρόφησή τους από τη ρίζα και ακολούθως η µεταφορά τους στο 

βλαστό. Για να αυξηθεί η διαθεσιµότητα των µετάλλων και κατά συνέπεια 

η πρόσληψή τους από τα φυτά, έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως σε 

µελέτες χηλικοί παράγοντες (EDTΑ, κιτρικό οξύ, µαλικό οξύ και νιτρώδες 

αµµώνιο). 

 

Η τεχνολογία της φυτοεξυγίανσης περιλαµβάνει τις παρακάτω πέντε βασικές 

τεχνικές: 

1. Φυτοεκχύλιση (Phytoextration): Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για 

την εξυγίανση ρυπασµένων εδαφών. Οι ρυπαντές απορροφούνται και 

 10



συσσωρεύονται σε όλους τους φυτικούς ιστούς και στο ριζικό σύστηµα, που 

πρέπει να µαζευτούν κατά τη συγκοµιδή για περαιτέρω επεξεργασία. 
2. Ριζοδιύλιση (Rhyzofiltration): Η τεχνική αυτή χρησιµοποιείται για 

διύλιση ρύπων από το νερό µέσω της προσρόφησης τους από τις ρίζες των 

φυτών. 
3. Φυτοµετατροπή (Phytotransformation): Χρησιµοποποιείται σε χώµα 

και νερό και βασίζεται στο µεταβολισµό των ρυπαντών από τα φυτά. Κατά 

τη φυτοµετατροπή αποικοδοµούνται από το φυτό πολύπλοκες οργανικές 

ουσίες, οι οποίες ενσωµατώνονται υπό µορφή απλών µορίων στους 

φυτικούς ιστούς. 
4. Φυτοδιέγερση (Phytostimulation): Χρησιµοποιείται σε χώµα και νερό 

και στηρίζεται στη διέγερση της µικροβιακής αποικοδόµησης των ρυπαντών, 

που συντελείται από µικροοργανισµούς (µικρόβια και µύκητες), που 

βρίσκονται στις ρίζες των φυτών. Τα φυτά απελευθερώνουν από το φυτικό 

τους σύστηµα ένζυµα ή άλλα προϊόντα µεταβολισµού τους, τα οποία 

διεγείρουν το µεταβολισµό των ρυπαντών από τους µικροβιακούς 

πληθυσµούς, που υπάρχουν στο γύρω περιβάλλον. 
5. Φυτοσταθεροποίηση (Phytostablization): Περιλαµβάνει συσσώρευση 

και κατακρήµνιση των ρυπαντών και χρησιµοποιείται για να µειώσει την 

κινητικότητα των ρυπαντών στο έδαφος έτσι, ώστε να αποφευχθεί η 

µόλυνση του υδροφόρου ορίζοντα ή η µεταφορά τους µε τον άνεµο ή ακόµη 

και η είσοδος τους στην τροφική αλυσίδα. 
 

Συγκοµιδή, επεξεργασία και διάθεση των φυτών 
 
Μετά τη φυτοεξυγίανση των µολυσµένων περιοχών τα φυτά πρέπει να κοπούν 

και το φυτικό τους σύστηµα να ξεριζωθεί. Η επεξεργασία, που θα ακολουθεί 

στη συνέχεια εξαρτάται από την τοξικότητα των βιοσυσσωρευµένων ουσιών. Η 

πιο συνηθισµένη επεξεργασία είναι η θερµική αποδόµηση ή η ελεγχόµενη 

αποτέφρωση, ιδιαίτερα στην περίπτωση των βαρέων µετάλλων. Με αυτό τον 

τρόπο επιτυγχάνεται η συγκέντρωση των βαρέων µετάλλων στην παραγόµενη 

στάχτη, η οποία καταλαµβάνει πολύ µικρό όγκο. Στην περίπτωση της 

συσσώρευσης ραδιενεργών στοιχείων από τα φυτά είναι απαραίτητη η διάθεσή 
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τους µαζί µε άλλα ραδιενεργά απόβλητα σε ειδικά σχεδιασµένους χώρους 

υγειονοµικής ταφής. 

 

Πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα της Φυτοεξυγίανσης 
 
Πλεονεκτήµατα 

 Το βασικότερο προτέρηµα της µεθόδου αυτής είναι ότι παράγονται λιγότερα 

δευτερογενή απόβλητα από ότι σε άλλες τεχνολογίες. 

 Η φυτοεξυγίανση εφαρµόζεται επί τόπου και δεν είναι αναγκαία µία εκσκαφή 

ή άντληση για περαιτέρω επεξεργασία. Για αυτό το λόγο δε διαταράσσεται 

καθόλου το φυσικό τοπίο της µολυσµένης περιοχής. 

 Είναι οικονοµική επεξεργασία ιδιαίτερα για µεγάλους όγκους χώµατος ή 

νερού, που είναι µολυσµένα µε µικρές ποσότητες τοξικών ρυπαντών. 

 Επιτυγχάνεται η συγκέντρωση των τοξικών ουσιών σε πολύ µικρούς 

όγκους. Για παράδειγµα σε πρόγραµµα φυτοεξυγίανσης αποµακρύνθηκαν 

τα βαρέα µέταλλα από 5.000 τόνους µολυσµένου εδάφους. Το έδαφος αυτό 

που θα έπρεπε να εκσκαφθεί και να διατεθεί σε χώρους υγειονοµικής 

ταφής, µπορεί να ξαναχρησιµοποιηθεί για καλλιέργεια µετά από 

φυτοεξυγίανση. Τα βαρέα µέταλλα που υπήρχαν στο µολυσµένο χώµα 

συγκεντρώθηκαν σε 25 - 30 τόνους στάχτης φυτικών ιστών και εποµένως 

µόνο αυτό το 1/200 του αρχικού όγκου πρέπει να διαθέτει σε ειδικούς 

χώρους υγειονοµικής ταφής. 

 

Μειονεκτήµατα 

 Στα µειονεκτήµατα συγκαταλέγονται οι ιδιαίτερα αργοί ρυθµοί 

φυτοεξυγίανσης, οι οποίοι συµπεριλαµβάνουν µερικές συνεχόµενες 

περιόδους καλλιέργειας των φυτών µέχρι να εξυγιανθεί τελείως το 

περιβάλλον από τους ρυπαντές. 

 Η φυτοεξυγίανση φέρνει µόνο αποτελέσµατα, όταν το βάθος της µόλυνσης 

δε ξεπερνά το 1m στο έδαφος και τα 3m στον υδροφόρο ορίζοντα. 

 Μειονεκτήµατα αποτελεί η δυνατότητα να µεταδοθούν οι τοξικές ουσίες στην 

τροφική αλυσίδα µετά από πιθανή βρώση των φυτών από ζώα. 
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 Οι κλιµατικές ή οι υδρολογικές συνθήκες στην µολυσµένη περιοχή µπορεί 

να µην επιτρέπουν την καλλιέργεια και ανάπτυξη των κατάλληλων για την 

φυτοεξυγίανση φυτών. 

Α.3.1 ΦΥΤΟΕΚΧΥΛΙΣΗ 
Φυτοεκχύλιση είναι η πρόσληψη ρυπαντών από τις φυτικές ρίζες και η 

µετακίνησή τους στο υπέργειο µέρος των φυτών. Η αποµάκρυνση των 

ρυπαντών από τη θέση της µόλυνσης γίνεται µε τη συγκοµιδή των φυτών. Η 

συγκοµιζόµενη βιοµάζα µπορεί να µειωθεί κατ΄ όγκο ή κατά βάρος, µε θερµικά, 

µικροβιολογικά, φυσικά ή χηµικά µέσα. Η ανάκτηση µερικών µετάλλων όπως 

των Ni, Zn και Cu µπορεί να δώσει και ένα επιπλέον έσοδο. 

Η τεχνική αυτή εφαρµόζεται κυρίως σε περιπτώσεις εδαφών και 

αποβλήτων που έχουν µολυνθεί από βαρέα µέταλλα και ραδιενεργά υλικά.  

Μετά από ένα πρόγραµµα φυτοεκχύλισης, το έδαφος παραµένει γόνιµο και 

κατάλληλο για περαιτέρω καλλιέργεια. 

 

 

 
 
Εικόνα 1: Συσσώρευση βαρέων µετάλλων στην φυτική βιοµάζα. 

 

Η φυτοεκχύλιση βαρέων µετάλλων µπορεί να επιτευχθεί µε δύο 

προσεγγίσεις: 

• Φυσική φυτοεκχύλιση: Χρησιµοποιούνται φυτά τα οποία έχουν την 

ικανότητα να συσσωρεύουν µεγάλες ποσότητες βαρέων µετάλλων στους 
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βλαστούς και τα φύλλα τους. Τυπικά, τα φυτά αυτά είναι µικρά, µε µικρό 

ριζικό σύστηµα και σχετικά αργή ανάπτυξη.  Τα επιλεγµένα φυτά φυτεύονται 

ή µεταφυτεύονται στο ρυπασµένο έδαφος και αναπτύσσονται υπό κανονικές 

καλλιεργητικές συνθήκες. Μετά την πλήρη ανάπτυξη, τα υπέργεια µέρη των 

φυτών συλλέγονται και αποµακρύνονται. 

• Επαγόµενη φυτοεκχύλιση: Περιλαµβάνει την επιλογή και καλλιέργεια 

φυτών µε γρήγορη ανάπτυξη στις µολυσµένες περιοχές. Κατά τη διάρκεια 

της ανάπτυξης των φυτών προστίθενται στο έδαφος χηλικές ενώσεις (π.χ. 

EDTA) προκειµένου να αυξήσουν τη διαθεσιµότητα των µετάλλων στα φυτά. 

Όταν τα φυτά ωριµάσουν, χρησιµοποιούνται χηµικοί παράγοντες επαγωγής 

για να κατευθύνουν τη συσσώρευση των µετάλλων στο υπέργειο µέρος των 

φυτών. Τα φυτά τότε συλλέγονται και αποµακρύνονται. 
 

Α.3.1.1 Φυτά Υπερσυσσωρευτές (hyperaccumulators plants) 
 

Για τη φυτοεξυγίανση εδαφών από βαρέα µέταλλα απαιτούνται φυτά 

ικανά να αντέχουν και να συσσωρεύουν υψηλές συγκεντρώσεις βαρέων 

µετάλλων στην υπέργεια βιοµάζα τους, η οποία είτε απλά αποµακρύνεται ή και 

αξιοποιείται περαιτέρω για την αποµόνωση και εµπορική εκµετάλλευση των 

µετάλλων. 

Πολλά φυτικά είδη έχουν την ικανότητα να συσσωρεύουν σηµαντικές 

ποσότητες µετάλλων, σε επίπεδα 100 φορές µεγαλύτερες από εκείνες που 

ανιχνεύονται στους ιστούς των κοινών φυτών (χαρακτηρίζονται ως 

υπερσυσσωρευτές). Όπως είναι φυσικό τα φυτικά αυτά είδη παρουσιάζουν 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον για τη χρησιµοποίησή τους σε προγράµµατα 

φυτοεξυγίανσης. Μέχρι σήµερα έχουν προσδιοριστεί περισσότερα από 400 

φυτικά είδη, που ανήκουν σε τουλάχιστον 45 οικογένειες φυτών, µε ικανότητες 

συσσώρευσης βαρέων µετάλλων (έως και 5% του ξηρού τους βάρους) εκ των 

οποίων κάποια χρησιµοποιούνται ήδη σε προγράµµατα φυτοεξυγίανσης. 

Ένας υπερσυσσωρευτής µπορεί να συγκεντρώνει περισσότερα από 10 

ppm Υδραργύρου (Hg), 100 ppm Καδµίου (Cd), 1000 ppm Κοβαλτίου (Co), 

Χρωµίου (Cr), Χαλκού (Cu) και Μολύβδου (Pb), 10.000 ppm Ψευδαργύρου (Zn) 

και Νικελίου (Ni). 
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Τα περισσότερα  από τα γνωστά φυτά συσσωρεύουν Ni, περίπου 30 Co, 

Cu και Zn, και λιγότερα έχουν βρεθεί να συσσωρεύουν τα υπόλοιπα βαρέα 

µέταλλα. Επίσης πρόσφατα βρέθηκε ότι η φτέρη Pteris vitatta συσσωρεύει 

στους υπέργειους ιστούς της έως και 14.500 ppm Αρσενικού (As), χωρίς να 

εµφανίζει συµπτώµατα τοξικότητας. Στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται µερικά από 

τα σηµαντικότερα φυτικά είδη µε ικανότητα συσσώρευσης βαρέων µετάλλων. 

 

 

Πίνακας 1: Υπερσυσσωρευτές µετάλλων και το βιοσυσσωρευτικό δυναµικό 

τους. 

Φυτικό είδος Μέταλλο Συσσώρευση µετάλλου στα 
φύλλα, ppm 

Thlaspi caerulescens Zn 39.600 

Thlaspi caerulescens Cd 1.800 

Ipomea alpina Cu 12.300 

Sebertia acuminata Ni 25% του ξηρού βάρους 

Haumaniastrum robertii Co 10.200 

Astragalus racemosus Se 14.900 

 

 

Ο πιο γνωστός υπερσυσσωρευτής είναι το Thlaspi caerulescens. Ενώ τα 

περισσότερα φυτά εµφανίζουν συµπτώµατα τοξικότητας σε συγκεντρώσεις Zn 

περίπου 100 ppm, το Thlaspi caerulescens µπορεί να συσσωρεύσει έως και 

26.000 ppm χωρίς κανένα σύµπτωµα. Εκτός από Zn, έχει την ικανότητα να 

συσσωρεύει και µεγάλες ποσότητες Cd. 
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Εικόνα 2: Ο υπερσυσσωρευτής Thlaspi caerulescens. 

