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Περίληψη

Η φωτοσύνθεση είναι μια βιολογική διαδικασία που μετατρέπει την ηλιακή ενέργεια σε

εκμεταλλεύσιμη χημική ενέργεια, η οποία επενδύεται για την μετατροπή της ανόργανης ύλης σε

οργανική. Στη παρούσα εργασία διερευνούμε πώς η φωτοσυνθετική διαδικασία επηρεάζεται και

επηρεάζει το πρωτονιακό περιβάλλον του φυτικού κυττάρου. Μέσα από μία σειρά χειρισμών με το

μονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus obliquus παρακολουθήσαμε συνδυαστικά τις

διαφοροποιήσεις του pH του περιβάλλοντος, του κυτταρικού όγκου (μLPCV/mL), της μέγιστης

φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm) και μίας σειράς άλλων παραγόντων οι οποίοι αφορούν στη

μοριακή δομή και λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν

σε διαφορετικές εντάσεις φωτισμού και στο σκοτάδι, σε διαφορετικές συγκεντρώσεις θρεπτικών,

σε διαφορετικές συγκεντρώσεις κυττάρων, σε ανοιχτές και κλειστές καλλιέργειες.

Με την παρούσας εργασία δείξαμε ότι σε όξινα περιβάλλοντα η φωτοσύνθεση και η ανάπτυξη του

μικροφύκους αυξήθηκε σε σχέση σε τα αντίστοιχα αλκαλικά, ειδικά όταν το περιβάλλον ήταν

κορεσμένο με θρεπτικά και φωτόνια. Αντίστοιχα, κατά την διάρκεια της φωτοσύνθεσης σε όλους

τους πειραματικούς χειρισμούς το pH του περιβάλλοντος αυξανόταν.

Αυτή η διαφοροποίηση του pH στην υπάρχουσα βιβλιογραφία έχει τις περισσότερες φορές

σχετιστεί με την πρόσληψη και απομάκρυνση του CO2, παρόλο που στα χλωροφύκη (και όχι μόνο)

έχει ταυτοποιηθεί η ύπαρξη καναλιών που επιτρέπουν την είσοδο πρωτονίων και κάποια από αυτά

είναι φωτοελεγχόμενα . Όταν εξαιρέθηκε ο παράγοντας CO2, κρατώντας σταθερή την ροή του σε

ανοικτές καλλιέργειες είδαμε μια ξεκάθαρη και απότομη αύξηση του pH κατά την φωτοσύνθεση

ενώ στο σκοτάδι, απουσία φωτοσύνθεσης το pH παρέμεινε σταθερό.

Με δεδομένα τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας μπορούμε να συμπεράνουμε τα εξής :

Η φωτοσυνθετική δραστηριότητα των μικροφυκών χρειάζεται πρωτόνια που αντλούν από το

περιβάλλον τους με αποτέλεσμα την γρήγορη αύξηση του pH στο υδάτινο περιβάλλον. Η

φωτοσυνθετικά ελεγχόμενη αύξηση του pH του θρεπτικού σε καλλιέργειες μικροφυκών είναι

αποτέλεσμα κυτταρικής άντλησης πρωτονίων (Η+) και όχι αποτέλεσμα της μείωσης της

συγκέντρωσης του CO2 στο θρεπτικό.
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Η πρωτονιακή απορρόφηση κατά την φωτοσύνθεση είναι ανάλογη της πυκνότητας των κυττάρων

και της φωτονειακής έντασης.

Η υψηλή συγκέντρωση πρωτονίων (χαμηλό pH) στο υδάτινο περιβάλλον, όταν το φως και τα

ανόργανα θρεπτικά δεν είναι ο περιοριστικός παράγοντας, επάγει έντονα τη φωτοσυνθετική

διαδικασία και κατ’ επέκταση την ανάπτυξη της καλλιέργειας εκφρασμένη ως κυτταρικό όγκο.

Η αναπνευστική διαδικασία στα μιτοχόνδρια, απουσία φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, δεν

διαφοροποιεί ουσιαστικά το pH της καλλιέργειας, όταν όμως εντατικοποιηθεί με την εξωγενή

προσθήκη γλυκόζης μειώνει σημαντικά το pH της καλλιέργειας. Η επαγόμενη από την αναπνευστική

διαδικασία πτώση του pH είναι αποτέλεσμα της παραγωγής CO2 και όχι της απελευθέρωσης

πρωτονίων, καθώς όταν υπάρχει σταθερή ροή CO2 αυτή δεν υφίσταται.

Όλα τα παραπάνω μας επιτρέπουν να αισιοδοξούμε ότι στο άμεσο μέλλον θα είμαστε σε θέση να

εκμεταλλευτούμε καλύτερα αυτές τις γνώσεις που αφορούν την αλληλεπίδραση των μικροφυκών

με το πρωτονιακό τους περιβάλλον, για να κατανοήσουμε και να αντιμετωπίσουμε καλύτερα

σημαντικά περιβαλλοντικά προβλήματα όπως η οξίνιση των ωκεανών και το φαινόμενο του

ευτροφισμού.
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Summary

Photosynthesis is a biological process that converts solar energy into exploitable chemical energy,

which is invested in converting inorganic matter into organic.

In this paper we investigate how the photosynthetic process is affected and affects the proton

environment of the plant cell and how we can use these effects in various future biotechnological

applications. Thus, with the unicellular green alga Scenedesmus obliquus, we measured combined

the variations in environmental pH, cell volume (µl PCV/ml), photosynthetic efficiency (Fv / Fm),

and a number of other factors related to molecular structure and function of the photosynthetic

apparatus. Experiments were performed at different intensities of light and in the dark, at different

nutrient concentrations, at different cell concentrations, in open and closed cultures.

In the present work we showed that in acidic environments the photosynthesis and growth of

microalgae increased in relation to the corresponding alkaline one, especially when the

environment was saturated with nutrients and photons. Correspondingly, during photosynthesis in

all experimental treatments the pH increased, which indicates proton uptake. This variation of pH

in the existing literature has most often been related to the uptake and removal of CO2, although

in green algae (and not only) have identified a series of H+-channels, and some of them are

photoregulated. When keep the CO2 flow in open cultures constant, we saw a clear and sharp

increase in pH during photosynthesis while in the dark, in the absence of photosynthesis, the pH

remained constant. Taking these facts into consideration we can conclude that:

Photosynthesis of microalgae requires the absorption of protons resulting in a pH increase in

aquatic environment. The photosynthetic controlled pH increase in microalgal culture medium is

the result of cellular proton pumping (H+) rather than a decrease in the CO2 concentration in the

culture medium. The proton uptake during photosynthesis is proportional to cell concentration

and light intensity.

The high concentration of protons (low pH) in the aquatic environment, when light and inorganic

nutrients are not the limiting factor, strongly induces the photosynthetic process and consequently

the growth of the culture expressed as a packed cell volume.
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The mitochondrial respiratory process, in the absence of photosynthetic activity, does not

substantially differentiate the culture pH, but when intensified by exogenous supplied glucose

significantly reduces the pH of the culture. The decrease in pH induced by the respiratory process is

a result of CO2 production rather than proton release. When the CO2 flow is stable it does not

exist.

All of the above allow us to be optimistic that in the near future we will be able to exploit this

knowledge of the interaction of microalgae with their protonated environment in order to

understand and deal better with major environmental problems, such as ocean acidification and

eutrophication.
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1. Εισαγωγή

1.1. Ηλιακή ενέργεια

Η ενέργεια είναι ένα από τα πιο θεμελιώδη και ζωτικά για την επιβίωση μας στοιχεία της φύσης. Το

ενεργειακό ισοζύγιο προσαρμόζεται σε όλες τις φυσικές και χημικές διαδικασίες, από τις

απλούστερες μέχρι στις πιο σύνθετες. Το φως του ήλιου είναι η πιο πολύτιμη πηγή ενέργειας για

όλες τις βιολογικές διεργασίες στη γη, με εξαίρεση σχετικά λίγους οργανισμούς οι οποίοι

χρησιμοποιούν την χημική ενέργεια που προκύπτει από γεωλογικές διεργασίες για την επιβίωσή

τους.

Η ενέργεια είναι απαραίτητη για την αναδιάταξη των ηλεκτρονίων στα μόρια και για την

διαμόρφωση χημικών δεσμών, γεγονότα τα οποία λόγω της πολυπλοκότητας τους δε μπορούν να

γίνουν αυτόματα αλλά χρειάζονται μηχανισμούς. Σύμφωνα με τους νομούς της θερμοδυναμικής, οι

βιολογικές διαδικασίες έχουν την τάση να μεταβαίνουν από μια υψηλή ενεργειακή κατάσταση σε

μια χαμηλότερη, χάνοντας ενέργεια έως ότου το ισοζύγιο μεταξύ του οργανισμού και του

περιβάλλοντος επιτύχει την ισορροπία - η κατάσταση του θανάτου και της αποσύνθεσης - εκτός αν

υπάρχει διαθέσιμη ενέργεια για να πραγματοποιηθεί και συντηρηθεί η αντίδραση προς την

αντίθετη κατεύθυνση. Οι ζωντανοί οργανισμοί βρίσκονται σε μια ασταθή θερμοδυναμική

κατάσταση και χρειάζονται ενέργεια για να διατηρήσουν τα χημικά τους περιεχόμενα σε κατάσταση

υψηλής τάξης και παραγωγής έργου απέναντι στη θερμοδυναμική ενεργειακή υποβάθμιση. Αυτό

είναι απαραίτητο για τη συσσώρευση ύλης, χημικών στοιχείων όπως ιόντα ή αέρια από το

περιβάλλον τα οποία χρησιμοποιούνται για τον μεταβολισμό, την αύξηση και την ανάπτυξη, την

κίνηση, όλα εκείνα δηλαδή που χαρακτηρίζουν τη κατάσταση της ζωής σε αντίθεση με τον κόσμο

της άψυχης ύλης.

Όλοι οι ζωντανοί οργανισμοί δεν μπορούν να επιβιώσουν χωρίς την συνεχή παροχή ενέργειας.

Όλοι οι μη φωτοσυνθετικοί (ετερότροφοι) οργανισμοί όπως τα ζώα, οι μύκητες και τα βακτήρια

βασίζονται σε προσχηματισμένα υλικά. Ωστόσο, μόνο εκείνοι οι οργανισμοί που έχουν τη

δυνατότητα να προμηθευτούν ενέργεια από τον ήλιο (αυτότροφοι) μπορούν να αυξήσουν την

συνολική ελεύθερη ενέργεια της γης. Η ηλιακή ενέργεια έχει επιτρέψει στο μεγαλύτερο μέρος της

βιόσφαιρας να είναι ανεξάρτητη από τους περιορισμούς που τίθενται από άλλες πηγές ενέργειας.
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Η φωτοσύνθεση είναι επιτεύξιμη από κάποια βακτήρια, φύκη, και ανώτερα φυτά με έναν μηχανισμό

δέσμευσης της φωτονιακής ενέργειας και μετατροπής της σε εκμεταλλεύσιμη χημική ενέργεια που

θα επενδυθεί στην διαδικασία μετατροπής της ανόργανης ύλης σε οργανική. Το φως του ήλιου

καθορίζει τον καιρό και το κλίμα, επηρεάζει τα γεωχημικά γεγονότα και διαμορφώνει τους

βιολογικούς κύκλους. Η γη πλέει σε έναν ωκεανό ενέργειας σε μορφή ηλεκτρομαγνητικών

κυμάτων, διαφόρων μηκών κύματος και ενέργειας που πηγάζουν από τις θερμοπυρηνικές

αντιδράσεις που συμβαίνουν στον ήλιο. Η ενέργεια του ορατού φωτός είναι αρκετή για να

προκαλέσει αλλαγές στην ενεργειακή κατάσταση πολλών μορίων (π.χ. των φωτοσυνθετικών

χρωστικών). Μόρια τα οποία απορροφούν ορατό φως και λειτουργούν σχετικά σταθερά για την

μετατροπή της φωτεινής ενέργειας σε χημική, επιτρέπουν την εξέλιξη σύνθετων βιολογικών

συστημάτων χρησιμοποιώντας το φως ως την απόλυτη πηγή ενέργειας (Lawlor 2001).

1.2 Φωτοσυνθετική διαδικασία

Η φωτοσύνθεση συνιστά την πιο σημαντική βιοχημική διαδικασία στον πλανήτη, καθώς σε αυτήν

στηρίζεται η διατήρηση της ζωής. Πρόκειται για μία διαδικασία κατά την οποία πραγματοποιείται η

μετατροπή της ηλιακής ενέργειας σε χημική, που με τη σειρά της επενδύεται στην μετατροπή της

ανόργανης ύλης σε οργανική. Τα φυτά αλλά και ορισμένα βακτηριακά στελέχη (Frenkel 1954)

μέσω της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας έχουν την ικανόνητα παραγωγής μοριακού οξυγόνου

αλλά και δέσμευσης ατμοσφαιρικού CO2 για την σύνθεση υδατανθρακικών ενώσεων (οξυγονική

φωτοσύνθεση).

Η διαδικασία της φωτοσύνθεσης πραγματοποιείται σε δυο στάδια, τις φωτεινές και τις σκοτεινές

αντιδράσεις (Arnon et al. 1954, Arnon 1971). Στις φωτεινές αντιδράσεις πραγματοποιείται

απορρόφηση της φωτονιακής ενέργειας, μεταφορά της στα κέντρα αντίδρασης και στη συνέχεια

αντιδράσεις μεταφοράς ηλεκτρονίων και πρωτονίων που έχουν σαν αποτέλεσμα την παραγωγή

NADPH και ATP. Οι σκοτεινές αντιδράσεις περιλαμβάνουν την αναγωγή του CO2 και την σύνθεση

υδατανθράκων, με την χρήση των NADPH και ATP που παράγονται κατά τις φωτεινές αντιδράσεις.
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1.2.1 Δομική συγκρότηση του χλωροπλάστη

H φωτοσυνθετική διαδικασία πραγματοποιείται

στους χλωροπλάστες. Δομικά, περιβάλλονται από

μια διπλή μεμβράνη, που ονομάζεται πλαστιδιακός

φάκελος (Eικόνα 1). Οι μεμβράνες αυτές

παρουσιάζουν διαφορετική διαπερατότητα σε

διάφορες οργανικές και ανόργανες ουσίες.

