
ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΚΡΗΤΗΣ

ΤΜΗΜΑ ΧΗΜΕΙΑΣ

ΓΕΝΙΚΟ ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟ ΠΡΟΓΡΑΜΜΑ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ

  ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΑΚΟ ΔΙΠΛΩΜΑ ΕΙΔΙΚΕΥΣΗΣ 

 

ΒΕΛΤΙΣΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ 

β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ ΑΠΟ ΕΝΑ ΓΕΝΕΤΙΚΑ

ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΟ ΚΥΑΝΟΒΑΚΤΗΡΙΟ 

 ΜΑΡΙΑ ΕΛΕΝΗ ΨΥΧΟΓΥΙΟΥ

 ΥΠΕΥΘΥΝΟΣ ΚΑΘΗΓΗΤΗΣ: ΔΗΜΗΤΡΙΟΣ ΓΑΝΩΤΑΚΗΣ

ΗΡΑΚΛΕΙΟ 2020



UNIVERSITY OF CRETE

DEPARTMENT OF CHEMISTRY

GENERAL POSTGRADUATE PROGRAM

LABORATORY OF BIOCHEMISTRY

 

 MASTER THESIS

 OPTIMIZATION OF THE PRODUCTION OF 

β-PHELLANDRENE BY A CYANOBACTERIUM GENETICALLY

MODIFIED

 MARIA ELENI PSYCHOGYIOU

THESIS SUPERVISOR: DEMETRIOS GHANOTAKIS

HERAKLION 2020

2



Στον πιο δυνατό και αισιόδοξο άνθρωπο 

που συνάντησα ποτέ, τη μητέρα μου
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ

Φτάνοντας  στη  στιγμή  που  παραδίδω  τη  μεταπτυχιακή  μου  εργασία  δεν  μπορώ  παρά  να

αναγνωρίσω πόσο τυχερή είμαι που “απέτυχα” στις Πανελλαδικές εξετάσεις, οι γονείς μου μου

ζήτησαν να δηλώσω την Κρήτη ως πρώτη επιλογή και έτσι βρέθηκα, κάπως τυχαία, στο Τμήμα

Χημείας  του  Πανεπιστημίου  Κρήτης.  Δεν  κρύβω  ότι  τα  πρώτα  δύο  χρόνια  δεν  ήμουν

ευχαριστημένη με την προοπτική αυτή, και εξακολουθούσα να σχεδιάζω την εισαγωγή μου στο

τμήμα  Ιατρικής  για  δεύτερο  πτυχίο.  Την  αλλαγή  σε  αυτή  την  πορεία  μου  την  οφείλω  στον

επιβλέποντα καθηγητή μου, κύριο Γανωτάκη. Ήταν ο άνθρωπος που ως σύμβουλος καθηγητής μου

στην αρχή με έπεισε να δώσω μια δεύτερη ευκαιρία στο Τμήμα αυτό. Ήταν ο άνθρωπος που με

εισήγαγε στο χώρο της Βιοχημείας, τόσο μέσω του μαθηματός του, καθώς ήταν η πρώτη φορά που

είχα επαφή με το αντικείμενο, αλλά κυρίως μέσω της διπλωματικής μου εργασίας στην αρχή, και

της  μεταπτυχιακής  μου  μετέπειτα  στο  εργαστήριό  του.  Με δίδαξε  πως  να  συμπεριφέρομαι  ως

επιστήμονας εργαστηριακά και κοινωνικά, μου έμαθε να έχω όνειρα, να θέτω ψηλούς στόχους, με

βοήθησε να αποκτήσω αυτοπεποίθηση και να δουλεύω με αγάπη πάνω στο αντικείμενό μου. Μου

έδωσε  τη  δυνατότητα  να  πραγματοποιήσω  την  πρακτική  μου  άσκηση  μέσω  Erasmus  στο

Πανεπιστήμιο  της  Γλασκώβης,  στο  εργαστήριο  του  κυρίου  Τοκατλίδη,  με  τον  οποίο  είχα  μία

υπέροχη συνεργασία, μία εμπειρία που με ωρίμασε ως επιστήμονα και άνθρωπο. Με ώθησε να

διεκδικώ τις  καλύτερες προοπτικές για το μέλλον μου και  χάρη σε αυτόν ξεκινάω σύντομα το

διδακτορικο μου στο  King’s College  στο Λονδίνο.  Το ευχαριστώ είναι λίγο για το πόσα οφείλω

στον αγαπημένο μου κύριο Γανωτάκη.

Ευχαριστώ γενικότερα το Τμήμα Χημείας που με δέχτηκε να πραγματοποιήσω τις σπουδές μου

στο προπτυχιακό και μεταπτυχιακό επίπεδο. Αδιαμφισβήτατα διαφέρει από τα υπόλοιπα τμήματα

της  Ελλάδας  στην ποιότητα της  διδασκαλίας  και  έρευνας,  αλλά αυτό που το  κάνει  ακόμα πιο

ιδιαίτερο είναι οι καθηγητές, οι οποίοι είναι εξαιρετικά προσιτοί στους φοιτητές, πάντα πρόθυμοι

να βοηθήσουν και να συμβουλεύσουν.

Θα  ήθελα  να  ευχαριστήσω θερμά  τα  μέλη  της  Τριμελούς  Επιτροπής  μου,  τους  καθηγητές

Γεώργιο Τσιώτη και Ιωάννη Παυλίδη. Καθόλη τη διάρκεια του μεταπτυχιακού μου η συνεργασία

μας  ήταν  άψογη.  Πάντα  πρόθυμοι,  μου  μετέδωσαν  γνώσεις  και  συμβουλές  που  ήταν  πολύ

σημαντικές για την πραγματοποίηση του μεταπτυχιακού μου. Ένα ιδιαίτερο ευχαριστώ αξίζει στον

κύριο  Τσιώτη,  ο  οποίος  πραγματοποίησε  την  πρωτεϊνική  ανάλυση  των  δειγμάτων  μου  με

φασματομετρία MS στο Max Plank Institute for Biophysics στη Φρανκφούρτη. Φυσικά ευχαριστώ

εξίσου  και  τον  κύριο  Παυλίδη  για  τις  γνώσεις  που  μου  μετέδωσε  στον  κλάδο  της  μοριακής

βιολογίας οι οποίες ήταν αναγκαίες για την παρούσα έρευνα.
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Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω όλους που συνεργάστηκαν μαζί μου για αυτή την εργασία.

Τον Καθηγητή Αναστάσιο Μελή στο University of California,  Berkeley,  ο οποίος εμπιστεύτηκε

ερευνητική εργασία του εργαστηρίου του στη Δρ Βαλσαμή με την οποία συνεργάστηκε, στήριξε το

πρότζεκτ υλικά και με την καθοδήγησή του, την οποία έρευνα συνέχισα και εγώ στις μεπταχιακές

μου σπουδές. Παράλληλα, ευχαριστώ την Δρ Μαρία Αποστολάκη, για την πολύτιμη βοήθειά της

στα  πειράματα  GC-MS,  τον  κύριο  Στέφανο  Παπαδάκη  από  το  εργαστήριο  Ηλεκτρονικής

Μικροσκοπίας  στο  Τμήμα  Βιολογίας  του  Πανεπιστημίου  Κρήτης,  για  την  βοήθειά  του  στη

προετοιμασία και την παρατήρηση μέσω Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας σάρωσης των δειγμάτων,

τον ηλεκτρολόγο κύριο Παπαδάκη για τη στήριξή του στον εργαστηριακό εξοπλισμό και φυσικά τις

κυρίες Πόπη Καβελάκη και Μαρία Φουσκάκη για τη βοήθειά τους.

Παράλληλα, είχα την τύχη να παρεβρεθώ σε μία υπέροχη ομάδα στο εργαστήριο του κυρίου

Γανωτάκη στους οποίους οφείλω ένα μεγάλο ευχαριστώ. Αρχικά, ευχαριστώ την Δρ Βαλσαμή για

την βοήθειά της και συνεργασία. Από τη διπλωματική μου εργασία, ως το μεταπτυχιακό μου, με

καθοδήγησε  εργαστηριακά,  με  γνώρισε  με  τον  κλάδο  της  μοριακής  Βιολογίας  τον  οποίο  έχω

αγαπήσει και με συμβούλεψε όλα τα χρόνια παραμονής μου στο εργαστήριο. Ιδιαίτέρως, ευχαριστώ

την αγαπημένη μου φίλη και συνεργάτιδα Χρυσουλάκη Ελένη. Η βοήθειά της  στο διάστημα των

μεταπτυχιακών μου σπουδών είναι αξιοσημείωτη. Πάντα πρόθυμη να με βοηθήσει εργαστηριακά

σε  διαστήματα αυξημένης  πίεσης,  πάντα  δίπλα  μου,  στηρίζοντάς  με  ηθικά,  αφιερώνοντάς  μου

πολύτιμο χρόνο και υπομονή. Ευχαριστώ και τα υπόλοιπα μέλη του εργαστηρίου που είχα την τύχη

να  συνεργαστώ.  Ευχαριστώ  τον  υποψήφιο  διδάκτορα  Σφενδουράκη  Γιώργο,  ο  οποίος  θεωρώ

αποτελεί την κολώνα του εργαστηρίου, πολύ διακριτικός αλλά ποτέ δεν αρνήθηκε να βοηθήσει

κανέναν σε όποια στιγμή και αν ήταν αυτό. Τον Στρατηγάκη Ναπολέοντα, ο οποίος παρουσίασε

λίγες μέρες πριν από εμένα, και ήταν το άτομο που μου έδεινε παρηγοριά τα Σαββατοκύριακα και

τις ημέρες των Χριστουγέννων όταν τον συναντούσα στο εργαστήριο, την μεταπτυχιακή φοιτήτρια

Πολωνιατάκη Ελένη, ιδιαιτέρως τις Ανδρεαδάκη Θεοφανία και Παπαβασιλείου Μαλαματένια για

όλες τις φορές που ήταν δίπλα μου δίδοντάς μου την πολύτιμη στήριξή τους και τις φοιτήτριες

Δεσποτοπούλου Δέσποινα, Χατζηαθανασίου Αγγελική και Λιουδάκη Σοφία. 

Ευχαριστώ επίσης και τα μέλη των εργαστηρίων του κυρίου Τσιώτη και κυρίου Παυλίδη. Ο

Τομέας της Βιοχημείας χαρακτηρίζεται για την εγκάρδια συνεργασία μεταξύ των εργαστηρίων.

Ευχαριστώ  όλους  τους  φοιτητές  και  υποψήφιους  διδάκτορες  καθώς  και  τα  δύο  εργαστήρια

στήριξαν την εργασία μου σε εξοπλισμό, όλοι με συμβούλευαν με προθυμία και με στήριξαν ηθικά.

Ευχαριστώ  ιδιατέρως  την  υποψήφια  διδάκτορα  Μαθιουδάκη  Ειρήνη,  και  τους  μεταπτυχιακούς

φοιτητές Λυρατζάκη Αλέξανδρο, Δρακωνάκη Αθηνά και Σακολέβα Θάλεια με τους οποίους ήρθαμε

πιο κοντά τα χρόνια αυτά και οι συμβουλές τους εργαστηριακές και προσωπικές ήταν καθοριστικές
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στην  πορεία  μου.  Ευχαριστώ  και  τα  υπόλοιπα  μέλη  των  εργαστηρίων,  Σπανού  Ανδρονίκη,

Κουτάντου  Μυρτώ,  Κελεφιώτη  Παναγιώτη,  Καναβάκη  Ηλιάνα,  Φωτιάδη  Αλίκη,  Δέσποινα

Κότσιρα, Θάνια Δημητρακοπούλου και Μιχαλη Πέτρου.

Ευχαριστώ τους φίλους μου, εντός του Τμήματος Χημείας, Γιαννακάκη Εύη και Αλατζόγλου

Φανή, και εκτός, Φραγκιαδάκη Βαλέρια, Φαλατάκη Ανδρέα, Σκαρβελάκη Σταυριανή, Στεφανάκη

Κατερίνα, Σιγανάκη Δημήτρη, Μηλιαρά Σοφία, Τόλια Γιώτα, Βάκη Μιχάλη, Danael Christophe για

τις αξέχαστες εμπειρίες που αποκτήσαμε, για την πολύτιμη ηθική τους υποστήριξη και την αγάπη

που δεν έπαψαν ποτέ να μου προσφέρουν.

Τέλευταίο  αλλά  πολύ  σημαντικό  ευχαριστώ  οφείλω  στην  οικογένεια  μου.  Σε  μία  δύσκολη

περίοδο για όλους  μας ο πατέρας μου,  Νίκος  Ψυχογυιός και  οι  αδελφές μου Κωνσταντίνα και

Κατερίνα ουκ ολίγες φορές συγκράτησαν τα δικά τους συναισθήματα για να μου προσφέρουν την

απέραντη αγάπη τους, να με στηρίξουν στην πραγματοποίηση των μεταπτυχιακών μου σπουδών, με

βοήθησαν  να  αποκτήσω αυτοπεποίθηση  και  να  φτάσω στο σημείο  να  παραδίδω την  παρούσα

εργασία. Ευχαριστώ τη μητέρα μου, το πρότυπό μου όλα τα χρόνια της ζωή μου, που μπορεί να

βρίσκεται πια μαζί μου, αλλά με στηρίζει και μου στέλνει δύναμη από ψηλά. Είμαι τυχερή που έχω

τα άτομα αυτά στο περιβάλλον μου και είμαι σίγουρη ότι θα με στηρίζουν σε κάθε δυσκολία, σε

κάθε αποφασή μου και θα αποτελούν το δυνατότερο στήριγμά μου.
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Προσωπικές

πληροφορίες

Μαρία Ελένη Ψυχογυιού 

Ταχυδρομική θυρίδα 32, Αγ. Γεώργιος Μεθυστής, Καβροχώρι, Μαλεβίζι, 71500 Ηράκλειο Κρήτης (Ελλάδα)

 

Skype Marilena Psychogyiou

Φύλο Θήλυ | Ημερομηνία γέννησης 22 Ιουλίου 1996 | Εθνικότητα Ελληνική 

ΕΡΓΑΣΙΑΚΗ ΕΜΠΕΙΡΙΑ

25 Οκτ 2017–15 Ιουν  2018 Διπλωματική εργασία, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Κρήτης, Ελλάδα

Επιβλέπων καθηγητής Γανωτάκης Δημήτριος

“Παραγωγή φυσικών προϊόντων με βιομηχανικές εφαρμογές από φωτοσυνθετικούς 
μικροοργανισμούς”

1 Σεπτ 2018 - 1 Δεκ 2018 Erasmus Placement, College of Medical, Veterinary and Life Sciences, University of Glasgow, UK

Επιβλέπων καθηγητής Τοκατλίδης Κωνσταντίνος

“Functional characterisation of a novel type of import signal for targeting protein to intermembrane 
space in mitochondria”

 1 Οκτ 2019 – 17 Μαρ 2020 Μεταπτυχιακή εργασία, Τμήμα Χημείας, Πανεπιστήμιο Κρήτης, Ελλάδα

Επιβλέπων καθηγητής Γανωτάκης Δημήτριος

“Βελτιστοποίηση της παραγωγής β-φελλανδρενίου από ένα γενετικά τροποποιημένο κυανοβακτήριο”

ΕΚΠΑΙΔΕΥΣΗ 

1 Οκτ 2018 – 17 Μαρ 2020 Μεταπτυχιακές σπουδές στη Βιοχημεία

Πανεπιστήμιο Κρήτης, Τμήμα Χημείας
Βούτες, Ηράκλειο, 71500 Ελλάδα
http://eilotas.chemistry.uoc.gr/uocchem/  

1 Σεπτ 2014– 1 Ιουλ 2018 Πτυχίο Χημείας (βαθμολογία 8,16/10)

Πανεπιστήμιο Κρήτης, Τμήμα Χημείας
Βούτες, Ηράκλειο, 71500 Ελλάδα
http://eilotas.chemistry.uoc.gr/uocchem/  

11 Σεπτ 2011–30 Ιουν 2014 Απολυτήριο Γενικού Λυκείου  (βαθμολογία 19/20)

Πειραματικό, Γενικό Λύκειο 
Γ. Κορνάρου 17, Εσταυρωμένος,
71410 Ηράκλειο, Κρήτη, Ελλάδα
http://lyk-peir-irakl.ira.sch.gr  

ΠΡΟΣΩΠΙΚΕΣ ΔΕΞΙΟΤΗΤΕΣ

Μητρική γλώσσα Ελληνικά

Άλλες γλώσσες ΚΑΤΑΝΟΗΣΗ ΠΡΟΦΟΡΙΚΗ ΓΡΑΠΤΗ

Ακουστικό Ανάγνωση Επικοινωνία
Προφορική

έκφραση
Αγγλικά C2 C2 C2 C2 C2

ECPE & MSU

Γερμανικά B2 B2 B2 B2 B2

Staatszertifikat uber sprachkenntnisse

Επίπεδο: A1 και A2: Βασικός χρήστης - B1 και B2: Ανεξάρτητος χρήστης - C1 και C2: Έμπειρος χρήστης 
Common European Framework of Reference for Languages  
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Εργασιακές δεξιότητες Βιοχημεία: 
- Καλλιέργειες μικροοργανισμών (Άλγη, Βακτήρια, Μύκητες, Ζυμομύκητες)
- Καλλιέργειες κυττάρων θηλαστικών οργανισμών
- Τεχνικές ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών και DNA (SDS-PAGE, IEF, Western blot, Agarose Gel Electrophoresis)
- Απομόνωση χλωροπλαστών από φυτικούς οργανισμούς
- Μετρήσεις μιτοχονδριακού δυναμικού με τη χρήση φλουορίμετρου
- SeaHorse δοκιμές για βιοενεργιακές μετρήσεις σε κύτταρα
- Δοκιμές εισαγωγής βιομορίων (import assays) σε μιτοχόνδρια
- Transfection σε HeLa κύτταρα
- Δοκιμές στόχευσης σε μιτοχόνδρια και κύτταρα

Αναλυτικές τεχνικές:
- UV-Vis Φασματοσκοπία
- Αέρια χρωματογραφία - MS (GC-MS)
- Υψηλής απόδοσης Υγρή Χρωματογραφία (HPLC)
-  Χρωματογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) - Φασματοσκοπία φθορισμού - SEM μικροσκοπία
- Confocal μικροσκοπία - Φασματομετρία μάζας (MS)

Μοριακή βιολογία:
- Τεχνικές κλωνοποίησης
- Κυκλική αντίδραση πολυμεράσης, PCR
- Απομόνωση πλασμιδίου και γενωμικού DNA
- Απομόνωση και καθαρισμός πρωτεϊνης
- Μελέτη αλληλεπιδράσεων πρωτεϊνης-πεπτιδίων in vitro

Ψηφιακές δεξιότητες SELF-ASSESSMENT

Επεξεργασία πληροφορίας
Επικοινωνί

α
Δημιουργία

περιεχομένου
Ασφάλεια

Επίλυση
προβλήματος

Έμπειρος χρήστης Έμπειρος χρήστης Ανεξάρτητος χρήστης Ανεξάρτητος χρήστης Ανεξάρτητος χρήστης

Γνλωση των OS WINDOWS (xp, 7, 8 and 10), MS OFFICE software (Word, Excell, Powerpoint), Browsers (Explorer, Firefox, Chrome, Opera), Origin 
software (to create statistical diagrams), LabView (System Design Software), Participate in social networks (Google+, Twitter, Facebook, Skype, Viber, Linked
In), good knowledge of photo, audio and video editors, (Photoshop, Sony Vegas, Windows Movie Maker)

ΠΡΟΣΘΕΤΕΣ ΠΛΗΡΟΦΟΡΙΕΣ

Συνέδρια - Συμμετοχή στο 12ο συνέδριο Χημείας Ελλάδας-Κύπρου 2015, Θεσσαλονίκη, Ελλάδα
- Συμμετοχή στο 19th Συνέδριο Μεταπτυχιακών Χημείας 2017, Ηράκλειο Κρήτης, Ελλάδα
- 20th Συνέδριο Μεταπτυχιακών Χημείας, Ηράκλειο Κρήτης, Ελλάδα 25-27 Ιουνίου 2018, 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Στην  παρούσα  εργασία  μελετήθηκε  η  βελτίωση  της  παραγωγής  ενός  τερπενοειδούς,  του  

β-φελλανδρενίου από γενετικά τροποιημένα κυανοβακτήρια Synechocystis sp. 6803. Η ετερόλογη

έκφραση της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου έχει  επιτευχθεί  σε  προηγούμενες  μελέτες  από το

συγκεκριμένο μικροοργανισμό, έπειτα από γενετική τροποίηση αυτού στο cpc οπερόνιο. Μέσω του

οπερονίου  αυτού  εκφράζεται  η  φυκοκυανίνη,  χρωστική  στη  φωτοσυνθετική  κεραία  συλλογής

φωτός,  αναγκαία  για  την  πρόσληψη  φωτός  στο  μεγάλο  βάθος  στο  οποίο  αναπτύσσεται  ο

μικροοργανισμός όπου η ηλιακή ακτινοβολία δε φτάνει με την ίδια απόδοση. 

Έχουν δημιουργηθεί διαφερετικά μεταλλαγμένα στελέχη που φέρουν τα γονίδια της συνθάσης

του β-φελλανδρενίου. Στη μελέτη αυτή καθίσταται δυνατή η αύξηση της παραγωγής αυτής με τη

μελέτη ενός νέου στελέχους, Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.  Η διαφορά του με τα υπόλοιπα

στελέχη είναι η παρουσία όλων των γονιδίων του cpc οπερονίου που συναντώνται στον άγριο τύπο

με  την  σύντηξη  των  γονιδίων  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου  και  της  συνθάσης  του

προηγούμενου τερπενοειδούς στο βιοσυνθετικό μονοπάτι παραγωγής ενδογενών τερπενοειδών, του

διφωσφορικού  γερανυλίου,  στα  γονίδια  που  κωδικοποιούν  τις  υπομονάδες  α και  β της

φυκοκυανίνης.  Η  ύπαρξη  όλων  των  γονιδίων  ήταν  αναγκαία  για  την  υπερέκφραση  των  δύο

συνθασών  και  οδήγησε  σε  μεγαλύτερη  παραγωγή  του  προϊόντος.  Παράλληλα  ο  οργανισμός

εμφάνισε παρόμοια φωτοσυνθετική δραστηριότητα και ανάπτυξη με τον άγριο τύπο.

Στο  δεύτερο  κεφάλαιο  της  μελέτης,  η  βελτίωση  αφορά  την  εύρεση  οικονομικότερων  και

οικολογικότερων  συνθηκών  για  την  παραγωγή  του  προϊόντος.  Σε  προηγούμενη  μελέτη  του

εργαστηρίου το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS είχε μελετηθεί ως προς την ανάπτυξη, τη

φωτοσυνθετική  δραστηριότητα  και  την  παραγωγή  β-φελλανδρενίου  σε  συνθήκες  υψηλής

αλατότητας. Οι συνθήκες αυτές προσομοιάζουν τις συνθήκες στο θαλασσινό νερό το οποίο είναι

άφθονο στον πλανήτη σε σύγκριση με το γλυκό νερό. Επιπλέον, εξετάστηκε σε συνθήκες υψηλού

pH όπου καθίσταται δύσκολη η ανάπτυξη των περισσότερων μικροοργανισμών, συνεπώς αποτελεί

μία  μέθοδο  για  την  αποφυγή  μολύνσεων.  Οι  ίδιες  συνθήκες  μελετήθηκαν  στο  νέο  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  δίνοντας όμως χαμηλότερες αποδόσεις. Και τα δύο στελέχη

έπειτα μελετήθηκαν ως προς την ανάπτυξη, φωτοσυνθετική δραστηριότητα και παραγωγή σε 100%

θαλασσινό νερό όπου η παραγωγή του β-φελλανδρενίου καθίσταται εφικτή.

Τέλος,  στο  τρίτο  κεφάλαιο  το  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  ακινητοποιήθηκε  σε

σφαιρίδια αλιγινικού άλατος σε 100% θαλασσινό νερό και μελετήθηκε για 12 ημέρες η παραγωγή

του  β-φελλανδρενίου  από αυτά,  πάντα  σε  σύγκριση με  την  παραγωγή του ίδιου  στελέχους  σε

ελεύθερα  κύτταρα  σε  θαλασσινό  νερό.  Προηγούμενη  μελέτη  στο  εργαστήριο  έδειξε  ότι  η
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ακινητοποίηση  των  κυττάρων  του  συγκεκριμένου  στελέχους  δίνει  μεγαλύτερη  παραγωγή  

β-φελλανδρενίου  σε  σύγκριση  με  τα  ελεύθερα  κύτταρα  στο  θρεπτικό  μέσο  BG-11.  Η

ακινητοποίηση των κυττάρων σε θαλασσινό νερό έδωσε παραγωγή που προσεγγίζει τις τιμές των

ακινητοποιημένων κυττάρων σε θρεπτικό υλικό  BG11  σε αντίθεση με τα ελεύθερα κύτταρα στα

οποία παρατηρείται ότι η παρουσία θαλασσινού νερού επηρεάζει τόσο την ανάπτυξη αυτού όσο και

στην απόδοση στην παραγωγή του προϊόντος. 

Λέξεις κλειδιά: Κυανοβακτήρια, Synechocystis, μονοτερπένια, β-φελλανδρένιο, φωτοσύνθεση, cpc

οπερόνιο, συντηγμένα γονίδια, φυκοκυανίνη, συνθάση του φελλανδρενίου (PHLS), συνθάση του

πυροφωσφορικού γερανυλίου (GPPS), βιοκαύσιμα 
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ΑBSTRACT

In  the  present  study  the  improvement  of  the  terpenoid  β-phellandrene  production  by  the

cyanobacterium  Synechocystis  sp  PCC  6803 was  studied. The  heterologous  expression  of  

β-phellandrene synthase by this microorganism was achieved in previous studies after modifying

the  cpc operon.  This  operon expresses  phycocyanin,  a  pigment  localized on the photosynthetic

antena of the microorganism, facilitating the capturing of the light energy in the low sea level were

the organism is existing and lower yield of sun radiation is approaching. 

Different constructs of  Synechocystis have been designed containg the gene of  β-phellandrene

synthase in their genome. In this study, the increase of the yield of β-phellandrene was achieved by

studying  a  new  construct Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.  The  difference  between  this

construct and the previous studied is that all genes of cpc operon located in Wild Type have been

maintained, fusing the gene of the β-phellandrene synthase and the synthase of its procursor in the

biosynthatic pathway of endogenous terpenoids, geranyl diphosphate, with the genes expressing the

two subunits of phycocyanin. The presence of all genes was necessary for the overexpression of the

two synthases and led to higher production of the terpenoid. Furthermore, the organism follows

similar photosynthetic activity and growth to the wild type. 

In  the  second  chapter,  the  word  “improvement”  refers  to  the  development  of  a  more  cost

effective and environmental friendly method for β-phellandrene production. Previous studies have

been  conducted  on the  construct  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  under  high  salt  concentration

including growth, photosynthetic activity and production, simulating the conditions in sea water,

which  is  available  in  huge  amounts  in  the  planet  compared  to  fresh  water.  In  addition,  same

parameters  were examined in alkaline environment  which prevents  the growth of a plethora of

microorganisms and can be used as a possible method to prevent contaminations. The new construct

was studied in same conditions, yet giving lower production of  β-phellandrene. Moreover, both

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS and Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS +cpc constructs were examined

in sea water. After cultivation in 100% sea water β-phellandrene production by both constructs was

achieved. 

In  the  last  chapter,  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  construct  was  immobilised  in  alginic

polymeric  spheres  in 100% sea  water  and  the  system was  studied  for  the  ability  to  produce 

β-phellandrene in 12 experimental days, using free cells in 100% sea water as control. Previous

studies in the laboratory showed that cell immobilisation concluded in the production of higher

amounts of  β-phellandrene compared to BG-11 free cells cultures.  The immobilised cells in sea

water produced similar yield observed in immobilised cells in BG-11, in contrast to free cells that
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seem to be affected in growth and the yield of  β-phellandrene production by the presence of sea

water.  

Key  words:  Cyanobacteria,  Synechocystis,  monoterpenes,  β-phellandrene,  photosynthesis,  cpc

operon, fused genes, phycocyanin, β-phellandrene synthase, (PHLS), geranyl diphosphate synthase

(GPPS), biofuels 

15



ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ

ΣΥΝΤΟΜΕΥΣΕΙΣ - ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ......................................................................................19

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΕΙΣΑΓΩΓΗ...............................................................................................................21

1.1. Φωτοσύνθεση.........................................................................................................................21

1.2. Κυανοβακτήρια......................................................................................................................22

1.3. Synechocystis sp. PCC 6803...................................................................................................24

1.4. Τερπενοειδή............................................................................................................................24

1.5. β-φελλανδρενιο.......................................................................................................................25

1.6. Συνθάση του β-φελλανδρενίου (EC 4.2.3.51)........................................................................26

1.7. ΜVA και MEP βιοσυνθετικά μονοπάτια................................................................................27

1.9. Φυκοχολοσώματα...................................................................................................................30

1.10. Διαχείριση της φωτονιακής ενέργειας – περικοπή φωτοσυνθετικής κεραίας......................32

1.11. Ετερόλογη έκφραση β-φελλανδρενίου.................................................................................33

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΤΕΡΟΛΟΓΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ ΑΠΟ ΤΟ 

ΜΕΤΑΛΑΓΜΕΝΟ ΣΤΕΛΕΧΟΣ Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc............................................37

2.1. Εισαγωγή................................................................................................................................37

2.2. Σκοπός.....................................................................................................................................38

2.3. Πειραματικό μέρος.................................................................................................................39

2.3.1. Στελέχη............................................................................................................................39

2.3.2. Συνθήκες ανάπτυξης.......................................................................................................40

2.3.3. Απομόνωση γενωμικού DNA από κύτταρα Synechocystis.............................................43

2.3.4. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)...................................................................43

2.3.5. Hλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης................................................................44

2.3.6 Λύση κυττάρων και απομόνωση πρωτεϊνών....................................................................45

2.3.7 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμιδίου (SDS- PAGE)......46

2.3.8 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blot)..................................................................47

2.3.9 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών με φασματομετρία μάζας.........................................................49

2.3.10. Παρασκευή καλλιεργειών σε βιοαντιδραστήρες για την παραγωγή β-φελλανδρενίου 49

2.3.11. Ταυτοποίηση του παραγόμενου β-φελλανδρενίου με αέρια χρωματογραφία 

συζευγμένη με φασματομετρία μάζας (GC-MS)......................................................................50

2.3.12. Ταυτοποίηση του παραγόμενου β-φελλανδρενίου με φασματομετρία απορρόφησης 

στο υπεριώδες...........................................................................................................................50

2.3.13. Ποσοτικός προσδιορισμός του παραγόμενου β-φελλανδρενίου...................................50

16



2.3.14. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων - Προσδιορισμός οπτικής πυκνότητας στα 730 

nm (OD730)..............................................................................................................................51

2.3.15. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων-Προσδιορισμός ξηρή βιομάζας κυττάρων 

(DCW).......................................................................................................................................51

2.3.16. Ποιοτική μελέτη του περιεχομένου των φωτοσυνθετικών χρωστικών.........................51

2.3.17. Πολαρογραφικός προσδιορισμός ρυθμού φωτοσυνθετικής παραγωγής οξυγόνου......52

2.4. Αποτελέσματα και συζήτηση..................................................................................................52

2.4.1. Ανάλυση του γενωμικού DNA με τη χρήση PCR...........................................................52

2.4.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμιδίου και 

ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών....................................................................................................54

2.4.3. Ταυτοποίηση πρωτεϊνών με φασματομετρία μάζας........................................................57

2.4.4. Ποιοτική μελέτη των φωτοσυνθετικών χρωστικών........................................................58

2.4.5. Μελέτη της παραγωγής του β-φελλανδρενίου................................................................60

2.4.6. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων και της λειτουργίας του φωτοσυνθετικού 

μηχανισμού................................................................................................................................63

2.5. Συμπεράσματα........................................................................................................................67

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ, ΦΩΤΟΣΥΝΘΕΤΙΚΗΣ ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ 

ΕΤΕΡΟΛΟΓΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ ΣΕ ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΣΤΑ 

ΣΤΕΛΕΧΗ Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.....................68

3.1. Εισαγωγή................................................................................................................................68

3.2. Σκοπός.....................................................................................................................................69

3.3. Πειραματικό μέρος.................................................................................................................69

3.3.1. Συνθήκες ανάπτυξης.......................................................................................................69

 3.3.2. Παρασκευή καλλιεργειών σε βιοαντιδραστήρες για την παραγωγή β-φελλανδρενίου. 70

3.3.3. Ταυτοποίηση του παραγόμενου β-φελλανδρενίου με φασματομετρία απορρόφησης στο 

υπεριώδες..................................................................................................................................70

3.3.4. Ποσοτικός προσδιορισμός του παραγόμενου β-φελλανδρενίου.....................................71

3.3.5. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων-Προσδιορισμός οπτικής πυκνότητας στα 730 nm 

(OD730)....................................................................................................................................71

3.3.6. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων-Προσδιορισμός ξηρή βιομάζας κυττάρων 

(DCW).......................................................................................................................................71

 3.3.7. Ποιοτική μελέτη του περιεχομένου των φωτοσυνθετικών χρωστικών..........................71

3.3.8. Πολαρογραφικός προσδιορισμός ρυθμού φωτοσυνθετικής παραγωγής οξυγόνου........72

3.4. Αποτελέσματα και συζήτηση..................................................................................................73

17



3.4.1. Μελέτη της ανάπτυξης, φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και ετερόλογης παραγωγής β-

φελλανδρενίου από το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS σε δύο διαφορετικές 

συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού............................................................................................73

3.4.2. Μελέτη της επίδρασης της αλατότητας σε pH 7.5 και του θαλασσινού νερού στην 

ετερόλογη παραγωγή του β-φελλανδρενίου στο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS....76

3.4.3 Μελέτη της επίδρασης του υψηλού pH στην ετερόλογη παραγωγή του β-φελλανδρενίου

από το μεταλλαγμένα στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.....................................80

3.5. Συμπεράσματα........................................................................................................................83

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΤΕΡΟΛΟΓΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ ΣΕ 

ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΜΕΝΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΟΥ ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) ΣΕ 100% 

ΘΑΛΑΣΣΙΝΟ ΝΕΡΟ..........................................................................................................................85

4.1. Εισαγωγή................................................................................................................................85

4.1.1. Ακινητοποίηση κυττάρων...............................................................................................85

4.1.2. Αλγινικά πολυμερή..........................................................................................................85

4.1.3. Εφαρμογές ενθυλάκωσης κυττάρων σε σφαιρίδια αλιγινικού πολυμερούς....................87

4.2. Σκοπός.....................................................................................................................................88

4.3. Πειραματικό μέρος.................................................................................................................89

4.3.1. Συνθήκες ανάπτυξης.......................................................................................................89

4.3.2. Μελέτη ανάπτυξη της καλλιέργειας................................................................................89

4.3.3. Ακινητοποίηση των κυττάρων σε σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου................................89

4.3.4. Ποσοτικός προσδιορισμός του β-φελλανδρενίου...........................................................90

4.3.5. Προσδιορισμός ελεύθερων κυττάρων στην υδατική φάση.............................................90

4.3.6. Ποσοτικός προσδιορισμός χλωροφύλλης και καροτενοειδών........................................90

4.3.7. Παρατήρηση των σφαιριδίων αλγινικού ασβεστίου με τη χρήση ηλεκτρονικής 

μικροσκοπίας σάρωσης.............................................................................................................90

4.4. Αποτελέσματα και συζήτηση..................................................................................................91

4.5. Συμπεράσματα......................................................................................................................100

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ.................................................................102

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι: ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΣΥΝΤΗΓΜΕΝΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ.............................................106

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II: ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΠΟΥ ΑΝΑΛΥΘΗΚΑΝ 

ΜΕ ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑ ΜΑΖΑΣ..................................................................................................108

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ..............................................................................................................................110

18



ΣΥΝΤΟΜΕΥΣΕΙΣ - ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ

• AP: Αλλοφυκοκυανίνη

• APS: Υπερθειϊκό αμμώνιο

• BG11: Θρεπτικό μέσο για την ανάπτυξη των Synechocystis

• EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid

• BSA: Αλβουμίνη

• β-PHL: β-φελλανδρένιο

• bp: Ζεύγη βάσεων (base pairs)

• Car: Καροτενοειδή

• Chl: Χλωροφύλλη

• cpcA: Γονίδιο που κωδικοποιεί την υπομονάδα Α της φυκοκυανίνης

• cpcA.GPPS: Γονίδιο σύντηξης των γονιδίων cpcA και GPPS που κωδικοποιεί το πεπτίδιο 

cpcA.GPPS

• cpcA.PHLS: Γονίδιο σύντηξης των γονιδίων cpcA και PHLS που κωδικοποιεί το πεπτίδιο 

cpcA.PHLS

• cpcC1: Γονίδιο που κωδικοποιεί το συνδετικό πεπτίδιο cpcC1του cpc οπερονίου

• cpcC2: Γονίδιο που κωδικοποιεί το συνδετικό πεπτίδιο cpcC2 του cpc οπερονίου

• cpcB: Γονίδιο που κωδικοποιεί την υπομονάδα Β της φυκοκυανίνης

• cpcB.GPPS: Γονίδιο σύντηξης των γονιδίων cpcB και GPPS που κωδικοποιεί το πεπτίδιο 

cpcB.GPPS

• cpcB.PHLS: Γονίδιο σύντηξης των γονιδίων cpcB και PHLS που κωδικοποιεί το πεπτίδιο 

cpcB.PHLS

• cpcD: Γονίδιο που κωδικοποιεί το συνδετικό πεπτίδιο cpcD του cpc οπερονίου

• Cpc_ds: Περιοχή καθοδικά του cpc οπερονίου

• cmR: Γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στην χλωραμφενικόλη

• Cpc οπερόνιο: Το οπερόνιο στο οποίο οργανώνονται τα γονίδια που κωδικοποιούν τις δύο 

κύριες υπομονάδες της φυκοκυανίνης και των συνδετικών πεπτιδίων

• Cpc_us: Περιοχή ανοδικά του cpc οπερονίου

• Δcpc: Στέλεχος στο οποίο το cpc οπερόνιο έχει αντικατασταθεί από το γονίδιο
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• NTPI: Γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη

• DCW: Ξηρή βιομάζα κυττάρων (Dry Cell Weight)

• DMAPP: Πυροφωσφορικό διμεθυλαλλύλιο

• GC-MS: Αέρια χρωματογραφία συζευγμένη με φασματομετρία μάζας

• Glu: Συνθήκη στην οποία υπάρχει γλυκόζη στο μέσο καλλιέργειας ως εναλλακτική πηγή 

άνθρακα

• GPPS: Συνθάση πυροφωσφορικού γερανυλίου (geranyll diphosphate synthase)

• IPP: Πυροφωσφορικό ισοπεντενύλιο

• kDa: kilodalton

• MEP μονοπάτι: Μονοπάτι φωσφορικής μεθυλερυθριτόλης

• MVA μονοπάτι: Μονοπάτι μεβαλονικού οξέος

• NTPI: Γονίδιο που προσδίδει ανθεκτικότητα στην καναμυκίνη

• OD: Οπτική πυκνότητα καλλιέργειας

• SDS: Δωδεκανοθειϊκό νάτριο

• SEM: Ηλεκτρονική μικροσκοπία σάρωσης (Scanning Electron Microscopy)

• TEMED: τετρα-μεθυλ-αιθυλενοδιαμίνη (N,N,N,N-tetramethylethylenediamine)

• WT: Στέλεχος αγρίου τύπου (Wild Type)

• PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction)

• PHLS: Συνθάση του β-φελλανδρενίου (β-phellandrene synthase)

• Phc: Φυκοκυανίνη

• PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride (χρησιμοποιείται ως αναστολέας πρωτεασών)

• RuBisCO: καρβοξυλάση/οξυγενάση της 1,5-διφωσφορικής ριβουλόζης

• OCP: Orange Carotenoid Protein
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1.1. Φωτοσύνθεση

Φωτοσύνθεση ορίζεται η διαδικασία μετατροπής της ηλεκτρομαγνητικής ενέργειας του ηλιακού

φωτός  σε  χημική.  Οι  οργανισμοί  που  είναι  ικανοί  να  πραγματοποιήσουν  τη  διαδικασία  της

φωτοσύνθεσης  είναι  τα  πράσινα  φυτά,  μικροάλγη  και  βακτήρια,  με  τα  δύο  τελευταία  να

καταλαμβάνουν το μεγαλύτερο ποσοστό του ρόλου αυτού. Οι οργανισμοί αυτοί χρησιμοποιούν τη

φωτεινή ενέργεια για τη μετατροπή διοξειδίου του άνθρακα και νερού σε υδατάνθρακες (κυρίως

σακχαρόζη και άμυλο) και μοριακό οξυγόνο, όπως περιγράφεται και από την αντίδραση: 

Η φωτοσύνθεση διακρίνεται σε δύο στάδια: τις φωτεινές αντιδράσεις, που χρησιμοποιείται η

ηλιακή ενέργεια για τη σύνθεση χημικής ενέργειας με τη μορφή ATP και αναγωγικής ισχύος με τη

μορφή  NADPH,  και  τις  σκοτεινές  αντιδράσεις,  ή  αλλιώς  κύκλος  του  Calvin.  Οι  σκοτεινές

αντιδράσεις διαδέχοντα τις φωτεινές ώστε να πραγματοποιηθεί η αναγωγή του CO2 σε γλυκόζη και

άλλα μόρια υδατανθράκων μέσω ενζυμικών αντιδράσεων [1].

