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			Πίνακας συντομεύσεων - ακρωνύμια

			
				
					
					
				
				
					
							
							3-PGA

						
							
							3-φωσφογλυκερινικό οξύ

						
					

					
							
							Abs

						
							
							απορροφητικότητα

						
					

					
							
							ABTS+*

						
							
							ελεύθερη ρίζα του 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid

						
					

					
							
							AL

						
							
							actinic light, ακτινικό φως

						
					

					
							
							Aleaf

						
							
							συνολική επιφάνεια των φύλλων

						
					

					
							
							Amax

						
							
							μέγιστη ταχύτητα φωτοσύνθεσης

						
					

					
							
							Asoil

						
							
							επιφάνεια του εδάφους

						
					

					
							
							ATP

						
							
							τριφωσφορική αδενοσίνη

						
					

					
							
							Ca, Cb, Cx+c

						
							
							συγκέντρωση  χλωροφύλλης a,  b, ολικών καροτενοειδών

						
					

					
							
							Chl a, b

						
							
							χλωροφύλλη a, b

						
					

					
							
							Chl a+b

						
							
							ολικές χλωροφύλλες

						
					

					
							
							DCMU

						
							
							διχλωροφαινυλ - διμεθυλουρία

						
					

					
							
							DCPIP

						
							
							διχλωροφαινόλη - ινδοφαινόλη

						
					

					
							
							EDTA

						
							
							αιθυλενοδιαμινο-τετραοξικό οξύ

						
					

					
							
							ETR

						
							
							electron transport rate, ταχύτητα ροής e-

						
					

					
							
							Fd

						
							
							φερρεδοξίνη

						
					

					
							
							Fmax

						
							
							μέγιστος φθορισμός

						
					

					
							
							FNR

						
							
							φερρεδοξίνη - NADP ρεδουκτάση

						
					

					
							
							Fv

						
							
							μεταβαλλόμενος φθορισμός

						
					

					
							
							H2O2

						
							
							υπεροξείδιο του υδρογόνου

						
					

					
							
							HRP

						
							
							horseradish peroxidase, σύστημα υπεροξειδάσης από χρένο

						
					

					
							
							IAA

						
							
							ινδολυλοξικό οξύ, αυξίνη

						
					

					
							
							IRGA

						
							
							infra-red gas analyser, αναλυτής αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας

						
					

					
							
							LAI

						
							
							leaf area index, δείκτης φυλλικής επιφάνειας

						
					

					
							
							MA

						
							
							μηλικό οξύ

						
					

					
							
							MDH

						
							
							NADH-μηλική αφυδρογονάση

						
					

					
							
							ML

						
							
							measuring light, φως μέτρησης

						
					

					
							
							O.D.

						
							
							optical density, Οπτική πυκνότητα

						
					

					
							
							OAA

						
							
							οξαλοξικό οξύ

						
					

					
							
							P

						
							
							πίεση σπαργής

						
					

					
							
							P680/ P680*

						
							
							δραστικό κέντρο του φωτοσυστήματος ΙΙ / διηγερμένο

						
					

					
							
							P700/ P700*

						
							
							δραστικό κέντρο του φωτοσυστήματος Ι / διηγερμένο

						
					

					
							
							PAL

						
							
							phenylalanine ammonia lyase, αμμωνιο-λυάση της φαινυλαλανίνης

						
					

					
							
							PAM

						
							
							pulse-amplitude modulated fluorometers, φθορισμόμετρα διαμόρφωσης εύρους παλμού

						
					

					
							
							PAR

						
							
							φωτοσυνθετικά ενεργή ακτινοβολία

						
					

					
							
							PC

						
							
							πλαστοκυανίνη

						
					

					
							
							PEP

						
							
							φωσφοενολ-πυροσταφυλικό οξύ

						
					

					
							
							PEPCase

						
							
							καρβοξυλάση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος

						
					

					
							
							Pheo

						
							
							φαιοφυτίνη

						
					

					
							
							ppm

						
							
							part per million, μέρη στο εκατομμύριο

						
					

					
							
							PQ

						
							
							πλαστοκινόνη

						
					

					
							
							PS ΙΙ, PS Ι

						
							
							φωτοσύστημα ΙΙ, φωτοσύστημα Ι

						
					

					
							
							PVP

						
							
							πολυβινυλ-πυρρολιδόνη

						
					

					
							
							QA, QB

						
							
							κινόνη Α,  κινόνη Β

						
					

					
							
							Rbl

						
							
							αντίσταση οριακού στρώματος

						
					

					
							
							Rc

						
							
							αντίσταση εφυμενίδας

						
					

					
							
							RCBr

						
							
							rapid-cycling Brassicas

						
					

					
							
							Rf

						
							
							retardation factor, παράγοντας επιβράδυνσης

						
					

					
							
							RH

						
							
							σχετική υγρασία του αέρα

						
					

					
							
							Rm

						
							
							αντίσταση μεσοφύλλου

						
					

					
							
							ROS

						
							
							ενεργές μορφές οξυγόνου

						
					

					
							
							Rs

						
							
							στοματική αντίσταση

						
					

					
							
							RubisCO

						
							
							καρβοξυλάση/οξυγονάση της RudP

						
					

					
							
							RudP

						
							
							1,5 διφωσφορική ριβουλόζη

						
					

					
							
							RWC

						
							
							relative water content, σχετικό περιεχόμενο σε νερό

						
					

					
							
							SEM

						
							
							ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης

						
					

					
							
							SLM

						
							
							specific leaf mass, ειδική μάζα φύλλου

						
					

					
							
							SP

						
							
							saturating pulse, αναλαμπή κορεσμού

						
					

					
							
							Tr

						
							
							ταχύτητα διαπνοής

						
					

					
							
							UV

						
							
							υπεριώδης ακτινοβολία

						
					

					
							
							Vmax

						
							
							μέγιστη δραστηριότητα

						
					

					
							
							ΚΒ

						
							
							κορεσμένο βάρος

						
					

					
							
							ΝΒ

						
							
							νωπό βάρος

						
					

					
							
							ΞΒ

						
							
							ξηρό βάρος

						
					

					
							
							π

						
							
							ωσμωτική πίεση

						
					

					
							
							ΣΥ

						
							
							σχετική υγρασία του αέρα

						
					

					
							
							ΦPSII

						
							
							actual yield, τρέχουσα φωτοχημική απόδοση του PS II

						
					

					
							
							ΨP

						
							
							δυναμικό πίεσης

						
					

					
							
							ΨS

						
							
							ωσμωτικό δυναμικό

						
					

					
							
							ΨW

						
							
							δυναμικό του νερού

						
					

				
			

		

	
		
			Πρόλογος

			Το βιβλίο αποτελεί έναν Εργαστηριακό οδηγό Φυσιολογίας Φυτών και περιλαμβάνει 21 ασκήσεις που αφορούν τις λειτουργίες των φυτών και τον τρόπο που αυτές επηρεάζονται από το περιβάλλον και την αναπτυξιακή φάση της ζωής τους. Το αντίστοιχο μάθημα, με αυτόν ή παρεμφερή τίτλο, διδάσκεται ως υποχρεωτικό σε όλα τα Τμήματα/Σχολές Βιολογίας, Γεωπονίας και Δασολογίας ΑΕΙ, και σε αρκετά ΤΕΙ με σχετικό περιεχόμενο σπουδών. Επομένως, το βιβλίο απευθύνεται κυρίως στους αντίστοιχους φοιτητές.

			Οι ασκήσεις είναι χωρισμένες σε έξι κεφάλαια, όσα περίπου και τα αντίστοιχα κεφάλαια των διδακτικών βιβλίων Φυσιολογίας Φυτών. Ο προφανής, αρχικός στόχος είναι η εργαστηριακή εμπέδωση της θεωρίας. Ωστόσο, δίνεται ιδιαίτερη έμφαση στην εξοικείωση του φοιτητή με την πειραματική μεθοδολογία και την ποσοτικοποίηση των μετρήσεων. Με αυτήν την έννοια, αρκετές ασκήσεις έχουν τον χαρακτήρα ενός μικρού ‘ερευνητικού έργου’, όπου ο φοιτητής καλείται να διατυπώσει υποθέσεις, να οργανώσει το κατάλληλο πείραμα, να ελέγξει την αξιοπιστία των μεθόδων και του εξοπλισμού, να αναλύσει ποσοτικά τα αποτελέσματα, να τα επεξεργαστεί στατιστικά και να αποφανθεί για την ορθότητα ή μη της αρχικής υπόθεσης συζητώντας τις εναλλακτικές ερμηνείες.

			Στις περισσότερες ασκήσεις απαιτούνται υλικά και εξοπλισμός που συνήθως είναι διαθέσιμος σε ένα τυπικό εργαστήριο Φυσιολογίας Φυτών. Ωστόσο, σε μερικές περιπτώσεις, τα χρησιμοποιούμενα υλικά και ο εξοπλισμός είναι αρκετά κοινά ώστε η άσκηση να μπορεί να εκτελεστεί και σε ένα εργαστήριο Μέσης Εκπαίδευσης. Επομένως, το βιβλίο είναι χρήσιμο όχι μόνο στον φοιτητή που θα ακολουθήσει αυτήν τη σταδιοδρομία, αλλά και στον ήδη υπηρετούντα καθηγητή Μέσης Εκπαίδευσης. Τέλος, ένα από τα κεφάλαια του βιβλίου (με τίτλο ‘Φυτά και Περιβάλλον’) περιλαμβάνει 6 ασκήσεις που γίνονται εν μέρει στο ύπαιθρο. Αυτές μπορεί να χρησιμοποιηθούν σε προγράμματα σπουδών που περιλαμβάνουν μαθήματα σχετικά με την Οικοφυσιολογία/Περιβαλλοντική Βιολογία των φυτών.

			Με την ολοκλήρωση του βιβλίου, οι συγγραφείς θα ήθελαν να ευχαριστήσουν θερμά τους συντελεστές αυτής της προσπάθειας για την άψογη συνεργασία. Τον Καθηγητή κ. Γιώργο Καραμπουρνιώτη για τις πολύ γόνιμες συζητήσεις και τα επικοδομητικά σχόλια στο πλαίσιο της κριτικής ανάγνωσης του κειμένου. Τις Ιωάννα Κατσέλη και Μυρσίνη Μανέτα, για τη γλωσσική και γραφιστική επιμέλεια του συγγράμματος, αντίστοιχα. Την Αλεξάνδρα Κυζερίδου, Διδάκτορα του Εργαστηρίου Φυσιολογίας Φυτών,  και τον Χρήστο Χονδρογιάννη (υποψήφιο Διδάκτορα), για την πολύτιμη τεχνική συνεισφορά τους σε όλα τα στάδια προετοιμασίας του συγγράμματος.

			Γιάννης Μανέτας

			Γιώργος Γραμματικόπουλος

			Γιόλα Πετροπούλου 

			Γεώργιος Κ. Ψαράς

		

	
		
			Κεφάλαιο 1. Υδατικές σχέσεις

			Σύνοψη

			Το πρώτο κεφάλαιο περιέχει 3 υποκεφάλαια - ασκήσεις. Στην πρώτη άσκηση, τίθεται το ερώτημα της πραγματικής αλλά και της εν δυνάμει μέγιστης περιεκτικότητας των φύλλων σε νερό και μετρώνται ποσοτικά και τα δύο μεγέθη. Στη δεύτερη, αναλύεται ο συνδυασμός των παραμέτρων που καθορίζουν την κατεύθυνση της μετακίνησης του νερού στους φυτικούς ιστούς και τα κύτταρα. Προσδιορίζεται ποσοτικά το δυναμικό του νερού και οι δύο συνιστώσες του, δηλαδή η πίεση σπαργής και η ωσμωτική πίεση. Στην τρίτη, εξετάζεται η λειτουργία της διαπνοής, μέσω της οποίας το νερό εξατμίζεται από τα στόματα των φύλλων με τη μορφή υδρατμών και προσδιορίζεται ποσοτικά το άνοιγμα των στοματικών πόρων, η αντίσταση που παρουσιάζουν στην έξοδο των υδρατμών και η ταχύτητα διαπνοής.

			Άσκηση 1.1: Προσδιορισμός του σχετικού περιεχομένου σε νερό

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει στόχο την εκτίμηση του σχετικού περιεχομένου σε νερό (Relative Water Content, RWC) σε φύλλα. Με αυτή την απλή μέθοδο δίνεται η δυνατότητα σύγκρισης της υδατικής κατάστασης των φυτών τόσο μεταξύ διαφορετικών περιβαλλοντικών συνθηκών, όσο και μεταξύ διαφορετικών ειδών.

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Το υδατικό ισοζύγιο των φυτών − Προσαρμογές των φυτών στην υδατική καταπόνηση.

			1.1.1 Εισαγωγή

			Η υδατική κατάσταση των φυτικών κυττάρων είναι αναπόσπαστα συνδεδεμένη με τη λειτουργία και την επιβίωση των φυτών. Το νερό, άλλωστε, αποτελεί το 90 - 95 %  της μάζας ενός τυπικού φυτικού κυττάρου σε συνθήκες επάρκειας. Η υδατική κατάσταση των φυτικών ιστών και οργάνων μπορεί να εκτιμηθεί με το δυναμικό του νερού (ΨW) και την πίεση σπαργής (Ρ) (βλέπε Άσκηση 1.2). Ωστόσο, αυτές οι παράμετροι συνδέονται κυρίως με την κίνηση του νερού.

			Η περιεκτικότητα σε νερό (Water Content), συνδέεται περισσότερο με το υδατικό ισοζύγιο του φυτού και, επομένως, με τη δυνατότητα αύξησης και ανάπτυξης του φυτού. Η περιεκτικότητα σε νερό εκφράζεται με αρκετούς διαφορετικούς τρόπους (π.χ. ποσότητα νερού ανά μονάδα ξηρού βάρους, ποσότητα νερού ανά μονάδα νωπού βάρους κ.λ.π). Καθώς η ξηρή μάζα ενός ιστού διαφέρει σημαντικά από δείγμα σε δείγμα γενικά αποφεύγεται η χρήση της περιεκτικότητας σε νερό.

			Το Σχετικό Περιεχόμενο σε Νερό (Relative Water Content, RWC) είναι ένας εύχρηστος δείκτης της υδατικής κατάστασης ενός ιστού γιατί εκφράζει το τρέχον περιεχόμενό του σε νερό σε σχέση με το περιεχόμενο σε νερό του ίδιου ιστού όταν αυτός έχει κορεστεί πλήρως σε νερό. Το RWC υπολογίζεται σύμφωνα με τον τύπο:

			[image: ]

			Όπως προκύπτει από τον παραπάνω μαθηματικό τύπο το Σχετικό Περιεχόμενο σε Νερό (RWC) εκφράζεται ως ποσοστό επί τοις εκατό.

			1.1.2. Πειραματικό μέρος

			Το κρισιμότερο στάδιο της μέτρησης του RWC είναι η επίτευξη της πλήρους ενυδάτωσης (κορεσμός) του ιστού που εξετάζεται. Ειδικότερα, για την εκτίμηση του σχετικού περιεχομένου των φύλλων σε νερό χρησιμοποιούνται τμήματα του ελάσματος του φύλλου, συνήθως με τη μορφή δίσκων. Οι δίσκοι αυτοί είναι προτιμότερο να παραλαμβάνονται από το μέσο του ελάσματος για να αποφεύγονται διακυμάνσεις λόγω διαφορών μεταξύ της βάσης και της κορυφής. Καταλληλότερα είναι τα ώριμα φύλλα στα οποία, αντίθετα με τα νεαρά, η αύξηση του αριθμού και του μεγέθους των κυττάρων έχει ήδη ολοκληρωθεί. 

			Η διαδικασία ενυδάτωσης μέχρι το σημείο κορεσμού περιλαμβάνει δύο διακριτές φάσεις (Σχήμα 1.1.1). Κατά την πρώτη φάση, το νερό εισέρχεται στον ιστό με μεγάλη ταχύτητα αποκαθιστώντας το έλλειμμα σε νερό, ενώ κατά τη δεύτερη φάση, που είναι πολύ πιο αργή, η ποσότητα του νερού που εισέρχεται είναι πολύ μικρή και σχετίζεται με πολλές διαφορετικές φυσιολογικές διεργασίες. Η δεύτερη φάση είναι εντονότερη στους νεαρούς ιστούς και αυτός είναι ένας επιπρόσθετος λόγος για να επιλέγονται ώριμα φύλλα για συγκρίσεις. Βεβαίως, σε μετρήσεις που σχετίζονται με το φαινόμενο της ανάπτυξης, όπου χρησιμοποιούνται υποχρεωτικά δείγματα διαφορετικών ηλικιών, θα πρέπει να επιχειρούνται αρκετές προκαταρκτικές δοκιμές και να γίνονται οι κατάλληλες διορθώσεις.

			[image: Εικόνα 1.1.1.png]

			Σχήμα 1.1.1 Οι φάσεις ενυδάτωσης δίσκων νεαρών και ώριμων φύλλων του ίδιου φυτού.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φύλλα,

			•ψαλίδι ή φελλοτρυπητήρας,

			•αεροστεγή σακουλάκια,

			•διηθητικό χαρτί,

			•απιονισμένο ή απεσταγμένο νερό,

			•τρυβλία,

			•ζυγός ακριβείας,

			•κλίβανος.

			Πειραματική Διαδικασία

			Για τον υπολογισμό του RWC θα χρειαστεί δείγμα 4 - 5 ώριμων φύλλων από το φυτό που πρόκειται να μελετηθεί.

			Το κάθε φύλλο τοποθετείται σε αεροστεγές σακουλάκι που περιέχει ένα μικρό κομμάτι νωπού διηθητικού χαρτιού και φυλάσσεται σε δοχείο με χαμηλή θερμοκρασία μέχρι να μεταφερθεί στο εργαστήριο, εξασφαλίζοντας οτι η υδατική κατάσταση του δείγματος δεν θα μεταβληθεί κατά τη μεταφορά (Εικόνα 1.1.1). Το συγκεκριμένο στάδιο μπορεί να παραληφθεί αν το φυτό βρίσκεται στον εργαστηριακό χώρο.

			Από κάθε φύλλο λαμβάνονται με τη βοήθεια του κατάλληλου εργαλείου (Εικόνα 1.1.2), 1 - 2 δίσκοι επιφάνειας περίπου 0.5 cm2. Ο αριθμός των δίσκων που λαμβάνονται από κάθε φύλλο εξαρτάται από το μέγεθος του φύλλου. Οι δίσκοι λαμβάνονται κατά προτίμηση από τη μέση του ελάσματος και όχι από την κορυφή ή τη βάση.

			[image: Εικόνα 1.1.2.png] 

			Εικόνα 1.1.1 Στην εικόνα παρουσιάζεται ένας ασφαλής τρόπος μεταφοράς των φύλλων από το πεδίο στο εργαστήριο έτσι ώστε να αποφευχθούν απώλειες νερού.

			[image: Εικόνα 1.1.3.png]

			Εικόνα 1.1.2 Εργαλείο λήψης δίσκων από το έλασμα των φύλλων ιστών (φελλοτρυπητήρας).

			Ο κάθε δίσκος ζυγίζεται με ζυγό ακριβείας και καταγράφεται το νωπό βάρος του (ΝΒ) και στη συνέχεια, τοποθετείται σε μικρό τριβλίο με απιονισμένο νερό (Εικόνα 1.1.3). Τα τρυβλία τοποθετούνται σε χώρο με σχετικά χαμηλή θερμοκρασία και πολύ χαμηλή ένταση φωτός (προκειμένου να ελαχιστοποιηθούν  κατά το δυνατόν οι μεταβολικές διαδικασίες). Οι δίσκοι ζυγίζονται σε τακτά χρονικά διαστήματα (τουλάχιστον 4 ωρών). Όταν το βάρος του κάθε δίσκου σταθεροποιηθεί, καταγράφεται ως κορεσμένο βάρος (ΚΒ). Στη συνέχεια, οι δίσκοι τοποθετούνται σε κλίβανο στους 70 - 80 οC για διάστημα περίπου 24 ωρών προκειμένου να καταγραφεί το ξηρό βάρος τους (ΞΒ).

			[image: Εικόνα 1.1.4.png]

			Εικόνα 1.1.3 Δίσκοι από φύλλα που επωάζονται σε απιονισμένο νερό κατά τη φάση της ενυδάτωσης.

			Από την Σχέση 1 υπολογίζεται το RWC του κάθε δίσκου.

			1.1.3 Ερωτήσεις αξιολόγησης 

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_1.1.html

			1.Τo RWC εκφράζει

			α. το περιεχόμενο σε νερό ενός ιστού σε σχέση με την ξηρή μάζα του.

			β. το περιεχόμενο σε νερό ενός ιστού σε σχέση με τη νωπή μάζα του.

			γ. το περιεχόμενο σε νερό ενός ιστού σε σχέση με τη μέγιστη ποσότητα νερού που μπορεί να κατακρατήσει ο ιστός αυτός.

			2.Η πρόσληψη νερού μέχρι του σημείου κορεσμού

			α. παρουσιάζει μεγαλύτερη διάρκεια στα ώριμα φύλλα.

			β. παρουσιάζει μεγαλύτερη διάρκεια στα νεαρά φύλλα.

			γ. παρουσιάζει ίδια διάρκεια στα νεαρά και τα ώριμα φύλλα.

			3.Γιά την εκτίμηση του RWC είναι προτιμότερο να χρησιμοποιούνται δίσκοι που αποκόπτονται από το έλασμα του φύλλου αντί ολόκληρου του φύλλου

			α. για να επιτευχθεί ταχύτερη πρόσληψη νερού.

			β. για να εξασφαλιστεί η ομοιομορφία των δειγμάτων που θα μετρηθούν. 

			γ. και τα δύο παραπάνω.

			4.Όταν γνωρίζουμε το RWC, δικαιούμαστε να συγκρίνουμε

			α. δείγματα που προέρχονται από διαφορετικά είδη.

			β. δείγματα από διαφορετικά όργανα (φύλλο, βλαστός, ρίζα).

			γ. δείγματα και από διαφορετικά είδη και από διαφορετικά όργανα.

			5.Φύλλο Α έχει RWC=80% και φύλλο Β έχει RWC=60%

			α. το φύλλο Α περιέχει συγκριτικά μεγαλύτερη ποσότητα νερού από το φύλλο Β.

			β. το φύλλο Α έχει συγκριτικά μεγαλύτερη δυνατότητα πρόσληψης νερού από το φύλλο Β.

			γ. το φύλλο Α έχει μικρότερη ξηρή μάζα από το φύλλο Β.

			Άσκηση 1.2: Προσδιορισμός του δυναμικού του νερού σε φυτικούς ιστούς

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει στόχο την εξοικείωση με τα μεγέθη που καθορίζουν την κατεύθυνση της κίνησης του νερού στα ωσμωτικά συστήματα (δυναμικό νερού, ωσμωτική πίεση, πίεση σπαργής). Μια τέτοια εξοικείωση είναι απαραίτητη για να καταλάβουμε τους λόγους της κίνησης του νερού όχι μόνο από κύτταρο σε κύτταρο, αλλά γενικά από το έδαφος στη ρίζα, από τη ρίζα στα αγγεία του ξυλώματος της ρίζας, από εκεί στα εναέρια μέρη του φυτού και, τέλος, από το φυτό στην ατμόσφαιρα. ΄Ετσι, ενώ το σύστημα που θα μελετήσουμε είναι απλό, οι έννοιες που θα αντιμετωπίσουμε είναι βασικές για τις υδατικές σχέσεις ολόκληρου του φυτού, που αποτελεί ένα πολυσύνθετο σύστημα. Στα πλαίσια της άσκησης ο φοιτητής θα έλθει σε επαφή με την παρασκευή διαλυμάτων και αραιώσεων, ζυγίσεων με ζυγό ακριβείας καθώς και με την ψυχρομετρική μέθοδο εκτίμησης της ωσμωτικής πίεσης διαλύματος/κυτταρικού χυμού.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Ιδιότητες του νερού − Μηχανισμοί μετακίνησης του νερού − Ώσμωση − Υδατικό δυναμικό − Σπαργή − Το φυτικό κύτταρο ως ωσμωτικό σύστημα − Ψυχρομετρική μέθοδος μέτρησης του δυναμικού του νερού.

			1.2.1 Εισαγωγή

			Το υδατικό δυναμικό αφενός μεν δίνει ένα μέτρο της υδατικής κατάστασης των φυτικών ιστών και οργάνων, αφετέρου προσδιορίζει την κατεύθυνση της κίνησης του νερού μεταξύ αυτών. Η αυθόρμητη κίνηση του νερού έχει πάντοτε κατεύθυνση από τις περιοχές υψηλού δυναμικού προς τις περιοχές χαμηλού δυναμικού και σταματάει όταν οι διαφορές μηδενιστούν (κατάσταση ισορροπίας). Η κίνηση του νερού κατά την αντίθετη φορά θα απαιτούσε κατανάλωση μεταβολικής ενέργειας, η δε υψηλή περατότητα των κυτταρικών μεμβρανών στο νερό καθιστά μια τέτοια κίνηση μάλλον ενεργειακά πολυδάπανη και, γι’ αυτούς τους λόγους, καθόλου πιθανή.

			Προκειμένου για την κίνηση νερού προς και από τα φυτικά κύτταρα, θεμελιώδη σημασία έχει η ύπαρξη ημιπερατών μεμβρανών και ανελαστικών τοιχωμάτων, που καθιστούν κάθε κύτταρο ένα κλασσικό ωσμωτικό σύστημα. Η ημιπερατή ή έστω διαφορικά περατή μεμβράνη επιτρέπει τη διατήρηση μέσα στον κυτταρικό χυμό συγκεντρώσεων διαλυμένων ουσιών διαφορετικών από εκείνες των εξωτερικών διαλυμάτων, ενώ το ανελαστικό τοίχωμα συντελεί στην ανάπτυξη υδροστατικής πίεσης, που αντισταθμίζει την ωσμωτική επίδραση των διαλυμένων ουσιών. Το δυναμικό του νερού (ΨW) ορίζεται από τη σχέση:
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			όπου P = η υδροστατική πίεση και π = η ωσμωτική πίεση (Σχήμα 1.2.1). Επειδή η ατμοσφαιρική πίεση θεωρείται ίση με το 0 μπορούμε να κάνουμε την παραδοχή ότι σε ανοιχτά διαλύματα η υδροστατική πίεση είναι επίσης ίση με το 0 (Ρδιαλ = 0).

			Στα κύτταρα, η εσωτερική υδροστατική πίεση είναι γνωστή ως πίεση σπαργής και, όπως είναι φανερό από την παραπάνω σχέση, η αύξησή της αυξάνει το δυναμικό του νερού, ενώ αντίθετα η αύξηση της ωσμωτικής πίεσης ελαττώνει το δυναμικό του νερού, δηλαδή η επίδρασή της είναι αντίθετη προς εκείνη της υδροστατικής πίεσης. Η ωσμωτική πίεση ενός διαλύματος υπολογίζεται από τον τύπο:
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			όπου R = η σταθερά των αερίων (0.00831 L MPa mol-1 K-1), Τ = η απόλυτη θερμοκρασία (oC + 273), Σcj = το άθροισμα των γραμμομοριακών συγκεντρώσεων (molalities) των διαλυμένων ουσιών.

			Για διάλυμα που περιέχει μία μόνο διαλυμένη ουσία, ο παραπάνω τύπος γίνεται:

			 [image: ]

			όπου m = η γραμμομοριακή συγκέντρωση της διαλυμένης ουσίας και i = η σταθερά ιονισμού. Προκειμένου για ουσίες όπως η σακχαρόζη, που δεν ιονίζονται στα υδατικά διαλύματα, ο τύπος απλοποιείται σε:

			[image: ]

			Από τις διαστάσεις των χρησιμοποιούμενων μεγεθών, είναι προφανές ότι η ωσμωτική πίεση θα υπολογιστεί σε ΜPa (Mega Pascal: μονάδα πίεσης, 1 Μpa = 10 bar = 9.87 Atm).

			Στη βιβλιογραφία συναντώνται επίσης οι εκφράσεις «ωσμωτικό δυναμικό (ΨS)» και «δυναμικό πίεσης (ΨΡ)» που σχετίζονται με την ωσμωτική πίεση και την υδροστατική πίεση αντίστοιχα. Σε αυτή την περίπτωση, η Σχέση 1 μετασχηματίζεται σε :
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			[image: Σχήμα 1.2.1.png]

			Σχήμα 1.2.1 (Α) Στο σύστημα που παρουσιάζεται, διάλυμα ορισμένης συγκέντρωσης χωρίζεται από καθαρό νερό με ημιπερατή μεμβράνη. Μόνο τα μόρια του καθαρού νερού μπορούν να μετακινηθούν μέσω μιας τέτοιας μεμβράνης. Το διάλυμα εφόσον περιέχει μία ή περισσότερες διαλυμένες ουσίες θα έχει και ορισμένη ωσμωτική πίεση. Αυτή η ωσμωτική πίεση είναι ίση με τη μηχανική (υδροστατική) πίεση που πρέπει να ασκήσουμε στο έμβολο έτσι ώστε να εμποδίσουμε την αυθόρμητη μετακίνηση του καθαρού νερού προς το διάλυμα, μέσω της μεμβράνης. (Β) Το νερό μετακινείται από κύτταρα τα οποία διαθέτουν υψηλό δυναμικό προς τα κύτταρα με χαμηλότερο δυναμικό.

			Βάσει των ανωτέρω, αν ένας φυτικός ιστός (με ορισμένο δυναμικό νερού στα κύτταρά του) έλθει σε επαφή με διάλυμα υψηλότερου δυναμικού, νερό θα μετακινηθεί από το διάλυμα προς τα κύτταρα του ιστού αυτού. Το αντίθετο θα συμβεί όταν το δυναμικό του νερού στο εξωτερικό διάλυμα είναι χαμηλότερο από εκείνο του φυτικού ιστού. Και στις δύο περιπτώσεις η κίνηση του νερού θα σταματήσει όταν επέλθει εξίσωση του δυναμικού του νερού σε όλες τις περιοχές του συστήματος (εξωτερικό διάλυμα - κυτταρικός χυμός).

			1.2.2 Πειραματικό μέρος

			•Παρασκευή διαλύματος 1Μ σακχαρόζης από το οποίο θα προκύψουν μέσω αραίωσης τα διαλύματα 0.10, 0.20, 0.30, 0.40, 0.50 Μ.

			•Προετοιμασία κυλινδρικών τεμαχίων μήκους 3 cm και διαμέτρου 1 cm περίπου από κονδύλους πατάτας. Τα τεμάχια αυτά πρέπει να έχουν κατά το δυνατόν το ίδιο μήκος και διάμετρο και οι ακραίες εγκάρσιες τομές να είναι λείες και κάθετες. Οι κύλινδροι τοποθετούνται μέσα σε πλαστικό τρυβλίο μέχρι να ολοκληρωθεί η παραπάνω διαδικασία. Η διαδικασία αυτή πρέπει να ολοκληρωθεί όσο το δυνατόν γρηγορότερα για να αποφευχθεί η απώλεια υγρασίας.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•κόνδυλοι πατάτας,

			•φελλοτρυπητήρας,

			•γυάλινο τρυβλίο,

			•ογκομετρικός κύλινδρος των 100 ml,

			•κωνικές φιάλες των100 ml,

			•φιάλη των 250 ml με 1Μ σακχαρόζης,

			•υδροβολέας με απιονισμένο νερό,

			•χάρακας,

			•μιλιμετρέ χαρτί,

			•ετικέτες,

			•διηθητικό χαρτί,

			•πλαστική σύριγγα,

			•μικροσύριγγα ή μικροπιπέτα,

			•ωσμώμετρο.

			Πειραματική διαδικασία

			Οι κύλινδροι ζυγίζονται σε αναλυτικό ζυγό με ακρίβεια mgr και σημειώνεται το βάρος δίπλα στη συγκέντρωση στην οποία θα χρησιμοποιηθεί. Αμέσως μετά τη ζύγιση, οι κύλινδροι τοποθετούνται στο αντίστοιχο διάλυμα (Σχήμα 1.2.2), όπου θα παραμείνουν για εξισορρόπηση επί 2 ώρες. Στη συνέχεια, μεταφέρονται σε διηθητικό χαρτί, στεγνώνονται με ελαφριά επαφή στο χαρτί και ζυγίζονται. Η χρονολογική σειρά ζύγισης πρέπει να είναι ίδια με εκείνη της αρχικής ζύγισης. Τέλος, καταγράφεται η θερμοκρασία περιβάλλοντος με προσέγγιση βαθμού.

			[image: potato.png]

			Σχήμα 1.2.2 Οι κύλινδροι εξισορροπούν επί 2 ώρες στα αντίστοιχα διαλύματα.

			Κατά το χρονικό διάστημα εξισορρόπησης των κυλίνδρων, ένα κυλινδρικό τεμάχιο πατάτας μήκους 3 cm και διαμέτρου 1 cm, τεμαχίζεται σε λεπτές λωρίδες και τοποθετείται σε σύριγγα η οποία παραμένει επί μισή ώρα σε πολύ χαμηλή θερμοκρασία. Κατόπιν, αφήνεται να επανέλθει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος (επί μισή ώρα περίπου). Στη συνέχεια ο ιστός συνθλίβεται και ικανή ποσότητα από το εκχύλισμα τοποθετείται με τη βοήθεια μικροσύριγγας σε ωσμόμετρο (Εικόνα 1.2.1). Από την ένδειξη του ωσμομέτρου υπολογίζεται η ωσμωτική πίεση του κυτταρικού χυμού.

			Το ωσμόμετρο μετράει την ωσμωτική πίεση ως συνάρτηση της πίεσης των ατμών (ψυχρομετρική μέθοδος μέτρησης του δυναμικού του νερού. Σύμφωνα με αυτή τη μέθοδο, ένας ιστός κλείνεται στεγανά μέσα σε ένα θάλαμο μαζί με μία σταγόνα διαλύματος γνωστού Ψ. Εάν η σταγόνα έχει υψηλότερο δυναμικό από τον ιστό, τότε νερό εξατμίζεται από αυτή προκαλώντας ψύξη, διαχέεται στον αέρα και απορροφάται από τον ιστό. Αν το Ψ του διαλύματος είναι χαμηλότερο από εκείνο του ιστού συμβαίνει το αντίστροφο. Η θερμοκρασία της σταγόνας μετριέται με ένα εξαιρετικά ευαίσθητο θερμοζεύγος και η θερμοκρασία περιβάλλοντος (θερμοκρασία του οργάνου) διατηρείται σταθερή. Στην πράξη, οι μετρήσεις πραγματοποιούνται με σειρά διαλυμάτων γνωστών τιμών Ψ και δημιουργείται ένα πρότυπο διάγραμμα αντιστοίχισης τιμών δυναμικού και διαφοράς θερμοκρασίας διαλύματος-περιβάλλοντος. Σε ψυχρόμετρα που δεν τοποθετείται άθικτος ιστός αλλά χυμός κατόπιν σύνθλιψης του ιστού (όπως στην παρούσα άσκηση), τότε μετράται η ωσμωτική πίεση (π) του κυτταρικού χυμού.
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			Εικόνα 1.2.1 Ωσμώμετρο.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος

			•Η ακριβής παρασκευή των διαλυμάτων είναι το κρισιμότερο στάδιο για την επιτυχή έκβαση του πειράματος.

			•Οι διαστάσεις των κυλινδρικών τεμαχίων μπορούν να προσαρμοστούν σύμφωνα με το μέγεθος που έχουν οι κωνικές φιάλες που χρησιμοποιούνται αλλά γενικά δεν πρέπει να υπερβαίνουν κατά πολύ το συνιστώμενο μέγεθος διότι θα χρειαστεί μεγαλύτερος χρόνος εξισορρόπησης.

			1.2.3 Παρουσίαση-σχολιασμός

			Παρουσιάστε τα δεδομένα σε πίνακα που θα δείχνει το αρχικό βάρος, το τελικό βάρος, την αλλαγή του βάρους και την % αλλαγή του βάρους (Πίνακας 1.2.1).
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			Πίνακας 1.2.1

			Κατασκευάστε γραφική παράσταση τοποθετώντας την % αλλαγή του βάρους (+ ή −) στον άξονα των τεταγμένων (ψ) και τη συγκέντρωση της σακχαρόζης στον άξονα των τετμημένων (χ) (Σχήμα 1.2.3). Από τη γραφική παράσταση υπολογίστε τη συγκέντρωση της σακχαρόζης στην οποία δεν παρατηρείται αλλαγή βάρους. Υπολογίστε κατόπιν το δυναμικό του νερού σε διάλυμα με αυτήν τη συγκέντρωση, λαμβάνοντας υπόψη ότι Pδιαλ = 0 (ατμοσφαιρική πίεση).

			Με βάση το δυναμικό του νερού Ψw που υπολογίσατε και την ωσμωτική πίεση που μετρήσατε με το ωσμώμετρο, υπολογίστε την πίεση σπαργής Pπατ της πατάτας.
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			Σχήμα 1.2.3 Κατασκευάστε γραφική παράσταση τοποθετώντας την % αλλαγή του βάρους (+ ή –) στον άξονα των τεταγμένων (ψ) και τη συγκέντρωση της σακχαρόζης στον άξονα των τετμημένων (χ).

			1.2.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_1.2.html

			1.Το νερό κινείται

			α. από περιοχές υψηλής ωσμωτικής πίεσης προς περιοχές χαμηλής ωσμωτικής πίεσης.

			β. από περιοχές υψηλού δυναμικού προς περιοχές χαμηλού δυναμικού.

			γ. από περιοχές υψηλής πίεσης σπαργής προς περιοχές χαμηλής πίεσης σπαργής.

			2.Στους κυλίνδρους που κέρδισαν βάρος μετά την τοποθέτησή τους στα διαλύματα η πίεση σπαργής

			α. αυξήθηκε.

			β. ελαττώθηκε.

			γ. παρέμεινε αμετάβλητη.

			3.Η αύξηση ή η μείωση του βάρους των κυλίνδρων μετά την εξισορρόπηση με τα διαλύματα οφείλεται

			α. σε μετακινήσεις νερού.

			β. σε μετακινήσεις σακχαρόζης.

			γ. και στα δύο παραπάνω.

			4.Το δυναμικό του νερού σε ένα φυτικό κύτταρο

			α. είναι σταθερό μέγεθος.

			β. επηρεάζεται από την ωσμωτική πίεσή του και την πίεση σπαργής.

			γ. μεταβάλλεται μόνο όταν υπάρχουν μετακινήσεις διαλυμένων ουσιών.

			5.Ποια από τις παρακάτω προτάσεις είναι αληθής;

			α. Η μικρότερη τιμή που μπορεί να λάβει το δυναμικό νερού είναι 0.	

			β. Η μεγαλύτερη τιμή που μπορεί να λάβει η πίεση σπαργής είναι 0.

			γ. Η μικρότερη τιμή που μπορεί να λάβει η ωσμωτική πίεση είναι 0.

			6.Κύλινδροι από κόνδυλο πατάτας με δυναμικό νερού Ψ = − 1.2 MPa εμβαπτίζονται σε διαλύματα με ωσμωτικές πιέσεις πΔΙΑΛ1 = 0.7 MPa, πΔΙΑΛ2 = − 1.2 MPa, πΔΙΑΛ3 =  1.5 Mpa. Αύξηση βάρους θα παρατηρηθεί στον κύλινδρο που εξισορρόπησε με το

			α. διάλυμα 1.

			β. διάλυμα 2.

			γ. διάλυμα 3.

			7.Ποια η σχέση μεταξύ της ωσμωτικής πίεσης του κυτταρικού χυμού και της τελικής πίεσης σπαργής που θα αναπτυχθεί αν οι κύλινδροι τοποθετηθούν σε απεσταγμένο νερό;

			α. Ρ > π.

			β. Ρ < π.

			γ. Ρ = π.

			Άσκηση 1.3: Στόματα και διαπνοή

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει στόχο την εκτίμηση της ταχύτητας διαπνοής και των παρεμβαλλόμενων αντιστάσεων σε φυτά που βρίσκονται κάτω από διαφορετικές συνθήκες. Για τον σκοπό αυτό θα χρησιμοποιηθεί πορόμετρο. Δεύτερος στόχος είναι η παρουσίαση μιας σχετικά απλής και αξιόπιστης μεθόδου παρασκευής εκμαγείων της επιφάνειας του φύλλου για παρατήρηση στο μικροσκόπιο. Η συγκεκριμένη μέθοδος μπορεί να αποτυπώσει τη φυσιολογική κατάσταση των στομάτων κατά τη συγκεκριμένη χρονική στιγμή που μας ενδιαφέρει. Στα πλαίσια της άσκησης, ο φοιτητής θα έλθει σε επαφή με τη χρήση πορομέτρου και θα του δοθεί η δυνατότητα να πραγματοποιήσει μετρήσεις είτε σε εργαστηριακό χώρο είτε στο περιβάλλον. Επίσης, θα χρησιμοποιήσει οπτικό μικροσκόπιο για τη μελέτη της κατάστασης των στομάτων σε εκμαγεία.

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Στόματα και διαπνοή − Εξάτμιση και διαφυγή του νερού στην ατμόσφαιρα − Περιβαλλοντικοί παράγοντες που επιδρούν στην ταχύτητα της διαπνοής − Ανατομικά χαρακτηριστικά του φύλλου που επιδρούν στην ταχύτητα της διαπνοής − Μηχανισμός των στοματικών κινήσεων − Παράγοντες που επιδρούν στις στοματικές κινήσεις.

			1.3.1 Εισαγωγή

			Η απρόσκοπτη λειτουργία της φωτοσύνθεσης προϋποθέτει την επικοινωνία μεταξύ του εσωτερικού του φύλλου (όπου εντοπίζονται οι χλωροπλάστες) με την εξωτερική ατμόσφαιρα και επομένως, τη συνεχή είσοδο CO2. Ωστόσο, η επιδερμίδα των φύλλων καλύπτεται από ένα κηρώδες στρώμα, γνωστό ως εφυμενίδα, του οποίου η διαπερατότητα στο CO2 είναι ιδιαίτερα μικρή ώστε να στηρίξει ικανοποιητικούς ρυθμούς φωτοσύνθεσης. Η απαραίτητη, λοιπόν, επικοινωνία μεταξύ του εσωτερικού του φύλλου (όπου βρίσκονται τα κέντρα της φωτοσύνθεσης) με την εξωτερική ατμόσφαιρα αποκαθίσταται μέσω χαρακτηριστικών πόρων της επιφάνειας του φύλλου που ονομάζονται στόματα (Σχήμα 1.3.1). Τα δύο κύτταρα που σχηματίζουν και περιβάλλουν τον στοματικό πόρο είναι γνωστά ως καταφρακτικά. Αναπόφευκτο τίμημα για την απρόσκοπτη είσοδο του CO2 αποτελεί η ταυτόχρονη απώλεια του νερού μέσω των στομάτων, που καθίσταται περιοριστική πολλές φορές για την ανάπτυξη των φυτών.

			[image: Εικόνα 1.3.1.png]

			Εικόνα 1.3.1 Επιδερμίδες φύλλων με στόματα στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης (SEM). Α: Alyssum, B: Ceratonia.

			Με τον όρο «διαπνοή» εννοούμε την απώλεια νερού από τα φυτά (κυρίως τα φύλλα). Το φαινόμενο είναι σύνθετο και συντελείται σε δύο φάσεις. Καταρχήν, το νερό που εμποτίζει τα τοιχώματα των κυττάρων του μεσοφύλλου εξατμίζεται προς την εσωτερική ατμόσφαιρα του φύλλου, που απαρτίζεται τόσο από τους κενούς χώρους μεταξύ των κυττάρων όσο και από τον υποστομάτιο θάλαμο (Σχήμα 1.3.1). Το δυναμικό του νερού στη σχετικά περιορισμένη εσωτερική ατμόσφαιρα θα τείνει να εξισωθεί με το δυναμικό του νερού των κυττάρων του φύλλου.

			Η σχέση που συνδέει το δυναμικό του νερού στην αέρια φάση με τη σχετική υγρασία (ΣΥ) της ατμόσφαιρας (Άσκηση 6.2) είναι, εντελώς απλοποιημένη, η εξής:

			[image: ]

			όπου Τ η απόλυτη θερμοκρασία και ΣΥ η σχετική υγρασία του αέρα.

			[image: Σχήμα 1.3.1.png]

			Σχήμα 1.3.1 Η μετακίνηση του νερού από το εσωτερικό του φύλλου προς την ατμόσφαιρα.

			Εφαρμόζοντας τη Σχέση 1, ακόμα και για την περίπτωση ενός φυτού ισχυρά καταπονημένου από έλλειψη νερού, με ΨW στα φύλλα ίσο με - 40 Atm, καταλήγουμε σε ΣΥ των εσωτερικών χώρων ίση με 97%. Προφανώς, η ΣΥ θα είναι ακόμα μεγαλύτερη για πιο φυσιολογικές τιμές δυναμικού νερού των κυττάρων του φύλλου. Μπορούμε, λοιπόν, βάσιμα να θεωρήσουμε την εσωτερική ατμόσφαιρα του φύλλου πρακτικά κορεσμένη σε υδρατμούς, κάτω από όλες τις συνθήκες. Η παραδοχή αυτή, που δεν απέχει από την πραγματικότητα, θα μας φανεί χρήσιμη όταν μελετήσουμε αργότερα την αρχή της μεθόδου για τη μέτρηση της διαπνοής.

			Η ΣΥ της ατμόσφαιρας μόνο σε εξαιρετικές περιπτώσεις φτάνει στις υψηλές τιμές που μόλις αναφέραμε για τους εσωτερικούς χώρους ενός φύλλου και, συνήθως, βρίσκεται αρκετά χαμηλότερα του 80%. Κατά συνέπεια, δημιουργούνται τεράστιες διαφορές δυναμικού νερού μεταξύ εξωτερικής και εσωτερικής ατμόσφαιρας, που έχουν ως αποτέλεσμα τη διάχυση των υδρατμών από το εσωτερικό του φύλλου προς την ελεύθερη ατμόσφαιρα μέσω των στομάτων. Η διάχυση αυτή συμπληρώνει το φαινόμενο της διαπνοής που, όπως αναφέραμε, ξεκινάει με την εξάτμιση του νερού από τα τοιχώματα των κυττάρων του μεσοφύλλου.

			Ως φαινόμενο διάχυσης, η διαπνοή υπακούει στον αντίστοιχο νόμο του Fick, ο οποίος προβλέπει ότι η ταχύτητα της ροής της διαπνοής Τr (σε moles H2O/sec·cm2 φυλλικής επιφάνειας) είναι ανάλογη προς τη διαφορά των μερικών πιέσεων των υδρατμών μεταξύ των εσωτερικών (μεσοκυττάριων) χώρων του φύλλου (eφ) και της ελεύθερης ατμόσφαιρας (eα) και αντιστρόφως ανάλογη της απόστασης x που μεσολαβεί μεταξύ των σημείων που διαθέτουν τις συγκεκριμένες τιμές μερικών πιέσεων (eφ και eα):
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			όπου D ο συντελεστής διάχυσης των υδρατμών. Η απόσταση x, θεωρητικώς, θα έπρεπε να είναι η απόσταση που μεσολαβεί από το εσωτερικό άκρο του στόματος έως το σημείο εκείνο της ατμόσφαιρας πάνω από την επιφάνεια του φύλλου όπου η σχετική υγρασία δεν επηρεάζεται από την έξοδο των υδρατμών.

			Όπως αντιλαμβάνεστε, το x είναι πρακτικά αδύνατο να εκτιμηθεί. Η υπολογιστική δυσκολία παρακάμπτεται με κατάλληλο μετασχηματισμό του νόμου του Fick, ώστε η διαπνοή να θεωρείται ανάλογη της διαφοράς μερικών πιέσεων (όπως και προηγουμένως) και αντιστρόφως ανάλογη των αντιστάσεων που παρεμβάλλονται κατά τη διάχυση των υδρατμών από το εσωτερικό του φύλλου προς την ελεύθερη ατμόσφαιρα:
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			Ο μετασχηματισμός αυτός πλεονεκτεί ερμηνευτικά, εφόσον αντικαθιστά το εντελώς αόριστο x με τις μεσολαβούσες αντιστάσεις. Κατά σειρά συνάντησης αυτές είναι οι εξής:

			Αντίσταση του μεσοφύλλου, (Rm). Εκφράζει τη «δυσκολία» διάχυσης των υδρατμών στο εσωτερικό του φύλλου. Φύλλα εσωτερικά συμπαγή, με μικρούς ελεύθερους μεταξύ των κυττάρων χώρους, παρουσιάζουν μεγαλύτερη αντίσταση στη μετακίνηση των υδρατμών. Η αντίσταση, λοιπόν, αυτή εξαρτάται από ανατομικά χαρακτηριστικά και θεωρούνταν μέχρι πρότινος παθητική αντίσταση, καθώς δεν μπορεί βραχυχρόνια να μεταβληθεί.

			Στοματική αντίσταση, (Rs). Ρυθμίζεται με ευχέρεια και ταχύτητα από το ίδιο το φυτό. Στόματα ανοικτά σημαίνει μικρή αντίσταση στη διάχυση, άρα μεγάλες απώλειες νερού. Αντιστρόφως, όταν τα στόματα είναι κλειστά, παρουσιάζεται μεγάλη αντίσταση στη διάχυση των υδρατμών.

			Αντίσταση οριακού στρώματος, (Rbl).Οι υδρατμοί δεν περνούν κατευθείαν από τα στόματα στην ελεύθερη (και ξηρότερη) ατμόσφαιρα αλλά στο σχετικά αδιατάρακτο και εμπλουτισμένο σε υδρατμούς, από το ίδιο το φύλλο, οριακό στρώμα. Το οριακό στρώμα, κατά συνέπεια, ενώ δεν μεταβάλλει το μέγεθος της κλιμάκωσης της πίεσης των ατμών (eφ - eα), αυξάνει το x στην εξίσωση του Fick. Επομένως, παχύτερο οριακό στρώμα σημαίνει και μεγαλύτερη αντίσταση στη διάχυση των υδρατμών.

			Τέλος, υπάρχει και η αντίσταση της εφυμενίδας (Rc,) που είναι πολύ μεγάλη, αναπτύσσεται όμως εν παραλλήλω προς τις υπόλοιπες. Για τον λόγο αυτό, η σχετική επίδρασή της στις απώλειες νερού από το φύλλο γίνεται σημαντική μόνον όταν τα στόματα είναι εντελώς κλειστά.

			Ορίζουμε ως αντίσταση του φύλλου (Rleaf) το άθροισμα των αντιστάσεων Rm , Rs και Rc. Ως συνολική δε αντίσταση στη διάχυση των υδρατμών (Rtotal), ορίζουμε την αντίσταση του φύλλου (Rleaf) συν την αντίσταση του οριακού στρώματος (Σχήμα 1.3.2). Οι αντιστάσεις Rm και Rbl είναι αρκετά μικρότερες από το Rs, ακόμα και όταν τα στόματα είναι ανοικτά. Η συνεισφορά τους στη συνολική αντίσταση στη διάχυση των υδρατμών καθίσταται σημαντικότερη μόνο σε ιδιαίτερες περιπτώσεις (πχ. μεγάλα φύλλα σε άπνοια, ξηρόφυτα με αυξημένο Rm).
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			Σχήμα 1.3.2 Αντιστάσεις που παρεμβάλλονται στη διάχυση των υδρατμών, υπό μορφή ηλεκτρικού κυκλώματος. Rm: αντίσταση μεσοφύλλου, Rs: στοματική αντίσταση, Rbl: αντίσταση οριακού στρώματος, Rc: αντίσταση εφυμενίδας.
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			Η προσέγγιση της διαπνοής με βάση τις παρεμβαλλόμενες αντιστάσεις, πέρα από την ερμηνευτική αξία της, είναι και εκπαιδευτικά πιο προσιτή. Σημειώστε την αναλογία της με τον νόμο του Ohm, που προβλέπει ότι η ροή ηλεκτρικού ρεύματος σε έναν αγωγό είναι ανάλογη προς τη διαφορά δυναμικού στα δύο άκρα του και αντιστρόφως ανάλογη προς την αντίστασή του.

			Καθίσταται σαφές από τα παραπάνω ότι η ταχύτητα της διαπνοής εξαρτάται από πλειάδα παραγόντων διαφορετικής προέλευσης αλλά και διαφορετικής σχετικής σημασίας. Το ανατομικό υπόβαθρο αποτελούν παράγοντες όπως η εσωτερική αρχιτεκτονική των μεσοκυττάριων χώρων, ο αριθμός, το μέγεθος και η θέση των στομάτων στην επιφάνεια του φύλλου (τα στόματα μπορεί να βρίσκονται στην κάτω, την επάνω ή σε αμφότερες τις επιφάνειες ενός φύλλου), το πάχος της εφυμενίδας, το μέγεθος και η γεωμετρία του φύλλου, καθώς και η δομή του επιφανειακού ανάγλυφου (τρίχωμα). Σημαντικοί περιβαλλοντικοί παράγοντες είναι η σχετική υγρασία της ατμόσφαιρας, η ταχύτητα του ανέμου και η θερμοκρασία του φύλλου και του αέρα. Όμως, οι πιο καθοριστικοί παράγοντες είναι η επάρκεια του εδαφικού νερού και οι στοματικές κινήσεις (άνοιγμα και κλείσιμο). Οι στοματικές κινήσεις ρυθμίζονται από το ίδιο το φυτό. Αν το εδαφικό νερό είναι επαρκές, οι στοματικές κινήσεις επηρεάζονται από την ένταση του φωτός και τη συγκέντρωση του CO2 στους υποστομάτιους χώρους. Γενικώς, μεγάλες εντάσεις φωτός και μικρές συγκεντρώσεις CO2 ευνοούν το άνοιγμα των στομάτων. Αν το νερό στο έδαφος είναι περιοριστικό, τα στόματα ούτως ή άλλως κλείνουν. Οι υπόλοιποι παράγοντες καθίστανται περισσότερο ή λιγότερο σημαντικοί, ανάλογα με την παροχή εδαφικού νερού και το μέγεθος του στοματικού πόρου.

			1.3.2 Πειραματικό μέρος

			Τα όργανα τα οποία μετρούν τον ρυθμό απώλειας νερού από τα φύλλα ονομάζονται πορόμετρα. Η αρχή λειτουργίας τους βασίζεται στη μέτρηση του ρυθμού αύξησης της σχετικής υγρασίας ενός κλειστού χώρου στον οποίο εγκλείεται φύλλο γνωστής επιφάνειας. Τα όργανα αυτά απαντώνται σε δύο διαφορετικούς τύπους. α) τα πορόμετρα σταθερής κατάστασης (steady state porometers) και β) τα δυναμικά πορόμετρα (transient porometers).

			Η αρχή λειτουργίας του πορομέτρου σταθερής κατάστασης (Σχήμα 1.3.3) είναι η εξής: οι απώλειες νερού από το φύλλο τείνουν να αυξήσουν τη μερική πίεση των υδρατμών στον θάλαμο, δηλαδή να αυξήσουν τη σχετική υγρασία. Το όργανο έχει τη δυνατότητα να διοχετεύει στον θάλαμο ξηρό αέρα με ρυθμιζόμενη ροή, ώστε να αντισταθμίζεται πλήρως η προσθήκη των υδρατμών από το φύλλο και να διατηρείται η σχετική υγρασία σταθερή. Είναι προφανές ότι στην περίπτωση αυτή, η απαιτούμενη ροή του ξηρού αέρα (F) θα είναι ανάλογη του ρυθμού απωλειών νερού από τα φύλλα δηλαδή. της διαπνοής Τ και της επιφάνειας (Α) του φύλλου που χρησιμοποιήθηκε. Επειδή τα μεγέθη F και Α μετρώνται, μπορεί να προσδιοριστεί από το όργανο η ταχύτητα της διαπνοής Τ. Επομένως, με βάση τη Σχέση 3, για να υπολογιστεί το R αρκεί να μετρηθούν τα eφ και eα. Το eα (μερική πίεση των υδρατμών στην εσωτερική ατμόσφαιρα του θαλάμου) μπορεί να υπολογιστεί με βάση τη σχετική υγρασία και τη θερμοκρασία του αέρα. Παρομοίως, το eφ μπορεί να υπολογιστεί με βάση τη θερμοκρασία του φύλλου και την παραδοχή ότι στους μεσοκυττάριους χώρους ο αέρας είναι κεκορεσμένος σε υδρατμούς (ΣΥ 100%). Ο θάλαμος διαθέτει αισθητήρια για τη μέτρηση των απαραίτητων παραμέτρων (ΣΥ, θερμοκρασία αέρα και φύλλου) και μέσω του λογισμικού υπολογίζει τις υπόλοιπες παραμέτρους. Λόγω της σταθερής κατάστασης στο εσωτερικό του θαλάμου, η αντίσταση του οριακού στρώματος (Rbl) θεωρείται σταθερή (υπολογισμένη σε 0.15 s cm-1) και αφαιρείται από την υπολογιζόμενη αντίσταση διάχυσης. Κατά συνέπεια, η εμφανιζόμενη στην οθόνη του οργάνου αντίσταση αφορά την αντίσταση της πλευράς του φύλλου που «κλείνει» τον θάλαμο. Από το όργανο επίσης καταγράφονται:

			•η σχετική υγρασία του αέρα, RH (%),

			•η θερμοκρασία του αέρα, Tair (oC),

			•η θερμοκρασία του φύλλου, Tleaf (oC),

			•η ταχύτητα διαπνοής, T (μg cm−2 s−1),

			•η ένταση της ηλιακής ακτινοβολίας, PAR (μmoles m−2 s−1),

			•η αντίσταση διάχυσης των στομάτων, Rs (sec cm-1).

			[image: Σχήμα 1.3.3.png]

			Σχήμα 1.3.3 Σχηματική παρουσίαση ενός πορομέτρου σταθερής κατάστασης και του θαλάμου του.

			Η αρχή λειτουργίας του δυναμικού πορομέτρου είναι η εξής (Εικόνα 1.3.2):Το φύλλο εγκλείεται σε έναν μικρό θάλαμο μέσα στον οποίο διοχετεύεται ρεύμα ξηρού αέρα με τη βοήθεια αντλίας και ξηραντικού υλικού. Στη συνέχεια, υπολογίζεται ο χρόνος που απαιτείται προκειμένου να επιτευχθεί συγκεκριμένη αύξηση της ΣΥ του θαλάμου. Η μέτρηση τοποθετείται σε πρότυπη καμπύλη εξάρτησης της αγωγιμότητας μιας πρότυπης διάτρητης πλαστικής επιφάνειας σε σχέση με τον χρόνο ροής του διοχετευόμενου ρεύματος αέρα. Η στοματική αγωγιμότητα (το αντίστροφο της αντίστασης των στομάτων) του φύλλου εκτιμάται ως ΔCV/Δt, όπου ΔCV η αλλαγή της συγκέντρωσης των υδρατμών σε χρονικό διάστημα Δt. Πλεονέκτημα των σύγχρονων δυναμικών πορομέτρων είναι η ευκολία και η ταχύτητα της μέτρησης, καθώς και η δυνατότητα χρήσης στο πεδίο.

			[image: Εικόνα 1.3.2.png]

			Εικόνα 1.3.2 Στην εικόνα παρουσιάζεται ένα δυναμικό πορόμετρο.

			Οι μετρήσεις διεξάγονται στο πεδίο και περιλαμβάνουν εναλλακτικά πειραματικά σχέδια, ανάλογα με το υλικό που είναι διαθέσιμο και τις συνθήκες που επικρατούν.

