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Προλογος 

Η παρούσα εργασία πραγµατοποιήθηκε στα πλαίσια ερευνητικού 

προγράµµατος του Εργαστηρίου Φυσιολογίας και Βιοτεχνολογίας Φυτών της 

σχολής Τεχνολογίας Γεωπονίας του Τ.Ε.Ι. Κρήτης µε τίτλο <<Φυτοεξυγίανση 

εδαφών ρυπασµένων µε βαρέα µέταλλα απο διασταλάζοντα υγρά 

χωµατερών>> που αποτελεί υποέργο του έργου <<ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝ-

ΑΡΧΙΜΗ∆ΗΣ: Ενίσχυση ερευνητικών οµάδων του Τ.Ε.Ι. ΚΡΗΤΗΣ>> 

(ΕΠΕΑΕΚ ΙΙ, ΕΝΕΡΓΕΙΑ 2.6.1, ΚΑΤΗΓΟΡΙΑ ΠΡΑΞΕΩΝ 2.6.1.ιδ.), κατά το 

χρονικό διάστηµα 2005-2006, και 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 

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. 

Βασικός σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση της 

επίδρασης του ψευδαργύρου και του µολύβδου στην έκφραση της 

γλουταµικής αφυδρογονάσης και της ωσµωτίνης σε in vitro καλλιέργειες 

Nicotiana glauca και Nicotiana tabacum. Στην εργασία αυτή παρουσιάζονται 

πληροφορίες για τα βαρέα µέταλλα για την τεχνολογία της φυτοεξυγίανσης 

καθώς και για τους µηχανισµούς ανθεκτικότητας των φυτών στα βαρέα 

µέταλλα. Επίσης παραθέτονται στοιχεία για την επίδραση των βαρέων 

µετάλλων (Zn και Pb) στα µορφολογικά χαρακτηριστικά των δύο φυτικών 

ειδών.  
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Ολοκληρώνοντας την πτυχιακή µου εργασία θα ήθελα να εκφράσω τις 

µεγαλύτερες ευχαριστίες µου στον εισηγητή µου ∆ρ. Πριµηκύριο Νικόλα 

καθώς και στον ∆ρ. Λουλακάκη Κων/νο για την συνεχή επίβλεψη καθ’ όλη τη 

διάρκεια, τις ανεκτίµητες επιστηµονικές συµβουλές τους και το ενδιαφέρον 

που έδειξαν για τη σωστή διεκπεραίωση της εργασίας. 

 Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω θερµά όλους τους συναδέλφους 

µου για την πολύτιµη βοήθεια που µου προσέφεραν κατά τη συγγραφή και 

την διεξαγωγή του πειράµατος, της πατούσας εργασίας.  
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Α.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
Α1. Γενικά Χαρακτηριστικά βαρέων µετάλλων 

Βαρέα ονοµάζονται τα µέταλλα µε ατοµικό βάρος µεγαλύτερο από εκείνο 

του Fe (ΑΒFe=56) και πυκνότητα µεγαλύτερη από 5 g/cm3. Υπάρχουν περίπου 

40 στοιχεία (ψευδάργυρος Zn, χαλκός Cu, κάδµιο Cd, υδράργυρος Hg, νικέλιο 

Ni, µόλυβδος Pb) που ανήκουν σε αυτή την κατηγορία. 

Ορισµένα από τα βαρέα µέταλλα, είναι απαραίτητα σε µικρές 

συγκεντρώσεις για τη δράση των βιταµινών, τις διάφορες ζωτικές λειτουργίες 

καθώς και για την κανονική αύξηση και ανάπτυξη των φυτών εφόσον αυτά 

αποτελούν συστατικά πολλών ενζύµων και πρωτεϊνών (για παράδειγµα ο 

Zn2+ χρησιµεύει σαν συνένζυµο για αρκετά ένζυµα). Ωστόσο οι υψηλές 

συγκεντρώσεις των βαρέων µετάλλων στο έδαφος µπορεί να οδηγήσουν σε 

τοξικά συµπτώµατα και στην αναστολή της αύξησης των περισσότερων 

φυτών (Hall, 2002).  

Η σειρά τοξικότητας τους είναι η εξής : 

Hg2+ >Cu2+ > Zn2+ > Ni2+> Pb2+ > Cd2+ > As3+ > Cr3+ > Sn2+ > Fe3+ > Mn2+

Η τοξικότητα των βαρέων µετάλλων εξαρτάται από τη συγκέντρωση 

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

µετάλλων και το είδος του οργανισµού. 

Οι κυριότεροι από τους µηχανισµούς τοξικής δράσης των βαρέων 

µετάλλων είναι: 

• ∆ηλητηρίαση ενζυµικών συστηµάτων. 

     Μέταλλο + ενεργή οµάδα ενζύµου                Σύµπλοκο µετάλλου 

πρωτεΐνης. 

     Οµάδα: αµινο (-NH2), ιµινο (-NΗ-), σουλφυδρύλο (-SH). 

• ∆ηµιουργία ανιόντων (π.χ. αρσενικά, αντιµονικά, σεληνιακά κ.τ.λ.) που 

δρουν ως “αντιµεταβλητές” παίρνοντας τη θέση των PO4
-3

 ή NO3
1

. 

• Σχηµατισµός ιζηµάτων αντιδρώντας µε φωσφορικά βιοµόρια.  

• Ένας µεγάλος αριθµός βαρέων µετάλλων επηρεάζει αρνητικά το 

φωτοσυνθετικό σύστηµα των φυτών αναστέλλοντας τη µεταφορα των 

ηλεκτρονίων στους χλωτοπλάσες.  
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• Αντιδρούν µε τις µεµβράνες των κυττάρων, περιορίζοντας την 

δραστηριότητα τους (π.χ. τα µέταλα Cd, Hg, Cu, Pb) ετσι ώστε να 

παρεµποδίζετε ή να διακόπτετε τελείως η µεταφορά Na, K Cl ΄’η 

οργανικών µορίων δια µέσω της µεµβράνης. 

Τα βαρέα µέταλλα αποτελούν ένα παγκόσµιο περιβαλλοντικό κίνδυνο 

γιατί σε αντίθεση µε ορισµένους οργανικούς ρύπους δεν αποικοδοµούνται 

αλλά καθιζάνουν ως δυσδιάλυτα άλατα ή σύµπλοκα, µε αποτέλεσµα να 

παραµένουν στο περιβάλλον για µεγάλο χρονικό διάστηµα και να είναι τοξικά 

για τον βιόκοσµο. Οι κυριότερες πηγές ρύπανσης από βαρέα µέταλλα είναι 

φυσικές: (ηφαίστεια, πετρώµατα) και ανθρωπογενείς (χηµικές ουσίες που 

χρησιµοποιούνται στη γεωργία π.χ. µερικά γεωργικά φάρµακα και τα 

φωσφορικά λιπάσµατα, καυσαέρια αυτοκινήτων, βιοµηχανικά απόβλητα και 

ιδίως των µεταλλουργείων, χυτηρίων, εργοστασίων κ.τ.λ). 

Βασικός σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η διερεύνηση της 

επίδρασης του ψευδαργύρου και του µολύβδου στην έκφραση της 

γλουταµικής αφυδρογονάσης και της ωσµωτίνης σε in vitro καλλιέργειες 

Nicotiana glauca και Nicotiana tabacum. Στην εργασία αυτή παρουσιάζονται 

πληροφορίες για τα βαρέα µέταλλα για την τεχνολογία της φυτοεξυγίανσης 

καθως και για τους µηχανισµους ανθεκτικότητας των φυτών στα βαρέα 

µέταλλα. Επίσης παραθέτονται στοιχεία για την επίδραση των βαρέων 

µετάλλων (Zn και Pb) στα µορφολογικά χαρακτηριστικά των δύο φυτικών 

ειδών.  

 

A1.1. Περιγραφή µολύβδου (Pb) και Ψευδαργύρου (Zn) 
Ο Mόλυβδος και ο ψευδάργυρος αποτελούν δύο από τα πιο αµετάβλητα 

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

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

περιορισµένη διαλυτότητα στα εδάφη και διαθεσιµότητα στα φυτά, λόγω της 

συµπλοκοποίησης τους µε οργανική ύλη οπότε και κατακρηµνίζονται ως 

ανθρακικά, υδροξείδια και φωσφορικά άλατα (Kambhampati et al., 2003). 

Μόλυβδος (Pb): Ο µέσος όρος της περιεκτικότητας του εδάφους σε µόλυβδο 

εκτιµάται σε 15 mg/kg εδάφους.  
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Το κλάσµα του µολύβδου που είναι διαθέσιµο στις ρίζες των φυτών είναι 

µικρό αν αυτό συγκριθεί µε την ολική συγκέντρωση του µολύβδου στο 

έδαφος. Αυτό συµβαίνει γιατί τα σωµατίδια του µετάλλου που αιωρούνται στην 

ατµόσφαιρα, όταν φτάσουν στο έδαφος, προσροφώνται από τις επιφάνειες  

των αργιλούχων συστατικών και των οργανικών κολλοειδών και σχηµατίζουν 

αδιάλυτα χηµικά σύµπλοκα. 

Είναι γνωστό ότι η συγκέντρωση του µολύβδου στο φυτό παρατηρείται 

κυρίως στα φύλλα. Έτσι, τα λαχανικά που καταναλώνονται για το φύλλωµά 

τους µεταφέρουν περισσότερο µόλυβδο παρά οι καρποί. Έχει αναφερθεί ότι 

καθαρίζοντας (πλένοντας) την φυλλική επιφάνεια, 50% του αποθηκευµένου 

µολύβδου µπορεί να αφαιρεθεί. 

Γνωστές ενώσεις µολύβδου είναι ο PbCO3 και το PbO ως λευκή σκόνη 

που χρησιµοποιούνται στη χρωµατουργία καθώς και ο PbHAsO4 που 

χρησιµοποιείται ως εντοµοκτόνο. Σηµειώνεται ότι η επιβάρυνση της 

ατµόσφαιρας µε µόλυβδο γίνεται κυρίως από την κατανάλωση της βενζίνης 

super (Ουζουνίδου, 1998). 

Ψευδάργυρος (Zn): Η µέση τιµή της συγκέντρωσης του ψευδαργύρου στο 

έδαφος δεν υπερβαίνει τα 70 mg/kg εδάφους.  

Η περισσότερο διαδεδοµένη µορφή ψευδαργύρου στη φύση είναι ο 

θειούχος ψευδάργυρος (ZnS), γνωστός και ως σφαλερίτης. Ο ψευδάργυρος 

εµφανίζεται µόνο ως δισθενής και τα σουλφίδιά του είναι αρκετά διαλυτά 

όπως και τα ανθρακικά του άλατα τα οποία σχηµατίζονται στο έδαφος 

δευτερογενώς. Ο ZnS υπάρχει µεν στο εδαφικό διάλυµα όπου 

προσλαµβάνεται από τα φυτά, αλλά λόγω της διαλυτότητας του, δεσµεύεται 

εξίσου από τα ανθρακικά όταν αυτά είναι παρόντα. Ο ψευδάργυρος, όταν το  

pH είναι µικρότερο του 6,5, κινείται σχετικά εύκολα και πολλές φορές πολύ 

χαµηλότερα της ζώνης του ριζοστρώµατος. Σε υψηλά pH ο ψευδάργυρος 

καθιζάνει υπό µορφή Zn(OH)2  και  παρουσιάζει τη µικρότερη διαλυτότητα 

στην τιµή 9,5. Επειδή το Zn(OH)2 είναι ασταθές, µετατρέπεται σε ZnCO3 

(σµιθσονίτης) ή και λιγότερο σε Zn4(OH)2SiO2O7.H2O (ηµιµορφίτη).  

Την περιεκτικότητα του εδαφικού διαλύµατος σε ψευδάργυρο ελέγχουν 

τα ορυκτά της αργίλου, τα οξείδια του σιδήρου και του αργιλίου και η οργανική 

ουσία. Από πειραµατικά δεδοµένα έχει γίνει γνωστό ότι από τους τρεις 
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παραπάνω εδαφολογικούς παράγοντες, η προσρόφηση του ψευδαργύρου 

από οξείδια και ένυδρα οξείδια σιδήρου, αργιλίου και µαγγανίου είναι ο πιο 

σηµαντικός στα καλλιεργούµενα εδάφη. Φυσικά δεν θα πρέπει να ξεχνάµε ότι 

τα ανθρακικά άλατα, όπου υπάρχουν, ελέγχουν επίσης τη διαλυτότητα του 

ψευδαργύρου. 

Επίσης ο ZnCO3 είναι πολλές φορές πιο ευδιάλυτος των εδαφικών 

σύµπλοκων ενώσεων του ψευδαργύρου. Η προσθήκη λιπάσµατος (NH4)2SO4 

επιδρά στη διαλυτότητα του ψευδαργύρου σε pH µεγαλύτερο του 6,5 

σχηµατίζοντας ZnSO4 σε συγκεντρώσεις SO4
2-  του επιπέδου 10-3. Η 

δηµιουργία ενός τέτοιου συµπλόκου στο έδαφος εξηγεί την αυξηµένη 

διαθεσιµότητα του ψευδαργύρου µετά από λίπανση. Σε αντίθεση µε το θειικό 

ανιόν το φωσφορικό ανιόν µετά από λίπανση µε (NH4)3PO4 είναι γνωστό ότι 

προκαλεί έλλειψη ψευδαργύρου στα φυτά. 

Τέλος, αναφέρεται ότι η περίσσεια ψευδαργύρου στην ατµόσφαιρα 

οφείλεται στην έκλυση του µετάλλου κατά την τήξη του, στις καύσεις του 

άνθρακα των καυσίµων και των ελαίων (McGrath and McCormack, 1999). 

Σε χαµηλές συγκεντρώσεις τα συγκεκριµένα µέταλλα, καθώς και πολλά 

άλλα ( Fe, Mn, Cu, Ni, Mo, Zn ), αποτελούν βασικά µικροστοιχεία για το 

µεταβολισµό των φυτών. Σε υψηλές συγκεντρώσεις όµως µπορεί να έχουν 

διάφορες αρνητικές επιδράσεις στα φυτά όπως  (Kambhampati et al., 2003). 

• Πρόκληση τοξικότητας  

• Προβλήµατα στη φωτοσύνθεση 

• Βλάβες στις κυτοπλασµικές µεµβράνες  

• Παρεµπόδιση ενζυµικών αντιδράσεων 

• Βλάβες στο γενετικό υλικό ( DNA ) 

• Οξείδωση πρωτεϊνών 
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Α2. Φυτοεξυγίανση 
Τα τελευταία χρόνια έχουν αυξηθεί οι ανθρώπινες δραστηριότητες που 

επιβαρύνουν το περιβάλλον µε βαρέα µέταλλα. Για αυτό το λόγο είναι 

απαραίτητη η χρήση τεχνολογιών και µεθόδων για την εξυγίανση περιοχών, οι 

οποίες είναι µολυσµένες µε τοξικά µέταλλα. Οι στρατηγικές της βιοεξυγίανσης 

έχουν προταθεί σαν ελκυστικές και εναλλακτικές, λόγω του χαµηλού κόστους 

τους και της υψηλής αποδοτικότητας τους. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 1. Τα στάδια που εµπλέκονται στην Φυτοεξυγίανση από βαρέα µέταλλα (από 

Suresh and Ravishankar, 2004) 

Η Φυτοεξυγίανση είναι µία τεχνολογία που βασίζεται στη χρήση φυτών 

για την εξυγίανση µολυσµένων εδαφών, επιφανειακών και υπόγειων υδάτων 

(Εικ. 1), η οποία 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 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. 

Η επιτυχία της εξαρτάται κυρίως από τους παρακάτω παράγοντες : 
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• 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 απαραίτητα να 

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

απορρόφηση τους από τη ρίζα και η µεταφορά τους στο βλαστό. Για να 

αυξηθεί η διαθεσιµότητα των µετάλλων και κατά συνέπεια η πρόσληψη 

τους από τα φυτά, έχουν χρησιµοποιηθεί ευρέως σε µελέτες χηλικοί 

παράγοντες (EDTA, κιτρικό οξύ, µαλικό οξύ και νιτρώδες αµµώνιο). 