Εικόνα 1.1: Απεικόνιση της αλυσίδας μεταφοράς ηλεκτρονίων στα κυανοβακτήρια και της παραγωγής ATP από την

ΑΤΡ συνθάση. Το ηλεκτρόνιο προκύπτει από τη διάσπαση του νερού σε ένα σύμπλοκο μαγγανίου και τελικό αποδέκτη

αποτελεί το αναγωγικό ισοδύναμο NADP+. Η εικόνα ελήφθει από την παραπομπή  [2].

Όλη η διαδικασία στα φυτά πραγματοποιείται στους χλωροπλάστες, μικρά οργανίδια με τρεις

διακριτούς χώρους: το διαμεμβρανικό, το στρωματικό και τον θυλακοειδή. Περιβάλλονται από μία

εξωτερική και μία εσωτερική μεμβράνη, ανάμεσα στις οποίες βρίσκεται ο διαμεμβρανικός χώρος.

Το  εσωτερικό  της  εσωτερικής  μεμβράνης  ονομάζεται  στρώμα,  όπου  πραγματοποιούνται  οι

σκοτεινές  αντιδράσεις.  Μέσα  στο  στρώμα  εντοπίζονται  τα  θυλακοειδή,  μεμβρανικές  δομές  σε
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σχήμα δίσκων. Οι δίσκοι αυτοί είναι στοιβαγμένοι μεταξύ τους και σχηματίζουν κόκκους (ή grana)

[3]. 

Εικόνα 1.2: Δομή χλωροπλάστη. Διακρίνονται οι δύο χαρακτηριστικές μεμβράνες, η εξωτερική και η εσωτερική. Στο

εσωτερικό της εσωτερικής μεμβράνης, στρώμα βρίσκονται  τα θυλακοειδή τα οποία οργανώνονται από στοιβαγμένα

γκράνα.  Η εικόνα ελήφθη από την παραπομπή [4].

Στις φωτεινές αντιδράσεις κυρίαρχο ρόλο έχουν τα φωτοσυστήματα ΙΙ (ή P680) και Ι (ή P700) ,

πολυπρωτεϊνικά  σύμπλοκα  συλλογής  φωτός  τα  οποία  διαθέτουν  χλωροφύλλη  στο  κέντρο

αντίδρασής τους. Όταν η φωτοσυνθετική κεραία συλλέγει ηλεκτρομαγνητική ακτινοβολία, αυτή

κατευθύνεται αρχικά στο κέντρο αντίδρασης του φωτοσυστήματος ΙΙ,  όπου πραγματοποιείται η

οξείδωση  του  νερού,  μέσω  ενός  συμπλόκου  μαγγανίου.  Μέσω  της  διαδικασίας  αυτής

απελευθερώνεται μοριακό οξυγόνο ως παραπροϊόν. Με τον τρόπο αυτό, ωθούνται ηλεκτρόνια στην

αλυσίδα μεταφοράς ηλεκτρονίων,  διεγείροντας και  το φωτοσύστημα Ι,  με τελικό αποδέκτη τον

παράγοντα  ΝΑDP+.  Κατά  την  πορεία  των  ηλεκτρονίων  κατά  μήκους  της  αλυσίδας  μεταφοράς

ηλεκτρονίων, δημιουργείται διαβάθμιση pH, καθώς πραγματοποιείται απελευθέρωση 10 πρωτονίων

στο εσωτερικό των θυλακοειδών, η οποία ωθεί τη σύνθεση του ATP από την ATP συνθάση [1] [5].

1.2. Κυανοβακτήρια  

Τα  κυανοβακτήρια  (ή  αλλιώς  κυανοφύτες,  κυανοπροκαρυώτες,  κυανο-πράσινα  βακτήρια)

συντελούν  μία  ομάδα  Gram-αρνητικών,  φωτότροφων,  προκαρυωτικών  μικροοργανισμών  που

παρατηρήθηκαν στη Γη 3.3 με 3.5 δισεκατομμύριά χρόνια πριν. Ζουν σχεδόν σε κάθε βιότοπο στη

Γη, καθώς παρατηρούνται σε βράχους, στο έδαφος, το νερό και τον αέρα. Συνήθως ζουν ελεύθερα,

αλλά έχουν παρατηρηθεί και συμβιώσεις με κάποια είδη φυτών και ζώων [6].

Ανάμεσα στους προκαρυωτικούς οργανισμούς, είναι οι μόνοι που διαθέτουν την ικανότητα να

πραγματοποιούν φωτοσύνθεση όπως τα φυτά [7]. Διάφορες μελέτες αποδεικνύουν την ύπαρξη των
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κυανοβακτηρίων  τουλάχιστον ένα  δισεκατομμύριο  χρόνια  πριν  η  ατμόσφαιρα  της  Γης  γίνει

οξυγονική [8]. Θεωρούνται οι πρώτοι οργανισμοί που πραγματοποίησαν οξυγονική φωτοσύνθεση

και η συμμετοχή τους στο “Μεγάλο Οξυγονικό Γεγονός” (Great oxidation Event)  οδήγησε στον

εμπλουτισμό της ατμόσφαιρας με οξυγόνο, όπως τη γνωρίζουμε σήμερα. Μερικά κυανοβακτήρια

εξελίχθηκαν σε χλωροπλάστες στο πέρασμα των χρόνων, ενώ άλλα συνέχισαν την εξέλιξή τους ως

ανεξάρτητοι μικροοργανισμοί [9]. 

Η  ονομασία  τους  ως  κυανο-πράσινα  βακτήρια  οφείλεται  σε  μία  επιπλέον  χρωστική  που

διαθέτουν, τη φυκοκυανίνη, η οποία διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη φωτοσυνθετική διαδικασία

που πραγματοποιούν. 

Εικόνα  1.3:  Ανάπτυξη του κυανοβακτηρίου  Synechocystis sp.  PCC 6803  σε  Petri.  Διακρίνεται το χαρακτηριστικό

κυανοπράσινο χρώμα. Η εικόνα προέρχεται από καλλιέργεια στο εργαστήριο. 

Μορφολογικά διακρίνονται σε μονοκύτταρες ή νηματοειδείς μορφές και εμφανίζονται μόνα τους

ή σχηματίζοντας αποικίες  [10].  Διαθέτουν κλασική οργάνωση προκαρυωτικού κυττάρου με ένα

περίπλοκο σύστημα εσωτερικών μεμβρανών, υπεύθυνων για τις διαδικασίες της αναπνοής και της

φωτοσύνθεσης.  Στις  διαδικασίες  αυτές  χρησιμοποιείται  ο  ίδιος  μηχανισμός  μεταφοράς

ηλεκτρονίων. Στη φωτοσυνθετική τους διαδικασία συμμετέχει τόσο το φωτοσύστημα ΙΙ, όσο και το

φωτοσύστημα Ι. Όταν βρεθούν σε αναερόβιες συνθήκες είναι ικανά να χρησιμοποιήσουν μόνο το

φωτοσύστημα  Ι,  συμπεριφορά  που  παρατηρείται  και  στα  μωβ  βακτήρια.  Μερικά  είδη

κυανοβακτηρίων,  απουσία  φωτός,  εμφανίζουν  φωτοετερότροφη  συμπεριφορά  καταναλώνοντας

γλυκόζη ως πηγή άνθρακα και ενέργειας. 

Τα κυανοβακτήρια είναι γνωστά για το ρόλο τους στον κύκλο του αζώτου και τη διαλυτοποίηση

του φωσφόρου. Ποικίλοι μεταβολίτες τους τους τους προσδίδουν σπουδαίο ρόλο στην οικολογία,

τη  γεωργία,  βιοτεχνολογία  ακόμα  και  στον  τομέα  της  υγείας  και  φαρμακολογίας  [11].  Πολλά

κυανοβακτήρια  μπορούν  με  φυσικό  τρόπο  να  αφομοιώσουν  κάποιο  ξένο  DNA  και  να  το
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ανασυνδυάσουν στο γονιδίωμα τους χωρίς τροποποίηση ή προεπεξεργασία των κυττάρων. Αυτό

είναι πολύ χρήσιμο καθώς μπορούν με τον τρόπο αυτό να πραγματοποιήσουν ετερόλογη έκφραση

επιθυμητών προϊόντων και έτσι αποτελούν χρήσιμα εργαλεία στην γενετική μηχανική [5][12][13].  

1.3. Synechocystis sp. PCC 6803

Το  κυανοβακτήριο  που  χρησιμοποιείται  στην  παρούσα  πειραματική  μελέτη  είναι  το

Synechocystis  sp.  PCC  6803 και  αποτελεί  τον  πρώτο  φωτότροφο  οργανισμό  που

αποκρυπτογραφήθηκε πλήρως η αλληλουχία του γονιδιώματός του, το 1996. Είναι μονοκύτταρος

μικροοργανισμός, με κοκοειδές ή σφαιρικό σχήμα. Το γονιδίωμά του είναι υψηλής περιεκτικότητας

σε  GC  με  3167  γονίδια. Έχουν  εντοπιστεί  128  γονίδια  που  κωδικοποιούν  πρωτεΐνες  που

συμπεριλαμβάνονται σε διάφορα στάδια της διαδικασίας της φωτοσύνθεσης [14]. 

Εικόνα 1.4: Λήψη φωτογραφίας του κυανοβακτηρίου Synechocystis sp. PCC 6803 μέσω Ηλεκτρονικής Μικροσκοπίας

Σάρωσης.

 Το στέλεχος  αυτό απομονώθηκε από λίμνη στην California  από τον R. Kunisawa  [15][16].

Αναπτύσσεται  τόσο  σε  αυτότροφες  όσο  και  σε  ετερότροφες  συνθήκες,  ιφίσταται  φυσικά

μεταλλάξεις  [17] καθιστώντας  το  οργανισμό-μοντέλο  για  τη  μελέτη  της  λειτουργίας  της

φωτοσύνθεσης  και  των  γονιδίων  που  εμπλέκονται  σε  αυτή [14][18].  Εξαιτίας  των  ανωτέρω

χαρακτηριστικών, στη βιβλιογραφία έχει χαρακτηριστεί ως το «πράσινο E. coli» [15][5].

1.4. Τερπενοειδή

Τα  τερπενοειδή  ή  τερπένια  αποτελούν  οργανικές  ενώσεις  με  μεγάλη  ποικιλομορφία  και

αποτελούν τη μεγαλύτερη ομάδα φυσικά παραγόμενων οργανικών ενώσεων [19].  Αποκαλούνται

επίσης  ισοπρενοιειδή,  καθώς μικρότερη μονάδα αποτελεί  το ισοπρένιο,  που αποτελείται  από 5

άνθρακες και είναι η δομική μονάδα όλων των τερπενοειδών. Τα τερπενοειδή κατηγοριοποιούνται

βάσει του αριθμού μονάδων ισοπρενίου που αποτελείται η ένωσή τους (κανόνας ισοπρενίου) και

της  τελικής  δομής  που  σχηματίζει  το  μόριο.  Συγκεκριμένα,  βάσει  του  αριθμού  ισοπρενικών
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μονάδων ονομάζονται:  εμιτερπένια  (C5),  μονοτερπένια  (C10),  σεσκιτερπένια  (C15),  διτερπένια

(C20), σεστιτερπένια (C25) τριτερπένια (C30), τετρατερπένια (C40) και πολυτερπένια (μεγαλύτερα

από C40).

Η βιοσύνθεσή τους γίνεται μέσω του μονοπατιού του μεβαλονικού (MVA pathway) από όπου

συνήθως  παράγοντα  τα  σεσκι-  και  τριτερπένια  ή  από  το  μονοπάτι  της  φωσφορικής

μεθυλερυθριτόλης  (MEP  pathway)  από  όπου  προκύπτουν  συνήθως  τα  εμι-,  μονο-,  δι-  και

τριτερπένια [20]. 

Τα  τερπένια  διαδραματίζουν  σημαντικό  ρόλο  στην  πρώιμη  ανάπτυξη,  αλλά  περισσότερο

συναντώνται ως δευτερογενείς μεταβολίτες στα φυτά προστατεύοντας τους οργανισμούς αυτούς

από  τα  φυτοφάρμακα,  προσελκύοντας  τους  επικονιαστές  για  τη  γονιμοποίησή  τους  και  στη

δασπορά των σπόρων τους.   Ο σημαντικός  τους  αυτός  ρόλος  έχει  προσελκύσει  το  ερευνητικό

ενδιαφέρον  καθώς  βρίσκουν  μεγάλη  εφαρμογή  στα  αρώματα,  εντομοκτόνα,  ακόμα  και  ως

βιοκαύσιμα, αποτελώντας ανανεώσιμη πηγή ενέργειας [19]. 

1.5. β-φελλανδρενιο 

Εικόνα 1.5: Δομή β-φελλανδρενίου. 

Το β-φελλανδρένιο ανήκει στα μονοτερπένια (C10H16) και διαθέτει τεράστια εμπορική σημασία.

Στη φύση παράγεται συνήθως από τα φυτά μέσω της φωτοσυνθετικής διαδικασίας, και εντοπίζεται

σε  παραγόμενα  μέσω  της  φωτοσύνθεσης  αιθέρια  έλαια,  όπως  στη  λεβάντα  (Lavandula

angustifolia),  και  στο έλατο (Abies  grandis  και Picea sitchensis).  Τα αιθέρια έλαια γενικότερα

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο στα φυτά. Συγκεκριμένα, στην περίπτωση της λεβάντας, από όπου

απομονώθηκε  το  γονίδιο  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου    για  την  παρούσα  μελέτη,  τα

τερπενοειδή στο αιθέριο έλαιό της συμμετέχουν στην προστασία των φύλλων και ανθών της από

την  απειλή  των  φυτοφάγων  ζώων,  καθώς  συσσωρεύεται  σε  ειδικά  όργανα  του  φυτού,  που

ονομάζονται αδενικά τριχώματα (grandular trichomes) καλύπτοντας την επιφάνεια των φύλλων και

ανθών. 
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Η σύνθεσή του γίνεται στα τριχώματα των φυτών από τη συνθάση του β-φελλανδρενίου (PHLS)

που  κωδικοποιείται  στον  πυρήνα,  χρησιμοποιώντας  ως  υπόστρωμα  το  διφωσφορικό  γερανύλιο

(GPP)  [19].  Μέσω γενετικής μηχανικής, μπορεί να παραχθεί από κυανοβακτήρια, με ετερόλογη

έκφραση  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου.  Το  β-φελλανδρένιο  αποτελεί  μικρό,  υδρόφοβο

οργανικό μόριο,  μη αναμίξιμο με  την  καλλιέργεια  των κυανοβακτηρίων,  όπου συγκεντρώνεται

στην επιφάνεια αυτής. Ο υδρόφοβος χαρακτήρας του και το μικρό μέγεθός του, το καθιστούν ικανό

να διαχέεται από τη κυτταρική μεμβράνη και το κυτταρικό τοίχωμα των κυανοβακτηρίων και να

συγκεντρώνεται  στον  εξωκυττάριο  χώρο  στην  επιφάνεια  της  καλλιέργειας.  Αυτό  αποτελεί

πλεονέκτημα  καθώς  αποφεύγονται  πιθανές  τοξικές  επιδράσεις  στην  καλλιέργεια  και  καθιστά

ευκολότερη τη συλλογή του από την επιφάνεια της καλλιέργειας [21]. 

Τέλος,  ποικίλες  εφαρμογές  του  β-φελλανδρενίου  συναντώνται  στη  συνθετική  χημεία,  την

ιατρική, σε καλλυντικά και προϊόντα καθαρισμού και πιθανών ως βιοκαύσιμο [22]. 

1.6. Συνθάση του β-φελλανδρενίου (EC 4.2.3.51)

Η συνθάση του β-φελλανδρενίου καταλύει την κυκλοποίηση του διφωσφορικού γερανυλίου και

του διφωσφορικού νερυλίου δίνοντας ως κύριο προϊόν το  β-φελλανδρένιο  [23]. Το ένζυμο έχει

κατηγοριοποιηθεί  στην οικογένεια  των  λυασών και  χρησιμοποιεί  Mn2+ ως  συμπαράγοντα  [24].

Εκφραζόμενη από το φυτό Lavantula Augustipholia κυρίως εντοπίζεται στους ιστούς των φύλλων

του φυτού και εμφανίζει μεγαλύτερη συγκένεια για το διφωσφορικό γερανύλιο ως υπόστρωμα [23].

(Η συνθάση του β-φελλανδρενίου εκφράζεται και σε άλλους φυτικούς οργανισμούς όπως Picea

sitchensis και  Solanum  lycopersicum παράγοντας  εκτός  από  β-φελλανδρένιο,  χαμηλότερες

ποσότητες  άλλων  τερπενοειδών  [25].  Για  παράδειγμα,  όταν  εκφραστεί  από  το  φυτό  Solanum

lycopersicum το προτιμότερο υπόστρωμα είναι το διφωσφορικό νερύλιο παράγοντας εκτός από το

β-φελλανδρένιο χαμηλότερες ποσότητες από δ-καρένιο, α-φελλανδρένιο και λεμονένιο. Ενώ με τη

χρήση  υποστρώματος  διφωσφορικού  γερανυλίου  παράγει  χαμηλότερες  ποσότητες  άκυκλων

υδρογονανθράκων όπως μυρσένιο και οσμινένιο [26]. 

Εικόνα  1.6:  Η αντίδραση που καταλύεται  από τη συνθάση του β-φελλανδρενίου χρησιμοποιώντας υπόστρωμα το

διφωσφορικό γερανύλιο.
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1.7. ΜVA και MEP βιοσυνθετικά μονοπάτια 

Στη φύση εντοπίζονται  δύο διαφορετικά βιοσυνθετικά μονοπάτια για τη σύνθεση ενδογενών

τερπενοειδών μορίων. Το MVA (μονοπάτι μεβαλονικού οξέος) χρησιμοποιεί το ακετυλο-συνένζυμο

Α (acetylCoA) και πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα των εκαρυωτών και αρχαίων. Το ΜΕΡ

βιοσυνθετικό μονοπάτι εντοπίζεται σε πλαστίδια φυτών, κυανοβακτήρια και μικροφύκη. Και τα δύο

μονοπάτια  οδηγούν  στην  παραγωγή  των  τερπενοειδών  διφωσφορικού  ισοπεντενυλίου  και

διφωσφορικού  διμεθυλαλλυλίου  (DMAPP)  καταλήγοντας  έπειτα  στο  σχηματισμό  του

πυροφωσφορικού  γερανυλίου  (GPP)  το  οποίο  αποτελεί  πρόδρομη  ένωση  για  την  παράγωγη

ενδοκυτταρικών τερπενοειδών [27].

1.7.1. ΜΕΡ Μονοπάτι 

Όπως  αναφέρθηκε,  το  ΜΕΡ  βιοσυνθετικό  μονοπάτι  εντοπίζεται  στα  πλαστίδια  φυτών,  τα

κυανοβακτήρια και τα μικροφύκη που αποτελούν απογόνους προκαρυωτικών βακτηρίων. Συνεπώς,

αποτελεί  το  βιοσυνθετικό  μονοπάτι  τερπενοειδών  που  ενδιαφέρει  στη  συγκεκριμένη  μελέτη.

Διαθέτει  υψηλό  ενδιαφέρον  καθώς  πραγματοποιεί  χρήση  πυροσταφυλικού  και  3-φωσφορικής

γλυκεραλδεΰδης ως υποστρώματα, χρησιμοποιεί ανηγμένα ισοδύναμα και κυτταρική ενέργεια με

τη μορφή ΑΤΡ, NADPH, CTP και ανηγμένης φερρεδοξίνης, συνεπώς τα παραπάνω το καθιστούν

άμεσα συνδεδεμένο με την κυτταρική φωτοσύνθεση. 

Ένα  προϊόν  του  ΜΕΡ  βιοσυνθετικού  μονοπατιού  των  τερπενοειδών  στα  φυτά,  μεταξύ  των

οποίων και της λεβάντας, αποτελεί το  β-φελλαανδρένιο. Συγκεκριμένα, συντίθεται άμεσα από το

διφωσφορικό  γερανύλιο  μέσω  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου  που  βρίσκεται  στους

χλωροπλάστες και κωδικοποιείται από το γονίδιο της συνθάσης του β-φελλανδρενίου. 

Το μονοπάτι αυτό είναι παρόν και σε φωτοσυνθετικούς μικροοργανισμούς, όπως κυανοβακτήρια

και  μικροφύκη.  Μέσω  αυτού  συντίθεται  πλήθος  τερπενοειδών  μορίων,  απαραίτητων  για  την

κυτταρική λειτουργία, όπως οι ορμόνες, στερόλες, τοκοφερόλες, τα καροτενοειδή, οι φυτόλες για

τη χλωροφύλη, οι πρενυλο oυρές της κινόνης. ουσιάζουν όμως γονίδια για συνθάσες δευτερογενών

τερπενοειδών  μεταβολιτών  και  ένζυμα  για  τις  συνθάσες  αυτές,  συνεπώς  δεν  είναι  εφικτή  η

παραγωγή των μεταβολιτών αυτών, στους οποίους συμπεριλαμβάνεται και το β-φελλανδρένιο.  

Για να επιτευχθεί η σύνθεση του β-φελλανδρενίου από το κυανοβακτήριο Synechocystis sp. PCC

6803  το  βελτιστοποιημένο γονίδιο  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου  από  τη  λεβάντα  (L.

angustifolia)  εισάγεται  στο γονιδίωμα του  Synechocystis  μέσω ομόλογου ανασυνδυασμού. Έτσι

επιτυγχάνεται  η  αποτελεσματική  παραγωγή  και  απελευθέρωση  β-φελλανδρενίου  μέσω  του

βιοσυνθετικού μονοπατιού τερπενοειδών από ηλιακό φως, διοξείδιο του άνθρακα (CO2) και νερό

(H2O) μέσω της φωτοσύνθεσης [19][28]. 
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Εικόνα  1.7:   Βιοσυνθετικά μονοπάτια MEP (αριστερά), το  οποίο  συναντάται  στα  πλαστίδια  των φυτών και  στα

κυανοβακτήρια και MVA (δεξιά) το οποίο συναντάται στα φυτά.  Και τα δύο μονοπάτια καταλήγουν στη σύνθεση του

IPP και  DMAPP.  Εμφανίζεται η ετερόλογη έκφραση του β-φελλανδρενίου  η οποία μας ενδιαφέρει για την παρούσα

έρευνα το οποίο προκύπτει από το υπόστρωμα διφωσφορικό γερανύλιο. Η Εικόνα ελήφθη από την παραπομπή [29].

1.8. Φωτοσυνθετικές χρωστικές

Οι φωτοσυνθετικές χρωστικές λειτουργούν ως δότες ηλεκτρονίων μετατρέποντας την ηλιακή

ενέργεια σε χημική, η οποία μετέπειτα συνθέτει τα μόρια  NADPH και  ATP [30]. Στους φυτικούς

ορανισμούς,  οι  κύριες  φωτοσυνθετικές  χρωστικές  είναι  οι  χλωροφύλλες  και  τα  καροτενοεϊδή.

Βάσει  της  δομής τους ανήκουν στα τερπενοειδή λιπίδια των οργανισμών.  Στην κατηγορία των

χλωροφυλλών βρίσκονται κυρίως οι χλωροφύλλες α και β, ενώ στα καροτενοεϊδή τα καροτένια και

οι ξανθοφύλλες [31]. Το φωτοσυνθετικό σύστημα που χρησιμοποιούν τα κυανοβακτήρια εμφανίζει

μεγάλη  ομοιότητα  με  αυτήν  των  φυτών.  Η  διαφορά  κυρίως  βρίσκεται  στις  φωτοσυνθετικές

χρωστικές που χρησιμοποιούν τα δύο είδη. Σε αντίθεση με τα φυτά, στο φωτοσύστημα Ι (PS I) η

χλωροφύλλη β απουσιάζει,  και  παρατηρείται  μόνο η  χλωροφύλλη α.  Παράλληλα,  διαθέτει  μία

επιπλέον  φωτοσυνθετική  κεραία,  τα  φυκοχολωσώματα,  πάνω  στην  οποία  εκφράζονται  οι

φυκοχωλίνες, οι οποίες απουσιάζουν από τους φυτικούς οργανισμούς. Η κεραία αυτή βρίσκεται στη

θυλακοειδή μεμβράνη, στο φωτοσύστημα ΙΙ (PS II) και θα αναλυθεί στη συνέχεια [32]. 

1.8.1.Χλωροφύλλες

Οι χλωροφύλλες είναι πράσινες χρωστικές. Είναι ο άμεσος δότης ηλεκτρονίων στη φωτοσυνθετική

αλυσίδα. Η τερπενοεϊδής φυτολική αλυσίδα που τις κατηγοριοποιεί στα τερπενοειδή λιπίδια είναι

εστεροποιημένες με έναν πορφυρινικό δακτύλιο [31]. Ο πορφυρινικός δακτύλιος αποτελείται από

τέσσερεις πυρολικούς, στο κέντρο των οποίων βρίσκεται συμπλοκοποιημένο ένα ιόν μαγνησίου. Η
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χλωροφύλλη  β διαφέρει με τη χλωροφύλλη  α καθώς στη θέση μίας μεθυλομάδας βρίσκεται μία

αλδεϋδομάδα όπως φαίνεται στην εικόνα 1.8.[30]. 

Εικόνα 1.8: Δομές χλωροφυλλών α και β. Διακρίνεται η επιπλέον αλδεϋδομάδα στη δομή της χλωροφύλλης β, η οποία

απουσιάζει από την a. Η εικόνα ελήφθη από την παραπομπή [33].

1.8.2.Καροτενοειδή

Τα  καροτενοειδή  αποτελούν  βοηθητικές  χρωστικές  στη  διαδικασία  της  φωτοσύνθεσης

μεταφέροντας ηλιακή ενέργεια στις χλωροφύλλες και και η μεγάλη συζυγία τους τους προσδίδει

σημαντικό ρόλο στην προστασία  από πιθανές καταστροφικές επιδράσεις που θα προκαλούσαν οι

ρίζες οξυγόνου στις χλωροφύλλες [34]. 

Η παρουσία ή μη οξυγόνου τα κατηγοριοποιεί σε καροτένια, τα οποία αποτελούνται μόνο από

υδρογονανθρακικές  αλυσίδες  και  στις  ξανθοφύλλες,  οι  οποίες  διαθέτουν  επιπλέον οξυγόνο στη

δομή τους ως υδροξύλιο ή εποξείδιο. Στα καροτένια συμπεριλαμβάνονται κυρίως το α-καροτένιο,

β-καροτένιο και το λυκοπένιο, ενώ στις ξανθοφύλλες η λουτεΐνη, η ζεαξανθίνη και η βιολαξανθίνη

[31]. Οι δομές των καροτενοειδών φαίνονται στην εικόνα 1.9..
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Εικόνα 1.9: Δομές καροτενοειδών. Παρουσιάζονται οι δομές και των δύο κατηγοριών: καροτενίων (α και β καροτένια)

όπου απουσιάζουν άτομα οξυγόνου και ξανθοφυλλών(ζεαξανθίνη, λουτείνη, βιολαξανθίνη και νεοξανθίνη) των οποίων

οι δομές διαθέτουν οξυγόνο. H εικόνα ελήφθη από την παραπομπή  [31].

1.9. Φυκοχολοσώματα 

Τα  κυανοβακτήρια,  καθώς  αναπτύσσονται  σε  οικοσυστήματα  όπου  δε  φτάνει  αρκετή

ακτινοβολία, έχουν αναπτύξει μία βοηθητική κεραία συλλογής φωτός, τα φυκοχολοσώματα (PBS).

Στις  κεραίες  αυτές  βρίσκεται  η  χρωστική  φυκοκυανίνη  η  οποία  βοηθά  στην  απορρόφηση  της

ηλιακή ακτινοβολίας μεταξύ των μηκών κύματος 575-675 nm. Η ακτινοβολία αυτή μεταφέρεται

στη χρωστική χλωροφύλλη α του κέντρου αντίδρασης του φωτοσυστήματος II. 

 Τα  φυκοχολοσώματα συνιστούν  οργανωμένα  σύμπλοκα  αποτελούμενα από  διάφορες

χολοπρωτεϊνες και συνδετικά πεπτίδια.  Οι χολοπρωτεϊνες διαθέτουν τις  χολίνες,  οι  οποίες είναι

χρωμοφόρα  που  ωθούν  την  ενέργεια  γρήγορα  και  άμεσα  μέσω  των  φυκοχολοσωμάτων  στη

χλωροφύλλη  α.  Υπάρχουν  τρεις  κατηγορίες  χολοπρωτεϊνών.  Οι  υψηλής  ενέργειας  ονομάζονται

φυκοερυθρίνες  ή  φυκοερυθροκυανίνες,  οι  μέσης  ενέργειας  ονομάζονται  φυκοκυανίνες  και  οι

χαμηλής  ενέργειας  αλοφυκοκυανίνες  [35].  Στα  κυανοβακτήρια  φυκοχολοσώματα  διακρίνονται

δομικά  από  δύο  τμήματα.  Στον  πυρήνα  βρίσκονται  κυλινδρικές  δομές,  που  αποτελούνται  από

δίσκους αλλοφυκοκυανίνης (αβ)3 στοιβαγμένοι ο ένας δίπλα στον άλλο. Τριγύρω εκτείνονται τα

περιφερειακά  ραβδία.  Ο  άξονας  του  πυρήνα  είναι  παράλληλος  της  θυκαλοειδούς  μεμβράνης,

εξασφαλίζοντας κατάλληλη δομή για να μεταφερθεί η ενέργεια διέγερσης στη χλωροφύλλη α του

30



κέντρου αντίδρασης του φωτοσυστήματος ΙΙ. Τα περιφερειακά ραβδία διαθέτουν το περισσότερο

ενδιαφέρον για την παρούσα έρευνα. Αποτελούνται επίσης από δίσκους,  στοιβαγμένους ο ένας

δίπλα  στον  άλλο.  Κάθε  δίσκος  περιέχει  6  ετεροδιμερή αποτελούμενα  από  τις  υπομονάδες  της

φυκοκυανίνης cpc-α και cpc-β που και κωδικοποιούνται από τα γονίδια cpcΑ και cpcΒ στο  cpc

οπερόνιο,  αντίστοιχα.  Τα  διμερή  αυτά  λαμβάνουν  την  τελική  τους  δομή  με  τη  βοήθεια  των

συνδετικών πεπτιδίων (linker peptides) τα οποία ενώνουν τις δύο υπομονάδες και κωδικοποιούνται

από τα γονίδια  cpcC1,  cpcC2 και  cpcD. Το κυανοβακτήριο που μελετάται στην έρευνα αυτή, το

Synechocystis  διεθέτει το CPC οπερόνιο, όπου είναι οργανωμένα τα γονίδια  cpcA,  cpcB,  cpcC1,

cpcC2 και cpcD [36]. Η φυκοκυανίνη (Phc) βρίσκεται σε μεγάλες ποσότητες στα κυανοβακτήρια

γεγονός που υποδεικνύει της ισχυρότητα του υποκινητή του cpc οπερονίου [22]. Τα συγκεκριμένα

σύμπλοκα συλλογής φωτός αυξάνουν την απορρόφηση της ηλιακής ακτινοβολίας και ρυθμίζουν

την  κατανομή  ενέργειας  διέγερσης  στα  φωτοσυστήματα  I  και  ΙΙ,  αντιμετωπίζοντας  την

ανισοκατανομή λόγω της μεγαλύτερης ποσότητας φωτοσυστήματος Ι καθώς και του μεγαλύτερου

αριθμού  χλωροφυλλών  που  βρίσκονται  σε  αυτό,  σε  σχέση  με  το  φωτοσύστημα  ΙΙ  στα

κυανοβακτήρια. 

Παράλληλα, παρόλο που η μεγάλη κεραία προσδίδει μεγάλο πλεονέκτημα στην επιβίωση των

κυανοβακτηρίων, καθώς αυτά αναπτύσσονται σε συνθήκες χαμηλού φωτός, η ανάπτυξη τους σε

συνθήκες κανονικού φωτισμού οδηγεί σε περισσότερη απορρόφηση φωτός σε σχέση με αυτή που

μπορεί να διαχειριστεί και έτσι η περίσσεια ενέργειας αποσβαίνεται μη φωτοχημικά [36]. 

Εικόνα 1.10: Α.  Δομή του φυκοχολοσώματος.  Διακρίνονται στον πυρήνα οι δίσκοι αλοφυκοκυανίνης (AP) και  τα

ραβδία φυκοκυανίνης (Phc) Β. Γενετικός χάρτης των γονιδίων του cpc οπερονίου. Οι εικόνες ελήφθησαν από την

παραπομπή [36].
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1.10. Διαχείριση της φωτονιακής ενέργειας – περικοπή φωτοσυνθετικής κεραίας

Στη  διαδικασία  της  φωτοσύνθεσης  οι  φωτοσυνθετικοί  οργανισμοί  δεν  καταφέρνουν  να

αξιοποιήσουν  όλη  την  ηλιακή  ενέργεια  που  φτάνει  σε  αυτούς  με  αποτέλεσμα  ένα  μέρος  να

αποσβαίνεται μη φωτοχημικά. Συγκεκριμένα, το ποσοστό της ενέργειας που αξιοποιείται ανέρχεται

μόνο στο 8-10% του συνολικού που φτάνει στον οργανισμό  [37]. Έχει οριστεί το τρίπτυχο της

ενέργειας το οποίο προβλέπει την κατανομή της φωτονιακής ενέργειας από τον φωτοσυνθετικό

οργανισμό.  Στο  τρίπτυχο  αυτό  συμπεριλαμβάνονται  η  φωτοχημική  αξιοποίηση  ενέργειας  (qP),

δηλαδή τη μεταφορά της στην αλυσίδα ηλεκτρονίων με σκοπό την παραγωγή χημικής ενέργειας

(ATP),  η  θερμότητα  και  ο  φθορισμός,  όπου  τα  δύο  τελευταία  αποτελούν  τη  μη  φωτοχημική

απόσβεση της ενέργειας (NQP) [38][39].