			•Μέτρηση διαπνοής και αντίστασης διάχυσης φύλλων από φυτά τα οποία αναπτύσσονται σε περιβάλλον σκιάς και σε περιβάλλον άπλετου φωτισμού.

			•Μέτρηση διαπνοής και αντίστασης διάχυσης φύλλων του ίδιου ατόμου τα οποία έχουν εκπτυχθεί σε περιβάλλον σκιάς (εσωτερική κώμη) και σε περιβάλλον άπλετου φωτισμού (εξωτερική κώμη).

			•Μέτρηση διαπνοής και αντίστασης διάχυσης φύλλων από φυτά τα οποία αναπτύσσονται με επάρκεια νερού ή κάτω από υδατική καταπόνηση: π.χ. φυτά σε γλάστρες μισά εκ των οποίων παραμένουν απότιστα για ορισμένο χρονικό διάστημα ενώ τα υπόλοιπα ποτίζονται τακτικά.

			•Μέτρηση διαπνοής και αντίστασης διάχυσης στην άνω και κάτω επιφάνεια αμφιστοματικών ή υποστοματικών φύλλων προκειμένου να αναδειχθούν και να συζητηθούν πιθανές διαφορές.

			•Μέτρηση σε άτομα ενός είδους που μπορεί να βρεθούν σε υπήνεμες τοποθεσίες καθώς και σε τοποθεσίες εκτεθειμένες στον άνεμο (προφανώς, η μέτρηση αυτή μπορεί να γίνει μόνο σε μέρα με κάποια ελάχιστη αναγκαία ένταση ανέμου, προκειμένου να βρεθούν σημαντικές διαφορές).

			Η άμεση μικροσκοπική παρατήρηση των στομάτων και οι μετρήσεις του εύρους του στοματικού πόρου, συνήθως, προϋποθέτουν καταστροφική δειγματοληψία των φύλλων. Το πρόβλημα αυτό μπορεί να αντιμετωπιστεί με δημιουργία πιστών εκμαγείων (αποτυπωμάτων) της επιφάνειας του φύλλου υπό την προϋπόθεση ότι τα φύλλα δεν διαθέτουν τρίχωμα. Για το σκοπό αυτό, χρησιμοποιείται ελαστική σιλικόνη (~ 1cm), η οποία αναμειγνύεται σε τρυβλίο Petri με 1 - 2 σταγόνες καταλύτη. Η επαφή των δύο υλικών προκαλεί σταδιακό πολυμερισμό της σιλικόνης και, εάν το μείγμα απλωθεί με προσοχή σε οποιαδήποτε επιφάνεια, αποτυπώνει με μικροσκοπική ακρίβεια το ανάγλυφό της (τα υλικά χρησιμοποιούνται επίσης από τους οδοντίατρους για την κατασκευή εκμαγείων οδοντοστοιχιών) (Εικόνα 1.3.3). Ο πολυμερισμός ολοκληρώνεται σε 10 min και το υλικό αποκολλάται από το φύλλο με τη βοήθεια λαβίδας, πλην όμως δεν είναι κατάλληλο για μικροσκοπική παρατήρηση, αφού είναι παχύ και αδιαφανές. Για τον λόγο αυτό, παράγουμε αποτύπωμα του αποτυπώματος με άχρωμο στιλβωτικό νυχιών. Μετά την αποξήρανσή του, προχωρούμε κανονικά σε μικροσκοπική παρατήρηση. Τα πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι τα εξής:

			•Το φύλλο δεν καταστρέφεται.

			•Τα αποτυπώματα μπορούν να διατηρηθούν και η παρατήρηση να γίνει αργότερα.

			•Στα εκμαγεία αποτυπώνεται το εύρος του στοματικού πόρου κατά τη στιγμή της επάλειψης.

			•Η μέθοδος μπορεί να εφαρμοστεί σε συνθήκες πεδίου.

			[image: Εικόνα 1.3.3.png]

			Εικόνα 1.3.3 Υλικά για τη μέθοδο των εκμαγείων

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•πορόμετρο σταθερής κατάστασης ή δυναμικό πορόμετρο,

			•οπτικό μικροσκόπιο,

			•ελαστική σιλικόνη,

			•στιλβωτικό νυχιών,

			•αντικειμενοφόροι,

			•καλυπτρίδες, 

			•τρυβλία,

			•λαβίδα.

			Μέτρηση με το πορόμετρο

			•Καταγράφεται η ΣΥ της ατμόσφαιρας και αποθηκεύεται στη μνήμη του οργάνου.

			•Το φύλλο τοποθετείται στον θάλαμο του πορομέτρου.

			•Η προς μέτρηση επιφάνεια του φύλλου τοποθετείται με όψη προς το εσωτερικό του θαλάμου.

			•Μόλις το φύλλο «σφραγίσει» την οπή του θαλάμου το όργανο ρυθμίζει τη ροή του ξηρού αέρα που εισέρχεται στον θάλαμο, ώστε η εσωτερική ΣΥ να παραμένει ίση με αυτήν που έχει αποθηκευτεί.

			•Αν χρειαστεί η ροή του αέρα υποβοηθείται και με δική μας παρέμβαση (βαλβίδα ροής αέρα).

			•Όταν επιτευχθεί εσωτερική ισορροπία οι τιμές καταγράφονται. Η διαδικασία της μέτρησης διαρκεί 15-120 sec.

			Κατασκευή εκμαγείων

			•Η σιλικόνη αναμιγνύεται με τον καταλύτη σε τρυβλίο (Εικόνα 1.3.4.Α).

			•Το μείγμα τοποθετείται στην επιφάνεια του φύλλου (Εικόνα 1.3.4.Β).

			•Μετά από 10 λεπτά το υλικό αφαιρείται από το φύλλο (Εικόνα 1.3.4.Γ).

			•Στο αποτύπωμα επιστρώνεται άχρωμο στιλβωτικό νυχιών (Εικόνα 1.3.4.Δ).

			•Το νέο αποτύπωμα αφαιρείται με τη βοήθεια λαβίδας και τοποθετείται σε αντικειμενοφόρο πλάκα για παρατήρηση στο μικροσκόπιο (Σχήμα1.3.4.Ε και ΣΤ).

			[image: Εικόνα 1.3.4.png]

			Εικόνα 1.3.3 Τα στάδια κατασκευής πιστών εκμαγείων (αποτυπωμάτων) της επιφάνειας του φύλλου για άμεση μικροσκοπική παρατήρηση των στομάτων.

			1.3.3 Παρουσίαση σχολιασμός αποτελεσμάτων 

			•Παρουσιάστε έναν πίνακα, όπως ο Πίνακας 1.3.1, που θα περιέχει όλες τις πληροφορίες που έχετε συλλέξει με το πορόμετρο.

			•Σχολιάστε τις διαφορές στην ταχύτητα διαπνοής ή/και στην αντίσταση διάχυσης των υδρατμών μεταξύ α) φύλλων φυτών σκιάς και φυτών φωτός, β) φύλλων εσωτερικής και εξωτερικής κώμης, γ) φυτών με επάρκεια σε νερό και φυτών κάτω από υδατική καταπόνηση.

			•Σχολιάστε τις διαφορές που εμφανίζονται σε φωτογραφίες ή σχεδιαγράμματα των παρατηρήσεών σας στο μικροσκόπιο στις περιπτώσεις που αναφέρθηκαν παραπάνω.
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			Πίνακας 1.3.1

			1.3.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_1.3.html

			1.Τα στόματα ανοίγουν όταν 

			α. μειώνεται η ένταση του φωτός.

			β. μειώνεται η συγκέντρωση του CO2 στους μεσοκυταρρικούς χώρους.

			γ. μειώνεται η θερμοκρασία του φύλλου.

			2.Η ταχύτητα διαπνοής μειώνεται όταν 

			α. αυξάνεται η ταχύτητα του ανέμου.

			β. αυξάνεται το πάχος του οριακού στρώματος.

			γ. αυξάνεται η διαθεσιμότητα νερού στο έδαφος.

			3.Στόματα ανοιχτά σημαίνει 

			α. μεγάλη αντίσταση στη διάχυση και άρα μεγάλες απώλειες νερού.

			β. μεγάλη αντίσταση στη διάχυση και άρα μικρές απώλειες νερού.

			γ. μικρή αντίσταση στη διάχυση και άρα μεγάλες απώλειες νερού.

			4.Με ένα πορόμετρο σταθερής κατάστασης 

			α. μπορούμε να μετρήσουμε άμεσα τον αριθμό των στομάτων ανά μονάδα επιφάνειας.

			β. μπορούμε να εκτιμήσουμε έμμεσα τον αριθμό των στομάτων ανά μονάδα επιφάνειας.

			γ. μπορούμε να υπολογίσουμε τη στοματική αντίσταση διάχυσης των υδρατμών.

			5.Για να αποδείξουμε ότι ένα φύλλο διαθέτει στόματα στην άνω ή στην κάτω επιφάνειά του, μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε

			α. τη μέθοδο των εκμαγείων.

			β. πορόμετρο σταθερής κατάστασης (steady state).

			γ. πορόμετρο μεταβαλλόμενου χρόνου (transient).

			6.Η αντίσταση διάχυσης των υδρατμών

			α. είναι αντιστρόφως ανάλογη της ταχύτητας διαπνοής.

			β. είναι αντιστρόφως ανάλογη της διαφοράς συγκέντρωσης των υδρατμών στο εσωτερικό και στο εξωτερικό περιβάλλον των στομάτων.

			γ. και τα δύο παραπάνω.

			7.Δύο όμοια φυτά αναπτύχθηκαν σε συνθήκες επάρκειας νερού. Κατόπιν το δεύτερο φυτό παρέμεινε απότιστο για μία εβδομάδα. Το ποτισμένο φυτό (μάρτυρας) σε σχέση με το απότιστο αναμένεται να έχει

			α. περισσότερα στόματα ανά μονάδα επιφάνειας.

			β. μικρότερη ταχύτητα διαπνοής.

			γ. μικρότερη αντίσταση διάχυσης των υδρατμών.

			8.μονάδες μέτρησης της αντίστασης διάχυσης των υδρατμών είναι

			α. cm/sec.

			β. sec/cm.

			γ. μg/cm2 sec.

			9.Παράγοντες που μπορούν να επηρεάσουν την ταχύτητα διαπνοής είναι

			α. το ανάγλυφο της επιφάνειας του φύλλου και το μέγεθος των καταφρακτικών κυττάρων.

			β. το ανάγλυφο της επιφάνειας των φύλλων και η κατανομή των στομάτων πάνω στο φύλλο.

			γ. η θέση των στομάτων πάνω στο φύλλο και το μέγεθος των καταφρακτικών κυττάρων.

			10.Η στοματική αντίσταση στη διάχυση των υδρατμών 

			α. συνδέεται εν σειρά με την αντίσταση του μεσοφύλλου.

			β. συνδέεται εν παραλλήλω με την αντίσταση του μεσοφύλλου.

			γ. συνδέεται εν σειρά με την εφυμενιδική αντίσταση.

		

	
		
			Κεφάλαιο 2. Φωτοσύνθεση

			Σύνοψη

			Το κεφάλαιο περιλαμβάνει 4 ασκήσεις. Η πρώτη στοχεύει στην εξοικείωση με τις χρωματογραφικές και φασματοφωτομετρικές μεθόδους απομόνωσης, ποιοτικής και ποσοτικής ανάλυσης βιομορίων, με υπόδειγμα τις φωτοσυνθετικές χρωστικές (χλωροφύλλες και καροτενοειδή). Στη δεύτερη ανιχνεύεται και μετράται ποσοτικά η φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων σε απομονωμένους χλωροπλάστες. Στην τρίτη αναλύεται ο ρόλος του αμύλου ως αποταμιευτικού υλικού, και η εξάρτηση της βιοσύνθεσης και του καταβολισμού του από την παρουσία φωτός, υποδεικνύοντας τον ανταγωνισμό φωτοσύνθεσης και αναπνοής στην κατεύθυνση του μεταβολισμού. Τέλος, στην τέταρτη συγκρίνονται η ανατομία των φύλλων (με μικροσκοπική παρατήρηση νωπών τομών) και οι ιδιαιτερότητες στην ανταλλαγή των αερίων μεταξύ δύο φωτοσυνθετικών παραλλαγών (C3 και C4). Σκοπός είναι η κατανόηση των προσαρμοστικών πλεονεκτημάτων της κάθε παραλλαγής και η εξοικείωση με τις μεθόδους μέτρησης της φωτοσυνθετικής αφομοίωσης του CO2.

			Άσκηση 2.1: Απομόνωση - ποσοτικός και ποιοτικός προσδιορισμός φωτοσυνθετικών χρωστικών

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση που ακολουθεί αφορά την εκχύλιση των φωτοσυνθετικών χρωστικών από τα φύλλα καθώς και τον ποσοτικό και ποιοτικό προσδιορισμό τους. Ο φοιτητής θα εξοικειωθεί με μεθόδους εκχύλισης - απομόνωσης χρωστικών από φωτοσυνθετικούς ιστούς, φασματοφωτομετρίας, χρωματογραφίας και, ειδικότερα, ανερχόμενης χρωματογραφίας σε χαρτί.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Οξυγονική φωτοσύνθεση − Οργάνωση της φωτοσυνθετικής συσκευής − Χημικές και οπτικές ιδιότητες φωτοσυνθετικών χρωστικών − Φύση και χαρακτηριστικά του φωτός.

			2.1.1 Εισαγωγή

			Η φωτεινή ακτινοβολία που εκπέμπεται από τον ήλιο αποτελεί τη σημαντικότερη πηγή ενέργειας για τους φυτικούς οργανισμούς και, κατά συνέπεια, για την ανάπτυξη της ζωής πάνω στη γη, υπό τη σημερινή τουλάχιστον μορφή της. Μέσω της φωτοσύνθεσης η ενέργεια της ακτινοβολίας μετατρέπεται σε χημική, τροφοδοτώντας στη συνέχεια όλη τη βιόσφαιρα. Λαμβάνοντας υπόψη ότι μόνο η φωτεινή ακτινοβολία που απορροφάται είναι δυνατό να έχει μια οποιαδήποτε επίδραση σε έναν οργανισμό (Νόμος Grotthuss - Draper), η μετατροπή της ενέργειας της ακτινοβολίας σε χημική προϋποθέτει την απορρόφησή της από βιομόρια. Τα βιομόρια αυτά ονομάζονται χρωστικές, πρόκειται δηλαδή για οργανικές ενώσεις οι οποίες απορροφούν φως στην ορατή περιοχή του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος. Στην παρουσία τέτοιων ενώσεων οφείλονται τα χαρακτηριστικά χρώματα που παρατηρούμε στα διάφορα φυτικά όργανα, όπως είναι τα φύλλα, οι βλαστοί, οι καρποί και τα άνθη. Φωτοσυνθετικές ονομάζονται οι χρωστικές που μετέχουν στη λειτουργία της φωτοσύνθεσης.

			Γενικά περί φωτοσυνθετικών χρωστικών

			Οι φωτοσυνθετικές χρωστικές, από άποψη χημικής δομής, διακρίνονται σε τρεις μεγάλες κατηγορίες: τις χλωροφύλλες, τα καροτενοειδή και τις φυκομπιλίνες. Οι φυκομπιλίνες είναι χρωστικές οι οποίες απαντώνται στα κυανοβακτήρια, στα ερυθρά φύκη και στις κρυπτομονάδες, και δεν θα μας απασχολήσουν σ’ αυτό το κεφάλαιο.

			Οι χλωροφύλλες και τα καροτενοειδή απαντούν σε όλους σχεδόν τους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς και εντοπίζονται στις φωτοσυνθετικές μεμβράνες των χλωροπλαστών (θυλακοειδή στρώματος και grana). Είναι ουσίες λιποδιαλυτές και εκχυλίζονται από τους ιστούς με οργανικούς διαλύτες. Από λειτουργικής σκοπιάς, οι φωτοσυνθετικές χρωστικές διακρίνονται σε κύριες (ή φωτοχημικά ενεργές) και σε βοηθητικές. Ως κύριες φωτοσυνθετικές χρωστικές ορίζονται εκείνες στις οποίες η απορρόφηση φωτός έχει ως αποτέλεσμα τη μεταφορά ενός ηλεκτρονίου. Η μεταφορά αυτή κινητοποιεί τη φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων, η οποία καταλήγει στην παραγωγή αναγωγικής δύναμης (NADPH) και ATP. Σύμφωνα, λοιπόν, με τον ανωτέρω ορισμό, κύριες φωτοσυνθετικές χρωστικές χαρακτηρίζονται μόνο εκείνα τα μόρια χλωροφύλλης a που απαρτίζουν τα φωτοχημικά κέντρα των δύο φωτοσυστημάτων. Βοηθητικές είναι όλες οι άλλες φωτοσυνθετικές χρωστικές (συμπεριλαμβανομένων και των υπόλοιπων μορίων χλωροφύλλης a) και ο κύριος ρόλος τους in vivo είναι η διοχέτευση της ενέργειας που απορροφούν στα μόρια χλωροφύλλης a των φωτοχημικών κέντρων, μέσω μεταφοράς παλμού.

			Σημαντική θέση μεταξύ των χλωροφυλλών κατέχει η χλωροφύλλη a, που ανευρίσκεται σε όλους τους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς, εκτός από τα ανοξυγονικά φωτοσυνθετικά βακτήρια. Εξίσου σημαντική είναι και η χλωροφύλλη b, η οποία απαντάται σε όλα τα σπερματόφυτα, στις πτέριδες, στα βρύα και στα πράσινα φύκη. Η αναλογία χλωροφύλλης a:b στα φυτά είναι συνήθως 3:1. Σε ορισμένα είδη φυκών απαντώνται οι χλωροφύλλες c και d, αντί της χλωροφύλλης b. Τέλος, ειδικές μορφές χλωροφύλλης, που ονομάζονται βακτηριοχλωροφύλλες, ευρίσκονται στα ανοξυγονικά φωτοσυνθετικά βακτήρια.

			Όλα τα είδη χλωροφύλλης, χημικά, κατατάσσονται στις πορφυρίνες. Το μόριό τους απαρτίζεται από έναν πορφυρινικό δακτύλιο, ο οποίος σχηματίζεται από τη συνένωση τεσσάρων πυρρολικών δακτυλίων (Σχήμα 2.1.1). Τα τέσσερα άτομα (N) των πυρρολικών δακτυλίων συνδέονται με ένα άτομο μαγνησίου, το οποίο τοποθετείται στο κέντρο του μορίου. Μεταξύ τρίτου και τέταρτου πυρρολίου δημιουργείται ένας δακτύλιος κυκλοπεντανόνης, ενώ στον τέταρτο πυρρολικό δακτύλιο συνδέεται με εστερικό δεσμό η φυτόλη, μια τερπενική αλκοόλη με 20 άτομα άνθρακα (απαρτίζεται από 4 μονάδες ισοπρενίου, CH2=C(CH3)CH=CH2). Η φυτόλη αποτελεί τη λιπόφιλη «ουρά» του μορίου και χρησιμεύει για τη σύνδεση και τον προσανατολισμό της χλωροφύλλης στις μεμβράνες των θυλακοειδών. Η παρουσία διαφορετικών λειτουργικών ομάδων (υποκαταστάτες) στους πυρρολικούς δακτυλίους είναι εκείνη που χαρακτηρίζει τα διάφορα είδη χλωροφύλλης. Η βιοσύνθεσή τους, όπως και η χημική δομή τους, παρουσιάζει πολλά κοινά με την αίμη των θηλαστικών.
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			Σχήμα 2.1.1 Μοριακή δομή των χλωροφυλλών a και b.

			Η δεύτερη μεγάλη ομάδα φωτοσυνθετικών χρωστικών είναι τα καροτενοειδή. Χημικά τα καροτενοειδή είναι τερπενοειδείς ενώσεις αποτελούμενες από 8 ομάδες ισοπρενίου, δηλαδή 40 άτομα άνθρακα. Τα καροτενοειδή διακρίνονται σε δύο κατηγορίες:

			•τα καροτένια, τα οποία αποτελούνται από C και H (πρόκειται δηλαδή για υδρογονάνθρακες),

			•τις ξανθοφύλλες, οι οποίες αποτελούνται από C, H και O (είναι δηλαδή οξειδωμένες μορφές καροτενίων).

			Ο ρόλος των καροτενοειδών in vivo, πλην της μεταφοράς παλμού που αναφέρθηκε, περιλαμβάνει και την προστασία των μορίων της χλωροφύλλης από φωτο-οξείδωση, σε συνθήκες έντονου και παρατεταμένου φωτισμού. Η αναλογία των καροτενοειδών προς τις χλωροφύλλες στα ανώτερα φυτά είναι περίπου 1:5. Το κυριότερο καροτένιο είναι το β-καροτένιο, ενώ οι συχνότερα απαντώμενες ξανθοφύλλες είναι η λουτεΐνη, η βιολαξανθίνη και η νεοξανθίνη (Σχήμα 2.1.2).

			Τα περισσότερα καροτενοειδή είναι κίτρινα, πορτοκαλί ή κόκκινα. Στην παρουσία καροτενοειδών οφείλεται το κίτρινο χρώμα των γερασμένων φύλλων. Αυτό συμβαίνει γιατί κατά τη διαδικασία της γήρανσης η επιλεκτική αποικοδόμηση των χλωροφυλλών προηγείται εκείνης των καροτενοειδών. Θα πρέπει να υπενθυμίσουμε ότι καροτενοειδή υπάρχουν και στους χρωμοπλάστες, τα οποία είναι εν μέρει υπεύθυνα για τα έντονα χρώματα των ανθέων ή των καρπών. Αυτά, όμως, δεν χαρακτηρίζονται ως φωτοσυνθετικές χρωστικές.
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			Σχήμα 2.1.2 Μοριακή δομή των κυριότερων καροτενοειδών που απαντώνται στα ανώτερα φυτά.

			Οπτικές ιδιότητες των φωτοσυνθετικών χρωστικών

			Για την καλύτερη κατανόηση των οπτικών ιδιοτήτων των φωτοσυνθετικών χρωστικών, είναι χρήσιμο να παρατεθούν κάποιες βασικές έννοιες σχετικά με τη φύση του φωτός. Το φως, λοιπόν, μεταδίδεται υπό μορφή κυμάτων (κυματική φύση του φωτός) με ταχύτητα (c) και χαρακτηρίζεται από το μήκος κύματος (λ) και τη συχνότητα (ν). Συγχρόνως, το φως μεταδίδεται υπό μορφή διακριτών «πακέτων» ενέργειας (σωματιδιακή φύση), τα οποία λέγονται φωτόνια. Η ενέργεια ενός φωτονίου ονομάζεται quantum και δίνεται από τη σχέση:
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			όπου h = η σταθερά του Plank, c = η ταχύτητα του φωτός, ν = η συχνότητα και λ = το μήκος κύματος.

			Όταν το μόριο μιας χρωστικής απορροφήσει την ενέργεια ενός φωτονίου, διεγείρεται και τότε ένα ηλεκτρόνιο της ουσίας αυτής ανέρχεται σε μια θέση ενεργειακά υψηλότερη της αρχικής. Επειδή, όμως, οι επιτρεπτές θέσεις (τροχιές) που μπορεί να καταλάβει ένα ηλεκτρόνιο είναι καθορισμένες, επόμενο είναι ότι το μόριο μιας δεδομένης ουσίας μπορεί να απορροφήσει συγκεκριμένη μόνο ενέργεια, τόση όση είναι η ενεργειακή διαφορά μεταξύ της διεγερμένης κατάστασης και της βασικής. Με άλλα λόγια, το μόριο μιας ουσίας μπορεί να απορροφήσει φωτόνια ορισμένου μήκους κύματος, εφόσον η ενέργεια του φωτονίου συνδέεται με το μήκος κύματος και μάλιστα με σχέση αντιστρόφως ανάλογη (Σχέση 1).

			Από το σύνολο της ηλεκτρομαγνητικής ακτινοβολίας που προέρχεται από τον ήλιο, το τμήμα εκείνο που αντιστοιχεί σε μήκη κύματος 400 - 700 nm ονομάζεται ορατό φως, γιατί αυτό γίνεται αντιληπτό από το ανθρώπινο μάτι. Το φάσμα του ορατού διακρίνεται σε επιμέρους χρωματικές περιοχές (βλέπε Σχήμα 2.1.3).

			Εάν κάνουμε μια γραφική απεικόνιση της κατανομής της απορρόφησης μιας ουσίας συναρτήσει του μήκους κύματος, θα έχουμε το φάσμα απορρόφησής της. Αυτό είναι χαρακτηριστικό για κάθε ουσία, αποτελεί θα λέγαμε ένα είδος «ταυτότητας», που μας επιτρέπει να την προσδιορίζουμε. Οι χλωροφύλλες και τα καροτενοειδή, εξαιτίας του έντονου χρωματισμού τους, αποτελούν ιδανικά υλικά για μελέτες απορρόφησης.

			Στο Σχήμα 2.1.3 δίνονται τα φάσματα απορρόφησης της χλωροφύλλης a και b σε αιθερικό διάλυμα. Παρατηρούμε ότι η χλωροφύλλη a παρουσιάζει 2 ζώνες απορρόφησης, μία στην κυανή περιοχή του φάσματος με αιχμή στα 430 nm και μία στην ερυθρά περιοχή με αιχμή στα 660 nm. Η χλωροφύλλη b παρουσιάζει επίσης 2 ζώνες απορρόφησης με μετατοπισμένα τα σημεία αιχμής, για μεν την κυανή περιοχή στα 455 nm για δε την ερυθρά στα 643 nm. Τα μέγιστα απορρόφησης μιας ουσίας εξαρτώνται άμεσα από τον διαλύτη στον οποίο είναι διαλυμένη. Έτσι, τα φάσματα απορρόφησης, αναλόγως του διαλύτη, εμφανίζονται ελαφρώς μετατοπισμένα είτε προς τα δεξιά είτε προς τα αριστερά. In vivo, η χλωροφύλλη ευρίσκεται υπό μορφή συμπλόκων με πρωτεΐνες και αυτό οδηγεί σε ετερογένεια των μορίων της, τα οποία γι’ αυτό τον λόγο εμφανίζουν φάσματα ελαφρώς μετατοπισμένα προς μακρύτερα μήκη κύματος.
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			Σχήμα 2.1.3 Φάσματα απορρόφησης των χλωροφυλλών a και b σε αιθέρα. Οι συγκεντρώσεις των δύο χρωστικών δεν είναι όμοιες.

			Τα καροτενοειδή απορροφούν ισχυρά στην κυανή περιοχή και λιγότερο στην πράσινη. Το φάσμα απορρόφησής τους εκτείνεται από 350 έως 500 nm περίπου (Σχήμα 2.1.4). Παρατηρούμε ότι παρουσιάζει 3 μέγιστα, η θέση των οποίων εξαρτάται τόσο από τον αριθμό των διπλών δεσμών, όσο και από το είδος των υποκαταστάσεων στον ανθρακικό σκελετό.
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			Σχήμα 2.1.4 Φάσματα απορρόφησης των κυριότερων καροτενοειδών. Οι συγκεντρώσεις δεν είναι όμοιες.

			Εάν παρατηρήσουμε τα φάσματα απορρόφησης των χλωροφυλλών και των καροτενοειδών, διαπιστώνουμε ότι αυτά παρουσιάζουν αλληλο-επικαλυπτόμενες περιοχές, γεγονός που ερμηνεύει την ικανότητα των βοηθητικών χρωστικών να μεταφέρουν την ενέργεια που απορροφούν προς τη χλωροφύλλη a, όταν τα μόριά τους βρίσκονται σε κατάλληλη διευθέτηση.

			2.1.2 Προσδιορισμός φωτοσυνθετικών χρωστικών

			Ποσοτικός προσδιορισμός

			Η απορρόφηση (Α) ή οπτική πυκνότητα (O.D.) μιας ουσίας μετράται με ειδικά όργανα που λέγονται φασματοφωτόμετρα και δίνεται από τον τύπο:
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			όπου I0 = η ένταση του φωτός που προσπίπτει σε μια ουσία,

			I = η ένταση του φωτός που διαπερνά την ουσία μετά την απορρόφηση,

			c = η συγκέντρωση της ουσίας σε mole⋅L−1 (ή Μ),

			b = η απόσταση που διανύει το φως μέσα στο διάλυμα της ουσίας σε cm και

			ελ = ο μοριακός συντελεστής απορρόφησης σε L⋅mol−1⋅cm−1, που εξαρτάται από τη φύση της ουσίας, το μήκος κύματος και το είδος του διαλύτη (Σχήμα 2.1.5).

			Αντιλαμβάνεται κανείς ότι η ανωτέρω σχέση, γνωστή ως νόμος των Lambert - Beer μας δίνει τη δυνατότητα να υπολογίσουμε τη συγκέντρωση μιας ουσίας σε ένα διάλυμα, αφού οι υπόλοιποι παράγοντες είναι εύκολα μετρήσιμοι. Πρακτικά, το Α είναι η μέτρηση που παίρνουμε στην οθόνη του φασματοφωτομέτρου, ο συντελεστής ελ ανευρίσκεται από σχετικούς πίνακες και η απόσταση b προκύπτει από τις διαστάσεις της κυψελίδας του οργάνου.
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			Σχήμα 2.1.5 Άποψη (άνω) και σχηματική απεικόνιση της διάταξης (κάτω) ενός φασματοφωτομέτρου.

			Το θέμα είναι περισσότερο πολύπλοκο εάν έχουμε μείγμα ουσιών, παραδείγματος.χάρη. το συνολικό εκχύλισμα των φωτοσυνθετικών χρωστικών, των οποίων τα φάσματα απορρόφησης αλληλο - επικαλύπτονται. Σ’ αυτή την περίπτωση η απορρόφηση σε ένα συγκεκριμένο μήκος κύματος θα αποτελεί το άθροισμα των απορροφήσεων των επιμέρους ουσιών και η επίλυση του τύπου των Lambert - Beer θα οδηγεί σε μια εξίσωση με περισσότερους του ενός αγνώστους. Έτσι, απαιτείται μέτρηση της O.D. σε περισσότερα μήκη κύματος, ώστε να δημιουργηθεί ένα σύστημα με τόσες εξισώσεις όσες οι προς μέτρηση ουσίες του μείγματος. Τα μήκη κύματος που επιλέγουμε είναι αυτά στα οποία η κάθε ουσία παρουσιάζει μέγιστο απορρόφησης.

			Με βάση τέτοιους υπολογισμούς, έχουν προκύψει οι εξισώσεις που ακολουθούν και τις οποίες θα χρησιμοποιήσουμε στο πειραματικό μέρος για να προσδιορίσουμε τη συγκέντρωση της χλωροφύλλης a (Ca), της χλωροφύλλης b (Cb) και των ολικών καροτενοειδών (Cx+c), σε μgr/ml διαλύματος:
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			Οι ανωτέρω τύποι αφορούν υδατικά διαλύματα ακετόνης 80% v/v. Είναι προφανές ότι αναλόγως του διαλύτη θα μεταβάλλονται και οι τύποι, αφού από την φύση του διαλύτη εξαρτάται ο συντελεστής και η θέση των μέγιστων απορρόφησης.

			Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των φωτοσυνθετικών χρωστικών μπορεί κανείς να επιλέξει οποιονδήποτε φωτοσυνθετικό ιστό (φύλλα ανώτερων φυτών, πράσινα φύκη, βρύα), στην πράξη όμως χρησιμοποιούνται μαλακά φύλλα ανώτερων φυτών, τα οποία λειοτριβούνται εύκολα. Εάν υπάρχει χρόνος, η άσκηση μπορεί να επεκταθεί σε ποσοτικές συγκρίσεις σκιοφύτων και ηλιοφύτων καθώς και αναπτυσσόμενων, ώριμων και υπό γήρανση φύλλων. Στην παρούσα άσκηση θα συγκριθούν νεαρά (κόκκινα) και ώριμα (πράσινα) φύλλα του είδους Ricinus communis (κν. ρετσινολαδιά). Το κόκκινο χρώμα των νεαρών φύλλων οφείλεται στην παρουσία χρωστικών που ονομάζονται ανθοκυανίνες.

			Λίγα λόγια για τις ανθοκυανίνες

			Οι ανθοκυανίνες είναι έγχρωμες, υδατοδιαλυτές, φλαβονοειδείς ενώσεις, οι οποίες συσσωρεύονται στα χυμοτόπια και απαντώνται κυρίως στα άνθη και τους καρπούς αλλά και στα φύλλα, στους βλαστούς και (κάποιες φορές) στις ρίζες. Οι ανθοκυανίνες απορροφούν στην υπεριώδη, όπως και τα υπόλοιπα φλαβονοειδή, αλλά και στην ορατή περιοχή του φάσματος, και συγκεκριμένα στην πράσινη. Από κοινού με άλλες χρωστικές είναι υπεύθυνες για μια ποικιλία χρωμάτων και καλύπτουν ένα εύρος αποχρώσεων από κίτρινο, ρoζ, κόκκινο έως σκούρο μπλε. Η απορρόφησή τους στην ορατή περιοχή καθορίζεται από τον αριθμό και τον προσανατολισμό των υδροξυλομάδων στον Β δακτύλιο της βασικής φλαβονοειδούς δομής και από το pH του μέσου στο οποίο βρίσκονται. Γενικά, οι ανθοκυανίνες είναι έγχρωμες σε όξινο pH και αποχρωματίζονται (παύουν, δηλαδή, να απορροφούν στην ορατή περιοχή του φάσματος) καθώς το pH γίνεται ουδέτερο έως αλκαλικό. Έχει βρεθεί ότι για μικρές αλλαγές στο pH, και πάντα στα όρια της όξινης περιοχής, το χρώμα των ανθοκυανινών μεταβάλλεται από κόκκινο (στις χαμηλές τιμές pH) σε μπλε (στις υψηλότερες τιμές pH). Απαντούν, συνήθως, ως γλυκοσίδια (δηλαδή ενωμένα με σάκχαρα) αλλά και ως μη γλυκοσυλιωμένες μορφές (ανθοκυανιδίνες), οι οποίες είναι επίσης έγχρωμες.

			Ο πλέον προφανής ρόλος των ανθοκυανινών είναι η συμβολή τους στην επικονίαση και τη διασπορά των σπερμάτων (προσέλκυση επικονιαστών και καταναλωτών, αντίστοιχα), λόγω των χρωμάτων που προσδίνουν στα άνθη και τους καρπούς. Η παρουσία τους στα φύλλα έχει συσχετιστεί με την προστασία έναντι των βιοτικών και αβιοτικών παραγόντων καταπόνησης, όπως η φυτοφαγία, η προσβολή από μύκητες, η ξηρασία, οι χαμηλές θερμοκρασίες, οι υψηλές εντάσεις ορατού και υπεριώδους. Οι υψηλές εντάσεις ακτινοβολίας είναι δυνατό να αποβούν τοξικές για ένα φυτό, όταν υπερβαίνουν το ποσό της ενέργειας που μπορεί να χρησιμοποιηθεί για αφομοίωση του CO2. Αυτό μπορεί να οφείλεται είτε σε ανωριμότητα της φωτοσυνθετικής συσκευής (π.χ. νεαρά φύλλα) είτε σε περιορισμό της φωτοσύνθεσης λόγω έλλειψης CO2 (π.χ. κλειστά στόματα) ή λόγω αναστολής του κύκλου του Calvin (π.χ. σε χαμηλές θερμοκρασίες).

			Ποιοτικός προσδιορισμός

			Ο ποιοτικός προσδιορισμός των φωτοσυνθετικών χρωστικών μπορεί να γίνει μετά τον διαχωρισμό τους με χρωματογραφία. Χρωματογραφία είναι η τεχνική διαχωρισμού των συστατικών ενός μείγματος και περιλαμβάνει μία στατική (μπορεί να είναι ένα στερεό ή κάποιο υγρό προσδεδεμένο σε στερεό υπόβαθρο) και μία κινούμενη φάση (υγρή ή αέρια). Ο διαχωρισμός επιτυγχάνεται καθώς η κινούμενη φάση ρέει διαμέσου της στατικής, μεταφέροντας το κάθε συστατικό του μείγματος με διαφορετική ταχύτητα. Στην ανερχόμενη χρωματογραφία χαρτιού, με την οποία θα ασχοληθούμε, ο διαχωρισμός στηρίζεται στη διαφορετική κατανομή των ουσιών στη λιπόφιλη κινούμενη φάση (υγρό ή διαλύτης ανάπτυξης) και στην υδρόφιλη στατική φάση (ομοιόμορφο χαρτί χρωματογραφίας). Στην πραγματικότητα, η κυτταρίνη του χαρτιού, έχοντας υψηλή συγγένεια με το νερό, το απορροφά από την ατμόσφαιρα και ως στατική φάση θεωρείται το σύμπλοκο κυτταρίνης - νερού. Ανάλογα με τη φύση των προς ανάλυση ουσιών, η κινούμενη φάση μπορεί να αποτελείται από έναν οργανικό διαλύτη ή από σύστημα διαλυτών. Το προς ανάλυση δείγμα (μείγμα φωτοσυνθετικών χρωστικών) τοποθετείται επάνω στο χαρτί, στο σημείο εκκίνησης, ως κηλίδα. Το χαρτί με το δείγμα τοποθετείται σε γυάλινο δοχείο ανάπτυξης χρωματογραφίας (π.χ. γυάλινο σωλήνα με πώμα), το οποίο περιέχει μικρή ποσότητα διαλύτη (ύψος στάθμης ~0.5 - 1 cm). Το υγρό ανάπτυξης ανεβαίνει αργά, λόγω τριχοειδών φαινομένων, συμπαρασύροντας το κάθε συστατικό του μείγματος σε διαφορετική απόσταση (Σχήμα 2.1.6). Η χρωματογραφία σταματά όταν το μέτωπο της κινούμενης φάσης πλησιάσει στο τέλος του χαρτιού (~0.5 cm από το τέλος).
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			Σχήμα 2.1.6 Σχηματική απεικόνιση της χρωματογραφίας χαρτιού.

			Ο λόγος της απόστασης που διήνυσε κάθε ουσία από το σημείο εκκίνησης προς την απόσταση που κινήθηκε ο διαλύτης ονομάζεται παράγοντας επιβράδυνσης Rf (Retardation factor):
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			Σε δεδομένες συνθήκες χρωματογραφίας, η τιμή Rf είναι χαρακτηριστική για κάθε ουσία και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την ταυτοποίησή της, αν συγκριθεί με την τιμή της αντίστοιχης πρότυπης ουσίας στις ίδιες συνθήκες. Για έναν ικανοποιητικό χρωματογραφικό διαχωρισμό, θα πρέπει οι αρχικές κηλίδες του μείγματος να έχουν μικρή έκταση, ενώ συγχρόνως να περιέχουν αρκετή συγκέντρωση των προς ανάλυση ουσιών, ώστε αυτές να είναι διακριτές μετά την ανάπτυξη του χρωματογραφήματος. Στην προκειμένη περίπτωση, αυτό επιτυγχάνεται με τη μεταφορά των φωτοσυνθετικών χρωστικών από το αρχικό υδατο - ακετονικό εκχύλισμα σε διαιθυλαιθέρα μικρότερου όγκου. Η διαδικασία περιλαμβάνει τη δημιουργία δύο φάσεων (μίας υδατικής και μίας αιθερικής) σε διαχωριστική χοάνη, που δεν αναμειγνύονται μεταξύ τους (Σχήμα 2.1.7). Έτσι, εκτός από τη συμπύκνωση των χρωστικών, απομακρύνεται και το νερό, το οποίο συμβάλλει στο «άπλωμα» της κηλίδας και στεγνώνει δύσκολα.
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			Σχήμα 2.1.7 Σχηματική απεικόνιση της δημιουργίας δύο φάσεων σε διαχωριστική χοάνη.

			2.1.3 Πειραματικό μέρος

			Η εκχύλιση των χρωστικών από τα φύλλα μπορεί να γίνει είτε σε γουδί πορσελάνης, με την προσθήκη καθαρής άμμου για τη διευκόλυνση της λειοτρίβησης, είτε σε ηλεκτρικό ομογενοποιητή (blender). Προτιμάται η χρήση γουδιού, γιατί επιτυγχάνεται καλύτερη ομογενοποίηση.

			Είναι αυτονόητο ότι η χημική δομή των προς ανάλυση ουσιών καθορίζει και το είδος του χρησιμοποιούμενου διαλύτη. Στην προκειμένη περίπτωση, επειδή οι φωτοσυνθετικές χρωστικές χημικά κατατάσσονται στα λιπίδια, το μέσο εκχύλισης πρέπει να είναι ένας οργανικός διαλύτης (π.χ. βενζόλιο, αιθέρας, μεθανόλη, αιθανόλη, ακετόνη). Επιλέγεται η ακετόνη (υδατικό διάλυμα 80% v/ v) γιατί:

			•αναμιγνύεται καλά με το περιεχόμενο στα κύτταρα νερό χωρίς να δημιουργεί γαλάκτωμα, σε αντίθεση με τον αιθέρα ή το βενζόλιο,

			•δεν είναι ιδιαίτερα επιβλαβής, όπως η μεθανόλη.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•όμοιας έκθεσης νεαρά και ώριμα φύλλα Ricinus communis,

			•ψαλίδι,

			•παγωμένο γουδί πορσελάνης,

			•CaCO3,

			•καθαρή άμμος,

			•κωνικές φιάλες των 50 ή 100 ml,

			•ογκομετρικός κύλινδρος των 50 ml,

			•ποτήρια ζέσης των 20 και 50 ml,

			•υδροβολέας με απιονισμένο H2O,

			•πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου (των 50 ml),

			•στατώ για δοκιμαστικούς σωλήνες,

			•διαχωριστική χοάνη και μεταλλικό στήριγμα με δακτύλιο,

			•τριχοειδές σωληνάκι,

			•γυάλινα μπουκαλάκια με πώμα,

			•δοχείο χρωματογραφίας με καπάκι,

			•χαρτί χρωματογραφίας Whatman (Νο 1 Chr),

			•οργανικοί διαλύτες: ακετόνη, διαιθυλαιθέρας, πετρελαϊκός αιθέρας, βενζόλιο,

			•μαρκαδόρος ή αυτοκόλλητες ετικέτες,

			•αλουμινόχαρτο ή parafilm,

			•φυγόκεντρος,

			•φασματοφωτόμετρο απλής ή διπλής δέσμης.

			Πειραματική διαδικασία

			Φύλλα νωπού βάρους 1 - 2 gr τεμαχίζονται σε μικρά τμήματα και τοποθετούνται σε γουδί πορσελάνης μαζί με μικρή ποσότητα καθαρής άμμου (~0.25 gr) και ανθρακικού ασβεστίου (CaCO3, 0.1 gr). Η προσθήκη CaCO3 αποτρέπει την οξίνιση του διαλύματος από τυχόν οξέα που περιέχουν τα φύλλα. Μια τέτοια οξίνιση του διαλύματος θα είχε ως αποτέλεσμα την απομάκρυνση του Mg από τα μόρια της χλωροφύλλης και τη δημιουργία φαιοφυτίνης, η οποία παρουσιάζει διαφορετικό φάσμα απορρόφησης. Η λειοτρίβιση των φύλλων γίνεται παρουσία 80% ακετόνης (συνολικός όγκος 30 ml), η οποία προστίθεται τμηματικά (ανά 2 - 3 ml). Το εκχύλισμα (το οποίο δεν είναι διαυγές διότι περιέχει υπολείμματα κυττάρων, αγγεία και άμμο) μεταφέρεται σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρου και φυγοκεντρείται επί 5 min στις 6.000 στροφές. Το διαυγές πράσινο υπερκείμενο ογκομετράται και σημειώνεται ο όγκος του, ενώ το ίζημα απορρίπτεται.

			Σε φασματοφωτόμετρο μετράται η απορρόφηση του δείγματος στα 470, 646, 663 και 720 nm, χρησιμοποιώντας ως «τυφλό» το διάλυμα ακετόνης. Στα 720 nm δεν απορροφούν οι φωτοσυνθετικές χρωστικές, αλλά η μέτρηση μάς δίνει μια εκτίμηση του πιθανού σκεδασμού, εάν υπάρχει. Η τιμή αυτή αφαιρείται από τις υπόλοιπες μετρήσεις. Στη συνέχεια, λαμβάνεται το φάσμα απορρόφησης του δείγματος, μετρώντας ανά 5 nm στην περιοχή από 400 έως 700 nm. Στην περίπτωση που υπάρχει φασματοφωτόμετρο διπλής δέσμης ή απλής δέσμης συνδεδεμένο με ηλεκτρονικό υπολογιστή, το φάσμα απορρόφησης δίνεται αυτόματα. Κατόπιν, το δείγμα οξινίζεται με την προσθήκη 50 μl διαλύματος HCl (HCl: H2O 1:1) στην κυψελίδα και λαμβάνεται εκ νέου το φάσμα απορρόφησης (400 - 700 nm).

			Με βάση τους τύπους που ήδη αναφέρθηκαν και τις τιμές απορρόφησης στα συγκεκριμένα μήκη κύματος υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις της χλωροφύλλης a, της χλωροφύλλης b και των συνολικών καροτενοειδών. Υπενθυμίζεται ότι οι τύποι δίνουν το ποσό της χρωστικής σε μgr/ml διαλύματος. Για να εκφραστεί το ποσό κάθε χρωστικής ανά gr νωπού βάρους ή ανά cm2 φυλλικής επιφανείας, θα πρέπει να γίνουν οι απαραίτητες αναγωγές με βάση το βάρος ή την επιφάνεια των φύλλων που εκχυλίστηκαν, τον όγκο του εκχυλίσματος, καθώς και τις ενδεχόμενες αραιώσεις.

			Η διαχωριστική χοάνη σταθεροποιείται με τον δακτύλιο σε μεταλλικό στήριγμα, ώστε να είναι σε κατακόρυφη θέση (με τη στρόφιγγα κλειστή). Τοποθετούνται προσεκτικά 20 ml του ακετονικού εκχυλίσματος. Στη συνέχεια, προστίθενται σιγά-σιγά από τα τοιχώματα 20 ml διαιθυλαιθέρα. Το μείγμα αναδεύεται ήπια ώστε να αποφευχθεί η δημιουργία γαλακτώματος. Με περιοδική ανάδευση, προστίθεται νερό με τον υδροβολέα (πάλι από τα τοιχώματα) μέχρι τη δημιουργία δύο φάσεων. Ανοίγοντας προσεκτικά τη στρόφιγγα, η φάση νερού-ακετόνης απορρίπτεται ενώ η αιθερική φάση, που περιέχει τις φωτοσυνθετικές χρωστικές, συλλέγεται σε ποτήρι ζέσης (το οποίο καλύπτεται με αλουμινόχαρτο ή parafilm). Κόβεται μία λωρίδα χαρτί χρωματογραφίας διαστάσεων 2 x 15 cm περίπου (ανάλογα με το μέγεθος του δοχείου ανάπτυξης). Πάνω στη λωρίδα του χαρτιού, σε απόσταση ~2 cm από το άκρο του, σημειώνεται με μολύβι το σημείο εκκίνησης. Με τη βοήθεια τριχοειδούς σωλήνα, τοποθετούνται στο σημείο εκκίνησης 2 - 3 επάλληλες σταγόνες από το δείγμα (αιθερικό διάλυμα των χρωστικών). Το χαρτί με το δείγμα εισάγεται στο γυάλινο δοχείο ανάπτυξης το οποίο καλύπτεται με το καπάκι και εκτελείται ανερχόμενη χρωματογραφία με υγρό ανάπτυξης πετρελαϊκό αιθέρα:βενζόλιο:ακετόνη 40:10:5 (v/v). Το χαρτί αποσύρεται όταν το μέτωπο του διαλύτη φτάσει σε απόσταση  ∼0.5 cm από το άκρο του. Στη συνέχεια,

			•με μολύβι αριθμούνται οι διάφορες κηλίδες και σημειώνεται το μέτωπο του διαλύτη,

			•με χάρακα μετράται η απόσταση του διαλύτη και κάθε κηλίδας από το σημείο εκκίνησης,

			•υπολογίζεται η τιμή Rf κάθε χρωστικής,

			•κάθε μία κηλίδα κόβεται ξεχωριστά, αναδιαλύεται σε ~3.5 ml καθαρής ακετόνης και λαμβάνεται το φάσμα απορρόφησής της για την περιοχή από 400 - 700 nm.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Κατά τη λειοτρίβηση, η ακετόνη πρέπει να προστίθεται τμηματικά (το πολύ ανά 2 - 3 ml), ώστε να διευκολύνεται η ομογενοποίηση και να περιορίζονται οι απώλειες.

			•Η λειοτρίβηση θα πρέπει να είναι εξαντλητική, αφού μας ενδιαφέρει ο όσο το δυνατόν ακριβέστερος ποσοτικός προσδιορισμός των χρωστικών. Συγχρόνως, θα πρέπει να είναι ταχεία, για να περιοριστεί η εξάτμιση της πτητικής ακετόνης.

			•Για τον σωστό υπολογισμό των συγκεντρώσεων, είναι σημαντικό να σημειωθεί ο όγκος του υπερκειμένου και ο βαθμός ενδεχόμενης αραίωσης.

			•Αν η τιμή απορρόφησης στα 720 nm (ένδειξη σκεδασμού) είναι υψηλή, πρέπει να επαναληφθεί η φυγοκέντρηση.

			•Για σωστή ανάδευση στη διαχωριστική χοάνη, θα πρέπει αυτή περιοδικά να αναστρέφεται κρατώντας σφικτά το καπάκι και ανοίγοντας τη στρόφιγγα ώστε να εκτονωθεί ο αέρας και να εξισορροπηθεί η πίεση.

			•Για τη συλλογή των δύο φάσεων, η στρόφιγγα της χοάνης ανοίγεται αργά και προσεκτικά για να αποφευχθεί η δημιουργία περιδίνησης.

			•Το σημείο εκκίνησης στο χαρτί χρωματογραφίας σημειώνεται με μολύβι (όχι στυλό), με προσοχή  ώστε η στάθμη του υγρού ανάπτυξης να είναι οπωσδήποτε χαμηλότερα, ειδάλλως η αρχική κηλίδα του δείγματος θα διαλυθεί πριν διαχωριστεί.

			•Για καλύτερο διαχωρισμό (ευδιάκριτες ζώνες), πρέπει η αρχική κηλίδα δείγματος να είναι μικρής επιφάνειας. Αυτό το επιτυγχάνουμε «φορτώνοντας» με το τριχοειδές 2 - 3 επάλληλες σταγόνες δείγματος και φυσώντας συνέχεια για να μην απλώσει.

			•Πριν την έναρξη της χρωματογραφίας, το δοχείο με τον διαλύτη κλείνεται με το καπάκι για να επέλθει κορεσμός του χώρου από τους ατμούς του διαλύτη.

			2.1.4 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα τα στοιχεία της εκχύλισης που πραγματοποιήσατε: πειραματικό υλικό (νεαρά ή ώριμα φύλλα), αρχικό όγκο εκχύλισης (ml), όγκο υπερκειμένου (ml), νωπό βάρος φύλλων (gr), επιφάνεια φύλλων (cm2), τιμές απορρόφησης (στα αντίστοιχα μήκη κύματος της φωτομέτρησης), βαθμό αραίωσης.

			•Χρησιμοποιώντας τις κατάλληλες εξισώσεις υπολογίστε τις συγκεντρώσεις των Chl a, Chl b, ολικών χλωροφυλλών και ολικών καροτενοειδών σε μg/ ml, μg/ cm2 φύλλου και μg/ gr φύλλου καθώς και τις σχετικές αναλογίες Chl a/b και Car / Chl a+b.

			•Παρουσιάστε τα αποτελέσματά σας υπό μορφή ιστογραμμάτων.

			•Συγκρίνετε τα φάσματα απορρόφησης πριν και μετά την οξίνιση του δείγματός σας και εντοπίστε τις διαφορές, εστιάζοντας στη σύγκριση νεαρών και ώριμων φύλλων.

			•Παρουσιάστε σε δεύτερο πίνακα τα αποτελέσματα της χρωματογραφίας που πραγματοποιήσατε.

			•Συγκρίνοντας τα δεδομένα σας (τιμή Rf, μήκη κύματος μέγιστης απορρόφησης) με εκείνα της βιβλιογραφίας, προσπαθήστε να ταυτοποιήσετε την κάθε χρωστική.

			2.1.5 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_2.1.html

			1.Οι χλωροφύλλες απορροφούν μέγιστα

			α. στην ερυθρή περιοχή του ορατού φάσματος.

			β. στην πράσινη περιοχή του ορατού φάσματος.

			γ. στην ερυθρή και στην κυανή περιοχή του ορατού φάσματος.

			2.Τα καροτενοειδή απορροφούν μέγιστα

			α. στην ερυθρή περιοχή του ορατού φάσματος.

			β. στην πράσινη περιοχή του ορατού φάσματος.

			γ. στην κυανή περιοχή του ορατού φάσματος.

			3.Η ενέργεια ενός φωτονίου είναι

			α. ανάλογη της ταχύτητας του φωτός και του μήκους κύματος.

			β. ανάλογη της ταχύτητας του φωτός και αντιστρόφως ανάλογη του μήκους κύματος.

			γ. αντιστρόφως ανάλογη της ταχύτητας του φωτός και του μήκους κύματος.

			4.Σε ένα ακετονικό διάλυμα φωτοσυνθετικών χρωστικών, η τιμή της απορρόφησης στα 720 nm μάς δίνει μια εκτίμηση

			α. του φθορισμού της χλωροφύλλης.

			β. του σκεδασμού.

			γ. του ποσού της φαιοφυτίνης.

			5.Η οξίνιση ενός ακετονικού διαλύματος φωτοσυνθετικών χρωστικών επιφέρει

			α. μετατροπή της χλωροφύλλης σε φαιοφυτίνη.

			β. μετατροπή της χλωροφύλλης σε φυτόλη.

			γ. μετατροπή της χλωροφύλλης a σε χλωροφύλλη b.

			6.Η απορρόφηση Α μίας ουσίας είναι

			α. ανάλογη της συγκέντρωσής της και αντιστρόφως ανάλογη του συντελεστή απορρόφησης.

			β. ανάλογη του συντελεστή απορρόφησης και αντιστρόφως ανάλογη της συγκέντρωσής της.

			γ. ανάλογη της συγκέντρωσής της και του συντελεστή απορρόφησης.

			7.Το φάσμα απορρόφησής μιας ουσίας είναι η γραφική απεικόνιση 

			α. της απορρόφησης της ουσίας συναρτήσει των μηκών κύματος μέγιστης απορρόφησης.

			β. της απορρόφησης της ουσίας συναρτήσει του μήκους κύματος.

			γ. της απορρόφησης της ουσίας συναρτήσει της συγκέντρωσής της.

			8.Κατά τη φωτομέτρηση διαλύματος μιας ουσίας χ, η χρήση «τυφλού» είναι απαραίτητη όταν

			α. μετράται η απορρόφηση σε περισσότερα του ενός μήκη κύματος.

			β. μετράται η απορρόφηση με φασματοφωτόμετρο απλής δέσμης.

			γ. σε όλες τις περιπτώσεις.

			9.Χρωματογραφία είναι η τεχνική

			α. διαχωρισμού των έγχρωμων από τα άχρωμα συστατικά ενός μείγματος.

			β. διαχωρισμού των συστατικών ενός μείγματος.

			γ. διαχωρισμού των πολικών από τα μη πολικά συστατικά ενός μείγματος.

			10.Στη χρωματογραφία χαρτιού που πραγματοποιήσατε, υψηλότερη τιμή Rf έχουν ουσίες

			α. που έλκονται ισχυρότερα από την κινητή φάση.

			β. που έλκονται ισχυρότερα από τη στατική φάση.

			γ. που δεν διαλύονται στην κινητή φάση.

			Άσκηση 2.2: Αναγωγική δραστηριότητα χλωροπλαστών - Αντίδραση Hill

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η αναγωγική δραστηριότητα των χλωροπλαστών εκτιμάται ποιοτικά και ποσοτικά, ως αναγωγή ενός τεχνητού δέκτη e−, της διχλωροφαινόλης - ινδοφαινόλης. Η άσκηση αποσκοπεί στην εξοικείωση του φοιτητή με τις φωτεινές αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης, με μεθόδους απομόνωσης χλωροπλαστικών μεμβρανών από φωτοσυνθετικούς ιστούς, φυγοκέντρησης και φασματοφωτομετρίας.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Οξυγονική φωτοσύνθεση − Οργάνωση της φωτοσυνθετικής συσκευής − Μηχανισμοί της φωτοσυνθετικής ροής ηλεκτρονίων (σχήμα Ζ της φωτοσύνθεσης) − Φωτοσυνθετική φωσφορυλίωση.

			2.2.1 Εισαγωγή

			Η λειτουργία της φωτοσύνθεσης περιλαμβάνει πλήθος αντιδράσεων με τις οποίες τα φυτά, ως πρωτογενείς παραγωγοί, εκμεταλλευόμενα την ηλιακή ενέργεια ανάγουν το CO2 της ατμόσφαιρας στο επίπεδο του υδατάνθρακα. Συνοπτικά η φωτοσύνθεση παριστάνεται με την αντίδραση:
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			Από τις αρχές του 20ου αιώνα, χάρη στις ερευνητικές προσπάθειες του Άγγλου φυσιολόγου F.F. Blackman, διατυπώθηκε η άποψη ότι η φωτοσύνθεση μπορεί να χωριστεί σε δύο φάσεις: μία φωτοχημική και μία καθαρά βιοχημική φάση. Οι αντιδράσεις της φωτοχημικής φάσης προϋποθέτουν την ύπαρξη φωτός και ονομάστηκαν «φωτεινές αντιδράσεις», ενώ εκείνες της βιοχημικής φάσης χαρακτηρίστηκαν ως «σκοτεινές αντιδράσεις», διότι η παρουσία του φωτός δεν είναι απαραίτητη για τη λειτουργία τους. Η υπόθεση Blackman επιβεβαιώθηκε εν συνεχεία και από άλλους ερευνητές και αποτέλεσε τη βάση για την ερμηνεία του φαινομένου της φωτοσύνθεσης. Το 1937, ο Άγγλος βιοχημικός R. Hill κατέδειξε πειραματικά ότι απομονωμένοι χλωροπλάστες, όταν φωτιστούν, έχουν την ικανότητα να εκλύουν O2 και συγχρόνως να ανάγουν έναν τεχνητό δέκτη e−, ο οποίος προστίθεται στο εναιώρημα των χλωροπλαστών. Η αντίδραση ονομάστηκε προς τιμήν του «αντίδραση Hill» και περιγράφεται από την εξίσωση:
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			όπου Α είναι ο δέκτης ηλεκτρονίων (οξειδωμένη μορφή) και ΑH2 η ανηγμένη μορφή του. Ως δέκτες e− χρησιμοποίησε, αρχικά, ενώσεις του τρισθενούς σιδήρου (που αναγόμενος μετατρέπεται σε δισθενή), όπως το σιδηροκυανιούχο κάλιο, και εν συνεχεία ορισμένες κινόνες και χρωστικές, ενώσεις γνωστές ως «αντιδραστήρια Hill». Το εναιώρημα των χλωροπλαστών δεν ήταν ικανό να ανάγει το CO2 σε υδατάνθρακα γιατί, όπως διαπιστώθηκε εκ των υστέρων, δεν περιείχε άθικτους χλωροπλάστες αλλά τεμάχια αυτών, ουσιαστικά δηλαδή τμήματα χλωροπλαστικών μεμβρανών.