Συγκεκριμένα, η εξωτερική μεμβράνη είναι

διαπερατή κυρίως σε μεταβολίτες μικρού μοριακού

βάρους, ενώ η εσωτερική παρουσιάζει μεγαλύτερη

εκλεκτικότητα για τις περισσότερες ουσίες. Ωστόσο,

και οι δύο μεμβράνες είναι διαπερατές από το CO2, που αποτελεί υπόστρωμα για την σύνθεση

υδατανθράκων κατά τις σκοτεινές αντιδράσεις. Ο χώρος που δημιουργείται μεταξύ των δυο αυτών

μεμβρανών ονομάζεται διαμεμβρανικός χώρος, ενώ ο χώρος που περικλείεται από την εσωτερική

μεμβράνη ονομάζεται στρώμα. Στο στρώμα υπάρχει ένα ανεπτυγμένο σύστημα μεμβρανών, το

οποίο αποτελεί συνέχεια του πλαστιδιακού φακέλου. Οι μεμβρανώδεις σάκοι που δημιουργούνται

ονομάζονται θυλακοειδή και ο εσωτερικός τους χώρος, μικροχώρος.Τα θυλακοειδή σχηματίζουν

μεμβρανικές στοιβάδες, τα grana. Στις μεμβράνες των θυλακοειδών βρίσκονται οι φωτοσυνθετικές

μονάδες, που συγκροτούνται από σύμπλοκα πρωτεϊνών/ χρωστικών (χλωροφύλλες και

καροτενοειδή).

1.2.2. Δομή του φωτοσυνθετικού μηχανισμού

O φωτοσυνθετικός μηχανισμός (Εικόνα 2) αποτελείται από τρία σύμπλοκα, το Φωτοσύστημα ΙΙ

(PSII), το Φωτοσύστημα I (PSI) και το κυτόχρωμα b6/f (cyt b6/f). Στο τέλος της σειράς συμπλόκων

βρίσκεται μία ATP–συνθάση. Το PSII αποτελείται από το σύμπλοκο συλλογής φωτός (Light

Harvesting Complex, LHCII) και τον πυρήνα του φωτοσυστήματος (PSII core). Το PSI, δομείται από

το σύμπλοκο συλλογής φωτός (LHCI) και το πυρήνα του PSI. Το cyt b6/f είναι ένα ενδιάμεσο

Εικόνα 1. Η δομή του χώροπλάστη. Φαίνονται όλες
οι εσωτερικές δομές του κυτταρικού οργανιδίου.
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Eικόνα 2. Δομική περιγραφή του φωτοσυνθετικού μηχανισμού, με τα τρία κύρια σύμπλοκα και την
ΑΤΡ –συνθάση.Τα βέλη αποτυπώνουν το μονοπάτι ροής ηλεκτρονίων και πρωτονίων (Anna et al. 2014).

πρωτεϊνικό σύμπλοκο μεταξύ του PSII και του PSI στη μη κυκλική μεταφορά ηλεκτρονίων και

απαρτίζεται από το κυτόχρωμα b6, το κυτόχρωμα f, την υπομονάδα IV και μία Fe – S πρωτεΐνη. Η

φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων ξεκινά από το H2O και μέσω του PSII, της δεξαμενής της

πλαστοκινόνης (PQ), του cyt b6/f, της πλαστοκυανίνης (PC), του PSI και της φερρεδοξίνης (Fd)

καταλήγει στο NADP+ (Εικόνα 2).

Όσoν αφορά στη δομή του PSΙΙ (Εικόνα

3), το LHCII είναι ένα σύστημα

πρωτεϊνών και μορίων χλωροφύλλης a,

χλωροφύλλης b και καροτενοειδών,

που συνδέει τις μεμβράνες των

θυλακοειδών και δρα ως διακόπτης για

την ροή της ενέργειας μεταξύ του PSII

και του PSI. Δυνητικά, μπορεί να

αποσπαστεί από το PSII και να παρέχει

ενέργεια στο PSI. Ο πυρήνας του PSII

είναι ένα πολυπεπτιδικό σύμπλοκο του

κέντρου αντίδρασης και του συμπλόκου

Εικόνα 3. Η δομή και του PSII. Διακρίνεται το LHC και ο
πυρήνας του PSII (Nield, 1997).
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έκλυσης οξυγόνου. Η λειτουργία του συμπλόκου φωτόλυσης του νερού, που παράγει οξυγόνο,

παρέχει στον μικροχώρο και πρωτόνια, δημιουργώντας μια διαβάθμιση συγκέντρωσης

πρωτονίων με το στρώμα, παρέχοντας με αυτό τον τρόπο, βάσει της χημειωσμωτικής θεωρίας, τη

δυνατότητα παραγωγής ATP από την ATP – συνθάση. Το PSI δομείται παρόμοια με τo PSII από το

LHCI και τον πυρήνα του PSI. Το LHCI διοχετεύει ενέργεια στο P700, τoν πρωτογενή

ηλεκτρονιοδότη του κέντρου αντίδρασης, που βρίσκεται στον πυρήνα του PSI. Επιπροσθέτως,

υπάρχουν χρωστικές και οξειδοαναγωγικοί παράγοντες που συμμετέχουν στην μεταφορά των

ηλεκτρονίων στο PSI.

1.2.3 Μη κυκλική και κυκλική ροή ηλεκτρονίων

Στη μη κυκλική ροή ηλεκτρονίων (Εικόνα 4) συμμετέχουν τα PSII και PSI (Walker 2002, Zerges

et.al 2002, Allen 2003). Οι χλωροφύλλες του LHCII απορροφούν την φωτονιακή ενέργεια και

διεγείρονται. Η διέγερση αυτή μεταφέρεται μέχρι τον πυρήνα του PSII, στο κέντρο αντίδρασης

P680 με αποτέλεσμα τελικά την ενεργειακή του διέγερση (P680*). Το P680* μεταφέρει ένα ηλεκτρόνιο

στη φαιοφυτίνη το οποίο αναπληρώνεται μέσω της διαδικασίας οξείδωσης του νερού

απελευθερώνοντας μοριακό οξυγόνο και ιόντα υδρογόνου (H+). Η ανηγμένη φαιοφυτίνη δίνει ένα

ηλεκτρόνιο στην κινόνη QA και αυτή με τη σειρά της στη κινόνη QΒ μετατρέποντάς την σε ημικινόνη

QΒ. Μετά την απορρόφηση ενός δεύτερου φωτονίου και με τη λήψη δυο πρωτονίων

Eικόνα 4. Η μη κυκλική ροή ηλεκτρονίων. Η φωτονιακή ενέργεια διεγείρει τον πυρήνα του PSII και
του κέντρου αντίδρασης P680. Στη συνέχεια, ακολουθεί κατά σειρά η μεταφορά ενός ηλεκτρονίου
προς τη φαιοφυτίνη, την κινόνη QA και την κινόνη QB. Η τελευταία θα αναχθεί με την απορρόφηση ενός
δεύτερου φωτονίου σε πλαστοκινόνη. Η μεταφορά ηλεκτρονίου συνεχίζεται στο κυτόχρωμα b6/f,
στην πλαστοκινόνη και στο PSI, ο πυρήνας του οποίου έχει ήδη διεγερθεί και μεταφέρει το
ηλεκτρόνιο στη φερρεδοξίνη για την αναγωγή του NADP+ σε NADPH.
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(H+) από το στρώμα, η ημικινόνη μετατρέπεται σε πλαστοκινόνη PQH2. H οξειδωμένη μορφή του

P680* θα αναχθεί από τα ηλεκτρόνια που θα προκύψουν από τη φωτόλυση του νερού, ενώ τα H+

θα κατευθυνθούν στο μικροχώρο. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται στο κυτόχρωμα b6/f και στη

συνέχεια στην πλαστοκυανίνη, ενώ τα Η+ μεταφέρονται στο μικροχώρο. Τα ηλεκτρόνια τελικά

καταλήγουν στο PSI, όπου προηγήθηκε διέγερση του κέντρου αντίδρασης P700*, το οποίο του

επέτρεψε να μεταφέρει ηλεκτρόνια στη φερεδοξίνη και από εκεί στο NADP+, το οποίο ανάγει σε

NADPH.

Η διαφορά πρωτονιακής συγκέντρωσης που δημιουργείται μεταξύ στρώματος και μικροχώρου

από τη λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού, είναι η κινητήρια δύναμη (pmf, proton motive

force) που θα ενεργοποιήσει την ATPάση και θα δημιουργήσει το ΑΤΡ. Η μεταφορά ηλεκτρονίων

στη φωτοσυνθετική αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων σχετίζεται με την συσσώρευση των Η+ μέσα

στο μικροχώρο με αποτέλεσμα την πτώση του pH. Στο στρώμα, Η+ απομακρύνονται με συνέπεια

την αύξηση του pH (Stroebe et al. 2003, Kurisu et al. 2003, Kramer et al. 2006).

Όταν οι απαιτήσεις του φωτοσυνθετικού μηχανισμού είναι μεγαλύτερες σε ΑΤΡ απ ότι σε ΝΑDPH,

παράλληλα με την μη κυκλική ροή ηλεκτρονίων ενεργοποιείται και η κυκλική ροή (Εικόνα 5). Στην

κυκλική ροή ηλεκτρονίων κεντρικό ρόλο έχει το PSI (Walker 2002, Zerges et al. 2002, Allen et al.

2003). Συγκεκριμένα τα ηλεκτρόνια που φτάνουν από το Ρ700 στη φερρεδοξίνη αντί να

προωθηθούν στο NADP+, μέσω της πλαστοκινόνης, του κυτοχρώματος b6/f, της πρωτεΐνης Rieske

και της πλαστοκυανίνης καταλήγουν πάλι στο κέντρο αντίδρασης του PSI, το Ρ700. Λόγω της

διαφοράς δυναμικού που δημιουργείται μεταξύ του μικροχώρου και του στρώματος (λόγω της

εισόδου H+ από το στρώμα στον μικροχώρο, στο επίπεδο της δεξαμενής της πλαστοκινόνης),

σχηματίζεται (κυκλική φωσφορυλίωση). Η διαδικασία αυτή δεν συνοδεύεται από τη δημιουργία

του οξειδωαναγωγικού παράγοντα NADPH.
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1.3 Η Αναπνευστική Διαδικασία

Με τον όρο αναπνοή εννοούμε την διεργασία σταδιακής και ελεγχόμενης οξείδωσης οργανικών

μορίων προς νερό και CO2 με ταυτόχρονη παραγωγή ATP, αναγωγικών ισοδύναμων και δομικών

βιομορίων που απαιτούνται για όλες τις φυσιολογικές και βιοχημικές λειτουργίες των κυττάρων. Η

αναπνοή σε βασικές γραμμές είναι ίδια στα ζωικά και τα φυτικά κύτταρα και επιτελείται σε τρία

στάδια: την γλυκόλυση, τον κύκλο του Krebs και την οξειδωτική φωσφορυλίωση. Κατά την

οξειδωτική φωσφωρυλίωση στα μιτοχόνδρια παρατηρείται ροή ηλεκτρόνιων κατά μήκος της

εσωτερικής μεμβράνης των μιτοχονδίων

από το NADH (πομπός ηλεκτρονίων) στο

Ο2 (τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων)

με συνέπεια, μέσω της δημιουργίας

διαφοράς δυναμικού, την παραγωγή

ATP, νερού και NAD+.

Η διαδικασία της αναπνοής εντοπίζεται

χωροταξικά στα μιτοχόνδρια των

κυττάρων (Εικόνα 6). Εκεί γίνεται

κατανάλωση του οξυγόνου και παραγωγή

Εικόνα 5. Η κυκλική ροή ηλεκτρονίων. Τα ηλεκτρόνια, αντί να μεταφερθούν στη φερρεδοξίνη για
το σχηματισμό NADPH καταλήγουν μέσω της δεξαμενής της πλαστοκινόνης και πάλι στο PSI με
αποτέλεσμα τον σχηματισμό ΑΤΡ (©Benjamin Cummings, Pearson Education).

Εικόνα 6: Η δομική συγκρότηση του μιτοχονδρίου.
Διακρίνονται οι δύο μεμβράνες, τα cristae και η
μιτοχονδριακή μήτρα.
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του ATP, το οποίο χρησιμοποιείται από τα κύτταρα για την κάλυψη ενεργειακών αναγκών. Το ATP

προκύπτει από τις αντιδράσεις του κύκλου του κιτρικού οξέος, που γίνεται στη μιτοχονδριακή

μήτρα και της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, που λαμβάνει χώρα στην εσωτερική μεμβράνη του

μιτοχονδρίου. Η οξειδωτική φωσφορυλίωση περιλαμβάνει τη μεταφορά ηλεκτρονίων από το

NADH ή το FADH2 σε ένα μόριο οξυγόνου (Ο2), μέσω μιας πρωτονιακής διαβάθμισης που

δημιουργείται κατά μήκος της εσωτερικής μεμβράνης. Στη διαδικασία αυτή εμπλέκονται τέσσερα

διαμεμβρανικά σύμπλοκα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 6. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται μεταξύ

αυτών των συμπλόκων, με αποτέλεσμα την άντληση πρωτονίων έξω από τη μήτρα του

μιτοχονδρίου, στο διαμεμβρανικό χώρο και τη δημιουργία της διαφοράς δυναμικού. Τα Η+

επιστρέφουν στο εσωτερικό του μιτοχονδρίου μέσω μιας ATP συνθάσης (F0F1-ATPase),

παράγοντας ATP.