Σε  υψηλότερη  από  τη  φυσιολογική  ένταση  της  φωτονιακής  ακτινοβολίας,  το  ποσοστό  της

ακτινοβολίας  μπορούν  να  αξιοποιήσουν μειώνεται  στο  2-3% στα άλγη και  ακόμα χαμηλότερα

στους υπόλοιπους φωτοσυνθετικούς οργανισμούς [37]. Η περίσσεια ενέργειας μπορεί να οδηγήσει

στη  δημιουργία του  τοξικού  1Ο2.  Για  το  λόγο  αυτό,  σε  υψηλές  εντάσεις, χρησιμοποιούν

διαφορετικούς μηχανισμούς προστασίας και αξιοποίησης της ενέργειας αυτής όπως έιναι η χρήση

πολυαμινών (πουτρεσίνη, σπερμιδίνη και σπερμίνη)  [40], ο κύκλος των ξανθοφυλλών [41] και η

φωτοαναστολή [42]. Συγκεκριμένα, για το κυανοβακτήριο Synechocystis sp. PCC 6803 έχει βρεθεί

ότι  τα  καροτενοειδή  έίναι  πολύ  σημαντικά  στην  προστασία  του  μικροοργανισμού  όταν  αυτός

βρεθεί  σε  δυσμενείς  συνθήκες.  Το  κυανοβακτήριο Synechocystis  sp.  PCC  6803, διαθέτει  στο

γονιδίωμά του το γονίδιο slr1963. Το γονίδιο αυτό εκφράζει την πορτακαλί καροτενοειδή προτεϊνη

(Orange Carotenoid Protein, OCP). Η OCP πρωτεϊνη έχει την ικανότητα τα δέχεται την περίσσεια

ενέργειας  από  τα  φυκοχολοσώματα,  ώστε  αυτή  να  μην  μεταφέρεται  στο  φωτοσύστημα  ΙΙ,

προστατεύοντάς το. Υψηλής σημασίας για την παρούσα έρευνα είναι ότι η πρωτεϊνη αυτή μπορεί

να εκφραστεί και σε μεταλλάγμένα στελέχη Synechocystis sp. PCC 6803 όπου τα φυκοχολοσώματα

απουσιάζουν. Με τον τρόπο αυτό οι καλλιέργειες αποκτούν χαρακτηριστικό πορτοκαλί χρώμα, που

οφείλεται στην αυξημένη παρουσία καροτενοειδών[43] .

Τα κυανοβακτήρια που αποτελούν τα συστήματα μελέτης στην παρούσα εργασία, καθώς και τα

μικροάλγη,  διαθέτουν μία ιδιαίτερη φωτοσυνθετική κεραία,  τα φυκοχολοσώματα,  με την οποία

επιτυγχάνουν  την  απορρόφηση  της  απαραίτητης  ακτινοβολίας  στο  περιβάλλον  το  οποίο

αναπτύσσονται στη φύση, όπου η ηλιακή ακτινοβολία δεν φτάνει με την ίδια ευκολία όσο στην

επιφάνεια της Γης  [36]. Στους θαλάμους ανάπτυξης, η ακτινοβολία είναι συνεχής και υψηλή, το

οποίο θα οδηγούσε σε αυξημένη μη φωτοχημική απόσβεση στα εξωτερικά κύτταρα που έρχονται

άμεσα  σε  επαφή  με  το  φως,  ενώ  μειωμένη  ακτινοβολία  θα  εισερχόταν  στο  εσωτερικό  της

καλλιέργειας.  Το  πρόβλημα  αντιμετωπίζεται  με  τη  μείωση  του  μεγέθους  της  φωτοσυνθετικής
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κεραίας, με στόχο τη μείωση του μεγέθους του συμπλόκου συλλογής φωτός. Έτσι σχηματίζεται η

περικεκομμένη κεραία συλλογής φωτός (Truncated Light-harvesting Antenna-TLA). Το μικρότερο

μέγθος συνεπάγεται την ομοιόμορφη κατανομή της ακτινοβολίας στην καλλιέργεια, δηλαδή την

πρόσληψη λιγότερης ακτινοβολίας από τα εξωτερικά στην καλλιέργεια κύτταρα, και την εισαγωγή

μεγαλύτερης ποσότητας στο εσωτερικό [37][44], [45]. Η ιδιότητα αυτή απεικονίζεται στην εικόνα

1.11..

Εικόνα 1.11: Α. Απεικόνηση απορρόφησης και επεξεργασίας του προσπίπτοντος ηλιακού φωτός από μικροφύκη που

περιέχουν όλες τις χρωστικές τους (σκούρο πράσινο).  Τα κύτταρα που εκτίθενται στην επιφάνεια έρχονται σε επαφή με

την ηλιακή ακτινοβολία καλύπτοντας με τη φωτοσυνθετική τους κεραία το τα εσωτερικά κύτταρα στην καλλιέργεια. Η

ποσότητα της ακτινοβολίας που δεν απορροφάται αποσβαίνεται μη φωτοχημικά (NPQ). Β. Aπεικόνιση απορρόφησης

και επεξεργασίας του προσπίπτοντος ηλιακού φωτός από κύτταρα (ανοιχτό πράσινο) με περικομμένη κεραία συλλογής

φωτός. Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η ομοιόμορφη  κατανομή της ακτινοβολίας στην καλλιέργεια περιορίζοντας

επίσης το NPQ. Οι εικόνες ελήφθησαν από την παραπομπή [37].

1.11. Ετερόλογη έκφραση β-φελλανδρενίου

Η μεγάλη εμπορική και βιομηχανική σημασία του β-φελλανδρενίου οδήγησε στην προσπάθεια

για  ετερόλογη  έκφραση του  προϊόντος  αυτού  μέσω του  βιοσυνθετικού  μονοπατιού  παραγωγής

τερπενοειδών του κυανοβακτηρίου  Synechocystis  sp.  PCC 6803.  Συγκεκριμένα αναφέρεται  στη

βιβλιογραφία  η  δημιουργία  12  νέων  στελεχών  του  κυανοβακτηρίου  αυτού  τα  οποία  περιέχουν

διαφορετικούς συνδιασμούς γονιδίων του  cpc  οπερονίου με την προσθήκη του γονιδίου για τη

συνθάση του β-φελλανδρενίου. Τα στελέχη αυτά αναφέρονται στον πίνακα 1.1..
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Πίνακας 1.1: Διαφορετικά μεταλαγμένα στελέχη του κυανοβακτηρίου Synechocystis sp. PCC 6803 που φέρουν το 

γονίδιο της συνθάσης του β-φελλανδρενίου.  Παρουσιάζεται η ποσότητα β-φελλανδρενίου που παράγει το κάθε 

στέλεχος. Η τελεία και ο αστερίσκος υποδηλώνουν σύντηξη γονιδίων.  Σε όλα τα στελέχη έχει πραγματοποιηθεί 

παρεμβολή στην αλληλουχία psbA2 ή στo cpc οπερόνιο. Ο πίνακας ελήφθη από την παραπομπή [48].

ΜΕΤΑΛΛΑΓΜΈΝΟ
ΣΤΈΛΕΧΟΣ

ΑΠΌΔΟΣΗ Β-
ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΊΟΥ

(MG . G-1 DCW)
ΣΥΝΘΉΚΕΣ

ΑΝΑΦΟΡ
Ά

50 μg β-φελλανδρένιο .

L-1 καλλιέργειας
150 μmol φωτονίων .m−2 . s−1,

48 h
[19]

ΔpsbA2-PHLS
0,0116 ± 0,0027

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

[21] 

0,0443± 0,0101
170 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

ΔpsbA2(noAT box)-PHLS
0,0481 ± 0,0072

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

0,0516 ± 0,0076
170 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

ΔpsbA2-trc-PHLS
0,1157 ± 0,0148

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

0,1132 ± 0,011
170 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

ΔpsbA2-trc-T7gene10-PHLS
0,2538 ± 0,0548

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

0,24953 ± 0,0496
170 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

Δcpc-PHLS
0,2591 ± 0,0557

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

70,091 ± 0,0019
170 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

ΔCpcþCpcB_
PHLS

Σειρά 1
0,05 ± 0,02

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

[22] 

Σειρά 2
0,02 ± 0,01

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

Σειρά 3
0,03 ± 0,02

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

CpcB _ PHLSþCpc

Σειρά 1
3,70 ± 0,48

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

Σειρά 2
2,57 ± 0,50

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

Σειρά 3
3,28 ± 0,90

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

ΔCpcþNPTI_
PHLS

Σειρά 1
0,72 ± 0,10

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

Σειρά 2
0,62 ± 0,20

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

Σειρά 3
0,56 ± 0,14

50 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

ΔCpc + PHLS
Σειρά 1

0,50 ± 0,08 48 h
[29]

Σειρά 2
0,43 ± 0,16 48 h

Σειρά 3
0,33 ± 0,06 48 h
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CpcB_PHLS

Σειρά 1
5,96 ± 0,08 48 h

Σειρά 2
4,60 ± 1,26 48 h

Σειρά 3
4,47 ± 0,.74 48 h

CpcB_PHLS +
GPPS

Σειρά 1
6,68 ± 0,84 48 h

Σειρά 2
5,78 ± 1,03 48 h

Σειρά 3
4,90± 0,73 48 h

CpcB_PHLS +
GPPS + MVA

Σειρά 1
12,44 ± 4,21 48 h

Σειρά 2
10,86 ± 3,54 48 h

Σειρά 3
9,22 ± 1,07 48 h

Recipient (cpcB*PHLS) 1,42 ± 0,66
100 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

[47]
R+GPPS-smR 1,89 ± 0,53

100 μmol φωτονίων .m−2. s−1,
48 h

R+cmR29*GPPS-smR 2,42 ± 0,86
100 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

R+nptI*GPPS 5,95 ± 1,31
100 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

48 h

GPPS 9,4±1,2
100 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

26οC, 48 h
[46]

NptI*GPPS 24,0±1,6
100 μmol φωτονίων .m−2. s−1,

26οC, 48 h

Το γονίδιο για τη συνθάση του β-φελλανδρενίου στις περισσότερες περιπτώσεις προέρχεται από

τον οργανισμό Lavandula Augustifolia, το οποίο έχει υποστεί βελτιστοποίηση κωδικωνίων ώστε να

εκφράζεται αποδοτικότερα από το κυανοβακτήριο. Το Synechocystis sp. PCC 6803 χρησιμοποιεί το

MEP  βιοσυνθετικό μονοπάτι για να παράγει τα ενδογενή τερπενοειδή που είναι απαραίτητα για

αυτό  χρησιμοποιώντας  ως  πηγή  άνθρακα  το  ατμοσφαιρικό  CO2 μέσω  της  φωτοσυνθετικής

διαδικασίας.  Συγκεκριμένα  στο  μονοπάτι  αυτό  χρησιμοποιείται  περίπου  το  5%  του  CO2 που

συλλέγει μέσω της φωτοσυνθεσης. Το ΜΕΡ βιοσυνθετικό μονοπάτι που βρίσκεται στα πλαστίδια

των φυτών και τα κυανοβακτήρια “συναντά” το MVA βιοσυνθετικό μονοπάτι τερπενοειδών που

εντοπίζεται στο κυτταρόπλασμα των φυτών (συνεπώς και ο οργανισμός Lavandula augustifolia)

στην  παραγωγή  του  διφωσφορικού  ισοπεντυλίου  (IPP) και  διφωσφορικού  διμεθυλαλυλίου

(DMEPP). Συνεπώς, η προσθήκη του γονιδίου της συνθάσης του β-φελλανδρενίου στο γονιδίωμά

του  το  καθιστά  ικανό  να  εκφράσει  τη  συνθάση  και  ετερόλογα  να  παράγει  το  χρήσιμο  

β-φελλανδρένιο [19][21]  [22] [29][46]  [47]. Ένα παράδειγμα παρουσιάζεται στην εικόνα 1.12..
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Εικόνα 1.12: Έκφραση β-φελλανδρενίου από τα MVA και MEP βιοσυνθετικά μονοπάτια. Παρατηρείται ότι και τα δύο

μονοπάτια καταλήγουν στο IPP και DMEPP. Στη συγκεκριμένη τροποποιήθηκε το ΜΕΡ μονοπάτι προσθέτοντας στο

γονιδίωμα του οργανισμού τα γονίδια NptI.GPPS (όπου NptI αναφέρεται στο γονίδιο ανθεκτικότητας στην καναμυκίνη

και CpcB.PHLS με σκοπό την ετερόλογη έκφραση του β-φελλανδρενίου. Η εικόνα ελήφθη από τη βιβλιογραφία [47].

Στην προσπάθεια για τη μέγιστη δυνατή παραγωγή του προϊόντος, οι προηγούμενες ερευνητικές

ομάδες  εξέφρασαν  το  γονίδιο  για  τη  συνθάση  του  β-φελλανδρενίου  στο  cpc  οπερόνιο  του

κυανοβακτηρίου. Όπως προαναφέρθηκε, το cpc οπερόνιο εκφράζει τα γονίδια για τη φυκοκυανίνη,

χρωστική αναγκαία για την λήψη φωτός για τη φωτοσύνθεση των κυανοβακτηρίων στο βάθος της

θάλασσας  όπου  εντοπίζονται  στη  φύση.  Συνεπώς  είναι  αναγκαία  για  την  επιβίωσή  του.  Ο

μικροοργανισμός υπερεκφράζει τη συγκεκριμένη πρωτεϊνη υπό τον ισχυρό cpc υποκινητή. Με την

ενσωμάτωση  του  γονιδίου  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου  στο  οπερόνιο  επιτυγχάνεται

έκφραση  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου.  Με  τον  τρόπο  αυτό  στο  μονοπάτι  βιοσύνθεσης

τερπενοειδών,  μόλις  το  βιοσυνθετικό  μονοπάτι  σχηματίσει  το  προϊόν  διφωσφορικό  γερανύλιο

(GPP)  η μεγάλη ποσότητα της συνθάσης του  β-φελλανδρενίου που έχει εκφραστεί ετερόλογα θα

δράσει  ανταγωνιστικά  με  τις  συνθάσες  των ενδογενών τερπενοειδών ωθώντας  όσο το  δυνατόν

μεγαλύτερη ποσότητα της ποσότητας του άνθρακα προς τη σύνθεση του β-φελλανδρενίου.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΤΕΡΟΛΟΓΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ

ΑΠΟ ΤΟ ΜΕΤΑΛΑΓΜΕΝΟ ΣΤΕΛΕΧΟΣ Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

2.1. Εισαγωγή

Η ετερόλογη έκφραση του  β-φελλανδρενίου έχει κεντρίσει το ενδιαφέρον του επιστημονικού

χώρου τα τελευταία χρόνια λόγω της μεγάλης εμπορικής και βιομηχανικής αξίας του.  Μελέτες

έχουν  πραγματοποιηθεί  για  την  ετερόλογη εκφραση του  τερπενοειδούς  από  το  κυανοβακτήριο

Synechocystis sp. PCC 6803 με την ενσωμάτωση του γονιδίου της συνθάσης του β-φελλανδρενίου

στο γονιδίωμα του οργανισμού. Το γονίδιο της συνθάσης του β-φελλανδρενίου εκφράζεται υπό τον

ισχυρό υποκινητή του cpc οπερονίου. 

Συγκεκριμένα, έπειτα από διάφορες μελέτες διαπιστώθηκε ότι όταν το γονίδιο της συνθάσης του

β-φελλανδρενίου συντήχθηκε με  το γονίδιο  της  β υπομονάδας της  φυκοκυανίνης  (cpcB.PHLS)

επιτυγχάνεται η μέγαλύτερη παραγωγή β-φελλανδρενίου συγκριτικά με τα υπόλοιπα μεταλλαγμένα

στελέχη [21][22][29][47]. Επιπλέον,  παράλληλη ενσωματωση του γονιδίου για τη συνθάση του

διφωσφορικού γερανυλίου (GPPS), το οποίο αποτελεί το πρόδρομο μόριο του β-φελλανδρενίου στο

cpc οπερόνιο  οδήγησε σε ακόμα υψηλότερη παραγωγή του  β-φελλανδρενίου  [29][46].  Επίσης,

αυξημένη  παραγωγή  παρατηρείται  και  σε  στελέχη  όπου  δεν  έχουν  αφαιρεθεί  γονίδια  του cpc

οπερονίου, αντιθέτως είναι παρόντα όλα τα γονίδια μαζί με τη συνθάση του β-φελλανδρενίου [22]. 

Σε  προηγούμενη  μελέτη  του  εργαστηρίου  [48] δημιουργήθηκαν  μελετήθηκαν  διαφορετικά

στελέχη με διαφορετικούς συνδυασμούς των γονιδίων του cpc οπερονίου στα οποία απουσίαζαν τα

γονίδια που εκφράζουν τα συνδετικά πεπτίδια (cpcC1, cpcC2, cpcD)  τα οποία χρησιμοποιούνται

για την διαμόρφωση της διμερούς δομής της φυκοκυανίνης. Τα αποτελέσματα επιβεβαίωσαν ότι η

παράλληλη έκφραση του διφωσφορικού γερανυλιου  (GPP)  παρουσία φυσικά της συνθάσης του  

β-φελλανδρενίου  (PHL) οδηγεί  σε  αύξηση  της  παραγωγής.  Επιτυχής  παραγωγή  του  προϊόντος

παρατηρήθηκε σε όλα τα στελέχη όπου η συνθάση του β-φελλανδρενίου ήταν συντηγμένη με τη β

υπομονάδα  της  φυκοκυανίνης.  Αντιθέτως,  όταν  δοκιμάστηκε  η  σύντηξη  της  συνθάσης  του  

β-φελλανδρενίου  με  την  α  υπομονάδα  της  φυκοκυανίνης  το  στέλεχος  δεν  παρήγαγε  

β-φελλανδρένιο,  αλλά μίγμα άλλων τερπενοειδών. Τέλος, δημιουργήθηκε ένα νέο στέλεχος στο

οποίο  συμπεριλαμβάνονται  όλα τα  γονίδια  του  cpc  οπερονίου,  το  γονίδιο  για  την  PHLS είναι

συντηγμένο με το γονίδιο για την β υπομονάδα της φυκοκυανίνης και το γονίδιο για την GPPS είναι

συντηγμένο  με  την  α υπομονάδα  της  φυκοκυανίνης  (Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc).  Η

παρούσα  μεταπτυχιακή  εργασία  ασχολείται  με  τη  μελέτη  και  το  χαρακτηρισμό  του  στελέχους

αυτού.
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2.2. Σκοπός

  Σκοπό  του  παρόντος  κεφαλαίου  αποτελεί  η  μελέτη  και  ο  χαρακτηρισμός  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Αρχικά, εξετάστηκε η ενσωμάτωση των επιθυμητών γονιδίων

στο  κυανοβακτήριο  Synechocystis  sp.  PCC  6803 στο  οποίο  είχε  προηγηθεί  ομόλογος

ανασυνδυασμός  με  πλασμίδιο  που  έφερε  τα  επιθυμητά  γονίδια  cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.

Ακολούθησε μελέτη της έκφρασης της συνθάσης του  β-φελλανδρενίου και έπειτα εξετάστηκε η

παραγωγή  του  επιθυμητού  προϊόντος,  β-φελλανδρενίου,  από  το  στέλεχος.  Τέλος,  μελετήθηκαν

βιωτικοί  παράγοντες  του  νέου  στελέχους,  συγκεκριμένα,  η  ανάπτυξη,  η  φωτοσυνθετική  του

δραστηριότητα  και  το  περιεχόμενο  σε  φωτοσυνθετικές  χρωστικές.  Τα  αποτελέσματα  αυτά

συγκρίθηκαν  με  τα  αποτελέσματα  από  τα  προηγούμενα  στελέχη  που  έχουν  μελετηθεί  στο

εργαστήριο ως προς την παραγωγή του β-φελλανδρενίου.

38



2.3. Πειραματικό μέρος

2.3.1. Στελέχη

Εικόνα  2.1:  Γονιδιακές  αλληλουχίες  αγρίου  τύπου  (WT)  και  των  μεταλλαγμένω  στελεχών  Synechocystis Δcpc,

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA),  Δcpc+cpcB.PHLS+cpA.GPPS,  Δcpc+cpcB.GPPS+cpA.PHLS  και

Δcpc+cpcB.PHLS+cpA.GPPS+cpc που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

Τα στελέχη που μελετήθηκαν στην συγκεκριμένη μελέτη παρουσιάζονται στην εικόνα 2.1.. Στο

γονιδίωμα του αγρίου τύπου  (εικόνα 2.1.a) είναι παρόντα όλα τα γονίδια του  cpc  οπερονίου. Τα

γονίδια cpcA και cpcB αναφέρονται στις υπομονάδες της φυκοκυανίνης α και β αντίστοιχα, ενώ τα

γονίδια cpcC2,  cpcC1 και cpcD εκφράζουν τα συνδετικά  πεπτίδια  που είναι  αναγκαία  για την

τελική δομή της πρωτεϊνης.

Στην εικόνα 2.1.b  παρουσιάζεται το μεταλλαγμένο στέλεχος Δcpc, στο οποίο έχει αφαιρεθεί το

cpc οπερόνιο,  έχουν διατηρηθεί  οι  3’ και  5’ αμετάφραστες  περιοχές,  ανάμεσα στις  οποίες  έχει

τοποθετηθεί γονίδιο ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό καναμυκίνη.

Στην  εικόνα  2.1.c παρατηρείται  ότι  το  στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA), στο  cpcB

γονίδιο  έχει  πραγματοποιηθεί  σύντηξη  με  το  γονίδιο  που  εκφράζει  τη  συνθάση  του  

β-φελλανδρενίου. Το cpcA γονίδιο απουσιάζει, ενώ είναι παρόντα τα γονίδια που κωδικοποιούν τα
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συνδετικά πεπτίδια της φυκοκυανίνης. Το στέλεχος διαθέτει επίσης γονίδιο ανθεκτικότητας στην

καναμυκίνη. 

Τα μεταλλαγμένα στελέχη Δcpc και Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) κατασκευάστηκαν από την

ομάδα του καθηγητή Αναστάσιου Μελή στο University of California, Berkeley.

Στην εικόνα 2.1.d το μεταλλαγμένο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpA.GPPS διαθέτει τα γονίδια

για τις δύο υπομονάδες της φυκοκυανίνης, τα οποία είναι συντηγμένα, το cpcB με τη συνθάση του

β-φελλανδρενίου  (cpcB.PHLS)  και  το  cpcA με  τη  συνθάση  του  διφωσφορικού  γερανυλίου

(cpcA.GPPS). Απουσιάζουν οι αλληλουχίες που κωδικοποιούν τα συνδετικά πεπτίδια. Το στέλεχος

διαθέτει επίσης γονίδιο ανθεκτικότητας στην χλωραμφενικόλη.

Στην εικόνα 2.1.e στο οπερόνιο του στελέχους Δcpc+cpcB.GPPS+cpA.PHLS περιέχει τα γονίδια

για τις δύο υπομονάδες της φυκοκυανίνης, τα οποία είναι συντηγμένα, το cpcB με τη συνθάση του

διφωσφορικού  γερανυλίου  (cpcΒ.GPPS)   και  το  cpcA με  τη  συνθάση  του  β-φελλανδρενίου

(cpcΑ.PHLS). Απουσιάζουν οι αλληλουχίες που κωδικοποιούν τα συνδετικά πεπτίδια. Το στέλεχος

διαθέτει επίσης γονίδιο ανθεκτικότητας στην χλωραμφενικόλη.

Τα  παραπάνω  στελέχη  έχουν  μελετηθεί  και  χαρακτηριστεί  από  το  παλαιότερη  μελέτη  του

εργαστηρίου [48]. Στη συγκεκριμένη μελέτη συγκρίνονται τα αποτελέσματα αυτά με αυτά του νέου

στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpA.GPPS+cpc.

Το  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpA.GPPS+cpc στην  εικόνα  2.1.f  είναι  το  στέλεχος  που

μελετάται στη συγκεκριμένη μελέτη. Περιέχει τα γονίδια σύντηξης  cpcB.PHLS και  cpcA.GPPS,

και τις αλληλουχίες που κωδικοποιούν τα συνδετικά πεπτίδια. Το στέλεχος διαθέτει επίσης γονίδιο

ανθεκτικότητας στην χλωραμφενικόλη.

Όλα τα  τελευταία  στελέχη  δημιουργήθηκαν  από το  παλαιότερο μέλος  του  εργαστηρίου  Δρ.

Βαλβασμή Αγγελική Ελευθερία [48]. 

2.3.2. Συνθήκες ανάπτυξης

Όλα τα στελέχη αναπτύχθηκαν σε φωτοαυτότροφες συνθήκες σε υγρό θρεπτικό υλικό  BG-11

μέσα  σε  κωνικές  φιάλες,  με  συνεχή  παροχή  ατμοσφαιρικού  αέρα,  μέσω  αντλίας  ώστε  να

τροφοδοτούνται  διαρκώς τα κύτταρα με  CO2  για την επιτέλεση της φωτοσύνθεσης.  Οι κωνικές

φιάλες ήταν σφραγισμένες με πώμα πάνω στο οποίο είχαν προσαρμοστεί δύο σωλήνες. Ο ένας

σωλήνας ήταν βυθισμένος στην καλλιέργεια παρέχοντας τον αέρα σε αυτήν, ο οποίος κατά την

εισαγωγή του διέρχονταν από κατάλληλο φίλτρο (0,2 μm) για την αποφυγή μολύνσεων. Ο δεύτερος

σωλήνας είχε μικρότερο μέγεθος και από εκεί πραγματοποιούνται η εκτόνωση για την ισορροπία

πιέσεων στο σύστημα. Το pH ήταν σταθερό (pH=7.5)  με την προσθήκη ρυθμιστικού διαλύματος

25  mM NaH2PO4.  Η  ανάπτυξη  των  καλλιεργειών  και  οι  πειραματικές  διαδικασίες
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πραγματοποιήθηκαν  σε  σε  θάλαμο  σταθερής  θερμοκρασίας  28±1°C  με  ένταση  φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων·m-2·s-1 με την χρήση λευκών (cool white) λαμπών φθορισμού. Οι

υγρές καλλιέργειες αποτέλεσαν μητρικές καλλιέργειες για τη διεξαγωγή των πειραμάτων.

Εικόνα 2.2: Φιάλες ανάπτυξης μητρικών καλλιεργειών στον ειδικό θάλαμο ανάπτυξης. Διακρίνεται το πώμα με τους

δύο σωλήνες εισαγωγής και εξαγωγής αέρα.

Όλα  τα  στελέχη  διατηρήθηκαν  σε  στερεό  θρεπτικό  μέσο  BG11,  στο  οποίο  προστέθηκε  

0,3% (w/v) θειοθειικού νατρίου και 1% (w/v) άγαρ. Στην περίπτωση αυτή για τη ρύθμιση του pH

χρησιμοποιήθηκε  διάλυμα  HEPES/NaOH (pH=7,5).  Στα  στελέχη  που  διέθεταν  γονίδιο

ανθεκτικότητας στο αντιβιοτικό χλωραμφενικόλη, προστέθηκε το αντιβιοτικό αυτό στο θρεπτικό

μέσο,  ενώ σε  αυτά  που  διέθεταν  στην  καναμυκίνη,  προστέθηκε  η  καναμυκίνη  αντίστοιχα.  Ως

πρόσθετη πηγή άνθρακα προστέθηκαν 5 mM γλυκόζης σε στερεό θρεπτικό μέσο BG11. 

   Για την αποφυγή μολύνσεων από άλλους μικροοργανισμούς όλα τα θρεπτικά μέσα και σκεύη που

χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή καλλιεργειών αποστειρώθηκαν σε αυτόκαυστο στους 120οC

για 20-30 min και προστέθηκε στις  μητρικές καλλιέργειες  χλωραμφενικόλη στην οποία τα δύο

μεταλλαγμένα  στελέχη  διαθέτουν  ανθεκτικότητα.  Όλα  τα  πειράματα  παρασκευής  καλλιεργειών

διεξήχθησαν  σε  θάλαμο  νηματικής  ροής  (laminar  flow  hood)  παρουσία  φλόγας,  αφού  είχε

προηγουμένως αποστειρωθεί με αιθανόλη και λάμπα υπεριώδους ακτινοβολίας.

Η σύσταση του θρεπτικού μέσου BG11 παρουσιάζεται στους πίνακες 2.1 - 2.7.
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Πίνακας 2.1.: Συστατικά θρεπτικού μέσου BG-11

Διαλύματα Ποσότητα
100x BG11  χωρίς  σίδηρο,  φωσφορικά

και άνθρακα
10 mL/L

1000x C6H8FeNO7 1 mL/L
1000x Na2CO3 1 mL/L
1000x K2HPO4 1 mL/L

Πίνακας 2.2. Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer).

Συστατικά Συγκέντρωση
NaH2PO4

.H2O, pH=7.5 0.50 M

Πίνακας 2.3.: Συστατικά διαλύματος 100x BG11 χωρίς σίδηρο, φωσφορικά και άνθρακα.

Συστατικά Συγκέντρωση
NaNO3 149.60 g/L
MgSO4

.7H2O 7.49 g/L
CaCl2

.2H2O 3.60 g/L
Σιδηρούχο κιτρικό αμμώνιο 0.60 g/L 
0.25 Μ NaEDTA, pH=8.0 1.12 mL/L
Διάλυμα  ιχνοστοιχείων  (Trace

minerals)
100 mL/L

Πίνακας 2.4.: Συστατικά διαλύματος ιχνοστοιχείων (Trace minerals).

Συστατικά Συγκέντρωση
Η3ΒΟ3 2.86 g/L
MnCl2

.4H2O 1.82 g/L
ZnSO4

.7H2O 0.222 g/L
MoO3 0.399 g/L
CuSO4

.5H2O 79 mg/L
Co (NO3)2

.6H2O 0.0494 g/L

     Πίνακας 2.5.: Συστατικά διαλύματος 1000x Ferric ammonium citrate.

 Συστατικά Συγκέντρωση
Σιδηρούχο κιτρικό αμμώνιο 600 mg/100 mL H2O

      Πίνακας 2.6.: Συστατικά διαλύματος 1000x Na2CO3.

Συστατικά Συγκέντρωση
Na2CO3 2 g/100 mL H2O
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Πίνακας 2.7.: Συστατικά διαλύματος 1000x K2HPO4.

Συστατικά Συγκέντρωση
K2HPO4 3.05 g/100 mL H2O

2.3.3. Απομόνωση γενωμικού DNA από κύτταρα Synechocystis

Για την πραγματοποίηση της απομόνωσης του γενωμικού DNA από τα κύτταρα, απομονώθηκαν

κύτταρα από στερεή καλλιέργεια τα οποία διαλυτοποιήθηκαν σε 20 μL αποστειρωμένου νερού.

Έπειτα  προστέθηκε  ίσος  όγκος  αιθανόλης  (100%)  και  το  μείγμα  αναδεύτηκε  στο  vortex.  Στη

συνέχεια,  προστέθηκαν  200  μL διαλύματος  10% w/v Chelex®100Resin  (Biorad)  και  το  μίγμα

θερμάνθηκε  υπό  ανάδευση  στους  98οC για  10  min  για  να  επιτευχθεί  η  λύση  των  κυττάρων.

Ακολούθησε φυγοκέντριση στα 13400 rpm για 10  min ώστε να απομακρυνθούν τα υπολείμματα

των κυττάρων. Ποσότητα 5μL του υπερκειμένου χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο DNA σε αντίδραση

PCR 25 μL.

2.3.4. Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης (PCR)

   Η  αλυσιδωτή  αντίδραση  της  πολυμεράσης  χρησιμοποιείται  για  τον  πολλαπλασιασμό

συγκεκριμένης  αλληλουχίας  DNA.  Η  αντίδραση  πραγματοποιείται  από  το  ένζυμο  DNA

πολυμεράση και διακρίνεται σε τρία στάδια:

• Διαχωρισμός,  μετουσίωση,  των  δύο  κλώνων  (Ιnitial  denaturation),  με  την  αύξηση  της

θερμοκρασίας στους 94-96οC για μικρό χρονικό διάστημα. 

• Σύνδεση των εκκινητών στο μονόκλωνο DNA. Οι εκκινητές αποτελούν ολιγονουκλεοτίδια,

μεθέθους περίπου 20 bp, συμπληρωματικά προς τμήματα του DNA που ενδιαφέρει. Εδώ

πραγματοποιείται μείωση  της  θερμοκρασίας περίπου  στους  50-65οC  (Annealing

temperature), όπου εφικτός είναι ο υβριδισμός του DNA με τους εκκινητές. 

• Η σύνδεση του εκκινητή με το DNA αναγνωρίζεται από την DNA πολυμεράση η οποία

καταλύει τη σύνθεση του συμπληρωματικού κλώνου με κατεύθυνση 5’ 3’ σε θερμοκρασία

περίπου 72οC (Extension). 

Η διαδικασία επαναλαμβάνεται  για 25-35 κύκλους, οδηγώντας σε εκθετική αύξηση του αριθμού

των αντιγράφων του επιθυμητού DNA [49] [50]. 

 Για  τον  έλεγχο  της  επίτευξης  το  μετασχηματισμού  του  επιθυμητού  πλασμιδίου  στα

κυανοβακτήρια Synechocystis sp PCC 6803 χρησιμοποιήθηκε η DreamTaq Green DNA Polymerase

της  εταιρίας  Thermo Fisher  Scientific. Ο  θερμοκυκλοποιητής  που  χρησιμοποιήθηκε  ήταν  της

εταιρίας Thermo Fisher Scientific. Οι ποσότητες και το προγράμματα της PCR για την αντίδραση

παρουσιάζονται στους πίνακες 2.8 και 2.9
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Πίνακας 2.8.: Συστατικά μίγματος PCR με την DreamTaq Green DNA Polymerase.

Συστατικά Όγκος (μL)

10X DreamTaq Green Buffer 2.5

10mM dNTPs 0.5

10μM Forward primer 0.5

10μΜ Reverse primer 0.5

Υπόστρωμα DNA 10 pg -1 μg

DreamTaq DNA Polymerase 0.125

Η2Ο ≤25

Πίνακας 2.9.: Θερμοκρασιακό πρόγραμμα PCR με την DreamTaq Green DNA Polymerase.

Πρόγραμμα PCR
Στάδιο Κύκλοι Θερμοκρασία Χρόνος

Αποδιάταξη 1 95οC 1 min+30 sec
Αποδιάταξη

30

95οC 30 sec
Υβριδισμός Tm-5 30 sec

Πολυμερισμός 72οC

1 min για 
προϊόντα PCR 
μέχρι 2 kb.
Για μεγαλύτερα 
προϊόντα 1 
min/kb

Πολυμερισμός 1 72οC 5 min
Διατήρηση 15οC ∞

Οι εκκινητές που χρησιμοποιηθήκαν στην παρούσα έρευνα αναφέρονταις τον πίνακα 2.10.

Πίνακας 2.10.: Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία.

ΕΚΚΙΝΗΤΉΣ
ΑΛΛΗΛΟΥΧΊΑ ΕΚΚΙΝΗΤΉ
 (5΄ΠΡΟΣ 3΄)

TM (OC)

cpc_us GAGATCAGTAACAATAACTCTAGGGTC 56
cpc_ds GAGATTAGTCATTGTTATGGTTAGTTAATGC 56
Kan_ins_Rv AAGGGACAATTGCAAACGGG 56

2.3.5. Hλεκτροφόρηση DNA σε πήκτωμα αγαρόζης

Για να παρατηρηθούν τα μόρια DNA έπειτα από την κυκλική αντίδραση της πολυμεράσης ώστε

να βεβαιωθεί η επιτυχία του ομόλογου ανασυνδυασμού του πλασμιδίου στα Synechocystis sp. PCC

6803 πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωμα αγαρόζης. 
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Πίνακας 2.11.: Συστατικά διαλύματος Tris-EDTA

10x TE buffer

Συστατικά Συγκέντρωση

Trisma base, pH 8 100 mM 

EDTA 10 mM 

Παρασκευάστηκε διάλυμα αγαρόζης  σε ρυθμιστικό ΤΕ 1x,  και  προστέθηκε μικρή ποσότητα

βρωμιούχου αιθιδίου. Το ποσοστό αγαρόζης στο διάλυμα είναι αντιστρόφως ανάλογο του μεγέθους

του  προς  ανάλυση  δείγματος  DNA,  καθώς  λιγότερη  χρήση  αγαρόζης  οδηγεί  στη  δημιουργία

μεγαλύτερων πόρων στην πηκτή. Το ρεύμα που εφαρμόστηκε στην πηκτή αγαρόζης ήταν περίπου

120  V και η διάρκεια της ηλεκτροφόρησης περίπου 20  min.  Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης η

παρατήρηση έγινε σε λάμπα υπεριώδους.