 

Η τεχνολογία της περιλαµβάνει τις παρακάτω πέντε βασικές τεχνικές 

(Suresh and Ravishankar, 2004):  

1. Φυτοεκχύλιση (phytoextraction): Είναι η αποµάκρυνση µετάλλων από 

µολυσµένα εδάφη όπου το µέταλλο εξάγεται από το έδαφος και µετά 

µεταφέρεται και συγκεντρώνεται στα υπέργεια µέρη του φυτού, τα οποία 

συγκοµίζονται και αποτεφρώνονται. 

2. Ριζοδιύλιση (rhyzofiltration): Είναι η διύλιση ρύπων από το νερό µέσω 

της προσρόφησης τους από τις ρίζες των φυτών. 

3. Φυτοµετατροπή (phytotransformation): Η απορρόφηση και ο 

µεταβολισµός των µετάλλων σε µη τοξικά από τα φυτά. 

4. Φυτοδιεγερση (phytostimulation): Στηρίζεται στη διέγερση της 

µικροβιακής αποικοδόµησης των µετάλλων, που συντελείται από 

µικροοργανισµούς, που βρίσκονται στις ρίζες των φυτών. 

5. Φυτοσταθεροποίηση (phytostabilization): Περιλαµβάνει τη συσσώρευση 

και την κατακρήµνιση των µετάλλων και χρησιµοποιείται για να µειώσει 

την κινητικότητα των µετάλλων στο έδαφος έτσι ώστε να αποφευχθεί η 

µόλυνση του υδροφόρου ορίζοντα ή η είσοδος τους στην τροφική 

αλυσίδα. 

Οι τεχνολογίες φυτοεξυγίανσης έχουν αρχίσει να αναγνωρίζονται ως 

οικονοµικώς αποδοτικές µέθοδοι για την εξυγίανση περιοχών µολυσµένων µε 
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τοξικά µέταλλα, µε µικρότερο κόστος των συµβατικών τεχνολογιών, όπως οι 

στρατηγικές εδαφολογικής αντικατάστασης και σταθεροποίησης. 

Τα πλεονεκτήµατα που προσφέρει η φυτοεξυγίανση είναι τα εξής:  

• Καθαρίζει τα επιβαρηµένα από τα βαρέα µέταλλα εδάφη. 

• Η βιοµάζα ανακυκλώνεται εύκολα και τα βαρέα µέταλλα εκχυλίζονται 

εύκολα. 

• Μειώνεται το κόστος όσον αφορά την αποµάκρυνση των µολυσµένων 

εδαφών. 

• Μείωση της υδάτινης µόλυνσης από τα απορριπτόµενα µολυσµένα 

εδάφη. 

• Μειώνει τις συγκεντρώσεις των βαρέων µετάλλων στον αέρα. 

Η  φυτοεξυγίανση έχει και ορισµένα µειονεκτήµατα (Salt, 1998) 

• 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. 

• Οι κλιµατικές ή οι υδρολογικές συνθήκες στην µολυσµένη περιοχή µπορεί 

να µην επιτρέπουν την καλλιέργεια και ανάπτυξη των κατάλληλων για την 

φυτοεξυγίανση φυτών.  

 

Α3. Βοτανικά χαρακτηριστικά των φυτών Nicotiana glauca και 
Nicotiana tabacum  
Α3.1. Nicotiana glauca 

Το φυτό Nicotiana glauca ανήκει στην οµάδα των δικοτυλήδονων και 

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

Ν. Αµερική και στις Μεσογειακές χώρες. 

Eίναι ένας βραχύβιος θάµνος ή ένα µικρό δέντρο που συχνά φτάνει τα 

7,5 µέτρα στη φύση. Είναι χαρακτηριστική η εµφάνιση του εξαιτίας των 

µεγάλων ωοειδών γαλάζο -πράσινων φύλλων του. Αυτά είναι παχιά, ελαστικά, 
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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 

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 ωοειδής 

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 και 

βαθύ πλούσιο έδαφος. 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 compost καλλιέργεια 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.  Είναι φυτό 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 

µέρη του είναι εξαιρετικά δηλητηριώδη, πρέπει να χρησιµοποιείται µε ιδιαίτερη 
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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. 

 

Α3.2. Nicotiana tabacum 
Το φυτό Nicotiana tabacum ανήκει 

στην οµάδα των δικοτυλήδονων και στην 

οικογένεια Solanaceae. Είναι ετήσιο φυτό, 

θάµνος ή µικρό δέντρο από 0.90 έως 1.50 

m ύψος ανάλογα µε την ποικιλία. Τα 

φύλλα του είναι ελλειπτικά ή λογχοειδή, η 

ταξιανθία είναι βότρυς στο τέλος της 

διακλάδωσης, έχουν κυλινδρικό κάλυκα 

και είναι πρασινωπά ή κοκκινωπά στο 

πάνω µέρος. Τα φρούτα έχουν 

διαφορετικό σχήµα µε σφαιρικούς 

σπόρους. 

Είναι ευαίσθητο στη θερµοκρασία, 

στον αέρα, στην υψηλή υγρασία και στον τύπο

των 20 µε 30 ºC είναι η καλύτερη για την επαρκή ανάπτυξη των φυτών, η 

ατµοσφαιρική υγρασία 80 – 85 %  και έδαφος χωρίς υψηλά επίπεδα αζώτου 

είναι επίσης απαραίτητο. 

 του εδάφους. Η θερµοκρασία 

Είναι ιθαγενές της τροπικής και υποτροπικής Αµερικής αλλά τώρα 

καλλιεργείται εµπορικά παγκοσµίως. Άλλες ποικιλίες καλλιεργούνται σαν 

διακοσµητικά φυτά ή αναπτύσσονται σαν αγριόχορτα. 
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Κάθε µέρος του φυτού εκτός από τους σπόρους περιέχει νικοτίνη, αλλά η 

συγκέντρωση σχετίζεται µε τις διαφορετικές λειτουργίες ανάλογα µε το είδος, 

τον τύπο του εδάφους , την καλλιέργεια και τις συνθήκες του καιρού. Η 

συγκέντρωση της νικοτίνης αυξάνεται µε την ηλικία του φυτού. Τα φύλλα του 

καπνού περιέχουν 2 – 8 % νικοτίνη συνδυασµένη σαν µηλικό ή κιτρικό. Η 

κατανοµή της νικοτίνης σε ένα ώριµο φυτό σε άγρια ποικιλία είναι: 64% στα 

φύλλα, 18% στο βλαστό, 13% στις ρίζες και 5% στα άνθη. 

Ο καπνός χρησιµοποιείται σαν τοπικό αναλγητικό. Τα στεγνά φύλλα του 

χρησιµοποιούνται για µάσηµα ή για κάπνισµα.  

Σε πείραµα που πραγµατοποιήθηκε για τη µελέτη της επίδρασης του 

Cd και του Ni (µε επεµβάσεις των 20ppm και 25ppm αντίστοιχα) στο 

N.tabacum παρατηρήθηκε αναστολή της ανάπτυξης των ριζικων τριχιδίων του 

φυτού στην παρουσία των µετάλλων, γεγονος που καθιστα τις συγκεκριµένες 

συγκεντρώσεις Cd και Ni τοξικές για τα ριζικα τριχίδια του φυτού 

(Boominathan and Doran, 2003).  

Απο πείραµα έχει διαπιστωθεί πως η ανάπτυξη του φυτού µειώνεται, 

όταν αυτο καλλιεργείται σε εδάφη µε υψηλές συγκεντρώσεις µολύβδου και 

ψευδαργύρου. 

 

Α4. Ανθεκτικότητα των φυτών στα βαρέα µέταλλα 
Τα φυτά είναι κατά βάση ακίνητοι οργανισµοί και σε περιπτώσεις όπου 

το έδαφος είναι µολυσµένο από µέταλλα, οι ρίζες τους είναι το άµεσο σηµείο 

επαφής µε τα µεταλλικά ιόντα. Τα φυτά έχουν την ιδιότητα να προσλαµβάνουν 

τα βαρέα µέταλλα από το έδαφος µέσω των ριζών. 

Ορισµένα από αυτά τα στοιχεία, όπως ο χαλκός (Cu) και ο ψευδάργυρος 

(Zn), είναι απαραίτητα για την αύξηση και ανάπτυξη των φυτών. Ωστόσο αυτά 

τα ίδια µέταλλα σε υψηλές συγκεντρώσεις είναι τοξικά. Άλλα στοιχεία, όπως ο 

µόλυβδος (Pb) ο υδράργυρος (Hg) και το κάδµιο (Cd), τα οποία 

προσλαµβάνονται από το φυτό χωρίς να είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη 

του, είναι τοξικά εξαιτίας της αντίδρασής τους µε άτοµα του θείου (S) και του 

αζώτου (N) σε πλευρικές αλυσίδες αµινοξέων. 

Για να διατηρηθούν οι συγκεντρώσεις των απαραίτητων µετάλλων µέσα 

σε φυσιολογικά επίπεδα και να ελαχιστοποιηθούν τα βλαβερά αποτελέσµατα 
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των µη απαραίτητων µετάλλων, τα φυτά, όπως όλοι οι άλλοι οργανισµοί, 

έχουν αναπτύξει οµοιοστατικούς µηχανισµούς. Λόγω αυτών των µηχανισµών 

τα φυτά είναι ανθεκτικά στα βαρέα µέταλλα και έχουν τη δυνατότητα να 

ελέγχουν την πρόσληψη, συσσώρευση, κίνηση και αποτοξίνωση των 

µετάλλων. Τα κύρια συστατικά της οµοιόστασης των µετάλλων είναι οι 

διαδικασίες της µεταφοράς, της χήλωσης και της αντικατάστασης. Αυτές οι 

ρυθµιζόµενες δραστηριότητες εξασφαλίζουν την κατάλληλη κατανοµή των 

ιοντικών µετάλλων σε κυτταρικό και οργανισµικό επίπεδο (Clemens, 2001). 

Ανθεκτικότητα στα βαρέα µέταλλα µπορεί να προσδιοριστεί σαν την 

ικανότητα τους να επιβιώσουν σε ένα έδαφος το οποίο είναι τοξικό σε άλλα 

φυτά. Η ανθεκτικότητα είναι ευρέως διαδεδοµένη. Πρόσφατα στοιχειά 

υποδεικνύουν ότι τα φυτά µοιράζονται διάφορους κοινούς µηχανισµούς για 

την ανθεκτικότητα τους στα βαρέα µέταλλα. Μερικά φυτικά είδη και γενότυποι 

µπορούν να αναπτυχθούν σε εδάφη στα οποία περιέχονται απαγορευτικές για 

την ανάπτυξη συγκεντρώσεις µετάλλων. Αυτά τα φυτά ανήκουν σε µία 

εξειδικευµένη χλωρίδα που έχει αποικίσει σερπεντινικά εδάφη πλούσια σε 

νικέλιο (Ni) ή περιοχές ρυπασµένες µε Zn από διαδικασίες εξόρυξης και 

επεξεργασίας. Τα φυτά αυτά µέσω της φυσικής επιλογής έχουν αυξηµένα 

επίπεδα ανεκτικότητας στα βαρέα µέταλλα «υπερανεκτικότητα». Αυτή η 

ανεκτικότητα είναι ειδική για συγκεκριµένα µέταλλα (Zenk, 1996). 

Ορισµένα φυτά δεν ανέχονται απλά υψηλά επίπεδα µετάλλων αλλά τα 

συσσωρεύουν σε τεράστιες ποσότητες στους βλαστούς, µε αποτέλεσµα να 

τροποποιείται η γονιδιακή τους έκφραση από το ίδιο το µέταλλο. Κλασικό 

παράδειγµα είναι η Thlaspi caerulescens (Brassicaceae), που συσσωρεύει Cd 

και Zn στους βλαστούς της. Περίπου 400 διαφορετικά φυτικά είδα που 

ανήκουν σε διαφορετικές οικογένειες έχουν περιγραφεί ως υπερσυσσωρευτές. 

Οι υπερσυσσωρευτές αναφέρονται σε φυτά που είναι ικανά να συσσωρεύουν 

περισσότερο του 0,1% του ξηρού τους βάρους στοιχεία, όπως Ni, Co, Pb. Ο 

φαινότυπος του φυτού υπερσυσσωρευτή είναι η βάση της αρχής της 

φυτοεξυγίανσης (Zenk, 1996). 

Η πρόσληψη των µετάλλων από τα φυτά υπερσυσσωρευτές εξαρτάται 

από τους παρακάτω παράγοντες: 

• Τύπος και συγκέντρωση του µετάλλου. 
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• 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. (Cunninghaln et al., 

1996). 

Η ιδέα της φυτοεξυγίανσης µε τη χρήση φυτών υπερσυσσωρευτών 

µετάλλων, για τον καθορισµό χερσαίων και υδάτινων οικοσυστηµάτων που 

έχουν ρυπανθεί, αναπτύχθηκε µόλις την τελευταία 25ετία. Επειδή όµως οι 

περισσότεροι υπερσυσσωρευτές είναι µικρά φυτά και βραδείας ανάπτυξης, η 

δυνατότητα ευρείας χρήσης τους δυσχεραίνεται. Γι’αυτό έχει ενταθεί η µελέτη 

των βιοχηµικών, φυσιολογικών και µοριακών µηχανισµών αντοχής, µε 

απώτερο σκοπό τη µεταφορά γονιδίων αντοχής σε φυτά που παράγουν 

µεγαλύτερη βιοµάζα. 

 

Α5. Μηχανισµοί ανθεκτικότητας των φυτών στς βαρέα 
µέταλλα 

Οι µηχανισµοί ανθεκτικότητας των φυτών στα βαρέα µέταλλα, που έχουν 

προσδιοριστεί µέχρι σήµερα, είναι: 

• Ο έλεγχος στο επίπεδο της πλασµατικής µεµβράνης 

• Η διαδικασία της χήλωσης και 

• Η διαµερισµατοποίηση στο χυµοτόπιο 

 

Α5.1. Ελεγχος στην πλασµατική µεµβράνη 
Η πλασµατική µεµβράνη των φυτών µπορεί να θεωρηθεί σαν την πρώτη 

ενεργή δοµή η οποία είναι στόχος της τοξικότητας των βαρέων µετάλλων. Η 

λειτουργία της πλασµατικής µεµβράνης ίσως επηρεάζεται ταχύτατα από τα 

βαρέα µέταλλα, όπως δείχνει η αυξηµένη διαρροή από τα κύτταρα παρουσία 

υψηλών συγκεντρώσεων βαρέων µετάλλων, ιδιαιτέρως του Cu. Για 

παράδειγµα, αποδείχθηκε ότι ο Cu αλλά όχι ο Zn προκαλούσε αύξηση της 

εκροής του Κ από αποκοµµένες ρίζες του Agrostis capillaris. Οµοίως άλλοι 

συµπέραναν ότι η ζηµιά στην κυτταρική µεµβράνη, που αντιλαµβανόµαστε 

από εκροή ιόντων, ήταν η άµεση αιτία τοξικότητας Cu σε ρίζες του Silene 
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vulgaris, Mimulus guttatus και σιταριού. Τέτοια ζηµιά µπορεί να προκληθεί µε 

διάφορους µηχανισµούς στη µεµβράνη, όπως µε την οξείδωση των 

σουλφυδρυλοµάδων των κυστεϊνών των διαµεµβρανικών πρωτεϊνών, την 

παρεµπόδιση ενζύµων κλειδιών της µεµβράνης (ΑΤΡάσες, αντλίες ιόντων) ή 

την αλλαγή στη σύσταση και ρευστότητα των λιπιδίων της, που επιδρούν 

άµεσα στη διαπερατότητά της (Hall, 2002). 

Έτσι, η ανθεκτικότητα µπορεί να περιλαµβάνει την προστασία της 

ακεραιότητας της πλασµατικής µεµβράνης από την ζηµιά των βαρέων 

µετάλλων. Ένας άλλος παράγοντας που µπορεί να περιληφθεί στη διατήρηση 

της ακεραιότητας της πλασµατικής µεµβράνης παρουσία βαρέων µετάλλων, 

είναι η αυξηµένη επιδιόρθωση των µεµβρανών µετά τη ζηµιά µε την εµπλοκή 

των πρωτεϊνών που επάγονται από θερµική καταπόνηση ή των 

µεταλλοθειονίνων (πρωτεϊνών που δεσµεύουν µέταλλα και αναλύονται 

εκτενώς παρακάτω). 

