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ΠΔΡΗΛΖΨΖ 

Ζ κείσζε ησλ ελεξγεηαθψλ απνζεκάησλ ηνπ πιαλήηε ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ 

πεξηβαιινληηθή κφιπλζε θαη ηελ θιηκαηηθή αιιαγή θαζηζηνχλ επηηαθηηθή 

αλάγθε ηελ εχξεζε ελαιιαθηηθψλ πεγψλ ελέξγεηαο, θηιηθψλ πξνο ην 

πεξηβάιινλ. Σν πδξνγφλν απνηειεί ηδαληθή ιχζε. ΢πγθξηηηθά κε ηνπο 

πδξνγνλάλζξαθεο πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζήκεξα έρεη πςειφηεξν 

ελεξγεηαθφ πεξηερφκελν, αθνχ κε ηελ θαχζε ηνπ παξάγεηαη ζρεδφλ 

ηξηπιάζηα ελέξγεηα. Δπηπιένλ, ραξαθηεξίδεηαη σο ην θηιηθφηεξν θαχζηκν 

πξνο ην πεξηβάιινλ επεηδή ην κνλαδηθφ πξντφλ ηεο θαχζεο ηνπ είλαη ην 

λεξφ. Ζ θσηνζπλζεηηθή παξαγσγή πδξνγφλνπ παξνπζηάδεη κία ππνζρφκελε 

κέζνδν γηα ηελ αλάπηπμε νηθνλνκηθά ζπκθέξνπζαο βηνκεραληθήο 

παξαγσγήο. Κχξηνο ζηφρνο ηεο εξγαζίαο είλαη ε κειέηε ηνπ κεραληζκνχ 

παξαγσγήο πδξνγφλνπ απφ ην κηθξνθχθνο Chlamydomonas reinhardtii  ππφ 

ζπλζήθεο ζηέξεζεο ζείνπ. 

Τπφ ηελ παξνπζία ζείνπ ην κηθξνθχθνο επηηειεί θαλνληθά ηε 

θσηνζπλζεηηθή δηαδηθαζία. Αληίζεηα, θαηά ηελ έιιεηςε ζείνπ ε δηαδηθαζία 

απηή παξεκπνδίδεηαη, κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή ζεκαληηθψλ 

πνζνηήησλ Ζ2 κε ρξήζε λεξνχ θαη θσηφο. Μέρξη ζήκεξα ε ζηέξεζε ζείνπ 

απνηειεί ηελ απνηειεζκαηηθφηεξε κέζνδν. Ζ επίδξαζε ηεο ζην 

θσηνζπλζεηηθφ κεραληζκφ θαη εηδηθφηεξα ζην θσηνζχζηεκα ΗΗ (PSII) είλαη 

πνιχ ζεκαληηθή θαη δελ έρεη δηεπθξηληζηεί πιήξσο. ΢ηελ εξγαζία απηή 

κειεηήζεθε ν ξφινο ηνπ PSII κε ηε ρξήζε κεηαιιαγκάησλ φπνπ 

δηαθνξνπνηνχληαη ζε θαίξηα ζεκεία ηεο θσηνζπλζεηηθήο δηαδηθαζίαο, 

νδεγψληαο ζε δηαθνξεηηθή ζπκπεξηθνξά ηνπ PSII. Δπηπιένλ, κειεηήζεθε 

απνκνλσκέλνο ν θσηνζπλζεηηθφο κεραληζκφο (ρισξνπιάζηεο, 

ζπιαθνεηδείο κεκβξάλεο, PSII) πξνζδηνξίδνληαο ηελ ελεξγφηεηα θαη ηελ 

πξσηετληθή ζχζηαζε ηνπ. Σα απνηειέζκαηα νδεγνχλ ζην ζπκπέξαζκα φηη ε 

παξνπζία απνδνηηθνχ PSII εληζρχεη ηελ παξαγσγή Ζ2. Δπίζεο, 

παξαηεξήζεθε ε χπαξμε ελφο κεραληζκνχ παξαγσγήο πδξνγφλνπ 

αλεμάξηεηνπ απφ ηε ζηέξεζε ζείνπ. 

Γεχηεξν κέξνο ηεο εξγαζίαο απνηειεί ε θαηαζθεπή ελφο βηνζπζηήκαηνο 

θσηνπαξαγσγήο Ζ2. Θπιαθνεηδήο κεκβξάλεο ζπλδπάζηεθαλ κε ηε NiFe -

Τδξνγελάζε απφ ην βάθηιιν Ralstonia paucula , θαη κειεηήζεθε ε 

ηθαλφηεηα παξαγσγήο πδξνγφλνπ. Κχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ πβξηδηθνχ 

ζπζηήκαηνο είλαη ε ρξήζε ηνπ λεξνχ σο δφηε ειεθηξνλίσλ θαζψο θαη ε 

ρξήζε ηνπ θσηφο, νδεγψληαο ζε κία κέζνδν παξαγσγήο βην -πδξνγφλνπ κε 

κεησκέλν θφζηνο. 

  



 

 

ABSTRACT 

Concerns about energy supply, combined with global warming and 

environmental pollution, makes it imperative to develop alternative energy 

sources that are clean, renewable and environmentally friendly. Hydrogen 

is thought to be ideal as an alternative fuel. It has a high energy content 

since, compared to traditional hydrocarbon fuels, can generate roughly 

three times more energy through its combustion. Moreover, hydrogen is 

characterized as the cleanest energy source, since the sole product of its 

combustion is water. Photosynthetic hydrogen production presents a 

promising method for the development of a new economically 

advantageous industrial production. The main objective of this master 

thesis was the study of the hydrogen production mechanism by sulfur 

deprived Chlamydomonas reinhardtii .  

Although in the presence of sulfur  green algae perform normal 

photosynthesis, in the absence of sulfur photosynthetic activity is inhibited 

and the algae slip into the H2-production mode, resulting in the generation 

of significant amounts of H2 gas, essentially by using sunlight and water.  

So far, sulfur deprivation has been proven the most efficient method; the 

impact on the photosynthetic apparatus, especially on Photosystem II, is 

very important for the entire process.  The role of Photosystem II in 

hydrogen production has been explored by using various mutants that have 

differences in critical phases of the photosynthetic process, resulting to a 

different behavior of PSII. In addition to whole cells, various 

photosynthetic preparations such as chloroplasts, thylakoids and 

Photosystem II enriched membranes were also investigated. Specifically, 

their activity and their protein composition were thoroughly examined. The 

main conclusion of these studies is that for effective hydrogen production 

an active Photosystem II is necessary. In addition, the presence of a 

hydrogen production mechanism, which does not require sulfur deprivation 

is also present in Chlamydomonas. 

The second part of this thesis is related to the assembly of a hydrogen 

photoproducing biosystem. Thylakoid membranes combined with a NiFe-

Hydrogenase from bacillus Ralstonia paucula  are able to catalyze the 

crucial steps in a biological energy conversion, generating hydrogen by 

using water and light. The use of light and water as an electron donor are 

the key-points, which could be used for the low cost production of 

biohydrogen. 

  



 

 

 

 

ΔΞΔΣΑ΢ΣΗΚΖ ΔΠΗΣΡΟΠΖ 

 

 

Γεκήηξηνο Γαλσηάθεο 

Καζεγεηήο Σκήκαηνο Υεκείαο Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο  

 

Κπξηάθνο Κνηδακπάζεο 

Καζεγεηήο Σκήκαηνο Βηνινγίαο Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο  

 

Γεώξγηνο Σζηώηεο 

Αλαπιεξσηήο Καζεγεηήο Σκήκαηνο Υεκείαο Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο  

  



 

 

ΠΕΡΙΕΦΟΜΕΝΑ 

σελίδα 

Εισαγωγή ................................ ................................ ................................ ....... 1 

Θεωρητικό μέρος ................................ ................................ ........................... 3 

Σο μικροφύκος Chlamydomonas reinhardtii  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 

Υωτοσύνθεση... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 

Μηχανισμός οξυγονικής φωτοσύνθεσης .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  10 

Σο φωτοσύστημα ΙΙ .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  15 

Υωτοσυνθετική παραγωγή Η 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  18 

΢τέρηση θείου (S) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  19 

Μηχανισμός .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  21 

Τδρογενάση .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  23 

΢κοπός................................ ................................ ................................ ......... 27 

Τλικά – Μέθοδοι ................................ ................................ .......................... 28 

΢υνθήκες καλλιέργειας κυττάρων Chlamydomonas reinhardtii  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  28 

Μεταφορά των κυττάρων σε στέρηση θείου ( -S) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  29 

Προσδιορισμός συγκέντρωσης της χλωροφύλλης .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 

Προσδιορισμός συγκέντρωσης της πρωτεΐνης  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 

Μέτρηση αριθμού κυττάρων .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 

Μέτρηση υδρογόνου (Η 2) με αέρια χρωματογραφία GC ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 

Μέτρηση έκλυσης οξυγόνου (Ο 2) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 

Υασματοσκοπία EPR ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  31 

Υασματοσκοπία Υθορισμού (OJIP test) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  31 

Ηλεκτροφόρηση .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  32 

Σαυτοποίηση πεπτιδίων Υασματομετρία MALDI TOF/TOF ... . . . . . . . . . . . . . . . . . .  33 

Μέτρηση ενεργότητας Τδρογενάσης .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  36 

Μέτρηση υδρογόνου (Η 2) πρωτεϊνικού συστήματος .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  37 

Απομόνωση θυλακοειδών μεμβρανών από σπανάκι  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  38 



 

 

Απομόνωση χλωροπλαστών από τα κύτταρα Chlamydomonas reinhardtii . . . . . . . . .  39 

Απομόνωση θυλακοειδών μεμβρανών από κύτταρα Chlamydomonas reinhardtii 40 

Απομόνωση εμπλουτισμένων μεμβρανών PSII από κύτταρα Chlamydomonas 

reinhardtii . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  41 

Απομόνωση NiFe-Hydrogenase από το βακτήριο Ralstonia paucula . . . . . . . . . . . . .  42 

ΑΠΟΣΕΛΕ΢ΜΑΣΑ ................................ ................................ .................... 44 

Μελέτη παραγωγής υδρογόνου σε καλλιέργειες Chlamydomonas reinhardtii  44 

Βέλτιστη συγκέντρωση κυττάρων .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  44 

Επίδραση DCMU ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  45 

Επίδραση πηγής άνθρακα .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  46 

Δοκιμή μεταλλαγμάτων .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  47 

Μελέτη φωτοσυνθετικού μηχανισμού... . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  51 

Επίδραση της DCMU στον επαγώμενο φθορισμό απομονωμένων 

θυλακοειδών μεμβρανών .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  51 

Μετρήσεις ενεργότητας απομονωμένου PSII  .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  52 

Μελέτη απομονωμένου PSII με φασματοσκοπία EPR ... . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  53 

Διαφορές πρωτεϊνικής σύστασης χλωροπλαστών & θυλακοειδών μεμβρανών  58 

Βιοσύστημα φωτοπαραγωγής Η 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  61 

΢Τ΢ΗΣΗ΢Η – ΢ΤΜΠΕΡΑ΢ΜΑΣΑ ................................ ............................ 63 

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΥΙΑ ................................ ................................ ......................... 66 

 

 



1 
 

 

ΔΗ΢ΑΓΩΓΖ 

Ζ ελαζρφιεζε κε ηηο αλαλεψζηκεο πεγέο ελέξγεηαο έρεη θεξδίζεη ην 

ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηψλ ηηο ηειεπηαίεο δεθαεηίεο. Ζ ξαγδαία 

θαηαλάισζε ησλ ελεξγεηαθψλ απνζεκάησλ ηνπ πιαλήηε θαη ηα 

πξνβιήκαηα ηα νπνία έρνπλ δεκηνπξγεζεί ζην πεξηβάιινλ θαζηζηνχλ 

επηηαθηηθή αλάγθε ηελ εχξεζε λέσλ πεγψλ ελέξγεηαο, θηιηθά πξνο ην 

πεξηβάιινλ. Ζ ρξήζε ηνπ πδξνγφλνπ πξνζθέξεη κία ηδαληθή ιχζε ζην 

ελεξγεηαθφ πξφβιεκα. Πεξηέρεη ζρεδφλ ηξεηο θνξέο πεξηζζφηεξε ελέξγεηα 

απφ ηε βελδίλε θαη ην κνλαδηθφ πξντφλ ηεο θαχζεο ηνπ είλαη ην λεξφ. Έηζη, 

απνηειεί  απνδνηηθφ θαχζηκν θαη ηαπηφρξνλα ζπλεηζθέξεη ζηελ πξνζηαζία 

ηνπ πεξηβάιινληνο, απνθεχγνληαο ηε ζπζζψξεπζε ξχπσλ πνπ νδεγνχλ ζην 

θαηλφκελν ηνπ ζεξκνθεπίνπ θαη ζηελ θιηκαηηθή αιιαγή.  

Ζ θαζεκεξηλή ρξήζε ηνπ πδξνγφλνπ παξνπζηάδεη πνιιά πξαθηηθά 

πξνβιήκαηα. Σν θπξηφηεξν πξφβιεκα είλαη απηφ ηεο απνζήθεπζεο ηνπ. Αλ 

θαη παξάγεη κεγαιχηεξε ελέξγεηα απφ ηνπο πδξνγνλάλζξαθεο, ε αέξηα 

θχζε ηνπ ζε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο ζεξκνθξαζίαο θαη πίεζεο δπζθνιεχεη 

ηελ απνδνηηθή ρξήζε ηνπ (Πίνακας 1). Δπηπιένλ, ε βηνκεραληθή παξαγσγή 

πδξνγφλνπ δελ είλαη νηθνλνκηθά ζπκθέξνπζα, γεγνλφο πνπ νδεγεί ζηελ 

αλαδήηεζε λέσλ κεζφδσλ παξαγσγήο.  

 

Πίνακας_1 

 Υδρογόνο (H2) Βενζίνη 

MJ/kg 142 46.4 

MJ/L 0.01 34.2 

*Canadian Centre  for  Energy  

 

Έλα ζεκαληηθφ πεδίν έξεπλαο ην νπνίν αλαπηχζζεηε κε ηαρείο ξπζκνχο θαη 

απαζρνιεί κεγάιν κέξνο ηεο επηζηεκνληθήο θνηλφηεηαο είλαη ε παξαγσγή 

βην-πδξνγφλνπ ρξεζηκνπνηψληαο θσηνζπλζεηηθνχο κηθξννξγαληζκνχο 

(κηθξνθχθε, θπαλνβαθηήξηα, θα). Πην ζπγθεθξηκέλα, έρεη παξαηεξεζεί φηη 

νξηζκέλνη κηθξννξγαληζκνί έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα παξάγνπλ ζεκαληηθέο 

πνζφηεηεο πδξνγφλνπ ππφ εηδηθέο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο. Απηή ε 

πξνζέγγηζε έρεη αξθεηά ζεηηθά ραξαθηεξηζηηθά. Σν θπξηφηεξν είλαη ε 

ρξήζε ηεο ειηαθήο ελέξγεηαο, ε νπνία παξακέλεη αλεθκεηάιιεπηε ζην 

κεγαιχηεξν πνζνζηφ. Δπίζεο, παξαηεξψληαο ηε γεληθή δηαδηθαζία 

βιέπνπκε ηε δεκηνπξγία ελφο θχθινπ, ζηνλ νπνίν ην λεξφ δηαζπάηαη κέζσ 

ηεο θσηνζχλζεζεο πξνο ην ζρεκαηηζκφ ηνπ πδξνγφλνπ, ην νπνίν κε ηελ 
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θαχζε ηνπ γίλεηαη μαλά  λεξφ (Εικόνα 1). Σν απνηέιεζκα είλαη κία 

ελεξγεηαθά ζπκθέξνπζα δηεξγαζία ρσξίο θακία νηθνινγηθή επηβάξπλζε.  

 

 
Δηθόλα 1 

 

΢ηελ εξγαζία απηή πξαγκαηνπνηήζεθε κηα ζεηξά πεηξακάησλ κε ζηφρν ηελ 

θαηαλφεζε ηνπ κεραληζκνχ παξαγσγήο πδξνγφλνπ απφ ηα κηθξνθχθε 

Chlamydomonas reinhardtii . Οη πιεξνθνξίεο γηα απηή ηε δηεξγαζία θαη ε 

εμαθξίβσζε ηνπ ηξφπνπ κε ηνλ νπνίν επηηειείηαη πξνζθέξνπλ ζηνπο 

επηζηήκνλεο ηελ απαξαίηεηε γλψζε ψζηε λα κεγηζηνπνηήζνπλ ηελ 

παξαγσγή ηνπ πδξνγφλνπ θαη λα δεκηνπξγήζνπλ κία λέα, νηθνλνκηθά 

ζπκθέξνπζα βηνκεραληθή παξαγσγή. Γεχηεξν ηκήκα ηεο εξγαζίαο είλαη ε 

πξνζπάζεηα θαηαζθεπήο ελφο ζπζηήκαηνο βαζηζκέλν ζε πξσηεΐλεο πνπ ζα 

έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα παξάγεη πδξνγφλν θσηνζπλζεηηθά. Ζ πξνζέγγηζε 

απηή έρεη ην πιενλέθηεκα ηεο απνπζίαο ηνπ νξγαληζκνχ, ν νπνίνο 

ρξεηάδεηαη πνιχ ζπγθεθξηκέλεο ζπλζήθεο γηα ηε ζσζηή αλάπηπμε , 

πξνζεθηηθφ ρεηξηζκφ γηα ηελ απνθπγή κνιχλζεσλ θαη ζπρλή αλαλέσζε 

ιφγσ ηεο θπηηαξηθήο απφπησζεο. 
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ΘΔΩΡΖΣΗΚΟ ΜΔΡΟ΢ 

Σν κηθξνθύθνο Chlamydomonas reinhardtii 

Σα Chlamydomonas reinhardtii  είλαη επθαξπσηηθά κνλνθχηηαξα πξάζηλα 

άιγε πνπ κπνξνχλ λα βξεζνχλ είηε ζην ρψκα είηε ζε βηφηνπνπο γιπθνχ 

λεξνχ [1] (Εικόνα 2). Σα θχξηα ραξαθηεξηζηηθά απηνχ ηνπ γέλνπο 

απνηεινχληαη απφ θπηηαξηθφ ηνίρσκα, έλαλ ρισξνπιάζηε [2] θαη δχν 

καζηίγηα κε ηα νπνία κπνξνχλ λα θηλνχληαη  (Εικόνα 3). Έρνπλ 

αλαγλσξηζηεί πάλσ απφ 500 δηαθνξεηηθά είδε ηεο νηθνγέλεηαο 

Chlamydomonas, αιιά είλαη ιίγα εθείλα πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη απφ ηνπο 

επηζηήκνλεο.  

 
Εικόνα 2.  Το μονοκύτταρο πράσινο άλγος Chlamydomonas reinhardti i.  

 

Σν άιγνο απηφ είλαη έλαο πξφηππνο νξγαληζκφο γηα έξεπλα απφ ηνλ 

πξνεγνχκελν αηψλα θαη δίλεη απαληήζεηο ζε πνιιά βαζηθά εξσηήκαηα πνπ 

αθνξνχλ ηελ θπηηαξηθή δσή. Δηδηθφηεξα έρεη κειεηεζεί αξθεηά γηα λα 

απαληεζνχλ θχξηα εξσηήκαηα γηα ηε δηαδηθαζία ηεο θσηνζχλζεζεο αθνχ 

παξνπζηάδεη πνιιέο νκνηφηεηεο κε ηνπο αλψηεξνπο θσηνζπλζεηηθά 

νξγαληζκνχο, ηα θπηά. Δπίζεο, είλαη έλαο νξγαληζκφο ν νπνίνο 

θαιιηεξγείηαη εχθνια είηε ζε πγξφ ζξεπηηθφ κέζν είηε ζε ζηεξεφ,  ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Κχηηαξα απηνχ ηνπ είδνπο είλαη απινεηδή θαη 

κπνξνχλ λα κεγαιψζνπλ ζε έλα απιφ ζξεπηηθφ κέζν αλφξγαλσλ αιάησλ, 

ρξεζηκνπνηψληαο ηε θσηνζχλζεζε γηα λα εμαζθαιίζνπλ ελέξγεηα. 

Μπνξνχλ επίζεο λα κεγαιψζνπλ ζε απφιπην ζθνηάδη αλ ηνπο παξ έρεηαη 

νμηθφ σο ελαιιαθηηθή πεγή άλζξαθα.  ΢εκαληηθφ ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ 
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κηθξννξγαληζκνχ είλαη ε νινθιήξσζε ηνπ γελεηηθνχ ραξαθηεξηζκνχ ηνπ, 

δηεπθνιχλνληαο έηζη ηελ έξεπλα. Σέινο, είλαη έλαο ηδαληθφο νξγαληζκφο γηα 

κειέηεο κεηαιιαμηγέλεζεο εληνπηζκέλεο ζηε θσηνζπλζεηηθή δηαδηθαζία, 

δειαδή ζην γελεηηθφ πιηθφ ησλ ρισξνπιαζηψλ, δηφηη πεξηέρεη έλαλ 

ρισξνπιάζηε αλά θχηηαξν.  

 

Εικόνα 3.  Δομή κσττάροσ Chlamydomonas  re inhardtii .  

 

Σν γέλνο Chlamydomonas (ζηα ειιεληθά: chlamys, καλδχαο   monas, 

κνλαρηθφο) νλνκάζηεθε απφ ηνλ C.G.Ehrenberg (1833,1838), θαη πηζαλφλ 

αλαθέξεηαη ζηα καζηηγνθφξα Monas πνπ πεξηγξάθεθαλ ην 1786. ΢ηε 

βηβιηνγξαθία αλαθέξνληαη πεξίπνπ 459 είδε απηνχ ηνπ γέλνπο θαη 

πεξηζηαζηαθά έρνπλ ππάξμεη δηαθσλίεο αλάκεζα ζηνπο επηζηήκνλ εο 

ζρεηηθά κε ηελ ηαμηλφκεζε ηνπο. Παξφιν πνπ ην ζρήκα θαη ην κέγεζνο ηνπ 

ζψκαηνο ηνπ θπηηάξνπ πνηθίιεη αλάκεζα ζηα είδε ησλ Chlamydomonas 

(φπσο νξίδεηαη απφ κνξθνινγηθά θξηηήξηα), ε γεληθή πνιηθή δνκή, κε ηα 

ζπλδπαζκέλα καζηίγηα θαη ηνλ ρισξνπιάζηε πνπ πεξηβάιιεη έλα ή 

πεξηζζφηεξα ππξελνεηδή, είλαη ζηαζεξή. Σα θχηηαξα ζπλήζσο θηλνχληαη 

ειεχζεξα ζε πγξφ κέζν, αιιά κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ θαη ζε ζηεξεφ 

ππφζηξσκα φπνπ δελ ρξεζηκνπνηνχλ ηα καζηηγηά ηνπο.  

Σν γέλνο Chlamydomonas εκθαλίδεη παγθφζκηα θαηαλνκή θαη κπνξεί λα 

βξεζεί ζε κηα κεγάιε πνηθηιία πεξηβαιινληηθψλ ζπλζεθψλ. Σνπνζεζίεο 

ζπιινγήο πεξηιακβάλνπλ εχθξαηεο, ηξνπηθέο θαη πνιηθέο πεξηνρέο. Δίδε 

ηνπ έρνπλ απνκνλσζεί απφ ιίκλεο γιπθνχ λεξνχ, απφ ζαιαζζηλά θαη 

πθάικπξα λεξά, απφ ρηφληα θαη απφ εξήκνπο. 

 



5 
 

Σα C. reinhardtii  είλαη εηεξνζαιιηθά θαη ηζφγακα (Εικόνα 4). Γειαδή, ην 

θχιν  (αλαθεξφκελν σο ζπλ θαη πιελ) είλαη γελεηηθά πξνζδηνξηζκέλν ζε 

κία θπηηαξηθή ζεηξά, θαη ζπκπεξηθέξεηαη σο κία κεληειηθή πεξηνρή θαηά 

ηηο δηαζηαπξψζεηο. Οη θαηά αληηζηνηρία κε ην θχιν ζπλ θαη πιελ γακέηεο 

είλαη παξαπιήζηνη ζην κέγεζνο θαη ηελ εμσηεξηθή εηθφλα, αλ θαη κπνξεί λα 

δηαθέξνπλ ζην επίπεδν ηεο ππεξδνκήο ηνπο.  

 

 
Δηθόλα 4. Αλαπαξαγσγηθόο θύθινο ζην άιγνο Chlamydomonas reinhardtii  

 

Μεξηθά απφ ηα κνληέια δεπγαξψκαηνο πνπ εκθαλίδνληαη ζηελ νηθνγέλεηα 

Chlamydomonas είλαη αληζνγακία (κνξθνινγηθά παξφκνηνη γακέηεο πνπ 

δηαθέξνπλ αμηνζεκείσηα ζην κέγεζνο), δηάθνξνη βαζκνί εηεξνγακίαο 

(κνξθνινγηθά δηαθνξεηηθνί γακέηεο, κε κεγάιε δηαθνξά ζην κέγεζνο ζε 

γεληθέο γξακκέο) θαη σνγακία (κηθξά θηλεηά θχηηαξα „ζπέξκαηνο‟ θαη 

κεγάια κε θηλεηά „απγά‟ ρσξίο ηνίρσκα [3]. 

Μέρξη ηψξα έρνπλ αλαθεξζεί θπξίσο ηξείο ζπλζήθεο αλάπηπμεο γηα άιγε, 

θαηά ηηο νπνίεο ρξεζηκνπνηνχληαη νξγαληθέο πεγέο άλζξαθα. Φσηνηξνθηθή 

ή θσηναπηνηξνθηθή αλάπηπμε ζπλεπάγεηαη κηα θαιιηέξγεηα κε 

θσηνζπλζεηηθά αθνκνησκέλν CO2 σο κνλαδηθή πεγή άλζξαθα. 