Η μεταφορά των ηλεκτρονίων γίνεται μέσω κινονών, φλαβινών, σύμπλοκα σιδήρου-θείου,

ομάδες αίμης στο κυτόχρωμα c και ιόντα χαλκού. Τα ηλεκτρόνια μεταφέρονται από το NADH στην

προσθετική ομάδα FMN της NADH-οξειδοαναγωγάσης (Σύμπλοκο I). Τα ηλεκτρόνια από το

σύμπλοκο Ι και το σύμπλοκο της αναγωγάσης του ηλεκτρικού (Σύμπλοκο ΙΙ) μεταφέρονται και

ανάγουν την ουμπικινόνη (QH2) και από εκεί μεταφέρονται στην οξειδοαναγωγάση του

κυτοχρώματος c (Σύμπλοκο ΙΙΙ). Το τελευταίο ανάγει το κυτόχρωμα c και αυτό μεταφέρει

ηλεκτρόνια στην οξειδάση του κυτοχρώματος c (Σύμπλοκο IV). Τελικά, η οξειδάση μεταφέρει τα

ηλεκτρόνια στο O2 και σχηματίζεται H2O. Η ροή ηλεκτρονίων από τα Σύμπλοκα I, III και IV οδηγεί

στη μεταφορά πρωτονίων από τη μήτρα προς τον διαμεμβρανικό χώρο, δημιουργώντας μία

κινητήρια δύναμη πρωτονίων pmf (proton-motive force) από τη διαβάθμιση pH και ένα δυναμικό

μεμβράνης, που επάγει στην επιστροφή των πρωτονίων στη μήτρα μέσω της ATP συνθάσης,

παράγοντας ATP. Παρουσία μορίων γλυκόζης, αυτά οξειδώνονται σε CO2 και H2O,

συνεισφέροντας στη σύνθεση 30 μορίων ATP ανά μόριο γλυκόζης.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/n/stryer/A5607/def-item/A5618/
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Εικόνα 7: Τα τέσσερα σύμπλοκα μεταφοράς ηλεκτρονίων και η ATP συνθάση κατά μήκος της εσωτερικής
μεμβράνης του μιτοχονδρίου κατά τη διαδικασία της αναπνοής (Rogov et al., 2014).

Η αναπνοή προσφέρει έναν τρόπο χρήσης της οργανικής ύλης που παράχθηκε από την ενέργεια

του φωτός (φωτοσυνθετική διαδικασία) στους αυτότροφους οργανισμούς. Οι ετερότροφοι

οργανισμοί δεν μπορούν να τραφούν αυτοτελώς αλλά στηρίζονται σε φωτοσυνθετικά επαρκείς

οργανισμούς για την παραγωγή ενέργειας και ύλης. Αν οι διαδικασίες της αναπνοής και της

φωτοσύνθεσης συγκριθούν, το καθαρό προϊόν είναι η μετατροπή της ενέργειας μέσα από

κλειστούς κύκλους άνθρακα και νερού.

Φωτοσύνθεση: CO2 + H2O + ηλιακή ενέργεια ------βιολογικοί καταλύτες-------> (CH2O) + O2

Αναπνοή: (CH2O) + O2 ------βιολογικοί καταλύτες-------> CO2 + H2O + θερμική ενέργεια

Το καθαρό προιόν της αναπνοής και της φωτοσύνθεσης είναι: ηλιακή ενέργεια -> θερμική ενέργεια.

Έτσι, η φωτοσύνθεση και η αναπνοή είναι αντίθετες, σχηματίζοντας ένα κυκλικό, κλειστό σύστημα

ύλης. Η φυσική ενέργεια του φωτός μετατρέπεται σε χημική ενέργεια και τελικά σε θερμότητα.
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1.4 Φωτοσυνθετικές μηχανές διαχείρισης του CO2 και του pH του περιβάλλοντος —
Μικροφύκη και οξίνιση των υδάτων

Η συσσώρευση των αέριων του θερμοκηπίου, όπως αυτό του CO2 στην ατμόσφαιρα κυρίως λόγω

της καύσης των ορυκτών καυσίμων, έχει προκαλέσει παγκόσμια περιβαλλοντική ανησυχία. Το

πρόβλημα με την αύξηση του CO2 στην ατμόσφαιρα επεκτείνεται και στα υδάτινα οικοσυστήματα

όπου αναμένεται περαιτέρω πρόσληψη CO2 και ως εκ τούτου και μείωση στο pH (εικόνα 8). H

οξίνιση των ωκεανών περιλαμβάνει την μείωση του pH, αλλαγές στους βιοχημικούς κύκλους και

στη χημική ισορροπία πολλών χημικών ενώσεων (Raven et al. 2005, Doney et al. 2009).

Πρόσφατες μελέτες έχουν δείξει ότι η αύξηση του ατμoσφαιρικού CO2 θα μπορούσε να

προκαλέσει αύξηση την πρωτογενή παραγωγικότητα μέσω του φυτοπλακτού (Riebesell et al. 1993;

Hein and Sand-Jensen 1997). Ωστόσο η αύξηση της θερμοκρασίας που συνοδεύει την οξίνιση

των ωκεανών αυξάνει και την θερμική στρωμάτωση, μειώνοντας την ανάδευση και την

διαθεσιμότητα των θρεπτικών προκαλώντας μείωση στη φυτοπλαγκτική βιομάζα και

παραγωγικότητα. (Behrenfeld et al. 2006). Η μέχρι τώρα κατανόηση του φαινομένου της οξίνισης

έχει βασιστεί σε μικρής διάρκειας εργαστηριακά πειράματα και πειράματα μεσοκόσμων και

συνεπώς η απόκριση των πληθυσμών και των κοινωνιών σε πραγματικές αλλαγές είναι ακόμη

αρκετά άγνωστες (Boyd 2008). Η πιθανότητα των υδάτινων οργανισμών να προσαρμοστούν στο

αυξανόμενο CO2 και οι ευρύτερες εφαρμογές αυτού του φαινομένου είναι ακόμη άγνωστες. Ένα

αναδυόμενο πλήθος πληροφοριών προτείνει ότι οι επιπτώσεις του επιπλέον CO2 είναι

πολυποίκιλες και διαφορετικές με “οικολογικούς νικητές και χαμένους” (Doney et al. 2009).

Τα μικροφύκη, στα φυσικά τους ενδιαιτήματα μεγαλώνουν σε συνεχώς μεταβαλλόμενες συνθήκες.

Για παράδειγμα αλλαγή στις συνθήκες του φωτός, της διαθεσιμότητας του CO2 και των θρεπτικών

επηρεάζουν την φωτοσυνθετική δραστηριότητα και την ανάπτυξη τους (Falkowski and Raven,

2007). Ακόμη ένας σημαντικός παράγοντας που επηρεάζει την φωτοσύνθεση και την ανάπτυξη των

μικροφυκών είναι το pH (Falkowski & Raven, 2007, Azov 1982 ,Rosso et al. 1995). Ωστόσο,

αυτός ο παράγοντας έχει μελετηθεί ξεχωριστά από τον παράγοντα του CO2 ή άλλων περιοριστικών

θρεπτικών.
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Επίσης, δεν έχει γίνει πολλή έρευνα για τις επιδράσεις της οξίνισης των υδάτων του γλυκού νερού.

Στο γλυκό νερό, όπου δεν υπάρχει ισχυρό ρυθμιστικό διάλυμα, υπάρχει ευρεία διακύμανση των

επιπέδων pH και για αυτό πολλά φυτοπλαγκτικά είδη του γλυκού νερού έχουν ανοχή τόσo σε

όξινο όσο και σε βασικό pH (Goldman et al., 1982). Υπάρχει επίσης η θεωρία ότι πολλά

φυτοπλαγκτικά είδη του γλυκού νερού αναπτύχθηκαν σε όξινα περιβάλλοντα για να έχουν

λιγότερο ανταγωνισμό σε σχέση με τα κυανοβακτήρια (Brock 1973).

Περιπτώσεις οξίνισης υδάτων του γλυκού νερού έχουν μελετηθεί γύρω από τις όξινες λίμνες στην

Σκανδιναβία, Βόρεια Αμερική, Βόρεια και κεντρική Ευρώπη λόγω της όξινης βροχής. Σε

παρελθοντικές μελέτες που έχουν διεξαχθεί σε αυτά τα υδάτινα ενδιαιτήματα που έχουν πολύ

χαμηλό pH, όξινες λίμνες και εφήμερες υδατοσυλλογές, έχει δειχτεί ότι η βιοποικιλότητα και η

αφθονία φυτοπλαγκτικών οργανισμών μειώνεται με την μείωση του pH (Kwiatkowski and roff

1976, Yan & Stokes 1978, Dillon et al. 1978., Βleiwas et al. 1984,). Ωστόσο στις λιγότερο

όξινες λίμνες συναντάται μεγαλύτερη αφθονία και ποικολότητα φυτοπλαγκτού (Brezonik 1984).

Μεταγενέστερες μελέτες υποστηρίζουν ότι η μείωση του pH σίγουρα οδηγεί σε αλλαγή της

φυτοπλαγκτικής δομής της κοινωνίας, αλλά η συνολική βιομάζα παραμένει σταθερή (Hornstrom et

al. 1973, Geelen and Leuven 1986, Stokes 1986, Minns et al. 1990., Νicholls et al. 1992).

Επίσης, όξινες λίμνες έχει δειχτεί να κυριαρχούνται από χλωροφύκη (αλλά και διάτομα και

χρυσοφύκη) κατά την άνοιξη καλοκαίρι, γεγονός που δείχνει ότι το όξινο pH είναι ανεκτό ίσως και

ωφέλιμο για κάποια φυτοπλαγτικά είδη (Βlouin 1984). Η πιο προφανής τάση στην σύνθεση των

φυτοπλαγκτικών κοινωνιών στην έρευνα του Βrezonick και των συνεργατών του το 1984 για τις

όξινες λίμνες της Φλόριντα είναι η αντικατάσταση των κυανοβακτηρίων από χλωροφύκη του

γένους Scenedesmus, χαρόφυτα του γένους Staurastrum, δινοφύκη του γένους Peridinium και

μερικά είδη από μικρά κοκκοειδή χλωροφύκη. Ο Muniz το 1990 από την άλλη επισημαίνει την

ελαφριά αύξηση της βιομάζας και παραγωγικότητας στις όξινες λίμνες με την εμφάνιση και

κυριαρχία ορισμένων ειδών. Τα πιο πρόσφατα αποτελέσματα δείχνουν ότι η παραγωγικότητα και

βιομάζα του φυτοπλαγκτού ελέγχονται από την παροχή των περιοριστικών θρεπτικών (Havens &

DeCosta 1984, Beauchamp & Kerekes, 1989) και ο ρόλος του pH δεν έχει μελετηθεί επαρκώς.

Επιπλέον, έχει δειχτεί ότι η αύξηση του pH μπορεί να αποτελεί εμπόδιο στην ανάπτυξη κάποιων

μικροφυκών, γεγονός που έχει αποδοθεί στην μικρότερη διαθεσιμότητα του CO2 και την

ανικανότητα χρησιμοποίησης του bicarbonate (Moss 1973). Όταν το CO2 είναι λιγότερο από μια
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κρίσιμη συγκέντρωση, η ανάπτυξη των φυκών περιορίζεται. Αυτή η κρίσιμη συγκέντρωση

εξαρτάται από το ρυθμό παροχής του CO2 το μέγεθος των κυττάρων και τον ρυθμό ανάπτυξης

τους (Riebesell et al. 1993). Κατά τη διάρκεια της άνοιξης και του καλοκαιρού όπου το pH των

υδάτων αυξάνεται, το ελεύθερο CO2 μειώνεται στο ένα δέκατο και η φωτοσύνθεση και ανάπτυξη

συνεχίζει μόνο στα είδη εκείνα που μπορούν να χρησιμοποιήσουν και το bicarbonate ως πηγή

άνθρακα (Moss 1973).

Όταν ξεκινάει η ανάπτυξη των μικροφυκών το CO2 χρησιμοποιείται φυσικά από την φωτοσύνθεση

και το pH αυξάνεται. Κατά την διάρκεια ευτροφικών συνθηκών σε λίμνες παρατηρείται αύξηση του

pH της λίμνης όταν υπάρχει έντονη φωτοσυνθετική δραστηριότητα που αποδίδεται στην

κατανάλωση του διαλυμένου στο νερό CO2, ενώ σε προχωρημένο στάδιο ευτροφισμού όπου

έχουμε την υπερίσχυση της αναπνευστικής διαδικασίας έχουμε μείωση του pH που αποδίδεται στην

αυξημένη παραγωγή CO2 μέσω της αναπνευστικής διαδικασίας.

Το ενδιαφέρον για τα μικροφύκη αυξάνεται παγκοσμίως εξαιτίας του γρήγορου ρυθμού ανάπτυξή

τους και της υψηλής φωτοσυνθετικής απορρόφησης CO2, που μπορεί να φτάσει στα 6.24

kg/m3/μέρα (ElMekawy et al. 2014), κάτι που φανερώνει τις δυνατότητες της μετατροπής της

ηλιακής ενέργειας μέσω της φωτοσύνθεσης των μικροοργανισμών (Cheng et al. 2006). Τα

μικροφύκη μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέμενης

αξίας (Pulz & Gross 2004), για την επεξεργασία τοξικών λυμάτων (Papazi et al. 2019), για τον

περιορισμό της συγκέντρωσης του CO2 στην ατμόσφαιρα και την παραγωγή βιοενέργειας (Chisti

2010) κυρίως υπό την μορφή βιο-υδρογόνου (Papazi et al. 2012).

Εικόνα 8: Οι μετατροπές του ανόργανου άνθρακα (CO2) μετά τη διάλυσή του στο νερό.



24

1.5 Κανάλια πρωτονίων

Μια θεμελιώδης διαδικασία όλων των ευκαρυωτών είναι η ικανότητα μετατόπισης πρωτονίων στις

μεμβράνες. Αυτό είναι βιοενεργητικά κρίσιμο, για τον διαμερισμένο μεταβολισμό και για τη

ρύθμιση του ενδοκυτταρικού pH (pHi) που είναι συμβατό με τον κυτταρικό μεταβολισμό. Τα

πρωτόνια παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο σε πολλές λειτουργίες του κυττάρου όπως στην ανάπτυξη,

στην μεταβίβαση πληροφοριών και στις μεταβολικές διαδικασίες. Τα φυτά, τα ζώα και τα φύκη

χρησιμοποιούν εξειδικευμένους μηχανισμούς μεταφοράς για την ενεργοποίηση της μεμβράνης και

την ομοιοστασία του pH, που αντικατοπτρίζει τις επικρατούσες ιοντικές συνθήκες στο περιβάλλον

που εξελίχθηκαν.