Εκτός της ανθεκτικότητας η µεµβράνη ίσως παίζει σηµαντικό ρόλο στην 

οµοιόσταση των µετάλλων, είτε εµποδίζοντας ή µειώνοντας την είσοδό τους 

στο κύτταρο ή µέσω µηχανισµών εκροής. Αρκετά από αυτά τα κατιόντα είναι 

απαραίτητα και έτσι ο πλήρης αποκλεισµός τους δεν είναι δυνατός. Η 

επιλεκτική εκροή θεωρείται περισσότερο ρεαλιστική. Στα βακτήρια τα 

περισσότερα συστήµατα ανθεκτικότητας βασίζονται στην εξαρτώµενη από 

ενέργεια εκροή των τοξικών ιόντων. Φαίνεται πως η µεταβολική ποινή του να 

έχεις περισσότερο εξειδικευµένους µηχανισµούς πρόσληψης, και έτσι να 

περιορίζεις την είσοδο των τοξικών ιόντων, είναι µεγαλύτερη από το να έχει 

συστήµατα εκροής. 

 

Α5.2. Χήλωση 
Χήλωση είναι η αντίδραση δηµιουργίας συµπλόκου ενός µετάλλου µε 

οργανική ουσία (χηλική ένωση). Η χηµική ενεργότητα και η περιορισµένη 

διαλυτότητα των περισσότερων µεταλλικών ιόντων, απαιτεί σταθερή χήλωση 

από τη στιγµή που θα βρεθούν µέσα στο κύτταρο. Αυτό έχει αποδειχτεί 

σαφέστατα για την περίπτωση του χαλκό σε κύτταρα ζυµοµύκητα. 

Αποδείχθηκε ότι τα κύτταρα του ζυµοµύκητα περιέχουν λιγότερο από ένα 

ελεύθερο άτοµο Cu ανά κύτταρο. Χηλικές ενώσεις δεσµεύουν τα µεταλλικά 
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ιόντα ενδοκυτταρικά, συνεισφέροντας στη αποτοξίνωση του κυττάρου και 

ρυθµίζοντας τη συγκέντρωση των µετάλλων στο κυτταρόπλασµα. Στα φυτά οι 

κυριότερες κατηγορίες των χηλικών ενώσεων των µετάλλων περιλαµβάνουν 

οργανικά οξέα και αµινοξέα, καθώς και πρωτεϊνικής φύσης µόρια (τις 

φυτοχηλατίνες και τις µεταλλοθειονίνες) (Clemens, 2001). 

 

Α5.2.1.Φυτοχηλατίνες (Phytochelatins) 
Οι φυτοχηλατίνες είναι µια οµάδα πρωτεϊνών οι οποίες επάγονται στα 

φυτά όταν αυτά έλθουν αντιµέτωπα µε καταπόνηση από βαρέα µέταλλα. 

∆ρουν δεσµεύοντας τα ελεύθερα µεταλλικά ιόντα στο µόριό τους και τα 

µεταφέρουν στο χυµοτόπιο όπου δεν είναι πλέον τοξικά και απ’ όπου τελικά 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν από το φυτό για την ανάπτυξη του, αν το 

µέταλλο αυτό είναι απαραίτητο στοιχείο, όπως ο Cu και ο Zn. Για να γίνει 

κατανοητός ο ρόλος των φυτοχηλατίνων στην αποτοξίνωση των βαρέων 

µετάλλων, πρέπει να κατανοηθούν τα χαρακτηριστικά τους όπως η δοµή, η 

βιοσύνθεση, η λειτουργία, καθώς και η δοµή του συµπλόκου φυτοχηλατίνης-

µετάλλου. 

Στη δοµή των φυτοχηλατινών συµµετέχουν τρία αµινοξέα: γλουταµικό, 

κυστεΐνη και γλυκίνη. Η γενική δοµή τους είναι η εξής (γ-Glu-Cys)n-Gly (n=2-

11). Τα µεταλλικά ιόντα δεσµεύονται από τις σουλφυδρυλικές οµάδες των 

κυστεϊνών (Εικ. 2). Οι φυτοχηλατίνες έχουν αναγνωριστεί σε αρκετές οµάδες 

φυτών και φωτοσυνθετικών οργανισµών, από τα γυµνόσπερµα και τα 

µονοκοτυλήδονα έως τα δικοτυλήδονα. Η βιοσύνθεση των φυτοχηλατίνων 

καταλύεται από το ένζυµο Συνθάση της φυτοχηλατίνης που χρησιµοποιεί σαν 

υπόστρωµα γλουταθειόνη (GSH). Τα βαρέα µέταλλα όχι µόνο επάγουν την 

έκφραση της Συνθάσης της φυτοχηλατίνης αλλά και ενεργοποιούν το ένζυµο 

(Clemens, 2001). 

Αρκετές φυσιολογικές, βιοχηµικές και γενετικές µελέτες έχουν 

επιβεβαιώση ότι η GSH είναι το υπόστρωµα για τη βιοσύνθεση της 

φυτοχηλατίνης. Μερικές µλέτες έχουν χρησιµοποιήσει ποικιλία φυτικών ειδών, 

µερικές φορές σαν άθικτα φυτά αλλά συχνά σε µορφή in vitro καλλιέργειας 

κυττάρων. Προηγούµενες µελέτες µε καλλιέργεια κυττάρων έχουν αποδείξει 
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ότι η επαγωγή της φυτοχηλατίνης παρουσία καδµίου συµπίπτει µε µία 

παροδική µείωση των επιπέδων της GSH (Cobbett, 2002) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2. Τρισδιάστατη δοµή του συµπλόκου φυτοχηλατίνης-µετάλλων. 

Εκτός της αποτοξίνωσης οι φυτοχηλατίνες παίζουν σηµαντικό ρόλο και 

στην οµοιόσταση των βαρέων µετάλλων στα φυτά, ρυθµίζοντας τη 

διαθεσιµότητα τους. Τα µεταλλικά ιόντα όπως ο Cu και ο Zn πρέπει να 

εισέλθουν στα κύτταρα για να γίνουν µέρος των καταλυτικών πρωτεϊνών. Οι 

φυτοχηλατίνες εποµένως έχουν διπλό ρόλο. Από τη µία µεριά, πρέπει να 

συγκρατήσουν τα µεταλλικά ιόντα πολύ σφικτά να τα αδρανοποιήσουν και να 

τα αποθηκεύσουν στο χυµοτόπιο. Από την άλλη µεριά, πρέπει να µεταφέρουν 

τα απαραίτητα µέταλλα σε καινούργια συντιθέµενα αποένζυµα που απαιτούν 

Cu ή Zn (Zenk, 1996). 

 

Α5.2.2.Μεταλλοθειονίνες (Μetallothioneins) 
Οι µεταλλοθειονίνες είναι πρωτεΐνες παρόµοιες µε τις φυτοχηλατίνες σε 

αρκετά σηµεία, συµπεριλαµβανοµένου του υψηλού αριθµού υπολειµµάτων 

κυστεΐνης στο µόριό τους και του γεγονότος ότι και οι δύο είναι απαραίτητες 

για την αποτοξίνωση των βαρέων µετάλλων. Όλες οι µεταλλοθειονίνες έχουν 

τρία κοινά χαρακτηριστικά: α) χαµηλό µοριακό βάρος (6-7 kDa), β) ένα µεγάλο 

ποσοστό υπολειµµάτων κυστεΐνης και γ) υψηλή περιεκτικότητα σε µέταλλα 

που βρίσκονται δεσµευµένα από τις σουλφυδρυλικές οµάδες των κυστεϊνών 
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(Εικ. 3). Οι µεταλλοθειονίνες κατατάσσονται σε δύο κλάσεις, η πρώτη 

περιλαµβάνει τις µεταλλοθειονίνες των θηλαστικών και η δεύτερη όλες τις 

άλλες µεταλλοθειονίνες (Mejare and Bulow, 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 3. Τρισδιάστατη δοµή του συµπλόκου µεταλλοθειονίνης-µετάλλων. 

Οι µεταλλοθειονίνες της δεύτερης κλάσης, που έχουν ταυτοποιηθεί στα 

φυτά, µπορούν να ταξινοµηθούν πραιτέρω βάση της ακολουθίας των 

αµινοξέων. O Robinson ήταν ο πρώτος που αναγνώρισε δυο τύπους φυτικών 

µεταλλοθειονίνων βασισµένες στη θέση των υπολειµάτων κυστείνης σε 

προβλέψιµες πρωτεϊνες.  Απο τότε, ο αριθµός των χαρακτηρισµένων φυτικών 

µεταλλοθειονίνων έχει αυξηθεί δραµατικά και αρκετές δεν συµπίπτουν µε τους 

δύο τύπους. O Robinson κατασκεύασε ένα σύστηµα το οποίο διαχωρίζει όλες 

τις γνωστές φυτικές µεταλλοθειονίνες σε τέσσερις κατηγορίες ανάλογα µε την 

αλληλουχία των αµινοξέων (Cobbett, 2002). 

Οι µεταλλοθειονίνες του τύπου 1 περιέχουν ένα ολοκληρωµένο µοτίβο 

από έξι Cys-Xaa-Cys ( όπου το Xaa εκπροσωπεί ένα άλλο αµινοξύ) τα οποία 

είναι κατανεµηµένα εξίσου, µεταξύ δύο περιοχών.  Στην πλειονότητα των 

µεταλλοθειονίνων του τύπου 1, οι δύο περιοχές χωρίζονται από περίπου 

σαράντα αµινοξέα, συµπεριλαµβανοµένου αρωµατικών οξέων. Αυτό το 

µεγάλο διάστηµα είναι ένα κοινό χαρακτηριστικό των µεταλλοθειονίνων των 

φυτών και αντιτίθενται µε τις περισσότερες από τις µεταλλοθειονίνες, στις 

οποίες οι πλούσιες περιοχές σε κυστεϊνη χωρίζονται από ένα διάστηµα από 

λιγότερο από δέκα αµινοξέα, όπου δεν συµπεριλαµβάνονται αρωµατικά 
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υπολείµµατα.  Εν’ τω µεταξύ οι µεταλλοθειονίνες του τύπου 1, αυτές από 

ποικίλα είδη της οικογένειας  Brassicaceae (είδη των Arabidiopsis και 

Brassica) έχουν ένα µεγάλο αριθµό διακριτών χαρακτηριστικών, 

συµπεριλαµβανοµένου ενός πολύ µικρότερου διαστήµατος µεταξύ των 

περιοχών που είναι πλούσιες σε κυστεϊνη και ένα επιπροσθέτως υπόλειµµα 

Cys (Cobbett, 2002) 

Οι µεταλλοθειονίνες του τύπου 2 περιέχουν επίσης δύο περιοχές 

πλούσιες σε κυστεϊνη που χωρίζονται από ένα διάστηµα από περίπου 

σαράντα υπολείµµατα αµινοξέων. Ωστόσο, το πρώτο ζεύγος  κυστεϊνών 

παρουσιάζεται σαν ένα µοτίβο Cys-Cys αµινοξέος στις θέσεις 3 και 4 αυτών 

των πρωτεϊνών. Ένα µοτίβο Cys-Gly-Gly-Cys παρουσιάζεται στο τέλος του 

αµινοτελικού άκρου στην πλούσια σε κυστεϊνη περιοχή. Γενικά η ακολουθία 

της περιοχής του αµινοτελικού άκρου των µεταλλοθειονίνων του τύπου 2 είναι 

υψηλά συντηρηµένη. Η περιοχή του C-τελικού περιέχει τρία µοτίβα Cys-Xaa-

Cys. Το διάστηµα που χωρίζει αυτές τις περιοχές στις µεταλλοθειονίνες του 

τύπου 2 είναι µεταβλητό µεταξύ των ειδών (Cobbett, 2002). 

Οι µεταλλοθειονίνες του τύπου 3 περιέχουν µόνο τέσσερα υπολείµµατα 

κυστεϊνης στην περιοχή του αµινοτελικού άκρου. Η συναινετική αλληλουχία 

για τα πρώτα τρία είναι Cys-Gly-Asn-Cys-Asp-Cys. Η τέταρτη κυστεϊνη δεν 

είναι µέρος ενός ζεύγους κυστεϊνών αλλά περιέχεται µε ένα υψηλά 

συντηρηµένο µοτίβο, Gln-Cys-Xaa-Lys-Lys-Gly. Τα έξι υπολείµµατα κυστεϊνης 

στο C-τελικό άκρο της πλούσιας σε κυστεϊνη περιοχής arranged στο µοτίβο 

Cys-Xaa-Cys. Εξίσου καλά, στην πλειονότητα των τύπου 1 και 2 των 

µεταλλοθειονίνων των φυτών, οι δύο περιοχές χωρίζονται η µία από την άλλη 

από περίπου σαράντα υπολείµµατα αµινοξέων (Cobbett, 2002) 

Ο τύπος 4 διαφέρει από τις άλλες µεταλλοθειονίνες των φυτών γιατί έχει 

τρεις περιοχές πλούσιες σε κυστεΐνη, κάθε περιοχή περιέχει 5 µε 6 

συντηρηµένα υπολείµµατα κυστεϊνης, τα οποία χωρίζονται από 10 εως 15 

υπολείµµατα. Οι περισσότερες κυστεΐνες παρουσιάζονται σαν το µοτίβο Cys-

Xaa-Cys. Επίσης ένας µεγάλος αριθµός των µεταλλοθειονίνων του τύπου 4 

δεν έχει αναγνωριστεί, συγκριτικά µε αυτές των µονοκοτυλήδονων οι τύπου 4 

µεταλλοθειονίνες από τα δικοτυλήδονα περιέχουν επιπροσθέτως 8 µε 10 

αµινοξέα στην αµινοτελική περιοχή πριν από το πρώτο υπόλειµµα κυστεϊνης 

(Cobbett, 2002). 
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Α5.3. ∆ιαµερισµατοποίηση στο χυµοτόπιο 
Η εκροή των µεταλλικών ιόντων στην πλασµατική µεµβράνη ή η 

µεταφορά τους στο χυµοτόπιο είναι δύο τρόποι για να µειώσουν τα ενδογενή 

επίπεδα των τοξικών µετάλλων στο κυτταρόπλασµα και έτσι είναι σηµαντικοί 

µηχανισµοί για την ανθεκτικότητα στα βαρέα µέταλλα. Ένα καλά 

τεκµηριωµένο παράδειγµα είναι η συσσώρευση Cd και φυτοχηλατινών στο 

χυµοτόπιο που πραγµατοποιείται από ειδικές πρωτεΐνες µεταφορείς µε την 

κατανάλωση ενέργειας (Hall, 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικόνα 4. Το κάδµιο ενεργοποιεί την Συνθάση της φυτοχηλατίνης η οποία µετατρέπει 

τη γλουταθειόνη σε φυτοχηλατίνη. Στη συνέχεια τα µόρια των φυτοχηλατινών 

σχηµατίζουν σύµπλοκα µε τα ιόντα του καδµίου δεσµεύοντάς τα και τα οδηγούν στο 

χυµοτόπιο (από Suresh and Ravishankar, 2004). 

 

Προηγούµενες µελέτες έχουν δείξει ότι το χυµοτόπιο είναι η θέση για τη 

συσσώρευση και άλλων βαρέων µετάλλων, συµπεριλαµβανοµένου του Zn και 

του Ni. Για παράδειγµα, µετά από επέµβαση µε Zn σε µεριστωµατικά κύτταρα 

της ρίζας του Festuca rubra παρατηρήθηκε αύξηση του σχηµατισµού 

χυµοτοπίων ενώ µελέτες πρόσληψης µε τη χρήση ραδιενεργού Zn σε φύλλα 

κριθαριού έδειξαν ότι η ταχεία διαµερισµατοποίηση του Zn ήταν ένας 

σηµαντικός µηχανισµός για την αντιµετώπιση των υψηλών εξωγενών 

επιπέδων του µετάλλου. Άλλες µελέτες σε φύλλα κριθαριού έδειξαν ότι αν και 

το Cd, ο Zn και το Mo βρέθηκαν κυρίως µέσα στο χυµοτόπιο, το Ni βρέθηκε 

κυρίως στο κυτταρόπλασµα. 
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Η ανάλυση των συστηµάτων µεταφοράς του τονοπλάστη υποδεικνύει 

την ύπαρξη µηχανισµού ανθεκτικότητας σε επίπεδο χυµοτοπίου. 

