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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
 
 

Η ρύπανση των υδάτινων πόρων από τα απόβλητα είναι ένα 
σηµαντικό πρόβληµα το οποίο απασχολεί τους κατοίκους κάθε πόλης. 
Ένας από τους πιο αποτελεσµατικότερους τρόπους αντιµετώπισης της 
ρύπανσης είναι οι Εγκαταστάσεις Επεξεργασίας Αστικών Αποβλήτων  
(ΕΕΑΑ). ΟΙ ΕΕΑΑ έχουν ως σκοπό τον καθαρισµό (διαχωρισµό) των 
αστικών αποβλήτων από τα βλαβερά συστατικά που περιέχουν ώστε 
αυτά να διατεθούν ακίνδυνα στο περιβάλλον.  

Ως «βλαβερά» συστατικά των αποβλήτων θεωρούνται τα ογκώδη 
αντικείµενα, η άµµος, τα µικρού µεγέθους στερεά που αιωρούνται στη 
µάζα των αποβλήτων (αιωρούµενα στερεά), τα οργανικά – φυσικά 
συστατικά (π.χ. υδατάνθρακες, πρωτεΐνες, λίπη), οι παθογόνοι 
µικροοργανισµοί και τα θρεπτικά στοιχεία (άζωτο και φώσφορος). 

Αν τα απόβλητα διοχετευτούν χωρίς επεξεργασία σε ένα υδάτινο 
αποδέκτη δηµιουργούν διάφορα προβλήµατα. Τα ογκώδη στερεά, η 
άµµος και τα αιωρούµενα στερεά προκαλούν περισσότερο αισθητική 
δυσαρέσκεια παρά ουσιαστική ρύπανση του υδάτινου φορέα. Οι 
παθογόνοι µικροοργανισµοί είναι υπεύθυνοι για τη µετάδοση ασθενειών 
στον άνθρωπο και σε άλλους οργανισµούς. Η παρουσία τους 
διαπιστώνεται από τα αποτελέσµατα που επιφέρουν στον άνθρωπο όπως 
π.χ. δερµατικές και άλλες µολύνσεις . Τα οργανικά συστατικά, το άζωτο 
και ο φώσφορος, είναι όµως τα περισσότερα υπεύθυνα για τις 
δυσάρεστες καταστάσεις ρύπανσης .  

Το Συµβούλιο Υπουργών Περιβάλλοντος της ΕΟΚ εξέδωσε 
πρόσφατα οδηγία (19/3/92)  για το καθαρισµό των αστικών αποβλήτων, 
στην οποία προβλέπεται ότι θα πρέπει να εγκατασταθούν ΕΕΑΑ σε όλες 
τις πόλεις της κοινότητας. Συγκεκριµένα, προτείνεται η πραγµατοποίηση 
βιολογικού καθαρισµού για όλες τις πόλεις µε πληθυσµό µεγαλύτερο από 
15000 κατοίκους µέχρι το 2000 και για τις µικρότερες µέχρι το 2005. 
Επιπλέον, για τις πόλεις που βρίσκονται σε περισσότερο ευαίσθητες 
περιοχές προβλέπεται και τριτοβάθµιος καθαρισµός, ενώ για τις πόλεις 
σε λιγότερο ευαίσθητες περιοχές µε λιγότερους από 150.000 κατοίκους, ο 
πρωτοβάθµιος καθαρισµός θεωρείται ότι είναι αρκετός .  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η διερεύνηση της δυνατότητας 
επαναχρησιµοποίησης των επεξεργασµένων αποβλήτων σε γεωργικές 
καλλιέργειες. Προς την κατεύθυνση αυτή γίνονται σήµερα σηµαντικές 
έρευνες που στοχεύουν στην επαναχρησιµοποίηση των επεξεργασµένων 
αποβλήτων ως αρδευτικό νερό  µετά από µια πρωτοβάθµια, 
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δευτεροβάθµια και χλωριωτική επεξεργασία  µε στόχο τη µεγιστοποίηση 
της απόδοσης της καλλιέργειας,  όχι µόνο από ποσοτική, αλλά και από 
ποιοτική άποψη, χωρίς περιβαλλοντικές επιπτώσεις και µε µια σειρά 
περιορισµούς που εξασφαλίζουν : 

 Την προστασία της δηµόσιας υγείας και  
 Την προστασία του αέριου, υγρού και εδαφικού 
περιβάλλοντος . 

  Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν να µελετήσουµε την επίδραση 
των επεξεργασµένων αποβλήτων στην ανάπτυξη αλλά και στα βιοχηµικά 
χαρακτηριστικά  των φυτικών ειδών χρυσάνθεµο, αγγούρι και τοµάτα, σε 
συνθήκες ιστοκαλλιέργειας.  Η ιστοκαλλιέργεια επιλέχθηκε επειδή α) 
αποτελεί άριστο σύστηµα µελέτης της ανάπτυξης φυτικού υλικού υπό 
την επίδραση διαφορετικών παραγόντων και β) λόγω της ευαισθησίας 
που παρουσιάζει ως µέθοδος.  

Για την διεξαγωγή του πειράµατος, ακολουθήθηκε η διαδικασία της 
Ιστοκαλλιέργειας και τα εξεταζόµενα είδη τα οποία επιλέχθηκαν ήταν  το 
αγγούρι  και η τοµάτα  τα οποία αποτελούν αντιπροσωπευτικά δείγµατα 
µονοετών φυτικών ειδών µεγάλης οικονοµικής σηµασίας για την Ελλάδα, 
και το χρυσάνθεµο που αποτελεί το πιο διαδεδοµένο φυτό στον χώρο της 
Ανθοκοµίας. Προκειµένου να διαπιστωθεί αν τα υγρά απόβλητα που 
χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα επηρεάζουν βιοχηµικά 
χαρακτηριστικά των εξεταζόµενων φυτικών ειδών µελετήθηκαν τα 
επίπεδα πρωτεΐνης, υποµονάδων και ενζυµικής ενεργότητας, των τριών 
ενζύµων αφοµοίωσης των αµµωνιακών ιόντων GDH, GS, GOGAT, 
επειδή είναι γνωστό ότι η συγκέντρωση τους επηρεάζεται από 
παράγοντες καταπόνησης.  

Στο Θεωρητικό µέρος που ακολουθεί περιγράφονται οι δυνατότητες 
εφαρµογής της  in vitro καλλιέργειας, η διαδικασία της πρωτοβάθµιας, 
δευτεροβάθµιας επεξεργασίας των αποβλήτων αλλά και η χλωρίωση 
τους, καθώς και οι ιδιότητες των τριών ενζύµων (GDH, GOGAT και GS) 
πού συµµετέχουν στην ενσωµάτωση του αζώτου. 
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2 ΕΓΚΑΤΑΣΤΑΣΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ΥΓΡΩΝ      
ΑΣΤΙΚΩΝ ΑΠΟΒΛΗΤΩΝ  

 
Η διαδικασία επεξεργασίας των αποβλήτων των οποίων τα βασικά 

χαρακτηριστικά είναι τα ακόλουθα : 
 

 Παροχές  
 Στερεά συστατικά  
 Οργανικά συστατικά  
 Άζωτο  
 Φώσφορος  
 Παθογόνοι µικροοργανισµοί  
 Θερµοκρασία  
 PH και αλκαλικότητα  
 Χλωριούχα  
 Θείο  
 Βαριά µέταλλα  

 
ξεκινάει µε την εισαγωγή τους στο Αντλιοστάσιο εισόδου το οποίο 
αποτελείται από υποβρύχιες αντλίες οι οποίες αντλούν τα εισερχόµενα 
λύµατα προς τις εσχάρες  και ξεκινάει η διαδικασία της πρωτοβάθµιας 
επεξεργασίας. 
 
 
2.1 ΠΡΩΤΟΒΑΘΜΙΑ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ 

ΑΠΟΒΛΗΤΩΝ 
 
 

♦ 
♦ 
♦ 
♦ 
♦ 

Οι βασικές µονάδες σε µια ΕΕΑΑ µε πρωτοβάθµιο καθαρισµό είναι:  
 

Οι Εσχάρες 
Αµµοσυλλέκτες – Λιποσυλλέκτες  
Μετρητής Παροχής 
Θάλαµος ∆ιανοµής Νο1  
∆εξαµενές Πρωτοβάθµιας Καθίζηση 
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2.2 ΕΣΧΑΡΩΣΗ  
 

Σκοπός των εσχάρων είναι η συγκράτηση σε αυτές και στη συνέχεια 
η αποµάκρυνση των ογκωδών αντικειµένων (κοµµάτια ξύλων, πλαστικά, 
κλαδιά, κουρέλια κ.λ.π.), για να προστατευτεί από το φράξιµο και τη 
φθορά ο Η-Μ εξοπλισµός της ΕΕΑΑΑ .   
 
2.2.1 ΕΙ∆Η ΕΣΧΑΡΩΝ  
 
Τα βασικά είδη των εσχαρών είναι δύο :  
 

  Μηχανικές- αυτοκαθαριζόµενες  
  Απλές χειροκίνητες  

Οι εσχάρες είναι συνήθως κατασκευασµένες από ανοξείδωτο 
χάλυβα ή χάλυβα St37 µε θερµό γαλβάνισµα. Γενικά, τα βρεχόµενα µέρη 
των εσχαρών συνίσταται να κατασκευάζονται από ανοξείδωτο χάλυβα.  

 
 

 
2.3 ΕΣΧΑΡΩΣΗ – ΛΙΠΟΣΥΛΛΟΓΗ 
 

Σκοπός της εξάµµωσης είναι η αποµάκρυνση των κόκκων άµµου, 
των σωµατιδίων αργίλου ή των άλλων σωµατιδίων γεωλογικής ή όχι 
υφής, µε διάµετρο µεγαλύτερης από 200 µm που δεν είναι οργανικά και 
έχουν ταχύτητες καθίζησης σηµαντικά µεγαλύτερης από εκείνες των 
οργανικών στερεών. Η αποµάκρυνση των σωµατιδίων αυτών είναι 
απαραίτητη, γιατί η παρουσία τους δηµιουργεί προβλήµατα, όπως 
εναπόθεση φερτών υλών στον πυθµένα των αγωγών, φράξιµό των 
σωληνώσεων, φθορά του Η-Μ εξοπλισµού (αντλίες κ.λ.π.) και µείωση 
της απόδοσης των επόµενων µονάδων επεξεργασίας . 

Σκοπός της λιποσυλλογής είναι η αποµάκρυνση των ελαίων και 
λιπών για την αποφυγή προβληµάτων στο στάδιο της βιολογικής 
επεξεργασίας . 

Τα βασικά είδη των εξαµµωτών είναι δύο :  
 

 Εξαµµωτές µε σταθερή ταχύτητα ροής  
 Αεριζόµενοι εξαµµωτές  
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2.4 ΜΕΤΡΗΣΗ ΠΑΡΟΧΗΣ 
 

Σκοπός της µέτρησης παροχής είναι ο υπολογισµός της παροχής που 
διέρχεται από την ΕΕΑΑ, µε βάση την οποία ρυθµίζεται η λειτουργία 
σηµαντικών µονάδων. Με το σήµα της παροχής ρυθµίζεται συνήθως η 
λειτουργία της διάταξης συλλογής, αποµάκρυνσης και στράγγισης της 
άµµου του αεριζόµενου εξαµµωτή, των αντλιών ανακυκλοφορίας και των 
µονάδων που χρησιµοποιούν χηµικά (π.χ. συνδυασµένη βιολογική – 
χηµική αποµάκρυνση φωσφόρου, απολύµανση κ.α.).  

  
 

2.4.1 ΕΙ∆Η ∆ΙΑΤΑΞΕΩΝ ΜΕΤΡΗΣΗΣ ΠΑΡΟΧΗΣ 
 

Η µέτρηση της παροχής γίνεται σε ανοικτούς ή κλειστούς αγωγούς . 
Ο πιο συνηθισµένος τύπος διάταξης µέτρησης της παροχής σε ανοικτούς 
αγωγούς είναι ο δίαυλος µε στένωση Parshall, ενώ σπανιότερα 
χρησιµοποιούνται ορθογωνικοί , τριγωνικοί, τριγωνικοί ή πριονωτοί) V- 
notch) υπερχειλιστές. Στους κλειστούς αγωγούς η παροχή µετριέται µε 
την εισαγωγή στη ροή διάταξη που δηµιουργεί πτώση πίεσης (π.χ. 
σωλήνας Pitot, σωλήνας Venturi) , από την οποία υπολογίζεται η παροχή 
µε µαγνητικές, ηχητικές ή και άλλες µεθόδους. 

 
 
 

2.5 ΘΑΛΑΜΟΣ ∆ΙΑΝΟΜΗΣ Νο 1 
 

Ο θάλαµος αυτός κατανέµει τα λύµατα στις δεξαµενές 
πρωτοβάθµιας καθίζησης. Επίσης, µέσω αυτού, µπορεί  να 
παρακάµπτονται οι δεξαµενές πρωτοβάθµιας καθίζησης σε περίπτωση 
που τα λύµατα πρέπει να οδηγηθούν κατευθείαν στη δεξαµενή επιλογής .  

Σε αυτόν τον θάλαµο οδηγείται και η περίσσεια ιλύος από το 
αντλιοστάσιο δευτεροβάθµιας ιλύος.  

 
 

2.6 ∆ΕΞΑΜΕΝΕΣ ΠΡΩΤΟΒΑΘΜΙΑΣ ΚΑΘΙΖΗΣΗΣ  
 
Στην δεξαµενή καθίζησης καθιζάνει η λάσπη η οποία 

συγκεντρώνεται µε την βοήθεια ξέστρων στις χοάνες συγκέντρωσης. 
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Είναι εξαιρετικά σηµαντικό σε µια δεξαµενή καθίζησης η λάσπη να έχει 
τα ακόλουθα χαρακτηριστικά :  

♦ 

♦ 

♦ 

♦ 
♦ 
♦ 
♦ 
♦ 

Να καθιζάνει γρήγορα, δηλαδή µε ταχύτητες καθίζησης 
µεγαλύτερες από 1 m/h . 
Να είναι καλά συµπυκνωµένη, δηλαδή χωρίς να 
καταλαµβάνει µεγάλο όγκο . 
Να µην ανυψώνεται αφού καθιζήσει για ικανό χρονικό 
διάστηµα ( π.χ. 2-3 ώρες ). 

 
 

 
2.7 ΒΙΟΛΟΓΙΚΗ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ 
 

Τα λύµατα µετά την πρωτοβάθµια επεξεργασία έχουν καταλήξει 
στην ∆εξαµενή Καθίζησης και στην συνέχεια ξεκινάει η διαδικασία της 
δευτεροβάθµιας επεξεργασίας .  

Οι βασικές µονάδες σε µια ΕΕΑΑ µε δευτεροβάθµιο καθαρισµό 
είναι :  

∆εξαµενή Επιλογής  
Θάλαµος ∆ιανοµής Νο 2 
∆εξαµενές Αερισµού 
Θάλαµος ∆ιανοµής Νο 3 
∆εξαµενές ∆ευτεροβάθµιας Καθίζησης  

 
 
2.8 ∆ΕΞΑΜΕΝΗ ΕΠΙΛΟΓΗΣ 
 

Η ανακυκλοφορούσα ιλύς από τις δεξαµενές πρωτοβάθµιας 
καθίζησης οδηγείται στη ∆εξαµενή Επιλογής όπου παραµένει 
τουλάχιστον µισή ώρα . 

Η δεξαµενή αυτή σχεδιάστηκε για να ελαχιστοποιεί τα νηµατοειδή 
βακτήρια (filamentous bacteria) και εποµένως το φαινόµενο διόγκωσης 
της ιλύος (bulking sludge phenomenon). Τα σηµαντικότερα είδη 
βακτηρίων που υπάρχουν σε ένα σύστηµα ενεργού ιλύος είναι τα 
Acinetobacter, Arthrobacter, Achromobacter, Flexibacter, Bacillus, 
Citromonas, Chromobacterium, Flavobacterium, Flexibacter, 
Micrococcus, Pseudomonas, Zooglea και τα νιτοροποιητικά βακτήρια 
Nitrosomonas και Nitrobacter . Άλλα είδη βακτηρίων που συναντώνται 
λιγότερο συχνά είναι τα θειοβακτηρίδια Beggiatoa και Nostocoida, τα 
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οποία δηµιουργούν προβλήµατα στη λειτουργία του συστήµατος όπως 
δύσκολη καθίζηση της βιοµάζας στη ∆εξαµενή Καθίζησης και τη 
δηµιουργία αφρών στην επιφάνεια των δεξαµενών. 
  
2.9 ΘΑΛΑΜΟΣ ∆ΙΑΝΟΜΗΣ Νο 2 
 

Αυτός ο θάλαµος κατανέµει τα λύµατα στις 4 δεξαµενές αερισµού. 
Επίσης µπορεί να χρησιµοποιηθεί για να οδηγήσει την 
ανακυκλοφορούσα ιλύ κατ΄ευθείαν στις δεξαµενές αερισµού. 

 
 
2.10 ∆ΕΞΑΜΕΝΕΣ ΑΕΡΙΣΜΟΥ 
 

 Σκοπός των δεξαµενών αερισµού είναι η βιολογική αποµάκρυνση 
από την υγρή µάζα των αποβλήτων των διαλυµένων οργανικών ενώσεων 
άνθρακα (ΒΟD) και των ενώσεων αζώτου και φωσφόρου µε 
µικροοργανισµούς. Οι µικροοργανισµοί που αναπτύσσονται σε αερόβιες 
συνθήκες στις δεξαµενές αερισµού δεσµεύουν στη κυτταρική τους µάζα 
τις ενώσεις αυτές και τις µετατρέπουν σε στερεή βιοµάζα, η οποία στη 
συνέχεια αποµακρύνεται στις ∆εξαµενές Αερισµού από την υγρή µάζα 
των αποβλήτων . 

