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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός στα ανώτερα φυτά και τα χλωροφύκη αποτελείται 

από τέσσερα µεγαλοµοριακά σύµπλοκα, που εδράζονται ανυσµατικά στις θυλακοειδείς 

µεµβράνες του χλωροπλάστη και κατηγοριοποιούνται σε δύο είδη φωτοσυστηµάτων (I και 

II), ένα κυτόχρωµα (Cytb6f) και µία συνθάση ΑΤΡ. Τα τρία πρώτα είναι υπεύθυνα για τη ροή 

των ηλεκτρονίων και την φόρτιση της µεµβράνης των θυλακοειδών από πρωτόνια, που 

απελευθερώνονται προς την πλευρά του µικροχώρου. Η τελευταία (ΑΤΡάση) είναι υπεύθυνη 

για την αποφόρτιση της µεµβράνης και την παραγωγή ενέργειας υπο µορφή ΑΤΡ. Τα 

σύµπλοκα λειτουργούν συγχρόνως και η ροή των ηλεκτρονίων είναι συζευγµένη µε την 

σύνθεση ΑΤΡ. Η λειτουργικότητα του µηχανισµού κάτω από τις διαρκώς µεταβαλλόµενες 

συνθήκες (π.χ. θερµοκρασίας, έντασης φωτός, διαθεσιµότητας θρεπτικών), εξασφαλίζεται µε 

πολύπλοκους µηχανισµούς αυτορρύθµισης. Η ταχύτατη ενεργοποίηση (ακόµη και εντός 

δευτερολέπτων) αυτών των εξειδικευµένων δικλείδων ασφαλείας και η ελεγχόµενη 

ενεργοποίηση, µόνο όταν το απαιτούν οι συνθήκες, εξασφαλίζει υψηλότατες αποδόσεις σε 

χαµηλό φωτισµό και από την άλλη υψηλή φωτοπροστασία σε έντονο φωτισµό. Η παρούσα 

εργασία αφιερώθηκε στη µελέτη του ρόλου των πολυαµινών (πουτρεσίνη: Put,   σπερµιδίνη: 

Spd και σπερµίνη: Spm) κατά την ανάπτυξη και τη λειτουργική οργάνωση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Οι πολυαµίνες είναι χαµηλού µοριακού βάρους αµίνες µε 2, 3, 

και 4 αµινοµάδες, αντίστοιχα, που απαντώνται σε όλα τα κύτταρα (προκαρυωτικά και 

ευκαρυωτικά). Θεωρούνται αυξητικοί παράγοντες χωρίς όµως να έχει βρεθεί ο µοριακός 

µηχανισµός δράσης τους. Επίσης, συνδέονται µε την αντοχή των κυττάρων σε καταπονήσεις 

και συνήθως ανικανότητα αύξησης των πολυαµινών σε συνθήκες καταπόνησης αυξάνει την 

ευαισθησία των κυττάρων/οργανισµών. Στο χλωροπλάστη είναι παρούσες σε φυσιολογικές 

συνθήκες και σταθεροποιούνται σε νέα επίπεδα µετά από µία σηµαντική µείωση  κατά τη 

διαφοροποίηση του πλαστιδίου, αλλά η γνώση για τον τρόπο µε το οποίο δρουν είναι 

αποσπασµατική. Στην παρούσα εργασία επιχειρήθηκε να αποσαφηνισθεί ο ρόλος τους στο 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό. Τα πειραµατικά αποτελέσµατα είναι χωρισµένα σε 4 θεµατικές 

ενότητες (4 Κεφάλαια). Στο 1ο κεφάλαιο, η συγκριτική µελέτη της φωτοανεξάρτητης και της 

φωτοεξαρτώµενης βιογένεσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού αποκάλυψε ότι ο λόγος που 

οι πολυαµίνες µειώνονται φυσιολογικά κατά τη βιογένεση είναι διότι πρέπει να επιτρέψουν 

τη βιοσύνθεση της χλωροφύλλης και την συνεπακόλουθη δηµιουργία των φωτοσυστηµάτων. 

Αν διατηρηθούν σε υψηλά επίπεδα (>2mM Spm) αναστέλλουν την αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου, εµποδίζουν τη σύνθεση της χλωροφύλλης και ως εκ τούτου 
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εµποδίζουν τη δηµιουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η αναπτυξιακή µελέτη και η 

χρήση ειδικών µεταλλαγµάτων (C-2A΄ και Wt-LHC) υπέδειξε την διαχείριση της 

συλλεγόµενης φωτονιακής ενέργειας ως τη γενικότερη διαδικασία στην οποία συµµετέχουν 

οι πολυαµίνες. Επίσης, παρουσιάζεται για πρώτη φορά η φάση λειτουργικής ενεργοποίησης 

στη φωτοανεξάρτητη βιογένεση του χλωροπλάστη (διάκριση φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

intact-inactive από µηχανισµό intact-active). Πρόκειται για µία ταχύτατη φάση λειτουργικής 

οργάνωσης, κατά την οποία η φωτοσυλλεκτική κεραία του PSII οργανώνεται (αύξηση 

βαθµού ολιγοµερισµού από 10% σε 90%), η σπερµίνη που βρίσκεται προσδεµένη στην 

κεραία αυξάνει κατά 50% και η φωτοσυνθετική απόδοση µεγιστοποιείται (αύξηση από 0.31 

σε άνω του 0.70). Η φάση µπορεί να διαρκέσει 300 s όταν οι συνθήκες φωτισµού είναι 

κατάλληλες (1000 µmol quanta.m-2s-1). Η διεξοδική µελέτη (κεφαλαιο 2) της ρύθµισης της 

φωτοσυνθετικής διαδικασίας έδειξε διακριτούς ρόλους για την πουτρεσίνη σε σχέση µε τις 

άλλες δύο πολυαµίνες, οι οποίοι επιβεβαιώθηκαν από in vitro µελέτες. Η χορήγηση 

πουτρεσίνης αναστελλει την πρώιµη ενεργοποίηση του ΝPQ (µηχανισµού ελεγχόµενης µη 

φωτοχηµικής διάχυσης της περίσσειας ενέργειας), ενδεικτικό µη ενεργοποίησης του PsbS 

και καθυστερεί το ρυθµό αποφόρτισης της µεµβράνης των θυλακοειδών. Επίσης, φάνηκε ότι 

η Spd και Spm είναι σε θέση να ρυθµίζουν το ποσό της συλλεγµένης φωτονιακής ενέργειας 

που θα διαχυθεί ελεγχόµενα σε µορφή θερµότητας και ότι µπορούν να ενεργοποιήσουν τους 

µηχανισµούς φωτοπροστασίας ακόµη και στο σκοτάδι. Στο κεφάλαιο 3, η ικανότητά τους 

αυτή αποδείχθηκε -µετά από διαδοχικές βιοχηµικές αποµονώσεις θυλακοειδών µεµβρανών 

και τελικά της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του φωτοσυστήµατος ΙΙ- ότι σχετίζεται µε µια 

αλληλεπίδραση απευθείας µε τη φωτοσυλλεκτική κεραία. Η µελέτη του µηχανισµού της 

αλληλεπίδρασης υπέδειξε την ιµινοοµάδα των πολυαµινών ως υπεύθυνη οµάδα για την 

απόσβεση. Επιπλέον, φάνηκε ότι ο µηχανισµός της αλληλεπίδρασης στηρίζεται σε µια pH 

εξαρτώµενη απόσβεση του φθορισµού της χλωροφύλλης. Τα χαρακτηριστικά του 

µηχανισµού (ενεργοποίηση από πρωτονίωση, άµεση αλληλεπίδραση πολυαµινών και 

πολυπεπτιδίων της φωτοσυλλεκτικής κεραίας) υπερτερούν, σε σύγκριση µε το ευρύτερα 

αποδεκτό µοντέλο µη φωτοχηµικής διαχείρισης, που εµπλέκει το κύκλο των ξανθοφυλλών, 

χωρίς όµως να το απορρίπτουν. Πιο συγκεκριµένα, το µοντέλο που δέχεται ότι αποσβέστης 

της χλωροφύλλης είναι η ζεαξανθίνη εξαρταται επίσης από τα δύο παραπάνω 

χαρακτηριστικά (πρωτονίωση/οξίνιση µικροχώρου και φωτοσυλλεκτική κεραία) όµως 

απαιτεί δύο επιπρόσθετα βήµατα από τα οποία το ένα είναι ενζυµικό, που καθιστά το 

µηχανισµό πιο αργό, σε σύγκριση µε αυτόν, που προτείνει η παρούσα εργασία. Συνεπώς οι 

πολυαµίνες φαίνεται ότι εµπλέκονται σε µια πρώτη απόκριση στην περίσσεια φωτονιακής 
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ενέργειας και στη συνέχεια ενδέχεται σε ένα δεύτερο στάδιο να παίρνουν µέρος τα 

καροτενοειδή, που είναι ήδη γνωστό ότι ενισχύουν τη διάχυση.  Σε συµφωνία µε τα 

παραπάνω δείχθηκε ότι σε κατάλληλα µεταλλάγµατα χλωροφυκών που δεν διαθέτουν 

φωτοσυλλεκτική κεραία οι πολυαµίνες δεν µπορούν να συµµετάσχουν στη διαχείριση της 

συλλεγµένης φωτονιακής ενέργειας. Επιπρόσθετα, φάνηκε ένας ενεργοποιητικός ρόλος της 

Spm στα κέντρα αντίδρασης του φωτοσυστήµατος ΙΙ. Στο 4ο κεφάλαιο  επιβεβαιώθηκε το 

τελευταίο και σε αποµονωµένους χλωροπλάστες και φασµατοσκοπία χαµηλών 

θερµοκρασιών (77Κ) έδειξε ότι πιθανότατα η δράση της Spm συνδέεται µε την 

συναρµολόγηση των κέντρων αντίδρασης µε την εσωτερική κεραία του φωτοσυστήµατος ΙΙ. 

Τέλος, από πειράµατα σε αποµονωµένους χλωροπλάστες αναδείχθηκαν οι κατιονικές και µη 

κατιονικές δράσεις των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό. Οι πολυαµίνες 

αποδείχθηκαν περισσότερο ικανές, από ανόργανα ιόντα που φυσιολογικά υπάρχουν σε 

χλωροπλάστες, να διατηρούν τη λειτουργικότητα ή να αυξάνουν την απόδοση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (αυξήσεις έως 70%). Η ποσοτικοποίηση των κατιοντικών 

επιδράσεων της πουτρεσίνης, της Spd και της Spm στη γραµµική ροή ηλεκτρονίων, στην 

ενεργότητα του PSII και στη µέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση επέτρεψε στη συνέχεια τη 

µελέτη µη-κατιοντικών δράσεων. Οι τελευταίες αναδείχθηκαν µέσα από τη µελέτη της 

διαδικασίας της φωτοφωσφορυλίωσης. Οι πολυαµίνες φάνηκε (σε συνθήκες που 

προσοµοιώνουν τις αντίστοιχες in vivo) πως έχουν την ικανότητα να αυξάνουν τη σύνθεση 

ΑΤΡ έως και 80% (περίπτωση Put). Ακόµη αποδείχθηκε ότι, για την ίδια παρεχόµενη 

φωτονιακή ενέργεια, ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός λειτουργώντας παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων πουτρεσίνης µπορεί να αυξήσει ή να µειώσει τη σύνθεση ενέργειας. Η 

ικανοτήτα των πολυαµινών και περισσότερο της Put να αυξάνει τη σύνθεση ΑΤΡ 

προτείνεται ως µια κεντρική δράση που ερµηνεύει γιατί οι πολυαµίνες δρουν ως παράγοντες 

αύξησης των κυττάρων αλλά και αυξάνονται σε συνθήκες καταπόνησης (διαδικασίες µε 

υψηλό ενεργειακό κόστος). Επίσης, η συνεκτίµηση του ρυθµού ‘χαλάρωσης’ της φόρτισης 

της µεµβράνης των θυλακοειδών σε περιπτώσεις υψηλής ενδοκυτταρικής πουτρεσίνης, 

καθώς και τα βιοχηµικά χαρακτηριστικά της Put, της µεµβράνης των θυλακοειδών και των 

συνθηκών pH σε µικροχώρο και στρώµα οδήγησαν στην πρόταση ενός µοντέλου για το 

µηχανισµό δράσης της Put. Το µοντέλο αυτό εξηγεί ικανοποιητικά τα in vivo αποτελέσµατα 

αυτής της εργασίας και επίσης αποτελεί τη βάση για µια νέα βιοενεργητική προσέγγιση του 

ρόλου των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό. 
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The photosynthetic apparatus in oxygenic photosynthesis consists of four major complexes 

(photosystem I, photosystem II, cytochrome b6f and ATPase). The vectorial integration of 

these complexes in the thylakoid membrane makes possible the transport of electrons across 

the membrane and the release of protons in lumen. The thylakoid membrane is energized 

through proton accumulation and ATP is formed though the pmf-driven ATPase rotation. 

Hence, steady state photosynthetic electron transport is coupled to ATP synthesis. When light 

saturates photosynthesis the reaction centers are under excitation pressure (especially PSII) 

and major photoprotective mechanisms are activated (non photochemical quenching and state 

transition quenching).  Sustainable autoregulation of the photosynthetic apparatus maximizes 

quantum yield and increases photophotection. This work has focused on the role of 

polyamines (putrescine, Put; spermidine, Spd; and spermine, Spm) during biogenesis and 

functional assembly of the photosynthetic apparatus. They are ubiquitous low molecular 

weight aleiphatic amines with 2, 3 and 4 amino moieties, respectively. Polyamines are 

considered as hormone-like molecules although the underlying mechanism is not known. 

Due to their elevated levels during stress, they are corelated with tolerance of 

cells/organisms. Knowledge concerning the relationship between polyamines and the 

photosynthetic apparatus is rather fragmentary. During chloroplast biogenesis the plastidal 

levels of polyamines are reduced within hours to a new set point but the reason is not well 

understood. The missing underlying molecular mechanism of polyamine action in the 

photosynthetic apparatus was both the major obstacle and the main subject of this study. In 

this work a top-down approach through an in vivo functional monitoring of the biogenesis of 

the photosynthetic apparatus, allowed a better understanding of the role of polyamines. 

Further investigation of photosynthesis regulatory mechanisms, the use of the mutants C-2A΄ 

and Wt-LHC of Scenedesmus obliquus and in vitro experiments allowed the proposal of two 
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novel molecular mechanisms concerning polyamine actions. Results are presented in four 

chapters. In the 1rst chapter comparative analysis of light dependent and light independent 

biogenesis of the photosynthetic apparatus revealed why down-regulation of polyamines is a 

prerequisite of this developmental stage. Namely, a key process like chlorophyll biosynthesis 

and the subsequent assemply of chlorophyll binding proteins (photosystems and light 

harvesting complexes) are hindered by high levels of polyamines (>2mM Spm), because both 

light dependent protochlorophyllide oxidoreductase (LPOR) and light independent 

protochlorophyllide oxidoreductase (DPOR) are inhibited. In addition, use of the mutant C-

2A΄ made possible to reveal a novel phase of photosynthetic activation. Namely, the already 

known light independent chloroplast biogenesis reach a functional threshold of 

photosynthetic efficiency (unknown stable intermediate phase of suboptimum efficiency, 

Fv/Fm=0.31). Hence, the crucial distinction between intact-active and intact-inactive is 

suggested. Activation is possible through distinct events that among others include a 50% 

increase of Spm bound to LHC of PSII, a dramatic increase of oligomerization degree of 

LHC monomers (from 10% to 90%) and an optimization of photosynthetic efficiency (from 

0.31 to more than 0.70). This phase lasts only 300 s when light intensity is high enough 

(1000 µmolquanta.m-2s-1). Studies with the mutant Wt-LHC demonstrated that polyamines 

are involved in the regulation of light energy utilization. A detailed study (2nd chapter) of the 

regulation of photosynthesis indicated that Put has different effects than Spd and Spm. The 

common action of Spd and Spm in functional terms, distinct from the role of Put was verified 

by in vitro studies (3rd chapter).  Put treatment inhibits early NPQ rise, indicating inactivation 

of PsbS and alters membrane relaxation kinetics (delays membrane de-energization). 