 

Επίσης, το Indian mustard (Brassica junea)  συσσωρεύει σηµαντικές 

ποσότητες µολύβδου και χρησιµοποιείται ευρέως σε προγράµµατα 

φυτοεξυγίανσης. Άλλα φυτικά είδη που έχουν χρησιµοποιηθεί είναι η λεύκα,  το 

τριφύλλι, ο ηλίανθος, το καλάµι, το άλυσσο και η τσουκνίδα. Οι λεύκες έχουν 

αποδειχθεί πολύ αποτελεσµατικές στην προσρόφηση και συσσώρευση 

αρσενικού και καδµίου. Οι ηλίανθοι έχουν χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν για 

την εξυγίανση επιφανειακών υδάτων κοντά στο Τσερνόµπιλ κυρίως από 

ραδιενεργό στρόντιο και καίσιο. 

 

Α.3.1.2 Πρόσληψη µετάλλων από τα φυτά 
 

Τα φυτά για να αναπτυχθούν χρειάζονται τα απαραίτητα θρεπτικά 

στοιχεία (µακρο- µικροστοιχεία) και διαθέτουν ειδικούς µηχανισµούς 

πρόσληψης, µεταφοράς και αποθήκευσης καθενός από τα στοιχεία αυτά. 

Τα βαρέα µέταλλα Zn, Mn, Ni και Cu είναι απαραίτητα µικροστοιχεία για 

τα φυτά. Τα κοινά φυτά προσλαµβάνουν και συσσωρεύουν µικρές ποσότητες 

αυτών των µικροστοιχείων (< 10ppm), που δεν ξεπερνούν τις µεταβολικές τους 
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ανάγκες. Αντίθετα, ένας υπερσυσσωρευτής µπορεί να προσλάβει πολύ 

µεγαλύτερες ποσότητες (χιλιάδες ppm). Είναι γεγονός ότι η διαδικασία αυτή 

είναι ενεργοβόρος και εποµένως εύλογα τίθεται το ερώτηµα πιο είναι το 

εξελικτικό πλεονέκτηµα των φυτών αυτών. Πρόσφατες µελέτες έχουν 

συσχετίσει την συσσώρευση βαρέων µετάλλων στο φύλλωµα των φυτών µε την 

ανθεκτικότητά τους σε εχθρούς και ασθένειες (έντοµα, µύκητες και βακτήρια). 

Επίσης, οι υπερσυσσωρευτές προσλαµβάνουν όχι µόνο τα απαραίτητα 

µικροστοιχεία, αλλά και άλλα µη απαραίτητα µέταλλα, όπως το Cd. Στις 

περιπτώσεις αυτές, φαίνεται ότι τα µη απαραίτητα µέταλλα προσλαµβάνονται 

και µεταφέρονται στο φυτό µε τους µηχανισµούς πρόσληψης και µεταφοράς 

άλλων απαραίτητων µικροστοιχείων (π.χ. το Cd µε το µηχανισµό του Zn). 

Η πρόσληψη των µετάλλων από τα φυτά υπερσυσσωρευτές εξαρτάται 

από τους παρακάτω παράγοντες: 

 Τύπος και συγκέντρωση του µετάλλου. 

 Τύπος και είδος του φυτού. 

 Ηλικία του φυτού. 

 Ρυθµός και συνθήκες ανάπτυξης. 

 Τύπος του εδάφους, καθώς φυσικά και χηµικά χαρακτηριστικά του, όπως 

περιεκτικότητα σε οργανική ουσία και pΗ. 

 

Α.3.1.3 Περιοριστικοί παράγοντες της φυτοεκχύλισης 
 

Όπως προαναφέρθηκε, πολλά φυτικά είδη συσσωρεύουν σηµαντικές 

ποσότητες τοξικών µετάλλων στους ιστούς τους και µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν σε προγράµµατα βιοεξυγίανσης ρυπασµένων περιοχών. 

Παρ΄ όλα αυτά, υπάρχουν παράγοντες που περιορίζουν την επιτυχία και την 

εφαρµοσιµότητα της τεχνολογίας αυτής. Τέτοιοι περιοριστικοί παράγοντες είναι: 

• Η µικρή βιοµάζα και η αργή ανάπτυξη των υπερσυσσωρευτών 

• Η περιορισµένη ανθεκτικότητα πολλών φυτών στους ρύπους 

• Η ανάγκη καλλιέργειας πολλών διαφορετικών ειδών για την αντιµετώπιση 

των ρύπων 

• Η µειωµένη µετακίνηση σε αρκετά φυτικά είδη των µετάλλων από τη ρίζα 

στο βλαστό 
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• Το πρόβληµα της εναπόθεσης των ρυπασµένων φυτών µετά τη συγκοµιδή 

τους 

• O κίνδυνος µεταφοράς των τοξικών µετάλλων στην τροφική αλυσίδα µετά 

από βρώση των φυτών 

 

Α.3.1.4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ – ΒΕΛΤΙΩΣΗ ΤΗΣ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 
ΤΗΣ  ΜΕΘΟ∆ΟΥ 
 

Από τα παραπάνω γίνεται φανερό ότι τα φυτά διαθέτουν το γενετικό 

δυναµικό για την αποµάκρυνση βαρέων µετάλλων από ρυπασµένες περιοχές 

µε την τεχνική της φυτοεκχύλισης. Βέβαια, η σχετικά µικρή βιοµάζα και η αργή 

ανάπτυξη των περισσοτέρων υπερσυσσωρευτών αποτελούν τους κύριους 

αρνητικούς παράγοντες για την αποτελεσµατική φυτοεξυγίανση εδαφών από 

βαρέα µέταλλα και περιορίζουν την χρησιµοποίηση αγρονοµικών πρακτικών, 

όπως τη µηχανική συλλογή των φυτών. 

Για την αντιµετώπιση αυτών των προβληµάτων έχουν γίνει προσπάθειες 

µεταφοράς της ικανότητας υπερσυσσώρευσης µετάλλων από φυτά 

υπερσυσσωρευτές σε ταχέως αναπτυσσόµενα, υψηλής βιοµάζας φυτικά είδη, 

µε τη χρήση της κλασσικής βελτίωσης φυτών. ∆υστυχώς όµως, η κλασσική 

βελτίωση δεν έχει δώσει σηµαντικά αποτελέσµατα λόγω της φυλετικής 

ασυµβατότητας που οφείλεται σε ανατοµικές διαφορές µεταξύ των ειδών. 

Εναλλακτικά, η βιοτεχνολογία µε τη γενετική τροποποίηση φυτών 

παρέχει τη δυνατότητα για άµεση µεταφορά των υπεύθυνων γονιδίων, 

ξεπερνώντας έτσι το πρόβληµα της ασυµβατότητας µεταξύ των ειδών. Τα 

ερευνητικά αποτελέσµατα στον τοµέα αυτό φανερώνουν ότι είναι δυνατή η 

δηµιουργία γενετικά τροποποιηµένων φυτών µε αυξηµένη ικανότητα 

βιοσυσσώρευσης. 

Σε πλήθος πειραµάτων έχουν µελετηθεί οι µηχανισµοί πρόσληψης και 

συσσώρευσης των βαρέων µετάλλων από τα φυτά και επίσης έχουν 

αποµονωθεί γονίδια υπεύθυνα για τη βιοσυσσώρευση. Η περαιτέρω 

κατανόηση των φυσιολογικών και µοριακών µηχανισµών πρόσληψης και 

συσσώρευσης αποτελούν σήµερα θέµατα ερευνητικής αιχµής διεθνώς και 

αποσκοπούν τελικά στη δηµιουργία αποτελεσµατικών υπερσυσσωρευτών. 
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Α.4 ΒΟΤΑΝΙΚΑ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΤΙΚΑ 

Nicotiana glauca 
Το φυτό Nicotiana glauca ανήκει στην οµάδα των δικοτυλήδονων και 

στην οικογένεια Solanaceae. Είναι αυτοφυές στη Βολιβία, στην Αργεντινή, Ν. 

Αµερική και στις Μεσογειακές χώρες. 

Το Nicotiana glauca είναι ένας βραχύβιος θάµνος ή ένα µικρό δέντρο 

που συχνά φτάνει τα 7,5 m στη φύση. Είναι χαρακτηριστική η εµφάνιση του 

εξαιτίας των µεγάλων ωοειδών γαλάζο -πράσινων φύλλων του. Αυτά είναι 

παχιά, ελαστικά, απλά, λεία, γλαυκά µε διακεκριµένες νευρώσεις και 

εναλλάσσονται γύρω από τον κορµό µε µακρύ µίσχο, έχουν µήκος περίπου 

17,5 cm και πλάτος 15 cm. Η ταξιανθία είναι φόβυς µε κίτρινα σωληνοειδή 

άνθη, µε πέντε πέταλα, τα οποία αναπτύσσονται στο τέλος της διακλάδωσης 

χωρίς φύλλα. Τα άνθη είναι ερµαφρόδιτα, άοσµα και έχουν µήκος 1 ¾ ίντσες 

και πλάτος ½ ίντσες. Οι αγωγοί των ανθέων έχουν πέντε λοβούς και κλείνουν 

κατά τη διάρκεια του απογεύµατος. Αυτά ακολουθούνται από µια ωοειδή 

σποριόκαψα  που περιέχει πολυάριθµους καφέ σπόρους. Το φυτό µπορεί να 

ανθίζει όλο το χρόνο σε θερµά κλίµατα, αλλά συνήθως ανθίζει Αύγουστο έως 

Οκτώβριο. 

Tο φυτό είναι καλλιεργούµενο και απαιτεί πλήρη ηλιοφάνεια ή ηµισκιά. 

Στην σκιά δεν µεγαλώνει. Επίσης µπορεί να αναπτυχθεί σε αµµώδη ή 

αργιλώδη, υγρά και καλά στραγγιζόµενα, όξινα, ουδέτερα ή αλκαλικά εδάφη. 

Γενικά δεν έχει ιδιαίτερες απαιτήσεις. Ένα κατάλληλο κόµποστ  καλλιέργειάς 

του συνιστάται από δύο µέρη πηλού, δύο µέρη τύρφης peat moss και 1 µέρος 

άµµου. Λιπαίνεται µηνιαία µε ισορροπηµένο λίπασµα. Για την βέλτιστη 

ανάπτυξη του φυτού τοποθετείται σε υγρό µέρος. Το φυτό είναι ταχείας 

ανάπτυξης. Το κλάδεµα προάγει την ανάπτυξη περισσότερων βραχιόνων και 

περισσότερων ανθέων. Κατά το κλάδεµα δεν πρέπει να αποµακρύνουµε τα 

µαραµένα άνθη έτσι ώστε το φυτό να µπορεί να παράγει σπόρους. Το φυτό 

µπορεί να γίνει ζιζάνιο αν το τοποθετήσουµε σε θερµοκήπιο. Πολλαπλασιάζεται 

µε τµήµατα φυτού ή µε σπόρους. Οι εχθροί του είναι πουλιά και έντοµα κυρίως 

της τάξης  Lepidoptera. 

Το Nicotiana glauca χρησιµοποιείται κυρίως σε δηµόσιους χώρους, 

πάρκα και δρόµους. Το φυτό έχει φαρµακευτική χρήση, αλλά επειδή όλα τα 
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µέρη του είναι εξαιρετικά δηλητηριώδη, πρέπει να χρησιµοποιείται µε ιδιαίτερη 

προσοχή. Το Nicotiana glauca, ενώ σχετίζεται µε το Nicotiana tabacum, δεν 

περιέχει νικοτίνη. 

Έχει χρησιµοποιηθεί σε πειράµατα φυτοεξυγίανσης ως 

υπερσυσσωρευτής εξαιτίας της γρήγορης ανάπτυξής του, της µεγάλης 

βιοµάζας του και της προσαρµοστικότητάς του στις περιβαλλοντικές συνθήκες. 

Τα αποτελέσµατα ήταν ικανοποιητικά ιδιαίτερα στις περιπτώσεις του Pb, Cd και 

Zn αφού µπόρεσε να αναπτυχθεί πολύ καλά χωρίς να αλλοιωθούν ιδιαίτερα τα 

µορφολογικά χαρακτηριστικά του και να συγκεντρώσει πάνω από 10000 ppm 

βαραίου µετάλλου. Τέτοιου είδους πειράµατα έχουν γίνει σε Ευρώπη, 

Αυστραλία και Αµερική, όπου το Nicotiana glauca βρέθηκε φυτό κατάλληλο για 

φυτοεξυγίανση. 

 

Alyssum baldaccii 
Το γένος Alyssum ανήκει στην τάξη Capparales της οικογένειας 

Cruciferae και  περιλαµβάνει 170 περίπου είδη, από τα οποία τα 60 

συναντώνται στην Ευρώπη. Στην Κρήτη και γενικότερα στην Ελλάδα έχουν 

καταγραφεί πολλά είδη Alyssum, αρκετά από τα οποία είναι ενδηµικά. Για 

παράδειγµα το Alyssum handelii είναι ενδηµικό του Ολύµπου ή το Alyssum 

samium το οποίο φύεται µόνο στον Κέρκη. Μεταξύ των ενδηµικών φυτικών 

ειδών της ελληνικής χλωρίδας περιλαµβάνεται και το Alyssum baldaccii. Το 

αρχικό του όνοµα ήταν Alyssum fallacinum, το οποίο αργότερα µετονοµάστηκε 

σε Alyssum baldaccii. 