Σκοποί των διατάξεων αερισµού στις ∆εξαµενές Αερισµού είναι α) η 
εξασφάλιση αερόβιων συνθηκών µε την παροχή της απαιτούµενης 
ποσότητας οξυγόνου στους µικροοργανισµούς για την κατανάλωση των 
οργανικών ενώσεων και του αζώτου και β) η διατήρηση καθεστώτος 
ανάµιξης στις ∆εξαµενές Αερισµού ώστε να µην καθιζάνει η βιοµάζα 
στον πυθµένα, αλλά και να υπάρχει οµοιόµορφη κατανοµή των 
µικροοργανισµών, του οξυγόνου και των διαφόρων ενώσεων στο σύνολο 
του όγκου των ∆εξαµενών Αερισµού.  

 
2.10.1 ΒΑΣΙΚΕΣ ∆ΙΑΤΑΞΕΙΣ ΑΕΡΙΣΜΟΥ 
 

Οι βασικές διατάξεις αερισµού είναι : 
 

 Επιφανειακοί – Μηχανικοί Αεριστήρες  
 Αεριστήρες κατακόρυφου άξονα 
 Ρότορες  

 ∆ιαχυτήρες  
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Το σχήµα και οι διαστάσεις των ∆εξαµενών Αερισµού εξαρτώνται 
σε µεγάλο βαθµό από το σύστηµα αερισµού, αλλά και τις τοπικές 
συνθήκες (π.χ. διαθέσιµη έκταση, ποιότητα εδάφους). 

Οι ∆εξαµενές Αερισµού µπορεί να είναι ορθογωνικής, κυκλικής ή 
σύνθετης κάτοψης και κατασκευάζονται από οπλισµένο σκυρόδεµα. 
 
 
2.11 ΘΑΛΑΜΟΣ ∆ΙΑΝΟΜΗΣ Νο 3  
 

Αυτή η µονάδα διανέµει τα λύµατα στις δύο δεξαµενές 
δευτεροβάθµιας καθίζησης. 

 
 

 
 

            2.12 ∆ΕΞΑΜΕΝΕΣ ∆ΕΥΤΕΡΟΒΑΘΜΙΑΣ 
ΚΑΘΙΖΗΣΗΣ  

 
Σκοπός των δεξαµενών καθίζησης είναι α) η αποµάκρυνση των 

αιωρούµενων στερεών (βιοµάζα και αδρανή στερεά) των ∆εξαµενών 
Αερισµού, ώστε η εκροή του συστήµατος ∆εξαµενές Αερισµού – 
∆εξαµενές καθίζησης να είναι απαλλαγµένη από στερεά (που 
συµβάλλουν στο συνολικό BOD) και β) η συµπύκνωση των στερεών, 
ώστε να διατηρείται εύκολα η επιθυµητή υψηλή συγκέντρωση των 
ΜΛSS στη ∆εξαµενή Αερισµού µε την ανακυκλοφορία και να είναι 
οικονοµική η επεξεργασία της περίσσειας λάσπης, εξαιτίας του 
µικρότερου όγκου της .  

Οι ∆εξαµενές Καθίζησης είναι συνήθως κυκλικής κάτοψης µε 
κεντρική διάταξη εισροής και περιφερειακή διάταξη εκροής, ενώ 
σπανιότερα χρησιµοποιούνται ∆εξαµενές Καθίζησης ορθογωνικής 
κάτοψης. ΟΙ ∆Κ  κυκλικής κάτοψης κατασκευάζονται από οπλισµένο 
σκυρόδεµα . Έχουν πλευρικά βάθη της τάξης των 2,7-3,5 m µε τάση προς 
τα µεγαλύτερα βάθη για τον ευκολότερο έλεγχο του φαινοµένου της 
διόγκωσης της λάσπης. Η διάµετρος των ∆Κ φτάνει συνήθως τα 30 m και 
η κλίση του πυθµένα τους είναι µέχρι περίπου 8%. 
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2.13 ΧΛΩΡΙΩΣΗ 
 
Η διαδικασία η οποία ακολουθείται µετά από την εισαγωγή των 

λυµάτων στις δεξαµενές καθίζησης δευτεροβάθµιας καθίζησης είναι η 
απολύµανση τους.  

Σκοπός της απολύµανσης είναι η καταστροφή των παθογόνων 
µικροοργανισµών, ώστε να αποφεύγεται η µετάδοση ασθενειών µε τα 
νερά του αποδέκτη, στα οποία διοχετεύονται τα απόβλητα. Είναι το 
µοναδικό στάδιο στην επεξεργασία των αποβλήτων µε αποκλειστικό 
σκοπό την καταστροφή των παθογόνων µικροοργανισµών, αν και µερική 
αποµάκρυνση ή καταστροφή τους γίνεται και στα άλλα στάδια 
επεξεργασίας.  

Η περισσότερο διαδεδοµένη και δοκιµασµένη µέθοδος απολύµανσης 
σε µια ΕΕΑΑ είναι η χλωρίωση µε υποχλωριώδες νάτριο . Παρά τα 
πολλά πλεονεκτήµατα που πού παρουσιάζει η χλωρίωση, έχει το βασικό 
µειονέκτηµα της δυσµενούς επίδρασης του χλωρίου στο υδάτινο 
περιβάλλον πού διοχετεύονται τα χλωριωµένα απόβλητα. Η επίδραση 
αυτή εκδηλώνεται άµεσα στις διάφορες µορφές ζωής (π.χ. ψάρια) λόγω 
της τοξικότητας του χλωρίου ή έµµεσα µε το σχηµατισµό 
οργανοχλωριούχων ενώσεων, από την αντίδραση του χλωρίου µε τις 
οργανικές ενώσεις των αποβλήτων, που πιθανολογείται ότι είναι 
καρκινογόνες. Είναι λοιπόν προφανές ότι στο υδάτινο περιβάλλον δεν 
πρέπει να διοχετεύονται µεγάλες ποσότητες χλωρίου, που προκύπτουν 
από αλόγιστη χρήση του στη διαδικασία της χλωρίωσης. 

Σήµερα γίνονται διάφορες προσπάθειες για τη βελτίωση της 
απόδοσης της χλωρίωσης, ώστε να αποφεύγεται η ανεξέλεγκτη χρήση 
και σπατάλη του χλωρίου. Στις προσπάθειες αυτές ανήκουν ορισµένες 
τεχνικές, όπως π.χ. η χρησιµοποίηση µετρητή υπολειµµατικού χλωρίου, 
αλλά και περισσότερο δραστικά µέτρα, όπως π.χ. η αποχλωρίωση 
(συνήθως µε διοξείδιο του άνθρακα και σπανιότερα µε ενεργό άνθρακα) 
και η µη λειτουργία ή ακόµα και η παράλειψη εγκατάστασης χλωρίωσης 
(π.χ. η ΕΕΑΑ της πόλης της Καβάλας), όταν η δυνατότητα φυσικής 
µείωσης των παθογόνων µικροοργανισµών στο υδάτινο περιβάλλον, οι 
τοπικές συνθήκες και η χρήση του αποδέκτη το επιτρέπουν. 

Το παραπάνω βασικό µειονέκτηµα της χλωρίωσης έχει οδηγήσει σε 
προσπάθειες αντικατάστασης της από άλλες µεθόδους απολύµανσης, που 
είναι δραστικές χωρίς όµως να έχουν περιβαλλοντικές επιπτώσεις . Στις 
µεθόδους αυτές ανήκει η οζόνωση και η απολύµανση µε υπεριώδη  (UV) 
ακτινοβολία, η οποία κερδίζει συνεχώς έδαφος. 
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2.13.1 ΧΛΩΡΙΩΣΗ ΜΕ ΥΠΟΧΛΩΡΙΩ∆ΕΣ ΝΑΤΡΙΟ 
 

Το πιο συνηθισµένο απολυµαντικό µέσο είναι το υποχλωριώδες 
νάτριο (NaOCI). ∆ιατίθεται στο εµπόριο σε υγρή µορφή µε 
περιεκτικότητα χλωρίου κατά βάρος µικρότερη από 15%. 

Ο τρόπος µε τον οποίο το χλώριο που περιέχεται στο NaOCI 
καταστρέφει τους µικροοργανισµούς δεν είναι απόλυτα εξακριβωµένος. 
Για τα βακρηρίδια η πιο πιθανή εξήγηση είναι ότι το χλώριο διαπερνά 
την κυτταρική µεµβράνη τους και αδρανοποιεί ορισµένα ένζυµα που 
είναι απαραίτητα για τη ζωή τους. Επειδή η αντίδραση χλωρίου- ενζύµων 
που είναι αντιστρέψιµη σε χαµηλές συγκεντρώσεις χλωρίου, είναι 
δυνατόν τα ένζυµα να επανασχηµατισθούν και να συνεχίσουν τη 
λειτουργία τους. Για τους ιούς και ορισµένους άλλους µικροοργανισµούς 
η πιο πιθανή εξήγηση είναι ότι το χλώριο επιδρά κατευθείαν στα DNA 
και RNA του πυρήνα τους. 

Η βασική, θεωρητική αντίδραση κατά τη διοχέτευση 
υποχλωριώδους νατρίου στο νερό είναι η ακόλουθη : 

 
 

NaOCI  +   H2     →    HOCI  +  NaOH 
 

 
Το υποχλωριώδες νάτριο µε το νερό σχηµατίζει HOCI το οποίο είναι η 
βασικότερη µορφή του χλωρίου που δρα ως απολυµαντικό µέσο στη 
διαδικασία και το οποίο µπορεί να χαρακτηριστεί ως «ελεύθερο χλώριο». 

Κατά τη διοχέτευση υποχλωριώδους νατρίου όχι στο νερό, αλλά στα 
επεξεργασµένα απόβλητα παρατηρείται ότι δεν πραγµατοποιείται από 
την αρχή η αντίδραση (NaOCI  + H2   →  HOCI  + NaOH), αλλά 
συµβαίνουν µια σειρά από διεργασίες µε αποτέλεσµα το χλώριο να 
ακολουθεί την εξής πορεία : 

 Το χλώριο που διατίθεται καταναλώνεται αποκλειστικά για 
την οξείδωση των συστατικών των αποβλήτων χωρίς να 
περισσεύει για απολυµαντική δράση .  
 Το χλώριο, που εξακολουθεί να προστίθεται, αντιδρά µε την 
αµµωνία και τα αµµωνιακά άλατα που περιέχονται στα 
απόβλητα σχηµατίζοντας ενώσεις, όπως χλωραµίνες και 
τριχλωριούχο άζωτο. Οι ενώσεις αυτές αποτελούν το 
«ενωµένο χλώριο» και είναι απολυµαντικές, αλλά όχι στο 
βαθµό που είναι το ελεύθερο άζωτο. 
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 Το χλώριο που προστίθεται οξειδώνει τις χλωραµίνες σε 
άζωτο και οξείδια του αζώτου και ανάγεται σε χλωριούχα. Η 
συγκέντρωση του « ενωµένου χλωρίου » µειώνεται. 
 Το χλώριο που προστίθεται ακολουθεί την αντίδραση (NaOCI   

+ H2   →  HOCI    +  NaOH)  και παραµένει ως «ελεύθερο 
χλώριο» που είναι το κυρίως υπεύθυνο για την απολυµαντική 
δράση της χλωρίωσης. Το σύνολο του «ελεύθερου» και του 
«ενωµένου» χλωρίου αποτελεί το υπολειµµατικό χλώριο. 

 
 
3 ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ 

 
 

       Ο όρος ιστοκαλλιέργεια φυτών (plant tissue culture) ή καλλιέργεια in 
vitro αναφέρεται στην καλλιέργεια φυτικών τµηµάτων, είτε αυτά είναι 
µεµονωµένα κύτταρα ή ιστοί ή όργανα, σε θρεπτικό υπόστρωµα υπό 
ασηπτικές συνθήκες σε ευνοϊκές περιβαλλοντικές συνθήκες. Σχεδόν 
οποιοσδήποτε τύπος φυτικού ιστού µπορεί να καλλιεργηθεί σε στερεό ή 
και σε υγρό θρεπτικό υπόστρωµα και να διαφοροποιηθεί σε νέους τύπους 
ιστών ή οργάνων ή και να εξελιχθεί σε ολοκληρωµένο οργανισµό. Αυτή 
η ικανότητα ενός διαφοροποιηµένου σωµατικού φυτικού κυττάρου, να 
επαναδιαφοροποιηθεί και να αναγεννήσει ολόκληρο φυτό ονοµάζεται 
ολοδυναµικότητα (totipotency) και αποτελεί τη βάση της 
ιστοκαλλιέργειας. 
          Ιστορικά η πρώτη προσπάθεια για την καλλιέργεια φυτικών ιστών 
έγινε από τον Haberlandt το 1902. Η ανακάλυψη των αυξινών καθώς και 
η επιλογή κατάλληλου φυτικού υλικού και θρεπτικού διαλύµατος 
οδήγησαν στα πρώτα επιτυχή αποτελέσµατα από τον White, ο οποίος το 
1934 καλλιέργησε in vitro ρίζες τοµάτας και το 1939 παρατήρησε 
ανάπτυξη βλαστών in vitro από ιστούς καπνού, και από τον Nobecourt 
(1939), που ανέφερε το σχηµατισµό ριζών από κάλλους καρότου. Από 
τότε και µέχρι σήµερα η καλλιέργεια φυτικών κυττάρων, ιστών και 
οργάνων έχει χρησιµοποιηθεί µε συνεχώς αυξανόµενο ρυθµό τόσο ως 
µέσο έρευνας σε θέµατα βιοχηµείας, φυσιολογίας, µοριακής βιολογίας 
και γενετικής όσο και για πρακτικούς σκοπούς  
          Η in vitro καλλιέργεια φυτικών ιστών και κυττάρων επηρεάζεται  
από µεγάλο αριθµό παραγόντων που σχετίζονται µε α) το φυτικό υλικό, 
β) τη σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος, και  γ) τις περιβαλλοντικές 
συνθήκες καλλιέργειας. Για την επιτυχή in vitro καλλιέργεια ενός 

17



φυτικού είδους πρέπει να ληφθούν υπόψη οι παραπάνω παράγοντες και 
να καθοριστούν πειραµατικά οι άριστες συνθήκες καλλιέργειας. 
         Η δυνατότητα της καλλιέργειας φυτικών ιστών σε θρεπτικό 
υπόστρωµα βοηθάει στο να κατανοήσουµε τις ικανότητες και τις 
δυνατότητες που έχει το κύτταρο σαν µια στοιχειώδη µονάδα, µας δίνει 
πληροφορίες για τις µεταξύ των κυττάρων σχέσεις και αλληλεπιδράσεις 
µέσα στο φυτό, καθώς και πως επηρεάζει η σύσταση του θρεπτικού 
υποστρώµατος την αύξηση και ανάπτυξη των φυτών in vitro.  
 
 
 

3.1 ΕΙ∆Η ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
 
 
        Η όλη µέθοδος της ιστοκαλλιέργειας στηρίζεται στην ικανότητα που 
έχουν τα σωµατικά κύτταρα των φυτών να διαιρούνται υπό κατάλληλες 
συνθήκες και να εξελίσσονται σε πλήρη φυτά πανοµοιότυπα µε το 
αρχικό.  Το καλλιεργούµενο φυτικό τµήµα in vitro ή αλλιώς έκφυτο 
(explant) αναγεννά βλαστούς ή ρίζες ή και τα δύο, τα οποία µπορούν να 
καταλήξουν  σε νέα πλήρη και ανεξάρτητα φυτά. Αυτό το αρχικό φυτικό 
τµήµα (έκφυτο ή µόσχευµα ή µικροµόσχευµα) αποτελεί την βασική 
µονάδα για κάθε ιστοκαλλιέργεια. Ως έκφυτα µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν τµήµατα από σχεδόν όλα τα φυτικά όργανα και ιστούς. 
Ανάλογα µε το είδος του εκφύτου από το οποίο αναγεννώνται νέα φυτά 
και τον τρόπο µε τον οποίο γίνεται η αναγέννηση, τα συστήµατα των 
ιστοκαλλιεργειών ταξινοµούνται στις εξής κατηγορίες : 
 
 
 
3.1.1 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΑΚΡΑΙΩΝ ΜΕΡΙΣΤΩΜΑΤΩΝ 
 
       Τα µεριστώµατα που βρίσκονται στις κορυφές των βλαστών 
µπορούν να καλλιεργηθούν εύκολα σε in vitro συνθήκες (µεριστωµατική 
καλλιέργεια) και να αναγεννήσουν αυτοτελή φυτάρια. Η καλλιέργεια 
ακραίων µεριστωµάτων εφαρµόζεται µε επιτυχία στο 
µικροπολλαπλασιασµό φυτών και ιδιαίτερα στην παραγωγή υγιούς 
πολλαπλασιαστικού υλικού πολλών καλλωπιστικών φυτών (χρυσάνθεµα, 
ορχεοειδή), κηπευτικών (πατάτες, φράουλες), οπωροφόρων δένδρων 
(εσπεριδοειδή, µηλιά) κ.α.  
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3.1.2 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΤΜΗΜΑΤΩΝ Η ΟΛΟΚΛΗΡΩΝ ΦΥΤΙΚΩΝ 

ΟΡΓΑΝΩΝ 
 
Όλα τα όργανα ή τµήµατα των οργάνων ενός φυτού (κορυφές ή 

άλλα τµήµατα βλαστών, τµήµατα φύλλου ή ρίζας, ανθήρες, έµβρυα, 
ωοθήκες κ.α.) µπορούν να καλλιεργηθούν in vitro και ανάλογα µε τη 
σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος και τις συνθήκες καλλιέργειας, να 
αναγεννήσουν νέους ιστούς η και ολόκληρα φυτάρια. Τέτοιες 
καλλιέργειες βρίσκουν πληθώρα εφαρµογών (µικροπολλαπλασιασµός 
των φυτών, παραγωγή απλοειδών, κ.λ.π.). 