			Η σημασία των πειραμάτων του Hill έγκειται στο ότι απεδείχθη πως η φωτοχημική έκλυση O2 κατά τη φωτοσύνθεση δεν είναι άρρηκτα δεμένη με την αναγωγή του CO2, με άλλα λόγια οι φωτεινές αντιδράσεις μπορούν να διαχωριστούν πειραματικά από τις σκοτεινές αντιδράσεις. Έτσι, με τη χρήση διάφορων τεχνητών δεκτών e− αποσαφηνίστηκαν τα επιμέρους στάδια των φωτεινών αντιδράσεων και προσδιορίστηκε τελικά ο φυσιολογικός δέκτης, το NADP. Επιπλέον, οι ερευνητές αποδεσμεύτηκαν από τη χρήση ολόκληρων φωτοσυνθετικών οργανισμών, αφού η έρευνα της φωτοσύνθεσης μπορούσε να γίνει και με συστήματα ελεύθερα κυττάρων.

			Φωτεινές αντιδράσεις: σχήμα Ζ της φωτοσύνθεσης

			Στο διάστημα που μεσολάβησε από την ανακάλυψη του Hill, εντατικές ερευνητικές προσπάθειες κατέδειξαν ότι οι φωτεινές αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης αποτελούν μια πορεία κατά την οποία ηλεκτρόνια μεταφέρονται από το Η2O (πρωταρχικός δότης e−) στο NADP (τελικός δέκτης e−). Η μεταφορά αυτή, η οποία σχηματικά παριστάνεται με το λεγόμενο «σχήμα Ζ» της φωτοσύνθεσης, συμβαίνει από θετικότερο προς αρνητικότερο δυναμικό οξειδαναγωγής, επομένως είναι μια μη αυθόρμητη διαδικασία, η οποία απαιτεί ενέργεια. Η αποτελεσματική δέσμευση της ηλιακής ακτινοβολίας μέσω της χλωροφύλλης εξασφαλίζει την απαραίτητη ενέργεια, ώστε η ροή των ηλεκτρονίων να συμβαίνει αντίθετα με την αυθόρμητη διαδικασία, παράγοντας τελικά προϊόντα με υψηλό ενεργειακό περιεχόμενο (με αρνητικότερο δυναμικό οξειδοαναγωγής, βλ. Σχήμα 2.2.1).

			Όπως φαίνεται στο Σχήμα 2.2.1, για τη μεταφορά των ηλεκτρονίων από το Η2O στο επίπεδο του NADP είναι απαραίτητες δύο φωτοχημικές αντιδράσεις (φωτοσύστημα ΙΙ και Ι, PS ΙΙ και PS Ι αντίστοιχα). Τα φωτοχημικά κέντρα των δύο φωτοσυστημάτων αποτελούνται από διαφορετικούς τύπους συμπλόκων πρωτεΐνης - χλωροφύλλης a, τα οποία παρουσιάζουν μέγιστο απορρόφησης στα 680 nm (P680) και στα 700 nm (P700). Το κάθε φωτοσύστημα είναι εφοδιασμένο με μία φωτοσυλλεκτική κεραία βοηθητικών χρωστικών, οι οποίες επίσης είναι συμπλοκοποιημένες με ειδικές πρωτεΐνες. Η ροή των ηλεκτρονίων πραγματοποιείται μέσω μιας αλυσίδας ενδιάμεσων φορέων, οι οποίοι διευθετούνται κατάλληλα στις χλωροπλαστικές μεμβράνες και λειτουργούν ως οξειδοαναγωγικά ζεύγη. Ο κατάλογος των ενώσεων αυτών εμπλουτίζεται συνεχώς και περιλαμβάνει φαιοφυτίνες, κινόνες, κυτοχρώματα, σιδηροθειούχες και χαλκούχες πρωτεΐνες.
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			Σχήμα 2.2.1 Η φωτοσυνθετική ροή των ηλεκτρονίων (σχήμα Ζ της φωτοσύνθεσης). P680 / P680*: δραστικό κέντρο του φωτοσυστήματος ΙΙ (PS II)/ διηγερμένο, YΖ: πρωτογενής δότης e− στο φωτοσύστημα ΙΙ (μία τυροσίνη της D1 πρωτεΐνης του κέντρου αντίδρασης), Pheo: φαιοφυτίνη, QA, QB, PQ: κινόνες Α και Β, πλαστοκινόνη, PC: πλαστοκυανίνη, P700/ P700*: δραστικό κέντρο του φωτοσυστήματος Ι (PS I)/ διηγερμένο, Fd: φερρεδοξίνη, FNR: φερρεδοξίνη - NADP ρεδουκτάση. Η μεταφορά ηλεκτρονίων προς αρνητικότερα δυναμικά οξειδοαναγωγής απαιτεί κατανάλωση ενέργειας η οποία εξασφαλίζεται από την απορρόφηση φωτεινής ακτινοβολίας στα φωτοσυστήματα Ι και ΙΙ

			Η κατ’ αυτόν τον τρόπο μεταφορά των ηλεκτρονίων, η οποία χαρακτηρίζεται ως μη κυκλική ή γραμμική ροή, έχει ως αποτέλεσμα τη μετατροπή της ηλιακής ενέργειας σε χημική, υπό μορφή αναγωγικής δύναμης (NADPH2) και τριφωσφορικής αδενοσίνης (ATP). Τα προϊόντα αυτά θα καταναλωθούν εν συνεχεία στη «σκοτεινή» φάση κατά την αναγωγή του CO2.

			Όπως έχει ήδη αναφερθεί τα πειράματα του Hill άνοιξαν τον δρόμο για τη χρήση ενώσεων που συμπεριφέρονται είτε ως τεχνητοί δότες και δέκτες ηλεκτρονίων είτε ως αναστολείς της ηλεκτρονιακής ροής. Οι ουσίες αυτές χρησιμοποιήθηκαν ευρύτατα σε απομονωμένους χλωροπλάστες για τη διευκρίνηση της πορείας των e− καθώς και ενδιάμεσων φορέων που εμπλέκονται σ’ αυτήν. Η δυνατότητα παρεμβολής των ενώσεων αυτών στην αλυσίδα ροής των ηλεκτρονίων καθορίζεται από το οξειδοαναγωγικό τους δυναμικό και την ικανότητα σύνδεσης σε συγκεκριμένη θέση της ηλεκτρονιακής αλυσίδας. Σύμφωνα με τα παραπάνω η εύρυθμη λειτουργία των φωτεινών αντιδράσεων στους χλωροπλάστες μπορεί να εκτιμηθεί μέσω της ικανότητάς τους να ανάγουν τεχνητούς δέκτες ηλεκτρονίων, να επιδεικνύουν δηλαδή αναγωγική δραστηριότητα.

			2.2.2 Πειραματικό μέρος

			Η απομόνωση των χλωροπλαστών περιλαμβάνει τη διαδικασία ήπιας λειοτρίβισης φύλλων σε γουδί πορσελάνης. Ως πλέον κατάλληλα θεωρούνται τα μαλακά φύλλα του σπανακιού, τα οποία παρουσιάζουν καλές αποδόσεις σε απομόνωση άθικτων χλωροπλαστών. Παρ’ όλα αυτά, το εναιώρημα που, τελικά, προκύπτει περιέχει, στο μεγαλύτερο ποσοστό, τμήματα χλωροπλαστικών μεμβρανών και όχι άθικτους χλωροπλάστες. Η όλη εργασία απομόνωσης και διατήρησης των χλωροπλαστικών μεμβρανών διεξάγεται με παγωμένα διαλύματα και σκεύη. Όπως προαναφέρθηκε στο εισαγωγικό μέρος, η αναγωγική δραστηριότητα των χλωροπλαστικών μεμβρανών, οι οποίες φωτίζονται, θα προσδιοριστεί ως αναγωγή ενός εξωγενώς παρεχόμενου τεχνητού δέκτη e−, της διχλωροφαινόλης - ινδοφαινόλης (DCPIP). Πρόκειται για μια χρωστική η οποία στην οξειδωμένη μορφή της απορροφά στο ορατό με μέγιστο στην ερυθρή περιοχή (605 nm), ενώ στην ανηγμένη μορφή της δεν απορροφά ορατό φως (Σχήμα 2.2.2). Επομένως, η αναγωγή του δέκτη αυτού έχει το πλεονέκτημα ότι μπορεί, αντίθετα προς τους φυσικούς ενδιάμεσους φορείς ηλεκτρονίων, να καταγραφεί μέσω ενός φασματοφωτομέτρου.
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			Σχήμα 2.2.2 Η χημική αντίδραση αναγωγής της διχλωροφαινόλης - ινδοφαινόλης (DCPIP).

			Η οξειδωμένη μορφή του DCPIP λειτουργεί ως δέκτης ηλεκτρονίων προσλαμβάνοντας e− και Η+ από την πλαστοκινόνη, η οποία έχει ήδη αναχθεί μέσω της πρόσληψης ηλεκτρονίων από το φωτοσύστημα ΙΙ. Η αναγωγή του DCPIP μετράται σε φασματοφωτόμετρο ως πτώση της απορρόφησης σε μήκος κύματος 605 nm. Στην πειραματική διαδικασία θα χρησιμοποιηθεί και μια δεύτερη ένωση, η διχλωροφαινυλ - διμεθυλουρία (DCMU, Σχήμα 2.2.3Α), η οποία αναστέλλει τη ροή των e−, παρεμποδίζοντας τη μεταφορά των ηλεκτρονίων από την κινόνη Α (QΑ) στην κινόνη Β (QΒ) (Σχήμα 2.2.3Β).
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			Σχήμα 2.2.3 (Α) Η χημική δομή της διχλωροφαινυλ - διμεθυλουρίας. (Β) Ο τρόπος δράσης της DCPIP ως τεχνητού δέκτη ηλεκτρονίων και του DCMU ως αναστολέα της ροής των e− (B).

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φύλλα από σπανάκι,

			•ψαλίδι,

			•δοχείο με πάγο,

			•παγωμένο γουδί πορσελάνης,

			•φαρμακευτική γάζα,

			•2 πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου (των 50ml),

			•κωνική φιάλη των 100 ml (για το ρυθμιστικό διάλυμα),

			•κωνική φιάλη των 50 ml (για το διάλυμα DCPIP),

			•φιαλίδιο με πώμα (για το διάλυμα DCMU),

			•γυάλινη ράβδος,

			•3 γυάλινα σιφώνια των 10, 5 και 1 ml αντίστοιχα,

			•6 γυάλινοι δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•στατώ για δοκιμαστικούς σωλήνες,

			•μαρκαδόρος ή αυτοκόλλητες ετικέτες για τη σήμανση των σωλήνων,

			•αλουμινόχαρτο,

			•λάμπα λευκού φωτός,

			•υδροβολέας με απιονισμένο H2O,

			•ρυθμιστικό διάλυμα 0.05 M Tricine/KOH, pH 7.5,

			•διάλυμα DCPIP (1.1 x 10−4 M) σε ρυθμιστικό διάλυμα,

			•διάλυμα DCMU (3 x 10−3 M) σε απόλυτη αιθανόλη,

			•φυγόκεντρος,

			•συσκευή Vortex για την ανάδευση των δοκιμαστικών σωλήνων,

			•φασματοφωτόμετρο,

			•αισθητήριο μέτρησης φωτοσυνθετικά ενεργής ακτινοβολίας (PAR),

			•χρονόμετρο.

			Πειραματική διαδικασία

			2.5 gr φύλλων σπανακιού, από τα οποία αφαιρούνται οι κύριες νευρώσεις, τεμαχίζονται και ομογενοποιούνται για 3 min σε γουδί πορσελάνης (χωρίς άμμο), παρουσία 20 ml ρυθμιστικού διαλύματος Tricine/ KOH, pH 7.5. Το ρυθμιστικό διάλυμα είναι απαραίτητο για να διατηρείται το pH σταθερό σε τιμές που θεωρούνται φυσιολογικές για τις λειτουργίες του χλωροπλάστη. Το ομογενοποίημα που προκύπτει διηθείται μέσα από τετραπλό στρώμα φαρμακευτικής γάζας, εν συνεχεία τοποθετείται σε πλαστικό σωλήνα φυγοκέντρου και ακολουθούν δύο διαδοχικές φυγοκεντρήσεις, σύμφωνα με τις οδηγίες του Σχήματος 2.2.4.

			Το τελικό ίζημα επαναδιαλύεται με τη βοήθεια γυάλινης ράβδου σε 4 ml ρυθμιστικού διαλύματος, φυλάσσεται σε πάγο και αποτελεί το δείγμα των χλωροπλαστικών μεμβρανών. Όλη η διαδικασία που ακολουθεί θα πρέπει να πραγματοποιηθεί σε συνθήκες χαμηλού φωτισμού (λιγότερο από 5 μmoles φωτονίων m−2 s−1), εκτός βέβαια από τον φωτισμό των δειγμάτων την κατάλληλη στιγμή. Εργαστηριακός χώρος με κλειστές κουρτίνες και σβηστά φώτα καλύπτει αυτή την προϋπόθεση.

			Σε 6 αριθμημένους γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες προστίθενται τα αντιδραστήρια σύμφωνα με τις οδηγίες του Σχήματος 2.2.5. Κάθε σωλήνας αναδεύεται προσεκτικά σε συσκευή Vortex. Οι σωλήνες 1, 2, 4, 5 και 6 φωτίζονται με δεδομένη και σταθερή ένταση φωτός για 3 min (η διάρκεια φωτισμού ελέγχεται με χρονόμετρο). Σε φασματοφωτόμετρο, μετράται η απορρόφηση κάθε σωλήνα στα 605 nm (Α605). Για τον μηδενισμό του φωτομέτρου (τυφλό), χρησιμοποιείται το ρυθμιστικό διάλυμα.

			Για τον καλύτερο συντονισμό της άσκησης, συνιστάται να ολοκληρωθεί η διαδικασία φωτισμού - φωτομέτρησης για τους 3 πρώτους σωλήνες και κατόπιν να ακολουθήσουν οι υπόλοιποι τρεις.
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			Σχήμα 2.2.4 Πρωτόκολλο διαδοχικών φυγοκεντρήσεων για την παρασκευή του εναιωρήματος των χλωροπλαστικών μεμβρανών.
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			Σχήμα 2.2.5 Αντιδραστήρια και πρωτόκολλο φωτισμού για κάθε δοκιμαστικό σωλήνα του πειράματος.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Οι σωλήνες υπ’ αριθμόν 1 και 2 φωτομετρώνται πριν και μετά τον φωτισμό.

			•Ο σωλήνας 3 δέχεται την επίδραση μόνο του περιβάλλοντος φωτισμού και φωτομετράται αμέσως.

			•Οι σωλήνες 4, 5 και 6 φωτομετρώνται μετά τον φωτισμό.

			•Ο σωλήνας 4 καλύπτεται εξαρχής με αλουμινόχαρτο, ώστε καθ’ όλη τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας να μην δεχτεί φως, παρ’ ότι τοποθετείται και αυτός στη θέση φωτισμού.

			•Στον σωλήνα 6 οι χλωροπλάστες προστίθενται τελευταίοι (μετά την προσθήκη του DCMU).

			•Κατά τον φωτισμό των δειγμάτων, η απόσταση από την πηγή παραμένει ίδια για όλους τους σωλήνες, ώστε η παρεχόμενη ένταση φωτός να είναι ίδια και σταθερή ( ∼300 μmoles m−2 s−1). Προκειμένου να αποφευχθεί η υπερθέρμανση των δειγμάτων, τοποθετείται πλησίον των σωλήνων ένας ανεμιστήρας.

			2.2.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα τις τιμές απορρόφησης στα 605 nm (A605), που πήρατε για κάθε σωλήνα πριν και μετά τον φωτισμό.

			•Υπολογίστε την ποσοστιαία (%) μεταβολή (αύξηση ή μείωση) της απορρόφησης μετά τον φωτισμό (αρνητικές τιμές κατά τον υπολογισμό των ποσοστών υποδεικνύουν μείωση, θετικές υποδεικνύουν αύξηση).

			•Στον σωλήνα που αναμένεται να πραγματοποιηθεί η αντίδραση Hill, υπολογίστε το ποσοστό (%) του τεχνητού δέκτη e− που έχει αναχθεί.

			•Με βάση τα δεδομένα, προσδιορίστε την τιμή απορρόφησης (Α605) που θα αναμένατε στον εν λόγω σωλήνα σε περίπτωση πλήρους (100%) και μηδενικής (0%) αναγωγής του τεχνητού δέκτη e− αντίστοιχα.

			•Σχολιάστε συνοπτικά τα αποτελέσματά (σε σχέση με τα θεωρητικώς αναμενόμενα).

			2.2.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_2.2.html

			1.Ο Άγγλος βιοχημικός R. Hill το 1937 κατέδειξε ότι

			α. η φωτοχημική έκλυση Ο2 κατά τη φωτοσύνθεση μπορεί πειραματικά να διαχωριστεί από την αναγωγή του CO2.

			β. το εκλυόμενο κατά τη φωτοσύνθεση Ο2  προέρχεται από το νερό.

			γ. το εκλυόμενο κατά τη φωτοσύνθεση Ο2  προέρχεται από το CO2.

			2.Κατά την πειραματική εφαρμογή της αντίδρασης Hill, μια ουσία που χρησιμοποιείται ως τεχνητός δέκτης ηλεκτρονίων πρέπει να προστίθεται στο διάλυμα

			α. στην ανηγμένη μορφή της.

			β. στην οξειδωμένη μορφή της.

			γ. σε οποιαδήποτε μορφή, αρκεί να είναι έγχρωμη.

			3.Όταν το DCPIP ανάγεται, η απορρόφησή του στα 605 nm 

			α. αυξάνεται.

			β. μειώνεται.

			γ. δεν μεταβάλλεται.

			4.Το DCMU δρα ως αναστολέας της ροής των e−

			α. στο PSII.

			β. στο PSI.

			γ. και στα δύο φωτοσυστήματα αναλόγως της θερμοκρασίας.

			5.Κατά την πειραματική εφαρμογή της αντίδρασης Hill, θα συμπεράνετε ότι ο τεχνητός δέκτης ηλεκτρονίων (DCPIP) έχει αναχθεί πλήρως όταν

			α. η απορρόφηση του δείγματός σας μηδενίζεται.

			β. η απορρόφηση του δείγματός σας παίρνει τη μέγιστη τιμή.

			γ. η απορρόφηση του δείγματός σας συμπίπτει με την απορρόφηση των χλωροπλαστικών μεμβρανών.

			6.Αν στο πειραματικό πρωτόκολλο που εφαρμόσατε η διάρκεια φωτισμού αυξηθεί από 3 σε 5 λεπτά, τότε η μεταβολή της απορρόφησης στον σωλήνα 5

			α. θα είναι μικρότερη.

			β. θα είναι μεγαλύτερη.

			γ. θα είναι ίδια.

			7.Στον σωλήνα που περιέχει DCMU (σωλήνας 6), η απορρόφηση αναμένεται να έχει

			α. τη μέγιστη τιμή.

			β. την ελάχιστη τιμή.

			γ. μηδενική τιμή.

			Άσκηση 2.3: Παραγωγή αμύλου κατά τη φωτοσύνθεση

			Αντικείμενο της άσκησης

			Στην άσκηση αυτή θα χρησιμοποιηθεί η ιδιότητα του αμύλου να αντιδρά με το ιώδιο παράγοντας ένα έγχρωμο σύμπλοκο, για να διαπιστωθεί η σύνθεσή του στα φύλλα κατά τη φωτοσύνθεση και η εξάρτηση της σύνθεσής του από την παρουσία χλωροφύλλης.

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Δομή και λειτουργία των χλωροπλαστών − Φωτοσύνθεση − Συσσώρευση και καταμερισμός των φωτοσυνθετικών προϊόντων.

			2.3.1 Εισαγωγή

			Το NADPH2 και το ΑΤΡ που παράγονται κατά τις φωτεινές αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης χρησιμοποιούνται για την αναγωγή του CO2 μέχρι το επίπεδο του υδατάνθρακα.

			Αν και υπάρχουν ορισμένες διαφορές μεταξύ C3 και C4-φυτών στη δέσμευση του CO2, το τελικό αποτέλεσμα είναι η σύνθεση γλυκόζης. Προκειμένου να μεταφερθεί μέσω του φλοιώματος στα υπόλοιπα ετερότροφα όργανα, η γλυκόζη πολυμερίζεται παράγοντας άμυλο. Το άμυλο μπορεί να υδρολυθεί, όταν παραστεί ανάγκη, οπότε παράγεται εκ νέου γλυκόζη. Το άμυλο αποτελείται από δύο πολυσακχαρίτες. Την αμυλόζη και την αμυλοπηκτίνη, που με υδρόλυση δίνουν α - D - γλυκόζη (Σχήμα 2.3.1).
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			Σχήμα 2.3.1 Χημική δομή της αμυλόζης και της αμυλοπηκτίνης.

			Η αμυλόζη είναι ευθεία αλυσίδα με α (1  → 4) γλυκοσιδικούς δεσμούς, ενώ η αμυλοπηκτίνη έχει εκτός από τους α (1 → 4) δεσμούς και α (1 → 6) και είναι ένας διακλαδιζόμενος πολυσακχαρίτης. Το άμυλο ανιχνεύεται από την αντίδρασή του με το ιώδιο και δίνει ένα χρώμα μαύρο - μπλε, που οφείλεται στην αμυλόζη, και κόκκινο - ιώδες, που οφείλεται στην αμυλοπηκτίνη.

			2.3.2 Πειραματικό μέρος

			Για την ανίχνευση του αμύλου θα χρησιμοποιηθούν:

			•φύλλα από φυτά που βρίσκονται στο φώς,

			•φύλλα από το ίδιο είδος φυτού που έχει παραμείνει στο σκοτάδι για 2-3 ημέρες,

			•φύλλα από φυτά που περιέχουν και περιοχές χωρίς χλωροφύλλες και βρίσκονται στο φως.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φύλλα από φυτά που φωτίζονται και φυτά που έχουν παραμείνει στο σκοτάδι,

			•εναλλακτικά, φύλλα που διαθέτουν και περιοχές χωρίς χλωροφύλλη,

			•απιονισμένο νερό,

			•αιθανόλη 95%,

			•διάλυμα J2 − JK,

			•ποτήρια ζέσεως,

			•θερμαντική εστία,

			•λαβίδα,

			•τρυβλία.

			Πειραματική διαδικασία

			•Κατασκευάζεται ένα διάγραμμα του φύλλου και σημειώνονται τα πράσινα και κίτρινα μέρη. Το φύλλο έχει ήδη παραμείνει σε έντονο φως επί μερικές ώρες. Το συγκεκριμένο στάδιο αφορά μόνο την περίπτωση φύλλων που διαθέτουν περιοχές χωρίς χλωροφύλλη.

			•Εμβαπτίζουμε το φύλλο για 1 min σε ζεστό νερό (∼90 οC) 

			•Στη συνέχεια εμβαπτίζουμε το φύλλο για μερικά λεπτά σε ζέουσα αλκοόλη 95%, έως ότου όλη η χλωροφύλλη διαλυθεί στην αλκοόλη. 

			•Ξεπλένουμε το φύλλο για μερικά δευτερόλεπτα σε ζεστό νερό 

			•Βυθίζουμε το φύλλο για μερικά λεπτά σε διάλυμα J2 − JK.

			•Επαναλαμβάνουμε την ίδια διαδικασία με φύλλα πράσινα που έχουν μείνει στο φως και όμοια φύλλα που έχουν μείνει στο σκοτάδι για 2 μέρες.

			•Η διαδικασία παρουσιάζεται αναλυτικά στο επισυναπτόμενο βίντεο που ακολουθεί. Εναλλακτικά μπορεί να βρεθεί στο διαδίκτυο Βίντεο (παραγωγή αμύλου κατά τη φωτοσύνθεση) 

			2.3.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Κάνετε ένα διάγραμμα των φύλλων, σημειώνοντας τα σημεία που ανιχνεύτηκε άμυλο.

			•Συγκρίνετε με το διάγραμμα του φύλλου που πήρατε πριν από τη διαδικασία ανίχνευσης του αμύλου.

			•Εξηγήστε τις παρατηρούμενες διαφορές.

			•Εξηγήστε συνοπτικά ποιος είναι ο ρόλος του φωτός και της χλωροφύλλης στη σύνθεση του αμύλου.

			•Γιατί τοποθετούμε τα φύλλα σε έντονο φως 3 - 4 ώρες πριν την άσκηση;

			•Γιατί τα εμβαπτίζουμε σε ζεστό νερό;

			•Ποιες χρωστικές εκχυλίζονται με το ζεστό νερό και ποιες με την αλκοόλη. Γιατί;

			•Τι παρατηρήσατε στα φύλλα που είχαν μείνει στο σκοτάδι για 2 ημέρες; Εξηγείστε την παρατήρηση αυτή.

			2.3.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_2.3.html

			1.Σε φύλλα που φωτοσυνθέτουν,

			α. συντίθεται άμυλο στους χλωροπλάστες τους.

			β. εξάγεται άμυλο από τα φωτοσυνθετικά κύτταρα.

			γ. συντίθεται άμυλο στο κυτταρόπλασμά τους.

			2.Φύλλα που έχουν παραμείνει στο σκοτάδι

			α. καταναλώνουν το αποθηκευμένο τους άμυλο.

			β. αποθηκεύουν άμυλο στο κυταρρόπλασμά τους.

			γ. αποθηκεύουν άμυλο στους χλωροπλάστες τους.

			3.Οι φωτοσυνθετικές χρωστικές του φύλλου απομακρύνονται

			α. με τον βρασμό του φύλλου σε ζέουσα αιθανόλη.

			β. με την εμβάπτιση του φύλλου σε διάλυμα ιωδίου.

			γ. με τον βρασμό του φύλλου σε νερό.

			4.Άμυλο ανιχνεύεται

			α. μόνο σε φύλλα που οι περίοδοι φωτός και σκοταδιού εναλλάσσονται.

			β. μόνο σε φύλλα που έχουν παραμείνει στο σκοτάδι.

			γ. μόνο σε φύλλα που έχουν παραμείνει σε φως.

			5.Ποιο από τα παρακάτω στάδια της διαδικασίας ανίχνευσης του αμύλου θα μπορούσε να παραλειφθεί χωρίς να είναι κρίσιμο για το τελικό αποτέλεσμα;

			α. Η βύθιση του φύλλου σε νερό.

			β. Η βύθιση του φύλλου σε διάλυμα ιωδίου.

			γ. Η βύθιση του φύλλου σε αιθανόλη.

			Άσκηση 2.4: Ανατομικές και φυσιολογικές διαφορές μεταξύ C3 και C4-φυτών

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση που ακολουθεί αφορά τον εντοπισμό των ανατομικών και φυσιολογικών διαφορών μεταξύ C3 και C4-φυτών και την εξοικείωση με τις μεθόδους μέτρησης της φωτοσυνθετικής ανταλλαγής των αερίων.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Ανατομία φύλλου − Οξυγονική φωτοσύνθεση − Φωτοαναπνοή − Αφομοίωση CO2 −  C4-φωτοσύνθεση.

			2.4.1 Εισαγωγή

			Στους περισσότερους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς, η δέσμευση του ατμοσφαιρικού CO2 πραγματοποιείται με την καρβοξυλίωση της 1,5 διφωσφορικής ριβουλόζης (RudP). Προϊόν της αντίδρασης, την οποία καταλύει η καρβοξυλάση της RudP (RubisCO), είναι το 3-φωσφογλυκερινικό οξύ (3-PGA). Στη συνέχεια, μέσω ενός κύκλου αντιδράσεων, που είναι γνωστός ως «κύκλος του Calvin», το 3-PGA ανάγεται στο επίπεδο του υδατάνθρακα, ενώ, συγχρόνως, αναγεννάται η ουσία-δέκτης του CO2 (RudP).

			Μια χαρακτηριστική ιδιότητα της RubisCO είναι ότι, εκτός από το CΟ2, μπορεί να δεχθεί ως υπόστρωμα και μοριακό οξυγόνο, παρουσιάζει, δηλαδή, και δραστηριότητα οξυγονάσης. Σ’ αυτήν ακριβώς την ιδιότητα οφείλεται το φαινόμενο της φωτοαναπνοής (ή κύκλος C2), που αντιπροσωπεύει μια φωτοεπαγόμενη οξείδωση κατά την οποία ~20-40% του φωτοσυνθετικά ενσωματωμένου άνθρακα εκλύεται στο περιβάλλον ως CO2, ενώ καταναλίσκεται επιπλέον ενέργεια υπό μορφή NADH2 και ΑΤΡ. Τα δύο υποστρώματα (CO2 και O2) ανταγωνίζονται μεταξύ τους και η σχετική δράση της RubisCO ως καρβοξυλάσης ή ως οξυγονάσης εξαρτάται από τη σχετική αναλογία CO2/O2.

			Εκ πρώτης όψεως, η φωτοαναπνοή φαίνεται σαν μια σπάταλη λειτουργία, αφού μειώνει κατά το 1/3 περίπου τη φωτοσυνθετική απόδοση. Η αρχική εξήγηση ήταν ότι αποτελεί την αναπόφευκτη συνέπεια της δομής της RubisCO, μιας δομής που αναπτύχθηκε δισεκατομμύρια χρόνια πριν σε αρχέγονα φωτοσυνθετικά βακτήρια, όταν η αναλογία CO2/Ο2 στην ατμόσφαιρα ήταν πολύ υψηλότερη από ό,τι σήμερα. Με τη φωτοσύνθεση των κυανοβακτηρίων, των φυκών και των πρώτων χερσαίων φυτών, η ατμόσφαιρα εμπλουτίστηκε σταδιακά σε Ο2 και η παραπάνω αναλογία μειώθηκε, ωστόσο δεν κατέστη δυνατό, κατά την εξελικτική διαδικασία, να εξαλειφθεί η δραστηριότητα του ενζύμου ως οξυγονάσης. Η επικρατούσα, σήμερα, άποψη είναι ότι η φωτοαναπνοή παίζει βασικό ρόλο στην προστασία της φωτοσυνθετικής συσκευής από τις υψηλές εντάσεις φωτισμού, λειτουργώντας ως μια βαλβίδα εκτόνωσης της πλεονάζουσας ενέργειας. Έχει παρατηρηθεί ότι, όταν τα φύλλα εκτίθενται σε πολύ υψηλές εντάσεις φωτισμού, ακολουθεί σημαντική μείωση της φωτοσυνθετικής ικανότητας, η οποία χαρακτηρίζεται κυρίως από αναστολή του φωτοσυστήματος ΙΙ. Το φαινόμενο είναι γνωστό ως φωτοαναστολή και είναι ιδιαίτερα έντονο όταν συνοδεύεται από δραστικά μειωμένες συγκεντρώσεις CO2 στο εσωτερικό του φύλλου, κατάσταση που συχνά αντιμετωπίζουν τα φυτά λόγω υδατικής καταπόνησης (κλείσιμο στομάτων). Πιστεύεται ότι η φωτοαναπνοή, με την κατανάλωση ΑΤΡ και NADH2, εξασφαλίζει μια βραχυπρόθεσμη διέξοδο για τα προϊόντα των φωτεινών αντιδράσεων και ελαχιστοποιεί τις βλάβες που προέρχονται από τη φωτοαναστολή και, ιδιαίτερα, από τον σχηματισμό ελευθέρων ριζών. 

			Στις αρχές της δεκαετίες του ‘60, εμφανίζονται οι πρώτες ενδείξεις ότι ορισμένα είδη φυτών διαθέτουν έναν διαφορετικό τρόπο δέσμευσης του CO2. Οι Hatch και Slack (το 1970) κατάφεραν να δώσουν ένα ολοκληρωμένο μοντέλο του ιδιότυπου αυτού τρόπου φωτοσυνθετικής δέσμευσης του C, κατά το οποίο το πρώτο προϊόν είναι ένα δικαρβοξυλικό οξύ, ο σκελετός του οποίου αποτελείται από 4 άτομα άνθρακα. Η αποκαρβοξυλίωση, στη συνέχεια, αυτού του C4-οξέος παρέχει CO2, το οποίο ανάγεται προς υδατάνθρακες μέσω του κύκλου του Calvin. Η νέα αυτή μεταβολική πορεία ονομάστηκε C4-φωτοσύνθεση (ή «κύκλος των Hatch και Slack»), από τον αριθμό των ατόμων C του πρώτου φωτοσυνθετικού προϊόντος, ενώ ο αναγωγικός κύκλος των φωσφορικών πεντοζών χαρακτηρίζεται ως C3-φωτοσύνθεση, αφού το πρώτο προϊόν είναι μια ένωση με 3 άτομα άνθρακα (3-PGA).

			Η C4-οδός συνοδεύεται από ιδιομορφίες τόσο στο βιοχημικό όσο και στο φυσιολογικό και στο ανατομικό επίπεδο. Τα φύλλα των C4-φυτών παρουσιάζουν μια ειδική ανατομία (αναλύεται παρακάτω), η οποία είναι απαραίτητη για την ολοκληρωμένη λειτουργία του C4-μηχανισμού και περιλαμβάνει δύο σαφώς διακρινόμενους τύπους φωτοσυνθετικών κυττάρων: τα κύτταρα του κολεού της δέσμης και τα κύτταρα μεσοφύλλου.

			Σε βιοχημικό επίπεδο, εκείνο που χαρακτηρίζει τη C4-φωτοσύνθεση είναι ότι η πρωταρχική δέσμευση του CO2 διαχωρίζεται τοπικά από την αναγωγή του. Ειδικότερα, διακρίνονται τα εξής επιμέρους στάδια (Σχήμα 2.4.1):

			•στα κύτταρα του μεσοφύλλου, καρβοξυλίωση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (ΡΕΡ) προς παραγωγή ενός C4-δικαρβοξυλικού οξέος, του οξαλοξικού, το οποίο στη συνέχεια μετατρέπεται σε μηλικό ή ασπαραγινικό οξύ,

			•μεταφορά αυτών των οξέων στα κύτταρα του κολεού της δέσμης, αποκαρβοξυλίωσή τους και εκ νέου δέσμευση του εκλυομένου CO2 μέσω του κύκλου του Calvin και

			•επιστροφή στα κύτταρα μεσοφύλλου της C3-ένωσης που απομένει (πυροσταφυλικό οξύ) και αναγέννηση του μορίου-δέκτη (ΡΕΡ), προκειμένου να επαναληφθεί απρόσκοπτα ο κύκλος.
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			Σχήμα 2.4.1 Σχηματική απεικόνιση των επιμέρους σταδίων της C4-οδού.

			Η καρβοξυλίωση του ΡΕΡ, αντίδραση κοινή για όλα τα C4-φυτά, γίνεται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων του μεσοφύλλου και καταλύεται από την καρβοξυλάση του φωσφοενολπυροσταφυλικού οξέος (PEPCase).
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			Από όσα αναφέρθηκαν έως τώρα, γίνεται σαφές ότι η C4-φωτοσύνθεση δεν αντικαθιστά τον αναγωγικό κύκλο των φωσφορικών πεντοζών, αλλά αποτελεί ένα «έξυπνο» σύστημα τροφοδότησης του κύκλου αυτού με CO2. Η μεγάλη χημική συγγένεια της PEPCase προς το υπόστρωμα (HCO3-) καθώς και η μη δράση της ως οξυγονάσης την καθιστούν αποτελεσματική αντλία CO2, το οποίο υπό τη μορφή C4-οξέων μεταφέρεται στις θέσεις δράσης της RubisCO, στα κύτταρα του κολεού της δέσμης. ‘Έτσι, η τοπική συγκέντρωση CO2 αυξάνεται, ευνοείται η καρβοξυλιωτική δράση της RubisCO και περιορίζονται δραστικά οι απώλειες λόγω φωτοαναπνοής. Επιπλέον, η μεγάλη χημική συγγένεια της PEPCase προς το HCO3- καθιστά το ένζυμο δραστικό σε χαμηλές συγκεντρώσεις CO2, γεγονός που επιτρέπει στα C4-φυτά να φωτοσυνθέτουν και με μισόκλειστα στόματα.

			Η C4-οδός δημιουργεί επιπλέον ενεργειακές απαιτήσεις. Η αναλογία CO2:ΑΤΡ:NADPH2 είναι 1:3:2 για τα C3-φυτά, ενώ για τα C4-φυτά είναι 1:5:2 (κατανάλωση 2 επιπλέον ΑΤΡ κατά την αναγέννηση του ΡΕΡ). Τα πλεονεκτήματα, όμως, που προαναφέρθηκαν φαίνεται ότι ισοσκελίζουν αυτό το ενεργειακό κόστος. Τα C4-φυτά υπερτερούν έναντι των C3 σε περιβάλλοντα που επικρατούν υψηλές θερμοκρασίες, έντονος φωτισμός και περιορισμένη διαθεσιμότητα νερού. Η C4-βιοχημική οδός έχει διαπιστωθεί, πλέον, ότι λειτουργεί σε 1000 και πλέον είδη, που κατανέμονται σε 18 οικογένειες και 196 γένη. Μεταξύ αυτών περιλαμβάνονται μεγάλης οικονομικής σημασίας καλλιεργούμενα φυτά (καλαμπόκι, σακχαροκάλαμο, σόργο) όπως και επιβλαβή για τις καλλιέργειες ζιζάνια (αγριάδα, βέλιουρας, αγριόβλητα, κλπ.).

			Διαφορές σε ανατομικό και φυσιολογικό επίπεδο

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, η C4-φωτοσύνθεση συνοδεύεται, συνήθως, από μια ιδιαίτερη ανατομία (ανατομία τύπου στεφάνης, Kranz-type anatomy), η οποία συνίσταται στην ύπαρξη δύο τύπων φωτοσυνθετικού χλωρεγχύματος, διατεταγμένων σε δύο ομόκεντρους κύκλους: ο εσωτερικός κύκλος περιλαμβάνει τα κύτταρα του κολεού της δέσμης (bundle sheath cells), τα οποία περιβάλλουν τον αγωγό ιστό, είναι στενά συνδεδεμένα μεταξύ τους και έχουν παχύτερα κυτταρικά τοιχώματα. Ο εξωτερικός κύκλος περιλαμβάνει τα κύτταρα μεσοφύλλου (mesophyll cells), τα οποία έχουν λεπτά τοιχώματα και είναι χαλαρά συνδεδεμένα μεταξύ τους (Εικόνα 2.4.1 Α). Μεταξύ δύο πλευρικά γειτονικών αγγειωδών δεσμίδων, μεσολαβούν έως και 4 ή 5 κύτταρα μεσοφύλλου. Οι δύο τύποι κυττάρων βρίσκονται σε πολύ στενή σχέση μεταξύ τους και επικοινωνούν με κυτταροπλασματικές συνδέσεις (πλασμοδέσμες). Έτσι, ουσίες που μετακινούνται μεταξύ των κυττάρων μεσοφύλλου και του αγωγού ιστού περνούν απαραίτητα από τα κύτταρα του κολεού. Οι δύο τύποι κυττάρων παρουσιάζουν, επίσης, διαφορές ως προς τον αριθμό, το μέγεθος και τη δομή των χλωροπλαστών. Τα κύτταρα του κολεού έχουν πολυάριθμους, μεγάλους χλωροπλάστες, με σχετικά λίγα θυλακοειδή των grana. Στα κύτταρα μεσοφύλλου οι χλωροπλάστες είναι μικρότερου μεγέθους, με καλά ανεπτυγμένα grana.

			Στα φύλλα των C3-φυτών δεν υπάρχουν, συνήθως, κύτταρα του κολεού της δέσμης σαφώς διακριτά από τα υπόλοιπα κύτταρα του φωτοσυνθετικού χλωρεγχύματος (ή υπάρχουν πολύ λίγα). Όταν υπάρχουν, συνήθως, δεν έχουν χλωροπλάστες ή έχουν λίγους και μικρούς (Εικόνα 2.4.1 Β). Μεταξύ δύο πλευρικά γειτονικών αγγειωδών δεσμίδων, μεσολαβούν τουλάχιστον 4 (συνήθως πολύ περισσότερα) κύτταρα μεσοφύλλου. 
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			Εικόνα 2.4.1 Ανατομία φύλλου σε εγκάρσια τομή. Α: Zea mays (C4), Β: Vigna sinensis (C3), Γ: Hordeum vulgare (C3) και Δ: Salsola kali (C4).

			Η ύπαρξη ανατομίας τύπου στεφάνης στα φύλλα ενός είδους αποτελεί ισχυρή ένδειξη αλλά όχι και επιβεβαίωση της λειτουργίας της C4-φωτοσύνθεσης. Υπάρχουν τυπικά C3-φυτά με ανατομία στεφάνης, όπως για παράδειγμα, το κριθάρι (Εικόνα 2.4.1 Γ), αλλά και C4-φυτά που δεν παρουσιάζουν τυπική ανατομία στεφάνης, όπως ορισμένα είδη του γένους Salsola (Chenopodiaceae, Εικόνα 2.4.1 Δ).

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, το βασικό πλεονέκτημα των C4-φυτών είναι το γεγονός ότι, λόγω του ιδιαίτερου τρόπου πρωταρχικής δέσμευσης του CO2, εμφανίζουν μηδενική φωτοαναπνοή. Αυτό έχει ως επακόλουθο τα C4-φυτά να παρουσιάζουν σημαντικές διαφορές σε σχέση με τα C3 σε μία σειρά φυσιολογικών παραμέτρων. Μεταξύ αυτών, τα C4-είδη παρουσιάζουν χαμηλότερο σημείο αντιστάθμισης του CO2. Ως σημείο αντιστάθμισης ορίζεται η συγκέντρωση εκείνη του CO2 όπου η φωτοσυνθετική του δέσμευση εξισορροπείται από την απελευθέρωσή του λόγω αναπνοής και φωταοαναπνοής. Συνεπώς, η καθαρή ανταλλαγή CO2 εμφανίζεται μηδενική. Επειδή η μιτοχονδριακή αναπνοή δεν επηρεάζεται σημαντικά από τη συγκέντρωση CO2, το σημείο αντιστάθμισης του CO2 αποτελεί μέτρο του ύψους της φωτοαναπνοής.

			2.4.2 Πειραματικό μέρος

			Το πειραματικό μέρος περιλαμβάνει δύο σκέλη:

			1ο σκέλος: παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο εγκάρσιων τομών φύλλων από C3 και C4-φυτά και χρώση με διάλυμα J2 – JK για τον κυτταρικό εντοπισμό του αμύλου.

			Η μέθοδος χρώσης J2 - JK αναλύεται στην Άσκηση 2.3. Υπενθυμίζεται ότι, παρουσία του διαλύματος J2 - JK, οι χλωροπλάστες βάφονται με σκούρο μπλε χρώμα.

			2ο σκέλος: προσδιορισμός του σημείου αντιστάθμισης CO2 σε φύλλα από C3 και C4-φυτά, με φορητό σύστημα μέτρησης της ανταλλαγής αερίων

			Η εκτίμηση της ταχύτητας της φωτοσυνθετικής δέσμευσης του CO2 από ένα φύλλο προϋποθέτει, σε γενικές γραμμές, την έγκλειση του φύλλου σε έναν θάλαμο, τη διοχέτευση αέρα στον θάλαμο και τη μέτρηση της μεταβολής της συγκέντρωσης του CO2 με έναν αναλυτή αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας (IRGA, Infra-red gas analyser). Αυτό το σύστημα μέτρησης φωτοσύνθεσης (Σχήμα 2.4.2) περιλαμβάνει:

			•τον θάλαμο του φύλλου, ο οποίος είναι εφοδιασμένος με κατάλληλους αισθητήρες μέτρησης της θερμοκρασίας, της σχετικής υγρασίας και της έντασης του φωτός,

			•μία πηγή ορατού φωτός, για τον φωτισμό του φύλλου. Στην περίπτωση που το σύστημα είναι φορητό, ως πηγή φωτισμού μπορεί να χρησιμοποιηθεί και η ηλιακή ακτινοβολία.

			•κατάλληλο σύστημα σωληνώσεων και αντλιών για την παροχή αέρα καθοριζόμενης περιεκτικότητας σε CO2,

			•κατάλληλες παγίδες CO2 και υδρατμών,

			•έναν αναλυτή αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας,

			•το ηλεκτρονικό μέρος με οθόνη, για τον έλεγχο του οργάνου και τη λήψη, εμφάνιση και αποθήκευση των δεδομένων.
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			Σχήμα 2.4.2 Σχηματική απεικόνιση κλειστού συστήματος μέτρησης CO2

			Οι αναλυτές αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας είναι όργανα μέτρησης της συγκέντρωσης ετεροατομικών αερίων (CO, CO2, SO2, NO, υδρατμοί). Στη Φυσιολογία Φυτών χρησιμοποιούνται ευρύτατα για τον προσδιορισμό της φωτοσυνθετικής και αναπνευστικής ανταλλαγής του CO2 από τα φυτά. Τα μόρια των ετεροατομικών αερίων απορροφούν σε συγκεκριμένα μήκη κύματος της υπέρυθρης περιοχής του φάσματος και κάθε αέριο έχει το δικό του χαρακτηριστικό φάσμα απορρόφησης. Αντίθετα, τα ομοατομικά αέρια (π.χ. Ο2, Ν2) δεν απορροφούν την υπέρυθρη ακτινοβολία και, επομένως, δεν δημιουργούν παρεμβολές κατά τη μέτρηση των ετεροατομικών αερίων. Το CO2 παρουσιάζει μία κύρια ζώνη απορρόφησης σε μήκος κύματος 4.25 μm και δευτερεύουσες ζώνες απορρόφησης στα 2.66, 2.77 και 14.99 μm. Το μόνο ετεροατομικό αέριο που το φάσμα απορρόφησής του παρουσιάζει επικάλυψη με το φάσμα απορρόφησης του CO2 και βρίσκεται φυσιολογικά στην ατμόσφαιρα είναι το Η2Ο (υδρατμοί). Η αλληλοεπικάλυψη αυτή αποτελεί σημαντικό πρόβλημα κατά τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του CO2, αφού οι υδρατμοί βρίσκονται σε πολύ υψηλότερες συγκεντρώσεις στον αέρα συγκριτικά με το CO2. Το πρόβλημα παρακάμπτεται με την παρεμβολή ενός ξηραντικού υλικού, πριν το μετρούμενο δείγμα αέρα φτάσει στον αναλυτή.

			Ένας αναλυτής αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας περιλαμβάνει τρία βασικά μέρη: την πηγή της ακτινοβολίας, δύο κυψελίδες (τυφλού και δείγματος αντίστοιχα) και δύο ανιχνευτές (έναν για κάθε κυψελίδα). Στην κυψελίδα του τυφλού, διοχετεύεται αέρας χωρίς CO2 ενώ, στην κυψελίδα του δείγματος, το προς μέτρηση δείγμα αέρα. Έτσι, το ποσό της ακτινοβολίας που φτάνει στον ανιχνευτή του τυφλού δεν έχει υποστεί καμία απορρόφηση, ενώ το ποσό που φτάνει στον ανιχνευτή του δείγματος είναι μειωμένο, γιατί έχει, κατά ένα μέρος, απορροφηθεί από τα μόρια CO2 της κυψελίδας του δείγματος. Κατά την αρχική ρύθμιση του οργάνου, γίνεται βαθμονόμηση με δύο γνωστές συγκεντρώσεις CO2 (0 και 360 ppm).

			Ο αναλυτής μπορεί να συνδέεται με τον θάλαμο του φύλλου με ανοιχτό ή κλειστό κύκλωμα. Στο κλειστό κύκλωμα, το ρεύμα αέρα ανακυκλώνεται συνεχώς μεταξύ θαλάμου και αναλυτή. Ως αποτέλεσμα της φωτοσύνθεσης του φύλλου, το CO2 του συστήματος συνεχώς μειώνεται, μέχρι το σημείο αντιστάθμισης του CO2. Στο ανοιχτό κύκλωμα, ρεύμα αέρα γνωστής συγκέντρωσης CO2 διοχετεύεται σταθερά στον θάλαμο του φύλλου, όπου, λόγω φωτοσύνθεσης, αφαιρείται μέρος του περιεχομένου CO2. Στη συνέχεια, οδηγείται στον αναλυτή (κυψελίδα δείγματος) και, ακολούθως, στην ελεύθερη ατμόσφαιρα. Στην κυψελίδα του τυφλού οδηγείται το ρεύμα αέρα χωρίς τη μεσολάβηση του θαλάμου. Η φωτοσυνθετική ταχύτητα υπολογίζεται με βάση τη διαφορά της συγκέντρωσης του CO2 στις δύο κυψελίδες και την ταχύτητα ροής του αέρα.

			Τα σύγχρονα όργανα μέτρησης φωτοσύνθεσης είναι φορητά, μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε συνθήκες πεδίου και να λειτουργούν σε ανοικτό ή κλειστό κύκλωμα. Επιπλέον, πέραν των παραμέτρων που προαναφέρθηκαν, μπορούν να μετρήσουν και την ταχύτητα διαπνοής. Ο φωτισμός του δείγματος, επιτυγχάνεται με προσαρμοζόμενη στο όργανο πηγή κόκκινων και μπλε φωτοδιόδων (LEDs) ρυθμιζόμενης έντασης. Για τον προσδιορισμό του σημείου αντιστάθμισης CO2, θα πραγματοποιηθούν μετρήσεις φωτοσύνθεσης σε κλιμακούμενες συγκεντρώσεις CO2 (και συνθήκες σταθερής έντασης φωτός, θερμοκρασίας και συγκέντρωσης Ο2). Η επιθυμητή συγκέντρωση ρυθμίζεται με ειδικό σύστημα έγχυσης, όπου ο ατμοσφαιρικός αέρας εμπλουτίζεται με την επιθυμητή ποσότητα CO2 με τη βοήθεια αμπούλας καθαρού CO2. Ως σημείο αντιστάθμισης θα θεωρηθεί η συγκέντρωση του CO2 που αντιστοιχεί σε μηδενική τιμή καθαρής φωτοσύνθεσης (Σχήμα 2.4.3).
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			Σχήμα 2.4.3 Ενδεικτική καμπύλη προσδιορισμού του σημείου αντιστάθμισης του CO2

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•ώριμα φύλλα από ένα C3 και ένα C4-φυτό, τα οποία αναπτύσσονται σε γλάστρες

			•αντικειμενοφόροι πλάκες, καλυπτρίδες, λαβίδες, κοινά ξυραφάκια,

			•απιονισμένο νερό,

			•οπτικό μικροσκόπιο,

			•διάλυμα J2/JK,

			•φορητό σύστημα μέτρησης φωτοσύνθεσης.

			Πειραματική διαδικασία

			Στο 1ο σκέλος της άσκησης, θα προετοιμαστούν προσεκτικά, με κοινό ξυραφάκι, εγκάρσιες τομές φύλλων από ένα τυπικό C4 κι ένα τυπικό C3-είδος. Τα φύλλα που θα χρησιμοποιηθούν θα πρέπει να έχουν, προηγουμένως, φωτιστεί για αρκετές ώρες, ώστε να έχει επιτευχθεί ικανοποιητική φωτοσυνθετική σύνθεση αμύλου. Καλό είναι οι τομές να γίνουν αρκετά λεπτές. Οι καλύτερες τομές θα μεταφερθούν σε αντικειμενοφόρο πλάκα και, με την προσθήκη μίας σταγόνας απιονισμένου νερού, θα καλυφθούν με καλυπτρίδα. Σε οπτικό μικροσκόπιο θα παρατηρηθούν οι ανατομικές διαφορές. Στη συνέχεια, αφαιρείται προσεκτικά η καλυπτρίδα και προστίθεται σε κάθε τομή μία σταγόνα διαλύματος J2/JK. Αφού γίνει η χρώση (μετά από ~5min), η περίσσεια του διαλύματος ιωδίου αφαιρείται προσεκτικά με χαρτί, τοποθετείται καλυπτρίδα και παρατηρούνται ξανά οι τομές στο μικροσκόπιο.

			Στο 2ο σκέλος, θα πραγματοποιηθούν μετρήσεις φωτοσύνθεσης σε φύλλα από το C3 και το C4-φυτό (2 φύλλα/είδος). Θα χρησιμοποιηθούν 6 συγκεντρώσεις CO2 (350, 300, 250, 200, 150 και 100 ppm). Οι μετρήσεις θα γίνουν σε κορεσμένη ένταση φωτός (~1500 μmoles m-2 sec-1), θερμοκρασία περιβάλλοντος (25 oC) και κανονική συγκέντρωση Ο2 (21%). Σε κάθε συγκέντρωση CO2, το φύλλο αφήνεται ~3min να εξισορροπήσει και να σταθεροποιηθεί η τιμή της φωτοσύνθεσης.

			2.4.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Σχολιάστε τις ανατομικές διαφορές που παρατηρήσατε στο μικροσκόπιο μεταξύ C3 και C4-φυτών.

			•Τι διαφορές υπάρχουν στον κυτταρικό εντοπισμό του αμύλου; Πώς μπορείτε να τις εξηγήσετε;

			•Κατασκευάστε γραφική παράσταση εξάρτησης της φωτοσύνθεσης από την συγκέντρωση CO2 του παρεχόμενου αέρα, για το C3 και το C4-είδος. Εφαρμόστε τη βέλτιστη ευθεία που διέπει τα πειραματικά δεδομένα σας. Προσδιορίστε το σημείο αντιστάθμισης του CO2, με προέκταση της ευθείας ώστε να τέμνει τον άξονα των χ.

			•Εξηγήστε τις φυσιολογικές διαφορές που παρατηρείτε μεταξύ C3 και C4-φυτών.

			2.4.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_2.4.html

			1.Το πρώτο προϊόν της φωτοσυνθετικής δέσμευσης του CO2 είναι

			α. οξύ με τρία άτομα άνθρακα.

			β. σάκχαρο με τρία άτομα άνθρακα.

			γ. οξύ με τρία ή τέσσερα άτομα άνθρακα, ανάλογα με το εξεταζόμενο φυτό.

			2.Στα C4-φυτά, η καρβοξυλάση της διφωσφοριβουλόζης 

			α. εντοπίζεται στα κύτταρα του κολεού της δέσμης.

			β. εντοπίζεται στα κύτταρα του μεσοφύλλου.

			γ. δεν εντοπίζεται στα φωτοσυνθετικά κύτταρα.

			3.Τα κύτταρα του κολεού της δέσμης περιβάλλουν

			α. τα κύτταρα του μεσοφύλλου.

			β. τον αγωγό ιστό.

			γ. τις πλασμοδέσμες.

			4.Εφαρμόζοντας τη μέθοδο χρώσης με διάλυμα J2/JK σε φύλλα ενός τυπικού C4-είδους που έχει φωτιστεί για αρκετή ώρα, άμυλο αναμένετε να ανιχνευθεί

			α. στους χλωροπλάστες των κυττάρων του μεσοφύλλου.

			β. στους χλωροπλάστες των κυττάρων του κολεού της δέσμης.

			γ. στις πλασμοδέσμες.

			5.Το σημείο αντιστάθμισης του CO2 ορίζεται ως

			α. η συγκέντρωση του CO2 όπου η φωτοσύνθεση λαμβάνει τη μέγιστη τιμή.

			β. η συγκέντρωση του CO2 που απαιτείται για να ανοίξουν τα στόματα.

			γ. η συγκέντρωση του CO2 όπου η ταχύτητα της φωτοσύνθεσης ισούται με το άθροισμα των ταχυτήτων της αναπνοής και φωτοαναπνοής.

			6.Συγκρινόμενα με τα C3-φυτά, τα C4 

			α. έχουν υψηλότερο σημείο αντιστάθμισης του CO2.

			β. έχουν χαμηλότερο σημείο αντιστάθμισης του CO2.

			γ. δεν διαφέρουν ως προς το αντιστάθμισης του CO2.

			7.Οι αναλυτές αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας μετρούν τη συγκέντρωση ετεροατομικών αερίων που

			α. απορροφούν στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος.

			β. εκπέμπουν στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος.

			γ. φθορίζουν στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος.

			8.Κατά τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης του CO2 με έναν αναλυτή αερίων υπέρυθρης ακτινοβολίας, σημαντικό πρόβλημα αποτελεί η παρεμβολή του

			α. Ο2.

			β. Ν2.

			γ. Η2Ο.

		

	
		
			Κεφάλαιο 3. Ανάπτυξη και ανόργανη θρέψη

			Σύνοψη

			Η άσκηση έχει ως σκοπό να μελετήσει ο φοιτητής την ανάπτυξη του φυτού. Χρησιμοποιούνται τα λεγόμενα ‘φυτά σύντομου κύκλου ζωής’ (fast plants, Brassica rapa), που έχουν γενετικά επιλεγεί ώστε να συμπληρώνουν τον κύκλο σπέρμα-σπέρμα μέσα σε 35 περίπου ημέρες. Είναι επίσης αρκετά μικρά σε μέγεθος ώστε να αποτελούν άριστο υλικό για εργαστηριακές ασκήσεις. Στην άσκηση που προτείνεται, ο φοιτητής παρακολουθεί την ανάπτυξη ομάδων φυτών, στις οποίες παρέχονται διαφορετικές συγκεντρώσεις ανόργανων θρεπτικών (συνήθως Ν/P/K), και διαπιστώνει τις συνέπειες της έλλειψής τους στην ανάπτυξη των βλαστητικών (φύλλα, βλαστός, ρίζες) τους οργάνων. Σε αντίθεση με τις υπόλοιπες ασκήσεις, που ολοκληρώνονται στο συνηθισμένο εργαστηριακό τρίωρο, η άσκηση αυτή απαιτεί τη βραχυχρόνια παρουσία του φοιτητή σε τακτά χρονικά διαστήματα.

			Άσκηση 3.1: Η επίδραση των θρεπτικών στοιχείων στην ανάπτυξη των φυτών

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει ως στόχο τη μελέτη της επίδρασης τριών απαραίτητων θρεπτικών στοιχείων (αζώτου, φωσφόρου, καλίου) στην ανάπτυξη των φυτών. Θα χρησιμοποιηθούν φυτά Brassica rapa σύντομου κύκλου ζωής (rapid-cycling Brassicas, RCBr). O φοιτητής θα εξοικειωθεί τόσο με τις διαδικασίες φύτευσης σπερμάτων όσο και με απλές μετρήσεις παρακολούθησης της αύξησης του μεγέθους του φυτού.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Ανόργανη θρέψη: απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία – Ανεπάρκεια θρεπτικών – Τροφοπενίες.

			3.1.1 Εισαγωγή

			Η αύξηση, η ανάπτυξη και η αναπαραγωγή των φυτών εξαρτώνται από την αλληλεπίδραση του γενετικού τους δυναμικού με τους παράγοντες του περιβάλλοντος. Ακόμα και αν φυτεψουμε σπέρματα επιλεγμένα γενετικά, έτσι ώστε να διαθέτουν άριστες ιδιότητες, επιτυχής ανάπτυξη θα επιτευχθεί αν και οι περιβαλλοντικοί παράγοντες (φωτεινή ακτινοβολία, νερό, ανόργανα θρεπτικά στοιχεία) βρίσκονται σε επάρκεια την κατάλληλη χρονική στιγμή. Τα απαραίτητα ανόργανα θρεπτικά στοιχεία στη διάρκεια της ανάπτυξης ενός φυτού είναι 17. Τα 10 από αυτά απαιτούνται σε μεγάλες ποσότητες και ονομάζονται μακροστοιχεία (C, H, O, N, P, S, K, Ca, Mg, Fe). Ένα θρεπτικό στοιχείο θεωρείται απαραίτητο για την ανάπτυξη του φυτού εάν:

			•Το φυτό δεν μπορεί να ολοκληρώσει τον βιολογικό του κύκλο ζωής χωρίς το συγκεκριμένο θρεπτικό στοιχείο.

			•Το θρεπτικό στοιχείο συμμετέχει σε δομικά ή λειτουργικά μόρια του φυτού.