Δηεξνηξνθηθή (νξγαλνηξνθηθή) αλάπηπμε ζεκαίλεη θαιιηέξγεηα ζην 

ζθνηάδη κε κηα νξγαληθή πεγή άλζξαθα (ζπλήζσο νμηθφ ζηελ πεξίπησζε 

ησλ εηδψλ ηνπ Chlamydomonas). Σέινο ε θσηνεηεξνηξνθηθή αλάπηπμε πνπ 

είλαη θαιιηέξγεηα ζην θσο κε πξνζηηζέκελν νμηθφ. Γηαθνξεηηθέο ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο απαηηνχλ ηελ πξνζαξκνγή ησλ θπηηάξσλ θαη ηελ πεξαηηέξσ 

αιιαγή ζηνλ κεηαβνιηζκφ ηνπο. 
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΢ηε θχζε, ηα C.reinhardtii  είλαη νξγαληζκφο πνπ δεη ζην ρψκα, παξφια 

απηά κπνξεί εχθνια λα αλαπηπρζεί ζην εξγαζηήξην είηε ζε πγξή 

θαιιηέξγεηα, είηε ζε ζηεξεή θαιιηέξγεηα κε απιά κεηαιιηθά άιαηα . Πνιιά 

απφ ηα ζξεπηηθά πνπ έρνπλ πξνηαζεί γηα άιγε γεληθά αξθνχλ γηα ηελ 

αλάπηπμε θαη απηνχ ηνπ είδνπο. Πξνεηνηκαζία κηαο θαιήο θαιιηέξγεηαο 

απαηηεί κηα θαιή πεγή λεξνχ. Δξγαζηεξηαθφ λεξφ θαζαξηζκέλν κε 

ζπζηήκαηα απφζηαμεο ή αληίζεηεο ψζκσζεο ίζσο είλαη αλαγθαίν λα 

πεξαζηεί απφ κηα αληναληαιιαθηηθή θνιψλα πξηλ ηε πξνεηνηκαζία ηνπ 

ζξεπηηθνχ. Σν λεξφ κπνξεί λα ζπκβάιιεη είηε ζηελ κε αλάπηπμε ησλ 

θπηηάξσλ, είηε ζε αιιαγέο ζηνλ θχθιν γνληκνπνίεζεο ηνπο [3]. 
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ΦΩΣΟ΢ΤΝΘΔ΢Ζ 

 

Ζ θσηνζχλζεζε είλαη κία θπζηθνρεκηθή δηαδηθαζία κε ηελ νπνία ηα θπηά, 

ηα άιγε θαη νξηζκέλα βαθηήξηα εθκεηαιιεχνληαη ηελ ειηαθή ελέξγεηα γηα 

λα ζπλζέζνπλ νξγαληθέο ελψζεηο. Γηαρσξίδεηαη ζε δχν βαζηθέο θαηεγνξίεο, 

ηελ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε θαη ηε κε νμπγνληθή.  Ζ δηαθνξά ηνπο 

εληνπίδεηαη ζηελ παξαγσγή κνξηαθνχ νμπγφλνπ(O2) πνπ πξαγκαηνπνηείηαη 

ζηελ πξψηε πεξίπησζε θαη δελ ζπκβαίλεη ζηελ δεχηεξε. Ζ κε νμπγνληθή 

θσηνζχλζεζε είλαη ην πξψην είδνο θσηνζχλζεζεο πνπ ππήξμε ρξνληθά, 

γίλεηαη απνθιεηζηηθά απφ πξνθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο θαη δηαρσξίδεηαη 

ζε δχν ηχπνπο (Σχπνο Η θαη ΗΗ). Ζ εμέιημε νδήγεζε ζην ζπλδπαζκφ ησλ δχν 

ηχπσλ θαη ζηε δεκηνπξγία ελφο νξγαληζκνχ πξνζαξκνζκέλνπ λα επηηειεί 

ηε δηαδηθαζία νμπγνληθά.  

Ζ ζεκαληηθφηεηα ηεο θσηνζχλζεζεο είλαη αδηακθηζβήηεηε. Γελ  είλαη 

ππεξβνιή λα εηπσζεί φηη κέζσ απηήο ηεο δηαδηθαζίαο παξέρεηαη ε ελέξγεηα 

γηα ηελ επηβίσζε φιεο ηεο δσήο ζηνλ πιαλήηε. Αξρηθά ε θσηνζχλζεζε 

ρξεζηκνπνηεί ηελ ελέξγεηα ηνπ ειηαθνχ θσηφο γηα λα επηηεπρζεί. Έηζη δελ 

επηβαξχλεη ελεξγεηαθά ηνλ πιαλήηε. Δπίζεο ρξεζηκνπνηεί ην λεξφ σο δφηε 

ειεθηξνλίσλ, πνπ ππάξρεη ζε αθζνλία. Έρεη σο ζηφρν ηελ παξαγσγή 

πδξνγνλαλζξάθσλ απφ δηνμείδην ηνπ άλζξαθα, ψζηε λα εθνδηάζεη ηνλ 

νξγαληζκφ κε νξγαληθφ άλζξαθα θαη παξάιιεια λα απνζεθεχζεη ελέξγεηα 

ζηε κνξθή ηνπ ATP. Σαπηφρξνλα εθιχεη κνξηαθφ νμπγφλν θαη απηφ σθειεί 

ηνπο νξγαληζκνχο πνπ ην ρξεηάδνληαη γηα λα πάξνπλ ελέξγεηα κέζσ ηεο 

αλαπλνήο. Ζ αλάπηπμε ησλ θπηψλ ήηαλ θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο φρη κφλν 

γηα ηνλ εκπινπηηζκφ ηεο αηκφζθαηξαο κε νμπγφλν αιιά θαη γηαηί 

απνηέιεζαλ ηελ πξψηε βαζηθή ηξνθή γηα ηνπο δσηθνχο νξγαληζκνχο. Έλαο 

αθφκα θχθινο πνπ επεκβαίλεη ε θσηνζχλζεζε είλαη εθείλνο ηνπ CO2, φπνπ 

αξρηθά ηα θπηά ην κεηαηξέπνπλ ζε νξγαληθά κφξηα, φπσο ζεκεηψζεθε 

παξαπάλσ, θαη ζηε ζπλέρεηα άιινη νξγαληζκνί ηξέθνληαη  θαη παξάγνπλ 

ελέξγεηα κέζσ ηεο αλαπλνήο, φπνπ απειεπζεξψλεηαη μαλά ζηελ 

αηκφζθαηξα. Παξαηεξψληαο ηε γεληθή ζέζε ηεο θσηνζπλζεηηθήο 

δηαδηθαζίαο ζα κπνξνχζακε λα πνχκε φηη παίδεη θαζνξηζηηθφ ξφιν γηα ηελ 

ηζνξξνπία ηεο δσήο ζηε Γε. Ζ απνξχζκηζε ησλ ζπλζεθψλ ιφγσ ηεο 

αλζξψπηλεο παξέκβαζεο ή άιισλ γεγνλφησλ ίζσο επηθέξεη ζεκαληηθέο 

αιιαγέο ζηελ αηκφζθαηξα θαη ζην θιίκα.  

 

Οη Huzisige θαη Ke παξνπζίαζαλ ην 1993 έλα ρξνλνδηάγξακκα ηεο 

θσηνζπλζεηηθήο έξεπλαο ησλ ηειεπηαίσλ αηψλσλ [4]. Ζ πξψηε λεφηεξε 

ηζηνξηθή θαηαγξαθή μεθηλάεη ην 1648, φπνπ ν van Helmont απνξξίπηεη ην 

Αξηζηνηειηθφ δφγκα φηη ηα θπηά ιακβάλνπλ ηελ ηξνθή ηνπο απφ ην 
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ρψκα[5]. ΢ηε ζπλέρεηα ζηεξίδνπλ ηελ ίδηα άπνςε ν Edme 

Mariotte (1679)[6] θαη ν Stephen Hales (1727)[7] 

παξαηεξψληαο φηη ηα θπηά ιακβάλνπλ ζξεπηηθά ζπζηαηηθά 

απφ ηνλ αέξα κέζσ ησλ θχιισλ. Σν 1772 ν Joseph 

Priestley, έλαο άγγινο ρεκηθφο θαη θιεξηθφο, 

πξαγκαηνπνηεί πεηξάκαηα πνπ δείρλνπλ φηη ηα θπηά 

επεξεάδνπλ ηνλ αέξα επηηξέπνληαο ζηε θιφγα ελφο θεξηνχ 

λα αλάςεη ζε ζθξαγηζκέλν δνρείν , αλαθαιχπηνληαο έηζη 

έλα κεραληζκφ παξαγσγήο νμπγφλνπ [8]. Με βάζε  ην έξγν 

ηνπ Priestley, ν Jan Ingenhousz, έλαο νιιαλδφο γηαηξφο, απέδεημε φηη ην 

θσο ηνπ ήιηνπ είλαη απαξαίηεην γηα λα παξαρζεί ην νμπγφλν θαη πσο ε 

δηεξγαζία απηή γηλφηαλ κφλν απφ ηα πξάζηλα κέξε ησλ θπηψλ [9, 10]. 

Παξάιιεια, εθείλε ηελ πεξίνδν ν Jean Senebier, έλαο ειβεηφο 

βνηαλνιφγνο, αλαθάιπςε φηη ην CO2 ήηαλ απαξαίηεην γηα ηε 

θσηνζπλζεηηθή αλάπηπμε [11]. O Nicolas-Théodore de Saussure, έλαο 

ειβεηφο ρεκηθφο, απέδεημε φηη απαηηείηαη λεξφ γηα ηε θσηνζχλζεζε.  Έηζη, 

κέρξη ην 1880 πεξίπνπ αλαγλσξίδνληαη ηα βαζηθά ζηνηρεία πνπ ιακβάλνπλ 

κέξνο ζηε θσηνζχλζεζε. Δθδίδνληαη ζεκαληηθέο δηαηξηβέο θαη ην 1893 ν 

Barnes CR επίζεκα πξνηείλεη ηε ρξήζε ηνπ φξνπ “θσηνζχλζεζε” [12].  

 

Ο αηψλαο πνπ αθνινπζεί είλαη γεκάηνο απφ κία ζεηξά αλαθαιχςεσλ φπνπ 

ζα νδεγήζνπλ ζηελ εμαθξίβσζε ηνπ κεραληζκνχ. Σν 1905, ν F.F. 

Blackman, δεκνζηεχεη κία εξγαζία ε νπνία απνδεηθλχεη φηη ε θσηνζχλζεζε 

δελ είλαη κία απιή θσηνρεκηθή αληίδξαζε αιιά πεξηιακβάλεη αξθεηά 

ζηάδηα φπνπ ην θσο δελ απαηηείηαη ζε φια [13]. Απηή ε άπνςε 

πξνβιεκάηηζε ηελ θνηλή γλψκε, εξεπλήζεθε αξθεηά θαη ηειηθά 

επηθξάηεζε. Λίγν αξγφηεξα, ην 1913 νη Willstatter θαη Stoll, αλαθαιχπηνπλ 

ην ζεκαληηθφ ξφιν ηεο ρισξνθχιιεο θαη ηε δνκή ηεο θαη απηφ νδεγεί ηνλ 

Richard Willstatter ζην βξαβείν Νφκπει ην 1915 γηα ηελ έξεπλά ηνπ πάλσ 

ζηηο ρξσζηηθέο ησλ θπηψλ [14]. Μεηαγελέζηεξα, ήηαλ ζεκαληηθή ε 

παξνπζία ηνπ Otto Warburg, ν νπνίνο δνχιεςε κε πξάζηλα άιγε 

(Chlorella) γηα λα μεπεξάζεη ζεκαληηθέο δπζθνιίεο πνπ ππήξραλ ζηελ 

έξεπλα ησλ θπηψλ. Έθαλε αθξηβήο κεηξήζεηο αληαιιαγψλ ησλ αεξίσλ θαη 

επηβεβαίσζε ηνλ κεραληζκφ θσηεηλψλ θαη ζθνηεηλψλ 

αληηδξάζεσλ. Σν 1929 ν Cornelis Bernardus van Niel 

εξκελεχεη ηε θσηνζπλζεηηθή δηαδηθαζία σο 

“Φσηνεπαγψκελε νμεηδναλαγσγηθή δηαδηθαζία” επεξε-

άδνληαο ηνλ ηξφπν ζθέςεο ησλ λεφηεξσλ επηζηεκφλσλ  

[15]. Ο ίδηνο ζχγθξηλε ηε κε νμπγνληθή θσηνζχλζεζε ησλ 

βαθηεξίσλ κε ηελ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε ησλ θπηψλ θαη 

ζπκπέξαλε φηη ην κνξηαθφ νμπγφλν πνπ απειεπζεξψλεηαη 

πξνέξρεηαη απφ ην λεξφ θαη φρη απφ ην δηνμείδην ηνπ 
Cornelis  Bernardus 

van Niel 
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άλζξαθα, φπσο πίζηεπαλ εθείλε ηελ επνρή. Έηζη ζρεκάηηζε ηε γεληθή 

εμίζσζε ηεο θσηνζχλζεζεο, φπνπ γηα ηελ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε είλαη ε 

εμήο: 

n CO2 + n H2O + Light Energy  [CH2O]n + n O2 

΢ηα ρξφληα πνπ αθνινπζνχλ γίλνληαη πνιιέο θαηλνηνκίεο πνπ ζα 

βνεζήζνπλ ζηελ ηαρχηεξε αλαθάιπςε ηνπ κεραληζκνχ. Ζ ρξήζε 

ξαδηντζνηφπσλ άλζξαθα απνηέιεζε ζεκαληηθφ εξγαιείν ζηα ρέξηα ησλ 

εξεπλεηψλ ε νπνία βνήζεζε ζηελ θαηαλφεζε ησλ κεραληζκψλ αλαγσγήο 

ηνπ CO2. Γχν βαζηθέο εξεπλεηηθέο νκάδεο 

αληαγσλίδνληαλ ζε απηφ ην πεδίν, νη Calvin, Benson θαη 

Bassham κε ηνπο Gaffron θαη Fager. Αξρηθά παξαηήξεζαλ 

ηελ ηθαλφηεηα θαζήισζεο ηνπ CO2 ζε ζθνηεηλέο ζπλζήθεο 

θαη ζηε ζπλέρεηα, ην 1945-1954, αλαθαιχπηνπλ αθξηβψο 

ην κεραληζκφ [16, 17]. Ο θχθινο πνπ αθνινπζείηαη 

νλνκάδεηαη πιένλ “Κχθινο ηνπ Calvin”, θαη ν Melvin 

Calvin βξαβεχεηαη κε Νφκπει ην 1961 γηα ηελ έξεπλα ηνπ.  

 

Ζ ηαπηφρξνλε αλάπηπμε ηεο βηνθπζηθήο πξνζθέξεη ζηνπο εξεπλεηέο κία 

πνιχ ρξήζηκε κέζνδν, ηε θαζκαηνζθνπία ειεθηξνληθνχ παξακαγλεηηθνχ 

ζπληνληζκνχ κε ηελ νπνία δίλεηαη ε ηθαλφηεηα λα παξαηεξεζεί ε δηαδξνκή 

κνλήξσλ ειεθηξνλίσλ ηε ζηηγκή πνπ απνξξνθάηαη θσο θαη μεθηλάεη ε 

δηαδηθαζία ηεο θσηνζχλζεζεο. Απνηέιεζκα είλαη ην μεηχιηγκα βήκα -βήκα 

ηνπ κεραληζκνχ. Βαζηθέο αλαθαιχςεηο είλαη ε πξφηαζε ηνπ ζρήκαηνο Z 

ηεο θσηνζχλζεζεο ην 1960 απφ ηνπο Hill θαη Bendal [18], ε αλαγσγή ηνπ 

NADP
+
 ην 1951 απφ ηνλ Arnon [19], θαζψο θαη ε χπαξμε ησλ δχν 

θσηνζπζηεκάησλ απφ ηνπο Kok, Hoch, Duysens θαη Witt ην 1961[20-22]. 

Σν 1961 επίζεο, ν Peter Mitchell δεκνζηεχεη ηελ 

ρεκεηνζκσηηθή ζεσξία πεξηγξάθνληαο ηνλ ηξφπν 

κεηαηξνπήο ελέξγεηαο πνπ νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ηνπ ATP 

θαη απηφ ηνλ νδεγεί ζηελ απνλνκή ηνπ βξαβείνπ Νφκπει 

ην 1978 [23]. Ο κεραληζκφο έθιπζεο νμπγφλνπ απνηειεί 

θέληξν ελδηαθέξνληνο. Σν 1968 ν Joliot θαη νη ζπλεξγάηεο 

ηνπ πξνηείλνπλ ην κεραληζκφ ηεζζάξσλ ζηαδίσλ γηα ηελ 

έθιπζε ελφο κνξηαθνχ νμπγφλνπ [24].   

 

Ήδε ηελ πεξίνδν απηή έρεη μεθηλήζεη ε πξνζπάζεηα θξπζηάιισζεο ηνλ 

πξσηετλψλ ψζηε λα θαζνξηζηεί ε δνκή ηνπο θαη λα κπνξέζεη λα 

δηεπθξηληζηεί πιήξσο ν κεραληζκφο. Οη πξσηεΐλεο ηεο θσηνζχλζεζεο φκσο 

είλαη κεγάια κεκβξαληθά ζπζηήκαηα θαη παξνπζίαζαλ κεγάιε δπζ θνιία 

ζηελ θξπζηάιισζε. Σν 1984 νη Johann Deisenhofer, Robert Huber, 

Peter  D. Mitchell  

Melvin Calvin 



10 
 

Hartmut Michel θαη νη ζπλεξγάηεο ηνπο δεκνζίεπζαλ ηε δνκή ηνπ θέληξνπ 

αληίδξαζεο ηνπ κσβ βαθηεξίνπ Rhodospeudomonas viridis θαη 

βξαβεχηεθαλ κε Νφκπει ην 1988 γηα ηελ εξγαζία απηή  [25]. Σν 1985 νη 

Marcus θαη  Sutin δεκνζίεπζαλ ηε ζεσξία ηνπο γηα ηηο αληηδξάζεηο 

ειεθηξνληαθήο κεηαθνξάο [26] θαη απηφ νδήγεζε ηνλ Rudolph Marcus ζην 

βξαβείν Νφκπει ην 1992. Πιένλ ππάξρνπλ ιίγα αδηεπθξίληζηα ζεκεία θαη 

ε πεξηζζφηεξε έξεπλα γίλεηαη κε ζηφρν ηελ πξαθηηθή εθαξκνγή ηεο 

θσηνζχλζεζεο ψζηε λα κπνξέζνπκε λα ηε ρξεζηκνπνηήζνπκε γηα ηελ 

παξαγσγή ελέξγεηαο δεζκεχνληαο απνηειεζκαηηθά ην ειηαθφ θσο.  

 

 

Μεραληζκόο νμπγνληθήο θσηνζύλζεζεο 

 

Ζ θσηνζχλζεζε είλαη έλαο κεραληζκφο παξαγσγήο ελέξγεηαο γηα ηα 

θχηηαξα. Απνηέιεζκα ηνπ είλαη ε παξαγσγή ATP, NADPH θαη ζαθράξσλ. 

Ζ δηαδηθαζία απηή, ιακβάλεη ρψξα ζε εηδηθά θπηηαξηθά νξγαλίδηα, ηνπο 

ρισξνπιάζηεο.  

 
Δηθόλα 5. Γνκή θπηηθνύ ρισξνπιάζηε 

Ζ γεληθή δνκή ηνπ ρισξνπιάζηε ζπλνςίδεηαη ζηελ παξαπάλσ (Δηθφλα 5). 

Πεξηβάιιεηαη απφ κία εμσηεξηθή θαη κία εζσηεξηθή κεκβξάλε, φπνπ 

κεηαμχ ηνπο ππάξρεη έλαο δηακεκβξαληθφο ρψξνο. Ζ εζσηεξηθή κεκβξάλε 

πεξηβάιιεη ην stroma, ην νπνίν είλαη ν ρψξνο δηεμαγσγήο φισλ ησλ 

αληηδξάζεσλ θαζήισζεο δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα. ΢ην stroma βξίζθεηαη 

επίζεο έλα ζχζηεκα κεκβξαληθψλ δνκψλ πνπ νλνκάδνληαη ζπιαθνεηδή θαη 

έρνπλ ζρήκα πεπιαηπζκέλσλ ζάθσλ. Μία ζηνίβα απφ απηνχο ηνπο ζάθνπο 

νλνκάδεηαη granum ελψ ν εζσηεξηθφο ηνπο ρψξνο νλνκάδεηαη lumen. Σα 
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δηάθνξα grana ελψλνληαη κεηαμχ ηνπο κε κεκβξάλεο πνπ νλνκάδνληαη 

stroma lamellae. Οη πξσηεΐλεο πνπ είλαη ππεχζπλεο γηα ηηο θσηεηλέο 

αληηδξάζεηο βξίζθνληαη κέζα ζηε κεκβξάλε ησλ ζπιαθνεηδψλ. Ζ γεληθή 

εηθφλα ηνπ ρισξνπιάζηε παξνπζηάδεη πνιιέο νκνηφηεηεο κε ην 

κηηνρφλδξην, ην νξγαλίδην πνπ είλαη ππεχζπλν γηα ηελ παξαγσγή ελέξγεηαο 

κέζσ ηεο αλαπλνήο. 

Οη θσηεηλέο αληηδξάζεηο επηηεινχληαη απφ ηέζζεξα βαζηθά ζχκπινθα, η α 

Φσηνζπζηήκαηα Η (PSI) θαη ΗΗ (PSII), ην θπηφρξσκα b6f θαη ηελ ATP-

ζπλζάζε, απφ ηα νπνία κφλν ηα θσηνζπζηήκαηα ρξεζηκνπνηνχλ ηε θσηεηλή 

ελέξγεηα. Σα δχν θσηνζπζηήκαηα ζπλδένληαη κε κηθξνχο κεηαθνξείο 

ειεθηξνλίσλ, ηελ πιαζηνθηλφλε (PQ) θαη ηελ πιαζηνθπαλίλε (PC), κέζσ 

ηνπ cyt b6f ην νπνίν δξα ζαλ αληιία πξσηνλίσλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

κεηαθνξάο ησλ ειεθηξνλίσλ. Σν PSII βξίζθεηαη θπξίσο ζηα grana, ελψ ην 

PSI θαη ε ATP-ζπλζάζε εληνπίδεηαη ζηα lamellae θαη ηηο εθηεζεηκέλεο ζην 

stroma πεξηνρέο ησλ grana. Σν cyt b6f είλαη νκνηφκνξθα θαηαλεκεκέλν θαη 

ζηηο δχν πεξηνρέο. Όια απηά ηα πξσηετληθά ζχκπινθα πξνζαλαηνιίδνληαη 

ζηε κεκβξάλε κε ηέηνην ηξφπν ψζηε ε επαγφκελε απφ ην θσο 

ειεθηξνληαθή κεηαθνξά λα πξνθαιεί πξσηνληαθή κεηαθνξά απφ ην stroma 

ζηελ πεξηνρή lumen. Ζ δηαβαζκηζκέλε ζπγθέληξσζε πξσηνλίσλ θαηά 

κήθνο ηεο ζπιαθνεηδνχο κεκβξάλεο  είλαη ν ηξφπνο απνζήθεπζεο ηεο 

ελέξγεηαο πνπ ιακβάλεη ην θχηηαξν απφ ην θσο. Έηζη ε ελέξγεηα ησλ 

θβάλησλ κεηαηξέπεηαη ζε απηφ ην είδνο ρεκηθήο ελέξγεηαο θαη 

ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε ζχλζεζε ηνπ ATP απφ ην έλδπκν ATP-ζπλζάζε.  

 

 
Δηθόλα 6. Βαζηθή ξνή ειεθηξνλίσλ ηεο θσηνζπλζεηηθήο δηαδηθαζίαο. Σειηθό απνηέιεζκα είλαη ε 

παξαγσγή NADPH θαη ATP 

 

Ζ δηαδηθαζία ηεο θσηνζχλζεζεο μεθηλά ζην PSII (Εικόνα 6). ΢ηελ 

εζσηεξηθή πιεπξά ηνπ (lumen) ππάξρεη έλα ζχκπινθν ηεζζάξσλ 
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καγγαλίσλ (OEC) ζην νπνίν πξνζδέλεηαη έλα κφξην ηνπ λεξνχ. Δπίζεο ζην 

θέληξν αληίδξαζεο ππάξρνπλ δχν ρισξνθχιιεο ζε θαηάιιειε γεσκεηξηθή 

δηακφξθσζε (P680). Με ηελ απνξξφθεζε ελφο θσηνλίνπ δηεγείξεηαη έλα 

ειεθηξφλην απφ ην δηκεξέο ρισξνθπιιψλ (P680*) θαη κεηαθέξεηαη ζηε 

θαηνθπηίλε a (Pheo a). Ζ απψιεηα ηνπ ειεθηξνλίνπ θαιχπηεηαη απφ ην 

ζχκπινθν καγγαλίσλ, ην νπνίν δηαζπά ην κφξην λεξνχ ζε ειεθηξφληα θαη 

πξσηφληα. Σν ειεθηξφλην πνπ βξίζθεηαη ζηε θαηνθπηίλε a κεηαθέξεηαη ζε 

κία ζηαζεξά πξνζδεδεκέλε πιαζηνθηλφλε Α (PQA) θαη ζηε ζπλέρεηα ζηε 

ζέζε κηαο αληαιιάμηκεο πιαζηνθηλφλεο Β (PQB), ε νπνία αλάγεηαη ζε εκη-

πιαζηνθηλφιε ιακβάλνληαο έλα πξσηφλην απφ ην stroma. Με ηελ 

απνξξφθεζε δεχηεξνπ θσηνλίνπ επαλαιακβάλεηαη ε ίδηα ειεθηξνληαθή 

ξνή θαη έρνπκε ηελ πιήξε αλαγσγή ηεο PQ ζε πιαζηνθηλφιε (PQH2). Ζ 

απνξξφθεζε ζπλνιηθά ηεζζάξσλ θσηνλίσλ, νδεγεί ζηε δηάζπαζε δχν 

κνξίσλ λεξνχ πξνο ηέζζεξα ειεθηξφληα, ηέζζεξα πξσηφληα θαη έλα κφξην 

νμπγφλνπ. Μέρξη ζηηγκήο, αλ παξαηεξήζνπκε ηνλ αξηζκφ πξσηνλίσλ εληφο 

θαη εθηφο ηεο κεκβξάλεο βιέπνπκε ηελ αχμεζε θαηά 4H
+
 ζην lumen θαη ηε 

κείσζε θαηά 4Ζ
+
 ζην stroma. Γειαδή, κία πξψηε δηαβάζκηζε ηεο 

ζπγθέληξσζεο ησλ πξσηνλίσλ. 