 
 

3.1.3 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΚΑΛΛΟΥ  
 

Ο τραυµατισµός ενός φυτικού ιστού συνήθως έχει ως αποτέλεσµα 
την έναρξη κυτταρικών διαιρέσεων στην περιοχή ή σε γειτονικές 
περιοχές του τραύµατος. Έτσι, όταν ένα φυτικό τµήµα καλλιεργηθεί σε 
θρεπτικό υπόστρωµα, υπό την επίδραση φυτορµονών, λαµβάνουν χώρα 
κυτταροδιαιρέσεις που οδηγούν στο σχηµατισµό κάλλου, µιας άµορφης 
µάζας φαινοµενικά ανοργάνωτων κυττάρων. Οι καλλιέργειες κάλλου 
αποτελούν χρήσιµο εργαλείο τόσο για ερευνητικούς σκοπούς (µελέτη του 
φυτικού µεταβολισµού, της οργανογένεσης και της σωµατικής 
εµβρυογένεσης) όσο και για πρακτικές εφαρµογές (π.χ. 
µικροπολλαπλασιασµός φυτών). 

 
 

   3.1.4 ΚΥΤΤΑΡΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΕΣ  
 

Μεµονωµένα κύτταρα µπορούν να καλλιεργηθούν σε in vitro 
συνθήκες, παρόµοια µε την καλλιέργεια µικροβιακών κυττάρων. Η 
τεχνολογία των κυτταροκαλλιεργειών περιλαµβάνει την ανάπτυξη 
κυττάρων σε ένα τεχνητό θρεπτικό υπόστρωµα υπό ασηπτικές συνθήκες. 
Οι κυτταροκαλλιέργειες έχουν σήµερα αποφασιστικό ρόλο τόσο στη 
βασική βιολογική έρευνα, για τη µελέτη διαφόρων πτυχών του 
µεταβολισµού των κυττάρων, όσο και σε εφαρµογές, όπως η σωµατική 
εµβρυογένεση ή η µαζική παραγωγή χρήσιµων φυτικών ενώσεων . 

 
 
3.1.5 ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΠΡΩΤΟΠΛΑΣΤΩΝ 
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Πρωτοπλάστης ονοµάζεται το µέρος του φυτικού κυττάρου που 

αποµένει µετά την αφαίρεση του κυτταρικού τοιχώµατος. Πρωτοπλάστες 
µπορούν να αποµονωθούν τόσο από άθικτους ιστούς (συνήθως από 
φύλλα, αλλά και από ρίζες, βλαστούς, ενδοσπέρµια, έµβρυα κ.α) όσο και 
από αιωρούµενες καλλιέργειες κυττάρων.  

Μέχρι σήµερα, έχουν αναγεννηθεί από πρωτοπλάστες περισσότερα 
από 280 φυτικά είδη, ανάµεσα στα οποία περιλαµβάνονται αρκετά  
Solanaceae, όπως ο καπνός, η τοµάτα και η πατάτα καθώς και µέλη των 
οικογενειών Cruciferae και Umbelliferae .   
 
 

3.2  ΠΛΕΟΝΕΚΤΗΜΑΤΑ ΚΑΙ ΜΕΙΟΝΕΚΤΗΜΤΑ             
ΤΗΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 

    
Η ιστοκαλλιέργεια είναι χωρίς αµφιβολία µια επαναστατική µέθοδος 

παραγωγής φυτικού υλικού και δίνει λύσεις σε προβλήµατα που 
αδυνατούν να επιλύσουν οι κλασσικές µέθοδοι. Τα πλεονεκτήµατα που 
παρουσιάζει είναι πολλά µε βασικότερο τη δυνατότητα µαζικής 
παραγωγής φυτών. Ο θεωρητικός ρυθµός µικροπολλαπλασιασµού είναι 
εξαιρετικά µεγάλος, αρχίζοντας από 1 φυτό και πολλαπλασιάζοντας το 
µπορεί κανείς να πάρει 1.000.000 φυτά σε διάστηµα 6 µηνών. Ο 
µικροπολλαπλασιασµός (in vitro) βρίσκει επίσης ευρεία εφαρµογή στην 
ταχεία αναπαραγωγή νέων ή βελτιωµένων ποικιλιών που δηµιουργούνται 
στα βελτιωτικά προγράµµατα και την εισαγωγή τους στην παραγωγική 
διαδικασία. 

Ο έλεγχος των παθογόνων, όπως είναι οι ιοί και τα βακτήρια, σε 
φυτά που αποτελούν τράπεζες φυτικού πολλαπλασιαστικού υλικού, 
διευκολύνεται σε in vitro συστήµατα. Εάν χρησιµοποιηθούν υγιή φυτά 
µπορούν να παραχθούν φυτά σε µεγάλη κλίµακα που εγγυηµένα είναι 
ελεύθερα ιώσεων. Άλλα πλεονεκτήµατα είναι ότι το πολλαπλασιαστικό 
υλικό παράγεται σε µικρό χώρο, σε ασηπτικές συνθήκες, οι οποίες 
αποκλείουν απώλειες από διάφορα παθογόνα. Οι ελεγχόµενες συνθήκες 
(φωτός, θερµοκρασίας, σύνθεσης θρεπτικού µέσου, ορµονών κ.λ.π) 
εξασφαλίζουν συνεχείς και υψηλούς ρυθµούς παραγωγής, ανεξάρτητα 
της εποχής του έτους. Με τις µεθόδους µικροπολλαπλασιασµού µπορούν 
να αναπαραχθούν φυτά in vitro που είναι δύσκολο ή και αδύνατο να 
αναπαραχθούν in vitro. Με τη µαχανοποίηση των µεθόδων, τουλάχιστον 
για µερικά είδη, µπορεί το εργατικό κόστος να µειωθεί. 
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Βασικό µειονέκτηµα της ιστοκαλλιέργειας είναι το υψηλό κόστος 
που απαιτείται για τη δηµιουργία εξοπλισµού και τη λειτουργία του. Το 
οικονοµικό πρόβληµα συχνά είναι απαγορευτικό για τον εµπορικό 
πολλαπλασιασµό πολλών φυτικών ειδών. Το πρόβληµα βέβαια του 
κόστους, αντιµετωπίζεται µε τη µαζικοποίηση της παραγωγής και µε την 
παραγωγή φυταρίων υψηλής προστιθέµενης αξίας. Απαιτείται επίσης 
εξειδικευµένο προσωπικό που επιλαµβάνεται των εργασιών, οι οποίες 
πρέπει να γίνονται σε ασηπτικές συνθήκες. Εάν γίνει λάθος ταυτοποίηση 
ενός αγνώστου παθογόνου ή εάν δηµιουργηθεί µια µετάλλαξη και 
διαφύγει της προσοχής, τότε θα υπάρξει πολλαπλασιασµός σε µεγάλη 
έκταση σε σύντοµο χρονικό διάστηµα ανεπιθύµητων ή επιζήµιων 
στελεχών. Η αναπαραγωγή πρέπει να γίνεται σε συνθήκες που 
εξασφαλίζουν την γενετική σταθερότητα των αναπαραγόµενων φυτών. 

Πρόβληµα υάλωσης και αποβολής τοξικών ουσιών αποτελούν 
συχνά δισεπίλυτα εµπόδια για τις καλλιέργειες  in vitro. Η υάλωση είναι 
η κρυστάλλινη υδαρής µορφή που παίρνουν τα φυτικά µέρη και η 
ανωµαλία που παρατηρείται στα αγγεία και στα στοµάτια, επιδρούν 
δυσµενώς στην φυσιολογική κατάσταση των εκφύτων. Τα αίτια είναι η 
απορρόφηση του νερού από το άγαρ και η µεγάλη σχετική υγρασία του 
σωλήνα. Αύξηση της συγκέντρωσης του άγαρ µπορεί να βοηθήσει στην 
αποφυγή του φαινοµένου. Επίσης το αιθυλένιο και το διοξείδιο του 
άνθρακα που παράγονται στους  σωλήνες και τα δοχεία καλλιέργειας in 
vitro οδηγούν στην παραγωγή κακής ποιότητας φυτών. Τέλος ένα άλλο 
βασικό µειονέκτηµα είναι ότι κατά τη µεταφορά των νεαρών φυταρίων 
από το σωλήνα (in vitro) στο έδαφος χάνονται πολλά φυτά εξαιτίας της 
µη ικανοποιητικής προσαρµογής σε συνθήκες in vitro. Οι ρίζες που 
σχηµατίζονται δεν λειτουργούν κανονικά σε συνθήκες εδάφους µέχρι να  
αντικατασταθούν από νέες, τα φύλλα είναι πολύ λεπτά και όχι πολύ 
ενεργά φωτοσυνθετικά. Οι αγγειακές συνδέσεις µεταξύ φύλλων και 
βλαστών είναι πολύ ασθενείς. 
 
3.3 ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 
 

Οι τεχνικές της ιστοκαλλιέργειας χρησιµοποιούνται σήµερα 
ευρύτατα τόσο για ερευνητικούς όσο και για εµπορικούς σκοπούς. 
Μερικές από τις τρέχουσες εφαρµογές καθώς και οι αναπτυσσόµενες 
τεχνολογίες που στηρίζονται στην ιστοκαλλιέργεια παρουσιάζονται στον 
Πίνακα που ακολουθεί. 
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Πίνακας 1. Οι κυριότερες εφαρµογές εφαρµογές της ιστοκαλλιέργειας     
φυτικών ιστών και κυττάρων  

 
ΕΦΑΡΜΟΓΕΣ ΙΣΤΟΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑΣ 

 Μικροπολλαπλασιασµός   Παραγωγή χηµικών από 
καλλιεργούµενα κύτταρα  

 Σωµατική εµβυογένση  Μελέτη του φυτικού 
µεταβολισµού 

 Απαλλαγή από ιούς και    
παθογόνα 

 Τροποποίηση φυτών µε 
σωµακλωνική παραλλακτικότητα  

 ∆ιάσωση εµβρύων   Μεταφορά γονιδίων µε σύντηξη 
πρωτοπλαστών 

 Παραγωγή απλοειδών φυτών 
 Εισαγωγή γονιδίων στα φυτά 

µέσω του αγροβακτηρίου ή µε 
άλλη µέθοδο 

 Συντήρηση και διάσωση 
γενετικού υλικού  

 
 

 Ο µικροπολλαπλασιασµός χρησιµοποιείται σήµερα από πολλές 
εταιρείες και εργαστήρια για την παραγωγή εκατοµµυρίων φυταρίων 
διαφόρων φυτικών ειδών. Πολλές τέτοιες εταιρίες in vitro 
πολλαπλασιασµού φυτών δραστηριοποιούνται στην Ολλανδία, Μεγάλη 
Βρετανία, Γαλλία, Γερµανία, Ισραήλ, Η.Π.Α. και αλλού. Ο in vitro 
πολλαπλασιασµός είναι ιδιαίτερα επιτυχής σε καλλωπιστικά φυτά, σε 
λαχανοκοµικά φυτά µεγάλης καλλιέργειας καθώς και σε ιατρικά και 
αρωµατικά φυτά.  

Εκτός του µικροπολλαπλασιασµού, η in vitro καλλιέργεια 
χρησιµοποιείται και σε πολλές άλλες εφαρµογές όπως η απαλλαγή των 
φυτών από ιώσεις και άλλα παθογόνα, η παραγωγή υβριδιών από 
διασταυρώσεις µεταξύ ταξινοµικά αποµακρυσµένων γονέων, η 
παραγωγή απλοειδών φυτών, η αποθήκευση γενετικού υλικού µε σκοπό 
την συντήρηση και διάσωση του, η δηµιουργία νέων ποικιλιών και η 
γενετική τροποποίηση των φυτών (Πίνακας 1).    

Επιπλέον η ιστοκαλλιέργεια χρησιµοποιείται ευρύτατα τα τελευταία 
χρόνια για τη µελέτη διαφόρων θεµάτων βιοχηµείας, φυσιολογίας, 
µοριακής βιολογίας και βιοτεχνολογίας φυτών. Μεταξύ αυτών 
περιλαµβάνονται θέµατα γενικότερου βιολογικού ενδιαφέροντος όπως ο 
προσδιορισµός της δραστηριότητας των ενζύµων, η σύνθεση αµινοξέων, 
πρωτεϊνών και νουκλεϊκών οξέων καθώς και ειδικότερα θέµατα που 
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σχετίζονται µε τα φυτά, όπως η φωτοσύνθεση και η σύνθεση κυτταρικών 
τοιχωµάτων. Η χρησιµοποίηση ιστοκαλλιεργειών αντί ολόκληρων φυτών 
παρουσιάζει ιδιότητες που αποτελούν άλλοτε µειονεκτήµατα και άλλοτε 
πλεονεκτήµατα, ανάλογα µε τους ερευνητικούς στόχους. Μερικές από τις 
ιδιότητες αυτές είναι : 

 Ο γρήγορος ρυθµός αύξησης των κυττάρων . 
 Οι ελεγχόµενες συνθήκες καλλιέργειας (περιβαλλοντικές 
συνθήκες και σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος). 
 Η απουσία µικροοργανισµών και εποµένως η έλλειψη 
αλληλεπίδρασης τους µε τα φυτικά κύτταρα. 
 Η δυνατότητα καλλιέργειας περιορισµένου αριθµού 
κυτταρικών φαινοτύπων . 
 Η δυσχέρεια προέκτασης των αποτελεσµάτων σε ολόκληρα 
φυτά . 
 Η έλλειψη αλληλεπίδρασης µεταξύ των διαφόρων οργάνων 
και ιστών .  

 
 
4. ΜΕΤΑΒΟΛΙΣΜΟΣ ΑΖΩΤΟΥ ΤΩΝ ΦΥΤΩΝ  

 
 
Το άζωτο έχει πρωταρχική σηµασία για τα φυτά, γιατί είναι το 

σηµαντικότερο ανόργανο στοιχείο στη θρέψη των φυτών και αποτελεί 
βασικό συστατικό πολλών οργανικών ενώσεων του κυττάρου, µεταξύ 
των οποίων οι πρωτεΐνες, που αποτελούν το κύριο µέρος του 
πρωτοπλάσµατος και τα νουκλεϊκά οξέα, που περιέχουν την 
κωδικοποιηµένη γενετική πληροφορία. Οι δύο αυτές µεγάλης σηµασίας 
κατηγορίες αζωτούχων ενώσεων (πρωτεΐνες και νουκλεϊκά οξέα) 
αποτελούν τα κλειδιά της ζωής κάθε έµβιου οργανισµού. Το άζωτο 
επίσης αποτελεί συστατικό πολλών οργανικών ουσιών του φυτικού 
κυττάρου, όπως χλωροφύλλης, αµινοξέων, αλκαλοειδών και µερικών 
ορµονών. Αν και το ελεύθερο άζωτο αποτελεί το 78 % του 
ατµοσφαιρικού αέρα, τα φυτά δεν είναι σε θέση να το χρησιµοποιήσουν 
για τις ανάγκες τους. 

Κύριες πηγές αζώτου για τα φυτά είναι οι νιτρικές ενώσεις ΝαΝΟ3, 
ΚΝΟ3, ΝΗ4ΝΟ3 και Ca(NO3)2 καθώς και τα αµµωνιακά άλατα. Το 
νιτρικό άζωτο για να µεταβολισθεί πρέπει να αναχθεί πρώτα σε ΝΗ3. 
Επειδή όµως η αµµωνία είναι τοξική σε πολύ µικρές συγκεντρώσεις µέσα 
στο κύτταρο, δεσµεύεται µε αναγωγική αµίνωση των α-κετονοξέων και 
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ενσωµατώνεται στα αµινοξέα µέσω του γλουταρικού οξέος και της 
γλουταµίνης, των δύο κεντρικών µορίων στον µεταβολισµό του αζώτου. 

Ειδικότερα η αφοµοίωση του αζώτου και η ενσωµάτωση του στην 
συνέχεια σε οργανικά µόρια στα φυτά, πραγµατοποιείται µε τη δράση 
τριών κυρίως ενζυµικών συστηµάτων : της γλουταµικής αφυδρογονάσης 
(GDH), της συνθετάσης της γλουταµίνης (GS) και της συνθάσης του 
γλουταµικού (GOGAT). Αυτά τα ένζυµα υπάρχουν στους φυτικούς 
ιστούς σε πολλαπλές ισοενζυµικές µορφές, που συχνά εντοπίζονται σε 
διαφορετικά κυτταρικά οργανίδια και κωδικοποιούνται από διακριτά 
γονίδια. Ο ακριβής ρόλος κάθε µιας από τις ισοµορφές των ενζύµων και 
ο τρόπος ρύθµισης των αντίστοιχων γονιδίων αποτελούν πεδία της 
έρευνας διεθνώς, καθώς η βελτίωση της αποτελεσµατικότητας της 
αφοµοίωσης του ανόργανου αζώτου από τα φυτά είναι ιδιαίτερης 
σηµασίας όχι µόνο από επιστηµονικής, αλλά και από πρακτικής και 
οικονοµικής άποψης. 

 
 
4.1 ΑΦΟΜΟΙΩΣΗ ΤΩΝ ΑΜΜΩΝΙΑΚΩΝ ΙΟΝΤΩΝ 
 

Το προϊόν της αναγωγής των νιτρικών ιόντων είναι τα αµµωνιακά 
ιόντα. Αµµωνιακά ιόντα µπορούν επίσης να προκύψουν, µέσα στο φυτό 
και από άλλες βιοχηµικές διαδικασίες, όπως την αποικοδόµηση των 
πρωτεϊνών, την αποκαρβοξυλίωση της γλυκίνης κατά την διάρκεια της 
φωτοαναπνοής, την απαµίνωση ή µπορεί να προσληφθούν άµεσα από το 
έδαφος. Καταλαβαίνουµε, λοιπόν, πόσο σηµαντικό για τους ανώτερους 
οργανισµούς, στη σύνθεση και τον καταβολισµό του οργανικού αζώτου, 
είναι τα αµµωνιακά ιόντα, αφού αποτελούν τη βασική ανόργανη µορφή 
αζώτου. Παρόλο που το αµµώνιο είναι εύκολα διαθέσιµο στα 
περισσότερα φυτά είναι επίσης και αρκετά τοξικό. Τα φυτά όµως 
διαθέτουν µηχανισµούς για την αποφυγή της τοξικότητας αµµωνίου 
ενσωµατώνοντας το στα αµινοξέα . 