Αποµονωµένα κυστίδια τονοπλάστη από ρίζες δύο οικότυπων του ανθεκτικού 

στον Zn και του ευαίσθητου στον Zn του Silene vulgaris, έδειξαν ότι σε υψηλές 

συγκεντρώσεις Zn, η µεταφορά του Zn ήταν 2,5 φορές υψηλότερη µέσα στα 

κυστίδια του ανθεκτικού οικότυπου σε σύγκριση µε του ευαίσθητου, 

αποδεικνύοντας ότι ο τονοπλάστης παίζει σηµαντικό ρόλο στη φυσικά 

επιλεγµένη ανθεκτικότητα στον Zn. Χρησιµοποιώντας διασταυρώσεις φυτών, 

αυτή η αυξηµένη πρόσληψη στα τονοπλαστικά συστήµατα έδειξε να 

συσχετίζεται γενετικά µε την ανθεκτικότητα στον Zn. Πρόσφατα αποµονώθηκε 

ένα γονίδιο από την Arabidopsis που έχει στενή σχέση µε το καλά 

χαρακτηρισµένο γονίδιο του µεταφορέα Zn των θηλαστικών (Hall, 2002). 

 

Α6. Αντίδραση των φυτών στα βαρέα µέταλλα 

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 επάγονται από αναεροβίωση και έχουν εξειδικευµένες 

λειτουργίες (ένζυµα γλυκόλυσης, ζυµώσεων), οι θερµοπληξιακές πρωτεΐνες 
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(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. 

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. 

 
Α6.1. Γλουταµική αφυδρογονάση  (GDH) 
 

Η γλουταµική αφυδρογονάση (Glutamate Dehydrogenase, GDH) 

βρίσκεται σε όλους τους οργανισµούς και καταλύει την αφοµοίωση των 

αµµωνιακών ιόντων και τη σύνθεση γλουταµικού, καθώς και την απαµίνωση 

του γλουταµικού οξέος προς α-κετογλουταρικό (Eικ.5)..  Οι GDH είναι 

πολυµερικά αλλοστερικά ένζυµα που κατατάσσονται σε δύο κατηγορίες, 

ανάλογα µε τη µεταβολική εξειδίκευση και τη δοµή τους. Οι τετραµερείς GDH 

είναι NAD-ένζυµα που καταβολίζουν το γλουταµικό. Οι εξαµερείς είναι 

NAD(P)H-ένζυµα που αφοµοιώνουν αµµωνία. Οι τετραµερείς και οι εξαµερείς 

GDH έχουν σηµαντικές διαφορές στην πρωτοταγή τους δοµή. Πρόσφατα, µε 
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βάση κρυσταλλογραφική ανάλυση, προτάθηκε ότι τα εξαµερή ένζυµα 

αποτελούν µία ξεχωριστή κατηγορία. Ανεξάρτητα από την εξειδίκευση για 

συνένζυµο.  

 

Εικόνα 5: Αµινωτική και απαµινωτική αντίδραση, που καταλύονται από τη 

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

Στα φυτά, η GDH είναι εξαµερής και έχει 7 ισοµορφές που αποτελούνται 

από συνδυασµό δύο υποµονάδων, της α- και β- υποµονάδας. Οι δύο ακραίες 

ισοµορφές είναι οµοεξαµερείς της α- και β- υποµονάδας, αντίστοιχα, και οι 5 

εν-διάµεσες είναι υβρίδια. Τα γονίδια της GDH έχουν κλωνοποιηθεί από 

πολλούς µικροοργανισµούς, τον άνθρωπο, το ποντίκι, το κοτόπουλο, και 

τελευταία από πέντε φυτικά είδη, το αµπέλι, το καλαµπόκι, την τοµάτα, τον 

καπνό και την Arabidopsis. Με βάση φυλογενετικό δενδρόγραµµα των 

αλληλουχιών 21 GDH, που έχουν χαρακτηρισθεί, καταδείχθηκε ότι υπάρχουν 

2 οικογένειες αντίστοιχων γονιδίων. Οι δύο µορφές των πρωτεϊνών GDH 

υπήρχαν σε έναν από τους τελευταίους κοινούς προγόνους των βασιλείων. 

Μετά το διαχωρισµό σε ευβακτήρια, αρχαιοβακτήρια και ευκαρυωτικούς 

οργανισµούς, µόνο µια από αυτές τις µορφές κληρονοµήθηκε στους 

οργανισµούς, χωρίς να αποκλείεται ότι κάποιος από τους συγκεκριµένους 

οργανισµούς που υπάρχουν σήµερα κληρονόµησε γονίδια και από τις δύο 

οικογένειες. 

Συµπερασµατικά, σύµφωνα µε τα µέχρι τώρα ερευνητικά 

αποτελέσµατα, µπορούµε να πούµε ότι οτι η βιοχηµική οδός GS/GOGAT είναι 

η σηµαντικότερη οδός ενσωµάτωσης της αµµωνίας σε αµινοξέα, στα φυτά. O 
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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. Φαίνεται ότι ενδεχοµένως συµµετέχει στη χρήση της 

αµµωνίας, σε περιπτώσεις υψηλής ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης, 

συµβάλλοντας στην αποτοξίνωση των κυττάρων. Σε αυτό συνηγορούν τα 

αποτελέσµατα τελευταίων µελετών όπου, παρουσία υψηλών επιπέδων 

ενδοκυτταρικής αµµωνίας, παρατηρείται αύξηση της έκφρασης του γονιδίου 

της α-υποµονάδας, σύνθεση των GDH ισοµορφών, που αποτελούνται κυρίως 

από την α-υποµονάδα, και αύξηση της ενεργότητας του ενζύµου.  

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 

10 mM, 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). 

• 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., 2002).  

• Σπορόφυτα καλαµποκιού (Zea mays) αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό 

υπόστρωµα που περιείχε CdSO4, έτσι ώστε η συγκέντρωσή του σε Κάδµιο 

(Cd) να κυµαίνεται στα 20 µΜ. ∆εν παρατηρήθηκε καµία αξιοσηµείωτη 

µεταβολή όσον αφορά στα επίπεδα της GDH και της GOGΑΤ ενώ 

παρατηρήθηκε σαφής αύξηση του επιπέδου της GS (Grace et al., 1997).  

• Σπορόφυτα καλαµποκιού (Zea mays) αναπτύχθηκαν σε θρεπτικά 

υποστρώµατα µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις σε Κάδµιο (Cd), για 12 

ηµέρες. Τα αποτελέσµατα έδειξαν ότι παρεµποδίστηκε σηµαντικά η δράση 

των ενζύµων GS και GOGΑΤ , ενώ αντίθετα η δράση της GDH αυξήθηκε 

(Boussama et al., 1999).  

 

Α6.2. Ωσµωτίνη  
Σε απόκριση της εισβολής από µύκητες και από άλλα σηµεία , τα φυτά 

συσσωρεύουν έναν αριθµό πρωτεϊνών οι οποίες εµπλέκονται στην άµυνα 

εναντίον των παθογόνων. Μεταξύ αυτών των πρωτεϊνών είναι και οι 

παθογενετικές πρωτεΐνες PR ( pathogenesis-related proteins ), οι οποίες είναι 

εξελικτικά συντηρηµένες στο φυτικό βασίλειο και είναι επηρεασµένες από 

διάφορες βιοτικές και αβιοτικές καταπονήσεις. (Kyeongsik et al., 2004) 

Οι PR πρωτεΐνες οµαδοποιούνται σε πέντε οικογένειες που βασίζονται 

στην αρχέγονη δοµή καθώς και στην ενζυµατική και βιολογική δράση. Η PR 1 
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οικογένεια αποτελείται κατά το πλείστον από όξινες πρωτεΐνες, µε µοριακές 

µάζες απο15-17 KDa. Οι PR2 και PR3 πρωτεΐνες είναι αναγνωρισµένες σαν 

β-1,3-γλουκανάσες και κιτινάσες αντιστοίχως, µε δράση µυκητοκτόνου. Μέλη 

από την PR4 οικογένεια είναι όξινες πρωτεΐνες, αυτή η κατηγορία πρωτεϊνών 

έχει αποδειχθεί ότι έχει µυκητοκτόνο δράση και δρα συναγωνιστικά µε βασικές 

PR2 και PR3 πρωτεΐνες. Τα µέλη της οικογένειας PR5 παρουσιάζουν 

αξιοσηµείωτη οµοιότητα µε τη θοµατίνη, µια γλυκόγευστη πρωτεΐνη από το 

Thaumatococcus danialli. Οι PR5 πρωτεΐνες έχουν χαρακτηριστεί από ένα 

ευρύ φάσµα φυτικών ειδών, µονοκοτυλήδονων και δικοτυλήδονων φυτών. 

Ωστόσο η βιολογική δράση των πρωτεϊνών που µοιάζουν µε τη θοµατίνη δεν 

έχει ακόµα καθιερωθεί, µέλη από αυτή την οµάδα έχουν δείξει ότι έχουν 

µυκητοκτόνο δράση ενάντια σε ένα ευρύ φάσµα παθογόνων µυκήτων. (Xu 

and Reddy, 1997).  

Οι PR5 πρωτεΐνες είναι µικρού µοριακού βάρους (24ΚD) και µπορούν να 

ταξινοµηθούν σε τρεις υποκλάσεις που βασίζονται στο ισοηλεκτρικό σηµείο 

(pI): όξινο, ουδέτερο και βασικό. Η  οσµωτίνη είναι µια βασική PR5 πρωτεΐνη 

((Kyeongsik et al., 2004). 

Η ωσµωτίνη είναι µια οµάδα κατιονικών πρωτεϊνών που υπάρχουν το 

πολύ σε δύο µορφές, η µία έχει ισοηλεκτρικό σηµείο µε pH 7 και η άλλη µε 

ισοηλεκτρικό σηµείο µεγαλύτερο από 8,2, αυτές διαφέρουν ξεκάθαρα στο 

µοριακό βάρος. Η σύνθεση και η συσσώρευση της mRNA οσµωτίνης 

ρυθµίζεται αναπτυξιακά και ελέγχεται τουλάχιστον από έξι ορµονικά ή 

περιβαλλοντικά σήµατα, συµπεριλαµβανοµένων του ABA, αιθυλένιο, η 

µόλυνση από τον ιό του µωσαϊκού του καπνού, αλατότητα και αποξήρανση. 

Ωστόσο η αληθινή (ουσιώδης) συσσώρευση της πρωτεΐνης ωσµωτίνη 

εµφανίζεται µόνο σε απόκριση σε οσµωτική καταπόνηση και παρουσία 

αιθυλενίου στην ποικιλία καπνού W38, το οποίο δεν έδειξε αντίδραση 

υπερευαισθησίας (Andrzej et al., 1992).  

Η περισσότερη από την κυτταρική πρωτεΐνη βρέθηκε από την 

ανοσοκυτταροχηµεία να εντοπίζεται σε έγκλειστα πυκνά ηλεκτρόνια στο 

χυµοτόπιο. Ένα χαµηλό ποσοστό της οσµωτίνης ανιχνεύθηκε σε µία οµάδα 

κυτοπλάσµατος, αλλά δεν υπήρχε προνοµιακή εντόπιση της πρωτεΐνης µέσα 

στο κυτόπλασµα. Ενίοτε κολλοειδή σωµατίδια χρυσού θετικής οσµωτίνης 

βρέθηκαν προσαρτηµένα στον τονοπλάστη, αλλά τα οργανίδια, πλασµατική 
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µεµβράνη και κυτταρικό τοίχωµα ήταν χωρίς κανένα σωµατίδιο χρυσού. 

Οσµωτίνη έχει επίσης ανακαλυφθεί σε θεµελιώδη ουσία εξωκυτταρικά στα 

κύτταρα των φυτών, παρόλο που δεν είναι γνωστό εάν η εξωκυτταρική 

οσµωτίνη είναι η ίδια µε αυτή που βρέθηκε στο χυµοτόπιο ή εάν είναι ίσως µία 

όξινη δοµή όπως είναι άλλες εξωκυτταρικές PR πρωτεΐνες (Andrzej et al., 

1992) . 

Τα προιόντα των γονιδίων της οσµωτίνης εµφανίζουν in vitro 

αντιµυκητιακή δράση εναντίον πολλών µυκήτων, συµπεριλαµβανοµένων των 

Phytophthora infestans, Candida albicans, Neurospora crassa και 

Trichoderma reesei. Η αντιπαθογόνα δράση της οσµωτίνης 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 οσµωτίνης, που διαχέεται εκτός του φυτικού 

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

συνέχεια, η οσµωτίνη εισχωρεί και σχηµατίζει πόρους στις µυκηλιακές 

µεµβράνες, καθιστώντας τις διαπερατές και παρεµποδίζοντας την ανάπτυξη 

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

αλατότητα δέν είναι ακόµη γνωστός (Dong et al., 1994). 
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Β. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 
Β1. Φυτικό υλικό – Βαρέα µέταλλα 

Για την πραγµατοποίηση των πειραµάτων χρησιµοποιήθηκαν 

σπόροφυτα δύο φυτικών ειδών του Nicotiana glauca και του  Nicotiana 
tabacum τα οποία καλλιεργήθηκαν in vitro. Χρησιµοποιήθηκαν επίσης δύο 

βαρέα µέταλλα ο µόλυβδος (Pb) και ο ψευδάργυρος (Zn). 

 

Β2. Παρασκευή θρεπτικού MS για σπόρους - Ιστοκαλλιέργεια 
σπόρων 

Για την καλλιέργεια in vitro σπόρων καπνού, χρησιµοποιήθηκε το 

θρεπτικό υπόστρωµα Murashing and Skoog (MS), κάθε λίτρο του οποίου 

περιείχε εκτός των άλλων (Πίνακας 1) άγαρ (7 g), µόλυβδο (Pb) και 

ψευδάργυρο (Zn) σε διάφορες συγκεντρώσεις, ενώ δεν προστέθηκε 

σακχαρόζη. 

Για την καλλιέργεια παρασκευάστηκαν 11 L θρεπτικού διαλύµατος εκ 

των οποίων τα 8 L χωρίστηκαν σε τέσσερις κωνικές φιάλες του 1 L. Σε αυτές 

τις φιάλες προστέθηκαν δύο διαφορετικές ποσότητες βαρέων µετάλλων, 

µολύβδου και ψευδαργύρου. Οι παραπάνω ποσότητες που προστέθηκαν 

ήταν σε µορφή αλάτων των αντίστοιχων µετάλλων (PbNO3 και ZnSO4). 

Οι δύο απο τις τέσσερις φιάλες του 1 L περιείχαν Zn σε τελική 

συγκέντρωση 0.1 mM, οι άλλες δύο περιείχαν Zn σε τελική συγκέντρωση    

0.5 mM. Ενώ οι άλλες τέσσερις περιείχαν Pb σε συγκεντρώσεις  0.1 mM και 

0.5 mM ανά δύο φιάλες αντίστοιχα. 

Στα 3 L από το αρχικό MS δεν έγινε καµία επέµβαση µε µέταλλα, µε 

σκοπό τη χρησιµοποίησή τους ως θρεπτικό υπόστρωµα για φυτά µάρτυρες. 

Στη συνέχεια ρυθµίστηκε το pH όλων των υποστρωµάτων στο 6.0 µε την 

προσθήκη 1 Ν NaOH και κατόπιν µοιράστηκαν ισόποσα σε δοκιµαστικούς 

σωλήνες οι οποίοι σφραγίστηκαν µε βαµβάκι και φύλλο αλουµινόχαρτου. Οι 

σωλήνες τοποθετήθηκαν στο αυτόκαυστο για αποστείρωση στους 121 °C για 

20 min. 
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Πίνακας 1. Σύσταση του βασικού θρεπτικού υποστρώµατος MS που 

χρησιµοποιήθηκε για την in vitro καλλιέργεια σπόρων Nicotiana glauca και Nicotiana 

tabacum, 

ΜΑΚΡΟΣΤΟIΧΕIΑ 
ΚΝΟ3 

MgSO4 7H2O 

ΚΗ2ΡΟ4 

CaCl2 2H2O 

 
ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ  (mg/L) 

2000 

370 

170 

150 
 

 
ΜΙΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ 

ΚΙ 

Η3ΒΟ3 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 
 

 

Πριν την εµφύτευση οι σπόροι του Nicotiana glauca αποστειρώθηκαν 

ως εξής : αρχικά ξεπλύθηκαν για µερικά δευτερόλεπτα µε διάλυµα αλκοόλης 

70 %, στη συνέχεια εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα 20 % εµπορικού σκευάσµατος 

υποχλωριώδους νατρίου (χλωρίνη) για 15 min και τέλος ξεπλύθηκαν µε 
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απεσταγµένο-αποστειρωµένο νερό έξι φορές, επί 5 min. Για την αποστείρωση 

των σπόρων του Νicotiana tabacum, οι σπόροι εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα   

20 % εµπορικού σκευάσµατος υποχλωριώδους νατρίου (χλωρίνη) για 5 min 

και ξεπλύθηκαν µε απεσταγµένο-αποστειρωµένο νερό έξι φορές, επί 5 min. 