Ζ δνκή ηεο PQΖ2 θέξεη κία κεγάιε άπνιε αλζξαθηθή αιπζίδα πνπ ηηο 

επηηξέπεη ηελ κεηαθίλεζε ηεο κέζα ζηε κεκβξαληθή δηπινζηνηβάδα. Έηζη, 

είλαη εχθνιν λα κεηαθεξζεί ζε κία εηδηθή ζέζε πξφζδεζεο ζην θπηφρξσκα 

b6f. Δθεί νμεηδψλεηαη, δίλνληαο ηα ειεθηξφληα ηα νπνία κέζσ ζπκπιφθσλ 

ζηδήξνπ-ζείνπ (FeS) θαη κνξίσλ αίκεο ζηελ πιαζηνθπαλίλε. Ζ 

πιαζηνθπαλίλε είλαη κία κηθξή πδαηνδηαιπηή πξσηεΐλε ε νπνία πεξηέρεη 

έλα ζχκπινθν ραιθνχ ζε θαηάιιειε δηακφξθσζε ψζηε λα αλαρζεί απφ 

Cu
2+

 ζε Cu
+
. Σν αμηνζεκείσην απηήο ηεο δηαδηθαζίαο είλαη ε ελίζρπζε ηεο 

πξσηνληαθήο δηαβάζκηζεο κεηαμχ ησλ δχν πιεπξψλ ηεο κεκβξάλεο θαηά 

ηελ νμείδσζε ηεο PQH2, αθνχ ην θπηφρξσκα είλαη πξνζαλαηνιηζκέλν έηζη 

ψζηε ηα πξσηφληα λα απειεπζεξψλνληαη κφλν ζην lumen. 

Σν ηειηθφ ζηάδην ησλ θσηεηλψλ αληηδξάζεσλ θαηαιχεηαη απφ ην PSI 

(Εικόνα 7,8). Ο ππξήλαο απηνχ ηνπ ζπζηήκαηνο είλαη έλα δεχγνο 

παξφκνησλ ππνκνλάδσλ psaA(83kDa) θαη psaB(82kDa). Έλα εηδηθφ δεχγνο 

κνξίσλ ρισξνθχιιεο a βξίζθεηαη ζην θέληξν ηεο δνκήο θαη απνξξνθά θσο 

ζε κέγηζην κήθνο θχκαηνο ησλ 700nm. Απηφ ην θέληξν (P700) μεθηλά ην 

θσηνεπαγφκελν δηαρσξηζκφ ειεθηξηθψλ θνξηίσλ. Σν ειεθηξφλην 

κεηαθέξεηαη δηακέζνπ κηαο πνξείαο πνπ πεξλά απφ ηε ρισξνθχιιε ζηε 

ζέζε Αν θαη ηελ θηλφλε ζηε ζέζε Α1 θζάλνληαο ζε κηα ζεηξά ζπκπιφθσλ 

4Fe-4S. Σειηθφο απνδέθηεο είλαη κία κηθξή πδαηνδηαιπηή πξσηεΐλε, ε 

θεξξεδνμίλε (Fd), πνπ πεξηέρεη έλα ζχκπινθν 2Fe-2S ζε ζπλαξκνγή κε 

ηέζζεξα θαηάινηπα θπζηεΐλεο. Σν ζεηηθφ θνξηίν ηνπ P700
+
 

εμνπδεηεξψλεηαη κε ηε κεηαθνξά ελφο  ειεθηξνλίνπ απφ ηελ 

πιαζηνθπαλίλε. Ζ αλεγκέλε Fd ελψλεηαη κε ην έλδπκν αλαγσγάζε ηνπ 
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δεχγνπο θεξξεδνμίλεο-NADP
+
 θαη ην ηειηθφ πξντφλ πνπ παξάγεηαη είλαη ην 

NADPH. Παξάιιεια, ε δηαβάζκηζε ζπγθέληξσζεο πξσηνλίσλ πνπ έρεη 

δεκηνπξγεζεί κεηαμχ ησλ δχν πιεπξψλ ηεο κεκβξάλεο επηηξέπεη ηελ 

παζεηηθή κεηαθνξά ησλ Ζ
+
 ιφγσ φζκσζεο δηακέζνπ ηεο ATP-ζπλζάζεο, 

εθθηλψληαο έηζη ηε θσζθνξπιίσζε ηνπ ADP θαη ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ATP.  

 

Δηθόλα 7. Γνκηθό κνληέιν ηνπ κνλνπαηηνύ ηεο θσηνεπαγώκελεο ειεθηξνληαθήο κεηαθ νξάο από ηελ Pc 

έσο ηε Fd δηακέζνπ ηνπ PSI . Παξνπζηάδνληαη νη ρισξνθύιιεο(κπιε), νη θηλόλεο (καύξν),  ην άηνκν Cu 

(κπιε κπάιεο),  ηνπ Fe(θόθθηλεο  κπάιεο),  ηνπ S(πξάζηλεο  κπάιεο) θαη δύν θαηάινηπα ηξππηνθάλεο ηα 

νπνία ζεσξείηαη όηη ζπκκεηέρνπλ ζηελ ειεθηξνληαθή ξνή.  

 

 

Δηθόλα 8.  Πιάγηα όςε ηνπ PSI , ηεο Pc, ηεο Fd θαη ηεο FNR. Παξνπζηάδεηαη ην ζύκπινθν ζπιινγήο 

θσηόο (LHC) (πξάζηλν),  ηα άηνκ α Fe(θόθθηλεο κπάιεο),  ηνπ S(πξάζηλεο  κπάιεο), ηνπ Cu(κπιέ κπάια) 

θαη ην κόξην FAD(κπιε) πνπ ιεηηνπξγεί σο ζπκπαξάγνληαο ηεο FNR. 
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Ζ ζπλεξγαζία ησλ PSII, PSI δεκηνπξγεί κηα ξνή ειεθηξνλίσλ απφ ην H2O 

ζην NADP
+
. Ζ πνξεία απηή ησλ ειεθηξνλίσλ νλνκάδεηαη “ζρήκα Ε ηεο 

θσηνζχλζεζεο” ιφγσ ηνπ ζρήκαηνο ηνπ ζπλνιηθνχ δηαγξάκκαηνο (Εικόνα 

9). 

 

 
Δηθόλα 9. ΢ρήκα Ε ηεο θσηνζύλζεζεο  

 

΢πλνιηθφ απνηέιεζκα ησλ θσηεηλψλ αληηδξάζεσλ είλαη ε παξαγσγή 

κνξίσλ κε πςειή αλαγσγηθή ηζρχ, ηα νπνία ζα ζπλεηζθέξνπλ ελεξγεηαθά 

ζηελ επίηεπμε ησλ ζθνηεηλψλ αληηδξάζεσλ, ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε 

κεηαηξνπή ηνπ αηκνζθαηξηθνχ CO2 ζε ζάθραξα θαη λα δεκηνπξγήζεη ην 

θχηηαξν ηελ ηξνθή ηνπ.  

΢ηηο ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο είλαη έληνλε ε παξνπζία ελφο ζπκπιφθνπ πνπ 

δελ ζπκκεηέρεη ζηελ ειεθηξνληαθή ξνή. Ο ξφινο ηνπ εληνπίδεηαη ζηε 

ζπιινγή ηνπ ειηαθνχ θσηφο θαη ηε κεηαθνξά ηεο θσηεηλήο ελέξγεηαο πξνο 

ηα ελεξγά θέληξα P700 θαη P680. Γηα ην ιφγν απηφ νλνκάδεηαη ζχκπινθν 

ζπιινγήο θσηφο (Light Harvesting Complex) ή αιιηψο θσηνζπλζεηηθή 

θεξαία. Πεξηέρεη κηθξά νξγαληθά κφξηα-ρξσζηηθέο πνπ ρσξίδνληαη ζε δχν 

θχξηεο νκάδεο, ηηο ρισξνθχιιεο θαη ηα θαξνηελνεηδή. Οη ρισξνθχιιεο 

είλαη νη ρξσζηηθέο πνπ επηθξαηνχλ θαη πξνζδίδνπλ ην πξάζηλν ρξψκα ησλ 

θπηψλ. Ζ δνκή ηεο ρισξνθχιιεο απνηειείηαη απφ έλαλ πνξθπξηληθφ 

δαθηχιην, πνπ πεξηέρεη π ζχζηεκα ειεθηξνλίσλ ην νπνίν επηηξέπεη ηελ 

απνξξφθεζε νξαηνχ θσηφο. ΢ην θέληξν ηνπ πνξθπξηληθνχ δαθηπιίνπ 

ππάξρεη έλα Mg
2+

 πνπ εμηζνξξνπεί ηα 2 αξλεηηθά θνξηία ησλ ηεζζάξσλ 

ππξξνιηθψλ αδψησλ. ΢πλαληνχληαη δχν βαζηθέο δνκέο ζηνπο αλψηεξνπο 

θσηνζπλζεηηθνχο νξγαληζκνχο, ε ρισξνθχιιε a (Chl a) θαη ε ρισξνθχιιε 

b (Chl b). Μνλαδηθή δηαθνξά ηνπο είλαη ε χπαξμε κηαο αιδευδνκάδαο ζηνλ 

πνξθπξηληθφ δαθηχιην ηεο  Chl b, ελψ ζηελ ίδηα ζέζε ζηε Chl a ππάξρεη 

κηα κεζπινκάδα (Εικόνα 10). Ζ ρισξνθχιιε a έρεη κέγηζηα απνξξφθεζεο 
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ζηα 430nm θαη 662nm πεξίπνπ, ελψ ε ρισξνθχιιε b έρεη κέγηζηα 

απνξξφθεζεο ζηα 453nm θαη 642nm (Εικόνα 10) 

 
Δηθόλα 10.  Γνκή ρισξνθύιιεο α & β θαζώο θαη ην θάζκα απν ξξόθεζεο ηνπο 

Όιεο νη ρισξνθχιιεο έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα απνξξνθνχλ ην θσο αιιά 

κφλν νη ρισξνθχιιεο ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε κεηαηξνπή 

ηεο θσηνρεκηθήο ζε ειεθηξνρεκηθή ελέξγεηα.  

Οη ρξσζηηθέο ηεο θεξαίαο είλαη δηεπζεηεκέλεο ζην ρψξν έηζη ψζηε λα 

απνξξνθνχλ θαη λα κεηαθέξνπλ ην κεγαιχηεξν κέξνο ηνπ νξαηνχ 

θάζκαηνο ζην ελεξγφ θέληξν. Ζ χπαξμε ηνπ LHC είλαη θαζνξηζηηθήο 

ζεκαζίαο. Υσξίο απηφ ην ζχκπινθν, ηα ελεξγά θέληξα ησλ δχν 

θσηνζπζηεκάησλ ζα είραλ ηελ ηθαλφηεηα λα εθκεηαιιεπηνχλ κφλν δχν 

κήθε θχκαηνο απφ φιν ην θάζκα. Ζ απνξξφθεζε κηθξφηεξσλ κεθψλ 

θχκαηνο ζεκαίλεη απνξξφθεζε θσηνλίσλ κε κεγαιχηεξε ελέξγεηα ηα νπνία 

κπνξνχλ λα κεηαθεξζνχλ ζην θέληξν αληίδξαζεο ράλνληαο κέξνο ηεο 

ελέξγεηάο ηνπο, ψζηε λα κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ απφ ηα εηδηθά δεχγ ε 

ρισξνθπιιψλ. Έξεπλεο έρνπλ απνδείμεη φηη ε θεξαία θάζε νξγαληζκνχ 

κπνξεί λα πξνζαξκνζηεί εχθνια ζηηο ζπλζήθεο ηνπ πεξηβάιινληνο φπνπ 

αλαπηχζζεηαη. 

 

Σν θσηνζύζηεκα ΗΗ  

Σν θσηνζχζηεκα ΗΗ έρεη θεληξίζεη αξθεηά ην ελδηαθέξνλ ησλ εξεπλεηψλ. Ζ 

αληίδξαζε ηεο νμείδσζεο ηνπ λεξνχ πνπ θαηαιχεη είλαη απφ ηηο πην 

ζεκαληηθέο αληηδξάζεηο πνπ πξαγκαηνπνηνχληαη ζηα βηνινγηθά ζπζηήκαηα 

θαη απαηηεί κεγάιε ελέξγεηα. Ζ θαζκαηνζθνπία EPR έρεη βνεζήζεη πνιχ 

ζηελ αλίρλεπζε ηνπ κεραληζκνχ. Πνιιέο πξνζπάζεηεο έγηλαλ επίζεο κέζσ 

θξπζηαιινγξαθηθήο κειέηεο ψζηε λα πξνζδηνξηζηεί ε ηξηζδηάζηαηε δνκή, 

πξνζθέξνληαο επηπιένλ ζηνηρεία ζην γξίθν ηνπ κεραληζκνχ. Ζ παξαγσγή 

θαιήο πνηφηεηαο θξπζηάιισλ ηνπ θπηηθνχ θσηνζπζηήκαηνο ήηαλ πνιχ 
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δχζθνιε ιφγσ πξσηεφιπζεο ησλ δεηγκάησλ [27]. Λχζε ζην πξφβιεκα ήηαλ 

ε δνθηκή PSII απφ ζεξκφθηια θπαλνβαθηήξηα (i.e., T. elongatus, T. 

vulcanus) απφ ηα νπνία πξνέθπςε δνκή κε αλάιπζε 3.8 Angstrom (Εικόνα 

11). 

 

 

Δηθόλα 11.  Πιάγηα όςε ηνπ PSII  ησλ θπαλνβαθηεξίσλ.  Τπνδεηθλύεηαη ν άμνλαο C2 ςεπδνζπκκεηξίαο 

αλάκεζα ζηηο κνλνκεξήο ππνκνλάδεο ηνπ νκνδηκεξνύο.  

 

Σν PSII έρεη κία ζχλζεηε αξρηηεθηνληθή δνκή απνηεινχκελε απφ 

ηνπιάρηζηνλ 20 πξσηετληθέο ππνκνλάδεο, νη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο νπνίεο 

βξίζθνληαη ζηε ζπιαθνεηδή κεκβξάλε. Σν θέληξν αληίδξαζεο ηνπ 

απνηειείηαη απφ δπν βαζηθέο ππνκνλάδεο, ηηο πξσηεΐλεο D1 θαη D2. Σν 

εηεξνδηκεξέο D1/D2 δεζκεχεηαη κε κηα ζεηξά παξαγφλησλ πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηελ ειεθηξνληαθή ξνή, φπσο ην δηκεξέο ρισξνθπιιψλ 

(P680) πνπ ιεηηνπξγεί σο πξσηνηαγήο δφηεο ειεθηξνλίσλ, δχν κφξηα 

θαηνθπηίλεο (Pheoa), ηηο πιαζηνθηλφλεο PQA θαη PQB, ηνλ κε αηκηθφ 

ζίδεξν Fe
2+

, ηα νμεηδναλαγσγηθά ελεξγά θαηάινηπα ηπξνζίλεο YZ θαη YD, 

ηέζζεξηο ρισξνθχιιεο θαη δχν θαξνηέληα. Σέινο νη πξσηεΐλεο απηέο 

παξέρνπλ ππνθαηαζηάηεο ζηνπο αλφξγαλνπο ζπκπαξάγνληεο ηνπ 

ζπκπιφθνπ έθιπζεο Ο2, θαζψο, επίζεο, παξέρνπλ ζέζεηο δέζκεπζεο γηα ηη ο 

εμσηεξηθέο πξσηεΐλεο ηνπ PSII.  

Δίλαη θνηλά απνδεθηφ πιένλ φηη ην κνλνπάηη πνπ αθνινπζνχλ η α 

ειεθηξφληα είλαη ζπλνπηηθά ην εμήο  (Εικόνα 12): 

H2O→[Mn4CaCl]→Yz/Yz
•
→P680/P680

+
 → Pheoa/Pheoa

−
 → QA/QA

−
 →QB/QB

−
. 
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Δηθόλα 12.  Ζιεθηξνληαθή ξνή ζην PSII . Παξνπζηάδεηαη ε Chla (πξάζηλν),  Pheoa (γαιάδην), PQ (κσβ), 

αίκε b559,  ην άηνκν Fe (θόθθηλν),  ηα θαξνηελνεηδή (πνξηνθαιί), ην ζύκπινθν CaMn4  θαη ε  Yz. 

 

Ο κεραληζκφο έθιπζεο νμπγφλνπ απφ ην OEC πεξηιακβάλεη κηα ζεηξά S 

νμεηδσηηθψλ θαηαζηάζεσλ ηνπ ζπκπιφθνπ ηνπ καγγαλίνπ. ΢πλνιηθά έρεη 

πξνηαζεί ε ζπλνιηθή αληίδξαζε : 

2H2O + S0 → S1→ S2 → S3 →S4 →S0 + O2 + 4H
+
 + 4e

-
 

φπνπ, ην πξψην ζηάδην δελ απαηηεί θσηεηλή ελέξγεηα. Γίλνληαη αθφκα 

έξεπλεο γηα ηε δηεπθξίληζε ηνπ κεραληζκνχ εθφζνλ παξακέλνπλ νξηζκέλα 

βαζηθά εξσηήκαηα. Αξρηθά, ρξεηάδεηαη ζαθήο πξνζδηνξηζκφο ησλ ζηαδίσλ 

νμείδσζεο ηνπ λεξνχ θαζψο θαη ηνπ ξφινπ ησλ ηφλησλ Ca
2+

 θαη Cl
-
. 

Δπίζεο, ππάξρεη δηαθσλία ζηελ πξνέιεπζε ησλ πξσηνλίσλ πνπ 

απειεπζεξψλνληαη, φπνπ ην θαηλνιηθφ Ζ
+
 ηεο Yz ίζσο είλαη κέξνο ηνπ 

δηθηχνπ κεηαθνξάο πξσηνλίσλ. ΢εκαληηθφ ζέκα έξεπλαο είλαη επίζεο ην 

κνλνπάηη κέζσ ηνπ νπνίνπ ην H
+
 θεχγεη απφ ην ζεκείν νμείδσζεο ηνπ 

λεξνχ, γηα ην νπνίν ππάξρνπλ νξηζκέλεο απνδείμεηο φηη εκπιέθεηαη ε 

His190 ηεο ππνκνλάδαο PsbA θαη ίζσο γίλεηαη κέζσ ηεο Yz. Ζ απφζηαζε 

φκσο Yz-Mn είλαη πεξίπνπ 7Angstrom απφ ηηο θξπζηαιινγξαθηθέο δνκέο, 

δειαδή αξθεηά κεγάιε απφζηαζε γηα κεηαθνξά Ζ
+
. Ωζηφζν, νη απνζηάζεηο 

ζηνλ θξχζηαιιν δελ ζεκαίλεη φηη παξακέλνπλ αλαιινίσηεο θαη ζην 

θπζηνινγηθφ πεξηβάιινλ ηεο πξσηεΐλεο φπνπ ιεηηνπξγεί. Σα ζχγρξνλα 

κέζα πνπ έρνπλ νη εξεπλεηέο βνεζνχλ ζηελ απάληεζε ησλ εξσηεκάησλ, 

ζπκπιεξψλνληαο έηζη ηε ζπλνιηθή εηθφλα γηα απηή ηε ελδηαθέξνπζα 

αληίδξαζε. 
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Φσηνζπλζεηηθή παξαγσγή Ζ2 

 

Ζ παξαγσγή πδξνγφλνπ απφ κηθξνθχθε είλαη έλα θιέγνλ ζέκα έξεπλαο ηα 

ηειεπηαία δεθαπέληε ρξφληα παξφιν πνπ ε ηθαλφηεηα ηνπο απηή είλαη 

γλσζηή πάλσ απφ 70 ρξφληα. Σν 1942 ζπγθεθξηκέλα, νη Gaffron θαη Rubin 

δεκνζηεχνπλ κία εξγαζία παξνπζηάδνληαο δχν ηξφπνπο παξαγσγήο 

πδξνγφλνπ απφ ην κηθξνθχθνο Scenedesmus, είηε ζην ζθνηάδη είηε ζην θσο 

ζε αλαεξφβηεο ζπλζήθεο αθνχ έρνπλ επσαζηεί ζην ζθνηάδη [28]. Σηο 

επφκελεο δεθαεηίεο νη επηζηήκνλεο είραλ ζηξαθεί ζηελ δηαδηθαζία ηεο 

θσηνζχλζεζεο φπνπ ππήξραλ αθφκα πνιιέο αζάθεηεο, ελψ ιίγνη ήηαλ 

εθείλνη πνπ αζρνιήζεθαλ κε ην κνλνπάηη ηνπ πδξνγφλνπ.  Οη πξψηεο 

παξαηεξήζεηο έδεηρλαλ ηελ παξνπζία ελφο ελδχκνπ πνπ θαηαιχεη ην 

ζρεκαηηζκφ ηνπ κνξηαθνχ πδξνγφλνπ, ηελ πδξνγελάζε (Hd). Δπίζεο, 

ζπζρεηίζηεθε ε κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ κε ην θσηνζπλζεηηθφ κεραληζκφ, 

αθνχ παξαηεξήζεθε ε ηαπηφρξνλε παξαγσγή ATP [29]. Αξγφηεξα, 

πξνηάζεθε φηη ην κνλνπάηη πνπ αθνινπζείηαη γηα ηελ παξαγσγή Ζ 2  

αληαγσλίδεηαη ην κνλνπάηη θαζήισζεο CO2 [30, 31]. ΢ηε ζπλέρεηα 

παξαηεξήζεθε φηη απνπζία ηνπ ιεηηνπξγηθνχ PSII απαηηείηαη ε ιεηηνπξγία 

ηνπ θπηνρξψκαηνο b6f θαη ηνπ PSI [32, 33]. Σν 1985 γίλεηαη γλσζηή ε 

παξαηεηακέλε θσην-παξαγσγή Ζ2 απφ θαιιηέξγεηα γηα έμη εκέξεο 

ζπλερφκελα, ε νπνία είρε ζπλερή ξνή επγελνχο αεξίνπ  [34]. 

Δπηβεβαηψλνληαο φηη ππάξρεη ζαθήο ζχλδεζε κε ηε θσηνζχλζεζε, θχξηνο 

ζηφρνο γίλεηαη ε επίηεπμε ηεο άκεζεο βηνθσηφιπζεο  [35-41], θαηά ηελ 

νπνία κε ηε δηάζπαζε ηνπ λεξνχ απφ ην PSII, ηα ειεθηξφληα θαηαιήγνπλ 

ζηε θεξξεδνμίλε κέζσ ηνπ PSI θαη απφ εθεί ζηελ πδξνγελάζε, 

ζρεκαηίδνληαο έηζη Ζ2. Απηή ε εθδνρή δελ είλαη απαγνξεπηηθή 

γλσξίδνληαο φηη ην νμεηδναλαγσγηθφ δπλακηθφ ηεο Fd είλαη  -450mV θαη 

απηφ πνπ απαηηείηαη γηα ηελ αλαγσγή ηνπ H2 είλαη -420mV. Ο ιφγνο πνπ 

δελ κπνξεί λα ζπκβεί ε δηαδηθαζία απηή είλαη ε εμαηξεηηθή επαηζζεζία ηεο 

πδξνγελάζεο ζην κνξηαθφ νμπγφλν [42]. Έηζη εμεγείηαη θαη ν ηξφπνο κε 

ηνλ νπνίν ήηαλ ηθαλή ε παξαηήξεζε πδξνγφλνπ απφ ηα θχηηαξα, 

ρξεζηκνπνηψληαο επψαζε ζην ζθνηάδη θαη απαέξσζε [43, 44], κέζνδνη πνπ 

έρνπλ σο απνηέιεζκα ηελ εμαζθάιηζε αλαεξφβησλ ζπλζεθψλ ζηελ 

θαιιηέξγεηα. Δλαιιαθηηθή πξνζέγγηζε ησλ εξεπλεηψλ είλαη ν δηαρσξηζκφο 

ησλ δχν δηαδηθαζηψλ, ηεο παξαγσγήο Ο2 θαη Ζ2, ψζηε λα 

πξαγκαηνπνηνχληαη δηαδνρηθά θαη φρη ηαπηφρξνλα [45]. Σν 2000 

δεκνζηεχεηεθε κία εξγαζία απφ ηνλ A. Melis θαη ηνπο ζπλεξγάηεο ηνπ, 

φπνπ παξνπζηάδεηαη ηδηαηηέξσο αχμεκέλε πνζφηεηα  πδξνγφλνπ παξνπζία 

θσηφο [46]. ΢ηελ κειέηε απηή ην αλφξγαλν ζείν ζηεξείηαη απφ ην ζξεπηηθφ 

κέζν ηεο θαιιηέξγεηαο, πεηπραίλνληαο ηε δηαδηθαζία δχν ζηαδίσλ.  Μέρξη 

θαη ζήκεξα, ε ζηέξεζε ζείνπ παξακέλεη ν πην απνδνηηθφο ηξφπνο 

παξαγσγήο πδξνγφλνπ. 
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΢ηέξεζε ζείνπ (S) 

 

Ζ αλαθάιπςε ηνπ A. Melis απνηέιεζε ζηαζκφ ζηελ πξνζπάζεηα 

θσηνζπλζεηηθήο παξαγσγήο πδξνγφλνπ.  Ζ κέζνδνο απηή έρεη ζεκαληηθέο 

ζπλέπεηεο ζηελ επηβίσζε ηνπ νξγαληζκνχ, επεξεάδνληαο δηάθνξεο 

δηαδηθαζίεο ηνπ θπηηάξνπ. Έγηλε ακέζσο αληηθείκελν ζπδήηεζεο θαη 

ακθηζβήηεζεο απφ κεξηθνχο επηζηήκνλεο.  