Οι αντιδράσεις που καταλύονται από τα ένζυµα GDH, και GS σε 
συνδυασµό µε GOGAT θεωρούνται ως οι σηµαντικότερες για την 
αφοµοίωση της αµµωνίας. Τέτοιες αντιδράσεις είναι η αφοµοίωση της 
αµµωνίας και η σύνθεση γλουταµίνης και γλουταµινικού οξέος, που 
επιτυγχάνονται µε την συνδυασµένη δράση της γλουταµινικής 
συνθετάσης (GS) και της γλουταµικής συνθάσης (GOGAT). 

 
Πιο συγκεκριµένα η GS καταλύει το σχηµατισµό γλουταµίνης από 

γλουταµικό οξύ και αµµωνία:  
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L- γλουταµικό οξύ  + NH3  + ATP                                      γλουταµίνη   +  ADP  +Pi 
S

 Στη συνέχεια η GOGAT καταλύει τη µεταφορά της αµιδικής 
οµάδας της γλουταµίνης στο α-κετογλουταρικό οξύ, οδηγώντας στο 
σχηµατισµό γλουταµικού οξέος:     

Τα αποτελέσµατα που παίρνουµε από τη παραπάνω διαδικασία, 
είναι η σύνθεση δύο µορίων γλουταµικού οξέως ξεκινώντας από ένα 
µόριο. Ένα από τα δύο µόρια γλουταµικού µπορεί να λειτουργήσει ως 
δέκτης αµµωνιακών, κατά την διάρκεια ενός νέου κύκλου GS/GOGAT, 
ενώ το άλλο µπορεί να συµµετάσχει ως υπόστρωµα σε αντιδράσεις 
τρανσαµίνωσης . 

Η γλουταµική αφυδρογονάση (GDH) είναι το ένζυµο που καταλύει 
την αναγωγική αµίνωση του α-κετουγλουταρικό οξέος σε γλουταµικό 
οξύ (αναβολική αντίδραση, NADH-GDH) και την απαµίνωση του 
γλουταµικού οξέος (καταβολική αντίδραση , NAD-GDH):  

 

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

 
 

Τα ένζυµα αφοµοίωσης του 
ιστούς σε πολλαπλές ισοενζυµικές µ
διαφορετικά οργανίδια και κωδικοπ
έκφραση των γονιδίων τους 
περιβαλλοντικούς και ενδογενείς παρ
τα ανόργανα και οργανικά αζωτο
καταπόνησης κ.α.  

 
4.2 ΓΛΟΥΤΑΜΙΚΗ ΑΦΥ∆ΡΟΓΟΝΑΣ
 

Ο ρόλος της γλουταµικής αφ
µεταβολισµό των ανωτέρων φυτών 
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Γλουταµίνη  + α-κετογλουταρικό οξύ + red φερρεδοξίνη ( ή NADPH) 

                     2L-γλουταµικό οξύ + ΟΧ  φερρεδοξίνη  ( ή NADP+)  
 GOGAT
αζώτου υπάρχουν στους φυτικούς 
ορφές, που συχνά εντοπίζονται σε 
οιούνται από διακριτά γονίδια. Η 
επηρεάζεται σηµαντικά από 

άγοντες, όπως το στάδιο ανάπτυξης, 
ύχα άλατα, το φως, παράγοντες 

Η  (GDH) 

υδρογονάσης (GDH) σήµερα στο 
παραµένει αδιευκρίνιστος, παρά το 



γεγονός ότι ανιχνεύεται σε όλα τα φυτά και συχνά υπάρχει σε υψηλά 
επίπεδα στους διάφορους φυτικούς ιστούς. Το ένζυµο µπορεί να 
λειτουργεί µε δύο τρόπους. Στην αφοµοίωση ή επαναφοµοίωση του 
αµµωνίου, δρώντας έτσι συµπληρωµατικά µε το δίδυµο GS/GOGAT στη 
σύνθεση του γλουταµικού οξέος, ιδιαίτερα κάτω από συνθήκες s ress 
(υψηλή θερµοκρασία, έλλειψη νερού, αλατότητα, µολύνσεις από 
παθογόνα) ή σε ειδικά στάδια αν πτυξης. Εναλλ κτικά, ο ένζυµο µπορεί 
να καταλύει την οξείδωση γλουταµικού οξέος, εξασφαλίζοντας 
ανθρακικούς σκελετούς για την αποτελεσµατική λειτουργία του κύκλου 
των τρικαρβοξυλικώ

 t

 ά α τ

ν οξέων (κύκλος Krebs), κάτω από περιοριστικές 
συνθ

 ε

τ

 

µ ο µ  π

 
ερευ  

α
    

ήκες άνθρακα. 
Στα ανώτερα φυτά έχουν αναφερθεί δύο κύριες µορφές της GDH : 

µία µορφή εξαρτώµενη από NADH (NADH-GDH) που εντοπίζεται στα 
µιτοχόνδρια και µία NADPH εξαρτώµ νη (NADPH-GDH) µορφή που 
σχετίζεται µε τους χλωροπλάστες. Η NADH-GDH είναι όπως 
προαναφέρθηκε µιτοχονδριακό ένζυµο µε πολλαπλές ισοενζυµικές 
µορφές. Σε βιοχηµικό επίπεδο, το ένζυµο έχει µελετηθεί εκτενώς σε 
διάφορα φυτικά είδη, ιδιαίτερα στο αµπέλι, τη σόγια και ο  Arabidopsis. 
Τα µοριακά δεδοµένα υποδεικνύουν την παρουσία δύο διακριτών 
γονιδίων της GDH, που εµφανίζουν διαφοροποιηµένη έκφραση ανάλογα 
µε το αναπτυξιακό στάδιο των ιστών /οργάνων και εξωγενείς παράγοντες 
όπως το φως και η πηγή αζώτου. Η GDH του αµπελιού παρουσιάζει 
πρότυπο επτά ισοενζύµων σε όλους τους ιστούς, σε διαφορετικές 
ποσότητες. Το ένζυµο είναι εξαµερές αποτελούµενο από 2 είδη 
υποµονάδων, την α και την β, που διαφέρουν µεταξύ τους στο µοριακό 
βάρος και στο φορτίο τους . Βρέθηκε ότι όλα τα ισοένζυµα της GDH 
περιέχουν και τους δύο τύπους υποµονάδων. Το ισοένζυµο 7 της GDH 
περιέχει µόνο α-υποµονάδες και το ισοένζυµο 1 µόνο β-υποµονάδες, ενώ 
τα ενδιάµεσα ισοένζυµα αποτελούνται και από τις δύο υποµονάδες σε µια 
διατεταγµένη σειρά. ∆ηλαδή από το ισοένζυµο 1 προς το ισοένζυµο 7, η 
συµµετοχή της α-υποµονάδας αυξάνει και της β µειώνεται. Τα δύο 
ακραία είναι οµοεξαµερή ενώ τα ισοένζυµα δύο έως έξι περιέχουν τις α- 
και β- υποµονάδες σε αναλογία 1:5, 2:4, 3:3, 4:2, και 5:1 αντίστοιχα. Σε 
ότι αφορά το φυσιολογικό ρόλο των 7 ισοενζύµων της GDH, δείχθηκε 
ότι κάθε ένα από αυτά , ε φανίζει παρόµ ια συ περιφορά ως ρος την in 
vitro αναβολική και καταβολική του ενεργότητα. Παρόµοια 
αποτελέσµατα προέκυψαν και από την µελέτη της GDH του Persea spp. 
κ.ο. αβοκάντο. Το µοντέλο έχει επιβεβαιωθεί πρόσφατα από άλλους

νητές σε διάφορα φυτικά είδη, όπως το Arabidopsis thaliana.  
Επίσης το µπέλι ήταν το πρώτο φυτικό είδος στο οποίο 

µελετήθηκαν τα γονίδια της GDH. Συγκεκριµένα από µία cDNA  
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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 παραγωγός 
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 δύο αυτών ενζύµων . Τα αποτελέσµατα µπορούν να 
υποστηρίξουν την προσαρµογή του φυτικού ενζύµο  για λειτουργία υπό 
συνθήκες καταπόνησης (stress). Εντοπίστηκε επίσης η ύπαρξη 
περισσοτέρων 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, 

υ

αντιστοιχεί στο γονίδιο που κωδικοποιεί την α-υποµονάδα 
του ενζύµου . 

.3 ΓΛΟΥΤΑΜΙΝΙΚΗ ΣΥΝΘΕΤΑΣΗ (GS)
 

4  
 

µ
α ι κ α α ν

ν S
ισοένζυµα που 

κωδι α

Η γλουταµινική συνθετάση των ανωτέρων φυτών είναι ένα 
οκταµερές ένζυµο µε µοριακό βάρος 350-400 kDa το οποίο υφίσταται µε 
την µορφή πολλαπλών ισοενζύµων της GS, που διακρίνονται µεταξύ 
τους µε βάση τον ενδοκυτταρικό τους εντοπισ ό : την GS1 που 
εντοπίζεται ποκλε στικά στο υττ ρόπλασµα, κ ι τη  GS2 που 
περιορίζεται στα πλαστίδια. Οι υποµονάδες των ισοενζύµων 
παρουσιάζουν ετερογένεια τόσο ως προς το µέγεθος (37-44 kDa) όσο και 
ως προς το φορτίο. Γενικά όλα τα φυτικά είδη που εξετάστηκαν 
περιέχου 1 G 2 ισοένζυµο που κωδικοποιείται από ένα πυρηνικό 
γονίδιο και αρκετά κυτταροπλασµικά GS1 

κοποιούνται πό µικρές γονιδιακές οικογένειες . 
Εκτός από τον διαφορετικό κυτταρικό εντοπισµό, η σχετική 

ποσότητα κάθε ισοένζυµου της GS µπορεί να διαφέρει ανάλογα µε το 
φυτικό είδος  την φυσιολογική κατάσταση του φυτού, το στάδιο 
ανάπτυξης και το εξεταζόµενο φυτικό όργανο. Στα φωτοσυνθετικά 
όργανα το φώς και η αµµωνία αυξάνουν την έκφραση της GS2. Η GS2 
είναι ένα οκταµερές ένζυµο που αποτελείται από ένα πολυπεπτίδιο ΜΒ 
43-45 kDa (εξαρτώµενο από το φυτικό είδος που εξετάζεται). Τα νιτρικά 
από κοινού µε το φως, παίζουν ένα ρυθµιστικό ρόλο στην παραγωγή της 
GS2 στα φύλλα. Παρουσία νιτρικών ιόντων και φωτισµού, σε σπορόφυτα 
τοµάτας, ανιχνεύθηκαν δύο µορφές πολυπεπτιδίων της GS2, ενώ 
παρουσία αµµωνιακών ιόντων ανιχνεύθηκε µία µορφή πολυπεπτιδίου της 
GS2. Στην πλειοψηφία των φυτικών ειδών, τα αµµωνιακά ιόντα δεν 
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φαίνονται να έχουν κάποια επίδραση στην ενεργότητα της GS2. Σε C4 
βρέθηκε ότι η GS1 είναι ένα οκταµερές ένζυµο που αποτελείται από ένα 
ή δύο πολυπεπτίδια ΜΒ 39-44 kDa. Οι σχετικές αναλογίες των δύο GS 
πολυπεπτιδίων µπορεί να ποικίλει εξαρτώµενο από το στάδιο ανάπτυξης 
των ριζών ή τη ηγή υ νόργανου ζώτο . Η σύνθεση ων ριζικώ  GS 
πολυπεπτιδίων και η έκφραση των υπεύθυνων γονιδίων έχει 
ολοκληρωτικά ερευνηθεί στο µέγιστο, δείχνοντας το ριζικό GSI ότι 
κωδικοποιείται από µικρές γονιδιακές οικογένειες (µέχρι 5 γονίδια) και 
ότι υπάρχουν διαφορές στην 

π το α α υ  τ ν

 

 τη σύνθεση των υποµονάδων της GS και κωδικοποιεί 
την GS2. 

.4 ΓΛΟΥΤΑΜΙΚΗ ΣΥΝΘΑΣΗ 

έκφραση τους, ανάµεσα στους ιστούς της 
ρίζας. Η µετάφραση του GS1-1 γονιδίου εκφράζεται στις ηθµαγγειώδης 
δεσµίδες, ενώ τα προϊόντα των GS1-1 και GS1-5  γονιδίων ανιχνεύονται 
στους µεσοκυττάριους χώρους. Σ’ αντίθεση, τα γονίδια GS1-3 και GS1-4  
εκφράζονται σ’ όλους τους ιστούς. Επιπροσθέτως, στους συγκεκριµένους 
ιστούς έκφρασης των παραπάνω γονιδίων, τα γονίδια GS1-1 και GS1-5  
παρουσιάζουν µία αυξητική ρύθµιση υπό την εξωγενής επίδραση 
αµµωνιακών ιόντων, ενώ αντίθετα τα GS1-3 και GS1-4  γονίδια 
παρουσιάζουν µία µειωτική ρύθµιση. Οι οικογένειες γονιδίων GS έχουν 
σχετικά χαρακτηριστεί σε είδη ψυχανθών αλλά και σε άλλα ετήσια φυτά. 
Στον αραβόσιτο έχουν βρεθεί 6 γονίδια που αντιστοιχούν στη GS, 5 από 
τα οποία ελέγχουν

 
 

4  (GOGAT)  
 

 

, που 
κωδι

 Στους ιστούς των ανωτέρων φυτών έχουν ανιχνευτεί δύο τύποι 
γλουταµικής συνθάσης µε διαφορετική αναγωγική ειδικότητα.Ο ένας 
χρησιµοποιεί ανηγµένη φερρεδοξίνη (εξαρτώµενη από φερρεδοξίνη, Fd-
GOGAT) σαν δότης ηλεκτρονίων. Οι δύο µορφές του ενζύµου είναι 
δοµικά διακριτές πρωτεΐνες που διαφέρουν ως προς τα µοριακά τους 
βάρη, τα κινητικά χαρακτηριστικά και την ανοσοαντίδραση. Τα είδη που 
µελετήθηκαν έχουν 1 γονίδιο της Fd-GOGAT µε εξαίρεση το 
Arabidopsis  και το καλαµπόκι που φαίνεται να έχουν 2 γονίδια, τα οποία 
κωδικοποιούν διακριτές µορφές του ενζύµου. Στα φυτά αυτά εκτός από 
την Fd-GOGAT  (GLU1) που εντοπίζονται στα φύλλα, έχει βρεθεί και 
µία δεύτερη µορφή Fd-GOGAT (GLU2) εντοπίζεται στις ρίζες. Η 
σύνθεση της NADH-GOGAT ελέγχεται από ένα πυρηνικό γονίδιο

κοποιεί πρωτεΐνη µε µοριακή µάζα µεγαλύτερη από 200 kDa.  
Η Fd-GOGAT εντοπίζεται στους χλωροπλάστες και είναι η κύρια 

ενζυµική µορφή στους πράσινους ιστούς αντιπροσωπεύοντας µέχρι το 
1% του πρωτεϊνικού περιεχοµένου των φύλλων. Στο Arabidopsis  για 
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παράδειγµα, η Fd-GOGAT είναι υπεύθυνη για το 96% της συνολικής 
ενεργότητας GOGAT στα φύλλα. Το ένζυµο είναι µία σιδηρο-θειούχος 
φλαβοπρωτεΐνη που αποτελείται από ένα µόνο πολυπεπτίδιο µοριακού 
βάρους 140-165 kDa, µαζί µε ένα µεταφορικό πεπτίδιο για µεταφορά 
στους χλωροπλάστες και κωδικοποιείται από ένα πυρηνικό γονίδιο . 
Στους φωτοσυνθετικούς ιστούς ο φυσιολογικός ρόλος της Fd-GOGAT 
φαίνεται να σχετίζεται µε τη λε τουργ α του κύκλου GS/GOGAT, ατά 
την πρωτογενή αφοµοίωση των αµµωνιακών

ι ί  κ
 ιόντων και την 

επαν

 ο
 

οντικούς παράγοντες όπως το φως και η πηγή του εξωγενούς 
αζώτ

 

τητα τους να χρησιµοποιηθούν για την 
άρδευση φυτικών καλλιεργειών.   

. 

 
 

αδέσµευση της φωτοαναπνευστικής αµµωνίας. 
Η NADH-GOGAT είναι µια µονοµερής σιδηρο-θειούχος 

φλαβοπρωτεΐνη  µοριακού βάρους 200-240 kDa. Το ένζυµο εντοπίζεται 
κυρίως στα πλαστίδια µη φωτοσυνθετικών ιστών, συµµετέχοντας πιθανά 
στην πρωτογενής αφοµοίωση ή στην επαναφοµοίωση της αµµωνίας, που 
ελευθερώνονται κατά τον καταβολισµό των αµιν ξέων. Οι δύο τύποι 
GOGAT δείχνουν διαφορετική έκφραση στα πρώτα στάδια της 
ανάπτυξης των σπορόφυτων. Η έκφραση τους ρυθµίζεται από 
περιβαλλ

ου. 
Συµπερασµατικά, οι µέχρι τώρα µελέτες δείχνουν ότι η σύνθεση των 

τριών ενζύµων στους φυτικούς ιστούς επηρεάζεται σηµαντικά από 
διάφορους παράγοντες και κυρίως από συνθήκες καταπόνησης. Για το  
λόγο αυτό η µελέτη των χαρακτηριστικών των τριών ενζύµων σε 
φυτικούς ιστούς που αναπτύσσονται παρουσία επεξεργασµένων υγρών 
αποβλήτων µπορεί να δώσει σηµαντική πληροφορία για τυχόν αρνητικές 
ή/και θετικές επιδράσεις των αποβλήτων στις λειτουργίες των φυτών και 
κατ’ επέκταση για την καταλληλό
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1 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  
 
1.1 Φυτικό Υλικό  

♦ 

♦ 
♦ 

 
Για να µελετηθεί η επίδραση των αποβλήτων στην ανάπτυξη των 

φυτών και στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά τους χρησιµοποιήθηκε φυτικό 
υλικό από τρία είδη και συγκεκριµένα : 

Κόµβοι από φυτά χρυσάνθεµου (Chrysanthemum sp.) που 
αναπτύχθηκαν στο θερµοκήπιο .  
Σπόροι αγγουριάς (Cucumis sativus). 
Σπόροι τοµάτας (Lycopersicon esculentum). 