Το γένος Alyssum περιλαµβάνει διετείς και πολυετείς πόες µε πράσινο 

φύλλωµα. Τα περισσότερα είδη του έχουν εύοσµα άνθη, µικρά, διαφόρων 

χρωµάτων και ανθίζουν όλο το καλοκαίρι. Σε ήπια κλίµατα το φυτό ανθίζει όλο 

το χρόνο. Το Alyssum baldaccii είναι  πολυετές φυτό 20-50 εκ. µε µακριά µη 

ανθίζοντα στελέχη. Tα φύλλα του έχουν µέγεθος 15-25*2-2,5 mm, είναι 

αντιλογχοειδή, αµβλεία, η πάνω επιφάνεια των οποίων είναι πράσινη και η 

κάτω λευκή. Τα φύλλα της βάσης είναι µικρότερα, µε πέταλα  2,5 – 3 mm και 

νήµατα στηµόνων µε πολύ-οδοντωτό  εξάρτηµα. Το κεράτιο έχει µέγεθος 4 - 

4,5 * 2,5- 3,3 mm πλατύ ελλειπτικό (σε αντοωειδές) µε αµβλύ άκρο ή µερικές 

φορές µε ακρόκοιλο άκρο. Το διάφραγµα είναι συχνά ασύµµετρο στο 

περίγραµµα, τα καρπόφυλλα ασύµµετρα φουσκωτά και σπάνια τριχωτά 
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(τριχίδια µε περίπου 15 ακτίνες, η παρουσία και το σχήµα των οποίων  είναι 

κριτήριο για τη διάκριση ορισµένων ειδών). Ο  στύλος έχει µέγεθος 1- 1,5 mm, 

τα σπέρµατα 1,5 -2 mm και το πτερύγιο έχει  πλάτος περίπου 0,2 mm. 

Το φυτό Alyssum αναπτύσσεται σε καλά στραγγιζόµενα εδάφη, σε 

προσήλιες θέσεις µε µέτριες απαιτήσεις σε νερό. Πολλαπλασιάζεται µε σπόρο 

και διαίρεση. Όσων αφορά το σπόρο καλό είναι να µην καλύπτεται, αλλά να 

πιέζεται ελάχιστα στην µέσα επιφάνεια, εφόσον χρειάζεται φως για να 

βλαστήσει. Είναι φυτό κατάλληλο για παρτέρια ή βραχόκηπους. Κυριότερος 

εχθρός του είναι η µέλισσα. 

Γενικά, πολλά είδη του Alyssum έχουν χρησιµοποιηθεί σε έρευνες και 

πειράµατα φυτοεξυγίανσης εδαφών µε βαρέα µέταλλα, όπως νικέλιο (Ni) και 

κοβάλτιο (Co). Τα αποτελέσµατα ήταν ικανοποιητικά, αφού τα φυτά µπόρεσαν 

όχι µόνο να αναπτυχθούν κανονικά σε εδάφη πλούσια σε νικέλιο αλλά και να 

συγκεντρώσουν µεγάλες ποσότητες νικελίου (1000 mg Ni/kg ξηρού βάρους). 

 

Α.5 ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΗ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ ΣΤΑ ΒΑΡΕΑ ΜΕΤΑΛΛΑ 

Η υψηλή συγκέντρωση βαρέων µετάλλων και γενικότερα οι 

περιβαλλοντικές καταπονήσεις προκαλούν µοριακές, βιοχηµικές, φυσιολογικές 

και µορφολογικές αντιδράσεις των φυτών. Οι µεταβολές τις οποίες προκαλούν 

οι καταπονήσεις στη γονιδιακή έκφραση προξενούν αλλαγές στη συµπεριφορά 

πολλών ενζύµων, στην αύξηση ή τη µείωση των αντίστοιχων µεταβολικών 

προϊόντων και µεταβολές στη σύνθεση νέων πρωτεϊνικών οµάδων και 

πολυπεπτιδίων. Έχει αποδειχθεί η επαγωγή σύνθεσης πρωτεϊνών (πρωτεϊνών 

καταπόνησης, stress ή shok proteins) από αλατότητα, ωσµωτική καταπόνηση, 

θερµοπληξία, παγετό, ανοξία (αναεροβίωση), µηχανική καταπόνηση, 

ατµοσφαιρική ρύπανση, υπεριώδη ακτινοβολία, οξειδωτική καταπόνηση και 

βαρέα µέταλλα. 

Μερικές από τις πρωτεΐνες είναι χαρακτηριστικές για ένα συγκεκριµένο 

είδος καταπόνησης, π.χ οι φυτοχηλατίνες για καταπόνηση από βαρέα µέταλλα, 

ή είναι κοινές για περισσότερες τις µιας καταπονήσεις, π.χ. η ωσµωτίνη και οι 

LEA για καταπόνηση από ψύχος, ξηρασία, αλατότητα, ενώ επιπλέον απαντούν 

και σε φυσιολογικά κύτταρα µετά από επίδραση ABA. Αρκετές από τις 

πρωτεΐνες αυτές έχουν ταυτοποιηθεί, όπως π.χ. τα πολυπεπτίδια που 
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επάγονται από αναεροβίωση και έχουν εξειδικευµένες λειτουργίες (ένζυµα 

γλυκόλυσης, ζυµώσεων), οι θερµοπληξιακές πρωτεΐνες (µοριακοί συνοδοί) ή 

συντιθέµενες de novo από αλατότητα πρωτεΐνες LEA (δραστηριοποιούνται ως 

κυτταροπλασµατικοί ωσµωλύτες). Οι περισσότερες, όµως, αν και ενδεχοµένως 

προστατεύουν από τις αρνητικές συνέπειες µιας καταπόνησης, αποδοµούνται 

αµέσως µετά. Ο ακριβής φυσιολογικός ρόλος τους, ο οποίος προσδίδει 

ανθεκτικότητα, δεν έχει διευκρινιστεί για τις περισσότερες από αυτές. 

Μερικές από τις µεταβολές είναι αναµενόµενες και η ερµηνεία τους 

προφανής, όπως συµβαίνει για παράδειγµα σε βλαστούς φυτών που 

υπόκεινται σε καταπονήσεις αλατότητας και ξηρασίας, όπου η συγκέντρωση 

των ολικών πρωτεϊνών ελαττώνεται εξαιτίας µειωµένης σύνθεσης, αλλά και 

αυξηµένης πρωτεόλυσής τους. Αντιθέτως, κατά την εκβλάστηση σπόρων στις 

ίδιες καταπονήσεις, η ποσότητα των πρωτεϊνών αυξάνεται, όχι λόγω αυξηµένης 

σύνθεσης, αλλά λόγω µειωµένης πρωτεόλυσής τους. Η γενική αντίληψη είναι, 

πάντως, ότι οι αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες και η παρουσία βαρέων 

µετάλλων έχουν αρνητική επίδραση σε όλο τον πρωτεϊνικό  µεταβολισµό. 

Έχουν αναφερθεί παραπάνω τα φυτά υπερσυσσωρευτές, που έχουν την 

ικανότητα να συγκεντρώνουν µεγάλες ποσότητες βαρέων µετάλλων στους 

βλαστούς και τα φύλλα τους, µε αποτέλεσµα να τροποποιείται η γονιδιακή τους 

έκφραση από το ίδιο το µέταλλο. Τα βαρέα µέταλλα µεταφέρονται µε πρόσδεση 

σε µικρού βάρους ουσίες, όπως τις φυτοχηλατίνες, οι οπίες είναι µικρά πλούσια 

σε θείο πολυπεπτίδια. Οι φυτοχηλατίνες είναι ασυνήθιστα πεπτίδια µε γενικό 

τύπο (γ-γλουταµικό οξύ.- κυστίνη )ν – γλυκίνη, όπου ν=2-8. Η ασυνήθιστη δοµή 

τους οφείλεται στο γεγονός, ότι το πεπτίδιο συνδέεται µεταξύ γλουταµίνης και 

κυστίνης χρησιµοποιώντας the side chain, ή γ, καρβοξυλοµάδα της 

γλουταµίνης, περισσότερο από το α-καρβοξύλιο, χαρακτηριστικό των 

πρωτεϊνών. Ο δεσµός αυτός υποδεικνύει, ότι οι φυτοχηλατίνες δεν συνθέτονται 

στα ριβοσώµατα αλλά είναι προϊόν κάποιων βιοσυνθετικών  µονοπατιών. Η 

αδυναµία σύνθεσης φυτοχηλατίνης, που επιτελείται µε µια µη ενζυµική οδό και 

µε πρόδροµη ένωση γλουταθειόνη, οδηγεί σε νέκρωση του φυτού. Οι 

φυτοχηλατίνες συµπλέκονται στο κυτταρόπλασµα µε τα µέταλλα και πιθανόν τα 

µεταφέρουν για αποθήκευση στο χυµοτόπιο, όπου τα παραδίνουν για 

πρόσδεση σε οργανικά οξέα, ενώ το αποπεπτιδικό τµήµα τους ελευθερώνεται 

και πάλι στον συµπλάστη, για να προσδέσει και να µεταφέρει πρόσθετα 
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µέταλλα. Σηµαντικές ποσότητες φυτοχηλατινών βρέθηκαν όταν οι 

συγκεντρώσεις των βαρέων µετάλλων ήταν σε τοξικά επίπεδα. 

Μέχρι σήµερα έχει µελετηθεί σε σχετικά λίγες περιπτώσεις η επίδραση 

της συγκέντρωσης των βαρέων µετάλλων στα επίπεδα πρωτεϊνών όπως η 

γλουταµική αφυδρογονάση (GDH), ένζυµο που φαίνεται να επηρεάζεται από 

διάφορες συνθήκες καταπόνησης, και η ωσµωτίνη. Παρακάτω παρουσιάζονται 

συνοπτικά τα χαρακτηριστικά αυτών των πρωτεϊνών καθώς και τα µέχρι 

σήµερα δεδοµένα. 

Α.5.1 Γλουταµική αφυδρογονάση (GDH) 

Η γλουταµική αφυδρογάση (GDH) είναι το ένζυµο που καταλύει την 

αναγωγική αµίνωση του α-κετογλουταρικού οξέος σε γλουταµικό οξύ 

(αναβολική αντίδραση, NADH-GDH) και την απαµίνωση του γλουταµικού οξέος 

(καταβολική αντίδραση, NAD-GDH): 

α-κετογλουταρικό οξύ + NH3 + NAD(P)H               γλουταρικό οξύ + H2O 

O ρόλος της γλουταµικής αφυδρογονάσης (GDH) σήµερα στο 

µεταβολισµό των ανώτερων φυτών παραµένει αδιευκρίνιστος, παρά το γεγονός 

ότι ανιχνεύεται σε όλα τα φυτά και συχνά υπάρχει σε υψηλά επίπεδα στους 

διάφορους φυτικούς ιστούς. Το ένζυµο µπορεί να λειτουργεί µε δυο τρόπους. 

Στην αφοµοίωση ή την επαναφοµοίωση του αµµωνίου, δρώντας έτσι 

συµπληρωµατικά µε το δίδυµο GS/GOGAT στη σύνθεση του γλουταµικού 

οξέος, ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες stress (υψηλή θερµοκρασία, έλλειψη 

νερού, αλατότητα, µολύνσεις από παθογόνα) ή σε ειδικά στάδια ανάπτυξης. 

Εναλλακτικά, το ένζυµο µπορεί να καταλύει την οξείδωση του γλουταµικού 

οξέος, εξασφαλίζοντας ανθρακικούς σκελετούς για την αποτελεσµατική 

λειτουργία του κύκλου των τρικαρβοξυλικών   οξέων (κύκλος Krebs), κάτω από 

περιοριστικές συνθήκες άνθρακα. 
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Εικόνα 4: Αµινωτική και απαµινωτική αντίδραση, που καταλύονται από τη 

γλουταµική αφυδρογονάση (από Κ.Α. Ρουµπελάκη-Αγγελάκη, 2003). 

 

Στα ανώτερα φυτά έχουν αναφερθεί δύο κύριες µορφές της GDH : µια 

µορφή εξαρτώµενη από  NADH (NADH-GDH) που εντοπίζεται στα µιτοχόνδρια 

και µια NADPH (NADPH-GDH) εξαρτώµενη µορφή που σχετίζεται µε τους 

χλωροπλάστες. Η NADH-GDH είναι όπως προαναφέρθηκε  µιτοχονδριακό 

ένζυµο µε πολλαπλές ισοενζυµικές µορφές. Σε βιοχηµικό επίπεδο, το ένζυµο 

έχει µελετηθεί εκτενώς σε διάφορα φυτικά είδη, ιδιαίτερα στο αµπέλι, τη σόγια 

και το Arabidiopsis. Τα µοριακά δεδοµένα υποδεικνύουν την παρουσία δυο 

διακριτών γονιδίων της GDH, που εµφανίζουν διαφοροποιηµένη έκφραση 

ανάλογα µε το αναπτυξιακό στάδιο των ιστών / οργάνων και εξωγενείς 

παράγοντες όπως το φώς και η πηγή αζώτου (Loulakakis and Roubelakis-

Agelakis, 1992;  Loulakakis and Roubelakis-Agelakis, 1991). 

Τα χαρακτηριστικά της GDH έχουν µελετηθεί σε αρκετά φυτικά είδη, 

εκτενέστερα δε στο αµπέλι. Το ένζυµο παρουσιάζει πρότυπο επτά συνενζύµων 

σε όλους τους ιστούς, σε διαφορετικές ποσότητες. Το ένζυµο είναι εξαµερές 

αποτελούµενο από 2 είδη υποµονάδων, την α και τη β, που διαφέρουν µεταξύ 

τους στο µοριακό βάρος και στο φορτίο τους. Βρέθηκε ότι όλα τα ισοένζυµα της 
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GDH περιέχουν και τους δυο τύπους υποµονάδων. Το ισοένζυµο 7 της GDH 

περιέχει µόνο α-υποµονάδες και το ισοένζυµο 1 µόνο β-υποµονάδες, ενώ τα 

ενδιάµεσα ισοένζυµα αποτελούνται και από τισ δυο υποµονάδες σε µια 

διατεταγµένη σειρά. ∆ηλαδή από το ισοένζυµο 1 προς το ισοένζυµο 7, η 

συµµετοχή της α-υποµονάδας αυξάνει και της β- µειώνεται. Τα δυο ακραία είναι 

οµοεξαµερή ενώ τα ισοένζυµα δυο εως έξι περιέχουν της α- και β- υποµονάδες 

σε αναλογία 1:5, 2:4, 3:3, 4:2 και 5:1 αντίστοιχα. Σε ότι αφορά το φυσιολογικό 

ρόλο των 7 ισοενζύµων της GDH, δείχθηκε ότι κάθε ένα από αυτά, εµφανίζει 

παρόµοια συµπεριφορά ως προς την in vitro αναβολική και καταβολική του 

ενεργότητα. Παρόµοια αποτελέσµατα προέκυψαν και από τη µελέτη της GDH 

του Persea spp. αβοκάντο. Το µοντέλο έχει επιβεβαιωθεί πρόσφατα από 

άλλους ερευνητές σε διάφορα φυτικά είδη, όπως το Arabidiopsis thaliana. 