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. 

Οι διαδικασίες της αποστείρωσης και της εµφύτευσης εκτελέστηκαν µέσα 

σε εστία νηµατικής  ροής υπό ασηπτικές συνθήκες. Αφού οι σπόροι 

εµφυτεύτηκαν στους δοκιµαστικούς σωλήνες µε το θρεπτικό υπόστρωµα, 

τοποθετήθηκαν στη συνέχεια σε θάλαµο ανάπτυξης µε ελεγχόµενες συνθήκες 

φωτισµού ( 16 h φως και 8 h σκοτάδι ) και σε θερµοκρασία 25± 2 οC. 

Τα φυτάρια του καπνού παρέµειναν στο θάλαµο ανάπτυξης για 

τέσσερις µήνες. Μετά την πάροδο των τεσσάρων µηνών βγάλαµε τα φυτάρια 

και καταγράψαµε το ύψος, τον αριθµό φύλλων καθώς και το φρέσκο βάρος  

για το κάθε φυτικό είδος και επέµβαση. Στη συνέχεια αποµακρύναµε τις ρίζες 

τους, τα τοποθετήσαµε µέσα σε διαφορετικά πλαστικά σακουλάκια και τα 

φυλάξαµε στην κατάψυξη εως περαιτέρω χρησιµοποίησή τους. 

 

Β3. Εκχύλιση πρωτεϊνών από φυτικούς ιστούς 

∆ιαλύµατα : 

∆ιάλυµα εκχύλισης  (extraction buffer): 100 mM Tris-HCl                       

pH 8, 2 mM    EDTA, 3 mM MgCl2, 10 % Glycerol,  0,2 % Trixon X 100        

και 5 mM DTT 
∆ιαδικασία: 

Ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται από τον 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 διαλύµατος εκχύλισης 

(διατηρηµένου στους 4 oC), που λειοτριβήθηκε στο γουδί ήταν 1:4 και για τα 

δύο φυτικά είδα. Τα µίγµατα µετά µεταφέρθηκαν σε σωλήνες φυγοκέντρου και 

οµογενοποιήθηκαν σε οµογενοποιητή τρεις φορές, διάρκειας 30 sec η κάθε 

µία. Έπειτα προσθέσαµε Triton και αναδεύσαµε τα µίγµατα στο Vortex. 
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Ακολούθησε επώαση σε πάγο για 10 min ανάδευση, και αφού έγινε ισοζύγιση 

τα εκχυλίσµατα φυγοκεντρήθηκαν σε ψυχώµενη φυγόκεντρο στις 10000 rpm 

(στροφές ανά λεπτό) και στους 4 ºC για 30 min. Μετά τη φυγοκέντρηση τα 

υπερκείµενα τοποθετήκαν σε µικροσωλήνες eppendolf και φυλάχτηκαν στον 

καταψύκτη για τη χρησιµοποίηση τους σε επόµενους προσδιορισµούς. 

 

Β4. 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 2x αραιωµένο 1:1  µε H2O (παρασκευάζεται λίγο 

πριν την χρήση) 

 

∆ιαδικασία: 

Σε µικροσωλήνες eppendorf αναµειγνύονται 25 µL  εκχυλίσµατος και    

25 µL 20 % TCA, τα eppendorf τοποθετούνται στο ψυγείο για 30 min. Έπειτα 

ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 14000 rpm (στροφές) για 20 min. Στη συνέχεια 

γίνεται άντληση του υπερκείµενου µε αντλία Bernoulli ή πιπέτα. 

Επαναδιαλύεται η πελέτα (πρωτεϊνικό ίζηµα) σε 100 µL 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, κατά τη διάρκεια της επώασης γίνεται ανάδευση του 

διαλύµατος µε το χέρι 1 – 2 φορές. 

Αφού µηδενιστεί το φασµατοφωτόµετρο µε το «τυφλό» διάλυµα 

ακολουθεί µέτρηση της απορρόφησης (Absorbance) των διαλυµάτων στα 625 

nm. 
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Β5. Μέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου GDH  

∆ιαλύµατα: 

 1 M Tris – HCl pH 8,0 

 2 M NH4Cl 

 1 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,    

50 µL 1 mM CaCl2, 5 mL 200 mM α–κετογλουταρικό οξύ και συµπληρώθηκε ο 

υπόλοιπος όγκος εως τα 42,5 mL µε απιονισµένο H2O. 

 Ακολούθησε εξισορρόπηση του µίγµατος µε τοποθέτηση του στο 

υδατόλουτρο στους 27 οC. Για την αµινωτική αντίδραση προστέθηκαν σε 

κυβέτα 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. 

 

Β6. Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών (Poly-
Acrylamide Gel Electrophoresis, SDS – PAGE) 

∆ιαλύµατα: 

 ∆ιάλυµα µετουσίωσης δειγµάτων (6× sample buffer): 150 mM Tris – HCl 

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

κυανούν της βρωµοφαινόλης, 30 % γλυκερόλη 
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 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 και 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 2. 

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 

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

και ηλεκτροφορήθηκαν στα 80 V για περίπου 2 ώρες. 

 
Πίνακας 2: Ποσοτική σύσταση των πηκτωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στην 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση. 

 

SDS - PAGE (15 mL) 

STACKING 
GEL (7,5 mL) 

RESOLVING GEL % 
ACRYLAMIDE  STOCK SOLUTION 

4,00 % 10,00 % 12,00 % 
d H2O (mL) 4,59 6,18 5,19 

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

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

Acryl.:Bis (30:0,8) (mL) 1 5 6 

10% APS (µL) 26 64 60 

TEMED (µL) 11 5 5 

TOTAL (mL) 7,5 15 15 

 
Β7. Χρωµατισµός πρωτεϊνών µε Coomasie Brilliant Blue      
R–250 

Η µέθοδος έγινε σύµφωνα µε τον Λουλακάκη (1999). 

∆ιαλύµατα: 

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

µεθανόλη, 10 % οξικό οξύ 

 ∆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 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 

 38



(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. 

 

Β8. Μεταφορά κατά Western Blot – Ανοσοανίχνευση 

∆ιαλύµατα: 

 ∆ιάλυµα µεταφοράς: 20 mM Tris, 192 mM 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 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 καθώς και 

για το ένζυµο GDH µε την βοήθεια του κατάλληλου αντισώµατος. 

Τα κύρια στάδια της ανίχνευσης ήταν:  

1. Πλύσιµο NC σε διάλυµα PBS 1× για 10 – 15 min. 
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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 3 × 5 min σε διάλυµα PBS 1× + 0,05 % TWEEN 20 

4. Προστίθεται το πρώτο αντίσωµα σε αραίωση 1:1000 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 1:2500 σε διάλυµα 1 % BSA σε διάλυµα PBS 

1× + 0.05 % TWEEN 20 και γίνεται επώαση µε ανάδευση για 

τουλάχιστον 1 h και 30 min. 

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

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

8. Επώαση στο διάλυµα χρώσης (100 mΜ Tris pH 9.0, 3 mg NBT, 30 µL 

BCiP), έως να εµφανιστούν οι ζώνες. 

9. ∆ιακοπή της χρώσης µε πλύσιµο µε απιονισµένο H2O.  

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). 
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Γ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

Γ1. Επίδραση του Ψευδαργύρου (Zn) και Μολύβδου (Pb) σε 
µορφολογικά χαρακτηριστικά φυτών Nicotiana glauca. 
 

Κατά την εκτέλεση του πειράµατος διάφορες ποσότητες άλατος 

Ψευδάργυρου (ZnSO4), και µολύβδου (Pb-EDTA) προστέθηκαν στο θρεπτικό 

υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας ώστε τελικά να επιτύχουµε δύο διαφορετικές 

συγκεντρώσεις των στοιχείων (0,1 και 0,5 mΜ Zn και 0,1 και 0,5 mΜ Pb) µέσα 

στο θρεπτικό µέσο. 

Στα έξι υποστρώµατα που προέκυψαν (τέσσερα µε ποσότητες µετάλλων 

και δύο για µάρτυρα) φυτεύτηκαν σπόροι Nicotiana glauca. Έπειτα απο δύο 

εβδοµάδες υπολογίσθηκε το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων ανά 

επέµβαση (Πίνακας 5). Μετά την πάροδο 4 µηνών τα φυτά αφαιρέθηκαν από 

τους σωλήνες ανάπτυξης και µετρήθηκε το βάρος, το ύψος καθώς και ο 

αριθµός φύλλων του κάθε φυτού και ακολούθως υπολογίστηκαν οι µέσοι όροι 

αυτών των µετρήσεων. Οι µέσοι όροι των παραπάνω µετρήσεων 

παρουσιάζονται στούς Πίνακες 3 και 4 ενω το ποσοστό φυτρωτικότητας στον 

πίνακα 5.  

  
ΠΙΝΑΚΑΣ 3. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση ψευδαργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 

 
ΕΠΕΜΒΑΣΗ ΒΑΡΟΣ (mg) ΥΨΟΣ (mm) 

ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 103,7 67,7 11,13 

0,1 mM Zn 46,7 34,1 9,33 

0,5 mM Zn 22,3 6,3 5,83 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 4. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση ψευδαργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 
ΠΙΝΑΚΑΣ 4. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση µολύβδου (Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 

 

 ΒΑΡΟΣ (mg) ΥΨΟΣ (mm) 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 905,8 148,1 13,04 

0,1 mM Pb 246,3 97,9 8,95 

0,5 mM Pb 267,6 103,6 9,73 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 2. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση µολύβδου (Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 
 
ΠΙΝΑΚΑΣ 5. Ποσοστό φυτρωτικότητας σπόρων Nicotiana glauca ανά επέµβαση 

ψευδαργύρου (Zn) και µολύβδου (Pb). 

 

  

ΕΠΕΜΒΑΣΗ ΠΟΣΟΣΤΟ ΦΥΤΡΩΤΙΚΟΤΗΤΑΣ (%) 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ Zn 100 

0,1 mM Zn 87.5 

0,5 mM Zn 41.6 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ Pb 100 

0,1 mM Pb 83.3 

0,5 mM Pb 91.6 

Απο τα αποτελέσµατα που καταγράφονται στους πίνακες 3, 4 και 5 

διαπιστώνουµε ότι ο ψευδάργυρος και ο µόλυβδος, είχαν αρνητική επίδραση 

στην αύξηση και την ανάπτυξη των φυταρίων. 

Συγκεκριµένα συγκρίνοντας το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων 

του Nicotiana glauca  στην υψηλότερη συγκέντρωση ψευδαργύρου (0,5 mΜ), 

το οποίο κυµάνθηκε στο 41,6 %, σε σχέση µε τα αντίστοιχα των φυτών 
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µαρτύρων (100 %) καθώς και µε τις επεµβάσεις του µολύβδου, 

διαπιστώνουµε οτι η υψηλή συγκέντρωση του στοιχείου αποτέλεσε 

ανασταλτικό παράγοντα για τη βλάστηση των σπόρων. Επίσης παρατηρούµε 

πως όσο αυξανόταν βαθµιαία η συγκέντρωση του ψευδαργύρου (Zn) µέσα 

στο θρεπτικό υπόστρωµα, τόσο ελαττωνόταν η φυτρωτική ικανότητα των 

σπόρων (Πίνακας 5). 

Μεταβολές παρατηρήθηκαν ως προς τα µορφολογικά χαρακτηριστικά 

των φυτών. Συγκεκριµένα παρατηρήθηκε µείωση του µέσου όρου του ύψους, 

του βάρους καθώς και του αριθµού των φύλλων των φυτών, αναλογικά µε την 

αύξηση της συγκέντρωσης του ψευδαργύρου (Zn). Αξιόλογη είναι η διαφορά 

που παρατηρείται µεταξύ των φυτών µαρτύρων και των φυτών που 

αναπτύχθηκαν στην υψηλότερη συγκέντρωση Zn (0,5 mΜ). Όσο αφορά  τα 

φυτά που αναπτύχθηκαν στο θρεπτικό µέσο που περιείχε µόλυβδου 

παρατηρούµε µείωση του µέσου όρου του ύψους, του βάρους καθώς και του 

αριθµού των φύλλων των φυτών όχι όµως αναλογικά µε την αύξηση της 

συγκέντρωσης του στοιχείου, στην συγκέντρωση Pb 0,1 mΜ τα φυτά είχαν 

µικρότερο βάρος, ύψος και αριθµό φύλλων σε σχέση µε τα φυτά της 

συγκέντρωσης των 0,5 mΜ. Αξιόλογη είναι επίσης η διαφορά που 

παρατηρείται µεταξύ των φυτών µαρτύρων και των φυτών που αναπτύχθηκαν 

και στις δύο συγκεντρώσεις Pb (0,1mΜ και 0,5 mM) 

Στις εικόνες 6 και 7 όπου παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικά δείγµατα 

κάθε επέµβασης, φυτών Nicotiana glauca, είναι εµφανής η διαφορά στην 

ανάπτυξη των φυταρίων. 

Όσο αυξάνεται η συγκέντρωση του ψευδαργύρου στο θρεπτικό µέσο, 

τόσο αλλοιώνονται τα µορφολογικά χαρακτηριστικά των φυτών (∆ιάγραµµα 

1). Παρατηρήθηκε ότι τα στελέχη των φυτών, που καλλιεργήθηκαν στο 

υπόστρωµα που περιείχε ψευδάργυρο, ήταν πιο λεπτά σε σχέση µε τα 

στελέχη του µάρτυρα. Επίσης, στις υψηλότερες συγκεντρώσεις και ειδικά στην 

επέµβαση µε 0,5 mΜ Zn, τα φύλλα των φυτών παρουσίασαν έναν ευδιάκριτο 

ανοιχτό πράσινο µεταχρωµατισµό καθώς και το σύµπτωµα της 

βραχυγονάτωσης (Εικόνα 6). 
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ΕΙΚΟΝΑ 6: Φυτά Nicotiana glauca από ιστοκαλλιέργεια σπόρων που αναπτύχθηκαν 

σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog, διαφορετικών 

συγκεντρώσεων ψευδαργύρου, 0 mM (Α), 0,1 mM (Β) και 0,5 mM (Γ), για 4 µήνες. 
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ΕΙΚΟΝΑ 7: Φυτά Nicotiana glauca από ιστοκαλλιέργεια σπόρων που αναπτύχθηκαν 

σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog, διαφορετικών 

συγκεντρώσεων µολύβδου, 0 mM (Α), 0,1 mM (Β) και 0,5 mM (Γ), για 4 µήνες. 
 

Η παρουσία µολύβδου στο θρεπτικό µέσο είχα δυσµενείς επιπτώσεις 

στην αύξηση των σποροφύτων. Παρατηρήθηκε επίσης πως αυτή η αρνητική 

επίδραση ήταν ανεξάρτητη από τη συγκέντρωση του µολύβδου, διότι και στις 

δύο συγκεντρώσεις (0,1 mΜ και 0,5 mΜ) τα φυτά δεν παρουσίασαν έντονες 

διαφορές όσο αφορά τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά (Εικόνα 7).  

 
Γ2. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της 
Γλουταµικής Αφυδρογονάσης στις επεµβάσεις Ψευδαργύρου 
(Zn) και Μολύβδου (Pb) σε ιστούς Nicotiana glauca. 
 

Με σκοπό τον ποσοτικό προσδιορισµό των ολικών πρωτεινών και τον 

προδιορισµό της ενεργότητας του ενζύµου GDH σε φυτά Nicotiana glauca, 

χρησιµοποιήσαµε φυτά που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας και 

σε θρεπτικά υποστρώµατα  συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mΜ Zn και 0, 0,1 

και 0,5 mM Pb. Ακολούθησε εκχύλιση των πρωτεϊνών από φύλλα και 

βλαστούς και τα δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των 

πρωτεινών της Γλουταµικής Αφυδρογονάσης  (GDH) και της ωσµωτίνης. 

Η περιεκτικότητα των εκχυλισµάτων σε πρωτεΐνες προσδιορίστηκε µε 

την µέθοδο Lowry. Στα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα εκτιµήθηκε επίσης η ενζυµική 

ενεργότητα της GDH, µέσω της αµινωτικής αντίδρασης, µετρώντας την 
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µεταβολή της απορρόφησης (∆ΟD) στα 340 nm σε φασµατοφωτόµετρο. 