Γελ ήηαλ φκσο ε πξψηε θνξά πνπ κειεηήζεθαλ νη επηδξάζεηο ηεο ζηέξεζεο 

ζείνπ. Δίραλ ήδε δεκνζηεπηεί αξθεηά ρξφληα πξηλ, εξγαζίεο κε αληηθείκελν 

έξεπλαο ηνλ ηξφπν πνπ ν νξγαληζκφο αληηκεησπίδεη ηελ έιιεηςε ελφο 

βαζηθνχ ζξεπηηθνχ ζπζηαηηθνχ [47, 48], φπνπ παξαηεξνχζαλ κείσζε ηεο 

έθιπζεο Ο2 θαη ηεο θαζήισζεο ηνπ CO2, ρσξίο φκσο λα αιιάδεη ε 

πξσηετληθή ζχζηαζε ηνπ ρισξνπιάζηε. Δπηπιένλ αλαιχζεηο έδεημαλ 

κεησκέλε ηθαλφηεηα ειεθηξνληαθήο κεηαθνξάο απφ ην P680 ηνπ PSII πξνο 

ηελ PQB [49]. Μεηά απφ 14 ρξφληα έξεπλαο, γλσξίδνπκε αξθεηά πξάγκαηα 

γηα ηηο επηδξάζεηο ζην κεηαβνιηζκφ ηνπ θπηηάξνπ θαη γηα ην κεραλ ηζκφ 

παξαγσγήο πδξνγφλνπ. Πνιιά φκσο είλαη ηα ζεκεία πνπ δελ έρνπλ 

απαληεζεί ιφγσ ηεο πνιππινθφηεηαο ηνπ ζπζηήκαηνο.  

Παξαηεξψληαο ηηο ζπλέπεηεο ηηο ζηέξεζεο, κπνξνχκε λα δηαρσξίζνπκε ζε 

ηξεηο ρξνληθέο πεξηφδνπο ηελ θαηάζηαζε ηνπ θπηηάξνπ  [50, 51]: 

1. Σηο πξψηεο 24 ψξεο ην θχηηαξν αληηιακβάλεηαη ηελ έιιεηςε ζείνπ 

ζην πεξηβάιινλ ηνπ θαη μεθηλάεη ηελ αεξφβηα κεηαηξνπή ελέξγεηαο. 

Φσηνζπλζέηεη θαη απνζεθεχεη ζρεδφλ ηελ δεθαπιάζηα πνζφηεηα 

ακχινπ [52]. Απηφ νδεγεί ζε αχμεζε ηνπ φγθνπ ηνπ θπηηάξνπ θαη ζε 

αιιαγή ηνπ ζρήκαηφο ηνπ, απφ ειιεηςνεηδή ζε ζθαηξηθφ [52].  

2. Σηο επφκελεο δχν εκέξεο (24-72 ψξεο) ηα θχηηαξα δνπλ ζε 

αλαεξφβην πεξηβάιινλ. Σν επίπεδν ηεο κηηνρνλδξηαθήο αλαπλνήο 

παξακέλεη ζην θπζηνινγηθφ, θαηαλαιψλνληαο Ο2 ψζηε λα παξαρζεί 

ελέξγεηα. Αληίζεηα, δελ ππάξρεη ε ηθαλφηεηα θσηνζχλζεζεο ιφγσ 

αδπλακίαο αληηθαηάζηαζεο ηεο D1 ππνκνλάδαο ηνπ PSII, εμαηηίαο 

ηεο έιιεηςεο ησλ βαζηθψλ ακηλνμέσλ θπζηεΐλε θαη κεζεηνλίλε ηα 

νπνία ρξεηάδνληαη ην ζείν. Έηζη, ην νμπγφλν έρεη ειαηησζεί 

δξακαηηθά ζηελ θαιιηέξγεηα θαη απηφ εθθηλεί ηελ έθθξαζε ηεο 

πδξνγελάζεο [44, 53, 54]. Παξαηεξείηαη ινηπφλ, ζηαδηαθή αχμεζε 

ηνπ παξαγφκελνπ Ζ2 (Εικόνα 14) θαη ηαπηφρξνλα έλαξμε ηνπ 

θαηαβνιηζκνχ. Πην ζπγθεθξηκέλα, ηα πεηξακαηηθά απνηειέζκαηα 

δείρλνπλ κείσζε ηνπ ακχινπ θαη απφηνκε κείσζε ηεο Rubisco [52]. 

3. Σηο επφκελεο δχν εκέξεο (72-120 ψξεο) παξαηεξείηαη ζηαδηαθή 

πηψζε ηεο παξαγσγήο Ζ2 ιφγσ ηεο πηψζεο ησλ δσηηθψλ επηπέδσλ 
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ηεο θαιιηέξγεηαο. Σα θχηηαξα ρξεζηκνπνηνχλ ηα ηειεπηαία 

ελεξγεηαθά ηνπο απνζέκαηα. 

Ζ δηαδηθαζία δχν ζηαδίσλ πνπ αλαθέξακε παξαπάλσ πξαγκαηνπνηείηαη κε 

ηε ζηέξεζε ζείνπ, φπνπ ήδε απφ ηελ πξψηε εκέξα απελεξγνπνηείηαη 

ζηαδηαθά ε έθιπζε Ο2, επηηξέπνληαο απφ ηε δεχηεξε εκέξα λα μεθηλήζεη ε 

παξαγσγή Ζ2. ΢εκαληηθή πιεξνθνξία είλαη φηη νη επηδξάζεηο ηεο ζηέξεζεο 

είλαη αλαζηξέςηκεο [55]. Απηφ ζεκαίλεη φηη κε πξνζζήθε ζείνπ ην θχηηαξν 

δηνξζψλεη ηηο βιάβεο πνπ έρεη ππνζηεί θαη επαλέξρεηαη ζηε θπζηνινγηθή 

ηνπ ιεηηνπξγία, φπνπ είλαη πιένλ ηθαλφ λα θσηνζπλζέζεη θαη λα παξάγεη 

Ο2. Έηζη, ζα κπνξνχζαλ λα πξαγκαηνπνηεζνχλ θχθινη ζηέξεζεο ζε κία 

θαιιηέξγεηα ψζηε λα είλαη παξαγσγηθή γηα πεξηζζφηεξν απφ ηέζζεξηο 

εκέξεο. 

 

Δηθόλα 13.   Western Blot γ ηα ηελ αλίρλεπζε πνζνηηθώλ δηαθνξνπνηήζεσλ ζπγθεθξηκέλσλ πξσηετλώλ  

ηε δηάξθεηα ζηέξεζεο ζείνπ 

 

Δηθόλα 14.  Μεηαβνιή ζπγθέληξσζεο Ζ 2  & Ο2  θαηά ηε δηάξθεηα ζηέξεζεο ζείνπ  
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Μεραληζκόο 

 

Ο ξφινο ηεο ζηέξεζεο θαη ηα κεραληζηηθά κνλνπάηηα δελ έρνπλ 

δηεπθξηληζηεί πιήξσο. Σα ζεκεία πνπ παξακέλνπλ αλαπάληεηα είλαη 

ζεκαληηθά γηα λα ζπλδέζνπλ ηα γλσζηά θνκκάηηα θαη λα γί λεη μεθάζαξε ε 

ζπλνιηθή εηθφλα.  

Ζ θσηνζπλζεηηθή παξαγσγή πδξνγφλνπ αθνινπζεί δχν κνλνπάηηα, ην 

εμαξηψκελν απφ ην PSII θαη ην αλεμάξηεην. 

 Σν εμαξηψκελν απφ ην PSII κνλνπάηη είλαη εθείλν ζην νπνίν δελ έρεη 

γίλεη θάπνηα αιιαγή ζηε θσηνζχλζεζε. Ο αξρηθφο δφηεο 

ειεθηξνλίσλ είλαη ην λεξφ, ην νπνίν νμεηδψλεηαη κέζσ ηνπ PSII. Σν 

θσο είλαη απαξαίηεην ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε ειεθηξνληαθή ξνή 

κεηαθέξνληαο ηα ειεθηξφληα ζηε Fd θαη ζηε ζπλέρεηα ζηελ 

πδξνγελάζε. Ζ ιεηηνπξγία απηή δελ κπνξεί λα γίλεηαη γηα κεγάιν 

ρξνληθφ δηάζηεκα ιφγσ ηεο ηαπηφρξνλεο παξαγσγήο Ο 2, ην νπνίν 

παξεκπνδίδεη κε αληηζηξεπηά ηελ πδξνγελάζε. Ωζηφζν ππάξρνπλ 

ζεκαληηθέο ελδείμεηο φηη ν ξφινο ηνπ PSII είλαη πνιχ ζεκαληηθφο γηα 

ηελ παξαγσγή πδξνγφλνπ. 

 Σν αλεμάξηεην απφ ην PSII κνλνπάηη ζπκβαίλεη φηαλ ην PSII είλαη 

απελεξγνπνηεκέλν, δειαδή ην πεξηζζφηεξν δηάζηεκα ηεο ζηέξεζεο 

ζείνπ. Ο δφηεο ειεθηξνλίσλ ζε απηή ηελ πεξίπησζε είλαη αλαγσγηθά 

κφξηα ηα νπνία έρνπλ πξνθχςεη απφ ηνλ θαηαβνιηζκφ ηνπ θπηηάξνπ 

θαη δελ κπνξνχλ λα νμεηδσζνχλ κέζσ ηεο αλαπλνήο ιφγσ ηεο 

απνπζίαο ηνπ νμπγφλνπ, πνπ είλαη ν ηειηθφο απνδέθηεο. Ο 

θαιχηεξνο δφηεο είλαη ην NADPH φπσο θαη ην NADH. Σα 

ειεθηξφληα δηνρεηεχνληαη ζην ζεκείν ηεο δεμακελήο ηεο 

πιαζηνθηλφλεο(PQ pool), φπνπ αλάγνπλ ηελ PQ ζε PQH2. Γηα λα 

γίλεη απηή ε κεηαθνξά ζπκκεηέρεη κία NAD(P)H αλαγσγάζε [56, 

57]. ΢ηε ζπλέρεηα αθνινπζείηαη ε ειεθηξνληαθή ξνή πξνο ηε Fd θαη 

ηελ Hd κέζσ ηνπ PSI, θάλνληαο απαξαίηεηε ηε ρξήζε θσηφο. 

Παξαηεξψληαο ηνπο δχν κεραληζκνχο (Εικόνα 15) θαηαιαβαίλνπκε φηη νη 

επηδξάζεηο ηεο ζηέξεζεο ζείνπ πνπ νδεγνχλ ζηελ παξαγσγή Ζ 2, δελ 

επεξεάδνπλ έλα κφλν ζεκείν. Ζ ζπλνιηθή δηαδηθαζία είλαη απνηέιεζκα ηνπ 

ζπλδπαζκνχ ησλ παξαθάησ ηεζζάξσλ βαζηθψλ δηεξγαζηψλ: 

1. Ομπγνληθή θσηνζχλζεζε 

2. Μηηνρνλδξηαθή αλαπλνή 

3. Καηαβνιηζκφο ελδνγελψλ ππνζηξσκάησλ (ακχινπ, πξσηετλψλ θαη 

ιηπηδίσλ) 
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4. Ζιεθηξνληαθή ξνή πξνο ηελ Hd 

Ζ θαηάιιειε ηζνξξνπία κεηαμχ ησλ παξαπάλσ δηαδηθαζηψλ κπνξεί λα 

επηηεπρζεί ψζηε λα εμαζθαιηζηεί ε κέγηζηε παξαγσγή Ζ 2. Ζ δπζθνιία γηα 

ηελ απφιπηε θαηαλφεζε ηεο ζπλνιηθήο δηαδηθαζίαο έγθεηηαη ζη ε 

πνιππινθφηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο. 

 
Δηθόλα 15.  Ζιεθηξνληαθά κνλνπάηηα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ζηέξεζεο S πνπ νδεγνύλ ζηελ παξαγσγή 

Ζ 2  

Σα βαζηθά εξσηήκαηα πνπ παξακέλνπλ αθνξνχλ ην ξφιν ηνπ PSII θαη 

επίζεο ην ιφγν πνπ ην θχηηαξν θαηαθεχγεη ζηελ παξαγσγή Ζ 2 ηε ζηηγκή 

πνπ αληηκεησπίδεη ζνβαξφ πξφβιεκα επηβίσζεο.  

Ο ξφινο ηνπ PSII γλσξίδνπκε φηη είλαη ζεκαληηθφο αιιά δελ μέξνπκε πσο 

αθξηβψο ξπζκίδεηαη. Ζ αξρηθή απελεξγνπνίεζή ηνπ ζπκβαίλεη ιφγσ 

αληθαλφηεηαο ζχλζεζεο ηεο D1 ππνκνλάδαο [49], ε νπνία βξίζθεηαη ζην 

ελεξγφ θέληξν θαη ρξεηάδεηαη αληηθαηάζηαζε πνιχ ζπρλά (θάζε 6 -12ψξεο) 

[58]. Όκσο, δελ ππάξρεη πιήξεο αλελεξγφηεηα. Έλα κηθξφ πνζνζηφ 

παξακέλεη ελεξγφ ρσξίο λα παξαηεξείηαη αχμεζε ηνπ νμπγφλνπ. Δπεηδή 

φκσο ε κηηνρνλδξηαθή αλαπλνή δελ είλαη απελεξγνπνηεκέλε είλαη πνιχ 

πηζαλφ λα κελ κπνξνχκε λα αληρλεχζνπκε ην νμπγφλν επεηδή 

θαηαλαιψλεηαη ακέζσο. Δπίζεο, ππάξρνπλ ελδείμεηο φηη ε PQ pool είλαη 

ππεξ-αλεγκέλε ιφγσ ηνπ θαηαβνιηζκνχ, ην νπνίν ζπλεπάγεηαη ηελ 

αληθαλφηεηα λα δερζεί ειεθηξφληα απφ ην PSII [59]. 

Σν άκπιν είλαη εμίζνπ ζεκαληηθφ γηα ην αλεμάξηεην απφ ην PSII κνλνπάηη, 

ιφγσ ηνπ NADH πνπ παξάγεηαη θαηά ηνλ θαηαβνιηζκφ ηνπ. ΢πγθεθξηκέλα, 

νμεηδψλεηαη κέζσ ηελ αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο βνεζψληαο έηζη ζηελ 

θαηαλάισζε Ο2 ψζηε λα παξακείλεη ζε ρακειά επίπεδα θαη λα κελ 
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παξεκπνδίδεη ηελ ελεξγφηεηα ηεο πδξνγελάζεο, θαη επηπιένλ ηξνθνδνηεί 

κε ειεθηξφληα ηε θσηνζπλζεηηθή αιπζίδα (PSII-αλεμάξηεην κνλνπάηη) 

[60]. Πξφζθαηα πεηξάκαηα κε κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηα νπνία ήηαλ 

αλίθαλα λα ζρεκαηίζνπλ άκπιν, έδεημαλ ίδηα επίπεδα παξαγφκελνπ Ζ2 κε 

ηνλ άγξην ηχπν, απνηέιεζκα ην νπνίν απνδεηθλχεη φηη ην άκπιν δελ είλαη 

απαξαίηεην [61]. Ζ ζπγθεθξηκέλε κειέηε έδεημε φηη ην θχηηαξν 

θαηαλάισλε νμηθφ θαηά ηελ θάζε παξαγσγήο Ζ2, έηζη ψζηε λα δηαηεξήζεη 

ηα επίπεδα αλαπλνήο. Αληίζηνηρα, θαη ην νμηθφ δελ είλαη απαξαίηεην γηα 

ηελ παξαγσγή Ζ2 φηαλ ην θχηηαξν έρεη ηξφπν λα ζπζζσξεχζεη άκπιν [62-

64].  

Ζ επηινγή ηνπ θπηηάξνπ λα ζηξαθεί ζηελ παξαγσγή πδξνγφλνπ δελ είλαη 

ηπραία. Οη νξγαληζκνί έρνπλ εμειηρζεί έηζη ψζηε λα πξνζαξκφδνληαη ζην 

πεξηβάιινλ ηνπο ρσξίο λα ζπαηαινχλ ηελ ελέξγεηά ηνπο. Απηφ ζεκαίλεη φηη 

ε έθιπζε κεγάιεο πνζφηεηαο πδξνγφλνπ βνεζάεη ην θχηηαξν λα επεθηείλεη 

ηε βησζηκφηεηά ηνπ ππφ ηηο λέεο ζπλζήθεο. Τπάξρνπλ αξθεηέο ππνζέζεηο. 

Ζ επηθξαηέζηεξε αλαθέξεη φηη ην θχηηαξν ιφγσ ηνπ θαηαβνιηζκνχ έρεη 

πνιιά αλαγσγηθά ηζνδχλακα ηα νπνία δελ κπνξεί λα ηα ρξεζηκνπνηήζεη γηα 

ηελ νμεηδσηηθή θσζθνξπιίσζε ιφγσ έιιεηςεο Ο2, θαη ηα ρξεζηκνπνηεί γηα 

λα αλάγεη ηελ PQ pool. Όκσο ε ξνή κέζσ ηεο θπθιηθήο 

θσηνθνζθνξπιίσζεο (Fd→cyt b6f→PSI) δελ κπνξεί λα απνξξνθήζεη ηα 

ειεθηξφληα κε απνηέιεζκα λα δπζθνιεχεηαη ε ξνή πξνο ην PSI. Ζ 

πδξνγελάζε παξεκβαίλεη ζε εθείλν ην ζεκείν δίλνληαο ελαιιαθηηθή πνξεία 

ζηα ειεθηξφληα, βνεζψληαο ηελ ειεθηξνληαθή ξνή. Σν Ζ 2 πνπ 

ζρεκαηίδεηαη δελ κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί απφ ην θχηηαξν θαη έηζη 

απνβάιιεηαη. 

Αληηθείκελν έξεπλαο πιένλ είλαη ε δηεπθξίληζε ησλ “ζνιψλ ζεκείσλ” ψζηε 

γλσξίδνληαο αθξηβψο ηε δηαδηθαζία λα θαηαθέξνπκε λα επεξεάζνπκε κε ην 

ζσζηφ ηξφπν ην θχηηαξν θαη λα πεηχρνπκε ηελ απνδνηηθή θαη νηθνλνκηθά 

ζπκθέξνπζα παξαγσγή Ζ2. 

 

 

Τδξνγελάζε 

 

΢ε αξθεηνχο κηθξννξγαληζκνχο έρνπλ βξεζεί έλδπκα ηα νπνία θαηαιχνπλ 

ην ζρεκαηηζκφ πδξνγφλνπ, νη πδξνγελάζεο. Ζ νηθνγέλεηα ησλ πδξνγελαζψλ 

ρσξίδεηαη ζε ηξεηο θχξηεο νκάδεο κε βάζε ηε δνκή ησλ ζπκπιφθσλ 

κεηάιινπ-ζείνπ πνπ ζρεκαηίδνληαη ζην ελεξγφ θέληξν ηνπ ελδχκνπ  [65, 

66]. ΢ηελ πξψηε νκάδα αλήθνπλ νη [Fe]-hydrogenases, νη νπνίεο δελ 

πεξηέρνπλ ζχκπινθα ζηδήξνπ-ζείνπ θαη ζπλαληψληαη κφλν ζηα αξραία. Ζ 
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δεχηεξε νκάδα πεξηέρεη ηηο [NiFe]-hydrogenases, νη νπνίεο ζπλαληψληαη ζε 

πνιινχο πξνθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο, κε ραξαθηεξηζηηθφ ην ζχκπινθν 

ηνπ ελεξγνχ θέληξνπ φπνπ πεξηέρεη έλα άηνκν ληθειίνπ θαη έλα άηνκν 

ζηδήξνπ. ΢ηελ ηξίηε νκάδα αλήθνπλ νη [FeFe]-hydrogenases, νη νπνίεο 

δηαζέηνπλ έλα θπβηθφ ζχκπινθν ζηδήξνπ-ζείνπ ζην ελεξγφ ηνπο θέληξν. 

Δληνπίδνληαη θπξίσο ζε επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο θαη είλαη εμαηξεηηθά 

επαίζζεηεο ζην νμπγφλν. Παξνπζηάδνπλ φκσο κεγαιχηεξε απφδνζε 

πδξνγφλνπ ζπγθξηηηθά κε εθείλεο ησλ άιισλ θαηεγνξίσλ.  Σν κέγεζνο ηνπο 

θπκαίλεηαη κεηαμχ 30 θαη 50kDa θαη ζπλήζσο είλαη κνλνκεξή.  

΢ην C.reinhardtii  θαη γεληθφηεξα ζηα κηθξνθχθε, ζπλαληάηαη ε ηξίηε 

θαηεγνξία ησλ  FeFe-πδξνγελαζψλ [67] (Εικόνα 16). Έξεπλεο έρνπλ δείμεη 

φηη αλ θαη ε ιεηηνπξγία ηνπο ζρεηίδεηαη κε ηε θσηνζπλζεηηθή δηαδηθαζία, 

θσδηθνπνηνχληαη ζηνλ ππξήλα ηνπ θπηηάξνπ. ΢ηε ζπλέρεηα ζπλζέηνληαη 

ζην θπηνζφιην θαη ηειηθά κεηαθέξνληαη ζην stroma ησλ ρισξνπιαζηψλ 

ψζηε λα επηηειέζνπλ ηε ιεηηνπξγία ηνπο . Πεηξακαηηθέο θαη ζεσξεηηθέο 

κειέηεο έρνπλ απνδείμεη ηελ κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ απφ ηε θεξξεδνμίλε 

ζηελ πδξνγελάζε. 

 
Δηθόλα 16.  [FeFe]-hydrogenase από ην Chlamydomonas  re inhardtii  

Όπσο έρεη ήδε αλαθεξζεί, ην Ο2 δξα σο ηζρπξφο αλαζηνιέαο ηφζν ηεο 

κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ φζν θαη ηεο ιεηηνπξγίαο ηεο [44, 55]. Απηή είλαη 

κία ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμχ ησλ θαηεγνξηψλ ησλ ελδχκσλ. Πην 

ζπγθεθξηκέλα, έρεη παξαηεξεζεί φηη νη NiFe-Hd αλαζηέιινληαη απφ ην 

νμπγφλν αληηζηξεπηά, δειαδή κε απνκάθξπλζε ηνπ Ο2 επαλαθηνχλ πιήξσο 

ηελ ελεξγφηεηά ηνπο. Απηφ δελ ζπκβαίλεη ζηηο FeFe-Hd, φπνπ ην ζχκπινθν 

ηνπ ελεξγνχ ηνπο θέληξνπ θαηαζηξέθεηαη ρσξίο λα ππάξρεη δπλαηφηεηα λα 

επαλέιζεη ζηε θπζηνινγηθή θαηάζηαζε. 
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Δηθόλα 17.  [NiFe]hydrogenase από Desulfovibrio gigas 

Οη NiFe-Hd δελ απνηεινχλ κνλνκεξή. Πνηθίινπλ ηα έλδπκα αλάινγα κε ην 

κηθξννξγαληζκφ θαη απηφ επεξεάδεη θαη ηνλ ηξφπν ιεηηνπξγίαο ηνπο. Σν 

βαθηήξην Ralstonia eutropha έρεη κειεηεζεί αξθεηά θαη ραξαθηεξηζηεί 

[68]. Πεξηέρεη ζπλνιηθά ηξία δηαθνξεηηθά είδε πδξνγελαζψλ, δχν 

θπηηαξνπιαζκαηηθέο (SH θαη RH) θαη κία πξνζδεκέλε ζηε κεκβξάλε 

(ΜΒΖ). Ζ RH είλαη κία πξσηεΐλε ε νπνία έρεη ξπζκηζηηθφ ξφιν θαη εθθηλεί 

νξηζκέλεο δηαδηθαζίεο ζχκθσλα κε ηε ζπγθέληξσζε ηνπ Ζ 2. Ζ SH 

απνηειείηαη απφ ηέζζεξηο θχξηεο ππνκνλάδεο θαη έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

ιακβάλεη ειεθηξφληα απφ ην NAD(P)H. Ζ MBH απνηειείηαη απφ δχν 

ππνκνλάδεο θαη ζπλδέεηαη κέζσ θπηνρξψκαηνο κε ηελ αλαπλεπζηηθή 

αιπζίδα. Οη δχν ηειεπηαίεο ιεηηνπξγνχλ πεξηζζφηεξν πξνο ηελ θαηεχζπλζε 

νμείδσζεο ηνπ Ζ2, ψζηε λα ηξνθνδνηήζνπλ κε ειεθηξφληα ην θχηηαξν. 

Έρνπλ φκσο ηελ ηθαλφηεηα λα ιεηηνπξγνχλ πξνο ηελ αληίζεηε θ αηεχζπλζε 

ζρεκαηίδνληαο Ζ2, φηαλ ππάξρνπλ νη θαηάιιειεο ζπλζήθεο. 