Επίσης το αµπέλι ήταν το πρώτο φυτικό είδος στο οποίο µελετήθηκαν τα 

γονίδια της GDH. Συγκεκριµένα από µια cDNA βιβλιοθήκη αποµονώθηκε ένας 

κλώνος της GDH του αµπελιού. Ο κλώνος αυτός φέρει ανοιχτό πλαίσιο 

ανάγνωσης 1233 νουκλεοτιδίων  που κωδικοποιεί πρωτεΐνη αποτελούµενη από 

411 αµινοξέα. Η παράγωγος αµινοξική αλληλουχία εµφανίζει υψηλή οµολογία 

µε άλλες φυτικές GDHs και σχετικά υψηλότερη οµολογία µε την GDH των 

εξτρεµόφιλων αρχαιοβακτηρίων, παρά µε τις  αλληλουχίες µη φυτικών 

ευκαρυωτικών οργανισµών. Το γεγονός αυτό υποδηλώνει λειτουργική ή και 

εξελικτική σχέση µεταξύ των δυο αυτών ενζύµων. Τα αποτελέσµατα µπορούν 

να υποστηρίξουν την προσαρµογή του φυτικού ενζύµου για λειτουργία υπο 

συνθήκες καταπόνησης (stress). Εντοπίστηκε επίσης η ύπαρξη περισσότερων 

του ενός γονιδίων της GDH στο γονιδίωµα του αµπελιού, υποδηλώνοντας ότι η 

σύνθεση κάθε υποµονάδας του ενζύµου ελέγχεται από διαφορετικό γονίδιο. Ο 

κλώνος της GDH του αµπελιού που αποµονώθηκε, αντιστοιχεί στο γονίδιο που 

κωδικοποιεί την α-υποµονάδα του ενζύµου. 

Σε µερικά φυτικά είδη έχει µελετηθεί η επίδραση των βαρέων µετάλλων 

στα επίπεδα της GDH. Σε πειράµατα που έγιναν για το σκοπό αυτό, διάφορες 

συγκεντρώσεις βαρέων µετάλλων προστέθηκαν στο µέσο ανάπτυξης των 

φυτών και ακολούθως έγινε προσπάθεια να προσδιοριστούν οι αλλαγές που 

επήλθαν στo ένζυµο. Παρακάτω παρουσιάζονται συνοπτικά τα µέταλλα και τα 

φυτικά είδη που χρησιµοποιήθηκαν σε κάποιες από αυτές τις έρευνες, καθώς 

και τα αποτελέσµατα στα οποία αυτές κατέληξαν: 
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• Σπορόφυτα σιταριού (Triticum aestivum) και κριθαριού (Hordeum vulgare), 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο που περιείχε Βόριο (Β) σε συγκέντρωση 

10mM, για 5 ηµέρες. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι η τοξικότητα του Β 

αύξησε την ενεργότητα της GDH κατά 18% στις ρίζες και κατά 30% στα 

φύλλα (Mahboobi et al., 2002). 

• Σπρόφυτα µπιζελιού (Pisum sativum) αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 

υπόστρωµα συγκέντρωσης 10mM σε Κάδµιο (Cd) . τα επίπεδα ενεργότητας 

της GDH πενταπλασιάστηκαν στις ρίζες και τριπλασιάστηκαν στους 

βλαστούς (Chugh et al., 1992). 

• Σπορόφυτα φασολιού (Phaseolus vulgaris) αναπτύχθηκαν σε υπόστρωµα 

ιστοκαλλιέργειας που περιείχαν αυξανόµενες συγκεντρώσεις Καδµίου (Cd). 

Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι όλες οι επεµβάσεις προκάλεσαν παρεµπόδιση 

της ανάπτυξης των φυταρίων. Επίσης, αναλογικά της αύξησης της 

συγκέντρωσης του µετάλλου στο θρεπτικό µέσο, αυξήθηκε και η ενεργότητα 

της GDH και ειδικά στα φύλλα και τις ρίζες. Σε αυτό τα γεγονός αποδίδεται 

και η αύξηση στην αφοµοίωση του αζώτου που παρατηρήθηκε στους 

συγκεκριµένους ιστούς (Gouia et al., 2003). 

Α.5.2 ΩΣΜΩΤΙΝΗ 

Οι ωσµωτίνες είναι πρωτεΐνες που ανήκουν σε οµάδα πρωτεϊνών µικρού 

ΜΒ (24 kD), που συντίθεται ως προ-πρωτεΐνες, καθίστανται ώριµες µε την 

αποµάκρυνση ενός τµήµατός τους και διαµερισµατοποιούνται κυρίως στο 

χυµοτόπιο, στον τονοπλάστη, στο πλασµάληµµα, αλλά και στους 

µεσοκυττάριους χώρους. Η ωσµωτίνη θεωρείται χαρακτηριστική εκπρόσωπος 

των πρωτεϊνών ωσµωτικής καταπόνησης, όµως η µεταγραφή των γονιδίων της 

επάγεται, εκτός από την έλλειψη νερού λόγω ξηρασίας, αλατότητας και ψύχους, 

και από τουλάχιστον επτά επιπλέον σήµατα, όπως είναι η υπεριώδης 

ακτινοβολία, ο µηχανικός τραυµατισµός, οι µυκητιακές προσβολές, η προσβολή 

από τον ιό του µωσαϊκού του καπνού (TMV), το ΑΒΑ, το αιθυλένιο και η αυξίνη. 

Τα γονίδια της ωσµωτίνης επάγονται από αρκετές καταπονήσεις, η πρωτεΐνη 

όµως, συσσωρεύεται σε ικανές ποσότητες µόνο µετά από εφαρµογή 

αιθυλενίου, προσβολή µυκήτων, ή κατά τον εγκλιµατισµό σε έλλειψη νερού και 

σε αλατότητα. Οι ωσµωτίνες είναι οµόλογες µε τις παθογενετικές πρωτεΐνες, µε 

αντιµυκητολογική δράση PR (pathogenesis-related proteins) οι οποίες 
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αποτελούν µια µεγάλη οικογένεια των αµυντικών πρωτεϊνών των φυτών. Οι 

ωσµωτίνες πιο συγκεκριµένα  ανήκουν στην πέµπτη οικογένεια των PR 

πρωτεϊνών και είναι αρκετά συγγενείς µε τις θαυµατίνες (thaumatin). 

Τα προϊόντα των γονιδίων της ωσµωτίνης εµφανίζουν in vitro 

αντιµυκητιακή δράση. Η αντιπαθογόνα δράση της ωσµωτίνης περιγράφεται ως 

εξής: οι υφές του µύκητα εκλύουν τοξίνες οι οποίες διασπούν την κυτταρική 

µεµβράνη του φυτού, προξενώντας διαρροή θρεπτικών ουσιών που 

χρησιµοποιούνται από τον µύκητα. Έτσι, µειώνεται η σπαργή του φυτού, οπότε 

αυξάνεται η συσσώρευση ωσµωτίνης, που διαχέεται εκτός του φυτικού 

κυττάρου και επικάθεται σε οµόλογο δέκτη στην επιφάνεια του µύκητα. Στη 

συνέχεια, η ωσµωτίνη εισχωρεί και σχηµατίζει πόρους στις µυκηλιακές 

µεµβράνες, καθιστώντας τις διαπερατές και παρεµποδίζοντας την ανάπτυξη 

των µυκηλίων. Ο µηχανισµός δράσης της ωσµωτίνης σε έλλειψη νερού και σε 

αλατότητα δεν είναι ακόµη γνωστός. 
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Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

Β1. In vitro καλλιέργεια 
Για τα πειράµατα χρησιµοποιήθηκαν σπορόφυτα Nicotiana glauca και 

Alyssum baldaccii, τα οποία αναπτύχθηκαν σε in vitro καλλιέργεια. 

Συγκεκριµένα οι σπόροι αφού πλύθηκαν µε νερό, τοποθετήθηκαν σε 

πλαστικά σακουλάκια και ξεπλύθηκαν για µερικά δευτερόλεπτα µε διάλυµα 

αλκοόλης 70%. Στη συνέχεια εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα 20% εµπορικού 

σκευάσµατος υποχλωριώδους νατρίου (χλωρίνη) για 20 min. Ακολούθησαν 

τρία ξεπλύµατα µε απεσταγµένο – αποστειρωµένο νερό, διάρκειας 5, 10 και 15 

λεπτών αντίστοιχα, µέσα στην εστία νηµατικής ροής, µε στόχο την 

αποµάκρυνση τυχόν υπολειµµάτων χλωρίνης από τους σπόρους. Κατά την 

αποστείρωση και την προετοιµασία των σπόρων, τα εργαλία που 

χρησιµοποιήθηκαν (λαβίδες, νυστέρια κ.τ.λ) είχαν απολυµανθεί µε εµβάπτισή 

τους σε 90% αλκοόλη και στη συνέχεια µε φλόγα λύχνου Bunsen. 

Για την καλλιέργεια in vitro σπόρων Nicotiana glauca και Alyssum 

baldaccii χρησιµοποιήθηκε το θρεπτικό υπόστρωµα Murashing and Skoog 

(MS), κάθε λίτρο του οποίου περιείχε εκτός των άλλων (Πίνακας 2) και 7,5 gr 

άγαρ (agar), ενώ δεν προστέθηκε σακχαρόζη. 

Για την καλλιέργεια κάθε φυτικού είδους παρασκευάστηκαν 3 L 

θρεπτικού διαλύµατος εκ των οποίων τα 2 χωρίστηκαν σε 4 κωνικές φιάλες των 

500 mL. Στις φιάλες αυτές προστέθηκαν δύο διαφορετικές ποσότητες δύο 

βαρέων µετάλλων, Μολύβδου (Pb) και Ψευδαργύρου (Zn), ανά δύο φιάλες 

αντίστοιχα. Οι παραπάνω ποσότητες που προστέθηκαν ήταν σε µορφή αλάτων 

των αντίστοιχων µετάλλων (PbNO3 και ZnSO4) και ήταν τέτοιες, ώστε στα 

τελικά διαλύµατα ο Μόλυβδος και ο Ψευδάργυρος να βρίσκονται σε 

συγκεντρώσεις των 0,1 και 0,5 mM. 

Στο 1 L από το αρχικό MS δεν έγινε καµία επέµβαση µε µέταλλα, µε 

σκοπό τη χρησιµοποίησή του ως θρεπτικό υπόστρωµα ανάπτυξης για τα φυτά 

µάρτυρες. 

Στη συνέχεια έγινε ρύθµιση του ph όλων των υποστρωµάτων στο 6.0 µε 

1N NaOH και κατόπιν αυτά µοιράστηκαν ισόποσα σε δοκιµαστικούς σωλήνες οι 

οποίοι σφραγίστηκαν µε βαµβάκι και φύλλο αλουµινόχαρτου και 

τοποθετήθηκαν στο αυτόκαυστο για αποστείρωση στους 121 oC για 20 min. 
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Όλη η διαδικασία εµφύτευσης εκτελέστηκε µέσα σε εστία νηµατικής ροής 

υπο ασηπτικές συνθήκες. Αφού οι σπόροι εµφυτεύτηκαν στους δοκιµαστικούς 

σωλήνες µε το θρεπτικό υπόστρωµα, τοποθετήθηκαν στη συνέχεια σε θάλαµο 

ανάπτυξης µε ελεγχόµενες συνθήκες φωτισµού (16h φως και 8h σκοτάδι) και σε 

θερµοκρασία 25 ± 2 οC. 

Τα φυτάρια του Nicotiana και του Alyssum παρέµειναν στον θάλαµο 

ανάπτυξης για διάστηµα 2 και 4 µηνών αντίστοιχα. Κατά την εξαγωγή των 

φυτών από τους σωλήνες καταγράφηκε ο αριθµός των φύλλων, καθώς και το 

ύψος τους ανά φυτικό είδος και επέµβαση. 

Μετά την πάροδο 2 µηνών για το Nicotiana και 4 µηνών για το Alyssum, 

τα φυτά βγήκαν από τους σωλήνες, αποµακρύνθηκαν οι ρίζες τους, 

τοποθετήθηκαν µέσα σε διαφορετικά πλαστικά σακουλάκια και φυλάχτηκε στην 

κατάψυξη έως περαιτέρω χρησιµοποίησή τους. 

 

Β2. Εκχύλιση πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς 
∆ιαλύµατα : 

 ∆ιάλυµα εκχύλισης  (extraction buffer): 100 mM Tris-HCl pH 8,2, 10 mM 

EDTA, 3 mM MgCl2, 10% Glycerol,  0,2% Trixon X 100 και 5 mM DTT 

∆ιαδικασία: 

Ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται από τον Κων/νο Α. 