Στα φυτά οι H+-ATPases είναι οι κύριες αντλίες υπεύθυνες για την ύπαρξη και διατήρηση του

κυτταρικού μεμβρανικού δυναμικού. Χρησιμοποιούν την ενέργεια από την υδρόλυση του ATP για

να διοχετεύσουν πρωτόνια από το κυτοσόλιο στον εξωκυτταρικό χώρο. Αυτή η δραστηριότητα

δημιουργεί ένα πρωτονιακό ηλεκτροχημικό δυναμικό κατά μήκος της πλασματικής μεμβράνης που

χρησιμοποιείται από τα κανάλια και τις πρωτεΐνες μεταφορείς για να διευκολύνουν την ανταλλαγή

ιόντων και μεταβολιτών κατά μήκος της μεμβράνης (Sondergaard et al., 2004, Elmore et al.,

2011). Επιπλέον η ενεργοποίηση ή η αναστολή αυτών των αντλιών μπορούν να διαμορφώσουν

το μεμβρανικό δυναμικό, επηρεάζοντας την δραστηριότητα των καναλιών ιόντων υδρογόνου και

την ελεγχομένη ροή ιόντων (Ward et al., 2009, Haruta et al., 2010).

Ο πρόσφατος χαρακτηρισμός των Η+-καναλιών σε φύκη σε θαλάσσια και γλυκά νερά έχει

οδηγήσει στην ανακάλυψη νέων λειτουργιών για αυτές τις μεταφορές πρωτονίων που αφορούν

τόσο την ομοιοστασία του κυτταρικού pH, όσο και την αίσθηση του περιβάλλοντος (Taylor et al.

2012).
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Στην παραπάνω εικόνα 9. βλέπουμε την απεικόνιση 3 διαφορετικών κύτταρων: ανώτερου φυτού

(α), ζωικού (b) και μικροφύκους (c) και τα κανάλια ανταλλαγής ιόντων και πρωτονίων. Εδώ

συμπυκνώνονται όλες οι ομάδες ενεργητικών αντλιών και μεταφορέων ιόντων υδρογόνου που

έχουν αναγνωριστεί και χαρακτηριστεί ως προς την λειτουργικότητά τους στα ανώτερα φυτά και

στα ζώα. Ο λειτουργικός χαρακτηρισμός αυτών των καναλιών στα μικροφύκη είναι περιορισμένος,

παρόλο που γονιδιακά και φυσιολογικά δεδομένα υποστηρίζουν την ύπαρξη των αρχέγονων

μεταφορέων Na+/H+ και την χρήση των H+-καναλιών που βασίζονται στη διαφορά δυναμικού για

την ρύθμιση του pH και την μετάδοση πληροφοριών. Επίσης σε μερικά είδη φυτοπλαγκτού η

ύπαρξη H+-καναλιών έχουν συνδυαστεί με την βιοφωταύγεια και την μικτοτροφία (φαγωσώματα).

Η ύπαρξη αυτών των Η+-καναλιών αφήνει ανοικτό το ερώτημα αν η αλληλεπίδραση του

μεταβολισμού των μικροφυκών (φωτοσυνθετική και αναπνευστική διαδικασία) με το pH του

περιβάλλοντος δεν γίνεται αποκλειστικά μέσω της διαφοροποίησης της συγκέντρωσης του CO2,

όπως είναι μέχρι τώρα γενικά αποδεκτό, αλλά και μέσα από την αλλαγή της συγκέντρωσης των Η+.

Έχει βρεθεί ότι εισερχόμενες ροές πρωτονίων μέσω πρωτεϊνικών καναλιών που

λειτουργούν/ενεργοποιούνται με το φως παίζουν πολύ σημαντικό ρόλο σε χλωροφύκη τύπου

Chlamydomonas ή Volvox. Με την έκθεση στο μπλε φως, οι πρωτείνες ενεργοποιούνται και

εισάγουν στο κύτταρο ιόντα υδρογόνου (εικόνα 10). Πολλά κινούμενα χλωροφύκη επιδεικνύουν

έντονες αποκρίσεις στην παρουσία φωτός με την πόλωση της πλασματικής τους μεμβράνης.

Εξειδικευμένα πρωτεϊνικά κανάλια (channelrodopsins) παρουσία ηλεκτροχημικού δυναμικού

Εικόνα 9: Τα Ιοντικά κανάλια επικοινωνίας (α) ενός ανώτερου φυτικού κυττάρου, (β) ενός ζωικού κυττάρου
και (γ) ενός θαλάσσιου φυτοπλαγκτικού μικροφύκους με το εξωτερικό περιβάλλον όσον αφορά στα ιόντα

(Taylor et. al 2012).
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μπορούν να θεωρηθούν κυρίως ως μεταφορείς πρωτονίων, καθώς έχουν περισσότερη

ευαισθησία και επιλεκτικότητα σε αυτά σε σχέση με άλλα κατιόντα. Ωστόσο δεν έχουν

αποκλειστική εξειδίκευση στα πρωτόνια, αλλά μπορούν να λειτουργήσουν και ως μεταφορείς

άλλων κατιόντων, όταν η συγκέντρωση των πρωτονίων είναι πολύ μικρότερη από αυτή άλλων

κατιόντων. Η λειτουργικότητά τους τόσο όσο μεταφορείς πρωτονίων όσο και των υπόλοιπων

κατιόντων δημιουργεί την ευελιξία αυτών των μικροφυκών να επιβιώνουν, να αναπτύσσονται και

να πραγματοποιούν τις μεταβολικές τους λειτουργίες από όξινα περιβάλλοντα με πολύ χαμηλό pH

μέχρι έντονα αλκαλικά περιβάλλοντα με ισχυρή παρουσία ιόντων νατρίου, όπως αυτά της

θάλασσας.

Είναι λοιπόν εμφανές ότι τα φωτοσυνθετικά μικροφύκη του γλυκού νερού, έχοντας την δυνατότητα

να προσαρμοστούν σε οποιαδήποτε ιοντική σύσταση του περιβάλλοντος, μπορούν να υπάρξουν

σε όξινα περιβάλλοντα, να εκμεταλλευτούν τα ιόντα υδρογόνου με την βοήθεια της ηλιακής

ενέργειας. Είναι επίσης γνωστό ότι κατά τον φωτισμό των χλωροπλαστών εκείνοι προσροφούν

πρωτόνια προς το εσωτερικό των θυλακοειδών με σκοπό τη δημιουργία πρωτονιακής

βαθμίδωσης στον μικροχώρο (pmf), που θα παράγει ATP. Έτσι , μπορούμε να υποθέσουμε ότι

κατά την έκθεση στο φως πρωτόνια περνούν μέσω των πρωτεϊνικών καναλιών της εικόνας 10 στο

κυτοσόλιο και έπειτα μπορούν να απορροφηθούν από τον χλωροπλάστη για την δημιουργία

διαμεβρανικού δυναμικού κατά τη φωτοσυνθετική διαδικασία (εικόνα 11).

Εικόνα 10: Πρωτεΐνες μεταφορείς πρωτονίων, που ενεργοποιούνται με το φως στις πλασματικές μεμβράνες
ορισμένων χλωροφυκών (Taylor et al. 2012)
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1.5. Βιοηλεκτροχημικά συστήματα (BESs)

1.6 Σκοπός

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη της αλληλεπίδρασης της φωτοσυνθετικής και

αναπνευστικής διαδικασίας του μονοκύτταρου χλωροφύκους Scenedesmus οbliquus με το

πρωτονιακό του περιβάλλον. Πιο συγκεκριμένα η παρούσα εργασία αποσκοπεί στο:

 Να γίνει καταγραφή της διαφοροποίησης της πρωτονιακής (Η+) συγκέντρωσης του

περιβάλλοντος (pH θρεπτικού) του μικροφύκους μέσω της φωτοσυνθετικής και της

αναπνευστικής του διαδικασίας.

 Να γίνει καταγραφή της επίδρασης του πρωτονιακού περιβάλλοντος στον μεταβολισμό και

στην ανάπτυξη του μικροφύκους.

 Να διαλευκανθεί αν η όποια πρωτονιακή διαφοροποίηση του υδάτινου περιβάλλοντος

(θρεπτικό) του μικροφύκους μέσω της φωτοσυνθετικής ή της αναπνευστικής διαδικασίας είναι

αποτέλεσμα της διαχείρισης του CO2 ή αποτέλεσμα μεταφοράς Η+ μεταξύ κυττάρου και

περιβάλλοντος.

Εικόνα 11: Δημιουργία βαθμίδωσης των πρωτονίων μέσα στο μικροχώρο των θυλακοειδών του χλωροπλάστη
κατά τα τη φωτοσυνθετική διαδικασία, η οποία οδηγεί στη δημιουργία διαμεμβρανικής διαφοράς δυναμικού
απαραίτητη για την σύνθεση του ATP (Tikhonov 2012).
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2. Υλικά και μέθοδοι

2.1. Οργανισμός

Στην παρούσα εργασία, χρησιμοποιήθηκε το μονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus obliquus

wild type D3 (Gafrron, 1939) (Εικόνα 5). H φυλογενετική του ταξινόμηση είναι η εξής:

Βασίλειο: Φυτά

Διαίρεση: Χλωρόφυτα

Κλάση: Χλωροφύκη

Τάξη: Chlorococcales

Γένος: Scenedesmus

Είδος: Scenedesmus οbliquus

Ο οργανισμός αυτός είναι μονοκύτταρος ευκαρυωτικός, με ελλειψοειδή κύτταρα, μήκους περίπου

5-10 μm. Ο κύκλος ζωής του διαρκεί γύρω στις 20 ώρες. Στη διάρκεια αυτή, διαιρείται μία φορά

δίνοντας 4-8 θυγατρικά κύτταρα, τα οποία μόλις σχηματιστούν πλήρως, συνήθως αποκόπτονται

μεταξύ τους (δεν σχηματίζουν κοινόβια). Εξελικτικά, βρίσκεται πολύ κοντά στα άλλα δύο, γνωστά

στο ερευνητικό πεδίο φύκη, τη Χλαμυδομονάδα (Chlamydomonas) και τη Χλωρέλλα (Chlorella).

Πρόκειται για φωτοσυνθετικό μικροοργανισμό, που παράγει οξυγόνο κατά τη φωτοσύνθεσή του.

Όσον αφορά τα χαρακτηριστικά της φωτοσυνθετικής του δραστηριότητας μοιάζει με τα

γυμνόσπερμα φυτά. Ο άγριος τύπος (wt) έχει την ικανότητα βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης και στο

σκοτάδι, όπως και στο φως. Δηλαδή, ακόμα και σε ετερότροφες συνθήκες έχει διαμορφωμένους

χλωροπλάστες και ενεργά φωτοσυστήματα Ι και ΙΙ.

Η ανάπτυξη των οργανισμών έγινε σε επιμήκεις γυάλινους σωλήνες (Ø 5cm 50 cm), με ειδικό

στόμιο στο κάτω μέρος του σωλήνα, που επιτρέπει τον αερισμό της καλλιέργειας, ενώ

τοποθετήθηκαν σε ενυδρείο σταθερής θερμοκρασίας 30°C, μπροστά από λάμπες λευκού

φωτισμού, με ρυθμιζόμενη ένταση. Η σύσταση του θρεπτικού υλικού αναγράφεται στον Πίνακα 1.

Το μικροφύκος αναπτύχθηκε σε αυτές τις συνθήκες για 2-3 ημέρες περίπου, έπειτα

χρησιμοποιήθηκε ως μητρική καλλιέργεια για τη διεξαγωγή του πειράματος.

Εικόνα 13. Το μονοκύτταρο χλωροφύκος
Scenedesmus obliquus
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Πίνακας 1. Συστατικά του μέσου καλλιέργειας του Scenedesmus obliquus (Bishop and Senger, 1971)

Συστατικά Περιεκτικότητα (σε g/L)
CaCl2 x 2H2O 1,50
KNO3 80,0
MgSO4 x7H2O 24,6
NaCl 47,0
Na2HPO4 x2H2O 17,8
NaH2PO4 x1H2O 40,5
FeSO4 x1H2O 0,06
Fe(III)citrate 0,24
H3BO3 2,86
MnCl2 x4H2O 1,81
ZnSO4 x7H2O 0,222
CuSO4 x5H2O 0,079
MoO3 (85%-99.5%) 0,0177

2.2. Συνθήκες καλλιέργειας

Οι περισσότεροι πειραματικοί χειρισμοί πραγματοποιήθηκαν

σε κλειστά συστήματα (Εικόνα 14). Πιο συγκεκριμένα σε

μπουκαλάκια με αεροστεγές κλείσιμο (septum). Η καλλιέργεια

των μικροφυκών καταλάμβανε όγκο 50ml. Η ένταση της

ακτινοβολίας για τις LL συνθήκες ήταν 100 μmol.m-2.s-1 και για

τις HL συνθήκες 500 μmol.m-2.s-1. Η θερμοκρασία ήταν

σταθερή στους 30οC. Οι καλλιέργειες που επωάστηκαν στο

σκοτάδι, τυλίχτηκαν σε αλουμινόχαρτο και σε αυτές που επωάστηκαν με γλυκόζη, η συγκέντρωση

της ήταν 5g γλυκόζης ανά λίτρο.

Χειρισμοί με «ανοικτές» καλλιέργειες πραγματοποιήθηκαν σε

«σαξόφωνα», επιμήκεις γυάλινους σωλήνες με ανοιχτό στόμιο

στην πάνω μεριά στο οποίο διοχετεύεται αέρας με την βοήθεια

μιας αντλίας μέσα από ένα σωληνάκι στο κάτω μέρος του σωλήνα

όπως αυτό που φαίνεται στην εικόνα 15. Έτσι εξασφαλίστηκε η

σταθερή ροή CO2 για τα πειράματα στα οποία θέλαμε να

αποκλείσουμε αυτόν τον παράγοντα.

Εικόνα 14: Κλειστές αεροστεγείς
καλλιέργειες μικροφύκους Sc. Obliquus
50 ml

Εικόνα 15: Ανοιχτές καλλιέργειες
μικροφύκους Sc. Obliquus 250 ml με
σταθερή ροή CO2
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Οι συνθήκες φωτισμού ήταν 100 μmol.m-2.s-1 και οι χειρισμοί στο σκοτάδι επιτεύχθηκαν με το

βάψιμο των σωλήνων με μαύρη μπογιά και το τύλιγμα με αλουμινόχαρτο. Η συγκέντρωση της

προστιθέμενης γλυκόζης στους αντίστοιχους χειρισμούς ήταν 5g γλυκόζη ανά λίτρο. Η

θερμοκρασία σταθερή στους 30οC.