Μέσω της ∆ΟD υπολογίσθηκε η ειδική ενεργότητα, καθώς και η καταλυτική 

ενεργότητα σε κάθε ιστό. Τα αποτελέσµατα των δύο παραπάνω επεµβάσεων 

παραθέτονται στον Πίνακα 6. 

 

ΠΙΝΑΚΑΣ 6. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της GDH, των φυτών 

Nicotiana glauca, ανα επέµβαση Zn και Pb. 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ 
ΟΛΙΚΗ 

ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
mg/mL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

OD/min*50 µL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

OD/min*mL 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
∆OD/min*mg 

πρωτ. 

µmol 
NADH/ 
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

µmolNADH/ 
min*g φυτ. 

ιστου 

M 0,601 0,0098 0,196 0,326 0,052 0,125 
0,1 mM Zn 0,646 0,0109 0,218 0,337 0,054 0,140 
0,5 mM Zn 0,755 0,005 0,100 0,132 0,021 0,064 

M 0,515 0,007 0,140 0,272 0,043 0,090 
0,1 mM Pb 0,50 0,013 0,260 0,520 0,083 0,166 
0,5 mM Pb 0,556 0,0143 0,286 0,514 0,082 0,183 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 3. Μεταβολή των τιµών της ειδικής ενεργότητα (∆OD/min*mg πρωτ.) 

στους ιστούς του Nicotiana glauca, υπό την επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων 

ψευδάργυρου (Zn) και µολύβδου (Pb). 
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Παρατηρώντας τα αποτελέσµατα που προέκυψαν (Πίνακας 6) 

διαπιστώνουνε τάση αύξησης της συγκέντρωσης των ολικών πρωτεϊνών, στα 

φυτά που αναπτύχθηκαν στο υπόστρωµα που περιείχε ψευδάργυρο (Zn) σε 

συγκεντρώσεις 0,1 mM και 0,5 mM (0,646 mg/mL και 0,755 mg/mL 

αντίστοιχα), σε σχέση µε τον µάρτυρα (0,601 mg/mL). Τάση αύξησης της 

συγκέντρωσης των ολικών πρωτεϊνών, στα φυτά που αναπτύχθηκαν στο 

υπόστρωµα που περιείχε µόλυβδο (Pb) σε συγκέντρωση 0,5 mΜ (0,556 
mg/mL), ενώ αντίθετα τάση µείωσης στα φυτά που αναπτύχθηκαν στο 

υπόστρωµα που περιείχε µόλυβδο (Pb) σε συγκέντρωση 0,1 mΜ (0,50 

mg/mL), σε σχέση µε το µάρτυρα (0,515 mg/mL). 

Μελετώντας τον Πίνακα 6 παρατηρούµε µια αύξηση της ειδικής 

ενεργότητας της GDH στις επεµβάσεις µε τις συγκεντρώσεις 0,1 mM και      

0,5 mM Pb (0,520 και 0,514 ∆OD/min*mg πρωτ. αντίστοιχα) συγκριτικά µε το 

µάρτυρα (0,272 ∆OD/min*mg πρωτ.). Όµοια αύξηση παρατηρούµε και στην 

επέµβαση µε 0,1 mM Zn (0,337 ∆OD/min*mg πρωτ.) σε αντίθεση µε την 

επέµβαση µε 0,5 mM Zn (0,132 ∆OD/min*mg πρωτ.) που διαπιστώνουµε 

µείωση της ειδικής ενεργότητας. Παρατηρείται επίσης µεγαλύτερη αύξηση της 

ειδικής ενεργότητας στις επεµβάσεις µε µόλυβδο (Pb) συγκριτικά µε τις 

επεµβάσεις µε ψευδάργυρο (Zn) (∆ιάγραµµα 6). 

Η καταλυτική ενεργότητα παρουσιάζει την υψηλότερη τιµή της στην 

επέµβαση 0,5 mM Pb (0,183 µmolNADH/ min*g φυτ. ιστου).  Η µικρότερη τιµή 

καταλυτικής ενεργότητας σε αυτό το φυτικό είδος καταγράφηκε στην 

επέµβαση 0,5 mM Zn και ήταν 0.064 µmolNADH/ min*g φυτ. ιστου.  

 

Γ3. Επίδραση Ψευδαργύρου (Ζn) και Μολύβδου (Pb) στην 
έκφραση της GDH και της ωσµωτίνης σε φυτά Nicotiana 
glauca. 
 

Για την µελέτη της έκφρασης  της GDH και της ωσµωτίνης του 

Nicotiana glauca τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφόρων δειγµάτων 

αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, υποβλήθηκαν Western Blot. Με τη µέθοδο αυτή 

οι πρωτεΐνες µεταφέρονται από το πήκτωµα σε σταθερό υπόστρωµα, στην 

προκειµένη περίπτωση µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, όπου στην συνέχεια 
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µπορεί εύκολα να ανιχνευτεί ανοσολογικά µε το κατάλληλο αντίσωµα µια 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη, από το σύνολο των πρωτεϊνών που έχουν αναλυθεί.  

Ίση ποσότητα ολικών πρωτεϊνών από κάθε δείγµα µετουσιώθηκε και 

ηλεκτροφορήθηκε µε  SDS-PAGE σε επίπεδα πηκτώµατα 10 % (GDH) και   

12 % (ωσµωτίνη) ακρυλαµίδης, µε σκοπό τη ανάλυση των πολυπεπτιδίων 

τους στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε 

δείγµατος  προέκυψε µετά τη χρώση του πηκτώµατος µε Coomassie brilliant 

blue R-250.  

Στην  Εικόνα  8 παρουσιάζονται τα ολικά πρότυπα που προέκυψαν 

µετά την SDS-PAGE των εκχυλισµάτων. Μεταξύ των µεταχειρίσεων 

διακρίνονται αρκετές διαφορές στην ένταση των ζωνών που παρατηρήθηκαν.  

 

                                        SDS PAGE 

                                             CZn (µΜ)   CPb (µΜ) 

 
                                                          0    100    500      0     100    500 

 

Εικόνα 8: Ολικά πρωτεϊνικά πρότυπα φυτικών ιστών απο φυτά Nicotiana glauca. Τα 

πρότυπα προέκυψαν µετά από ανάλυση  µε SDS-PAGE και χρώση του πηκτώµατος 

Coomasie Brilliant Blue R-250. 

 
Σε όλα τα παραπάνω πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα έγινε προσπάθεια 

ανοσοανίχνευσης (µε τη βοήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν 

τα ένζυµα GDH και ωσµωτίνη του αµπελιού) και µελέτης των δύο ενζύµων 

(GDH και ωσµωτίνη) και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται αναλυτικά για κάθε 

ένζυµο στην συνέχεια. 
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Γ3.1.  Γλουταµική αφυδρογονάση (GDH) 
Για την µελέτη της GDH τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 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. Στην Εικόνα 9 

παρουσιάζεται η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µετά την ανοσοανίχνευση της 

GDH. 

 
                                        0      100    500     0       100      500 

        CZn (µΜ)                 CPb (µΜ) 

 
ΕΙΚΟΝΑ 9: Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH απο φυτικούς ιστούς του Nicotiana glauca  

που αναπτύχθηκαν σε υποστρώµατα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog  

συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mΜ σε Ψευδράργυρο (Zn) και 0, 0,1 και 0,5 mM σε 

µόλυβδο (Pb). Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και µεταφέρθηκαν σε 

φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε την µέθοδο Western Blot. Στο φίλτρο έγινε ανίχνευση της 

GDH µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος.   

 

Στους φυτικούς ιστούς του Nicotiana glauca, ο µάρτυρας φαίνεται να 

έχει ίση ποσότητα ενζύµου µε την συγκέντρωση 0,1 mM Zn, ενω στη 

συγκέντρωση 0,5 mM Zn η ποσότητα είναι περισσότερη. Παρατηρώντας την 

µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης µετά την ανοσοανίχνευση της GDH βλέπουµε 

σταδιακή µείωση της ποσότητας του ένζυµου καθώς αυξάνει η ποσότητα του 
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µολύβδου στο υπόστρωµα. Συγκρίνοντας τις δύο επεµβάσεις παρατηρείται 

εµφανώς περισσότερη ποσότητα ενζύµου στις επεµβάσεις µε ψευδάργυρο σε 

σχέση µε τις επεµβάσεις µε µόλυβδο (Εικόνα 9). 

 

Γ3.2. Ωσµωτίνη 
Οι ολικές πρωτείνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτώµατα 12 % συγκέντρωσης πολυακριλαµίδης και µεταφέρθηκαν σε 

φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western Blot. Στο φίλτρο έγινε 

ανίχνευση της ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος. Μετά την 

ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης, αναπτύχθηκαν δύο ζώνες σε κάθε 

επέµβαση.  Στην Εικόνα 10 παρουσιάζεται η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µετά 

την ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης. 

 

   

                              0      100      500      0     100      500 

                                     CZn (µΜ)            CPb (µΜ) 

ΕΙΚΟΝΑ 10. Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

Nicotiana glauca. Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS–PAGE και µεταφέρθηκαν 

σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western Blot. Στο φίλτρο έγινε ανίχνευση της 

ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος. 
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Στα αποτελέσµατα του παραπάνω πειράµατος παρατηρούµε την 

µεταβολή της έκφρασης της ωσµωτίνης του Nicotiana glauca στις διάφορες 

επεµβάσεις ψευδαργύρου και µολύβδου. Η ποσότητα της 

ανοσοανιχνευόµενης ωσµωτίνης είναι περισσότερη στη συγκέντρωση 0,1 mM 

Zn σε σχεση µε τον µάρτυρα και µε τις υπόλοιπες συγκεντρώσεις. Μεγάλη 

ποσότητα υπάρχει και στη συγκέντρωση 0,5 mM Zn. Η ποσότητα της 

ανοσοανιχνευόµενης ωσµωτίνης στις συγκεντρώσεις µε µόλυβδο είναι 

ελάχιστη. 

 

Γ4. Επίδραση του Ψευδαργύρου (Zn) και Μολύβδου (Pb) σε 
µορφολογικά χαρακτηριστικά φυτών Nicotiana tabacum. 
 

Κατά την εκτέλεση του πειράµατος διάφορες ποσότητες άλατος 

Ψευδάργυρου (ZnSO4), και µολύβδου (Pb-EDTA) προστέθηκαν στο θρεπτικό 

υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας ώστε τελικά να επιτύχουµε τρεις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις των στοιχείων (0, 100 και 500 µΜ Zn και 0, 100, και 500 µΜ 

Pb) µέσα στο θρεπτικό µέσο. 

Στα πέντε υποστρώµατα που προέκυψαν (τέσσερα µε ποσότητες 

µετάλλων και ένα για µάρτυρα) φυτεύτηκαν σπόροι Nicotiana tabacum. 

Έπειτα απο δύο εβδοµάδες υπολογίσθηκε το ποσοστό φυτρωτικότητας των 

σπόρων ανά επέµβαση (Πίνακας 9). Μετά την πάροδο 4 µηνών τα φυτά 

αφαιρέθηκαν από τους σωλήνες ανάπτυξης και µετρήθηκε το βάρος, το ύψος 

καθώς και ο αριθµός φύλλων του κάθε φυτού και ακολούθως υπολογίστηκαν 

οι µέσοι όροι αυτών των µετρήσεων. Οι µέσοι όροι των παραπάνω 

µετρήσεων παρουσιάζονται στους Πίνακες 7 και 8 ενω το ποσοστό 

φυτρωτικότητας στον πίνακα 9. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 7. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση ψευδαργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΗ ΒΑΡΟΣ (mg) ΥΨΟΣ (mm) 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 900 107 8,8 

0,1 mM Zn 1300 101 10,2 

0,5 mM Zn 300 5 8,7 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 4. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση ψευδαργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 8. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση µολύβδου (Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΗ ΒΑΡΟΣ (mg) ΥΨΟΣ (mm) 
ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 900 107 8,8 

0,1 mM Pb 1400 112 10,9 

0,5 mM Pb 700 84 8,2 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 5. Μέσοι όροι του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του αριθµού των 

φύλλων κάθε φυτού ανά επέµβαση µολύβδου (Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε 

θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν 

κατά την 120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 

 54



ΠΙΝΑΚΑΣ 9. Ποσοστό φυτρωτικότητας σπόρων Nicotiana tabacum ανά επέµβαση 

ψευδαργύρου (Zn) και µολύβδου (Pb). 

ΕΠΕΜΒΑΣΗ ΠΟΣΟΣΤΟ ΦΥΤΡΩΤΙΚΟΤΗΤΑΣ (%) 
ΜΑΡΤΥΡΑΣ 100 
0,1 mM Zn 88.6 
0,5 mM Zn 90.9 
0,1 mM Pb 97.7 
0,5 mM Pb 81.8 

 

Απο τα αποτελέσµατα που καταγράφονται στους πίνακες 7, 8 και 9 

διαπιστώνουµε οτι οι υψηλές συγκεντρώσεις του µολύβδου (Pb) και του 

ψευδαργύρου (Zn) είχαν αρνητική επίδραση στην αύξηση και ανάπτυξη των 

φυταρίων. 

 Συγκρίνωντας το ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων του Nicotiana 

tabacum όλων των επεµβάσεων µε τον µάρτυρα διαπιστώνουµε οτι καµµία 

συγκέντρωση δεν αποτέλεσε ανασταλτικο παράγοντα για τη βλάστηση των 

σπόρων. Το µεγαλύτερο ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων 

παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση 0,1 mM Pb, το οποίο κυµάνθηκε στο      

97,7 %. Ενω το µικρότερο ποσοστό φυτρωτικότητας των σπόρων 

παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση 0,5 mM Pb, το οποίο κυµάνθηκε στο      

81,8 % (Πίνακας 9). 

 Μεταβολές παρατηρήθηκαν ως προς τα µορφολογικά χαρακτηριστικά 

των φυτών. Παρατηρήθηκε σηµαντική µείωση του µέσου όρου του βάρους, 

του ύψους και του αριθµού των φύλλων των φυτών στις υψηλότερες 

συγκεντρώσεις Zn και Pb (0,5 mM). Στα φυτά που αναπτύχθηκαν στο 

θρεπτικά υποστρώµατα που περιείχαν ψευδάργυρο (Zn) και µόλυβδο (Pb) σε 

συγκεντρώσεις 0,1 mM  παρατηρήθηκε αύξηση του µέσου όρου του βάρους, 

του ύψους και του αριθµού των φύλλων σε σχέση µε τα φυτά µάρτυρες. 

Αξιόλογη είναι επίσης η διαφορά που παρατηρείται µεταξυ των φυτών που 

αναπτύχθηκαν στα θρεπτικα υποστρώµατα µε συγκεντρώσεις 0,1 mM Zn και 

0,5 mM Zn και των φυτών των συγκεντρώσεων 0,1 mM Pb και 0,5 mM Pb 

(Πίνακες 7,8).  

Στις εικόνες 11 και 12 όπου παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικά δείγµατα 

κάθε επέµβασης, φυτών Nicotiana tabacum, είναι εµφανής η διαφορά στην 

ανάπτυξη των φυταρίων. 
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ΕΙΚΟΝΑ 11: Φυτά Nicotiana tabacum από ιστοκαλλιέργεια σπόρων που 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog, 

διαφορετικών συγκεντρώσεων ψευδαργύρου, 0 mM (Α), 0,1 mM (Β) και 0,5 mM (Γ), 

για 4 µήνες. 
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ΕΙΚΟΝΑ 12: Φυτά Nicotiana tabacum από ιστοκαλλιέργεια σπόρων που 

αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας Μurashige and Skoog, 

διαφορετικών συγκεντρώσεων µολύβδου, 0 mM (Α), 0,1 mM (Β) και 0,5 mM (Γ), για 4 

µήνες. 
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Παρατηρώντας την εικόνα 11 διαπιστώνουµε οτι τα φυτά που 

καλλιεργήθηκαν στο θρεπτικο υπόστρωµα που περιείχε ψευδάργυρο (Zn) σε 

συγκέντρωση 0,5 mM παρουσίασαν ενα ευδιάκριτο ανοιχτό πράσινο 

µεταχρωµατισµό των φύλλων τους, ευδιάκριτο είναι επίσης και το σύµπτωµα 

της βραχυγονάτωσης. 