Λουλακάκη (1999). Όλα τα στάδια της εκχύλισης πρωτεϊνών εκτελέστηκαν µέσα 

σε πάγο. Όλα τα διαλύµατα και οι µικροσυσκευές που χρησιµοποιήθηκαν 

διατηρήθηκαν µέσα σε πάγο. Η αναλογία φυτικού ιστού και extraction buffer 

(διατηρηµένου στους 4 oC), που λειοτριβήθηκε στο γουδί ήταν 1:4. Τα µίγµατα 

µετά µεταφέρθηκαν σε σωλήνες φυγοκέντρου και οµογενοποιήθηκαν σε 

οµογενοποιητή τρεις φορές, διάρκειας 30 sec η κάθε µία. Ακολούθησε επώαση 

σε πάγο για 10 min, ανάδευση, και αφού έγινε ισοζύγιση  φυγοκεντρήθηκαν σε 

ψυχωµένη φυγόκεντρο στις 10,000 rpm (στροφές ανά λεπτό) και στους 4 ºC για 

30 min. Τα υπερκείµενα µοιράστηκαν σε µικροσωλήνες eppendorf και 

φυλάχτηκαν στον καταψύκτη για να χρησιµοποιηθούν σε επόµενους 

προσδιορισµούς. 
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Πίνακας 2: Σύσταση του βασικού θρεπτικού υποστρώµατος MS, που 
χρησιµοποιήθηκε για την in vitro καλλιέργεια Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 
 

ΜΑΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 

KNO3

MgSO4 7H2O 

KH2PO4

CaCl2 2H2O 

ΤΕΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (mg/L) 

1900 

370 

170 

150 

ΜΙΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 

KI 

H3BO3 6H2O

MnSO4 4H2O 

ZnSO4 7H2O 

CuSO4 5H2O 

CoCl2 6H2O 

NaMoO4 2H2O 

FeNa EDFS 

0,83 

6,2 

22,3 

8,6 

0,025 

0,83 

0,25 

43 

ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ 

Biotin 

Nicotinic acid 

Pyridoxine HCl 

Thiamine HCl 

D-Pantothenic acid 

Myoinositol 

 

0,1 

5 

5 

5 

5 

100 

 

Β3. Ποσοτικός προσδιορισµός ολικής πρωτεΐνης (Modified Lowry) 

∆ιαλύµατα: 

 ∆ιάλυµα Α: 2 g NaOH, 10 g Na2CO3, 0,1 g τρυγικό Na–Κ σε 500 mL H2O 

 ∆ιάλυµα Β: 0,5 g CuSO4 5H2O σε 100 mL H2O 

 ∆ιάλυµα Γ: ∆ιάλυµα Α & ∆ιάλυµα Β σε αναλογία 100:2 (παρασκευάζεται λίγο 

πριν την χρήση). 

 ∆ιάλυµα ∆: Folin-Phenol 2× αραιωµένο 1:1  µε H2O (παρασκευάζεται λίγο 

πριν την χρήση). 
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∆ιαδικασία: 

Σε µικροσωλήνες eppendorf αναµειγνύονται 25 µL  εκχυλίσµατος και 25 

µL 20% TCA, και ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14,000 rpm (στροφές) για 20 

min. Έπειτα γίνεται άντληση του υπερκείµενου µε αντλία Bernoulli ή πιπέτα. 

Επαναδιαλύεται η πελέτα (πρωτεϊνικό ίζηµα) σε 100µL διαλύµατος Α. 

Προστίθεται 1 mL διαλύµατος Γ και επώαση 10 min σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Προστίθεται 100 µL διαλύµατος ∆ και επώαση για 30 min σε θερµοκρασία 

δωµατίου. 

Αφού µηδενιστεί το φασµατοφωτόµετρο µε το «τυφλό» διάλυµα 

ακολουθεί µέτρηση της απορρόφησης (Absorbance) των διαλυµάτων στα 625 

nm. Τα αποτελέσµατα εκφράζονται ως mg πρωτεϊνών ανά mL διαλύµατος. 

Β4. Μέτρηση ενεργότητας του ενζύµου GDH 

∆ιαλύµατα: 

 1M Tris – HCl pH 8,0. 

 2 M NH4Cl. 

 10 mM CaCl2. 

 200 mM α–κετογλουταρικό οξύ. 

 2 mM NADH. 

∆ιαδικασία: 

Η ενεργότητα της GDH µετρήθηκε µέσω της αµινωτικής αντίδρασης 

(Λουλακάκης, 1999). Από τα παραπάνω διαλύµατα παρασκευάστηκε µίγµα 

(GDH Mix) που αποτελούνταν από: 5 mL 1M Tris – HCl, 5 mL 2 M NH4Cl, 5 mL 

10 mM CaCl2, 5 mL 200 mM α–κετογλουταρικό οξύ και 22,5 mL DH2O. 

Ακολούθησε εξισορρόπηση του µίγµατος στους 27οC. Για την αµινωτική 

αντίδραση προστέθηκαν σε κυβέττα του 1 mL, 850 µL GDH Mix, 50 µL 

εκχυλίσµατος φυτικού ιστού και τελικά 100 µL 2 mM NADH για την έναρξη της 

αντίδρασης. Η ενζυµική ενεργότητα προσδιορίστηκε µε την µέτρηση της 

αλλαγής της απορρόφησης στα 340 nm σε φασµατοφωτόµετρο. Στην συνέχεια 

υπολογίστηκε η ειδική ενεργότητα της GDH [ Specific activity = GDH activity 

(∆OD / min * mL) / συνολικές πρωτεΐνες (mg / mL)]. Τα αποτελέσµατα 

εκφράστηκαν επίσης σε µmol NADH που καταναλώθηκε / min και σε µmol 

NADH που καταναλώθηκε / g φυτικού ιστού. 
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Β5. Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (PolyAcrylamide Gel 
Electrophoresis, SDS – PAGE) 

∆ιαλύµατα: 

 ∆ιάλυµα µετουσίωσης δειγµάτων (3× sample buffer): 150 mM Tris – HCl pH 

6,8, 9% SDS, 15% β–µερκαπτοαιθανόλη (b–mercaptoethanol, 0.1% 

κυανούν της βρωµοφαινόλης, 30% γλυκερόλη. 

 Μητρικό διάλυµα ακρυλαµίδης: 29,2% ακρυλαµίδη (acrylamide), 0,8% δις–

ακρυλαµίδη (bis–acrylamide). 

 Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού (resolving gel buffer): 1.5 M 

Tris–HCl pH 8.9 (Lower Tris 4×). 

 Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος επιστοίβασης (stacking gel buffer): 0.5 M 

Tris–HCl pH 6.8 (Upper Tris 4×). 

 Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Tank Buffer): 25 mM Tris, 192 mM 

glycine, 0.1% SDS. 

 10% διάλυµα ammonium per sulfate (APS) 

 20% διάλυµα SDS 

 50% διάλυµα γλυκερόλης 

 Temed 

∆ιαδικασία: 

Παρασκευάστηκαν επίπεδα πηκτώµατα (gel) πάχους 1,5 mm τα οποία 

µετά την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιήθηκαν για την χρώση ολικών πρωτεϊνών 

ή για την µεταφορά τους σε µεµβράνες νιτροκυτταρίνης (NC). Κάθε πήκτωµα 

αποτελείται από δυο επιµέρους πηκτώµατα όπου το ένα (stacking gel) 

προηγείται του άλλου (resolving gel). Το resolving gel περιείχε 10% 

πολυακρυλαµίδη και το stacking gel 4% πολυακρυλαµίδη. Η επιµέρους 

σύσταση κάθε πηκτώµατος φαίνεται στον Πίνακα 3. 

Για την µετουσίωση των δειγµάτων προστέθηκε σε κάθε πρωτεϊνικό 

δείγµα διάλυµα µετουσίωσης (sample buffer) σε αναλογία 2:1. Το µίγµα 

επωάστηκε στους 100 οC για 5 min και στην συνέχεια µεταφέρθηκε σε πάγο. 

Ηλεκτροφόρηση: Η συσκευή ηλεκτροφόρησης συναρµολογήθηκε 

προσεκτικά (χρησιµοποιήθηκε το µοντέλο Mini Protean II της Bio Rad). Το 

πήκτωµα διαχωρισµού τοποθετήθηκε στη συσκευή και αφέθηκε µέχρι να 

πολυµεριστεί. Στην συνέχεια παρασκευάστηκε και εφαρµόστηκε στη συσκευή 
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το πήκτωµα επιστοίβασης. Αµέσως εφαρµόστηκε στον υποδοχέα η κτένα 

δηµιουργίας «πηγαδιών» στα οποία τοποθετήθηκαν στην συνέχεια τα προς 

ανάλυση δείγµατα. Το διάλυµα αφέθηκε να πολυµεριστεί. Τα δοχεία της 

ηλεκτροφόρησης γεµίστηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης (Tank 

Buffer). Τέλος η ποσότητα µετουσιωµένων δειγµάτων (17 – 25 µg ολικής 

πρωτεΐνης κάθε δείγµατος) µεταφέρθηκε µε µικροσύριγγα στα πηγάδια (wells) 

και ηλεκτροφορήθηκαν στα 80 V για περίπου 2 ώρες. 
 
Πίνακας 3: Ποσοτική σύσταση των πηκτωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στην 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση. 

SDS-PAGE 

 

STOCK SOLUTION 
STACKING 

GEL 
RESOLVING GEL 

 

Συγκέντρωση ακρυλαµίδης, % 

 4,00% 7,50% 10,00% 

d H2O 4,59 7,43 6,18 

Upper Tris (4x) (ml) 1,88 0 0 

Lower Tris (4x) (ml) 0 3,75 3,75 

Acryl.:Bis (30:0,8) (ml) 1 3,75 5 

10% APS (µl) 26 64 64 

TEMED (µl) 11 6 5 

    

TOTAL (ml) 7,5 15 15 

Β6. Χρώση πρωτεϊνών µε Coomasie Brilliant Blue R–250. 

Η µέθοδος έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που περιγράφεται από τον 

Λουλακάκη Κ. (1999). 

∆ιαλύµατα: 

 ∆ιάλυµα χρώσης (stain): 0,1% Coomassie Brilliant Blue R–250, 50% 

µεθανόλη, 10% οξικό οξύ. 
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 ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού (distain): 20% µεθανόλη, 7% οξικό οξύ. 

∆ιαδικασία: 

Με την συµπλήρωσης της SDS – PAGE, το πήκτωµα µεταφέρθηκε σε 

κατάλληλο δοχείο το οποίο περιείχε διάλυµα χρώσης (περίπου 100 mL). Το 

δοχείο τοποθετήθηκε σε ανακινούµενη πλάκα και αφέθηκε να αναδευτεί ελαφρά 

για τουλάχιστον 1 ώρα. Στην συνέχεια αφού αποµακρύνθηκε το διάλυµα 

χρώσης και το gel ξεπλύθηκε µε D–H2O, προστέθηκε το διάλυµα 

αποχρωµατισµού και η ανάδευση συνεχίστηκε για αρκετές ώρες. Με την 

διαδικασία αυτή η πηκτή (gel) αποχρωµατίστηκε και παρέµειναν 

χρωµατισµένες (µπλε – µοβ) µόνο οι ζώνες των πρωτεϊνών. Τα πρωτεϊνικά 

πρότυπα παρατηρήθηκαν σε φωτεινή τράπεζα. Με την διαδικασία αυτή 

ανιχνεύτηκαν ζώνες που περιείχαν το λιγότερο 0,1 – 1 µg πρωτεΐνης. 

 

Β7. Μεταφορά κατάWestern Blot - Ανοσοανίχνευση 
∆ιαλύµατα: 

 ∆ιάλυµα µεταφοράς: 20mM Tris, 192mM γλυκίνη, 
 PBS (phosphate buffered saline): 0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,115% 

Na2HPO4, 0,02% KH2PO4. 

 2% BSA (αλβουµίνη από ορό βοδιού) σε PBS 1×. 

 20% Tween – 20. 

 ∆ιάλυµα πλύσης: 0,05% Tween – 20 σε PBS 

 1% BSA  σε διάλυµα πλύσης. 

 

∆ιαδικασία: 

Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το πήκτωµα αφαιρέθηκε από της 

συσκευή και τοποθετήθηκε προσεχτικά σε δοχείο που περιείχε διάλυµα 

µεταφοράς για 5 min. Στην συνέχεια το πήκτωµα και τα άλλα απαραίτητα υλικά  

τοποθετήθηκαν στην κασέτα της συσκευής ηλεκτροµεταφοράς µε την εξής 

σειρά (από κάτω προς τα πάνω): σπόγγος – χαρτί Whatman – πήκτωµα –

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης – χαρτί Whatman – σπόγγος. H τοποθέτηση τους 

στην κασέτα της συσκευής ηλεκτροφόρησης έγινε µε τέτοιο τρόπο ώστε όταν η 

κασέτα τοποθετηθεί στην συσκευή το πήκτωµα να βρίσκεται προς τον αρνητικό 
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πόλο και η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης προς τον θετικό, για να είναι εφικτή η 

µεταφορά των πρωτεϊνών. 

Η µεταφορά των πρωτεϊνών έγινε στα 80 V (400 mA σταθερά) για 1 ώρα 

και 15 λεπτά. Κάθε µεµβράνη NC που ετοιµάστηκε µε αυτό τον τρόπο 

χρησιµοποιήθηκε για την ανίχνευση της πρωτεΐνης της ωσµωτίνης και του 

ενζύµου GDH µε την βοήθεια του κατάλληλου αντισώµατος. 

Τα κύρια στάδια της ανίχνευσης ήταν: 

1. Πλύσιµο NC σε διάλυµα PBS 1× για 10 – 15 min. 

2. Η NC τοποθετείται σε διάλυµα 2% BSA σε διάλυµα PBS 1× (0,5 g BSA in 25 

mL PBS 1×) ανάδευση για 30 min (blocking). 

3. Πλύσιµο 1 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0,05% TWEEN 20 

4. Προστίθεται το πρώτο αντίσωµα σε αραιώσεις (1:1000 για ωσµωτίνη και 

1:2500 για GDH) σε διάλυµα 1% BSA σε PBS 1×+ 0.05% TWEEN 20 και 

γίνεται επώαση µε ανάδευση για τουλάχιστον 1h και 30 min. 

5. Πλύσιµο 5 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0.05% TWEEN 20 

6. Προστίθεται το δεύτερο αντίσωµα (αντι-αντίσωµα Alkaline Phosphatase, 

Anti Rabbit) σε αραίωση 1:2000 σε διάλυµα 1% BSA σε διάλυµα PBS 1× + 

0.05% TWEEN 20 και γίνεται επώαση µε ανάδευση για τουλάχιστον 1h και 

30 min. 