2.3 Μέτρηση Κυτταρικού Όγκου

Δείγματα των 500 μL από τις καλλιέργειες του μικροφύκους

φυγοκεντρήθηκαν σε βαθμονομημένο τριχοειδή υαλοσωλήνα (Εικόνα 16)

για 5 λεπτά στα 1500 g, προκειμένου να καθιζήσουν (Logothetis et al.,

2004). Η εκτίμηση της κυτταρικής συγκέντρωσης, παρουσιάζεται ως όγκος

καθιζάμενων κυττάρων (Packed Cell Volume; PCV) ανά mL καλλιέργειας. (μl

PCV/mL καλλιέργειας).

2.4 Καταγραφή της μοριακής δομής και λειτουργίας του φωτοσυνθετικού
μηχανισμού - Μέτρηση Επαγωγικού Φθορισμού (JIP-test)

Για τη μέτρηση του επαγωγικού φθορισμού χρησιμοποιήθηκε το Handy Plant Efficiency Analyser,

(Handy PEA, Hansatech Instruments, Εικόνα 17). Η συσκευή αυτή χρησιμοποιείται για τον έλεγχο

της μοριακής δομής και λειτουργίας του

φωτοσυνθετικού μηχανισμού. Κατά τη

διάρκεια της φωτοσύνθεσης μόνο ένα

μέρος της ενέργειας που απορροφάται από

τις χρωστικές του φωτοσυνθετικού

μηχανισμού χρησιμοποιείται για τη

φωτοχημεία της, ενώ το υπόλοιπο εκπέμπεται

είτε ως θερμότητα είτε ως φθορισμός. Η

διαδικασία της μέτρησης βασίζεται στο

γεγονός ότι σε συνθήκες σκότους τα ενεργά

Εικόνα 16: Διαβαθμισμένος
σωλήνας PCV

Εικόνα 17: Η συσκευή Handy PEA για τη μέτρηση του επαγωγικού
φθορισμού σε κύτταρα υγρής καλλιέργειας
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κέντρα του φωτοσυνθετικού μηχανισμού «αδειάζουν» από ηλεκτρόνια. Συνεπώς, όταν μετά το

πέρας επαρκούς χρόνου που θα έχουν αδειάσει από ηλεκτρόνια βρεθούν σε κορεσμένο

φωτονιακό περιβάλλον, τα επίπεδα φθορισμού μεταβαίνουν από ένα αρχικό επίπεδο (Fo) σε ένα

μέγιστο επίπεδο (Fm) και έπειτα μειώνονται σταδιακά. Έτσι, μπορεί να εκτιμηθεί ο λόγος Fv/Fm,

όπου Fv=Fm-Fo, ο οποίος σχετίζεται με τη μέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση. Επιπλέον, η μέθοδος

αυτή (JIP test, Strasser and Strasser, 1995) δίνει τη δυνατότητα μέτρησης και άλλων παραμέτρων

που συνδέονται με τη δομή και λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού (Πίνακας 2). Η

μέτρηση του επαγωγικού φθορισμού πραγματοποιήθηκε αφού τα κύτταρα παρέμειναν στο σκοτάδι

για 5 λεπτά, προκειμένου να αδειάσουν τα ενεργά κέντρα αντίδρασης και στη συνέχεια να γίνει η

μέτρηση του JIP test (Strasser and Strasser, 1995). Οι μετρήσεις της ταχείας μεταβολής του

φθορισμού έγιναν με ανάλυση 10μs σε χρονικό διάστημα 1 δευτερολέπτου. Ο φθορισμός

μετρήθηκε με 12-bit ανάλυση και η διέγερση έγινε από 3 διόδους φωτισμού (LEDs) με ένταση

ακτινοβολίας 3000μΕ ερυθρού φωτός (650nm). Η επεξεργασία των δεδομένων που προέκυψαν

από τις μετρήσεις έγινε με το λογισμικό Biolyser HP 4.0, σύμφωνα με τους Strasser and Strasser

(1995).

Πίνακας 2: Παράμετροι που αφορούν τη μοριακή δομή και λειτουργία του φωτοσυνθετικού μηχανισμού και
καταγράφηκαν από το JIP-test.

Μεταβλητή OJIP καμπύλης Ορισμός

Ft Τιμή φθορισμού σε χρόνο t μετά την
ακτινοβόληση

F50μs Ένταση φθορισμού στα 50 μs

F300μs Ένταση φθορισμού στα 300 μs

FJ=F2ms Ένταση φθορισμού στο βήμα J (2 ms) της
καμπύλης OJIP

FI=F30ms Ένταση φθορισμού στο βήμα I (30 ms) της
καμπύλης OJIP

FP(=Fm) Μέγιστη ένταση φθορισμού στο P της
καμπύλης OJIP

tFm Χρόνος σε (ms) που απαιτείται για να
μεγιστοποιηθεί η ένταση του φθορισμού Fm

Area Συνολική συμπληρωματική περιοχή ανάμεσα
στην καμπύλη OJIP και την ευθεία που διέρχεται
από το F = Fm
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Παράμετροι JIP-test

Fo Ελάχιστη τιμή φθορισμού, που αντιστοιχεί σε
«ανοιχτά» κέντρα (open PSII RCs, t = 0)

Fm Μέγιστη τιμή φθορισμού, που αντιστοιχεί
στο χρόνο όπου όλα τα κέντρα είναι
«κλειστά» (closed PSII RCs, t = tFm)

Fv Μεταβλητή τιμή φθορισμού τη χρονική
στιγμή t

Fv=Fm-F0 Μέγιστη τιμή μεταβλητής τιμής φθορισμού

Vt=(Ft-F0)(Fm-F0) Σχετική μεταβολή φθορισμού τη χρονική
στιγμή t

Vj=(Fj-F0)(Fm-F0) Σχετική μεταβολή φθορισμού στο βήμα J

M0=(ΔV/Δt)0= 4(F300μ-F0)/(Fm-F0) Αρχική κλίση σε ms της καμπύλης V = f(t)

Sm=(Area)/(Fm-F0) Συμπληρωματικό εμβαδόν της καμπύλης
OJIP (Area), ομαλοποιημένο ως προς Fv
(αποτελεί μέτρο του αριθμού των
οξειδοαναγωγικών κύκλων της QA)

Ss=Vj/M0 Συμπληρωματικό εμβαδόν της καμπύλης
OJIP που αντιστοιχεί μόνο στην OJ φάση
(διάστημα όπου η QA των RC ανάγεται μία
φορά)

N=Sm/Ss=SmM0(1/Vj) Μέτρο αριθμού κύκλων αναγωγής της QA
στο διάστημα tFm

Eιδικές ροές ενέργειας (ανά κέντρο που ανάγει QA)

ABS/RC=M0(1/Vj)(1/Φp0) Μέγεθος λειτουργικής φωτοσυλλεκτικής
Κεραίας

TR0/RC=M0(1/VJ) Ενέργεια που παγιδεύεται ανά κέντρο
αντίδρασης (t = 0)

ET0/RC=M0(1/VJ)WO Ροή ηλεκτρονίων ανά κέντρο αντίδρασης
(t = 0)

DI0/RC=(ABS/RC)-(TR0/RC) Διαχεόμενη ενέργεια ανά κέντρο αντίδρασης
(t=0)

Αποδόσεις ή λόγοι επιμέρους ροών

Φp0=TR0/ABS=[1-(F0/Fm)] Μέγιστη κβαντική απόδοση της πρωτογενούς
φωτοχημείας (t = 0)

Ψ0=ET0/TR0=1-VJ Πιθανότητα να προκαλέσει μια διέγερση τη
μετακίνηση ενός ηλεκτρονίου κατά μήκος
της αλυσίδας πέρα από την QA- (t = 0)

ΦE0=ET0/ABS=[1-(F0/Fm)]Ψ0 Κβαντική απόδοση της μεταφοράς
ηλεκτρονίων (t = 0)

ΦD0=1-ΦP0=F0/Fm Κβαντική απόδοση της διάχυσης
ηλεκτρονίων (t = 0)
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2.5 Μέτρηση pΗ

Για τις μετρήσεις pH τα δείγματα συλλεγόταν από τις

κλειστές καλλιέργειες μέσω septum με αποστειρωμένη

βελόνα και από τις ανοιχτές με αποστειρωμένη πιπέτα

τύπου παστέρ κάτω από στείρες συνθήκες. Οι μετρήσεις

πραγματοποιήθηκαν με το pH-μετρο Mettler Seven

Compact S220 (Εικόνα 18), χρησιμοποιώντας το

ηλεκτρόδιο lab versatile pro της Mettler Toledo.

Εκτιμώμενες ροές ενέργειας ανά διεγερμένη περιοχή

ABS/CS0 Απορρόφηση ενέργειας ανά περιοχή
διέγερσης με βάση το Fo

ABS/CSm Απορρόφηση ενέργειας ανά περιοχή
διέγερσης με βάση το Fm

TR0/CS0=FP0(ABS/CS0) Παγιδευμένη ενέργεια ανά διεγειρόμενη
περιοχή της μεμβράνης (για t = 0)

ET0/CS0=(ABS/CS0) Ροή ηλεκτρονίων ανά περιοχή διέγερσης

DI0/CS0=(ABS/CS0)-(TR0/CS0) Διαχεόμενη ενέργεια ανά περιοχή διέγερσης

Πυκνότητα ενεργών κέντρων αντίδρασης

RC/CS0 Πυκνότητα ενεργών κέντρων αντίδρασης

Δείκτες επίδοσης

PIABS=(RC/ABS)(ΦP0/1-ΦP0)(Ψ0/1-Ψ0) Επιδόσεις ανά απορροφώμενη ενέργεια

PICS0=(RC/CS0)(ΦP0/1-ΦP0)(Ψ0/1-Ψ0) Επιδόσεις ανά περιοχή διέγερσης (t = 0)

PICSm=(RC/CSm)(ΦP0/1-ΦP0)(Ψ0/1-Ψ0) Επιδόσεις ανά περιοχή διέγερσης (t = tFm)

SFIABS=(1-ΦP0)(1-Ψ0) Δείκτης λειτουργικότητας

Εικόνα 18: PH-μετρο της Mettler
(Seven Compact S220).
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3. Αποτελέσματα

3.1 Αλληλεπίδραση της φωτοσυνθετικής διαδικασίας των μικροφυκών και της

πρωτονιακής συγκέντρωσης στο υδάτινο περιβάλλον τους

Στα πλαίσια των στόχων που θέτει η παρούσα εργασία πρέπει κατ’ αρχάς να απαντήσουμε στο

παρακάτω διπλό ερώτημα: «απαιτεί η φωτοσυνθετική διαδικασία άντληση πρωτονίων (Η+) από το

περιβάλλον διαφοροποιώντας το pH του;» και «η διαφοροποίηση του pH του περιβάλλοντος

καθορίζει την φωτοσυνθετική διαδικασία;». Για να δώσουμε σαφείς απαντήσεις

πραγματοποιήσαμε το παρακάτω πείραμα σε κλειστές καλλιέργειες των 50 ml με συγκέντρωση

κυττάρων 1.5 μL PCV ανά mL καλλιέργειας. Οι διαφορετικοί χειρισμοί αφορούσαν στο pH

εκκίνησης των καλλιεργειών: όξινο (pH 4.9), ουδέτερο (pH 6.25) και βασικό (pH 7.90). Το

πείραμα επαναλήφθηκε και σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης θρεπτικών στοιχείων με σκοπό να

μην αποτελούν τα θρεπτικά περιοριστικό παράγοντα. Όλοι οι χειρισμοί πραγματοποιήθηκαν σε

θερμοκρασία 28οC και σε συνεχή φωτονιακή ένταση 500μmol.m-2.s-1. Η ένταση φωτισμού

επιλέχθηκε από σειρά προκαταρτικών πειραμάτων ως η υψηλότερη δυνατή που επάγει τη

φωτοσυνθετική διαδικασία, χωρίς ενδείξεις φωτοαναστολής. Σε όλες τις πειραματικές διαδικασίες

παρακολουθήθηκαν μία σειρά παράμετροι στην πορεία του χρόνου. Οι βασικότερες από αυτές

είναι η βιομάζα της καλλιέργειας εκφρασμένη ως κυτταρικός όγκος (packed cell volume, PCV) ανά

ml, οι διαφοροποιήσεις του pH, η φωτοσυνθετική απόδοση εκφρασμένη ως Fv/Fm, αλλά και ο

υπολογισμός μίας παραμέτρου που ονομάσαμε BioWORKyield (PCV * Fv/Fm) η οποία θεωρούμε

ότι προσεγγίζει καλύτερα το συνολικό φωτοσυνθετικό έργο της καλλιέργειας που θα μπορούσε

να διατεθεί στην ανάπτυξή της. Τα παρακάτω διαγράμματα της Εικόνας 19 απεικονίζουν τη

συγκριτική διαφοροποίηση του κυτταρικού όγκου των καλλιεργειών με τα διαφορετικά pH

θρεπτικού κατά την εκκίνησης της επώασης.

.
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Β

Εικόνα 19 Α,Β.Γ: Κινητική διαφοροποίησης του κυτταρικού όγκου (PCV (μl/ml) στη διάρκεια της επώασης της
καλλιέργειας σε όξινο(Α), ουδέτερο (Β) και βασικό (Γ) pH θρεπτικού κατά την εκκίνηση της επώασης.

Α

Β

Γ
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Τα αποτελέσματα αυτής της πειραματικής σειράς έδειξαν ότι η καλλιέργεια με το όξινο pH

εκκίνησης παρουσιάζει πιο αυξημένη βιομάζα σε σχέση με τις αντίστοιχες που επωάστηκαν στο

ουδέτερο και στο βασικό pH εκκίνησης.