 
Συγκεκριµένα οι σπόροι τόσο του αγγουριού όσο και της τοµάτας 

καθώς και οι κόµβοι από τα φυτά χρυσανθέµων αφού απολυµάνθηκαν 
(διαδικασία η οποία περιγράφεται παρακάτω) τοποθετήθηκαν σε 
κατάλληλα θρεπτικά υποστρώµατα  µε την διαδικασία της in vitro 
καλλιέργειας.   

 
 
 
1.2 In vitro Καλλιέργεια κόµβων Χρυσάνθεµου, Αγγουριάς , Τοµάτας  
 
 

Για την διεξαγωγή  του πειράµατος χρησιµοποιήθηκαν κόµβοι 
φυτών χρυσάνθεµου, καθώς σπόροι αγγουριάς και τοµάτας. Το φυτικό 
υλικό, απολυµάνθηκε και τοποθετήθηκε σε κατάλληλα θρεπτικά 
υποστρώµατα. 

Συγκεκριµένα το φυτικό υλικό αφού πλύθηκε µε νερό, 
τοποθετήθηκε σε πλαστικά σακουλάκια και ξεπλύθηκε για µερικά 
δευτερόλεπτα µε διάλυµα αλκοόλης 70%. Στη συνέχεια εµβαπτίστηκε σε 
διάλυµα 10% εµπορικού σκευάσµατος υποχλωριώδους νατρίου 
(χλωρίνη) για 10 min. Ακολούθησαν τρία ξεπλύµατα µε απεσταγµένο –
αποστειρωµένο νερό διάρκειας 1, 1, 5 λεπτών, αντίστοιχα το καθένα, 
µέσα στην εστία νηµατικής ροής, µε στόχο τη αποστείρωση τυχόν 
υπολειµµάτων χλωρίνης από τους σπόρους. Κατά την αποστείρωση και 
την προετοιµασία των σπόρων – κόµβων, τα εργαλεία που 
χρησιµοποιήθηκαν (λαβίδες , νυστέρια κ.τ.λ.) είχαν απολυµανθεί µε 
εµβάπτιση τους σε 90% αλκοόλη και στη συνέχεια µε φλόγα λύχνου 
Bunsen. 

Για την καλλιέργεια in vitro του φυτικού υλικού χρησιµοποιήθηκε 
το υπόστρωµα MS (Πίνακας 1). Παρασκευάστηκαν διαφορετικά  
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υποστρώµατα όπου το κάθε ένα περιείχε λύµατα από διαφορετικό στάδιο 
επεξεργασίας . Συγκεκριµένα :  
 

 Υπόστρωµα 1ο :  Μάρτυρας - Θρεπτικό υλικό MS . 
 Υπόστρωµα 2ο :   Θρεπτικό υλικό MS κανονικής συγκέντρωσης 

που περιείχε 900 ml στο λίτρο λύµατα από 
το στάδιο της πρωτοβάθµιας επεξεργασίας. 

 Υπόστρωµα 3ο :  Θρεπτικό υλικό MS κανονικής συγκέντρωσης 
που περιείχε 900 ml στο λίτρο λύµατα από 
το στάδιο της δευτεροβάθµιας 
επεξεργασίας.  

 Υπόστρωµα 4ο :  Θρεπτικό υλικό MS κανονικής συγκέντρωσης 
που περιείχε 900 ml στο λίτρο λύµατα από 
το στάδιο της δευτεροβάθµιας 
επεξεργασίας (φιλτραρισµένα) . 

 Υπόστρωµα 5ο :  Θρεπτικό υλικό MS κανονικής συγκέντρωσης 
που περιείχε 900 ml στο λίτρο από λύµατα 
τα οποία είχαν υποστεί χλωρίωση . 

 Υπόστρωµα 6ο : Θρεπτικό υλικό MS µισής συγκέντρωσης (1/2 
MS), που περιείχε 500 ml στο λίτρο 
λύµατα από το στάδιο της δευτεροβάθµιας 
επεξεργασίας, χωρίς σακχαρόζη . 

 Υπόστρωµα 7ο : Θρεπτικό υλικό MS, ¼ συγκέντρωσης  MS που 
περιείχε 250 ml στο λίτρο λύµατα από το 
στάδιο της δευτεροβάθµιας επεξεργασίας, 
χωρίς σακχαρόζη. 
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 Πίνακας 1. Σύσταση του βασικού θρεπτικού υποστρώµατος MS , που 
χρησιµοποιήθηκε για την in vitro καλλιέργεια χρυσάνθεµου, αγγουριάς 
και τοµάτας  

 
ΜΑΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ ΤΕΛΙΚΗ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ   

( mg/ l ) 
ΚΝΟ3 1900 
ΝΗ4ΝΟ3 1650 
MgSO4

.7H2O 370 
KH2PO4 170 
CaCl2

.2H2O 150 
ΜΙΚΡΟΣΤΟΙΧΕΙΑ  

KI 0.83 
H3BO3

.4H2O 6.2 
MnSO4

.4H2O 22.3 
ZnSO4

.7H2O 8.6 
CuSO4

.5H2O 0.025 
CoCl2

.6H2O 0.83 
NaMoO4

.2H2O 0.25 
FeNa EDFS 43 

ΒΙΤΑΜΙΝΕΣ  
Biotin 0.1 
Nicotinic acid 5 
Pyridoxine HCl 5 
Thiamine HCl 5 
D- Pantothenic acid 5 
Myoinositol 100 
 

Κάθε λίτρο διαλύµατος περιείχε εκτός των άλλων και 7 gr άγαρ 
(agar), 30 gr σακχαρόζη, ενώ το pH του υποστρώµατος ρυθµίστηκε στο 
6.0 µε 1 Ν NaOH. Στη συνέχεια το υπόστρωµα µοιράστηκε σε 
δοκιµαστικούς σωλήνες οι οποίοι σφραγίστηκαν µε βαµβάκι, πάνω από 
το οποίο τοποθετήθηκε αλουµινόχαρτο και οι οποίοι στην συνέχεια 
τοποθετήθηκαν στο αυτόκαυστο για αποστείρωση στους 121 οC για 20 
min.  

Όλη η διαδικασία εµφύτευσης εκτελέστηκε µέσα σε εστία νηµατικής 
ροής υπό ασηπτικές συνθήκες. Μετά την εµφύτευση οι δοκιµαστικοί 
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σωλήνες µε το θρεπτικό υπόστρωµα τοποθετήθηκαν στη συνέχεια σε 
θάλαµο ανάπτυξης µε ελεγχόµενες συνθήκες φωτισµού (16 h φως και 8 h 
σκοτάδι) και θερµοκρασία 25±2 0C. 

 
 
 

 
1.3 Εκχύλιση Πρωτεϊνών από Ιστούς και Φύλλα Χρυσανθέµου, 

Αγγουριού και Τοµάτας  
 
1.3.1 ∆ιαλύµατα  

 
 ∆ιάλυµα εκχύλισης  (Extraction buffer ) : 100mM Tris-HCl pH 8.0, 10% 
Glycerol, 1mM EDTA, 3 mM MgCl2 και 0,1% Trixon X 100. 

 
 
1.3.2 ∆ιαδικασία  

 
Ακολούθησε 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. 5 γραµµάρια βλαστών και φύλλων 
αγγουριού, 3 γραµµάρια βλαστών και φύλλων τοµάτας, χρυσανθέµου και 
ρίζας από την κάθε επέµβαση, λειοτριβήθηκαν σε γουδί παρουσία 3 
όγκων (v/w) κρύου διαλύµατος εκχύλισης. Τα µίγµατα 
οµογενοποιήθηκαν σε οµογενοποιητή για 30 sec. Στην συνέχεια έγινε 
προσθήκη του Triton σε κάθε µίγµα και ανάδευση αυτών στο Vortex. 
∆εύτερο πέρασµα των µιγµάτων από τον οµογενοποιητή και στην 
συνέχεια τα µίγµατα αφέθηκαν στο πάγο για 10 min και αφού 
οµογενοποιήθηκαν ξανά, αναδεύτηκαν, ισοζυγίστηκαν, 
φυγοκεντρήθηκαν σε ψυχώµενη φυγόκεντρο στις 10000 rpm (στροφές 
ανά λεπτό) για 30 min στους 4 0C. Τα υπερκείµενα µοιράστηκαν σε 
µικροσωλήνες eppendorf και φυλάχτηκαν στον καταψύκτη για να 
χρησιµοποιηθούν σε επόµενους προσδιορισµούς. 

 
 
 

1.4 Ποσοτικός Προσδιορισµός των Πρωτεϊνών µε τη Μέθοδο Lowry 
 
Ο προσδιορισµός της ποσότητας των πρωτεϊνών στα διαφορετικά 

εκχυλίσµατα από ιστούς αγγουριάς, τοµάτας και χρυσανθέµου έγινε µε 
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τη χρωµατοµετρική µέθοδο Lowry. Tο χρώµα που παράγεται µε τη 
µέθοδο αυτή οφείλεται: α) στη δηµιουργία συµπλόκων πρωτεΐνης και 
ιόντων Cu++, σε αλκαλικό περιβάλλον και β) στην αναγωγή των ιόντων 
φωσφοβολφραµικού από τα αµινοξέα τυροσίνη και τρυπτοφάνη των 
πρωτεϊνών, παρουσία ιόντων  Cu++. Η ποσοτικοποίηση του χρώµατος 
γίνεται µε µέτρηση της απορρόφησης στα 625 nm και την κατασκευή της 
πρότυπης καµπύλης. Για την κατασκευή της χρησιµοποιήθηκαν 
διαλύµατα µε γνωστή συγκέντρωση µιας πρωτεΐνης, της BSA (bovine 
serum albumin, αλβουµίνη από όρο βοδιού). 
 

 
1.4.1 ∆ιαλύµατα 

 
 ∆ιάλυµα Α : 2 g NaOH, 10 g  Na2CO3, 0,1 g τρυγικό K-Na σε 500 

ml H2O. 
 ∆ιάλυµα Β :  0,5 g CuSO4

.5H2O σε 100 ml H2O 
 ∆ιάλυµα Γ : Αποτελείται από 50 ml διάλυµα Α και 1 ml διάλυµα Β.  

Παρασκευάζεται λίγο πριν την χρήση του . 
 1Χ Αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau : Εµπορικά διαθέσιµο.  

Αραιώνεται 1:1 µε Η2Ο. 
 

Για την κατασκευή της πρότυπης καµπύλης : 
 ∆ιαλύµατα 0, 20, 40 ,60 , 80 , 100 , 120 µg BSA/0.1 ml. 
Παρασκευάζονται από πυκνό διάλυµα BSA 2 mg/ml. 
 

 
1.4.2 ∆ιαδικασία  
 

ο προσδιορισµός της ποσότητας των πρωτεϊνών κάθε δείγµατος 
έγινε σε τρεις επαναλήψεις. Για κάθε αντίδραση προστέθηκαν σε 
µικροσωλήνες eppendorf τα παρακάτω :  
 Πρωτεϊνικό δείγµα σε όγκο 0,1 ml. 
 ∆ιάλυµα Γ 1 ml (ανάδευση και επώαση για 10 min). 
 Αντιδραστήριο Folin- Ciocalteau 0,1 ml (ανάδευση και επώαση για 20 

min). 
Στη συνέχεια µετρήθηκε η απορρόφηση (OD) των διαλυµάτων στα 625 
nm σε φασµατοφωτόµετρο. 
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1.5  Αποδιατακτική Ηλεκτροφόρηση Πρωτεϊνών  
 
Η µέθοδος έγινε σύµφωνα µε τον Λουλακάκη ( 1999 ). 
 
 

1.5.1 ∆ιαλύµατα  
 

 ∆ιαλύµατα µετουσίωσης δειγµάτων ( 3x sample buffer ) : 150 mM 
Tris-HCl pH 6,8, 9% SDS, 15% β-µερκαπτοαιθανόλη (b-
mercaptoethanol), 0,1% κυανούν της βρωµοφαινόλης, 30% 
γλυκερόλη (το διάλυµα αυτό είναι τρεις φορές συγκεντρωµένο 
3x). 
 Μητρικό διάλυµα ακρυλαµίδης : 29,2% ακρυλαµίδη (acrylamide), 
0,8% δισ-ακρυλαµίδη (bis-acrylamide). 
 Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος διαχωρισµού (separating gel 
buffer) : 1,5 Μ Tris-HCl pH 8,9. 
 Ρυθµιστικό διάλυµα πηκτώµατος επιστοίβασης (stacking gel 
buffer) : 0,5 Tris-HCl pH 6,8. 
 Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτοφόρησης (running buffer) : 25 mM 
Tris, 192 mM γλυκίνης, 0,1% SDS. 
 10% διάλυµα ammonium persulfate (APS. 
 20% διάλυµα SDS . 
 50% διάλυµα γλυκερόλη . 
 Temed. 

 
 
1.5.2 ∆ιαδικασία  
 

Παρασκευάστηκαν επίπεδο πήκτωµα (gel) πάχους 1,5 mm  τα οποία 
µετά την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιήθηκαν για χρώση ολικών 
πρωτεϊνών ή για µεταφορά των πρωτεϊνών σε φίλτρα νιτροκυτταρίνης 
(western bolt). Κάθε πήκτωµα αποτελείται από δύο επιµέρους 
πηκτώµατα όπου  το ένα (πήκτωµα επιστοίβασης, stacking gel) 
προηγείται του άλλου (πήκτωµα διαχωρισµού, separating gel). Το 
πήκτωµα διαχωρισµού περιείχε 10% πολυακρυλαµίδης και το πήκτωµα 
επιστοίβασης 4%  πολυακρυλαµίδη. Η επιµέρους σύσταση κάθε 
πηκτώµατος φαίνεται στον Πίνακα 2. 
 
Μετουσίωση δειγµάτων : Σε κάθε πρωτεϊνικό δείγµα προστέθηκε 
διάλυµα µετουσίωσης σε αναλογία 2:1 . Το µίγµα επωάστηκε στους 100 
οC για 5 min και στη συνέχεια µεταφέρθηκε σε πάγο. 
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Ηλεκτοφόρηση : Η συσκευή  ηλεκτοφόρησης συναρµολογήθηκε 
προσεκτικά (χρησιµοποιήθηκε το µοντέλο Mini Protean II της Bio Rad). 
Το πήκτωµα διαχωρισµού τοποθετήθηκε στη συσκευή και αφέθηκε µέχρι 
να πολυµεριστεί (30-60 min). Στη συνέχεια παρασκευάστηκε και 
εφαρµόστηκε στη συσκευή το πήκτωµα επιστοίβασης. Αµέσως 
εφαρµόστηκε στον υποδοχέα η κτένα δηµιουργίας <<πηγαδιών>> στα 
οποία τοποθετήθηκαν στη συνέχεια τα προς ανάλυση δείγµατα. Το 
διάλυµα αφέθηκε να πολυµεριστεί (20-30 min). Τα δοχεία της 
ηλεκτοφόρησης γεµίστηκαν µε ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτοφόρησης. 
Τέλος ποσότητα µετουσιωµένων δειγµάτων (30 µg ολικής πρωτεΐνης 
κάθε δείγµατος) µεταφέρθηκε µε µικροσύριγγα στις κατάλληλες θέσεις 
(πηγάδια, wells) και ηλεκτροφορήθηκαν αρχικά στα 120 και στη 
συνέχεια στα 150 V για 1 περίπου ώρα . 
 
 
Πίνακας 2. Ποσοτική σύσταση τω πηκτωµάτων που χρησιµοποιήθηκαν 

στην αποδιατακτική  ηλεκτοφόρηση . 
 
 
 ΠΗΚΤΩΜΑ 

 ∆ΙΑΧΩΡΙΣΜΟΥ 
ΠΗΚΤΩΜΑ 

ΕΠΙΣΤΟΙΒΑΣΗΣ
 5% 7,5% 10% 4,0% 
Lower buffer  
( 1,5 Tris pH 8,9 ) 

2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml  

Upper buffer 
( 0,5 M Tris pH 6,8 )    1,25 ml 

H2O 5,57 ml 4,65 ml 3,9 ml 3,05 ml 
∆ιάλυµα 
ακρυλαµίδης ( 30% ) 1,66 ml 2,5 ml 3,33 ml 0,67 ml 

50% Γλυκερόλη  0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml  
10% Ammonium 
persulfate ( APS ) 65µl 65 µl 65 µl 25 µl 

TEMED 5 µl 5 µl 5 µl 6 µl 
ΣΥΝΟΛΟ 10 ml 10 ml 10 ml 5 ml 
 
 
1.6 Χρωµατισµός των Πρωτεϊνών µε Coomassie Blue R-250 

 
Η µέθοδος έγινε σύµφωνα µε τον Λουλακάκη ( 1999 ). 
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1.6.1 ∆ιαλύµατα  
 

 ∆ιάλυµα χρώσης : 0,1% Coomassie Brilliant blue R-250, 50% 
µεθανόλη, 10% οξικό οξύ . 
 ∆ιάλυµα αποχρωµατισµού : 20% µεθανόλη, 7% οξικό οξύ . 

 
 

1.6.2 ∆ιαδικασία  
 

Με τη συµπλήρωση της SDS-PAGE ηλεκτοφόρησης, το πήκτωµα 
µεταφέρθηκε σε κατάλληλο δοχείο το οποίο περιέχει διάλυµα χρώσης 
(περίπου 100 ml). Το δοχείο τοποθετήθηκε σε ανακινούµενη πλάκα και 
αφέθηκε να αναδευτεί ελαφρά για τουλάχιστον 1 ώρα. Στη συνέχεια 
αφού αποµακρύνθηκε το διάλυµα χρώσης, προστέθηκε το διάλυµα 
αποχρωµατισµού και η ανάδευση συνεχίστηκε για αρκετές ώρες . Με τη 
διαδικασία αυτή η πηκτή αποχρωµατίστηκε και παρέµειναν 
χρωµατισµένες (µπλε – µοβ) µόνο οι ζώνες των πρωτεϊνών. Τα 
πρωτεϊνικά πρότυπα παρατηρήθηκαν σε φωτεινή τράπεζα. 