			•Το θρεπτικό στοιχείο δεν μπορεί να αντικατασταθεί από άλλο.
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			Πίνακας 3.1.1

			Η επίδραση των παραπάνω ανόργανων στοιχείων στις επιμέρους λειτουργίες ενός φυτού εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από τη συγκέντρωση του στοιχείου μέσα στο φυτό (Πίνακας 3.1.1). Σε περιπτώσεις σοβαρής έλλειψης, εμφανίζονται τα συμπτώματα νοσηρών καταστάσεων που ονομάζονται τροφοπενίες.

			Στη συγκεκριμένη άσκηση, θα μελετήσουμε την επίδραση της προσθήκης λιπάσματος που περιέχει μείγμα τριών μακροστοιχείων: αζώτου (Ν), φωσφόρου (Ρ), και καλίου (Κ) . Τα στοιχεία αυτά απαιτούνται σε μεγάλες ποσότητες, ενώ τα υπόλοιπα στοιχεία σε μικρότερες, και η επάρκειά τους εξασφαλίζεται από το ίδιο το υπόστρωμα (χώμα).

			•Άζωτο (Ν): Το άζωτο είναι βασικό συστατικό των πρωτεϊνών, των νουκλεϊκών οξέων και της χλωροφύλλης, αλλά συμμετέχει και σε πλήθος άλλων σημαντικών μορίων, όπως τα συνένζυμα, οι βιταμίνες, οι φυτορμόνες, οι δευτερογενείς μεταβολίτες, οι πουρίνες κ.λπ.

			•Φώσφορος (Ρ): Ο φώσφορος είναι βασικό συστατικό των ενεργειακών μορίων (ADP, ATP), των νουκλεϊκών οξέων, των φωσφολιπιδίων, των φωσφορυλιωμένων σακχάρων και πολλών συνενζύμων.

			•Κάλιο (Κ): Το κάλιο συμμετέχει στην ενεργοποίηση ενζύμων, στη σύνθεση πρωτεϊνών, στο άνοιγμα και το κλείσιμο των στομάτων, στην ωσμωρύθμιση, καθώς και στην αύξηση του μεγέθους των κυττάρων.

			3.1.2 Πειραματικό μέρος

			Τα φυτά που θα χρησιμοποιηθούν στα αντίστοιχα πειράματα έχουν κύκλο ζωής περίπου 35 ημερών και προέρχονται από πληθυσμούς με φυσιολογικό κύκλο ζωής 6 - 12 μηνών, που έχουν υποβληθεί εργαστηριακά σε συνεχή γενετική επιλογή (διατίθενται στο εμπόριο). Συνεπώς, αν και αποκλίνουν σε μεγάλο βαθμό από τη φυσιολογική συμπεριφορά του είδους Brassica rapa, αποτελούν εξαιρετικό υλικό για γρήγορο πειραματισμό και χρησιμοποιούνται ευρύτατα για εκπαιδευτικούς αλλά και ερευνητικούς σκοπούς. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι, κάτω από άριστες συνθήκες ανάπτυξης, τα φυτά παράγουν άνθη 14 ημέρες μετά το φύτεμα ενώ το ύψος τους φθάνει τα 13 cm. Η γονιμοποίηση επιτυγχάνεται 24 μόλις ώρες μετά την επικονίαση, ενώ σε 3 - 5 ημέρες σχηματίζονται τα περικάρπια. Αφού παρέλθουν 20 ημέρες από την τελευταία επικονίαση, ξεκινά η διαδικασία γήρανσης και την τεσαρακοστή περίπου ημέρα, έχουν παραχθεί σπέρματα προκειμένου να ξεκινήσει ένας νέος κύκλος ζωής (Σχήμα 3.1.1).
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			Σχήμα 3.1.1: Ο κύκλος ζωής των RCBr. Στο σχήμα φαίνεται το στάδιο ανάπτυξης σε χαρακτηριστικούς χρόνους μετά την ημέρα φύτευσης των σπερμάτων.

			Αναλυτικά το χρονοδιάγραμμα της αύξησης και ανάπτυξης των φυτών έχει ως εξής:

			Ημέρες 1η - 3 η

			•Το ριζίδιο εμφανίζεται σχεδόν από την πρώτη ημέρα (μπορούμε εύκολα να το διαπιστώσουμε αν βλαστήσουμε ορισμένα σπέρματα πάνω σε υγρό διηθητικό χαρτί μέσα σε τρυβλία).

			•Εμφανίζονται οι δύο κοτυληδόνες.

			•Το υποκοτύλιο αρχίζει να εκτείνεται προς τα πάνω.

			•Ήδη, σε αυτό το στάδιο, υπάρχουν χλωροφύλλες και ανθοκυανίνες.

			Ημέρες 4 η - 9 η

			•Τα πραγματικά φύλλα αναπτύσσονται την 5η ημέρα.

			•Οι κοτυληδόνες αυξάνουν το μέγεθός τους.

			•Την όγδοη μέρα εμφανίζονται οφθαλμοί στην επάκρια περιοχή του βλαστού.

			Ημέρες 10η - 12 η

			•Παρατηρείται επιμήκυνση των μεσογονατίων διαστημάτων.

			•Εκπτύσσονται φύλλα και σχηματίζονται οφθαλμοί.

			•Με την επιμήκυνση του βλαστού οι οφθαλμοί εντοπίζονται υψηλότερα από τα φύλλα.

			Ημέρες 13η - 17 η 

			•Εμφανίζεται το άνθος. Μπορούν να διακριθούν ο μίσχος του άνθους, ο κάλυκας, τα σέπαλα, τα πέταλα, οι στήμονες, ο ύπερος (στίγμα, στύλος και ωοθήκη) και τα νεκτάρια.

			Ημέρες 18η - 22η

			•Τα πέταλα αποκόπτονται από τα άνθη και τα περικάρπια επιμηκύνονται και διογκώνονται. Ξεκινά η ανάπτυξη του εμβρύου και του ενδοσπερμίου σε όσα άνθη έχουν επικονιαστεί. 

			Πειραματική διαδικασία

			Μικρά φυτοδοχεία (σπορεία), που διαθέτουν μικρό άνοιγμα στο κάτω μέρος τους, γεμίζονται με χώμα και σε αυτά τοποθετούνται τα σπέρματα. Κατόπιν, τα σπορεία τοποθετούνται πάνω σε ένα δοχείο νερού, έτσι ώστε να εξασφαλίζεται συνεχής παροχή νερού μέσω ενός υδρόφιλου καλύμματος (π.χ. σπογγοπετσέτα, Σχήμα 3.1.2). Το κάλυμμα τοποθετείται πάνω στο δοχείο έτσι ώστε να εφαρμόζει σωστά, χωρίς να αφήνει σημεία με αέρα στην επιφάνεια που εφάπτεται στο δοχείο.

			[image: ]

			Σχήμα 3.1.2: Η πειραματική διάταξη που εξασφαλίζει συνεχή παροχή νερού στα αρτίβλαστα.

			Το πλαστικό καπάκι του δοχείου είναι κομμένο στη μία άκρη. Πάνω στο πλαστικό κάλυμμα, τοποθετείται μία σπογγοπετσέτα της οποίας το ένα άκρο βυθίζεται στο νερό του δοχείου. Το νερό, με αυτό τον τρόπο, διατηρεί βρεγμένη τη σπογγοπετσέτα συνεχώς. Πάνω σε αυτή, τοποθετούνται τα φυτοδοχεία (σπορεία) τα οποία διαθέτουν ανοίγματα στο κάτω μέρος τους. Το χώμα των σπορείων προσροφά νερό συνεχώς από το δοχείο, ανάλογα με τις απώλειες που έχει κατά τη διάρκεια του πειράματος.

			Το νερό μετακινείται με τριχοειδείς κινήσεις, μέσω του καλύμματος, από το δοχείο προς τα σπορεία με τα σπέρματα. Τα σπορεία γεμίζονται με χώμα μέχρι τη μέση. Προστίθενται 3 σφαιρίδια (κόκκοι) θρεπτικών στοιχείων (N-P-K, 14-14-14) σε κάθε σπορείο. Συμπληρώνεται η κατάλληλη ποσότητα χώματος. Σε κάθε σπορείο τοποθετούνται 3 σπέρματα και καλύπτονται με ελάχιστη ποσότητα χώματος. Κάθε σπορείο σημειώνεται με τα στοιχεία αναλόγως του πειραματικού χειρισμού. Με μια πλαστική πιπέτα, γεμίζουμε με νερό τα σπορεία, μέχρι το νερό να διαρρέει από κάτω. Μέσα στο δοχείο νερού προστίθεται μικρή ποσότητα CuSO4 για να παρεμποδιστεί η ανάπτυξη φυκών. Τα δοχεία τοποθετούνται κάτω από λάμπες φωτισμού (φωτοπερίοδος 12 ωρών) όπου θα παραμείνουν σε όλη τη διάρκεια του πειράματος.

			Τις πρώτες 2-3 ημέρες, προστίθεται νερό με τις πλαστικές πιπέτες στα σπορεία, ενώ σε όλη τη διάρκεια του πειράματος προστίθεται νερό στο δοχείο νερού ώστε το κάλυμμα να είναι συνεχώς υγρό. Όταν τα σπέρματα βλαστήσουν και διαμορφωθούν οι κοτυληδόνες, τα φυτά αραιώνονται, έτσι ώστε να παραμείνει ένα φυτό ανά σπορείο. Όσο τα φυτά αυξάνουν σε ύψος, χρειάζονται στήριξη. Για τον σκοπό αυτό, μπορούν να χρησιμοποιηθούν ξύλινα καλαμάκια και πλαστικά δαχτυλίδια. 
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			Πίνακας 3.1.2

			Οι μετρήσεις ξεκινούν 5 - 6 ημέρες μετά τη φύτευση και γίνονται 2 - 3 φορές, με διαστήματα περίπου 5ημερών.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•Σπέρματα RCBr (διατίθενται στο εμπόριο), 

			•κοκκώδες λίπασμα N-P-K 14-14-14 (διατίθεται στο εμπόριο),

			•μικρά φυτοδοχεία (σπορεία),

			•χώμα,

			•υδρόφιλα καλύμματα τύπου σπογγοπετσέτας,

			•πλαστικά δοχεία (π.χ. τάπερ),

			•διάλυμα CuSO4,

			•λάμπες για φωτισμό.

			3.1.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Καταγράφονται οι τιμές όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.1.3.

			•Μετράμε με χάρακα το ύψος του φυτού από το σημείο έκπτυξης των κοτυληδόνων έως την άκρη του αναπτυσσόμενου βλαστού.

			•Καταγράφουμε τον αριθμό των φύλλων παραλείποντας τις κοτυληδόνες.

			•Καταγράφουμε τη γενική εικόνα των φυτών (απόχρωση, μέγεθος και σχήμα βλαστού και φύλλων κ.λπ.)

			•Ποια η επίδραση της αυξανόμενης διαθεσιμότητας θρεπτικών στην ανάπτυξη των φυτών;

			•Ποιοι άλλοι παράγοντες, εκτός της ανόργανης θρέψης, μπορούν να επηρεάσουν την ανάπτυξη ενός φυτού;

			•Σε ποια συγκέντρωση θρεπτικών παρατηρήθηκαν ορατά συμπτώματα έλλειψης των απαραίτητων στοιχείων;

			•Η ημέρα κατά την οποία οι κοτυληδόνες αρχίζουν να κιτρινίζουν επηρεάζεται από τη συγκέντρωση των θρεπτικών; (Όταν οι κοτυληδόνες κιτρινίζουν, αρχίζουν να δρουν ως εξαγωγείς αζώτου. Το άζωτο μετακινείται προς άλλους αναπτυσσόμενους ιστούς όπως άνθη).

			•Τι παρατηρείτε στις υψηλές συγκεντρώσεις θρεπτικών;
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			Πίνακας 3.1.3

			3.1.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_3.1.html

			1.Ένα θρεπτικό στοιχείο θεωρείται απαραίτητο για την ανάπτυξη του φυτού, όταν

			α. απουσία του στοιχείου, το φυτό αναπτύσσεται με χρονική υστέρηση.

			β. δεν μπορεί να αναπτυχθεί πλήρως.

			γ. δεν μπορεί να συμπληρώσει τον κύκλο ζωής του.

			2.Η επίδραση ενός θρεπτικού στοιχείου στις επιμέρους λειτουργίες του φυτού

			α. εξαρτάται από τη συγκέντρωση του στοιχείου.

			β. εξαρτάται από την παρουσία ή απουσία του στοιχείου.

			γ. κανένα από τα παραπάνω.

			3.Όταν μελετάμε την επίδραση ενός θρεπτικού στοιχείου στην ανάπτυξη του φυτού

			α. πειραματιζόμαστε με διαφορετικές εντάσεις φωτός.

			β. πειραματιζόμαστε με διαφορετικές συγκεντρώσεις του στοιχείου.

			γ. πειραματιζόμαστε με διαφορετικές συγκεντρώσεις του στοιχείου σε συνδυασμό με διαφορετικές εντάσεις φωτός.

			4.Όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση ενός απαραίτητου θρεπτικού στοιχείου στο έδαφος

			α. τόσο ταχύτερη η ανάπτυξη.

			β. τόσο μεγαλύτερη η ανάπτυξη.

			γ. κανένα από τα παραπάνω.

			5.Μετρήσιμες παράμετροι της ανάπτυξης του φυτού είναι

			α. το ύψος του φυτού και ο αριθμός των φύλλων του .

			β. το ύψος του φυτού και η γενική εικόνα του. 

			γ. ο αριθμός των φύλλων του και η γενική εικόνα του.

			6.Η επάρκεια νερού στο πείραμα της παρούσας άσκησης είναι απαραίτητη

			α. έτσι ώστε να αποτελεί ένα δεύτερο περιοριστικό παράγοντα της ανάπτυξης.

			β. έτσι ώστε να αποτελεί τον μόνο περιοριστικό παράγοντα της ανάπτυξης.

			γ. έτσι ώστε να μην αποτελεί περιοριστικό παράγοντα της ανάπτυξης. 

		

	
		
			Κεφάλαιο 4. Ανάπτυξη και φυτικές ορμόνες

			Σύνοψη

			Περιλαμβάνονται 4 ασκήσεις. Οι δύο πρώτες αφορούν στην εμπλοκή δύο φυτικών ορμονών σε αναπτυξιακά φαινόμενα. Στην πρώτη από αυτές ελέγχεται η επίδραση εξωγενώς παρεχόμενου γιββερελλικού οξέος στη φύτρωση σπερμάτων κριθαριού, συγκεκριμένα στην αποικοδόμηση αποθηκευμένων στο ενδοσπέρμιο πολυσακχαριτών. Στη δεύτερη εξετάζεται η επίδραση εξωγενούς κυτοκινίνης στη γήρανση αποκομμένων φύλλων. Ως μέτρο της γήρανσης χρησιμοποιείται η συγκέντρωση της περιεχόμενης χλωροφύλλης. Στις δύο επόμενες ασκήσεις εξετάζονται τα φαινόμενα του βαρυτροπισμού και του φωτοτροπισμού, δηλαδή οι κινήσεις που κατευθύνουν την ανάπτυξη προς τις πηγές του νερού και του φωτός, αντίστοιχα. Στην πρώτη περίπτωση παρατηρείται μικροσκοπικά η ενδοκυτταρική θέση και η κίνηση των στατολίθων σε όρθιους και κατακεκλιμένους βλαστούς κατάλληλων φυτών. Στη δεύτερη, εξετάζεται η εξάρτηση της φωτοτροπικής κάμψης κολεοπτίλων των Αγρωστωδών από την ποιότητα του μονόπλευρα παρεχόμενου φωτεινού ερεθίσματος.

			Άσκηση 4.1: Επαγωγή του ενζύμου α-αμυλάση από τις γιββερελίνες κατά τη φύτρωση των σπερμάτων

			Σκοπός της άσκησης

			Η άσκηση αυτή έχει ως στόχο τη μελέτη του μηχανισμού δράσης μιας κατηγορίας φυτορμονών, των γιββερελλινών, στην επαγωγή του ενζύμου α-αμυλάση. Συγκεκριμένα, θα μελετηθεί η αύξηση της δραστηριότητας της α-αμυλάσης σε σπέρματα κριθαριού, μετά από επίδραση γιββερελλικού οξέος.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Αύξηση και ανάπτυξη φυτών − Δράση φυτορμονών – Γιββερελίνες.

			4.1.1 Εισαγωγή

			Προκειμένου να ολοκληρωθεί η ομαλή ανάπτυξη ενός φυτού, επιβάλλεται η ύπαρξη ενός συστήματος επικοινωνίας μεταξύ των επι μέρους οργάνων, ιστών αλλά και κυττάρων ώστε να υπάρχει συντονισμός των λειτουργιών τους. Αυτό το σύστημα «ενδοεπικοινωνίας» έχει επίσης την ικανότητα αντίληψης των μεταβολών στις συνθήκες του εξωτερικού περιβάλλοντος, έτσι ώστε ο οργανισμός ως σύνολο να έχει τη στοιχειώδη αίσθηση του χώρου και του χρόνου στον οποίο βρίσκεται. Ο συντονισμός των λειτουργιών επιτυγχάνεται μέσω των φυτορμονών, μορίων χαμηλού μοριακού βάρους τα οποία παίζουν τον ρόλο του χημικού ενδιάμεσου σήματος, μεταφέρονται από κύτταρο σε κύτταρο ή από ιστό σε ιστό και δρουν σε χαμηλές συγκεντρώσεις. Κλασικό παράδειγμα δράσης φυτορμονών αποτελεί η βλάστηση των σπερμάτων. Τα βλαστάνοντα σπέρματα παράγουν υδρολυτικά ένζυμα που διασπούν τα αποθηκευμένα μακρομόρια, (πολυσακχαρίτες, πρωτεΐνες, λίπη, ανάλογα με το είδος του σπέρματος) στα δομικά τους συστατικά. Κατά τη διάσπαση παράγεται ενέργεια, και τα μικρομόρια που προκύπτουν χρησιμοποιούνται για τη σύνθεση νέων ουσιών που χρειάζεται το αναπτυσσόμενο αρτίβλαστο. Τον συντονισμό της διαδικασίας αυτής έχουν αναλάβει φυτορμόνες, εκ των οποίων οι γιββερελίνες παίζουν σημαντικό ρόλο.Στα σπέρματα των σιτηρών, οι γιββερελλίνες που παράγει το έμβρυο διαχέονται προς το ενδοσπέρμιο και το στρώμα των κυττάρων της αλευρόνης, όπου προκαλούν αύξηση της δραστηριότητας της α-αμυλάσης και άλλων υδρολυτικών ενζύμων (3-1,3 γλυκανάσης, πρωτεάσης και ριβονουκλεάσης). Η αύξηση της δραστηριότητας της α-αμυλάσης στο ενδοσπέρμιο του κριθαριού μετά την επίδραση γιββερελλίνης οφείλεται στην εκ νέου (de novo) σύνθεση του ενζύμου και όχι στη δραστηριοποίηση ήδη υπαρχόντων μορίων.

			Η αύξηση της δραστηριότητας του ενζύμου είναι δυνατό να ανασταλεί με αναεροβίωση, δινιτροφαινόλη και αναστολείς της σύνθεσης πρωτεϊνών και RNA. ‘Όλα αυτά τα δεδομένα είναι συνεπή με την άποψη ότι οι γιββερελλίνες ελέγχουν τα επίπεδα της α-αμυλάσης και άλλων ενζύμων, ρυθμίζοντας τη σύνθεση των μορίων του m-RNA που ευθύνονται για τη σύνθεση των ενζύμων αυτών.

			[image: C:\Users\pc1\Desktop\Gibberelines.png]

			Σχήμα 4.1.1: Τομή σπέρματος κριθαριού. Παρουσιάζεται συνοπτικά η διαδικασία ενεργοποίησης της αμυλάσης.

			4.1.2 Πειραματικό μέρος

			Μια κατά μήκος τομή σπέρματος κριθαριού φαίνεται στο Σχήμα 4.1.1. Τα κύτταρα της αλευρόνης παράγουν τα ένζυμα που διασπούν τα μεγαλομόρια που βρίσκονται αποθηκευμένα στο ενδοσπέρμιο. Η επαγωγή της δραστηριότητας των ενζύμων οφείλεται στις γιββερελλίνες που παράγονται στο έμβρυο. Κατά συνέπεια, σπέρματα από τα οποία έχει αποκοπεί το έμβρυο έχουν στερηθεί την πηγή των ενδογενών γιββερελλινών και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για βιοδοκιμές που αφορούν τη δράση των ορμονών αυτών (Σχήμα 4.1.1).

			Πειραματική διαδικασία

			•Σπέρματα από κριθάρι κόβονται στη μέση και το μέρος που περιέχει το έμβρυο απορρίπτεται. 

			•Το άλλο μισό, που περιέχει το ενδοσπέρμιο, απολυμένεται για 20 min σε υποχλωριώδες νάτριο (NaOCl) και στη συνέχεια ξεπλένεται 4 - 5 φορές με απεσταγμένο νερό. 

			•Κατόπιν τα σπέρματα παραμένουν επί 48 ώρες σε τρυβλία Petri και πάνω σε διηθητικό χαρτί που έχει διαβραχεί με διάλυμα χλωραμφενικόλης σε απεσταγμένο νερό (10 μg/ml).

			•Ετοιμάζονται 4 κωνικές φιάλες, σε κάθε μία τοποθετούνται 2ml διαλύματος που περιέχει 20 mmoles CaCl2, 10 μg/ml χλωραμφενικόλης (βλέπε Ι) και γιββερελλινικό οξύ όπως φαίνεται στον Πίνακα 4.1.1.

			•Οι συγκεντρώσεις του γιββερελλικού οξέος παρασκευάζονται ως εξής: διατίθεται αρχικό διάλυμα γιββερελλικού οξέος συγκέντρωσης 10 mg/ml (διάλυμα Α). 10 μl από αυτό τοποθετούνται με τη βοήθεια μικροσύριγγας στη φιάλη 4. Κατόπιν, 1 ml από το διάλυμα Α αραιώνεται με 49 ml απεσταγμένου νερού. 100 μl από αυτό τοποθετούνται στη φιάλη 3 και 50 μl στη φιάλη 2.
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			Πίνακας 4.1.1

			•Σε κάθε μία από τις φιάλες τοποθετούνται 10 σπέρματα.

			•Oι φιάλες επωάζονται σε θερμοστατούμενο ανακινητή (Θ= 30oC) επί 24 ώρες στις 100 στροφές ανά λεπτό.

			•Μετά το τέλος της επώασης, το υγρό περιεχόμενο των φιαλών τοποθετείται σε σωλήνες φυγοκέντρου 1, 2, 3 και 4.

			•Κάθε φιάλη ξεπλένεται με 3 ml απεσταγμένου νερού, το οποίο προστίθεται στον αντίστοιχο φυγοκεντρικό σωλήνα.

			•Ακολουθεί φυγοκέντριση επί 10 min σε 2.000 g.

			•Το υπερκείμενο, που περιέχει την α-αμυλάση, μεταφέρεται σε καθαρούς δοκιμαστικούς σωλήνες και θα χρησιμοποιηθεί για την ενζυμική αντίδραση.

			•Ετοιμάζονται 6 δοκιμαστικοί σωλήνες όπως φαίνεται στον Πίνακα 4.1.2.
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			Πίνακας 4.1.2

			H αντίδραση πραγματοποιείται στους 30οC και ξεκινά με την προσθήκη σε όλους τους σωλήνες (εκτός του τελευταίου) 1 ml υποστρώματος αντίδρασης αμύλου (βλέπε ΙΙ) και σταματά ύστερα από 4 min, με την προσθήκη 1ml διαλύματος Ι2-ΙΚ (βλέπε ΙΙΙ).

			Τέλος, σε κάθε σωλήνα προστίθεται 5ml απεσταγμένο νερό και η φωτοπερατότητα μετριέται σε φασματοφωτόμετρο και σε μήκος κύματος λ 620 nm.

			(Ι) Σε τέτoιου είδους πειράματα, που είναι απαραίτητες παρατεταμένες επωάσεις σε υψηλές θερμοκρασίες, η ανάπτυξη μικροοργανισμών αποτελεί ένα σοβαρό πρόβλημα. Για τον λόγο αυτό, η επώαση γίνεται παρουσία χλωραμφενικόλης, που αναστέλλει την πρωτεϊνική σύνθεση στα προκαρυωτικά κύτταρα, αλλά δεν επιδρά στα ευκαρυωτικά.

			(ΙΙ) Για την παρασκευή του υποστρώματος της αντίδρασης προστίθενται 150 gr αμύλου, 600 mgr KH2PO4 και 5mgr CaNO3 σε τελικό όγκο 100 ml H2O. Το μείγμα βράζεται επί 1 min, ψύχεται, φυγοκεντρείται σε 3.000g X 10 min και το καθαρό υπερκείμενο αποτελεί το υπόστρωμα της αντίδρασης.

			(ΙΙΙ) 6 gr IK και 600 mgr I2 διαλύονται σε τελικό όγκο 100 ml H2O. 1 ml από το διάλυμα αυτό και 99 ml 0.05N HCl αποτελούν το διάλυμα που χρησιμοποιείται για να σταματήσουμε την αντίδραση και, συγχρόνως να χρωματίσουμε το άμυλο που δεν διασπάστηκε από την α-αμυλάση

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•σπέρματα κριθαριού,

			•τριβλία Petri,

			•δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•κωνικές φιάλες,

			•διάλυμα NaOCl,

			•διάλυμα CaCl2,

			•χλωραμφενικόλη (βλεπε Ι),

			•διάλυμα γιββερελλικού οξέος,

			•μικροσύριγγα,

			•διάλυμα υποστρώματος αντίδρασης (βλέπε ΙΙ),

			•διάλυμα Ι-ΙΚ (βλέπε ΙΙΙ).

			4.1.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Κατασκευάστε πίνακα που να περιέχει τη φωτοπερατότητα και την απορρόφηση των δειγμάτων, για κάθε συγκέντρωση γιββερελλίνης. 

			•Για τη μετατροπή της φωτοπερατότητας σε απορρόφηση, να λάβετε υπ’όψη σας ότι απορρόφηση είναι ο [image: ] και φωτοπερατότητα το [image: ], όπου Ιο η ένταση της φωτεινής ακτινοβολίας που εισέρχεται στο δείγμα και Ι αυτή που εξέρχεται.

			•Εξηγήστε συνοπτικά τα παρατηρούμενα αποτελέσματα.

			•Γιατί χρησιμοποιήσατε σπέρματα χωρίς έμβρυο;

			4.1.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_4.1.html

			1.Στα σπέρματα των σιτηρών, οι γιββερελίνες

			α. παράγονται στο έμβρυο.

			β. παράγονται στο ενδοσπέρμιο.

			γ. παράγονται στο στρώμα των κυττάρων της αλευρόνης.

			2.Στο ενδοσπέρμιο του κριθαριού η γιββερελλίνη προκαλεί

			α. δραστηριοποίηση των μορίων της α-αμυλάσης.

			β. σύνθεση μορίων α-αμυλάσης.

			γ. σύνθεση μορίων m-RNA τα οποία μεσολαβούν για τη σύνθεση α-αμυλάσης.

			3.Εάν σε σπέρματα κριθαριού αποκοπεί το έμβρυο, τότε τα σπέρματα

			α. δεν διαθέτουν ενδογενείς γιββερελλίνες.

			β. μπορούν να χρησιμοποιηθούν για βιοδοκιμές ανίχνευσης γιββερελλινών.

			γ. και τα δύο παραπάνω.

			4.Οι συγκεντρώσεις γιββερελλικού οξέος που χρησιμοποιούνται στην άσκηση είναι πολύ μικρές γιατί

			α. η δράση των φυτικών ορμονών είναι ταχεία.

			β. οι φυτικές ορμόνες απαντούν σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις στα φυτικά κύτταρα.

			γ. κανένα από τα παραπάνω.

			5.Η ενζυμική αντίδραση ξεκινά με την προσθήκη στους δοκιμαστικούς σωλήνες

			α. του ενζύμου.

			β. του υποστρώματος. 

			γ. του διαλύματος γιββερελλικού οξέος.

			Άσκηση 4.2: Επίδραση εξωγενούς κυτοκινίνης στη γήρανση των φύλλων

			Αντικείμενο της άσκησης

			Στην άσκηση που ακολουθεί θα μελετηθεί η επίδραση μιας συνθετικής κυτοκινίνης, της 6-φορφουρυλαμινο-πουρίνης (κινετίνη), στην καθυστέρηση της γήρανσης των φύλλων. Η πρόοδος της γήρανσης εκτιμάται μέσω της μείωσης της συγκέντρωσης των περιεχόμενων χλωροφυλλών. Οι φοιτητές θα εξοικειωθούν με την έννοια της βιοδοκιμής.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Αύξηση και ανάπτυξη φυτών −  Φυτορμόνες και φυτορυθμιστές −  Κυτοκινίνες −  Γήρανση των φύλλων.

			4.2.1 Εισαγωγή

			Τόσο τα φυτά όσο και τα ζώα, προκειμένου να ολοκληρώσουν τον βιολογικό τους κύκλο, θα πρέπει να εκτελέσουν ένα συγκεκριμένο αναπτυξιακό πρόγραμμα, που καθορίζεται από γενετικούς αλλά και περιβαλλοντικούς παράγοντες. Τα φυτά, σε σύγκριση με τα ζώα, παρουσιάζουν αυξημένη πλαστικότητα του αναπτυξιακού τους προγράμματος, λόγω αδυναμίας κίνησης και υποχρεωτικής αντιμετώπισης των μεταβολών των περιβαλλοντικών συνθηκών επιτόπου. Συνεπώς, στα φυτά εμφανίζεται εντονότερη πλαστικότητα ανάπτυξης (φαινοτυπική πλαστικότητα) από ό,τι στα ζώα. Προϋπόθεση για την κινητοποίηση ενός αναπτυξιακού σταδίου είναι η ύπαρξη ενός ενδογενούς ή περιβαλλοντικού ερεθίσματος, η ικανότητα αντίληψης αυτού, η διαβίβαση ενός εσωτερικού σήματος (μεταγωγή) που προκαλεί μεταβολικές ρυθμίσεις και μεταγραφή γονιδίων, με τελικό αποτέλεσμα τη σύνθεση πρωτεϊνών που ευθύνονται για την απόκριση του οργανισμού στο συγκεκριμένο ερέθισμα. Ως ενδογενή σήματα λειτουργούν διάφορα βιομόρια, μεταξύ των οποίων και οι ορμόνες. Χαρακτηριστικά των ορμονών είναι ότι παράγονται σε συγκεκριμένα κύτταρα, ιστούς ή όργανα και μεταφέρονται σε άλλα κύτταρα/ιστούς/όργανα-στόχους, όπου δρουν σε πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις. Παρότι ο όρος ορμόνη διατηρήθηκε και στα φυτά, εντούτοις οι φυτικές ορμόνες δεν πληρούν πάντα τα ανωτέρω χαρακτηριστικά και γι’ αυτό τα τελευταία χρόνια αναφέρονται ως ρυθμιστές της φυτικής ανάπτυξης. 

			Η τελευταία φάση της ανάπτυξης ενός οργανισμού, που οδηγεί από την ωριμότητα στον θάνατο, ονομάζεται γήρανση. Η γήρανση δεν είναι απλά μια παθητική πορεία απώλειας ζωτικών λειτουργιών, αλλά μια προγραμματισμένη σειρά διεργασιών, που περιλαμβάνει κυρίως την αποικοδόμηση πολύπλοκων βιομορίων, όπως είναι τα νουκλεϊνικά οξέα και οι πρωτεΐνες, τη λειτουργική και δομική αποδιοργάνωση των μεμβρανών και την καταστροφή των κυτταρικών οργανιδίων.

			Στα φυτά, η γήρανση μπορεί να αφορά είτε ολόκληρο τον οργανισμό (όπως συμβαίνει στα ετήσια είδη μετά το τέλος της ευνοϊκής περιόδου), είτε συγκεκριμένα όργανα (όπως, για παράδειγμα, κατά τη συντονισμένη, μαζική γήρανση και πτώση των φύλλων στα πολυετή φυλλοβόλα), είτε συγκεκριμένα κύτταρα (όπως κατά τη διαφοροποίηση των αγγειακών στοιχείων). Παρότι δεν είναι πλήρως διευκρινισμένοι οι μηχανισμοί που επάγουν τη γήρανση στα φυτά, σε πολλές περιπτώσεις αυτή σχετίζεται με τη συσσώρευση ενεργών μορφών οξυγόνου, με την έλλειψη θρεπτικών στο έδαφος, με την προσβολή από παθογόνα και με διαδικασίες προγραμματισμένου κυτταρικού θανάτου. Επίσης, σε πολλά φυτά η διαδικασία της γήρανσης κινητοποιείται προγραμματισμένα με την ολοκλήρωση της άνθησης και της ωρίμανσης των καρπών.

			Το πιο εμφανές σύμπτωμα της γήρανσης των φύλλων είναι το κιτρίνισμα που οφείλεται στην αποικοδόμηση της χλωροφύλλης, η οποία προηγείται εκείνης των καροτενοειδών. Ωστόσο, έχει προηγηθεί η μείωση της φωτοσύνθεσης, η αποικοδόμηση πρωτεϊνών και φωτοσυνθετικών ενζύμων, όπως η RubisCO, η αποδιοργάνωση των θυλακοειδών και η κατάρρευση των χλωροπλαστών. Η γήρανση των φύλλων συνδέεται στενά με τη διαφοροποίηση κυττάρων στη βάση του μίσχου και τη δημιουργία της λεγόμενης ζώνης αποκοπής, η οποία διευκολύνει τον αποχωρισμό τους από το φυτό. Πριν τα φύλλα αποκοπούν, το μητρικό φυτό ανακτά το μεγαλύτερο μέρος των συστατικών τους υπό μορφή μικρομορίων που περιέχουν άζωτο, φωσφόρο και μεταλλικά στοιχεία, για να τα αξιοποιήσει την επόμενη ευνοϊκή περίοδο. Η γήρανση των φύλλων ελέγχεται ορμονικά από το αιθυλένιο (που δρα επαγωγικά), τις αυξίνες και τις κυτοκινίνες (που λειτουργούν ανασταλτικά).

			Χαρακτηριστική δράση των κυτοκινινών, από την οποία πήραν και το όνομά τους (ορμόνες που προκαλούν κυτοκίνηση), είναι η επαγωγή κυτταρικών διαιρέσεων σε συνέργεια με τις αυξίνες. Η ανακάλυψή τους οφείλεται στις ερευνητικές προσπάθειες να βρεθούν χημικές ουσίες που προάγουν την αύξηση των κυττάρων σε καλλιέργειες φυτικών ιστών. Το 1955 ταυτοποιήθηκε χημικά η πρώτη τέτοια ουσία, η 6-φουρφουριλοαμινοπουρίνη, που ονομάστηκε κινετίνη. Στη συνέχεια, ανακαλύφθηκε στο καλαμπόκι (Zea mays) η ζεατίνη, η πρώτη φυσική κυτοκινίνη (Σχήμα 4.2.1).

			[image: ]

			Σχήμα 4.2.1 Η χημική δομή της αδενίνης (α), μίας συνθετικής (β) και μίας φυσικής (γ) κυτοκινίνης.

			Οι κυτοκινίνες, που είναι παράγωγα της αδενίνης, συντίθενται, κυρίως, στις ρίζες και μεταφέρονται στους ιστούς-στόχους μέσω του ξυλώματος. Δεν είναι πλήρως διευκρινισμένος ο τρόπος που επιδρούν σε ένα τόσο πολύπλοκο φαινόμενο, όπως είναι η κυτταρική διαίρεση. Η δράση τους περιλαμβάνει την πρόσδεση της φυτορμόνης στον αντίστοιχο υποδοχέα, ο οποίος, στη συνέχεια, ενεργοποιεί ρυθμιστικές πρωτεΐνες και μεταγραφικούς παράγοντες και οι οποίοι, με τη σειρά τους, ενεργοποιούν γονίδια του πυρήνα.

			Πέραν της θετικής επίδρασης στην κυτταροδιαίρεση, οι κυτοκινίνες έχουν και άλλες κύριες δράσεις, όπως είναι η καταστολή της επικράτησης του ακραίου οφθαλμού προωθώντας την ανάπτυξη πλευρικών οφθαλμών, η κινητοποίηση θρεπτικών στοιχείων προς ιστούς-στόχους και η καθυστέρηση της έναρξης της γήρανσης.

			4.2.2 Πειραματικό μέρος

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, οι ορμόνες δρουν σε εξαιρετικά μικρές συγκεντρώσεις και γι’ αυτό τον λόγο είναι πολύ δύσκολα ανιχνεύσιμες. Οι αντιδράσεις, όμως, των φυτικών ιστών στις μικρές αυτές συγκεντρώσεις είναι θεαματικές και εύκολα ανιχνεύσιμες μέσω βιοδοκιμών. Οι βιοδοκιμές είναι χρήσιμα και απαραίτητα εργαλεία για τη μελέτη της βιολογικής δραστικότητας διάφορων ουσιών, συμπεριλαμβανομένων των φυτικών ορμονών. Στην πράξη, ο έλεγχος για το αν ένα διάλυμα ή υλικό περιέχει κάποια ορμόνη δεν γίνεται μέσω της χημικής ανίχνευσής της αλλά μέσω μιας ποσοτικά μετρήσιμης επίδρασής του σε έναν ιστό.

			Η αποκοπή των φύλλων από το φυτό και η τοποθέτησή τους στο σκοτάδι αποτελεί έναυσμα για την έναρξη της διαδικασίας γήρανσης, η οποία μπορεί να καθυστερήσει με την επίδραση μιας κυτοκινίνης. Μια διαδεδομένη και απλή βιοδοκιμή για τον έλεγχο της δράσης των κυτοκινινών στη γήρανση των φύλλων είναι το ποσό της χλωροφύλλης που αυτά περιέχουν. Ο ποσοτικός προσδιορισμός των συνολικών χλωροφυλλών, που θα χρησιμοποιηθεί σαν βιοδοκιμή, αναλύεται στην Άσκηση 2.1. Μπορεί να επιλεγεί οποιοδήποτε φυτό, κατά προτίμηση με μεγάλα, μαλακά φύλλα, από τα οποία θα αποκοπούν δίσκοι γνωστής επιφάνειας.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•ώριμα φύλλα από ένα φυτό της επιλογής μας,

			•ψαλίδι,

			•φελλοτρυπητήρας,

			•αλουμινόχαρτο ή parafilm,

			•παγωμένο γουδί πορσελάνης,

			•καθαρή άμμος,

			•υδροβολέας με απιονισμένο H2O,

			•ακετόνη,

			•CaCO3,

			•κινετίνη,

			•πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου (των 50ml),

			•γυάλινοι δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•γυάλινα σιφώνια των 5 ml,

			•μικροσύριγγα ή αυτόματη πιπέτα ρυθμιζόμενου όγκου,

			•στατώ για δοκιμαστικούς σωλήνες,

			•τρυβλία Petri,

			•κωνικές φιάλες των 50 και 25 ml,

			•ογκομετρικός κύλινδρος των 50 ml,

			•φυγόκεντρος,

			•φασματοφωτόμετρο απλής ή διπλής δέσμης.

			Πειραματική διαδικασία

			Επιλέγονται 5 ώριμα φύλλα από το φυτό, από τα οποία κόβονται με φελλοτρυπητήρα γνωστής διαμέτρου (π.χ. 7 mm) 5 δίσκοι/φύλλο (συνολικά 25 δίσκοι). 

			Στη συνέχεια, αριθμούνται 4 δοκιμαστικοί σωλήνες και 4 τρυβλία Petri διαμέτρου 9 cm (αποστειρωμένα με αιθανόλη). Ο πυθμένας κάθε τρυβλίου καλύπτεται με δύο επάλληλες στρώσεις διηθητικού χαρτιού και διαβρέχεται με 3 ml από το διάλυμα κινετίνης του αντίστοιχου σωλήνα, σύμφωνα με τον Πίνακα 4.2.1. Στη συνέχεια, τοποθετούνται σε κάθε τρυβλίο 5 δίσκοι (1 δίσκος/φύλλο) και τα τρυβλία παραμένουν καλυμμένα στο σκοτάδι και σε θερμοκρασία δωματίου (~25 οC) επί 7 ημέρες.

			
				
					
					
					
				
				
					
							
							Αρ. σωλήνα

						
							
							Αρ. τρυβλίου

						
							
							Συγκέντρωση κινετίνης (ppm)*

						
					

					
							
							1

						
							
							1

						
							
							0,0

						
					

					
							
							2

						
							
							2

						
							
							0,15

						
					

					
							
							3

						
							
							3

						
							
							5,0

						
					

					
							
							4

						
							
							4

						
							
							15,0

						
					

				
			

			*ppm: μέρη στο εκατομμύριο

			Πίνακας 4.2.1

			Για την παρασκευή των συγκεντρώσεων της κινετίνης ακολουθείται η εξής διαδικασία: παρασκευάζονται 10 ml αρχικού (stock) διαλύματος κινετίνης, συγκέντρωσης 0.5 mg/ml. Από αυτό, 50 μl μεταφέρονται, με τη βοήθεια μικροσύριγγας, στον σωλήνα 3 και αραιώνονται με 4.95 ml απεσταγμένου νερού. Κατόπιν, 150 μl από το stock διάλυμα μεταφέρονται στον σωλήνα 4 και αραιώνονται με 4.85 ml απεσταγμένου νερού. Τέλος, 50 μl από το διάλυμα του σωλήνα 4 μεταφέρονται στον σωλήνα 2 και αραιώνονται με 4.95 ml απεσταγμένου νερού. Στον σωλήνα υπ’ αριθμόν 1 προστίθενται 5ml απεσταγμένου νερού.

			Οι 5 δίσκοι, που απομένουν μετά την προετοιμασία των τρυβλίων, λειοτριβούνται σε γουδί πορσελάνης παρουσία 80% ακετόνης (συνολικός όγκος 20 ml) μαζί με μικρή ποσότητα καθαρής άμμου (~0.25 gr) και CaCO3 (0.1 gr). Ακολουθεί φυγοκέντριση του εκχυλίσματος (6.000 στροφές x 5 min). Το διαυγές πράσινο υπερκείμενο ογκομετράται, σημειώνεται ο όγκος του και μετράται σε φασματοφωτόμετρο η απορρόφησή του στα 470, 646, 663 και 720 nm, χρησιμοποιώντας ως «τυφλό» το διάλυμα ακετόνης. Με βάση τις εξισώσεις της Άσκησης 2.1, υπολογίζονται οι συγκεντρώσεις των χλωροφυλλών a και b ανά cm2 επιφάνειας ιστού που εκχυλίστηκε.

			Μετά από 7 ημέρες, επαναλαμβάνεται για τους δίσκους κάθε τρυβλίου η διαδικασία εκχύλισης και προσδιορισμού της συγκέντρωσης των χλωροφυλλών, όπως ακριβώς και στο αρχικό δείγμα.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης των χλωροφυλλών, ισχύουν οι επισημάνσεις της Άσκησης 2.1, δηλαδή η λειοτρίβηση πρέπει να είναι εξαντλητική και ταχεία και η ακετόνη πρέπει να προστίθεται τμηματικά (ανά 2 - 3 ml).

			•Στο διάστημα των 7 ημερών, αν κριθεί απαραίτητο για την αποφυγή αφυδάτωσης των δίσκων, προστίθεται στα τρυβλία σταθερή ποσότητα απεσταγμένου νερού.

			4.2.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα τα στοιχεία του ποσοτικού προσδιορισμού χλωροφυλλών που πραγματοποιήσατε στην αρχή και μετά από 7 ημέρες, για κάθε συγκέντρωση κυτοκινίνης: όγκο υπερκειμένου (ml), επιφάνεια των δίσκων (cm2), τιμές απορρόφησης, ενδεχόμενη αραίωση, συγκεντρώσεις των ολικών χλωροφυλλών (Chl a+b) σε μg/ cm2 φύλλου.

			•Παρουσιάστε τα αποτελέσματά σας υπό μορφή ιστογραμμάτων.

			•Εξηγήστε συνοπτικά τα αποτελέσματα.

			4.2.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_4.2.html

			1.Οι κυτοκινίνες είναι φυτικές ορμόνες που οφείλουν το όνομά τους στο ότι

			α. είναι παράγωγα της κυτοσίνης.

			β. επάγουν τις κυτταρικές διαιρέσεις, δηλαδή την κυτοκίνηση.

			γ. είναι κυτταρικά συστατικά με δομή παρόμοια του αλκαλοειδούς κινίνη.

			2.Η γήρανση και πτώση των φύλλων επάγεται από

			α. το αιθυλένιο.

			β. τις κυτοκινίνες.

			γ. τις γιββερελλίνες.

			3.Η γήρανση και πτώση των φύλλων αναστέλλεται από

			α. το αιθυλένιο.

			β. τις κυτοκινίνες.

			γ. τις γιββερελλίνες.

			4.Στη βιοδοκιμή που πραγματοποιήσατε, υψηλότερη συγκέντρωση ολικών χλωροφυλλών αναμένετε να βρεθεί στους δίσκους

			α. του τρυβλίου 1.

			β. του τρυβλίου 2.

			γ. του τρυβλίου 4.

			5.Στα γηράσκοντα φύλλα, η αποικοδόμηση των χλωροφυλλών

			α. προηγείται εκείνης των καροτενοειδών.

			β. έπεται εκείνης των καροτενοειδών.

			γ. συμπίπτει με εκείνη των καροτενοειδών.

			Άσκηση 4.3: Υποδοχή του ερεθίσματος της βαρύτητας - Βαρυτροπισμός

			Αντικείμενο της άσκησης

			Τα φυτά «αντιλαμβάνονται» την κατεύθυνση της βαρύτητας μέσω ενός ενδοκυτταρικού μηχανισμού που βασίζεται στη μετατόπιση συγκεκριμένων οργανιδίων, των αμυλοπλαστών (χαρακτηρίζονται ως στατόλιθοι) και εν συνεχεία κινούνται αναλόγως. Αν ένα φυτό τοποθετηθεί οριζόντια, μετά από κάποιο χρονικό διάστημα η μεν ρίζα θα παρουσιάσει θετικό βαρυτροπισμό, θα στραφεί δηλαδή προς το ερέθισμα, ο δε βλαστός θα παρουσιάσει αρνητικό βαρυτροπισμό, θα απομακρυνθεί από το ερέθισμα (Σχήμα 4.3.1Α). Στη συγκεκριμένη άσκηση θα παρατηρηθεί in vivo, στο οπτικό μικροσκόπιο, η μετακίνηση των αμυλοπλαστών - στατολίθων μέσα στα εξειδικευμένα κύτταρα (στατοκύτταρα), όταν αλλάξει ο προσανατολισμός του φυτού. Με τη συγκεκριμένη άσκηση αναπτύσσεται η δεξιοτεχνία στην προπαρασκευή δειγμάτων από νωπό βιολογικό υλικό για παρατήρηση στο μικροσκόπιο. Η εξοικείωση με τον χειρισμό του οπτικού μικροσκοπίου αποτελεί επίσης αντικείμενο της άσκησης.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις ανατομίας φυτών − Χειρισμός οπτικού μικροσκοπίου − Κινήσεις των φυτών − Φυτικές ορμόνες.

			4.3.1 Εισαγωγή

			Μια κοινότυπη παρατήρηση: με μια επίσκεψη σε ένα πευκοδάσος διαπιστώνεται ότι όλα τα δένδρα αναπτύσσονται κατακόρυφα! Το γεγονός ότι όλα ανεξαιρέτως τα δέντρα αναπτύσσονται προς την ίδια κατεύθυνση, προς τα πάνω, δεν μας ξενίζει επειδή είναι μια εικόνα στην οποίαν έχουμε συνηθίσει. Προφανώς το φαινόμενο δεν είναι τυχαίο. Πρόκειται για χαρακτηριστικό παράδειγμα αρνητικού βαρυτροπισμού, δηλαδή ανάπτυξη των βλαστών προς τα πάνω, αντίθετα από την κατεύθυνση της βαρύτητας.

			Ο μηχανισμός με τον οποίο οι φυτικοί οργανισμοί αντιλαμβάνονται τη θέση τους στο χώρο, κάτι που προφανώς είναι κρίσιμο γι’ αυτούς, εξακολουθεί και σήμερα να αποτελεί αντικείμενο μελέτης. Από τα σημαντικά εξωτερικά ερεθίσματα που τα φυτά πρέπει να αποκωδικοποιήσουν ώστε να γνωρίζουν τον προσανατολισμό τους, είναι και το ερέθισμα της βαρύτητας. Η αντίληψη του ερεθίσματος της βαρύτητας θα πληροφορήσει το φυτό τη σχετική του θέση με τη γη, δηλαδή το έδαφος, άρα την πηγή ύδατος και θρεπτικών στοιχείων. Τα ανώτερα φυτά, τα φυτά δηλαδή τα οποία διαθέτουν ιστούς και όργανα, αντιλαμβάνονται τον προσανατολισμό τους στον χώρο με τη βοήθεια ενός πολύπλοκου μηχανισμού. Ο μηχανισμός αυτός προϋποθέτει κατ’ αρχήν τη δυνατότητα «αντίληψης» του ερεθίσματος. Να ληφθεί δηλαδή το μήνυμα. Ακολούθως, το σήμα που λαμβάνεται θα πρέπει να υποστεί επεξεργασία και εν συνεχεία να δοθούν οδηγίες για την απόκριση του φυτού.

			Το γενικό σχήμα που περιγράφει παρόμοια φαινόμενα είναι:

			υποδοχή του ερεθίσματος

			↓

			μεταγωγή του μηνύματος (black box)

			↓

			αντίδραση στο ερέθισμα

			Υποδοχείς του ερεθίσματος της βαρύτητας είναι κύτταρα με μορφολογική και φυσιολογική διαφοροποίηση, τα στατοκύτταρα, τα οποία εντοπίζονται συνήθως στην καλύπτρα της ρίζας (Εικόνα 4.3.1). Στην κεντρική περιοχή της καλύπτρας εντοπίζεται το στατέγχυμα, δηλαδή μια στήλη (καλούμενη columella) από εξειδικευμένα παρεγχυματικά κύτταρα, τα στατοκύτταρα. Στατοκύτταρα απαντώνται επίσης και σε ορισμένες ζώνες του βλαστού αρτιβλάστων, νεαρών δηλαδή φυτών. Στατοκύτταρα εντοπίζονται επίσης σε γόνατα αγρωστωδών φυτών. Σε άλλα φυτά, όπως οι κάλλες, ρόλο στατοκυττάρων αναλαμβάνουν κύτταρα της ενδοδερμίδας δηλαδή κύτταρα που περιβάλλουν τις δεσμίδες των αγωγών ιστών του βλαστού, σχηματίζοντας τους αμυλοφόρους κολεούς.
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			Εικόνα 4.3.1 Η καλύπτρα όπως φαίνεται σε κατά μήκος τομή ρίζας. Το βέλος δείχνει τους αμυλοπλάστες οι οποίοι είναι συσσωρευμένοι στην κάτω πλευρά των στατοκυττάρων. Χρώση με κυανό τολουϊδίνης.

			Τα στατοκύτταρα, σε όποιο σημείο του φυτού και αν βρίσκονται, έχουν παρόμοια μορφολογικά χαρακτηριστικά. Πρώτα απ’ όλα παρουσιάζουν σαφή πολικότητα: ο πυρήνας τους είναι τοποθετημένος προς την άνω πλευρά του κυττάρου, ενώ στο κάτω μέρος είναι διευθετημένες άφθονες μεμβράνες ενδοπλασματικού δικτύου. Δεύτερο χαρακτηριστικό, στα στατοκύτταρα εντοπίζονται μεγάλοι αμυλοπλάστες. Πρόκειται για πλαστίδια που περιέχουν έναν ή περισσότερους ευμεγέθεις αμυλόκοκκους. Οι αμυλοπλάστες με την επίδραση της βαρύτητας συναθροίζονται στην κάτω πλευρά των κυττάρων και φαίνονται σαν να «κάθονται» στις μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου (Εικόνα 4.3.2).
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			Εικόνα 4.3.2 Στατοκύτταρα από τον αμυλοφόρο κολεό. Πρόκειται για κατά μήκος τομή μίσχου φύλλου του φυτού Z. aethiopica (κν. κάλλα). Διακρίνονται οι αμυλόκοκκοι − στατόλιθοι στο κάτω τοίχωμα των κυττάρων (κίτρινο βέλος). Ο πυρήνας παραμένει κοντά στο ανώτερο τοίχωμα (κόκκινο βέλος). Μικροσκόπιο συμβολής κατά Nomarski.

			Αν ένα φυτό τοποθετηθεί οριζόντια, μετά από κάποιο χρονικό διάστημα, π.χ. μια μέρα, η μεν ρίζα κάμπτεται προς τα κάτω, ο δε βλαστός προς τα άνω (Σχήμα 4.3.1Α). Όταν το φυτό αναπτύσσεται φυσιολογικά, οι αμυλοπλάστες εντοπίζονται στην κάτω πλευρά των στατοκυττάρων (Σχήμα 4.3.1Β). Αν το φυτό τοποθετηθεί σε οριζόντια θέση οι αμυλοπλάστες μετατοπίζονται ώστε να βρίσκονται πάντοτε στο κατώτερο μέρος των στατοκυττάρων, που συμβαίνει αυτή τη φορά να είναι κάποιο από τα πλευρικά κυτταρικά τοιχώματα (Σχήμα 4.3.1Γ). Αν το φυτό αναστραφεί, τότε οι αμυλοπλάστες μετατοπίζονται στη πλευρά που αποτελούσε το άνω τοίχωμα των στατοκυττάρων. Είναι χαρακτηριστικό ότι τα μόνα οργανίδια που μετακινούνται εξ αιτίας της αλλαγής της θέσης του φυτού είναι οι αμυλοπλάστες. Αντίθετα, ο πυρήνας, οι μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου και τα άλλα οργανίδια παραμένουν στις θέσεις που κατείχαν πριν την αλλαγή του προσανατολισμού του φυτού.
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			Σχήμα 4.3.1 Α, βαρυτροπική αντίδραση νεαρού φυτού που τοποθετήθηκε οριζόντια. Μετά από κάποιο χρόνο η ρίζα κάμπτεται προς τα κάτω θετικός βαρυτροπισμός, ο δε βλαστός προς τα άνω, - αρνητικός βαρυτροπισμός. Β, στην κεντρική περιοχή της καλύπτρας εντοπίζονται τα στατοκύτταρα. Οι αμυλοπλάστες - στατόλιθοι φαίνονται με κίτρινο χρώμα, οι μεμβράνες του ενδοπλασματικού δικτύου με μώβ. Ο πυρήνας εντοπίζεται στην άνω πλευρά των κυττάρων. Γ, όταν το φυτό βρεθεί σε οριζόντια θέση τα οργανίδια που μετακινούνται είναι οι αμυλοπλάστες - στατόλιθοι.

			Σύμφωνα με όσα σήμερα γνωρίζουμε, η λειτουργία οργανιδίων ή άλλων σωματιδίων, π.χ. κρυστάλλων, ως στατολίθων είναι απαραίτητη για την υποδοχή της βαρύτητας και εν συνεχεία τις αντιδράσεις του βαρυτροπισμού. Η βαρυτροπική κάμψη της ρίζας ή του βλαστού οφείλεται σε ασύμμετρη αύξηση των κυττάρων εκατέρωθεν του άξονα του οργάνου, φαινόμενο στο οποίο η συμμετοχή ορμονικής δραστηριότητας (και συγκεκριμένα της αυξίνης) θεωρείται βέβαιη. Προσπαθώντας πάντα να διεισδύσουμε στο «black box» του πιο πάνω γενικού σχήματος, δεχόμαστε την ακόλουθη σειρά φαινομένων:

			βαρύτητα ως ερέθισμα

			↓

			μετατόπιση αμυλοπλαστών - στατολίθων

			↓

			«πίεση» των στατολίθων στις μεμβράνες

			↓

			αλλαγή της κατάστασης των μεμβρανών

			↓

			αλλαγή δυναμικών

			↓

			αναδιανομή ορμονών

			↓

			ασύμμετρη συγκέντρωση ορμονών

			↓

			ασύμμετρη αύξηση

			↓

			αντίδραση: βαρυτροπική κάμψη

			Το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο έχει δώσει τις λεπτομέρειες της δομής των στατοκυττάρων, όπως αναφέρθηκαν πιο πάνω. Η in vivo μελέτη της μετατόπισης των αμυλοπλαστών, που έχει και μεγαλύτερη αξία από την υποχρεωτικά στατική περιγραφή της δομής, παρουσιάζει πρακτικές δυσκολίες. Για παράδειγμα, οι οπτικές ιδιότητες της καλύπτρας της ρίζας δεν επιτρέπουν την παρατήρηση ζώντων στατοκυττάρων. Ο ιστός πρέπει να επιτρέπει την παρασκευή δειγμάτων με άθικτα ζωντανά κύτταρα, αλλά πρέπει να έχει και οπτικές ιδιότητες κατάλληλες για παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο. Αντίθετα από τη ρίζα, οι μίσχοι των φύλλων από φυτά της οικογένειας Araceae προσφέρονται για την παρατήρηση της μετατόπισης των αμυλοπλαστών - στατολίθων. Ο ιστός επιτρέπει να ληφθούν τομές κατάλληλου πάχους ώστε αφ’ ενός να μην καταστραφούν τα στατοκύτταρα, αφ’ ετέρου να είναι αρκετά διαφανής ώστε να επιτρέπει την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο.

			4.3.2 Πειραματικό μέρος

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•Φρέσκα φύλλα από το φυτό Alocasia odora ή το φυτό Zantedeschia aethiopica (κν. κάλλα).

			•Αντικειμενοφόροι πλάκες, καλυπτρίδες, κοινά ξυραφάκια, κερί ή βερνίκι (π.χ. βερνίκι για νύχια).

			•Οπτικό μικροσκόπιο που να μπορεί να τοποθετηθεί οριζόντιο, ώστε η τράπεζά του να είναι σε κατακόρυφη θέση.

			Για την παρακολούθηση της μετατόπισης των αμυλοπλαστών, επειδή το μικροσκόπιο θα τοποθετηθεί σε οριζόντια θέση και οι χειρισμοί του είναι σχετικά δυσκολότεροι, χρήσιμοι είναι αντικειμενικοί φακοί 10Χ και 40Χ. Ισχυρότερη μεγέθυνση (100Χ, ελαιοκαταδυτικός φακός) είναι χρήσιμη μόνο για τη μελέτη των στατοκυττάρων, προτού το μικροσκόπιο οριζοντιωθεί.

			Πειραματική διαδικασία

			Για να ληφθεί κατάλληλη τομή από το μίσχο του φύλλου χρησιμοποιείται κοινό ξυραφάκι. Λαμβάνονται τομές εφαπτομενικές, κατά μήκος του κυλινδρικού μίσχου του φύλλου. Η πρώτη τομή, που έχει πρακτικά μόνο την επιδερμίδα απορρίπτεται και κρατούνται οι 2 - 3 επόμενες. Οι τομές μεταφέρονται σε αντικειμενοφόρο πλάκα με μια σταγόνα νερό και καλύπτονται με καλυπτρίδα. Επειδή η παρατήρηση θα διαρκέσει πάνω από μισή ώρα, για να μην στεγνώσει το υλικό η καλυπτρίδα στεγανοποιείται με κερί ή κάποιο βερνίκι. Για εντελώς πρακτικούς λόγους είναι χρήσιμο η επιμήκης τομή του μίσχου να έχει τον μεγάλο άξονά της παράλληλο με τη μεγάλη πλευρά της αντικειμενοφόρου πλάκας. Το δείγμα παρατηρείται πρώτα στο μικροσκόπιο και εντοπίζονται οι αμυλοφόροι κολεοί και τα στατοκύτταρα.