Interestingly, Spd- and Spm-treatment caused an up-regulation of the energy dissipated non-

radiatively as heat by the photosynthetic apparatus (350% and 420% respectively) and also 

induced a sustainable form of non photochemical quenching. The details of the underlying 

molecular mechanism were revealed by isolation of the thylakoid membranes and subsequent 

isolation of the native monomers of light harvesting complex of PSII. Namely, it was found 

that the iminogroup(s) of Spd and Spm were responsible for the quenching of chlorophyll 

fluorescence. Furthermore, activation of the quenching mechanism is possible through a pH-

dependent step (protonation of a secondary amine group of polyamines). Put was 

unequivocally excluded as a quencher and Spd and Spm were the first in vivo and in vitro 

quenchers of chlorophyll fluorescence. The evaluation of these results allowed the proposal 

of a novel mechanism of non-photochemical quenching. The traits of the proposed 

mechanism (activation through protonation, inactivation through deprotonation, direct 



 IX

interaction between polyamines and light harvesting complex) improve our understanding 

concerning qE without conflicting with the xanthophyll cycle model, that is already 

correlated with NPQ. The latter is more slow process due to the enzymatic step that requires, 

than the proposed protonation of the iminogroup of polyamines and thus it might have a role 

in stabilizing and enhancing quenching. In line with these results, it was demonstrated that in 

LHC-lacking mutants (Wt-LHC) polyamines can not participate in energy dissipation. 

Additionally, a beneficial role of Spm in activation of reaction centers of PSII was shown. In 

the 4th chapter this was confirmed in isolated chloroplasts (Spm increase 55% Fv, mainly 

due to activation of PSIIα reaction centers) further studied with low temperature (77K) 

spectroscopy. Activation of reaction centers is probably possible through a functional 

assembly of CP43 with PSII core. Moreover, experiments under low salt media revealed the 

cationic effects of polyamines in the photosynthetic apparatus. Polyamines proved more 

efficient than inorganic cations which are normally found in chloroplast and a detailed study 

(concerning linear electron flow, PSII activity, overall efficiency to name a few) is 

illustrated. This study allowed the in-depth analysis of polyamine bionergetic role in 

photophosphorylation, attributed to non-cationic action. Put was proved as an efficient 

stimulator of photophosphorylation (provoked up to 80% increase). Furthermore, small 

increase or decrease of Put levels (in the range of 0-1.5 mM) leads to subsequent up or down 

regulation of chemiosmotic ATP synthesis, suggesting that for the same light energy input 

plants have a mechanism to increase profit by fine tuning levels of Put. The effect of Put 

treatment on relaxation kinetics of thylakoid membrane energization, the simulation of in 

vivo conditions in in vitro experiments and Put biochemical properties indicate, that ion 

trapping could be responsible for the stimulation mechanism. The two proposed mechanisms 

are in line with the increase of polyamines during stress and they may exlain why inability 

for rise leads to sensitivity. 
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1. Φωτοσύνθεση 

 

 Η φωτοσύνθεση (oxygenic photosynthesis) είναι η µοναδική διαδικασία 

(τουλάχιστον στο ηλιακό συστήµα) µε την οποία τα φυτά απορροφούν φωτόνια και 

αποθηκεύουν την ενέργεια σε τρεις σχετικά σταθερές µορφές χηµικής ενέργειας: α) στη 

µορφή µη-αυτοοξειδώµενων αναγµένων οργανικών ενώσεων (π.χ. υδατάνθρακες), β) στη 

µορφή ηλεκτροχηµικού δυναµικού στις µεµβράνες (π.χ. πρωτονιοκινητική δύναµη) και γ) 

στη µορφή χηµικών δεσµών υψηλής ελεύθερης αρνητικής ενέργειας υδρόλυσης του ΑΤΡ 

(Papageorgiou, 2004). Ίχνη της παραπάνω διαδικασίας µπορούν να βρεθούν ακόµη και πριν 

3.8 δισεκατοµµύρια έτη. Συνέπεια της εξελικτικής διαδικασίας της φωτοσύνθεσης ήταν η 

αύξηση του οξυγόνου της ατµόσφαιρας σε επίπεδα περίπου 20 % ο/κ.ο., η δηµιουργία µιας 

στιβάδας όζοντος στην ανώτερη ατµόσφαιρα, η οποία αποτρέπει την υπεριώδη ακτινοβολία 

να φτάσει στη Γη, η οξείδωση πετρωµάτων στην επιφάνεια της Γης και γενικά η δηµιουργία 

του περιβάλλοντος όπως το γνωρίζουµε σήµερα (Papageorgiou, 2004). Το τελευταίο, σε ότι 

αφορά τους ζωντανούς οργανισµούς γίνεται κατανοητό, αν αναλογιστεί κάποιος ότι κυρίως η 

φωτοσύνθεση εξασφαλίζει τη συνεχή ροή ενέργειας στους οργανισµούς του πλανήτη και οι 

φωτοσυνθετικοί οργανισµοί αποτελούν τόσο στα υδατικά, όσο και στα χερσαία 

οικοσυστήµατα, τη βάση της τροφικής πυραµίδας. 

Η µελέτη του φωτοσυνθετικού µηχανισµού είναι ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα 

έρευνας που απαιτεί συνδυασµό διαφορετικών επιστηµονικών κλάδων, όπως η 

κβαντοµηχανική, η βιοφυσική, η βιοχηµεία, η µοριακή και η δοµική βιολογία, αλλά και η 

φυσιολογία και η οικολογία. Οι σταθερές αντίδρασης των φωτοσυνθετικών αντιδράσεων 

ξεκινούν από 10-15 s προκειµένου τα ηλεκτρόνια σε ειδικά µόρια να διεγερθούν και φθάνουν 

έως ηµέρες προκειµένου να παγιωθούν οι στοιχειοµετρίες των φωτοσυνθετικών 

υποσυµπλόκων στις περιβαλλοντικές συνθήκες, γεγονός που επίσης υπογραµµίζει τη 

πολυπλοκότητα του αντικειµένου (Nelson and Ben-Shem, 2004). Η φωτοσύνθεση θεωρείται 

µία από τις καλύτερα µελετηµένες βιολογικές διαδικασίες και ο όγκος της γνώσης για το 

αντικείµενο δεν επιτρέπει µια λεπτοµερή επισκόπιση. Στη συνέχεια παραθέτονται και 

εξηγούνται οι πιο συχνά χρησιµοποιούµενες έννοιες αυτής της εργασίας ώστε να 

διευκολυνθεί ακόµη και ο µη εξοικειωµένος µε τη φωτοσύνθεση αναγνώστης. 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
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Ο χλωροπλάστης είναι το οργανίδιο στο οποίο λαβαίνει χώρα η φωτοσύνθεση (σε 

ευκαρυωτικούς οργανισµούς) και οφείλει το όνοµα του, αλλά και κάποιες από τις ιδιότητες 

του, στις πράσινες χρωστικές (χλωροφύλλες) που συσσωρεύει. Η δοµή ενός ώριµου 

χλωροπλάστη φαίνεται στην εικόνα 1. 

 
Εικόνα 1. Ο χλωροπλάστης και το εσωτερικό δίκτυο θυλακοειδών µεµβρανών σε σχηµατική 

απεικόνιση και σε φωτογραφίες υψηλής ανάλυσης και µεγέθυνσης (ηλεκτρονική µικροσκοπία). 

Τροποποιηµένο από Mustardy and Garab, 2003. 

 

Το οργανίδιο αυτό, εκτός από το διπλό µεµβρανικό φάκελλο που το περιβάλλει, έχει 

και ένα άλλο εσωτερικό σύστηµα µεµβρανών. Πιο συγκεκριµένα, στο χλωροπλάστη υπάρχει 

ένα σύστηµα µεµβρανών, τα θυλακοειδή, το οποίο περιβάλλεται από το πυκνόρευστο 

στρώµα, ενώ στο εσωτερικό των θυλακοειδών σχηµατίζεται ο µικροχώρος (lumen). Οι 

µεµβράνες των θυλακοειδών σχηµατίζουν grana (όταν στοιβάζονται πυκνά) και τις 

διαχωρίζουµε από τα θυλακοειδή στρώµατος που δεν σχηµατίζουν πυκνές στοιβάδες. Στο 

στρώµα αφοµοιώνεται το CO2 (“σκοτεινές” αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης), ενώ στα 

θυλακοειδή λαβαίνουν χώρα τόσο η φωτόλυση του νερού, όσο και η αναγωγή του ΝΑDP+, 

(“φωτεινές” αντιδράσεις). 

  Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός αποτελείται από τέσσερα πολυµερή σύµπλοκα, το 

φωτοσύστηµα ΙΙ (PS II), το κυτόχρωµα b6f (Cytb6f), το φωτοσύστηµα Ι (PS I) και την 

συνθάση του ΑΤΡ (ATPase) (Εικόνα 2).  
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Τα τέσσερα πρωτεϊνικά σύµπλοκα, που αναφέρθηκαν και είναι απαραίτητα για τις 

φωτοεξαρτώµενες αντιδράσεις στη φωτοσύνθεση, εδράζονται στις θυλακοειδείς µεµβράνες 

του χλωροπλάστη. Στα ανώτερα φυτά τα θυλακοειδή εµφανίζουν δύο διακριτές περιοχές, α)  

δοµές στιβαγµένων µεµβρανών (grana) και β) µεµβράνες που δεν είναι στιβαγµένες, 

συνδέουν τα grana και ονοµάζονται θυλακοειδή στρώµατος (stroma lamellae). Τα τέσσερα 

σύµπλοκα δεν είναι οµοιογενώς κατανεµηµένα, µε τα PS I (θυλακοειδή στρώµατος) να είναι 

ξεχωριστά από τα PS II τα οποία βρίσκονται κυρίως στα grana. Η ATPase συγκεντρώνεται 

κυρίως στα θυλακοειδή στρώµατος, ενώ το cytb6f βρίσκεται στα grana. Πρόσφατες δοµικές 

µελέτες αυτών των συµπλόκων –και στην περίπτωση της ATPase ενός κοντινού οµολόγου 

από τα µιτοχόνδρια- ολοκληρώνουν την περιγραφή της αρχιτεκτονικής της µεταφοράς 

ενέργειας στη φωτοσύνθεση  που διήρκεσε πάνω από 50 χρόνια (Εικόνα 2). 

 

 
 Εικόνα 2. Α. Σχήµα στο οποίο τα πολυπεπτίδια που κωδικοποιούνται στον πυρήνα 

εµφανίζονται µε µπλε χρώµα, ενώ εκείνα που κωδικοποιούνται στο χλωροπλαστικό DNA εµφανίζονται 

λευκά.Β. Λεπτή δοµή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (τροποποιηµένο από Nelson and Ben-Shem, 

2004).  
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Παρά το ότι τα φωτοσυνθετικά σύµπλοκα βρίσκονται σε διαφορετικά σηµεία των 

θυλακοειδών µεµβρανών, λειτουργούν συντονισµένα, σαν µια µονάδα. Το παρακάτω σχήµα 

(γνωστό και ως σχήµα Ζ) παρουσιάζει το είδος και τη σχετική σειρά των βιοχηµικών 

ενδιαµέσων που συµβάλλουν στην απορρόφηση της ενέργειας του φωτός και στην 

µετατροπή της σε χηµική ενέργεια. 

 
Εικόνα 3.  Η αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων από το νερό στο NADPH (Τροποποιηµένο από 

Witmarsch and Govindjee, 2002). 

 

1.1 Η ανάπτυξη του χλωροπλάστη (παρουσία ή απουσία φωτός) 

  

Η διαδικασία διαφοροποίησης του πλαστιδίου από το στάδιο του µη λειτουργικού 

φωτοσυνθετικά οργανιδίου (ωχροπλάστης) στην τελική µορφή της πλήρους ωρίµανσης και 

κατά συνέπεια λειτουργικότητας (χλωροπλάστης) ορίζεται ως ανάπτυξη/βιογένεση του 

χλωροπλάστη. Πιο αναλυτικά, οι ωχροπλάστες των αγγειόσπερµων φυτών δεν έχουν 

θυλακοειδή  αλλά οµάδες  σωληνοειδών µεµβρανικών σχηµατισµών κυκλικής διάταξης και 

µεµβρανικής φύσης (PLB: prolamellar bodies: προελασµατοειδή σωµάτια) καθώς και 

επιµηκυσµένες µεµβράνες (προθυλακοειδή) που εκτείνονται µεταξύ του χλωροπλαστικού 

φακέλου και των παραπάνω σωµατίων (εικόνα 4). Αντίθετα υπάρχουν οργανισµοί όπως είναι 

τα χλωροφύκη και τα γυµνόσπερµα φυτά που τα πλαστίδια τους ωριµάζουν ως το στάδιο του 

χλωροπλάστη ακόµη και απουσία φωτός και συνεπώς δεν εµφανίζουν δοµές αντίστοιχες των 

προελασµατοειδών σωµατίων. Η βιοσύνθεση των χλωροφυλλών στα αγγειόσπερµα σταµατά 

στο επίπεδο του πρωτοχλωροφυλλιδίου και µόνο µέσω φωτισµού µπορεί αυτό το ενδιάµεσο 

του βιοσυνθετικού µονοπατιού να µετατραπεί σε χλωροφυλλίδιο και στη συνέχεια σε 
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χλωροφύλλη (Senger and Brinkmann, 1986). Γενικά, η βιοσύνθεση των χλωροφυλλών 

(δηλαδή η αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο) συνδυάζεται µε τον 

µετασχηµατισµό των προελασµατοειδών σωµατίων σε πιο επιµηκυσµένες δοµές ώσπου να 

 

 
 

Εικόνα 4. Η ανάπτυξη του χλωροπλάστη. Τα προθυλακοειδή και προελασµατοειδή 

κυριαρχούν (PLBs) στον ωχροπλάστη. Με την έκθεση στο φως οι ωχροπλάστες διαφοροποιούνται σε 

φωτοσυνθετικά οργανίδια και ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός εγκαθίσταται στις θυλακοειδείς µεµβράνες 

(PSII, PSI, Cytb6f, ATPase). Τροποποιηµένο από Allen και Forsberg, 2001. 

 

σχηµατιστούν τα θυλακοειδή και τα grana. (Wellburn et al., 1980; Wollaman et al., 1999). 

Τούτη η µετάβαση µπορεί να διεκπεραιωθεί  τόσο παρουσία φωτός (φωτοανάπτυξη) όσο και 

στο σκοτάδι. Τα αγγειόσπερµα στο σκοτάδι και τα µεταλλάγµατα pet 340 Arabidopsis 

thaliana (Lebedev et al., 1995), y-1 Chlamydomonas reinhardtii (Wang et al., 1977), C-2Α΄ 

Scenedesmus obliquus (Oh-hama and Hase, 1980; Senger and Brinkmann, 1986), Chlorella 

pyrenoidosa g-1 (Galling, 1978) εµφανίζονται χλωρωτικά αφού έχουν ωχροπλάστες, ενώ τα 
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γυµνόσπερµα και τα πράσινα φύκη είναι πρασίνα και στο σκοτάδι αφού έχουν 

χλωροπλάστες. Η βιοσύνθεση της χλωροφύλλης ξεκινά από το γλουταµικό, µέσω ενός 

περίπλοκου µονοπατιού (C5-pathway), το οποίο αποτελείται τουλάχιστο από δεκαπέντε 

ενζυµικά βήµατα (Wettstein at al., 1995; Reinbothe and Reinbothe, 1996) (εικόνα 5). 