7. Πλύσιµο 2 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0.05% TWEEN 20 

a. Πλύσιµο 2 × 5 min σε διάλυµα 100 mM Tris pH 9,0. 

8. Επώαση στο διάλυµα χρώσης (100 mΜ Tris pH 9,0, 0,1 mg/mL NBT, 5 

mg/mL BCiP), έως να εµφανιστούν οι ζώνες. 

9. ∆ιακοπή της χρώσης µε πλύσιµο µε DH2O. 

 

Το αντίσωµα εναντίον της ωσµωτίνης που χρησιµοποιήθηκε, 

παρασκευάστηκε µε εισαγωγή σε κουνέλι πρωτεΐνης ωσµωτίνης που 

παράχθηκε σε βακτήρια µετά τον µετασχηµατισµό τους µε κατάλληλο 

πλασµιδιακό φορέα έκφρασης ο οποίος περιείχε το cDNA της ωσµωτίνης του 

αµπελιού (Loulakakis, 1997) και καθαρισµό της µε προπαρασκευαστική SDS 

ηλεκτροφόρηση. (Βουτσινά et al., αδηµοσίευτα αποτελέσµατα). 

 

 35



Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
      
Γ1. Γενικά χαρακτηριστικά φυτών Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 
 

Προκειµένου να διερευνηθεί η δυνατότητα ανίχνευσης των υπό εξέταση 

πρωτεινών (GDH και ωσµωτίνη) σε ιστούς Nicotiana glauca και Alyssum 

baldaccii, χρησιµοποιήθηκαν φυτά µάρτυρες τα οποία αναπτύχθηκαν σε 

υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog, στις ίδιες ακριβώς 

συνθήκες µε τα φυτά των επόµενων πειραµάτων. 

 Τα φυτά µάρτυρες του Nicotiana glauca µετά την πάροδο 2 µηνών και 

λίγο πριν εξαχθούν από τους σωλήνες είχαν αναπτυχθεί αρκετά όπως 

µπορεί να παρατηρηθεί στην Εικόνα 4. Τα φυτά του Alyssum baldaccii 

αναπτύχθηκαν και αυτά ικανοποιητικά µετά την πάροδο όµως 4 µηνών 

όπως παρατηρείται στην Εικόνα 5. 

  Μακροσκοπικά και στα δύο φυτικά είδη δεν παρουσιάστηκαν 

µορφολογικές ανωµαλίες, ενώ η ανάπτυξή τους χαρακτηρίσθηκε 

οµοιόµορφη. 

 Το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων του Nicotiana glauca καθώς 

και του Alyssum baldaccii κυµάνθηκε στο 100%. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1 : Φυτά Nicotiana glauca που χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες. Η ανάπτυξή 
τους έγινε σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και 
διήρκεσε 2 µήνες. 
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Εικόνα 2 : Φυτά Alyssum baldaccii που χρησιµοποιήθηκαν ως µάρτυρες. Η ανάπτυξή 
τους έγινε σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και 
διήρκεσε 4 µήνες. 
 
 

  Ακολούθησε εκχύλιση πρωτεϊνών, µε σκοπό την αποµόνωση τους, 

στους φυτικούς ιστούς από τα φυτά µάρτυρες και τα δείγµατα 

χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των πρωτεινών  GDH και ωσµωτίνη 

των δύο φυτικών ειδών. Στα εκχυλίσµατα που προέκυψαν έγινε ποσοτικός 

προσδιορισµός πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Lowry, µε σκοπό την εκτίµηση της 

σχετικής περιεκτικότητας στους φυτικούς ιστούς σε πρωτεΐνες.  

Στην συνέχεια ίση ποσότητα πρωτεϊνών από κάθε φυτικό ιστό 

µετουσιώθηκε και ηλεκτροφορήθηκε µε  SDS-PAGE σε επίπεδα πηκτώµατος 

10% ακρυλαµίδης, µε σκοπό τη ανάλυση των εκχυλισµάτων στις επιµέρους 

πρωτεϊνικές ζώνες. Στο πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε φυτικού ιστού, που 

προέκυψε µετά τη χρώση του πηκτώµατος µε Coomassie brilliant blue R-250, 

διακρίνονται διαφορές στην παρουσία αλλά και στην ένταση των ζωνών µεταξύ 

των ιστών. 

Με σκοπό την µελέτη των υποµονάδων των δύο πρωτεϊνών, τα 

πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από τους φυτικούς ιστούς αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, 

υποβλήθηκαν σε Western Blot (µε τη µέθοδο αυτή οι πρωτεΐνες µεταφέρονται 

από την πηχτή σε σταθερό υπόστρωµα, στην προκειµένη περίπτωση 

µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, όπου στην συνέχεια µπορεί εύκολα να ανιχνευτεί 

µια συγκεκριµένη πρωτεΐνη, από το σύνολο των πρωτεϊνών που έχουν 

αναλυθεί και ανιχνεύτηκαν ανοσολογικά. Η ανοσοανίχνευση των πρωτεϊνών 
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έγινε µε τη βοήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν τις πρωτεΐνες 

GDH και ωσµωτίνη του αµπελιού. 

   Στο Nicotiana glauca και στην περίπτωση των πρωτεϊνών GDH και 

ωσµωτίνη, ανιχνεύτηκαν δύο τύποι υποµονάδων µε την µορφή δύο διακριτών 

ζωνών που αντιστοιχούν σε δυο ισοένζυµα της κάθε πρωτεΐνης αντίστοιχα. 

 Στο Alyssum baldaccii ανιχνεύτηκε µία ζώνη της GDH και µια ζώνη της 

ωσµωτίνης.  

 
 
 
Γ2. Επίδραση του Ψευδραργύρου (Zn) σε µορφολογικά χαρακτηριστικά 
φυτών Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 
 

  Κατά την εκτέλεση του πειράµατος διάφορες ποσότητες άλατος 

Ψευδραργύρου (ZnSO4), προστέθηκαν στο θρεπτικό υπόστρωµα 

ιστοκαλλιέργειας ώστε τελικά να επιτύχουµε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις 

του στοιχείου (0,1 mM και 0,5 mM Zn) µέσα στο θρεπτικό µέσο. 

  Στις δύο διαφορετικές επεµβάσεις φυτεύτηκαν σπόροι  Nicotiana 

glauca και Alyssum baldaccii και αφέθηκαν να αναπτυχθούν υπό ελεγχόµενες 

συνθήκες φωτισµού και θερµοκρασίας για 2 και 4 µήνες αντίστοιχα. Λίγο πριν 

τα φυτά εξαχθούν από τους σωλήνες ανάπτυξης υπολογίσθηκε το ποσοστό 

φυτρωτικότητας των σπόρων ανά φυτικό είδος και επέµβαση (Πίνακας 3). 

 
 
Πίνακας 3 : Ποσοστό φυτρωτικότητας σπόρων ανά φυτικό είδος και επέµβαση. 
 

Συγκέντρωση Zn, mM Ποσοστό φυτρωτικότητας 
σπόρων (%) 

 NICOTIANA GLAUCA ALYSSUM BALDACCII 
0 100 100 

0,1 41,66 83,33 
0,5 37,5 58,33 

 
 

Κατά την εξαγωγή των φυτών από τους σωλήνες καταγράφηκε το ύψος 

των φυταρίων καθώς και ο αριθµός των φύλλων τους και ακολούθως 

υπολογίστηκαν οι µέσοι όροι αυτών των µετρήσεων ανά φυτικό είδος και 

επέµβαση. Τα αποτελέσµατα των παραπάνω µετρήσεων παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 4. 
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Πίνακας 4 : Μέσος όρος ύψους φυτών (cm) και αριθµού φύλλων Nicotiana glauca και 

Alyssum baldaccii ανά επέµβαση Ψευδραργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

στο τέλος της ανάπτυξής τους. 

Μ.Ο ύψους φυτών (cm) Μ.Ο αριθµού φύλλων 
Συγκέντρωση 

Zn, mM 
NICOTIANA 

GLAUCA 

ALYSSUM 

BALDACCII 

NICOTIANA 

GLAUCA 

ALYSSUM 

BALDACCII 

0 8,12 6,91 11,51 19,46 

0,1 6,2 4,13 12,6 8,6 

0,5 2,4 3,04 7 5,5 

 

  Από τα αποτελέσµατα που καταγράφονται στους Πίνακες 3 και 4 

διαπιστώνουµε πως ο Ψευδράργυρος  και ειδικά οι µεγάλες συγκεντρώσεις του, 

είχαν αρνητική επίδραση στην βλάστηση και την ανάπτυξη των φυταρίων. 

  Συγκεκριµένα, συγκρίνοντας το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων 

του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii στην υψηλότερη συγκέντρωση 

Zn (0,5 mΜ), το οποίο κυµάνθηκε στο 37,5% και 58,5% αντίστοιχα, σε σχέση 

µε τα αντίστοιχα των φυτών µαρτύρων (100%) διαπιστώνουµε ότι η υψηλή 

συγκέντρωση του στοιχείου αποτέλεσε ισχυρό ανασταλτικό παράγοντα για την 

βλάστηση των σπόρων. Επίσης παρατηρούµε πως όσο αυξανόταν βαθµιαία η 

συγκέντρωση του µετάλλου µέσα στο θρεπτικό υπόστρωµα, τόσο ελαττωνόταν 

και η φυτρωτική ικανότητα των σπόρων και στα δύο φυτικά είδη (Πίνακας 3). 

  Μεταβολές όµως παρατηρήθηκαν και ως προς τα µορφολογικά 

χαρακτηριστικά των φυτών. Και στα δύο φυτικά είδη παρατηρήθηκε µείωση του 

µέσου όρου του ύψους των φυτών καθώς και του αριθµού των φύλλων τους, 

αναλογικά µε την αύξηση της συγκέντρωσης του στοιχείου. Αξιόλογη είναι η 

διαφορά που παρατηρείται µεταξύ των φυτών µαρτύρων και των φυτών που 

αναπτύχθηκαν στην υψηλότερη συγκέντρωση Zn (0,5 mΜ). Ενώ τα φυτά 

µάρτυρες του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii, κατά την εξαγωγή 

τους από τους σωλήνες, είχαν φτάσει κατά µέσο όρο τα 8,12 και 6,91 cm 

αντίστοιχα, εκείνα της επέµβασης Zn (0,5 mΜ) είχαν φτάσει µόνο τα 2,4 και 

3,04 cm αντιστοίχως (Πίνακας 4). 
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  Όπως µπορεί να παρατηρηθεί και στην Εικόνα 3 και 4, όπου 

παρουσιάζονται συγκριτικά αντιπροσωπευτικά δείγµατα κάθε επέµβασης, 

φυτών Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii, είναι εµφανής η διαφορά στην 

ανάπτυξη των φυταρίων. 

   

 

               
 
 
 

                   
 
 
 
 
 
 
 
                                                Α               Β             Γ 

 
Εικόνα 3: Φυτά Nicotiana glauca που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα 
ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog για 2 µήνες, παρουσία 0 (Α), 0,1 (Β) και 0,5 (Γ) 
mM Zn. 
 
 
 
 
               
 
 
 
               
 
 
 
 
 
 
 

                                                Α               Β             Γ 
Εικόνα 4: Φυτά Alyssum baldaccii που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα 
ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog για 4 µήνες, παρουσία 0 (Α), 0,1 (Β) και 0,5 (Γ) 
mM Zn. 
 

Καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του Ψευδαργύρου, τα φυτά και των 
δύο ειδών παρουσιάζουν ανάλογα όλο και πιο µειωµένη ανάπτυξη (∆ιάγραµµα 
1). Επίσης παρατηρήθηκε στην υψηλότερη συγκέντρωση Zn (0,5 mM), ότι τα 
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φύλλα των φυτών και από τα δύο είδη παρουσίασαν έναν έντονο κίτρινο 
µεταχρωµατισµό, έως και µάρανση των νεότερων φύλλων. 
 
∆ιάγραµµα 1: Μεταβολή του Μ.Ο. του ύψους των φυτών ανά φυτικό είδος και 
επέµβαση. 
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Γ3. Επίδραση του Ψευδραργύρου (Zn) στα ένζυµα GDH και ωσµωτίνη σε  
ιστούς φυτών Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 
 
 

  Με σκοπό την µελέτη της επίδρασης του Ψευδραργύρου στις 

πρωτεΐνες GDH και ωσµωτίνη του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii, 

χρησιµοποιήσαµε φυτά που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας και 

σε θρεπτικά υποστρώµατα  συγκεντρώσεως (0,1 και 0,5 mM) σε Zn. 

Ακολούθησε εκχύλιση των πρωτεϊνών στους φυτικούς ιστούς και τα δείγµατα 

χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των ενζύµων GDH και ωσµωτίνη των 

δύο φυτικών ειδών. 

   Η περιεκτικότητα των εκχυλισµάτων σε πρωτεΐνες προσδιορίστηκε µε 

την µέθοδο Lowry και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον Πίνακα 9. Στους 

του  Nicotiana glauca παρατηρήθηκε µια ελάχιστα αυξηµένη περιεκτικότητα σε 

πρωτεΐνη στη µεγαλύτερη συγκέντρωση Zn, σε σχέση µε τον αντίστοιχο 

µάρτυρα. Αντίθετα, στους ιστούς του Alyssum baldaccii παρατηρήθηκε µια 

ελαττωµένη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη σε όλες τις συγκεντρώσεις Zn, σε 

σχέση µε τον αντίστοιχο µάρτυρα.  

  Στην  Εικόνα  5 παρουσιάζονται τα ολικά πρότυπα που προέκυψαν 

µετά την SDS-PAGE των εκχυλισµάτων φυτικών ιστών Nicotiana glauca και 
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Alyssum baldaccii. Μεταξύ των µεταχειρίσεων διακρίνονται αρκετές διαφορές 

στην ένταση των ζωνών που παρατηρήθηκαν. 