			Υπενθύμιση: κατά την παρατήρηση στο οπτικό μικροσκόπιο το είδωλο εμφανίζεται ανεστραμμένο, δηλαδή ότι βλέπουμε στο δεξί μέρος στην πραγματικότητα βρίσκεται αριστερά και ότι βλέπουμε στο οπτικό πεδίο να είναι πάνω, στο παρασκεύασμα βρίσκεται κάτω. Όταν το δείγμα μετακινείται προς τα αριστερά, το είδωλο φαίνεται να κινείται προς τα δεξιά.

			Το μικροσκόπιο τοποθετείται σε οριζόντια θέση ώστε η τράπεζα με την αντικειμενοφόρο πλάκα και την τομή να βρίσκεται σε θέση κατακόρυφη, με το δείγμα επίσης κατακόρυφα τοποθετημένο. Αν οι αμυλοπλάστες φαίνονται συσσωρευμένοι στο ανώτερο σημείο των κυττάρων το παρασκεύασμα αναστρέφεται ώστε οι αμυλοπλάστες να βρεθούν στην άλλη πλευρά, την κάτω. Θα διαπιστωθεί ότι σε λίγο οι αμυλοπλάστες αρχίζουν να κινούνται «προς τα πάνω». Η αντιστροφή της εικόνας οφείλεται στις οπτικές ιδιότητες του μικροσκοπίου: στην πραγματικότητα οι αμυλοπλάστες κινούνται προς τα κάτω. Οι αμυλοπλάστες διανύουν τη διαδρομή από τη μια πλευρά του κυττάρου μέχρι την άλλη σε 30 - 60 περίπου λεπτά (Εικόνα 4.3.3). Αν το παρασκεύασμα αναστραφεί, το φαινόμενο επαναλαμβάνεται, και αυτό μπορεί να επαναλαμβάνεται για όσο διάστημα τα κύτταρα παραμένουν ζωντανά. Εκτός των άλλων, πρόκειται και για ένα «διασκεδαστικό» φαινόμενο! Αξίζει να σημειώσει κανείς ότι:

			(α) η ταχύτητα μετατόπισης των αμυλοπλαστών είναι μικρή (χρειάζονται πάνω 30 - 60 λεπτά για να μετακινηθούν από τη μια άκρη του κυττάρου στην άλλη), και

			(β) οι αμυλοπλάστες δεν μετακινούνται υποχρεωτικά όλοι μαζί.

			Για την ερμηνεία των παρατηρήσεων αυτών πρέπει να ληφθεί υπ’ όψιν ότι: (α) οι αμυλοπλάστες κατά τη μετακίνησή τους διασχίζουν το κυτταρόπλασμα, (β) τα στατοκύτταρα είναι κύτταρα διαφοροποιημένα με μεγάλο χυμοτόπιο, με αποτέλεσμα το κυτταρόπλασμα να εκτοπίζεται στα περιθώρια, κοντά στο κυτταρικό τοίχωμα, (γ) τα στατοκύτταρα, όπως όλα τα φυτικά κύτταρα διαθέτουν κυτταροσκελετό.

			Το σύστημα των μικροϊνιδίων που αποτελούν τον κυτταροσκελετό υποστηρίζει και όλα τα οργανίδια του κυττάρου. Αν με κάποιον τρόπο καταστρέψουμε τον κυτταροσκελετό, π.χ. εξωγενώς, με τοξικές ουσίες όπως η κυτοχαλασίνη, τότε οι αμυλοπλάστες μετατοπίζονται πολύ πιο γρήγορα και σε ομάδες. Αυτό υποδηλώνει ότι ο κυτταροσκελετός παίζει σημαντικό ρόλο στη μετατόπιση των αμυλοπλαστών.
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			Εικόνα 4.3.3 Κατά μήκος τομή μίσχου από φύλλο του είδους Z. aethiopica, στην οποία φαίνονται τα στατοκύτταρα του αμυλοφόρου κολεού. Α, το παρασκεύασμα προέρχεται από φυτό που βρισκόταν σε φυσιολογική θέση, οπότε οι αμυλοπλάστες συσσωρεύονται στο κάτω τοίχωμα των κυττάρων. Β, το παρασκεύασμα με την ίδια τομή αναστρέφεται στο ήδη οριζοντιωμένο μικροσκόπιο, ώστε τα στατοκύτταρα να έχουν βρεθεί ανάποδα. Οι αμυλοπλάστες είναι ακόμα συσσωρευμένοι κοντά στο ανώτερο κυτταρικό τοίχωμα (χρόνος 0). Γ, Δ, Ε και Στ: 15, 30, 45 και 60 min, αντιστοίχως, μετά την αναστροφή του φυτικού δείγματος. Οι αμυλοπλάστες μετακινούνται αργά ώστε τελικά να βρεθούν ξανά κοντά στο κατώτερο κυτταρικό τοίχωμα. Θα πρέπει να διεκρινιστεί ότι οι πιο πάνω φωτογραφίες δείχνουν την πραγματική θέση των στατοκυττάρων και των αμυλοπλαστών στον χώρο (βλ. υπενθύμιση).

			4.3.3 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_4.3.html

			1.Τα στατοκύτταρα εμφανίζονται με πολικότητα. Το φαινόμενο

			α. οφείλεται στη βαρύτητα.

			β. είναι γενετικώς καθορισμένο.

			γ. οφείλεται στο ότι οι αμυλοπλάστες εκτοπίζουν τον πυρήνα στο ανώτερο άκρο του κυττάρου.

			2.Η μετατόπιση των αμυλοπλαστών στα στατοκύτταρα, η οποία προκαλείται από αλλαγή της κατεύθυνσης της βαρύτητας είναι μια αργή κίνηση. Αυτό οφείλεται:

			α. στην παρουσία του χυμοτοπίου.

			β. στο μέγεθος των αμυλοπλαστών.

			γ. στην αλληλεπίδραση των αμυλοπλαστών με τον κυτταροσκελετό.

			3.Στατοκύτταρα εντοπίζονται

			α. μόνο στην καλύπτρα της ρίζας.

			β. στους μίσχους των φύλλων.

			γ. σε διάφορες θέσεις στο φυτό.

			4.Η ρίζα παρουσιάζει θετικό βαρυτροπισμό, ο δε βλαστός αρνητικό. Το φαινόμενο οφείλεται

			α. στη διαφορετική κατασκευή του βλαστού από τη ρίζα.

			β. σε διαφορετική αντίδραση των στατοκυττάρων.

			γ. στη διαφορετική θέση των στατοκυττάρων.

			5.Όταν ένα φυτό τοποθετηθεί από κατακόρυφη σε οριζόντια θέση 

			α. μετατοπίζονται όλοι οι αμυλοπλάστες του φυτού.

			β. μετατοπίζονται οι αμυλοπλάστες των στατοκυττάρων.

			γ. μετατοπίζονται οι αμυλοπλάστες της ρίζας.

			Άσκηση 4.4: Επίδραση της ποιότητας του φωτός στον φωτοτροπισμό κολεοπτίλων αγρωστωδών

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση που ακολουθεί αποσκοπεί στην εξοικείωση των φοιτητών με την έννοια του φωτοτροπισμού. Θα εξεταστεί η εξάρτηση της φωτοτροπικής κάμψης κολεοπτίλων κριθαριού από την ποιότητα του φωτεινού ερεθίσματος.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Τροπισμοί −  Φωτοτροπισμός −  Κύριες δράσεις της αυξίνης −  Αποκρίσεις των φυτών στο κυανό φως.

			4.4.1 Εισαγωγή

			Είναι γνωστό από την εμπειρία ότι, αν ένα φυτό τοποθετηθεί κοντά σε ένα παράθυρο, πολύ σύντομα θα καμφθεί προς το φως. Το φαινόμενο ονομάζεται φωτοτροπισμός και αποτελεί την αναπτυξιακή απόκριση των φυτικών ιστών σε ένα μονόπλευρο φωτεινό ερέθισμα. Οι βλαστοί και τα υπέργεια μέρη των φυτών παρουσιάζουν κατά κανόνα θετικό φωτοτροπισμό (στρέφονται προς το φως), ενώ οι ρίζες αρνητικό φωτοτροπισμό (απομακρύνονται από το φως). Στα φυσικά οικοσυστήματα, όπως παραδείγματος χάρη σε ένα δάσος, ο φωτοτροπισμός έχει μεγάλη σημασία, ιδιαίτερα στα αρχικά στάδια ανάπτυξης των φυτών, αφού μέσω αυτού αποκτούν τον κατάλληλο προσανατολισμό για την αναζήτηση του ηλιακού φωτός, από το οποίο θα αντλήσουν την ενέργεια για τη φωτοσύνθεση. Συνήθως, τα υπεύθυνα όργανα αντιλαμβάνονται φωτεινά ερεθίσματα πολύ χαμηλής έντασης ή μικρές διαφορές αυτής μεταξύ των δύο πλευρών τους.

			Τα αρτίβλαστα των αγρωστωδών έχουν χρησιμοποιηθεί ευρέως ως πειραματικό υλικό για μελέτες φωτοτροπισμού. Ο βλαστός στα νεαρά φυτάρια των αγρωστωδών περιβάλλεται από μια θήκη, το λεγόμενο κολεόπτιλο. Όπως έδειξαν τα κλασσικά πειράματα των Charles και Francis Darwin, το κολεόπτιλο αναπτύσσεται κάθετα αν το αρτίβλαστο βρίσκεται στο σκοτάδι ή δέχεται ομοιόμορφο φως από όλες τις πλευρές του. Ωστόσο, όταν δέχεται προσανατολισμένο (μονόπλευρο) φωτισμό, τότε κάμπτεται προς την πλευρά του φωτός. Αυτή η κάμψη προς την πηγή του φωτός προκύπτει από την ανομοιόμορφη αύξηση των κυττάρων στις δύο αντίθετες πλευρές του κολεόπτιλου και, συγκεκριμένα, από την ταχύτερη ανάπτυξη της σκιαζόμενης πλευράς σε σχέση με τη φωτιζόμενη. Μάλιστα, η αντίληψη του ερεθίσματος συμβαίνει στην κορυφή του κολεόπτιλου, ενώ η απόκριση (δηλαδή η κύρτωση) μερικά mm χαμηλότερα, στη λεγόμενη ζώνη επιμήκυνσης. Οι μελέτες, στη συνέχεια, του Frits Went αποκάλυψαν ότι η ανομοιόμορφη επιμήκυνση σχετίζεται με την άνιση κατανομή ενός αυξητικού παράγοντα στις δύο πλευρές του κολεόπτιλου, τον οποίο ονόμασε αυξίνη. Η αυξίνη (ινδολυλοξικό οξύ, ΙΑΑ) ταυτοποιήθηκε μετέπειτα ως φυτορμόνη με ποικίλες δράσεις, μεταξύ των οποίων η θετική επίδραση στην επιμήκυνση των κυττάρων και στην επάκρια επικράτηση.

			Ο φωτοτροπισμός επάγεται από το κυανό φως και η αντίληψη του φωτεινού ερεθίσματος προϋποθέτει την ύπαρξη κάποιου εξειδικευμένου μορίου-φωτοδέκτη, που απορροφά στην κυανή περιοχή του φάσματος. Ονομάστηκε αρχικά κρυπτόχρωμα, επειδή για δεκαετίες δεν είχε επιτευχθεί η χημική ταυτοποίησή του. Μετέπειτα έρευνες υπέδειξαν ως φωτοδέκτες του κυανού φωτός τα κρυπτοχρώματα, τις φωτοτροπίνες και τη ζεαξανθίνη. Για την τελευταία, παρότι η εμπλοκή της σε άλλες λειτουργίες που επάγονται από το κυανό φως (π.χ. μηχανισμός ανοίγματος των στομάτων) έχει μελετηθεί επισταμένα, ο ρόλος της στον φωτοτροπισμό δεν έχει αποσαφηνιστεί. Αυτοί οι φωτοδέκτες, απορροφώντας φωτεινή ακτινοβολία κατάλληλου μήκους κύματος, μεταβάλλουν τις ιδιότητες κυτταρικών μεμβρανών, με αποτέλεσμα να ευνοείται η πλευρική μεταφορά της αυξίνης (ΙΑΑ) μέσα στον ιστό.

			4.4.2 Πειραματικό μέρος

			Θα χρησιμοποιηθούν κολεόπτιλα κριθαριού τα οποία θα αναπτυχθούν σε τρία διαφορετικά δοχεία (θάλαμοι φωτοτροπισμού), δεχόμενα την επίδραση χαμηλού φωτισμού διαφορετικής φασματικής σύστασης (πράσινο, μπλε και κόκκινο αντίστοιχα), προκειμένου να μελετηθεί η εξάρτηση της φωτοτροπικής κάμψης από την ποιότητα του φωτεινού ερεθίσματος.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•σπέρματα κριθαριού (ή άλλου αγρωστώδους της επιλογής μας),

			•3 χάρτινα ή πλαστικά δοχεία με κάλυμμα (π.χ. χάρτινα κουτιά συσκευασίας ή πλαστικά δοχεία τροφίμων), για την κατασκευή των θαλάμων φωτοτροπισμού,

			•ψαλίδι,

			•διηθητικό χαρτί,

			•υδροβολέας με απιονισμένο νερό,

			•3 τρυβλία Petri,

			•αυτοκόλλητο, μη ανακλαστικό (ματ) πλαστικό μαύρου χρώματος ή, εναλλακτικά, μαύρο σπρέι βαφής,

			•3 πηγές μονοχρωματικού φωτός LED (πράσινο, μπλε και κόκκινο) ή, εναλλακτικά, μια πηγή λευκού φωτός συνδυασμένη με 3 έγχρωμα (πράσινο, μπλε και κόκκινο) διαφανή πλαστικά φίλτρα,

			•φωτογραφική κάμερα (προαιρετικά).

			Πειραματική διαδικασία

			Για την κατασκευή των 3 θαλάμων φωτοτροπισμού, μπορούν να χρησιμοποιηθούν παραλληλόγραμμα χάρτινα κουτιά συσκευασίας (ή πλαστικά δοχεία) με καπάκι. Στη μία πλευρά του κουτιού, στο κέντρο και σε ύψος ~6-7 cm από τη βάση του, θα ανοιχτεί με κοπίδι μία οπή (παράθυρο). Το εσωτερικό κάθε κουτιού, εκτός από την περιοχή της οπής, θα επενδυθεί προσεκτικά με μαύρο, μη ανακλαστικό (ματ) πλαστικό (Σχήμα 4.4.1). Εναλλακτικά, μπορεί το εσωτερικό να βαφτεί με μαύρο σπρέι.

			Τα τρία κουτιά μεταφέρονται σε μεγάλο σκοτεινό θάλαμο (δωμάτιο) και σε καθένα από αυτά σταθεροποιείται στο ύψος της οπής ένας λαμπτήρας LED διαφορετικού χρώματος (πράσινος, μπλε και κόκκινος αντίστοιχα). Αν δεν διατίθενται λαμπτήρες LED, η οπή κάθε δοχείου μπορεί να καλυφθεί με πλαστικό, διαφανές φίλτρο του αντίστοιχου χρώματος και για τον φωτισμό να χρησιμοποιηθεί πηγή λευκού φωτός.
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			Σχήμα 4.4.1 Σχηματική απεικόνιση του θαλάμου φωτοτροπισμού.

			Αριθμούνται 3 τρυβλία Petri διαμέτρου 9 cm (αποστειρωμένα με αιθανόλη) και ο πυθμένας κάθε τρυβλίου καλύπτεται με πέντε επάλληλες στρώσεις διηθητικού χαρτιού, το οποίο διαβρέχεται με απιονισμένο νερό. Σε κάθε τρυβλίο τοποθετούνται 6 σπέρματα κριθαριού. Τοποθετείται προσεκτικά ένα τρυβλίο σε κάθε κουτί, το οποίο, στη συνέχεια, καλύπτεται με το καπάκι και ανάβει ο αντίστοιχος λαμπτήρας φωτισμού. Μετά από 48-72 h διακόπτεται ο φωτισμός, φωτογραφίζονται τα κολεόπτιλα και υπολογίζεται γεωμετρικά η γωνία κάμψης τους για κάθε χειρισμό.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Είναι σημαντικό το πείραμα να πραγματοποιηθεί σε χώρο που επικρατεί απόλυτο σκοτάδι και τα κολεόπτιλα να δεχθούν την επίδραση μόνο του επιθυμητού φωτισμού. Αν δεν διατίθεται σκοτεινός θάλαμος (δωμάτιο), τα δοχεία θα πρέπει να τοποθετηθούν σε ένα σκοτεινό ντουλάπι.

			•Για την επένδυση των θαλάμων φωτοτροπισμού, προτιμάται η χρήση μαύρου πλαστικού, έτσι ώστε να διατηρηθεί η υγρασία στο εσωτερικό τους.

			•Για τον καθορισμό της απόστασης στην οποία θα σταθεροποιηθεί ο λαμπτήρας LED από την οπή του θαλάμου φωτοτροπισμού, θα πρέπει να προηγηθεί μέτρηση της έντασης της χρησιμοποιούμενης πηγής με αισθητήριο μέτρησης φωτεινής ακτινοβολίας (βλ. Άσκηση 6.1).

			•Στην περίπτωση που οι οπές των θαλάμων φωτοτροπισμού καλύπτονται με έγχρωμα φίλτρα, θα πρέπει να ληφθεί υπόψη ότι τα κοινά φίλτρα εμπορίου (έγχρωμες ζελατίνες) έχουν ευρύ φάσμα απορρόφησης, με αποτέλεσμα να μην εξασφαλίζεται η παροχή της επιθυμητής ποιότητας φωτός στο εσωτερικό των θαλάμων.

			4.4.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα και με ιστόγραμμα τα αποτελέσματα των μετρήσεών σας.

			•Σχολιάστε τις διαφορές που παρατηρήσατε στον βαθμό κύρτωσης των κολεοπτίλων, σε σχέση με την ποιότητα του παρεχόμενου φωτισμού.

			4.4.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_4.4.html

			1.Ο φωτοτροπισμός είναι η αναπτυξιακή απόκριση του φυτού όταν δέχεται

			α. διάχυτο φωτισμό.

			β. κάθετο φωτισμό.

			γ. μονόπλευρο φωτισμό.

			2.Ο φωτοτροπισμός επάγεται από

			α. ερυθρό φως.

			β. κυανό φως.

			γ. πράσινο φως.

			3.Ένας από τους φωτοδέκτες που θέτουν σε κίνηση το φαινόμενο του φωτοτροπισμού είναι

			α. η χλωροφύλλη.

			β. η αυξίνη.

			γ. η ζεαξανθίνη.

			4.Η φωτοτροπική κάμψη δημιουργείται από την ταχύτερη ανάπτυξη των κυττάρων

			α. της σκιαζόμενης σε σχέση με τη φωτιζόμενη πλευρά του βλαστού.

			β. της φωτιζόμενης σε σχέση με τη σκιαζόμενη πλευρά του βλαστού.

			γ. της κορυφής σε σχέση με τη βάση του βλαστού.

			5.Αν η κορυφή ενός κολεόπτιλου καλυφθεί με αδιαφανές κάλυμμα και, στη συνέχεια, δεχθεί μονόπλευρο φωτισμό, τότε το κολεόπτιλο

			α. θα εμφανίσει κάμψη προς το φωτεινό ερέθισμα.

			β. θα εμφανίσει κάμψη αντίθετα από το φωτεινό ερέθισμα.

			γ. θα αναπτυχθεί κατακόρυφα.

		

	
		
			Κεφάλαιο 5. Μεταβολισμός

			Σύνοψη

			Το κεφάλαιο περιέχει τρεις ασκήσεις. Στην πρώτη, ο φοιτητής εξοικειώνεται με τις μεθόδους εκχύλισης ενζύμων από φυτικούς ιστούς και μέτρησης της δραστηριότητάς τους. Δίνεται έμφαση στους τρόπους διασφάλισης της δομικής σταθερότητας των ευαίσθητων πρωτεϊνικών μορίων σε διάλυμα. Τέλος, προσδιορίζονται οι κινητικές σταθερές και οι ρυθμιστικές ιδιότητες των ενζύμων, μέσω της μεταβολής των συγκεντρώσεων υποστρωμάτων και αναστολέων της δραστηριότητας. Οι δύο επόμενες ασκήσεις εισάγουν τον φοιτητή στην έννοια των ‘ελεύθερων τοξικών ριζών’ (Reactive Oxygen Species), του ρόλου τους στον μεταβολισμό και της εξουδετέρωσής τους από φυσικά αντιοξειδωτικά, όπως οι μπεταλαΐνες από τα παντζάρια.

			Άσκηση 5.1: Μέτρηση της δραστηριότητας της καρβοξυλάσης του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEPCase) σε εκχυλίσματα φύλλων C3 και C4-φυτών

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η πειραματική διαδικασία που ακολουθεί έχει ως στόχο την εξοικείωση με τις μεθόδους εκχύλισης ενός φωτοσυνθετικού ενζύμου (PEPCase) από τα φύλλα, καθώς και τον προσδιορισμό των κινητικών του ιδιοτήτων.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Τρόποι δέσμευσης και αναγωγής του CO2 στα φυτά −  C4-φωτοσύνθεση −  Ρύθμιση της δραστηριότητας C4-φωτοσυνθετικών ενζύμων

			5.1.1 Εισαγωγή

			Η καρβοξυλάση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEPCase) καταλύει την αντίδραση καρβοξυλίωσης του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (ΡΕΡ) και σχηματισμού του οξαλοξικού οξέος (ΟΑΑ): 
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			H αντίδραση είναι ισχυρά εξεργονική (ΔG = -6 έως -8 Kcal mole-1) και, πρακτικά, θεωρείται μη αντιστρεπτή. Για τη δράση του ενζύμου είναι απαραίτητη η παρουσία ιόντων Mg2+. Αρχικά, θεωρήθηκε το CO2 ως δεύτερο υπόστρωμα της PEPCase, στη συνέχεια, όμως, διαπιστώθηκε ότι το ένζυμο χρησιμοποιεί το δισανθρακικό ανιόν. Το ΟΑΑ, το οποίο είναι ασταθές, μετατρέπεται, στη συνέχεια, σε μηλικό οξύ.

			Η ΡΕΡ καρβοξυλάση έχει βρεθεί σε όλα τα φυτά (σε ιστούς φωτοσυνθετικούς και μη) καθώς και σε πολλά βακτήρια και φύκη. Χαρακτηριστική είναι η απουσία της από τους ζωικούς ιστούς, ενώ δεν έχει εντοπιστεί σε μύκητες και ζύμες. Αποτελεί ένζυμο ζωτικής σημασίας για τα φυτά που λειτουργούν τόσο με τη C4 όσο και με την CAM–φωτοσύνθεση, αφού και στις δύο περιπτώσεις καταλύει την πρωταρχική δέσμευση του ατμοσφαιρικού CO2 (βλ. Άσκηση 2.4). Η PEPCase εντοπίζεται, επίσης, στα φύλλα αλλά και σε μη φωτοσυνθετικά μέρη (ρίζες, σπέρματα και αποθηκευτικούς ιστούς) όλων σχεδόν των C3-φυτών. Ωστόσο, τα επίπεδα του ενζύμου στα C3 φυτά είναι χαμηλά και η δραστηριότητά του αποτελεί μόλις το 2-5% της ανιχνευόμενης στα φύλλα των C4-φυτών. Η δραστηριότητα αυτή, πάντως, θεωρείται σημαντική, ιδιαίτερα αν συγκριθεί με άλλα ένζυμα που χαρακτηρίζονται περιοριστικά στην πορεία μεταβολισμού του άνθρακα. Μελέτες σχετικά με τον εντοπισμό του ενζύμου έδειξαν ότι η PEPCase εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων του μεσοφύλλου ενώ η Rubisco στους χλωροπλάστες των κυττάρων του κολεού της δέσμης. Στα C4-φυτά, ο λόγος της δραστηριότητας PEPCase : RubisCO είναι περίπου 2:1 ενώ στα C3-φυτά 0.1:1

			Η σχέση της δραστηριότητας (V) του ενζύμου με τη συγκέντρωση του υποστρώματος PEP (καμπύλη κορεσμού) εξαρτάται από το είδος του εξεταζόμενου φυτού αλλά και από άλλους παράγοντες, όπως το pH του διαλύματος της ενζυμικής δοκιμής και η παρουσία ή μη τροποποιητών. Γενικά η C3-PEPCase ακολουθεί συμπεριφορά Michaelis-Menten, δηλαδή η καμπύλη κορεσμού είναι υπερβολή, ενώ στα C4-φυτά είναι σιγμοειδής. Η χημική συγγένεια του ενζύμου προς το ΡΕΡ είναι 5 φορές μεγαλύτερη στα C3 απ’ ό,τι στα C4-φυτά, ενώ, αντίθετα, η μέγιστη δραστηριότητα (Vmax) είναι σαφώς υψηλότερη στα C4-φυτά. Μέτρο της χημικής συγγένειας ενός ενζύμου προς το υπόστρωμά του αποτελεί η τιμή Km, η συγκέντρωση, δηλαδή, υποστρώματος όπου παρατηρείται το ήμισυ της μέγιστης δραστηριότητας. Όσο μικρότερη είναι η τιμή Km, τόσο μεγαλύτερη η χημική συγγένεια του ενζύμου προς το υπόστρωμά του.

			Ένα σημείο που θα πρέπει να επισημανθεί είναι η ρύθμιση της δραστηριότητας της PEPCase. Έχει βρεθεί ότι στα C4 και τα CAM φυτά το ένζυμο φωτορυθμίζεται, παρουσιάζει δηλαδή διαφορετικές καταλυτικές και ρυθμιστικές ιδιότητες στο φως απ’ ό,τι στο σκοτάδι. Οι καταλυτικές ιδιότητες αφορούν το Vmax και το Km(PEP) ενώ οι ρυθμιστικές στην ευαισθησία του ενζύμου έναντι τροποποιητών. Στα φυτά CAM, στα οποία η δέσμευση του ατμοσφαιρικού CO2 διεξάγεται τη νύχτα, το ένζυμο είναι δραστικό στο σκοτάδι, ενώ την ημέρα αποδραστηριοποιείται. Αντίθετα, στα C4-φυτά, η δραστική μορφή του ενζύμου απαντάται την ημέρα, ενώ στο σκοτάδι επικρατεί η μη δραστική μορφή. Η ρύθμιση της δραστηριότητας της PEPCase σχετίζεται με τις διαδικασίες φωσφορυλίωσης/αποφωσφορυλίωσης του ενζυμικού μορίου, με το βαθμό πολυμερισμού/αποπολυμερισμού των ενζυμικών υπομονάδων, με την παρουσία ή μη ενεργοποιητών και αναστολέων (συγκεκριμένα, 6-φωσφορικής γλυκόζης και μηλικού οξέος αντίστοιχα) και με τη διαθεσιμότητα ή μη του ΡΕΡ, το οποίο εκτός από υπόστρωμα αποτελεί και σημαντικό ρυθμιστή του ενζύμου.

			Το μηλικό οξύ αποτελεί σημείο διακλάδωσης πολλών βιοχημικών διεργασιών και παίζει σημαντικό ρόλο στον μεταβολισμό των φυτών. Είναι ενδιάμεσο προϊόν της C4-φωτοσύνθεσης και μεταφορέας CO2 στα κύτταρα του κολεού της δέσμης (βλ. Άσκηση 2.4), ενώ στα CAM φυτά αποτελεί την «αποθήκη» CO2 κατά τη νυκτερινή περίοδο. Επιπλέον, λειτουργεί ως φορέας αναγωγικής δύναμης μεταξύ κυτταροπλάσματος, χλωροπλαστών και μιτοχονδρίων, μετέχει στον μηχανισμό των στοματικών κινήσεων, στη ρύθμιση του pH, στην εξισορρόπηση φορτίου, στην αντιμετώπιση συνθηκών ανοξίας κλπ. Είναι ισχυρός αναστολέας και, συγχρόνως, σημαντικός ρυθμιστής της δραστηριότητας της PEPCase. Η ανασταλτική του επίδραση εξαρτάται από τη συγκέντρωσή του, το pH του διαλύματος της ενζυμικής δοκιμής καθώς και τις συγκεντρώσεις ΡΕΡ και Mg2+. Σε ό,τι αφορά τον τύπο της προκαλούμενης από το μηλικό αναστολής, σε κάποιες περιπτώσεις έχει παρατηρηθεί αύξηση της τιμής Km(PEP) χωρίς επίδραση στην τιμή Vmax (ανταγωνιστική αναστολή), σε άλλες μείωση του Vmax χωρίς επίδραση στο Km(PEP) (μη ανταγωνιστική αναστολή) και σε άλλες περιπτώσεις επίδραση και στις δύο παραμέτρους (μικτή αναστολή).

			5.1.2 Πειραματικό μέρος

			Η παρούσα άσκηση μπορεί να συνδυαστεί με την Άσκηση 2.4, που αφορά τη μελέτη των ανατομικών και φυσιολογικών διαφορών μεταξύ C3 και C4-φυτών. Υπό αυτή την έννοια, καλό είναι να χρησιμοποιηθούν τα ίδια φυτά, στα οποία έχουν προσδιοριστεί οι διαφορές σε ανατομικό επίπεδο και στο σημείο αντιστάθμισης του CO2. Θα μετρηθεί η δραστηριότητα της PEPCase σε εκχυλίσματα φύλλων από το C3 και το C4-είδος, σε ένα εύρος συγκεντρώσεων υποστρώματος (PEP), καθώς και η επίδραση του μηλικού οξέος (2 mM) στο Km(PEP) και στο Vmax του ενζύμου.

			Η μέτρηση της δραστηριότητας της PEPCase βασίζεται στη σύζευξη της αντίδρασης, την οποία καταλύει, με την αντίδραση αναγωγής του παραγόμενου οξαλοξικού οξέος (ΟΑΑ) σε μηλικό (ΜΑ). Η αναγωγή του ΟΑΑ συνοδεύεται από οξείδωση του NADH (υπεύθυνο ένζυμο: NADH-μηλική αφυδρογονάση, MDH):

			[image: ]

			Στην πράξη, η ταχύτητα της ενζυμικής αντίδρασης μετράται μέσω της μείωσης της απορρόφησης στα 340 nm (Α340), μήκος κύματος όπου παρουσιάζει μέγιστο το NADH. Αυτή η φασματοφωτομετρική μέθοδος παρουσιάζει μεγάλη ακρίβεια.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•ώριμα φύλλα από ένα C3 και ένα C4-φυτό, τα οποία αναπτύσσονται σε γλάστρες και έχουν φωτιστεί για αρκετές ώρες,

			•ψαλίδι, δοχείο με πάγο,

			•αλουμινόχαρτο,

			•παγωμένο γουδί πορσελάνης, 

			•πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου (των 50ml),

			•κωνικές φιάλες των 100 ml (για τα διαλύματα εκχύλισης και ενζυμικής δοκιμής),

			•φιαλίδια με πώμα (για τα αντιδραστήρια),

			•γυάλινοι δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•γυάλινα σιφώνια των 5 και 1 ml,

			•ογκομετρικός κύλινδρος των 50 ή 100 ml,

			•αυτόματες πιπέτες ρυθμιζόμενου όγκου,

			•υδροβολέας με απιονισμένο H2O,

			•ρυθμιστικά διαλύματα Tris-HCl, pH 7.8 και 7.2 αντίστοιχα,

			•αδιάλυτη και διαλυτή πολυβινυλ-πυρρολιδόνη (PVP),

			•αιθυλενοδιαμινο-τετραοξικό οξύ (EDTA),

			•γλυκερίνη,

			•MgCl2, NaHCO3,

			•NADH,

			•μηλική αφυδρογονάση (MDH, pig heart, Sigma),

			•φωσφοενολ-πυροσταφυλικό οξύ (ΡΕΡ),

			•μηλικό οξύ (Malic acid),

			•φυγόκεντρος,

			•μαγνητικός αναδευτήρας,

			•pHμετρο,

			•φασματοφωτόμετρο,

			•χρονόμετρο.

			Πειραματική διαδικασία

			Φύλλα νωπού βάρους 1-2 gr από το C3 και το C4-φυτό, από τα οποία έχει αφαιρεθεί το κεντρικό αγγείο, τεμαχίζονται σε μικρά τμήματα και ομογενοποιούνται σε παγωμένο γουδί πορσελάνης με 10 ml εκχυλιστικού μέσου, παρουσία σταθερής ποσότητας άμμου (0.5 gr) και αδιάλυτης PVP (0.2 gr). Το διάλυμα εκχύλισης αποτελείται από:

			•ρυθμιστικό διάλυμα 100 mM Tris-HCl, pH 7.8 (50 ml),

			•2 mM EDTA,

			•10 mM MgCl2,

			•25% v/v γλυκερίνη και

			•3% w/v διαλυτή πολυβινυλ-πυρρολιδόνη (PVP).

			Το EDTA προστίθεται διότι δεσμεύει δισθενή κατιόντα, πολλά από τα οποία αναστέλλουν τη δραστηριότητα της PEPCase, όπως, για παράδειγμα, το Ca2+. H PVP προστατεύει το ένζυμο από την ανασταλτική δράση των ορθο-διφαινολών. Οι ουσίες αυτές εντοπίζονται, συνήθως, στο χυμοτόπιο αλλά, με τη διαδικασία της εκχύλισης, καταστρέφεται η διαμερισματοποίηση και έρχονται σε επαφή με το ένζυμο οξειδάση των ορθο-διφαινολών, που καταλύει την οξείδωσή τους στις αντίστοιχες κινόνες. Οι κινόνες ευθύνονται για την απώλεια της δραστηριότητας πολλών ενζύμων ή και την κατακρήμνιση των πρωτεϊνών. Παρουσία PVP, όπως και άλλων ανάλογων πολυμερών, επιτυγχάνεται δέσμευση των φαινολών και παρεμπόδιση της ανασταλτικής τους δράσης. Τέλος, η παρουσία της γλυκερίνης διασφαλίζει τη δομική σταθερότητα του ενζύμου κατά την αποθήκευση.

			Τα ακατέργαστα εκχυλίσματα μεταφέρονται σε σωλήνες φυγοκέντρου και ακολουθεί φυγοκέντριση (8.000 g Χ 5 min). Τα υπερκείμενα ογκομετρούνται, μεταγγίζονται σε γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες, διατηρούνται σε πάγο και αποτελούν το υλικό για τη μέτρηση της ενζυμικής δραστηριότητας.

			Η ενζυμική δοκιμή πραγματοποιείται στους 30 οC σε θερμοστατούμενες κυψελίδες φασματοφωτομέτρου, τελικού όγκου 3 ml. Το διάλυμα της ενζυμικής δοκιμής περιέχει:

			•50 mΜ Τris-HCl, pH 7.2,

			•5 mM MgCl2,

			•1 mM NaHCO3,

			•0.14 mM NADH,

			•4.5 units MDH,

			•ΡΕΡ (0.5, 1, 2, 3 και 6 mM),

			•± 2 mM μηλικό οξύ.

			Η αντίδραση ξεκινά με την προσθήκη 0.05-0.2 ml ενζύμου (εκχυλίσματος) και καταγράφεται η τιμή Α340 ανά 15 sec. Για τον υπολογισμό της οξείδωσης του NADH που δεν οφείλεται στη δράση της PEPCase, γίνεται μέτρηση της δραστηριότητας απουσία του υποστρώματος (ΡΕΡ). Η τιμή αυτή αφαιρείται από κάθε τιμή της μετρούμενης δραστηριότητας του ενζύμου.

			Η μέτρηση της δραστηριότητας της PEPCase θα επαναληφθεί για κάθε μία από τις 5 συγκεντρώσεις PEP. Επιπλέον, θα μετρηθεί η δραστηριότητα του ενζύμου παρουσία 2 mM μηλικού οξέος για τις συγκεντρώσεις PEP που αντιστοιχούν στο Km και το Vmax, για κάθε φυτό.

			Στη διάρκεια της ενζυμικής δοκιμής, παρατηρείται πτώση της δραστηριότητας σε σχέση με τον χρόνο. Αυτή η απώλεια δραστηριότητας ακολουθεί κινητική πρώτης τάξης και η πραγματική αρχική τιμή υπολογίζεται με μαθηματική προέκταση σε χρόνο t = 0, με τη βοήθεια ηλεκτρονικού υπολογιστή, από τη γραμμική σχέση του λογαρίθμου της δραστηριότητας με τον χρόνο.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Το pH των διαλυμάτων εκχύλισης και αντίδρασης πρέπει να ρυθμίζεται με ακρίβεια.

			•Για την παρασκευή του διαλύματος εκχύλισης, τα αντιδραστήρια πρέπει να διαλυθούν (με συνεχή ανάδευση) σε όγκο απιονισμένου H2O μικρότερου του τελικού. Καλό είναι η πολυβινυλ-πυρρολιδόνη να προστεθεί πρώτη και η γλυκερίνη τελευταία. Στη συνέχεια, προστίθεται απιονισμένο H2O μέχρι του επιθυμητού τελικού όγκου και γίνεται ρύθμιση του pH με αραιό διάλυμα HCl.

			•Όλα τα αντιδραστήρια της ενζυμικής δοκιμής περιλαμβάνονται στο ρυθμιστικό διάλυμα αντίδρασης, ωστόσο, το διάλυμα του NADH ετοιμάζεται λίγο πριν την έναρξη των φωτομετρήσεων και φυλάσσεται σε σκουρόχρωμο φιαλίδιο, για την αποφυγή φωτο-οξείδωσης.

			•Η τιμή απορρόφησης που οφείλεται στην οξείδωση του NADH (απουσία PEP) πρέπει οπωσδήποτε να αφαιρείται από την τιμή της δραστηριότητας της PEPCase. Ο λόγος είναι ότι, ενώ στην περίπτωση των C4-φυτών θεωρείται αμελητέα συγκρινόμενη με τη δραστηριότητα του ενζύμου, στην περίπτωση των C3 είναι σημαντική.

			•Για τον ακριβή προσδιορισμό της αρχικής τιμής δραστηριότητας, είναι απαραίτητο:

			•η πρώτη καταγραφή της απορρόφησης (A340) να γίνει σε χρόνο πλησιέστερο, κατά το δυνατόν, στον χρόνο μηδέν (π.χ. 15 sec από την προσθήκη του εκχυλίσματος),

			•να καταγράφεται η τιμή της απορρόφησης ανά τακτά χρονικά διαστήματα (π.χ. ανά 15 sec) με τη χρήση χρονομέτρου και

			•να υπολογίζεται κάθε φορά η διαφορά απορρόφησης (ΔA340) μεταξύ δύο διαδοχικών μετρήσεων.

			5.1.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα τα δεδομένα από τις μετρήσεις απορρόφησης (A340) για το C3 και το C4-φυτό και υπολογίστε την τιμή της δραστηριότητας της PEPCase (ως ΔA340/min) ανά gr N.B. φύλλων, για κάθε συγκέντρωση του υποστρώματος ΡΕΡ.

			•Κατασκευάστε γραφική παράσταση συσχέτισης της δραστηριότητας της PEPCase (άξονας των ψ) με τη συγκέντρωση του υποστρώματος ΡΕΡ (άξονας των χ).

			•Υπολογίστε τη μέγιστη δραστηριότητα (Vmax) και το Km(PEP), παρουσία και απουσία μηλικού οξέος, για το C3 και το C4-φυτό.

			•Σχολιάστε τις διαφορές που παρατηρήσατε μεταξύ C3 και C4-φυτών. Πώς μπορείτε να τις εξηγήσετε;

			5.1.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης 
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			1.Η καρβοξυλάση φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEPCase) εντοπίζεται

			α. σε φωτοσυνθετικούς ιστούς των C4 και CAM φυτών.

			β. σε ιστούς φωτοσυνθετικούς και μη όλων των φυτών.

			γ. σε φωτοσυνθετικούς ιστούς όλων των φυτών.

			2.Στα C4-φυτά, η PEPCase εντοπίζεται

			α. στον χλωροπλάστη των κυττάρων του κολεού της δέσμης.

			β. στον χλωροπλάστη των κυττάρων του μεσοφύλλου.

			γ. στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων του μεσοφύλλου.

			3.Στα C4-φυτά, η RubisCO εντοπίζεται

			α. στον χλωροπλάστη των κυττάρων του κολεού της δέσμης.

			β. στο κυτταρόπλασμα των κυττάρων του κολεού της δέσμης.

			γ. στον χλωροπλάστη των κυττάρων του μεσοφύλλου.

			4.Η τιμή Km είναι η συγκέντρωση υποστρώματος όπου παρατηρείται

			α. η ελάχιστη δυνατή δραστηριότητα ενός ενζύμου.

			β. κορεσμός της δραστηριότητας ενός ενζύμου.

			γ. το ήμισυ της μέγιστης δραστηριότητας ενός ενζύμου.

			5.Στα C4-φυτά, το μηλικό οξύ

			α. είναι ισχυρός αναστολέας της δραστηριότητας της PEPCase.

			β. είναι ισχυρός ενεργοποιητής της δραστηριότητας της PEPCase.

			γ. δεν επηρεάζει τη δραστηριότητα της PEPCase.

			6.Κατά τη μέτρηση της δραστηριότητας της PEPCase, η απορρόφηση (A340) μειώνεται λόγω

			α. οξείδωσης του οξαλοξικού.

			β. οξείδωσης του NADH.

			γ. οξείδωσης του μηλικού.

			7.Ο λόγος της δραστηριότητας PEPCase : RubisCO στα C4 σε σχέση με τα C3-φυτά είναι

			α. υψηλότερος.

			β. χαμηλότερος.

			γ. ίδιος.

			8.H προσθήκη πολυβινυλ-πυρρολιδόνης (PVP) στο διάλυμα εκχύλισης της PEPCase προστατεύει το ένζυμο από την ανασταλτική δράση

			α. του Ca2+.

			β. των φαινολών.

			γ. του NaCl.

			Άσκηση 5.2: Αποχρωματισμός των μπεταλαϊνών στο παντζάρι

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει ως στόχο την εξέταση του τρόπου με τον οποίο πραγματοποιείται η αλλαγή στον χρωματισμό των φρούτων και των λαχανικών. Συγκεκριμένα θα μελετηθεί ο αποχρωματισμός των μπεταλαϊνών από παντζάρι, ως συνέπεια της οξείδωσής τους από την υπεροξειδάση.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Δευτερογενής μεταβολισμός − Ελεύθερες ρίζες και αντιοξειδωτική δραστηριότητα στο φυτικό κύτταρο.

			5.2.1 Εισαγωγή

			Στα περισσότερα αγγειόσπερμα, το χρώμα των ανθέων και των καρπών οφείλεται σε δύο κατηγορίες χρωστικών ουσιών: τα καροτενοειδή και τα φλαβονοειδή. Το 1961, όμως, χαρακτηρίστηκε μια καινούρια κατηγορία χρωστικών, οι μπετακυανίνες, με χαρακτηριστικό κόκκινο - ιώδες χρώμα. Οι μπετακυανίνες εντοπίστηκαν στα περισσότερα είδη της τάξης Κεντρόσπερμα (Centrospermae - Caryophyllales). Αργότερα, το 1966, έγινε φανερό ότι κάποιες άλλες χαρακτηριστικές κίτρινες χρωστικές, που εντοπίστηκαν στο χυμοτόπιο ειδών της ίδιας τάξης, οι μπεταξανθίνες, ήταν δομικά και βιοσυνθετικά όμοιες με τις μπετακυανίνες. Έτσι υιοθετήθηκε ο όρος “μπεταλαΐνες”, ο οποίος συμπεριλαμβάνει τόσο τις μπετακυανίνες όσο και τις μπεταξανθίνες (Σχήμα 5.2.1).
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			Σχήμα 5.2.1: Χημική δομή των μπετακυανινών (α) και των μπεταξανθινών (β). Ανάλογα με τις υποκαταστάσεις στις θέσεις που σημειώνονται με R, προκύπτουν οι διάφορες ενώσεις των δύο κατηγοριών. Παραδείγματος χάρη, στις μπετακυανίνες για R=Η έχουμε την μπετανιδίνη, ενώ στις μπεταξανθίνες για R=NH2 έχουμε την βουλγκαξανθίνη.

			Οι μπεταλαΐνες, όπως ακριβώς και οι ανθοκυανίνες, εντοπίζονται στα χυμοτόπια των κυττάρων σε άνθη, φύλλα και καρπούς και, αρκετά συχνά, στο μίσχο ανθέων και φύλλων. Οι μπεταλαΐνες, όμως, περιέχουν άζωτο στο μόριό τους (Σχήμα 5.2.1), γεγονός που τις διαχωρίζει σαφώς από τα φλαβονοειδή και τις ανθοκυανίνες. Στο παντζάρι (Βeta vulgaris L.), οι πολύ υψηλές συγκεντρώσεις στο υπόγειο τμήμα του προσδίδουν ένα βαθύ κόκκινο/ιώδες χρώμα. Οι υψηλές αυτές συγκεντρώσεις προέκυψαν μέσω διασταυρώσεων και επιλογής ποικιλιών από τον άνθρωπο κατά τον Μεσαίωνα. Το χρώμα της ρίζας του παντζαριού οφείλεται στην παρουσία τόσο μπετακυανινών (ιώδης απόχρωση) όσο και μπεταξανθινών (κίτρινη απόχρωση), με επικρατούσα την μπετανίνη (α-μπετακυανίνη).

			Η ανίχνευση των μπετακυανινών και των μπεταξανθινών μπορεί να γίνει με φασματοφωτομέτρηση. Οι χρωστικές με κίτρινη απόχρωση παρουσιάζουν μέγιστο απορρόφησης στα 480 nm, ενώ αυτές με την ιώδη απόχρωση στα 537 nm. Ο λειτουργικός ρόλος αυτών των χρωστικών φαίνεται ότι σχετίζεται με την προσέλκυση εντόμων επικονιαστών (όσον αφορά τα άνθη) και την αποθήκευση αζώτου και σκελετών άνθρακα στα αποταμιευτικά όργανα, όπως η ρίζα, χωρίς να αποκλείονται και άλλο ρόλοι. Οι αλλαγές στον χρωματισμό των φρέσκων λαχανικών και καρπών οφείλονται σε οξείδωση φαινολικών ενώσεων από ένζυμα όπως η πολυφαινολοξειδάση ή η υπεροξειδάση. Η υπεροξειδάση είναι ευρέως διαδεδομένο ένζυμο στα φυτά και καταλύει την οξείδωση μιας σειράς υποστρωμάτων, παρουσία H2O2. Το Η2Ο2 είναι τοξικό για τα κύτταρα, κυρίως γιατί προκαλεί τον σχηματισμό επιβλαβών ελεύθερων ριζών ΟΗ*. Συνεπώς, η συσσώρευση Η2Ο2 αποτελεί παράγοντα καταπόνησης για τα φυτικά κύτταρα και η εξουδετέρωσή του αποτελεί σημαντικό ρυθμιστικό παράγοντα ομοιόστασης. Για τον σκοπό αυτό, χρησιμοποιούν δύο τύπους ενζύμων. 

			Τις καταλάσες, που καταλύουν την αντίδραση:
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			και τις υπεροξειδάσες, που καταλύουν την παρακάτω γενική αντίδραση:

			[image: ]

			Στην παραπάνω αντίδραση, το υπόστρωμα ΑΗ αντιπροσωπεύει μια ένωση η οποία οξειδώνεται με τη βοήθεια της υπεροξειδάσης, παρουσία Η2Ο2. Οι μπεταλαΐνες, λόγω της χημικής τους δομής, μπορούν να αποτελέσουν ένα τέτοιο υπόστρωμα.

			5.2.2 Πειραματικό μέρος

			Ως πρώτη ύλη χρησιμοποιούνται παντζάρια (Beta vulgaris L.) από το εμπόριο (Εικόνα 5.2.1), τα οποία τεμαχίζονται και διατηρούνται στην κατάψυξη.

			[image: http://www.sfedona.gr/sites/default/files/styles/node-detail/public/field/image/%CF%80%CE%B1%CE%BD%CF%84%CE%B6%CE%AC%CF%81%CE%B9.jpg?itok=gR2Vek6l]

			Εικόνα 5.2.1: Βολβοί παντζαριού.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•βολβοί παντζαριού,

			•ηλεκτρικός ομογενοποιητής,

			•φυγόκεντρος,

			•φίλτρα διήθησης,

			•φασματοφωτόμετρο,

			•Η2Ο2,

			•HRP, σύστημα υπεροξειδάσης από armoracia lapathifolia (διατίθεται στο εμπόριο),

			•ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl,

			•ρυθμιστικό διάλυμα οξικού νατρίου.

			Πειραματική Διαδικασία

			Απομόνωση των μπεταλαϊνών

			Οι φέτες του παντζαριού ομογενοποιούνται με ηλεκτρικό ομογενοποιητή (blender), παρουσία 5mM ρυθμιστικού διαλύματος Tris-HCl (pH 7.0). Η ομογενοποίηση διαρκεί περίπου 10 sec και, στη συνέχεια, το ομογενοποίημα διηθείται μέσα από φαρμακευτική γάζα και φυγοκεντρείται σε 14.000g για 20 min. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, παραλαμβάνεται το υπερκείμενο, το οποίο επαναφυγοκεντρείται με φίλτρα διήθησης (π.χ. Centripep 10) σε 3.000g για 40 min. Το κλάσμα που περιέχει τις μπεταλαΐνες παρουσιάζει μέγιστα απορρόφησης στα 480nm και στα 537nm, που χαρακτηρίζουν τις μπεταξανθίνες και τις μπετακυανίνες.

			Οξείδωση των μπεταλαϊνών

			Για να επιτευχθεί η οξείδωση των μπεταλαϊνών ακολουθείται η παρακάτω διαδικασία:

			•Σε κυψελίδα φωτομέτρησης προστίθενται: 1) 0.05 ml διαλύματος μπεταλαϊνών, 2) 0.5 mM H2O2, 3) 0.3 μΜ HRP, σύστημα υπεροξειδάσης από Αrmoracia lapathifolia (διατίθεται στο εμπόριο), 4) 50 mM ρυθμιστικού διαλύματος οξικού νατρίου pH = 5.0.

			•Με την προσθήκη του ενζυμικού συστήματος (ΗRP) ξεκινά η οξειδωτική αντίδραση.

			•Ανά 2 min λαμβάνεται φάσμα (400 - 600 nm) με ταχύτητα 200nm/min.

			•Επίσης, χρησιμοποιείται δεύτερη κυψελίδα ως μάρτυρας (τυφλό) από την οποία απουσιάζει το ενζυμικό σύστημα.

			•Κατασκευάζεται διάγραμμα με τα συνεχόμενα φάσματα όπως στο Σχήμα 5.2.2.
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			Σχήμα 5.2.2: Επαναλαμβανόμενα φάσματα (400-600nm) κατά τη διαδικασία οξείδωσης των μπεταλαϊνών από το ενζυμικό σύστημα H2O2/HRP. Το πρώτο φάσμα λαμβάνεται 20 sec μετά την προσθήκη του ενζυμικού συστήματος, ενώ το τελευταίο φάσμα μετά από1 ώρα αντίδρασης.

			Στην κυψελίδα που έχει προστεθεί το ενζυμικό σύστημα παρατηρείται σταδιακή μείωση της απορρόφησης στις περιοχές 530 - 540nm και 475 - 480nm. Δεν παρατηρείται παρόμοια μεταβολή στον μάρτυρα. Τα δύο μέγιστα που παρατηρούνται (537nm και 480nm) αντιστοιχούν στις μπετακυανίνες και τις μπεταξανθίνες.

			5.2.3 Ερωτήσεις αξιολόγησης 

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_5.2.html

			1.Οι μπεταλαϊνες παρουσιάζουν μέγιστα απορρόφησης

			α. στην υπεριώδη περιοχή του φάσματος.

			β. στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος.

			γ. σε καμία από τις παραπάνω περιοχές του φάσματος

			2.Η αλλαγή στον χρωματισμό των φρέσκων λαχανικών οφείλεται

			α. σε οξείδωση φαινολικών ενώσεων και ενζυμικών πρωτεϊνών.

			β. σε οξείδωση φαινολικών ενώσεων και οξείδωση της φαινολοξειδάσης.

			γ. σε οξείδωση φαινολικών ενώσεων με τη βοήθεια της υπεροξειδάσης.

			3.Κατά τη διαδικασία οξείδωσης των μπεταλαϊνών από κατάλληλο ενζυμικό σύστημα,

			α. παρατηρείται πτώση της απορρόφησης στην περιοχή 530-540 nm.

			β. παρατηρείται πτώση της απορρόφησης στην περιοχή 475-480 nm.

			γ. παρατηρείται πτώση της απορρόφησης και στις δύο περιοχές.

			4.Για να ξεκινήσει η οξειδωτική αντίδραση στην κυψελίδα φωτομέτρησης που περιέχει διάλυμα μπεταλαϊνών και Η2Ο2.

			α. πρέπει να προστεθεί η υπεροξειδάση.

			β. πρέπει να χρησιμοποιηθεί δεύτερη κυψελίδα ως μάρτυρας. 

			γ. καί τα δύο παραπάνω.

			5.Εάν όλα τα επαναλαμβανόμενα φάσματα λαμβάνονταν μέσα σε 5 λεπτά,

			α. δεν θα είχε προλάβει να ξεκινήσει η οξειδωτική αντίδραση.

			β. δεν θα ήταν δυνατό να διακρίνουμε την πτώση στην απορρόφηση στα 480 nm.

			γ. καί τα δύο παραπάνω.

			Άσκηση 5.3: Μέτρηση της αντιοξειδωτικής δράσης των μπεταλαϊνών

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η εξέταση της αντιοξειδωτικής δράσης των μπεταλαϊνών.

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Δευτερογενής μεταβολισμός − Ελεύθερες ρίζες και αντιοξειδωτική δραστηριότητα στο φυτικό κύτταρο.

			5.3.1 Εισαγωγή

			Οι ενεργές μορφές οξυγόνου (Reactive oxygen species, ROS) είναι τοξικές ανηγμένες ενδιάμεσες μορφές οξυγόνου, που σχηματίζονται από την ατελή αναγωγή του οξυγόνου. Αποτελούν μια αναπόφευκτη παρενέργεια του αερόβιου μεταβολισμού, αλλά τα επίπεδά τους αυξάνονται δραματικά σε συνθήκες καταπόνησης. Στα ROS συμπεριλαμβάνονται και ελεύθερες ρίζες οξυγόνου, δηλαδή, χημικά είδη με ανεξάρτητη υπόσταση, τα οποία περιέχουν περιττό αριθμό ηλεκτρονίων σθένους και, επομένως, διαθέτουν ένα ασύζευκτο ηλεκτρόνιο σε κάποιο τροχιακό. Οι ελεύθερες ρίζες είναι εξαιρετικά δραστικές και τοξικές για το κύτταρο και προκαλούν ζημιές λόγω της ιδιότητάς τους να οξειδώνουν ανεξέλεγκτα τα μακρομόρια και τα συστατικά των μεμβρανών.

			Η κατανάλωση φρούτων και λαχανικών έχει συνδεθεί με τη μείωση της πιθανότητας να προσβληθεί ένα άτομο από ασθένειες όπως ο καρκίνος, οι καρδιαγγειακές παθήσεις κ.λπ. Η προστατευτική ικανότητα των τροφών αυτών έχει αποδοθεί στην ύπαρξη συστατικών με αντιοξειδωτικές ιδιότητες, όπως οι φαινολικές ενώσεις. Η ιδιότητα αυτή των φαινολικών ενώσεων αποδίδεται στην ικανότητά τους να εξουδετερώνουν τα ROS. Παρόμοια δράση παρουσιάζουν και οι μπεταλαΐνες.

			5.3.2.Πειραματικό μέρος

			Ως πρώτη ύλη χρησιμοποιούνται παντζάρια (Beta vulgaris L.) από το εμπόριο, τα οποία τεμαχίζονται και διατηρούνται στην κατάψυξη.

			Απομόνωση των μπεταλαϊνών

			Οι φέτες του παντζαριού ομογενοποιούνται με ηλεκτρικό ομογενοποιητή (blender), παρουσία 5mM ρυθμιστικού διαλύματος Tris-HCl (pH 7.0). Η ομογενοποίηση διαρκεί περίπου 10sec και, στη συνέχεια, το ομογενοποίημα διηθείται μέσα από φαρμακευτική γάζα και φυγοκεντρείται σε 14.000g για 20 min. Μετά το τέλος της φυγοκέντρησης, παραλαμβάνεται το υπερκείμενο, το οποίο επαναφυγοκεντρείται με φίλτρα διήθησης (π.χ. Centripep 10) σε 3000 g για 40 min, προκειμένου να διαχωριστούν οι πρωτεΐνες. 

			Μέτρηση της αντιοξειδωτικής δράσης των μπεταλαϊνών

			Για τη μέτρηση της αντιοξειδωτικής δράσης των μπεταλαϊνών, χρησιμοποιείται η ελεύθερη ρίζα του 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) ή συντομογραφικά ABTS+*, η οποία είναι σταθερή και παρουσιάζει μέγιστο απορρόφησης στα 414nm. Επειδή το μέγιστο απορρόφησής του δεν επικαλύπτεται με τα αντίστοιχα μέγιστα των μπετακυανινών και των μπεταξανθινών, μπορούμε εύκολα να παρακολουθήσουμε τις μεταβολές στην ποσότητα ABTS+*, παρουσία μπεταλαΐνης. Η παραγωγή της ABTS+* γίνεται ενζυμικά (εξίσωση 2) στο εργαστήριο, χρησιμοποιώντας ρυθμιστικό διάλυμα στο οποίο προστίθεται ABTS+ εμπορίου και το ενζυμικό σύστημα υπεροξειδάσης (H2O2/HRP) που περιγράφηκε στην Άσκηση 5.2.
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			Η κατανάλωση της ελεύθερης ρίζας λόγω της αντιοξειδωτικής δράσης των μπεταλαϊνών, γίνεται σύμφωνα με το γενικό σχήμα της Σχέσης 2.
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			Υλικά και όργανα που απαιτούνται:

			•παντζάρι,

			•ηλεκτρικός ομογενοποιητής,

			•φυγόκεντρος,

			•φίλτρα διήθησης,

			•ρυθμιστικό διάλυμα οξικού νατρίου,

			•ABTS+ εμπορίου,

			•Η2Ο2,

			•HRP, σύστημα υπεροξειδάσης από armoracia lapathifolia (διατίθεται στο εμπόριο),

			•φασματοφωτόμετρο,

			•ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl.

			Πειραματική Διαδικασία

			Η αντίδραση πραγματοποιείται σε κυψελίδα φωτομέτρου (συνολικός όγκος διαλύματος 1ml) όπου σε ρυθμιστικό διάλυμα 50mM οξικού νατρίου pH 5.0, προσθέτουμε:

			•2mM ABTS+,

			•45μΜ H2O2,

			•3nM HRP.

			Παρακολουθούμε τον σχηματισμό της ελεύθερης ρίζας ABTS+* σε φωτόμετρο, ως αύξηση της απορρόφησης στα 414nm (Σχήμα 5.3.1, φάση Α). Επειδή η συγκέντρωση ABTS+ είναι πολύ μεγαλύτερη αυτής του H2O2, στο τέλος της αντίδρασης θα έχει καταναλωθεί το σύνολο της ποσότητας του H2O2 που προστέθηκε. Επομένως, οι μπεταλαΐνες που προστίθενται στη συνέχεια δεν μπορούν να οξειδωθούν από τις υπεροξειδάσες (βλ. και Άσκηση 5.2).