Τα αποτελέσματα αυτής της πειραματικής σειράς έδειξαν ότι η καλλιέργεια με το όξινο pH

εκκίνησης παρουσιάζει πιο αυξημένη βιομάζα σε σχέση με τις αντίστοιχες που επωάστηκαν στο

ουδέτερο και στο βασικό pH εκκίνησης. Για να είμαστε σίγουροι ότι έχουμε σαφή διαφοροποίηση

της ανάπτυξης των μικροφυκών που εξαρτάται από τη συγκέντρωση των πρωτονίων του

περιβάλλοντος, προσπαθήσαμε να εξαλείψουμε οποιονδήποτε άλλον περιοριστικό παράγοντα για

την ανάπτυξη και ως εκ τούτου επαναλάβαμε το ίδιο πείραμα σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης

ανόργανων συστατικών. Τα αποτελέσματα αυτής της πειραματικής σειράς που παρουσιάζονται στην

Εικόνα 20 Α,Β,Γ, διευρύνουν ξεκάθαρα το εύρος της διαφοροποίησης της ανάπτυξης της

καλλιέργειας σε σχέση με την συγκέντρωση των πρωτονίων στο θρεπτικό (pH θρεπτικού).

Το φαινόμενο που παρατηρήθηκε στις καλλιέργειες με το κανονικό θρεπτικό, μεγεθύνθηκε στις

καλλιέργειες με το θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης, όπου βλέπουμε την βιομάζα της καλλιέργειας

με το όξινο pH εκκίνησης να υπέρ- τριπλασιάζεται σε σχέση με την βιομάζα των καλλιεργειών με

το ουδέτερο και βασικό pH εκκίνησης, χωρίς καμία άλλη διαφοροποίηση στις συνθήκες

ανάπτυξης.

Η διαφοροποίηση του pH στην πορεία του χρόνου επώασης των καλλιεργειών σε διαφορετικά pH

εκκίνησης τόσο σε κανονικό θρεπτικό όσο και σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης παρουσιάζεται

στις εικόνες 21 και 22.
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Εικόνα 20 A,B.Γ: Κινητική της διαφοροποίησης του κυτταρικού όγκου (PCV (μl/ml) στην πορεία του χρόνου της
καλλιέργειας με όξινο(Α), ουδέτερο (Β) και βασικό (Γ) pH εκκίνησης, σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης.

Β

Α

Γ
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Εικόνα 21 Α,Β.Γ : Κινητική της διαφοροποίησης του pH στην πορεία του χρόνου επώασης της καλλιέργειας με
όξινο(Α), ουδέτερο (Β) και βασικό (Γ) pH εκκίνησης, σε θρεπτικό κανονικής συγκέντρωσης.

Α

Β

Γ
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Εικόνα 22 Α,Β.Γ : Κινητική της διαφοροποίησης pH στην πορεία του χρόνου της καλλιέργειας με όξινο(Α),
ουδέτερο (Β), βασικό (Γ) pH εκκίνησης, σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης.

Α

Β

Γ



40

Παρατηρώντας τα παραπάνω διαγράμματα, το pH φαίνεται να αυξάνεται σε όλους τους χειρισμούς

τόσο στο θρεπτικό μονής όσο και διπλής συγκέντρωσης.

Αν προσπαθήσουμε να συγκρίνουμε τη μέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση (εκφρασμένη ως Fv/Fm)

σε σχέση με την πρωτονιακή συγκέντρωση των θρεπτικών (διαβάθμιση pH), παρατηρούμε μία

σταθερότητα της φωτοσυνθετικής απόδοσης τόσο στο όξινο όσο και στο ουδέτερο θρεπτικό,

αλλά μία κάμψη της φωτοσυνθετικής απόδοσης στο βασικό pH (Εικόνα 23). Αυτή η κάμψη

εμφανίζεται κυρίως μετά από την δεύτερη ημέρα επώασης, όπου έχουμε παρατηρήσει ότι το pH

του θρεπτικού, λόγω της άντλησης πρωτονίων που απαιτούνται για την φωτοσυνθετική διαδικασία,

ξεπερνά τις τιμές του pH 10 που αποτελεί έναν περιοριστικό παράγοντα για την φωτοσυνθετική

διαδικασία. Παρόλα ταύτα φαίνεται ακόμη και σε αυτή την περίπτωση μετά από επώαση 150 ωρών

να προσαρμόζεται η καλλιέργεια στις εν λόγω συνθήκες και να διατηρεί σταθερά την μέγιστη

φωτοσυνθετική δραστηριότητα σε τιμές Fv/Fm: 0.6.
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Εικόνα 23 Α,Β,Γ : Κινητική της διαφοροποίησης φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm) στην πορεία του χρόνου της
καλλιέργειας με όξινο(Α), ουδέτερο (Β), βασικό (Γ) pH εκκίνησης, σε θρεπτικό κανονικής συγκέντρωσης.

Β

Γ

Α
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Όταν επαναλάβαμε τις μετρήσεις σε αντίστοιχους χειρισμούς με διπλό ανόργανο θρεπτικό η
φωτοσυνθετική απόδοση έμεινε σταθερά υψηλή (Fv/Fm: 0.7) ακόμη και σε συνθήκες υψηλού pH
(Εικόνες 24).

.

Eικόνα 24 Α,Β,Γ :Κινητική της διαφοροποίησης της φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm) στην πορεία του χρόνου
της καλλιέργειας με όξινο(Α), ουδέτερο (Β), βασικό (Γ) pH εκκίνησης, σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης.

Β

Γ

Α
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Για να μπορέσουμε να παρουσιάσουμε πιο παραστατικά το σύνολο του παραγόμενου

φωτοσυνθετικού έργου του συνόλου της καλλιέργειας σε σχέση με το πρωτονιακό της περιβάλλον,

επινοήσαμε την παράμετρο BioWORKyield, η οποία προκύπτει εάν πολλαπλασιάσουμε τις τιμές της

φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm) με τον συνολικό όγκο των κυττάρων της καλλιέργειας (PCV)

στη πορεία του χρόνου (Εικόνες 25,26).

Εικόνα 25 Α,Β,Γ : Κινητική της διαφοροποίησης του BioWORKyield στην πορεία του χρόνου της καλλιέργειας με
όξινο (Α), ουδέτερο (Β) και βασικό (Γ) pH εκκίνησης, σε θρεπτικό κανονικής συγκέντρωσης.

Γ

Α
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Τα αποτελέσματα είναι σαφή, ο παράγοντας «BioWORKyield» παρουσιάζει μία σαφή κλιμάκωση,

όσο μειώνεται το pH του θρεπτικού (δηλαδή όσο αυξάνεται η συγκέντρωση πρωτονίων) τόσο

αυξάνεται το φωτοσυνθετικό έργο της καλλιέργειας. Η βαθμίδωση αυτή γίνεται πολύ πιο έντονη

όταν διπλασιαστεί η συγκέντρωση του θρεπτικού (Εικόνες 26 Α,Β.Γ) .

Εικόνα 26 Α,Β,Γ : Κινητική της διαφοροποίησης του BioWORKyield στην πορεία του χρόνου της καλλιέργειας με
όξινο(Α), ουδέτερο (Β), βασικό (Γ) pH εκκίνησης σε θρεπτικό διπλής συγκέντρωσης.

Γ

Β

Α
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Τα συμπεράσματα που προκύπτουν από όλες αυτές τις πειραματικές προσεγγίσεις θα μπορούσαν να
συνοψιστούν στα εξής:

ₒ Η φωτοσυνθετική δραστηριότητα των μικροφυκών χρειάζεται πρωτόνια που αντλεί από το
περιβάλλον του με αποτέλεσμα την γρήγορη αύξηση του pH (λόγω άντλησης Η+) στο υδάτινο
περιβάλλον.

ₒ Το αρχικά όξινο περιβάλλον παρουσιάζει την μεγαλύτερη αύξηση βιομάζας της καλλιέργειας,
όταν το φως δεν είναι περιοριστικός παράγοντας.

ₒ Η διπλή συγκέντρωση θρεπτικού μεγεθύνει την κλιμάκωση του φαινομένου με αποτέλεσμα
ο χειρισμός σε (αρχικά) όξινο περιβάλλον να υπερτριπλασιάζει την βιομάζα του χωρίς να
αλλάξουν οι υπόλοιπες αυτότροφες συνθήκες.

ₒ Ο κύριος περιοριστικός παράγοντας σε ένα κορεσμένο με ανόργανα θρεπτικά και φωτόνια
περιβάλλον φαίνεται να είναι η δυνατότητα άντλησης πρωτονίων από το περιβάλλον.
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3.2. Διαφοροποίηση της έντασης φωτισμού και της φωτοσυνθετικής βιομάζας,

διαφοροποιεί και το pH του περιβάλλοντος

Με δεδομένα τα αποτελέσματα της παραπάνω πειραματικής σειράς, θελήσαμε να εξετάσουμε αν η

διαφοροποίηση της φωτεινής ακτινοβολίας ή/και της φωτοσυνθετικής βιομάζας διαφοροποιούν

το pH του περιβάλλοντος. Για να απαντήσουμε στο εν λόγω ερώτημα, πραγματοποιήσαμε το

παρακάτω πείραμα σε κλειστές καλλιέργειες των 50 ml με διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις

κυττάρων από 0.5 - 8 μL PCV ανά mL καλλιέργειας.Το πείραμα πραγματοποιήθηκε σε 2

διαφορετικές εντάσεις φωτισμού LL και HL συνθήκες (100 και 500 μmol.m-2.s-1 αντίστοιχα). Σε

όλους τους χειρισμούς το θρεπτικό που χρησιμοποιήθηκε ήταν κανονικής (μονής) συγκέντρωσης

και η θερμοκρασία ήταν 28ο C. Οι παράμετροι που παρακολουθήθηκαν στην πορεία του χρόνου

είναι το pH, η φωτοσυνθετική απόδοση Fv/Fm, η βιομάζα της καλλιέργειας (PCV). Το παρακάτω

διάγραμμα (εικόνα 27 ) αφορά στην διαφοροποίηση του pH των καλλιεργειών με τη διαφορετική

συγκέντρωση κυττάρων σε HL συνθήκες (500μΕ) στη πορεία του χρόνου:

Εικόνα 27 : Κινητική της διαφοροποίησης του pH των καλλιεργειών με τη διαφορετική συγκέντρωση κυττάρων
(0.5 - 8 PCV μl/ml) σε HL συνθήκες (~500μΕ).
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Σύμφωνα με το παραπάνω διάγραμμα όσο μεγαλύτερη είναι η συγκέντρωση κυττάρων τόσο

περισσότερο αυξάνει το pH του θρεπτικού μέσου. Αυτό είναι αναμενόμενο καθώς όσο

περισσότερα κύτταρα υπάρχουν, τόσo και μεγαλύτερες είναι οι απαιτήσεις σε H+ άρα τόσο

μεγαλύτερή αύξηση του pH περιμένουμε. Σε αντίστοιχο πείραμα του Krammer (2004) σε διάλυμα

που περιέχει μόνο χλωροπλάστες σε 0.01 M NaCl προσαρμοσμένο σε pH εκκίνησης 6.2 έδειξε ότι

η μετακίνηση των πρωτονίων ή των ιόντων υδροξυλίου που κινούνται μέσα ή έξω από τους

χλωροπλάστες έδειξε είναι αναλογική με την συγκέντρωση χλωροπλαστών.

Στο παρακάτω διάγραμμα (Εικόνα 28 ) παρατηρoύμε τη διαφοροποίηση του pH στην πορεία του

χρόνου για τις ίδιες συγκεντρώσεις κυττάρων σε LL συνθήκες. Σε χαμηλότερη συνεπώς φωτονιακή

ένταση η φωτοσυνθετική δραστηριότητα μειώνεται, άρα και το pH αυξάνεται σε μικρότερο βαθμό

σε σχέση με τις HL συνθήκες (Εικόνα 27). Αυτό σημαίνει ότι σε αυτές τις συνθήκες φωτισμού (LL:

100 μmol.m-2.s-1) το φως είναι περιοριστικός παράγοντας. Έχει παρατηρηθεί ότι κατά τη διάρκεια

της ημέρας το pH ενδιαιτημάτων γλυκού νερού με ισχυρή παρουσία φωτοσυνθετικών μικροφυκών

αυξάνεται ενώ στο σκοτάδι μειώνεται και αντίστοιχα την άνοιξη και το καλοκαίρι το pΗ αυξάνεται

λόγω αυξημένης ηλιοφάνειας (Moss 1973). Αυτή η αύξηση του pH αποδίδεται στην κατανάλωση

του CO2, αλλά δεν υπάρχει καμία αναφορά για την άμεση συσχέτιση του με τη μεταφορά Η+ λόγω

της φωτοσυνθετικής δραστηριότητας.

Εικόνα 28: Κινητική της διαφοροποίησης του pH των καλλιεργειών με τη διαφορετική συγκέντρωση
κυττάρων (0.5 - 8 PCV μl/ml) σε LL συνθήκες (100μΕ).
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Εικόνα 29 :Κινητική της διαφοροποίησης του Fv/Fm των καλλιεργειών με τη διαφορετική συγκέντρωση
κυττάρων (0.5 - 8 PCV μl/ml) σε HL συνθήκες (500μΕ).

Παρόλα αυτά είναι ευδιάκριτο ότι, όπως και στις HL συνθήκες, το pH αυξάνεται αναλογικά με την

αύξηση της συγκέντρωσης των κυττάρων της καλλιέργειας που φαίνεται να είναι καθοριστικής

σημασίας. Η πορεία της μέγιστης φωτοσυνθετικής απόδοσης και στους δύο πειραματικούς

χειρισμούς με τις διαφορετικές συγκεντρώσεις κυττάρων σε υψηλή και χαμηλή φωτονειακή ένταση

παραμένει υψηλά σταθερός με τιμές Fv/Fm περί το 0.7 (Εικόνες 29,30)

Εικόνα 30 : Κινητική της διαφοροποίησης του Fv/Fm των καλλιεργειών με τη διαφορετική συγκέντρωση
κυττάρων (0.5 - 8 PCV μl/ml) σε LL συνθήκες (100μΕ).
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Όσον αφορά την πορεία του κυτταρικού όγκου, πολύ μεγαλύτερη αύξηση παρατηρείται εκεί που η

φωτονεική ένταση είναι αυξημένη (εικόνες 31,32 ).