Η παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων µολύβδου αλλα και ψευδαργύρου 

(0,5 mM) στο θρεπτικο µέσο επηρέασαν αρνητικά την ανάπτυξη των φυτών. 

Η αρνητική αυτή επίδαση φαίνεται να εξαρτάται απο τη συγκέντρωση των 

στοιχείων, αφού οι µικρότερες συγκεντρώσεις των δύο στοιχείων (0,1 mM) 

επωφέλησαν τα φυτα. 
 

Γ5. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της 
Γλουταµικής Αφυδρογονασης στις επεµβάσεις Ψευδαργύρου 
(Zn) και Μολύβδου (Pb) σε ιστούς Nicotiana tabacum.   
 

Με σκοπό τον ποσοτικό προσδιορισµό των ολικών πρωτεινών και τον 

προδιορισµό της ενεργότητας του ενζύµου GDH σε φυτά Nicotiana tabacum, 

χρησιµοποιήσαµε φυτά που αναπτύχθηκαν σε συνθήκες ιστοκαλλιέργειας και 

σε θρεπτικά υποστρώµατα  συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mΜ Zn και 0, 0,1 

και 0,5 mM Pb. Ακολούθησε εκχύλιση των πρωτεϊνών από φύλλα και 

βλαστούς και τα δείγµατα χρησιµοποιήθηκαν για τον χαρακτηρισµό των 

πρωτεινών της Γλουταµικής Αφυδρογονάσης (GDH) και της ωσµωτίνης. 

Η περιεκτικότητα των εκχυλισµάτων σε πρωτεΐνες προσδιορίστηκε µε 

την µέθοδο Lowry. Στα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα εκτιµήθηκε επίσης η ενζυµική 

ενεργότητα της GDH, µέσω της αµινωτικής αντίδρασης, µετρώντας την 

µεταβολή της απορρόφησης (∆ΟD) στα 340 nm σε φασµατοφωτόµετρο. 

Μέσω της ∆ΟD υπολογίσθηκε η ειδική ενεργότητα, καθώς και η καταλυτική 

ενεργότητα σε κάθε ιστό. Τα αποτελέσµατα των δύο παραπάνω επεµβάσεων 

παραθέτονται στον Πίνακα 10. 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 10. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της GDH, των φυτών 

Nicotiana tabacum, ανα επέµβαση Zn και Pb. 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ 
ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪ
ΝΗ 

mg/mL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤ
Α GDH 

OD/min*50 
µL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤ
Α GDH 

OD/min*mL 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤ

Α 
∆OD/min*mg 

πρωτ. 

µmol 
NADH/ 
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

µmolNADH/ 
min*g φυτ. 

ιστου 

M 0,44 0,0046 0,092 0,209 0,033 0,059 
0,1 mM Zn 0,54 0,0044 0,088 0,163 0,026 0,056 
0,5 mM Zn 0,65 0,007 0,140 0,215 0,034 0,090 
0,1 mM Pb 0,54 0,0044 0,088 0,163 0,026 0,056 
0,5 mM Pb 0,55 0,0043 0,086 0,156 0,025 0,055 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 3. Μεταβολή των τιµών της ειδικής ενεργότητα (∆OD/min*mg πρωτ.) 

στους ιστούς του Nicotiana tabacum, υπό την επίδραση διαφορετικών 

συγκεντρώσεων ψευδάργυρου και µολύβδου. 

 

Παρατηρώντας τα αποτελέσµατα που προέκυψαν (Πίνακας 10) 

διαπιστώνουµε τάση αύξησης της συγκέντρωσης των ολικών πρωτεινών, στα 

φυτά όλων των επεµβάσεων (0,1,  0,5 mM Zn και Pb), σε σχέση µε τα φυτά 

µάρτυρες. Τα φυτά που αναπτύχθηκαν στο θρεπτικό υπόστρωµα που 

περιείχε ψευδάργυρο σε συγκέντρωση 0,5 mM παρουσίασαν την µεγαλύτερη 
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αύξηση των ολικών πρωτεινών (0,65 mg/mL) σε σχέχη µε τις υπόλοιπες 

επεµβάσεις αλλα και µε τον µάρτυρα. 

Μελετώντας τον πίνακα παρατηρούµε µείωση της ειδικής ενεργότητας 

της GDH στις επεµβασεις µε µόλυβδο (Pb) αναλογικά µε την αύξηση της 

συγκέντρωσης του στοιχείου. Μείωση παρατηρούµε επίσης στην επέµβαση 

µε συγκέντρωση ψευδαργύρου (Zn) 0,1 mΜ (0,163 ∆OD/min*mg πρωτ.), ενώ 

αντίθετα αύξηση στη συγκέντρωση ψευδαργύρου (Zn) 0,5 mM (0,215 

∆OD/min*mg πρωτ.). Η χαµηλότερη τιµή της ειδικής ενεργότητας της GDH 

παρατηρήθηκε στη συγκέντρωση 0,5 mM Pb (0,156 ∆OD/min*mg πρωτ.). Η 

υψηλότερη τιµή της ειδική ενεργότητα της GDH παρατηρήθηκε στη 

συγκέντρωση 0,5 mM Zn (0,215 ∆OD/min*mg πρωτ.).  

Η καταλυτική ενεργότητα παρουσιάζει την υψηλότερη τιµή της στην 

επέµβαση 0,5 mM Zn (0,090 µmol NADH/ min*g φυτ. ιστου).  Η τιµή της 

καταλυτικής ενεργότητας σε όλες τις υπόλοιπες επεµβάσεις είναι σχεδόν η 

ίδια. Η µικρότερη τιµή καταλυτικής ενεργότητας σε αυτό το φυτικό είδος 

καταγράφηκε στην επέµβαση 0,5 mM Pb και ήταν 0,055 µmol NADH/ min*g 

φυτ. ιστου.  

 

Γ6. Επίδραση Ψευδαργύρου (Ζn) και Μολύβδου (Pb) στην 
έκφραση της GDH και της ωσµωτίνης σε φυτά Nicotiana 
tabacum. 
 

Για την µελέτη της έκφρασης  της GDH και της ωσµωτίνης του 

Nicotiana tabacum τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφόρων δειγµάτων 

αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, υποβλήθηκαν Western Blot. Με τη µέθοδο αυτή 

οι πρωτεΐνες µεταφέρονται από το πήκτωµα σε σταθερό υπόστρωµα, στην 

προκειµένη περίπτωση µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, όπου στην συνέχεια 

µπορεί εύκολα να ανιχνευτεί ανοσολογικά µε το κατάλληλο αντίσωµα µια 

συγκεκριµένη πρωτεΐνη, από το σύνολο των πρωτεϊνών που έχουν αναλυθεί.  

Ίση ποσότητα ολικών πρωτεϊνών από κάθε δείγµα µετουσιώθηκε και 

ηλεκτροφορήθηκε µε  SDS-PAGE σε επίπεδα πηκτώµατα 10 % (GDH) και   

12 % (ωσµωτίνη) ακρυλαµίδης, µε σκοπό τη ανάλυση των πολυπεπτιδίων 

τους στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε 
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δείγµατος προέκυψε µετά τη χρώση του πηκτώµατος µε Coomassie brilliant 

blue R-250.  

Στην  Εικόνα  13 παρουσιάζονται τα ολικά πρότυπα που προέκυψαν 

µετά την SDS-PAGE των εκχυλισµάτων. Μεταξύ των µεταχειρίσεων 

διακρίνονται αρκετές διαφορές στην ένταση των ζωνών που παρατηρήθηκαν.  

                                   

                                        SDS PAGE  

                                             CZn (µΜ)     CPb (µΜ) 

 
                                                          0    100    500      0     100    500  

 

Εικόνα 13: Ολικά πρωτεϊνικά πρότυπα φυτικών ιστών απο φυτά Nicotiana tabacum. 

Τα πρότυπα προέκυψαν µετα απο ανάλυση  µε SDS-PAGE και χρώση του 

πηκτώµατος Coomasie Brilliant Blue R-250. 

 
Σε όλα τα παραπάνω πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα έγινε προσπάθεια 

ανοσοανίχνευσης (µε τη βοήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν 

τα ένζυµα GDH και ωσµωτίνη του αµπελιού) και µελέτης των δύο ενζύµων 

(GDH και ωσµωτίνη) και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται αναλυτικά για κάθε 

ένζυµο στην συνέχεια.   

  

Γ6.1. Γλουταµική αφυδρογονάση (GDH) 

Για την µελέτη της GDH τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 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. Στην Εικόνα 14 
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παρουσιάζεται η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µετά την ανοσοανίχνευση της 

GDH. 

  
                                     0       100      500          0      100     500 

          CZn (µΜ)                    CPb (µΜ) 

 

ΕΙΚΟΝΑ 14 : Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH απο φυτικούς ιστούς του Nicotiana 

tabacum που αναπτύχθηκαν σε υποστρώµατα ιστοκαλλιέργειας Murashige and 

Skoog  συγκεντρώσεως 0, 0,1 και 0,5 mΜ σε Ψευδράργυρο (Zn) και 0,1 και 0,5 mM 

σε µόλυβδο (Pb). Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE και µεταφέρθηκαν σε 

φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε την µέθοδο Western Blot. Στο φίλτρο έγινε ανίχνευση της 

GDH µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος.   

 

Η ποσότητα της ανοσοανιχνευόµενης GDH αυξάνεται όσο αυξάνεται η 

συγκέντρωση του ψευδαργύρου στο υπόστρωµα, ενώ µειώνεται όσο 

αυξάνεται η συγκέντρωση του µολύβδου. Η περισσότερη ποσότητα είναι στη 

συγκέντρωση των 0,5 mM Zn ενώ η µικρότερη στη συγκέντρωση 0,5 mM Pb 

(Εικόνα 14). 

 

Γ6.2. Ωσµωτίνη 
Οι ολικές πρωτείνες αναλύθηκαν µε SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση (12 %) 

και µεταφέρθηκαν σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western Blot. Στα 

φίλτρα έγινε ανίχνευση της ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος. 

Μετά την ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης, αναπτύχθηκαν δύο ζώνες σε κάθε 

επέµβαση. Στην Εικόνα 15 παρουσιάζεται η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης µετά 

την ανοσοανίχνευση της ωσµωτίνης. 
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                                       0        100     500         0        100     500        

 CZn (µΜ)                    CPb (µΜ) 

ΕΙΚΟΝΑ 15: Πρωτεϊνικές ζώνες της ωσµωτίνης από πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα 

Nicotiana tabacum. Ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS–PAGE και µεταφέρθηκαν 

σε φίλτρο νιτροκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western Blot. Στο φίλτρο έγινε ανίχνευση της 

ωσµωτίνης µε τη χρήση κατάλληλου αντισώµατος. 

  

Μέσω της εικόνας 15 παρατηρούµε πως η περισσότερη ποσότητα της 

ανισοανιχνευόµενης ωσµωτίνης είναι στη συγκέντρωση 0,5 mM Zn. Η 

ποσότητα της ωσµωτίνης στη συγκέντρωση 0,1 mM Zn είναι περισσότερη 

από τον µάρτυρα αλλά µικρότερη απο την συγκέντρωση 0,5 mM Zn. Στη 

συγκέντρωση 0,1 mM Pb η ποσότητα της ανισοανιχευόµενης ωσµωτίνης είναι 

περισσότερη σε σχέση µε την ποσότητα που ανιχνεύθηκε στη συγκέντρωση 

0,5 mM Pb, αλλά λιγότερη από τον µάρτυρα. 
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∆. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Η εργασία αυτή πραγµατοποιήθηκε µε σκοπό τη µελέτη της επίδρασης 

διαφορετικών συγκεντρώσεων βαρέων µέταλλων (Zn, Pb), ως συστατικά των 

θρεπτικών υποστρωµάτων καλλιέργειας, στην έκφραση της γλουταµικής 

αφυδρογονάσης και της ωσµωτίνης  σε φυτά Nicotiana glauca και Nicotiana 

tabacum.  

Η προσθήκη διαφορετικών ποσοτήτων αλάτων Ζn και Pb στα 

υποστρώµατα των in vitro καλλιεργειών, φαίνεται ότι επηρέασαν την 

βλάστηση των σπόρων των δύο φυτικών ειδών αλλά και την ανάπτυξη των 

σπορόφυτων. Συγκεκριµένα η παρουσία βαρέων µετάλλων είχε δυσµενείς 

επιπτώσεις στην φυτρωτικότητα των σπόρων και των δύο φυτικών ειδών. 

Όσον αφορά την ανάπτυξη των φυτών Nicotiana glauca και τα δύο στοιχεία 

επηρέασαν αρνητικά το βάρος, το ύψος καθώς και τον αριθµό των φύλλων 

τους. Η επίδραση των µετάλλων στα µορφολογικα χαρακτηριστικά των φυτών 

ήταν εντονότερη στις υψηλές συγκεντρώσεις των στοιχείων, όπου σε πολλές 

περιπτώσεις τα φυτά παρέµειναν καχεκτικά και σχεδόν παραµορφωµένα. 

Επίσης, αυξανοµένων των συγκεντρώσεων του ψευδαργύρου, παρατηρήθηκε 

όλο και πιo έντονος ανοιχτός πράσινος µεταχρωµατισµός των φύλλων καθώς 

και λεπτότερα στελέχη. Όσον αφορά την ανάπτυξη των φυτών Nicotiana 

tabacum, οι υψηλές συγκεντρώσεις των δύο στοιχείων (0,5 mM) προκάλεσαν 

παρεµπόδιση της ανάπτυξης των φυταρίων και επηρέασαν αρνητικά τα 

µορφολογικά χαρακτηριστικά των φυτών. Αντιθέτως τα φυτά στις µικρότερες 

συγκεντρώσεις των στοιχείων (0,1 mM) δεν παρουσίασαν ευδιάκριτες 

µεταβολές των µορφολογικών τους χαρακτηριστικών σε σχέση µε τον 

µάρτυρα.  

Η συγκέντρωση των δύο µετάλλων στο µέσο καλλιέργειας, συσχετίσθηκε 

θετικά µε την ειδική ενεργότητα και τα επίπεδα πρωτεΐνης της GDH. 

Συγκεκριµένα στο Nicotiana glauca, όλες οι επεµβάσεις µε Pb  προκάλεσαν 

την αύξηση της ενεργότητας, όπως επίσης και η επέµβαση Zn σε 

συγκέντρωση 0,1 mM σε αντίθεση µε την συγκέντρωση 0,5 mM Zn που 

προκάλεσε µείωση της ενεργότητας. Στο Nicotiana tabacum όλες οι 

επεµβάσεις µε Pb  είχαν αποτέλεσµα την µείωση της ενεργότητας, όπως 

επίσης και η επέµβαση Zn σε συγκέντρωση 0,1 mM σε αντίθεση µε την 
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συγκέντρωση 0,5 mM Zn που είχε σαν αποτέλεσµα την αύξηση της 

ενεργότητας. 

Η επαγωγή της GDH και της ωσµωτίνης είναι χαρακτηριστικά φαινόµενα 

υπό διάφορες συνθήκες καταπόνησης, όπως η αλατότητα, η ανεπάρκεια 

ύδατος και η γήρανση των φύλλων. Η παρουσία του Zn ή του Pb σε 

οποιαδήποτε συγκέντρωση στα υποστρώµατα της in vitro καλλιέργειας των 

Nicotiana glauca και Nicotiana tabacum επηρέασε ποσοτικά και τα δύο 

ένζυµα που µελετήθηκαν. Φαίνεται, λοιπόν, ότι η περίσσεια βαρέων µετάλλων 

προκαλεί µια απόκριση καταπόνησης. 

Κατά τον ανοσοχαρακτηρισµό της ωσµωτίνης ανιχνεύθηκαν δύο ζώνες. 

Το γεγονός αυτό οφείλεται είτε στην ύπαρξη δύο διαφορετικών γονιδίων, είτε 

στο ότι η µία ζώνη (µεγαλύτερου ΜΒ) είναι το άωρο πεπτίδιο που δεν έχει 

εισέλθει στο χυµοτόπιο. Στο Nicotiana glauca και στο Nicotiana tabacum η 

αύξηση της συγκέντρωσης του ψευδαργύρου (Zn) προκαλεί επαγωγή στην 

έκφραση του γονιδίου ή των γονιδίων της ωσµωτίνης, ενώ αντίθετα η αύξηση 

της συγκέντρωσης του µολύβδου (Pb) προκαλεί καταστολή της έκφρασης. 