			Σε αυτό το σημείο, προσθέτουμε στο διάλυμα μπεταλαΐνες σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις (περίπου 20 και 40μΜ) και παρακολουθούμε την κατανάλωση της ελεύθερης ρίζας, ως πτώση της απορρόφησης στα 414nm (Σχήμα 5.3.1, φάση Β).

			[image: μπεταλ2.png]

			Σχήμα 5.3.1 Χρονοδιάγραμμα των μεταβολών της ελεύθερης ρίζας ABTS+* όπως καταγράφονται με φωτομέτρηση στα 414 nm. H φάση Α αντιστοιχεί στον σχηματισμό της ελεύθερης ρίζας, ενώ η φάση Β στην κατανάλωσή της από δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις μπεταλαϊνών, 20 μΜ (1) και 40 μΜ (2).

			5.3.3 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_5.3.html

			1.Η προστασία που προσφέρουν οι φυτικές τροφές στην υγεία του ανθρώπου συνδέεται με

			α. την περιεκτικότητά τους σε φαινολικές ενώσεις με αντιοξειδωτική δράση.

			β. την περιεκτικότητά τους σε υπεροξειδάσες.

			γ. την περιεκτικότητά τους σε καταλάσες.

			2.Οι βιολογικές μεμβράνες και τα βιολογικά μακρομόρια οξειδώνονται

			α. από τις ενεργές μορφές οξυγόνου και τις ελεύθερες ρίζες.

			β. με τη μεσολάβηση των καταλασών.

			γ. με τη μεσολάβηση φαινολικών ενώσεων.

			3.Ο σχηματισμός της ελεύθερης ρίζας ABTS+* στο φωτόμετρο καταγράφεται ως

			α. πτώση της απορρόφησης στα 414nm.

			β. αύξηση της απορρόφησης στα 414nm.

			γ. σταθεροποίηση της απορρόφησης στα 414nm με τον χρόνο.

			4.Η κατανάλωση της ελεύθερης ρίζας ABTS+* από τις μπεταλαϊνες στο φωτόμετρο καταγράφεται ως

			α. πτώση της απορρόφησης στα 414nm.

			β. αύξηση της απορρόφησης στα 414nm.

			γ. σταθεροποίηση της απορρόφησης στα 414nm με τον χρόνο.

			5.Η παρακολούθηση των μεταβολών της ρίζας ABTS+* φωτομετρικά και παρουσία των μπεταλαϊνών είναι δυνατή επειδή

			α. τα μέγιστα απορρόφησής τους ταυτίζονται.

			β. τα μέγιστα απορρόφησής τους επικαλύπτονται.

			γ. τα μέγιστα απορρόφησής τους δεν επικαλύπτονται.

		

	
		
			Κεφάλαιο 6. Φυτά και περιβάλλον

			Σύνοψη

			Περιλαμβάνει 6 ασκήσεις που εκτελούνται εν μέρει στο εργαστήριο και εν μέρει στο ύπαιθρο. Οι 2 είναι εισαγωγικές. Αφορούν τρόπους μέτρησης των τριών κυριοτέρων παραμέτρων που επηρεάζουν την ανάπτυξη των φυτών (ένταση φωτός, υγρασία, θερμοκρασία). Αναλύονται τα κριτήρια επιλογής των καταλληλότερων αισθητηρίων και ο έλεγχος της αξιοπιστίας των μετρήσεων. Οι υπόλοιπες έχουν τον χαρακτήρα ‘μικρών ερευνητικών έργων’. Η 3η άσκηση αφορά τις ανατομικές, φυσιολογικές και βιοχημικές προσαρμογές των φύλλων στο πλήρες ηλιακό φως και στη σκιά. Στην 4η, οι καταπονήσεις των φυτών ανιχνεύονται με τη μη επεμβατική μέθοδο του in vivo φθορισμού της χλωροφύλλης. Η 5η διερευνά μηχανικούς και χημικούς αμυντικούς μηχανισμούς (σκληρότητα φύλλου, περιεχόμενα φαινολικά) σε σχέση με την ηλικία των φύλλων και τον τύπο του φυτού. Τέλος, η 6η αναλύει το πλεονέκτημα της έκλυσης από τα φυτά στο περιβάλλον ουσιών που καταστέλλουν την ανάπτυξη των ανταγωνιστών τους (αλληλοπάθεια).

			Άσκηση 6.1.: Η μέτρηση της ηλιακής ακτινοβολίας - Δείκτης φυλλικής επιφάνειας

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει ως στόχο την εξοικείωση των φοιτητών με τις μετρήσεις της φωτεινής ακτινοβολίας στο φυσικό περιβάλλον και της έντασης της φωτεινής ακτινοβολίας που προσπίπτει στην επιφάνεια των φύλλων όταν αυτά είναι εκτεθειμένα στην άμεση ή στη διάχυτη ακτινοβολία. Παράλληλα αποσκοπεί στην εξοικείωση με τον δείκτη φυλλικής επιφάνειας (LAI) και με τους τρόπους εκτίμησής του.

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Το φως ως ενέργεια − Η ηλιακή ακτινοβολία − Η ένταση του φωτός και οι μεταβολές της − Το φύλλο ως δέκτης της ηλιακής ακτινοβολίας − Ημερήσιες διακυμάνσεις στην ποσότητα του φωτός.

			6.1.1 Εισαγωγή

			Η ηλιακή ακτινοβολία που προσπίπτει στην επιφάνεια της γης μπορεί να διακριθεί σε τρεις περιοχές: την υπεριώδη, με μήκη κύματος από 290 - 400nm, την ορατή ή αλλιώς «φωτοσυνθετικά ενεργή ακτινοβολία» (Photosynthetically Active Radiation, PAR, 400-700nm) και την υπέρυθρη (700 - 3000nm) (Σχήμα 6.1.1).
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			Σχήμα 6.1.1 Το φάσμα της ηλιακής ακτινοβολίας.

			Φωτόνια με μήκη κύματος μικρότερα των 290 και μεγαλύτερα των 3000nm δεν φτάνουν στην επιφάνεια της γης, επειδή απορροφώνται δραστικά από το στρατοσφαιρικό στρώμα του όζοντος και τα ετεροατομικά (CO2, H2O κλπ) μόρια της ατμόσφαιρας αντιστοίχως. Κατά προσέγγιση, το 50% της ενέργειας ακτινοβολίας που προσπίπτει στην επιφάνεια της γης βρίσκεται στο ορατό μέρος, το 2% στο υπεριώδες και το υπόλοιπο στο υπέρυθρο. Το υπεριώδες (UV) μπορεί περαιτέρω να διακριθεί σε UV-A (320 - 400 nm) και σε UV-B (290 - 320 nm). Η ενέργεια ενός φωτονίου είναι, ως γνωστόν, αντιστρόφως ανάλογη του μήκους κύματος (λ) (Σχήμα 6.1.2), σύμφωνα με την εξίσωση
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			όπου:

			Ε: ενέργεια φωτονίου, h: σταθερά του Planck, c: ταχύτητα φωτός και λ: μήκος κύματος.
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			Σχήμα 6.1.2 Η ενέργεια των φωτονίων σε σχέση με το μήκος κύματος του φωτός.

			Κατά συνέπεια, τα φωτόνια της υπεριώδους περιοχής έχουν τόση ενέργεια, ώστε η απορρόφησή τους από τα βιομόρια να προκαλέσει ισχυρές χημικές αλλαγές όπως απώλεια ηλεκτρονίων και οξείδωσή τους. Ειδικότερα, η UV-B ακτινοβολία προκαλεί τη δημιουργία διμερών θυμίνης στο DNA (με συνέπεια λάθη στην αντιγραφή της γενετικής πληροφορίας), καθώς και μια σειρά από άλλες αρνητικές επιδράσεις οι οποίες ενδεχομένως να αποβούν θανατηφόρες για τον οργανισμό, αν δεν διαθέτει τρόπους αποφυγής της υπερβολικής έκθεσης ή και επισκευαστικούς μηχανισμούς για τις βλάβες. Αντίθετα, η UVA περιοχή δεν είναι βλαβερή, έχει μορφογενετική δράση και ενισχύει βιοσυνθετικές πορείες που βοηθούν τον οργανισμό να αποφύγει τις τοξικές συνέπειες της UVB ακτινοβολίας. Παραδείγματος χάρη, η ακτινοβόληση των φυτών με UV-A έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της συγκέντρωσης των φλαβονοειδών της επιδερμίδας των φύλλων, τα οποία απορροφούν στην UV-B περιοχή και προστατεύουν το μεσόφυλλο από τις δυσμενείς επιπτώσεις της.

			Η ενέργεια των φωτονίων της ορατής περιοχής επαρκεί, ώστε να προκαλέσει διέγερση των φωτοσυνθετικών χρωστικών και αποτελεί την κινητήρια δύναμη για τη φωτοσύνθεση. Η ενέργεια διέγερσης των ηλεκτρονίων των χρωστικών μετατρέπεται κατά τη φωτοσύνθεση σε χρήσιμη χημική ενέργεια (ATP) και αναγωγική δύναμη (NADPH), οι οποίες προωθούν τις αναβολικές διεργασίες των φυτών.

			Στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος η ενέργεια των φωτονίων είναι αρκετά μικρή, ώστε η απορρόφησή τους να περιορίζεται σε αλλαγές της περιστροφής ή δόνησης των μορίων, με αποτέλεσμα την αύξηση της θερμοκρασίας των ιστών.

			Η υπέρυθρη ακτινοβολία απορροφάται κυρίως από το νερό των φυτικών ιστών και οδηγεί σε υπερθέρμανση, ιδιαίτερα όταν οι θερμικές απώλειες λόγω διαπνοής είναι μικρές.

			Η ηλιακή ακτινοβολία μπορεί, επίσης, να διακριθεί στην άμεση και τη διάχυτη. Η τελευταία προέρχεται από τον σκεδασμό και την ανάκλαση της άμεσης ακτινοβολίας στα νέφη, στα ατμοσφαιρικά αιωρήματα και στα στερεά αντικείμενα. Πλην της ηλιακής, τα φυτά δέχονται και ακτινοβολία μεγάλου μήκους κύματος (>3000 nm), που προέρχεται από τη γη και τον ήλιο. Συνήθως, ονομάζεται γήινη ή θερμική ακτινοβολία και συνεισφέρει στο ενεργειακό ισοζύγιο των φυτών.

			Όσον αφορά τις χρησιμοποιούμενες μονάδες, η ακτινοβολία μετράται ως ισχύς που προσπίπτει στη μονάδα της επιφάνειας, συνήθως ως W/m2. Αυτό κρίνεται ικανοποιητικό για όλες τις περιοχές του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος, εκτός της ορατής. Επειδή η φωτοσύνθεση, που λαμβάνει χώρα σ’ αυτήν ακριβώς την περιοχή, είναι μια φωτοχημική διαδικασία της οποίας η ταχύτητα εξαρτάται από τον αριθμό των απορροφούμενων φωτονίων, μεγαλύτερη σημασία έχει όχι η ενέργεια των φωτονίων αλλά ο αριθμός τους. Έτσι, στη φωτοσυνθετικά ενεργή (ορατή) περιοχή του φάσματος, έχει επικρατήσει η τάση να μετράμε την ένταση της φωτεινής ακτινοβολίας ως φωτονική ροή, δηλαδή ως μmoles φωτονίων που προσπίπτουν στη μονάδα της επιφάνειας και στη μονάδα του χρόνου (μmol/m s) όπου 1 mol φωτονίων ισούται με 6.023*1023 φωτόνια.

			6.1.2 Πειραματικό μέρος

			Προϋποθέσεις για την ακριβή μέτρηση της φωτεινής ακτινοβολίας αποτελούν:

			• η απομόνωση από το αισθητήριο της περιοχής του φάσματος που μας ενδιαφέρει. Παραδείγματος χάρη, για να μετρηθεί η ορατή ακτινοβολία πρέπει το αισθητήριο να είναι ευαίσθητο μόνο στα μήκη κύματος 400 - 700 nm ή, αν αυτό δεν συμβαίνει, τα μη ενδιαφέροντα μήκη κύματος να απομακρύνονται με κατάλληλα φίλτρα.

			• τα αισθητήρια να υπακούν στον νόμο του συνημιτόνου. Η ένταση της ακτινοβολίας μιας πηγής συνήθως μετράται με την επιφάνεια του αισθητηρίου κάθετη προς το προσπίπτον φως. Θεωρώντας τις ηλιακές ακτίνες παράλληλες μεταξύ τους, η ένταση του φωτός που προσπίπτει στην επιφάνεια ΑΒ, τοποθετημένη κάθετα προς τις ακτίνες είναι Ι0. Η ένταση της ακτινοβολίας που προσπίπτει στην ίδια επιφάνεια, αν αυτή τοποθετηθεί υπό γωνία α ως προς τις ακτίνες, ισούται με Ι = Ι0.συνα (Σχήμα 6.1.3). 
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			Σχήμα 6.1.3 Ο νόμος του συνημιτόνου.

			Επειδή τα φύλλα σπανίως είναι τοποθετημένα κάθετα προς τις ηλιακές ακτίνες, η μέτρηση της ακτινοβολίας που δέχονται γίνεται υπό διάφορες γωνίες σε σχέση με το προσπίπτον ηλιακό φως. Γι’ αυτό, οι επιφάνειες των αισθητηρίων πρέπει να είναι κατασκευασμένες έτσι ώστε οι μετρήσεις να υπακούν στον νόμο του συνημιτόνου.

			Όργανα μέτρησης της ακτινοβολίας

			Ονομάζονται γενικώς ακτινόμετρα και η αρχή λειτουργίας τους στηρίζεται στο θερμοηλεκτρικό φαινόμενο. Αποτελούνται από συστοιχία θερμοζευγών (βλέπε κεφάλαιο για τη μέτρηση της θερμοκρασίας) τα οποία είναι τοποθετημένα σε μαύρη επιφάνεια ώστε να απορροφάται όλη η προσπίπτουσα ακτινοβολία. Η επιφάνεια, κατά συνέπεια, θερμαίνεται και η τελική θερμοκρασία είναι ανάλογη της προσπίπτουσας ακτινοβολίας. Διάφορες περιοχές του ηλεκτρομαγνητικού φάσματος απομονώνονται με τη χρήση καταλλήλων φίλτρων.

			Στην περίπτωση που ενδιαφερόμαστε για τη μέτρηση της ροής φωτονίων, τα ακτινόμετρα που μετρούν με βάση την προσπίπτουσα ενέργεια δεν είναι κατάλληλα. Εδώ χρειάζεται ένα αισθητήριο ευαίσθητο στον αριθμό των φωτονίων και ανεξάρτητο από την ενέργειά τους. Επειδή αυτό δεν είναι τεχνικά εφικτό, χρησιμοποιούνται φωτοηλεκτρικά κύτταρα πυριτίου και κατάλληλος συνδυασμός φίλτρων, ώστε η ευαισθησία του αισθητηρίου να αυξάνεται αντιστρόφως ανάλογα με το μήκος κύματος και μάλιστα στον ίδιο βαθμό που η ενέργεια των φωτονίων μειώνεται. (Ας θυμηθούμε ότι σύμφωνα με τη σχέση 1, ένα φωτόνιο 400 nm έχει μεγαλύτερη ενέργεια από το αντίστοιχο των 700 nm) (Εικόνα 6.1.1).
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			Εικόνα 6.1.1 Αισθητήριο (Φωτοσυνθετικά ενεργής ακτινοβολίας, PAR).

			Ιδιαίτερα προβλήματα παρατηρούνται κατά τη μέτρηση του φωτεινού περιβάλλοντος στο εσωτερικό συστάδων και φυτοκοινωνιών. Εδώ, η ένταση του φωτός μπορεί να πάρει τιμές από τη μέγιστη μιας ηλιοκηλίδας πλήρους ηλιακού φωτός που απρόσκοπτα χτυπάει στο έδαφος, ως την ελάχιστη της βαθιάς σκιάς, ενδεχομένως σε απόσταση λίγων cm. Επιπλέον, η σχετική κίνηση του ήλιου, οι παρεμβολές νεφών και ιδιαίτερα ο άνεμος προκαλούν δραματικές αλλαγές στην ένταση του φωτός μέσα σε ελάχιστο χρόνο. Είναι φανερό ότι μικρός αριθμός σημειακών μετρήσεων, στην περίπτωση αυτή, ενδεχομένως να είναι ιδιαίτερα παραπλανητικός. Το πρόβλημα εδώ λύνεται με τη χρήση γραμμικών αισθητηρίων μεγάλου μήκους, που υπολογίζουν τη μέση τιμή της έντασης του φωτός (Εικόνα 6.1.2).
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			Εικόνα 6.1.2 Γραμμικό αισθητήριο (Φωτοσυνθετικά ενεργής ακτινοβολίας, PAR).

			Το πλήρες ηλιακό φως, μια ανέφελη καθαρή ημέρα, με το αισθητήριο κάθετο στις προσπίπτουσες ακτίνες, φτάνει στα 2000 μmol/m2.s. Στη βαθιά σκιά μπορεί να είναι έως και 5 μmol/m2.s . Οι τιμές αναφέρονται στην ορατή περιοχή του φάσματος.

			Δείκτης φυλλικής επιφάνειας

			Ο δείκτης φυλλικής επιφάνειας (Leaf Area Index - LAI) ορίζεται ως το συνολικό εμβαδόν της μίας πλευράς των φύλλων που καλύπτουν μια μονάδα εδάφους προς το εμβαδόν αυτής της μονάδας.
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			Η απορρόφηση του φωτός από κάθε φυτό εξαρτάται από την πυκνότητα του φυλλώματος και τη διεύθυνση των φύλλων στον χώρο. Η πυκνότητα του φυλλώματος εκφράζεται ποσοτικά με τον δείκτη φυλλικής επιφάνειας LAI. Ο δείκτης LAI είναι καθαρός αριθμός. Παραδείγματος χάρη, δείκτης με τιμή 4 σημαίνει ότι σε 1 m2 εδάφους η αντιστοιχούσα συνολική επιφάνεια των φύλλων είναι 4 m2 (Σχήμα 6.1.4). Η ένταση του φωτός από την κορυφή της φυτοκοινωνίας μέχρι το έδαφος, συνήθως, ελαττώνεται εκθετικά, κατ’αναλογία με την απορρόφηση του φωτός κατά μήκος ενός διαλύματος. Μπορούμε λοιπόν να εφαρμόσουμε τον νόμο Lambert-Beer
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			όπου: I0 είναι η ένταση της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, Ι η ένταση σε ορισμένη απόσταση b από την κορυφή (π.χ. στο έδαφος), α είναι ο συντελεστής απορρόφησης που εξαρτάται από το είδος του φυτού ή της φυτοκοινωνίας και c ο δείκτης φυλλικής επιφάνειας (LAI).

			Aν υποθέσουμε ότι η στρωμάτωση των φύλλων είναι ομοιογενής (όπως και η κατανομή των απορροφώντων μορίων σε ένα διάλυμα), μπορούμε να υπολογίσουμε την ένταση του φωτός σε κάθε απόσταση από την κορυφή. Ο συντελεστής απορρόφησης α εξαρτάται κυρίως από το μέγεθος και την κλίση των φύλλων. Φυτά με μεγάλα και οριζόντια φύλλα έχουν μεγάλο α, ενώ φυτά με μικρά και κάθετα φύλλα έχουν μικρό α. Η πυκνότητα του φυλλώματος μεταβάλλεται με την εποχή. Ακραία περίπτωση αποτελεί το δάσος φυλλοβόλων όπου στη διάρκεια του χειμώνα φτάνει στο έδαφος το πλήρες ηλιακό φώς, ενώ το καλοκαίρι απορροφάται κατά 90%.
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			Σχήμα 6.1.4 Ο δείκτης φυλλικής επιφάνειας, όπως υπολογίζεται σύμφωνα με τη σχέση2, σε δύο φυτά με διαφορετική πυκνότητα φυλλώματος .

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φωτοκύτταρο μέτρησης της φωτοσυνθετικά ενεργού ακτινοβολίας (PAR),

			•φυτά στο φυσικό περιβάλλον,

			•φυτά σε γλάστρες, όπως περιγράφονται παρακάτω.

			Πειραματική Διαδικασία 

			Η διεξαγωγή των μετρήσεων πρέπει να γίνει στο φυσικό περιβάλλον και απαιτείται κατ’ ελάχιστον ένα φωτοκύτταρο μέτρησης της φωτεινής ακτινοβολίας (PAR).

			Χρησιμοποιώντας ένα φωτοκύτταρο μετράμε η ένταση της άμεσης ηλιακής ακτινοβολίας στο περιβάλλον, τοποθετώντας το φωτοκύτταρο κάθετα προς τις ακτίνες του ηλιακού φωτός.

			Το φωτοκύτταρο τοποθετείται σε οριζόντια θέση, παράλληλα προς το επίπεδο του εδάφους, ώστε να μετρηθεί η ένταση της ηλιακής ακτινοβολίας όταν οι ακτίνες του ήλιου προσπίπτουν στο έδαφος υπό γωνία.

			Με ανεστραμμένο το φωτοκύτταρο μετράται η διάχυτη ακτινοβολία.

			Επιλέγονται φυτά με πυκνή διάταξη φύλλων και μετράται η ένταση του φωτός που προσπίπτει σε φύλλα της κόμης και σε φύλλα στο εσωτερικό αυτής.

			Σε κάθε φύλλο μετράται ξεχωριστά η ένταση του φωτός που δέχεται η άνω και η κάτω επιφάνεια των φύλλων.

			Επιλέγονται φυτά με αραιή διάταξη φύλλων και επαναλαμβάνονται οι ίδιες μετρήσεις.

			Επιλέγονται φυτά που αναπτύσσονται σε όμοιες γλάστρες και έχουν σχετικά μικρό αριθμό φύλλων. 

			Από αυτά, χρησιμοποιούνται 2 -3 άτομα με διαφορετική πυκνότητα φυλλώματος (π.χ. άτομα σε διαφορετικά στάδια ανάπτυξης). 

			Το φύλλωμα των φυτών δεν πρέπει να εκτείνεται πέραν των ορίων της γλάστρας. 

			Μετράται η συνολική επιφάνεια των φύλλων του κάθε ατόμου (η μέτρηση της επιφάνειας ενός φύλλου αναλύεται στην Άσκηση 6.5).

			6.1.3 Παρουσίαση σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Ποια είναι η μέση τιμή της έντασης του ηλιακού φωτός (άμεση ακτινοβολία κάθετα προς τις ηλιακές ακτίνες, άμεση ακτινοβολία υπό γωνία, διάχυτη ακτινοβολία). Σχολιάστε τα 

			•αποτελέσματα.

			•Σχολιάστε τις διαφορές που παρατηρήσατε μεταξύ των τιμών της έντασης του φωτός σε εξωτερικά και εσωτερικά φύλλα της κόμης. Τι παρατηρείτε για φυτά με πυκνή κόμη σε σχέση με εκείνα που διαθέτουν αραιότερη κόμη;

			•Τι διαφορές καταγράφονται μεταξύ της άνω και της κάτω επιφάνειας των φύλλων;

			•Υπολογίστε τη συνολική επιφάνεια των φύλλων (Αleaf) κάθε ατόμου σε γλάστρα.

			•Χρησιμοποιώντας τη διάμετρο της γλάστρας, υπολογίστε την επιφάνεια του εδάφους (Αsoil). 

			•Γνωρίζοντας την επιφάνεια του εδάφους Αsoil και την επιφάνεια των φύλλων που μετρήσατε υπολογίστε τον δείκτη φυλλικής επιφάνειας (LAI) για τα φυτά που χρησιμοποιήσατε. 

			6.1.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_6.1.html

			1.Η φωτοσυνθετικά ενεργή ακτινοβολία περιλαμβάνει τα μήκη κύματος

			α. από 290nm έως 3000nm.

			β. από 400nm έως 700nm.

			γ. από 400nm έως 3000nm.

			2.Η διάχυτη ηλιακή ακτινοβολία 

			α. προέρχεται από σκεδασμό και ανάκλαση της άμεσης ηλιακής ακτινοβολίας.

			β. προσπίπτει στα φύλλα μόνο όταν οι ακτίνες του ήλιου έχουν διεύθυνση κάθετη προς το επίπεδο του εδάφους.

			γ. προσπίπτει στα φύλλα μόνο όταν οι ακτίνες του ήλιου έχουν διεύθυνση υπό γωνία σε σχέση με το επίπεδο του εδάφους.

			3.Η απομόνωση της περιοχής του φάσματος που μας ενδιαφέρει από το αισθητήριο που χρησιμοποιούμε, επιτυγχάνεται

			α. αν τοποθετήσουμε το κύτταρο κάθετα προς τις ακτίνες του ηλιακού φωτός.

			β. αν χρησιμοποιήσουμε τον νόμο του συνημιτόνου.

			γ. αν χρησιμοποιήσουμε κατάλληλα φίλτρα.

			4.Η ένταση του φωτός που προσπίπτει στην επιφάνεια ενός φύλλου 

			α. επηρεάζεται από τη σχετική θέση του ήλιου και την κλίση του φύλλου.

			β. επηρεάζεται από τη σχετική θέση του ήλιου αλλά είναι ανεξάρτητη από την κλίση του φύλλου.

			γ. είναι ανεξάρτητη από τη σχετική θέση του ήλιου αλλά επηρεάζεται από την κλίση του φύλλου.

			5.Ο δείκτης φυλλικής επιφάνειας

			α. εκφράζει την πυκνότητα και τη διευθέτηση των φύλλων στον χώρο.

			β. εκφράζει την πυκνότητα των φύλλων αλλά όχι τη διευθέτησή τους στον χώρο.

			γ. εκφράζει την διευθέτηση των φύλλων στον χώρο.

			Άσκηση 6.2.: Η μέτρηση της θερμοκρασίας και της υγρασίας περιβάλλοντος και φύλλων - κατασκευή ομβροθερμικών διαγραμμάτων

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση που ακολουθεί αποσκοπεί στην εξοικείωση των φοιτητών με τις έννοιες της θερμοκρασίας και της υγρασίας και τους τρόπους μέτρησής τους στο φυσικό περιβάλλον. Παράλληλα, οι φοιτητές θα εξοικειωθούν με την κατασκευή και τον σχολιασμό ομβροθερμικών διαγραμμάτων.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Βασικές γνώσεις φυσικής σε ό,τι αφορά τη θερμοκρασία και τη συμπεριφορά των υδρατμών της ατμόσφαιρας. Σημασία των παραμέτρων αυτών για τις λειτουργίες των φυτών.

			6.2.1 Η μέτρηση της θερμοκρασίας

			Η θερμοκρασία αποτελεί το μέτρο με το οποίο προσδιορίζεται η θερμική κατάσταση (θερμότητα) ενός αντικειμένου, είναι δηλαδή ένα θερμοδυναμικό μέγεθος που σχετίζεται με τη μέση κινητική ενέργεια των μορίων του. Επομένως, θερμότητα και θερμοκρασία δεν είναι ταυτόσημες έννοιες, αφού η μεν θερμότητα αποτελεί μορφή ενέργειας, η δε θερμοκρασία το μέγεθος εκτίμησής της. Όταν ένα σώμα προσλαμβάνει θερμότητα η θερμοκρασία του αυξάνεται, ενώ όταν αποβάλλει θερμότητα, η θερμοκρασία του μειώνεται. Αν δυο συστήματα έχουν την ίδια θερμοκρασία, δεν εμφανίζουν ροή θερμότητας μεταξύ τους. Αντίθετα, αν υπάρχει διαφορά θερμοκρασίας, θερμότητα θα μεταφερθεί από το σύστημα υψηλότερης προς εκείνο της χαμηλότερης θερμοκρασίας, μέχρι να επιτευχθεί θερμική ισορροπία. Η εκτίμηση της θερμικής κατάστασης βασίζεται σε θεμελιώδη φυσικά φαινόμενα που συμβαίνουν πάντα στην ίδια θερμοκρασία. Παραδείγματα αποτελούν τα σημεία πήξεως και βρασμού του καθαρού νερού, που λαμβάνουν χώρα στους 0 και 100 οC, αντίστοιχα. Στην πράξη, η μέτρηση της θερμοκρασίας γίνεται έμμεσα, με βάση κάποια μετρήσιμη ιδιότητα του χρησιμοποιούμενου αισθητήρα που αλλάζει με τη θερμοκρασία. Χαρακτηριστικά παραδείγματα αποτελούν οι μεταβολές του όγκου ενός υγρού, του μήκους ή της ηλεκτρικής αντίστασης ενός μετάλλου ή της εκπεμπόμενης ακτινοβολίας ενός σώματος με την αυξομείωση της θερμοκρασίας.

			Η ακριβής μέτρηση της θερμοκρασίας των αντικειμένων είναι υψίστης σημασίας, επειδή από αυτήν εξαρτώνται φυσικά, χημικά και βιολογικά φαινόμενα, από το επίπεδο του μορίου έως αυτό των οικοσυστημάτων, από την ταχύτητα των χημικών και βιοχημικών αντιδράσεων, τη διάχυση των μορίων και τη διαμόρφωση των πρωτεϊνών έως τη λειτουργία του υδρολογικού κύκλου και την κίνηση του αέρα, για να αναφέρουμε ελάχιστα μόνο παραδείγματα. Από τη θερμοκρασία των φύλλων εξαρτάται, παραδείγματος χάρη, η ταχύτητα διάχυσης του CO2 από την ατμόσφαιρα προς τους χλωροπλάστες και, συνεπώς, η ταχύτητα των «σκοτεινών» αντιδράσεων, αλλά και η διάχυση των υδρατμών από τα φύλλα και συνεπώς η ταχύτητα διαπνοής. Επομένως, από τη θερμοκρασία εξαρτάται η ταχύτητα τόσο της φωτοσύνθεσης όσο και της διαπνοής και, τελικώς, η ανάπτυξη και η παραγωγικότητα του φυτού.

			Τα φυτά είναι οργανισμοί ποικιλόθερμοι, ωστόσο η θερμοκρασία των ιστών τους σπανίως είναι ίση με τη θερμοκρασία της ατμόσφαιρας που τα περιβάλλει, όπως ίσως κανείς θα περίμενε με την πρώτη ματιά. Η τελική θερμοκρασία, παραδείγματος χάρη ενός φύλλου, εξαρτάται από το ποσό της θερμότητας που απορροφά από το περιβάλλον και από τις επιστρεφόμενες προς το περιβάλλον θερμικές απώλειες. Το ενεργειακό (ή θερμικό) ισοζύγιο μπορεί να είναι θετικό, αρνητικό ή ισοσκελισμένο, σύμφωνα με τη σχέση
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			Q: η απορροφώμενη ενέργεια, προερχόμενη κυρίως από την ηλιακή ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, μικρό μέρος της οποίας χρησιμοποιείται για την παραγωγή φωτοχημικού έργου στη φωτοσύνθεση, το δε υπόλοιπο αυξάνει τη θερμοκρασία του ιστού. Η απορροφώμενη ενέργεια εξαρτάται από την ώρα της ημέρας, την εποχή, την ενδεχόμενη σκίαση του φύλλου, την κλίση του ως προς το προσπίπτον φως και την ανακλαστικότητά του. Παραδείγματος χάρη, φύλλα των οποίων η επιφάνεια καλύπτεται από στρώμα τριχών, ανακλούν σημαντικό μέρος (έως και 50%) της προσπίπτουσας ακτινοβολίας, ως εκ τούτου αποφεύγουν την υπερθέρμανση. Ενεργειακά κέρδη υπάρχουν, επίσης, από την απορρόφηση της υπέρυθρης, μεγάλου μήκους κύματος ακτινοβολίας που προέρχεται από το έδαφος.

			Q1: η απώλεια ενέργειας λόγω επανεκπομπής προς το διάστημα ακτινοβολίας μεγάλου μήκους κύματος. Σύμφωνα με το νόμο των Stefan-Boltzmann, η ενέργεια αυτή δίνεται από τον τύπο 
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			ε: η ικανότητα εκπομπής μιας επιφάνειας (= 1.0 για τέλειο μαύρο σώμα και <1 για όλες τις άλλες επιφάνειες)

			σ: η σταθερά Stefan-Boltzmann (5.67*10-8 W m-2 K-4) και 

			Τ: η απόλυτη θερμοκρασία.

			Q2: η απώλεια με μεταφορά θερμότητας προς τον περιβάλλοντα χώρο, η οποία είναι ανάλογη της διαφοράς θερμοκρασίας μεταξύ φύλλου και αέρα (Τφ − Τα) και της ταχύτητας του ανέμου (V) και αντιστρόφως ανάλογη της επιφάνειας του φύλλου (D):
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			Είναι φανερό ότι το Q2 αποτελεί απώλεια μόνον όταν Τφ > Τα. Αν η θερμοκρασία του αέρα είναι μεγαλύτερη αυτής του φύλλου, τότε η φορά της μετακινούμενης ενέργειας αντιστρέφεται και το Q2 μεταφέρεται στο αριστερό μέλος της σχέσης (1).

			Q3: η απώλεια λόγω διαπνοής. Αυτή είναι, προφανώς, ανάλογη της ταχύτητας διαπνοής. Όπως αναλύεται στην Άσκηση 1.3, κινούσα δύναμη της διαπνοής είναι η διαφορά μερικών πιέσεων των υδρατμών μεταξύ εσωτερικού του φύλλου (eφ) και περιβάλλοντος αέρα (eα). Οι εσωτερικοί ελεύθεροι χώροι του φύλλου πρακτικώς θεωρείται ότι είναι κορεσμένοι σε υδρατμούς. Επομένως, η eφ θα εξαρτάται αποκλειστικά από τη θερμοκρασία του φύλλου, ενώ η eα θα εξαρτάται από τη θερμοκρασία και τη σχετική υγρασία της ατμόσφαιρας (βλέπε 6.2.2 για τη μέτρηση της σχετικής υγρασίας). Οι θερμικές απώλειες είναι επίσης ανάλογες της λανθάνουσας θερμότητας εξάτμισης του H2O (η οποία μειώνεται αυξανομένης της θερμοκρασίας) και αντιστρόφως ανάλογες της αντίστασης διαχύσεως του φύλλου (Rtotal). Σημαντικότερη συνιστώσα του Rtotal αποτελεί η στοματική αντίσταση, που μεταβάλλεται από το ίδιο το φυτό.

			Συνοψίζοντας, οι παράγοντες που τείνουν να αυξήσουν τη θερμοκρασία του φύλλου είναι: η υψηλή ένταση ακτινοβολίας, η κάθετη προς τις προσπίπτουσες ακτίνες διευθέτηση του ελάσματος, η χαμηλή θερμοκρασία φύλλου, η άπνοια και τα κλειστά στόματα. Αντίθετα, μεγάλες απώλειες ευνοούνται όταν η θερμοκρασία του φύλλου, η ταχύτητα του ανέμου και της διαπνοής είναι έντονες, ενώ η σχετική υγρασία του αέρα είναι μικρή.

			Όργανα μέτρησης θερμοκρασίας - Τύποι θερμομέτρων

			Τα όργανα μέτρησης της θερμοκρασίας ονομάζονται θερμόμετρα και σήμερα βαθμονομούνται με βάση τρεις κυρίως κλίμακες:

			•Την εκατονταβάθμια κλίμακα Κελσίου (Celsius, oC), το 0 της οποίας (0 oC) αντιστοιχεί στο σημείο πήξεως και το 100 (100 oC) στο σημείο βρασμού του καθαρού νερού, υπό κανονικές συνθήκες πίεσης.

			•Την κλίμακα Φαρενάιτ (Farenheit, οF), όπου τα αντίστοιχα σημεία είναι στους 32 οF και 212 οF. Η κλίμακα Φαρενάιτ περιλαμβάνει 180 βαθμούς επομένως oC = (oF  − 32) ∙ 100/180 και  oF = 1,8 οC + 32.

			•Την κλίμακα Κέλβιν (Kelvin, K) για τη μέτρηση της απόλυτης θερμοκρασίας, η οποία συμβολίζεται με το γράμμα Τ. Το 0 της κλίμακας Κέλβιν (0 Κ) αντιστοιχεί στο απόλυτο μηδέν, το οποίο ορίζεται ως η χαμηλότερη δυνατή θερμοκρασία που μπορεί θεωρητικά να επιτευχθεί στο σύμπαν. Το σημείο πήξεως του καθαρού νερού αντιστοιχεί στους 273,15 Κ και το σημείο βρασμού στους 373,15 Κ. Θα πρέπει να σημειωθεί ότι η κλίμακα Κέλβιν δεν έχει αρνητικές τιμές και δεν χρησιμοποιεί βαθμούς. Με την κλίμακα Κελσίου τη συνδέει η σχέση : ΤΚ = TC + 273,15 ή oC = K − 273,15. 

			Για την ακριβή μέτρηση της θερμοκρασίας θα πρέπει να πληρούνται οι εξής γενικές προϋποθέσεις:

			•να υπάρχει άριστη και πλήρης επαφή μεταξύ των ευαίσθητων μερών του θερμομέτρου και του προς μέτρηση αντικειμένου, ώστε να γίνεται απρόσκοπτα η μεταφορά θερμότητας. Αυτό εξασφαλίζει την ταχεία ανταπόκριση του οργάνου, ιδιαίτερα χρήσιμη όταν εξετάζονται ταχείες μεταβολές θερμοκρασίας.

			•η επαφή μεταξύ αντικειμένου και θερμομέτρου να επηρεάζει τη θερμοκρασία του θερμομέτρου, και όχι το αντίστροφο. Αυτό επιτυγχάνεται όταν η θερμοχωρητικότητα του θερμομέτρου είναι πολύ μικρότερη από αυτήν του αντικειμένου. Με πιο απλά λόγια, είναι αδύνατο να εκτιμηθεί η θερμοκρασία μιας σταγόνας νερού με ένα κοινό υδραργυρικό θερμόμετρο, δεδομένου ότι, μετά την επαφή, η σταγόνα θα πάρει τη θερμοκρασία του θερμομέτρου.

			•ο χειριστής του θερμομέτρου να μην επηρεάζει τη θερμοκρασία του αντικειμένου.

			•τα αισθητήρια της θερμοκρασίας να μην επηρεάζονται άμεσα από την ενέργεια ακτινοβολίας, παραδείγματος χάρη ηλιακό φως ή υπέρυθρη ακτινοβολία από το έδαφος.

			Θερμόμετρα υγρών σε γυαλί

			Ο συνηθέστερος και οικονομικότερος τρόπος μέτρησης της θερμοκρασίας βασίζεται στην ιδιότητα των υγρών να διαστέλλονται όταν θερμαίνονται. Τα θερμόμετρα υγρού χρησιμοποιούν κυρίως υδράργυρο ή αιθυλική αλκοόλη στην οποία έχει προστεθεί χρωστική μέσα σε γυάλινο σωλήνα (Σχήμα 6.2.1). Η αρχή λειτουργίας τους συνίσταται στο ότι ο όγκος του περιεχόμενου υγρού μεταβάλλεται πολύ περισσότερο από τον όγκο του περιβάλλοντος γυαλιού. Η ανίχνευση της θερμότητας γίνεται από τη σφαίρα του θερμομέτρου που περιλαμβάνει ποσότητα του υγρού μέτρησης. Ο μεγάλος όγκος της σφαίρας αποτελεί το κύριο μειονέκτημα αυτών των οργάνων. Η ακριβής μέτρηση με τα θερμόμετρα αυτά προϋποθέτει καλή επαφή μεταξύ σφαίρας και αντικειμένου, ώστε να γίνεται απρόσκοπτα η μεταφορά θερμότητας. Τα θερμόμετρα αυτά χαρακτηρίζονται από:

			•ικανοποιητική ακρίβεια και επαναληψιμότητα,

			•αδυναμία συνεχούς καταγραφής,

			•μεγάλο χρόνο απόκρισης και 

			•αδυναμία μέτρησης της θερμοκρασίας μικρών επιφανειών.
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			Σχήμα 6.2.1 Σχηματική απεικόνιση (Α) και εικόνα υδραργυρικού θερμομέτρου (Β).

			Διμεταλλικά θερμόμετρα

			Τα διμεταλλικά θερμόμετρα χρησιμοποιούν ένα διπλό έλασμα, αποτελούμενο από δύο μεταλλικούς αγωγούς από υλικά με διαφορετικό συντελεστή διαστολής και ίδιου μήκους, ενωμένους σταθερά μεταξύ τους. Το ένα άκρο του διμεταλλικού ελάσματος κρατείται σταθερό και, με την αύξηση της θερμοκρασίας, τα δυο τμήματα διαστέλλονται ανομοιόμορφα, με αποτέλεσμα το έλασμα να κάμπτεται προς την πλευρά του υλικού με τον μικρότερο συντελεστή διαστολής. Η μετατόπιση (κάμψη) εξαρτάται από τη μεταβολή της θερμοκρασίας. Στα διμεταλλικά θερμόμετρα το έλασμα είναι, συνήθως, σπειροειδές (ελατήριο), στη μία άκρη του οποίου έχει στερεωθεί ένας δείκτης που κινείται σε κατάλληλα βαθμολογημένη κλίμακα (Σχήμα 6.2.2). Επίσης, με τη βοήθεια μοχλών, η κίνηση μπορεί να μεταφερθεί σε μια γραφίδα, που καταγράφει τις μεταβολές σε βαθμονομημένο χαρτί τυλιγμένο σε τύμπανο εφοδιασμένο με ωρολογιακό μηχανισμό. Το όλο σύστημα ονομάζεται θερμογράφος. Βασικά πλεονεκτήματα των θερμογράφων αποτελούν η αυτόματη καταγραφή των θερμοκρασιών και το μικρό τους κόστος, ενώ στα μειονεκτήματα συμπεριλαμβάνονται ο μεγάλος χρόνος απόκρισης και η μικρή ακρίβεια. Η ακριβής μέτρηση προϋποθέτει, επίσης, την επαφή του προς εξέταση αντικειμένου με όλο το μήκος του ελάσματος. Συνεπώς, θεωρούνται ακατάλληλα για μέτρηση μικρών επιφανειών, χρησιμοποιούνται, όμως, ευρέως για καταγραφή της θερμοκρασίας του αέρα σε θερμοκήπια, μετεωρολογικούς σταθμούς και, γενικώς, σε συνθήκες ελαχιστοποίησης των μειονεκτημάτων τους.
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			Σχήμα 6.2.2 Σχηματική απεικόνιση ευθύγραμμου (Α) και σπειροειδούς διμεταλλικού ελάσματος (Β).

			Θερμόμετρα ηλεκτρικής αντίστασης

			Η λειτουργία τους στηρίζεται στη μεταβολή της ηλεκτρικής αντίστασης R ενός υλικού όταν μεταβάλλεται η θερμοκρασία του. Αποτελούνται είτε από έναν μεταλλικό αγωγό (πλατίνα, νικέλιο ή χαλκό) είτε από έναν ημιαγωγό, οπότε ονομάζονται θερμο-ημιαγωγοί ή thermistors (Εικόνα 6.2.1). Στα πραγματικά μέταλλα, η αύξηση της θερμοκρασίας επιφέρει αύξηση της ηλεκτρικής τους αντίστασης, η οποία σε ένα περιορισμένο εύρος είναι γραμμική. Αντίθετα, στους ημιαγωγούς η αντίσταση ελαττώνεται, συνήθως, με την αύξηση της θερμοκρασίας, και, μάλιστα, με εκθετικό τρόπο. Στα μεταλλικά θερμόμετρα ηλεκτρικής αντίστασης χρησιμοποιείται συνήθως πλατίνα (λευκόχρυσος), γιατί παρουσιάζει υψηλή ακρίβεια και σταθερότητα βαθμονόμησης και υψηλό βαθμό καθαρότητας. Σε σχέση με τα μέταλλα, οι ημιαγωγοί παρουσιάζουν το πλεονέκτημα της πολύ υψηλότερης ευαισθησίας (10 - 20 φορές μεγαλύτερη μεταβολή της αντίστασης) για την ίδια μεταβολή θερμοκρασίας.
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			Εικόνα 6.2.1 Thermistors

			Σε σχέση με τις προηγούμενες κατηγορίες, τα ηλεκτρικά θερμόμετρα έχουν το πλεονέκτημα ότι το ευαίσθητο στοιχείο μπορεί να είναι μακριά από το σημείο ανάγνωσης της θερμοκρασίας. Επίσης, υπάρχει η δυνατότητα αυτόματης καταγραφής, ενώ τα thermistors διαθέτουν μικρό μέγεθος και μπορούν να χρησιμοποιηθούν για μετρήσεις μικρών επιφανειών. Ωστόσο το υψηλό τους κόστος περιορίζει τη χρήση τους.

			Θερμοζεύγη

			Το θερμοστοιχείο ή θερμοζεύγος είναι ένα κύκλωμα δύο ανόμοιων μεταλλικών αγωγών ή κραμάτων, συνδεδεμένων σε ένα άκρο τους. Η χρήση των θερμοζευγών για τη μέτρηση της θερμοκρασίας στηρίζεται στο θερμοηλεκτρικό φαινόμενο ή φαινόμενο Seebeck. Σύμφωνα με το θερμοηλεκτρικό φαινόμενο, αν ένας αγωγός έχει διαφορετική θερμοκρασία στα δύο άκρα του, τότε αναπτύσσεται σε αυτά μια διαφορά ηλεκτρικού δυναμικού. Ο Seebeck (1821) παρατήρησε πως όταν δύο ανόμοιοι μεταλλικοί αγωγοί ενωθούν στα ελεύθερα άκρα τους Α1 και Α2, τα οποία βρίσκονται σε διαφορετικές θερμοκρασίες, θα υπάρξει ροή ηλεκτρικού ρεύματος (Σχήμα 6.2.3).

			Η φορά του ηλεκτρικού ρεύματος και η έντασή του εξαρτώνται από την απόλυτη διαφορά θερμοκρασιών μεταξύ Α1 και Α2 (T1 − T2). Στην πράξη, η διαφορά δυναμικού V μεταξύ Α1 και Α2 δίδεται από τον τύπο
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			S = συντελεστής Seebeck, που εξαρτάται από τη φύση των μετάλλων και τη θερμοκρασία, και κυμαίνεται μεταξύ 40 - 60 μV.οC-1 (για τα συνήθως χρησιμοποιούμενα ζεύγη σε φυσιολογικές θερμοκρασίες).
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			Σχήμα 6.2.3 Διάγραμμα λειτουργίας θερμοζεύγους.

			Είναι προφανές ότι τα θερμοζεύγη μπορούν να μας δώσουν κατευθείαν το ΔΤ μεταξύ των σημείων Α1 και Α2, η μέτρηση, όμως, της απόλυτης θερμοκρασίας στο Α1 (επαφή μέτρησης) απαιτεί τη γνώση της απόλυτης θερμοκρασίας στο Α2 (επαφή αναφοράς). Ένας τρόπος εξασφάλισης ότι η επαφή αναφοράς (Α2) διατηρείται σε σταθερή και γνωστή θερμοκρασία (συνήθως 0 °C) είναι η εμβάπτισή της σε δοχείο Dewar, που περιέχει μείγμα πάγου και νερού. Στα σύγχρονα θερμοζεύγη, η θερμοκρασία της επαφής αναφοράς ρυθμίζεται με ηλεκτρονικό τρόπο στο εσωτερικό του οργάνου. Τα θερμοζεύγη (Εικόνα 6.2.2) έχουν τα εξής σημαντικά πλεονεκτήματα:

			•μικρό κόστος,

			•δυνατότητα συνεχούς καταγραφής των θερμοκρασιών,

			•πολύ μικρό μέγεθος και σύντομο χρόνο απόκρισης.

			Αποτελούν μέθοδο επιλογής για σημειακές μετρήσεις θερμοκρασιών και είναι ιδιαίτερα χρήσιμα για τη μέτρηση της θερμοκρασίας των φύλλων. Είναι αυτονόητο ότι, κατά τη μέτρηση, τόσο το ευαίσθητο άκρο όσο και τα σύρματα δεν πρέπει να δέχονται άμεση ακτινοβολία (π.χ. από τον ήλιο ή την υπέρυθρη από το έδαφος) που μπορεί να πάρει μεγάλες τιμές. Αυτό επιτυγχάνεται αν καλύψουμε τα σύρματα (εκτός του άκρου) με πλαστικό σωλήνα μικρής θερμικής αγωγιμότητας και τοποθετήσουμε το ευαίσθητο άκρο στη σκιασμένη (κάτω) πλευρά του φύλλου.
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			Εικόνα 6.2.2 Διάφοροι τύποι θερμοζευγών (Α, Β), συστοιχία θερμοζευγών (θερμοστοιχεία, Γ)

			Θερμόμετρα υπερύθρου

			Ο ιδεώδης τρόπος μέτρησης της θερμοκρασίας μιας επιφάνειας είναι αυτός που δεν απαιτεί οποιαδήποτε επαφή με αυτήν. Θεωρητικά, στηρίζεται στην ιδιότητα των σωμάτων να εκπέμπουν ακτινοβολία στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος. Η εκπεμπόμενη ενέργεια Q είναι ανάλογη προς την τέταρτη δύναμη της θερμοκρασίας του σώματος (Τ4) και δίδεται από τον νόμο των Stefan-Boltzmann (βλέπε Σχέση 2).
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			Εικόνα 6.2.3 Αισθητήριο υπερύθρου.

			Απαραίτητη προϋπόθεση για τη μέτρηση της θερμοκρασίας με θερμόμετρα (πυρόμετρα) υπερύθρου είναι η ακριβής εστίαση στη μετρούμενη επιφάνεια. Αυτό επιτυγχάνεται με τη χρήση κατάλληλων φακών ή ακτίνων λέιζερ. Επιπλέον, για τη μετατροπή της ακτινοβολίας (Q) σε θερμοκρασία, απαιτείται η γνώση του συντελεστή εκπομπής (ε) της μετρούμενης επιφάνειας. Για τα φύλλα, ο συντελεστής ε κυμαίνεται μεταξύ 0.96 - 0.98, αλλά η εστίαση δεν πρέπει να περιλαμβάνει και άλλα αντικείμενα, των οποίων το ε μπορεί να είναι πολύ μικρότερο. Τα μειονεκτήματα των θερμομέτρων υπερύθρου είναι η μικρή ακρίβεια (0.5 οC), το μεγάλο κόστος, η προϋπόθεση για ακριβή γνώση του ε και η μειωμένη δυνατότητα αυτοματοποιημένων μετρήσεων, τουλάχιστον στις φθηνότερες εκδόσεις. Το βασικό πλεονέκτημα είναι η δυνατότητα μέτρησης από απόσταση ενός μεγάλου εύρους θερμοκρασιών (από πολύ υψηλές έως -15οC). 

			6.2.2 Η μέτρηση της υγρασίας

			Η ατμόσφαιρα περιέχει πάντοτε υδρατμούς, η συγκέντρωση των οποίων επηρεάζει πολυάριθμες φυσικές, χημικές και βιολογικές διεργασίες. Ειδικότερα στα φυτά, η διαφορά μερικών πιέσεων των υδρατμών μεταξύ των εσωτερικών χώρων του φύλλου και της εξωτερικής ατμόσφαιρας, αποτελεί την κινητήρια δύναμη για το φαινόμενο της διαπνοής (βλ. Άσκηση 1.3), σύμφωνα με τη σχέση: 
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			Τ: η ταχύτητα διαπνοής,

			eφ: η μερική πίεση των υδρατμών στους εσωτερικούς (μεσοκυττάριους) χώρους του φύλλου, 

			eα: η μερική πίεση των υδρατμών στην ατμόσφαιρα,

			Rtotal: συνολική αντίσταση που παρουσιάζει το φύλλο στη διάχυση των υδρατμών από το εσωτερικό προς την ελεύθερη ατμόσφαιρα.

			Κατά συνέπεια, για δεδομένο R (πρακτικά για δεδομένο άνοιγμα στομάτων), όσο ξηρότερη είναι η ατμόσφαιρα τόσο μεγαλύτερες θα είναι οι απώλειες νερού από το φυτό. Επιπλέον, σε ορισμένα τουλάχιστον φυτά, τα στόματα αντιδρούν άμεσα σε μεταβολές της ατμοσφαιρικής υγρασίας, ανεξάρτητα από την υδατική κατάσταση του φυτού. Είναι δυνατόν, παραδείγματος χάρη, το δυναμικό νερού των φύλλων να είναι υψηλό, αλλά τα στόματα να κλείσουν εάν η ατμόσφαιρα είναι ιδιαίτερα ξηρή. Επομένως, η μέτρηση της συγκέντρωσης (μερικής πίεσης) των υδρατμών της ατμόσφαιρας αποτελεί επιβαλλόμενη ρουτίνα σε μετεωρολογικούς σταθμούς και σε ειδικές θέσεις αγρονομικού και οικολογικού ενδιαφέροντος. Προϋπόθεση για την ακριβή μέτρηση αλλά, κυρίως, για την αξιολόγηση των μετρήσεων της υγρασίας αποτελεί η εξοικείωση με ορισμένες έννοιες που αφορούν τις ιδιότητες των υδρατμών και οι οποίες αναλύονται στη συνέχεια.

			Ως απόλυτη υγρασία ορίζεται το ποσό των υδρατμών που περιέχεται σε ένα συγκεκριμένο όγκο αέρα. Όπως όλα τα αέρια, έτσι και οι υδρατμοί εξασκούν ορισμένη πίεση, που αποτελεί μέρος της συνολικής βαρομετρικής πίεσης. Σε συγκεκριμένη θερμοκρασία, η μερική πίεση των υδρατμών (δηλαδή η απόλυτη υγρασία) είναι δυνατό να αυξηθεί με την προσθήκη υδρατμών μέχρις ότου φθάσουμε στο όριο της κορεσμένης πίεσης των υδρατμών. Η προσθήκη υδρατμών σε αυτή την κατάσταση έχει ως αποτέλεσμα τη συμπύκνωσή τους και, ανάλογα με τη θερμοκρασία του αέρα, τη δημιουργία βροχής, χιονιού, δρόσου ή πάχνης.

			Σχετική Υγρασία (Σ.Υ.) ονομάζεται ο λόγος της υπάρχουσας (απόλυτης) υγρασίας προς αυτήν που θα υπήρχε στον ίδιο όγκο αέρα και στην ίδια θερμοκρασία, αν η ατμόσφαιρα ήταν κορεσμένη σε υδρατμούς. Είναι, με άλλα λόγια, ο λόγος της πραγματικής προς την κορεσμένη πίεση των υδρατμών σε συγκεκριμένη θερμοκρασία. Είναι φανερό ότι, ενώ η απόλυτη υγρασία εκφράζεται σε μονάδες συγκέντρωσης ή πίεσης, η Σ.Υ. είναι καθαρός αριθμός και εκφράζεται, συνήθως, ως ποσοστό επί τοις %.

			Η αναφορά στη θερμοκρασία είναι ιδιαίτερα σημαντική, δεδομένου ότι η κορεσμένη πίεση των υδρατμών (δηλαδή η εν δυνάμει μέγιστη περιεκτικότητα της ατμόσφαιρας σε υδρατμούς) αυξάνει με τη θερμοκρασία (Σχήμα 6.2.4). Κατά συνέπεια ο θερμότερος αέρας μπορεί να συγκρατήσει μεγαλύτερο ποσό υδρατμών. Επομένως, αν η θερμοκρασία μιας αέριας μάζας στην οποία ούτε προστίθενται ούτε αφαιρούνται υδρατμοί αυξηθεί, η Σ.Υ. θα μειωθεί, δεδομένου ότι η υπάρχουσα μερική πίεση των υδρατμών παραμένει σταθερή, ενώ η κορεσμένη αυξάνει. Αντίθετα, αν η ίδια μάζα ψυχθεί, η κορεσμένη πίεση των υδρατμών θα μειωθεί και, επομένως, η Σ.Υ. θα αυξηθεί. Η θερμοκρασία στην οποία η Σ.Υ. θα γίνει 100% (δηλαδή, η πίεση των υδρατμών θα εξισωθεί με την κορεσμένη) ονομάζεται σημείο δρόσου και αποτελεί τη θερμοκρασία στην οποία θα αρχίσει η συμπύκνωση των υδρατμών. Η εξοικείωση με τις παραπάνω έννοιες είναι σημαντική για την κατανόηση των μετεωρολογικών φαινομένων που έχουν σχέση με το νερό της ατμόσφαιρας (π.χ. σχηματισμός νεφών, βροχής, χιονιού), των διεργασιών που σχετίζονται με τις λειτουργίες των φυτών (π.χ. διαπνοή, εναπόθεση δρόσου στα φύλλα) αλλά και τους τρόπους μέτρησης της υγρασίας.
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			Σχήμα 6.2.4 Η εξάρτηση της κορεσμένης πίεσης των υδρατμών από τη θερμοκρασία. Το σημείο Β αντιπροσωπεύει ατμόσφαιρα με σχετική υγρασία 50% και θ = 20οC. Η σχετική υγρασία ισούται με ΑΒ/ΑΓ. Η ευθεία ΒΔ δίδει το σημείο δρόσου. γ: ψυχρομετρική σταθερά.

			Αναλύοντας, λοιπόν, την εξάρτηση της κορεσμένης πίεσης των υδρατμών από τη θερμοκρασία του Σχήματος 6.2.4, ας υποθέσουμε ότι η θερμοκρασία του προς μέτρηση αέρα είναι 20 οC. Η πίεση των υδρατμών μπορεί να λάβει οποιαδήποτε τιμή μεταξύ 0 mbar (εντελώς ξηρός αέρας) και 22.5 mbar (αέρας κορεσμένος σε υδρατμούς), με ενδιάμεσες τιμές επί της ευθείας ΑΓ. Έστω ότι η υπάρχουσα πίεση των υδρατμών είναι στο Β, οπότε η Σ.Υ. του αέρα θα είναι προφανώς ΑΒ/ΑΓ. Αν ο αέρας ψυχθεί, η απόλυτη υγρασία ΑΒ δεν θα μεταβληθεί, η σχετική, όμως, θα αυξάνεται έως ότου γίνει 100% στο σημείο Δ. Το σημείο δρόσου, επομένως, βρίσκεται στους 10 οC και, αφού προσδιοριστεί, η Σ.Υ. του αέρα θα ισούται με τον λόγο της κορεσμένης πίεσης των υδρατμών στους 10 οC προς την αντίστοιχη κορεσμένη στη θερμοκρασία των 20 οC. Η κορεσμένη πίεση των υδρατμών για κάθε θερμοκρασία βρίσκεται από πίνακες.