  Σε όλα τα παραπάνω πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα έγινε προσπάθεια 

ανοσοανίχνευσης και µελέτης των δύο ενζύµων (GDH και ωσµωτίνης) και τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται αναλυτικά για κάθε ένζυµο στην συνέχεια.                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 5: Ζn Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii 

 
 
 

Γ3.1. Γλουταµική Αφυδρογονάση (GDH). 
 

   Η ενζυµική ενεργότητα της υπολογίσθηκε µέσω της αµινωτικής 

αντίδρασης και τα αποτελέσµατα των επεµβάσεων παραθέτονται στον Πίνακα 5. 

 Στο Nicotiana glauca θα λέγαµε ότι παρατηρείται γενικά µια αύξηση της 

ειδικής ενεργότητας της GDH σε όλες τις επεµβάσεις συγκριτικά µε τον µάρτυρα. 

Στο Alyssum baldaccii οι τιµές της ειδικής ενεργότητας της GDH σε όλες τις 

επεµβάσεις παρουσιάζονται υψηλότερες από εκείνες των αντίστοιχων µαρτύρων. 
 

 Για την µελέτη των υποµονάδων της GDH τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των φυτικών 

ιστών αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (10%) ακρυλαµίδης και οι πρωτεΐνες  

µεταφέρθηκαν σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot). Μετά την ανοσοανίχνευση 

της GDH µε ειδικό αντίσωµα, αναπτύχθηκε µία ζώνη σε κάθε επέµβαση. 
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Πίνακας 5: Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της GDH, ανά φυτικό είδος και 
επέµβαση Zn. 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ 
ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
mg/ML 

ΕΝΕΡΓΟΤ
ΗΤΑ GDH 
OD/min*5
0µL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗ
ΤΑ GDH 
OD/min*ML 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
∆ΟD/min*mg 
ολ. πρωτ. 

µmolNADH/
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
µmolNADH/min*
g φυτ. ιστού 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0,67 0,0058 0,116 0,173 0,028 0,074 

0,1 mΜ Zn 0,67 0,0083 0,166 0,248 0,040 0,106 

N
IC

O
TI

A
N

A
 

G
LA

U
C

A
 

0,5 mΜ Zn 0,7 0,0087 0,174 0,249 0,040 0,111 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1,23 0,0046 0,092 0,075 0,012 0,059 

0,1 mΜ Zn 0,86 0,0084 0,168 0,195 0,031 0,108 

A
LY

SS
U

M
 

B
A

LD
A

C
C

II 

0,5 mΜ Zn 0,84 0,0105 0,21 0,250 0,040 0,134 
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∆ιάγραµµα 2: Μεταβολή των τιµών της Ειδικής Ενεργότητας στους φυτικούς ιστούς, ανα 
φυτικό είδος, υπο την επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Ψευδαργύρου (Zn). 

 
 

Στους ιστούς του Nicotiana glauca, ο µάρτυρας φαίνεται να έχει ίση περίπου 

ποσότητα ενζύµου µε όλες τις επεµβάσεις Zn εκτός από εκείνη της επέµβασης των 

0,5 mΜ Zn, όπου παρουσιάζεται συγκριτικά ελάχιστα πιο αυξηµένη. 
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Στους ιστούς του Alyssum baldaccii δεν παρατηρήθηκε κάποια έντονη 

αλλαγή όσον αφορά την ποσότητα του ενζύµου στις διάφορες συγκεντρώσεις σε 

σχέση µε τον µάρτυρα, παρά µόνο στην µεγαλύτερη συγκέντρωση παρουσιάζεται 

µε ελάχιστα πιο αυξηµένη ένταση. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 6: Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH από φυτικούς ιστούς των φυτών Nicotiana glauca 
και Alyssum baldaccii που αναπτύχθηκαν σε υποστρώµατα ιστοκαλλιέργειας Murashige 
and Skoog  συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mm σε Ψευδράργυρο (Zn). Ολικές πρωτεΐνες 
αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε την µέθοδο 
Western Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση των υποµονάδων της GDH µε την χρήση 
κατάλληλου αντισώµατος.   
 
 

 
 
Γ3.2. ΩΣΜΩΤΙΝΗ 

 

   Για την µελέτη των υποµονάδων της ωσµωτίνης τα πρωτεϊνικά 

εκχυλίσµατα των φυτικών ιστών αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (10%) ακρυλαµίδης 

και οι πρωτεΐνες  µεταφέρθηκαν σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot). Μετά 

την ανοσοανίχνευση της GDH µε ειδικό αντίσωµα, αναπτύχθηκε µία ζώνη σε κάθε 

επέµβαση.  

   Στους ιστούς του Nicotiana glauca, ο µάρτυρας φαίνεται να έχει ίση 

περίπου ποσότητα ενζύµου µε την χαµηλότερη επέµβαση Zn αλλά µε εκείνη των 

0,5 mΜ Zn παρουσιάζεται συγκριτικά µε πιο αυξηµένη ένταση. 

   Στους ιστούς του Alyssum baldaccii παρατηρήθηκε κάποια έντονη αλλαγή 

όσον αφορά την ποσότητα του ενζύµου στις διάφορες συγκεντρώσεις σε σχέση µε 

τον µάρτυρα. Ο µάρτυρας φαίνεται να έχει µικρότερη ποσότητα πρωτεΐνης σε 

σύγκριση µε εκείνες των επεµβάσεων µε  Zn, όπου στη µεγαλύτερη συγκέντρωση 

φαίνεται να έχει αυξηµένη ένταση. 
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Εικόνα 7: Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από φυτικούς ιστούς των φυτών Nicotiana 
glauca και Alyssum baldaccii που αναπτύχθηκαν σε υποστρώµατα ιστοκαλλιέργειας 
Murashige and Skoog  συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mΜ σε Ψευδράργυρο (Zn). Ολικές 
πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε την 
µέθοδο Western Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση των υποµονάδων της ωσµωτίνης µε την 
χρήση κατάλληλου αντισώµατος.   
 
 
Γ4. Επίδραση του Μολύβδου (Pb) σε µορφολογικά χαρακτηριστικά φυτών 
Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 
   

  Κατά την εκτέλεση του πειράµατος διάφορες ποσότητες άλατος Μολύβδου 

(Pb(NO)3), προστέθηκαν στο θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας ώστε τελικά 

να επιτύχουµε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις του στοιχείου (0,1 και 0,5 mm Pb) 

µέσα στο θρεπτικό µέσο. 

  Στις δύο διαφορετικές επεµβάσεις φυτεύτηκαν σπόροι Nicotiana glauca και 

Alyssum baldaccii και αφέθηκαν να αναπτυχθούν υπό ελεγχόµενες συνθήκες 

φωτισµού και θερµοκρασίας για 2 και 4 µήνες αντίστοιχα. Λίγο πριν τα φυτά 

εξαχθούν από τους σωλήνες ανάπτυξης υπολογίσθηκε το ποσοστό 

φυτρωτικότητας των σπόρων ανά φυτικό είδος και επέµβαση (Πίνακας 5). 

 
 
Πίνακας 6 : Ποσοστό φυτρωτικότητας σπόρων ανά φυτικό είδος και επέµβαση. 
 

Ποσοστό φυτρωτικότητας 
σπόρων (%) 

Συγκέντρωση 
Μολύβδου, mM 

N. GLAUCA A. BALDACCII 

0 100 100 

0,1 91,6 66,66 

0,5 58,33 63,48 
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Κατά την εξαγωγή τους από τους σωλήνες, καταγράφηκε το ύψος των 

φυταρίων καθώς και ο αριθµός των φύλλων τους και ακολούθως υπολογίστηκαν οι 

µέσοι όροι αυτών των µετρήσεων ανά φυτικό είδος και επέµβαση. Τα 

αποτελέσµατα των παραπάνω µετρήσεων παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. 

 
Πίνακας 7: Μέσος όρος ύψους φυτών (cm) και αριθµού φύλλων Nicotiana glauca και 
Alyssum baldaccii ανά επέµβαση Μολύβδου (Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 
υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν κατά την 
εξαγωγή τους από τους σωλήνες. 
 

Μ.Ο. ύψους φυτών (cm) Μ.Ο. αριθµού φύλλων Συγκέντρωση 
Μολύβδου, mM N. GLAUCA A. BALDACCII N. GLAUCA A. BALDACCII 

0 8,12 6,91 11,51 19,46 

0,1 6,84 4,2 10,72 14,5 

0,5 6,48 3,77 11,41 11,93 

 
   Από τα αποτελέσµατα που καταγράφονται στους Πίνακες 6 και 7 

διαπιστώνουµε πως ο Μόλυβδος είχε αρνητική επίδραση στην βλάστηση και την 

ανάπτυξη των φυταρίων. 

  Συγκεκριµένα, συγκρίνοντας το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων του 

Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii στην υψηλότερη συγκέντρωση Pb (0,5 

mΜ), το οποίο κυµάνθηκε στο 58,33% και 63,48% αντίστοιχα, σε σχέση µε τα 

αντίστοιχα των φυτών µαρτύρων (100%) διαπιστώνουµε ότι η υψηλή συγκέντρωση 

του στοιχείου αποτέλεσε ισχυρό ανασταλτικό παράγοντα για την βλάστηση των 

σπόρων. Επίσης παρατηρούµε πως όσο αυξανόταν βαθµιαία η συγκέντρωση του 

µετάλλου µέσα στο θρεπτικό υπόστρωµα, τόσο ελαττωνόταν και η φυτρωτική 

ικανότητα των σπόρων και στα δύο φυτικά είδη (Πίνακας 5).  

  Μεταβολές όµως παρατηρήθηκαν και ως προς τα µορφολογικά 

χαρακτηριστικά των φυτών. Και στα δύο φυτικά είδη παρατηρήθηκε µείωση του 

µέσου όρου του ύψους των φυτών καθώς και του αριθµού των φύλλων τους, 

αναλογικά µε την αύξηση της συγκέντρωσης του στοιχείου. Αξιόλογη είναι η 

διαφορά που παρατηρείται µεταξύ των φυτών µαρτύρων και των φυτών που 

αναπτύχθηκαν στην υψηλότερη συγκέντρωση Pb (0,5 mΜ). Ενώ τα φυτά µάρτυρες 

του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii , κατά την εξαγωγή τους από τους 

σωλήνες, είχαν φτάσει κατά µέσο όρο τα 8,12 και 6,91 cm αντίστοιχα, εκείνα της 
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επέµβασης Pb (0,5 mΜ) είχαν φτάσει µόνο τα 6,48 και 3,77 cm αντιστοίχως 

(Πίνακας 6). 

  Όπως µπορεί να παρατηρηθεί και στην Εικόνα 5 και 6, όπου 

παρουσιάζονται συγκριτικά αντιπροσωπευτικά δείγµατα κάθε επέµβασης, φυτών 

Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii, είναι εµφανής η διαφορά στην ανάπτυξη 

των φυταρίων. 

 

 
 
                      
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                              A               B              Γ 
 
Εικόνα 8: Φυτά Nicotiana glauca που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα 
ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog για 2 µήνες, παρουσία 0 (Α), 0,1 (Β) και 0,5 (Γ) mM 
Pb.       
 
 
 
 
                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                              A               B              Γ 
 
Εικόνα 9: Φυτά Alyssum baldaccii που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα 
ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog για 4 µήνες, παρουσία 0 (Α), 0,1 (Β) και 0,5 (Γ) 
mM Pb. 
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  Καθώς αυξάνεται η συγκέντρωση του Μολύβδου, τα φυτά και των δύο ειδών 

παρουσιάζουν ανάλογα όλο και πιο µειωµένη ανάπτυξη (∆ιάγραµµα2). Επίσης 

παρατηρήθηκε στην υψηλότερη συγκέντρωση Pb (0.5 mM), ότι τα φύλλα των 

φυτών και από τα δύο είδη παρουσίασαν έναν έντονο κίτρινο µεταχρωµατισµό. 

               

ιάγραµµα 2 : Μεταβολή του Μ.Ο  του ύψους των φυτών ανά φυτικό είδος και επέµβαση. 

5. Επίδραση του Μολύβδου (Pb) στα ένζυµα GDH και ωσµωτίνη σε  ιστούς 

  Με σκοπό την µελέτη της επίδρασης του Μολύβδου στις πρωτεΐνες GDH 

και ωσ

κε µε την 

µέθοδ

και 11 παρουσιάζονται τα ολικά πρότυπα που προέκυψαν 

µετά την SDS-PAGE των εκχυλισµάτων φυτικών ιστών Nicotiana glauca και 
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φυτών Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 
 
 

µωτίνη του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii, χρησιµοποιήσαµε 

φυτά που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας και σε θρεπτικά 

υποστρώµατα  συγκεντρώσεως (0,1 και 0,5 mΜ) σε Pb. Ακολούθησε εκχύλιση των 

πρωτεϊνών στους φυτικούς ιστούς και τα δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν για τον 

χαρακτηρισµό των ενζύµων GDH και ωσµωτίνη των δύο φυτικών ειδών. 

   Η περιεκτικότητα των εκχυλισµάτων σε πρωτεΐνες προσδιορίστη

ο Lowry και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 8. Σε όλους τους 

ιστούς και των δύο φυτικών ειδών παρατηρήθηκε πως η περιεκτικότητα σε 

πρωτεΐνη κυµαίνεται στα ίδια επίπεδα, µε µια ελάχιστη µείωση, συγκριτικά µε τους 

αντίστοιχους µάρτυρες. 

  Στις  Εικόνες 10 
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Alyssu

 

 

 

ικόνα 10: Pb 
Σε όλα τα παραπάνω πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα έγινε προσπάθεια 

H και ωσµωτίνης) και τα 

αποτελ α π α µ

m baldaccii. Μεταξύ των µεταχειρίσεων διακρίνονται αρκετές διαφορές στην 

ένταση των ζωνών που παρατηρήθηκαν. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Ε Nicotiana glauca και Alyssum baldaccii. 