 

    

Δηθόλα 18.  SH & MBH πδξνγελάζε από ην βαθηήξην Rals tonia  eutropha  
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Λφγσ ηεο αληηζηξεπηήο επίδξαζεο ηνπ Ο 2, απηά ηα έλδπκα πξνηηκψληαη γηα 

ην ζρεκαηηζκφ ηερλεηψλ ζπζηεκάησλ κε ζηφρν ηε θσηνβηνινγηθή 

παξαγσγή πδξνγφλνπ. Ζ βηβιηνγξαθία παξνπζηάδεη πνιιά παξαδείγκαηα 

ζηα νπνία γίλεηαη ρξήζε ηνπ PSI ή ζπλζεηηθψλ κνξίσλ ζην ξφιν “θεξαίαο” 

ζπλδεδεκέλα κε κία NiFe-Hd [69]. 
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΢ΚΟΠΟ΢ 

Ο βαζηθφο ζηφρνο ηεο ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο είλαη ε δηαιεχθαλζε ησλ 

επηδξάζεσλ ηεο ζηέξεζεο ζείνπ ζηνλ θσηνζπλζεηηθφ κεραληζκφ, ψζηε λα 

πξνθχςνπλ ζπκπεξάζκαηα γηα ην ξφιν ηνπ θσηνζπζηήκαηνο ΗΗ αιιά θαη 

γηα ην κεραληζκφ παξαγσγήο πδξνγφλνπ. Πην ζπγθεθξηκέλα, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ πεηξάκαηα κε κεηαιιαγκέλα ζηειέρε φπνπ έρνπλ 

δηαθνξέο ζην PSII ψζηε αλαινγηθά κε ηελ παξαγσγή Ζ2 λα ζπκπεξάλνπκε 

ηε ζπλεηζθνξά ζην κεραληζκφ. Δπίζεο, απνκνλψζεθαλ κεκβξάλεο 

εκπινπηηζκέλεο ζε PSII ψζηε λα κειεηήζνχλ κε θαζκαηνζθνπία EPR γηα 

λα δηαθξίλνπκε ηπρφλ αιιαγέο ζηελ ειεθηξνληαθή ξνή. Σέινο, 

απνκνλψζεθαλ ρισξνπιάζηεο θαη ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο ψζηε λα 

κειεηεζεί ε πξσηετληθή ηνπο ζχζηαζε θαη λα εληνπηζηνχλ δηαθνξέο.  

Γεπηεξεχνλ θνκκάηη ηεο εξγαζίαο απνηέιεζε ε πξνζπάζεηα θαηαζθεπήο 

ελφο ζπζηήκαηνο βαζηζκέλν ζε πξσηεΐλεο πνπ ζα έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα 

παξάγεη πδξνγφλν θσηνζπλζεηηθά. Ζ δεκηνπξγία ελφο απνδνηηθνχ θαη 

ζηαζεξνχ ζπζηήκαηνο ζα έιπλε ηα πξνβιήκαηα ρξήζεο ησλ θπη ηάξσλ. Σν 

ζχζηεκα πνπ ζηνρεχνπκε λα αλαπηχμνπκε ζέινπκε λα ρξεζηκνπνηεί ην 

λεξφ σο δφηε ειεθηξνλίσλ θαη γηα ην ιφγν απηφ  ζα ρξεζηκνπνηεζεί 

νιφθιεξν ην ζχζηεκα θσηνζχλζεζεο, δειαδή ηηο ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο. 

Σν κέξνο ηεο παξαγσγήο Ζ2 είλαη βαζηζκέλν ζηηο πδξνγελάζεο Ni-Fe ηνπ 

βαθηεξίνπ Ralstonia paucula, νη νπνίεο έρνπλ ηελ δπλαηφηεηα ηεο 

αλαζηξέςηκεο παξεκπφδηζεο απφ ην Ο2. Σα πεηξάκαηα πνπ ζα 

πξαγκαηνπνηεζνχλ πεξηιακβάλνπλ ηελ απνκφλσζε ησλ πξσηετληθψλ 

ζπκπιφθσλ, ην ζπλδπαζκφ ηνπο θαη ηελ εμέηαζε ησλ ζπλζεθψλ ηεο 

παξαγσγήο Ζ2. 
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ΤΛΗΚΑ – ΜΔΘΟΓΟΗ 

Σα δηάθνξα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ ησλ εηαηξεηψλ 

Merck, Serva, Sigma, ελψ ηα απνξξππαληηθά ήηαλ Sigma θαη Bio -Rad. Ζ 

πνηφηεηα ησλ αληηδξαζηεξίσλ ήηαλ analytical grade. Σν λεξφ γηα ηα 

ζξεπηηθά θαη ηα δηαιχκαηα απνκφλσζεο ήηαλ απηνληζκέλν κε ζηήιε 

ηνλναληαιιαθηηθψλ ξεηίλσλ. Γηα ηελ ειεθηξνθφξεζε θαη ηε δηαδηθαζία 

ηεο ζξπςηλνπνίεζεο ρξεζηκνπνηήζεθε λεξφ θαζαξφηεηαο nanopure. Σα 

δηαγξάκκαηα θαη ε ζηαηηζηηθή αλάιπζε έγηλε κε ην πξφγξακκα Origin 6.0. 

΢πλζήθεο θαιιηέξγεηαο θπηηάξσλ Chlamydomonas reinhardtii 

Κχηηαξα Chlamydomonas reinhardtii  θαιιηεξγήζεθαλ ζε πγξφ ζξεπηηθφ 

ΣΑΡ (Tris-acetate-phosphate), ππφ αλάδεπζε ζε ζεξκνθξαζία 25°C, θάησ 

απφ ιεπθέο ιάκπεο θζνξηζκνχ (έληαζε θσηηζκνχ 100 µE m
-2

 s
-1

) ζχκθσλα 

κε ην πξσηφθνιιν ηνπ Harris [3]. Όηαλ ρξεηαδφηαλ θαιιηέξγεηα ζε ζηεξεφ 

ζξεπηηθφ γηλφηαλ πξνζζήθε 1,5 % agar [70].  

 

Θξεπηηθό κέζν TAP VF=1L  

1M Tris base pH=7,0 20ml 

Hutner's Trace Metals 1ml 

Solution A 10ml 

Acetic acid 1ml 

 

 

 

 

 

 

*Αστές οι ενώσεις τρησιμοποιούνται 

στη θέση τφν αντίστοιτφν θειικών 

αλάτφν για την παρασκεσή τοσ 

θρεπτικού μέσοσ έλλειυης θείοσ 

(TAP-S)

Stock Solutions 

Solution A  VF=500ml 

NH4Cl 20,0g 

MgSO4.7H2O 5,0g 

*MgCl2 .6H2O 4,1g 

CaCl2.2H2O 2,5g 

Phosphate Buffer  VF=100ml 

K2HPO4 10,44g 

KH2PO4 5,4g 

Hutner's Trace Metals  VF=100ml 

BO3H3 1,14g 

ZnSO4 .7H2O 2,20g 

*ZnCl2 1,0g 

MnCl2 .4H2O 0,506g 

FeSO4 .7H2O 0,499g 

*FeCl2.4H2O 0,36g 

CoCl2.6H2O 0,161g 

Mo7O24(NH4)6.H2O 0,11g 

CuSO4 .5H2O 0,157g 

*CuCl2.2H2O 0,1g 

EDTA 5gr 
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Σα ζηειέρε Chlamydomonas reinhardtii  πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ήηαλ:  

 CC-125:  άγξηνο ηχπνο 

 CC-S264K: κεηάιιαμε ζηε ζέζε 264 ηεο πξσηεΐλεο D1 φπνπ ε 

ζεξίλε (S) έρεη αιιάμεη κε κηα ιπζίλε (K) → παξνπζηάδεη 

αλζεθηηθφηεηα ζηελ αηξαδίλε (δεκηνπξγήζεθε θαη καο δφζεθε απφ 

ηνλ θαζεγεηή Johanningmeier, Martin-Luther-University Halle-

Wittenberg, Institute of Plant Physiology, Germany) 

 CC-4170: κεησκέλν LHC (καο ηα παξείρε ν θαζεγεηήο A. 

Melis, Department of Plant and Microbial Biology, Berkeley 

University of California) 

 CC-4476: αηειείο LHC, ιηγφηεξε Chl/cell, απμεκέλε αλαινγία 

Chla/Chlb (απφ ηνλ θαζεγεηή A. Melis) 

 

 

Μεηαθνξά ησλ θπηηάξσλ ζε ζηέξεζε ζείνπ ( -S) 

Ζ κεηαθνξά ησλ θπηηάξσλ πξαγκαηνπνηείηαη φηαλ ε θαιιηέξγεηα βξίζθεηαη  

ζην ηέινο ηεο εθζεηηθήο θάζεο ηεο αλάπηπμεο ή ζηελ αξρή ηεο ζηαηηθήο.  

Βήκαηα 

1. Σα θχηηαξα ζπιιέγνληαη κε θπγνθέληξεζε ζηα 1.000G γηα 3ιεπηά 

ζηνπο 20
ν
 C 

2. Δπαλαησξνχληαη ζε ζξεπηηθφ TAP-S κε ήπηα αλάδεπζε θαη 

θπγνθεληξνχληαη ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο 

3. Σν βήκα 2 επαλαιακβάλεηαη αθφκα 2 θνξέο ψζηε λα μεπιπζνχλ ηα 

θχηηαξα απφ ην πξνεγνχκελν ζξεπηηθφ 

4. Σα θχηηαξα ηνπνζεηνχληαη ζε θηάιεο νη νπνίεο ζθξαγίδνληαη θαη 

απαεξψλνληαη γηα 1ιεπηφ κε άδσην (Ν2) 

5. ΢ηε ζπλέρεηα ηνπνζεηνχληαη ζην θσο ρσξίο αλάδεπζε θαη κεηά απφ 

7εκέξεο κεηξάηαη ην παξαγφκελν Ζ2 θαη ζπζρεηίδεηαη κε ηελ 

πνζφηεηα ησλ θπηηάξσλ  

**΢ε φιε ηε δηάξθεηα εξγαδφκαζηε ζε απνζηεηξσκέλεο ζπλζήθεο.  
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Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο ηεο ρισξνθύιιεο 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο ρισξνθχιιεο ησλ ζπιαθνεηδψλ 

κεκβξαλψλ έγηλε θαζκαηνζθνπηθά ιακβάλνληαο ππφςε ηε κέζνδν ηνπ 

Arnon [71].  

 

Πξνζδηνξηζκόο ζπγθέληξσζεο ηεο πξσηεΐλεο 

Ζ ζρεηηθή ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ησλ δεηγκάησλ πξνζδηνξίζηεθε κε ηε 

κέζνδν Bradford [72]. 

 

Μέηξεζε αξηζκνύ θπηηάξσλ 

Ο αξηζκφο ησλ θπηηάξσλ ηεο θαιιηέξγεηαο πξνζδηνξίζηεθε κε ηε κέζνδν 

Neubauer (improved cell counting chamber). 

 

Μέηξεζε πδξνγόλνπ (Ζ2) κε αέξηα ρξσκαηνγξαθία GC 

Οη κεηξήζεηο Ζ2 έγηλαλ ζην εξγαζηήξην ηνπ θαζεγεηή Κ. Κνηδακπάζε, ηνπ 

ηκήκαηνο Βηνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο. Σν φξγαλν είλαη ηεο 

Shimadzu GC 2010 Plus, φπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε αληρλεπηήο ζεξκηθήο 

αγσγηκφηεηαο (TCD) θαη ηξηρνεηδήο ζηήιε Vici Metronics MC (Poulsbo, 

USA) κήθνπο 30κέηξσλ, δηακέηξνπ 0,53 ρηιηνζηψλ, ζηαηηθήο θάζε πάρνπο 

20κm. Γηα ην δηαρσξηζκφ ηνπ Ζ2 κε ην Ο2 ρξεζηκνπνηήζεθε αξγφ (Ar) σο 

θέξνλ αέξην, κε πίεζε 5bar. Ζ ζεξκνθξαζία ηνπ θνχξλνπ ήηαλ ζηνπο 

120
ν
C, ηνπ TCD ζηνπο 200

ν
C θαη ηνπ injector 180

ν
C. Γηα ηελ 

πνζνηηθνπνίεζε ηνπ Ζ2 θαηαζθεπάζηεθε πξφηππε θακπχιε κε πξνζζήθε 

γλσζηψλ πνζνηήησλ. 

 

Μέηξεζε έθιπζεο νμπγόλνπ (Ο 2) 

Οη κεηξήζεηο ηεο έθιπζεο νμπγφλνπ έγηλαλ κε επηιεθηηθφ ειεθηξφδην 

ηχπνπ Clark. Ζ ξχζκηζε ηνπ ειεθηξνδίνπ έγηλε ζηνπο 25
ν
C κε δηάιπκα 

SMN (25mM MES, 400mM Sucrose, 15mM NaCl, pH 6,0), ην νπνίν ήηαλ 

θνξεζκέλν ζε νμπγφλν. Ζ θπςειίδα, πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ήηαλ γπάιηλε κε 

πξφζζεην γπάιηλν πεξίβιεκα, πνπ επηηξέπεη ηε δηέιεπζε Ζ 2Ο, πξνθεηκέλνπ 

λα δηαηεξείηαη ε ζεξκνθξαζία ζηνπο 25
ν
C. Σν θσο παξαγφηαλ απφ 2 

ιάκπεο βνιθξακίνπ ηζρχνο 250W θαη εζηηαδφηαλ ζην δείγκα, έηζη ψζηε λα 

δεκηνπξγνχληαη ζπλζήθεο θσηνθνξεζκνχ. Σν θσο πξηλ θζάζεη ζηελ 

θπςειίδα, δηέξρεηαη πξψηα απφ κηα γπάιηλε θηάιε κήθνπο 5cm, πνπ 
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πεξηείρε δηάιπκα 0,2%w/v ζεητθνχ ραιθνχ (CuSO4). To δηάιπκα απηφ 

απνξξνθψληαο ηα κεγάια κήθε θχκαηνο, πξνζηάηεπε ην δείγκα απφ 

γξήγνξε ζέξκαλζε. ΢ηε ζπλέρεηα, ην θσο δηεξρφηαλ απφ έλα θφθθηλν 

πιαζηηθφ θίιηξν, γηα ηελ απνξξφθεζε ησλ κηθξψλ κήθσλ θχκαηνο. Έηζη,  

ην θσο, πνπ δηεξρφηαλ ζηελ θπςειίδα κε ην δείγκα, θπκαηλφηαλ ζε έλα 

εχξνο κεθψλ θχκαηνο 600-700nm. Γηα ηηο κεηξήζεηο έθιπζεο νμπγφλνπ 

ηνπνζεηνχληαλ ζηελ θπςειίδα 5ml δηαιχκαηνο SMN, 20κg ρισξνθχιιεο 

ηνπ εμεηαδφκελνπ δείγκαηνο, 10mM CaCl2 θαη 300κΜ DCBQ σο 

ειεθηξνληνδέθηεο. Ζ ηαρχηεηα έθιπζεο νμπγφλνπ πξνζδηνξίζηεθε κε 

κέηξεζε ηεο θιίζεο ηεο θακπχιεο παξαγσγήο νμπγφλνπ, πνπ θαηαγξάθεθε 

ζε θαηαγξαθηθφ ραξηί θαη εθθξάδεηαη ζε κmoles O2 (mg Chl)
-1

 hr
-1

. 

 

Φαζκαηνζθνπία EPR 

Οη κεηξήζεηο EPR πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζην εξγαζηήξην Φσηνζχλζεζεο/  

EPR ηνπ Γξ. Βαζίιεηνπ Πεηξνπιέα, ην νπνίν ζηεγάδεηαη ζην Σκήκα 

Δπηζηήκεο Τιηθψλ ηνπ εξεπλεηηθνχ ηδξχκαηνο Δ.Κ.Δ.Φ.Δ. ΓΖΜΟΚΡΗΣΟ΢. 

Σν φξγαλν είλαη ηεο Bruker, κνληέιν ER-200D-SRC ζπλδεδεκέλν κε 

ειεθηξνληθφ ππνινγηζηή. Δπηπιένλ είλαη εμνπιηζκέλν κε θξπνζηάηε  

Oxford ESR 910, κε κεηξεηή κηθξνθπκαηηθήο ζπρλφηεηαο Anritsu MF76A 

θαη κε καγλεηφκεηξν Bruker 035M NMR gaussmeter. Σα θάζκαηα 

πξνθχπηνπλ απφ ην κέζν φξν δχν κεξήζεσλ, ρξεζηκνπνηψληαο EPR tubes 4 

mm. Οη εκπινπηηζκέλεο ζε PSII κεκβξάλεο ήηαλ ζπγθέληξσζεο 3mg Chl 

ml
-1 

ή 2,75 mg πξσηεΐλεο ml
-1

. 

 

Φαζκαηνζθνπία Φζνξηζκνύ (OJIP test) 

Ο επαγψκελνο θζνξηζκφο ηεο Chla είλαη κία επαίζζεηε ηερληθή ε νπνία 

βνεζάεη ζηελ εχξεζε ηπρφλ αιινηψζεσλ ζηε θσηνζπλζεηηθή ιεηηνπξγία. Ζ 

πθή ηεο θακπχιεο είλαη ραξαθηεξηζηηθή θαη νπνηαδήπνηε επίδξαζε ζηελ 

ειεθηξνληαθή ξνή αιινηψλεη ην θάζκα. Ζ παξαηήξεζε νιφθιεξσλ 

θπηηάξσλ είλαη ζεκαληηθή, εηδηθά φηαλ αληηθείκελν έξεπλαο είλαη θπηηθή 

νξγαληζκνί, επεηδή δελ ρξεηάδεηαη λα απνκνλσζεί ν θσηνζπλζεηηθφο 

κεραληζκφο γηα λα κειεηεζεί θαη κπνξεί λα γίλεη ρσξίο λα απνκαθξπλζεί ν 

νξγαληζκφο απφ ην πεξηβάιινλ πνπ αλαπηχζζεηαη.  

Ο θζνξηζκφο κεηξήζεθε κε ην φξγαλν ηεο Hansatech Instruments, Handy-

PEA. Ζ πεγή laser είλαη ζηα 650nm δηεγείξνληαο απφ 3 δηφδνπο θσηηζκνχ 

(LED) κε ζπλνιηθή έληαζε 3.000κmol m
-2

 s
-1

 θαη κεηξήζεθε ζπλνιηθά ν 

επαγψκελνο θζνξηζκφο ηεο Chla γηα 1δεπηεξφιεπην κε αλάιπζε 10κsec, 

ψζηε λα πξνθχςεη ην δηάγξακκα πνπ θαίλεηαη ζηελ εηθφλα. Οη κεηαβνιέο 

ζηελ θιίζε ηνπ θζνξηζκνχ ζρεηίδνληαη κε ηελ αιιαγή θαηάζηαζεο ηνπ 
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ελεξγνχ θέληξνπ ηνπ PSII (αλνηθηή ή θιεηζηή) άξα θαη κε ηε  κεηαθνξά 

ειεθηξνλίσλ απφ ην λεξφ πξνο ηελ PQB. ΢πγθεθξηκέλα, φηαλ ην δείγκα 

είλαη ζην ζθνηάδη, ηφηε ηα πεξηζζφηεξα ελεξγά θέληξα ηνπ PSII είλαη ζηελ 

αλνηθηή θαηάζηαζε φπνπ ε PQA είλαη πιήξσο νμεηδσκέλε. Όηαλ θσηηζηεί 

ην δείγκα, μεθηλά ε ειεθηξνληαθή ξνή θαη παξαηεξείηαη αχμεζε ηνπ 

θζνξηζκνχ ε νπνία πξνέξρεηαη απφ ηελ πεξίζζεηα ελέξγεηαο ηνπ ελεξγνχ 

θέληξνπ θαη είλαη αλαινγηθή ηεο αλαγσγήο ηεο  PQA. Δπνκέλσο ιεηηνπξγεί 

σο έλδεημε ηεο αλαγσγήο ηεο PQ pool. Ο κέγηζηνο θζνξηζκφο (θαηάζηαζε 

P ή FM) επηηπγράλεηαη φηαλ ε PQ pool αλαρζεί πιήξσο. Απηφ ην ζηάδην 

επεξεάδεηαη θαη απφ ηελ ειεθηξνληαθή ξνή πξνο ην PSI. 

Γηα λα πξαγκαηνπνηεζνχλ νη κεηξήζεηο ηα δείγκαηα ηνπνζεηήζεθαλ ζην 

ζθνηάδη γηα 10ιεπηά θαη ζηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ε κέηξεζε. Σα 

δεδνκέλα επεμεξγάζηεθαλ κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο Biolyzer HP 4.0. 

 

 

Ζιεθηξνθόξεζε 

΢ηελ εξγαζία ρξεζηκνπνηήζεθε ε απνδηαηαθηηθή ειεθηξνθφξεζε ζε κία 

θαη δχν δηαζηάζεηο (SDS-PAGE 1D, 2D). Γηα ηελ παξαζθεπή ησλ gels 

ρξεζηκνπνηήζεθε gel νπξίαο [73]. 
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Δπίζεο, ρξεζηκνπνηήζεθε ε ηερληθή ηεο κε απνδηαηαθηηθήο 

ειεθηξνθφξηζεο ζε πξψηε δηάζηαζε (hr CNE), γηα ηελ νπνία αθνινπζείηαη 

ην πξσηφθνιιν ησλ Wittig, Karas θαη Schagger [74]. 

Ζ ρξψζε κε ηελ νπνία εκθαλίζηεθαλ νη πξσηεΐλεο είλαη ε  Blue Silver, ε 

νπνία έρεη κεγάιε επαηζζεζία [75] θαη είλαη ζπκβαηή κε ηελ δηαδηθαζία 

ηαπηνπνίεζεο πεπηηδίσλ κε θαζκαηνκεηξία MALDI. 

 

Σαπηνπνίεζε πεπηηδίσλ 

Πξνεηνηκαζία δεηγκάησλ 

Ζ δηαδηθαζία πνπ αθνινπζείηαη βαζίδεηαη ζην πξσηφθνιιν ησλ 

Shevchenko et al. [76]. ΢ηφρνο ηεο δηαδηθαζίαο είλαη ε απνηειεζκαηηθή 

ζξπςηλνπνίεζε πξσηετλψλ νη νπνίεο βξίζθνληαη ζε απνδηαηαθηηθφ gel, 

ψζηε λα ηαπηνπνηεζεί ε αιιεινπρία πεπηηδίσλ κε θαζκαηνζθνπία κάδαο.  

Βήκαηα 

1. Οη κπάληεο πξνο ηαπηνπνίεζε θφβνληαη κε λπζηέξη, αθαηξνχληαη απφ 

ην gel θαη θφβνληαη πεξαηηέξσ ζε κηθξνχο θχβνπο.  

2. Σνπνζεηνχληαη ζε απνζηεηξσκέλα eppendorf 

3. Καιχπηνληαη κε δηάιπκα απνρξσκαηηζκνχ θαη αλαδεχνληαη γηα 

15ιεπηά 

4. Αθαηξείηαη ην δηάιπκα, ηα θνκκάηηα θαιχπηνληαη κε δηάιπκα ABS 

θαη αλαδεχνληαη γηα 15ιεπηά 

5. Σν δηάιπκα αθαηξείηαη θαη ην βήκα 3 θαη 4 επαλαιακβάλεηαη αθφκα 

2 θνξέο (αλ θάπνην δείγκα δελ έρεη απνρξσκαηηζηεί, ηφηε 

ζπλερίδεηαη μαλά ν ίδηνο θχθινο) 

6. Πξνζηίζεηαη 100% Acetonitrile θαη ηα δείγκαηα αλαδεχνληαη γηα 

15ιεπηά (παξαηεξνχληαη ιεπθά θνκκάηηα, ζπξξηθλσκέλα)  

7. Αθαηξείηαη ην δηάιπκα θαη αθήλεηαη ζε ξνή αέξα πξνο μήξαλζε 

8. Σα θνκκάηηα θαιχπηνληαη κε δηάιπκα 10mΜ DTT θαη αλαδεχνληαη 

γηα 45ιεπηά ζηνπο 56
ν
C, ψζηε λα αλαρζνχλ πιήξσο νη πξσηεΐλεο θαη 

λα απνδηαηαθηνχλ 

9. Αθαηξείηαη ην δηάιπκα θαη επαλαιακβάλνληαη ηα βήκαηα 3, 4, 6 θαη 

7 
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10. Πξνζηίζεηαη δηάιπκα 55mM IAA θαη αλαδεχνηαη γηα 45ιεπηά ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ, ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί αιθπιίσζε ησλ 

πξσηετλψλ 

11. Αθαηξείηαη ην δηάιπκα θαη επαλαιακβάλνληαη ηα βήκαηα 3,4,5,6 θαη 

7 

12. ΢ηα θνκκάηηα πξνζηίζεηαη δηάιπκα ζξπςίλεο (125ng/δείγκα) θαη 

αθήλεηαη φιν ην βξάδπ ζηνπο 37
ν
C (αλ δελ έρνπλ θαιπθζεί 

πξνζηίζεηαη ιίγν αθφκα δηάιπκα ζξπςίλεο ή δηάιπκα ABS) 

13. Μεηαθέξεηαη ην δηάιπκα ζε λέν, απνζηεηξσκέλν eppendorf 

14. Σα θνκκάηηα θαιχπηνληαη κε δηάιπκα 0,1%TFA ζε δηάιπκα 

απνρξσκαηηζκνχ θαη αλαδεχνληαη γηα 30ιεπηά 

15. Σν δηάιπκα κεηαθέξεηαη ζην λέν eppendorf ηνπ βήκαηνο 13 

16. Πξνζηίζεηαη 100% ζηα θνκκάηηα θαη αλαδεχνληαη γηα 30ιεπηά 

17. Σν δηάιπκα κεηαθέξεηαη ζην λέν eppendorf ηνπ βήκαηνο 13 

18. Σα δείγκαηα ζηα θαηλνχξγηα eppendorf παγψλνληαη κε πγξφ άδσην 

19. Υξεζηκνπνηείηαη ην Speed Vac γηα λα εμαηκηζηεί ν παγσκέλνο 

δηαιχηεο θαη λα παξακείλνπλ κφλν ηα πεπηίδηα ζηε κνξθή ζθφλεο  

20. ΢ηα πεπηίδηα πξνζηίζεηαη δηάιπκα κήηξαο θαη ηνπνζεηνχληαη ζηνλ 

εηδηθφ ζηφρν γηα λα ηαπηνπνηεζνχλ κέζσ θαζκαηνκεηξίαο κάδαο 

MALDI 

Γηαιύκαηα  

 Γηάιπκα απνρξσκαηηζκνχ:  50% Acetonitrile 

 Γηάιπκα ABS:  50mM Ammonium bicarbonate (θηιηξαξηζκέλν) 

 Γηάιπκα DTT: 10mM Dithiothreitol ζε δηάιπκα ABS  

 Γηάιπκα IAA: 55mM Iodoacetamide ζε δηάιπκα ABS  

**Όια ηα δηαιχκαηα ζα πξέπεη λα είλαη θξέζθα θαη λα έρεη ρξεζηκνπνηεζεί 

λεξφ θαζαξφηεηαο nanopure. Δπίζεο, ε δηαδηθαζία έγηλε ζε απνζηεηξσκέλν 

πεξηβάιινλ (laminar flow) 

 

Φαζκαηνκεηξία MALDI TOF/TOF 

Ο θαζκαηνγξάθνο κάδαο είλαη ηεο εηαηξίαο Bruker Daltonics (Δηθφλα 19). 