			Υποθέτουμε, στη συνέχεια, ότι στον ίδιο χώρο (με θ = 20 οC και Σ.Υ. = ΑΒ/ΑΓ) τοποθετείται ζεύγος θερμομέτρων, το ένα εκ των οποίων καταγράφει τη θερμοκρασία του υπερκείμενου αέρα («ξηρό» θερμόμετρο), ενώ το άλλο είναι καλυμμένο με βρεγμένο ύφασμα στο ευαίσθητο άκρο του («υγρό» θερμόμετρο). Λόγω της εξάτμισης του νερού, η θερμοκρασία του υγρού θερμομέτρου θα τείνει να μειωθεί και η ταπείνωσή της θα είναι τόσο μεγαλύτερη όσο μικρότερη είναι η Σ.Υ. του αέρα. Έστω ότι, μετά την αποκατάσταση της ισορροπίας, η Δθ μεταξύ ξηρού και υγρού θερμομέτρου είναι 5 oC, δηλαδή η θ του υγρού είναι 15 οC. Φέρουμε τις ευθείες ΕΖΗ και ΗΒΘ. H μέτρηση του Δθ μπορεί να μας οδηγήσει στη σχετική υγρασία ως εξής: η πίεση των υδρατμών ΑΒ θα ισούται με ΗΕ − ΗΖ, όπου ΗΕ = κορεσμένη πίεση των υδρατμών στη θερμοκρασία του υγρού θερμομέτρου και ΗΖ = γ * ΖΒ. Η κλίση της γωνίας γ είναι σταθερή για κάθε ζεύγος υγρού - ξηρού θερμομέτρου, σχεδόν ανεξάρτητη της θερμοκρασίας (μεταβάλλεται κατά 1% για Δθ 10 οC) και ονομάζεται ψυχρομετρική σταθερά. Επειδή το ΖΒ μετρήθηκε (5 οC) και το γ είναι γνωστό εκ κατασκευής, υπολογίζεται η απόλυτη πίεση των υδρατμών ΑΒ. Συγχρόνως, επειδή και η κορεσμένη πίεση των υδρατμών σε θ = 20 οC είναι γνωστή (από πίνακες), καταλήγουμε εύκολα στη σχετική υγρασία.

			Όργανα μέτρησης της υγρασίας - Τύποι υγρομέτρων

			Με βάση το σημείο δρόσου

			Στηρίζονται στη βαθμιαία ταπείνωση της θερμοκρασίας ενός μικρού μεταλλικού καθρέπτη, η επιφάνεια του οποίου ελέγχεται για τη δημιουργία δρόσου. Συνήθως, ο καθρέπτης φωτίζεται και ένας φωτο-ανιχνευτής ελέγχει την ανακλαστικότητα του καθρέπτη. Όταν η θ του καθρέπτη φθάσει στο σημείο δρόσου του υπερκείμενου αέρα, ο ανιχνευτής αντιλαμβάνεται τη μεταβολή της ανακλαστικότητας, που οφείλεται στη συμπύκνωση των υδρατμών, ενώ, συγχρόνως, τίθεται σε λειτουργία σύστημα διατήρησης του καθρέπτη στο σημείο δρόσου (εναλλάξ ψύξη και θέρμανση). Η θερμοκρασία του καθρέπτη μετράται με ευαίσθητο θερμοζεύγος και, με βάση την ανάλυση που προηγήθηκε, καταλήγουμε στον υπολογισμό της σχετικής υγρασίας.

			Τα υγρόμετρα σημείου δρόσου είναι ιδιαίτερα ακριβή, διαθέτουν ικανοποιητικό χρόνο απόκρισης και μπορούν να γίνουν φορητά. Τα κύρια μειονεκτήματά τους είναι το υψηλό κόστος και η ανάγκη για συχνό καθαρισμό του καθρέπτη.

			Ψυχρόμετρα υγρού - ξηρού θερμομέτρου

			Η αρχή λειτουργίας έχει ήδη περιγραφεί. Στις φθηνότερες εκδόσεις, αποτελούνται από δύο υδραργυρικά θερμόμετρα (Εικόνα 6.2.4), το ένα από τα οποία περιβάλλεται από λεπτό (συνήθως μεταξωτό) ύφασμα και βρίσκεται σε συνεχή επαφή με δοχείο το οποίο περιέχει απεσταγμένο νερό. Σε πιο βελτιωμένες εκδόσεις, ένας ανεμιστήρας εξασφαλίζει την κυκλοφορία του αέρα γύρω από τα θερμόμετρα.

			Τα ψυχρόμετρα είναι απλούστατα στη χρήση και φθηνά. Συνοδεύονται από πίνακες για τον απλούστερο προσδιορισμό της Σ.Υ. με βάση τις θερμοκρασίες του υγρού και ξηρού θερμομέτρου, καθώς και από την τιμή της ψυχρομετρικής σταθεράς γ. Στην περίπτωση των κλιματιζόμενων ψυχρομέτρων το γ ισούται με 0.66 hPa oC-1 (για θ = 20 οC και ταχύτητα ανέμου >3 m s-1). Η ευαισθησία τους εξαρτάται από την ευαισθησία των χρησιμοποιούμενων αντίστοιχα θερμομέτρων. Η ακρίβειά τους, όμως, ελαττώνεται με τη μείωση της Σ.Υ., και για τιμές <20% δεν προτείνεται η χρήση τους. Επιπλέον, δεν μπορούν να χρησιμοποιηθούν σε μικρούς και κλειστούς χώρους, δεδομένου ότι το εξατμιζόμενο νερό από το υγρό αισθητήριο θα επηρεάσει τη Σ.Υ. του περιβάλλοντος.
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			Εικόνα 6.2.4 Ψυχρόμετρο υγρού - ξηρού θερμομέτρου (Α) και θερμοϋγρογράφος (Β)

			Μηχανικά Υγρόμετρα

			Στηρίζονται στην ιδιότητα που παρουσιάζουν οι ανθρώπινες και οι ζωικές τρίχες να επιμηκύνονται όταν αυξάνει η Σ.Υ. Συνήθως, αύξηση της Σ.Υ. από 0 - 100% επιφέρει επιμήκυνση κατά 2.0 - 2.5%. Το ένα άκρο μιας συστοιχίας τριχών είναι σταθερό, ενώ το άλλο μπορεί, με κατάλληλους μοχλούς, να καταλήγει σε γραφίδα πάνω σε βαθμολογημένο χαρτί τυλιγμένο σε τύμπανο με ωρολογιακό μηχανισμό. Μπορούν, επομένως, να γίνουν αυτογραφικά και, συνήθως, συνδυάζονται με διμεταλλικά θερμόμετρα, σε όργανα που ονομάζονται θερμοϋγρογράφοι (Εικόνα 6.2.4). Έχουν μεγάλο χρόνο απόκρισης και σχετικά μικρή ακρίβεια. Το χαμηλό, όμως, κόστος τα έχει κάνει αρκετά δημοφιλή σε μετεωρολογικούς σταθμούς, θερμοκήπια και, γενικώς, όπου τα μειονεκτήματά τους δεν αποτελούν σοβαρό εμπόδιο. Επειδή η ακρίβειά τους μειώνεται με την πάροδο του χρόνου, ιδιαίτερα αν παραμείνουν επί μακρόν σε χαμηλή Σ.Υ., χρειάζονται συχνή ενεργοποίηση. Αυτή επιτυγχάνεται με εγκλεισμό τους για μία ώρα σε θάλαμο με Σ.Υ. 94 - 98% και διόρθωση της αναγραφόμενης τιμής.

			Ηλεκτρικά Υγρόμετρα

			Στηρίζονται στην ιδιότητα συρμάτων LiCl να μεταβάλλουν την ηλεκτρική τους αντίσταση ανάλογα με την υγρασία του αέρα. Τα ηλεκτρικά υγρόμετρα έχουν μικρό κόστος, ενδιάμεση ακρίβεια και μεγάλο χρόνο απόκρισης. Χρειάζονται συχνό καθαρισμό και επαναρυθμίσεις, επειδή η εναπόθεση σκόνης ή άλλων υγροσκοπικών υλικών στον αισθητήρα μεταβάλλει την ηλεκτρική του αντίσταση. Βελτίωση των χαρακτηριστικών των ηλεκτρικών υγρομέτρων επιτυγχάνεται με τη χρήση πολυμερών, στα οποία μεταβάλλεται ταχέως η ηλεκτρική χωρητικότητα ανάλογα με την Σ.Υ. Στα πλεονεκτήματά τους καταγράφονται ο πολύ μικρός χρόνος απόκρισης, το μικροσκοπικό μέγεθος, το μέτριο κόστος και η ικανοποιητική ακρίβεια, ακόμα και σε ιδιαίτερα χαμηλές τιμές Σ.Υ. Θεωρούνται κατάλληλα όταν απαιτείται η παρακολούθηση ταχύτατων μεταβολών στη σχετική υγρασία και ιδιαίτερα σε μικροπεριβάλλοντα.

			Φασματοσκοπικά υγρόμετρα υπερύθρου

			Βασίζονται στη μέτρηση της συγκέντρωσης ετερο-ατομικών αερίων (υδρατμοί, CO2), που απορροφούν στην υπέρυθρη περιοχή του φάσματος. Οι υδρατμοί απορροφούν από τα 1000 - 3000 nm, με ισχυρές γραμμές απορρόφησης στα 2663 και 2734 nm. Τα υγρόμετρα υπερύθρου χρησιμοποιούν συγκριτικά δύο μήκη κύματος, ένα στην περιοχή απορρόφησης του νερού (~2600 nm) και ένα στην περιοχή μη απορρόφησης. Είναι εξειδικευμένες συσκευές πολύ υψηλού κόστους και γι’ αυτό χρησιμοποιούνται σε ειδικές εφαρμογές. Παρουσιάζουν πολύ μικρό χρόνο απόκρισης, πολύ μεγάλη ακρίβεια, είναι ιδανικά για εκτίμηση διαφορών στη συγκέντρωση υδρατμών και για την εκτίμηση της κάθετης κλιμάκωσης της υγρασίας μέσα και πάνω από φυτικές συστάδες. 

			6.2.3 Πειραματικό μέρος

			Το πειραματικό πρωτόκολλο περιλαμβάνει δύο σκέλη: στο πρώτο θα πραγματοποιηθούν μετρήσεις θερμοκρασίας και σχετικής υγρασίας σε συνθήκες πεδίου και στο δεύτερο οι φοιτητές θα εξασκηθούν στην κατασκευή ομβροθερμικών διαγραμμάτων.

			Ομβροθερμικό διάγραμμα είναι η γραφική απεικόνιση του ύψους βροχόπτωσης (σε mm) και της θερμοκρασίας (σε οC) συναρτήσει του χρόνου. Η χρονική κλίμακα (στον άξονα των χ) δίνεται συνήθως σε μηνιαία ή ετήσια βάση, ενώ η θερμοκρασία και η βροχόπτωση δίνονται ως μέση τιμή, μέση ελάχιστη και μέση μέγιστη. Τα ομβροθερμικά διαγράμματα αποτελούν χρήσιμα εργαλεία για τον χαρακτηρισμό του κλίματος μιας περιοχής, με την προϋπόθεση ότι προκύπτουν από κλιματικά στοιχεία τουλάχιστον 5 - 10 ετών.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φορητό όργανο μέτρησης θερμοκρασίας και υγρασίας,

			•θερμόμετρο με θερμοζεύγος,

			•φυτά στο φυσικό περιβάλλον ή/και

			•φυτά σε γλάστρες.

			Πειραματική διαδικασία

			Οι μετρήσεις του 1ου σκέλους διεξάγονται στο φυσικό περιβάλλον και απαιτείται τουλάχιστον ένα φορητό όργανο μέτρησης θερμοκρασίας/υγρασίας και ένα θερμόμετρο με θερμοζεύγος για τη λήψη σημειακών μετρήσεων στα φύλλα. Επειδή, κατά τεκμήριο, στις μελέτες φυσιολογίας/οικολογίας φυτών η μέτρηση θερμοκρασίας/υγρασίας συνοδεύεται και από μέτρηση της έντασης της ηλιακής ακτινοβολίας, η πειραματική διαδικασία καλό είναι να συνδυαστεί με εκείνη της Άσκησης 6.1. Έτσι, ανάλογα με το υλικό που είναι διαθέσιμο (φυτά στο φυσικό περιβάλλον ή/και φυτά σε γλάστρες), οι μετρήσεις θα πραγματοποιηθούν συγκριτικά σε:

			•φύλλα από φυτά που αναπτύσσονται σε περιβάλλον σκιάς (σκιόφιλα) και σε περιβάλλον άπλετου φωτισμού (ηλιόφιλα).

			•φύλλα του ίδιου ατόμου από το εσωτερικό της κόμης (φύλλα σκιάς) και από το εξωτερικό της κόμης (φύλλα φωτός).

			•φύλλα από φυτά που αναπτύσσονται με επάρκεια ή έλλειψη νερού.

			Θα επιλεγούν 2-3 φυτικά είδη, 2-3 άτομα/είδος, 3-5 φύλλα/άτομο και συνθήκη, και θα μετρηθούν 

			•θερμοκρασία και σχετική υγρασία του αέρα,

			•θερμοκρασία και σχετική υγρασία του αέρα στο εσωτερικό και στο εξωτερικό της κόμης,

			•θερμοκρασία άνω επιφάνειας φύλλου,

			•θερμοκρασία κάτω επιφάνειας φύλλου.

			Στο 2ο σκέλος της άσκησης, για την κατασκευή των ομβροθερμικών διαγραμμάτων θα χρησιμοποιηθούν δεδομένα βροχόπτωσης και θερμοκρασίας (μέγιστη, ελάχιστη και μέση) σε μηνιαία και ετήσια βάση. Εάν υπάρχει πρόσβαση σε γειτονικό μετεωρολογικό σταθμό, τα δεδομένα μπορούν να ανακτηθούν απευθείας. Εναλλακτικά (ή συμπληρωματικά για την εξοικείωση των φοιτητών στην αναζήτηση δεδομένων), τα μετεωρολογικά στοιχεία μπορούν να αναζητηθούν από ιστότοπους με ιστοσελίδες μετεωρολογικών σταθμών (π.χ. http://www.metar.gr). Ενδεικτικά, μπορούν να επιλεγούν δύο περιοχές με διαφορετικό κλίμα (π.χ. Βόρεια/ Νότια Ελλάδα, ορεινή/ παραθαλάσσια) ή η ίδια περιοχή για διαφορετικά έτη Παράδειγμα ομβροθερμικού διαγράμματος δίνεται στο Σχήμα 6.2.5.
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			Σχήμα 6.2.5 Ενδεικτικό ομβροθερμικό διάγραμμα της περιοχής Διδυμοτείχου, όπου δίνονται η μέση, η μέγιστη και η ελάχιστη μηνιαία θερμοκρασία και η μέση μηνιαία βροχόπτωση για το έτος 2012.

			6.2.4 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα τα αποτελέσματα των μετρήσεών σας (1ο σκέλος).

			•Υπολογίστε για κάθε παράμετρο τη μέση τιμή ± τυπική απόκλιση ανά είδος και κατηγορία φύλλων.

			•Σχολιάστε τις διαφορές που παρατηρήσατε.

			•Δώστε σε Πίνακα τα μετεωρολογικά στοιχεία των περιοχών που επιλέξατε και κατασκευάστε τα αντίστοιχα ομβροθερμικά διαγράμματα (2ο σκέλος).

			•Συζητήστε τις διαφορές που προκύπτουν όσον αφορά το κλίμα αυτών των περιοχών.

			6.2.5 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_6.2.html

			1.Το σημείο πήξεως του καθαρού νερού αντιστοιχεί στους

			α. 0 Κ.

			β. -273,15 Κ.

			γ. 273,15 Κ.

			2.Για την ακριβή μέτρηση της θερμοκρασίας ενός φύλλου, θα επιλεγεί

			α. ένα σπειροειδές διμεταλλικό θερμόμετρο.

			β. ένα θερμοζεύγος.

			γ. ένα υδραργυρικό θερμόμετρο.

			3.Για την ακριβή μέτρηση της θερμοκρασίας, θα πρέπει η θερμοχωρητικότητα του θερμομέτρου να είναι

			α. πολύ μικρότερη από αυτήν του θερμομετρούμενου αντικειμένου.

			β. ίση με αυτήν του θερμομετρούμενου αντικειμένου.

			γ. πολύ μεγαλύτερη από αυτήν του θερμομετρούμενου αντικειμένου.

			4.Ένα φύλλο που διαπνέει έντονα αναμένεται να έχει θερμοκρασία

			α. υψηλότερη από αυτήν του περιβάλλοντος αέρα.

			β. ίση με αυτήν του περιβάλλοντος αέρα.

			γ. χαμηλότερη από αυτήν του περιβάλλοντος αέρα.

			5.Σε ένα συγκεκριμένο όγκο αέρα με δεδομένη περιεκτικότητα υδρατμών, η αύξηση της θερμοκρασίας έχει ως αποτέλεσμα

			α. τη μείωση της υπάρχουσας μερικής πίεσης των υδρατμών (απόλυτη υγρασία) και την αύξηση της κορεσμένης.

			β. τη μείωση της σχετικής υγρασίας και την αύξηση της κορεσμένης πίεσης των υδρατμών.

			γ. την αύξηση της σχετικής υγρασίας και τη μείωση της κορεσμένης πίεσης των υδρατμών.

			6.Ως σημείο δρόσου ορίζεται

			α. η συγκέντρωση των υδρατμών στο σημείο κορεσμού.

			β. η θερμοκρασία στην οποία ο αέρας συγκρατεί την ελάχιστη συγκέντρωση των υδρατμών.

			γ. η θερμοκρασία του αέρα στην οποία η υπάρχουσα μερική πίεση των υδρατμών εξισώνεται με την κορεσμένη.

			7.Στο σημείο δρόσου η σχετική υγρασία είναι

			α. 100%.

			β. 50%.

			γ. 0%.

			Άσκηση 6.3.: Μορφολογικές, ανατομικές, βιοχημικές και φυσιολογικές διαφορές μεταξύ φύλλων που αναπτύσσονται στο φως ή τη σκιά

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση που ακολουθεί αφορά τη μελέτη χαρακτηριστικών μορφολογικού, ανατομικού, βιοχημικού και φυσιολογικού εγκλιματισμού σε φύλλα που αναπτύσσονται σε συνθήκες άπλετου φωτισμού (φύλλα-φωτός) και σκιάς (φύλλα-σκιάς) στο πεδίο. Χρησιμοποιούνται μέθοδοι που περιγράφονται αναλυτικά σε άλλες ασκήσεις του παρόντος εργαστηριακού οδηγού και ο φοιτητής καλείται να τις συνδυάσει για να προσεγγίσει ένα οικο-φυσιολογικό ερώτημα.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Επίδραση του φωτός στη φωτοσύνθεση − Φωτοσυνθετικός εγκλιματισμός.

			6.3.1 Εισαγωγή

			Η ανάπτυξη και η συντήρηση της ζωής στον πλανήτη απαιτούν συνεχή και άφθονη παροχή ενέργειας. Αυτή εξασφαλίζεται από την ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία του ήλιου, η οποία, μέσω της φωτοσύνθεσης, δεσμεύεται και μετατρέπεται σε χημική ενέργεια αξιοποιήσιμη για βιοσύνθεση. Για τη λειτουργία της φωτοσύνθεσης, και γενικότερα για την ανάπτυξη των φυτικών οργανισμών, καθοριστική σημασία έχει αφενός η ποσότητα (δηλαδή η ροή φωτονίων) και αφετέρου η ποιότητα (δηλαδή η φασματική κατανομή) της ακτινοβολίας που αυτοί δέχονται.

			Στο φυσικό περιβάλλον, η ένταση και η φασματική σύνθεση της ακτινοβολίας κάτω από την οποία αναπτύσσεται ένα φυτό είναι παράγοντες που παρουσιάζουν μεγάλη διακύμανση σε ημερήσια και εποχική βάση (π.χ. λόγω της κίνησης της γης ή της ύπαρξης νεφών). Επιπλέον, παρουσιάζουν και ταχείες μεταβολές που μπορεί να οφείλονται, παραδείγματος χάρη, σε κινήσεις των φύλλων υπερκείμενων φυτών λόγω του ανέμου ή σε αφαίρεση του υπερκείμενου φυλλώματος λόγω βόσκησης. Η ικανότητα προσαρμογής ή εγκλιματισμού των φυτών σε διαφορετικά φωτεινά περιβάλλοντα καθορίζεται γενετικά. Όσον αφορά την ικανότητα προσαρμογής, τα φυτικά είδη διακρίνονται σε φυτά-σκιάς (σκιόφιλα), τα οποία αναπτύσσονται ικανοποιητικά σε συνθήκες χαμηλής έντασης φωτεινής ακτινοβολίας (π.χ. στον υπο-όροφο ενός δάσους) και καταπονούνται από τις υψηλές εντάσεις φωτός, και σε φυτά-φωτός (ηλιόφιλα), τα οποία απαιτούν συνθήκες άπλετου φωτισμού για την ομαλή ανάπτυξή τους. Όσον αφορά τον εγκλιματισμό, αυξημένη ικανότητα επιδεικνύουν φυτά που ανέχονται ένα μεγάλο εύρος εντάσεων φωτεινής ακτινοβολίας. Στα φυτά αυτά, παρατηρείται αντίστοιχη διάκριση και σε επίπεδο φύλλων του ιδίου ατόμου: τα φύλλα-σκιάς αναπτύσσονται στο εσωτερικό, ενώ τα φύλλα-φωτός αναπτύσσονται στην εκτεθειμένη επιφάνεια της φυτικής κόμης.

			Ο βραχυπρόθεσμος εγκλιματισμός ενός φύλλου (ή φυτού) σε ένα φωτεινό περιβάλλον που μεταβάλλεται περιλαμβάνει, κυρίως, αλλαγές σε βιοχημικό-φυσιολογικό επίπεδο, οι οποίες είναι άμεσης ανταπόκρισης, αφού, συνήθως, ενεργοποιούνται σε διάστημα μερικών λεπτών. Αντίθετα, ο μακροπρόθεσμος εγκλιματισμός απαιτεί αλλαγές και σε μορφολογικό-ανατομικό επίπεδο που, συνήθως, παγιώνονται με την ωρίμανση του φύλλου και είναι μη αναστρέψιμες.

			Στον υπο-όροφο ενός δάσους (δηλαδή σε συνθήκες φυσικής σκιάς), το φωτεινό περιβάλλον είναι όχι μόνο ποσοτικά (χαμηλότερη ένταση) αλλά και ποιοτικά (φασματική σύσταση) διαφορετικό σε σχέση με εκείνο του άπλετου φωτισμού. Αυτό συμβαίνει γιατί, μέσω των φωτοσυνθετικών χρωστικών, τα φύλλα της υπερκείμενης κόμης απορροφούν επιλεκτικά περισσότερο στην κυανή και ερυθρή περιοχή του φάσματος. Επομένως, το φως που διέρχεται και φτάνει στον υπο-όροφο είναι εμπλουτισμένο σε φωτόνια της πράσινης και βαθιάς ερυθρής/κοντινής υπέρυθρης περιοχής, τα οποία είναι λιγότερο αποτελεσματικά για τη λειτουργία της φωτοσύνθεσης.

			Τα φύλλα-σκιάς, σε σχέση με τα αντίστοιχα του φωτός, παρουσιάζουν σημαντικές μορφολογικές - ανατομικές, βιοχημικές και φυσιολογικές διαφορές, οι κυριότερες από τις οποίες δίνονται επιγραμματικά στον Πίνακα 6.3.1. Το σύνολο των κοινών χαρακτηριστικών, που εμφανίζουν τα φύλλα-σκιάς, διαμορφώνουν το λεγόμενο σύνδρομο εγκλιματισμού στη σκιά (shade adaptation syndrome) και συμβάλλουν στη βέλτιστη αξιοποίηση των χαμηλών εντάσεων ακτινοβολίας που τους διατίθεται στο περιβάλλον που διαβιούν. Έτσι, η μεγάλη φυλλική επιφάνεια, το μικρό πάχος φύλλου, η οριζόντια διευθέτηση των φύλλων, η παράλληλη προς την επιφάνεια του ελάσματος κατανομή των χλωροπλαστών και η ύπαρξη 1-2 σειρών κυττάρων δρυφακτοειδούς παρεγχύματος αυξάνουν τη φωτοσυλλεκτική ικανότητα των φύλλων-σκιάς, με στόχο τη μεγιστοποίηση της αφομοίωσης του CO2 (Εικόνα 6.3.1).
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			Πίνακας 6.3.1 Οι κυριότερες μορφολογικές, ανατομικές, βιοχημικές και φυσιολογικές διαφορές μεταξύ φύλλων-σκιάς και φωτός.
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			Εικόνα 6.3.1 Μακροσκοπική εικόνα φύλλων-φωτός και σκιάς (αριστερά) και εγκάρσιες τομές φύλλων φωτός (άνω δεξιά) και σκιάς (κάτω δεξιά) από λιγούστρο (Ligustrum sp.).

			Η αποτελεσματική απορρόφηση των λιγοστών διατιθέμενων φωτονίων στα φύλλα-σκιάς ενισχύεται και από την αυξημένη συγκέντρωση φωτοσυνθετικών χρωστικών (Chls, Car) ανά μονάδα ξηρής βιομάζας και τις μεγαλύτερου μεγέθους φωτοσυλλεκτικές κεραίες. Η χαμηλή αναλογία Chl a/b, που θεωρείται τυπικός σκιόφιλος δείκτης, αντανακλά τη μεγαλύτερη επένδυση σε χρωστικές της κεραίας (όπου εντοπίζονται και οι δύο τύποι χλωροφύλλης) σε σχέση με τα δραστικά κέντρα των φωτοσυστημάτων (που περιέχουν μόνο Chl a). Τα φύλλα-φωτός, αντίθετα, ως περισσότερο εκτεθειμένα σε υψηλές εντάσεις φωτεινής ακτινοβολίας (άρα και στον κίνδυνο φωτοαναστολής), έχουν μεγαλύτερη ανάγκη φωτοπροστασίας και, επομένως, υψηλότερη επένδυση σε καροτενοειδή ανά περιεχόμενη χλωροφύλλη (Car/Chls), ιδίως σε συστατικά του κύκλου των ξανθοφυλλών.

			Όπως ήδη αναφέρθηκε, στα σκιερά ενδιαιτήματα το φως είναι και διαφορετικής φασματικής σύστασης. Αυτό έχει ως αποτέλεσμα την ανομοιόμορφη διέγερση των δύο φωτοσυστημάτων, προς όφελος της λειτουργίας του PS Ι. Ως αντιστάθμισμα, τα φύλλα-σκιάς έχουν υψηλότερη αναλογία PS II/PS I και περισσότερα grana (στα οποία εντοπίζεται το PS II).

			Σε ό,τι αφορά την ταχύτητα φωτοσύνθεσης, σε υψηλές εντάσεις φωτός υπερτερούν τα φύλλα-φωτός, επιδεικνύοντας σαφώς μεγαλύτερη Amax. Αυτό σχετίζεται αφενός με την υψηλότερη συγκέντρωση ολικών πρωτεϊνών και RubisCO και αφετέρου με την αυξημένη συγκέντρωση φωτοσυστημάτων, που υποστηρίζουν μεγαλύτερη ταχύτητα ροής ηλεκτρονίων. Σε χαμηλές εντάσεις, ωστόσο, πλεονεκτούν τα φύλλα-σκιάς, εμφανίζοντας χαμηλότερο σημείο αντιστάθμισης του φωτός, δηλαδή θετικό ισοζύγιο άνθρακα σε συνθήκες περιορισμένης παροχής φωτισμού. Στη μείωση του σημείου αντιστάθμισης του φωτός συντείνει και η χαμηλή ταχύτητα αναπνοής που επιδεικνύουν τα φύλλα-σκιάς, λόγω του μειωμένου μεταβολικού ρυθμού και των μειωμένων αναγκών συντήρησης, σε σχέση με τα αντίστοιχα του φωτός. 

			6.3.2 Πειραματικό μέρος

			Ο προσδιορισμός των διαφορών σε μορφολογικό–ανατομικό και βιοχημικό–φυσιολογικό επίπεδο μπορεί να γίνει με τη σύγκριση φύλλων από τυπικά σκιόφιλα και ηλιόφιλα είδη που αναπτύσσονται σε φυσιολογικές συνθήκες πεδίου. Μια άλλη δυνατότητα είναι η σύγκριση φύλλων-φωτός (από την εξωτερική κόμη) και σκιάς (από το εσωτερικό της κόμης) του ίδιου ατόμου. Σε αυτήν την περίπτωση, παρακάμπτεται η ενδεχόμενη εξάρτηση των μετρούμενων διαφορών από το μελετώμενο είδος καθώς και από τις ιδιαίτερες συνθήκες ανάπτυξης κάθε ατόμου (π.χ. διαθεσιμότητα νερού και θρεπτικών στο έδαφος, θερμοκρασία κλπ.), πέραν του φωτός. Καλό είναι να επιλεγούν είδη με πυκνή διάταξη κόμης (π.χ. Pittosporum tobira, κν. αγγελική, Viburnum tinus, κν. βιμπούρνο, Ligustrum sp.,κν. λιγούστρο, Pistacia lentiscus, κν. σχίνος) και να μετρηθούν συγκριτικά φύλλα νότιας έκθεσης από την εξωτερική επιφάνεια της κόμης (φύλλα-φωτός) και φύλλα βόρειας έκθεσης από το εσωτερικό της κόμης (φύλλα-σκιάς).

			Το πρωτόκολλο δειγματοληψίας (αριθμός ειδών, ατόμων/είδος, φύλλων/άτομο) και οι παράμετροι που θα προσδιοριστούν μπορούν να τροποποιηθούν ανάλογα με τον διαθέσιμο χρόνο, εξοπλισμό και αριθμό φοιτητών. Όπως ήδη αναφέρθηκε, η πειραματική διαδικασία περιλαμβάνει έναν συνδυασμό μεθόδων, που αναλύονται διεξοδικά σε άλλες ασκήσεις του παρόντος εργαστηριακού οδηγού. Ενδεικτικά, μπορούν να μετρηθούν οι εξής παράμετροι:

			•ένταση προσπίπτουσας φωτεινής ακτινοβολίας και θερμοκρασία στην άνω και στην κάτω επιφάνεια των φύλλων,

			•πάχος φύλλου, μεσοφύλλου, δρυφακτοειδούς και σπογγώδους παρεγχύματος,

			•επιφάνεια και ξηρό βάρος φύλλου και προσδιορισμός του δείκτη SLM,

			•συγκέντρωση χλωροφυλλών και καροτενοειδών και προσδιορισμός των σχετικών τους αναλογιών,

			•ταχύτητα φωτοσύνθεσης συναρτήσει αυξανομένων εντάσεων φωτός.

			Η μέτρηση της ταχύτητας φωτοσύνθεσης σε διαφορετικές εντάσεις φωτισμού στο πεδίο (για τον προσδιορισμό της Amax και του σημείου αντιστάθμισης του φωτός) μπορεί να πραγματοποιηθεί με φορητό σύστημα φωτοσύνθεσης, εξοπλισμένο με αναλυτή αερίων (βλ. Άσκηση 2.4). Εναλλακτικά, επειδή η μέθοδος της ανταλλαγής των αερίων είναι αρκετά χρονοβόρα, μπορεί να αξιοποιηθεί η τεχνική μέτρησης του in vivo φθορισμού της χλωροφύλλης (βλ. Άσκηση 6.4) και να προσδιοριστεί η τρέχουσα φωτοχημική απόδοση του PS II (yield) και η ταχύτητα ροής e− (ETR, electron transport rate).

			Μέτρηση της ταχύτητας ροής ηλεκτρονίων (ETR)

			Όπως αναλύεται στην Άσκηση 6.4, η σχετική αναλογία του μεταβαλλόμενου (Fv) προς τον μέγιστο (Fmax) εκπεμπόμενο φθορισμό είναι ανάλογη της ανά φωτόνιο απόδοσης της φωτοσύνθεσης και, για δείγματα προσαρμοσμένα στο σκοτάδι, αποτελεί μέτρο της μέγιστης φωτοχημικής ικανότητας του PS II:

			[image: ]

			Τα φθορισμόμετρα διαμόρφωσης εύρους παλμού (PAM, Pulse-Amplitude Modulated fluorometers) παρέχουν τη δυνατότητα μέτρησης της τρέχουσας φωτοχημικής απόδοσης του PS II (ΦPSII, actual yield) σε δείγματα τα οποία φωτίζονται, ακόμα και με πλήρους έντασης ηλιακό φως:
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			Η βασική καινοτομία των φθορισμομέτρων τύπου-PAM συνίσταται στην παροχή του παλλόμενου φωτός μέτρησης (ML, measuring light), που επάγει τον φθορισμό της χλωροφύλλης χωρίς να προκαλεί ακτινικό αποτέλεσμα (δεν επάγει, δηλαδή, φωτοχημικό και μη φωτοχημικό έργο). Πρόκειται για φως εξαιρετικά χαμηλής έντασης, το οποίο πάλλεται σε υψηλή συχνότητα. Κατά συνέπεια, και ο εκπεμπόμενος φθορισμός, ως αποτέλεσμα του φωτός μέτρησης, είναι επίσης παλμικός. Συγχρόνως, επειδή ο ανιχνευτής είναι συντονισμένος στη συχνότητα του φωτός μέτρησης, μπορεί και καταγράφει αποκλειστικά τις μεταβολές του εκπεμπόμενου φθορισμού, υπό οποιεσδήποτε συνθήκες διάχυτου φωτισμού. Τα φθορισμόμετρα τύπου-PAM διαθέτουν δύο ακόμα πηγές φωτισμού, που παρέχουν, αντίστοιχα, ακτινικό φως (AL, actinic light) για την επαγωγή της φωτοσύνθεσης και τις αναλαμπές κορεσμού (SP, saturating pulse).

			Το φως των εσωτερικών πηγών καθώς επίσης και το σήμα του φθορισμού της χλωροφύλλης μεταφέρονται, μέσω μιας οπτικής ίνας, τόσο στο δείγμα όσο και στον ανιχνευτή. Η βασική μονάδα του οργάνου συνδέεται με το κατάλληλο μανταλάκι (leaf clip), πάνω στο οποίο σταθεροποιούνται η οπτική ίνα και το δείγμα. Η λειτουργία του οργάνου καθώς και η λήψη/αποθήκευση των πειραματικών δεδομένων ελέγχεται από ηλεκτρονικό υπολογιστή, μέσω του κατάλληλου λογισμικού.

			Η ταχύτητα ροής ηλεκτρονίων (ETR, μmoles mˉ² secˉ¹) υπολογίζεται από τη σχέση:

			ETR = ΦPSII * PAR * Abs *0.5 (Σχέση 1)

			όπου ΦPSII: η φωτοχημική απόδοση του PSII,

			PAR: η ένταση της προσπίπτουσας φωτοσυνθετικά ενεργού ακτινοβολίας (μmoles photon mˉ² sˉ¹),

			Abs: η απορροφητικότητα του μετρούμενου δείγματος, η οποία ισούται, κατά μέσο όρο, με 0.84 και

			0.5: ο συντελεστής για τον καταμερισμό της ενέργειας διέγερσης μεταξύ των δυο φωτοσυστημάτων.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φυτά στο φυσικό περιβάλλον,

			•ψαλίδι ή φελλοτρυπητήρας,

			•αεροστεγή σακουλάκια,

			•φωτοκύτταρο μέτρησης της φωτοσυνθετικά ενεργού ακτινοβολίας (PAR),

			•θερμόμετρο με θερμοζεύγος,

			•παχύμετρο,

			•επιφανειόμετρο,

			•ζυγός ακριβείας,

			•αντικειμενοφόροι πλάκες, καλυπτρίδες, κοινά ξυραφάκια,

			•υδροβολέας με απιονισμένο H2O,

			•οπτικό μικροσκόπιο,

			•παγωμένο γουδί πορσελάνης,

			•CaCO3,

			•καθαρή άμμος,

			•κωνικές φιάλες των 50 και 100 ml,

			•γυάλινα σιφώνια ή αυτόματες πιπέτες μεταβλητού όγκου,

			•γυάλινοι δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•στατώ για δοκιμαστικούς σωλήνες,

			•ογκομετρικός κύλινδρος των 100 ml,

			•πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου,

			•μαρκαδόρος ή αυτοκόλλητες ετικέτες,

			•αλουμινόχαρτο ή parafilm,

			•φυγόκεντρος,

			•συσκευή Vortex για την ανάδευση των σωλήνων,

			•υδατόλουτρο με δυνατότητα ανάδευσης,

			•φασματοφωτόμετρο.

			Πειραματική διαδικασία

			Επιλέγονται 2 φυτικά είδη, 2 άτομα/είδος και 4 φύλλα/άτομο για κάθε συνθήκη φωτισμού (φωτός και σκιάς αντίστοιχα).

			Μετρήσεις στο πεδίο

			Σε κάθε φύλλο μετράται στην άνω και κάτω επιφάνειά του:

			•η ένταση της προσπίπτουσας ηλιακής ακτινοβολίας, με τη βοήθεια φωτοκύτταρου μέτρησης PAR (βλ. Άσκηση 6.1)

			•η θερμοκρασία με τη βοήθεια θερμοζεύγους (βλ. Άσκηση 6.2).

			•Για τις μετρήσεις της ταχύτητας φωτοσύνθεσης σε αυξανόμενες εντάσεις PAR, θα χρησιμοποιηθεί ένα φθορισμόμετρο τύπου-PAM. Επιλέγεται 1 φύλλο φωτός και 1 φύλλο σκιάς από κάθε άτομο, στα οποία προσαρμόζονται τα ειδικά μανταλάκια (leaf clips) του οργάνου και λαμβάνονται διαδοχικές μετρήσεις του F´v/F´max (yield), για κάθε ένταση φωτός. Η χρονική αλληλουχία των μετρήσεων και οι εντάσεις φωτός που θα χρησιμοποιηθούν προκαθορίζονται μέσω του λογισμικού του οργάνου.

			Μετρήσεις στο εργαστήριο

			Τα φύλλα στα οποία πραγματοποιήθηκαν οι ανωτέρω μετρήσεις στο πεδίο κόβονται και μεταφέρονται σε αεροστεγή πλαστικά σακουλάκια (βλ. Άσκηση 1.1) στον εργαστηριακό χώρο, όπου μετράται:

			•η επιφάνεια κάθε φύλλου, με τη βοήθεια επιφανειομέτρου (βλ. Άσκηση 6.5)

			•το πάχους κάθε φύλλου, με τη βοήθεια παχύμετρου (Εικόνα 6.3.2)
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			Εικόνα 6.3.2. Παχύμετρο για τον προσδιορισμό του πάχους του ελάσματος.

			Στη συνέχεια, από κάθε φύλλο κόβονται με φελλοτρυπητήρα 4 - 6 δίσκοι γνωστής επιφάνειας, από τους οποίους οι μισοί χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό του ξηρού βάρους (βλ. Άσκηση 6.5) και οι υπόλοιποι για τον ποσοτικό προσδιορισμό των φωτοσυνθετικών χρωστικών (βλ. Άσκηση 2.1). 

			Τέλος, από κάθε φύλλο λαμβάνονται με ξυραφάκι εγκάρσιες τομές, οι οποίες τοποθετούνται προσεκτικά σε αντικειμενοφόρο πλάκα με μία σταγόνα απιονισμένου νερού και καλύπτονται με καλυπτρίδα. Ακολουθεί παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο και μέτρηση του πάχους φύλλου, μεσοφύλλου, δρυφακτοειδούς και σπογγώδους παρεγχύματος, με τη βοήθεια προσοφθάλμιου φακού εφοδιασμένου με κλίμακα. Εναλλακτικά, αν το μικροσκόπιο συνδέεται με κάμερα, λαμβάνονται ψηφιακές εικόνες, και οι αντίστοιχες μετρήσεις γίνονται με τη βοήθεια προγράμματος ανάλυσης εικόνας (image analysis) σε ηλεκτρονικό υπολογιστή.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Γενικά, ισχύουν οι επισημάνσεις που αναφέρονται στην αντίστοιχη για κάθε μέθοδο άσκηση.

			•Κατά τη δειγματοληψία, είναι πολύ σημαντικό να συλλεχθούν φύλλα φωτός ή σκιάς συγκρίσιμης ηλικίας (ώριμα). Ο καθορισμός της ηλικίας των φύλλων βασίζεται στη θέση έκπτυξής τους πάνω στους κλάδους.

			•Ιδιαίτερη προσοχή πρέπει να δοθεί στην τήρηση του πρωτοκόλλου δειγματοληψίας και μετρήσεων.

			6.3.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Παρουσιάστε σε πίνακα τα αποτελέσματα των μετρήσεών σας.

			•Υπολογίστε τον δείκτη SLM από τις μετρήσεις ξηρού βάρους και επιφάνειας των φύλλων.

			•Για κάθε παράμετρο, υπολογίστε τη μέση τιμή και την τυπική απόκλιση ανά είδος και συνθήκη φωτισμού.

			•Παρουσιάστε τα αποτελέσματά σας (μέση τιμή ± τυπική απόκλιση) υπό μορφή ιστογραμμάτων.

			•Υπολογίστε την τιμή ETR για κάθε ένταση φωτός, σύμφωνα με τη Σχέση 1, και κατασκευάστε γραφική παράσταση εξάρτησης της ταχύτητας φωτοσύνθεσης από την ένταση φωτός για κάθε χειρισμό.

			•Σχολιάστε συνοπτικά τα αποτελέσματά σας.

			6.3.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_6.3.html

			1.Στον υπο-όροφο ενός δάσους, η ακτινοβολία είναι εμπλουτισμένη σε φωτόνια με μήκη κύματος

			α. 450 nm και 730 nm.

			β. 450 nm και 660 nm.

			γ. 550 nm και 730 nm.

			2.Ώριμα φύλλα ενός αείφυλλου είδους, που αναπτύσσονται στο εξωτερικό της φυτικής κόμης, συγκρινόμενα με τα αντίστοιχα φύλλα στο εσωτερικό της φυτικής κόμης, αναμένεται να 

			α. έχουν χαμηλότερο λόγο Chl a/b.

			β. έχουν υψηλότερο λόγο Chl a/b.

			γ. μην διαφέρουν στον λόγο Chl a/b, παρά μόνο στο συνολικό ποσό χλωροφυλλών.

			3.Για τον υπολογισμό της ειδικής μάζας φύλλου (SLM) είναι απαραίτητες οι μετρήσεις

			α. του ξηρού βάρους και του πάχους του φύλλου.

			β. του νωπού βάρους και του πάχους του φύλλου.

			γ. του ξηρού βάρους και της επιφάνειας του φύλλου.

			4.Τα φύλλα σκιάς, σε σύγκριση με τα φύλλα φωτός, παρουσιάζουν

			α. μεγαλύτερο SLM και μικρότερο πάχος.

			β. μικρότερο SLM και μεγαλύτερο πάχος.

			γ. μικρότερο SLM και μικρότερο πάχος.

			5.Τα φύλλα φωτός, σε σύγκριση με τα φύλλα σκιάς, παρουσιάζουν

			α. λιγότερα grana και χαμηλότερη αναλογία PS ΙΙ/PS Ι.

			β. λιγότερα grana και υψηλότερη αναλογία PS ΙΙ/PS Ι.

			γ. περισσότερα grana και χαμηλότερη αναλογία PS ΙΙ/PS Ι.

			6.Τα φύλλα φωτός, σε σύγκριση με τα φύλλα σκιάς, παρουσιάζουν

			α. υψηλότερα Αmax και σημείο αντιστάθμισης του φωτός.

			β. υψηλότερη Αmax και χαμηλότερο σημείο αντιστάθμισης του φωτός.

			γ. υψηλότερη Αmax, χωρίς διαφορά στο σημείο αντιστάθμισης του φωτός.

			Άσκηση 6.4.: Η χρήση του φθορισμού της χλωροφύλλης για την ανίχνευση καταπονήσεων στα φυτά

			Αντικείμενο της άσκησης

			Η άσκηση έχει στόχο να εξοικειωθεί ο φοιτητής με το θεωρητικό υπόβαθρο και τις βασικές έννοιες του φθορισμού της χλωροφύλλης και να χρησιμοποιήσει ένα φθορισμόμετρο προσπαθώντας να ανιχνεύσει μεταβολές που προκαλούνται στον φθορισμό της χλωροφύλλης από καταπονήσεις όπως οι αλλαγές της θερμοκρασίας ή η πολύ υψηλή ένταση φωτός. 

			Προαπαιτούμενη γνώση 

			Φωτοσύνθεση: Φωτεινές αντιδράσεις – Οργάνωση της φωτοσυνθετικής συσκευής – Ενεργειακή διέγερση χρωστικών – Φθορισμός – Μεταφορά ηλεκτρονίων στα φωτοσυστήματα.

			6.4.1 Εισαγωγή

			Η ενέργεια ακτινοβολίας (Α) που απορροφάται από τις φωτοσυνθετικές χρωστικές μπορεί να χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή φωτοχημικού έργου (Ρ), να απολεσθεί ως θερμότητα (Q) ή να εκπεμφθεί ως φθορισμός (F) προς το περιβάλλον:

			A = P + Q + F (Σχέση 1)

			Από τις φωτοσυνθετικές χρωστικές, την ικανότητα της αποδιέγερσης μέσω φθορισμού διαθέτουν μόνο οι χλωροφύλλες. Παρ’ όλον ότι το φαινόμενο είναι ιδιαίτερα έντονο in vitro, η in vivo εκπομπή φθορισμού από τα φύλλα σπανίως υπερβαίνει το 1 - 2% της απορροφηθείσας ενέργειας και είναι αδύνατο να παρατηρηθεί με γυμνό μάτι. ‘Όπως φαίνεται από τη Σχέση 1, η αύξηση του F (ή των θερμικών απωλειών Q) θα είχε ως συνέπεια τη μείωση του φωτοχημικού έργου, δηλαδή τη μείωση της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, αφού οι τρεις εναλλακτικοί δρόμοι διεκπεραίωσης της απορροφηθείσας ενέργειας είναι αμοιβαία ανταγωνιστικοί. Κατ’ επέκταση, οποιεσδήποτε αλλαγές στον φθορισμό, ενδεχομένως να σημαίνουν μεταβολές στο παραγόμενο φωτοχημικό έργο.
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			Σχήμα 6.4.1: Χαρακτηριστική κινητική επαγωγής φθορισμού, ή καμπύλης Kautsky, από φύλλο που παρέμεινε προηγουμένως στο σκοτάδι. (Α), ταχεία φάση, (Β), αργή φάση. Δίνονται τα χαρακτηριστικά σημεία της καμπύλης.

			‘Όταν ένα φύλλο φωτίζεται με σταθερή ένταση φωτισμού, η εκπομπή φθορισμού θα παραμένει σταθερή. Η μέτρηση του φθορισμού αυτού παρέχει ελάχιστες πληροφορίες για τη φυσιολογική κατάσταση της φωτοσυνθετικής συσκευής. Πολύ χρησιμότερη είναι η παρακολούθηση των μεταβολών του φθορισμού της χλωροφύλλης κάτω από μεταβαλλόμενο φωτισμό και, συγκεκριμένα, κατά τα πρώτα λεπτά μετά τον αιφνίδιο φωτισμό ενός φύλλου που έχει ηρεμήσει για αρκετή ώρα στο σκοτάδι. Η κινητική των μεταβολών φαίνεται στο Σχήμα 6.4.1.

			Με την έναρξη του φωτισμού ο φθορισμός ανέρχεται στο σημείο FO ακαριαία (σε λίγα μsec) και, κατόπιν, αυξάνει ως το ανώτερο σημείο P με μικρότερη κλίση. Ο χρόνος που απαιτείται για την άφιξη στο Ρ εξαρτάται από την κατάσταση της φωτοσυνθετικής συσκευής αλλά και από το είδος του φυτού, συνήθως δε, είναι μικρότερος του ενός δευτερολέπτου. Την επαγωγή του φθορισμού που μόλις περιγράψαμε ακολουθεί η απόσβεσή του. Από το σημείο Ρ, ο φθορισμός μειώνεται και, μέσω ενός δεύτερου μεγίστου Μ, καταλήγει εντός λίγων λεπτών (συνήθως τριών ή τεσσάρων) στο επίπεδο Τ, όπου και παραμένει σταθερός. Η κινητική της επαγωγής και απόσβεσης του φθορισμού ήταν γνωστή από τις αρχές της δεκαετίας του ‘30 ως “φαινόμενο Kautsky”, από το όνομα του Γερμανού επιστήμονα που τη μελέτησε. Τις δύο τελευταίες δεκαετίες, με την πρόοδο της τεχνολογίας, έγινε δυνατή η κατασκευή εύχρηστων οργάνων για τη μέτρηση ασθενών φωτεινών σημάτων σε πολύ μικρούς χρόνους. Ακολούθησε εντατική μελέτη του φαινομένου, σε μια προσπάθεια αφ’ ενός για τη θεωρητική ερμηνεία των διάφορων φάσεων της επαγωγής και απόσβεσης του φθορισμού και, αφ’ τέρου, για τη διευκρίνηση των δυνατοτήτων πρακτικής εφαρμογής.
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			Σχήμα 6.4.2: Διάγραμμα ροής ηλεκτρονίων στα δύο φωτοσυστήματα.

			Για τη θεωρητική κατανόηση της καμπύλης Kautsky, απαιτείται η εξοικείωση με τη δομή και τη λειτουργία των φωτοσυστημάτων (Σχήμα 6.4.2) και ιδιαίτερα του φωτοσυστήματος ΙΙ, διότι ο φθορισμός των φύλλων στις συνήθεις θερμοκρασίες προέρχεται σχεδόν αποκλειστικά από το φωτοσύστημα αυτό.

			Mετά από σύντομη παραμονή στο σκοτάδι (10 min έως 2 hr, ανάλογα με το φυτό και τη φυσιολογική του κατάσταση), οι πρωταρχικοί αποδέκτες ηλεκτρονίων του PSII (κινόνη Α και Β, QA και QB σε σύντμηση) είναι πλήρως οξειδωμένοι. Κατά συνέπεια, τα φωτοχημικά κέντρα αντίδρασης του PSII μπορούν να δεχθούν ενέργεια διέγερσης, καθώς είναι ικανά να διοχετεύσουν τα ηλεκτρόνια προς τα QA και QB. Στο σκοτάδι, δηλαδή, τα κέντρα αντίδρασης θεωρούνται «ανοιχτά». Το Fo, επομένως, αντιπροσωπεύει την ένταση του φθορισμού όταν τα δραστικά κέντρα του PSII είναι ανοιχτά. Το FO μπορεί να αυξηθεί αν ορισμένα κέντρα καταστραφούν ή αν η μεταφορά της ενέργειας διέγερσης από τη φωτοσυλλεκτική κεραία προς τα κέντρα αντίδρασης παρεμποδίζεται. Εφ’ όσον το διεγείρον φως είναι ισχυρό (προϋπόθεση αποτελεί να φωτίζουμε πάντα με εντάσεις που κορέννουν τη φωτοσύνθεση), ηλεκτρόνια διοχετεύονται από τα P680 προς τα QA και QB, τα αποθέματα των οποίων ανάγονται πλήρως. Στο διάστημα που μεσολαβεί μέχρι τα QA και QB να διοχετεύσουν περαιτέρω τα ηλεκτρόνιά τους προς την πλαστοκινόνη και το PSI, τα κέντρα αντίδρασης του PSII δεν μπορούν να δεχθούν επιπλέον ενέργεια διέγερσης, επειδή η ροή ηλεκτρονίων, παροδικά, περιορίζεται από την έλλειψη οξειδωμένων μορφών των QA και QB. Κατά συνέπεια, ο αριθμός των «κλειστών» κέντρων αντίδρασης αυξάνεται, η παραγωγή φωτοχημικού έργου στο PSII ελαττώνεται, ενώ αντίστοιχα αυξάνεται ο φθορισμός (βλέπε σχέση 1). Αυτονόητο είναι ότι, συγχρόνως, πρέπει να αυξάνεται και το Q στην εξίσωση 1, η παραγόμενη, όμως, θερμότητα είναι, μέχρι σήμερα τουλάχιστον, δύσκολο να μετρηθεί.

			Με την άφιξη στο σημείο Ρ, το οποίο αντιστοιχεί στον μέγιστο εκπεμπόμενο φθορισμό (Fmax) όταν η χρησιμοποιούμενη ένταση φωτισμού είναι κορεσμένη, όλα τα κέντρα αντίδρασης του PSII θεωρούνται «κλειστά». Καθώς τα ηλεκτρόνια διοχετεύονται στην πλαστοκινόνη και αρχίζει η λειτουργία του PSI, τα QA και QB επανοξειδώνονται, τα κέντρα αντίδρασης ανοίγουν σταδιακά, η φωτοχημική απόδοση του PSII αυξάνεται και ο φθορισμός αποσβέννυται. Το μέγιστο Μ σηματοδοτεί πιθανόν την έναρξη της φωτοσυνθετικής αφομοίωσης του CO2, ενώ χαμηλές τιμές εκπομπής φθορισμού στο τελικό επίπεδο Τ υποδεικνύουν καλή συνεργασία των δύο φωτοσυστημάτων και αποδοτικότερη αφομοίωση του CO2.

			Πρέπει να τονιστεί, στο σημείο αυτό, ότι οι μετρήσεις του φθορισμού είναι πάντοτε σχετικές και τα επίπεδα FO, P (Fmax) και Τ μπορεί να διαφέρουν σε υγιή φύλλα του ίδιου είδους. Συνεπώς, οι μετρήσεις στηρίζονται στις αναλογίες των μετρούμενων μεγεθών. Ιδιαίτερα σημαντικός φαίνεται να είναι ο λόγος που περιγράφει η Σχέση 2:

			[image: ]

			Η παράμετρος Fv ονομάζεται μεταβαλλόμενος (variable) φθορισμός. Έχει αποδειχθεί  εμπειρικά ότι σε μια πλειάδα φυτικών ειδών η παράμετρος Fv/Fmax είναι ανάλογη της ανά φωτόνιο απόδοσης της φωτοσύνθεσης και αποτελεί μέτρο της φωτοχημικής ικανότητας του PSII. Σε υγιή φυτά με άριστη φωτοσυνθετική δραστηριότητα, η παράμετρος Fv/Fmax κυμαίνεται μεταξύ 0,800 και 0,850. Πληθώρα μελετών των τελευταίων δεκαετιών έδειξε ότι μια σειρά δυσμενών περιβαλλοντικών παραγόντων προκαλούν μείωση της ανά φωτόνιο φωτοσυνθετικής απόδοσης, κατ’ επέκταση και του Fv/Fmax. Η μέτρηση της παραμέτρου αυτής παρέχει πολλά πλεονεκτήματα διότι η εκτίμηση της φωτοσυνθετικής απόδοσης απαιτεί αφαίρεση των φύλλων από το φυτό και είναι χρονοβόρα, ενώ, η μέτρηση του Fv/Fmax είναι μη καταστροφική, μπορεί να γίνει στην ύπαιθρο και ολοκληρώνεται εντός δευτερολέπτων. Οι μεταβολές του Fv/Fmax παρουσία των δυσμενών συνθηκών συμβαίνουν πολύ πριν εμφανιστούν οποιαδήποτε ορατά συμπτώματα στο φυτό. Κατά συνέπεια, η μέθοδος έχει άριστη αξία πρόγνωσης, χωρίς, ωστόσο, να μπορεί να προσδιορίσει τον δυσμενή παράγοντα καταπόνησης. Αυτό συμβαίνει επειδή μια σειρά παράγοντες καταπόνησης προκαλούν ελάττωση του Fv/Fmax, όπως:

			•υψηλή θερμοκρασία,

			•χαμηλή θερμοκρασία,

			•υπερβολικά υψηλός φωτισμός,

			•έλλειψη νερού,

			•ζιζανιοκτόνα,

			•υπεριώδης ακτινοβολία,

			•ατμοσφαιρικοί ρύποι.

			6.4.2 Πειραματικό μέρος

			Η χλωροφύλλη φθορίζει στην ερυθρή και κοντινή υπέρυθρη περιοχή (λ>690 nm), αφού προηγουμένως διεγερθεί από φωτισμό κατάλληλου μήκους κύματος. Επειδή ένα μέρος του προσπίπτοντος φωτός ανακλάται, η διεγείρουσα ακτινοβολία πρακτικώς πρέπει να έχει λ<690 nm, ώστε το ανακλώμενο από το φύλλο φως (βλέπε σχήμα 6.4.3) να μην εισέρχεται στον ανιχνευτή της φθορίζουσας ακτινοβολίας. Αυτό, στην πράξη, επιτυγχάνεται με φίλτρο που παρεμβάλλεται μεταξύ του φύλλου και του ανιχνευτή. Το φύλλο πρέπει να ηρεμήσει στο σκοτάδι επί τουλάχιστον 20 min πριν από τη μέτρηση, μέσα σε ειδική θήκη.
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			Σχήμα 6.4.3: Σχηματική απεικόνιση μιας τυπικής συσκευής μέτρησης φθορισμού της χλωροφύλλης. Το φως εκπέμπεται από την πηγή Α.  Η ένταση της πηγής μπορεί να ρυθμιστεί ώστε να είναι κορεσμένη. Ο φθορισμός του φύλλου Β (διακεκομμένη γραμμή) συλλαμβάνεται από τον ανιχνευτή D. Το φίλτρο C προστατεύει τον ανιχνευτή από την ανακλώμενη από το φύλλο ακτινοβολία. Το ηλεκτρονικό μέρος Ε του οργάνου καταγράφει την απόκριση του ανιχνευτή σε προκαθορισμένα χρονικά διαστήματα. Στην αρχή οι μετρήσεις λαμβάνονται ανά 10 μsec και κατόπιν ανά msec. Τα δεδομένα επεξεργάζονται από τον μικροϋπολογιστή του οργάνου, αποθηκεύονται στη μνήμη και μπορούν να ανακληθούν κατά βούληση.

			Υπάρχουν δύο βασικοί τύποι φθορισμομέτρων: τα φθορισμόμετρα χρονικής ανάλυσης (time resolving fluorometers), όπως το φθορισμόμετρο που περιγράφεται παραπάνω, και τα φθορισμόμετρα διαμόρφωσης παλμού (pulse-amplitude modulated fluorometers, PAM). Οι αρχές λειτουργίας των δύο τεχνικών ανίχνευσης του φθορισμού της χλωροφύλλης που χρησιμοποιούνται στους δύο τύπους φθορισμομέτρων διαφέρουν και τα δεδομένα που συλλέγονται σχετίζονται με διαφορετικές διαδικασίες των φωτεινών αντιδράσεων της φωτοσύνθεσης. Ωστόσο, η μέτρηση της παραμέτρου Fv/Fmax είναι απλή και προσεγγίζεται με όλους τους τύπους των φθορισμομέτρων.

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φθορισμόμετρο,

			•αεροστεγή σακουλάκια,

			•διηθητικό χαρτί,

			•θάλαμοι ανάπτυξης φυτών,

			•πηγή φωτός.

			Πειραματική Διαδικασία

			Επίδραση της υψηλής έντασης φωτός στη φωτοχημική ικανότητα του PSII

			Χρησιμοποιούνται φυτά που αναπτύσσονται στο φυσικό περιβάλλον και διαθέτουν φύλλα φωτός και φύλλα σκιάς. Κόβονται 20 ώριμα υγιή φύλλα (10 φύλλα φωτός και 10 φύλλα σκιάς) και μεταφέρονται στο εργαστήριο. Για τη μεταφορά, το κάθε φύλλο τοποθετείται σε αεροστεγές σακουλάκι που περιέχει ένα μικρό κομμάτι νωπού διηθητικού χαρτιού ώστε να εξασφαλιστεί ότι δεν θα υπάρχουν σοβαρές απώλειες νερού. Τα φύλλα παραμένουν στο σκοτάδι για τουλάχιστον 8 ώρες (η διαδικασία αυτή μπορεί να γίνει την πρηγούμενη από την ημέρα της μέτρησης). Μετά από την περίοδο ηρεμίας στο σκοτάδι, τοποθετούνται στα φύλλα τα ειδικά dark clip και λαμβάνονται άμεσα μετρήσεις του Fv/Fmax σε όλα τα δείγματα. Στη συνέχεια, τα φύλλα τοποθετούνται κάτω από πηγή φωτός με ένταση 1600-1800 μmole/m2.sec PAR, για 2 περίπου ώρες. Μετά τον φωτισμό, τα dark clip τοποθετούνται και πάλι στα φύλλα για 30 λεπτά. Κατόπιν, λαμβάνονται μετρήσεις του Fv/Fmax σε όλα τα δείγματα.