 

 
Εικόνα 5. Στο σχήµα φαίνεται η πορεία βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης καθως και ο ρόλος-

κλειδί του πρωτοχλωροφυλλιδίου (από Doernemann et al., 1989). 

 

Όλα τα βιοσυνθετικά βήµατα του µονοπατιού µέχρι τον σχηµατισµό του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου λαµβάνουν χώρα και στο σκοτάδι (Senger and Brinkmann, 1980) µε 

αποτέλεσµα την συσσώρευση του πρωτοχλωροφυλλιδίου στους ωχροπλάστες. Ένα από τα 

κύρια στάδια στη βιοσύνθεση της χλωροφύλλης αποτελεί η αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου (Pchlide) σε χλωροφυλλίδιο (Chlide) (σχήµα 6). Στο στάδιο αυτό, 

ένας από τους πυρρολικούς δακτυλίους (D δακτύλιος) του µορίου του Pchlide, ανάγεται µε 

τη βοήθεια του ενζύµου Pchlide oxidoreductase (POR), στις θέσεις 17 και 18, σχηµατίζοντας 

το Chlide. Η αναγωγή αυτή ρυθµίζεται άµεσα από το φως (Griffiths et al., 1978). Ειδικά για 

το µετάλλαγµα C-2A΄ έχει βρεθεί ότι µειώνοντας την θερµοκρασία επώασης από τους 33οC 

στους 15-20οC το πρωτοχλωροφυλλίδιο µπορεί να αναχθεί και στο απόλυτο σκοτάδι. Στους 

20οC η διαδικασία είναι περίπου 10 φορές πιο ενεργή απ’ότι στους 33οC αλλά φθάνει µόνο 

το 13% της φωτοεξαρτώµενης βιοσύνθεσης χλωροφυλλών. Έχει προταθεί ότι η αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου οφείλεται σε µία αλλαγή στερεοδιαµόρφωσης της οξειδοαναγωγάσης 

του λόγω της µείωσης της θερµοκρασίας (Oh-Hama et al., 1987). 
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Εικόνα 6. Αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου (Pchlide) σε χλωροφυλλίδιο (Chlide). Η 

αντίδραση καταλύεται από την οξειδοαναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου (από Masuda and 

Takamiya, 2004) 

 

Η τελική κατάλυση έχει προταθεί ως το ρυθµιστικό στάδιο που θα καθορίσει το πότε θα 

ωριµάσει το οργανίδιο. Οι Brinkmann και Senger (1980) πρότειναν ότι το ίδιο το 

πρωτοχλωροφυλλίδιο είναι ο φωτοϋποδοχέας γι’αυτή τη µετατροπή του ωχροπλάστη σε 

χλωροπλάστη.  

Με την έναρξη της βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης (φωτοµετατροπή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο) συµβαίνει και η µεταγραφή και µετάφραση 

πυρηνικών και χλωροπλαστικών γονιδίων που κωδικοποιούν πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού (Barkan et al., 1995; Morishige, 1995). Ύστερα από µεταφραστικές και µετα-

µεταφραστικές τροποποιήσεις, οι πρωτεΐνες αυτές δεσµεύουν µόρια χλωροφύλλης και 

αποκτούν κατάλληλη διαµόρφωση ώστε να επιτραπεί η ενσωµάτωσή τους στις µεµβράνες 

των θυλακοειδών (Paulsen, 1997). Η διαδικασία αυτή είναι στενά συνδεδεµένη µε την 

βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού και την ανάπτυξη του χλωροπλάστη (Mullet, 

1988; Tanaka et al., 1991; Hachtel and Friedmann, 1993). Για την περίπτωση της 

φωτοανεξάρτητης αναγωγής του πρωτοχλωροφυλλιδίου οι Oh-Hama et al., (1987) έδειξαν 
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ότι αποµονωµένες µεµβράνες προθυλακοειδών από το µετάλλαγµα C-2A΄ του Scenedesmus 

obliquus κύτταρα που αναπτύχθηκαν στους 20οC in vitro εµφανίζουν ικανότητα αναγωγής 

του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο. 

 

1.2 Η οξειδοαναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

 

Η  αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο µπορεί να καταλυθεί 

φωτοεξαρτώµενα ή φωτοανεξάρτητα. Η φωτοεξαρτώµενη επιτελείται από το ένζυµο LPOR 

(light dependent protochlorophyllide oxidoreductase: οξειδοαναγωγάση του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου) (Griffiths et al., 1978; Apel et al., 1980). Η LPOR αποτελείται από 

µια πολυπεπτιδική αλυσίδα και υπάρχει σε µεγάλα ποσά στους ωχροπλάστες, σαν σύµπλοκο 

µε τα δύο υποστρώµατά του, το NADPH και το Pchlide (Masuda and Takamiya, 2004). Το 

ίδιο το Pchlide που βρίσκεται δεσµευµένο στο ένζυµο λειτουργεί και σαν φωτοϋποδοχέας 

για την αντίδραση της αναγωγής του. Με απορρόφηση της φωτoνιακής ενέργειας από το 

Pchlide, το µόριό του διεγείρεται (ενεργό Pchlide) και ο διπλός δεσµός του άνθρακα 18, µε 

τη βοήθεια του ενζύµου, ανάγεται από το NADPH σχηµατίζοντας Chlide, το οποίο οδηγείται 

ανεξαρτήτως φωτισµού σε χλωροφύλλη.  

Η φωτοανεξάρτητη κατάλυση επιτελείται από το ένζυµο DPOR (dark 

protochlorophyllide oxidoreductase). Πολύ λιγότερες πληροφορίες είναι γνωστές σχετικά µε 

την DPOR. Μέχρι στιγµής έχουν αποµονωθεί τρία χλωροπλαστικά γονίδια (chlL, chlN, 

chlB) (Fujita, 1996), που είναι βασικά για τη λειτουργία της DPOR, καθώς και έξι πυρηνικοί 

γενετικοί τόποι (y1, y5, y6, y7, y8, και y10, στην Chlamydomonas reinhardtii) (Ford and 

Wang, 1980), τα οποία επηρεάζουν την ενεργότητα του ενζύµου. Πάντως, οι λειτουργίες των 

γενετικών τόπων y είναι ακόµα ασαφείς, αν και µάλλον ενέχονται είτε στη ρύθµιση της 

έκφρασης των τριών χλωροπλαστικών γονιδίων ή στη βιοσύνθεση κάποιου/ων 

συµπαράγοντα/συµπαραγόντων, παρά αποτελούν δοµικά στοιχεία του ενζύµου. 

Οι υποµονάδες της DPOR έχουν οµοιότητες αλληλουχίας µε τις νιτρογενάσες. Η 

ενεργότητα του ενζύµου, σε δύο περιπτώσεις που µελετήθηκε, βρέθηκε να εξαρτάται από το 

NADPH. Σηµαντικό είναι επίσης ότι θετικά φορτισµένα ιόντα (Ca2+) αυξάνουν την 

ενεργότητά του.  

Το σύµπλοκο POR-Pchlide: Είναι γενικά γνωστό ότι οι ωχροπλάστες των ανώτερων 

φυτών περιέχουν τρεις φασµατοσκοπικά διαφορετικές µορφές του συµπλόκου του Pchlide 

(Schulz and Senger, 1993): Pchlide628-632, Pchlide636-657, και Pchlide650-657. Τα δύο τελευταία 

(Pchlide636-657, και Pchlide650-657) αποτελούν σύµπλοκο µε την POR, και µε το φως ανάγονται 
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εύκολα σε Chlide, ενώ το πρώτο (Pchlide628-632), που είναι και η ελεύθερη χρωστική, δεν 

ανάγεται. Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του ενζύµου POR έδειξε, ότι υπάρχουν 

κάποιες συντηρηµένες κυστεΐνες, οι οποίες παίζουν ρόλο στη δέσµευση του Pchlide, καθώς 

και στην κατάλυση της φωτοεξαρτώµενης αναγωγής του (Begley et al., 1989). Επίσης το 

µόριο έχει πολλές περιοχές πλούσιες σε υδρόφοβα αµινοξέα, αλλά καµιά απ’ αυτές δεν είναι 

αρκετά µεγάλη σε µήκος ώστε να διαπερνά τη µεµβράνη. Έτσι, πιστεύεται ότι το ένζυµο 

βρίσκεται στενά συνδεµένο µε τη µεµβράνη, αλλά δεν είναι διαµεµβρανικό (Birve et al., 

1996). 

Από τις πρώτες ώρες της βιογένεσης το διαφοροποιούµενο πλαστίδιο εµφανίζει 

ικανότητα φωτοεξαρτώµενης έκλυσης οξυγόνου απόδειξη της ύπαρξης και λειτουργικότητας 

φωτοσυστηµάτων II (PSII) αλλά και της υπόλοιπης αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων. 

Σύµφωνα µε τις αντιδράσεις που καταλύουν το PS II µπορεί να θεωρηθεί σαν µια 

οξειδοαναγωγάση νερού-πλαστοκινόνης (Ghanotakis and Yocum, 1990), το Cytb6f σαν µια 

οξειδοαναγωγάση πλαστοκινόνης-πλαστοκυανίνης και το PS I σαν µια οξειδοαναγωγάση 

πλαστοκυανίνης-φερρεδοξίνης (Nelson and Ben-Shem, 2004). Τέλος η ΑΤΡase µπορεί να 

θεωρηθεί σαν µια pmf-τροφοδοτούµενη ATPαση. Το PS I και το PS II περιέχουν 

χλωροφύλλες και άλλες χρωστικές που συλλέγουν φωτόνια και µεταφέρουν ενέργεια στο 

κέντρο αντίδρασης. Η ενέργεια που δεσµεύτηκε στο κέντρο αντίδρασης διεγείρει ένα ειδικό 

ζευγάρι χλωροφυλλών στο PS II (πρωτοταγείς δότες ηλεκτρονίων, primary electron donors) 

και ξεκινά η µεταφορά ενός ηλεκτρονίου κατά µήκος της µεµβράνης µέσω µιας αλυσίδας 

συµπαραγόντων. Το νερό (ηλεκτρονιοδότης της παραπάνω αντίδρασης) οξειδώνεται από το 

PS II σε οξυγόνο και 4 πρωτόνια. Τα ηλεκτρόνια διοχετεύονται σε µια δεξαµενή 

πλαστοκινόνης (PQ) και στη συνέχεια µέσω του Cytb6f σε µια µικρή διαλυτή πρωτεΐνη µε 

χαλκό, την πλαστοκυανίνη (PC). Ενέργεια που συλλέχθηκε από το PS I προκάλεσε τη 

µεταφορά ηλεκτρονίου από την πλαστοκυανίνη (εσωτερικό θυλακοειδών, περιοχή 

µικροχώρου) στη φερρεδοξίνη που βρίσκεται στην απέναντι πλευρά της µεµβράνης (περιοχή 

στρώµατος). Η ανηγµένη φερρεδοξίνη χρησιµεύει στη συνέχεια σε πολλά ρυθµιστικά 

µονοπάτια όπως αυτά της αφοµοίωσης νιτρικών, της αναγωγής λιπαρών οξέων και της 

σύνθεσης NADPH. Ο διαχωρισµός φορτίου στα φωτοσυστήµατα (PS II και PS I) καθώς και 

η ροή ηλεκτρονίων µέσω του Cytb6f οδηγεί στο σχηµατισµό ενός ηλεκτροχηµικού 

δυναµικού (pmf) το οποίο τροφοδοτεί τη σύνθεση ΑΤΡ µέσω της ATPάσης. Η αναγωγή CO2 

(διαδικασία που µπορεί να γίνει στο σκοτάδι) στηρίζεται ενεργειακά από το ATP και το 

NADPH.   
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Όπως προαναφέρθηκε, τα PS II και PS I περιέχουν πολλές χρωστικές που συλλέγουν 

φως και µεταφέρουν ενέργεια σε πρωτοταγείς δότες ηλεκτρονίων, οι οποίοι µπορούν να 

ανάγουν ένα δέκτη ηλεκτρονίων και να δέχονται ηλεκτρόνια από ειδικούς δότες. Ως εκ 

τούτου τα δύο φωτοσυστήµατα λειτουργούν σαν φωτοηλεκτρικές µηχανές Einstein, οι 

οποίες εξελίχθηκαν να λειτουργούν µε υψηλές αποδόσεις απαράµιλλες για τα περισσότερα 

βιολογικά ή χηµικά συστήµατα (Nelson and Ben-Shem, 2004). Το PS I λειτουργεί µε µια 

κβαντική απόδοση σχεδόν τέλεια (κοντά στο 1), ενώ το PS II έχει χαµηλότερη απόδοση 

(περίπου 0.85).  

 

1.3 Φωτοσύστηµα ΙΙ (PS II) 

  

Το κέντρο αντίδρασης του PSII αποτελείται από δύο παρόµοιες πρωτεΐνες περίπου 

32kD (D1) και 34kD (Nanba and Satoh, 1987), κάθε µία από τις οποίες έχει 5 

διαµεµβρανικές έλικες, και οι δύο µαζί συγκρατούν το σύµπλεγµα του µαγγανίου και όλους 

τους παράγοντες µεταφοράς ηλεκτρονίων (Barber, 2002). Αξιοσηµείωτο είναι ότι η D1 

συντίθεται τόσο έντονα που ενώ αποτελεί µόλις το 0.1% της συνολικής πρωτεΐνης του 

χλωροπλάστη αντιστοιχεί στο 50% της συντιθέµενης πρωτεΐνης. Σηµαντικές πληροφορίες 

για τη δοµή του ενεργού κέντρου στο PSII έφερε στο φως η δοµή του ενεργού κέντρου  των 

µωβ µη-θειούχων βακτηρίων η οποία έχει προσδιοριστεί µε κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ 

(Deisenhofer et al., 1985; Tsiotis et al., 1996).  Εκατέρωθεν των κέντρων αντίδρασης 

βρίσκονται οι εσωτερικές φωτοσυλλεκτικές κεραίες (πρωτεΐνες CP43 και CP47), µε 6 

διαµεβρανικές έλικες η καθεµιά, 14 χλωροφύλλες a (CP43) και 16 χλωροφύλλες a (CP47) 

(Ferreira et al., 2004). Η CP43 είναι πιο χαλαρά συνδεδεµένη στο φωτοχηµικό κέντρο 

αντίδρασης από ότι η CP47 (Ghanotakis and Yocum, 1990; Ghanotakis et al., 1989). Οι 

περισσότερες χλωροφύλλες του PS II είναι συνδεδεµένες στην εξωτερική, περιφερειακή 

φωτοσυλλεκτική κεραία (LHC II). Αυτή δοµείται από τριµερή των πρωτεϊνών της κεραίας 

(προϊόντα των Lhcb1, Lhcb2, Lhcb3) και σε αυτά επιτρέπονται διαφορετικοί συνδυασµοι 

των τριών µονοµερών. Η δοµή των µονοµερών είναι παρόµοια, µε τρεις διαµεµβρανικές 

έλικες, 12 έως 14 χλωροφύλλες (chl a και b) και µέχρι 4 καροτενοειδή (Kuehlbrandt et al., 

1994; Liu et al., 2004). Ο αριθµός των τριµερών που συνδέονται στο PSII εξαρτάται από τις 

συνθήκες φωτισµού. Η µεταφορά ενέργειας από το LHC II στα CP43/CP47 και στις D1/D2 

γίνεται µέσω των πεπτιδίων CP29, CP26 και CP24 που µοιάζουν δοµικά µε τα µονοµερή 

LHC II και κωδικοποιούνται από τα Lhcb4, Lhcb5, Lhcb6 αντίστοιχα.  Η οργάνωση των 
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πρωτεϊνών των γονιδίων Lhcb στο PSII έχουν µελετηθεί εντατικά και µε ηλεκτρονική 

µικροσκοπία και είναι διαθέσιµα αρκετά µοντέλα χαµηλής ανάλυσης (εικόνα 7).  