Οη κεηξήζεηο πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο αξγήο εμαγσγήο 



35 
 

(delayed extraction) θαη κε ηε ρξήζε ηνπ αλαθιαζηήξα. Σν laser 

smartbeam ΗΗ είλαη ζπρλφηεηαο 200Hz. Γηα ηα θάζκαηα MS 

ρξεζηκνπνηήζεθε ηάζε επηηάρπλζεο 20,15kV γηα ηελ Πεγή Ηνληηζκνχ_1 

θαη 18,10kV γηα ηελ Πεγή Ηνληηζκνχ_2, 90ns θαζπζηέξεζε θαη πχιε 

ρακεινχ κνξηαθνχ βάξνπο 600kDa. Αληίζηνηρα,  γηα ηα θάζκαηα MS/MS 

(LIFT)  ρξεζηκνπνηήζεθε ηάζε επηηάρπλζεο 19,06kV   γηα ηελ Πεγή 

Ηνληηζκνχ_1 θαη 3,80kV γηα ηελ Πεγή Ηνληηζκνχ_2. Ο αλαθιαζηήξαο 

ηέζεθε ζηελ θαηάζηαζε αλάιπζεο ζεηηθψλ ηφλησλ κε θιάζκα ηάζεο 2,3 θαη 

ειήθζεζαλ θάζκαηα κε εχξνο καδψλ απφ 700-3900 kDa. 

 
Δηθόλα 19. Ο θαζκαηνγξάθνο κάδαο Ultraflextreme  (Bruker  Daltonics )  θαη o κεηαιιηθόο ζηόρνο  

πάλσ ζηνλ oπνίν ηνπνζεηνπληαη ηα δείγκαηα.  

 

   Σα θάζκαηα πνπ ειήθζεζαλ βαζκνλνκήζεθαλ εμσηεξηθά κε ην κίγκα 

ελλέα πεπηηδίσλ Peptide Calibration Standard II (Bruker Daltonik GmbH), 

φπσο θαίλεηαη ζηνλ Πίλαθα 2.2, θαζψο επίζεο έγηλε θαη εζσηεξηθή 

βαζκνλφκεζε κε δχν πεπηίδηα (Bradykinin Fragment 1-7: 756,3997 Da θαη 

ACTH Fragment 18-39: 2454,1989 Da, Sigma) ρξεζηκνπνηψληαο ην 

ινγηζκηθφ flexcontrol 3.3 (Bruker Daltonics). Γηα θάζε ηειηθφ θάζκα 

κάδαο αζξνίζηεθαλ 1000 έσο θαη 2000 επηκέξνπο θάζκαηα.. Όια ηα 

θάζκαηα επεμεξγάζηεθαλ κε ην ινγηζκηθφ flexanalysis 3.3 (Bruker 

Daltonics) γηα ηελ εμνκάιπλζή ηνπο, ην θηιηξάξηζκα ηνπ ζνξχβνπ θαη ηελ 

επηινγή ησλ κφλν-ηζνηνπηθψλ θνξπθψλ, ελψ κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ 

BioTools  version 3.2 (Sequence editor version) έγηλε ε αλαδήηεζε ζην 

Mascot server γηα ηα βαθηήξηα πνπ αλήθνπλ ζην γέλνο Pseudomonas απφ 

ηε βάζε δεδνκέλσλ NCBI. Σν πεξηζψξην ιάζνπο νξίζηεθε ζηα 30ppm, o 

κέγηζηνο αξηζκφο απνηπρεκέλσλ πξσηενιχζεσλ ζε 1 θαη νη πηζαλέο  

ηξνπνπνηήζεηο ακηλνμέσλ νξίζηεθαλ νη θαξβακηδνκεζπιίσζε ησλ 

θπζηετλψλ θαη ε νμείδσζε ησλ κεζεηνληλψλ. 

Σν ζχλνιν ηεο δηαδηθαζίαο (ιήςε θαη επεμεξγαζία θαζκάησλ, αλαδήηεζε 

πεπηηδίσλ) πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ην εξγαζηήξην ηνπ  Αλαπιεξσηή 

Καζεγεηή Γ. Σζηψηε. 
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Μέηξεζε ελεξγόηεηαο Τδξνγελάζεο 

 Μέηξεζε παξαγόκελνπ πδξνγόλνπ (Ζ2) 

Βήκαηα 

1. Υξεζηκνπνηνχκε θηαιίδηα ησλ 2ml, ηα νπνία ζθξαγίδνληαη 

αεξνζηεγψο θαη έρνπλ septum 

2. ΢ε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 50mM Tris-HCl pH 6.8, ηνπνζεηνχκε 

ην δείγκα πξσηετλψλ καδί κε 5mM Methyl viologen 

3. Απαεξψλνπκε κε Ν2 γηα 1ιεπηφ θαη ζθξαγίδνπκε ην θηαιίδην 

θάησ απφ ηε ξνή Ν2 

4. Πξνζζέηνπκε κε ζχξηγγα 25mM Sodium dithionite απφ 

πξνπαξαζθεπαζκέλν δηάιπκα, ην νπνίν έρνπκε απαεξψζεη 

5. Αθήλνπκε 1-2ψξεο ζε ζεξκνθξαζία 30
ν
C θαη κεηξάκε είηε κε 

ηνλ αηζζεηήξα είηε κε GC ην παξαγφκελν πδξνγφλν 

 

Παξαηεξήζεηο 

 Ο ηειηθφο φγθνο είλαη 1ml 

 Αλ έρεη πξαγκαηνπνηεζεί ζσζηά ε απαέξσζε, κε ηελ 

πξνζζήθε ηνπ Sodium dithionite ην ρξψκα ηνπ δηαιχκαηνο 

πξέπεη λα παξακείλεη δηαπγέο 

 Σν Sodium dithionite ιεηηνπξγεί σο δφηεο ειεθηξνλίσλ ζηελ 

πδξνγελάζε, ε νπνία ζπλδπάδεη ηα ειεθηξφληα κε Ζ
+
 απφ ην 

πεξηβάιινλ ψζηε λα ζρεκαηίζεη Ζ2 

 

 Φαζκαηνθσηνκεηξηθή κέηξεζε 

Βήκαηα 

1. Υξεζηκνπνηνχκε θηαιίδηα ησλ 2ml, ηα νπνία ζθξαγίδνληαη 

αεξνζηεγψο θαη έρνπλ septum 

2. ΢ε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 50mM Tris-HCl,  5mM Methyl 

viologen, pH 8.0, ηνπνζεηνχκε ην δείγκα πξσηετλψλ 

3. Απαεξψλνπκε κε Ν2 γηα 1ιεπηφ θαη ζθξαγίδνπκε ην θηαιίδην 

θάησ απφ ηε ξνή Ν2 
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4. Πξνζζέηνπκε πνζφηεηα αέξηνπ Ζ2 θαη αθήλνπκε 1-2ψξεο ζε 

ζεξκνθξαζία 30
ν
C θαη παξαηεξνχκε ην ρξψκα ηνπ δηαιχκαηνο 

λα γίλεηαη κπιε ζηα δείγκαηα φπνπ είλαη ελεξγή ε πδξνγελάζε 

Παξαηεξήζεηο 

 ΢ε απηή ηε δηαδηθαζία ε πδξνγελάζε δξα αληίζηξνθα, δειαδή 

νμεηδψλνληαο ην πδξνγφλν θαη αλάγνληαο ην Methyl viologen, 

ην νπνίν φηαλ αλαρζεί πξνζθέξεη ην κπιε ρξψκα 

(απνξξφθεζε ζηα 605nm) 

 Απηή ε δηαδηθαζία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ εκθάληζε ηνπ 

ζπκπιφθνπ ηεο πδξνγελάζεο ζε ειεθηξνθφξεζε Clear Native 

(CN-PAGE) 

 

Μέηξεζε πδξνγόλνπ (Ζ2) πξσηετληθνύ ζπζηήκαηνο 

Σν πξσηετληθφ ζχζηεκα πνπ δνθηκάζακε έρεη σο βάζε ηηο ζπιαθνεηδήο 

κεκβξάλεο απφ ζπαλάθη, νη νπνίεο ζπλδπάδνληαη κε πξσηετληθά ζχκπινθα 

απνκνλσκέλα απφ ην βαθηήξην Ralstonia  paucula. Δπίζεο πξνζηίζεηαη ην 

έλδπκν νμεηδάζε ηεο γιπθφδεο ψζηε λα ππάξρεη ε ηθαλφηεηα λα 

θαηαλαισζεί ην νμπγφλν πνπ παξάγεηαη.  Ζ δηαδηθαζία γηα ηε κέηξεζε 

παξαγσγήο Ζ2 είλαη ε εμήο: 

Βήκαηα 

1. ΢ε θηαιίδηα ζπλνιηθνχ φγθνπ 2ml κε βηδσηφ πψκα θαη septum 

πξνζζέηνπκε ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο απφ ζπαλάθη (100κg Chl), 

50κg ελδχκνπ νμεηδάζε ηεο γιπθφδεο θαη ηελ πνζφηεηα πξσηετλψλ 

βαθηεξίνπ 

2. Πξνζζέηνπκε 100mM Glucose θαη απαεξψλνπκε γηα 1ιεπηφ 

3. ΢θξαγίδνπκε ην θηαιίδην θάησ απφ ηε ξνή αδψηνπ 

4. Ο ηειηθφο φγθνο ηνπ κίγκαηνο είλαη 1ml ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 

SMN (25mM MES, 400mM Sucrose, 15mM NaCl, pH 6,0) 

5. Αθήλεηαη ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ γηα 1-2ψξεο πξηλ κεηξεζεί ζηνλ 

αηζζεηήξα 
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Πξσηόθνιια πξσηετληθώλ απνκνλώζεσλ 

 

Απνκόλσζε ζπιαθνεηδώλ κεκβξαλώλ από ζπαλάθη  

 Ζ δηαδηθαζία απνκφλσζεο βαζίδεηαη ζην πξσηφθνιιν ησλ Berthold et 

al.[77]. ΢εκεηψλεηαη φηη απφ ηελ πξνεγνχκελε εκέξα ηα θχιια ζπαλαθηνχ 

πιέλνληαη ζρνιαζηηθά θαη ηνπνζεηνχληαη ζην ζθνηάδη γηα λα θαηαλαισζεί 

ην άκπιν δηεπθνιχλνληαο έηζη ηελ απνκφλσζε. Δπίζεο, ρξεηάδεηαη ρακειή 

ζεξκνθξαζία γηα ηε δηαηήξεζε ησλ πξσηετλψλ. Σέινο, αθξηβψο πξηλ ηελ 

απνκφλσζε, απνκαθξχλεηαη ν κίζρνο απφ θάζε θχιιν.  

Βήκαηα 

1. Σα θχιια αιέζνληαη ζην κπιέληεξ ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα αιέζεσο, 

ζε αλαινγία 2:1 (ml δηαιχκαηνο : gr ζπαλαθηνχ) 

2. Σν κίγκα θηιηξάξεηαη απφ 8πιφ θχιιν γάδαο ψζηε λα 

απνκαθξπλζνχλ ηα κεγάια θνκκάηηα ησλ θχιισλ 

3. Σν δηήζεκα θπγνθεληξείηαη ζηα 700G γηα 2ιεπηά ζηνπο 4
ν
C ψζηε λα 

απνκαθξπλζνχλ ηα άζπαζηα θχηηαξα θαη ηα κεγάια νξγαλίδηα 

4. Σν ππεξθείκελν θπγνθεληξείηαη ζηα 7.500G γηα 20ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

5. Tν ίδεκα πνπ θαηαβπζίζηεθε δηαιπηνπνηείηαη ήπηα ζε ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα IRB (κε ρξήζε πηλέινπ) κέρξη λα είλαη νκνγελέο φιν ην 

κίγκα 

6. Φπγνθεληξείηαη ζηα 7.500G γηα 20ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

7. Tν ίδεκα δηαιπηνπνηείηαη ήπηα ζε κηθξφ φγθνπ ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

IRB (κε ρξήζε πηλέινπ) κέρξη λα είλαη νκνγελέο φιν ην κίγκα 

8. Ζ δηαηήξεζε ηνπ δείγκαηνο γίλεηαη ζηνπο -80
ν
C 

**Όια ηα βήκαηα πξαγκαηνπνηνχληαη ζην ζθνηάδη.  

Γηαιύκαηα 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αιέζεσο: 20mM Tricine, 300mM Sucrose, 5mM 

MgCl2, 1mM EDTA, 0,2% BSA, 1mM PMSF, pH 7,8 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα IRB: 20mM Tricine, 70mM Sucrose, 5mM 

MgCl2 pH 7,8 
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Απνκόλσζε ρισξνπιαζηώλ από ηα θύηηαξα Chlamydomonas reinhardtii 

Γηα λα ζπιιέμνπκε αξθεηή πνζφηεηα δείγκαηνο απφ ηα θχηηαξα 

θαιιηεξγνχκε ζε κεγάιν φγθν (18L). Ζ δπζθνιία έγθεηηαη ζηελ χπαξμε 

ελφο κφλν ρισξνπιάζηε αλά θχηηαξν, γεγνλφο πνπ δελ ηζρχεη γηα ηα 

θχηηαξα απφ ην ζπαλάθη. 

Βήκαηα 

1. ΢πιιέγνπκε ηα θχηηαξα κε ηε ρξήζε απνβνπηπξσηή 

2. Σα επαλαησξνχκε ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (Buffer_I) θαη 

θπγνθεληξνχκε ζηα 1.000G γηα 5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

3. Δπαλαιακβάλεηαη ην βήκα 2 ψζηε λα μεπιπζνχλ θαιά ηα θχηηαξα 

4. Επγίδνπκε ηα θχηηαξα θαη ηα επαλαησξνχκε ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

αιέζεσο (Buffer_II) ζε αλαινγία 1:2 (gr θπηηάξσλ : ml δ/ηνο) 

5. Πξνζζέηνπκε γπάιηλα ζθαηξίδηα ζε αλαινγία 1:2 (ml δηαιχκαηνο 

θπηηάξσλ : ml ζθαηξηδίσλ) θαη ζπάκε ηα θχηηαξα 

επαλαιακβάλνληαο ην κνηίβν 20‟‟ αλάδεπζε:40‟‟ παχζε ζπλνιηθά 

γηα 15ιεπηά  

6. Ξεπιέλνπκε ηα ζθαηξίδηα κε Buffer_II κέρξη λα απνρξσκαηηζηνχλ 

7. Φπγνθεληξνχκε ην δηάιπκα ζηα 3.000G γηα 20ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, 

ψζηε νη ρισξνπιάζηεο λα ηδεκαηνπνηεζνχλ 

8. Σν ίδεκα επαλαησξείηαη ζε Buffer_II θαη νκνγελνπνηείηαη θαιά κε 

ηε ρξήζε πηλέινπ 

9. Σν δείγκα δηαρσξίδεηαη κε αζπλερή δηαβάζκηζε ζνπθξφδεο (1,5Μ – 

1,0Μ – 0,75Μ) ζηα 4.000G γηα 35ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

10. ΢πιιέγεηαη ε πξάζηλε δψλε κεηαμχ ησλ ζηξσκάησλ 1,5Μ – 1,0Μ 

(Εικόνα 20), φπνπ πεξηέρνληαη νη ρισξνπιάζηεο 

11. Πξνζηίζεηαη ίζνπ φγθνπ Buffer_II θαη θπγνθεληξείηαη ζηα 8.000G 

γηα 5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

12. Σν ίδεκα επαλαησξείηαη ζε κηθξή πνζφηεηα Buffer_II θαη ην δείγκα 

θπιάζζεηαη ζηνπο -80
ν
C 
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Δηθόλα 20.  Γηαβάζκηζε ζνπθξόδεο.  Ζ κπάληα πνπ ζεκεηώλεηαη κε ην βέινο ππνδεηθλύεη ηνπο 

ρισξνπιάζηεο 

Γηαιύκαηα 

 Buffer_I: 100mM Tricine, 1mM MgCl2, 450mM Sucrose, 0,1% 

BSA, 1mM PMSF, pH 7,6 

 Buffer_II: 100mM Tricine, 1mM MgCl2, 450mM Sucrose, pH 7,6  

 Σα δηαιχκαηα ησλ δηαβαζκίζεσλ έρνπλ ηε ζχζηαζε ηνπ Buffer_II κε 

κνλαδηθή δηαθνξά ηε ζχζηαζε ηεο ζνπθξφδεο 

 

 

Απνκόλσζε ζπιαθνεηδώλ κεκβξαλώλ από θύηηαξα Chlamydomonas 

reinhardtii   

Γηα ηελ απνκφλσζε αθνινπζείηαη ε παξαθάησ δηαδηθαζία.  

Βήκαηα 

1. ΢πιιέγνπκε ηα θχηηαξα κε ηε ρξήζε απνβνπηπξσηή 

2. Σα επαλαησξνχκε ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (Buffer_I) θαη 

θπγνθεληξνχκε ζηα 1.000G γηα 5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

3. Δπαλαιακβάλεηαη ην βήκα 2 ψζηε λα μεπιπζνχλ θαιά ηα θχηηαξα 

4. Επγίδνπκε ηα θχηηαξα θαη ηα επαλαησξνχκε ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

αιέζεσο (Buffer_II) ζε αλαινγία 1:2 (gr θπηηάξσλ : ml δ/ηνο) 

5. Πξνζζέηνπκε γπάιηλα ζθαηξίδηα ζε αλαινγία 1:2 (ml δηαιχκαηνο 

θπηηάξσλ : ml ζθαηξηδίσλ) θαη ζπάκε ηα θχηηαξα 

επαλαιακβάλνληαο ην κνηίβν 20΄΄αλάδεπζε:20΄΄παχζε ζπλνιηθά γηα 

15ιεπηά  

6. Ξεπιέλνπκε ηα ζθαηξίδηα κε Buffer_II κέρξη λα απνρξσκαηηζηνχλ 
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7. Φπγνθεληξνχκε ην δηάιπκα ζηα 3.000G γηα 5ιεπηά ζηνπο 4
ν
C, ψζηε 

λα απνκαθξχλνπκε ηα άζπαζηα θχηηαξα θαη ηα κεγάια νξγαλίδηα 

8. Σν ππεξθείκελν θπγνθεληξείηαη ζηα 12.000G γηα 15ιεπηά ζηνπο 

4
ν
C, ψζηε λα ζπιιέμνπκε ηηο ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο  

9. Σν ίδεκα επαλαησξείηαη ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα (Buffer_III) θαη 

θπγνθεληξείηαη ζηα 25.000G γηα 30ιεπηά  ζηνπο 4
ν
C 

10. Οη ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο παξακέλνπλ ζην ίδεκα θαη 

επαλαησξνχληαη ζε κηθξφ φγθν Buffer_III 

11. Ζ δηαηήξεζε ηνπ δείγκαηνο γίλεηαη ζηνπο -80
ν
C 

Γηαιύκαηα 

 Buffer_I:   70mM Tricine pH 7,5 

 Buffer_II: 70mM Tricine, 350mM Sucrose, 5mM MgCl2, 2,5% 

Polyvinylpyrrolidone, 0,2% BSA, 1,4% Ascorbic acid, 1mM EDTA, 

1mM PMSF, pH 7,5 

 Buffer_III: 8mM Tricine, 450mM Sucrose, 1mM MgCl2, pH 7,5 

 

 

Απνκόλσζε εκπινπηηζκέλσλ κεκβξαλώλ PSII από θύηηαξα 

Chlamydomonas reinhardtii  

 

Γηα ηελ απνκφλσζε PSII πξψηα ζπιιέγνπκε ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο θαη 

αθνινπζνχκε ζηε ζπλέρεηα ηελ παξαθάησ δηαδηθαζία. 

Βήκαηα  

1. Υξεζηκνπνηνχκε Triton x-100 γηα λα δηαιπηνπνηήζνπκε ηηο 

ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο. Γηα ηνλ ππνινγηζκφ ησλ πνζνηήησλ 

αθνινπζνχκε ηνπο εμήο ηχπνπο: 

 

Vfinal = [Chl] tota l / 2 

VTriton 25% = [Chl] total / 10 

VIRB = Vfinal – Vsample - VTriton ,    φπνπ 

 



42 
 

Vfinal : ηειηθφο φγθνο δηαιχκαηνο δηαιπηνπνίεζεο 

[Chl] total : ηα νιηθά mg ρισξνθχιιεο ηνπ πξνο 

δηαιπηνπνίεζε δείγκαηνο 

VTriton 25%: φγθνο ηνπ δηαιχκαηνο Triton πνπ ζα 

ρξεζηκνπνηεζεί 

VIRB : ν φγθνο ηνπ IRB δηαιχκαηνο πνπ ζα πξνζηεζεί ψζηε λα 

επηηεπρζεί ε ζσζηή αλαινγία δείγκαηνο – απνξξππαληηθνχ 

 

2. Τπνινγίδνληαο ηηο αλαινγίεο, αλακεηγλχνπκε ην IRB ζην δείγκα ησλ 

ζπιαθνεηδψλ κεκβξαλψλ θαη ζηε ζπλέρεηα πξνζζέηνπκε ζηάγδελ ην 

δηάιπκα Triton ζε ήπηα αλάδεπζε. Αθνχ πξνζηεζεί φιε ε πνζφηεηα 

ην αθήλνπκε γηα 30ιεπηά ππφ αλάδεπζε 

3. Φπγνθεληξνχκε ζηα 48.000G γηα 45ιεπηά ζηνπο 4
ν
C  

4. Γηαιπηνπνηνχκε ην ίδεκα ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα SMN θαη 

θπγνθεληξνχκε ζηηο ίδηεο ζπλζήθεο 

5. Γηαιπηνπνηνχκε ζε πνιχ κηθξφ φγθν ζην δηάιπκα SMN θαη ην 

δείγκα θπιάζζεηαη ζηνπο -80
ν
C 

Γηαιύκαηα 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα IRB: 20mM Tricine, 70mM Sucrose, 5mM 

MgCl2 pH 7,8 

 Γηάιπκα Triton 25%: 25% v/v Triton X-100 ζε δηάιπκα IRB 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα SMN: 25mM MES, 400mM Sucrose, 15mM 

NaCl, pH 6,0 

 

 

Απνκόλσζε NiFe-Hydrogenase από ην βαθηήξην Ralstonia paucula 

Γηα ηελ απνκφλσζε απφ ηνλ ζπγθεθξηκέλν νξγαληζκφ δελ ππάξρεη γλσζηφ 

πξσηφθνιιν. Γεληθφηεξα φκσο ζηε βηβιηνγξαθία ππάξρνπλ αλαθνξέο γηα 

δχν είδε βαθηεξηαθψλ πδξνγελαζψλ, θπηηαξνπιαζκαηηθψλ ( Soluble 

Hydrogenase) ή αγθπξνβνιεκέλσλ ζηε κεκβξάλε (Membrane Βound 

Hydrogenase). Γηα ην ιφγν απηφ επηιέρζεθε έλα γεληθφ πξσηφθνιιν ψζηε 

λα εληνπηζηεί ην έλδπκν.  
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Βήκαηα 

1. Σν βαθηήξην θαιιηεξγήζεθε ζε ζξεπηηθφ LB γηα 20ψξεο, ζε 

ζεξκνθξαζία 33
ν
C ρσξίο αλάδεπζε 

2. Σα θχηηαξα ζπιιέρηεθαλ κε θπγνθέληξεζε ζηα 7.000rpm γηα 

15ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

3. Δπαλαησξήζεθαλ ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα αιέζεσο ζε αλαινγία 1:2 

(gr θπηάξσλ : ml δηαιχκαηνο) 

4. Σα θχηηαξα ζπάλε ζηνπο ππέξερνπο (55 applitude) ζπλνιηθά γηα 

20ιεπηά, φπνπ επαλαιακβάλεηαη ην κνηίβν 15‟‟ ππέξερνη : 45‟‟ 

παχζε 

5. Πξνζηίζεηαη ιπζνδχκε 50κg/ml θαη αθήλεηαη λα δξάζεη γηα 20ιεπηά 

6. Απνκαθξχλνληαη ηα άζπαζηα θχηηαξα κε θπγνθέληξεζε ζηα 

7.000rpm γηα 15ιεπηά ζηνπο 4
ν
C 

7. Σν ππεξθείκελν θπγνθεληξείηαη ζηα 100.000G γηα 1ψξα ζηνπο 4
ν
C, 

ψζηε λα δηαρσξηζηνχλ νη κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο απφ ηηο 

θπηηαξνπιαζκαηηθέο 

8. Σν ππεξθείκελν θπιάζζεηαη θαη ην ίδεκα επαλαησξείηαη ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα 

9. Πξνζηίζεηαη 1% Triton x-100 θαη θπγνθεληξείηαη ζηα 100.000G γηα 

1ψξα ζηνπο 4
ν
C, ψζηε λα μεπιπζνχλ νη κεκβξάλεο θαη λα 

απνκαθξπλζνχλ νη πξσηεΐλεο πνπ έρνπλ κεγάιε ζπγγέλεηα κε 

κεκβξαληθέο ή είλαη ειαθξά πξνζδεκέλεο ζηε κεκβξάλε.  