Η αύξηση της συγκέντρωσης του ψευδαργύρου (Zn) στο θρεπτικό 

µέσο και των δύο φυτικών ειδών προκαλεί επαγωγή της GDH, σε αντίθεση µε 

την αύξηση της συγκέντρωσης του µολύβδου (Pb) η οποία προκαλεί την 

καταστολή της έκφρασης της GDH. 

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα της εργασίας αποδεικνύουν την 

παρουσία της GDH και της ωσµωτίνης  στους ιστούς των Nicotiana glauca και 

Nicotiana tabacum. Τα επίπεδά τους επηρεάστηκαν σηµαντικά από την 

παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων βαρέων µετάλλων (Ζn και Pb) στα 

θρεπτικά υποστρώµατα ανάπτυξης των δύο φυτικών ειδών. 

 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 το ένζυµο της γλουταµικής 

αφυδρογονάσης (GDH) αλλα και την 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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ΣΤ. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 
Πίνακας 1. Αναλυτικές µετρήσεις του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του 

αριθµού των φύλλων ανά φυτό Nicotiana glauca και ανά επέµβαση 

ψευδαργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα 

ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν κατά την    

120η  ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 

N. glauca     

α/α ΜΑΡΤΥΡΑΣ Zn 0,1 mM Zn 0,5 mM Zn 
 ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ 

1 0,0221 3,4 8 0,0718 3,8 10 0,0123 0,4 4 
2 0,143 8,4 13 0,0416 4,3 10 0,0119 0,3 7 
3 0,0175 3 8 0,0803 5,5 11 0,042 0,3 5 
4 0,0803 7,3 10 0,0667 3,8 11 0,0199 1,3 7 
5 0,1035 6,2 10 0,0492 2,3 9 0,0086 0,6 6 
6 0,0994 7,3 12 0,0531 3,3 9 0,025 0,6 6 
7 0,3087 13,6 15 0,0779 5 11 0,017 0,5 4 
8 0,0843 7,7 11 0,0261 2,5 8 0,0322 0,6 6 
9 0,0917 7,6 11 0,1192 4,9 11 0,0153 0,5 4 
10 0,0162 1,7 8 0,0343 3,4 10 0,014 0,6 7 
11 0,0889 8,2 11 0,0430 3,6 10 0,008 0,7 4 
12 0,1068 6,9 10 0,0408 3,1 10 0,0154 0,6 7 
13 0,2261 11 16 0,0603 4,2 11 0,0316 0,4 8 
14 0,0608 4,1 10 0,0329 3,4 8 0,0291 0,5 6 
15 0,2493 10,3 12 0,0274 2,5 8 0,0224 0,6 4 
16 0,0448 3,9 8 0,0170 1,7 8 0,0127 0,7 6 
17 0,061 5,2 10 0,0383 3,6 9 0,0634 1,1 8 
18 0,0449 5,8 10 0,0227 3,2 8 0,0211 1,1 6 
19 0,0777 6,6 12 0,0323 2,2 6    
20 0,0934 6,7 10 0,0170 2,1 8    
21 0,0945 7,1 12 0,0279 3,3 10    
22 0.0876 5,9 11       
23 0,0698 5,7 10       
24 0,0908 3,4 11       
25 0,0567 5,3 11       
26 0,0634 5,1 10       
27 0,0364 3,2 10       
28 0,2379 12,2 16       
29 0,2513 10,9 16       
30 0,0869 9,4 12       

ΜΕΣΟΣ 0,1037 6,77 11,13 0,05 3,41 9,33 0,02 0,63 5,83 
STDEV 0,08 2,87 2,24 0,03 1,00 1,39 0,01 0,27 1,38 
ΤΥΠΙΚΟ 
ΣΦΑΛΜΑ 0,12 0,72 0,64 0,07 0,47 0,55 0,06 0,25 0,57 
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Πίνακας 2. Αναλυτικές µετρήσεις του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του 

αριθµού των φύλλων ανά φυτό Nicotiana glauca και ανά επέµβαση µολύβδου 

(Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας 

Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν κατά την 120η ηµέρα της 

ανάπτυξής τους. 

 

 

α/α ΜΑΡΤΥΡΑΣ Pb 0,1 mM Pb 0,5 mM Pb 
 ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ
1 1,219 14 15 0,679 11,3 10 0,305 13,4 12 
2 0,818 11 12 0,217 9,8 10 0,077 6,2 8 
3 0,6 9 8 0,45 13 12 0,14 9 7 
4 1 18,5 18 0,96 12,4 10 0,056 7,3 6 
5 0,94 12,7 10 0,546 10,6 10 0,14 8,2 7 
6 0,662 12,5 10 0,162 10,4 8 0,25 10,3 14 
7 1,27 15,9 14 0,37 16,3 12 0,1 7,7 8 
8 1,64 20,4 13 0,152 10,5 7 0,07 8 8 
9 0,65 12,4 10 0,2 10,7 14 0,43 13,7 14 

10 0,7 21,1 16 0,127 8,3 10 0,15 11,1 10 
11 0,86 15,9 10 0,11 8,3 8 0,5 16 14 
12 0,86 17,6 16 0,14 8,1 6 0,1 9,1 8 
13 0,702 13,4 10 0,07 8,2 10 0,27 10,2 8 
14 0,9 20,6 18 0,06 7 6 0,24 12,2 12 
15 0,76 10,8 11 0,134 6,9 7 0,56 11,8 12 
16 0,84 14,2 13 0,132 7,4 8 0,29 11,7 10 
17 1,19 18,2 16 0,087 8,2 7 0,37 8,9 10 
18 0,823 12,4 11 0,13 11,2 10 0,44 9,9 10 
19 0,9 18,3 16 0,09 8,4 8 0,3 11,4 8 
20 1,7 14,9 14 0,109 8,8 6 0,4 10,9 10 
21 1 18,5 17    0,26 11,1 8 
22 0,26 6,5 12    0,44 9,9 10 
23 0,54 11,8 10       

ΜΕ
ΣΟ
Σ 

0,91 14,81 13,04 0,25 9,79 8,95 0,27 10,36 9,73 

STDEV 0,89 3,89 2,99 0,22 2,33 2,21 0,27 2,31 2,39 
ΤΥΠΙΚΟ 
ΣΦΑΛΜ

Α 
0,90 0,90 0,79 0,22 0,72 0,70 0,27 0,70 0,71 
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Πίνακας 3. Αναλυτικές µετρήσεις του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του 

αριθµού των φύλλων ανά φυτό Nicotiana glauca και ανά επέµβαση 

ψευδαργύρου (Zn). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα 

ιστοκαλλιέργειας Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν κατά την 120η 

ηµέρα της ανάπτυξής τους. 

 
α/α ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0,1 mM Zn 0,5 mM Zn 

 ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ 

1 0,795 11,4 9 1,415 9,5 12 0,239 0,4 9 
2 0,645 9,5 8 1,75 10,5 11 0,248 0,4 9 
3 0,823 9,6 11 1,577 12 11 0,226 0,4 8 
4 0,639 8,5 8 0,954 9 11 0,247 0,5 9 
5 0,927 9,6 9 1,181 12,3 10 0,421 0,7 9 
6 0,817 12,3 9 1,586 10,7 10 0,331 0,6 10 
7 1,484 12,6 11 1,021 11 9 0,205 0,4 9 
8 0,627 7,7 8 1,487 10,7 11 0,217 0,5 8 
9 0,612 8,4 8 1,473 9,5 11 0,176 0,4 10 
10 1,561 9 10 1,029 10,2 10 0,495 0,8 11 
11 0,631 10,3 8 0,81 8,4 9 0,183 0,6 7 
12 0,803 10 9 1,024 10,5 9 0,168 0,3 6 
13 0,586 13,5 8 1,05 10 9 0,258 0,4 10 
14 1,495 12,1 10 0,711 9,5 8 0,261 0,6 8 
15 0,766 10,7 9 0,781 9,7 9 0,266 0,7 9 
16 1,017 12 10 1,749 12,6 11 0,384 0,7 10 
17 1,027 7,5 9 1,337 9,5 9 0,298 0,3 9 
18 0,667 11 8 1,751 10,3 12 0,148 0,3 6 
19 1,03 11,1 9 1,175 8,4 12 0,263 0,4 8 
20 0,738 10,5 8 1,54 8,7 12 0,234 0,5 10 
21 0,697 12,5 8 2 11,4 12 0,403 0,5 10 
22 0,678 11,7 8 1,73 12,3 10 0,198 0,4 8 
23 0,731 13,5 9 1,759 11,7 11 0,22 0,7 9 
24 0,667 12,5 8 1,74 11,1 11 0,209 0,5 9 
25 0,989 10,3 10 1,397 11,2 10 0,344 0,5 9 
26 1,067 11,5 8 1,647 11,9 10 0,315 0,3 7 
27    1,24 10,3 10 0,245 0,4 7 
28    1,327 9,4 10 0,222 0,5 8 
29    1,198 10 10 0,359 0,3 8 
30    1,507 12,1 10 0,189 0,6 10 
31    1,454 10 9 0,268 0,5 7 
32    1,803 8,7 9 0,179 0,6 10 
33    1,289 9,8 9 0,195 0,5 8 
34    1,139 7,5 10 0,284 0,5 9 
35    0,984 7,2 9 0,164 0,3 9 
36    0,93 7 10 0,289 0,7 11 
37    1,072 10 10 0,157 0,3 8 
38    0,819 8,5 10 0,273 0,7 10 
39    1,281 10,5 11 0,229 0,3 6 
40       0,27 0,4 10 
41          
42          
43          

ΜΕΣΟΣ 0,9 10,7 8,8 1,3 10,1 10,2 0,3 0,5 8,7 
STDEV 0,3 1,7 1,0 0,3 1,4 1,0 0,1 0,1 1,3 
ΤΥΠΙΚΟ 
ΣΦΑΛΜΑ          
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Πίνακας 4. Αναλυτικές µετρήσεις του βάρους (mg), του ύψους (mm) και του 

αριθµού των φύλλων ανά φυτό Nicotiana glauca και ανά επέµβαση µολύβδου 

(Pb). Τα φυτά αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υπόστρωµα ιστοκαλλιέργειας 

Murashige and Skoog και οι µετρήσεις έγιναν κατά την 120η ηµέρα της 

ανάπτυξής τους. 

α/α ΜΑΡΤΥΡΑΣ 0,1 mM Pb 0,5 mM Pb 
 ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 
ΦΥΛΛΩΝ ΒΑΡΟΣ ΥΨΟΣ ΑΡΙΘΜΟΣ 

ΦΥΛΛΩΝ 
1 0,795 11,4 9 1,507 9,5 11 0,426 2,6 7 
2 0,645 9,5 8 1,439 12,2 11 0,54 8 7 
3 0,823 9,6 11 1,614 10,3 12 0,79 10,5 9 
4 0,639 8,5 8 1,592 11,4 12 0,652 9,5 7 
5 0,927 9,6 9 1,428 11,5 11 0,195 0,3 5 
6 0,817 12,3 9 1,791 13,2 12 0,419 6,5 7 
7 1,484 12,6 11 1,57 13 11 0,485 7,2 7 
8 0,627 7,7 8 1,617 11,5 11 0,482 8 6 
9 0,612 8,4 8 1,439 13 11 1,308 7,3 10 

10 1,561 9 10 1,574 13,5 11 0,577 10 7 
11 0,631 10,3 8 1,325 12,3 12 0,745 9,7 10 
12 0,803 10 9 1,329 12 10 0,848 8,7 10 
13 0,586 13,5 8 1,726 13,2 12 1,282 10 10 
14 1,495 12,1 10 1,364 13,5 11 1,56 8,6 9 
15 0,766 10,7 9 1,059 11 10 0,995 10,4 10 
16 1,017 12 10 0,888 10,5 9 0,905 12,2 10 
17 1,027 7,5 9 1,261 12,9 10 1,042 10,5 10 
18 0,667 11 8 1,131 12,4 10 0,569 7,9 8 
19 1,03 11,1 9 0,882 12 10 0,951 12,4 10 
20 0,738 10,5 8 1,462 12 11 0,52 9 8 
21 0,697 12,5 8 1,124 13,3 10 0,604 8,3 7 
22 0,678 11,7 8 1,754 9,2 12 0,793 11,2 7 
23 0,731 13,5 9 1,067 8,1 11 0,448 9,5 8 
24 0,667 12,5 8 2,102 13,3 12 0,607 8,5 8 
25 0,989 10,3 10 0,937 9 9 0,509 7 7 
26 1,067 11,5 8 0,844 8 10 0,577 6,6 7 
27    1,508 12,5 10 1,017 10,5 8 
28    1,285 9 12 0,469 7,5 8 
29    1,59 10,3 12 1,452 12,1 9 
30    1,193 8,5 8 0,521 6,3 7 
31    1,783 12,4 12 0,623 8 7 
32    1,104 10,1 10 0,608 9,5 6 
33    1,044 11,3 11 0,855 8 9 
34    1,368 10,7 11 1,036 6,5 11 
35    1,308 10,4 11 0,534 4 9 
36    1,284 8,1 11 0,795 8,5 10 
37    0,822 9,5 12    
38    0,992 9,5 10    
39    1,599 12,5 11    
40    1,029 9,4 11    
41    1,558 10,5 12    
42    1,689 12,9 11    
43    1,43 12,7 11    

ΜΕΣΟΣ 0,9 10,7 8,8 1,4 11,2 10,9 0,7 8,4 8,2 
STDEV 0,3 1,7 1,0 0,3 1,7 1,0 0,3 2,5 1,5 
ΤΥΠΙΚΟ 
ΣΦΑΛΜΑ          
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Πίνακας 5. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα της γλουταµικής 

αφυδρογονάσης (GDH), των φυτών Nicotiana glauca και Nicotiana tabacum, 

ανά επέµβαση Zn και Pb. 

 

  

ΕΠΕΜΒΑΣΕΙΣ
ΟΛΙΚΗ 

ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
mg/mL 

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

OD/min*50 µL

ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ
GDH 

OD/min*mL 

 ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
∆OD/min*mg 

πρωτ. 

µmol 
NADH/ 
min*mg 

ΚΑΤΑΛΥΤΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

µmolNADH/ 
min*g φυτ. 

ιστου 

M 0,601 0,0098 0,196 0,326 0,052 0,125 
0,1mM Zn 0,646 0,0109 0,218 0,337 0,054 0,140 
0,5mM Zn 0,755 0,005 0,100 0,132 0,021 0,064 

M 0,515 0,007 0,140 0,272 0,043 0,090 
0,1mM Pb 0,50 0,013 0,260 0,520 0,083 0,166 

N
ic

ot
ia

na
 g

la
uc

a 

o,5mM Pb 0,556 0,0143 0,286 0,514 0,082 0,183 
M 0,44 0,0046 0,092 0,209 0,033 0,059 

0,1mM Zn 0,54 0,0044 0,088 0,163 0,026 0,056 
0,5mM Zn 0,65 0,007 0,140 0,215 0,034 0,090 
0,1mM Pb 0,54 0,0044 0,088 0,163 0,026 0,056 N

ic
ot

ia
na

 
ta

ba
cu

m
 

0,5mM Pb 0,55 0,0043 0,086 0,156 0,025 0,055 
 

  
 

ΠΙΝΑΚΑΣ 6. Ποσοστό φυτρωτικότητας σπόρων Nicotiana tabacum ανά επέµβαση 

ψευδαργύρου (Zn) και µολύβδου (Pb). 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΗ 
ΠΟΣΟΣΤΟ ΦΥΤΡΩΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

(%) 
ΜΑΡΤΥΡΑΣ 100 
0,1mM Zn 88.6 
0,5mM Zn 90.9 
0,1mM Pb 97.7 

N
ic

ot
ia

na
 ta

ba
cu

m
 

0,5mM Pb 81.8 
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ΠΙΝΑΚΑΣ 7. Ποσοστό φυτρωτικότητας σπόρων Nicotiana glauca ανά επέµβαση 

ψευδαργύρου (Zn) και µολύβδου (Pb). 

 

 

 

ΕΠΕΜΒΑΣΗ 
ΠΟΣΟΣΤΟ ΦΥΤΡΩΤΙΚΟΤΗΤΑΣ 

(%) 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ Zn 100 

0,1mM Zn 87.5 

0,5mM Zn 41.6 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ Pb 100 

0,1mM Pb 83.3 N
ic

ot
ia

na
 g

la
uc

a 

0,5mM Pb 91.6 
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