 
Εικόνα 7. A. Θέσεις των υποµονάδων στο C2S2 υπερσύµπλοκο (2 κέντρα αντίδρασης C και 2 

ισχυρά προσδεδεµένα τριµερή LHC II (S). Οι θέσεις των υποµονάδων 17, 23, και 33 kD είναι 

χρωµατισµένες µε πορτοκαλί, οι D1/D2 µε κόκκινο, οι CP43 και CP47 µε πράσινο,  και αταυτοποίητες 

υποµονάδες µε κυανό και κίτρινο. Β. Το C2S2 υπερσύµπλοκο µετά από πλύση µε Tris. Υπάρχει µια 

µετατόπιση των CP29 µονοµερών και µια µετατόπιση των τριµερών LHCII. Η κλίµακα είναι 10nm (από 

Boekema et al., 1999). 

 

Το PSII καταλύει τη οξείδωση του νερού και παρέχει σχεδόν ολόκληρο το οξυγόνο 

που είναι διαθέσιµο στη Γη. Αν και κάποιες αντιδράσεις ανόργανων ενώσεων κάνουν κάτι 

παρόµοιο, είναι τόσο βίαιες που θα ήταν δύσκολο στα βιολογικά συστήµατα να τις αντέξουν 

(Nelson and Ben-Shem, 2004). Για αυτό το λόγο η εξέλιξη του PS II ήταν απαραίτητη για 

την εµφάνιση και συντήρηση των αερόβιων οργανισµών. Ο µηχανισµός της έκλυσης 

οξυγόνου περιλαµβάνει την οξείδωση δυο µορίων νερού προκειµένου να σχηµατιστεί ένα 

µόριο οξυγόνου και την απορρόφηση 4 φωτονίων από το PSII. ∆ύο χλωροφύλλες σε ασθενή 

σύζευξη, γνωστές σαν P680 λειτουργούν σαν πρωτοταγής δότης ηλεκτρονίων (680nm είναι 

η κορυφή στην χαµηλότερη ζώνη απορρόφησης των P680). Μετά την απορρόφηση του 

πρώτου φωτονίου ένα ηλεκτρόνιο µεταφέρεται από το P680 σε ένα µόριο φαιοφυτίνης και 

τελικά µέσω µιας ακινητοποιηµένης κινόνης (QA) σε µία ελεύθερη κινόνη (QB). Η 

οξειδωµένη Ρ680+ (το µόριο µε το υψηλότερο οξειδοαναγωγικό δυναµικό (>1V) σε 

βιολογικά συστήµατα), οξειδώνει µία γειτονική τυροσίνη (Yz), η οποία αφαιρεί ένα 
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ηλεκτρόνιο (και πιθανόν ένα πρωτόνιο) από ένα σύµπλεγµα 4 ιόντων µαγγανίου. Το 

σύµπλεγµα αυτό µπορεί να συγκρατεί δύο µόρια νερού που πρόκειται να οξειδωθούν και 

έχει ιόντα ασβεστίου, χλωρίου και ανθρακικού για απαραίτητους συµπαράγοντες. 

Μετά από έναν ακόµη φωτοχηµικό κύκλο, η QB είναι διπλά ανηγµένη (QB
2-) και 

µπορεί να πάρει έως δυο πρωτόνια από το στρώµα και να σχηµατιστεί QBH2, ενώ 

ταυτόχρονα ελευθερώνει τη θέση την οποία καταλαµβάνει µια οξειδωµένη κινόνη από την 

οµώνυµη µεµβρανική δεξαµενή (PQ pool). Η δεξαµενή αυτή αποτελείται από οξειδωµένες 

(PQ) και ανηγµένες (PQH2) πλαστοκινόνες (ο όρος πλαστοκινόνη προτιµάται από τον όρο 

κινόνη όταν είναι η κυριάρχη µορφή). Μετά από δύο ακόµη φωτοχηµικούς κύκλους, στο 

σύµπλεγµα µαγγανίου παρέχονται συνολικά 4 οξειδωτικά γραµµοισοδύναµα που επιτρέπουν 

την οξείδωση 2 µορίων νερού και την παραγωγή οξυγόνου (Hoganson et al., 1997). Το 

σύµπλεγµα µαγγανίου επανέρχεται στην ανηγµένη του κατάσταση (S0) αφού πέρασε από 

διαδοχικές καταστάσεις (Kok-Joliot πέντε S-States) S0, S1, S2, S3, S4.  Αξιοσηµείωτο είναι 

ότι ένα µεγάλο µέρος της πληροφορίας σχετικά µε τις ιδιότητες του συµπλόκου έκλυσης 

οξυγόνου προέρχεται από µελέτες µε διάφορες αµίνες που παρεµπόδιζαν την ενεργότητα του 

(Ghanotakis and Yocum, 1990). Θεωρείται µάλιστα πιθανό ο µηχανισµός δράσης τους να 

περιλαµβάνει σύνδεση της αµίνης µε το µαγγάνιο του συµπλόκου έκλυσης οξυγόνου κοντά 

στη θέση πρόσδεσης Cl-. 

 

1.4 Κυτόχρωµα b6f (Cytb6f) 

 
Η αποµόνωση του χλωροπλαστικού Cytb6f έδειξε την οµοιότητά του µε το 

µιτοχονδριακό κυτόχρωµα Cytbc1 (Hurt and Hauska, 1981). Η κλωνοποίηση των 

κυτοχρωµάτων Cytbc1 από θηλαστικά, πτηνά, ζυµοµύκητες και βακτήρια έδειξε ότι όλα 

εξελίχθηκαν από ένα κοινό πρόγονο, στον οποίο το Cytb και η σιδηροπρωτεΐνη Rieske είχαν 

κεντρική σηµασία. Επιπλέον, ένα κυτόχρωµα τύπου c υπάρχει στα περισσότερα από αυτά τα 

bc1 σύµπλοκα ή βρίσκεται κοντά τους σαν ξεχωριστή οµάδα (Baymann et al., 2001). Όλα 

αυτά τα bc1 σύµπλοκα ορίζονται σαν οξειδοαναγωγάσες πλαστοκινόνης-πλαστοκυανίνης (ή 

κυτοχρώµατα c) και δηµιουργούν πρωτονιοκινητική δύναµη (pmf) µέσω ενός µηχανισµού 

γνωστού ως κύκλου Q (Q-cycle) (Trumpower B.L., 1990). Στο χλωροπλαστικό κυτόχρωµα 

Cytb6f η διπλή οξείδωση µιας ανηγµένης κινόνης που βρίσκεται στην Qo θέση (περιοχή 

κοντά στο µικροχώρο των θυλακοειδών), οδηγεί στην απελευθέρωση δύο πρωτονίων στο 

µικροχώρο. Ένα ηλεκτρόνιο µεταφέρεται στην πλαστοκυανίνη µέσω µιας αλυσίδας υψηλού 

δυναµικού (περιλαµβάνει την πρωτεΐνη Rieske και το κυτόχρωµα f), ενώ το δεύτερο 
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ηλεκτρόνιο µεταφέρεται κατά µήκος της µεµβράνης µέσω δύο οµάδων αίµης (bL και bH) 

του κυτοχρώµατος b6 και ανάγει µία κινόνη που βρίσκεται στη θέση Qi (στρώµα). Μετά τη 

δεύτερη αναγωγή της τελευταίας, δύο πρωτόνια δεσµεύονται από το στρώµα και η PQH2 

απελευθερώνεται στη διλιπιδική στιβαδα και ενσωµατώνεται στη δεξαµενή πλαστοκινόνης. 

Τελικά, η λειτουργία του Q κύκλου οδηγεί στην απελευθέρωση πρωτονίων στο µικροχώρο 

και άρα στην ενίσχυση της πρωτονιοκινητικής δύναµης κατά µήκος της µεµβράνης 

(Mitchell, 1976; Berry et al., 2000). Κάθε µονοµερές από το διµερές Cytb6f περιέχει 4 

µεγάλες υποµονάδες (18-32 kD), το κυτόχρωµα f, το κυτόχρωµα b, της πρωτεΐνη Rieske 

σιδήρου-θείου και την υποµονάδα IV, αλλά και 4 µικρές υδρόφοβες υποµονάδες (PetG, 

PetL, PetM και PetN). Αυτό οδηγεί σε ένα διµερές µεγέθους 217kD (Kurisu et al., 2003; 

Stroebel et al., 2003). 

 
1.5 Φωτοσύστηµα Ι (PS I) 

 

Το PS I αποτελείται από δύο µέρη, το κέντρο αντίδρασης (RC) και τη 

φωτοσυλλεκτική κεραία (LHC I) (Ben-Shem et al., 2003). Το κέντρο αντίδρασης 

περιλαµβάνει 12-14 υποµονάδες που ονοµάζονται PsaA-PsaL, PsaN και PsaO. Στο 

εσωτερικό του PSI βρίσκεται ένα ετεροδιµερές των PsaA-PsaB. Εκεί προσδένεται το ειδικό 

ζευγάρι χλωροφυλλών Ρ700, όπου συµβαίνει ο πρωτοταγής διαχωρισµος φορτίων και οι 

πρωτοταγείς δέκτες ηλεκτρονίων Α0 (chl a), A1 (φυλλοκινόνη) και Fx (σύµπλεγµα σιδήρου-

θείου). Επιπρόσθετα στο ετεροδιµερές περιέχει περίπου 80 χλωροφύλλες που λειτουργούν 

σαν φωτοσυλλεκτική κεραία (Nelson and Ben-Shem, 2002; Jordan et al., 2001). Οι τελικοί 

αποδέκτες ηλεκτρονίων –πρόκειται για δύο ακόµη συµπλέγµατα Fe4-S4, τα FA και FB- 

εντοπίζονται στο PsaC. Οι υπόλοιπες υποµονάδες συµµετέχουν στην πρόσδεση της 

φερρεδοξίνης (PsaC, PsaE, PsaD) και της πλαστοκυανίνης (PsaF), του LHC I (PsaK, PsaG, 

PsaJ και PsaF), του LHC II (PsaI, PsaH, PsaL) και γενικότερα στη διατήρηση της 

πολύπλοκης αυτής δοµής καθώς και σε άγνωστες ακόµη λειτουργίες (Scheller et al., 2001).  

 
1.6 Η συνθάση ΑΤΡ (ATPase) 

 

Η συνθάση του ΑΤΡ (F-ATPase) είναι πανταχού παρούσα στις µεµβράνες που 

µεταφέρονται ποσά ενέργειας, όπως οι θυλακοειδείς µεµβράνες του χλωροπλάστη, οι 

εσωτερικές µεµβράνες των µιτοχονδρίων και η πλασµατική µεµβράνη των βακτηρίων. Στα 

κυανοβακτήρια, τα φύκη και τα φυτά αυτό το ένζυµο καταλύει τη σύνθεση ΑΤΡ 

αξιοποιώντας µια βαθµίδωση πρωτονίων (pmf) που δηµιουργήθηκε από την αλυσίδα 
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µεταφοράς ηλεκτρονίων του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (McCarty et al., 2000). Τα βασικά 

δοµικά χαρακτηριστικά του ενζύµου είναι συντηρηµένα και τόσο η δοµή, όσο η λειτουργία 

του µοιάζουν µε τα αντίστοιχα ένζυµα των µιτοχονδρίων και των βακτηρίων (Nelson et al., 

2002). 

Το ένζυµο είναι ένα σύµπλοκο µε πολλές υποµονάδες που σχηµατίζουν ένα 

διαµεµβρανικό κοµµάτι (CF0) και ένα δεύτερο εκτεθιµένο στο στρώµα (CF1) και 

λειτουργούν σαν µία µοριακή µηχανή που τροφοδοτείται από την πρωτονιοκινητική δύναµη. 

Η µετακίνηση πρωτονίων µέσω του CF0 είναι συζευγµένη µε τη σύνθεση/υδρόλυση του ΑΤΡ 

σε περιοχές των β-υποµονάδων του CF1. Στους χλωροπλάστες ο CF0 αποτελείται από 

τέσσερις υποµονάδες Ι, ΙΙ, ΙΙΙ και ΙV µε πιθανή στοιχειοµετρία 1:1:14:1. Οι 14 υποµονάδες 

ΙΙΙ δηµιουργούν ένα δακτύλιο που ισοδυναµεί µε το c δακτύλιο άλλων F-ATPases (McCarty 

et al., 2000). Ολόκληρο το CF0-CF1 σύµπλοκο φάνηκε ότι λειτουργεί σαν 

πρωτονιοτροφοδοτούµενος περιστρεφόµενος κινητήρας στο οποίον ο ρότορας αποτελείται 

από τις υποµονάδες III (c), γ και ε ενώ το µη περιστρεφόµενο µέρος αποτελείται από τις 

υποµονάδες Ι, ΙΙ, ΙV, δ, α και β (Boyer, 1997; Stock et al., 1999). 

Μια πλήρης περιστροφή του ρότορα επιτρέπει τη σύνθεση 3 ΑΤΡ. Επειδή ο αριθµός 

των υποµονάδων c/III δεν διαιρείται ακριβώς µε το 3 φαίνεται πως ο αριθµός των πρωτονίων 

που µεταφέρονται µέσω της µεµβράνης ανά συντιθέµενο ΑΤΡ δεν είναι ακέραιος και 

εξαρτάται από το είδος του υπό µελέτη οργανισµού. Στην περίπτωση των φυτών η 

ανακάλυψη 14 υποµονάδων c/III ισως αποτελεί τη λύση στη µακροχρόνια διαµάχη σχετικά 

µε τη σηµασία της κυκλικής φωσφορυλίωσης και το αν τροφοδοτεί τον κύκλο Calvin-

Benson µε επιπλέον ΑΤΡ (Joliot and Joliot, 2002). Η δέσµευση διοξειδίου CO2 από τον 

κύκλο του Calvin απαιτεί µια αναλογία ΑΤΡ:NADPH ίση µε 3:2. Μέχρι πρότινος 

υπολογιζόταν πως 4 ηλεκτρόνια που εξάγονται από το νερό προκαλούν τη σύνθεση 2 µορίων 

NADPH και την άντληση 12 πρωτονίων κατά µήκος της µεµβράνης, τα οποία µέσω ενός 

πλήρη κύκλου της ΑΤΡάσης θα επέτρεπαν τη σύνθεση 3 ΑΤΡ. Αυτός ο υπολογισµός πλέον 

δεν ισχύει εφόσον υπάρχουν 14 και όχι 12 υποµονάδες ΙΙΙ (Seelert et al., 2000). Πιθανόν η 

κυκλική φωσφορυλίωση που στηρίζεται στην κυκλική ροή ηλεκτρονίων γύρω από το PS I να 

παρέχει τα 2 επιπλέον πρωτόνια που απαιτούνται (Joliot and Joliot, 2002). Επίσης το ∆pH 

λόγω της κυκλικής φωσφορυλίωσης σε περιπτώσεις υψηλής έντασης φωτισµού ίσως παίζει 

προστατευτικό ρόλο για τα κέντρα αντίδρασης. 
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1.7 Μηχανισµοί αυτορρύθµισης της φωτοσύνθεσης 

 

Για κάθε τιµή των αβιοτικών παραγόντων του περιβάλλοντός τους, οι 

φωτοσυνθετικοί οργανισµοί επιχειρούν να διατηρήσουν µια ισορροπία ανάµεσα στην 

παροχή ενέργειας µέσω της φωτοσυνθετικής ροής ηλεκτρονίων και την κατανάλωση 

ενέργειας για τις ανάγκες της δέσµευσης διοξειδίου του άνθρακα (Maxwell et al., 1994). 