2.3.6 Λύση κυττάρων και απομόνωση πρωτεϊνών

Πίνακας 2.12: Διάλυμα διαλυτοποίησης

Διάλυμα διαλυτοποίησης

Συστατικά Συγκέντρωση

Tris-HCl pH 6,8  250 mM

SDS 7% w/v 

γλυκερόλη 20% w/v

ουρία 2 Μ 

 Τα  κύτταρα  συλλέχθηκαν  από  τις  μητρικές  καλλιέργειες  στο  τέλος  της  εκθετικής  φάσης  με

φυγοκέντριση στα  4000 g για 10  min. Έπειτα επαναιωρήθηκαν σε μικρό όγκο 50  mM Tris-HCl,

pH=8. Η λύση των κυττάρων επιτεύχθηκε με τη χρήση υάλινων σφαιριδίων 0.5 mm (glass beads),

έπειτα από επαναλαμβανόμενους κύκλους 5 min μεταξύ ανάδευσης στο vortex και επώασης πάγο

για  30 min  συνολικά.  Πριν  από  τη  λύση  των  κυττάρων προστέθηκε  στο  διάλυμα  αναστολέας

πρωτεασών  PMSF.  Τα άσπαστα κύτταρα και  τα  κυτταρικά  απόβλητα  απορρίφθηκαν  μετά  από

φυγοκέντριση στα 3500 rpm για 3 min. Στο υπερκείμενο προστέθηκε διάλυμα διαλυτοποίησης ίσου

όγκου και επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 2  h. Πριν την ανάλυση των δειγμάτων με

ηλεκτροφόρηση  SDS-PAGE προστέθηκε σε αυτά 10% (v/v) μερκαπτοαιθανόλη.  O διαχωρισμός

μεμβρανικών  με  υδατοδιαλυτών  πρωτεϊνών  έγινε  με  υπερφυγοκέντριση  του  δείγματος  στα 

35000 g για 90 min, πριν το βήμα της προσθήκης της μερκαπτοαιθανόλης [51] [52] .
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2.3.7 Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμιδίου (SDS- PAGE)

Πίνακας 2.13.: Διάλυμα AB mix

ΑΒ mix

Συστατικά Συγκέντρωση

ακρυλαμίδιο  49.5%

Δις-ακρυλαμίδιο  3% 

Πίνακας 2.14: Διάλυμα 3x Gel buffer

Διάλυμα 3x Gel buffer

Συστατικά Συγκέντρωση

Trisma base, pH=8.45 3 M 

SDS 0.3%

Πίνακας 2.15: Διάλυμα sample buffer

Sample buffer

Συστατικά Συγκέντρωση

Tris-HCl pH 7  150 mM

SDS 12% w/v 

γλυκερόλη 30% w/v

β-μερκαπτοαιθανόλη 6%

         Serva Blue G Coomasie          0.05%

Πίνακας 2.16.: Διάλυμα υπερθειικού αμμωνίου

Διάλυμα υπερθειικού αμμωνίου (APS)

Συστατικά Συγκέντρωση

Υπερθειικό αμμώνιο (APS)  10%

Πίνακας 2.17.: Διάλυμα ανόδου

Διάλυμα ανόδου

Συστατικά Συγκέντρωση

Tris, pH=8,9  0.1 M 
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Πίνακας 2.18.: Διάλυμα καθόδου

Διάλυμα καθόδου

Συστατικά Συγκέντρωση

Τris. pH=8,25  0.1 Μ 

Tricine  0.1 M 

SDS  0.1% 

Το  πήκτωμα  πολυακρυλαμιδίου  που  παρασκευάστηκε  αποτελούνταν  από  την  πηκτή

επιστοίβαξης  (stacking  gel)  και  την  πηκτή διαχωρισμού (separating  gel).  Οι  δύο πηκτές  είχαν

διαφορετική συγκέντρωση ακρυλαμιδίου και συνεπώς διαφορετικό μέγεθος πόρων. Η σύσταση των

δύο πηκτών παρουσιάζεται στον πίνακα 2.19.

Πίνακας 2.19.: Σύσταση πηκτής επιστοίβαξης (4%) και πηκτής διαχωρισμού (12%).

Πηκτή επιστοίβαξης (4%) Πηκτή διαχωρισμού (12%)
AB-mix 500 μL 3.75 mL
3x Gel Buffer 1.5 mL 5 mL
Urea - 2.75 gr
H2O μέχρι Vfinal 6 mL 15 mL
APS 60 μL 150 μL
TEMED 10 μL 15 μL

Στις πηκτές αρχικά εφαρμόστηκε ρεύμα έντασης ρεύμα έντασης 15 mA, το οποίο αυξήθηκε στα

30 mA μόλις τα δείγματα πέρασαν στην πηκτή διαχωρισμού. 

2.3.8 Ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών (Western blot)

Πίνακας 2.20: Διάλυμα Tris-buffered saline (TBS)

           Tris-buffered saline (TBS)

Συστατικά Συγκέντρωση

Tris-HCl, pH=7.5  10 mM 

NaCl  150 mM 
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Πίνακας 2.21.: Διάλυμα Tris-buffered saline (TBS)

           Tris-buffered saline-Tween 20 (TBST)

Συστατικά Συγκέντρωση

Tris-HCl, pH=7.5  10 mM 

NaCl  150 mM 

Tween 20 0.05%

Πίνακας 2.22: Διάλυμα BSA

           Διάλυμα BSA

Συστατικά Συγκέντρωση

Αλβουμίνη (BSA) σε διάλυμα TBST  2%

           ή 5% γάλα σκόνη σε διάλυμα TBST  5% 

Πίνακας 2.23.: Διάλυμα αλκαλικής φωσφατάσης (ALP Buffer)

           Διάλυμα αλκαλικής φωσφατάσης (ALP Buffer)

Συστατικά Συγκέντρωση

Tris HCl, pH=9.5 100 mM  

            NaCl 100 mM

MgCl2 5 mM 

   Τέλος προστέθηκε διάλυμα NBT (nitro-blue  tetrazolium chloride)/BCIP (5-bromo-4- chloro-3'-

indolyphosphatep-toluidine salt) για την εμφάνιση.

Το πρώτο βήμα για τη μελέτη του περιεχομένου των λυμένων κυττάρων ήταν η πραγματοποίηση

ηλεκτροφόρησης σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμυδίου (SDS-PAGE). Ακολούθησε Western Blot

σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης. Η μεμβράνη νιτροκυτταρίνης ενεργοποιήθηκε σε διάλυμα TBST και

τοποθετήθηκε μαζί με την πηκτή ακρυλαμιδίου στη συσκευή μεταφοράς αφού πρώτα καλύφθηκαν

εξωτερικά  με  5  στρώσεις  διηθητικού  χαρτιού  εμποτισμένου  με  διάλυμα  TBST.  Η  μεταφορά

διήρκησε 90  min,  σε  σταθερό ρεύμα 1  mA/cm2.  Μετά το  πέρας  της  μεταφοράς,  οι  μεμβράνη

επωάστηκε  υπό ανάδευση σε  διάλυμα  BSA 2% (w/v)  σε  TBST για  1 h προκειμένου  να  γίνει

δέσμευση  των  μη  ειδικών  για  το  αντίσωμα  θέσεων.  Στη  συνέχεια,  πραγματοποιήθηκαν  τρεις

πλύσεις των 5 min με διάλυμα ΤΒST και στη συνέχεια η μεμβράνη επωάστηκε για μία ώρα με το
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ειδικό πρωτοταγές αντίσωμα (αραίωση 1:500) ως προς την πρωτεΐνη-στόχο. Τα αντισώματα που

χρησιμοποιήθηκαν  ήταν  πολυκλωνικά  αντισώματα  ως  προς  τη  συνθάση  του  β-φελλανδρενίου

(PHLS) και τη συνθάση του πυροφωσφορικού γερανυλίου (GPPS). Ακολούθησαν δυο πλύσεις με

διάλυμα TBST και μια πλύση με διάλυμα TBS. Στη συνέχεια η μεμβράνη επωάστηκε σε διάλυμα

δευτεροταγούς  αντισώματος  (αραίωση  1:2000)  για  μια  ώρα.  Ακολούθησαν  τρείς  πλύσεις  με

αλκαλική φωσφατάση διάρκειας 5 min. Η εμφάνιση της πρωτεϊνης στη μεμβράνη πραγματοποιείται

μόλις προστεθεί το διάλυμα BCIP/NBT. Αυτό γίνεται διότη η αλκαλική φωσφατάση, υδρολύει το

BCIP από την αλκαλική φωσφατάση, απ’ όπου προκύπτει ένα ενδιάμεσο προϊόν που διμερίζεται

και σχηματίζει τη χρώση.

2.3.9 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών με φασματομετρία μάζας

Για  περαιτέρω  επιβεβαίωση  της  έκφρασης  των  επιθυμητών  πρωτεϊνών  πραγματοποιήθηκε

ταυτοποίηση των πρωτεϊνών σύντηξης (cpcB.PHLS) και (cpcA.GPPS) με τη χρήση UltrafleXtreme

MALDI-TOF/TOF  Mass  Spectrometer  (Bruker  Daltonics,  Bremen,  Germany)  στο  Max Planck

Institute for Biophysics (Frankfurt, Germany).

2.3.10. Παρασκευή καλλιεργειών σε βιοαντιδραστήρες για την παραγωγή β-φελλανδρενίου

 Όταν οι μητρικές καλλιέργειες έφτασαν στην εκθετική φάση, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στα

5976  rpm για  10  min  και  επαναιωρήθηκαν  στο  θρεπτικό  μέσο BG-11 ώστε  η  τελική  οπτική

πυκνότητα  των  κυττάρων  να  είναι  OD730=0,5.  Έπειτα,  50mL  της  αραιωμένης  καλλιέργειας

τοποθετήθηκαν  σε  βιοαντιδραστήρα  δύο  φάσεων  (υγρή/αέρια).  Ο  βιοαντιδραστήρας  έχει

χωρητικότητα 100  mL,  έχει ύψος 9.5  cm  και διάμετρο 5  cm.  Στη συνέχεια έκλεισε με πλαστικό

πώμα  (septum)  το  οποίο  σφραγίστηκε  με  την  προσθήκη  επιπλέον  μεταλλικού  πώματος.

Ακολούθησε  προσθήκη  20% v/v  καθαρού  CO2  και  το  σύστημα  αφέθηκε  για  ανάπτυξη  σε

περιστροφικό αναδευτήρα (shaker) με συχνότητα 140 min-1 οποίος ήταν τοποθετημένος σε θάλαμο

σταθερής θερμοκρασίας 28 ± 1 οC και φωτισμό 50 μmol φωτονίων. m-2 s-1. Τη δεύτερη πειραματική

ημέρα, έπειτα από 48 h στο σύστημα προστέθηκε συγκεκριμένη ποσότητα εξανίου στην επιφάνεια

της καλλιέργειας ώστε να αυξηθεί η οργανική υδρόφοβη επιφάνεια το οποίο καθιστά ευκολότερη

τη  συλλογή του  υδρόφοβου  β-φελλανδενίου.  Αφέθηκε  για  2  h  υπό ήπια  ανάδευση και  έπειτα

συλλέχθηκε η οργανική φάση.
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2.3.11. Ταυτοποίηση του παραγόμενου β-φελλανδρενίου με αέρια χρωματογραφία 

συζευγμένη με φασματομετρία μάζας (GC-MS).

Η  ταυτοποίηση  του  β-φελλανδρενίου  πραγματοποιήθηκε  αρχικά  με  τη  χρήση  αέριας

φασματομετρίας μάζας (GC-MS) της εταιρίας Agilent 6890 συζευγμένη με φασματομετρία μάζας

(Agilent 5973  inert). Στο όργανο τοποθετήκαν τα δείγματα που συλλέχθηκαν από την επιφάνεια

των βιοαντιδραστήρων. Χρησιμοποιήθηκε τριχοειδής στήλη  DB-5ms με διαστάσεις: μήκος 30 m,

διάμετρος 0.25 mm και πάχος 0.25 μm. Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα είχε διάρκεια 39.50 min και

είχε ως εξής: 

i. Αρχική θερμοκρασία 50 οC και παραμονή σε αυτή για 4 min.

ii. Σταθερή αύξηση της θερμοκρασίας με ρυθμό 4 οC/min έως τους 150 οC.

iii. Αύξηση μέχρι τους 260 οC με ρυθμό 20 οC/min και παραμονή στους 260 οC για 5 min.

   Το φέρον αέριο ήταν ήλιο με ροή 1.2  ml/min. Η εισαγωγή του δείγματος έγινε με αυτόματο

δειγματολήπτη σε on-column εισαγωγέα και ο όγκος του δείγματος ήταν 1 μl. Η θερμοκρασία της

transfer line ήταν 280 οC. Οι συνθήκες  ηλεκτρονικού ιονισμού ήταν ενέργεια ιονισμού 70  eV,

θερμοκρασία της πηγής ιόντων 180 οC και πεδίο τιμών μάζας 45-500.

Για την ταυτοποίηση του β-φελλανδρενίου στα δείγματα που συλλέχθηκαν έγινε σύγκριση του

χρόνου κατακράτησης αυτών με αυτό προτύπου β-φελλανδρενίου. 

2.3.12. Ταυτοποίηση του παραγόμενου β-φελλανδρενίου με φασματομετρία απορρόφησης 

στο υπεριώδες.

   Παράλληλα  με  την  αέρια  φασματομετρία  μάζας,  τα  δείγματα  εξανίου  αναλύθηκαν  με

φασματομετρία  απορρόφησης  στο  υπεριώδες  όπου  το  β-φελλανδρένιο  δίνει  χαρακτηριστική

κορυφή στα 232,4 nm σε φασματοφωτόμετρο διπλής δέσμης UV-2700 της Shimadzu. 

2.3.13. Ποσοτικός προσδιορισμός του παραγόμενου β-φελλανδρενίου

 Η  ποσοτική  ανάλυση  του  παραγόμενου  β-φελλανδρενίου  πραγματοποιήθηκε  σε

φασματοφωτόμετρο  διπλής  δέσμης  UV-2700  της  Shimadzu.  Στο  πέρας  48  h προστέθηκαν στο

βιοαντιδραστήρα 4 mL εξανίου. Ο βιοαντιδραστήρας αφέθηκε με το εξάνιο για επιπλέον 2 h ώστε

να συσσωρευτεί το προϊόν στην υδρόφοβη φάση. Στη συνέχεια η οργανική φάση απομακρύνθηκε

με τη χρήση υάλινης πιπέτας Pasteur  και μετρήθηκε η απορρόφηση στα 232.4  nm στο όπου το  

β-φελλανδρένιο  δίνει  χαρακτηριστική  κορυφή.  Εφαρμόστηκε  ο  νόμος  του  Beer-Lambert  

(ε232,4  = 15.7  mM-1 cm-1)  για την ποσοτικοποίηση του προϊόντος το οποίο εκφράστηκε ανά λίτρο

καλλιέργειας. Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως: 
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1. μg β-φελλανδρενίου ανά L καλλιέργειας,

2. μg β-φελλανδρενίου ανά μg χλωροφύλλης, και

3. mg β-φελλανδρενίου ως προς τη διαφορά της ξηρής βιομάζας κυττάρων (ΔDCW) 

ανάμεσα στην έναρξη και τη λήξη του πειράματος (48 h διάστημα παραμονής στους 

βιοαντιδραστήρες).

2.3.14. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων - Προσδιορισμός οπτικής πυκνότητας στα 

730 nm (OD730)

Για να μετρηθεί η ανάπτυξη της καλλιέργειας προσδιορίστηκε η απορρόφησης στα 730 nm σε

φασματοφωτόμετρο  διπλής  δέσμης  UV-2700  της  Shimadzu.  Σε  αυτό  το  μήκος  κύματος  δεν

απορροφούν άλλοι παράγοντες όπως παραδείγματος χάριν οι χρωστικές, συνεπώς η αύξηση της

απορρόφησης υποδεικνύει πιο πυκνή καλλιέργεια, και συνεπώς μεγαλύτερη ανάπτυξη της.

2.3.15. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων-Προσδιορισμός ξηρή βιομάζας κυττάρων 

(DCW)

Δεύτερη μέθοδο ανάπτυξης της καλλιέργειας αποτελεί η μέτρηση της ξηρής βιομάζας κυττάρων

(Dry  Cell  Weight,  DCW).  Συγκεκριμένη  ποσότητα  καλλιέργειας  φυγοκεντρίθηκε  και

επαναιωρήθηκε σε μικρή ποσότητα υπερκάθαρου νερού. Η καλλιέργεια τοποθετήθηκε σε ειδικό

αλουμινένιο πιάτο γνωστού βάρους και αφέθηκε για ξήρανση στους 70οC για 12 ώρες.

 

2.3.16. Ποιοτική μελέτη του περιεχομένου των φωτοσυνθετικών χρωστικών

Για τη φασματοσκοπική μελέτη των φωτοσυνθετικών χρωστικών ελήφθη 1 mL καλλιέργειας, η

οποία φυγοκεντρίθηκε στα 3000 rpm για 1 min. Το ίζημα επαναιωρήθηκε σε ποσότητα 1 mL 100%

μεθανόλης και αφέθηκε για 10 με 15 min στο σκοτάδι. Ακολούθησε μια ακόμα φυγοκέντριση και

συλλέχθηκε τo υπερκείμενο υγρό που περιείχε τις χρωστικές. Για τα διαλύματα των χρωστικών

μετρήθηκαν οι απορροφήσεις στα μήκη κύματος 470 nm, 650 nm, 665 nm, 710 nm. 

 Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης α και των καροτενοειδών έγινε με βάση

γνωστές εξισώσεις από τη βιβλιογραφία οι οποίες παρουσιάζονται παρακάτω [52] 

Chla (μ g /ml )=16.5 ( A665 − A710)− 8.3 (A 665 − A710 )

       car (μ g /ml )=
1000 ( A470− A710)− 1.63 [Chla ]

221
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2.3.17. Πολαρογραφικός προσδιορισμός ρυθμού φωτοσυνθετικής παραγωγής οξυγόνου

Για  τη  μελέτη  της  φωτοσυνθετικής  δραστηριότητας  του  οργανισμού  προσδιορίστηκε  το

παραγόμενο  οξυγόνο.  Η  μέτρηση  του  ρυθμού  φωτοσυνθετικής  παραγωγής  οξυγόνου

πραγματοποιήθηκε με χρήση ενός επιλεκτικού ηλεκτροδίου οξυγόνου τύπου Clark [53]. Η διάταξη

του ηλεκτροδίου περιείχε μια άνοδο αργύρου και μια κάθοδο πλατίνας, σε διάλυμα ηλεκτρολύτη

KCl,  όπου  εφαρμόστηκε  ηλεκτρική  τάση.  Για  τη  μεταφορά  ηλεκτρονίων  μεταξύ  ανόδου  και

καθόδου χρησιμοποιήθηκε οξυγόνο, το οποίο εισήλθε επιλεκτικά στον ηλεκτρολύτη από το δείγμα

μέσω μιας ημιπερατής μεμβράνης, και ανάγεται στην κάθοδο σύμφωνα με την ημιαντίδραση:

Ο2 + 4e- + 2Η2Ο → 4ΟΗ-

      Για τις μετρήσεις έκλυσης οξυγόνου, 10  ml καλλιέργειας φυγοκεντρίθηκαν για 10 min στα 

6000 g. Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 4 mL ρυθμιστικού διαλύματος με το οποίο είχε

προηγουμένως  σταθεροποιηθεί  το  ηλεκτρόδιο  (0.896%  w/v Tricine και  0.034%  w/v NaHCO3,

pH=7.6). Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε υδρόψυκτη γυάλινη κυψελίδα χωρητικότητας 4 mL

σε θερμοκρασία 25°C η οποία ρυθμίστηκε με τη χρήση θερμοστάτη με κυκλοφορητή νερού. Για

την αποφυγή θέρμανσης του δείγματος, το φως πριν φτάσει στο δείγμα διήλθε από κυψελίδα με

αραιό διάλυμα CuSO4 που απορροφούσε την υπέρυθρη ακτινοβολία. Τέλος, το φως διήλθε από ένα

κόκκινο φίλτρο, επιτρέποντας μόνο τα επιθυμητά μήκη κύματος να φτάσουν στο δείγμα  [54]. Η

μέγιστη φωτοσυνθετική δραστηριότητα καταγράφτηκε σε ένταση φωτισμού 500 μmol·m-2·s-1 από

μία λάμπα βολφραμίου για χρονικό διάστημα 60 s και τελικά εκφράστηκε σε μmol O2 (mg Chla)-1·s-1.

2.4. Αποτελέσματα και συζήτηση

2.4.1. Ανάλυση του γενωμικού DNA με τη χρήση PCR

Στην  παρούσας  εργασία  θα  πραγματοποιηθεί  μελέτη  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc του κυανοβακτηρίου Synechocystis  sp.  PCC 6803 το  οποίο

παρήχθη  έπειτα  από  μετασχηματισμό  του  πλασμιδίου  που  φέρει  τα  γονίδια  ενδιαφέροντος

cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  στο  στέλεχος  δέκτη  Δcpc. Πρώτο  βήμα  αποτελεί  ο  έλεγχος  της

επιτυχούς ενσωμάτωσης των γονιδίων με τη χρήση αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης και η

παρατήρηση αυτών σε πηκτή αγαρόζης. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στην εικόνα 2.1..
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Εικόνα  2.3:   Ανάλυση  PCR  στο  γενωμικό  DNA του  αγρίου  τύπου  (WT),  του  στελέχους  δέκτη  (Δcpc)  και  των

μεταλλαγμένων  στελεχών  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.  Στο  αριστερό

τμήμα της εικόνας φαίνονται οι πηκτές αγαρόζης με τα προϊόντα των PCR, ενώ στο δεξί τμήμα παρουσιάζονται οι

γενετικοί  χάρτες των στελεχών όπου έχουν επισημανθεί  οι  εκκινητές  που χρησιμοποιήθηκαν,  και οι  περιοχές  στις

οποίες προσδένονται. Παρατηρούνται τα διαφορετικά και αναμενώμενα PCR στο μεταλλαγμένο στέλεχος σε σχέση με

τα υπόλοιπα στελέχη, αποδεικνύοντας τη επιτυχή ενσωμάτωση της επιθυμητής αλληλουχίας στο γενωμικό DNA των

κυανοβακτηρίων. Το ζεύγος εκκινητών cpc_us-Kan_ins_Rv σχεδιάστηκε ώστε να εξετάσει την επίτευξη ομοπλασμίας

στο μεταλλαγμένο στέλεχος, δίνοντας μοναδικό προϊόν μόνο στο στέλεχος δέκτη. 

Οι εκκινητές cpc_us – cpc_ds, όπως υποδηλώνεται από τις ονομασίες τους έχουν την ικανότητα

να  υβριδοποιούνται  με  τις cpc_up και  cpc_ds περιοχές  του cpc  οπερονίου.  Το  παρόν  ζεύγος

εκκινητών έδωσε μοναδικό προϊόν με την μέθοδο της PCR για τον άγριο τύπο στα 3570 bp.  Στο

στέλεχος δέκτη Δcpc έδωσε μοναδικό προϊόν, στα 1013 bp μικρότερο από τον άγριο τύπο, καθώς

τα  γονίδια  του  cpc  οπερονίου έχουν  αντικατασταθεί  από  το  γονίδιο  ανθεκτικότητας  στην

καναμικύνη. Στο μεταλλαγμένο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS η εισαγωγή των γονιδίων

σύντηξης  cpcB.PHLS και  cpcA.GPPS οδήγησε  σε  μεγαλύτερο  προϊόν  της  PCR στα  4718  bp.

Αντίστοιχα, στο μεταλλαγμένο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc η επιπλέον εισαγωγή

των  γονιδίων  που  κωδικοποιούν  τα  συνδετικά  πεπτίδια  (cpcC1,  cpcC2,  cpcD)  οδήγησε  σε

μεγαλύτερο προϊόν στα 6973 bp. 

Για τον έλεγχο της ομοπλασμίας πραγματοποιήθηκε  PCR με το ζεύγος εκκινητών cpc_us και

Kan_ins_Rv, οι οποίοι υβριδοποιούνται με περιοχές από τις αλληλουχίες cpc_us και του γονιδίου

ανθεκτικότητας  στο  αντιβιοτικό  καναμικύνη.  Στο  μεταλλαγμένο  στέλεχος
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Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  εφόσον  δεν  διαθέτει  το  γονίδιο  ανθεκτικότητας  στην

καναμικύνη δεν αναμένεται να δώσει προϊόν, το οποίο επιβεβαιώθηκε από την αντίδραση PCR,

ενώ το στέλεχος δέκτη έδωσε μοναδικό προϊόν στα 628 bp στο στέλεχος Δcpc επιβεβαιώνοντας την

επίτευξη ομοπλασμίας. 

Συνεπώς, οι  δύο παραπάνω PCR υποδεικνύουν την επιτυχή κατασκευή και απομόνωση επτά

σειρών από το νέο μεταλλαγμένο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. 

2.4.2. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμιδίου και 

ανοσοαποτύπωση πρωτεϊνών

Για  τη  μελέτη  των  πρωτεϊνών  του  στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

πραγματοποιήθηκε  λύση  των  κυττάρων  χρησιμοποιώντας  γυάλινα  σφαιρίδια  0.5  mm.  Το

περιεχόμενο των κυττάρων αναλύθηκε με ηλεκτροφόρηση σε αποδιατακτική πηκτή ακρυλαμιδίου

(SDS-PAGE) και έπειτα με ανοσοηλεκτροφόρηση (Western blot), όπου πολυκλωνικά αντισώματα,

αναγνωρίζουν τις πρωτεϊνες PHLS και GPPS αντίστοιχα. 

Το πρωτεϊνικό αποτύπωμα που μικροοργανισμού παρατηρήθηκε με τη βοήθεια της χρωστικής

Coomassie. Το αποτέλεσμα απεικονίζεται στην εικόνα 2.4..

Εικόνα  2.4: Μελέτη  του  πρωτεϊνικού  προφίλ  του  αγρίου  τούπου  (WT) και  των μεταλλαγμένων  στελεχών

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και   τριών  σειρών  του  στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.

Χρησιμοποιήθηκε  αποδιατακτική  πηκτή  SDS-PAGE,  διαβάθμισης  4-12%  Bis,  ρυθμιστικό  MOPS  και  χρώση  με

Coomassie. Ο κόκκινος αστερίσκος επισημαίνει τις ζώνες των πρωτεΐνών που ενδιαφέρουν. 

Από τις αποικίες που έδωσαν θετική απόκριση στην πηκτή αγαρόζης έπειτα από την αντίδραση

PCR επιλέχθηκαν οι σειρές 7, 8 και 9 για περαιτέρω μελέτη. Στον άγριο τύπο οι μη συντηγμένες
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υπομονάδες  της  φυκοκυανίνης  cpcB και  cpcA εμφανίζονται  στα  20 και  15  kDa αντίστοιχα.  Η

ένταση των μπαντών αυτών υποδηλώνει υπερέκφραση των πρωτεινών αυτών στο Synechocystis sp

PCC 6803. Στα μεταλλαγμένα στελέχη, λόγω της σύντηξης των πρωτεϊνών αυτών με τη συνθάση

του β-φελλανδρενίου και του διφωσφορικού γερανυλίου οι μπάντες αυτές απουσιάζουν. Η σύντηξη

δημιουργεί  μεγαλύτερο  προϊόν,  με  εκτιμώμενο  μοριακό  βάρος  75  kDa  για  την  πρωτεΐνη

cpcB.PHLS  η  οποία  είναι  διακριτή  στα  μεταλλαγμένα  στελέχη,  περίπου  στα  53  kDa  για  την

συντηγμένη πρωτεϊνη cpcA.GPPS, και στα 35 kDa η ενδογενής πρωτεΐνη  GPPS. Η συντηγμένη

πρωτεΐνη cpcA.GPPS δεν  είναι  διακριτή  καθώς επικαλύπτεται  από την μεγάλη υπομονάδα της

Rubisco (55 kDa) που είναι  απαραίτητη για την αναπνοή, συνεπώς υπερεκφράζεται  σε όλα τα

στελέχη. 

Η έκφραση των πρωτεϊνών στο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc επιβεβαιώθηκε με

ανοσοηλεκτροφόρηση  Western  blot.  Χρησιμοποιήθηκαν  πολυκλωνικά  αντισώματα  που

αναγνωρίζουν τις πρωτεϊνες PHLS και GPPS και το αποτέλεσμα παρουσιάζεται στην εικόνα 2.5.

  

Εικόνα  2.5: Ανοσοηλεκτροφόρηση των σειρών 7,  8,  9  του στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS.  Έπειτα από

διαχωρισμό των πρωτεϊνών των δειγμάτων με SDS-PAGE ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε μεταφορά σε μεμβράνη

νιτροκυτταρίνης όπου ειδικά πολυκλωνικά αντισώματα ως προς τις PHLS και GPPS πρωτεΐνες χρησιμοποιήθηκαν για

τον εντοπισμό των πρωτεϊνών ενδιαφέροντος.

Στην εικόνα 2.5 η παρουσία προϊόντων επιβαιώνει την έκφραση των πρωτεϊνών PHLS και GPPS

και  στις  τρεις  σειρές  του  στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  που  μελετήθηκαν.

Συγκεκριμένα, η χρήση του αντισώματος για την συνθάσης του β-φελλανδρενίου έδωσε προϊόν στα

75 kDa και η χρήση αντισώματος για τη συνθάση διφωσφορικού γερανυλίου περίπου στα 53 kDa

όπως αυτό ήταν αναμενόμενο. Το αντίσωμα της συνθάσης του διφωσφορικού γερανυλίου έδωσε

αχνό  προϊόν  στα  35  kDa  περίπου  όπου  εντοπίζεται  η  ενδογενείς  συνθάση  του  διφωσφορικού

γερανυλίου του οργανισμού. 

Στις εικόνες 2.6.Α και 2.6.Β πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη της σειράς 8 του στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  του αγρίου  τύπου,  του στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA).
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Εικόνα 2.6: Ανασοσοηλεκτροφόρηση με τη χρήση ειδικών αντισωμάτων για τις συνθάσες PHLS και GPPS στα στον

άγριο  τύπο,  τη  σειρά  8   του  στελέχους   Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc,  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA). Α. ανοσοηλεκτροφόρηση με τη χρήση

πολυκλωνικού  αντισώματος  για  την  συνθάση  του  

β-φελλανδρενίου και Β. ανοσοηλεκτροφόρηση με τη χρήση πολυκλωνικού αντισώματος ειδικού για τη συνθάση του

διφωσφορικού γερανυλίου. Χρησιμοποήθηκε ο μάρτυρας #26616 της εταιρίας ThermoFisher Scientific.

 Τα αναμενόμενα προϊόντα στα 75 kDa για την συντηγμένη πρωτεϊνη cpcB.PHLS, στα 53 kDa

για τη  cpcA.GPPS και στα 35 kDa για τη GPPS  έιναι διακριτά σε όλα τα στελέχη εκτός του

αγρίου τύπου δίνοντας μία επιπλέον επιβεβαίωση ότι οι πρωτεϊνες εκφράζονται επιτυχώς και στο

νέο στέλεχος.
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2.4.3. Ταυτοποίηση πρωτεϊνών με φασματομετρία μάζας

Πραγματοποιήθηκε επιπλέον ταυτοποίηση της πρωτεϊνης  PHLS με φασματομετρία μάζας στις

σημειωμένες ζώνες της εικόνας 2.7, έπειτα από αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση. 

Εικόνα 2.7:  Αποτέλεσμα ηλεκτροφόρησης σε πηκτή ακρυλαμιδίου για τον άγριο τύπο και τις σειρές 7,8 και 9 του

στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.  Α.  με  αστερίσκο  επισημαίνονται  οι  ζώνες  που  πιθανολογούν  την

έκφραση  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου.  Β.  Οι  ζώνες  που  έχουν  αριθμηθεί  (1  εώς  7)  ταυτοποιήθηκαν  με

φασματομετρία μάζας.

Στο παράρτημα ΙΙ παρουσιάζεται η αμινοξική αλληλουχία της πρωτεϊνης σύντηξης cpcB.PHLS.

Με  κόκκινη  υπογράμμιση  επισημαίνονται  οι  αλληλουχίες  που  ταυτοποιήθηκαν  για  την  β

υπομονάδα της φυκοκυανίνης (cpcB) ενώ με κίτρινο για τη συνθάση του β-φελλανδρενίου. Η ζώνη

2 προέρχεται από το πρωτεϊνικό προφίλ της σειράς 7, η ζώνη 4 από τη σειρά 8 και η ζώνη 6 από τη

σειρά 9. 

Στον πίνακα 2.24 παρουσιάζεται ο αριθμός των πεπτιδίων που εντοπίστηκαν και το ποσοστό της

αλληλουχίας  που ταυτοποιήθηκαν στις  ζώνες  2,  4  και  6  στις  σειρές  7,  8  και  9  του στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.
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Πίνακας 2.24.: Αποτελέσματα ανάλυσης των πρωτεϊνών με φασματομετρία μάζας. 

Αριθμό
ς ζώνης

Πρωτεΐνη Αριθμός πεπτιδίων 
που

ταυτοποιήθηκαν

Ποσοστό της αλληλουχίας
που ταυτοποιήθηκε

Δείγμα 

2 PHLS 70 ~79% (563/713 αμινοξέα) Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPP
S (7)cpcB 23

4 PHLS 55 ~68% (485/713 αμινοξέα) Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPP
S (8)cpcB 15

6 PHLS 75 ~79% (566/713 αμινοξέα) Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPP
S (9)cpcB 24

Από τον πίνακα 2.24 επιβεβαιώνεται ότι και στις 3 σειρές ταυτοποιήθηκε μεγάλο ποσοστό της

αμινοξικής αλληλουχίας της συντηγμένης πρωτεϊνης cpcB.PHLS.  Συνεπώς επιβεβαιώνεται ότι η

έφραση  της  συντηγμένης  πρωτεϊνης  πραγματοποιήθηκε,  διατηρώντας  παράλληλα  και  τις  δύο

ξεχωριστές αλληλουχίες των πρωτεϊνών cpcB και PHLS.

2.4.4. Ποιοτική μελέτη των φωτοσυνθετικών χρωστικών.

Η  σύντηξη  των  γονιδίων  των  πρωτεϊνών  της  συνθάσης  του  β-φελλανδρενίου  και  του

διφωσφορικού  γερανυλίου  γίνεται  στα  γονίδια  που  κωδικοποιούν  τις  δύο  υπομονάδες  της

φυκοκυανίνης. Για το λόγο αυτό τα μεταλλαγμένα στελέχη εμφανίζουν διαφορετικό φαινότυπο από

τον  άγριο  τύπο.  Διαθέτουν  πράσινο  χρώμα  και  όχι  το  χαρακτηριστικό κυανοπράσινο του

κυανοβακτηρίου Synechocystis sp PCC 6803 που οφείλεται στη φυκοκυανίνη, όπως διακρίνεται και

στην εικόνα 2.8.. 

Εικόνα 2.8: Α. Υγρή καλλιέργεια αγρίου τύπου με το χαρακτηριστικό κυανοπράσινο χρώμα. Β. Υγρές καλλιέργειες του

μεταλλάγματος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc με το χαρακτηριστικό πράσινο χρώμα
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Ποιοτική μελέτη των χρωστικών των μεταλλαγμένων στελεχών σε σχέση με τον άγριο τύπο

πραγματοποιήθηκε με τη λήψη φάσματος λυμένων κυττάρων στην περιοχή του ορατού φάσματος

(400-700 nm), όπως φαίνεται στην εικόνα 2.9..

Eικόνα  2.9: Ολικό  φάσμα  λυμένων  κυττάρων  στον  άγριο  τύπο  και  τα  μεταλλαγμένα  στελέχη  Δcpc,

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA), Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και  Δcpc+cpcB.GPPS+cpcA.PHLS.  Οι  κορυφές  της

χλωροφύλλης  α  διακρίνονται  στα  μήκη κύμματος  435 nm  και  680  nm,  των καροτενοειδών στα 470  nm και  της

φυκοκυανίνης στα 625 nm.

Στην εικόνα 2.9 παουσιάζονται τα φάσματα των λυμάτων των σειρών 7, 8, 9 του στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  παράλληλα με  φάσματα λυμάτων των υπολοίπων στελεχών

του  εργαστηρίου:  του  αγρίου  τύπου,  και  των  μεταλλαγμένων  στελεχών  Δcpc,

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA),  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και

Δcpc+cpcB.GPPS+cpcA.PHLS.  Πραγματοποιήθηκε  κανονικοποίηση  ως  προς  την  κορυφή  της

χλωροφύλλης α στα 435 nm. Διακριτές είναι οι κορυφές της χλωροφύλλης α στα 435 nm και 680

nm  σε όλα τα στελέχη, όπως και των καροτενοειδών στα 470  nm.  Η κορυφή στα 625  nm  που

εμφανίζεται  στον  άγριο  τύπο  και  απουσιάζει  από  τα  μεταλλαγμένα  στελέχη,  αποδίδεται  στη

φυκοκυανίνη. Αυτό είναι αναμενόμενο λαμβάνοντας υπ’ όψιν ότι στα γονίδια που κωδικοποιούν τις
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δύο υπομονάδες των χρωστικών αυτών έχουν αντικατασταθεί από τα γονίδια σύντηξης των δύο

υπομονάδων  με  τις  συνθάσες  του  β-φελλανδρενίου  και  διφωσφορικού  γερανυλίου  έχοντας  ως

αποτέλεσμα την ανικανότητα αυτής να λάβει την τελική διμερική της δομή.

Έπειτα,  ακολούθησε υπερφυγοκέντριση των λυμάτων των κυττάρων του αγρίου τύπου,  του

στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  καθώς  και  του  νέου  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.  Η  υπερφυγοκέντριση  είχε  στόχο  το  διαχωρισμό  των

μεμβρανικών πρωτεϊνών από τις υδατοδιαλυτές. Η χλωροφύλλη α, η υποία βρίσκεται στα κέντρα

αντίδρασης των φωτοσυστημάτων στις  μεμβράνες  των θυλακοειδών εντοπίζονται  στο ίζημα.  Η

φυκοκυανίνη  έχει  υδατοδιαλυτό  χαρακτήρα,  συνεπώς  εντοπίζεται  στο  υπερκείμενο  του  αγρίου

τύπου προσδίδοντάς του χαρακτηριστικό κυανό χρώμα.  Το αποτέλεσμα της υπερφυγοκέντρισης

παρουσιάζεται στην εικόνα 2.10..

Εικόνα  2.10:  Υπερκείμενο  έπειτα  από  υπερφυγοκέντριση  δειγμάτων  λυμένων  κυττάρων  του  αγρίου  τύπου,  του

στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και των τριών σειρών Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS. Διακρίνεται το κυανό

χρώμα στο υπερκείμενο του αγρίου τύπου ενώ το γαλάζιο στα μεταλλαγμένα στελέχη.

Στον άγριο τύπο το χρώμα του υπερκειμένου είναι μπλε που οφείλεται στην φυκοκυανίνη, ενώ

στα μεταλλαγμένα στελέχη γαλάζιο που οφείλεται  στην αλοφυκοκυανίνη. Να σημειωθεί  ότι  το

δείγμα της σειράς 8 του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc και του αγρίου τύπου είναι

αραιότερα σε σύγκριση με το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και τις σειρές 7 και 9 του

στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.