10. Σν ππεξθείκελν θπιάζζεηαη θαη ην ίδεκα επαλαησξείηαη ζε κηθξφ 

φγθν ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο 

Γηαιύκαηα 

 Θξεπηηθφ LB: 1% w/v Peptone, 0,5% w/v Yeast extract, 0,5% w/v 

NaCl, pH ≈ 7,4 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα αιέζεσο: 50mM Tris-HCl, 2mM aminocaproic 

acid, 2mM benzamidine, pH 8,0 

 Ρπζκηζηηθφ δηάιπκα: 50mM Tris-HCl, pH 8,0 

 

  



44 
 

ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

 

Μειέηε παξαγσγήο πδξνγόλνπ ζε θαιιηέξγεηεο 

Chlamydomonas reinhardtii 

 

Βέιηηζηε ζπγθέληξσζε θπηηάξσλ 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ θπηηάξσλ ζε κία θαιιηέξγεηα 

είλαη ην πξψην ζεκαληηθφ βήκα. Σν πιήζνο ησλ θπηηάξσλ επεξεάδεη ην 

ξπζκφ θαηαλάισζεο ησλ ζξεπηηθψλ ζπζηαηηθψλ, θαζψο επίζεο θαη ην θσο 

ην νπνίν θηάλεη ζε θάζε θχηηαξν. Δπηιέγνληαο ηέζζεξηο δηαθνξεηηθέο 

αξρηθέο ζπγθεληξψζεηο, παξαζθεπάζηεθαλ νη θαιιηέξγεηεο ζηέξεζεο ζείνπ 

θαη κεηά απφ επηά εκέξεο κεηξήζεθε ην Ζ2. ΢ην παξαθάησ δηάγξακκα 

παξνπζηάδνληαη ηα απνηειέζκαηα. Σν παξαγφκελν Ζ2 εθθξάδεηαη ζε ml 

αλά mg ρισξνθχιιεο θαη ε αξρηθή ζπγθέληξσζε θπηηάξσλ ζε κg 

ρισξνθχιιεο αλά ml θαιιηέξγεηαο. 

0 5 10 15 20 25

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

H
2
 (

m
L

/m
g

 C
h

l)

[cells]
init

 (μg Chl/ ml)

 

Δίλαη εκθαλέο φηη ε απμεκέλε ζπγθέληξσζε θπηηάξσλ έρεη κεησκέλε 

απφδνζε Ζ2. ΢ρεδφλ ρξεζηκνπνηψληαο ηελ πεληαπιάζηα πνζφηεηα 

θπηηάξσλ ην πδξνγφλν κεηψζεθε θαηά 45%. ΢πγθεθξηκέλα ε βέιηηζηε 

απφδνζε ήηαλ κε [Chl]ini t 4,11κg ml
-1

 φπνπ ππήξμε παξαγσγή 8,87ml Ζ2  

mg Chl
-1

, ελψ ε παξαγσγή Ζ2 κε [Chl]ini t 21,74κg ml
-1

 ήηαλ 4,92ml mg 

Chl
-1

. Δπίζεο, ιακβάλνληαο ππ‟ φςηλ ηηο ηππηθέο απνθιίζεηο παξαηεξνχκε 

φηη δελ κεηαβάιιεηαη ζεκαληηθά ε απφδνζε δηπιαζηάδνληαο ηελ 
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ζπγθέληξσζε, δειαδή πεξίπνπ κέρξη ηα 8-10 κg Chl ml
-1

. Έηζη γηα ηα 

επφκελα πεηξάκαηα ρξεζηκνπνηήζεθε έλα εχξνο αξρηθψλ ζπγθεληξψζε σλ 4 

– 8 κg Chl ml
-1

. 

 

Δπίδξαζε DCMU 

Ζ DCMU απνηειεί έλα ηζρπξφ παξεκπνδηζηή ηεο θσηνζχλζεζεο. Ζ δξάζε 

ηεο εληνπίδεηαη ζην PSII θαη ζπγθεθξηκέλα ζην ζεκείν φπνπ πξνζδέλεηαη ε 

PQB. Έηζη παξεκπνδίδεη ηελ κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ απφ ην PSII πξνο ην 

PQ pool, θαη απηφ θαζηζηά ην PSII κε ιεηηνπξγηθφ, εθφζνλ δελ κπνξεί λα 

δηνρεηεχζεη ηα ειεθηξφληα απφ ην λεξφ.  

Ο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν πξαγκαηνπνηήζακε απηφ ην πείξακα ήηαλ γηα λα 

δηαπηζηψζνπκε ηελ ρξεζηκφηεηα ηνπ PSII. Γλσξίδνπκε φηη φζν παξάγεηαη 

Ο2 δελ κπνξεί λα παξαρζεί Ζ2. Απελεξγνπνηψληαο ηελ έθιπζε Ο2 (ρξήζε 

20κM DCMU) ζα πεξηκέλακε λα παξαηεξήζνπκε πεξηζζφηεξν Ζ2, γεγνλφο 

πνπ δελ παξαηεξήζεθε φπσο θαίλεηαη ζην δηάγξακκα.  

TAP TAP + DCMU TAP-S TAP-S+DCMU
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Αληίζεηα, ε απφδνζε ήηαλ ην 6,11% ηεο απιήο ζηέξεζεο S, δειαδή 

κεηψζεθε θαηά 93,89%. Σν απνηέιεζκα απηφ ζπκθσλεί κε ηε 

βηβιηνγξαθία. Βέβαηα ηα ζπκπεξάζκαηα δελ κπνξνχλ λα είλαη 

απνθιεηζηηθά γηα ην PSII επεηδή ε DCMU κπνξεί λα επηδξά θαη ζε άιια 

ζεκεία ηνπ θπηηάξνπ. Γηα ην ιφγν απηφ έρεη δνθηκαζηεί θαη ε αηξαδ ίλε 

(απφ Αληαι 2009 ζει10) ζηελ ίδηα ζπγθέληξσζε, ε νπνία επηδξά κε ηνλ 

ίδην ηξφπν. ΢πγθεθξηκέλα, απηφ πνπ παξαηήξεζαλ είλαη ίδηα πηψζε ζην 

παξαγφκελν Ζ2, γεγνλφο πνπ εληζρχεη ηνπο ηζρπξηζκνχο φηη ην PSII είλαη 

πνιχ ρξήζηκν γηα ηε δηαδηθαζία. 
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Δπίδξαζε πεγήο άλζξαθα 

Ζ πεγή άλζξαθα έρεη δηαπηζησζεί φηη είλαη απαξαίηεηε γηα λα εληζρπζεί ην 

αλεμάξηεην απφ ην PSII κνλνπάηη. Ωζηφζν, ε απνπζία ηεο καο δίλεη 

ρξήζηκεο πιεξνθνξίεο εθφζνλ ην θχηηαξν δελ κπνξεί λα ζπζζσξεχζεη 

κεγάιεο πνζφηεηεο ελδνγελψλ ππνζηξσκάησλ ηα νπνία κε ηνλ 

θαηαβνιηζκφ ζα πξνζέθεξαλ ειεθηξφληα ζηελ PQ pool. Άξα, ζε απηή ηελ 

πεξίπησζε παξαηεξνχκε ην Ζ2 πνπ πξνέξρεηαη πεξηζζφηεξν απφ ην 

εμαξηψκελν κνλνπάηη. Σν ζξεπηηθφ κέζν θαιιηέξγεηαο γηα θάζε πεξίπησζε 

είλαη ην εμήο: 

TAP      νμηθφ νμχ σο πεγή άλζξαθα 

TAP-S   νμηθφ νμχ σο πεγή άλζξαθα/ ρσξίο ζείν 

TBP       αλζξαθηθφ ηφλ γηα πεξίζζεηα CO2 (25mM sodium bicarbonate) 

TBP-S   αλζξαθηθφ ηφλ γηα πεξίζζεηα CO2/ ρσξίο ζείν 
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Όπσο θαίλεηαη ζην δηάγξακκα ηνπ άγξηνπ ηχπνπ, ζηηο πεξηπηψζεηο φπνπ 

απνπζηάδεη ε ελαιιαθηηθή πεγή άλζξαθα εκθαλίδεηαη ειάρηζηε παξαγσγή 

Ζ2. ΢πγθεθξηκέλα έρεη κεησζεί θαηά 91,66%. Γηα ηελ εμαγσγή γεληθνχ 

ζπκπεξάζκαηνο απαηηείηαη κεγάιε πξνζνρή εθφζνλ ην ζχζηεκα δελ είλαη 

απιφ. Ζ παξαηήξεζε απηή δελ ζεκαίλεη φηη ην PSII ζπλεηζθέξεη ζηε 

ζπλνιηθή παξαγσγή Ζ2 κφλν θαηά 8,34%, επεηδή ζηελ πεξίπησζε χπαξμεο 

ελαιιαθηηθήο πεγήο άλζξαθα ίζσο αθνινπζνχληαη κνλνπάηηα ηα νπνία  

εληζρχνπλ θαη ην PSII εμαξηψκελν κνλνπάηη εθηφο απφ ην αλεμάξηεην.  
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Γνθηκή κεηαιιαγκάησλ 

Με ζθνπφ ηε ζπιινγή πεξηζζφηεξσλ πιεξνθνξηψλ γηα ην ξφιν ηνπ PSII 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ κεηαιιαγκέλα ζηειέρε, ηα νπνία έρνπλ ππνζηεί 

ηξνπνπνηήζεηο ζηε θσηνζπλζεηηθή δηαδηθαζία. Ζ ρξήζε κεηαιιάμεσλ γηα 

ηε κειέηε ελφο ζπζηήκαηνο παξνπζηάδεη αξθεηά πιενλεθηήκαηα. Σν 

βαζηθφηεξν είλαη ε ηθαλφηεηα παξαηήξεζεο δηαθνξνπνηήζεσλ εμαηηίαο 

πνιχ ζπγθεθξηκέλσλ αιιαγψλ. Οη αιιαγέο απηέο κπνξεί λα πεξηιακβάλνπλ 

ηε δηαγξαθή ή πξνζζήθε νιφθιεξνπ γνλίδηνπ, ηκεκάησλ ηνπ γνληδίνπ ή 

αθφκα θαη ζηνρεπκέλε αιιαγή ελφο κφλν θσδηθνλίνπ ε νπνία ζα επηθέξεη 

αιιαγή ζε έλα κφλν ακηλνμχ. 

Δπεηδή ε κεηαιιάμεηο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηα παξαθάησ ζηειέρε 

έρνπλ ζηφρν ηε θσηνζπλζεηηθή ιεηηνπξγία, ε πνζφηεηα ρισξνθχιιεο δελ 

είλαη ε ίδηα ζε φια ηα ζηειέρε. Γηα λα γίλεη ηθαλή  ε ζχγθξηζε ησλ 

απνηειεζκάησλ ε πνζφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ Ζ2 εθθξάζηεθε αλά αξηζκφ 

θπηηάξσλ, ν νπνίνο πξνζδηνξίζηεθε κε ηε κέζνδν Neubauer. 

 

Σν S264K εκθαλίδεη αλζεθηηθφηεηα ζηελ αηξαδίλε, έλα κφξην πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη σο δηδαληνθηφλν. Απηφ νθείιεηαη ζηελ αιιαγή ελφο 

ακηλνμένο ζην QB site, δειαδή ζηε ζέζε πξφζδεζεο ηεο PQB ζην PSII. 

Δηδηθφηεξα, ε ζεξίλε 264  ηεο ππνκνλάδαο D1 έρεη αληηθαηαζηαζεί απφ κία 

ιπζίλε. Οη δηαθνξέο κεηαμχ ηεο ζεξίλεο θαη ηεο ιπζίλεο εληνπίδνληαη ζε 

δχν ζεκεία. Αξρηθά, ε ζεξίλε δηαζέηεη πιεπξηθή νκάδα κε έλα άηνκν 

άλζξαθα ελψ ε ιπζίλε δηαζέηεη κεγαιχηεξε πιεπξηθή αιπζίδα κε ηέζζεξα 

άηνκα άλζξαθα. Σν γεγνλφο απηφ νδεγεί ζε ζηεξενρεκηθέο παξεκπνδίζεηο 

ζηελ ζρεκαηηδφκελε θνηιφηεηα ηεο πξσηεΐλεο. Δπηπιένλ, ε πιεπξηθή 

νκάδα ηεο ζεξίλεο δηαζέηεη πδξνμπινκάδα (-ΟΖ), δειαδή ειαθξψο φμηλε 

νκάδα. Αληίζεηα, ε ιπζίλε θέξεη ακηλνκάδα ( -ΝΖ3
+
) δειαδή βαζηθή 

νκάδα. Ζ δηαθνξά απηή είλαη ζεκαληηθή γηαηί κπνξεί λα πξνθαιέζεη 

αιιαγέο ζην θνξηίν ηεο πεξηνρήο. Παξφια απηά, ην κεηάιιαγκα εκθαλίδεη 

ιεηηνπξγηθή θσηνζπλζεηηθή δξάζε, αλ θαη παξαηεξνχληαη κηθξφηεξα 

επίπεδα έθιπζεο Ο2 (phd thesis) ζε ζρέζε κε ηνλ άγξην ηχπν. 
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Ζ παξαγσγή ηνπ Ζ2 πνπ  παξαηεξείηαη ζην ζξεπηηθφ TAP-S είλαη 

κηθξφηεξε ζε ζρέζε κε ηνλ άγξην ηχπν (CC-125). ΢ε απηνηξνθηθέο 

ζπλζήθεο (TBP-S) εκθαλίδεη πεξίπνπ ηελ ίδηα παξαγσγή. 

 

Σα δχν επφκελα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε έρνπλ δηαθνξνπνηήζεηο ζηε 

θσηνζπλζεηηθή θεξαία. Δηδηθφηεξα, εθθξάδνπλ αηειή πξσηετληθή θεξαία 

θαη απηφ έρεη σο ζπλέπεηα ηελ αιιαγή ζηελ πνζφηεηα ηεο ρισ ξνθχιιεο 

αλά θχηηαξν. 

 Ζ ηδέα γηα ηελ αιιαγή ηεο θσηνζπλζεηηθήο θεξαίαο έρεη πξνηαζεί αξθεηά 

ρξφληα πξηλ [78-80]. Ο ιφγνο ήηαλ ε ρακειή απνδνηηθφηεηά ηεο. 

Αλαιπηηθφηεξα, ηα θχηηαξα ηνπ άγξηνπ ηχπνπ αλαπηχζζνπλ κεγάιεο 

θσηνζπλζεηηθέο θεξαίεο ζπγθξηηηθά κε ηα θσηνζπζηήκαηα πνπ δηαζέηνπλ. 

Ζ χπαξμε κεγάινπ αξηζκνχ κνξίσλ ρισξνθχιιεο δίλεη ηελ ηθαλφηεηα 

απνξξφθεζεο πεξηζζφηεξσλ θσηνλίσλ, ψζηε λα επηηπγράλεηαη ε 

θσηνζχλζεζε ζε ζπλζήθεο ρακεινχ θσηηζκνχ, γεγνλφο πνπ δείρλεη ηελ  

κεγάιε απνδνηηθφηεηα ηεο θεξαίαο. ΢ε πςειή έληαζε θσηνλίσλ φκσο, ε 

απνδνηηθφηεηα αλά ρισξνθχιιε κεηψλεηαη δξακαηηθά, επεηδή 

απνξξνθψληαη πνιιά πεξηζζφηεξα θσηφληα απφ εθείλα ηα νπνία κπνξνχλ 

λα ρξεζηκνπνηεζνχλ απφ ηα θσηνζπζηήκαηα. Σν πνζνζηφ ησλ κε 

εθκεηαιιεχζηκσλ θσηνλίσλ θηάλεη κέρξη θαη ην 80%. Ζ κείσζε ηνπ 

ζπκπιφθνπ ζπιινγήο θσηφο πξνηάζεθε απφ ηνπο Radmer θαη Kok [79], 

ψζηε λα δεκηνπξγεζεί έλαο νξγαληζκφο πνπ ζα κεηαηξέπεη ηελ θσηεηλή 

ελέξγεηα απνδνηηθφηεξα, ην νπνίν πξαγκαηνπνηήζεθε αξγφηεξα απφ ηνλ A. 

Melis. 
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Σα απνηειέζκαηα ηεο ζηέξεζεο S (TAP-S) είλαη φκνηα κε εθείλα ηνπ 

άγξηνπ ηχπνπ. Βέβαηα, νη ηηκέο ηνπ CC-4170 είλαη πςειφηεξεο γεγνλφο πνπ 

ζηεξίδεη ηελ αλαγθαηφηεηα ηνπ ελεξγνχ PSII. Δπίζεο, αμηνζεκείσηε είλαη ε 

παξαγσγή Ζ2 πνπ παξνπζηάδεηαη ζε απηνηξνθηθέο ζπλζήθεο έιιεηςεο S 

(TBP-S), ε νπνία είλαη 2,5 θνξέο κεγαιχηεξε ζην CC-4170 θαη ζρεδφλ 5 

θνξέο κεγαιχηεξε ζην CC-4476 απφ ηνλ άγξην ηχπν. Σέινο, ελδηαθέξνλ 

παξνπζηάδεη ε θπζηνινγηθή θαιιηέξγεηα (TAP) ηνπ CC-4476, ε νπνία 

εκθαλίδεη παξαγσγή Ζ2 ζην 53,8% ηεο ζηέξεζε S ηνπ ίδηνπ ζηειέρνπο θαη 

15 θνξέο πεξηζζφηεξν Ζ2 απφ ηελ αληίζηνηρε θαιιηέξγεηα ηνπ άγξηνπ 

ηχπνπ. 
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Σν παξαθάησ δηάγξακκα παξνπζηάδεη ην παξαγφκελν Ζ2 απφ ηηο ηέζζεξηο 

ζπλζήθεο γηα θάζε ζηέιερνο. 
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Μειέηε θσηνζπλζεηηθνύ κεραληζκνύ 

 

Δπίδξαζε ηεο DCMU ζηνλ επαγόκελν θζνξηζκό απνκνλσκέλσλ 

ζπιαθνεηδώλ κεκβξαλώλ 

Ο ιφγνο γηα ηνλ νπνίν ρξεζηκνπνηήζακε ην θζνξηζκφ είλαη γηα λα πάξνπκε 

πιεξνθνξίεο γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ PSII ππφ ζπλζήθεο ζηέξεζεο. 

΢πγθεθξηκέλα ζπγθξίλακε ηελ παξεκπφδηζε ηεο DCMU γηα λα δηαθξίλνπκε 

νκνηφηεηεο ή δηαθνξέο κε ηηο επηδξάζεηο ηεο ζηέξεζεο. Δπεηδή δελ 

γλσξίδνπκε ηηο αθξηβείο ζπλέπεηεο ηεο DCMU ζηηο ππφινηπεο ιεηηνπξγίεο 

ηνπ θπηηάξνπ, ε ζχγθξηζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε απνκνλσκέλεο 

ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο. ΢ηα δείγκαηα πξνζηέζεθαλ 20κM DCMU θαη ζηε 

ζπλέρεηα επσάζηεθαλ γηα 10ιεπηά ζην ζθνηάδη. ΢ην παξαθάησ δηάγξακκα 

θαίλεηαη ν θζνξηζκφο θαη ησλ ηεζζάξσλ ζπλζεθψλ, θαλνληθνπνηεκέλνο σο 

πξνο F0( έληαζε ηνπ θζνξηζκνχ ζηα 50κsec). 
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Οη ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο απφ ηε θπζηνινγηθή θαιιηέξγεηα 

παξνπζηάδνληαη κε ην καχξν ρξψκα θαη δελ θαίλεηαη θακία αιινίσζε ζηελ 

πθή ηεο θακπχιεο. Αληίζεηα, φηαλ ην ίδην δείγκα επσάζηεθε κε ηε DCMU 

παξαηεξείηαη φηη ε θακπχιε απμάλεηαη κε ηελ ίδηα θιίζε κέρξη λα θηάζεη 

ηε κέγηζηε ηηκή (Fm) ζε κηθξφηεξν ρξνληθφ δηάζηεκα (≈20msec). Γειαδή, 

παξαιείπεηαη ην ζεκείν I. Πξαθηηθά, απηφ ζεκαίλεη ηελ παξεκπφδηζε ηεο 
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ειεθηξνληαθήο ξνήο, δειαδή ηελ απνπζία δέθηε ζηελ ζέζε ηεο  PQB θαη 

ηελ άκεζε αλαγσγή ηεο ζέζεο PQA. Αληίζηνηρε θακπχιε παξνπζίαζαλ νη 

ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο απφ ηα θχηηαξα πνπ είραλ ππνζηεί ζηέξεζε S 

ηξηψλ εκεξψλ. Δπίζεο, φηαλ ην ίδην δείγκα επσάζηεθε κε DCMU ε 

θακπχιε δελ δηαθνξνπνηήζεθε. 

Σα απνηειέζκαηα απηά δείρλνπλ φηη ηα ελεξγά θέληξα PSII 

παξεκπνδίδνληαη ιφγσ κεησκέλεο ηθαλφηεηαο λα πξνσζήζνπλ ηα 

ειεθηξφληα πξνο ηελ PQΒ. ΢ε πεξίπησζε πνπ ε PQA παξακείλεη αλεγκέλε, 

ηφηε ε θσηεηλή ελέξγεηα μνδεχεηαη κε άιινπο ηξφπνπο φπσο ν θζνξηζκφο ή 

ζεξκφηεηα. 

 

Μεηξήζεηο ελεξγόηεηαο απνκνλσκέλνπ PSII 

Απφ θχηηαξα ηα νπνία ήηαλ ζε ζηέξεζε S δχν θαη ηεζζάξσλ εκεξψλ, 

θαζψο θαη απφ θπζηνινγηθή θαιιηέξγεηα απνκνλψζεθαλ κεκβξάλεο 

εκπινπηηζκέλεο ζε PSII κε ζθνπφ ηελ κέηξεζε ελεξγφηεηάο ηνπ. ΢ε φια ηα 

δείγκαηα αθνινπζήζακε ηνπο ίδηνπο ρεηξηζκνχο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

απνκφλσζεο (ρακειή ζεξκνθξαζία θαη ζθνηεηλέο ζπλζήθεο) θαη ζην ηέινο 

κεηξήζεθε ε ηθαλφηεηα έθιπζεο Ο2 κε ηε ρξήζε επηιεθηηθνχ ειεθηξνδίνπ 

ηχπνπ Clark. ΢ηνλ πίλαθα πνπ αθνινπζεί παξνπζηάδνληαη νη ηηκέο ηνπ 

παξαγφκελνπ Ο2 θαζψο θαη ηα πνζνζηά ελεξγφηεηαο ζπγθξηηηθά κε ην 

control (TAP). 

Γείγκα Ο2 (κmol h
-1

 mg Chl
-1

) O2 % 

Control 218,13 ± 26,8 100,00 

2 days -S 99,57 ± 22,05 45,65 

4 days -S 59,21 ± 25,13 27,14 

 

Ωζηφζν, γηα πεξηζζφηεξε αθξίβεηα πξέπεη λα ζεκεηψζνπκε φηη 

παξαηεξήζακε ηε δηαθνξνπνίεζε ηνπ ιφγνπ Chl tota l:πξσηεΐλε ζηα 

δηαθνξεηηθά δείγκαηα. Απηφ έγηλε αληηιεπηφ απφ ηε δηαθνξά ηνπ ημψδνπο 

ησλ δεηγκάησλ ίδηαο ζπγθέληξσζεο Chl tota l, ην νπνίν απμαλφηαλ αλάινγα  

κε ηηο εκέξεο ζηέξεζεο. Σν γεγνλφο απηφ ππνδεηθλχεη ηελ χπαξμε 

ιηγφηεξεο Chl αλά PSII ή κε δηαθνξεηηθφ ηξφπν έθθξαζεο ηελ χπαξμε 

πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο γηα ηελ ίδηα πνζφηεηα Chl. Με ρξήζε ηεο κεζφδνπ 

Bradford ππνινγίζηεθε ε ζρεηηθή ζπγθέληξσζε πξσηεΐλεο ησλ δεηγκάησλ 

θαη ζπζρεηίζηεθε κε ηε Chl. ΢ην παξαθάησ δηάγξακκα θαίλεηαη ε αιιαγή 

ηνπ ιφγνπ Chl tota l:πξσηεΐλε αλαινγηθά κε ηηο εκέξεο ζηέξεζεο S. 
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Λφγν απηνχ ηνπ θαηλνκέλνπ, νη κεηξήζεηο ηνπ Ο2 δελ ζα έπξεπε λα 

εθθξαζηνχλ αλά Chl αιιά αλά πξσηεΐλε ψζηε λα γίλεη ζσζηά ε 

πνζνηηθνπνίεζε ηεο απελεξγνπνίεζεο. Όκσο γλσξίδνπκε φηη ε χπαξμε 

πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο ζηελ θπςειίδα κέηξεζεο ελεξγφηεηαο νδεγεί ζε 

ρακειφηεξεο πνζνζηηαίεο ηηκέο απφ εθείλεο πνπ ππνινγίζακε. Πξάγκαηη, 

ζηε βηβιηνγξαθία αλαθέξνληαη κεγαιχηεξα πνζνζηά απελεξγνπνίεζεο, κε 

ηελ έθιπζε Ο2 λα παξακέλεη ζην 8% ηεο αξρηθήο κεηά απφ ηέζζεξηο εκέξεο 

ζηέξεζεο [46]. 

 

 

Μειέηε απνκνλσκέλνπ PSII κε θαζκαηνζθνπία EPR 

Με ηε θαζκαηνζθνπία EPR εληνπίζηεθαλ βαζηθέο θαηαζηάζεηο ηνπ 

κνλνπαηηνχ πνπ αθνινπζεί ην ειεθηξφλην θαη ζπγθξίζεθαλ κε ηνπ 

θπζηνινγηθνχ, ψζηε λα πξνθχςνπλ ζηνηρεία γηα ηελ παξεκπφδηζε πνπ 

πθίζηαηαη.  