Αυτή η ισορροπία είναι τόσο δύσκολο να περιγραφεί που απαιτούνται ειδικές µαθηµατικές 

µοντελοποιήσεις για να προσεγγιστεί όπως πρόσφατες µελέτες των Papadakis et al. (2005). 

Η ισορροπία είναι απαραίτητη για να προστατευθεί ο οργανισµός από τη ζηµιογόνα 

αποτελέσµατα της περίσσειας φωτονιακής ενέργειας αλλά και να διατηρηθούν σε ανεκτά για 

τη ζωή επίπεδα το ΑΤΡ και το NADPH. Οι µηχανισµοί µπορούν να χωριστούν σε δύο 

µεγάλες κατηγορίες µε βάση το είδος εξάρτησης τους από γενετικό υλικό. Υπάρχουν 

µηχανισµοί που εµπλέκουν αλλαγή της γονιδιακής έκφρασης και άλλοι που δεν σχετίζονται 

µε κάποια αλλαγή της γενετικής έκφρασης για να λειτουργήσουν. Οι τελευταίοι αποτελούν 

την καθεαυτό αυτορρύθµιση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, αφού βρόγχοι προστασίας 

ενεργοποιούνται και µέσω µιας αλυσίδας µοριακών γεγονότων επιτρέπουν βραχυπρόθεσµη 

προσαρµογή. ∆ύο από αυτές που θα αναπτυχθούν στη συνέχεια είναι η µεταφορά τµήµατος 

της φωτοσυλλεκτικής κεραίας από το PSII στο PSI και αντίστροφα (µηχανισµός state 

transitions) και η ενεργοποίηση του µηχανισµού απόσβεσης της περίσσειας ενέργειας που 

περιγράφεται σαν συντελεστής qE. Αξιοσηµείωτο είναι πως οι φωτοσυνθετικές αυτές 

αποκρίσεις θεωρούνται οι πιο πολύπλοκες της φωτοσύνθεσης (Maclntyre et al., 2000). 

 

Μηχανισµός µετακίνησης της κεραίας ‘State transitions’ 

 
Οι φωτοσυνθετικοί οργανισµοί έπρεπε να αναπτύξουν µηχανισµούς προσαρµογής 

στις µεταβαλλόµενες συνθήκες φωτισµού. Ένας σηµαντικός µηχανισµός που ενεργοποιείται 

λόγω µεταβολών στις συνθήκες φωτισµού είναι η ανακατανοµή ενέργειας µεταξύ των PS II 

και PS I (µηχανισµός state transition). Όταν το PS II διεγείρεται υπερβολικά τότε ένα µέρος 

της φωτοσυλλεκτικής κεραίας (LHC II) αποµακρύνεται από το PS II και συνδέεται µε το PS 

I (Allen and Forsberg, 2001). Η µεταφορά αυτή µειώνει τη διέγερση που δέχεται το PSII 

(προστατεύει το PSII) και επιτρέπει εντατικότερη λειτουργία του PSI. Η απόκριση σχετίζεται 

µε την ενεργοποίηση µιας κινάσης που φωσφορυλιώνει το LHC II, αν και υπάρχει 

ασυµφωνία ανάµεσα στα in vitro και τα in vivo ποσοστά φωσφορυλίωσης, γεγονός που 

πιθανόν οφείλεται στη συµµετοχή και άλλων παραγόντων ακόµη άγνωστων (Haldrup et al., 
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2001). Σε PS I χωρίς την PsaH υποµονάδα δεν λειτουργεί ο παραπάνω µηχανισµός, ενώ από 

πειράµατα µε τεχνητές συνδέσεις (crosslinking studies), δείχνουν ότι το LHC II προσδένεται 

στις υποµονάδες Ι, L και Η.  

 
Εικόνα 8. Μηχανισµός βραχυπρόθεσµης ρύθµισης της φωτοσύνθεσης. Βρόγχος προστασίας 

state transition (τροποποιηµένο από Nixon and Mullineaux, 2000).  

 

Μηχανισµοί επαγώµενοι από τη φόρτιση της µεµβράνης των θυλακοειδών  

 
Σε συνθήκες υψηλού φωτισµού η µεµβράνη των θυλακοειδών φορτίζεται (ύπαρξη 

διαφορών στις συγκεντρώσεις H+ µεταξύ στρώµατος και µικροχώρου, δηλαδή ύπαρξη 

∆pH/∆ψ) κυρίως λόγω της γραµµικής ροής ηλεκτρονίων και αυτό πυροδοτεί εντός 

δευτερολέπτων την διαδικασία διάχυσης της ενέργειας. Η τελευταία σχετίζεται µε τη 

µετατροπή πιθανόν της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PS II σε µία µορφή µε αυξηµένη 

ικανότητα διάχυσης της απορροφώµενης ενέργειας σαν θερµότητα µέσω µιας διαδικασίας 

που ονοµάζεται NPQ (non-photochemical quenching), µη φωτοχηµική απόσβεση της 

ενέργειας και ποσοτικοποιείται συνήθως µε το συντελεστή qE. Περίσσεια πίεσης διεγέρσεων 

στο PSII, σε σχέση µε αυτή που το φωτοσύστηµα µπορεί να αξιοποιήσει, έχει σαν 

αποτέλεσµα την υπεροξίνιση αρχικά του µικροχώρου και στη συνέχεια την πρωτονίωση 

εκτεθιµένων καρβοξυλοµάδων καταλείπων  και την αλλαγή στη στερεοδιαµόρφωση. Αυτά 

τα µοριακά γεγονότα προτείνεται ότι πυροδοτούν την µη φωτοχηµική διάχυση της ενέργειας 
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(NPQ). Το πώς συµβαίνει επακριβώς η διάχυση δεν είναι γνωστό. Παρά το ότι η αιτία είναι 

γνωστή (υπεροξίνιση µικροχώρου από υψηλή ένταση φωτισµού) και το τελικό αποτέλεσµα 

είναι γνωστό  (διάχυση στο LHC), τα ενδιάµεσα στάδια είναι µόνο µερικώς γνωστά 

(Papageorgiou, 2004). 

 

 
Εικόνα 9. Μηχανισµός βραχυπρόθεσµης ρύθµισης της φωτοσύνθεσης. Βρόγχος προστασίας 

qE (τροποποιηµένο από Nixon and Mullineaux, 2000).  
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2. Πολυαµίνες 

 

Ο όρος «πολυαµίνες» περιλαµβάνει έναν µεγάλο αριθµό οργανικών µορίων µε 

περισσότερες της µιας αµινοµάδες. Απ’ αυτά τα µόρια, κάποια συναντώνται συχνότερα ή 

βρίσκονται σε µεγαλύτερες ποσότητες στα κύτταρα απ’ ότι κάποια άλλα. Από τις 

συνηθέστερα αναφερόµενες είναι οι τρεις κύριες πολυαµίνες, πουτρεσίνη (Put), σπερµιδίνη 

(Spd) και σπερµίνη (Spm) (εικόνα 10): 

 

 

Put = 1,4-butanediamine  [Put] 

Spd=N1-(3-aminopropyl)-1,4-

butanediamine  [Spd] 

Spm=N1,N4-bis(3-aminopropyl)-1,4-

butane-diamine  [Spm] 

 
                   Εικόνα 10. Οι κυριότερες πολυαµίνες: Put (Put), Spd (Spd) και Spm (Spm). Αποτελούν 

φυσιολογικά συστατικά των φυτών, των ζώων και των µικροβίων. 

 

Οι πολυαµίνες (Put, Spd, και Spm) είναι µικρές αλειφατικές αµίνες µε απλή δοµή, 

αλλά ακόµη και σήµερα, µε διαθέσιµες άνω των 67.000 σχετικών εργασιών (λήµµα 

polyamines στη βάση δεδοµένων PubMed), ο ρόλος τους παραµένει άγνωστος. Εµπλέκονται 

σε τόσες πολλές διαδικασίες των οργανισµών που τελικά καθίσταται δύσκολο να αναφερθεί 

κάποιος σε έναν κύριο ρόλο των πολυαµινών. Παρ’ολ’αυτά η διαλεύκανση του µοριακού 

µηχανισµού µε τον οποίο δρούν πιστεύεται ότι θα εξηγήσει την σηµασία τους. Παρά το ότι 

οι πολυαµίνες µελετώνται εντατικά εδώ και 4-5 δεκαετίες µόνο κάποια από τα κοµµάτια του 

αινίγµατος των πολυαµινών είναι γνωστά. Οι πολυαµίνες προσδένονται σε νουκλεϊκά οξέα 

(DNA, RNA), αποσβένουν ενεργές µορφές οξυγόνου (ROS), επιδρούν στην κυτταρική 

διαίρεση (proliferation), συνδέονται µε την απόπτωση (apoptosis) και τον προγραµµατισµένο 

κυτταρικό θάνατο (PCD).  

Οι τρεις κύριες πολυαµίνες (Spm, Spd και Put) διαφέρουν τόσο στον αριθµό των 

θετικών φορτίων που εµφανίζουν σε φυσιολογικές ενδοκυτταρικές τιµές pH (τέσσερα στη 

Spm, τρία στη Spd και δύο στην Put), όσο και στο µήκος του µορίου (1.46 nm, 1.112 nm και 

0.65 nm αντίστοιχα).  
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Ειδικότερα στα φυτά, ο ρόλος των πολυαµινών, καθ’ όσον έχει µελετηθεί µέχρι 

σήµερα, εκτείνεται σε ένα επίσης µεγάλο εύρος διαδικασιών, µεταξύ των οποίων 

αναφέρονται η κυτταρική διαίρεση (Martin-Tanguy, 1997), η µορφογένεση (Masgrau et al., 

1997), ο γηρασµός (Rastogi  1991; Borell et al., 1997) η κυτταρική διαίρεση και απόπτωση 

(Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 2005; Jaenne et al., 2004) και σε πολλές περιπτώσεις 

βιοτικών και αβιοτικών καταπονήσεων (Jokela et al., 1997; Kurepa et al., 1998; Perez-

Amador et al., 2002; Bouchereau et al., 1999).  

Σε κυτταρικό επίπεδο, οι λειτουργίες αυτές µεταφράζονται σε σταθεροποίηση 

µεµβρανών, παρεµποδισµό της απώλειας χλωροφύλλης σε γηρασµένα κύτταρα, ανίχνευση 

και καταστροφή των ελεύθερων ριζών (π.χ. υπεροξειδικές ρίζες) (Bors  et al., 1989), αύξηση 

της σύνθεσης πρωτεϊνών, RNA και DNA (Kuehn et al., 1979), καθώς και αύξηση της 

µιτωτικής δραστηριότητας (Tiburcio et al., 1993; Walden et al., 1997). Επίσης, 

παρεµποδίζουν την αύξηση της ενεργότητας, καθώς και την de novo σύνθεση υδρολυτικών 

ενζύµων, όπως οι RNάσες και οι πρωτεάσες, και ελέγχουν τη βιοσύνθεση του αιθυλενίου 

στο επίπεδο της ACC συνθάσης (Tiburcio et al., 1997). 

Οι πολυαµίνες βοηθούν τον πολυµερισµό συστατικών του κυτταροσκελετού, 

επηρεάζουν τη διαµόρφωση και σταθερότητα του DNA και ενεργοποιούν το ριβόσωµα κατά 

την πρωτεϊνοσύνθεση (Flink and Pettijohn, 1975; Igarashi and Kashiwagi, 2000). Σε 

ανώτερα φυτά, εξωκυτταρικές πολυαµίνες µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε αρνητικά 

φορτισµένα συστατικά του κυτταρικού τοιχώµατος (Mariani et al., 1989).  

Συνοψίζοντας, οι πολυαµίνες εµπλέκονται σε πολλές κυτταρικές διαδικασίες όπως 

αποκρίσεις στην καταπόνηση, έλεγχος της κυτταρικής διαίρεσης, σχηµατισµός ρίζας, 

άνθιση, αναστολή γηρασµού (Evans and Malmberg, 1989; Galston and Sawhney, 1990, 

Kumar et al., 1997;  Walden et al., 1997; Bouchereau et al., 1999). Μελέτες των 

φυσιολογικών δράσεων των πολυαµινών εστιάζουν κυρίως στο πως µεταβάλλονται τα 

επίπεδά τους ποιοτικά και ποσοτικά αφήνοντας αναπάντητο το γιατί συµβαίνουν οι αλλαγές.  

 

2.1 Μεταβολισµός πολυαµινών 

 
Παρά το γεγονός ότι η βιοσύνθεση των πολυαµινών στους περισσότερους 

οργανισµούς γίνεται µέσω της αποκαρβοξυλίωσης της ορνιθίνης προκειµένου να 

σχηµατιστεί Put (συµµετοχή ενζύµου ODC: αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης, EC 4.1.1.17)), 

στα φυτά και σε κάποιους µικροοργανισµούς η Put συντίθεται από αργινίνη (µέσω ADC: 

αποκαρβοξυλάση της αργινίνης, EC 4.1.1.19) (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 1999) 
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και ουριοϋδρολάση της αγµατίνης ή ιµινοϋδρολάση της αγµατίνης (εικόνα 11). Η ύπαρξη 

δύο µονοπατιών για την σύνθεση της Put δεν είναι πλήρως κατανοητή σε λειτουργική βάση. 

Μάλιστα στο γονιδίωµα του Arabidopsis δεν φαίνεται να υπάρχει αλληλουχία για την ODC 

(Hanfrey et al., 2001). Η Put (διαµίνη) µετατρέπεται σε Spd (τριαµίνη), και σε Spm 

(τετραµίνη) µε την προσθήκη κάθε φορά µιας οµάδας αµινοπροπυλίου από την 

αποκαρβοξυλιωµένη S-αδενοσυλο-µεθειονίνη (SAM). Αυτά τα βήµατα πραγµατοποιούνται 

µε τη δράση δύο στενά σχετιζόµενων αλλά εξειδικευµένων ενζύµων, της συνθάσης Spd και 

συνθάσης Spm αντίστοιχα. Η αποκαρβοξυλιωµένη SAM προέρχεται από τη SAM µέσω της 

δράσης της οµώνυµης αποκαρβοξυλάσης (SAMDC; EC 4.1.1.50) και θεωρείται το βήµα που 

καθορίζει το ρυθµό σύνθεσης των πολυαµινών. Παράλληλα επειδή η SAM είναι ο 

πρόδροµος του αµινοκυκλοπροπανιοκαρβοξυλικού οξέως, σηµαντικού ενδιάµεσου της 

φυτικής ορµόνης γηρασµού αιθυλενίο, η ισορροπία ανάµεσα στα δύο ανταγωνιστικά 

συστατικά (αιθυλένιο-πολυαµίνες) προτάθηκε σαν κρίσιµος παράγοντας για την ανάπτυξη 

του φυτικού οργανισµού (Evans and Malmberg, 1989). Οι πολυαµίνες συντίθενται και 

οξειδώνονται (διασπώνται) και στους χλωροπλάστες (Torrigiani et al., 1995; Andreadakis 

and Kotzabasis, 1995; Bernet et al., 1999). Οι πολυαµίνες συνδέονται και µε ποικιλία µορίων 

µέσω αµιδικού δεσµού. Συζευγµένες µορφές πολυαµινών µε υδροξυκιναµικό οξύ 

συσσωρεύονται σε νεαρά φύλλα µετά την άνθηση σε διάφορα φυτά (Hamasaki and Galston, 

1990). Από την άλλη µεριά ρύθµιση των ενδογενών επιπέδων πολυαµινών περιλαµβάνει τη 

διάσπαση Put από οξειδάσες χαλκού των διαµινών και τη διάσπαση Spd και Spm από FAD 

εξαρτώµενες οξειδάσες των πολυαµινών. Αυτά τα ένζυµα εντοπίζονται κυρίως στον 

αποπλάστη και πιθανόν να δρουν κατά τη λιγνιτοποίηση του κυτταρικού τοιχώµατος και στη 

κυτταρική άµυνα (Sebela et al., 2001). 