2.4.5. Μελέτη της παραγωγής του β-φελλανδρενίου

Η παρουσία έντονης ζώνης στην πηκτή ακρυλαμιδίου για τη συνθάση του  β-φελλανδρενίου

υποδηλώνει  την  υπερέκφραση  της  πρωτεϊνης  αυτής  στο  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Για να μελετηθεί εάν η πρωτεϊνη αυτή που παράγεται μπορεί

να καταλύσει επιτυχώς το σχηματισμό του β-φελλανδρενίου στο κυανοβακτήριο Synechocystis sp.

PCC 6803 εξετάστηκε η παραγωγή του προϊόντος αυτού σε φωτοαυτότροφες συνθήκες έπειτα από

48  h που  η  καλλιέργεια  βρισκόταν  σε  κλειστό  σύστημα  όπως  φαίνεται  στην  εικονα  2.11.
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Πλεονέκτημα του  β-φελλανδρενίου αποτελεί ο υδρόφοβος χαρακτήρας του. Η ιδιότητα αυτό το

καθιστά  ικανό  να  διαχέεται  από  την  κυτταρική  μεμβράνη  και  το  κυτταρικό  τοίχωμα  των

κυανοβακτηρίων  και  να  συλλέγεται  στην  επιφάνεια  της  καλλιέργειας  καθιστώντας  εύκολη  τη

συλλογή του.

Ο όγκος της καλλιέργειας καταλαμβάνει το 50% του δοχείου (50 mL) ενώ ο κενός χώρος έχει

κορεστεί  με  100%  καθαρό  CO2  με  τελική  συγκέντρωση  20%  στο  βιοαντιδραστήρα  μικρής

κλίμακας. Η αρχική οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας ήταν OD730=0.5.  To σύστημα διατηρήθηκε

σε  φωτισμό  50  μmol.  Photons  .m-2  .s-1 και  σε  θερμοκρασία  28  ±  1oC. Στο  πέρας  των  48  h

προστέθηκαν 4  mL εξανίου στην επιφάνεια της καλλιέργειας και το σύστημα αφέθηκε υπό ήπια

ανάδευση για 2 h. Με τον τρόπο αυτό, διευκολύνθηκε η συλλογή του β-φελλανδρενίου με υάλινη

πιπέτα  Pasteur  από την επιφάνεια της καλλιέργειας.  Οι βιοαντιδραστήρες που χρησιμοποιήθηκαν

φαίνονται στην εικόνα 2.11..

Εικόνα  2.11:  Βιοαντιδραστήρας  δύο  φάσεων  (υγρή/αέρια)  με  καλλιέργεια  του  μεταλλαγμένου  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.

Ο όγκος της καλλιέργειας καταλαμβάνει το 50% του δοχείου (50 mL) ενώ ο κενός χώρος έχει

κορεστεί  με  100%  καθαρό  CO2  με  τελική  συγκέντρωση  20%  στο  βιοαντιδραστήρα  μικρής

κλίμακας. Η αρχική οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας ήταν OD730=0.5.  To σύστημα διατηρήθηκε

σε  φωτισμό  50  μmol.  Photons  .m-2  .s-1 και  σε  θερμοκρασία  28  ±  1oC. Στο  πέρας  των  48  h

προστέθηκαν 4  mL εξανίου στην επιφάνεια της καλλιέργειας και το σύστημα αφέθηκε υπό ήπια

ανάδευση για 2 h. Με τον τρόπο αυτό, διευκολύνθηκε η συλλογή του β-φελλανδρενίου με υάλινη

πιπέτα Pasteur από την επιφάνεια της καλλιέργειας.

Ο  ποιοτικός  χαρακτηρισμός  του  προϊόντος  πραγματοποιήθηκε  με  αέρια  χρωματογραφία

συζευγμένη με φασματομετρία μάζας (GC-MS), καθώς και με φασματοσκοπία ορατού υπεριώδους.

Ο χρόνος κατακράτησης του β-φελλανδρενίου στην αέρια χρωματογραφία είναι 12.45 min (εικόνα

2.12), ενώ στη φασματοσκοπία υπεριώδους το  β-φελλανδρένιο δίνει χαρακτηριστική κορυφή στα

232.4 nm (εικόνα 2.13).
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Εικόνα 2.12: Χρωματογραφήματα που συλλέχθηκαν από την επιφάνεια των βιοαντιδραστήρων των τριών σειρών (7, 8,

και 9) του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS.  Χαρακτηριστικός χρόνος κατακράτησης του  β-φελλανδρενίου

είναι 12.45 min. Με πράσινο χρώμα διακρίνεται η κορυφή για τη σειρά 7, με μπλε χρώμα η κορυφή για τη σειρά 8 και

με μαύρο η κορυφή για τη σειρά 9.

  Στην εικόνα 2.12 φαίνονται οι κορυφές για το β-φελλανδρένιο στον επιθυμητό χρόνο έκλουσης

για τις τρεις σειρές 7, 8 και 9 για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Είναι εμφανές

στη σειρά 8 η κορυφή είναι πολύ υψηλότερης έντασης σε σύγκριση με τις σειρές 7 και 9. Και τα

τρία χρωματογραφήματα εμφανίζουν πολύ μεγάλη καθαρότητα.

Εικόνα  2.13.:  Φάσμα υπεριώδους του δείγματος εξανίου που συλλέχθηκε από την επιφάνεια της καλλιέργειας της

σειράς 8 του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.

   Στην  εικόνα  2.13.  φαίνεται  το  φάσμα  υπεριώδους  που  ελήφθη  έπειτα  από  συλλογή  του

β-φελλανδρενίου  σε  διαλύτη  εξάνιο  από  την  καλλιέργεια  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  της  σειράς  8.  Διακρίνεται  έντονη  κορυφή στα 232.4  nm  η

οποία  οφείλεται  στο  β-φελλανδρένιο.  Πλεονέκτημα  της  μεθόδου  αυτής  είναι  ότι  το  ισομερές 
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α-φελλανδρένιο  δίνει  κορυφή  στα  260  nm,  συνεπώς  η  κορυφή  σε  αυτό  το  μήκος  κύματος

αντιστοιχεί αποκλειστικά στο β-φελλανδρένιο. 

Από την απορρόφηση του δείγματος  σε εξάνιο στα 232.4  nm  έγινε η  ποσοτικοποίηση του  

β-φελλανδρενίου  μέσω  του  νόμου  Beer-Lambert.  Η  παραγωγή  συγκρίθηκε  με  αυτήν  των

προηγούμενων στελεχών που είχαν μελετηθεί στο εργαστήριο.

Πίνακας 2.25: Ποσότητα παραγόμενου β-φελλανδρενίου έπειτα από 48 h ανάπτυξης σε βιοαντιδραστήρες δύο φάσεων

(υγρής/αέριας)  για  τα  στελέχη  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA),  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc (σειρές 7, 8 και 9)

Στέλεχος mg β-PHL/g ΔDCW μg β-PHL/ μg Chl μg β-PHL / L

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcΑ)

[48]

0.28 ± 0 22.60 ± 1.60 42.20 ± 10.80 

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcΑ.GPPS

[48]

0.55 ± 0.03 36.19 ± 8.70 60.27 ± 9.00 

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcΑ.GPPS+cpc

(lane 7)

0.07 ± 0.02 3.98 ± 0.87 23.14 ± 5.04

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcΑ.GPPS+cpc

(lane 8)

1.11 ± 0.01 52.59 ± 0.90 216.36 ± 7.65

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcΑ.GPPS+cpc

(lane 9)

0.10 ± 0.02 4.22 ± 0.92 22.19 ± 4.85

Η  παραγόμενη  ποσότητα  β-φελλανδρενίου  εκφράστηκε  ανά  την  διαφορά  ξηρής  βιομάζας

κυττάρων  τις  πειραματικές  ημέρες  0  (ημέρα  που  ξεκινά  το  πείραμα)  και  2  (έπειτα  από  48  h

παραμονής της καλλιέργειας στους ειδικούς  βιοαντιδραστήρες), ανά την ποσότητα χλωροφύλλης

και ανά L υγρής καλλιέργειας. Διακρίνεται ότι η σειρά 8 του νέου στελέχους εμφανίζει σημαντικά

υψηλότερη  παραγωγή  σε  σύγκριση με  τα  υπόλοιπα μεταλλαγμένα  στελέχη.  Πιο  συγκεκριμένα

παράγει  διπλάσια ποσότητα ως προς  την ξηρή βιομάζα κυττάρων σε σύγκριση με το στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcΑ.GPPS που ως τώρα εμφάνιζε την υψηλότερη παραγωγή. Οι σειρές 7 και 9

του  νέου  στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcΑ.GPPS+cpc  εμφάνισαν  αρκετά  χαμηλή  παραγωγή,

συνεπώς επιλέχθηκε η σειρά 8 για περαιτέρω μελέτες.

2.4.6. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων και της λειτουργίας του φωτοσυνθετικού 

μηχανισμού

Εφόσον μελετήθηκε η επιτυχής ενσωμάτωση των γονιδίων από το κυανοβακτήριο Synechocystis

sp. PCC 6803, η επιτυχής έκφραση της πρωτεϊνης της συνθάσης του β-φελλανδρενίου καθώς και η

επιτυχής παραγωγή του προϊόντος,  στη συνέχεια μελετήθηκαν παράμετροι  που αξιολογούν την
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ανάπτυξη και την φωτοσυνθετική δραστηριότητα του μικροοργανισμού. Η ανάγκη για τη μελέτη

αυτή έγκειται στο γεγονός ότι η φυκοκυανίνη, η οποία εκφράζεται στα ραβδία του κυανοβακτηρίου

και είναι ζωτικής σημασίας για την φωτοσύνθεση του οργανισμού αυτού έχει τροποποιηθεί με τη

γενετική τροποποίηση του οργανισμού. Παράλληλα, εξετάστηκε με τον τρόπο αυτό αν η παραγωγή

του β-φελλανδρενίου επηρεάζει τις παραμέτρους αυτές.

Για να μελετηθεί πόσο επηρεάζεται  η ανάπτυξη του νέου στελέχους με την παραγωγή του  

β-φελλανδρενίου μετρήθηκαν η οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας και η ξηρή βιομάζα κυττάρων.

Η ξηρή  βιομάζα  κυττάρων  εκφράστηκε  ως  το  λόγο  της  βιομάζας  την  ημέρα  2  όπου

πραγματοποιήθηκε η συλλογή και ποσοτικοποίηση του β-φελλανδρενίου, ως προς τη μέρα 0, την

πρώτη ημέρα του πειράματος. Τα αποτελέσματα απεικονίζονται στην εικόνα 2.14..

Εικόνα  2.14: Σύγκριση  της  ανάπτυξης  των  διαφόρων  μεταλλαγμένων  στελεχών  και  του  αγρίου  τύπου  του

κυανοβακτηρίου  Synechocystis sp PCC 6803. Α. Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας (OD730) και Β. αύξησης βιομάζας

(DCWf/DCWi).  Οι  μετρήσεις  έγιναν έπειτα  από  χρονικό  διάστημα  

48  h διεξαγωγής  του  πειράματος  στους  βιοαντιδραστήρες  100  mL διπλής  φάσης  (αέριας/υγρής)  υπό  ένταση

φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων· m-2· s-1 και θερμοκρασία 28οC. Οι τιμές για τον άγριο τύπο και τα

μεταλλαγμένα  στελέχη  Δcpc, Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(cpcA),  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  ελήφθησαν  από  τη

βιβλιογραφία [48].

Τα αποτελέσματα για τα τρεις σειρές του νέου στελέχους συγκρίθηκαν με τα αποτελέσματα του

αγρίου τύπου και προηγούμενων στελεχών που μελετήθηκαν στο εργαστήριο [48]. Τα στελέχη δεν

εμφανίζουν σημαντικές διαφοροποιήσεις ως προς την ανάπτυξής τους. Ο άγριος τύπος εμφανίζει

ελαφρώς υψηλότερη οπτική πυκνότητα και βιομάζα, συμπεριφορά που ακολουθούν και οι τρεις

σειρές του νέου μεταλλαγμένου στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.  Το γεγονός αυτό

οφείλεται στην μικρότερη κεραία των μεταλλαγμένων στελεχών. Το νέο στέλεχος, σε αντίθεση,

περιέχει και τα συνδετικά πεπτίδια που εκφράζονται από το cpc οπερόνιο, τα οποία είχαν αφαιρεθεί

στα υπόλοιπα μεταλλαγμένα στελέχη, συνεπώς περιέχει όλα τα γονίδια του cpc οπερονίου τα οποία
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είναι παρόντα στον άγριο τύπο, χωρίς όμως να μπορεί να συνθέσει φυκοκυανίνη. Πιθανά για το

λόγο αυτό η συμπεριφορά του ακολουθεί τη συμπεριφορά του αγρίου τύπου.

Συγκρίθηκαν  οι  φωτοσυνθετικές  χρωστικές  του  νέου  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  με  τον  άγριο  τύπο  και  τα  στελέχη   Δcpc,

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(cpcA),  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  [48]. Τόσο η χλωροφύλλη όσο και

τα καροτενοειδή ποσοτικοποιήθηκαν και εκφράστηκαν ανά την ανάπτυξη των κυττάρων ως οπτική

πυκνότητα OD730 (εικόνα 2.15.Α και εικόνα 2.15.Β) καθώς επίσης ως το λόγο καροτενοειδών ανά

χλωροφύλλη (εικόνα 2.15.Γ).

Εικόνα 2.15: Περιεχόμενο φωτοσυνθετικών χρωστικών των καλλιεργειών Synechocystis sp PCC 6803 έπειτα από 48 h

ανάπτυξης  των  καλλιεργειών  στους  βιοαντιδραστήρες  διπλής  φάσης  (αέριας/υγρής)  υπό  ένταση  φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων ·m-2·s-1 και θερμοκρασία 28 οC. Σε όλε τα στελέχη οι χρωστικές εκφράστηκαν Α.και Β

ως μg χρωστικής  ανά OD730 και  Γ ως Car/Chl.  Οι  τιμές  για  τον άγριο  τύπο και  τα μεταλλαγμένα στελέχη Δcpc,

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(cpcA), Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS ελήφθησαν από τη βιβλιογραφία [48].

 Παρατηρείται στην εικόνα 2.15.Α και εικόνα 2.15.Β όπου οι χρωστικές έχουν εκφραστεί ανά

την ανάπτυξη των κυττάρων ότι  το νεό στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc εμφανίζει

υψηλότερη χλωροφύλλη σε σύγκριση με τα υπόλοιπα μεταλλαγμένα στελέχη, ενώ τα καροτενοειδή

είναι λίγο χαμηλότερα αλλά όχι σημαντικά επηρεασμένα. Παράλληλα, όλες οι σειρές του νέου
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στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc εμφανίζουν χαμηλότερο λόγο καροτενοειδών προς

χλωροφύλλη  στην εικόνα  2.15.Γ  σε  σύγκριση  με  τα  υπόλοιπα  μεταλλαγμένα  στελέχη  του

εργαστηρίου. Όπως φαίνεται στα διαγράμματα οι τιμές είναι συγκρίσιμες με τον άγριο τύπο. Η

συμπεριφορά  αυτή  ακολουθεί  τη  συμπεριφορά  όσον  αφορά  την  ανάπτυξη  των  καλλιεργειών,

συνεπώς  μπορεί  ξανά  να  ερμηνευτεί  από  το  γεγονός  ότι  διαθέτουν  όλα  τα  γονίδια  του  cpc

οπερονίου στο γονιδίωμά τους συνεπως γενετικά μοιάζουν με αυτόν περισσότερο σε σύγκριση με

τα υπόλοιπα μεταλλαγμένα στελέχη.

Για  να  μελετηθεί  η  φωτοσυνθετική  δραστηριότητα  του  μικροοργανισμού  μετρήθηκε  η

συγκέντρωση του παραγώμενου οξυγόνου ως προς την συγκέντρωση της χλωροφύλλης τη δεύτερη

ημέρα των πειραμάτων (εικόνα 2.161). 

Εικόνα  2.16:  Φωτοσυνθετικού  ρυθμός  παραγωγής  οξυγόνου  που  μετρήθηκε  έπειτα  από  48  h  ανάπτυξης  των

καλλιεργειών σε βιοαντιδραστήρες 100 mL διπλής φάσης (αέριας/υγρής) υπό ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 50

μmol  φωτονίων·m-2·s-1 και  θερμοκρασία  28οC.  Οι  τιμές  για  τον  άγριο  τύπο  και  τα  μεταλλαγμένα  στελέχη  Δcpc,

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(cpcA), Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS ελήφθησαν από τη βιβλιογραφία [48].

  Οι τιμές που υπολογίστηκαν για το νέο στέλεχος συγκρίθηκαν με τον άγριο τύπο και τα στελέχη

Δcpc, Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(cpcA),  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS [48]. Διακρίνεται  από  την

εικόνα 2.16 ότι στο νέο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc και στις τρεις σειρές (7, 8, 9)

χαμηλότερη  φωτοσυνθετική  δραστηριότητα  συγκριτικά  με  τα  υπόλοιπα  στελέχη  που  είχαν

μελετηθεί.  Τα  αποτελέσματα  αυτά  συμφωνούν  όπως  και  στις  προηγούμενες  μετρήσεις  με  τα

αποτελέσματα του αγρίου τύπου.

2.5. Συμπεράσματα

 Στο κεφάλαιο αυτό επιβεβαιώθηκε η επιτυχής αύξηση της παραγωγής του β-φελλανδρενίου από το

στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Αρχικά, με τη χρήση genomic PCR παρατηρήθηκε η
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επιτυχής  ενσωμάτωνση  των  επιθυμητών  γονιδίων,  cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc,  έπειτα  από

μετασχηματισμό  στο  κυανοβακτήριο  Synechocystis sp.  PCC  6803.  Η  διαφορά  του  παρόντος

στελέχους  σε  σύγκριση  με  τα  υπόλοιπα  στελέχη  που  μελετήθηκαν  στο  εργαστήριο,  είναι  η

παρουσία  όλων  των  γονιδίων  του  cpc οπερονίου  που  εντοπίζονται  στον  άγριο  τύπο  του

κυανοβακτηρίου, πραγματοποιώντας παράλληλα σύντηξη στα γονίδια που κωδικοποιούν τις δύο

υπομονάδες  της  φυκοκυανίνης  με  τις  συνθάσες  του  β-φελλανδρενίου  και  του  διφωσφορικού

γερανυλίου  (cpcB.PHLS  και  cpcA.GPPS).  Τα  γονίδια  αυτά,  είναι  ικανά  να  εκφράσουν  τις

συντηγμένες  πρωτεϊνες  cpcB.PHLS  και  cpcA.GPPS  όπως  διαπιστώθηκε  από  την

ανοσοηλεκτροφόρηση  με  τη  χρήση  ειδικών  για  τις  πρωτεϊνες  αντισωμάτων  και  από  τη

φασματοφωτομετρία  μάζας.  Παράλληλα,  το  παρόν  στέλεχος  έχει  την  ικανότητα  να  παράγει

β-φελλανδρένιο σε υψηλότερες συγκεντρώσεις σε σύγκριση με τα υπόλοιπα μεταλαγμένα στελέχη

που μελετήθηκαν στο εργαστήριο, έπειτα από καλλιέργειά του σε φωτοαυτότροφες συνθήκες στους

βιοαντιδραστήρες  χωρίς  να  έχει  επίπτωση  στην  ανάπτυξή  και  τη  φωτοσυνθετική  τους

δραστηριότητα.  Οι  βιωτικές  παράμετροι,  ανάπτυξη,  φωτοσυνθετική  δραστηριότητα  και

περιεχόμενο φωτοσυνθετικών χρωστικών,  είναι  εξαιρετικά συγκρίσιμες με τη συμπεριφορά του

στελέχους του αγρίου τύπου.  Αυτό μπορεί  να ερμηνευτεί καθώς ο γονότυπός του είναι αρκετά

όμοιος με τον άγριο τύπο, περιέχοντας όλα τα γονίδια του cpc οπερονίου που εντοπίζονται σε

αυτόν.

   Συνεπώς, συμπεραίνεται ότι η παρουσία όλων των γονιδίων του cpc οπερονίου είναι αναγκαία για

την  υπερέκφραση  των  πρωτεϊνών  σύντηξης  cpcB.PHLS  και  cpcA.GPPS  και  την  αύξηση  της

παραγωγής του  β-φελλανδρενίου.  Με την διαδικασία  της  φωτοσύνθεσης,  δηλαδή με  τη  χρήση

διοξειδίου  του  άνθρακα,  φωτονιακής  ακτινοβολίας  και  νερού,  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  επιτυγχάνει την  υψηλή  παραγωγή  ενός  προϊόντος  υψηλής

ζήτησης στη βιομηχανία.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ, ΦΩΤΟΣΥΝΘΕΤΙΚΗΣ

ΔΡΑΣΤΗΡΙΟΤΗΤΑΣ ΚΑΙ ΕΤΕΡΟΛΟΓΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ ΣΕ

ΔΙΑΦΟΡΕΤΙΚΕΣ ΣΥΝΘΗΚΕΣ ΣΤΑ ΣΤΕΛΕΧΗ Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

3.1. Εισαγωγή

      Στα πλαίσια της βελτίωσης της παραγωγής του β-φελλανδρενίου, εκτός από την προσπάθεια για

αύξηση  της  παραγωγής  από  την  καλλιέργεια   έγινε  προσπάθεια  για  οικολογικότερη  και

οικονομικότερη παραγωγή του προϊόντος. Χαρακτηριστικό των κυανοβακτηρίων είναι η ικανότητά

τους  να  αναπτύσσονται  επιτυχώς  σε  διαφορετικά  περιβάλλοντα,  όπως  παρουσία  διαφορετικών

θρεπτικών υλικών, διαφορετικών φωτισμών και θερμοκρασιών [55].  Στο γεγονός αυτό στηρίχθηκε

η μελέτη του συγκεκριμένου κεφαλαίου. Το γλυκό νερό που είναι απαραίτητο για το θρεπτικό υλικό

των καλλιεργειών αποτελεί μόνο το  3% του συνολικού νερού στο πλανήτη  [56]. Η κατανάλωση

αυτού είναι τεράστια ώστε  να καλυφθούν οι βιωτικές ανάγκες όλων των οργανισμών, αλλά και οι

βιομηχανικές. Έρευνες υποδεικνύουν ότι πολλά είδη του πλανήτη κινδυνεύουν από αφανισμό λόγω

της  υπερκατανάλωσης  του  γλυκού  νερού  για  τις  ανθρώπινες  δραστηριότητες  [57].  Φυσικά,  η

παρούσα έρευνα δεν θα επιθυμούσαμε να συνεισφέρει στο πρόβλημα αυτό. Για το λόγο αυτό έγινε

προσπάθεια να προσομοιωθούν οι συνθήκες θαλασσινού νερού στις καλλιέργειες για να μελετηθεί

η ανάπτυξη των κυττάρων καθώς και παραγωγή του προϊόντος σε αυτές και να επιτευχθεί η χρήση

μόνο θαλασσινού νερού που βρίσκεται σε πολύ μεγαλύτερη αφθονία. 

    Επιπλέον, για να προχωρήσει η παραγωγή του  β-φελλανδρενίου σε βιομηχανική κλίμακα, η

ανάπτυξη των καλλιεργειών θα πραγματοποιηθεί σε φωτοβιοαντιδραστήρες μεγάλης κλίμακας. Οι

βιοαντιδραστήρες  αυτοί  μπορεί  να  είναι  κλειστού  ή  ανοιχτού  συστήματος.  Οι

φωτοβιοαντιδραστήρες ανοιχτού συστήματος μπορεί ναι είναι λίμνες ή δεξεμενές. Είναι εμφανές

ότι η δημιουργία και χρήση ανοιχτών συστημάτων είναι πολύ ευκολότερη και οικονομικότερη από

τους  βιοαντιδραστήρες  κλειστού  συστήματος  οι  οποίοι  αποτελούνται  από  σωλήνες  διαφόρων

μεγεθών και  σχημάτων από διαφανή υλικά  [58].  Στην περίπτωση αυτή δεν πραγματοποιείται η

παραγωγή  σε  αποστειρωμένες  συνθήκες,  αλλά  είναι  το  σύστημα  ευάλωτο  σε  μολύνσεις.

Πλεονέκτημα του κυανοβακτηρίου  Synechocystis  sp PCC 6803  αποτελεί η ικανότητα αυτού να

αναπτύσσεται σε αλκαλικό περιβάλλον, ιδιότητα την οποία δεν διαθέτουν όλοι οι μικροοργανισμοί

[59].  Συνεπώς, η επιτυχής ανάπτυξη, φωτοσυνθετική δραστηριότητα και  φυσικά παραγωγή του

προϊόντος θα ευνοούσε πολύ την παραγωγή β-φελλανδρενίου σε βιομηχανική κλίμακα. 
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3.2. Σκοπός 

   Στο κεφάλαιο αυτό στόχος ήταν η μελέτη της ανάπτυξης, της φωτοσυνθετικής διαστηριότητας

και  της  παραγωγής  β-φελλανδρενίου  μεταλαγμένων  στελεχών  Synechocystis  sp.  PCC 6803 σε

διάφορες  συνθήκες.  Σε  προηγούμενη  έρευνα  του  εργαστηρίου  [48] το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS μελετήθηκε στις συνθήκες αλατότητας 100 mM και 600 mM όπου

παρατηρήθηκε ότι το στέλεχος εξακολουθεί να επιβιώνει και να παράγει επιτυχώς β-φελλανδρένιο

και στις δύο συγκεντρώσεις. Η συγκέντρωση  600 mM αποτελεί και τη συγκέντρωση NaCl στο

θαλασσινό νερό. Στο κεφάλαιο αυτό μελετήθηκε το ίδιο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS

σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού (10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 και

100%  θαλασσινό  νερό).  Στη  συνέχεια  το  νέο  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

μελετήθηκε  στις  συνθήκες  αλατότητας  600  mM  στο  θρεπτικό  του  υλικό  BG-11  και  σε  100%

θαλασσινό  νερό.  Το  θαλασσινό  νερό  είναι  άφθονο  στον  πλανήτη  μας  και  θα  οδηγήσει  σε

οικονομικότερη και οικολογικότερη παραγωγή του προϊόντος. Παράλληλα, εξετάστηκε η επιβίωση

του στελέχους   Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc και  η  ικανότητά του να  παράγει  επιτυχώς  

β-φελλανδρενιο  στο  θρεπτικό  μέσο  με  υψηλό pH,  το  οποίο  θα  ευνοούσε  τη  διεξαγωγή  του

πειράματος  με την αποφυγή μολύνσεων όταν μεταφερθεί  σε ανοιχτό σύστημα για βιομηχανική

παραγωγή.

  

3.3. Πειραματικό μέρος

3.3.1. Συνθήκες ανάπτυξης

  Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκαν τα μεταλλαγμένα στελέχη Synechocystis sp. PCC 6803

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS και Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Οι μητρικές καλλιέργειες

αναπτύχθηκαν φωτοαυτότροφα σε υγρό θρεπτικό BG-11 σε κωνικές φιάλες, με συνεχή παροχή

ατμοσφαιρικού  αέρα  ώστε  να  λαμβάνουν  την  αναγκαία  ποσότητα  CO2 για  τη  διαδικασία  της

φωτοσύνθεσης. Η ρύθμιση του pH πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη 25 mM NaH2PO4 (pH 7,5).

Η  ανάπτυξη  πραγματοποιήθηκε  σε  θάλαμο  σταθερής  θερμοκρασίας  28±1°C  και  υπό  ένταση

φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων·m-2·s-1 με την χρήση λευκών (cool white) λαμπών

φθορισμού. 

   Για την αποφυγή μολύνσεων από άλλους μικροοργανισμούς όλα τα θρεπτικά μέσα και σκεύη που

χρησιμοποιήθηκαν για την παρασκευή καλλιεργειών αποστειρώθηκαν σε αυτόκαυστο στους 120οC

για 20-30 min και προστέθηκε στις  μητρικές καλλιέργειες  χλωραμφενικόλη στην οποία τα δύο

μεταλλαγμένα  στελέχη  διαθέτουν  ανθεκτικότητα.  Όλα  τα  πειράματα  παρασκευής  καλλιεργειών
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διεξήχθησαν  σε  θάλαμο  νηματικής  ροής  (laminar  flow  hood)  παρουσία  φλόγας,  αφού  είχε

προηγουμένως αποστειρωθεί με αιθανόλη και λάμπα υπεριώδους ακτινοβολίας.

 3.3.2. Παρασκευή καλλιεργειών σε βιοαντιδραστήρες για την παραγωγή β-φελλανδρενίου

   Όταν οι μητρικές καλλιέργειες έφτασαν στην εκθετική φάση, τα κύτταρα φυγοκεντρήθηκαν στα

4000  g  για  10  min  και  επαναιωρήθηκαν  στο  εκάστοτε  θρεπτικό  μέσο  ώστε  η  τελική  οπτική

πυκνότητα  των  κυττάρων  να  είναι  OD730=0,5.  Έπειτα,  50  mL  της  αραιωμένης  καλλιέργειας

τοποθετήθηκαν  σε  βιοαντιδραστήρα  δύο  φάσεων  (υγρή/αέρια).  Ο  βιοαντιδραστήρας  έχει

χωρητικότητα 100  mL,  έχει ύψος 9.5  cm  και διάμετρο 5  cm.  Στη συνέχεια  έκλεισε με πλαστικό

πώμα  (septum)  το  οποίο  σφραγίστηκε  με  την  προσθήκη  επιπλέον  μεταλλικού  πώματος.

Ακολούθησε  προσθήκη  20% v/v  καθαρού  CO2  και  το  σύστημα  αφέθηκε  για  ανάπτυξη  σε

περιστροφικό αναδευτήρα (shaker) με συχνότητα 140 min-1 οποίος είναι τοποθετημένος σε θάλαμο

σταθερής θερμοκρασίας 28 ± 1οC και φωτισμό 50 μmol φωτονίων.  m-2 s-1. Τη δεύτερη πειραματική

ημέρα, έπειτα από 48 h στο σύστημα προστέθηκε συγκεκριμένη ποσότητα εξανίου στην επιφάνεια

της καλλιέργειας ώστε να αυξηθεί η οργανική υδρόφοβη επιφάνεια το οποίο καθιστά ευκολότερη

τη  συλλογή του  υδρόφοβου  β-φελλανδενίου.  Αφέθηκε  για  2  h  υπό ήπια  ανάδευση και  έπειτα

συλλέχθηκε η οργανική φάση.

 Για τις διαφορετικές συνθήκες το θρεπτικό υλικό παρασκευάστηκε όπως αναφέρεταις τον πίνακα

3.1.

Πίνακας 3.1: Συστατικά θρεπτικού μέσου για τις διάφορες συνθήκες

Συνθήκη Υψηλή

αλατότητα

Υψηλό pH 10% θαλασσινό

νερό

100%

θαλασσινό νερό

Συστατικά

BG-11 BG-11 10% BG-11 

θαλασσινό νερό

25 mM NaH2PO4 (pH

7.5) 25 mM Na2CO3

(pH 10.5)

0.25 mM NaH2PO4

(pH 7.5) 

600 mM NaCl 90% θαλασσινό

νερό

3.3.3. Ταυτοποίηση του παραγόμενου β-φελλανδρενίου με φασματομετρία απορρόφησης 

στο υπεριώδες.

   Tα δείγματα εξανίου αναλύθηκαν με φασματομετρία απορρόφησης στο υπεριώδες όπου το  

β-φελλανδρένιο δίνει χαρακτηριστική κορυφή στα 232.4 nm σε φασματοφωτόμετρο διπλής δέσμης

UV-2700 της Shimadzu. 
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3.3.4. Ποσοτικός προσδιορισμός του παραγόμενου β-φελλανδρενίου

 Η  ποσοτική  ανάλυση  του  παραγόμενου  β-φελλανδρενίου  πραγματοποιήθηκε  σε

φασματοφωτόμετρο  διπλής  δέσμης  UV-2700  της  Shimadzu.  Στο  πέρας  48  h προστέθηκαν στο

βιοαντιδραστήρα 4 mL εξανίου. Ο βιοαντιδραστήρας αφέθηκε με το εξάνιο για επιπλέον 2 h ώστε

να συσσωρευτεί το προϊόν στην υδρόφοβη φάση. Στη συνέχεια η οργανική φάση απομακρύνθηκε

με τη χρήση υάλινης πιπέτας Pasteur  και μετρήθηκε η απορρόφηση στα 232.4  nm στο όπου το  

β-φελλανδρένιο  δίνει  χαρακτηριστική  κορυφή.  Εφαρμόστηκε  ο  νόμος  του  

Beer-Lambert (ε232,4 = 15,7 mM-1 cm-1) για την ποσοτικοποίηση του προϊόντος το οποίο εκφράστηκε

ανά λίτρο καλλιέργειας. Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως: 

4. μg β-φελλανδρενίου ανά L καλλιέργειας,

5. μg β-φελλανδρενίου ανά μg χλωροφύλλης, και 

6. mg β-φελλανδρενίου ως προς τη διαφορά της ξηρής βιομάζας κυττάρων (ΔDCW) 

ανάμεσα στην έναρξη και τη λήξη του πειράματος (48 h διάστημα παραμονής στους 

βιοαντιδραστήρες).

3.3.5. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων-Προσδιορισμός οπτικής πυκνότητας στα 

730 nm (OD730)

Για να μετρηθεί η ανάπτυξη της καλλιέργειας προσδιορίστηκε η απορρόφησης στα 730 nm σε

φασματοφωτόμετρο  διπλής  δέσμης  UV-2700  της  Shimadzu.  Σε  αυτό  το  μήκος  κύματος  δεν

απορροφούν άλλοι παράγοντες όπως παραδείγματος χάριν οι χρωστικές, συνεπώς η αύξηση της

απορρόφησης υποδεικνύει πιο πυκνή καλλιέργεια, και συνεπώς μεγαλύτερη ανάπτυξη της.

3.3.6. Μελέτη της ανάπτυξης των κυττάρων-Προσδιορισμός ξηρή βιομάζας κυττάρων 

(DCW)

Δεύτερη μέθοδο ανάπτυξης της καλλιέργειας αποτελεί η μέτρηση της ξηρής βιομάζας κυττάρων

(Dry  Cell  Weight,  DCW).  Συγκεκριμένη  ποσότητα  καλλιέργειας  φυγοκεντρίθηκε  και

επαναιωρήθηκε σε μικρή ποσότητα υπερκάθαρου νερού. Η καλλιέργεια τοποθετήθηκε σε ειδικό

αλουμινένιο πιάτο γνωστού βάρους και αφέθηκε για ξήρανση στους 70οC για 12 h.

 3.3.7. Ποιοτική μελέτη του περιεχομένου των φωτοσυνθετικών χρωστικών

Για  τη  φασματοσκοπική  μελέτη  των  φωτοσυνθετικών  χρωστικών  λαμβάνεται  1  mL

καλλιέργειας, η οποία φυγοκεντρείται στα 1000 g για 1 min. Το ίζημα επαναιωρείται σε διαλύτη 

1  mL 100%  μεθανόλης  και  αφήνεται  για  10  με  15  min στο  σκοτάδι.  Ακολουθεί  μια  ακόμα
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φυγοκέντριση και συλλέγεται τo υπερκείμενο υγρό που περιέχει τις χρωστικές. Για τα διαλύματα

των χρωστικών μετρώνται οι απορροφήσεις στα μήκη κύματος 470 nm, 650 nm, 665 nm, 710 nm. 

 Ο υπολογισμός της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης α και των καροτενοειδών έγινε με βάση

γνωστές εξισώσεις από τη βιβλιογραφία οι οποίες παρουσιάζονται παρακάτω [52]

Chla (μ g /ml )=16.5 ( A665 − A710)− 8.3 (A 665 − A710 )

car (μ g /ml )=
1000 ( A470− A710)− 1.63 [Chla ]

221

3.3.8. Πολαρογραφικός προσδιορισμός ρυθμού φωτοσυνθετικής παραγωγής οξυγόνου

Για  τη  μελέτη  της  φωτοσυνθετικής  δραστηριότητας  του  οργανισμού  προσδιορίστηκε  το

παραγόμενο  οξυγόνο.  Η  μέτρηση  του  ρυθμού  φωτοσυνθετικής  παραγωγής  οξυγόνου

πραγματοποιήθηκε με χρήση ενός επιλεκτικού ηλεκτροδίου οξυγόνου τύπου Clark [53]. Η διάταξη

του ηλεκτροδίου περιείχε μια άνοδο αργύρου και μια κάθοδο πλατίνας, σε διάλυμα ηλεκτρολύτη

KCl,  όπου  εφαρμόστηκε  ηλεκτρική  τάση.  Για  τη  μεταφορά  ηλεκτρονίων  μεταξύ  ανόδου  και

καθόδου  χρησιμοποιήθηκε  οξυγόνο,  το  οποίο  εισέρχεται  επιλεκτικά  στον  ηλεκτρολύτη  από  το

δείγμα  μέσω  μιας  ημιπερατής  μεμβράνης,  και  ανάγεται  στην  κάθοδο  σύμφωνα  με  την

ημιαντίδραση:

Ο2 + 4e- + 2Η2Ο → 4ΟΗ-

Για τις μετρήσεις έκλυσης οξυγόνου, 10 ml καλλιέργειας φυγοκεντρίθηκαν για 10 min στα

6000 g. Το ίζημα των κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 4 mL ρυθμιστικού διαλύματος με το οποίο είχε

προηγουμένως  σταθεροποιηθεί  το  ηλεκτρόδιο  (0.896% w/v  Tricine  και  0.034% w/v  NaHCO3,

pH=7.6). Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν σε υδρόψυκτη γυάλινη κυψελίδα χωρητικότητας 4 mL

σε θερμοκρασία 25°C η οποία ρυθμίστηκε με τη χρήση θερμοστάτη με κυκλοφορητή νερού. Για

την αποφυγή θέρμανσης του δείγματος, το φως πριν φτάσει στο δείγμα διήλθε από κυψελίδα με

αραιό διάλυμα CuSO4 που απορροφούσε την υπέρυθρη ακτινοβολία. Τέλος, το φως διήλθε από ένα

κόκκινο φίλτρο, επιτρέποντας μόνο τα επιθυμητά μήκη κύματος να φτάσουν στο δείγμα [54].  Η

μέγιστη φωτοσυνθετική δραστηριότητα καταγράφτηκε σε ένταση φωτισμού 500 μmol ·m-2 ·s-1 από

μία λάμπα βολφραμίου για χρονικό διάστημα 60 s και τελικά εκφράστηκε σε μmol O2 (mg Chla)-1·s-1.
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3.4. Αποτελέσματα και συζήτηση

3.4.1. Μελέτη της ανάπτυξης, φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και ετερόλογης παραγωγής 

β-φελλανδρενίου από το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS σε δύο διαφορετικές 

συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού.