Αξρηθά αλαγλσξίζηεθε ην signal II, ην νπνίν θαίλεηαη ζην control θαη ζην 

δείγκα πνπ αλαπηχρζεθε ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο S γηα 2 εκέξεο. ΢ηελ 

πεξίπησζε ηνπ δείγκαηνο 4 εκεξψλ ρσξίο S, ην signal II θαίλεηαη λα είλαη 

παξακνξθσκέλν. 
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Γηα ηελ παξαηήξεζε ηνπ ζήκαηνο ηεο θαηάζηαζεο S2, ηα δείγκαηα 

θσηίζηεθαλ ζηελ S1 ζηνπο 200Κ (ζε „κπάλην‟ αηζαλφιεο κε μεξφ πάγν) γηα 

4 ιεπηά. Ζ έληαζε ηνπ πνιπγξακκηθνχ ζήκαηνο ζην control δείγκα είλαη 

κεγαιχηεξε απφ εθείλε ζην δείγκα πνπ έκεηλε γηα 2 κέξεο ρσξίο S, ελψ 

απνπζηάδεη ζηελ πεξίπησζε ηνπ δείγκαηνο πνπ έκεηλε γηα 4 κέξεο ρσξίο 

ζείν (νιφθιεξε ε πεξηνρή θαη θνληά ζην g=2). Δπηπιένλ, ππάξρεη κία 

κηθξή έλδεημε χπαξμεο ηνπ ζήκαηνο ζην g=4.1 ζην control δείγκα. 
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Σν ζήκα ηεο QA
-
 αληρλεχζεθε ζηα 3 δείγκαηα. To control θσηίζηεθε γηα 30 

min ζηνπο 77 Κ (ζε πγξφ άδσην), ελψ ηα ππφινηπα 2 θσηίζηεθαλ γηα 4 min 

ζηνπο 200 Κ. Σν ζήκα ηεο QA
-
 θαίλεηαη ζην control δείγκα ελψ ζηα 

ππφινηπα δείγκαηα δελ είλαη ηφζν μεθάζαξν. 
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Σέινο, ζπγθξίζεθε ην ζήκα ηεο S1 TyrZ
•
 ζηα 3 δείγκαηα κε νξαηφ θσηηζκφ 

ζηελ S1 ζηνπο 10 Κ (ζε πγξφ ήιην). Ζ έληαζε ηνπ ζήκαηνο ηεο είλαη 

κεγαιχηεξε ζην control δείγκα απφ απηήλ ζην δείγκα πνπ αλαπηχρζεθε 

ρσξίο ζείν γηα 2 κέξεο ελψ ζην δείγκα πνπ αλαπηχρζεθε κε έι ιεηςε ζείνπ 

γηα 4 κέξεο απνπζηάδεη ην ζήκα απηφ. Σν ζήκα ηεο S1  TyrZ
•
 πνπ 

δεκηνπξγείηαη κε νξαηφ θσηηζκφ ζηελ S1 ζηνπο 10 Κ έρεη ηελ ηδηφηεηα λα 

κεηψλεηαη ζηαδηαθά κε ηνλ ρξφλν ζηνπο 10 Κ, γεγνλφο πνπ παξαηεξήζεθε 

θαη ζην control  θαη ζην δείγκα ζε ζπλζήθεο άλεπ ζείνπ γηα 2 κέξεο. ΢ηελ 

πεξίπησζε ηνπ δείγκαηνο πνπ αλαπηχρζεθε ζε ζπλζήθεο έιιεηςεο ζείνπ γηα 

4 κέξεο δηεξεπλήζεθε ε πηζαλφηεηα δεκηνπξγίαο ηνπ ζήκαηνο ηεο S1  TyrZ
•
 

κε νξαηφ θσηηζκφ ζηνπο 10 Κ ζε 2 κνξθέο ηεο θαηάζηαζεο S1 (active θαη 

resting). Σν ζήκα απνπζηάδεη θαη ζηηο 2 πεξηπηψζεηο.  
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Γηαθνξέο πξσηετληθήο ζύζηαζεο ρισξνπιαζηώλ & 

ζπιαθνεηδώλ κεκβξαλώλ 

 

Γηα λα εληνπηζηνχλ δηαθνξέο ζηελ πξσηετληθή έθθξαζε ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

κέζνδνο απνδηαηαθηηθήο ειεθηξνθφξεζεο (SDS-PAGE). Σν βαζηθφ 

αληηθείκελν κειέηεο ήηαλ θπξίσο ζην θσηνζπλζεηηθφ κεραληζκφ αιιά θαη 

ζηε γεληθή εηθφλα ηεο δηαδηθαζίαο παξαγσγήο Ζ2. ΢πλεπψο, ζε πξψην 

επίπεδν αληρλεχζεθαλ αιιαγέο ζηνλ ρισξνπιάζηε ηνπ θπηηάξνπ, φπνπ 

εληνπίδνληαη ηα θχξηα κνλνπάηηα ηνπ κεραληζκνχ παξαγσγήο Ζ2. 

Δπηιέρζεθε ε απνκφλσζε ρισξνπιαζηψλ έπεηηα απφ 3 εκέξεο ζηέξεζεο, 

φπνπ είλαη ην ζεκείν ζην νπνίν ην θχηηαξν βξίζθεηαη ζε έιιεηςε Ο 2 θαη 

έρεη ήδε μεθηλήζεη ε παξαγσγή Ζ2. Ζ εηθφλα πνπ παξαηεξήζεθε είλαη ε 

εμήο (Εικόνα 21). 

 
Δηθόλα 21.  SDS-PAGE ζε νιόθιεξνπο ρισξνπιάζηεο ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο θαη ζηέξεζε S 
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Όπσο θαίλεηαη, ππάξρνπλ αξθεηέο δηαθνξέο ζε εληάζεηο, απφ ηηο νπνίεο 

νξηζκέλεο ηαπηνπνηήζεθαλ θαη παξνπζηάδνληαη ζηελ εηθφλα.  

΢ηε ζπλέρεηα απνκνλψζεθαλ ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο ηελ ίδηα ρξνληθή 

πεξίνδν ζηέξεζεο, δειαδή 3 εκεξψλ, θαη επηπιένλ 6 εκεξψλ κε ζθνπφ ηελ 

εληνλφηεξε εκθάληζε ησλ δηαθνξψλ. Ζ εηθφλα θαίλεηαη παξαθάησ, ζηελ 

νπνία εκθαλίδνληαη αξθεηέο δηαθνξέο  (Εικόνα 22). 

 
Δηθόλα 22.  SDS-PAGE ζε ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο ππό θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο  θαη ππό ζηέξεζε S 

ηξηώλ θαη έμη εκεξώλ 

 

Γηα θαιχηεξε αλάιπζε ηνπ δείγκαηνο ιφγσ αξθεηήο πνζφηεηαο πξσηετλψλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε ειεθηξνθφξεζε δεχηεξεο δηάζηαζεο ψζηε λα 

δηαρσξηζηνχλ θαιχηεξα νη πξσηεΐλεο. 

 



60 
 

TAP 

 

TAP_3D-S 
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Βηνζύζηεκα θσηνπαξαγσγήο Ζ2 

΢ηελ απνκφλσζε πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε ζπιιέμακε ηέζζεξα ζπλνιηθά 

δείγκαηα, ηηο ζπλνιηθέο κεκβξάλεο, ηηο ζπλνιηθέο θπηηαξνπιαζκαηηθέο  

πξσηεΐλεο, ηηο ζπλνιηθέο κεκβξάλεο χζηεξα απφ έθπιπζε θαη ην 

ππεξθείκελν ηεο πιχζεο. Όια ηα δείγκαηα εθηφο απφ ηηο πιπκέλεο 

κεκβξάλεο εκθάληζαλ ελεξγφηεηα αθνινπζψληαο ηα πξσηφθνιια πνπ 

πεξηγξάθνληαη. Σα βήκαηα πνπ αθνινχζεζαλ γηα ηνλ πεξαηηέξσ 

δηαρσξηζκφ ησλ πξσηετλψλ (ρξσκαηνγξαθία ζπγγέλεηαο  θαη κνξηαθήο 

δηήζεζεο) απελεξγνπνηνχζαλ ηηο πδξνγελάζεο θαη έηζη δελ ππήξρε ε 

ηθαλφηεηα λα παξαηεξήζνπκε ην θιάζκα ζην νπνίν βξίζθνληαη. Δπίζεο, 

πξνζπαζήζακε λα εληνπίζνπκε ηηο πξσηεΐλεο ζε κε απνδηαηαθηηθφ gel 

(CNE), εθαξκφδνληαο εηδηθή ρξψζε ε νπνία εκθαλίδεη κφλν ηελ κπάληα 

ηεο πδξνγελάζεο εθκεηαιιεχνληαο ηελ ελεξγφηεηά ηεο. Οχηε απηή ε 

πξνζέγγηζε έδεημε θάπνην απνηέιεζκα. Πηζαλή εμήγεζε είλαη ιφγσ ηνπ 

θνξηίνπ ηεο, ην νπνίν δελ ηεο επηηξέπεη λα εηζρσξήζεη ζηελ πεθηή. 

Οη πξνζπάζεηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ηνλ θαζαξηζκφ ησλ πξσηετλψλ 

απέηπραλ, σζηφζν δνθηκάζηεθε ην ζχζηεκα ζπλδπάδνληαο ηα ζπιαθνεηδή 

κε ηα πνιχπινθα πξσηετληθά δείγκαηα ηνπ βαθηεξίνπ. Γηα λα μεπεξαζηεί ε 

παξεκπφδηζε ιφγσ ηνπ παξαγφκελνπ Ο2, ζην ζχζηεκα πξνζηέζεθε ην 

έλδπκν νμεηδάζε ηεο γιπθφδεο θαη γιπθφδε. Οη κεηξήζεηο πνπ έγ ηλαλ ήηαλ 

πνηνηηθέο θαη φρη πνζνηηθέο, εθφζνλ δελ ππήξρε ηξφπνο λα γλσξίδνπκε ηελ 

πνζφηεηα ηεο πδξνγελάζεο. 

Αξρηθά εμεηάζηεθαλ νη νιηθέο κεκβξάλεο θαη νη νιηθέο 

θπηηαξνπιαζκαηηθέο ζε θσο, φπνπ κφλν νη θπηηαξνπιαζκαηηθέο έδεημαλ 

παξαγσγή Ζ2. Έηζη, ζηε ζπλέρεηα αζρνιεζήθακε κφλν κε απηφ ην δείγκα 

ζρεδηάδνληαο θάπνηα “ηπθιά” ζπζηήκαηα, ψζηε λα πάξνπκε πιεξνθνξίεο 

γηα ηνλ πηζαλφ κεραληζκφ. Σα ζπζηήκαηα πνπ εμεηάζηεθαλ ήηαλ ηα εμήο: 

Samples 
Total Soluble R. 

paucula  proteins 

Spinach Thylakoid 

membranes 
Light H2  production 

1 √ X √ X 
2 √ √ X X 
3 X √ √ X 

 

Απφ ηνπο παξαπάλσ ζπλδπαζκνχο θαηαιαβαίλνπκε φηη ππάξρεη ζπλεξγαζία 

κεηαμχ ησλ ζπιαθνεηδψλ κεκβξαλψλ θαη ησλ πξσηετλψλ ηνπ βαθηεξίνπ. 

Δπίζεο θαίλεηαη φηη ε χπαξμε ηνπ θσηφο παίμεη ζεκαληηθφ ξφιν, ην νπνίν 

ππνζηεξίδεη ηε ρξήζε ηνπ λεξνχ σο δφηε ειεθηξνλίσλ.  

Έλα επηπιένλ „ηπθιφ‟ ζχζηεκα είλαη εθείλν απνπζία ηεο νμεηδάζεο ηεο 

γιπθφδεο, ην νπνίν έδεημε πνιχ ρακειέο ηηκέο παξαγσγήο Ζ 2. Ζ 

παξαηήξεζε απηή είλαη ινγηθή, αθνχ αλεμαξηήησο κεραληζκνχ, ην Ο 2 
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παξεκπνδίδεη ηελ πδξνγελάζε. Διέγρζεθε θαη ε παξνπζία ηεο γιπθφδεο, ε 

νπνία κε ηελ πιεζψξα ησλ πξσηετλψλ ίζσο ζπκκεηείρε ζε άιια κνλνπάηηα 

θαη νδεγνχζε ζηελ εκθάληζε Ζ2. 

Γνθηκάζακε αθφκα ηελ πξνζζήθε DCBQ, ε νπνία κείσζε αξθεηά ηελ 

παξαγσγή Ζ2. Σν απνηέιεζκα απηφ καο δίλεη πιεξνθνξίεο γηα ηε 

ζπκκεηνρή ηνπ PSI, ε νπνία θαίλεηαη λα είλαη θαζνξηζηηθήο ζεκαζίαο, 

εθφζνλ ε DCBQ δέρεηαη ηα ειεθηξφληα απφ ην PSII εκπνδίδνληαο έηζη ηελ 

ειεθηξνληαθή ξνή πξνο ην PSI. 
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΢Τ΢ΖΣΖ΢Ζ - ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

Ζ παξαγσγή Ζ2 απφ θσηνζπλζεηηθνχο κηθξννξγαληζκνχο παξνπζηάδεη κηα 

ελδηαθέξνπζα πξνζέγγηζε γηα ηελ παξαγσγή ελέξγεηαο. Σα πεξηζζφηεξα  

ζηνηρεία ηνπ κεραληζκνχ έρνπλ δηεπθξηληζηεί αιιά παξακέλνπλ νξηζκέλα 

ζεκεία πνπ δελ είλαη μεθάζαξα. Σα πεηξάκαηα πνπ δηεμήρζεζαλ είραλ  

ζηφρν ηελ δηαιεχθαλζε απηψλ ησλ ζεκείσλ, ζπγθεθξηκέλα γηα ην ξφιν ηνπ 

PSII θαη ηνλ ηξφπν ξχζκηζήο ηνπ, θαζψο θαη γηα ην ιφγν δηεμφδνπ ηνπ 

θπηηάξνπ πξνο ηελ παξαγσγή Ζ2. 

Οη δηαθνξνπνηήζεηο ζηηο ζπλζήθεο ησλ θαιιηεξγεηψλ, είηε κε πξνζζήθε 

DCMU είηε ηεο χπαξμεο πεγήο άλζξαθα, νδεγνχλ ζην ζπκπέξαζκα φηη ην 

PSII είλαη ζεκαληηθφ γηα ηε δηαδηθαζία. Δπίζεο, απηή ε άπνςε εληζρχεηαη 

θαη απφ ηα πεηξάκαηα ησλ κεηαιιαγκέλσλ ζηειερψλ. ΢πγθεθξηκέλα απφ ηα 

ζηειέρε CC-4170 θαη 4476 θαίλεηαη φηη ε ελίζρπζε ηεο απνδνηηθήο ρξήζεο 

ηεο θσηεηλήο ελέξγεηαο έρεη σο απνηέιεζκα ηελ κεγαιχηεξε παξαγσγή Ζ 2. 

Μεγάιν ελδηαθέξνλ παξνπζηάδεη ε παξαγσγή Ζ2 απφ ην CC-4476 ζε 

απηνηξνθηθέο ζπλζήθεο ππφ ζηέξεζε S (TBP-S). Δηδηθφηεξα, ζε απηή ηελ 

θαηάζηαζε πξέπεη λα πξνζδηνξηζηεί ν ξφινο ηεο Rubi sco θαη ηα ελεξγεηαθά 

απνζέκαηα ηνπ θπηηάξνπ, ψζηε λα δηεπθξηληζηεί ν κεραληζκφο πνπ 

ζπλεηζθέξεη ζε κεγαιχηεξν πνζνζηφ. Αμηνζεκείσηε είλαη επίζεο ε 

παξαηήξεζε Ζ2 ζε ζπλζήθεο αλάπηπμεο (TAP) ηνπ ίδηνπ ζηειέρνπο. Σν 

ελδηαθέξνλ ζε απηή ηελ πεξίπησζε εληνπίδεηαη ζηελ χπαξμε θπζηνινγηθψλ 

ζπλζεθψλ, νη νπνίεο έρνπλ πξνζθέξεη ηθαλνπνηεηηθή πνζφηεηα Ζ 2, 

κεγαιχηεξε απφ ην 50% ηεο ζηέξεζεο. Ζ παξαηήξεζε απηή καο δίλεη κία 

πνιχ ζεκαληηθή πιεξνθνξία. Ζ παξαγσγή Ζ2 δελ είλαη ηπραίν απνηέιεζκα 

ηεο έιιεηςεο ηνπ S, εθφζνλ κπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί ζε κεγάια 

πνζνζηά απφ θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο. Απηφ πξνυπνζέηεη έλα ηζρπξφ ιφγν 

γηα ηνλ νπνίν ην θχηηαξν ελεξγνπνηεί απηφ ην κνλνπάηη.  

Ζ ηαπηνπνίεζε νξηζκέλσλ πξσηετληθψλ δηαθνξψλ εληζρχεη απηφ ην 

ζπκπέξαζκα. Αξρηθά, είλαη γλσζηφ φηη ε παξνπζία ηεο πξσηεΐλεο OEE2 

(Oxygen Evolving Enhancer protein 2) είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ έθιπζε Ο 2 

[81]. Σα κεησκέλα επίπεδα απηήο ηεο πξσηεΐλεο ζηελ ζηέξεζε S δείρλνπλ 

ηελ αληθαλφηεηα παξαγσγήο Ο2, αλεμάξηεηα απφ ηελ χπαξμε ηεο D1 

ππνκνλάδαο. Δπίζεο, παξαηεξείηαη ε κεησκέλε έθθξαζε ηνπ 

απνθπηνρξψκαηνο f, ην νπνίν απνηειεί κηα βαζηθή πξσηεΐλε ηνπ 

θπηνρξψκαηνο b6f. Ζ απνπζία ηεο επάγεη δηαθνξνπνηήζεηο ζηελ δνκή ηνπ 

θπηνρξψκαηνο, επνκέλσο θαη ζηε ιεηηνπξγία ηνπ. Απηφ επηδξά κε δχν 

ηξφπνπο ζην PSII. Αξρηθά, ε δπζιεηηνπξγία ηνπ ζεκαίλεη κεησκέλε 

εθκεηάιιεπζε ησλ ειεθηξνλίσλ απφ ηελ PQ pool, ε νπνία ηξνθνδνηείηαη 

θαη απφ ηνπο δχν κεραληζκνχο (εμαξηψκελνο θαη αλεμάξηεηνο), νδεγψληαο 

έηζη ζε δπζθνιία ηεο ειεθηξνληαθήο ξνήο θαη παξνδηθή απελεξγνπνίεζε 
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ηνπ PSII. Γεχηεξνλ, ππάξρνπλ ελδείμεηο γηα ηελ ελεξγνπνίεζε ηνπ LHCII 

κέζσ κηαο θηλάζεο, ε νπνία εθθηλείηαη απφ ηε ζχλδεζε ηεο PQ ζηελ 

θνηιφηεηα Qo ηνπ θπηνρξψκαηνο [82]. Ζ απνπζία ηεο f ππνκνλάδαο ίζσο 

δεκηνπξγεί επηπηψζεηο ζηε ιεηηνπξγία ηνπ LHCII θαη αληίζηνηρα ζηελ 

ελεξγφηεηα ηνπ PSII.  

 

 
Δηθόλα 23.  Γνκή θπηνρξώκαηνο b6f  θαη ειεθηξνληαθή ξνή από ηηο PQH2  πξνο ην PSI 

 

΢ηε ζπλνιηθή εηθφλα παξαηεξείηαη κία ηάζε ειέγρνπ ηεο δηαδηθαζίαο 

έθιπζεο Ο2 θαζψο θαη ε πνιππινθφηεηα ηνπ ζπζηήκαηνο  εθφζνλ φιεο νη 

δηεξγαζίεο είλαη αιιειέλδεηεο. Ζ πξνζπάζεηα πεξηζζφηεξσλ 

ηαπηνπνηήζεσλ ζπλερίδεηαη ψζηε λα ζρεκαηηζηεί κία γεληθφηεξε εηθφλα 

ησλ πξσηετλψλ ζηνπο ρισξνπιάζηεο θαη ζηηο ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο, 

ππνζέηνληαο φηη ε παξαηήξεζε απηή ζα βνεζήζεη ζηελ θαηαλφεζε ησλ 

κεραληζκψλ. 

Σν απνηέιεζκα ηνπ επαγψκελνπ θζνξηζκνχ ησλ ζπιαθνεηδψλ κεκβξαλψλ 

δείρλεη μεθάζαξα φηη ε παξεκπφδηζε ησλ ελεξγψλ θέληξσλ αληίδξαζεο ηνπ  

PSII είλαη φκνηα κε εθείλε ηεο DCMU. ΢πγθεθξηκέλα, θαίλεηαη ε δπζθνιία 

δηνρέηεπζεο ησλ ειεθηξνλίσλ απφ ην λεξφ ζηελ PQ pool. Ζ παξαηήξεζε 

απηή, ζπκθσλεί κε ηηο βηβιηνγξαθηθέο αλαθνξέο [59, 83] θαη εληζρχεηαη 

απφ ηα πξνεγνχκελα απνηειέζκαηα, φπνπ ιφγσ ηεο δπζιεηηνπξγίαο ηνπ cyt 

b6f, ε PQ pool παξακέλεη ππεξ-αλεγκέλε.  

Απφ ηηο κεηξήζεηο EPR, ζπκπεξαίλεηαη ην θαηλφκελν ηεο απελεξγνπνίεζεο 

ηνπ PSII. Παξνπζηάδεη ελδηαθέξνλ ε αιινίσζε ζην signal II ηνπ δείγκαηνο 

φπνπ είρε παξακείλεη 4 εκέξεο ζε έιιεηςε S, γεγνλφο πνπ ζα εξεπλεζεί 

πεξαηηέξσ γηα λα δηεπθξηληζηεί ε αηηία. Δπίζεο, ζην κέιινλ ζα εμεηαζηνχλ 

δείγκαηα απφ ηελ πξψηε εκέξα ζηέξεζεο κέρξη θα η ηελ Πέκπηε, θαζψο θαη 

νιφθιεξα θχηηαξα. 

Σα απνηειέζκαηα απηά νδεγνχλ ζηελ ππφζεζε χπαξμεο ελφο κεραληζκνχ 

γνληδηαθήο ξχζκηζεο, ηνπ νπνίνπ ε ελεξγνπνίεζε έρεη σο θαηάιεμε ηελ 
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δεκηνπξγία Ζ2. Απηφ πνπ ρξεηάδεηαη λα εμαθξηβσζεί, είλαη ν 

πξνζδηνξηζκφο ηνπ ηξφπνπ εθθίλεζεο ηνπ κεραληζκνχ θαζψο θαη ηεο 

αηηίαο. ΢ε κειινληηθά πεηξάκαηα ζα κπνξνχζε λα ζπγθξηζεί ε θαηάζηαζε 

ηνπ ζηειέρνπο CC-4476 ζε θπζηνινγηθέο ζπλζήθεο (TAP) κε εθείλε ηεο 

ζηέξεζεο (TAP-S), ηφζν ζε επίπεδν θαιιηέξγεηαο φζν θαη ζε πξσηετληθφ 

επίπεδν, ψζηε λα αλαγλσξηζηνχλ ηα θνηλά ηνπο ζεκεία.  

 

Όζν αθνξά ηελ θαηαζθεπή ηνπ βηνζπζηήκαηνο θσηνπαξαγσγήο Ζ2, ηα 

απνηειέζκαηα είλαη ελζαξξπληηθά, εθφζνλ παξαηεξήζεθε έθιπζε Ζ2 κφλν 

ζε ζπλζήθεο θσηφο θαη ζπλεξγαζίαο ησλ θσηνζπλζεηηθψλ πξσηετλψλ κε 

εθείλεο ηνπ βαθηεξίνπ. Ωζηφζν, ιφγσ ηεο πνιππινθφηεηαο ηνπ 

βαθηεξηαθνχ δείγκαηνο θαη εμαηηίαο ησλ απνηπρεκέλσλ πξνζπαζεηψλ 

απνκνλσζεο ηεο πδξνγελάζεο, δελ κπνξνχκε λα γλσξίδνπκε ηνλ αθξηβή 

κεραληζκφ. Οη παξαηεξήζεηο ζηα ζπζηήκαηα πνπ κειεηήζεθαλ 

ππνδεηθλχνπλ ηελ ειεθηξνληαθή ξνή κέζσ ησλ θσηνζπζηεκάησλ, εθφζνλ 

ζην ζθνηάδη δελ εκθαλίζηεθε Ζ2. Γηα ηνλ πιήξε ραξαθηεξηζκφ ηνπ 

κεραληζκνχ ρξεηάδεηαη κεγάιε θαζαξφηεηα ηεο πδξνγελάζεο θαζψο θαη  

πςειή ελεξγφηεηα. Δπίζεο, ηα κέξε ηνπ θσηνζπλζεηηθνχ κεραληζκνχ πνπ 

ζπκκεηέρνπλ κπνξνχλ λα δηεπθξηληζηνχλ κε ηε ρξήζε ζπγθεθξηκέλσλ 

παξεκπνδηζηψλ, νη νπνίνη δξνπλ ζε εμεηδηθεπκέλα ζεκεία ηεο 

ειεθηξνληαθήο ξνήο θαηά κήθνο ησλ ζπιαθνεηδψλ κεκβξαλψλ. Ζ 

απνκφλσζε θαζαξήο θαη ελεξγήο πδξνγελάζεο ζα πξέπεη λα γίλεη θάησ απφ 

αλαεξφβηεο ζπλζήθεο, ψζηε λα κεησζεί ε έθζεζε ηεο ζην αηκνζθαηξηθφ Ο 2. 

΢ε πεξίπησζε δεκηνπξγίαο ελφο απνδνηηθνχ ζπζηήκαηνο, ην επφκελν βήκα 

είλαη ε απνκφλσζε αλζεθηηθφηεξεο πδξνγελάζεο (απφ ζ εξκφθηια 

βαθηήξηα)  θαη ίζσο ε δνθηκή αθηλεηνπνίεζεο ζε κήηξεο πνιπκεξψλ, νη 

νπνίεο πξνζθέξνπλ ζηαζεξφηεηα ζε πξσηετληθά ζπζηήκαηα.  
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