Παρόµοιοι µηχανισµοί φαίνεται να δρουν και σε άλλους τύπους φωτοσυνθετικών 

οργανισµών, αφού αντίστοιχες µελέτες έδειξαν ότι στο καλαµπόκι, το επίπεδο των 

πολυαµινών είναι αυξηµένο στους ωχροπλάστες και µειώνεται σταδιακά κατά την πορεία 

φωτοανάπτυξής τους σε χλωροπλάστες. Ταυτόχρονα, µειώνεται η ενεργότητα των κύριων 

βιοσυνθετικών ενζύµων των πολυαµινών, της ADC και της ODC, ενώ αυξάνεται η 

ενεργότητα του κύριου ενζύµου για τον καταβολισµό, της χαλκούχου οξειδάσης των 

διαµινών (DAO; EC 1.4.3.6) (Andreadakis and Kotzabasis, 1996). Αυτή η αποδόµηση των 

πλαστιδιακών πολυαµινών, ίσως θα µπορούσε να εξηγηθεί µε την υπόθεση ότι οι 

πολυαµίνες, κατά τη διάρκεια της φωτοµετατροπής του ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη, 

εξυπηρετούν ως πηγή αζώτου για τη βιοσύνθεση της χλωροφύλλης και πρωτεϊνών. Το 

συµπέρασµα αυτό ενισχύεται από το γεγονός, ότι οι πολυαµίνες, µε τη δράση συγκεκριµένων 
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τρανσαµινασών, µπορούν να δώσουν αµινοµάδες σε α-κετοοξέα, για τη σύνθεση των 

αµινοξέων (Tabor and Tabor, 1972), ενώ, ειδικά η Put, µε τη δράση µιας 

αµινοτρανσφεράσης, δίνει µια αµινοµάδα στο α-οξογλουταρικό οξύ, σχηµατίζοντας έτσι το 

γλουταµικό οξύ, το οποίο αποτελεί πρόδροµο της βιοσύνθεσης των χλωροφυλλών (Askar 

and Treptow, 1986). 

 
Εικόνα 11. Μονοπάτι βιοσύνθεσης και καταβολισµού των πολυαµινών. ADC 

(αποκαρβοξυλάση της αργινίνης), ODC (αποκαρβοξυλάση της ορνιθίνης), SamDC (αποκαρβοξυλάση 

της S-αδενοσυλ-µεθειονίνης, SpdS (συνθάση της Spd), SpmS (συνθάση της Spm), PAO (οξειδάση 

των πολυαµινών), SSAT (ακετυλάση Spd/Spm). (Τροποποιηµένο από Coffino,  2001). 

 

2.2 Πολυαµίνες και Φωτοσύνθεση 

 

Η γνώση που σχετίζεται µε τη σχέση των πολυαµινών και του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού είναι µάλλον αποσπασµατική. Η βιοσύνθεση των πολυαµινών φαίνεται ότι 

ελέγχεται από το φως (Kramer et al., 1992) και κατά τη διάρκεια της φωτοπροσαρµογής ο 

λόγος Spm/Put επιδρά στην οργάνωση και λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού ενώ ο φωτοϋποδοχέας για την προσαρµογή των πολυαµινών και την 

φωτοπροσαρµογή πιθανόν είναι κοινός (Kotzabasis et al., 1999).  Στο σκοτάδι το κριθάρι 

συσσωρεύει Put, χάνει χλωροφύλλη και γερνά γρήγορα (Legocka and Zajchert, 1999). 
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Χορήγηση πολυαµινών σε ωσµωτικά στρεσαρισµένη βρώµη µειώνει σηµαντικά τη 

αποδόµηση των πρωτεϊνών και γενικότερα σταθεροποιεί τις µεµβράνες των θυλακοειδών 

(Besford et al., 1993). Επίσης, η προσθήκη πολυαµινών εξωγενώς καθυστερεί τον γηρασµό 

σε αποκοµµένα φύλλα και πρωτοπλάστες (Galston and Kaur-Sawhney, 1990) καθώς επίσης 

και σε φυλλικά δισκία κριθαριού (Legocka and Zajchert, 1999).  

Αρχικά, µια πρώτη ιδέα για τον πιθανό ρόλο των πολυαµινών στον φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό, δόθηκε µετά από ανίχνευσή τους στους χλωροπλάστες διαφόρων 

φωτοσυνθετικών οργανισµών (Euglena gracilis (Bagni and Serafini-Fracassini, 1973), 

Helianthus tuberosus (Torrigiani et al., 1986), spinach (Kotzabasis et al., 1993), Zea mays 

(Andreadakis and Kotzabasis, 1995). Λεπτοµερέστερη έρευνα του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού στα θυλακοειδή του σπανακιού έδειξε, όχι µόνο την ύπαρξη και των τριών 

κύριων πολυαµινών (Put, Spd, Spm) σ’ αυτές τις µεµβράνες, αλλά επιπλέον, ότι οι 

πολυαµίνες βρίσκονται συνδεµένες σε υποσύµπολοκα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, 

όπως το LHC και το PS II. Στο σπανάκι βρέθηκε αποκλειστικά Spm στο εσωτερικό των 

κέντρων αντίδρασης, ενώ βρέθηκε κυρίως Spd στην πρωτεΐνη 33kD του συµπλόκου έκλυσης 

οξυγόνου (OEC) (Kotzabasis et al., 1993; Fotinou, 1993). Στο πλαίσιο αυτών των 

παρατηρήσεων προτάθηκε ότι οι πολυαµίνες ίσως παίζουν σηµαντικό ρόλο στη 

συναρµολόγηση των συµπλόκων του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (Doernemann et al., 

1996).  

Η υψηλή ένταση φωτισµού προκαλεί µακροπρόθεσµα µία αύξηση της ελεύθερης Put 

στη σόγια (Glycine max) (Kramer et al., 1992). Γενικότερα σε συνθήκες καταπόνησης 

παρατηρείται αύξηση της Put κυρίως µέσω του µονοπατιού της ADC (Galston, 2001) και θα 

αναπτυχθεί σε επόµενη ενότητα. Μάλιστα η ενεργότητα της ΑDC ελέγχεται από το 

φυτόχρωµα και η διαδικασία είναι εντονότερη σε κυανή παρά σε ερυθρή ακτινοβολία (Dai 

and Galston 1981; Borell et al., 1995). Η βιοσύνθεση των πολυαµινών ελέγχεται από την 

ένταση και την ποιότητα φωτισµού, ενώ στο χλωροπλάστη εκτός από τη βιοσύνθεση µπορεί 

να λάβει χώρα και η αποδόµηση των πολυαµινών (Torrigiani et al., 1986; Kotzabasis et al., 

1993; Del Duca et al., 1995; Andreadakis and Kotzabasis, 1995; Bernet et al., 1999).   

Τα επίπεδα πολυαµινών επιδρούν στη φωτοσυνθετική δραστηριότητα και σε άλλες 

µεταβολικές διαδικασίες του χλωροπλάστη (Beigbeder et al., 1995). Μάλιστα προτάθηκε 

πως οι πολυαµίνες εν είδει συµπαράγοντα σταθεροποίησης των µεµβρανών, εµπλέκονται σε 

αποκρίσεις στο φως και αποτρέπουν την αποδόµηση πρωτεϊνών των θυλακοειδών (Cohen et 

al., 1979; Popovic et al., 1979; Kotzabasis et al., 1993; Besford et al., 1993).  Η D1, η D2, το 

Cytf και η µεγάλη υποµονάδα της Rubisco φαίνεται ότι σταθεροποιούνται από τις 
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πολυαµίνες (Besford et al., 1993). Ο µηχανισµός δεν είναι πλήρως κατανοητός και οι 

συγγραφείς πρότειναν πως η πρόσδεση των πολυαµινών αποτρέπει την οξείδωση των 

λιπιδίων και την πρωτεόλυση. 

Πολλά από τα πειράµατα, που αφορούν βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

έγιναν µε το µονοκύτταρο χλωροφύκος Scenedesmus obliquus και το µεταλλαγµένο του 

στέλεχος, C-2A΄, το οποίο έχει όµοια συµπεριφορά µε τα αγγειόσπερµα φυτά και ως εκ 

τούτου παρέχει ένα µοναδικό σύστηµα επιµέρους µελέτης της φωτοεξαρτώµενης και της 

φωτοανεξάρτητης δράσης του ενζύµου POR. Έτσι, µείωση της Put (µε χρήση αναστολέα της 

σύνθεσης) στο µετάλλαγµα C-2A΄, παρεµπόδισε τη δράση και των δύο τύπων του ενζύµου 

POR (LPOR και DPOR) (Beigbeder et al., 1995).  

 

2.3 Γενετικές προσεγγίσεις του ρόλου των πολυαµινών 

 

Γενετικές µελέτες σε ζυµοµύκητες έδειξαν ότι το spe3 µετάλλαγµα, το οποίο δεν 

εµφανίζει ενεργότητα συνθάσης Spd, έχει απόλυτη εξάρτηση σε Spd ή Spm προκειµένου να 

αυξηθεί, ενώ το spe4 µετάλλαγµα, το αντίστοιχο για τη συνθάση Spm, δεν εµφανίζει 

πρόβληµα στην ανάπτυξη (Hamasaki-Katagiri et al., 1998). Στην Escherichia coli, 

µεταλλάγµατα µε αδυναµία σύνθεσης Spd συνεχίζουν να αναπτύσσονται σχεδόν µε 

ανεπηρέαστο ρυθµό χωρίς εξωγενώς προστιθέµενες πολυαµίνες (Xie et al., 1993), ενώ σε 

περιπτώσεις µείωσης της Put η ανάπτυξη µειώνεται έως 70% (Tabor and Tabor, 1999). Σε 

κυτταροκαλλιέργειες ινοβλαστών ποντικιού, απενεργοποίηση του γονιδίου της συνθάσης 

Spm προκαλεί έλλειψη Spm και συσσώρευση Spd δεν επιδρά σηµαντικά στην αύξηση των 

κυττάρων (Mackintosh and Pegg, 2005), ενώ η απενεργοποίηση της συνθάσης της Spm 

(SpmS) που εδράζεται στο Χ χρωµόσωµα σε ποντίκια έδειξε ότι η Spm είναι απαραίτητη για 

την επιβίωση, την ανάπτυξη και τη γονιµότητα (Wang et al., 2004). Σε ανώτερα φυτά 

απενεργοποίηση του γονιδίου acl5, υπεύθυνου για την συνθάση Spm στο Arabidopsis, 

προκάλεσε φαινότυπο νάνου (Hanzawa et al., 2000).  Οι γενετικές προσεγγίσεις µε την 

υπερέκφραση βιοσυνθετικών ενζύµων της Spd, οδήγησαν σε δηµιουργία υπερανθεκτικών σε 

παγετό, ψύχος, υψηλή αλατότητα, ωσµωτική καταπόνηση, ξηρασία και στο τοξικό paraquat 

φυτών αλλά δεν µπορούν να απαντήσουν στο κρίσιµο ερώτηµα το πως επιτυγχάνεται η 

ανθεκτικότητα (Kasukabe et al., 2004). Είναι αξιοσηµείωτο ότι η έρευνα των πολυαµινών 

πέρασε από την περιγραφική φάση στην συνθετική φάση παρά το ότι ο µοριακός µηχανισµός 

µε τον οποίο δρουν ακόµη είναι άγνωστος. 
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2.4 Πολυαµίνες και Καταπονήσεις (Stress) 

 

Τα τελευταία χρόνια δόθηκε έµφαση στο ρόλο των πολυαµινών στους µηχανισµούς 

άµυνας των φυτών σε περιβαλλοντικές καταπονήσεις (Galston et al., 97; Galston, 2001). 

Πρόσφατα αναφέρθηκε αύξηση των πολυαµίνων και σε λειχήνες σε καταπόνηση από 

χαµηλές συγκεντρώσεις βαρέων µετάλλων (Pirintsos et al., 2004). Πολλές αναφορές 

συνδέουν την ανθεκτικότητα των φυτών στις καταπονήσεις µε την ικανότητα να ενισχύουν 

τη σύνθεση των πολυαµινών κατά την αντιµετώπιση της καταπόνησης (Bouchereau et al. 

1999; He et al., 2002; Navakoudis et al., 2003). Οι Lee et al., (1995) βρήκαν άµεση σχέση 

µεταξύ της ανθεκτικότητας των φυτών ρυζιού στο ψύχος και του βαθµού συσσώρευσης Put 

στο βλαστό, στο πλαίσιο απόκρισης στην καταπόνηση. Επίσης, βρέθηκε ότι η ανθεκτική 

ποικιλία αγγουριού αυξανεί τη σύνθεση Spd στα φύλλα κατά την έκθεση σε χαµηλές 

θερµοκρασίες (3oC στο σκοτάδι), ενώ µια ευαίσθητη ποικιλία δεν την αυξάνει (Shen et al., 

2000). Η αυξηµένη Spd δείχνει ικανή να καταστέλλει την προερχόµενη από την NADPH 

οξειδάση συσσώρευση H2O2 στα ψυχθέντα φύλλα και έτσι να περιορίζει τη ζηµιά από 

οξειδωτική καταπόνηση στα φύλλα. Η Szala et al., (1997) πρότειναν ότι η αύξηση των 

πολυαµινών εµποδίζει τη φωτοαναστολή όταν µέτρησαν τα επίπεδα Put και Spd να 

αυξάνονται στο φως σε φύλλα Zea mays λόγω έκθεσης σε 5oC, αλλά να µην συµβαίνει κάτι 

αντίστοιχο στο σκοτάδι.  

Από παλαιότερα προτάθηκε ότι οι πολυαµίνες προστατεύουν τις µεµβράνες και 

µειώνουν τις ενεργές µορφές οξυγόνου (Roberts et al., 1986, Bors et al., 1989). Στα φύλλα οι 

πολυαµίνες εντοπίζονται σε µεγάλο ποσοστό στους χλωροπλάστες (Torrigiani et al., 1986). 