  Το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS εξετάστηκε σε προηγούμενη μελέτη του εργαστηρίου σε

συνθήκες υψηλής αλατότητας  ως προς την ανάπτυξη,  φωτοσυνθετική δραστηριότητα και  ετερόλογη

παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος  β-φελλανδρενίου  [48]. Η μελέτη έδειξε ότι το στέλεχος έχει την

ικανότητα να επιβιώνει επιτυχώς σε θρεπτικό μέσο  BG-11  όπου έχει προστεθεί συγκέντρωση  NaCl  

600 mM. Η συγκέντρωση άλατος αυτή αποτελεί τη συγκέντρωση άλατος στο θαλασσινό νερό. Συνεπώς,

μελετήθηκε η επίδραση θαλασσινού νερού στο στέλεχος αυτό ως προς τις βιωτικές παραμέτρους του

οργανισμού και την παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος. Συγκεκριμένα η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε

συγκέντρωση 10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 και 100% θαλασσινό νερό.

  Στην εικόνα 3.1 παρουσιάζεται η ανάπτυξη των κυττάρων εκφραζόμενη ως οπτική πυκνότητα OD730. Το

στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS αναπτύσσεται επιτυχώς σε θαλασσινό νερό.

 

Εικόνα 3.1.: Αποτελέσματα οπτικής πυκνότητας (OD730) για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc έπειτα από χρονικό

διάστημα 48  h παραμονής των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες δύο φάσεων (υγρής/αέριας) υπό ένταση φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων ·m-2· s-1, θερμοκρασία 28οC σε τρεις διαφορετικές συνθήκες: σε θρεπτικό μέσο BG-11 (control) ,

10% θαλασσινό νερό σε 90% BG11 και 100% θαλασσινό νερό.
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  Στη συγκέντρωση 10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 η καλλιέργεια στους ειδικούς βιοαντιδραστήρες

αναπτύσσεται όμοια με την καλλιέργεια μάρτυρα, όπου η καλλιέργεια βρίσκεται στο θρεπτικό μέσο BG-

11.  Στη  συνθήκη 100% θαλασσινό  νερό  η ανάπτυξη είναι  ελαφρώς  μειωμένη  σε  σύγκριση με  τις

κανονικές συνθήκες ανάπτυξης σε θρεπτικό μέσω  BG-11.  Παρόλα αυτά, υψηλής σημασίας είναι η

επιτυχής ανάπτυξη του μεταλλαγμένου στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS παρουσία θαλασσινού

νερού στους βιοαντιδραστήρες.

 Στην  εικόνα  3.2.  παρουσιάζεται  η  φωτοσυνθετική  δραστηριότητα  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS στις  τρεις  συνθήκες  μέσω  πολαρογραφικού  υπολογισμού  του

παραγόμενου οξυγόνου.

Εικόνα 3.2.:  Αποτελέσαμα πολαρογραφικού υπολογισμού παραγωγής οξυγόνου για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS

έπειτα από χρονικό διάστημα 48 h παραμονής των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες δύο φάσεων (υγρής/αέριας) υπό ένταση

φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων ·m-2  ·s-1, θερμοκρασία 28 οC σε τρεις διαφορετικές συνθήκες: σε θρεπτικό μέσο 

BG-11 (control) , 10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 και 100% θαλασσινό νερό

 Οι μετρήσεις  δείχνουν  ότι  το  μεταλλαγμένο  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHL+cpcA.GPPS παρουσία

θαλασσινού νερού παράγει επιτυχώς οξυγόνο μέσω της φωτοσυνθετικής διαδικασίας.  (Εικόνα 3.2). Στις

δύο συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού εμφανίζεται αυξημένη παραγωγή σε σχέση με το μάρτυρα. Η

συμπεριφορά αυτή έχει παρατηρηθεί στο Synechocystis sp. PCC 6803, καθώς αναφέρεται ότι σε συνθήκες

υψηλής αλατότητας,  αυξάνεται  η μεταφορά ηλεκτρονίων στο φωτοσύστημα Ι  καθώς αυξάνονται  τα
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κέντρα αντίδρασής του[60]. Οι συγκεντρώσεις 10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 και 100% θαλασσινό

νερό εμφανίζουν συγκρίσιμη συμπεριφορά.

  Τα  αποτελέσματα  του  περιεχομένου  των  φωτοσυνθετικών  χρωστικών στις  δύο  συγκεντρώσεις

θαλασσινού νερού παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.3..

Εικόνα 3.3.: Περιεχόμενο φωτοσυνθετικών χρωστικών του μεταλλαγμένου στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS έπειτα

από  48  h ανάπτυξης  των  καλλιεργειών  στους  βιοαντιδραστήρες  διπλής  φάσης  (αέριας/υγρής)  υπό  ένταση  φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων· m-2· s-1  και θερμοκρασία 28 οC σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού. Οι

χρωστικές εκφράστηκαν στις εικόνες Α. και Β. ως μg χρωστικής ανά OD730 και Γ. ως Car/Chl.

   Η συγκέντρωση χλωροφύλλης και καροτενοειδών αντίστοιχα εκφράστηκαν ανά την οπτική πυκνότητα

της καλλιέργειας, η οποία αποτελεί δείκτη της ανάπτυξης του οργανισμού (Εικόνα 3.3.Α) και (Εικόνα

3.3.Β) Στην εικόνα 3.3.Γ δίνεται ο λόγος καροτενοειδών ανά χλωροφύλλη. Παρατηρείται οτι οι δύο

συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού οι χλωροφύλλη και τα καροτενοειδή είναι μειωμένα σε σχέση με τις

κανονικές  συνθήκες  ανάπτυξης  σε  θρεπτικό  μέσο BG-11. Το  γεγονός  αυτό  είναι  αναμενόμενο

λαμβάνονται υπ’ όψιν ότι στις συνθήκες αυτές η ανάπτυξη επιτυγχάνεται με πιος αργούς ρυθμούς (Εικόνα

3.1.).  Ο λόγος των καροτενοειδών προς χλωροφύλλη (εικόνα 3.3.Γ) παρουσιάζεται υψηλότερος στις
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κανονικές συνθήκες σε σύγκριση με τις δύο συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού. Παρόλα αυτά και τα δύο

είδη χρωστικών παράγονται επιτυχώς.

 Ο πίνακας  3.2  αφορά  την  ποσότητα  β-φελλανδρενίου  που  παράγεται  από  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS εκφραζόμενη ως μg β-φελλανδρενίου ανά μg χλωροφύλλης και μg 

β-φελλανδρενίου ανά L καλλιέργειας. Στην περίπτωση αυτή δεν μπορεί να εκφραστεί ως προς g ξηρής

βιομάζας κυττάρων (DCW) της καλλιέργειας καθώς το άλας στο θαλασσινό νερό επηρεάζει το ξηρό βάρος

της καλλιέργειας.

Πίνακας  3.2: Υπολογισμός  παραγόμενου  β-φελλανδρενίου  έπειτα  από  χρονικό  διάστημα  48  h παραμονής  των

καλλιεργειών  σε βιοαντιδραστήρες  δύο  φάσεων  (υγρής/αέριας) υπό  ένταση  φωτονιακής  ακτινοβολίας  50  μmol

φωτονίων· m-2· s-1,  θερμοκρασία 28  οC στο Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS σε  κανικές συνθήκες (BG-11), σε 10%

θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 και σε 100% θαλασσινό νερό. Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως μg β-φελλανδρενίου

ανά L καλλιέργειας και μg β-φελλανδρενίου ανά mg χλωροφύλλης α. 

Συνθήκη μg β-PHL/ μg Chl μg β-PHL / L

BG-11 36.19 ± 8.70 60.27±9.00 

10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 13.28 ± 0.52 34.57±1.15

100% θαλασσινό νερό 12.33 ± 0.92 16.20±0.87

 Το  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  αποδείκτηκε  ικανό  να  παράγει  

β-φελλανδρένιο παρουσία θαλασσινού νερού, σε ποσοστό περίπου 37% των κανονικών συνθηκών στη

συγκέντρωση 10% θαλασσινό νερό σε 90% BG-11 και 34% των κανονικών συνθηκών όταν αναπτύσσεται

σε  100% εκφραζόμενο  ως  μg  β-PHL/  μg Chl.  Η ικανότητα  παραγωγής  του  β-φελλανδρενίου  στις

συνθήκες αυτές, ιδιαιτέρως έπειτα από ανάπτυξη σε 100% θαλασσινό νερό είναι μεγλάλης σημασίας,

καθώς με τον τρόπο αυτό μειώνεται εξαιρετικά το κόστος της μεθόδου, χωρίς να επιβαρύνεται παράλληλα

ο πλανήτης, καθώς υπάρχει άφθονο θαλασσινό νερό διαθέσιμο. 

       Εφόσον το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS έπειτα από ανάπτυξη του σε 100% θαλασσινό

νερό  παρήγαγε  επιτυχώς  β-φελλανδρένιο,  στην  ενότητα  3.2.2  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc αναπτύχθηκε απευθείας σε 100% θαλασσινό νερό. 

3.4.2. Μελέτη της επίδρασης της αλατότητας σε pH 7.5 και του θαλασσινού νερού στην 

ετερόλογη παραγωγή του β-φελλανδρενίου στο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS

  Στη συνθήκη αλατότητας μελετήθηκε η συγκέντρωση 600 mM NaCl. Η συγκέντρωση 600 mM NaCl

είναι η συγκέντρωση άλατος που εντοπίζεται στο θαλασσινό νερό. Για το λόγο αυτό ακολούθησε μελέτη

του  στελέχους  αυτού  σε  100%  θαλασσινό  νερό.  Εξετάστηκε  η  ανάπτυξη  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  στις συνθήκες αυτές, η φωτοσυνθετική του δραστηριότητα και η
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ετερόλογη παραγωγή  β-φελλανδρενίου.  Η ανάπτυξη μετρήθηκε μόνο ως την οπτική πυκνότητα της

καλλιέργειας και όχι μέσω της ξηρής βιομάζας κυττάρων καθώς το NaCl συνεισέφερε στο DCW (εικόνα

3.4.).

Εικόνα 3.4.: Αποτελέσματα οπτικής πυκνότητας (OD730) για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS έπειτα από χρονικό

διάστημα 48 h παραμονής των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες δύο φάσεων (υγρής/αέριας) υπό ένταση φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων· m-2· s-1, θερμοκρασία 28οC σε τρεις διαφορετικές συνθήκες: σε θρεπτικό μέσο BG-11 (control) ,

BG11 + 600 mM NaCl και 100% θαλασσινό νερό.

   Όπως  παρατηρείται  από  την  εικόνα  3.4.  η  ανάπτυξη  των  κυττάρων  παρουσία  600  mM  NaCl

πραγματοποιείται, αλλά είναι μειωμένη σε σύγκριση με τις κανονικές συνθήκες ανάπτυξης σε θρεπτικό

μέσω BG-11. Το ίδιο παρατηρείται στη συνθήκη ανάπτυξης σε 100% θαλασσινό νερό.  Παρόλα αυτά, τα

αποτελέσματα δείχνουν πως  το μεταλλαγμένο στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc έχει  την

ικανότητα να αναπτύσσεται επιτυχώς σε συνθήκες αλατότητας και σε θαλασσινό νερό όταν καλλιεργηθεί

στους ειδικούς βιοαντιδραστήρες.

    Η φωτοσυνθετική δραστηριότητα του μικροοργανισμού έπειτα από ανάπτυξή του στις δύο συνθήκες

συγκρίθηκε με τη φωτοσυνθετική δραστηριότητα έπειτα από ανάπτυξή του στο θρεπτικό μέσο  BG-11

(εικόνα 3.5.).

77



Εικόνα 3.5.: Πολαρογραφικός υπολογισμός παραγωγής οξυγόνου για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc έπειτα

από χρονικό διάστημα 48 h παραμονής των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες δύο φάσεων (υγρής/αέριας) υπό ένταση

φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων·m-2·s-1, θερμοκρασία 28οC σε τρεις διαφορετικές συνθήκες: σε θρεπτικό μέσο

BG11 (control) , BG11 + 600 mM  NaCl και 100% θαλασσινό νερό. 

 Οι μετρήσεις δείχνουν ότι το μεταλλαγμένο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHL+cpcA.GPPS+cpc σε συνθήκες

υψηλής  αλατότητας  εξακολουθεί  να  διαθέτει  την  ικανότητα  παραγωγής  οξυγόνου  μέσω  της

φωτοσυνθετικής διαδικασίας (Εικόνα 3.5). Οι δύο συνθήκες αλατότητας εμφανίζουν αυξημένη παραγωγή

σε σχέση με το μάρτυρα. Όπως στην ενότητα 3.4.1. πιθανά η παρατήρηση αυτή έγκυται στο γεγονός ότι το

κυανοβακτήριο αυτό, σε συνθήκες υψηλής αλατότητας, αυξάνει τον αριθμό των κέντρων αντίδρασης στο

φωτοσύστημα Ι, αυξάνοντας το ρυθμό της φωτοσύνθεσής του [60].

  Τα αποτελέσματα του περιεχομένου των φωτοσυνθετικών χρωστικών στη συνθήκη υψηλής αλατότητας

και στο θαλασσινό νερό παρουσιάζονται στην Εικόνα 3.6.

.
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Εικόνα 3.6.:  Περιεχόμενο φωτοσυνθετικών χρωστικών  του μεταλλαγμένου στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

έπειτα από 48  h ανάπτυξης των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες διπλής φάσης (αέριας/υγρής) υπό ένταση φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων ·m-2 ·s-1 και θερμοκρασία 28 οC σε συνθήκη υψηλής αλατότητας και σε 100% θαλασσινό νερό.

Οι χρωστικές εκφράστηκαν στις εικόνες Α. και Β ως μg χρωστικής ανά OD730 και στην εικόνα Γ ως Car/Chl.

   Η ποσότητα χλωροφύλλης και καροτενοειδών αντίστοιχα εκφράστηκαν ανά την οπτική πυκνότητα της

καλλιέργειας, η οποία αποτελεί δείκτη της ανάπτυξης του οργανισμού (Εικόνα 3.6.Α) και (Εικόνα 3.6.Β)

Στην εικόνα 3.6.Γ δίνεται ο λόγος καροτενοειδών ανά χλωροφύλλη. Παρατηρείται στις δύο συνθήκες

(υψηλή αλατότητα και θαλασσινό νερό) ότι η χλωροφύλλη είναι μειωμένη σε σχέση με τις κανονικές

συνθήκες  ανάπτυξης  σε  θρεπτικό  μέσο BG-11. Αντιθέτως,  τα  καροτενοειδή  εμφανίζονται  ελαφρώς

αυξημένα. Η παρατήρηση αυτή αποτυπώνεται και στο λόγο των καροτενοειδών προς χλωροφύλλη (εικόνα

3.6.Γ) όπου οι δύο συνθήκες εμφανίζουν υψηλότερο λόγο σε σύγκριση με το μάρτυρα. Σημαντική είναι

όμως η παρουσία και των δύο φωτοσυνθετικών χρωστικών στις δύο διαφορετικές συνθήκες.
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Πίνακας  3.3: Υπολογισμός  παραγόμενου  β-φελλανδρενίου  έπειτα  από  χρονικό  διάστημα  48  h παραμονής  των

καλλιεργειών  σε βιοαντιδραστήρες  δύο  φάσεων  (υγρής/αέριας) υπό  ένταση  φωτονιακής  ακτινοβολίας  50  μmol

φωτονίων ·m-2 ·s-1, θερμοκρασία 28 οC στο Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc σε συνθήκη υψηλής αλατότητας και σε

100%  θαλασσινό  νερό.  Τα  αποτελέσματα  εκφράστηκαν  ως  μg  β-φελλανδρενίου  ανά  L καλλιέργειας  και  μg  

β-φελλανδρενίου ανά mg χλωροφύλλης α. 

Συνθήκη μg β-PHL/ μg Chl μg β-PHL / L

BG-11 52.59 ± 0.90 216.36±7.65

BG-11 + 600mM NaCl 9.79 ± 0.99 20.48±2.24

100% θαλασσινό νερό 7.4 ± 0.65 18.51±1.29

   Στον  πίνακα 3.3  παρουσιάζεται  η  ποσότητα  β-φελλανδρενίου  που  παράγεται  από  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc εκφραζόμενη ως μg β-φελλανδρενίου ανά μg χλωροφύλλης και μg

β-φελλανδρενίου ανά L καλλιέργειας. Στην περίπτωση αυτή δεν μπορεί να εκφραστεί ως προς g ξηρής

βιομάζας κυττάρων (DCW) της καλλιέργειας καθώς το NaCl επηρεάζει την τιμή ξηρού βάρους της

καλλιέργειας. Διακρίνεται μειωμένη παραγωγή β-φελλανδρενίου στις συνθήκες υψηλής αλατότητας και σε

100% θαλασσινό νερό. Σημαντική είναι όμως η παρατήρηση ότι τα κύτταρα διατήρησαν την ικανότητα

παραγωγής του β-φελλανδρενίου στις συνθήκες αυτές, οι οποίες διαφέρουν αρκετά από τις φυσιολογικές

στις οποίες αναπτύσσονται. Η επιτυχής ανάπτυξη και παραγωγή β-φελλανδρενίου σε 100% θαλασσινό

νερό είναι εξαιρετικά σημαντική, καθώς μειώνει εξαιρετικά το κόστος της μεθόδου και είναι περισσότερο

φιλική προς το περιβάλλον με το τρόπο αυτό, καθώς το θαλασσινό νερό βρίσκεται άφθονο στον πλανήτη.

3.4.3 Μελέτη της επίδρασης του υψηλού pH στην ετερόλογη παραγωγή του β-φελλανδρενίου από

το μεταλλαγμένα στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

    Η δοκιμή της ανάπτυξης φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και παραγωγής του επιθυμητού προϊόντος σε

αλκαλικό θρεπτικό μέσο πραγματοποιείται, καθώς σε πολύ υψηλό pH δεν είναι εφικτη η ανάπτυξη πολλών

μικροοργανισμών. Επιτυχής ανάπτυξη του μεταλλαγμένου στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

στις  συνθήκες  αυτές  καθιστά εφικτή με  μεγαλύτερη ευκολία της  βιομηχανική  παραγωγή προϊόντος,

δηλαδή την ανάπτυξη της καλλιέργειας σε ανοιχτό σύστημα, σε βιοαντιδραστήρες μεγάλης κλίμακας,

χρησιμοποιόντας το υψηλό  pH  ως παράγοντα αποφυγής μολύνσεων. Για το σκοπό αυτό στο θρεπτικό

μέσο BG-11 το pH ρυθμίστηκε με διάλυμα Na2CO3 συγκέντρωσης 25 mM στο pH 10.5.

  Στην  εικόνα  3.7  παρατηρείται  η  ανάπτυξη  του  στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  σε  δύο

διαφορετικές συνθήκες pH (7.5 και 10.5).
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Εικόνα 3.7.:  Σύγκριση της ανάπτυξης των καλλιεργειών σε θρεπτικό μέσο BG11 pH 7.5 (control)  και σε θρεπτικό μέσο BG-11

pH  10.5 για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Α. Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας  (OD730)  και Β. αύξησης

βιομάζας  (DCWf/DCWi).  Οι  μετρήσεις  έγιναν έπειτα  από  χρονικό  διάστημα  48  h διεξαγωγής  του  πειράματος  στους

βιοαντιδραστήρες 100 mL διπλής φάσης (αέριας/υγρής) υπό ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων ·m-2  ·s-1 και

θερμοκρασία 28 οC. 

  Η ανάπτυξη απεικονίζεται ως οπτική πυκνότητα της καλλιέργειας  OD730 και ως ο λόγος της ξηρής

βιομάζας κυττάρων της ημέρας 2 (έπειτα από 48h διεξαγωγής του πειράματος) και της ημέρας 0 (ημέρα

τοποθέτησης των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες). Διαπιστώνεται  ότι η ανάπτυξη των κυττάρων

σε αλκαλικό pH δεν διαφέρει από την ανάπτυξη σε κανονικές συνθήκες (pH 7.5).

    Η φωτοσυνθετική δραστηριότητα του στελέχους σε pH 7.5 και 10.5 παρουσιάζεται στην εικόνα 3.8

 

Εικόνα 3.8.:  Σύγκριση της ανάπτυξης των καλλιεργειών σε θρεπτικό μέσο BG11 pH 7.5 (control)  και σε θρεπτικό μέσο BG-11

pH  10.5 για το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc. Α. Μετρήσεις οπτικής πυκνότητας  (OD730)  και Β. αύξησης

βιομάζας  (DCWf/DCWi).  Οι μετρήσεις  έγιναν έπειτα  από  χρονικό  διάστημα  48  h διεξαγωγής  του  πειράματος  στους

βιοαντιδραστήρες 100 mL διπλής φάσης (αέριας/υγρής) υπό ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων ·m-2  ·s-1 και

θερμοκρασία 28 οC. 

81

BG-11 pH 7.5 BG-11 pH 10.5

0

5

10

15

20

25

30

35

P
ho

to
sy

nt
he

tic
 O

xy
ge

n 
E

vo
lu

tio
n

   
   

  [m
m

ol
 O

2 
/ (

m
ol

 C
hl

.s
)]



 Τα  αποτελέσματα  πολαρογραφικού  προσδιορισμού  του  παραγόμενου  οξυγόνου  δείχνουν  ότι  το

μεταλλαγμένο  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHL+cpcA.GPPS+cpc σε  αλκαλικές  συνθήκες  εξακολουθεί  να

παράγει επιτυχώς οξυγόνο μέσω της φωτοσυνθετικής διαδικασίας.  (Εικόνα 3.8). Σε αλκαλικό περιβάλλον

εμφανίζει αυξημένη παραγωγή σε σύγκριση με το μάρτυρα, πιθανότατα λόγω της προσπάθειάς του να

ανταπεξέλθει σε μη φυσικό για εκείνο περιβάλλον.

   Στην εικόνα 3.9 παρουσιάζονται τα αποτελέσματα του περιεχομένου των φωτοσυνθετικών χρωστικών

στη συνθήκη υψηλής αλκαλικότητας (pH 10.5) σε σύγκριση με τις κανονικές συνθήκες (pH 7.5).

Εικόνα 3.9.: Περιεχόμενο φωτοσυνθετικών χρωστικών του  μεταλλαγμένου στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

έπειτα από 48  h ανάπτυξης των καλλιεργειών στους βιοαντιδραστήρες διπλής φάσης (αέριας/υγρής) υπό ένταση φωτονιακής

ακτινοβολίας 50 μmol φωτονίων·m-2·s-1 και θερμοκρασία 28  οC σε κανονικές συνθήκες (pH 7.5) και σε  συνθήκη υψηλής

αλκαλικότητας (pH 10.5) Οι χρωστικές εκφράστηκαν στις εικόνες Α. και Β. ως μg χρωστικής ανά OD730 και στην εικόνα Γ. ως

Car/Chl.

    Η ποσότητα χλωροφύλλης και καροτενοειδών αντίστοιχα εκφράστηκαν ανά την οπτική πυκνότητα της

καλλιέργειας, η οποία αποτελεί δείκτη της ανάπτυξης του οργανισμού (Εικόνα 3.6.Α) και (Εικόνα 3.6.Β)
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Στην εικόνα 3.6.Γ δίνεται ο λόγος καροτενοειδών ανά χλωροφύλλη. Παρατηρείται στις δύο συνθήκες το

προφίλ σε χρωστικές είναι εξαιρετικά συγκρίσιμο.

Πίνακας 3.4: Υπολογισμός παραγόμενου β-φελλανδρενίου έπειτα από χρονικό διάστημα 48 h παραμονής των 

καλλιεργειών σε βιοαντιδραστήρες δύο φάσεων (υγρής/αέριας) υπό ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 50 μmol 

φωτονίων·m-2·s-1, θερμοκρασία 28οC στο Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc σε συνθήκη υψηλής αλκαλικότητας 

(pH 10.5) σε σύγκριση με τις κανονικές συνθήκες (pH 7.5).  Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως mg β-φελλαανδρενίου 

ανά g ΔDCW (διαφορά ξηρού βάρους της ημέρας έναρξης του πειράματος, ως την ημέρα λήξης), μg β-φελλανδρενίου 

ανά L καλλιέργειας και μg β-φελλανδρενίου ανά mg χλωροφύλλης α. 

Συνθήκη mg β-PHL/ΔDCW μg β-PHL/ μg Chl μg β-PHL/L

BG-11 pH 7.5 1.11 ± 0.01 52.59 ± 0.90 216.36±7.65

BG-11 pH 10.5 0.18 ± 0.00 7.66 ± 0.64 34.94 ± 0.61

  Στον  πίνακα  3.4  παρουσιάζεται  η  παραγόμενη  ποσότητα  β-φελλανδρενίου  από  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc εκφραζόμενη  ως  mg  β-φελλαανδρένιο  ανά  g  ΔDCW (διαφορά

ξηρού  βάρους  της  ημέρας  έναρξης  του  πειράματος,  ως  την  ημέρα  συλλογής  προϊόντος),  μg 

β-φελλανδρενίου ανά μg χλωροφύλλης και μg β-φελλανδρενίου ανά L καλλιέργειας. Όπως διαπιστώνεται

το στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc διατηρεί σε μικρό βαθμό την ικανότητά του να παράγει

β-φελλανδρένιο  σε  αλκαλικό  περιβάλλον.  Η  διατήρηση  της  ικανότητας  παραγωγής,  έστω  και  σε

χαμηλότερες  συγκεντρώσεις  είναι  σημαντική,  λαμβάνοντας  υπόψιν  ότι  η  αποφυγή  μολύνσεων  σε

καλλιέργειες  ανοιχτού  συστήματος  σε  βιοαντιδραστήρες  μεγάλης  κλίμακας  βοηθά  στην  καλύτερη

ανάπτυξη του οργανισμού συνεπώς αποδοτικότερη παραγωγή του προϊόντος.

3.5. Συμπεράσματα

   Στο κεφάλαιο αυτό επιβεβαιώνεται η επιτυχής ανάπτυξη των στελεχών Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS

και Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc με  παράλληλη  ετερόλογη  παραγωγή  β-φελλανδρενίου  σε

συνθήκες υψηλής αλατότητας, υψηλής αλκαλικότητας και σε θαλασσινό νερό. 

   Συγκεκριμένα,  το  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  είχε  μελετηθεί  προηγουμένως  στο

εργαστήριο σε συνθήκες υψηλής αλατότητας όπου ανταπεξήλθε επιτυχώς και παρήγαγε το επιθυμητό

προϊόν. Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε ως προς την ανάπτυξη, φωτοσυνθετική δραστηριότητα και

παραγωγή  β-φελλανδρενίου  σε  δύο  συγκεντρώσεις  θαλασσινού  νερού,  10%  θαλασσινό  νερό  σε  

90% BG-11 και 100% θαλασσινό νερό. Και στις δύο συγκεντρώσεις το στέλεχος αναπτύχθηκε κανονικά

έπειτα από 48 h παραμονής σε ειδικούς βιοαντιδραστήρες 100 mL, πραγματοποιώντας φωτοσύνθεση και

παραγωγή β-φελλανδρενίου. 
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   Έπειτα,    τα  αποτελέσματα  του  κεφαλαίου  αυτού  έδειξαν  ότι  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc μπορεί να αναπτύσσονται αποτελεσματικά στο θρεπτικό μέσο BG-11

παρουσία  600mM  NaCl,  αλλά  και  σε  100%  θαλασσινό  νερό  χωρίς  σημαντικές  επιπτώσεις  στη

φωτοσυνθετική δραστηριότητα και εξακολουθώντας να παράγει β-φελλανδρένιο.   

   Τέλος,  επιβεβαθώθηκε  η  ανάπτυξη  σε  αλκαλικό  περιβάλλον,  η  επιτέλεση  της  φωτοσυνθετικής

δραστηριότητας του  στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc, ενώ παράλληλα διατηρείται, έστω

και σε χαμηλά επίπεδα η ικανότητά του να παράγει β-φελλανδρένιο. Παρόλα αυτά, το στέλεχος αυτό είναι

πιο  ευάλωτο  σε  όλες  τις  συνθήκες  που  μελετήθηκαν  σε  σύγκριση  με  το  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS.

   Τα παραπάνω συμπεράσματα μπορούν να συνεισφέρουν στη μεταφορά της παρούσας έρευνας σε

βιομηχανική  κλίμακα.  Η  βιομηχανική  παραγωγή  του  προϊόντος  απαιτεί  βιοαντιδραστήρες  μεγάλης

κλίμακας; συνεπώς τεράστιες ποσότητες καλλιέργειας. Η ικανότητα των μεταλλαγμένων στελεχών να

αναπτύσσονται σε θαλασσινό νερό εξακολουθώντας την παραγωγή β-φελλανδρενίου, μειώνει το κόστος

της παραγωγής, καθώς το θαλασσινό νερό είναι άφθονο στη Γη. Με τον τρόπο αυτό, αποφεύγονται

βιοηθικά ζητήματα που αφορούν την κατανάλωση του μικρού ποσοστού γλυκού νερού στον  πλανήτη και

τις τεράστιες ανάγκες που έχουν όλοι οι οργανισμοί και οι βιομηχανίες σε αυτό. Ως συνέχεια της έρευνας

μπορούν να προστεθούν σταδιακά συστατικά του θρεπτικού μέσου  BG-11  που απουσιάζουν από το

θαλασσινό ώστε να βρεθούν τα ελάχιστα δυνατά που πρέπει να προστεθούν ώστε να επιτευχθούν τα ποσά

παραγωγής  που  παρατηρούνται  στις  κανονικές  συνθήκες.  Παράλληλα,  η  ανάπτυξη  σε  αλκαλικές

συνθήκες, πιθανόν αποτελεί παράγοντα αποφυγής μολύνσεων, καθώς δεν διαθέτουν πολλοί οργανισμοί

την ικανότητα να αναπτύσσονται  σε υψηλά  pH. Με τον τρόπο αυτό μπορούν να χρησιμοποιηθούν

βιοαντιδραστήρες ανοιχτού συστήματος (τεχνητές λίμνες ή δεξαμενές) επιτυγχάνοντας, ξανά, πολύ χαμηλό

κόστος  αλλά  και  μεγαλύτερη  ευκολία  συγκριτικά  με  τη  χρήση  φωτοβιοαντριδραστήρων  κλειστού

συστήματος. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΤΕΡΟΛΟΓΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ β-ΦΕΛΛΑΝΔΡΕΝΙΟΥ ΣΕ

ΑΚΙΝΗΤΟΠΟΙΗΜΕΝΑ ΚΥΤΤΑΡΑ ΤΟΥ ΣΤΕΛΕΧΟΥΣ Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) ΣΕ

100% ΘΑΛΑΣΣΙΝΟ ΝΕΡΟ

4.1. Εισαγωγή

4.1.1. Ακινητοποίηση κυττάρων

Ο όρος ακινητοποιημένα κύτταρα αναφέρεται σε κύτταρα τα οποία δεν διαθέτουν την ικανότητα

να κινούνται ανεξάρτητα από τα γειτονικά τους στην υδατική φάση του συστήματος μελέτης, είτε

για  φυσικούς  λόγους  είτε  έπειτα  από  τεχνιτή  ακινητοποίησή  τους  [61]. Στη  φύση  υπάρχουν

μικροοργανισμοί  οι  οποίοι  προσκολλούνται  σε  γειτονικούς  τους  είτε  σε  κάποια  στερεή  φάση

κυρίως σε δυσμενή περιβάλλοντα είτε όταν η συγκέντρωση αυτών στο θρεπτικό μέσο είναι πολύ

υψηλή. Η ακινητοποίηση των κυττάρων έχει κερδίσει το επιστημονικό ενδιαφέρον τα τελευταία

χρόνια και βρίσκει εφαρμογή στη βιομηχανία τροφίμων, σε χημικές και κλινικές μελέτες,  στην

οργανική σύνθεση κ.ά.  [62].  Αυτό συμβαίνει  διότι  έχει  παρατηρηθεί  ότι  με τον τρόπο αυτό οι

μικροοργανισμοί βρίσκονται σε επαφή, συνεπώς επικοινωνούν αποδοτικότερα, το οποίο προσφέρει

πολλά  πλεονεκτήματα  στην  ανάπτυξη  και  επιβίωσή  τους.  Σε  αυτά  συμπεριλαμβάνονται  η

υψηλότερη  μεταβολική  τους  δραστηριότητα,  ανθεκτικότητα  σε  βαρέα  μέταλλα,  επικίνδυνους

διαλύτες,  μη  ευνοϊκά  pH  και  θερμοκρασίες,  υψηλότερη  ανάπτυξη  και  παραγωγή  χρήσιμων

προϊόντων[63].  

Πολλές τεχνικές είναι διαθέσιμες για την πραγματοποίηση της ακινητοποίησης. Οι τεχνικές αυτές

χωρίζονται σε δύο κατηγορίες. Η πρώτη ονομάζεται προσκόλληση και μπορεί να γίνει είτε μέσω

δέσμευσης των κυττάρων μεταξύ τους (συσσωμάτωση) είτε μέσω προσκόλλησης αυτών πάνω σε

σε μία στερεή επιφάνεια. Η δεύτερη ονομάζεται παγίδευση. Στη περίπτωση αυτή τα κύτταρα είτε

ενθυλακώνονται  σε  στερεά  ή  γελώδη  κυστίδια  είτε  παγιδεύονται  σε  μεμβράνες  ή  πορώδη

μήτρες[64]. 

Στην παρούσα μελέτη η τεχνική που εφαρμόζεται είναι η ενθυλάκωση των κυττάρων σε στερεά

σφαιρίδια. Συγκεκριμένα δημιουργήθηκαν σφαιρίδια αλιγινικού πολυμερούς.

4.1.2. Αλγινικά πολυμερή

Το αλγινικό πολυμερές αποτελεί έναν φυσικό ανιοντικό πολυσακχαρίτη με υδρόφιλες ιδιότητες

[65]. Εντοπίζεται στη φύση παραγόμενο από θαλάσσιους μικροοργανισμούς τόσο άλγη όσο και

βακτήρια.  Παραδείγματα  τέτοιων  οργανισμών  αποτελούν  τα  άλγη  Laminaria  hyperborea,
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Ascophyllum nodosum, Macrocystis pyrifera και τα βακτήρια Azotobacter και  Pseudomonas [66].

Δομικά,  αποτελεί  έναν  γραμμικό  ετεροπολυμερή  πολυσακχαρίτη  που  συντίθεται  από  την

επανάληψη δύο μονάδων γουλουρονικού οξέος (G) συνδεδεμένες με α-1,4 γλυκοζιτικό δεσμό και

δύο μονάδες μαννουρονικού οξέος (Μ) συνδεδεμένες τόσο μεταξύ τους όσο και με τις μονάδες

γουλουρονικού οξέως με β-1,4 γλυκοζιτικό δεσμό. Η διάταξη που σχηματίζουν στο χώρο φαίνεται

στην εικόνα 4.1..  Συγκεκριμένα,  ο  α-1,4 δεσμός οδηγεί  στη δημιουργία κοιλότητας  μέσα στην

οποία μπορούν να δεσμευτούν κατιόντα μετάλλων. 

Εικόνα 4.1.: a. Χημική δομή του αλγινικού άλατος. Ως Μ συμβολίζεται το β-D- μαννουρονικό οξύ και ως G το α-L-

γουλουρονικό  οξύ.  Διακρίνεται  ο  τρόπος  σύνδεσης  των  δομικών  ομάδων 

b.  Δημιουργία  πολυμερούς  με  τον  εγκλοβισμό  άλατος  ανάμεσα  στις  πολυσακχαρικές  αλυσίδες.  Παρουσιάζεται  η

ιοντική αλληλεπίδραση μεταξύ αλγινικού και δισθενών κατιόντων. Ελήφθη από την παραπομπή [67].

Τα αλιγινικά πολυμερή έχουν βρει εφαρμογή σε διάφορες επιστημονικές μελέτες. Ανάμεσά τους

συμπεριλαμβάνονται η μεταφορά φαρμάκων, μηχανική ιστών, βιομηχανία τροφίμων και παγίδευση

κυττάρων. Σε κάθε περίπτωση σχηματίζονται με διαφορετική τεχνική ούτως ώστε να λάβουν τη

κατάλληλη δομή και ιδιότητες για την εκάστοτε χρήση. Οι διάφορες μορφές ονομαστικά είναι οι

υδρογέλες,  ιοντική  διασύνδεση  (ionic-cross  linking),  μετάβαση  φάσης  (phase  transition),

διασύνδεση κυττάρων (cell-cross  linking),  πολυμερισμός  ελεύθερων ριζών,  αντιδράσεις  “κλικ”,

μικροσφαιρίδια,  στερεά  σφαιρίδια,  πορώδη  ικριώματα  και  σφαιρίδια  γέλης.  Στη  συγκεκριμένη

μελέτη σχηματίστηκαν σφαιρίδια γέλης μέσα στα οποία ενθυλακώθηκαν τα κύτταρα Synechocystis

sp. PCC 6803. 