 
 
 

1.7Αποξήρανση του Πηκτώµατος της Αποδιατακτικής 
Ηλεκτροφόρησης  

 
1.7.1∆ιαλύµατα  
 
∆ιαλύµατα φιξαρίσµατος : 20% αιθανόλη και 10% γλυκερόλη. 
 
 
1.7.2 ∆ιαδικασία  

  
Μετά τον αποχρωµατισµό του πηκτώµατος το εµβαπτίζουµε µέσα 

στο διάλυµα φιξαρίσµατος για τουλάχιστον 30 min. Αυτό βοηθάει στο να 
µειωθούν τα τυχόν σπασίµατα του πηκτώµατος, στη διάρκεια της 
αποξήρανσης, µε αποτέλεσµα να έχουµε ένα πιο εύκαµπτο ξηρό 
πήκτωµα. Στην συνέχεια τοποθετούµε 2 φύλλα σελοφάν σε νερό για 1-2 
min, ώστε να µαλακώσουν. Βάζουµε το ένα σελοφάν στην µεγάλη 
επιφάνεια της συσκευής αποξήρανσης αποφεύγοντας τις εγκλωβισµένες 
φυσαλίδες από αέρα µεταξύ τους και οι κοµµένες άκρες της συσκευής να 
είναι προς τα κάτ . 
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Τοποθετούµε το πήκτωµα στο κέντρο της συσκευής, αποφεύγοντας 
και πάλι να εγκλωβίσουµε φυσαλίδες από αέρα, οι οποίες µπορούν να 
προκαλέσουν σπασίµατα στο πήκτωµα κατά την διάρκεια της 
αποξήρανσης του. Προσθέτουµε 1-2 ml από το διάλυµα φιξαρίσµατος 
στο πήκτωµα επάνω. Τοποθετούµε το δεύτερο σελοφάν προσέχοντας οι 
άκρες του να ταιριάζουν µε τις άκρες του προηγούµενου σελοφάν. Εάν 
υπάρχουν εγκλωβισµένες φυσαλίδες κυλάµε πάνω από το σελοφάν µια 
ράβδο ώστε να τις αποφύγουµε. 

Τέλος τοποθετούµε και το µικρότερο µέρος της συσκευής 
αποξήρανσης, προσέχοντας οι κοµµένες άκρες να είναι προς τα πάνω. 
Προσαρµόζουµε τα πλαστικά clips στις τέσσερις πλευρές της συσκευής. 
Τη συσκευή της τοποθετούµε σε οριζόντια θέση και θερµοκρασία 
δωµατίου. Το πήκτωµα για να αποξηρανθεί πλήρως χρειάζεται 3-4 
ηµέρες. 

 
 
 

1.8 Μεταφορά κατά Western blot-Ανοσοανίχνευση  
 

1.8.1 ∆ιαλύµατα  
 ∆ιάλυµα µεταφοράς : 25 mM Tris, 192 mM γλυκίνη. 
 

 
PSA (phosphate buffered saline) : 0,8% NaCl, 0,02% KCl, 0,115% 
Na2HPO4, 0,02% KH2PO4 .
 2% BSA (αλβουµίνη από ορό βοδιού) σε PBS. 
 20% Tween-20. 
 ∆ιάλυµα πλύσης : 0,05% Tween-20 σε PBS. 
 1% BSA σε διάλυµα πλύσης.  

 
 

 
1.8.2 ∆ιαδικασία  
 

Μετά το τέλος της ηλεκτοφόρησης το πήκτωµα αφαιρέθηκε από την 
συσκευή και τοποθετούµε προσεκτικά σε δοχείο που περιείχε διάλυµα 
µεταφοράς για 5 λεπτά. Στη 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. 

Η µεταφορά των πρωτεϊνών έγινε στα 70 V για µια ώρα. Κάθε 
µεµβράνη που ετοιµάστηκε µε αυτό τον τρόπο χρησιµοποιήθηκε για την 
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ανίχνευση των πολυπεπτιδίων ενός εκ των ενζύµων γλουταµική 
αφυδρογονάση (GDH), συνθετάση της γλουταµίνης (GS) ή συνθάση του 
γλουταµικού (GOGAT) µε τη βοήθεια του κατάλληλου αντισώµατος. Τα 
αντισώµατα που χρησιµοποιήθηκαν είχαν παρασκευαστεί προηγούµενα 
σε κουνέλια εναντίον των αντίστοιχων ενζύµων του αµπελιού . 
Τα κύρια στάδια της διαδικασίας ανίχνευσης ήταν : 

 Επώαση των φίλτρων για 1 ώρα σε διάλυµα 2% BSA σε PBS. 
 Πλύσιµο 3Χ5 λεπτά µε διάλυµα πλύσης. 
 Επώαση για 1 ώρα µε το κατάλληλο αντίσωµα (αραίωση 1:5000 
σε 1% BSA σε διάλυµα πλύσης). 
 Πλύσιµο 5Χ5 λεπτά µε διάλυµα πλύσης. 
 Επώαση για 1 ώρα µε το κατάλληλο αντι-αντίσωµα (αντίσωµα 
γουρουνιού που αναγνωρίζει τα αντισώµατα του κουνελιού, 
συνδεδεµένο µε αλκαλική φωσφατάση, αραίωση 1:5000) σε 1% 
BSA σε διάλυµα πλύσης. 
 Επώαση στο διάλυµα αντίδρασης (περιέχει να υποστρώµατα του 
ενζύµου αλκαλική φωσφατάση) µέχρι την εµφάνιση των ζωνών. 

 
 
1.9 Μέτρηση Ενεργότητας του Ενζύµου GDH ( Λουλακάκης , 1999) 
 
1.9.1 ∆ιαλύµατα   

 1 M Tris-HCl pH 8,0. 
 2 M NH4Cl. 
 10 mM CaCl2. 
 200 mM α-κετογλουταρικό οξύ. 
 2 mM NADH. 
 

1.9.2 ∆ιαδικασία  
 

Η ενεργότητα της GDH µετρήθηκε µέσω της αµινωτικής αντίδρασης  
(Λουλακάκης, 1999). Από  τα παραπάνω διαλύµατα παρασκευάστηκε 
µίγµα που αποτελούνταν από : 5ml 1 M Tris-HCl, 5 ml 2 M NH4Cl, 5 ml 
10mM CaCl2, 5 ml 200 mM Α-κετογλουταρικό οξύ και 22,5 ml H2O. Για 
την αµινωτική αντίδραση προστέθηκαν σε κυψελίδα του 1 ml 850 µl 
µίγµατος, 20 µl εκχυλίσµατος αγγουριού, 30 µl απιονισµένο Η2O και 
εξισορροπήθηκαν στους 30 οC για 3 min. Στην συνέχεια προστέθηκαν 
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 φασφατοφωτόµετρο. Στη συνέχεια 
υπολογίστηκε η ειδική ενεργότητα της GDH { Specific activity = GDH 
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ενεργότητα (∆ΟD/ min .ml)/ συνολικές πρωτεΐνες (mg/ml)}. Τα 
αποτελέσµατα εκφράστηκαν επίσης σε mUnits/mg πρωτεΐνης (1000 
mUnits = 1 Unit = 1 µmol NADH που καταναλώθηκε /min). Η 
διαδικασία αυτή ακολουθήθηκε και για τα υπόλοιπα φυτικά είδη, την 
τοµάτα, το χρυσάνθεµο και της ρίζες αυτών.       

 
 
 

 
2 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
2.1Χαρακτηρισµός των Ενζύµων Γλουταµικής Αφυδρογονάσης 

(GDH), Γλουταµινικής Συνθετάσης (GS) και Γλουταµικής 
Συνθάσης (GOGAT) στα  Φυτά  Χρυσάνθεµου, Αγγουριας και 
Τοµάτας.  

 
Φυτά χρυσάνθεµου, αγγουριάς και τοµάτας τα οποία είχαν 

αναπτυχθεί σε θάλαµο ανάπτυξης µε ελεγχόµενες συνθήκες φωτισµού 
και θερµοκρασίας, εκχειλίστηκαν µε σκοπό την αποµόνωση των 
πρωτεϊνών τους, ώστε να µπορέσουµε να µελετήσουµε τα βιοχηµικά 
χαρακτηριστικά τους στα εξεταζόµενα φυτικά είδη. Η εκχύλιση έγινε σε 
φύλλα-βλαστούς και ρίζες φυτών αγγουριάς , τοµάτας και χρυσανθέµων. 

Στα εκχυλίσµατα που προέκυψαν έγινε ποσοτικός προσδιορισµός 
πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Lowry, µε σκοπό την εκτίµηση της σχετικής 
περιεκτικότητας κάθε ενός από τους ιστούς σε πρωτεΐνες. Τα 
αποτελέσµατα του προσδιορισµού παρουσιάζονται στον Πίνακα 3, από 
τα οποία βλέπουµε ότι µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες (mg 
πρωτεΐνης /ml εκχυλίσµατος) παρουσίασε το υπέργειο µέρος του 
χρυσάνθεµου, ενώ την µικρότερη το αγγούρι. Οι ρίζες αγγουριάς και 
χρυσάνθεµού έδωσαν µεγαλύτερη ποσότητα πρωτεϊνών σε σχέση µε την 
τοµάτα. 

Στην συνέχεια ίση ποσότητα πρωτεϊνών από κάθε φυτικό ιστό 
µετουσιώθηκε και ηλεκτροφορήθηκε µε SDS-PAGE σε επίπεδα 
πηκτώµατος 10% ακρυλαµίδης, µε απώτερο σκοπό την ανάλυση των 
εκχυλισµάτων στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το πρωτεϊνικό πρότυπο 
κάθε ιστού που προέκυψε µετά τη χρώση του πηκτώµατος µε Coomassie 
brilliant blue R-250 φαίνεται στην Εικόνα 1. Στην Εικόνα αυτή 
διακρίνονται διαφορές στην παρουσία αλλά και στην ένταση των ζωνών 
µεταξύ των ιστών.   
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Πίνακας 3. Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα GDH σε ιστούς 
χρυσάνθεµου, αγγουριάς και τοµάτας.  
 
 

 
ΜΕΘΟ∆ΟΣ LOWRY ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ GDH  

 ΟΛΙΚΗ ΠΡΩΤΕΪΝΗ 
mg / ml 

ΕΙ∆ΙΚΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
OD/min* mg 

Υ
Π
ΕΡ

ΓΕ
ΙΟ

 
Μ
ΕΡ

Ο
Σ 

1,47 0,98 

Χ
ΡΥ

ΣΑ
Ν
Θ
ΕΜ

Ο
 

ΡΙ
ΖΑ

 

0,7 0,92 

Υ
Π
ΕΡ

ΓΕ
ΙΟ

 
Μ
ΕΡ

Ο
Σ 

0,92 2,91 

Α
ΓΓ

Ο
Υ
ΡΙ

 

ΡΙ
ΖΑ

 

0,7 7,07 

Υ
Π
ΕΡ

ΓΕ
ΙΟ

 
Μ
ΕΡ

Ο
Σ 

1,26 2,63 

ΤΟ
Μ
Α
ΤΑ

 

ΡΙ
ΖΑ

 

0,4 5,62 

 
 
 
Στα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα εκτιµήθηκε επίσης η ενζυµική 

ενεργότητα της GDH. Η ενεργότητα της GDH προσδιορίστηκε µέσω της 
αµινωτικής αντίδρασης, µετρώντας τη µεταβολή της απορρόφησης 
(∆ΟD) στα 340 nm σε φασµατοφωτόµετρο. Επίσης, υπολογίστηκε η 
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ειδική ενεργότητα σε κάθε ιστό (Πίνακας 3). Η υψηλότερη ειδική 
ενεργότητα της GDH παρατηρήθηκε στους ιστούς του υπέργειου µέρους 
(2,91 OD/min*mg πρωτεΐνης) του φυτού αγγουριάς, ενώ η µικρότερη 
στους ιστούς του υπέργειου µέρους (0,98 OD/min*mg πρωτεΐνης) του 
φυτού χρυσάνθεµου. Όσον αφορά την ρίζα η υψηλότερη ειδική 
ενεργότητα της GDH παρατηρήθηκε στους ιστούς   της ρίζας (7,07 
OD/min*mg πρωτεΐνης) του φυτού αγγουριάς  ενώ η µικρότερη στους 
ιστούς της ρίζας (0,92 OD/min*mg πρωτεΐνης) του φυτού χρυσάνθεµου 
(Πίνακας 3). 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1. Πρωτεϊνικά πρότυπα υπέργειου µέρους φυτών χρυσανθέµου, 
αγγουριού και τοµάτας (αριστερά) και των ριζών τους αντιστοίχως (δεξιά), που 
προέκυψαν µετά την ανάλυση µε SDS-PAGE και την χρώση ολικών πρωτεϊνών . 

T A XT A X 

                                                                  

 
 

Με σκοπό τη µελέτη των υποµονάδων των τριών ενζύµων, τα 
πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα από τους διάφορους ιστούς αναλύθηκαν µε 
SDS-PAGE, υποβλήθηκαν σε Westrrn blot (µε τη µέθοδο αυτή οι 
πρωτεΐνες µεταφέρονται από την πηχτή σε σταθερό υπόστρωµα, στην 
προκειµένη περίπτωση σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, όπου στη συνέχεια 
µπορεί εύκολα να ανιχνευτεί µια συγκεκριµένη πρωτεΐνη, από το σύνολο 
των πρωτεϊνών που έχουν αναλυθεί) και στη συνέχεια τα τρία ένζυµα 
ανιχνεύθηκαν ανοσολογικά. Η ανοσοανίχνευση των ενζύµων έγινε µε τη 
βοήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα 
ένζυµα του αµπελιού .       

Στην περίπτωση της GS ανιχνεύτηκαν οι δύο τύποι υποµονάδων µε 
τη µορφή δύο διακριτών ζωνών που αντιστοιχούν στα δύο ισοένζυµα 
(στην κυτοπλασµική GS1 και στη χλωροπλαστική GS2) του ενζύµου 
(Εικόνα 2). Σε όλους τους ιστούς που µελετήθηκαν οι δυο υποµονάδες 
αναλύθηκαν µε τον ίδιο τρόπο, µε τη χλωροπλαστική υποµονάδα να έχει 
µεγαλύτερο µέγεθος (44 kDa) από την κυτοπλασµική (41 kDa). Η GS1 
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ανιχνεύτηκε σε όλους τους ιστούς, µε εντονότερη εµφάνιση στους ιστούς 
αγγουριάς,τοµάτας και στις ρίζες αυτών, ενώ είχε µειωµένη εµφάνιση 
στους ιστούς χρυσανθέµου. Η GS2 εντοπίστηκε σε µεγαλύτερη ποσότητα 
στο υπέργειο µέρος και των τριών ειδών, ενώ είχε µειωµένη εµφάνιση 
στους ιστούς της ρίζας .  

 
 
 

 
ΕΙΚΟΝΑ 2.Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH, GS και GOGAT α
χρυσανθέµου, αγγουριού και τοµάτας. Οι ολικές πρωτεΐνες α

TGS GDH 

 

        

AGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτοκυτταρίνης µε τη µέθοδ
 

υ

ε σε ελάχιστη ποσότητα τό
µέρο

P

 
Στην περίπτωση της GDH αναπτύχθηκε µια ζώ

(Εικόνα 2). Στο υπέργειο µέρος της αγγουριάς παρατη
συσσώρε ση της GDH, όπως και στη ρίζα του, ακολ
τοµάτας η οποία εµφανίζεται µειωµένη και τέλ
χρυσανθέµου εµφανίστηκ

ς, όσο και στην ρίζα. 
Τέλος η GOGAT ανιχνεύτηκε σε µεγάλη ποσότητ

η παρουσία της στους ιστούς της ρίζας ήταν οριακή (Ει
µε τη βιβλιογραφία, το ένζυµο αυτό εµφανίζεται κυρ
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GOGA
πό το υπέργειο µέρος 
ναλύθηκαν µε SDS-
ο Western Blot.    

σο στο υπέργειο 

νη σε κάθε ιστό 
ρήθηκε αυξηµένη 
ουθεί η GDH της 
ος η GDH του 

α στα φύλλα, ενώ 
κόνα 2). Σύµφωνα 
ίως στο υπέργειο 



µέρος των φυτών στα οποία έχει µελετηθεί ενώ στα άλλα όργανα η 
αρουσία του είναι αµελητέα .  

 
 

ος 
ρυσανθέµου, αγγουριού και τοµάτας. Οι ολικές πρωτεΐνες αναλύθηκαν µε SDS-
AGE και µεταφέρθηκαν σε φίλτρα νιτοκυτταρίνης µε τη µέθοδο Western Blot.    

π
 

ΕΙΚΟΝΑ 2.Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH, GS και GOGAT από το υπόγειο µέρ

GDH GS GOGAT 

 

                

χ
P
 
 

 
.2 Επίδραση επεξεργασµένων υγρών αποβλήτων στην ανάπτυξη και 

 

2
στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά του φυτού Χρυσάνθεµου  

 

πείρα

και χρησιµοποιήθηκαν για την µελέτη της επίδρασης των 
ποβλήτων στην ποσότητα πρωτεϊνών και στα ένζυµα GDH, GS και 
OGAT. 