Οι χλωροπλάστες έχουν επίσης υψηλές ενεργότητες βιοσυνθετικών ενζύµων των 

πολυαµινών και τρανσγλουταµινασών, ενζύµων που προσδένουν οµοιοπολικά πολυαµινές σε 

πρωτεΐνες (Borrel et al., 1995). Μάλιστα οι παραπάνω ενεργότητες ρυθµίζονται από το φως 

(Hirasawa et al., 1994; Serafini-Fracassini et al., 1995). Επίσης ανθεκτικά στο ψύχος φυτά 

δείχνουν µεγαλύτερη αύξηση των ενδογενών πολυαµινών σαν απόκριση στο ψύχος από ότι 

κάνουν τα ευαίσθητα στο ψύχος φυτά (Guye et al., 1986; Nadeau et al., 1987; Lee et al., 

1995). Αν µάλιστα αποτρέψει κάποιος την αύξηση των πολυαµινών κατά την καταπόνηση 

αυξάνεται η ευαισθησία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (He et al., 2002). Παρόµοια 

ισχύουν και στις καταπονήσεις από οζον (Navakoudis et al., 2003) και από UVB (Sfichi et 

al., 2004). 
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2.5 Τρανσγλουταµινάσες 

 
Λόγω των χηµικών τους χαρακτηριστικών, οι πολυαµίνες µπορούν να συνδεθούν σε 

πολλά µόρια µε διαφορετικούς τρόπους όπως µε δεσµούς υδρογόνου, µε ιοντικούς ή 

οµοιοπολικούς δεσµούς. Οµοιοπολικά οι πολυαµίνες προσδένονται σε πρωτεΐνες µέσω 

τρανσγλουταµινασών (Tgases, R-γλουταµινυλο-πεπτίδιο: αµινο-γ-γλουταµυλοτρανσφεράση 

ΕC 2.3.2.13). Αυτά τα ένζυµα καταλύουν την οµοιοπολική σύνδεση των πολυαµινών µε γ-

καρβοξυαµιδικές οµάδες των καταλείπων γλουταµίνης (Q) σε πρωτεΐνες (Folk et al., 1980, 

Griffin et al. 2002; Lorand and Graham, 2003). Η τελική αµινοµάδα των πολυαµινών 

προσδένεται σε ένα κατάλειπο γλουταµίνης σχηµατίζοντας µονο-(γ-γλουταµυλο)-πολυαµίνες 

(mono-PAs), ενώ αν συνδεθεί και η άλλη τελική αµινοµάδα της πολυαµίνης µε γειτονικό 

κατάλειπο Q δηµιουργούνται δι-γ-γλουταµυλο-πολυαµίνες (bis-PAs). Το επιπλέον θετικό 

φορτίο των πρωτεϊνών µετά την οµοιοπολική πρόσδεση πολυαµινών µπορεί να προκαλέσει 

αλλάγες στη δοµή της πρωτεΐνης. Επίσης οι σχηµατιζόµενες bis-PAs µπορεί να 

λειτουργήσουν ως ενδοµοριακοί ή διαµοριακοί σύνδεσµοι (inter- and intra-molecular cross-

links). Το µήκος του σκελετού των πολυαµινών καθορίζει την απόσταση ανάµεσα στα 

συνδεόµενα µέρη. Έτσι η Spd γεφυρώνει µεγαλύτερες αποστάσεις από την Put, αλλά 

µικρότερες σε σύγκριση µε την Spm. Σε περιπτώσεις όπου χρησιµοποιούνται πολλοί 

σύνδεσµοι είναι δυνατόν να σχηµατιστούν υψηλού µοριακού βάρους σύµπλοκα (ανθεκτικά 

µάλιστα σε συνήθη αποδιατακτικά). Η πρόσδεση είναι πολύ ειδική και πιθανότατα εξαρτάται 

από τη διαµόρφωση του υποστρώµατος (Griffin et al., 2002). Ένα σηµαντικό µέρος της 

ενεργότητας τρανγλουταµινασών βρέθηκε σε φωτοσυνθετικούς ιστούς (Signorini et al., 

1991; Lilley et al., 1998), αλλά και σε αποµονωµένους χλωροπλάστες (Del Duca et al., 1994; 

Serafini-Fracassini and Del Duca, 2002). Τα τελευταία 20 χρόνια φάνηκε ότι η οµοιοπολική 

πρόσδεση πολυαµινών σε κατάλειπα γλουταµίνης -απόδειξη ύπαρξης ενεργότητας 

τρανσγλουταµινάσης- αφορά πρωτεΐνες του χλωροπλάστη (Cohen et al., 1987; Apelbaum et 

al., 1988; Del Duca et al., 1995).  

Πρόσφατα, ανιχνεύθηκε ενεργότητα τρανγλουταµινάσης σε χλωροπλαστικά 

κλάσµατα Helianthus tuberosus πλούσια σε θυλακοειδείς µεµβράνες και σε άλλα πλούσια σε 

στρώµα. ∆ύο  ζώνες (58 και 24kD) εντοπίστηκαν µετά από ηλεκτροφόρηση µε τη χρήση 

αντισωµάτων ειδικών για τρανγλουταµινάση προστάτη αρουραίου και άλλη µία ζώνη 

(150kD) εντοπίστηκε στο κλάσµα του στρώµατος. Τα παραπάνω δεδοµένα υποδηλώνουν ότι 

το ένζυµο και τα υποστρώµατα υπάρχουν και στα δύο διαµερίσµατα (στρώµα-θυλακοειδή). 

Οι πλαστιδικές τρανγλουταµινάσες εµφανίζουν εξάρτηση σε Ca2+, µέγιστη ενεργότητα σε 
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βασικό pH και εν δυνάµει εξάρτηση από ένα κατάλειπο κυστεϊνης στο ενεργό κέντρο τους 

(Del Duca et al., 2000). Η απόκριση στο φως αποτελεί µια νέα πτυχή της ρύθµισης της 

ενεργότητας των τρανγλουταµινασών. Σε αποµονωµένα θυλακοειδή και σε αποµονωµένους 

άθικτους χλωροπλάστες η ενεργότητα τρανγλουταµινάσης φάνηκε να ενισχύεται από το φως 

φανερώνοντας συνέργειακά φαινοµενα µεταξύ των δύο διαµερισµάτων (Dondini et al., 

2003). Στα ζώα, όπου οι τρανγλουταµινάσες έχουν µελετηθεί πιο εκτενώς, η ρύθµισή τους 

από το φως σε όργανα όπως ο οφθαλµός ή το δέρµα ακόµη µένει αδιευκρίνιστη και υπάρχει 

µία µόλις αναφορά αύξησης της ενεργότητας τους στον αµφιβληστροειδή µετά από βλάβες 

λόγω ισχυρού φωτισµού (Zhang et al., 1996).  

Οι πολυαµίνες προσδένονται κυρίως σε πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

όπως είναι η µεγάλη υποµονάδα της Rubisco και τα πεπτίδια LHC II, CP29, CP26, CP24 της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας (Del Duca et al., 1994). Μάλιστα φάνηκε ότι ο φωτισµός ενισχύει 

αυτήν τη µετα-µεταφραστική τροποποίηση σε θυλακοειδείς µεµβράνες (Dondini et al., 

2003). Η οµοιοπολική πρόσδεση των πολυαµινών σε πρωτεΐνες αποκτά ιδιαίτερη σηµασία 

για το ρόλο που µπορεί να αναλάβει σε µετα-µεταφραστικές τροποποιήσεις δοµικών 

πρωτεϊνών, ενζύµων ή πρωτεϊνών σινιάλων (ανασκόπησεις Serafini-Fracassini et al., 1995; 

Serafini-Fracassini and Del Duca, 2002). Η πρόσδεση είναι άκρως εξειδικευµένη και πιθανόν 

εξαρτάται από τη στερεοδιαµόρφωση του υποστρώµατος και όχι από τα αµινοξέα πριν και 

µετά το κατάλειπο γλουταµίνης (Ballestar et al., 1996). 

Η συσσωµάτωση χλωροπλαστικών πρωτεϊνών λόγω της σύνδεσης τους µε 

πολυαµίνες οδηγεί σε υπερδοµές που µειώνουν την ωσµωτική πίεση (Lorand and Graham 

2003). Σε ότι αφορά το ρόλο της πολυαµινυλίωσης του LHC II έχει προταθεί πρόσφατα ότι 

οι φωτοεπαγώµενες στερεοδοµικές αλλαγές στο LHC II αλλάζουν την απόσταση δύο Q 

καταλείπων (πιθανόν των Q131, Q197) και επιτρέπουν τη ‘γεφύρωσή’ τους µε ένα µόριο 

Spm (Della Mea et al., 2004). Η πρόσδεση πολυαµινών από την ανθρώπινη Τgase στην 

φωσφολιπάση Α2 (παγκρέατος χοίρου) αυξάνει την ενεργότητα της 200-300% (Cordella-

Miele et al., 1993). Στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό υπάρχει φωσφολιπάση και όταν διασπά 

τα λιπίδια που συγκρατούν τα τριµερή LHC II προκαλεί τον µονοµερισµό τους.  

Σηµαντικά υψηλές ενεργότητες τρανσλουταµινάσης ανιχνεύθηκαν σε φύλλα και 

οφθαλµούς αλλά και σε αποµονωµένους χλωροπλάστες και µονοκύτταρα χλωροφύκη, ενώ 

κάποιοι παρατήρησαν το ότι ο φωτισµός κατά τη διάρκεια του πρωτοκόλλου αύξανε την 

ενεργότητα (Margosiak et al., 1990; Signorini et al., 1991; Falcone et al., 1993; Del Duca et 

al., 1994; Lilley et al., 1998; Bernet et al., 1999; Dondini et al., 2000). Επίσης η 

διαφοροποίηση κάλλου σε φωτοσυνθετικά ικανά κύτταρα αυξάνει την µετρούµενη 
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ενεργότητα τρανσγλουταµινάσης (Del Duca et al., 1993). Η δηµιουργία του λειτουργικού 

οκταµερούς της Rubisco φαίνεται να προάγεται από την πρόσδεση πολυαµινών (Margosiak 

et al., 1990). Τελικά η ύπαρξη υποστρωµάτων τρανγλουταµινάσης τόσο στο στρώµα όσο και 

στα θυλακοειδή οδηγεί στην πρόταση ότι στο χλωροπλάστη µπορεί να υπάρχει παραπάνω 

από ένα είδος τρανσγλουταµινάσης ή ότι η τρανγλουταµινάση είναι στραµµένη προς το 

εξωτερικό των θυλακοειδών και µπορεί να συνδέσει πολυαµίνες και σε πρωτεΐνες του 

στρώµατος. 
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Έναν αιώνα πριν ο Thomas Huxley είπε ‘Πόσο µεγάλη θα ήταν η επανάσταση που θα 

επήρχετο στη βιολογία, εάν η φυσική ή η χηµεία µπορούσε να εφοδιάσει το φυσιολόγο µε 

ένα µέσον ώστε να µελετά τη δοµή ζωντανών ιστών, όπως αυτό µε το οποίο η 

φασµατοσκοπία εφοδίασε τον ερευνητή της φύσης των ουράνιων σωµάτων’. Η τεχνολογική 

πρόοδος επέτρεψε την ανάπτυξη τεχνικών όπως η φασµατοσκοπία NMR, η 

κρυσταλλογραφία ακτίνων Χ, η ηλεκτρονική µικροσκοπία ή η γενετική µηχανική, 

επιβεβαιώνοντας την επανάσταση που ο Huxley προέβλεψε για τη βιολογία αλλά και 

ταυτόχρονα µας βοήθησε, σε συνδυασµό µε βιοχηµικές και άλλες αναλύσεις, να 

κατανοήσουµε σηµαντικές βιολογικές διαδικασίες και µοριακούς µηχανισµούς. Παρά την 

συσσώρευση πληροφορίας (άνω των 67.000 εργασιών) στην περίπτωση των πολυαµινών δεν 

φαίνεται η υπάρχουσα γνώση να µπορεί να δικαιολογήσει τη σηµασία αυτών των 

µικροµοριακών ενώσεων. Οι πολυαµίνες συνδέονται µε πολλές και σηµαντικές κυτταρικές 

διαδικασίες, όµως οι ερευνητές του χώρου δέχονται κριτική για την έλλειψη ενός 

συγκεκριµένου µηχανισµού - µε έµφαση στην περίπτωση καρκινικών κυττάρων - που να 

εξηγεί τις δράσεις των πολυαµινών (Gerner and Meyskens, 2004). Ο κύριος όγκος της 

βιβλιογραφίας αποτελείται από µελέτες που καταγράφουν το πως µεταβάλλονται τα επίπεδα 

των πολυαµινών σε διαφορετικές συνθήκες (σε νεαρά κύτταρα, σε καρκινικά, σε γηρασµένα, 

σε τροφοπενίες). Εργασίες που εξετάζουν το πώς επηρεάζεται η λειτουργικότητα 

συγκεκριµένων διαδικασιών είναι η µειοψηφία, αλλά ήδη έχει φανεί ότι η µείωση των 

πολυαµινών µε γονιδιακή καταστολή των ενζύµων βιοσύνθεσης αναστέλλει την ανάπτυξη  

προκαρυωτικών π.χ E. coli (Tabor and Tabor, 1989), ή ανώτερων φυτών π.χ. Arabidopsis 

(Imai et al., 2004), ενώ η υπερέκφραση γονιδίων βιοσύνθεσης έχει οδηγήσει σε 

ανθεκτικότερους οργανισµούς σε αβιοτικές καταπονήσεις π.χ. φυτά ανθεκτικά σε υψηλή 

αλατότητα, παγετό, καταπονήσεις (Kasukabe et al., 2004). Στην περίπτωση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού, παρά το ότι οι πολυαµίνες συντίθενται και διασπώνται στο 

χλωροπλάστη (Andreadakis and Kotzabasis, 1996), επίσης δεν υπάρχει κάποιος µοριακός 

µηχανισµός που να εξηγεί το ρόλο τους. Στην παρούσα εργασία αναζητήθηκε ο µοριακός 

µηχανισµός δράσης των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό µε το σκεπτικό ότι µια 

λειτουργική (in vivo µελέτη) σε συνδυασµό µε µια αναπτυξιακή προσέγγιση θα µπορούσε να 

κατευθύνει την έρευνα στην ζητούµενη διαδικασία χωρίς να επηρεαστεί από τη ήδη 

ΣΚΟΠΟΣ 
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δηµοσιευµένη γνώση, η οποία συχνά περιγράφει δύο αντίθετα αποτελέσµατα για την ίδια 

αιτία, αλλά φυσικά να τη λάβει υπόψη στη τελική σύνθεση.  

Η παρούσα διατριβή κατευθύνθηκε κυρίως από τα αποτελέσµατα των in vivo 

φασµατοσκοπικών κινητικών υπερυψηλών συχνοτήτων συλλογής δεδοµένων κατά τη µελέτη 

λειτουργικών και αναπτυξιακών διαδικασιών που αφορούν στο σύνολο των σταδίων 

βιογένεσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µε σκοπό την ανεύρεση εκείνη της διαδικασίας 

στην οποία εµπλέκονται οι πολυαµίνες. Χρησιµοποιήθηκαν κλασικές βιοχηµικές και 

φυσικοχηµικές µέθοδοι ακολούθησαν προκειµένου να µελετηθούν οι υπεύθυνοι µοριακοί 

µηχανισµοί. Πολύτιµη ήταν η συνεισφορά ειδικών µεταλλαγµάτων ευκαρυωτικών 

µονοκύτταρων χλωροφυκών (όπως το χλωρωτικό C-2A΄ και το χωρίς φωτοσυλλεκτική 

κεραία, Wt-LHC του Scenedesmus obliquus). 

 

 

Οι στόχοι της παρούσας εργασίας συνοψίζονται ως εξής:   

Α. Μελέτη του ρόλου των πολυαµινών στη φωτοεξαρτώµενη βιογένεση και λειτουργική 

οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

Β. Μελέτη του ρόλου των πολυαµινών στη φωτοανεξάρτητη βιογένεση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού. 

Γ. Σύγκριση των αποτελεσµάτων των Α και Β µε στόχο την εύρεση κοινών ρόλων ή ακόµη 

καλύτερα έναν διαφαινόµενο κύριο ρόλο των πολυαµινών. 

∆. ∆ιεξοδική ανάλυση των πιθανά αναδειχθέντων ρόλων. 

Ε. Προσπάθεια ερµηνείας του τρόπου δράσης των πολυαµινών, τόσο στο πλαίσιο αυτής της 

εργασίας, όσο και σε σχέση µε τα συσσωρευµένα βιβλιογραφικά δεδοµένα. 

Ζ. Πρόταση ενός µοριακού µηχανισµού που να εξηγεί την ανάγκη ύπαρξής τους. 