Η  ίδια  τεχνική  έχει  χρησιμοποιηθεί  ως  σύστημα  μεταφοράς  φαρμάκων και  ως  παράγωντας

ανάπτυξης.  Κατά τη διαδικασία παραγωγής των σφαιριδίων,  η  καλλιέργεια αναμιγνύεται  με το

διάλυμα αλιγινικού άλατος νατρίου και έπειτα ρίχνεται στάγδην σε ισοτοπικό διάλυμα CaCl2 [65] .

Μόλις η σταγόνα έρθει σε επαφή με το διάλυμα CaCl2 απευθείας δημιουργείται ιονική διασύνδεση

των  αλιγινικών  αλυσίδων  με  αποτέλεσμα  το  σχηματισμό  σφαιριδίων  γέλης.  Τα  δισθενή  ιόντα

ασβεστίου ενθυλακώνονται στις κοιλότητες των γουλουρονικών μονάδων και έτσι δημιουργείται το

σφαιρίδιο. Η ιδιότητα αυτή δεν είναι εφικτή με το μονοσθενές ιόν νατρίου [68] [69] [70]. 
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   Τα σφαιρίδια αυτά έχουν ιδιότητες ευνοϊκές για την παρούσα έρευνα. Οι πόροι που σχηματίζονται

στην επιφάνειά τους έχουν κατάλληλο μέγεθος ώστε να μπορούν να εξέρχονται και να εισέρχονται

μικρά  μόρια,  όπως  πρωτεϊνες,  αλλά  όχι  τα  κύτταρα.  Συνεπώς,  η  ανάπτυξη  των  κυττάρων

καθίσταται δυνατή καθώς μπορούν να λαμβάνουν τα θρεπτικά συστατικά για την ανάπτυξη και

επιβίωσή  τους  από  την  υδατική  φάση  που  είναι  τοποθετιμένα  τα  σφαιρίδια,  καθώς  επίσης  το

επιθυμητό  προϊόν,  β-φελλανδρένιο,  μπορεί  να  εξέλθει  από  αυτά  και  να  συσσωρευτεί  στην

επιφάνεια της υδατικής φάσης ώστε να μπορεί να απομακρυνθεί [68]. 

Το μέγεθος των σφαιριδίων καθορίζεται κυρίως από το μέγεθος της σταγόνας και την απόσταση

από  το  σημείο  παραγωγής  αυτής  ως  το  διάλυμα  CaCl2.  Στην  παρούσα  ερευνητική  μελέτη

χρησιμοποιήθηκε πιπέτα Gilson των 1000 μL μέσω της οποίας παρήχθησαν σταγόνες 10 μL [65]. Η

αναλογία  μονάδων  γουλουρονικού  και  μαννουρονικού  οξέως,  η  συνολική  συγκέντρωση  του

αλιγινικού, η φύση και η συγκέντρωση των  κατιόντων μετάλλου που χρησιμοποιούνται για την

διασύνδεση των αλυσίδων του προσδίδουν χαρακτηριστικές μηχανικές και διογκωτικές ιδιότητες,

ενώ  ο  χρόνος  παραμονής  του  σφαιριδίου  στο  διάλυμα CaCl2 καθορίζει  την  σκληρότητα  τους.

Μεγαλύτερη παραμονή στο διάλυμα οδηγεί περισσότερη πρόσληψη ιόντων ασβεστίου συνεπώς οι

αλυσίδες  του  αλιγινικού  πολυμερούς  έρχονται  πιο  κοντά  με  αποτέλεσμα  να  μειώνεται  η

ελαστικότητά τους [71]. 

4.1.3. Εφαρμογές ενθυλάκωσης κυττάρων σε σφαιρίδια αλιγινικού πολυμερούς

Όπως ήδη προαναφέρθηκε τα αλιγινικά πολυμερή χρησιμοποιούνται σε διάφορες πειραματικές

μελέτες και εφαρμογές. Στο σημείο αυτό θα αναφερθούν ορισμένα παραδείγματα χρήσης τους σε

ερευνητικές μελέτες και τα πλεονεκτήματα που προσέφερε η χρήση τους σε αυτές. 

Στον τομέα της υγείας και φαρμακοβιομηχανίας, ποικίλα παραδείγματα υπάρχουν για τη χρήση

σφαιριδίων αλγινικού πολυμερούς με στόχο τη μεταφορά φαρμάκων, ανάπτυξη κυττάρων και σε

μεταμοσχεύσεις.  Όσον  αφορά  τη  μεταφορά  φαρμάκων  το  επιθυμητό  φάρμακο  μπορεί  να

ενθυλακωθεί  στο  σφαιρίδιο  και  να  διαχυθεί  από τους  πόρους  αυτού είτε  να  βιοαποικοδομηθεί

στοχευμένα.  Ο έλεγχος  συγκράτησης  και  διάχυσης του φαρμάκου είναι  εφικτός.  Υδατοδιαλυτά

φάρμακα  μπορούν  να  διαχυθούν  από  την  αλγινική  μήτρα  ενώ  τα  μη  υδατοδιαλυτά  μέσω

απελευθερώνονται μέσω διάβρωσης της γέλης (gel erosion). Μεταμοσχεύσεις καθίστανται δυνατές

αναπτύσσοντας τα κύτταρα του επιθυμητού ιστού στο εσωτερικό των σφαιριδίων [66]. 

Παράλληλα, το σύστημα αυτό μπορεί να χρησιμοποιηθεί και για την παραγωγή χρήσιμων για

τον άνθρωπο και βιομηχανία προϊόντων από τα ακινητοποιημένα κύτταρα. Όπως αναφέρθηκε στην

ενότητα 4.1.  τα  κύτταρα επιτυγχάνουν καλύτερη ανάπτυξη και  μεταβολική  δραστηριότητα στο

εσωτερικό των σφαιριδίων λόγω της αποδοτικότερης αλληλεπίδρασης των κυττάρων μεταξύ τους.
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Η εκμετάλλευση μικροοργανισμών για την απομόνωση χρήσιμων προϊόντων παραγώμενων από το

μεταβολισμό τους είτε παραγόμενων έπειτα από ετερόλογη εκφρασή τους βρίσκει πολύ μεγάλη

εφαρμογή  σε  διάφορους  επιστημονικούς  κλάδους.  Συνεπώς  η  υψηλότερη  ανάπτυξή  τους  στα

σφαιρίδια θα οδηγήσει και σε υψηλότερη παραγωγή του προϊόντος ενδιαφέροντος  [72] [73] [74]

[75].

Στη βιομηχανία τροφίμων ιδιαίτερο ενδιαφέρον διαθέτουν τα προϊόντα που παράγονται από τους

οργανισμούς  μέσω  της  ζύμωσης.  Έχουν  πραγματοποιηθεί  μελέτες  ανάπτυξης  κυττάρων  στο

εσωτερικό σφαιριδίων αλγινικού οξέως ώστε να παραχθούν και να αξιοποιηθούν τα προϊόντα αυτά.

Αυτά μπορούν να χρησιμοποιηθούν είτε άμεσα, όπως το οξικό οξύ, λακτικό οξύ κιτρικό οξύ κ.ά,

αποτελούν ενισχυτικά γεύσης (yeast extracts, νουκλεοτίδια κ.ά), είτε απομονώνονται τα ένζυμα που

χρησιμοποιούνται σε αυτές τις διαδικασίες (λακτάσες, λιπάσες, πρωτεάσες κ.ά.).

Παραδείγματα  παραγωγής  χρήσιμων  προϊόντων  αφορούν  και  φωτοσυνθετικά  κύτταρα  είτε

φυτικών  οργανισμών  είτε  μονοκύτταρων.  Αυτά  μπορεί  να  αφορούν  δευτερογενείς  συνήθως

μεταβολίτες και συμπεριλαμβάνουν την παραγωγή πολυσακχαριτών  [74] παραγωγή βιοκαυσίμων

κ.ά.[75] [76].

4.2. Σκοπός

Σκοπό του παρόντος κεφαλαίου αποτελεί  η μελέτη της  παραγωγής  β-φελλανδρενίου από τα

κύτταρα  Synechocystis  sp. PCC 6803  σε σφαιρίδια αλιγινικού πολυμερούς. Τα ακινητοποιημένα

κύτταρα αναπτύχθηκαν σε 100% θαλασσινό νερό και μελετήθηκαν ανά δύο ημέρες ως προς την

παραγωγή  β-φελλανδρενίου  και  την  απευλευθέρωση  κυττάρων  από  την  πειραματική  ημέρα  0

(ημέρα εισαγωγής των σφαιριδίων σε ειδικούς βιοαντιδραστήρες) ως την πειραματική ημέρα 12.

Παράλληλα,  στοχεύουμε  στην  σύγκριση  των  ακινητοποιημένων  κυττάρων,  με  καλλιέργεια

μάρτυρα, η οποία αποτελείται από ελεύθερα κύτταρα του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc  όταν

αυτά αναπτύσσονται σε 100% θαλασσινό. Η σύγκριση αφορά την παραγωγή β-φελλανδρενίου και

της  μορφολογίας  των  κυττάρων,  έπειτα  από  παρατήρηση  μέσω  ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας

σάρωσης.
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4.3. Πειραματικό μέρος

4.3.1. Συνθήκες ανάπτυξης

    Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν αρχικά σε θρεπτικό υλικό BG-11 σε pH 7.5 με τη χρήση ρυθμιστικού

διαλύματος  Νa2HPO4 και  προσθήκη  αντιβιωτικού,  στην  οποία  το  στέλεχος  εμφανίζει

ανθεκτικότητα,  για  την  αποφυγή  μολύνσεων.  σε  σφαιρικές  φιάλες  με  τη  συνεχή  παροχή

ατμοσφαιρικού αέρα, ώστε να λαμβάνει CO2 ως πηγή άνθρακα. Η θερμοκρασία στο θάλαμο ήταν

σταθερή στους 28.0 ± 1οC με φωτονιακή ακτινοβολία 50μmol φωτονίων, m-2. s-1 με τη χρήση λευκών

(cool white) λαμπών φθορισμού.

4.3.2. Μελέτη ανάπτυξη της καλλιέργειας

Η  μελέτη  ανάπτυξης  της  καλλιέργειας  πραγματοποιήθηκε  με  τη  μέτρηση  της  οπτικής  της

πυκνότητας  (κυτταρικής  συγκέντρωσης)  με  τη  μέτρηση  της  απορρόφησης  στα  730  nm  σε

φασματοφωτόμετρο διπλής δέσμης UV-2700 της Shimadzu.

4.3.3. Ακινητοποίηση των κυττάρων σε σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου.

Έπειτα από ανάπτυξη της μητρικής καλλιέργειας ως την στατική φάση, φυγοκεντρήθηκε στα

4500  g  για  10  min ώστε  να  συλλεχθούν  τα  κύτταρα.  Στη  συνέχεια  επαναιωρήθηκε  σε 100%

θαλασσινό  νερό  ώστε  η  τελική  οπτική  συγκέντρωση  (OD730)  να  είναι  0.5.  Ακολούθησε  ήπια

ανάδευση 5 mL των αραιωμένων κυττάρων με 5 mL διαλύματος αλγινικού άλατος νατρίου (Alginic

acid  sodium salt  from brown algae,  Fluca) συγκέντρωσης  6%  w/v  ώστε  να  επιτευχθεί  τελική

συγκέντρωση αλγινικού άλατος 3% w/v. Το διάλυμα 6% w/v αλγινικού άλατος είχε αποστηρωθεί

στο αυτόκαυστο.  Το διάλυμα κυττάρων αλγινικού μεταφέρεται  σε  θάλαμο συνεχούς  νηματικής

ροής αέρα και παρουσία φλόγας προστέθηκε στάγδην με τη χρήση πιπέτας  Gilson 1000  μL  σε

διάλυμα CaCl2 συγκέντρωσης 2% w/v με αποτέλεσμα την δημιουργία 100 μL σφαιριδίων μέσα στο

διάλυμα. Τα  σφαιρίδια  αφέθηκαν  με  ήπια  ανάδευση  για  μία  ώρα  ώστε  να  πραγματοποιθεί  η

σκλήρυνσή τους. Ακολούθησαν δύο πλύσεις με νερό ώστε να απομακρυνθεί η περίσσεια ασβεστίου

και  μεταφέρθηκαν  σε  βιοαντιδραστήρες  των 100  mL.  Προστέθηκαν 50  mL 100% θαλασσινού

νερού,  20% καθαρό  διοξείδιο  του  άνθρακα  και  το  σύστημα  σφραγίστηκε.  Τοποθετήθηκαν  σε

περιστροφικό αναδευτήρα (shaker) με συχνότητα ανάδευσης 180 min-1 και φωτονιακή ακτινοβολία

50μmol  φωτονίων  .m-2.  s-1.  Κατά την πειραματική περίοδο, κάθε 48  h για διάστημα 12 ημερών

μελετήθηκαν βιοαντιδραστήρες ως προς την παραγωγή προϊόντος και απελευθέρωση κυττάρων.

Παράλληλα, κάθε 48 h γινόταν προσθήκη 10% CO2. 
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4.3.4. Ποσοτικός προσδιορισμός του β-φελλανδρενίου

Κάθε 48 h προστέθηκαν στο σύστημα 4 mL εξανίου. Ο βιοαντιδραστήρας αφέθηκε με το εξάνιο

για επιπλέον 2  h ώστε να γίνει η συλλογή του προϊόντος στην υδρόφοβη φάση. Στη συνέχεια η

οργανική  φάση  απομακρύνθηκε  και  μετρήθηκε  η  απορρόφηση  στα  232.4  nm  στο

φασματοφωτόμετρο  διπλής  δέσμης  UV-2700  της  Shimadzu  όπου  το  β-φελλανδρένιο  δίνει

χαρακτηριστική κορυφή. Εφαρμόστηκε ο νόμος του Beer-Lambert (ε232.4=15.7 mM-1 cm-1)  για την

ποσοτικοποίηση του προϊόντος το οποίο εκφράστηκε ανά L καλλιέργειας.

4.3.5. Προσδιορισμός ελεύθερων κυττάρων στην υδατική φάση

Για να εξεταστεί εάν απελευθερώνονται κύτταρα από τα σφαιρίδια αλγινικού στο θαλασσινό

νερό που ήταν τοποθετημένα τα σφαιρίδια μετρήθηκε κάθε 48 h η οπτική πυκνότητα OD730 και η

συγκέντρωση χλωροφύλλης του υπερκειμένου.

4.3.6. Ποσοτικός προσδιορισμός χλωροφύλλης και καροτενοειδών.

Για  την  ποσοτικοποίηση  των  φωτοσυνθετικών  χρωστικών  ποσότητα  καλλιέργειας  1  ml

φυγοκεντρίθηκε στα 1000 g για 1 min σε μία φυγόκεντρο Eppendorf και έπειτα από την απόρριψη

του  υπερκειμένου,  το  ίζημα  επαναιωρήθηκε  σε  1  mL 100% μεθανόλης.  Έπειτα  από  επώαση  

10-15  min στο σκοτάδι,  το δείγμα φυγοκεντρίθηκε προκειμένου να απομακρυνθεί το ίζημα και

μετρήθηκε η απορρόφηση του υπερκειμένου σε συγκεκριμένα μήκη κύματος (470  nm, 650  nm,  

665 nm, 710 nm) με χρήση ενός φασματοφωτομέτρου υπεριώδους-ορατού (Shimadzu UV-2700). Ο

υπολογισμός της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης α και των καροτενοειδών έγινε με βάση γνωστές

εξισώσεις από τη βιβλιογραφία οι οποίες παρουσιάζονται παρακάτω [52].

Chla( μ g /ml )=16.5 (A665 − A710 )−8.3 ( A665− A710)

car (μ g /ml )=
1000 ( A470− A710)− 1.63 [Chla ]

221

4.3.7. Παρατήρηση των σφαιριδίων αλγινικού ασβεστίου με τη χρήση ηλεκτρονικής 

μικροσκοπίας σάρωσης.

Τη  12η  πειραματική  ημέρα  δείγματα  ελεύθερων  και  ακινητοποιημένων  κυττάρων

χρησιμοποιήθηκαν  για  παρατήρηση  μέσω  ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας  σάρωσης.  (Scanning

Electrode Microscopy, SEM) [77].  Για την προετοιμασία του δείγματος ελεύθερων κυττάρων η

καλλιέργεια  φυγοκεντρήθηκε  σε  4500  g  για  10  min και  επαναιωρήθηκε  σε  ελάχιστο  όγκο
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ρυθμιστικού διαλύματος διμεθυλαρσινικού νατρίου (sodium cacodylate buffer, SCB) συγκέντρωσης

0.1 Μ και pH 7.4. Πραγματοποιήθηκε δεύτερη φυγοκέντριση  σε 4500 g για 10 min και τα κύτταρα

επαναιωρήθηκαν σε 2 mL του ίδιου ρυθμιστικού διαλύματος SCB. Ακολούθησε μονιμοποίηση των

κυττάρων  με  διάλυμα  2%  w/v  γλουτεραλδεϋδης  (GDA)  και  2% παραφορμαλδεϋδης  (PFA)  σε

διάλυμα 0.08 SCB, pH 7.4 και αφέθηκε εκεί μέχρι να παρατηρηθεί. 

Τα σφαιρίδια αλγινικού μελετήθηκαν τόσο ολόκληρα, όσο και έπειτα από σχίσιμο αυτών ώστε

να μελετηθεί το εσωτερικό τους. Για την προετοιμασία του δείγματος των σφαιριδίων αλγινικού

οξέος, τοποθετήθηκαν τα σφαιρίδια σε 2 mL διαλύματος μονιμοποίησης και αφέθηκαν εκεί μέχρι

να παρατηρηθούν. Την ημέρα παρατήρησης, έγιναν δύο δεκάλεπτες πλύσεις με διάλυμα SCB ώστε

να απομακρινθεί το διάλυμα μονιμοποίησης. Το δείγμα των ελευθέρων κυττάρων τοποθετήθηκε σε

φίλτρο Whatman 0.2 μm. Σε όλα τα δείγματα στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε αφυδάτωση με με

αιθανόλη. Συγκεκριμένα πραγματοποιήθηκαν πλύσεις 10  min με 30%, 50%, 70%, 80%, 90% και

100% αιθανόλη διαδοχικά στους 4οC και  στο τέλος με ξηρή αιθανόλη. Σε τη χρήση συσκευής

ξήρανσης  κρίσιμου  σημείου  του  διοξειδίου  του  άνθρακα  (BAL-TEC,  CPD  030  Critical  Point

Dryer)  επιτεύχθηκε πλήρης ξήρανση των δειγμάτων.  Ακολούθησε προσκόλληση των δειγμάτων

πάνω σε ύαλο με τη χρήση αγώγιμης ταινίας άνθρακα (carbon tape).  Η επιφάνεια καλύπτηκε με

στρώμα χρυσού πάχους 20  nm  με τη χρήση  Sputter Coater (SCD 050)  της  BAL-TEC  ώστε να

γίνουν ηλεκτρικά αγώγιμα. Τέλος, τα δείγματα παρατηρήθηκαν σε  JEOL JSM-6390LV Scanning

Electron Microscope σε διαφορά δυναμικού δέσμευσης ηλεκτρονίων 20 kV από όπου τραβήκτηκαν

φωτογραφίες.

4.4. Αποτελέσματα και συζήτηση

Το  μεταλλαγμένο  στέλεχος  που  χρησιμοποιήθηκε  στη  παρούσα  μελέτη  ήταν  το

cpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA).  Η  συγκέντρωση  του  αλγνικού  επιλέχθηκε  στο  3%  καθώς

προηγούμενες μελέτες στο εργαστήριο έδειξαν ότι η συγκέντρωση αυτή οδηγεί σε σφαιρίδια με

λιγότερη απελευθέρωση κυττάρων σε σύγκριση με τις συγκεντρώσεις 4% και 5% χρησιμοποιώντας

τα ίδια κύτταρα Synechocystis [48]. 

Ταυτόχρονα με τα ακινητοποιημένα κύτταρα, το πείραμα πραγματοποιήθηκε και σε κύτταρα του

ίδιου στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  που αναπτύχθηκαν ελεύθερα σε 100% θαλασσινό

νερό.  Τόσο τα παγιδευμένα κύτταρα όσο και τα σφαιρίδια αλγινικού που περιείχαν τα κύτταρα

τοποθετήθηκαν για ανάπτυξη σε 100% θαλασσινό νερό για 12 πειραματικές ημέρες. 
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Η πρώτη παρατήρηση πραγματοποιήθηκε στον διαφορετικό φαινότυπο των κυττάρων και των 

σφαιριδίων (εικόνα 4.2) σε σύγκριση με φυσιολογικές συνθήκες (κεφάλαιο 1).

Εικόνα  4.2.: Στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  παρουσία  θαλασσινού  νερού.  Α.  Παγιδευμένα  κύτταρα  του

στελέχους σε σφαιρίδια αλγινικού πολυμερούς την πειραματική ημέρα 2 (έπειτα από 48 h διεξαγωγής του πειράματος),

Β. Ελεύθερα κύτταρα αριστερά και παγιδευμένα κύτταρα σε σφαιρίδια αλγινικού πολυμερούς δεξιά την πειραματική

ημέρα 6, Γ. Ελεύθερα κύτταρα αριστερά και παγιδευμένα κύτταρα σε σφαιρίδια αλγινικού πολυμερούς την πειραματική

ημέρα 12.

 Παρατηρήθηκε ότι οι καλλιέργειες και τα σφαιρίδια δεν διέθεταν το χαρακτηριστικό πράσινο

χρώμα των μεταλαγμάτων Synechocystis  sp.  PCC  6803, αλλά το κίτρινο-πορτοκαλί χρώμα που

παρουσιάζεται  στην εικόνα.  Παρόλα αυτά,  το  γεγονός  αυτό δεν  επηρέασε την ανάπτυξή τους.

Συνεπώς  η  ανάπτυξη  των  κυττάρων  ήταν  επιτυχής  στο  θαλασσινό  νερό  πιθανά,  όμως,  σε

κατάσταση στρες.

Η  παραπάνω  παρατήρηση  επιβεβαιώθηκε  με  τη  μέτρηση  της  οπτικής  πυκνότητας  της

καλλιέργειας OD730 (εικόνα 4.3).

Εικόνα 4.3:  Μέτρηση οπτικής πυκνότητας OD730. Με την μπλε γραμμή παρατηρείται η ανάπτυξη στην καλλιέργεια

μάρτυρα (ελεύθερα κύτταρα) και με πράσινο παρουσιάζεται η μέτρηση της οπτική πυκνότητας του υπερκειμένου των

σφαιριδίων.
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Η  παραπάνω  παρατήρηση  επιβεβαιώθηκε  με  τη  μέτρηση  της  οπτικής  πυκνότητας  της

καλλιέργειας  OD730.  Στην  εικόνα  4.3. παρατηρείται  με  μπλε  χρώμα  η  επιτυχής  ανάπτυξη  του

στελέχους  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  σε  θαλασσινό  νερό.  Ακολουθεί  φυσιολογική  καμπύλη

ανάπτυξης,  καθώς διακρίνεται  η εκθετική φάση ανάπτυξη ως την 6η πειραματική ημέρα και η

στατική φάση από την 8η ως τη 12η.

Δείκτη  της  απελευθέρωσης  κυττάρων  από  τα  σφαιρίδια  αλγινικού  πολυμερούς  αποτελεί  η

μέτρηση της οπτικής πυκνότητας του υπερκειμένου των σφαιριδίων, δηλαδή του θαλασσινού νερού

στο  οποίο  είναι  τοποθετημένα.  Απορρόφηση  στα  730  nm  σημαίνει  παρουσία  κυττάρων.  Στην

εικόνα  4.3 με  πράσινο  χρώμα  παρουσιάζεται  η  οπτική  πυκνότητα  του  υπερκειμένου  των

σφαιριδίων  (OD730).  Σε  καμία από  τις  πειραματικές  ημέρες  (ημέρα  0  ως  ημέρα  12)  δεν

εντοπίστηκαν  κύτταρα  στο  υπερκείμενο,  από  το  οποίο  επβεβαιώνεται  ότι  τα  κύτταρα

αναπτύσσονται στο εσωτερικό των σφαιριδίων και δεν απελευθερώνονται στο θαλασσινό νερό στο

οποίο βρίσκονται.

Στην  εικόνα  4.4 παρουσιάζεται  η  μεταβολή  των  χρωστικών  των  ελεύθερων  κυττάρων  του

στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) κατά την ανάπτυξη του σε θαλασσινό νερό σε διάστημα

12 πειραματικών ημερών.

Εικόνα  4.4: Περιεχόμενο  φωτοσυνθετικών  χρωστικών  του  στελέχους  

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) σε διάστημα 12 πειραματικών ημερών ανάπτυξής του σε θαλασσινό νερό. Με πράσινο

χρώμα  παρατηρείται  πως  μεταβάλλεται  η  χλωροφύλλη,  με  κίτρινο  χρώμα  τα  καροτενοειδή  και  με  μωβ  ο  λόγος

καροτενοειδών προς χλωροφύλλη.

Διακρίνεται  ότι  έπειτα  από  την  4η  πειραματική  ημέρα  τα  καροτενοειδή  ξεπερνούν  την

συγκέντρωση της χλωροφύλλης στην καλλιέργεια. Ο λόγος καροτενοειδών προς χλωροφύλλη (μωβ

χρώμα)  είναι  αρκετά  υψηλός  σε  σχέση  με  τις  κανονικές  συνθήκες  ήδη  από  την  δεύτερη
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πειραματική ημέρα (Σύγκριση με κεφάλαιο 1). Είναι γνωστό ότι τα καροτενοειδή διαδραματίζουν

σημαντικό ρόλο στην προστασία του μικροοργανισμού σε συνθήκες στρες όπως έχειο αναλυθεί στο

κεφάλαιο  1.10.  Συγκεκριμένα,  μελέτες  στο  κυανοβακτήριο 

Synechocystis sp. PCC 6803, έχουν δείξει ότι σε δυσμενείς συνθήκες τα κυανοβακτήρια εκφράζουν

το γονίδιο slr1963 το οποίο εκφράζει την πορτακαλί καροτενοειδή πρωτεϊνη (Orange Carotenoid

Protein, OCP). Μάλιστα η πρωτεΐνη αυτή έχει βρεθεί ότι εκφράζεται και σε μεταλλάγμένα στελέχη

Synechocystis όπου  τα  φυκοχολοσώματα  απουσιάζουν.  Με  τον  τρόπο  αυτό  οι  καλλιέργειες

αποκτούν το χαρακτηριστικό πορτοκαλί χρώμα, το οποίο διακρίνεται και στην εικόνα 4.4 και οι

μετρήσεις των καροτενοειδών είναι αυξημένες όπως αποτυπώνεται στην εικόνα 4.4. [43] .  Πιθανή

είναι συνεπώς η έκφραση της πρωτεϊνης αυτής από την καλλιέργεια των ελεύθερων κυττάρων.

Στην  εικόνα  4.5.  απεικονίζεται  η  παραγωγή  του  β-φελλανδρενίου  από  τα  ακινητοποιημένα

κύτταρα (μπλε) και από τα ελεύθερα κύτταρα (μωβ) σε διάστημα 12 πειραματικών ημερών.

Εικόνα 4.5.: Παραγωγή β-φελλανδρενίου από ελεύθερα και ακινητοποιημένα κύτταρα Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)

έπειτα  από  ανάπτυξή  τους  σε  100%  θαλασσινό  νερό  σε  διάστημα  12  πειραματικών  ημερών  ανάπτυξης  στους

βιοαντιδραστήρες 100 mL. Με μπλε φαίνονται τα αποτελέσματα για το δείγμα που συλλέχτηκε από ακινητοποιημένα

κύτταρα  ενώ  με  μωβ από  ελεύθερα  κύτταρα.  Τα  αποτελέσματα  εκφράστηκαν  ως  μg  β-φελλανδρενίου  ανά  L

καλλιέργειας.  

Τόσο  τα  ακινητοποιημένα  όσο  και  τα  ελεύθερα  κύτταρα  επιτυγχάνουν  την  παραγωγή  

β-φελλανδρενίου  έπειτα  από  ανάπτυξη  τους  σε  θαλασσινό  και  τις  12  πειραματικές  ημέρες.

Διακρίνεται ότι στο διάστημα όλων των πειραματικών ημερών τα ακινητοποίημενα στα σφαιρίδια

αλγινικού  κύτταρα  οδηγούν  σε  πολύ  μεγαλύτερη  παραγωγή  παρουσία  θαλασσινού  νερού  σε

σύγκριση με τα ελεύθερα κύτταρα που αναπτύσσονται στις ίδιες συνθήκες. Λαμβάνοντας υπόψιν

ότι  από  την  εικόνα  4.4.  προκύπτει  ότι  δεν  πραγματοποιείται  απελευθέρωση  κυττάρων  από  τα

σφαιρίδια,  η παραγόμενη αυτή ποσότητα οφείλεται  μόνο στα ακινητοποιημένα κύτταρα. Αξίζει
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επίσης  να  σημειωθεί  ότι  σε  αντίθεση  με  τα  στελέχη  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc παρουσία  θαλασσινού  νερού  (κεφάλαιο  2)  την  δεύτερη

πειραματική  ημέρα  τόσο  τα  ελεύθερα  όσο  και  τα  ακινητοποιημένα  κύτταρα  δεν  παρήγαγαν  

β-φελλανδρένιο.  Την 4η  πειραματική  ημέρα και  εξής,  όμως,  τα ακινητοποιημένα,  αλλά και  τα

ελεύθερα κύτταρα παράγουν  β-φελλανδρένιο. Η μέγιστη παραγωγή παρατηρείται την 6η ημέρα,

όπου η καλλιέργεια βρίσκεται στο τέλος της εκθετικής και αρχή της στατικής φάσης (εικόνα 4.3). H

καλλιέργεια  στο  πέρας  της  6ης  ημέρας  βρίσκεται  στην στατική  φάση ανάπτυξης,  γεγονός  που

πιθανολογεί την παρουσία κυττάρων τα οποία οδηγούνται σε απόπτωση και δεν είναι πλέον ικανά

να παράγουν το επιθυμητό προϊόν, με αποτέλεσμα να καθιστάται δύσκολη η μελέτη παραγωγής  

β-φελλανδρενίου έπειτα από την 6η πειραματική ημέρα κυρίως όσον αφορά τα ελεύθερα κύτταρα.

Προηγούμενη  μελέτη  πραγματοποιήθηκε  στο  εργαστήριο  ως  προς  την  παραγωγή  του  

β-φελλανδρενίου  από  το  ίδιο  στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  συγκρίνοντας  ελεύθερα

κύτταρα με ακινητοποιημένα όταν αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό μέσο BG-11 (εικόνα 4.6).

Εικόνα  4.6.:  Απόδοση  του  παραγόμενου  β-φελλανδρενίου  από  ελεύθερα  και  ακινητοποιημένα  κύτταρα

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) έπειτα από 2, 4, 6, 8, 10 και 12 ημέρες ανάπτυξης στους βιοαντιδραστήρες 100 mL. Με

πορτοκαλί φαίνονται τα αποτελέσματα για το δείγμα που συλλέχτηκε από ακινητοποιημένα κύτταρα ενώ με γκρι από

ελεύθερα κύτταρα. Τα αποτελέσματα εκφράστηκαν ως μg β-φελλανδρενίου ανά L καλλιέργειας. Η εικόνα ελήφθη από

την παραπομπή [48].

 Συγκρίνοντας τις  εικόνες 4.5.  και 4.6.  παρατηρείται ότι  τα ελεύθερα κύτταρα επηρεάζονται

σημαντικά  από  την  παρουσία  θαλασσινού  νερού  ως  προς  την  παραγωγή  β-φελλανδρενίου.

Αντιθέτως, τα ακινητοποιημένα κύτταρα εξακολουθούν να παράγουν το επιθυμητό προϊόν επιτυχώς

σε συγκρίσιμη απόδοση με  τις  κανονικές  συνθήκες  ανάπτυξης  σε  θρεπτικό μέσο  BG-11.  Έχει
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βρεθεί ότι με τη διαδικασία της ακινητοποίησης τα κύτταρα προστατεύονται από τις εξωτερικές

συνθήκες οι οποίες μπορεί να είναι δυσμενείς για την ανάπτυξή τους (υψηλή αλατότητα, ρύποι

κ.ά.) [63]. Με τον τρόπο αυτό, διατηρούν τους μεταβολικούς ρυθμούς τους και την ανάπτυξή τους

στα επίπεδα της ανάπτυξής τους σε φυσιολογικές συνθήκες.

Την  12η  πειραματική  ημέρα  τα  δειγμάτα  παρατηρήθηκαν  με  τη  χρήση  ηλεκτρονικής

μικροσκοπίας σάρωσης. Η παρατήρηση πραγματοποιήθηκε στο εξωτερικό και στο εσωτερικό των

σφαιριδίων ώστε να μελετηθεί η ανάπτυξη των κυττάρων τόσο στην εξωτερική αλλα και εσωτερική

επιφάνεια τους. Παράλληλα, πραγματοποιηθήκε παρατήρηση των κυττάρων που αναπτύσσονται

ελεύθερα σε θαλασσινό νερό. Στην εικόνα 4.7. διακρίνεται η εξωτερική επιφάνεια του σφαιριδίου

αλγινικού ασβεστίου. 

Εικόνα  4.7.: Λήψη  εικόνας από  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο  σάρωσης  της  εξωτερικής  επιφάνειας  των  σφαιριδίων

αλγινικού ασβεστίου συγκέντρωσης 3%, με ακινητοποιημένα κύτταρα  Synechocystis sp. PCC 6803  μεταλλαγμένου

στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) την 12η πειραματική ημέρα ανάπτυξής τους σε 100% θαλασσινό νερό. Α.

Ολόκληρο σφαιρίδιο αλγινικού. Β. Εξωτερική επιφάνεια σφαιριδίου. Φαίνεται μεμονωμένο κύτταρο στην εξωτερική

επιφάνεια του πολυμερούς. Μέσα από την οπή που δημιουργήθηκε παρατηρείται ένα δεύτερο κύτταρο. Η εικόνα αυτή

πιθανολογεί  απελευθέρωση των κυττάρων από το πολυμερές  Γ.  Αποικία  κυττάρων στην εξωτερική επιφάνεια των

σφαιριδίων Δ. Εξωτερική επιφάνεια του σφαιριδίου, διακρίνεται το ανάγλυφο από δύο κύτταρα που αναπτύσσονται στο

εσωτερικό.  

Στην εικόνα 4.7.Α παρατηρείται η εξωτερική του μορφολογία.  Το δείγμα υπέστει διαδικασία

αφυδάτωσης  ώστε  να  μπορέσει  να  επιτευχθεί  η  παρατήρηση στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο  το
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οποίο  ερμηνεύει  τη  δημιουργία  πτυχώσεων  στην  επιφάνειά  του.  Διαπιστώθηκαν  κύτταρα  που

αναπτύσσονται στο εξωτερικό του σφαιριδίου (εικόνα 4.7.Γ) αλλά και εσωτερικά σε αυτό (εικόνα

4.7.Δ). Οφείλει να σημειωθεί όμως, ότι εντοπίστηκαν πολύ λίγες αποικίες στο εξωτερικό κατά τη

διαδικασία  παρατήρησης.  Στην  εικόνα  4.7.Β  παρατηρείται  η  δημιουργία  οπής  στην  εξωτερική

επιφάνεια  του  σφαιριδίου.  Από  την  οπή  αυτή  πραγματοποιείται  απελευθέρωση  κυττάρων.  Ο

αριθμός, όμως, οπών στο εξωτερικό της επιφάνειας των σφαιριδίων ήταν πολύ μικρός. Το γεγονός

αυτό, σε συνδιασμό με μέτρηση οπτικής πυκνότητας στο υπερκείμενο των σφαιριδίων (εικόνα 4.3)

επιβεβαιώνει  ότι  δεν  είναι  σημαντική  η  απελευθέρωση  των  κυττάρων  από  το  πολυμερές  του

αλγινικού, καθώς επίσης ότι κύτταρα που απελευθερώνονται από τις οπές δεν πολλαπλασιάζονται

ελεύθερα στο υπερκείμενο των σφαιριδίων.  

Για να παρατηρηθεί το εσωτερικό των σφαιριδίων δημιουργήθηκε τομή στο σφαιρίδιο αλγινικού

ασβεστίου με τη χρήση βελόνας (εικόνα 4.8.). 

Εικόνα  4.8.:  Λήψη  εικόνας  από  ηλεκτρονικό  μικροσκόπιο  σάρωσης  της  εσωτερικής επιφάνειας  των  σφαιριδίων

αλγινικού ασβεστίου συγκέντρωσης 3%, με ακινητοποιημένα κύτταρα  Synechocystis sp. PCC 6803 μεταλλαγμένου

στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) την 12η πειραματική ημέρα ανάπτυξής τους σε 100% θαλασσινό νερό. Α.

Ολόκληρο  σφαιρίδιο  αλγινικού,  διακρίνεται  η  οπή  που  δημιουργήθηκε  για  τη  μελέτη  του  εσωτερικού  χώρου.  Β.