 

 
Στο µα αυτό κόµβοι φυτών χρυσάνθεµου εµφυτεύτηκαν σε 7 

διαφορετικά θρεπτικά υποστρώµατα που περιείχαν επεξεργασµένα υγρά 
απόβλητα και παρακολουθήθηκε η ανάπτυξη τους. Στο τέλος του 
πειράµατος συλλέχθηκαν δείγµατα από το υπέργειο µέρος των φυτών και 
τις ρίζες 
α
G
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2.2.1 Επίδραση των υγρών αποβλήτων σε µακροσκοπικά χαρακτηριστικά 
των φυτών  Χρυσάνθεµου 

 
Σε όλες τις περιπτώσεις η ανάπτυξη των φυτών ήταν φυσιολογική 

χωρίς να παρατηρηθούν αξιοσηµείωτες διαφορές µεταξύ τω φυτών των 
διαφορετικών επεµβάσεων, µε εξαίρεση τα φυτά του µάρτυρα που για 
κάποιο πειραµατικό λόγο παρουσίασαν µειωµένη ανάπτυξη. Όλα

 

 είχαν 
πλού υ

επίσης τα φυτά ανέπτυξαν κανονικό ριζικό σύστηµα. 
Στις εικόνες 3 και 4 παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικά φυτά 

χρυσάνθεµου που αναπτύχθηκαν στα διαφορετικά υποστρώµατα του 
πειράµατος. 

ιλτραρισµένα)
S+υγρά απόβ
γρά απόβλητα

σιο πέργειο µέρος µε καλά ανεπτυγµένο βλαστό και φύλλα 
πράσινου χρώµατος χωρίς την εµφάνιση οποιουδήποτε συµπτώµατος 
τοξικότητας, 

ΕΙΚΟΝΑ 3. 
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Σ

ύλλω
πόβλ

ψηλ
ευτε
ίχαν
Μ

ρα (ΜS), ακολουθεί η επέµβαση2η (ΜS+υγρά απόβλητα σε στάδιο 
βάθµιας επεξεργασίας) , ΕΠ 3η (MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµιας 
γασίας), ΕΠ 4η (MS+υγρα απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία, 

υτών (Πίνακας 4). Αυτό το οποίο 
ηρούµε από τον ακόλουθο Πίνακα είναι ότι η επέµβαση µε τα 

ΝΑ 4. Αντιπροσωπευτικά in vitro φυτά χρυσάνθεµου που αναπτύχθηκαν υπό 
ίδραση των υγρών αποβλήτων, εκτός σωλήνα. Ξεκινώντας αριστερά από τον 

3η 4η 5η 6η 7η 

ρισµένα), ΕΠ 5η (MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο χλωρίωσης), ΕΠ 6η (1/2 υγρά  

την συνέχεια έγινε µέτρηση του ύψους και του αριθµού των 
ν των φυτών χρυσάνθεµου, ώστε να δούµε την επίδραση των 
ήτων στην ανάπτυξη των φ

ότερα  φυτά  είναι η επέµβαση 4 (MS µε λύµατα σε στάδιο 
ροβάθµιας επεξεργασίας, φιλτραρισµένα), και  παρόµοια ανάπτυξη 
 και οι υπόλοιπες επεµβάσεις. 
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Πίνακας 4. Μέσος όρος ταβολή ψους κ ριθµο λων ν 
χρυσάνθεµου ανεπτυγµένα σε θρεπτικό υπόστρωµα, µε λύµατα σε 
διαφορ επεξεργασίας. Τ τά αν χθηκα  20 ηµ . 
  

 µε ς ύ αι α ύ φύλ φυτώ
 

ετικά στάδια α φυ απτύ ν για έρες

ΧΡΥΣΑΝΘΕΜΟ ΣΕ 

ΥΨΟΣ 
 

Ο

Ο 1 2.8 5.3 8.3 12.7 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
4Ο 

 

5Ο 

 

 

Ο 3 5 7 8 9 

Ο 4 5 7 8 10 

 

ΧΡΟΝΟΣ ΗΜΕΡΕΣ 

4η 8η 12η 16η 20η 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1 2.1 3.7 5.6 7.7 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ    
2  1 2.3 4.4 6.8 10 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
3  

 
1.1 2.7 6.1 10.4 15.4 ΕΠ

ΕΜ
Β
Α
ΣΕ

ΙΣ

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  

 
1.1 3.1 5.8 9.3 13.5 

ΦΥΛΛΑ 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 3 4 6 7 8 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ    
2  

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
3  

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
4Ο 
 

3 5 7 8 9 ΕΠ
ΕΜ

Β
Α
ΣΕ

ΙΣ

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  
5Ο 

 
3 7 8 9 10 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 1. Μέσος όρος ύψους φυτών χρυσάνθεµου, που αναπτύχθηκαν σε 
θρεπτικά υποστρώµατα, µε λύµατα από διαφορετικά στάδια επεξεργασίας. Τα φυτά 
αναπτύχθηκαν συνολικά για 20 ηµέρες. 
 
 

ΙΑΓΡΑΜΜΑ 2. Μέσος όρος αριθµού φύλλων φυτών χρυσάνθεµου, που ∆
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικά υποστρώµατα, µε λύµατα από διαφορετικά στάδια 
επεξεργασίας. Τα φυτά αναπτύχθηκαν συνολικά για 20 ηµέρες. 
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2.2.2 Επίδραση των υγρών αποβλήτων σε βιοχηµικά χαρακτηριστικά των 

φυτών Χρυσάνθεµου 
 

Οι πρωτεΐνες από το υπέργειο µέρος των φυτών χρυσάνθεµου 
εκχε

αν έγινε ποσοτικός προσδιορισµός 
πρω

 στ

ίνακας 5.

 

ιλίστηκαν µε σκοπό να µελετηθεί η επίδραση των υγρών αποβλήτων 
στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά τους. 

Στα εκχυλίσµατα που προέκυψ
τεϊνών µε τη µέθοδο Lowry, µε σκοπό την εκτίµηση της σχετικής 

περιεκτικότητας κάθε ενός από τους ιστούς σε πρωτεΐνες. Επίσης έγινε 
προσδιορισµός της ενεργότητας (GDH). Τα αποτελέσµατα 
παρουσιάζονται ον Πίνακα 5. 
 
Π  Ολικές πρωτεΐνες και ειδική ενεργότητα της GDH στο 
υπέργειο µέρος φυτών χρυσάνθεµου. 
 
 

ΜΕΘΟ∆ΟΣ LOWRY ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

ΜΕΡΟΣ Η OD/min*mL 
mg / ml 

ΕΙ∆ΙΚΗ 

OD/min* mg 

Χ
ΡΥ

ΣΑ
Ν
Θ
ΕΜ

Ο

 
 

ΥΠΕΡΓΕΙΟ 

 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣ ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

Μ 0.46 1.47 0.98 

ΕΠ. 2η  0.63 2.01 0.64 

ΕΠ 3η 0.38 1.12 0.78 

ΕΠ 4η 0.31 0.99 1.56 

ΕΠ 5η 0.68 2.17 0.57 

ΕΠ 6η 0.44 1.40 0.99 

 

ΕΠ 7η 0.37 1.18 0.92 
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Από τα αποτελέσµατα τα οποία βλέπουµε στον Πίνακα 5 
παρατηρούµε ότι ο ιστός µε την µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες 
(mg πρωτεΐνης/g φυτικού ιστού) είναι εκείνος της 5η Επέµβασης (λύµατα 
τα οποία βρίσκονταν στο στάδιο χλωρίωσης).  

Όσον αφορά την ενεργότητα, ο ιστός ο οποίος αναπτύχθηκε σε 
λύµατα τα οποία βρίσκονταν στο στάδιο της ∆ευτεροβάθµιας 
Επεξεργασίας είχε την µεγαλύτερη ενεργότητα.  

Στην συνέχεια ίση ποσότητα πρωτεϊνών από κάθε φυτικό ιστό 
µετουσιώθηκε και ηλεκτοφορήθηκε µε SDS-PAGE, µε σκοπό την 
ανάλυση των εκχυλισµάτων στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το 
πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε ιστού που προέκυψε µετά τη χρώση του 
πηκτώµατος µε Coomassie brilliant blue R-250 φαίνεται στην  Εικόνα 5. 
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ΙΚΟΝΑ 5. Πρωτεϊνικά Πρότυπα υπέργειου µέρους φυτού χρυσάνθεµου, που 
ροέκυψαν µετά την ανάλυση µε SDS-PAGE και την Χρώση Ολικών Πρωτεϊνών . 

 

Με σκοπό τη µελέτη των υποµονάδων των τριών ενζύµων (GDH, 
S, GOGAT), τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφορετικών 
πεµβάσεων από τα φυτά χρυσάνθεµου αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, 
ποβλήθηκαν σε Western blot και στη συνέχεια τα τρία ένζυµα 
νιχνεύτηκαν ανοσολογικά. Η ανοσοανίχνευση των ενζύµων έγινε µε τη 
οήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα 
νζυµα του αµπελιού. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην Εικόνα 6.  
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DS-
AGE, µεταφορά µε Western blot και ανίχνευση µε τα κατάλληλα αντισώµατα . 

2.3 Ε άπτυξη και 

ΕΙΚΟΝΑ 6. Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH, της GS και της GOGAT από το 
Υπέργειο Μέρος του φυτού χρυσάνθεµου, που προέκυψαν µετά από ανάλυση S
P
 
 
 
 

πίδραση επεξεργασµένων υγρών αποβλήτων στην αν
στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά του φυτού αγγουριάς   

 

ε ε
ν

λήτων 
στην ποσότητα πρωτεϊνών και στα ένζυµα GDH, GS και GOGAT. 

 

2.3.1 ν αποβλήτων σε µακροσκοπικά χαρακτηριστικά 

 

Σπόροι αγγουριάς καλλιεργήθηκαν µε την µέθοδο της in vitro 
καλλιέργειας και εµφυτεύτηκαν σε 7 διαφορετικά θρεπτικά υποστρώµατα 
που περιείχαν πεξ ργασµένα υγρά απόβλητα τα οποία στην συνέχεια 
αναπτύχθηκαν σε θάλαµο µε αυστηρά ελεγχόµενες συ θήκες και 
παρακολουθήθηκε η ανάπτυξη τους. Στο τέλος του πειράµατος 
συλλέχθηκαν δείγµατα από το υπέργειο µέρος των φυτών και τις ρίζες 
και χρησιµοποιήθηκαν για την µελέτη της επίδρασης των αποβ

 
 Επίδραση των υγρώ
του φυτού αγγουριάς 

 

                                                    

            
                                         

GDH GS GOGAT 
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Σε όλες τις περιπτώσεις η ανάπτυξη των φυτών ήταν φυσιολογική 

χωρίς να παρατηρηθούν αξιοσηµείωτες διαφορές µεταξύ τω φυτών των 
διαφορετικών επεµβάσεων, µε εξαίρεση τα φυτά του µάρτυρα που για 
κάποιο πειραµατικό λόγο παρουσίασαν µειωµένη ανάπτυξη. Όλα είχαν 
πλούσιο υπέργειο µέρος µε καλά ανεπτυγµένο βλαστό και φύλλα 
πράσινου χρώµατος χωρίς την εµφάνιση οποιουδήποτε συµπτώµατος 

ικ

 που αναπτύχθηκαν στα διαφορετικά υποστρώµατα του 
ειράµατος. 

 

γρά απόβλητα
 

 

τοξικότητας, επίσης τα φυτά ανέπτυξαν κανον ό ριζικό σύστηµα. 
Στις εικόνες 7 και 8 παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικά φυτά 
χρυσάνθεµου
π
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7η 

ΕΠ 
6η

ΕΠ 
5η

ΕΠ 
4η

ΕΠ 
3η

ΕΠ 
2η 
Μ
 8. Αντιπροσωπευτικά in vitro φυτά αγγουριάς που αναπτύχθηκαν υπό την 
των υγρών αποβλήτων, εκτός σωλήνα. Ξεκινώντας αριστερά από τον 
S), ακολουθεί η επέµβαση 2η(ΜS+υγρά απόβλητα σε στάδιο 
ιας επεξεργασίας) , ΕΠ 3η (MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµιας 
ας), ΕΠ 4η (MS+υγρα απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία, 
ένα), ΕΠ 5η (MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο χλωρίωσης), ΕΠ 6η (1/2 
απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία) και ΕΠ 7η (1/4 MS+ 
ητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία). 

ην παρέλευση 20 ηµερών των φυτών αγγουριάς στον θάλαµο 
ς µε ελεγχόµενες συνθήκες, έγινε µέτρηση τόσο του ύψους όσο 
ριθµού των φύλλων τους όπως µπορούµε να παρατηρήσουµε 
ίνακα 6. Αυτό το οποίο βλέπουµε είναι ότι τα φυτά όλων των 
ων  είχαν σχεδόν όλα την ίδια ανάπτυξη και τον ίδιο αριθµό 
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Πίνακας 6. Μέσος όρος µεταβολής ύψους και αριθµού φύλλων φυτών 
αγγουριάς ανεπτυγµένα σε θρεπτικό υπόστρωµα, µε λύµατα σε 
διαφορετικά στάδια επεξεργασίας. Τα φυτά αναπτύχθηκαν για 20 ηµέρες. 
 

ΑΓΓΟΥΡΙ ΧΡΟΝΟΣ ΣΕ ΗΜΕΡΕΣ 

ΥΨΟΣ 4η 8η 12η 16η 20η 
 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1.8 2.05 3 4.5 6.3 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ    
2Ο 1.7 2.6 3.2 4.2 4.7 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
3Ο 2.2 2.4 3.1 3.8 5.9 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
4Ο 
 

1.4 2.4 2.9 3.6 5 ΕΠ
ΕΜ

Β
Α
ΣΕ

ΙΣ
 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  
5Ο 

 
1.9 2.7 2.9 5.3 6 

ΦΥΛΛΑ 
 

 
ΜΑΡΤΥΡΑΣ 2 3 3 4 5 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ    
2Ο 2 2 3 5 5 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
3Ο 3 3 4 5 5 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
4Ο 
 

2 4 4 5 5 ΕΠ
ΕΜ

Β
Α
ΣΕ

ΙΣ
 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  
5Ο 

 
2 3 3 4 4 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 3. Μέσος όρος ύψους φυτών αγγουριάς, που αναπτύχθηκαν σε 
θρεπτικά υποστρώµατα, µε λύµατα από διαφορετικά στάδια επεξεργασίας. Τα φυτά 
αναπτύχθηκαν για 20 ηµέρες. 
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∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 4. Μέσος όρος αριθµού φύλλων φυτών αγγουριάς, που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικά υποστρώµατα, µε λύµατα από διαφορετικά 
στάδια επεξεργασίας. Τα φυτά αναπτύχθηκαν για 20 ηµέρες. 
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2.3.2 Επίδραση των υγρών αποβλήτων σε βιοχηµικά χαρακτηριστικά των 
φυτών αγγουριάς  
 
Οι πρωτεΐνες από το υπέργειο µέρος των φυτών αγγουριάς 

εκχειλίστηκαν µε σκοπό να µελετηθεί η επίδραση των υγρών αποβλήτων 
στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά τους. 

Στα εκχυλίσµατα που προέκυψαν έγινε ποσοτικός προσδιορισµός 
πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Lowry, µε σκοπό την εκτίµηση της σχετικής 
περιεκτικότητας κάθε ενός από τους ιστούς σε πρωτεΐνες. Επίσης έγινε 
προσδιορισµός της ενεργότητας (GDH). Τα αποτελέσµατα 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 7. 
 
 
Πίνακας 7. Ολικές πρωτεΐνες και ειδική ενεργότητα της GDH στο 
υπέργειο µέρος φυτών αγγουριάς. 
 

ΜΕΘΟ∆ΟΣ LOWRY ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

 
 

ΥΠΕΡΓΕΙΟ 
ΜΕΡΟΣ 

 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣ
Η OD/min*mL 

ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ 

mg / ml 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

OD/min* mg 

Μ 0.29 0.92 2,91 

ΕΠ. 2η  0.25 0.8 2,18 

ΕΠ 3η 0.25 0.8 0,,2 

ΕΠ 4η 0.26 0.8 0,,2 

ΕΠ 5η 0.26 0.8 2,1 

ΕΠ 6η 0.26 0.8 2,4 

Α
ΓΓ

Ο
Υ
ΡΙ

 

ΕΠ 7η 0.25 0.8 3,1 

 
Από τα αποτελέσµατα τα οποία βλέπουµε στον Πίνακα 7 

παρατηρούµε ότι ο ιστός µε την µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες 
(mg πρωτεΐνης/g φυτικού ιστού) είναι ο Μάρτυρας.  

57



Όσον αφορά την ενεργότητα, ο Μάρτυρας είχε την µεγαλύτερη 
ενεργότητα ενώ οι ιστοί  της Επέµβασης 3 και 4 είχαν την µικρότερη . 
Στην συνέχεια ίση ποσότητα πρωτεϊνών από κάθε φυτικό ιστό 
µετουσιώθηκε και ηλεκτοφορήθηκε µε SDS-PAGE, µε σκοπό την 
ανάλυση των εκχυλισµάτων στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το 
πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε ιστού που προέκυψε µετά τη χρώση του 
πηκτώµατος µε Coomassie brilliant blue R-250 φαίνεται στην  Εικόνα 8. 
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ΙΚΟΝΑ 9. Πρωτεϊνικά Πρότυπα υπέργειου µέρους φυτού αγγουριάς, που 
ροέκυψαν µετά την ανάλυση µε SDS-PAGE και την Χρώση Ολικών Πρωτεϊνών  

                           
  

Με σκοπό τη µελέτη των υποµονάδων των τριών ενζύµων (GDH, 
S, GOGAT), τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφορετικών 
πεµβάσεων από τα φυτά χρυσάνθεµου αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, 
ποβλήθηκαν σε Western blot και στη συνέχεια τα τρία ένζυµα 
νιχνεύτηκαν ανοσολογικά. Η ανοσοανίχνευση των ενζύµων έγινε µε τη 
οήθεια αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα 
νζυµα του αµπελιού. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην Εικόνα 10.  
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ΕΙΚΟΝΑ 10. Πρωτεϊνικές ζώνες της GDH, της GS και της GOGAT από το 
Υπέργειο Μέρος του φυτού αγγουριάς, που προέκυψαν µετά από ανάλυση SDS-
PAGE, µεταφορά µε Western blot και ανίχνευση µε τα κατάλληλα αντισώµατα 

 

               

GOGAT GS GDH 

 
 
 
 
2.4 Επίδραση των επεξεργασµένων υγρών αποβλήτων στην ανάπτυξη  

και στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά του φυτού Τοµάτας 
 
 

Στο πείραµα αυτό σπόροι τοµάτας εµφυτεύτηκαν σε 7 διαφορετικά 
θρεπτικά υποστρώµατα που περιείχαν επεξεργασµένα υγρά απόβλητα και 
παρακολουθήθηκε η ανάπτυξη τους. Στο τέλος του πειράµατος 
συλλέχθηκαν δείγµατα από το υπέργειο µέρος των φυτών και τις ρίζες 
και χρησιµοποιήθηκαν για την µελέτη της επίδρασης των αποβλήτων 
στην ποσότητα πρωτεϊνών και στα ένζυµα GDH, GS και GOGAT. 
 