ανοσοανίχνευσης και µελέτης των δύο ενζύµων (GD

έσµ τα αρουσιάζονται ναλυτικά για κάθε ένζυ ο στην συνέχεια.
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Γ5.1. Γλουταµική Αφυδρογονάση (GDH). 
 
  Η ενζυµική ενεργότητα της υπολογίσθηκε µέσω της αµινωτικής αντίδρασης 

και τα αποτελέσµατα των επεµβάσεων παραθέτονται στον Πίνακα 9. 
 
Πίνακας 8: Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της GDH, ανα φυτικό είδος και 

επέµβαση. 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ 
ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
mg/ML 

ΕΝΕΡΓΟΤ
ΗΤΑ GDH 
OD/min*5
0µL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗ
ΤΑ GDH 
OD/min*ML 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
∆ΟD/min*mg 
ολ. πρωτ. 

µmolNADH/
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
µmolNADH/min*
g φυτ. ιστού 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0,67 0,0058 0,116 0,173 0,028 0,074 

0,1 mΜ Pb 0,7 0,0075 0,15 0,214 0,034 0,096 

N
IC

O
TI

A
N

A
 

G
LA

U
C

A
 

0,5 mΜ Pb 0,58 0,0078 0,156 0,269 0,043 0,100 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1,23 0,0046 0,092 0,075 0,012 0,059 

0,1 mΜ Pb 1,2 0,0104 0,208 0,173 0,028 0,133 

A
LY

SS
U

M
 

B
A

LD
A

C
C

II 

0,5 mΜ Pb 1,1 0,0084 0,168 0,153 0,024 0,108 

 
 

 
∆ιάγραµµα 5: µεταβολή των τιµών της Ειδικής Ενεργότητας στους φυτικούς ιστούς, ανα φυτικό 

είδος, υπο την επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Μολύβδου (Pb). 
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Στο Nicotiana glauca θα λέγαµε ότι παρατηρείται γενικά µια αύξηση της 

ειδικής ενεργότητας της GDH σε όλες τις επεµβάσεις συγκριτικά µε τον µάρτυρα. 



Στο Alyssum baldaccii οι τιµές της ειδικής ενεργότητας της GDH σε όλες τις 

επεµβάσεις παρουσιάζονται υψηλότερες από εκείνες των αντίστοιχων µαρτύρων. 

Για την µελέτη των υποµονάδων της GDH τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των 

φύλλων αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (10%) ακρυλαµίδης και οι πρωτεΐνες  

µεταφέρθηκαν σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot). Μετά την ανοσοανίχνευση 

της GDH µε ειδικό αντίσωµα, αναπτύχθηκε µία ζώνη σε κάθε επέµβαση.  

   Στους ιστούς του Nicotiana glauca, ο µάρτυρας φαίνεται να έχει ίση 

ποσότητα ενζύµου µε όλες τις επεµβάσεις Pb. Το ίδιο συµβαίνει όσον αφορά και το 

Alyssum baldaccii, η ένταση της έκφρασης του ενζύµου είναι ίδια σε όλες τις 

µεταχειρίσεις συµπίπτοντας µε εκείνη του µάρτυρα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 11: Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH από φυτικούς ιστούς των φυτών Nicotiana glauca 
και Alyssum baldaccii που αναπτύχθηκαν σε υποστρώµατα ιστοκαλλιέργειας Murashige and 
Skoog  συγκεντρώσεως  0,1 και 0,5 mm σε Μόλυβδο (Pb). Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε 
SDS-PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε την µέθοδο Western Blot. Στα 
φίλτρα έγινε ανίχνευση των υποµονάδων της GDH µε την χρήση κατάλληλου αντισώµατος.   
 
 
Γ5.2. ΩΣΜΩΤΙΝΗ 
 

Για την µελέτη των υποµονάδων της ωσµωτίνης τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

των φυτικών ιστών αναλύθηκαν µε SDS-PAGE (10%) ακρυλαµίδης και οι πρωτεΐνες  

µεταφέρθηκαν σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης (Western Blot). Μετά την ανοσοανίχνευση 

της ωσµωτίνης µε ειδικό αντίσωµα, αναπτύχθηκε µία ζώνη σε κάθε επέµβαση.  

Στους ιστούς του Nicotiana glauca, η συνολική ποσότητα της ωσµωτίνης 

εµφανίστηκε µεγαλύτερη στον µάρτυρα και παρουσιάστηκε µια βαθµιαία µείωσή της 

στις επεµβάσεις µε διάφορες συγκεντρώσεις Pb. 
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Όσον αφορά το Alyssum baldaccii παρατηρήθηκε επίσης, αυξηµένη ένταση 

της ωσµωτίνης στον µάρτυρα και µείωσή της αναλογικά όσο αυξανόταν η 

συγκέντρωση Pb.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 12: Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από φυτικούς ιστούς των φυτών Nicotiana 
glauca και Alyssum baldaccii που αναπτύχθηκαν σε υποστρώµατα ιστοκαλλιέργειας 
Murashige and Skoog  συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mm σε Μόλυβδο (Pb). Ολικές 
πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης µε την 
µέθοδο Western Blot. Στα φίλτρα έγινε ανίχνευση των υποµονάδων της GDH µε την χρήση 
κατάλληλου αντισώµατος.   
 
 
∆. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 
Η εργασία αυτή έγινε µε σκοπό την µελέτη της επίδρασης διαφορετικών 

συγκεντρώσεων βαρέων µετάλλων (Zn και Pb), ως συστατικά των θρεπτικών 

υποστρωµάτων καλλιέργειας, στις πρωτεΐνες GDH και ωσµωτίνη στο Nicotiana 

glauca και Alyssum baldaccii. Για την ανίχνευση των δύο αυτών πρωτεϊνών 

χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα από κουνέλι τα οποία αναγνώριζαν την GDH και την 

ωσµωτίνη του αµπελιού, αντίστοιχα. Το γεγονός ότι τα αντισώµατα αυτά 

αναγνώρισαν και τα ένζυµα του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii 

υποδειλώνει την συγγένεια των πρωτεϊνών των τριών φυτικών ειδών. Γενικά οι δύο 

αυτές πρωτεΐνες παρουσιάζουν υψηλό βαθµό οµολογίας σε όλα τα ανώτερα φυτά 

που έχουν µελετηθεί. 

Όπως αναφέρθηκε προηγούµενα, η GDH των διαφόρων φυτικών ειδών που 

έχουν µελετηθεί παρουσιάζει πρότυπο επτά ισοενζύµων και είναι εξαµερές ένζυµο 

αποτελούµενο από δύο είδη υποµονάδων. Τα αποτελέσµατα ήταν ικανοποιητικά 

όσον αφορά την παρουσία δύο υποµονάδων στους ιστούς του Nicotiana glauca, 

ενώ στους ιστούς του Alyssum baldaccii οι δύο υποµονάδες δεν µπόρεσαν να 

διαχωριστούν. Τα αποτελέσµατα της µέτρησης της ενεργότητας της GDH και της 
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ανάλυσης των ισοενζύµων έδειξαν την παρουσία του ενζύµου σε όλους τους 

φυτικούς ιστούς του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii. 

Η προσθήκη διαφορετικών ποσοτήτων αλάτων Zn και Pb στα υποστρώµατα 

των in vitro καλλιεργειών, φαίνεται ότι επηρέασαν την βλάστηση των σπόρων του 

Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii αλλά και την ανάπτυξη των 

σποροφύτων, όπως και στην βιβλιογραφία. Συγκεκριµένα η παρουσία βαρέων 

µετάλλων επηρέασε σηµαντικά το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων, το οποίο 

παρουσίαζε σταθερή ελάττωση αναλογικά της αύξησης των συγκεντρώσεών τους. 

Όσον αφορά την ανάπτυξη των φυτών και τα δύο στοιχεία επηρέασαν αρνητικά το 

ύψος καθώς και τον αριθµό των φύλλων τους. Στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

µάλιστα είχαµε και τις πιο ευδιάκριτες µεταβολές στα παραπάνω χαρακτηριστικά, 

όπου σε πολλές περιπτώσεις τα φυτά παρέµειναν καχεκτικά και σχεδόν 

παραµορφωµένα. Επίσης, αυξανοµένων των συγκεντρώσεων, παρατηρήθηκε όλο 

και πιο έντονος κίτρινος µεταχρωµατισµός στα νεότερα φύλλα και σε ορισµένες 

περιπτώσεις έως και µάρανσή τους. 

Η προσθήκη διαφορετικών ποσοτήτων Zn και Pb στα υποστρώµατα της in 

vitro καλλιέργειας του Nicotiana glauca και του Alyssum baldaccii επηρέασαν 

ποσοτικά και τα δύο ένζυµα που µελετήθηκαν. Στην περίπτωση της GDH 

παρατηρήθηκαν διαφορετικές µεταβολές όσον αφορά στους ιστούς των δύο 

εξεταζόµενων φυτικών ειδών. 

Συγκεκριµένα στο Nicotiana glauca, όλες οι επεµβάσεις µε Zn αλλά και µε Pb 

είχαν αποτέλεσµα την αύξηση της ενεργότητας στους φυτικούς ιστούς. Το ίδιο 

συµβαίνει και στο Alyssum baldaccii, αφού όλες οι επεµβάσεις και των δύο 

στοιχείων οδήγησαν σε αύξηση της ενεργότητας της GDH στους φυτικούς ιστούς 

του. 

Όσον αφορά την ποσότητα του ενζύµου, στο Nicotiana glauca φαίνεται πως 

γενικά οι επεµβάσεις Zn οδήγησαν στην αύξησή της, ενώ στις επεµβάσεις µε Pb η 

ποσότητα του ενζύµου παρέµεινε περίπου ίση. Στο Alyssum baldaccii θα λέγαµε ότι 

συµβαίνει το ίδιο στις διάφορες επεµβάσεις των δύο µετάλλων. 
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Πίνακας 10: Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της GDH σε ιστούς Nicotiana glauca 
και Alyssum baldaccii. 

 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ 
ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
mg/ML 

ΕΝΕΡΓΟΤ
ΗΤΑ GDH 
OD/min*5
0µL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗ
ΤΑ GDH 
OD/min*ML 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
∆ΟD/min*mg 
ολ. πρωτ. 

µmolNADH/
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
µmolNADH/min*
g φυτ. ιστού 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0,67 0,0058 0,116 0,173 0,028 0,074 

0,1 mΜ Zn 0,67 0,0083 0,166 0,248 0,040 0,106 

0,5 mΜ Zn 0,7 0,0087 0,174 0,249 0,040 0,111 

0,1 mΜ Pb 0,7 0,0075 0,15 0,214 0,034 0,096 

N
IC

O
TI

A
N

A
 G

LA
U

C
A

 

0,5 mΜ Pb 0,58 0,0078 0,156 0,269 0,043 0,100 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1,23 0,0046 0,092 0,075 0,012 0,059 

0,1 mΜ Zn 0,86 0,0084 0,168 0,195 0,031 0,108 

0,5 mΜ Zn 0,84 0,0105 0,21 0,250 0,040 0,134 

0,1 mΜ Pb 1,2 0,0104 0,208 0,173 0,028 0,133 

A
LY

SS
U

M
 B

A
LD

A
C

C
II 

0,5 mΜ Pb 1,1 0,0084 0,168 0,153 0,024 0,108 

 

Επίσης, και στην περίπτωση της ωσµωτίνης παρατηρήθηκαν διαφορετικές 

µεταβολές όσον αφορά στους ιστούς των δύο εξεταζόµενων φυτικών ειδών. 

Συγκεκριµένα, όσον αφορά την ποσότητα του ενζύµου, φαίνεται πως γενικά οι 

επεµβάσεις Zn οδήγησαν στην αύξησή της στους φυτικούς ιστούς του Nicotiana 

glauca αλλά και του Alyssum baldaccii αναλογικά, όσο αυξανόταν η συγκέντρωση 

του στοιχείου στο θρεπτικό υπόστρωµα καλλιέργειας. Αντίθετα αποτελέσµατα είχαµε 

στις επεµβάσεις µε Pb, όπου παρατηρήσαµε µείωση του ενζύµου και στα δύο φυτικά 

είδη. 

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα της εργασίας αποδεικνύουν την παρουσία 

και των δύο ενζύµων, GDH και ωσµωτίνη στους φυτικούς ιστούς του Nicotiana 

glauca και του Alyssum baldaccii. Τα επίπεδά τους επηρεάστηκαν σηµαντικά από 
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την παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων βαρέων µετάλλων (Zn και Pb) στα 

θρεπτικά υποστρώµατα ανάπτυξης των δύο φυτικών ειδών. 

Η επίδραση των συγκεκριµένων µετάλλων στο Nicotiana glauca και στο 

Alyssum baldaccii, δεν έχει αποτελέσει µέχρι τώρα αντικείµενο µελέτης και έτσι δεν 

υπάρχουν παρόµοια αποτελέσµατα για διασταύρωση και επαλήθευση των 

παρατηρήσεων του συγκεκριµένου πειράµατος. Συµπερασµατικά, κρίνοντας από 

παρόµοιες µελέτες επάνω σε άλλα βαρέα µέταλλα και τις επιδράσεις τους σε 

διάφορα φυτικά είδη, µπορούµε να πούµε ότι η ύπαρξή τους στο θρεπτικό µέσο 

ανάπτυξης των φυτών µπορεί να αναστείλει την ανάπτυξή τους και να επηρεάσει τις 

πρωτεΐνες GDH και ωσµωτίνη, είτε αρνητικά είτε θετικά. Τα αποτελέσµατα αυτού του 

πειράµατος φαίνεται να συµφωνούν γενικά µε αυτές τις µελέτες και τα 

συµπεράσµατά τους. 
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