			Επίδραση του συνδυασμού χαμηλής θερμοκρασίας και υψηλής έντασης φωτός στη φωτοχημική ικανότητα του PSII

			Η διεξαγωγή της συγκεκριμένης άσκησης πρέπει να πραγματοποιηθεί στο πεδίο κατά τη διάρκεια του χειμώνα, αφού έχει προηγηθεί μία τουλάχιστον ανέφελη ημέρα με πολύ χαμηλή θερμοκρασία (0-8oC). Χρησιμοποιούνται φυτά που διαθέτουν φύλλα φωτός και φύλλα σκιάς. Σε 20 ώριμα υγιή φύλλα (10 φύλλα φωτός και 10 φύλλα σκιάς) τοποθετούνται τα ειδικά dark clip και λαμβάνονται μετά από 30 λεπτά μετρήσεις του Fv/Fmax. Στη συνέχεια, τα φύλλα αποκόπτονται, μεταφέρονται στο εργαστήριο και ακολουθείται η διαδικασία που περιγράφεται στην προηγούμενη παράγραφο. 

			Εναλλακτικά, μπορούν να χρησιμοποιηθούν φυτά σε γλάστρες που έχουν παραμείνει για 2-3 συνεχόμενες ημέρες σε δύο θαλάμους ανάπτυξης ρυθμιζόμενης έντασης φωτός και θερμοκρασίας με φωτοπερίοδο 12 ωρών. Η θερμοκρασία στον ένα θάλαμο ρυθμίζεται στους 25oC και στον άλλο στους 5-7oC, ενώ χρησιμοποιείται η μέγιστη δυνατή ένταση φωτός (οπωσδήποτε μεγαλύτερη των 500 μmole/m2 sec PAR) και στους δύο θαλάμους. Την ημέρα της άσκησης, τοποθετούνται τα ειδικά dark clip σε 10 ώριμα υγιή φύλλα του κάθε χειρισμού και μετά από 30 λεπτά λαμβάνονται μετρήσεις του Fv/Fmax.

			6.4.3 Παρουσίαση - σχολιασμός

			Επίδραση της υψηλής έντασης φωτός στη φωτοχημική ικανότητα του PSII

			•Για τις μετρήσεις του πεδίου, καταγράψτε τις διαφορές του Fv/Fmax μεταξύ φύλλων φωτός και φύλλων σκιάς.

			•Για τις μετρήσεις του εργαστηρίου, υπολογίστε τις διαφορές στο Fv/Fmax όπως περιγράφεται στο προηγούμενο τμήμα της άσκησης.

			•Οι παρατηρούμενες διαφορές μεταξύ φύλλων φωτός και φύλλων σκιάς οφείλονται στον υψηλό φωτισμό, στη διαφορά θερμοκρασίας ή σε συνδυασμό τους;

			•Δικαιολογήστε την απάντησή σας.

			Επίδραση του συνδυασμού χαμηλής θερμοκρασίας και υψηλής έντασης φωτός στη φωτοχημική ικανότητα του PSII

			•Καταγράψτε σε πίνακα τις τιμές Fv/Fmax μετά την περίοδο ηρεμίας στο σκοτάδι και μετά τον φωτισμό.

			•Υπολογίστε την επί τοις εκατό (%) μεταβολή του Fv/Fmax στα φύλλα φωτός και στα φύλλα σκιάς.

			•Υπολογίστε τις μέσες τιμές και τις τυπικές αποκλίσεις των μεταβολών.

			•Σχολιάστε τις παρατηρούμενες διαφορές πριν και μετά τον φωτισμό.

			•Σχολιάστε τις παρατηρούμενες διαφορές μεταξύ φύλλων σκιάς και φύλλων φωτός.

			6.4.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης 

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_6.4.html

			1.Το F0 αντιπροσωπεύει την ένταση του φθορισμού όταν

			α. τα δραστικά κέντρα του PSII είναι κλειστά.

			β. τα δραστικά κέντρα του PSII είναι ανοιχτά.

			γ. τα δραστικά κέντρα του PSII είναι καταπονημένα.

			2.Το Fmax αντιπροσωπεύει την ένταση του φθορισμού όταν

			α. τα δραστικά κέντρα του PSII είναι κλειστά.

			β. τα δραστικά κέντρα του PSII είναι ανοιχτά.

			γ. τα δραστικά κέντρα του PSII είναι καταπονημένα.

			3.Το Fv/Fmax

			α. σχετίζεται με τη φωτοσυνθετική ταχύτητα.

			β. είναι μέτρο της φωτοχημικής ικανότητας των δύο φωτοσυστημάτων.

			γ. είναι μέτρο της φωτοχημικής ικανότητας του PSII.

			4.Το Fv/Fmax

			α. λαμβάνει τιμές μεταξύ 0.800 και 0.850 σε καταπονημένα φύλλα.

			β. λαμβάνει τιμές μεταξύ 0.800 και 0.850 σε υγιή φύλλα.

			γ. κανένα από τα παραπάνω.

			5.Η τιμή του Fv/Fmax επηρεάζεται

			α. από οποιονδήποτε παράγοντα του περιβάλλοντος καταπονεί το φυτό.

			β. από οποιονδήποτε παράγοντα του περιβάλλοντος καταπονεί το PSII. 

			γ. καί τα δύο παραπάνω.

			6.Το φύλλο πρέπει να ηρεμήσει στο σκοτάδι πριν τη μέτρηση του φθορισμού, έτσι ώστε

			α. οι πρωτογενείς αποδέκτες ηλεκτρονίων του PSII να είναι μερικώς ανηγμένοι.

			β. οι πρωτογενείς αποδέκτες ηλεκτρονίων του PSII να είναι πλήρως ανηγμένοι.

			γ. οι πρωτογενείς αποδέκτες ηλεκτρονίων του PSII να είναι πλήρως οξειδωμένοι.

			Άσκηση 6.5.: Προσδιορισμός των επιπέδων μηχανικής και χημικής άμυνας των φυτών έναντι φυτοφάγων

			Αντικείμενο της άσκησης

			Τα επίπεδα της μηχανικής και της χημικής άμυνας (θεμελιώδης, προϋπάρχουσα άμυνα) των φυτών έναντι των φυτοφάγων προσδιορίζονται σε φύλλα ειδών με διαφορετική αναπτυξιακή στρατηγική ή σε φύλλα διαφορετικής ηλικίας, που προέρχονται από το ίδιο άτομο. Η άσκηση αποσκοπεί στην εξοικείωση του φοιτητή με μεθόδους μέτρησης μορφολογικών και βιοχημικών αμυντικών παραμέτρων καθώς και με βασικές οικολογικές υποθέσεις για την ερμηνεία των αποτελεσμάτων.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Θεμελιώδης (προϋπάρχουσα) άμυνα των φυτών − Φυτική άμυνα και δευτερογενείς μεταβολίτες − Κατηγορίες δευτερογενών μεταβολιτών − Βιοσύνθεση φαινολικών.

			6.5.1 Εισαγωγή

			Τα φυτά χρησιμοποιούν εξαιρετικά απλές ανόργανες ουσίες που διατίθενται στο περιβάλλον τους (νερό και ανόργανα άλατα από το έδαφος, CO2 από την ατμόσφαιρα) και την ηλιακή ακτινοβολία ως πηγή ενέργειας, για να συνθέσουν τις περίπλοκες οργανικές ενώσεις που είναι απαραίτητες για την ανάπτυξή τους. Ως αυτότροφοι οργανισμοί, τοποθετούνται στη βάση της τροφικής αλυσίδας πάνω στην οποία στηρίζεται η ανάπτυξη και συντήρηση των υπόλοιπων οργανισμών. Θα περίμενε κανείς ότι η άφθονη φυτική βιομάζα, που διατίθεται ως τροφή, θα οδηγούσε σε μια πληθυσμιακή αύξηση των φυτοφάγων με αποτέλεσμα την υπερκατανάλωση των φυτών και την αντίστοιχη μείωση της βλάστησης. Ωστόσο, το γεγονός ότι ο πλανήτης υπήρξε και παραμένει πράσινος υποδηλώνει πως τα φυτά θωρακίζουν αμυντικά τους ιστούς τους για να αποφύγουν ή να περιορίσουν τη φυτοφαγία.

			Τα φυτά, όντας ακίνητοι οργανισμοί, δεν μπορούν να αμυνθούν διά της φυγής. Κατά συνέπεια, είναι αναγκασμένα να αναπτύσσουν επιτόπου μηχανισμούς άμυνας, με στόχο να καταστήσουν τους ιστούς τους δύσκολους στη μάσηση, δύσπεπτους, απωθητικούς ή και τοξικούς. Οι μηχανισμοί αυτοί πρακτικώς εντάσσονται στη θεμελιώδη (προϋπάρχουσα) άμυνα και παρέχουν μόνιμη προστασία των επιμέρους φυτικών ιστών και οργάνων. Οι παρατηρούμενες τροφικές προτιμήσεις των επίδοξων καταναλωτών θεωρείται ότι προέκυψαν από την αντίστοιχη ανάπτυξη μηχανισμών παράκαμψης της φυτικής άμυνας. Η κατανάλωση ενός τοξικού φυτού από ένα φυτοφάγο, για παράδειγμα, σημαίνει ότι ενδεχομένως το συγκεκριμένο ζώο διαθέτει βιοχημικό (ενζυμικό) μηχανισμό μετατροπής της τοξικής ουσίας σε αβλαβή. Συνάγουμε, λοιπόν, το συμπέρασμα ότι, μέσα από μια διαδικασία συν-εξέλιξης των φυτών με τους καταναλωτές τους, έχει επιτευχθεί μια χαρακτηριστική ισορροπία στα φυσικά οικοσυστήματα, όπου και οι πληθυσμοί των φυτοφάγων υποστηρίζονται τροφικά και η κατανάλωση της φυτικής βιομάζας περιορίζεται.

			Με βάση τον τρόπο δράσης των αντίστοιχων αμυντικών δομών, μπορούμε να διακρίνουμε τη θεμελιώδη άμυνα των φυτών σε μηχανική και χημική. Η πιο προφανής ίσως έκφραση της μηχανικής άμυνας είναι η ύπαρξη αγκαθιών και μη αδενώδους τριχώματος, που δυσχεραίνουν τη διαδικασία τροφοληψίας των θηλαστικών και φυτοφάγων εντόμων αντίστοιχα. Λιγότερο εμφανής αλλά αρκετά αποτελεσματική είναι η παρουσία σκληρών ιστών. Η σκληρότητα ενός φύλλου συσχετίζεται με την παρουσία σκληρεΐδων, παχιάς εφυμενίδας και παχέων κυτταρικών τοιχωμάτων. Οι χημικές ουσίες που συμμετέχουν στις αντίστοιχες δομές (υμενίνη, κυτταρίνη, ημικυτταρίνη, πηκτίνη) δεν είναι τοξικές. Ωστόσο, η τροφική αξία τους είναι μικρή διότι αφενός δεν πέπτονται από τα περισσότερα φυτοφάγα και αφετέρου περιέχουν μόνον άνθρακα, οξυγόνο και υδρογόνο. Στο σημείο αυτό πρέπει να τονιστεί ότι στόχος ενός φυτοφάγου είναι κυρίως το άζωτο που περιέχεται στο εσωτερικό των φυτικών κυττάρων. Επομένως, οι σκληροί φυτικοί ιστοί έχουν μειωμένη τροφική αξία, διότι ο λόγος N/C είναι μικρός. Επιπλέον, κατά την απαιτούμενη καταστροφή των σκληρών περιβλημάτων (μάσημα) το ζώο καταναλώνει αρκετή ενέργεια και έτσι μειώνεται η φαινόμενη θερμιδική αξία της τροφής. Πέραν της ενέργειας, για την προσπέλαση ενός σκληρού φύλλου απαιτείται χρόνος, στη διάρκεια του οποίου το φυτοφάγο είναι εκτεθειμένο και ευάλωτο στους εχθρούς του. Όλα τα παραπάνω συντελούν στην αποφυγή των σκληρών ιστών, στους οποίους αποδίδεται έτσι ένα σημαντικό αμυντικό ανταγωνιστικό πλεονέκτημα.

			Η χημική άμυνα συνίσταται στην παρουσία ουσιών που είναι δυσάρεστες στη γεύση ή την οσμή, τοξικές ή δηλητηριώδεις και γενικά απωθητικές για τα φυτοφάγα. Μπορεί, επίσης, να είναι αναστολείς της αύξησης, επιβραδυντές της ανάπτυξης ή να διαταράσσουν τον ορμονικό κύκλο των φυτοφάγων καταναλωτών. Εντάσσονται στους λεγόμενους δευτερογενείς μεταβολίτες (ή φυσικά προϊόντα) και από χημική άποψη είναι τερπενοειδή, αλκαλοειδή, φαινολικά ή παράγωγά τους. Πρόκειται για οργανικές ενώσεις που δεν σχετίζονται άμεσα με τις διαδικασίες αύξησης και αναπαραγωγής των φυτών και γι’ αυτό αρχικά θεωρήθηκαν τυχαία ή άχρηστα υποπροϊόντα του μεταβολισμού. Σήμερα γνωρίζουμε ότι η βιοσύνθεσή τους αντιπροσωπεύει υψηλό κόστος για το φυτό, εξαρτάται από τον πρωτογενή μεταβολισμό και σχετίζεται άμεσα με την ικανότητα διαφοροποίησης των φυτικών κυττάρων. Η συσσώρευσή τους συνδέεται με την άμυνα, τον ανταγωνισμό, την επικοινωνία και γενικότερα την αλληλεπίδραση των φυτών με τους βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες του περιβάλλοντος.

			Δεδομένου ότι τα φαινολικά μπορούν με σχετική ευκολία να προσδιοριστούν ποσοτικά, στην παρούσα άσκηση θα περιοριστούμε μόνο σε αυτά.

			Οι φαινολικές ενώσεις χαρακτηρίζονται από έναν τουλάχιστον αρωματικό δακτύλιο, που φέρει μία ή περισσότερες ομάδες υδροξυλίου (Σχήμα 6.5.1). Με αντιδράσεις πολυμερισμού, υποκατάστασης, συμπύκνωσης ή προσθήκης δακτυλίων στη βασική δομή προκύπτει μια τεράστια ποικιλία φαινολικών ουσιών, οι οποίες αποτελούν το ~40% του οργανικού C που ανακυκλώνεται στη βιόσφαιρα. Παράγονται κυρίως από τα φυτά αλλά και από μύκητες και βακτήρια, ενώ τα ζώα τα προσλαμβάνουν με την τροφή τους.
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			Σχήμα 6.5.1 Βασική δομή φαινολικών ενώσεων και μερικοί χαρακτηριστικοί αντιπρόσωποι.

			Τα περισσότερα φαινολικά συντίθενται μέσω της οδού του σικιμικού οξέος, η οποία ξεκινά από δύο φωσφορυλιωμένους πρωτογενείς μεταβολίτες: το φωσφο-ενολπυροσταφυλικό οξύ και την 4-φωσφορική ερυθρόζη. Από το σικιμικό οξύ παράγονται τα αρωματικά αμινοξέα φαινυλαλανίνη, τυροσίνη και τρυπτοφάνη, τα οποία είναι απαραίτητα για τη σύνθεση των πρωτεϊνών. Η βιοσύνθεση των απλών φαινολικών ενώσεων ξεκινά με την απαμίνωση της φαινυλαλανίνης προς κινναμικό οξύ, αντίδραση που καταλύει η αμμωνιο-λυάση της φαινυλαλανίνης (PAL, phenylalanine ammonia lyase). Πρόκειται για ένα ένζυμο-κλειδί του μεταβολισμού των φαινολικών, η δραστηριότητα του οποίου επάγεται από πληθώρα βιοτικών και αβιοτικών καταπονητικών παραγόντων του περιβάλλοντος. Στη σύνθεση πιο πολύπλοκων φαινολικών, των φλαβονοειδών, συμμετέχει και μία δεύτερη οδός, αυτή του μηλονικού οξέος (Σχήμα 6.5.2). Οι ταννίνες, οι οποίες θα αναφερθούν στη συνέχεια, προέρχονται από τον πολυμερισμό απλών φαινολικών οξέων (κυρίως γαλλικού οξέος, υδρολυόμενες ταννίνες) ή φλαβονοειδών (κυρίως κατεχίνης, συμπυκνωμένες ταννίνες).
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			Σχήμα 6.5.2 Συνοπτικό διάγραμμα της βιοσυνθετικής οδού του σικιμικού οξέος.

			Στο σημείο αυτό θα αναφερθούν με συντομία οι λόγοι για τους οποίους φυτικοί ιστοί με υψηλές συγκεντρώσεις φαινολικών είναι απωθητικοί. Καταρχήν, ορισμένες χημικές δομές είναι τοξικές. Ωστόσο, η τοξικότητα των φαινολικών είναι σχετικά ήπια αν συγκριθεί, για παράδειγμα, με αυτή των αλκαλοειδών. Κατά συνέπεια, ένα φυτό που στηρίζει την άμυνά του στη συσσώρευση φαινολικών, πρέπει να τα περιέχει σε μεγάλες ποσότητες. Μια πρώτη ιδιότητα των φαινολικών ουσιών είναι ότι προσδίδουν πικρή και δυσάρεστη γεύση στο φυτικό ιστό. Το επιχείρημα αυτό, βέβαια, είναι αρκετά ανθρωποκεντρικό, αφού στην πράξη δεν είναι εύκολο να εκτιμηθούν οι γευστικές προτιμήσεις των υπόλοιπων οργανισμών. Μια γεύση αποκρουστική για τον άνθρωπο μπορεί να είναι ιδιαίτερα ευχάριστη για ένα άλλο ζώο. Μια δεύτερη ιδιότητα των φαινολικών, και ιδιαίτερα των ταννινών, είναι ότι δημιουργούν σύμπλοκα με πρωτεΐνες, τις οποίες καταβυθίζουν. Αυτό έχει ως συνέπεια να αδρανοποιούνται πεπτικά ένζυμα στο σάλιο ή στον πεπτικό σωλήνα του καταναλωτή, μειώνοντας το πεπτικό δυναμικό του. Επιπλέον, καταβυθίζεται και αποβάλλεται με τα κόπρανα σημαντικό μέρος των πρωτεϊνών του φυτού, μειώνοντας τη θρεπτική αξία της τροφής. Μία ακόμα ιδιότητα των ταννινών, ίσως η πιο σημαντική, είναι ότι δρουν ως προ-οξειδωτικοί παράγοντες, προκαλούν, δηλαδή, στα όργανα πέψης του φυτοφάγου την παραγωγή ενεργών μορφών οξυγόνου (ROS), αφού προηγηθεί η δική τους οξείδωση.

			Επειδή η απωθητικότητα ή η τοξικότητα μιας ουσίας είναι θέμα συγκέντρωσης, έπεται ότι το χημικό αμυντικό δυναμικό ενός φυτού θα είναι συνάρτηση της ικανότητάς του να συσσωρεύει τη συγκεκριμένη ουσία. Πράγματι, υπάρχουν μεγάλες διακυμάνσεις στις συγκεντρώσεις των φαινολικών ουσιών τόσο μεταξύ των ειδών όσο και μεταξύ των πληθυσμών ή των ατόμων ενός είδους. Επιπλέον, το χημικό αμυντικό δυναμικό ποικίλει και μεταξύ των διάφορων ιστών και οργάνων ενός ατόμου ή του ίδιου ιστού/οργάνου ανάλογα με την εποχή ή τις περιβαλλοντικές συνθήκες. Για να ερμηνευτούν αυτές οι διακυμάνσεις έχουν διατυπωθεί διάφορες οικολογικές υποθέσεις, μεταξύ των οποίων οι εξής:

			Α) Η υπόθεση της βέλτιστης άμυνας (McΚey, 1974), η οποία υποστηρίζει ότι η επένδυση σε δευτερογενείς μεταβολίτες αντιπροσωπεύει υψηλό κόστος για το φυτό και αποσπά πόρους απαραίτητους για την ανάπτυξη. Ως κύρια επιλεκτική πίεση που καθορίζει ποσοτικά την επένδυση σε άμυνα θεωρείται η φυτοφαγία. Προβλέπει ότι μεγαλύτερη άμυνα θα πρέπει να επενδύεται στα πιο πολύτιμα και ευάλωτα φυτικά μέρη. Για παράδειγμα, ένα νεαρό φύλλο είναι αναπόφευκτα μαλακό, επομένως ευάλωτο, επειδή η πρόωρη σκληροποίησή του (με σκληρεΐδες, παχιά κυτταρικά τοιχώματα, ισχυρή εφυμενίδα) δεν θα επέτρεπε την περαιτέρω έκπτυξη. Επιπλέον, ένα νεαρό φύλλο είναι πολύτιμο, καθώς η αξία του καθορίζεται από τη μελλοντική φωτοσυνθετική προοπτική του, η οποία θα αποδώσει όχι μόνο το κόστος της κατασκευής του αλλά και φωτοσυνθετική υπεραξία για την ανάπτυξη και του υπόλοιπου φυτού. Κατά συνέπεια, ένα νεαρό φύλλο πρέπει να είναι εφοδιασμένο με ισχυρή χημική άμυνα.

			Η συγκεκριμένη υπόθεση οδηγεί σε επιτυχείς προβλέψεις για τις παρατηρούμενες διαφορές στη συγκέντρωση των φαινολικών ουσιών, μεταξύ ειδών που διαθέτουν μακρόβια ή βραχύβια φύλλα. Ένα μακρόβιο φύλλο (με χρόνο ζωής μεγαλύτερο του ενός έτους) είναι ένα φύλλο για όλες τις εποχές. Επομένως, πρέπει να εφοδιαστεί με μηχανισμούς αντοχής απέναντι στους μεταβαλλόμενους και εποχιακά δυσμενείς περιβαλλοντικούς παράγοντες και να επενδυθεί σ’ αυτό ικανοποιητικό ποσό άμυνας με τη μορφή δευτερογενών μεταβολιτών. Λόγω του μεγάλου κόστους κατασκευής, ένα τέτοιο φύλλο δύσκολα αντικαθίσταται, άρα δεν πρέπει να θυσιαστεί στους καταναλωτές. Τα αντίθετα ισχύουν για ένα βραχύβιο φύλλο που, δεδομένου ότι θα παραμείνει για μικρό χρονικό διάστημα στο φυτό, μπορεί να είναι και «πρόχειρα» κατασκευασμένο.

			Β) Η υπόθεση ισορροπίας αύξησης / διαφοροποίησης (Herms & Mattson, 1992), η οποία διατείνεται ότι στα φυτά υπάρχει ένας ανταγωνισμός για τους πόρους που θα διατεθούν για την ανάπτυξη ή την άμυνα, και ότι στον ανταγωνισμό αυτό επικρατεί η ανάπτυξη. Εάν υπάρχει επάρκεια πόρων (π.χ. θρεπτικά στοιχεία και νερό στο έδαφος, άριστες συνθήκες για φωτοσύνθεση κλπ), τότε το φωτοσυνθετικό προϊόν οδηγείται προς την ανάπτυξη του φυτού, ενώ η επένδυση στην άμυνα υπολείπεται. Σε συνθήκες ανεπάρκειας πόρων (π.χ. έλλειψη θρεπτικών), η ανάπτυξη αναστέλλεται και η μικρή περίσσεια του φωτοσυνθετικού προϊόντος οδηγείται κατά προτεραιότητα προς τη δημιουργία αμυντικών χημικών ουσιών. Η εν λόγω υπόθεση είναι ιδιαίτερα χρήσιμη για την ερμηνεία της επίδρασης των περιβαλλοντικών πόρων στις συγκεντρώσεις των φαινολικών ουσιών ενός φυτού. Έτσι, τα βραδυαυξή φυτά (που έχουν εγγενώς μικρές ταχύτητες ανάπτυξης) αναμένεται να περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις φαινολικών. Τα ταχυαυξή φυτά, με μικρή επένδυση σε φαινολικά, αυξάνουν αυτή την επένδυση αν κάποιος από τους παράγοντες του περιβάλλοντος βρίσκεται σε περιοριστικές τιμές. Όπως φαίνεται στο Σχήμα 6.5.2, η βιοχημική βάση της θεωρίας σχετίζεται με τον ανταγωνισμό μεταξύ της πρωτεϊνοσύνθεσης (ανάπτυξη) και της βιοσύνθεσης φαινολικών (άμυνα), που μοιράζονται τη φαινυλαλανίνη ως υπόστρωμα.

			6.5.2 Πειραματικό μέρος

			Περιλαμβάνει δύο ενότητες. Στην πρώτη, θα συγκριθούν φύλλα ενός σκληρόφυλλου αείφυλλου είδους (π.χ. Pistacia lentiscus, κν. σχίνος, ή Arbutus unedo, κν. κουμαριά) και ενός ετήσιου, ποώδους με μαλακά φύλλα (π.χ. Malva sylvestris, κν. μολόχα, ή Sinapis alba, κν. σινάπι). Στη δεύτερη, θα συγκριθούν φύλλα διαφορετικής ηλικίας (του ίδιου ατόμου) του σκληρόφυλλου αείφυλλου είδους, που χρησιμοποιήθηκε στην 1η ενότητα. Και στις δύο ενότητες θα πραγματοποιηθούν οι ίδιες μετρήσεις.

			Προσδιορισμός μηχανικής άμυνας

			Τα επίπεδα της μηχανικής άμυνας θα εκτιμηθούν μέσω δύο παραμέτρων: της ειδικής μάζας του φύλλου (SLM, Specific Leaf Mass) και της μηχανικής αντοχής του φύλλου (δοκιμή διάτρησης, crude punch test).

			Ως ειδική μάζα του φύλλου ορίζεται η ξηρή μάζα (ξηρό βάρος) στη μονάδα φυλλικής επιφάνειας και υπολογίζεται από τη σχέση:

			[image: ]

			Ο δείκτης SLM είναι χρησιμότατο μέγεθος, καθώς παρουσιάζει ευθεία συσχέτιση με παραμέτρους που εκφράζουν τον βαθμό ξηρομορφισμού ενός φύλλου, όπως το πάχος του, το πάχος της εφυμενίδας, τη σκληρότητά του κλπ. Για τους λόγους αυτούς, η ειδική μάζα ενός φύλλου συχνά ονομάζεται και «δείκτης σκληροφυλλίας».

			Για την εκτίμηση της μηχανικής αντοχής του φύλλου, ουσιαστικά μετράται η μηχανική αντίσταση στη θραύση. Χρησιμοποιείται μια ειδική συσκευή διάτρησης (penetrometer), απλή στη χρήση της, που μπορεί να κατασκευαστεί εύκολα. Πρακτικώς, το φύλλο σταθεροποιείται μεταξύ δύο λείων πλακών (π.χ. από plexiglas), στο κέντρο των οποίων υπάρχει δίαυλος. Μέσα από τον δίαυλο μετακινείται ένας μεταλλικός άξονας (έμβολο) με το ελάχιστο των τριβών. Η απόσταση μεταξύ των πλακών ρυθμίζεται με κατάλληλο κοχλία, ώστε να προσαρμόζεται στο πάχος του προς μέτρηση φύλλου. Το ένα άκρο του εμβόλου ακουμπά στο φύλλο, ενώ στο αντίθετο άκρο του προσαρμόζεται δοχείο στο οποίο προστίθενται σταδιακά μικρά βαρίδια (συνήθως σκάγια από μόλυβδο), έως ότου το έμβολο διατρυπήσει το φύλλο (Σχήμα 6.5.3). Το απαιτούμενο βάρος για τη θραύση του φύλλου αποτελεί ένδειξη της μηχανικής αντοχής του, είναι ανάλογο του δείκτη SLM και εξομοιώνει, κατά προσέγγιση, την ενέργεια που καταναλώνει ο θηρευτής κατά τη μάσηση του ιστού.
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			Σχήμα 6.5.3 Σχηματική και πραγματική απεικόνιση της συσκευής διάτρησης ενός φύλλου.

			Προσδιορισμός χημικής άμυνας

			Όπως προαναφέρθηκε, η χημική άμυνα θα εκτιμηθεί μέσω του προσδιορισμού των περιεχόμενων φαινολικών ουσιών στα φύλλα. Θα χρησιμοποιηθούν δύο μέθοδοι:

			•μέτρηση της απορρόφησης μεθανολικού εκχυλίσματος φύλλων στα 300 nm (Α300, μέθοδος ζέουσας μεθανόλης). Η συγκεκριμένη μέθοδος βασίζεται στο ότι τα φαινολικά, και κυρίως τα φλαβονοειδή, απορροφούν έντονα στην περιοχή του φάσματος μεταξύ 280-320 nm, και μετρά την απορρόφηση των ολικών φαινολικών του φύλλου. Επιλέγονται τα 300 nm ως αντιπροσωπευτικό μήκος κύματος, χωρίς να σημαίνει ότι όλες οι φαινολικές ενώσεις παρουσιάζουν μέγιστο σ’ αυτό το μήκος κύματος.

			•μέθοδος Folin-Ciocalteu, κατά την οποία οι φαινολικές ομάδες οξειδώνονται σε αλκαλικές συνθήκες (παρουσία διαλύματος Na2CΟ3), ανάγοντας, συγχρόνως, το φωσφοβολφραμικό/φωσφομολυβδαινικό σύμπλοκο (αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu). Το ανηγμένο σύμπλοκο είναι έγχρωμο (μπλε) και μετράται η απορρόφησή του στα 760 nm (Α760), όπου παρουσιάζει μέγιστο. Είναι φανερό ότι η μέθοδος μετρά τη συγκέντρωση των φαινολικών ομάδων, χωρίς να μπορεί να διακρίνει μεταξύ των επιμέρους φαινολικών δομών. Κατά συνέπεια, για να μετατραπεί η τιμή του Α760 σε ποσοτική εκτίμηση των συνολικών φαινολικών, πρέπει να κατασκευαστεί πρότυπη καμπύλη συσχέτισης της απορρόφησης με τη συγκέντρωση γνωστής φαινολικής ουσίας, η οποία υφίσταται την ίδια επεξεργασία με το δείγμα (Σχήμα 6.5.4). Συνήθως, χρησιμοποιείται ταννικό οξύ εμπορίου σε κατάλληλες συγκεντρώσεις.
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			Σχήμα 6.5.4 Ενδεικτική πρότυπη καμπύλη συσχέτισης της συγκέντρωσης ταννικού οξέος και της απορρόφησης στα 760 nm (Α760).

			Υλικά και εξοπλισμός που απαιτούνται:

			•φύλλα των ειδών Arbutus unedo και Malva sylvestris,

			•ψαλίδι,

			•Na2CΟ3,

			•Μεθανόλη,

			•αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu (διατίθεται έτοιμο στο εμπόριο),

			•ταννικό οξύ,

			•υδροβολέας με απιονισμένο H2O,

			•γυάλινες ράβδοι,

			•κωνικές φιάλες των 25, 50 και 100 ml,

			•γυάλινα σιφώνια των 5, 2 και 1 ml, 

			•αυτόματες πιπέτες σταθερού ή μεταβλητού όγκου,

			•γυάλινοι δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•στατώ για δοκιμαστικούς σωλήνες,

			•ογκομετρικός κύλινδρος των 100 ml,

			•πλαστικοί σωλήνες φυγοκέντρου,

			•μαρκαδόρος ή αυτοκόλλητες ετικέτες,

			•αλουμινόχαρτο ή parafilm,

			•φυγόκεντρος,

			•συσκευή Vortex για την ανάδευση των σωλήνων,

			•επιφανειόμετρο,

			•υδατόλουτρο με δυνατότητα ανάδευσης,

			•ζυγός ακριβείας,

			•συσκευή διάτρησης (penetrometer),

			•φασματοφωτόμετρο.

			Πειραματική διαδικασία

			Για την πρώτη ενότητα μετρήσεων, επιλέγονται 3 άτομα ανά είδος και από κάθε άτομο συλλέγεται ίδιος αριθμός ώριμων φύλλων όμοιας έκθεσης, τα οποία κλείνονται σε αεροστεγή σακουλάκια με ένα μικρό κομμάτι νωπού διηθητικού χαρτιού για τη μεταφορά στο εργαστήριο (για λεπτομέρειες αποθήκευσης, βλέπε Άσκηση 1.1, Εικόνα 1.1.1).

			Για τη δεύτερη ενότητα, από κάθε άτομο Arbutus unedo επιλέγονται 2 κλάδοι και από κάθε κλάδο συλλέγονται 4 φύλλα διαφορετικής ηλικίας, από πολύ νεαρά έως ώριμα. Τα φύλλα μεταφέρονται στο εργαστήριο σε αεροστεγή σακουλάκια, όπως περιγράφεται ανωτέρω.

			Ένα φύλλο από κάθε άτομο ή/και ηλικία θα χρησιμοποιηθεί για τη μέτρηση της μηχανικής αντίστασης στη θραύση (δοκιμή διάτρησης) και τα υπόλοιπα για τις άλλες μετρήσεις.

			Δοκιμή διάτρησης: το κάθε φύλλο σταθεροποιείται, με τη βοήθεια του κοχλία, ανάμεσα στις δύο πλάκες plexiglass (φροντίζοντας ώστε το κεντρικό αγγείο να μην βρίσκεται στην πορεία του εμβόλου). Προστίθενται σταδιακά στο δοχείο βαρίδια μέχρι να επιτευχθεί διάτρηση του φύλλου. Στη συνέχεια, το δοχείο με τα βαρίδια αποσύρεται από τη συσκευή, ζυγίζεται το περιεχόμενό του και σημειώνεται το βάρος του.

			Η μέτρηση της επιφάνειας του φύλλου μπορεί να γίνει με δύο τρόπους:

			•με ειδικά όργανα, που ονομάζονται επιφανειόμετρα. Τα όργανα αυτά διαθέτουν ένα ευαίσθητο στέλεχος, μέσα από το οποίο αφήνουμε να διέλθει το προς μέτρηση φύλλο, και το οποίο διαθέτει στη μία πλευρά, σειρά μικρολαμπτήρων και στην άλλη, συστοιχία φωτοκυττάρων. Η επιφάνεια δίδεται σε cm2 και υπολογίζεται από το ποσό της ακτινοβολίας το οποίο δεν ανιχνεύεται από τα φωτοκύτταρα λόγω σκίασης των αντίστοιχων λαμπτήρων από το παρεμβαλλόμενο φύλλο.

			•με τη δημιουργία πρότυπης καμπύλης, η οποία συσχετίζει το βάρος τεμαχίων χαρτιού με την αντίστοιχη, γεωμετρικά υπολογιζόμενη, επιφάνειά τους. Στη συνέχεια, σχεδιάζεται το περίγραμμα του φύλλου πάνω στο χαρτί (εναλλακτικά, μπορεί να φωτοτυπηθεί) και αφού κοπεί προσεκτικά και ζυγιστεί, υπολογίζεται από την πρότυπη καμπύλη η επιφάνειά του. Η μέθοδος αυτή είναι ιδιαίτερα αξιόπιστη, με την προϋπόθεση ότι χρησιμοποιείται χαρτί ομοιόμορφου πάχους και βάρους σε όλα τα σημεία του (π.χ. φωτοτυπικό χαρτί ή χαρτί millimetre).

			Μέτρηση ξηρού βάρους: το ίδιο φύλλο στο οποίο μετρήθηκε η επιφάνεια τοποθετείται για 24 h σε κλίβανο (80 οC), ώστε να εξατμιστεί το περιεχόμενο νερό, και στη συνέχεια ζυγίζεται σε ζυγό ακριβείας.

			Από τη Σχέση 1 και τις τιμές ξηρού βάρους και επιφάνειας, υπολογίζεται ο δείκτης SLM για κάθε φύλλο.

			Μέτρηση φαινολικών

			Μέθοδος ζέουσας μεθανόλης: νωπά φύλλα, στα οποία έχει μετρηθεί η επιφάνεια, τεμαχίζονται σε μικρά τμήματα και τοποθετούνται σε αριθμημένους δοκιμαστικούς σωλήνες, στους οποίους προστίθενται 5 ml διαλύματος μεθανόλης:H2O:HCl (90:1:1 v/v/v). Οι σωλήνες καλύπτονται με αλουμινόχαρτο και η εκχύλιση πραγματοποιείται σε υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 67οC (σημείο βρασμού της μεθανόλης) για 10 min, υπό ήπια ανάδευση. Στη συνέχεια, τα διαλύματα (χωρίς τα φύλλα) μεταγγίζονται προσεκτικά σε δεύτερη σειρά σωλήνων, αφήνονται για ~15 min να επανέλθουν σε θερμοκρασία δωματίου και μετράται η απορρόφησή τους στα 300 nm (Α300). Οι τιμές της απορρόφησης στα 300 nm ομαλοποιούνται ανά μονάδα επιφάνειας φύλλων που εκχυλίστηκαν (A300/ cm2).

			Μέθοδος Folin-Ciocalteu: αποξηραμένα φύλλα γνωστής επιφανείας και βάρους ~50 mg τοποθετούνται σε πλαστικούς σωλήνες φυγοκέντρου και θρυμματίζονται με τη βοήθεια γυάλινης ράβδου. Η εκχύλιση γίνεται παρουσία 5 ml διαλύματος μεθανόλης:Η2Ο (1:1 v/v) σε υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας 40 οC επί 1 h, με ήπια ανάδευση. Οι σωλήνες καλύπτονται με parafilm για την αποφυγή εξάτμισης της μεθανόλης. Ακολουθεί φυγοκέντρηση (3000 g x 5 min) και τα υπερκείμενα μεταγγίζονται σε γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες, για να χρησιμοποιηθούν για τον ποσοτικό προσδιορισμό των φαινολικών. Στη συνέχεια:

			•Παρασκευάζεται διάλυμα Na2CΟ3 20% w/v. Το αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu διατίθεται έτοιμο στο εμπόριο.

			•Σε μία σειρά αριθμημένων δοκιμαστικών σωλήνων (ανάλογα με τον αριθμό των δειγμάτων) προστίθενται 3.95 ml απιονισμένο H2O και 0.05 ml δείγματος. Ακολουθεί ανάδευση.

			•Σε κάθε σωλήνα προστίθενται 0.25 ml αντιδραστήριο Folin-Ciocalteu και επαναλαμβάνεται η ανάδευση.

			•Μετά από 1 min προστίθενται σε κάθε σωλήνα 0.75 ml διαλύματος Na2CΟ3 και επαναλαμβάνεται η ανάδευση.

			•Στη συνέχεια οι σωλήνες αφήνονται να επωαστούν σε θερμοκρασία δωματίου επί 2 h, μέχρι να ολοκληρωθεί η σταδιακή ανάπτυξη του χρώματος.

			•Μετράται η τελική απορρόφηση στα 760 nm (Α760).

			•Στον σωλήνα που θα χρησιμοποιηθεί ως μάρτυρας κατά τη φωτομέτρηση (τυφλό), στη θέση του δείγματος, προστίθενται 0,05 ml 50% μεθανόλης και υπόκειται στην ίδια διαδικασία.

			•Για την κατασκευή της πρότυπης καμπύλης, παρασκευάζονται διαλύματα αυξανόμενων συγκεντρώσεων ταννικού οξέος, τελικού όγκου 2 ml (σύμφωνα με τις υποδείξεις του Πίνακα 6.5.1), για τα οποία ακολουθείται η ίδια διαδικασία.
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			Πίνακας 6.5.1 Συγκεντρώσεις ταννικού οξέος που θα χρησιμοποιηθούν για την κατασκευή πρότυπης καμπύλης. Οι αντίστοιχες συγκεντρώσεις προκύπτουν από κατάλληλη αραίωση stock διαλύματος ταννικού οξέος σε μεθανόλη (4 mgr/ml, όγκος stock διαλύματος: 10 ml).

			Με τη βοήθεια της πρότυπης καμπύλης, η τιμή Α760 του κάθε δείγματος εκφράζεται τελικά ως mgr ισοδυνάμων ταννικού οξέος ανά μονάδα ξηρού βάρους ή/και επιφάνειας φύλλων.

			Χρήσιμες επισημάνσεις για την επιτυχή έκβαση του πειράματος:

			•Κατά τη δειγματοληψία, πρέπει να συλλεχθούν φύλλα όμοιας έκθεσης και συγκρίσιμης (για κάθε περίπτωση) ηλικίας. Ο καθορισμός της ηλικίας των φύλλων βασίζεται στο μέγεθος καθώς και στη θέση έκπτυξής τους πάνω στους κλάδους.

			•Κατά τη δοκιμή της διάτρησης, στο απαιτούμενο βάρος για τη θραύση του φύλλου θα πρέπει να συνυπολογιστεί και εκείνο του δοχείου των βαριδίων.

			•Κατά τον υπολογισμό του δείκτη SLM, η επιφάνεια του φύλλου πρέπει να μετατραπεί σε dm2.

			•Στη μέθοδο Folin-Ciocalteu, η προσθήκη του Na2CΟ3 πρέπει να γίνει μετά από 1 min και σε διάστημα μέχρι 8 min. Η μέτρηση της απορρόφησης πρέπει να ακολουθήσει την ίδια χρονική αλληλουχία, για να τηρηθεί ο ίδιος χρόνος σε όλα τα δείγματα.

			6.5.3 Παρουσίαση - σχολιασμός αποτελεσμάτων

			•Ομαδοποιήστε τα αποτελέσματα της άσκησης σε δύο ενότητες, όπως αναφέρεται στο πειραματικό μέρος.

			•Παρουσιάστε σε πίνακα (έναν για κάθε ενότητα) τα αποτελέσματα των μετρήσεών σας.

			•Υπολογίστε για κάθε παράμετρο τη μέση τιμή και την τυπική απόκλιση ανά είδος ή/και ηλικία φύλλων.

			•Παρουσιάστε τα αποτελέσματά σας (μέση τιμή ± τυπική απόκλιση) υπό μορφή ιστογραμμάτων.

			•Σχολιάστε συνοπτικά τα αποτελέσματά σας, με βάση τις προβλέψεις των οικολογικών υποθέσεων που αναλύονται στην Εισαγωγή.

			6.5.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_6.5.html

			1.Οι φαινολικές ουσίες παράγονται από 

			α. τη βιοχημική οδό του σικιμικού οξέος.

			β. τη βιοχημική οδό του μεβαλονικού οξέος.

			γ. το γλουταμινικό οξύ.

			2. Οι ταννίνες είναι αποτρεπτικές για τα φυτοφάγα επειδή

			α. παρεμβαίνουν στο ορμονικό σύστημά τους.

			β. αναστέλλουν την τελική οξειδάση της μιτοχονδριακής αναπνοής.

			γ. προκαλούν την παραγωγή ROS και την καταβύθιση των πρωτεϊνών στον πεπτικό σωλήνα τους.

			3. Η αμμωνιο-λυάση της φαινυλαλανίνης (PAL) έχει ρυθμιστικό ρόλο στη βιοσύνθεση των

			α. τερπενοειδών.

			β. φαινολικών.

			γ. αλκαλοειδών.

			4. Ο δείκτης ειδικής μάζας φύλλου (SLM)

			α. δίδεται ως gr Ξ.Β./dm2 φύλλου.

			β. δίδεται ως αριθμός φύλλων/φυτό.

			γ. είναι καθαρός αριθμός.

			5. Δύο ομάδες φυτών (Α και Β) του ίδιου είδους αναπτύσσονται σε έδαφος που έχει επάρκεια ή έλλειψη αζώτου αντίστοιχα. Ποια ομάδα αναμένεται να είναι καλύτερα εφοδιασμένη με χημικές αμυντικές ουσίες;

			α. Η ομάδα Α.

			β. Η ομάδα Β.

			γ. Δεν αναμένεται διαφορά μεταξύ των δύο ομάδων.

			6.Συγκρίνοντας ένα νεαρό και ένα ώριμο φύλλο του ίδιου φυτού, 

			α. μεγαλύτερο SLM αναμένεται να έχει το νεαρό.

			β. μεγαλύτερο SLM αναμένεται να έχει το ώριμο.

			γ. Δεν αναμένεται διαφορά του SLM μεταξύ των ηλικιών.

			7. Στη μέθοδο Folin-Ciocalteu που εφαρμόσατε, με τη βοήθεια της πρότυπης καμπύλης υπολογίζονται 

			α. η συγκέντρωση ταννικού οξέος των φύλλων.

			β. η συγκέντρωση των περιεχομένων ταννινών των φύλλων.

			γ. η συγκέντρωση των ολικών φαινολικών των φύλλων, ως ισοδύναμα ταννικού οξέος.

			Άσκηση 6.6.: Βιοχημικές αλληλεπιδράσεις των φυτών - αλληλοπάθεια

			Σκοπός της άσκησης

			Η άσκηση έχει ως στόχο να εξεταστεί η επίδραση του υδατικού εκπλύματος των φύλλων της Dittrichia viscosa στη φύτρωση σπερμάτων μαρουλιού.

			Προαπαιτούμενη γνώση

			Δευτερογενής μεταβολισμός – Τερπένια – Φαινολικές ενώσεις – Αλληλοπάθεια.

			6.6.1. Εισαγωγή

			Τα φυτά ανταγωνίζονται μεταξύ τους για να αποκτήσουν την καλύτερη δυνατή πρόσβαση στη φωτεινή ακτινοβολία, το νερό και τα ανόργανα θρεπτικά στοιχεία. Όταν ένα φυτό χρησιμοποιεί χημικά μέσα για να ανταγωνιστεί τα γειτονικά του φυτά, το φαινόμενο καλείται αλληλοπάθεια. Με αυτό τον όρο περιγράφονται, συνήθως, οι δυσμενείς αλληλεπιδράσεις των ανώτερων φυτών. Οι χημικές ουσίες που εμπλέκονται είναι φαινολικές ή τερπενοειδείς ενώσεις. Η απελευθέρωση των αλληλοχημικών ενώσεων στο περιβάλλον πραγματοποιείται είτε μέσω της αποσύνθεσης της φυτικής βιομάζας (φύλλα, βλαστοί, ρίζες), είτε με ενεργητική έκκριση από τα κύτταρα της ρίζας, είτε, τέλος, με έκπλυση της επιφάνειας των φύλλων κατά τη διάρκεια μιας βροχόπτωσης.

			[image: G:\Κάλλιπος2\Αλληλοπάθεια\gia teliki\Εικόνα 6.6.1.png]

			Εικόνα 6.6.1 Dittrichia viscosa (L.) W. Greuter (syn. Inula viscosa (L.) Aiton).

			Το είδος Dittrichia viscosa (L.) W. Greuter (syn. Inula viscosa (L.) Aiton) ανήκει στην οικογένεια Compositae και είναι ένας μεσογειακός αείφυλλος θάμνος (Εικόνα 6.6.1). Καλύπτει, συνήθως, περιοχές που έχουν διαταραχθεί από τις ανθρώπινες δραστηριότητες, όπως οι αγροί στους οποίους έχει διακοπεί η καλλιεργητική δραστηριότητα ή οι παρυφές των δρόμων. Τα φύλλα της διαθέτουν αδενώδεις και μη αδενώδεις τρίχες, που περιέχουν σεσκιτερπενικές ενώσεις και 22 άγλυκα φλαβονοειδή. Στα περισσότερα φυτικά είδη με ανάλογα χαρακτηριστικά, τα χημικά μείγματα αυτού του τύπου είναι ενσωματωμένα στο επιεφυμενιδικό κηρώδες στρώμα της επιφάνειας των φύλλων και η απομάκρυνσή τους απαιτεί τη χρήση χλωροφορμίου.

			Στην περίπτωση, όμως, του D. viscosa, έχει βρεθεί ότι ένα ποσοστό της τάξης του 75% του επιεφυμενιδικού μείγματος είναι δυνατό να απομακρυνθεί με απλό ξέπλυμα των φύλλων με νερό (Σχήμα 6.6.1). Το χαρακτηριστικό αυτό προσφέρει ένα σημαντικό πειραματικό πλεονέκτημα, καθώς το αλληλοχημικό μείγμα λαμβάνεται εύκολα και γρήγορα και μπορεί, στη συνέχεια, να χρησιμοποιηθεί σε βιοδοκιμές.

			[image: Σχήμα 6]

			Σχήμα 6.6.1 Φάσμα απορρόφησης χλωροφωρμικού  και υδατικού εκπλύματος φύλλων D. viscosa. Τα αποτελέσματα είναι κανονικοποιημένα ώστε να δίνουν την απορρόφηση 1ml εκπλύματος από 1 cm2 επιφάνειας φύλλου.

			6.6.2.Πειραματικό μέρος

			Για τον έλεγχο της αλληλοπαθητικής δράσης του υδατοδιαλυτού εκπλύματος των φύλλων του Dittrichia viscosa, χρησιμοποιείται το υπέργειο τμήμα του φυτού (βλαστοί με φύλλα). Το φυτικό υλικό συλλέγεται από παρυφές δρόμων ή αγρούς οι οποίοι δεν καλλιεργούνται. Επειδή η συγκέντρωση του επιεφυμενιδικού μείγματος παρουσιάζει εποχιακή διακύμανση με μέγιστο κατά τους καλοκαιρινούς μήνες, συνιστάται η συλλογή να πραγματοποιείται προς το τέλος της άνοιξης, ώστε να μπορεί να εξυπηρετήσει τις ανάγκες μιας εργαστηριακής άσκησης στα πλαίσια του εκπαιδευτικού προγράμματος.

			Υλικά και όργανα που απαιτούνται:

			•φύλλα από D.viscosa,

			•απεσταγμένο νερό,

			•αναδευτήρας,

			•φίλτρα διήθησης Corning (0.45 μm),

			•φασματοφωτόμετρο,

			•κωνικές φιάλες,

			•δοκιμαστικοί σωλήνες,

			•τριβλία Petri,

			•διάλυμα NaOCl 4% v/v,

			•διηθητικό χαρτί,

			•θάλαμος ανάπτυξης φυτών,

			•υποδεκάμετρο.

			Πειραματική διαδικασία

			Φρέσκα φύλλα του D.viscosa με νωπό βάρος 30-40 gr εμβαπτίζονται σε 100 ml απεσταγμένο νερό για 3 ώρες, με ήπια ανάδευση, ώστε να απομακρυνθεί το υδατοδιαλυτό επιεφυμενιδικό υλικό τους. Το διάλυμα που προκύπτει αποστειρώνεται με τη βοήθεια φίλτρων (Corning, 0,45 μm) ώστε να απομακρυνθούν σπόρια μυκήτων, σκόνη κλπ. Μικρή ποσότητα του διαλύματος χρησιμοποιείται για φωτομέτρηση στα 290 nm (βλέπε Σχήμα 6.6.2). Απορρόφηση 4 (Α / cm2 επιφάνειας φύλλων, βλέπε Σχήμα 6.6.1) χαρακτηρίζει ένα ικανοποιητικά πυκνό διάλυμα. Στη συνέχεια, το διάλυμα χρησιμοποιείται, μετά από κατάλληλες αραιώσεις, σε απεσταγμένο νερό για τις μεταχειρίσεις της βιοδοκιμής.

			Εάν η απορρόφηση του αρχικού (πυκνού) διαλύματος είναι μικρότερη ή μεγαλύτερη από 4, οι αραιώσεις για τα διαλύματα των βιοδοκιμών που περιγράφονται παρακάτω πρέπει να τροποποιηθούν ανάλογα. Τα διαλύματα των μεταχειρίσεων της βιοδοκιμής είναι τα εξής:

			•Απεσταγμένο νερό (μάρτυρας).

			•Αραίωση 1/10 του αρχικού διαλύματος.

			•Αραίωση 1/5 του αρχικού διαλύματος.

			•Αραίωση 1/2 του αρχικού διαλύματος.

			•Αραίωση 1/1 του αρχικού διαλύματος.

			Σπέρματα μαρουλιού αποστειρώνονται επιφανειακά με διάλυμα NaOCl 4% v/v. Σε πέντε τριβλία Petri με διάμετρο 9 cm, κόβεται και τοποθετείται διηθητικό χαρτί. Προστίθενται 10 ml από τα παραπάνω διαλύματα στο κάθε τριβλίο. Πάνω στο εμποτισμένο διηθητικό χαρτί του κάθε τριβλίου τοποθετούνται 50 σπέρματα μαρουλιού με ομοιόμορφη διάταξη. Τα τριβλία με τα σπέρματα μεταφέρονται σε θάλαμο ανάπτυξης (ένταση φωτός 25μmole.m-2.s-1 PAR, θερμοκρασία 15οC και φωτοπερίοδος 12h). Η φύτρωση ενός σπέρματος υποδηλώνεται με την έκπτυξη του ριζιδίου διαμέσου του σπερματικού περιβλήματος. Η επί τοις εκατό φύτρωση των σπερμάτων υπολογίζεται εάν πολλαπλασιάσουμε την παρατηρηθείσα φύτρωση στο κέθε τριβλίο επί 2. Το μήκος των ριζιδίων που έχουν εκπτυχθεί μετράται με υποδεκάμετρο. Οι μετρήσεις πραγματοποιούνται 7, 15 και 21 ημέρες μετά την έναρξη της βιοδοκιμής.

			6.6.3 Παρουσίαση σχολιασμός αποτελεσμάτων

			Κατασκευάστε πίνακα (Πίνακας 6.6.1) στον οποίο σημειώνεται η επί τοις εκατό φύτρωση των σπερμάτων, η μέση τιμή και η τυπική απόκλιση του μήκους των εκπτυγμένων ριζιδίων ανά μεταχείριση στις 7, 15 και 21 ημέρες μετά την έναρξη της βιοδοκιμής.
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			Πίνακας 6.6.1

			Κατασκευάστε διάγραμμα στο οποίο απεικονίζεται η μεταβολή της επί τοις εκατό φύτρωσης των σπερμάτων σε σχέση με τον χρόνο από την έναρξη της βιοδοκιμής (Σχήμα 6.6.2)

			[image: Σχήμα 6]

			Σχήμα 6.6.2

			Κατασκευάστε διάγραμμα στο οποίο απεικονίζεται η μεταβολή του μήκους του ριζιδίου σε σχέση με τον χρόνο από την έναρξη της βιοδοκιμής (Σχήμα 6.6.2).

			[image: Σχήμα 6]

			Σχήμα 6.6.3

			Σχολιάστε την επίδραση του επιεφυμενιδικού εκπλύματος των φύλλων του D.viscosa στη φύτρωση των σπερμάτων μαρουλιού και στην ανάπτυξη του ριζιδίου 

			6.6.4 Ερωτήσεις αξιολόγησης

			http://repfiles.kallipos.gr/html_items/15449/templates/admin/Askisi_6.6.html

			1.Αλληλοπάθεια είναι το φαινόμενο κατά το οποίο ένα φυτό ανταγωνίζεται γειτονικά του φυτά

			α. για καλύτερη πρόσβαση στα θρεπτικά στοιχεία του εδάφους.

			β. για καλύτερη πρόσβαση στο διαθέσιμο νερό του εδάφους.

			γ. με χημικά μέσα.

			2.Ένα υδατοδιαλυτό αλληλοχημικό μείγμα της εφυμενίδας των φύλλων ενός φυτού

			α. μπορεί να παρασυρθεί στο έδαφος μετά από μια βροχόπτωση.

			β. μπορεί να απομακρυνθεί με τη χρήση χλωροφορμίου.

			γ. είναι ισχυρά προσκολλημένο στην εφυμενίδα και απομακρύνεται μόνο με χημικές εργαστηριακές μεθόδους.

			3.Η πυκνότητα του διαλύματος με το αλληλοχημικό μείγμα που χρησιμοποιείται για τη βιοδοκιμή

			α. εκτιμάται με φωτομέτρηση στα 290 nm.

			β. είναι πολύ μικρή, αν η απορρόφηση 1 ml διαλύματος από 1 cm2 φύλλων στα 290 nm είναι μεγαλύτερη του.

			γ. είναι πολύ μεγάλη, αν η απορρόφηση 1 ml διαλύματος από 1 cm2 φύλλων στα 290 nm είναι μικρότερη του.

			4.Ένα σπέρμα θεωρείται ότι έχει φυτρώσει

			α. όταν μπορούν να παρατηρηθούν οι κοτυληδόνες.

			β. όταν μπορεί να παρατηρηθεί το ριζίδιο.

			γ. όταν απορροφήσει νερό και αυξήσει τον όγκο του.

			5.Το αλληλοχημικό διάλυμα που χρησιμοποιείται στη βιοδοκιμή

			α. δεν επιτρέπει στα σπέρματα να φυτρώσουν.

			β. δεν επιτρέπει σε ορισμένα σπέρματα να φυτρώσουν.

			γ. δεν έχει καμία επίδραση στη φύτρωση των σπερμάτων.

			6.Το αλληλοχημικό διάλυμα που χρησιμοποιείται στη βιοδοκιμή

			α. μειώνει το μήκος του αναπτυσσόμενου ριζιδίου .

			β. αυξάνει το μήκος του αναπτυσσόμενου ριζιδίου.

			γ. δεν έχει καμία επίδραση στο μήκος του αναπτυσσόμενου ριζιδίου.

			7.Οι επιδράσεις του αλληλοχημικού διαλύματος που χρησιμοποιείται στη βιοδοκιμή

			α. εξαρτώνται από τη συγκέντρωση των αλληλοχημικών ενώσεων του διαλύματος.

			β. είναι ανεξάρτητες από τη συγκέντρωση των αλληλοχημικών ενώσεων του διαλύματος.

			γ. εξαρτώνται αποκλειστικά από την ευαισθησία των σπερμάτων του μαρουλιού σε αυτές τις ενώσεις.

		

	
		
			Συνιστώμενη Βιβλιογραφία

			Η βιβλιογραφία που παρατίθεται προτείνεται ως κατάλληλη για τους φοιτητές που πρόκειται να χρησιμοποιήσουν τον παρόντα εργαστηριακό οδηγό ασκήσεων. Περιλαμβάνει βιβλία που χρησιμοποιούνται για εκπαιδευτικούς σκοπούς στα τμήματα των ΑΕΙ και ΤΕΙ που διδάσκεται το μάθημα της Φυσιολογίας Φυτών ή συναφή μαθήματα όπως: Λειτουργική Ανατομία Φυτών, Οικοφυσιολογία Φυτών, Φυσιολογία Καταπονήσεων των Φυτών, Γενική Βοτανική, Βιολογία Φυτών κ.λπ.

			Raven P., Evert R., Eichorn S. (2014). Βιολογία των Φυτών. Εκδόσεις Utopia.

			Ridge I. (2005). Φυσιολογία Φυτών, Επιμέλεια Ελληνικής Έκδοσης: Γιάννης Μανέτας. Εκδόσεις Ιων.

			Taiz L., Zeiger  E. (2013). Φυσιολογία Φυτών, Επιμέλεια Ελληνικής Έκδοσης: Κωνσταντίνος Θάνος. Εκδόσεις Utopia.

			Αϊβαλάκης Γ, Καραμπουρνιώτης Γ., Λιακόπουλος Γ., Φασέας Κ. (2014). Λειτουργική Ανατομία Φυτών. Εκδόσεις Έμβρυο

			Αϊβαλάκης Γ., Καραμπουρνιώτης Γ., Φασσέας Κ. (2005). Γενική Βοτανική. Εκδόσεις Έμβρυο

			Καραμπουρνιώτης Γ., Λιακόπουλος Γ., Νικολόπουλος Δ. (2012). Φυσιολογία Καταπονήσεων των Φυτών. Εκδόσεις Έμβρυο

			Ρουμπελάκη-Αγγελάκη K.A. (Επιμέλεια) (2004). Φυσιολογία Φυτών (Από το μόριο στο περιβάλλον). Πανεπιστημιακές Εκδόσεις Κρήτης.
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