Μορφολογία της εσωτερικής επιφάνειας Γ. Αποικία κυττάρων στην εσωτερική επιφάνεια των σφαιριδίων Δ. Αποικία

κυττάρων  στην  εσωτερική  επιφάνεια  των  σφαιριδίων.  Στην  παρούσα  αποικία  τα  κύτταρα  φαίνονται  περισσότερο

επηρεασμένα στη μορφολογία τους.  
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Τα κύτταρα αναπτύσσονται επιτυχώς στην εσωτερική επιφάνεια του πολυμερούς σχηματίζοντας

αποικίες. Στην αποικία που διακρίνεται στην εικόνα 4.8.Γ τα κύτταρα φαίνονται να διατηρούν τη

μορφολογία τους, σε αντίθεση με την αποικία στην εικόνα 4.8.Δ όπου τα κύτταρα φαίνονται να

έχουν υποστεί παραμόρφωση λόγω ωσμωτικού σοκ από το θαλασσινό νερό. Η μορφολογία αυτή

μπορεί  να  οφείλεται  στο  γεγονός  ότι  η  εικόνα  ελήφθει  την  12η  πειραματική  μέρα,  όπου  η

καλλιέργεια  βρίσκεται  στη  στατική  φάση,  συνεπώς  είναι  αναμενόμενα  κάποια  κύτταρα  να

οδηγούνται στην απόπτωση.

 Εντυπωσιακή  ήταν  η  παρατήρηση  των  ελεύθερων  κυττάρων  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  μέσω  ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας  σάρωσης  όπως  παρατηρείται

στην εικόνα 4.9..

Εικόνα 4.9: Λήψη εικόνας από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης ελεύθερων κυττάρων Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-pcA)

έπειτα από ανάπτυξή τους σε 100% θαλασσινό νερό.  Α, Ε, ΣΤ. Ξεχωριστά κύτταρα. Διακρίνονται οι διαφορετικές

μορφολογίες. Β, Γ, Δ. Σχηματισμός εξωτερικού περιβλήματος από αποικίες κυττάρων.
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  Στην  εικόνα  4.9 παρατηρείται  ότι  κάποια  κύτταρα  έχουν  επηρεαστεί  από  την  παρουσία

θαλασσινού νερού, είτε έχουν παραμορφωθεί λόγω του γεγονότος ότι βρίσκονται στη στατική φάση

ανάπτυξης, ενώ κάποια άλλα διαθέτουν αμετάβλητη μορφολογία. Το ενδιαφέρον στην εικόνα 4.9.

βρίσκεται στις εικόνες 4.9.Β, 4.9.Γ και 4.9.Δ όπου τα κύτταρα παρουσιάζονται ενωμένα μεταξύ

τους, μάλιστα διακρίνεται ένα λεπτό περίβλημα γύρω από αυτά. Στη βιβλιογραφία αναφέρεται ο

σχηματισμός εξωπολυσακχαριτών από το κυανοβακτήριο  Synechocystis sp. PCC 6803 όταν αυτό

βρίσκεται  σε δυσμενές  περιβάλλον  [78][79][80][81][82]. Γενικότερα,  εξωπολυσακχαρίτες (EPS)

δημιουργούνται  από  πολλά  βακτήρια  και  μικροφύκη   προσδίδοντάς  τους  ανθεκτικότητα  σε

συνθήκες στρες[83].

4.5. Συμπεράσματα

   Στο κεφάλαιο αυτό πραγματοποιήθηκε μία πρώτη μελέτη δοκιμής ακινητοποίησης κυττάρων σε

θαλασσινό  νερό.  Επιβεβαιώθηκε  η  επιτυχής  ανάπτυξη  των  κυττάρων  του  στελέχους

Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  σεσφαιρίδια αλγινικού πολυμερούς  συγκέντρωσης 3%  όταν αυτά

καλλιεργούνται  σε  100% θαλασσινό  νερό.  Στις  συνθήκες  αυτές  διαπιστώθηκε  ότι  δεν  υπήρχε

σημαντική απελευθέρωση κυττάρων από το πολυμερές. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε διάστημα

12 πειραματικών ημερών με παράλληλη μελέτη καλλιέργειας μάρτυρα, η οποία αποτελούνταν από

ελεύθερα κύτταρα του ίδιου στελέχους, τα οποία αναπτύχθηκαν σε 100% θαλασσινό νερό επίσης.

    Συμπεραίνεται  ότι  το στέλεχος  αυτό,  όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται  ελεύθερα,  εμφανίζει

καταπόνιση παρουσία θαλασσινού νερού. Αυτό διαπιστώθηκε από το φαινότυπο της καλλιέργειας,

τη μέτρηση των φωτοσυνθετικών χρωστικών σε συνδυασμό με την παρατήρηση της μορφολογίας

των κυττάρων μέσω ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης. Το πορτοκαλί χρώμα της καλλιέργειας

πιθανολογεί την παρουσία της OCP (Orange Carotenoid Protein) πρωτεϊνης, η οποία παράγεται από

το κυανοβακτήριο Synechocystis όταν αυτό βρεθεί σε δυσμενείς συνθήκες και προστατεύει από το

σχηματισμό ριζών οξυγόνου. Παρόλα αυτά, αναπτύχθηκε κανονικά σε πιθανή κατάσταση στρες και

έδωσε παραγωγή β-φελλανδρενίου από την 4η πειραματική ημέρα κ εξής, η οποία ήταν όμως σε

χαμηλά επίπεδα. Εντυπωσιακό ήταν όμως το γεγονός ότι σε αντίθεση με τα ελεύθερα κύτταρα, τα

ενθυλακωμένα στα σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου οδήγησαν πολύ υψηλότερη παραγωγή, μάλιστα

συγκρίσιμη με την παραγωγή των ελευθέρων κυττάρων σε κανονικές συνθήκες (BG-11). Συνεπώς

αυτό ανοίγει τις πόρτες για τον σχεδιασμό νέας μεθόδου, επίσης οικονομικά προσιτής και φιλικής

προς  το  περιβάλλον,  με  την  οποία  μπορεί  να  αντιμετωπιστεί  και  το  πρόβλημα  χαμηλότερης

παραγωγής  στο  άφθονα  διαθέσιμο  και  οικονομικό  θαλασσινό  νερό  που  αντιμετωπίστηκε  στο

κεφάλαιο 3.
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   Ενδιαφέρον συμπέρασμα προέκυψε από την παρατήρηση των ακινητοποιημένων και ελεύθερων

κυττάρων  μέσω  ηλεκτρονική  μικροσκοπίας  σάρωσης.  Διαπιστώθηκε  η  επιτυχής  ανάπτυξη  των

ακινητοποιημένων  κυττάρων,  σε  μικρό  βαθμό  στο  εξωτερικό  και  κυρίως  στο  εσωτερικό  του

άλγινικού σφαιριδίου. Η μορφολογία των κυττάρων ποικίλει καθώς κάποια κύτταρα διαρήρησαν το

σφαιρικό τους σχήμα, ενώ άλλα είτε λόγω της παρουσίας του θαλασσινού νερού είτε λόγω της

μεγάλης  διάρκειας  του  πειράματος  έχασαν  τη  φυσιολογική  τους  μορφολογία.  Κατά  την

παρατήρηση των ελεύθερων κυττάρων εκτός από ξεχωριστά κύτταρα τα οποία επίσης διέθεταν

διαφορετικές μορφολογίες, εντοπίστηκαν κύτταρα ενωμένα μεταξύ τους, τα οποία σχημάτισαν ένα

εξωτερικό περίβλημα που πιθανολογεί την παρουσία εξωπολυσακχαρίτη (EPS). Ο πολυσακχαρίτης

αυτός  στα  κύτταρα  Synechocystis έχει  βρεθεί  ότι  μπορεί  να  σχηματιστεί  στην  επιφάνεια  των

κυττάρων  (Capsular  EPS  -  CPS)  όπως  παρατηρήθηκε  στην  παρούσα  περίπτωση  είτε  να

απελευθερωθεί από τα κύτταρα στο περιβάλλον (Released EPS – RPS).  Ο πολυσακχαρίτης που

σχηματίζεται από τα κυανοβακτήρια αποτελεί τον πιο περίπλοκο πολυσακχαρίτη που εκρίνεται από

τους  μικροοργανισμούς,  καθώς  αποτελείται  από  6  με  12  διαφορετικούς  μονοσακχαρίτες  σε

αντίθεση  με  τους  υπόλοιπους  μικροοργανισμούς  που  αποτελούνται  από  το  μέγιστο  4  [80].

Συγκεκριμένα  το  Synechocystis sp:  PCC  6803  δημιουργεί  πολυσακχαρίτη  με  12  διαφορετικές

δομικές  μονάδες,  περιέχοντας  επίσης  θειικές  ομάδες  που  δεν  εντοπίζονται  στους  υπόλοιπους

πολυσακχαρίτες  [79]. Το αρνητικό του φορτίο τον καθιστά ικανό να προσλαμβάνει μέταλλα τα

οποία  είναι  αναγκαία  για  την  επιβίωση  των  κυανοβακτηρίων,  ενώ  παράλληλα  αποτελεί

προστατευτικό  κάλυμα  των  κυττάρον  από  τοξικό  ή  δυσμενές  περιβάλλον  που  μπορεί  να

εντοπιστούν [80]. Μάλιστα έρευνες έχoυν γίνει για την παραγωγή του συγκεκριμένα σε περιβάλλον

υψηλής αλατότητας  [84][80].  Έχει  αναφερθεί  στη  βιβλιογραφία  η σημασία του συγκεκριμένου

πολυσακχαρίτη, καθώς αποτελεί βιοπολυμερές [84] με πολλές εφαρμογές, όπως  για την παραγωγή

βιοφιλμ. [85] 

    Η έρευνα βρίσκεται  υπό εξέλιξη,  συνεπώς  ευελπιστούμε  για  ακόμα  υψηλοτερη παραγωγή

προϊόντος ενθυλακώνοντας κύτταρα άλλων στελεχών τα οποία δίνουν υψηλότερη παραγωγή από το

στέλεχος  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA)  και  έχουν  ήδη  μελετηθεί  πλήρως  σε  θαλασσινό  νερό.

Καθώς  η  καλλιέργεια  αποκτά  τον  χαρακτηριστικό  πορτοκαλί  φαινότυπο,  οφείλει  να

πραγματοποιηθεί πρωτεϊνική μελέτη ώστε να αναζητηθεί η πιθανή έκφραση της OCP πρωτεϊνης.

Παράλληλα,  το  κεφάλαιο  αυτό  άνοιξε  τις  πύλες  για  παράλληλη  μελέτη  της  παραγωγής

πολυσακχαρίτη  με  σημαντικές  εφαρμογές  διατηρώντας  τα  κύτταρα  την  ικανότητάς  του  να

παράγουν και το επιθυμητό προϊόν  β-φελλανδρένιο. Επόμενο βήμα αποτελεί η παρατήρηση της

καλλιέργειας  με  τη  χρήση  ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας  όλες  τις  πειραματικές  ημέρες,  ώστε  να
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εντοπιστεί  η  ημέρα  που  το  κάλυμα  αυτό  αρχίζει  να  σχηματίζεται.  Μόλις  αυτό  εντοπιστεί,

απαραίτητη είναι η απομόνωση και ο χαρακτηρισμός αυτού[84].
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΜΕΛΛΟΝΤΙΚΟΙ ΣΤΟΧΟΙ

    Στην παρούσα μελέτη επιτεύχθηκε η βελτίωση της ετερόλογης παραγωγής β-φελλανδρενίου από

μεταλλαγμένα στελέχη του κυανοβακτηρίου Synechocystis sp. PCC 6803. Ο όρος βελτίωση αφορά

τόσο την αύξηση της παραγωγής, μέσω ενός νέου στελέχους, Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc

όσο  και  την  ανάπτυξη  πιο  οικονομικής  και  φιλικότερης  προς  το  περιβάλλον  διαεργασίας

διεξαγωγής του πειράματος.

  Η μελέτη ξεκίνησε με την επιτυχή κατασκευή του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc.

Στο στέλεχος αυτό η αλληλουχία για τη συνθάση του  β-φελλανδρενίου είναι συντηγμένη με την

αλληλουχία  για  την  υπομονάδα  β της  φυκοκυανίνης  και  η  αλληλουχία  για  τη  συνθάση  του

διφωσφορικού γερανυλίου με την αλληλουχία για την υπομονάδα  α της  φυκοκυανίνης,  ενώ τα

γονίδια για τα συνθετικά πεπτίδια που είναι παρόντα στο  cpc  οπερόνιο του αγρίου τύπου είναι

επίσης παρόντα.  Ο γονότυπος αυτός, οδήγησε σε υπερέκφραση των πρωτεϊνών του cpc οπερονίου,

δηλαδή των συντηγμένων πρωτεϊνων cpcB.PHLS και cpcA.GPPS που διαθέτουν το ενδιαφέρον για

το παρόν στέλεχος. Κατ’ επέκταση η υπερεκφραζόμενη συνθάση του β-φελλανδρενίου οδήγησε στη

μέγιστη ως τώρα παραγωγή  β-φελλανδρενίου σε σύγκριση με  τα υπόλοιπα στελέχη  που έχουν

μελετηθεί στο εργαστήριο.  Συνεπώς, συμπεραίνεται ότι η παρουσία όλων των γονιδίων του cpc

οπερονίου είναι αναγκαία για την υπερέκφραση των γονιδίων που ανήκουν σε αυτό. Παράλληλα, η

ανάπτυξη, φωτοσυνθετική δραστηριότητα και το περιεχόμενο σε φωτοσυνθετικές χρωστικές του

παρόντος  στελέχους  ακολουθούν  το  μοτίβο  του  αγρίου  τύπου.  Το  γεγονός  αυτό  ερμηνεύεται

λαμβάνοντας υπ’ όψιν ότι γονιδιακά το στέλεχος είναι πολύ συγκρίσιμο με τον άγριο τύπο. 

   Στο  επόμενο  κεφάλαιο  πραγματοποιήθηκε  μελέτη  της  ανάπτυξης  και  ετερόλογης  παραγωγής  

β-φελλανδρενίου  από  τα  στελέχη Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc όταν  αυτά  αναπτύσσονται  σε  διάφορες  συνθήκες.  Προηγούμενη

μελέτη είχε πραγματοποιηθεί στο στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS στο θρεπτικό μέσο BG-11 στο

οποίο  είχε  προστεθεί  ΝaCl  με  σκοπό  την  προσομοίωση  της  σύστασης  του  θαλασσινού  νερού.  Τα

αποτελέσματα έδειξαν την επιτυχή επιβίωση και ετερόλογη παραγωγή του επιθυμητού προϊόντος, συνεπώς

η παρούσα μελέτη προχώρησε  στη δοκιμή σε δύο συγκεντρώσεις θαλασσινού νερού, 10% θαλασσινό

νερό σε 90%  BG-11  και 100% θαλασσινό νερό με επιτυχία.  Το στέλεχος κατάφερε να αναπτύσσεται

κανονικά έπειτα  από 48 ώρες  παραμονής σε  ειδικούς  βιοαντιδραστήρες  100  mL,  φωτοσυνθέτοντας

επιτυχώς και δίνοντας σημαντική ποσότητα β-φελλανδρενίου. Εφόσον η παραγωγή ήταν επιτυχής σε

συγκέντρωση  100%  θαλασσινού  νερού  η  συνθήκη  αυτή  μελετήθηκε  στο  νέο  στέλεχος

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  αφού πρώτα επιβεβαιώθηκε η ικανότητά του να αναπτύσσεται και να

παράγει το επιθυμητό προϊόν σε 600 mM  συγκέντρωση NaCl που αποτελεί την ποσότητα στο θαλασσινό
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νερό που μελετήθηκαν οι καλλιέργειες, που απομονώθηκε από θάλασσα του Ηρακλείου Κρήτης. Όπως το

στέλεχος Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  έτσι και το νέο στέλεχος επιβίωσε στο θαλασσινό νερό και

παρήγαγε β-φελλανδρένιο σε μικρότερη, όμως, ποσότητα.

    Εξίσου σημαντικό συμπέρασμα προέκυψε από την μελέτη του νέου στελέχους σε συνθήκες υψηλού pH.

Το στέλεχος επιβίωσε στις συνθήκες αυτές, μάλιστα η ανάπτυξη και η φωτοσυνθετική δραστηριότητα

ήταν  συγκρίσιμες  με  την  καλλιέργεια  μάρτυρα  (BG-11  pH  7.5).  Παρατηρήθηκε  παραγωγή  

β-φελλανδρενίου, σε μικρότερη, όμως,  ποσότητα.

   Στο τελευταίο κεφάλαιο η μελέτη πραγματοποιήθηκε έπειτα από ακινητοποίηση των κυττάρων σε

σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου συγκέντρωσης 3% του στελέχους Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) τα οποία

τοποθετήθηκαν  σε  100%  θαλασσινό  νερό.  Στις  συνθήκες  αυτές  διαπιστώθηκε  ότι  δεν  υπήρχε

απελευθέρωση κυττάρων από το πολυμερές. Η μελέτη πραγματοποιήθηκε σε διάστημα 12 πειραματικών

ημερών με παράλληλη μελέτη καλλιέργεια μάρτυρα, η οποία αποτελούνταν από ελεύθερα κύτταρα του

ίδιου στελέχους που αναπτύχθηκαν σε 100% θαλασσινό νερό επίσης. Τα ελεύθερα κύτταρα παρουσίασαν

επιρροή στο περιεχόμενο των φωτοσυνθετικών χρωστικών, ενώ παράλληλα η παραγωγή β-φελλανδρενίου

ήταν αρκετά χαμηλή. Πιθανολογείται η έκφραση της OCP πρωτεϊνης (Orange Carotenoid Protein) η οποία

εκφράζεται στο κυανοβακτήριο Synechocystis, απορροφώντας την περίσσεια ακτινοβολίας που δεν είναι

ικανά  τα  κύτταρα  να  διαχειριστούς  σε  μη  φυσιολογικές  συνθήκες,  προστατεύοντάς  τα  από  πιθανό

σχηματισμό καταστροφικών ριζών οξυγόνου  [86]. Παρόλα αυτά, η ανάπτυξή του ήταν επιτυχής. Το

πρόβλημα της χαμηλής παραγωγής αντιμετωπίστηκε με μεγάλη επιτυχία στα ενθυλακωμένα κύτταρα στα

σφαιρίδια αλγινικού ασβεστίου, στα οποία μετρήθηκε πολύ υψηλότερη παραγωγή, περίπου ίση με την

παραγωγή των ελευθέρων κυττάρων σε  κανονικές  συνθήκες  (BG-11). Αυτό επιτυγχάνεται  καθώς η

ακινητοποίηση των κυττάρων βοηθά στην ευνοϊκότερη ανάπτυξη και μεταβολική δραστηριότητα των

μικροοργανισμών  όταν  αναπτύσσονται  σε  μη  φυσιολογικές  συνθήκες.[64] Μέσω  ηλεκτρονικής

μικροσκοπίας  σάρωσης,  παρατηρήθηκε ότι  η  ανάπτυξη των κυττάρων πραγματοποιείται  κυρίως στο

εσωτερικό των σφαιριδίων, καθώς ελάχιστα κύτταρα και εποικίες εντοπίστηκαν στο εξωτερικό τους μέρος.

Η παράλληλη μελέτη συστήματος  μάρτυρα για τη σύγκριση της  μορφολογίας  των κυττάρων μέσω

ηλεκτρονικής  μικροσκοπίας  σάρωσης,  οδήγησε  στην  παρατήρηση  ότι  τα  ελεύθερα  κύτταρα  όταν

αναπτύσσονται  σε  περιβάλλον  με  υψηλή  αλατότητα  ενδέχεται  να  παράγουν  εξωπολυσακχαρίτη,  ως

περίβλημα για την προστασία τους και την επιτυχή ανάπτυξη. 

   Μέσω των  παραπάνω επιμέρους  συμπερασμάτων διαπιστώνεται  ότι  συνθήκες  που  μελετήθηκαν

βοήθησαν  οδήγησαν  στην  ανάπτυξη  οικονομικής,  εναλλακτικής  και  φιλικής  προς  το  περιβάλλον

διαδικασίας  παραγωγής  β-φελλανδρενίου.  Επιβεβαιώνεται  η  μεγάλη  προσαρμοστικότητα  του

κυανοβακτηρίου  Synechocystis στο  οποίο  πραγματοποιήθηκαν  όλες  οι  μελέτες.  Αποτελεί  χρήσιμο

οργανισμό μοντέλο, καθώς επιτυγχάνονται μεταλλάξεις στο γονιδίωμά του, ενώ παράλληλα μπορεί να
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αναπτυχθεί  σε  ποικίλες  συνθήκες  [55].  Η  νέες  μέθοδοι  που  αναπτύχθηκαν  είναι  υποσχόμενες  για

βιομηχανική  παραγωγή  του  προϊόντος.  Καθίσταται  δυνατή  η  χρήση  του  άφθονα  διαθέσιμου  100%

θαλασσινού νερού για την παραγωγή του εξαιρετικής βιομηχανικής αξίας  β-φελλανδρενίου με πιθανή

παράλληλη παραγωγή εξωπολυσακχαρίτη με πολλές βιομηχανικές εφαρμογές. Ακόμα πιο υποσχώμενη

μέθοδος είναι η ακινητοποίηση των κυττάρων στα σφαιρίδια αλγινικού πολυμερούς. Στα σφαιρίδια τα

κύτταρα έχουν την ικανότητα να παράγουν παρουσία θαλασσινού νερού ποσότητες συγκρίσιμες με τα

ελεύθερα κύτταρα σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης. Επιπλέον, το γεγονός ότι τα μεταλλαγμένα

στελέχη επιβιώνον και διατηρούν την παραγωγή του επιθυμητού τερπενοειδούς σε αλκαλικό περιβάλλον

καθιστά  εφικτή  την  ανάπτυξη  των  καλλιέργειών  σε  ανοιχτό  σύστημα  βιομηχανικής  κλίμακας,

προστατεύοντάς την σημαντικά από μολύνσεις από άλλους μικροοργανισμούς.

    Η μελέτη βρίσκεται υπό εξέλιξη. Πολλές δοκιμές μπορούν να πραγματοποιηθούν ώστε να επιτευχθεί το

βέλτιστο αποτέλεσμα παραγωγής, με την οικολογικότερη και οικονομικότερη μέθοδο. Επόμενο βήμα για

τη  μελέτη  αυτή  αποτελεί  δοκιμή  παγίδευσης  των  στελεχών  Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS  και

Δcpc+cpcB.PHLS+cpcA.GPPS+cpc  σε  σφαιρίδια  αλγινικού  ασβεστίου,  στελέχη  τα  οποία  δίνουν

υψηλότερες αποδόσεις  παραγωγής  β-φελλανδρενίου σε κανονικές συνθήκες.  Παράλληλα, οφείλει να

εξεταστεί η δημιουργία σφαιριδίων σε υψηλότερο pH και έπειτα ο συνδυασμός θαλασσινού νερού και

υψηλού pH σε παγιδευμένα κύτταρα στα σφαιρίδια, συνδυασμός ο οποίος είναι ιδανικός για τη βέλτιστη

ανάπτυξη μεθόδου. 

   Επιπρόσθετα, μελλοντικό στόχο αποτελεί η δημιουργία νέων στελεχών με διαφορετικούς συνδυασμούς

γονιδίων. Συγκεκριμένα, εφόσον η υπερέκφραση της συνθάσης του β-φελλανδρενίου πραγματοποιείται με

σκοπό να βρίσκεται σε μεγάλες ποσότητες για να μπορεί να ανταγωνιστεί τις συνθάσες των ενδογενών

τερπενοειδών και να παραχθεί από το κοινό αυτών υπόστρωμα διφωσφορικό γερανύλιο, β-φελλανδρένιο,

θα μπορούσε να πραγματοποιηθεί αποσιωποίηση των υπολοίπων συνθασών, ούτως ώστε όλη η ποσότητα

των του διφωσφορικού γερανυλίου να οδηγείται  στην παραγωγή του  β-φελλανδρενίου.  Παράλληλα,

γονίδια για τις  συνθάσες  άλλων πρόδρομων μορίων του ΜΕΡ βιοσυνθετικού μονοπατιού,  οι  οποίες

εμφανίζουν χαμηλότερη  κινητική  Michaelis-Menten,  θα  μπορούσαν  επίσης  να  εκφραστούν  στο  cpc

οπερόνιο στα μεταλλαγμένα στελέχη ώστε να γίνεται υπερέκφραση αυτών υπό τον ισχυρό cpc υποκινητή.

    Επίσης, οφείλει να γίνει απομόνωση και χαρακτηρισμός του εξωτερικού περιβλήματος που σχηματίζουν

τα  ελεύθερα  κύτταρα  Δcpc+cpcB.PHLS+cpc(-cpcA) όταν  αναπτύσσονται  σε  συνθήκες  υψηλής

αλατότητας. Η μελέτη οφείλει να πραγματοποιηθεί παράλληλα με μελέτη του αγρίου τύπου στις ίδιες

συνθήκες ώστε να γίνει σύγκριση μεταξύ της συμπεριφοράς του αγρίου τύπου και των μεταλλαγμάτων.

Παρατήρηση των δειγμάτων στο διάστημα 12 ημερών μέσω ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης, θα

επιβεβαιώσει την ημέρα που το περίβλημα ξεκινά να σχηματίζεται. Στα ίδια κύτταρα όπου η καλλιέργεια
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αποκτά πορτοκαλί φαινότυπο, θα πρέπει να μελετηθεί το πρωτεϊνικό προφιλ των καλλιεργειών για να

εξεταστεί εάν πραγματοποιείται έκφραση της OCP πρωτεϊνης (Orange Carotenoid Protein).

  Σίγουρα  πάντως  η  ετερόλογη  παραγωγή  του  β-φελλανδρενίου  από  μεταλλαγμένα  στελέχη  του

κυανοβακτηρίου  Synechocystis sp.  PCC 6803  αποτελεί  μία  πολύ  ενδιαφέρουσα  προοπτική  για  την

παραγωγή αυτού στη βιομηχανία.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Ι: ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΣΥΝΤΗΓΜΕΝΩΝ ΓΟΝΙΔΙΩΝ

Αλληλουχία cpcB.PHLS  

Με υπογράμμιση η αλληλουχία cpcB, ενώ χωρίς υπογράμμιση η αλληλουχία Α PHLS

(61 βάσεις ανά σειρά)

atgttcgacgtattcactcgggttgtttcccaagctgatgctcgcggcgagtacctctctg 

gttctcagttagatgctttgagcgctaccgttgctgaaggcaacaaacggattgattctgt 

taaccgcatcaccggtaatgcttccgctatcgtttccaacgctgctcgtgctttgttcgcc 

gaacagccccaattaatccaacccggtggaaacgcctacaccagccgtcgtatggctgctt 

gtttgcgtgacatggaaatcatcctccgctatgttacctacgcaaccttcaccggcgacgc 

ttccgttctagaagatcgttgcttgaacggtctccgtgaaacctacgttgccctgggtgtt 

cccggtgcttccgtagctgctggcgttcaaaaaatgaaagaagctgccctggacatcgtta 

acgatcccaatggcatcacccgtggtgattgcagtgctatcgttgctgaaatcgctggtta 

cttcgaccgcgccgctgctgccgtagcccatatgtgtagtttgcaagtttctgatcctatt 

cctaccggacgccgttccggtggttatcccccggccttatgggatttcgatactattcaat 

ccctgaataccgaatataagggcgaacgtcacatgcgtcgggaagaagacttaattggtca 

agttcgggaaatgttggtgcacgaagtagaagatcccactccccagttggaattcattgac 

gatctgcataaattgggcatttcctgccattttgaaaacgagattctgcaaattctcaaat 

ccatttatctcaaccaaaactataaacgggacctctattctaccagtttagccttccgtct 

cttgcgtcaatacgggtttatcttgccgcaggaagtttttgactgctttaaaaacgaagaa 

ggtacggattttaaacccagcttcggccgggatattaagggtctgttacagttgtacgaag 

cctcctttttgtcccggaagggggaagaaactttacaactcgcccgcgaatttgctaccaa 

aatcttgcaaaaggaagtcgatgaacgggaatttgctactaaaatggaatttcccagtcac 

tggaccgtacaaatgcctaacgctcggccttttatcgatgcctatcgtcggcgtcccgaca 

tgaaccccgtggttctggaactcgccattctcgataccaatatcgtgcaagctcagtttca 

agaagaattgaaggagacctcccgttggtgggaaagcacggggattgttcaagaactgccg 

tttgttcgggaccggattgtggaaggttatttttggaccattggtgttactcaacgccgtg 

aacacggttacgaacgtattatgacggccaaagtcatcgctttggtgacctgtttggatga 

tatttatgacgtatatggcactattgaagaattgcaactcttcacctctacgattcagcgt 

tgggatttggagtctatgaagcagttaccgacttatatgcaggtaagcttcctggccttgc 

acaattttgtaaccgaagtggcctatgatacgctgaagaaaaagggctacaactctacccc 

ctatttgcggaagacttgggtggatttggtcgaaagttacattaaggaagccacttggtac 

tataatgggtacaaaccctctatgcaggaatacctcaacaacgcctggatctctgtgggca 

gcatggctattttgaatcatttgttttttcgctttactaatgaacgcatgcataagtaccg 
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ggacatgaatcgtgtatcctctaatattgtgcggttagccgacgatatgggaacctctttg 

gccgaagttgaacgcggtgacgtgcccaaagctatccaatgttacatgaatgaaacgaacg

cctctgaggaggaggcccgcgaatatgtgcggcgcgttatccaggaagaatgggaaaaact

gaacactgaactgatgcgcgacgacgacgatgacgatgatttcaccttaagtaaatactac

tgcgaagtcgttgctaacctgacccggatggctcagttcatttaccaagatggttccgatg

ggtttgggatgaaagattccaaagtaaatcgtttactgaaagaaacgctgattgagcgcta tga 

Αλληλουχία cpcA.GPPS 

μικρά γράμματα = cpcA ΚΕΦΑΛΑΙΑ ΓΡΑΜΜΑΤΑ= GPPS 

Με υπογράμμιση η αλληλουχία cpcΑ, ενώ χωρίς υπογράμμιση η αλληλουχία Α GPPS

(61 βάσεις ανά σειρά)

atgaaaacccctttaactgaagccgtttccaccgctgactctcaaggtcgctttctgagca 

gcaccgaattgcaaattgctttcggtcgtctacgtcaagctaatgctggtttgcaagccgc 

taaagctctgaccgacaatgcccagagcttggtaaatggtgctgcccaagccgtttataac 

aaattcccctacaccacccaaacccaaggcaacaactttgctgcggatcaacggggtaaag 

acaagtgtgcccgggacatcggctactacctccgcatcgttacctactgcttagttgctgg 

tggtaccggtcctttggatgagtacttgatcgccggtattgatgaaatcaaccgcaccttt 

gacctctcccccagctggtatgttgaagctctgaaatacatcaaagctaaccacggcttga 

gtggcgatgcccgtgacgaagctaattcctacctcgattacgccatcaatgctctgagcac 

tagtacgcgcagcagtaaggccttggtccaactagctgatctatccgaacaagtaaaaaac 

gtggtggaatttgattttgacaagtatatgcactccaaggccattgcggttaatgaggcct 

tagataaagttattcccccccgctatcctcaaaaaatctatgaaagtatgcgctattccct 

cctagccggcgggaagagggttcgaccaattttatgtattgcggcctgtgagctaatgggg 

gggactgaggaacttgccatgcctacggcttgtgccatcgagatgattcacactatgagtt 

tgattcatgacgatttgccctatattgataacgatgatttgcgtcgcggtaagcctaccaa 

ccacaaagtttttggtgaagacacggcgatcattgctggcgatgcattattgtcattggcc 

tttgaacatgtagccgtgagcaccagtcgtaccctaggtactgacattattttacggttgc 

tatccgaaattggacgcgccacaggaagtgagggcgtgatgggtggtcaagtggtggatat 

tgaaagcgaaggtgatcccagtatagacttagaaacgctggaatgggtccatattcataaa 

acggctgtgttgttggaatgcagtgtcgtgtgtggcgcaattatggggggtgccagcgagg 

acgacatcgagcgtgctagacggtacgctcgctgtgtaggattgcttttccaagttgtcga 

tgatattttggatgtaagccagtcctcggaagaactcggaaagactgctgggaaagatttg 

atttctgacaaagccacctatcccaaactcatgggtttggaaaaagcgaaggaatttgccg 

107



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II: ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΕΣ ΑΜΙΝΟΞΕΩΝ ΤΩΝ ΠΡΩΤΕΙΝΩΝ ΠΟΥ

ΑΝΑΛΥΘΗΚΑΝ ΜΕ ΦΑΣΜΑΤΟΜΕΤΡΙΑ ΜΑΖΑΣ

Ζώνη 2:cpcB.PHLS (PHLS από Lavandula angustifolia)

Με κόκκινο η αλλληλουχία που ταυτοποιήθηκε για την πρωτεΐνη cpcB και με κίτρινο η αληλουχία
που ταυτοποιήθηκε για την πρωτεΐνη PHLS.

MFDVFTRVVSQADARGEYLSGSQLDALSATVAEGNKRIDSVNRITGNASAIVSNAARALFAEQPQL
IQPGGNAYTSRRMAACLRDMEIILRYVTYATFTGDASVLEDRCLNGLRETYVALGVPGASVAAGVQ
KMKEAALDIVNDPNGITRGDCSAIVAEIAGYFDRAAAAVAHMCSLQVSDPIPTGRRSGGYPPALWD
FDTIQSLNTEYKGERHMRREEDLIGQVREMLVHEVEDPTPQLEFIDDLHKLGISCHFENEILQILK
SIYLNQNYKRDLYSTSLAFRLLRQYGFILPQEVFDCFKNEEGTDFKPSFGRDIKGLLQLYEASFLS
RKGEETLQLAREFATKILQKEVDEREFATKMEFPSHWTVQMPNARPFIDAYRRRPDMNPVVLELAI
LDTNIVQAQFQEELKETSRWWESTGIVQELPFVRDRIVEGYFWTIGVTQRREHGYERIMTAKVIAL
VTCLDDIYDVYGTIEELQLFTSTIQRWDLESMKQLPTYMQVSFLALHNFVTEVAYDTLKKKGYNST
PYLRKTWVDLVESYIKEATWYYNGYKPSMQEYLNNAWISVGSMAILNHLFFRFTNERMHKYRDMNR
VSSNIVRLADDMGTSLAEVERGDVPKAIQCYMNETNASEEEAREYVRRVIQEEWEKLNTELMRDDD
DDDDFTLSKYYCEVVANLTRMAQFIYQDGSDGFGMKDSKVNRLLKETLIERYE

Ζώνη 4: cpcB.PHLS (PHLS από Lavandula angustifolia)

Με κόκκινο η αλλληλουχία που ταυτοποιήθηκε για την πρωτεΐνη cpcB και με κίτρινο η αληλουχία
που ταυτοποιήθηκε για την πρωτεΐνη PHLS.

MFDVFTRVVSQADARGEYLSGSQLDALSATVAEGNKRIDSVNRITGNASAIVSNAARALFAEQPQL
IQPGGNAYTSRRMAACLRDMEIILRYVTYATFTGDASVLEDRCLNGLRETYVALGVPGASVAAGVQ
KMKEAALDIVNDPNGITRGDCSAIVAEIAGYFDRAAAAVAHMCSLQVSDPIPTGRRSGGYPPALWD
FDTIQSLNTEYKGERHMRREEDLIGQVREMLVHEVEDPTPQLEFIDDLHKLGISCHFENEILQILK
SIYLNQNYKRDLYSTSLAFRLLRQYGFILPQEVFDCFKNEEGTDFKPSFGRDIKGLLQLYEASFLS
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RKGEETLQLAREFATKILQKEVDEREFATKMEFPSHWTVQMPNARPFIDAYRRRPDMNPVVLELAI
LDTNIVQAQFQEELKETSRWWESTGIVQELPFVRDRIVEGYFWTIGVTQRREHGYERIMTAKVIAL
VTCLDDIYDVYGTIEELQLFTSTIQRWDLESMKQLPTYMQVSFLALHNFVTEVAYDTLKKKGYNST
PYLRKTWVDLVESYIKEATWYYNGYKPSMQEYLNNAWISVGSMAILNHLFFRFTNERMHKYRDMNR
VSSNIVRLADDMGTSLAEVERGDVPKAIQCYMNETNASEEEAREYVRRVIQEEWEKLNTELMRDDD
DDDDFTLSKYYCEVVANLTRMAQFIYQDGSDGFGMKDSKVNRLLKETLIERYE

Ζώνη 6:cpcB.PHLS (PHLS από Lavandula angustifolia)

Με κόκκινο η αλλληλουχία που ταυτοποιήθηκε για την πρωτεΐνη cpcB και με κίτρινο η αληλουχία
που ταυτοποιήθηκε για την πρωτεΐνη PHLS.

MFDVFTRVVSQADARGEYLSGSQLDALSATVAEGNKRIDSVNRITGNASAIVSNAARALFAEQPQL
IQPGGNAYTSRRMAACLRDMEIILRYVTYATFTGDASVLEDRCLNGLRETYVALGVPGASVAAGVQ
KMKEAALDIVNDPNGITRGDCSAIVAEIAGYFDRAAAAVAHMCSLQVSDPIPTGRRSGGYPPALWD
FDTIQSLNTEYKGERHMRREEDLIGQVREMLVHEVEDPTPQLEFIDDLHKLGISCHFENEILQILK
SIYLNQNYKRDLYSTSLAFRLLRQYGFILPQEVFDCFKNEEGTDFKPSFGRDIKGLLQLYEASFLS
RKGEETLQLAREFATKILQKEVDEREFATKMEFPSHWTVQMPNARPFIDAYRRRPDMNPVVLELAI
LDTNIVQAQFQEELKETSRWWESTGIVQELPFVRDRIVEGYFWTIGVTQRREHGYERIMTAKVIAL
VTCLDDIYDVYGTIEELQLFTSTIQRWDLESMKQLPTYMQVSFLALHNFVTEVAYDTLKKKGYNST
PYLRKTWVDLVESYIKEATWYYNGYKPSMQEYLNNAWISVGSMAILNHLFFRFTNERMHKYRDMNR
VSSNIVRLADDMGTSLAEVERGDVPKAIQCYMNETNASEEEAREYVRRVIQEEWEKLNTELMRDDD
DDDDFTLSKYYCEVVANLTRMAQFIYQDGSDGFGMKDSKVNRLLKETLIERYE
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