Εικόνα 31 : Κινητική της διαφοροποίησης της συγκέντρωσης των κυττάρων μl PCV ανά ml των καλλιεργειών με
τη διαφορετική συγκέντρωση κυττάρων (0.5 - 8 PCV μl/ml) σε HL συνθήκες (500μΕ).

Εικόνα 32 : Κινητική της διαφοροποίησης της συγκέντρωσης των κυττάρων μl PCV ανά ml των καλλιεργειών
με τη διαφορετική συγκέντρωση κυττάρων (0.5 - 8 PCV μl/ml) σε LL συνθήκες (500μΕ).
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Τόσο στις καλλιέργειες HL όσο και LL η αύξηση της βιομάζας της καλλιέργειας έχει ως έμμεσο

αποτέλεσμα την αύξηση του αυτοσκιασμού με αποτέλεσμα η βαθμίδωση της ρύθμισης του pH να

μην είναι γραμμική σε σχέση με την αρχική πυκνότητα κυττάρων. Αυτό μπορεί να δειχτεί

παρατηρώντας την διαφοροποίηση της πυκνότητας των ενεργών κέντρων (RC/CS) στις 60 ώρες

φωτισμού στις διάφορες συγκεντρώσεις κυττάρων. Όταν η πυκνότητα των κυττάρων διπλασιάζεται,

αναμένουμε, σε γενικές γραμμέςκαι η πυκνότητα των ενεργών κέντρων να είναι και αυτή διπλάσια,

γεγονός που δε συμβαίνει λόγω αυτοσκιασμού. Η εικόνα 33 δείχνει την σχέση της πυκνότητας των

ενεργών κέντρων με την πυκνότητα των κυττάρων στις δύο διαφορετικές συνθήκες φωτισμού.

Παρατηρούμε ότι όσο υψηλότερη είναι η ένταση φωτισμού τόσο πιο έντονος είναι και ο

αυτοσκιασμός σε σχέση με την καλλιέργεια της μικρότερης κυτταρικής συγκέντρωσης (0,5 μl

PCV/ml). Η διακεκομμένη γραμμή στην Εικόνα 33 αναπαριστά την θεωρητική διαφοροποίηση που

θα είχαν οι τιμές των ενεργών κέντρων αντίδρασης σε περίπτωση που δεν θα υπήρχε

αυτοσκιασμός. Τα αποτελέσματα της Εικόνας 33 δείχνουν ξεκάθαρα ότι ο αυτοσκιασμός,

ακυρώνει ένα μεγάλο μέρος της έντασης του φωτισμού και είναι μεγαλύτερος στις HL συνθήκες

από ότι στις LL. Αυτά τα δεδομένα δικαιολογούν τη γραμμική διαφοροποίηση του pH του

περιβάλλοντος στις δύο συνθήκες φωτισμού (Εικόνες 27, 28).

Εικόνα 33: Πυκνότητα των ενεργών φωτοσυνθετικών κέντρων (RC/CS) από τις μετρήσεις επαγωγικού

φθορισμού μετά από 60 ώρες επώασης των καλλιεργειών διαφορετικών συγκεντρώσεων κυττάρων σε LL και

ΗL συνθήκες φωτισμού. Οι τιμές των RC/CS είναι σχετικές με τις αντίστοιχες της μικρότερης κυτταρικής

συγκέντρωσης (0,5 μl PCV/ml). Η διακεκομμένη γραμμή αναπαριστά την θεωρητική διαφοροποίηση που θα

είχαν οι τιμές των ενεργών κέντρων αντίδρασης σε περίπτωση που δεν θα υπήρχε αυτοσκιασμός.
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Σε συνέχεια των παραπάνω για να κατανοήσουμε την φωτοπροσαρμογή του φωτοσυνθετικού

μηχανισμού στις δύο διαφορετικές εντάσεις φωτισμού ετοιμάσαμε OJIP-test συγκριτικά μεταξύ

των καλλιεργειών που επωάστηκαν για 90 ώρες σε HL και σε LL συνθήκες φωτισμού με

συγκεκριμένο αρχικό κυτταρικό όγκο (0,5, 1, 2, 4, 8 μL PCV/mL). Τα αποτελέσματα των Εικόνων

34 και 35, δείχνουν ότι σε όλα τα ζεύγη ο χειρισμός με HL παρουσιάζει υψηλότερη

συγκέντρωση ενεργών κέντρων (RC/CS) και μικρότερη λειτουργική φωτοσυλλεκτική κεραία ανά

ενεργό κέντρο (ABS/RC), αυτό έχει ως αποτέλεσμα την αύξηση της φωτοχημικής απόσβεσης της

απορριφθείσας ενέργειας (PSIo) και την μείωση της μη φωτοχημικής απόσβεσης (DIo/RC), που

οδηγούν σε συγκριτική αύξηση της φωτοσυνθετικής απόδοσης (PIABS). Αυτά τα δεδομένα

δικαιολογούν το γεγονός που σε όλα τα ζεύγη χειρισμών ο HL χειρισμός παρουσιάζει

μεγαλύτερες τιμές pH στο θρεπτικό του (μεγαλύτερη απορρόφηση Η+) σε σχέση με τις αντίστοιχες

τιμές pH σε LL-συνθήκες.

Α

Β



52

Εικόνα 34 Παράμετροι του ΟJIP-Test, όπως προκύπτουν από τις μετρήσεις επαγωγικού φθορισμού μετά από 90
ώρες έκθεσής σε LL και ΗL συνθήκες φωτισμού των καλλιεργειών διαφορετικών συγκεντρώσεων κυττάρων
(PCV: 0.5 μl/ml (Α), 1 μl/ml (Β), 2 μl/ml (Γ), 4 μl/ml (Δ), 8 μl/ml (Ε). Για την επεξήγηση των επιμέρους
παραμέτρων βλ. Υλικά και Μέθοδοι.

Γ

Δ

Ε
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).

Εικόνα 35: Επιλεγμένοι παράμετροι του JIP-Test, όπως προκύπτουν από τις μετρήσεις επαγωγικού φθορισμού
μετά από 90 ώρες έκθεσής σε LL και ΗL συνθήκες φωτισμού των καλλιεργειών διαφορετικών συγκεντρώσεων
κυττάρων (PCV: 0.5 μl/ml (Α), 1 μl/ml (Β), 2 μl/ml (Γ), 4 μl/ml (Δ), 8 μl/ml (Ε). RC/CS: συγκέντρωση ενεργών
κέντρων (RC/CS), ABS/RC: μέγεθος λειτουργικής φωτοσυλλεκτικής κεραίας ανά ενεργό κέντρο, PSIo:
Πρωτογενής φωτοχημεία, DIo/RC: μη φωτοχημική απόσβεση της απορροφηθείσας ενέργειας, PIABS:
φωτοσυνθετική απόδοση.

Α

Γ

Ε

Β

Δ
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Τα συμπεράσματα που προκύπτουν από τις παραπάνω πειραματικές προσεγγίσεις θα μπορούσαν να

συνοψιστούν στα εξής:

ₒ Η αύξηση της αρχικής βιομάζας των μικροφυκών σε ένα σταθερό φωτονειακό περιβάλλον

(HL ή LL) αυξάνει το φωτοσυνθετικό προϊόν της καλλιέργειας και ως εκ τούτου και τις

απαιτήσεις άντλησης πρωτονίων (Η+) και κατά επέκταση αύξηση του pH του θρεπτικού.

ₒ Η αύξηση της έντασης φωτισμού προκαλεί πιο έντονη φωτοσυνθετική δραστηριότητα,

μεγαλύτερη άντληση πρωτονίων άρα και εντονότερη αύξηση του pH του θρεπτικού.

ₒ Η αύξηση της βιομάζας της καλλιέργειας έχει ως έμμεσο αποτέλεσμα την αύξηση του

αυτοσκιασμού με αποτέλεσμα η βαθμίδωση της ρύθμισης του pH να μην είναι γραμμική σε

σχέση με την αρχική πυκνότητα κυττάρων.
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3.3 Η αναπνευστική διαδικασία στα μιτοχόνδρια, απουσία φωτοσυνθετικής

δραστηριότητας (απόλυτο σκότος) διαφοροποιεί το pH του περιβάλλοντος

Έχοντας μελετήσει το πως η επιδρά η φωτοσύνθεση (αναγωγική διαδικασία), κάτω από

διαφορετικές συνθήκες στην διαφοροποίηση του pH των καλλιεργειών του μικροφύκους

Scenedesmus obliquus δημιουργήθηκε η ανάγκη να μελετήσουμε και τις επιδράσεις της αναπνοής

στο pH των καλλιεργειών. Πρόκειται για μια διαδικασία, που βασίζεται στη ροή ηλεκτρονίων

όπως και η φωτοσύνθεση, αλλά αντίθετα με την τελευταία είναι οξειδωτική. Για να απαντήσουμε

στο παραπάνω ερώτημα δημιουργήσαμε κλειστές καλλιέργειες των 50 ml που διατηρήθηκαν σε

απόλυτο σκότος (απουσία φωτοσύνθεσης). Στις μισές από αυτές έγινε προσθήκη γλυκόζης για την

ενίσχυση της αναπνευστικής διαδικασίας. Το πείραμα πραγματοποιήθηκε με 2 διαφορετικές

αρχικές συγκεντρώσεις κυττάρων 1.5 και 3 μl PCV ανά ml καλλιέργειας. Σε όλους τους χειρισμούς

το θρεπτικό που χρησιμοποιήθηκε ήταν κανονικής συγκέντρωσης και η θερμοκρασία ήταν 28ο C.

Οι παράμετροι που παρακολουθήθηκαν στην πορεία του χρόνου είναι το pH, η φωτοσυνθετική

απόδοση Fv/Fm, η βιομάζα της καλλιέργειας (PCV). Οι Εικόνες 36, 37 παρουσιάζουν τη

διαφοροποίηση του pH των καλλιεργειών (με συγκέντρωση κυττάρων 1.5 μl PCV/ml και έπειτα 3

μl PCV/ml) στο σκοτάδι με και χωρίς γλυκόζη στη πορεία του χρόνου:

Εικόνα 36 : Κινητική της διαφοροποίησης του pH των καλλιεργειών στο σκοτάδι χωρίς και με την προσθήκη
γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση κυττάρων το 1.5 μl PCV/ml.
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Εικόνα 37 : Κινητική της διαφοροποίησης του pH των καλλιεργειών στο σκοτάδι χωρίς και με την προσθήκη
γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση κυττάρων τα 3 μl PCV/ml.

Τα αποτελέσματα των παραπάνω χειρισμών έδειξαν ξεκάθαρα ότι το pH στις καλλιέργειες που

ήταν στο σκοτάδι, χωρίς την προσθήκη γλυκόζης, έμεινε σχετικά σταθερό (Εικόνα 35,36). Στις

καλλιέργειες όμως εκείνες που υπήρχε και προσθήκη γλυκόζης, το pH φαίνεται να έχει ξεκάθαρα

πτωτική τάση και καταλήγει σε μία σχετικά σταθερή τιμή κοντά στο pH 4.5, και στις 2 διαφορετικές

συγκεντρώσεις κυττάρων (Εικόνες 35,36). Όσον αφορά την πορεία της κυτταρικής βιομάζας στο

χρόνο, στο πρώτο διάγραμμα με αρχική συγκέντρωση κυττάρων τα 1.5 μl PCV/ml, στις

καλλιέργειες με γλυκόζη υπάρχει διπλασιασμός της κυτταρικής συγκέντρωσης, ενώ οι καλλιέργειες

χωρίς γλυκόζη διατηρούν σχετικά σταθερή βιομάζα. Αντίθετα, στο δεύτερο διάγραμμα με αρχική

συγκέντρωση κυττάρων τα 3 μl PCV/ml η βιομάζα φαίνεται να παραμένει σχετικά σταθερή τόσο

στις καλλιέργειες χωρίς όσο και σε αυτές με προσθήκη γλυκόζης. Αυτό πιθανόν να συμβαίνει γιατί

υπάρχει ο περιοριστικός παράγοντας της συγκέντρωσης των ανόργανων θρεπτικών.
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Εικόνα 38 : Κινητική της διαφοροποίησης του PCV των καλλιεργειών στο σκοτάδι χωρίς και με την προσθήκη
γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση κυττάρων το 1.5 μl PCV/ml.

Εικόνα 39 : ινητική της διαφοροποίησης του PCV των καλλιεργειών στο σκοτάδι χωρίς και με την προσθήκη
γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση κυττάρων το 3 μl PCV/ml.
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Ο έλεγχος της μέγιστης φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm), που εκφράζει και το βαθμό

καταπόνησης της καλλιέργειας, έδειξε ότι η μεγάλη μείωση του pH (σε καλλιέργειες με εξωγενή

προσθήκη γλυκόζης) περιορίζει τη μέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση και παραπέμπει σε αυξημένη

καταπόνηση του μικροφύκους (Εικόνα 39,40). Οι καλλιέργειες με γλυκόζη, και με αρχική

συγκέντρωση 1.5 μl PCV/ml έχουν έντονη πτώση στη μέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση, ενώ

εκείνες με αρχική συγκέντρωση 3 μl PCV/ml παρουσιάζουν σημαντικά λιγότερη πτώση στη

φωτοσυνθετική απόδοση (Εικόνες 39,40). Αυτό ενδεχομένως να έχει σχέση και με την μικρή, αλλά

σημαντική διαφοροποίηση του pH μεταξύ των δύο χειρισμών. Στον χειρισμό με αρχική

συγκέντρωση κυττάρων 3 μl PCV/ml έχουμε τιμές pH υψηλότερες του 4,5, ενώ στις αντίστοιχες με

αρχική συγκέντρωση κυττάρων 1,5 μl PCV/ml έχουμε τιμές pH χαμηλότερες του 4,5.

Εικόνα 40 : Κινητική της διαφοροποίησης του Fv/Fm (μέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση) των καλλιεργειών στο
σκοτάδι χωρίς και με την προσθήκη γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση κυττάρων το 1.5 μl PCV/ml.
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Εικόνα 41: Κινητική της διαφοροποίησης του Fv/Fm των καλλιεργειών στο σκοτάδι χωρίς και με την προσθήκη
γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση κυττάρων το 3 μl PCV/ml.