 
2.4.1 Επίδραση των υγρών αποβλήτων σε µακροσκοπικά χαρακτηριστικά 

τωυ φυτών τοµάτας  
 

Σε όλες τις περιπτώσεις η ανάπτυξη των φυτών ήταν φυσιολογική 
χωρίς να παρατηρηθούν αξιοσηµείωτες διαφορές µεταξύ τω φυτών των 
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διαφορετικών επεµβάσεων, µε εξαίρεση τα φυτά του µάρτυρα που για 
κάποιο πειραµατικό λόγο παρουσίασαν µειωµένη ανάπτυξη. Όλα είχαν 
πλούσιο υπέργειο µέρος µε καλά ανεπτυγµένο βλαστό και φύλλα 
πράσινου χρώµατος χωρίς την εµφάνιση οποιουδήποτε συµπτώµατος 
τοξικότητας, επίσης τα φυτά ανέπτυξαν κανονικό ριζικό σύστηµα. 

Στις εικόνες 11 και 12 παρουσιάζονται αντιπροσωπευτικά φυτά 
χρυσάνθεµου που αναπτύχθηκαν στα διαφορετικά υποστρώµατα του 
πειράµατος. 
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ΕΙΚΟΝΑ 12. Αντιπροσωπευτικά in vitro φυτά τοµάτας που αναπτύχθηκαν υπό την 
επίδραση των υγρών αποβλήτων, εκτός σωλήνα. Ξεκινώντας αριστερά από τον 
µάρτυρα(ΜS), ακολουθεί η επέµβαση 2η(ΜS+υγρά απόβλητα σε στάδιο 
πρωτοβάθµιας επεξεργασίας) , ΕΠ 3η (MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµιας 
επεξεργασίας), ΕΠ 4η (MS+υγρα απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία, 
φιλτραρισµένα), ΕΠ 5η (MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο χλωρίωσης), ΕΠ 6η (1/2 
MS+υγρά απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία) και ΕΠ 7η (1/4 MS+ 
υγρά απόβλητα σε στάδιο δευτεροβάθµια επεξεργασία). 

ΕΠ 
7η 

ΕΠ 
6η

ΕΠ 
5η

ΕΠ 
4Η

ΕΠ 
3η

ΕΠ 
2η Μ 

 
 
 
 
 

Στα φυτά τοµάτας µετά από διάστηµα 20 ήµερης ανάπτυξης τους 
στο θάλαµο µε ελεγχόµενες συνθήκες ανάπτυξης, έγινε µέτρηση τόσο 
του ύψους όσο και του αριθµού των φύλλων τους για να µπορέσουµε να 
µελετήσουµε την επίδραση των υγρών αποβλήτων στην ανάπτυξη τους 
(Πίνακας 8). Αυτό το οποίο βλέπουµε από τον Πίνακα είναι ότι τα φυτά 
τα οποία έχουν την µεγαλύτερη ανάπτυξη σε ύψος είναι εκείνα τα οποία 
αναπτύσσονται σε υπόστρωµα στο οποίο τα λύµατα βρίσκονται στο 
στάδιο της ∆ευτεροβάθµιας Επεξεργασίας, φιλτραρισµένα, ενώ εκείνα µε 
την µικρότερη ανάπτυξη είναι τα φυτά τα οποία αναπτύσσονται σε 
υπόστρωµα µε λύµατα που βρίσκονται σε στάδιο ∆ευτεροβάθµιας 
Επεξεργασίας. Οµοίως και στα φύλλα, τα φυτά µε το µεγαλύτερο αριθµό 
φύλλων είναι εκείνα τα οποία αναπτύσσονται µε λύµατα σε 
∆ευτεροβάθµιά Επεξεργασία, φιλτραρισµένα.      
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Πίνακας 8. Μέσος όρος µεταβολής ύψους και αριθµού φύλλων φυτών 
τοµάτας ανεπτυγµένα σε θρεπτικό υπόστρωµα, µε λύµατα σε 
διαφορετικά στάδια επεξεργασίας. Τα φυτά αναπτύχθηκαν για 20 ηµέρες. 
 

ΤΟΜΑΤΑ ΧΡΟΝΟΣ ΣΕ ΗΜΕΡΕΣ 

ΥΨΟΣ 4η 8η 12η 16η 20η 
 

ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1 1 1,9 2,8 3,3 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ    
2Ο 1,1 1,4 2,6 3,3 5 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
3Ο 1,3 2,2 2,9 3,9 5,4 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
4Ο 
 

1,3 2 3 4,3 6,1 ΕΠ
ΕΜ

Β
Α
ΣΕ

ΙΣ
 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  
5Ο 

 
1 1,7 2,3 3,6 5,5 

ΦΥΛΛΑ 
 

 
ΜΑΡΤΥΡΑΣ 1 2 4 6 9 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ    
2Ο 2 4 6 11 16 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
3Ο 2 4 6 11 16 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ 
4Ο 
 

3 4 7 11 17 ΕΠ
ΕΜ

Β
Α
ΣΕ

ΙΣ
 

ΥΠΟΣΤΡΩΜΑ  
5Ο 

 
2 3 5 8 14 

 

62



0

2

4

6

8

4η 8η 12η 16η 20η

ΧΡΟΝΟΣ ΣΕ ΗΜΕΡΕΣ

Μ
.Ο

  Υ
Ψ
Ο
ΥΣ

 Φ
ΥΤ

Ω
Ν

 (c
m

)

Μ
ΕΠ. 2η
ΕΠ. 3η
ΕΠ. 4η
ΕΠ. 5η

 ∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 5. Μέσος όρος ύψους φυτών τοµάτας που αναπτύχθηκαν σε 
θρεπτικά υποστρώµατα, µε λύµατα από διαφορετικά στάδια επεξεργασίας. Τα φυτά 
αναπτύχθηκαν για 20 ηµέρες. 
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 ∆ΙΑΓΡΑΜΜΑ 6.Μέσος όρος αριθµού φύλλων φυτών τοµάτας, που 
αναπτύχθηκαν σε θρεπτικά υποστρώµατα, µε λύµατα από διαφορετικά στάδια 
επεξεργασίας. Τα φυτά αναπτύχθηκαν για 20 ηµέρες. 
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2.4.2 Επίδραση των υγρών αποβλήτων στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά των 
φυτών Χρυσάνθεµου 

 
 

Φυτά τοµάτας εκχειλίστηκαν µε σκοπό την αποµόνωση των 
πρωτεϊνών, ώστε να µπορέσουµε να µελετήσουµε την επίδραση των 
υγρών αποβλήτων στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά τους. 
Στα εκχυλίσµατα που προέκυψαν έγινε ποσοτικός προσδιορισµός 
πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Lowry, µε σκοπό την εκτίµηση της σχετικής 
περιεκτικότητας κάθε ενός από τους ιστούς σε πρωτεΐνες. Επίσης έγινε 
προσδιορισµός της ενεργότητας (GDH). Τα αποτελέσµατα 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 9. 
 
 
Πίνακας 9. Απορρόφηση, Ολικές πρωτεΐνες και ενζυµική ενεργότητα 
GDH σε ιστούς και ρίζα  Τοµάτας 
 

ΜΕΘΟ∆ΟΣ LOWRY ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 
GDH 

 
 

ΥΠΕΡΓΕΙΟ 
ΜΕΡΟΣ 

 

ΑΠΟΡΡΟΦΗΣ
Η OD/min*mL 

ΟΛΙΚΗ 
ΠΡΩΤΕΪΝΗ 

mg / ml 

ΕΙ∆ΙΚΗ 
ΕΝΕΡΓΟΤΗΤΑ 

OD/min* mg 

Μ 0,39 1,26 2,63 

ΕΠ. 2η  0,45 0,69 3,39 

ΕΠ 3η 0,36 1,16 1,89 

ΕΠ 4η 0,39 1,27 2,17 

ΕΠ 5η 0,30 0,96 2,13 

ΕΠ 6η 0,48 1,56 1,52 

ΤΟ
Μ
Α
ΤΑ

 

ΕΠ 7η 0,31 1,01 3 

 
 

Από τα αποτελέσµατα τα οποία βλέπουµε στον Πίνακα 9 
παρατηρούµε ότι ο ιστός µε την µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες 
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(mg πρωτεΐνης/g φυτικού ιστού) είναι ο οποίος αναπτύσσεται σε 
υπόστρωµα µισής συγκέντρωσης (1/2 MS), ενώ εκείνος µε τη µικρότερη 
ήταν ο ιστός της ρίζας . 

Όσον αφορά την ενεργότητα, ο ιστός της ρίζας είχε την µεγαλύτερη 
ενεργότητα ενώ οι ιστοί  της Επέµβασης 6 είχe την µικρότερη . 
Στην συνέχεια ίση ποσότητα πρωτεϊνών από κάθε φυτικό ιστό 
µετουσιώθηκε και ηλεκτοφορήθηκε µε SDS-PAGE, µε απώτερο σκοπό 
την ανάλυση των εκχυλισµάτων στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες. Το 
πρωτεϊνικό πρότυπο κάθε ιστού που προέκυψε µετά τη χρώση του 
πηκτώµατος µε Coomassie brilliant blue R-250 φαίνεται στην  Εικόνα 9. 
 

ΕΙΚΟΝΑ 13. Πρωτεϊνικά Πρότυπα Υπέργειου Μέρους φυτού Tοµάτας, που 
προέκυψαν µετά την ανάλυση µε SDS-PAGE και την Χρώση Ολικών Πρωτεϊνών  

 

                            

 
 

Με σκοπό τη µελέτη των υποµονάδων των τριών ενζύµων (GDH, GS, 
GOGAT), τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφορετικών επεµβάσεων 
από τα φυτά χρυσάνθεµου αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, υποβλήθηκαν σε 
Western blot και στη συνέχεια τα τρία ένζυµα ανιχνεύτηκαν 
ανοσολογικά. Η ανοσοανίχνευση των ενζύµων έγινε µε τη βοήθεια 
αντισωµάτων κουνελιού που αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα ένζυµα του 
αµπελιού. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στην Εικόνα 14. 
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 ΕΙΚΟΝΑ 10. Πρωτεϊνικές Ζώνες της GDH, της GS και της GOGAT από το 
Υπέργειο Μέρος του φυτού Χρυσάνθεµου, που προέκυψαν µετά από ανάλυση SDS-

GOGAT GS GDH 

 

            

PAGE, µεταφορά µε Western blot και ανίχνευση µε τα κατάλληλα αντισώµατα 
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3 ΣΥΖΗΤΗΣΗ  
 

τ

Η εργασία αυτή έγινε µε σκοπό τη µελέτη της επίδρασης των 
επεξεργασµένων υγρών αποβλήτων στην ανάπτυξη και στα βιοχηµικά 
χαρακτηριστικά των φυτικών ειδών Χρυσάνθεµο, Αγγούρι, Τοµάτα. Στα 
αρχικά πειράµατα µελετήθηκαν οι ιδιότητες των ενζύµων GDH, GS, 
GOGAT στα φυτά χρυσάνθεµο, αγγούρι και τοµάτα. Για την ανίχνευση 
τους χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα από κουνέλι τα οποία αναγνώριζαν 
την GDH, την GS και την GOGAT του αµπελιού, αντίστοιχα. Το γεγονός 
ότι τα αντισώµατα αυτά αναγνώρισαν και τα ένζυµα των τριών φυτικών 
ειδών υποδηλώνει την συγγένεια των ενζύµων των τεσσάρων φυτικών 
ειδώ  παρουσιάζουνν. Γενικά τα τρία αυτά ένζυµα  υψηλό βαθµό 
οµολογίας σε όλα τα ανώτερα φυτά που έχουν µελετηθεί.  

Η GDH των διαφόρων φυτικών ειδών που έχουν µελετηθεί 
παρουσιάζει πρότυπο επτά ισοενζύµων και είναι εξαµερές ένζυµο 
αποτελούµενο από δύο είδη υποµονάδων. Αν και έγινε προσπάθεια 
διαχωρισµού των υποµονάδων της GDH, τα αποτελέσµατα δεν ήταν 
ικανοποιητικά ώστε να υποστηρίξουµε την παρουσία δυο υποµονάδων 
στους ιστούς χρυσάνθεµου, αγγουριάς και τοµάτας. Τα αποτελέσµατα 
της µέτρησης της ενεργότητας της GDH και της ανάλυσης µε Western 
blot έδειξαν την παρουσία του ενζύµου σε όλους τους εξεταζόµενους 
ιστούς. 

Όσο αφορά την GS , ανιχνεύτηκαν δύο ισοένζυµα (  GS1 και GS2) 
µε µορφή δύο πρωτεϊνικών ζωνών διαφορετικού βάρους, που 
παρουσίασαν ποσοτική διακύµανση µεταξύ του υπέργειου µέρους και της 
ρίζας στα τρία φυτικά είδη. Η GS αναλύθηκε µε ηλεκτροφόρηση σε δύο 
πρωτεϊνικές ζώνες. Η ζώνη µε το µεγαλύτερο µοριακό βάρος αντιστοιχεί 
στο χλωρο λ  ε ζπ αστικό ισοένζυµο νώ η ώνη µικρότερου µοριακού βάρους 
αντιστοιχεί στην  κυτταροπλασµική GS. 

Τέλος η GOGAT, που όπως είναι γνωστό εντοπίζεται στους 
χλωροπλάστες και αποτελεί την κύρια ενζυµική µορφή στους πράσινους 
ιστού αναλύθηκες,  ως µια πρωτεϊνική ζώνη στο υπέργειο µέρος των 
τριών φυτικών ειδών. 

Το φυτικό υλικό εµφυτεύτηκε σε 7 διαφορετικά υποστρώµατα, µε 
την µέθοδο της Ιστοκαλλιέργειας. Κάθε υπόστρωµα περιείχε λύµατα σε 
διαφορετικό στάδιο επεξεργασίας, ώστε να δούµε την επίδραση τους 
ξεχωριστά σε κάθε φυτικό είδος. Για να παρατηρήσουµε την επίδραση 
των επεξεργασµένων υγρών αποβλήτων µακροσκοπικά και στα τρία 
φυτικά είδη, έγινε µέτρηση τόσο του ύψους όσο και του αριθµού φύλλων 
τους και αυτό ο οποίο είδαµε είναι ότι σε όλες τις περιπτώσεις η 
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ανάπτυξη των φυτών ήταν φυσιολογική χωρίς να παρατηρηθούν 
αξιοσηµείωτες διαφορές µεταξύ τω φυτών των διαφορετικών 
επεµβάσεων, µε εξαίρεση τα φυτά του µάρτυρα που για κάποιο 
πειραµατικό λόγο παρουσίασαν µειωµένη ανάπτυξη. Όλα είχαν πλούσιο 
υπέργειο µέρος µε καλά ανεπτυγµένο βλαστό και φύλλα πράσινου 
χρώµ

ύ τ

µ ο Σ π

 στις επιµέρους πρωτεϊνικές ζώνες όπου ίση ποσότητα 
πρω

µ

υ κ
ανο νίχ

υµα   GDH, GS και GOGAT 
ανιχ

και 
τα.     

        
          
 

ατος χωρίς την εµφάνιση οποιουδήποτε συµπτώµατος τοξικότητας, 
επίσης τα φυτά ανέπτυξαν κανονικό ριζικό σύστηµα. 

Στην συνέχεια για να δο µε ην επίδραση των λυµάτων στα 
βιοχηµικά χαρακτηριστικά των φυτικών ειδών έγινε εκχύλιση των 
πρωτεϊνών από το υπέργειο και το υπόγειο µέρος των φυτών 
χρυσάνθε ο, αγγουριάς και τ µάτα. τα εκχυλίσµατα ου προέκυψαν 
έγινε ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεϊνών µε την µέθοδο Lowry και 
µέτρηση της ενεργότητας. Μετά ακολούθησε η ανάλυση των 
εκχυλισµάτων

τεϊνών από κάθε φυτικό ιστό µετουσιώθηκε και ηλεκτοφορήθηκε µε 
SDS-PAGE. 

Με σκοπό τη ελέτη των υποµονάδων των τριών ενζύµων (GDH, 
GS, GOGAT), τα πρωτεϊνικά εκχυλίσµατα των διαφορετικών 
επεµβάσεων από τα φυτά χρυσάνθεµου, αγγουριάς και τοµάτας 
αναλύθηκαν µε SDS-PAGE, ποβλήθη αν σε Western blot και στη 
συνέχεια τα τρία ένζυµα ανιχνεύτηκαν ανοσολογικά. Η σοα νευση 
των ενζύµων έγινε µε τη βοήθεια αντισωµάτων κουνελιού που 
αναγνωρίζουν τα αντίστοιχα ένζυµα του αµπελιού. Αυτό το οποίο 
παρατηρήσαµε είναι ότι και τα τρία ένζ

νεύτηκαν σε όλους τους ιστούς και των τριών φυτικών ειδών χωρίς 
να εµφανιστούν σηµαντικές διαφορές. 

Συνοψίζοντας, τα αποτελέσµατα της εργασίας αποδεικνύουν ότι τα 
υγρά απόβλητα δεν είχαν αρνητικές επιπτώσεις στην ανάπτυξη αλλά 
στα βιοχηµικά χαρακτηριστικά των φυτών χρυσάνθεµο, αγγούρι, τοµά
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