Τα συμπεράσματα από τα αποτελέσματα αυτής της πειραματικής προσέγγισης συνοψίζονται στα

εξής:

ₒ Η αναπνευστική διαδικασία στα μιτοχόνδρια, απουσία φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, δεν

διαφοροποιεί ουσιαστικά το pH της καλλιέργειας.

ₒ Η εντατικοποίηση της αναπνευστικής διαδικασίας με την εξωγενή προσθήκη γλυκόζης μειώνει

σημαντικά το pH της καλλιέργειας.

Μία πιθανή εξήγηση για την μείωση του pH στις καλλιέργειες με γλυκόζη, όταν δηλαδή η

αναπνευστική διαδικασία είχε ενταθεί, είναι οι παραγωγή του CO2 και η μετέπειτά διάλυση του στο

θρεπτικό μέσο της καλλιέργειας με συνέπεια την απελευθέρωση πρωτονίων. Το γεγονός αυτό μας

παρακίνησε να ελέγξουμε εάν η άνοδος του pH που παρατηρήθηκε κατά την φωτοσύνθεση στις

προαναφερθείσες πειραματικές διαδικασίες ήταν αποτέλεσμα της απορρόφησης του CO2 και όχι της

άντλησης πρωτονίων από το περιβάλλον. Αντίστοιχα θέλουμε να ελέγξουμε αν η μείωση του pH

που παρατηρήθηκε κατά την αναπνευστική διαδικασία (παρουσία γλυκόζης) ήταν αποτέλεσμα της

διάχυσης του CO2 και όχι των πρωτονίων στο περιβάλλον. Αυτά ήταν και τα ερωτήματα της

επόμενης πειραματικής προσέγγισης.
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3.4. Η αύξηση του pH του περιβάλλοντος κατά τη φωτοσύνθεση και της μείωσης του

pH κατά την αναπνοή είναι αποτέλεσμα της διαφοροποίησης της συγκέντρωσης Η+ ή

του CO2;

Για να απαντήσουμε με σαφήνεια στο παραπάνω ερώτημα δημιουργήσαμε ανοιχτές καλλιέργειες

των 250 ml και αρχική συγκέντρωση κυττάρων 1.5 μl PCV/ml με σταθερή ροή αέρα (άρα και

σταθερή συγκέντρωση CO2 στην καλλιέργεια) σε HL συνθήκες και σε απόλυτο σκότος. Το θρεπτικό

που χρησιμοποιήθηκε ήταν κανονικής συγκέντρωσης και η θερμοκρασία ήταν 30ο C. Οι

παράμετροι που παρακολουθήθηκαν στην πορεία του χρόνου είναι το pH, η φωτοσυνθετική

απόδοση Fv/Fm, η βιομάζα της καλλιέργειας (PCV). Τα παρακάτω διαγράμματα (Εικόνες 42,43)

αφορούν στην διαφοροποίηση του pH και της βιομάζας των καλλιεργειών στο φως και στο

σκοτάδι στη πορεία του χρόνου σε ένα περιβάλλον όπου η συγκέντρωση του CO2 στην

καλλιέργεια, λόγω της συνεχούς ροής αερίων παραμένει σταθερή (βλ. Υλικά & Μέθοδοι).

Εικόνα 42 : Κινητική της διαφοροποίησης του pH ανοιχτών καλλιεργειών με σταθερή ροή αέρα (και CO2) στο
φως και στο σκοτάδι.
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Εικόνα 43 : Κινητική της διαφοροποίησης της συγκέντρωσης των κυτταρων (μlPCV/ml) ανοιχτών καλλιεργειών
με σταθερή ροή αέρα (και CO2) στο φως και στο σκοτάδι.

Παρατηρούμε ότι τόσο το pH όσο και η βιομάζα της ανοικτής καλλιέργειας που είναι σε έντονο

φωτισμό αυξάνεται σημαντικά (όπως και στα κλειστά συστήματα που παρατηρήσαμε παραπάνω).

Αντίθετα στο σκοτάδι, το pH και η βιομάζα παραμένουν σταθερά (Εικόνες 41,42). Αντίστοιχα όταν

υπάρχει σταθερή ροή αερίων κατά την αναπνοή σε απόλυτο σκοτάδι με γλυκόζη, παρατηρούμε ότι

το pH όχι μόνο δεν πέφτει, αλλά αυξάνεται με παράλληλα (ετερότροφη) αύξηση της βιομάζας

(Εικόνα 41). Αυτά τα αποτελέσματα, σε σύγκριση με τα αποτελέσματα της προηγούμενης ενότητας

που αφορούσε την πτώση του pH σε κλειστά συστήματα παρουσία γλυκόζης, δείχνουν ξεκάθαρα

ότι η πτώση αυτή του pH οφείλεται αποκλειστικά στην αναπνευστική παραγωγή CO2 και όχι στην

αύξηση της συγκέντρωσης πρωτονίων. Αντίθετα η αύξηση του pH από τη φωτοσυνθετική

διαδικασία οφείλεται αποκλειστικά από την απορρόφηση πρωτονίων.
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Εικόνα 44 : Κινητική της διαφοροποίησης του pH των ανοιχτών καλλιεργειών με σταθερή ροή αέρα (και CO2)
στο σκοτάδι με και χωρίς γλυκόζη.

Εικόνα 45 : Κινητική της διαφοροποίησης του PCV ανοιχτών καλλιεργειών με σταθερή ροή αέρα (και CO2) στο
σκοτάδι με και χωρίς γλυκόζη.
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Τα συμπεράσματα που προκύπτουν από αυτή την πειραματική προσέγγιση συνοψίζονται στα εξής:

ₒ Η φωτοσυνθετικά ελεγχόμενη αύξηση του pH του θρεπτικού σε καλλιέργειες μικροφυκών

είναι αποτέλεσμα κυτταρικής άντλησης πρωτονίων (Η+) και όχι αποτέλεσμα της μείωσης της

συγκέντρωσης του CO2 στο θρεπτικό.

ₒ Η αναπνοή δε διαφοροποιεί το pH της καλλιέργειας σε ανοιχτές καλλιέργειες συνεχούς ροής

CO2. Η πτώση του pH που παρατηρήθηκε στις κλειστές καλλιέργειες με γλυκόζη, είναι

αποτέλεσμα της συσσώρευσης CO2 και όχι της απελευθέρωσης πρωτονίων, καθώς όταν

υπάρχει σταθερή ροή CO2 αυτή δεν υφίσταται.

ₒ Η αυξηση της βιομάζας δεν προυποθέτει/ συνεπάγεται την άντληση πρωτονίων αφού κατά την

εντατικοποιημένη αναπνοή με την προσθήκη γλυκόζης δεν παρατηρήθηκε αύξηση στο pH. Η

αύξηση του pH είναι φωτοσυνθετικά ελεγχόμενη.
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4. Συζήτηση -Συμπεράσματα

Είναι γενικά αναμενόμενο ότι η συγκέντρωση του CO2 στην ατμόσφαιρα πιθανόν να διπλασιαστεί

έως το τέλος αυτού του αιώνα λόγω της αυξανόμενης βιομηχανικής καύσης των ορυκτών

καυσίμων (King et al. 1992). Αυτή η αύξηση, έχει υπολογιστεί ότι θα επιφέρει διπλασιασμό στη

συγκέντρωση του CO2 στην επιφάνεια του νερού, η συγκέντρωση του HCO3 θα αυξηθεί κατά 6%

και το pH θα μειωθεί κατά 0.5 μέσα στον 21ο αιώνα (Stumm & Morgan 1996), κάτι που

ισοδυναμεί με 150% αύξηση της πρωτονιακής συγκέντρωσης (Orr et al. 2005, Doney et. al 2009).

Στα θαλάσσια είδη, όπoυ υπάρχει ισχυρό ρυθμιστικό διάλυμα λόγω του NaCl και τα είδη έχουν

αναπτυχθεί σε σχετικά σταθερές ελαφρά αλκαλικές συνθήκες (pH ~8.2), μια μείωση της τάξης της

μισή μονάδας pH μπορεί να επιφέρει μεγάλες αλλαγές στα υπερευαίσθητα κανάλια μεταφοράς

ιόντων και πρωτονίων (Taylor et al. 2012).

Πολλά πειράματα με μικροφύκη σε εργαστηριακές συνθήκες έχουν δείξει αυξημένη ανάπτυξη και

φωτοσυνθετική δραστηριότητα όσο αυξάνεται το CO2 (Yang & Gao 2003). Αυτό έχει αποδοθεί

στην αυξημένη πρόσληψη CO2 από το περιβάλλον, που ως περιοριστικός παράγοντας είναι ευνοϊκό

να βρίσκεται σε περίσσεια. Τα υψηλά επίπεδα της συγκέντρωσης CO2 μπορούν να ενισχύσουν την

καρβοξυλητική και να περιορίσουν την οξυγενική δραστηριότητα της Rubisco (μείωση της

φωτοαναπνοής) με αποτέλεσμα την αύξηση της φωτοσύνθεσης. Επιπλέον ο εμπλουτισμός με CO2

μπορεί να ενισχύει την φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων, αυξάνοντας τη φωτονειακή απορρόφηση

και ενέργεια για την αφομοίωση του CO2 (Dubinsky et al. 1987).

Παράλληλα με το εμπλουτισμό με CO2 όμως πραγματοποιείται και αύξηση της συγκέντρωσης των

πρωτονίων (Η+) στο νερό. Αυτός ο παράγοντας δεν έχει μελετηθεί εκτενώς παρόλο που τα

πρωτόνια παίζουν καθοριστικό ρόλο σε όλες τις οξειδοαναγωγικές αντιδράσεις του κυττάρου.

Με την παρούσα εργασία δείξαμε ότι σε όξινα περιβάλλοντα η φωτοσύνθεση και ανάπτυξη του

μικροφύκους αυξήθηκε σε σχέση σε τα αντίστοιχα αλκαλικά, ειδικά όταν το περιβάλλον ήταν

κορεσμένο με θρεπτικά και φωτόνια. Αντίστοιχα, κατά την διάρκεια της φωτοσύνθεσης σε όλους

τους πειραματικούς χειρισμούς το pH αυξανόταν, κάτι που καταδεικνύει πρόσληψη πρωτονίων. Σε

προηγούμενα πειράματα των Krammer et al. (2004), σε διάλυμα με απομονωμένους

χλωροπλαστες παρατηρήθηκε επίσης άνοδος στο pH όταν το φως ήταν ανοιχτό και επιστροφή στις

αρχικές τιμές όταν ήταν κλειστό. Επίσης, σε έντονα παραγωγικά οικοσυστήματα με ισχυρή
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παρουσία χλωροφυκών και άλλων φωτοσυνθετικών μικροφυκών πατατηρείται άνοδος του pH

κατά την διάρκεια της μέρας και πτώση κατά την διάρκεια της νύχτας (Tucker & Dabramo 2008).

Αυτή η διαφοροποίηση του pH στην υπάρχουσα βιβλιογραφία έχει τις περισσότερες φορές

σχετιστεί με την πρόσληψη και απομάκρυνση του CO2 (Moss 1973, Spalding 1989, Yang & Gao

2003), παρόλο που στα χλωροφύκη (και όχι μόνο) έχει ταυτοποιηθεί η ύπαρξη καναλιών που

επιτρέπουν την είσοδο πρωτονίων με την βοήθεια της ηλιακής ενέργειας (Taylor et al. 2012). Όταν

εξαιρέθηκε ο παράγοντας CO2, κρατώντας σταθερή την ροή του σε ανοικτές καλλιέργειες είδαμε

και πάλι μια ξεκάθαρη και απότομη αύξηση του pH κατά την φωτοσύνθεση, ενώ στο σκοτάδι,

απουσία φωτοσύνθεσης το pH παρέμεινε σταθερό.

Με τα αποτελέσματα της παρούσας εργασίας μπορούμε να συμπεράνουμε με σιγουριά τα εξής :

 Η φωτοσυνθετική δραστηριότητα των μικροφυκών χρειάζεται πρωτόνια που αντλούν από το

περιβάλλον τους με αποτέλεσμα την γρήγορη αύξηση του pH στο υδάτινο περιβάλλον. Η

φωτοσυνθετικά ελεγχόμενη αύξηση του pH του θρεπτικού σε καλλιέργειες μικροφυκών είναι

αποτέλεσμα κυτταρικής άντλησης πρωτονίων (Η+) και όχι αποτέλεσμα της μείωσης της

συγκέντρωσης του CO2 στο θρεπτικό.

 Η πρωτονιακή απορρόφηση κατά την φωτοσύνθεση είναι ανάλογη της πυκνότητας των

κυττάρων και της φωτονειακής έντασης.

 Η υψηλή συγκέντρωση πρωτονίων (χαμηλό pH) στο υδάτινο περιβάλλον, όταν το φως και τα

ανόργανα θρεπτικά δεν είναι ο περιοριστικός παράγοντας, επάγει έντονα τη φωτοσυνθετική

διαδικασία και κατ’ επέκταση την ανάπτυξη της καλλιέργειας εκφρασμένη ως κυτταρικό όγκο.

 Η αναπνευστική διαδικασία στα μιτοχόνδρια, απουσία φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, δεν

διαφοροποιεί ουσιαστικά το pH της καλλιέργειας, όταν όμως εντατικοποιηθεί με την εξωγενή

προσθήκη γλυκόζης μειώνει σημαντικά το pH της καλλιέργειας. Η επαγόμενη από την

αναπνευστική διαδικασία πτώση του pH του περιβάλλοντος, είναι αποτέλεσμα της παραγωγής

CO2 και όχι της απελευθέρωσης πρωτονίων, καθώς όταν υπάρχει σταθερή ροή CO2 αυτή δεν

υφίσταται.
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Όλα τα παραπάνω μας επιτρέπουν να αισιοδοξούμε ότι στο άμεσο μέλλον θα είμαστε σε θέση να

εκμεταλλευτούμε καλύτερα τις γνώσεις σχετικά με την αλληλεπίδραση των μικροφυκών με το

πρωτονιακό τους περιβάλλον για να κατανοήσουμε και να αντιμετωπίσουμε καλύτερα σημαντικά

περιβαλλοντικά προβλήματα, όπως η οξίνιση των ωκεανών και το φαινόμενο του ευτροφισμού.
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