Η. Απάντηση στο ερώτηµα αν έχουν ειδικούς ρόλους η πουτρεσίνη, η σπερµιδίνη και η 

σπερµίνη ή είναι υποκαταστάτες η µία της/των άλλης/άλλων. 
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1. Οργανισµοί και συνθήκες καλλιέργειας  

Α. Μονοκύτταροι οργανισµοί: 

 

 Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε το χλωροφύκος Scenedesmus obliquus. H 

φυλογενετική του ταξινόµηση είναι η εξής:  

Βασιλείο : Φυτά 

∆ιαίρεση : Χλωρόφυτα 

Κλάση     : Χλωροφύκη (Chlorophyceae) 

Τάξη        : Chlorococcales 

 Γένος       : Scenedesmus 

 Είδος        : S. οbliquus 

 

Εικόνα ΥΜ1. Α. Καλλιέργεια φυκών Scenedesmus obliquus. Β. Κύτταρα Scenedesmus obliquus στο 

οπτικό µικροσκόπιο. Γ. Ηλεκτρονική µικροσκοπία σε Scenedesmus obliquus. Η κλίµακα είναι 1 µm. 

  

Ο οργανισµός αυτός είναι µονοκύτταρος ευκαρυωτικός, µε διάµετρο κυττάρου 

περίπου 2-5 µm. Ο κύκλος ζωής του διαρκεί γύρω στις 20 ώρες. Στη διάρκεια αυτή, 

διαιρείται µία φορά δίνοντας έως 8 θυγατρικά κύτταρα, τα οποία µόλις σχηµατιστούν 

πλήρως, αποκόπτονται µεταξύ τους (δεν σχηµατίζουν κοινόβια). Εξελικτικά, βρίσκεται πολύ 

κοντά στα άλλα δύο γνωστά, στο ερευνητικό πεδίο, φύκη, τη Χλαµυδοµονάδα 

(Chlamydomonas) και τη Χλωρέλλα (Chlorella). 

 Πρόκειται για ευκαρυωτικό φωτοσυνθετικό οργανισµό που παράγει οξυγόνο κατά τη 

φωτοσύνθεσή του. Όσον αφορά τα χαρακτηριστικά της φωτοσυνθετικής του 

δραστηριότητας, µοιάζει µε τα γυµνόσπερµα φυτά: ο άγριος τύπος (Wt), έχει την ικανότητα 

βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης και στο σκοτάδι, όπως και στο φως. ∆ηλαδή, ακόµα και σε 

Α Β Γ
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ετερότροφες συνθήκες, έχει διαµορφωµένους χλωροπλάστες και άθικτα φωτοσυστήµατα Ι 

και ΙΙ (εφ’ όσον του παρέχεται κάποια πηγή οργανικού άνθρακα στο θρεπτικό µέσο). 

 Μεγάλη βοήθεια στην έρευνα της Φωτοσύνθεσης, έχει προσφέρει η δηµιουργία 

µεταλλαγµένων στελεχών των φωτοσυνθετικών οργανισµών. Ένα από τα µεταλλαγµένα 

στελέχη του Scenedesmus obliquus, που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα µελέτη, είναι το C-

2Α΄: Προέκυψε το 1972 µετά από ακτινοβόληση του άγριου τύπου µε ακτίνες Χ (Βishop, 

1972) και συµπεριφέρεται όπως και τα αγγειόσπερµα φυτά. Τα πλαστίδια του C-2A΄ στο 

σκοτάδι είναι όµοια µε τους ωχροπλάστες των ανώτερων φυτών µε σχηµατισµούς 

προελασµατοειδών σωµατίων και προθυλακοειδών. Η βιοσύνθεση της χλωροφύλλης 

σταµατάει στο επίπεδο του πρωτοχλωροφυλλιδίου, και φυσικά δεν έχει ενεργό 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό. Με την έκθεση του στο φως µετατρέπεται το 

πρωτοχλωροφυλλιδίο σε χλωροφυλλίδιο και αρχίζει η βιοσύνθεση της χλωροφύλλης και η 

διαµόρφωση του φωτοσυνθετικά ενεργού χλωροπλάστη (Wellburn et al., 1980; Brinkmann 

and Senger, 1978). Ένα άλλο µετάλλαγµα του Scenedesmus obliquus που χρησιµοποιήθηκε 

στην εν λόγω εργασία είναι το Wt-LHC. Αυτό το µετάλλαγµα δεν συνθέτει χλωροφύλλη b 

και για αυτό το λόγο δεν µπορεί να σταθεροποιήσει τα πεπτίδια της φωτοσυλλεκτικής 

κεραίας που περιέχουν φυσιολογικά αυτό το είδος χρωστικής. Τελικά το µετάλλαγµα αυτό 

έχει φωτοσύστηµατα Ι και ΙΙ όπως ο άγριος τύπος, αλλά δεν διαθέτει φωτοσυλλεκτική 

κεραία (LHC II).  

Η ανάπτυξη του οργανισµού έγινε σε ετερότροφες καλλιέργειες. Χρησιµοποιήθηκε 

το θρεπτικό µέσο του οποίου η σύσταση φαίνεται στον πίνακα Ι, εµπλουτισµένο µε 0.5% 

(w/v) D+-γλυκόζη και 0.25 (w/v) εκχύλισµα µαγιάς (yeast extract) (Bishop and Senger, 

1971). 

 Όλες οι καλλιέργειες έγιναν σε κωνικές φιάλες Erlenmayer των 250 ml. Οι 

‘σκοτεινές’ καλλιέργειες τοποθετήθηκαν σε επωαστή (Νew Βrunswick, Innova 4330) και σε 

σταθερή θερµοκρασία (32οC). Σε όλα τα πειράµατα ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία 

προετοιµασίας των καλλιεργειών: Κύτταρα  του C-2A΄, αναπτύχθηκαν  για τρεις µέρες στο 

σκοτάδι, σε κωνική φιάλη Erlenmeyer των 250 ml, µε 100 ml του υγρού θρεπτικού µέσου. 

Σε κάθε πείραµα, µετά την ανάλογη µεταχείριση και επώαση των καλλιεργειών, η συγκοµιδή 

των κυττάρων έγινε µε φυγοκέντριση σε 1500 g για 5 min, στους 25oC και σε ήπιες 

συνθήκες (απόλυτο σκοτάδι ή green safe light).  
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Πίνακας Ι: Θρεπτικό µέσο για την καλλιέργεια του χλωροφύκους Scenedesmus obliquus 

ΣΥΣΤΑΤΙΚA ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ (σε g/l) ΜΟΡΙΑΚOΤΗΤΑ (M) 

CaCl2 x 2H2O 1.50 1x10-4 

KNO3 

MgSO4 x7H2O 

NaCl 

Na2HPO4 x2H2O 

NaH2PO4 x1H2O 

Na-Citrate x2H2O 

Fe2(SO4)3 x1H2O 

Ιχνοστοιχεία 

H3BO3 

MnCl2 x4H2O 

ZnSO4 x7H2O 

CuSO4 x5H2O 

MoO3 (85%-99.5%) 

C6H5FeO7 x5H2O 

80.0 

24.6 

47.0 

17.8 

40.5 

16.5 

0.40 

 

2.86 

1.81 

0.222 

0.079 

0.0177 

18.025 

8x10-3 

1x10-3 

8x10-3 

1x10-3 

3x10-3 

5.5x10-4 

7.5x10-6 

 

 
 
 
 
 

Β. Πολυκύτταρος οργανισµός 

 

 

Για τις µελέτες σε ανώτερα φυτά 

χρησιµοποιήθηκαν φυτά καπνού (Nicotiana 

tabacum L. cv. Xanthi) ηλικίας 6-8 εβδοµάδων 

ανεπτυγµένα σε θερµοκήπιο. Οι συνθήκες στο 

θερµοκήπιο ήταν ελεγχόµενες µε θερµοκρασία 

25±2οC. Μόνο υγιή φύλλα (Fv/Fm>0.8) 

χρησιµοποιήθηκαν. 

Εικόνα ΥΜ2. Φυτό καπνού Nicotiana 
tabacum L. cv. Xanthi. 
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2. Προέλευση αντιδραστηρίων και υλικών 

 

Τα υλικά που χρησιµοποιήθηκαν κατά την εκπόνηση της παρούσας διατριβής 

προήλθαν κυρίως από τις εταιρείες Sigma Chemicals, Merck, Boehringer Manheim και 

Pharmacia. 

 

3. Ποιοτική και ποσοτική ανάλυση χρωστικών  

 
 Ο ποσοτικός προσδιορισµός των χλωροφυλλών a, b και πρωτοχλωροφυλλιδίου  έγινε 

φασµατοφωτοµετρικά, σύµφωνα µε τη µέθοδο των Brouers και Wolwertz (1983). Σε ιζήµατα 

κυττάρων από 5ml καλλιέργειας, έγινε εκχύλιση των χρωστικών µε προσθήκη ζεστής 

µεθανόλης  (70οC). Το εκχύλισµα φυγοκεντρήθηκε για 5min σε 1400g και το υπερκείµενο 

συλλέχθηκε. Η ίδια διαδικασία εκχύλισης επαναλήφθηκε άλλες δύο έως τρεις φορές, µέχρι 

τον πλήρη αποχρωµατισµό του ιζήµατος. Μέρος του εκχυλίσµατος εξατµίστηκε σε 

υδατόλουτρο και επαναδιαλύθηκε σε 80% (v/v) ακετόνη. To διάλυµα αυτό φωτοµετρήθηκε 

στα 664, 647 και 626 nm και η ποσοτικοποίηση των χρωστικών έγινε µε βάση τις παρακάτω 

εξισώσεις:       

 

Pchl(ide)   [nmole] = -4.37(E664)-7.44(E647) + 33.67(E626) 

Chl(ide) a [nmole]  =  13.16(E664)-2.63(E647)+0.23(E626) 

Chl(ide) b [nmole]  = -4.95(E664)+25.24(E647)-2.29(E626) 

 

Εναλλακτικά για τον προσδιορισµό της chl a και b χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος Holden 

(1965) που περιλαµβάνει εκχχύλιση των χρωστικών σε γνωστό όγκο µεθανόλης και 

φωτοµέτρηση σε δύο µήκη κύµατος (665nm και 650nm). Η ποσοτικοποίηση των χρωστικών 

γίνεται µε βάση τις παρακάτω εξισώσεις. 

 

Chl a (µg/ml)= 16.5(E665)-8.3(E650) 

Chl b (µg/ml)= 33.8(E650))-12.5(E665) 

 

Το φωτόµετρο που χρησιµοποιήθηκε για τις µετρήσεις απορρόφησης ήταν τύπου 551S 

UV/VIS Spectrophotometer (Perkin Elmer). 

  



ΥΛΙΚΑ                                                                                                                                                                        ΜΕΘΟ∆ΟΙ
 

 

 
36 

4. Φωτοµετατροπή του Pchlide σε Chlide µέσω της οξειδοαναγωγάσης του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου 

 

Ο υπολογισµός της ενεργότητας της POR 

έγινε µε επεξεργασία δεδοµένων από το 

φάσµα εκποµπής φθορισµού (580–750 nm) 

σε υπερευαίσθητο φθοροφωτόµετρο LS 

50B (Perkin Elmer) µε υψηλό λόγο 

σήµατος προς θόρυβο (500:1) µετά από 

διέγερση στα 430nm . Με αυτό τον τρόπο 

καταγράφεται η µετατροπή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο 

µετά από ενεργοποίηση του ενζύµου POR 

µε ακτινικό φως 650 nm (Helium-Neon 

laser έντασης 300 µmolem-2s-1) σε δείγµατα 

τα οποία πριν και µετά από φωτισµό  

εκχυλίστηκαν σε 2.5 ml ακετόνη. Η 

ενεργότητα της POR καταγράφεται σαν 

αύξηση του χλωροφυλλιδίου (κορυφή 676) 

Εικόνα ΥΜ3. Φάσµατα εκποµπής φθορισµού 

εκχυλισµάτων χρωστικών (95% ακετόνη) από 

κύτταρα C-2A΄. Η διέγερση των χρωστικών έγινε µε 

ακτινοβολία µήκους κύµατος 430nm. (συνεχής 

γραµµή: φάσµα χρωστικών πρίν τον παλµό φωτός,  

διακεκοµµένη γραµµή: φάσµα χρωστικών µετά τον 

παλµό φωτός). 

στα 30 s  φωτισµού ανά όγκο κυττάρων (PCV, Packed Cell Volume). Στην  εικόνα µε το 

βέλος παρουσιάζεται η διαφορά (∆F676) η οποία χρησιµοποιείται στον υπολογισµό της 

φωτοµετατροπής. 

 

5. Φάσµα δράσης (χρήση πηγών και µονοχρωµατικών φίλτρων) 
 

 
 

Εικόνα ΥΜ4. Πηγές φωτός 

M100 (Mille Luce). 

Το φάσµα δράσης πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση συνδυασµού 

20 διαφορετικών φίλτρων double interference (Edmund Optics) 

που επιτρέπουν απόλυτα µονοχρωµατική ακτινοβολία και 

πηγών ορατού φωτός M100 (Mille Luce). Μεταξύ φίλτρων και 

πηγής µεσολαβούσε οπτική ίνα διαµέτρου 11 mm (Edmund 

Optics). Τα δείγµατα εκτέθηκαν στις διαφορετικές ποιότητες 

ακτινοβολίας (400-730 nm) ίδιας έντασης (10 µmolm-2s-1) για 

χρονικό διάστηµα 30 min. 
φίλτρα 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 

nm 410 420 430 442 455 470 492 510 535 550 580 600 620 632 640 650 656 671 690 730 
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 6. Πολαρογραφική µέτρηση φωτοσυνθετικής δραστηριότητας και κυτταρικής 

αναπνοής 

 

 
 
 

 

Εικόνα ΥΜ5. Σχηµατική απεικόνιση 
των βασικών µερών του Clark-type 
ηλεκτροδίου.  

Οι οξυγονοµετρήσεις έγιναν πολαρογραφικά µε τη χρήση 

ηλεκτροδίου Clark type (Hansatech UK) µε κυψελίδα 

ρυθµιζόµενου όγκου (0.5 - 2.5 ml) και θερµορυθµιστικό 

µανδύα νερού. Μεταξύ ενός ηλεκτροδίου πλατίνας 

(κάθοδος) και ενός ηλεκτροδίου αργύρου (άνοδος) 

εφαρµόζεται µικρή τάση (50V) µέσω ενός ηλεκτρολύτη 

(KCl). Για τη µεταφορά ηλεκτρονίων µεταξύ ανόδου και 

καθόδου, χρειάζεται οξυγόνο (O2) το οποίο περνά από µια 

ηµιπερατή µεµβράνη που χωρίζει το δείγµα από τα 

ηλεκτρόδια. Η καταγραφή της έντασης του ρεύµατος είναι 

ανάλογη της συγκέντρωσης του οξυγόνου του δείγµατος.  

Η διαθεσιµότητα CO2 εξασφαλιζόταν µε τη χρήση διαλύµατος 10 mM Tricine pH 7.6, 10 

mM NaHCO3 ή µε πρόσθήκη διαλύµατος ανθρακικού (10 mM) και η περιστροφή ενός 

µαγνητικού αναδευτήρα κατάλληλης διαµέτρου εξασφάλιζε την οµοιογένεια του δείγµατος. 

Πηγή φωτός (Mille Luce, M100) φώτιζε το δείγµα, ενώ µε ροοστάτη καθοριζόταν η 

επιθυµητή ένταση φωτισµού για ένα εύρος τιµών 0 έως 50.000 µmolm-2s-1. Την υπερυθρη 

ακτινοβολία φίλτραρε διάλυµα 2% CuSO4 (2 cm). 

 

7. Φασµατοσκοπία κινητικών υπερυψηλής ανάλυσης  

 
    Οι κινητικές φθορισµού της χλωροφύλλης a του PSII ελήφθησαν µε χρήση ενός 

συστήµατος καταγραφής κινητικών ΟJIP (PEA, Ηansatech Ιnstruments, UK) σε δείγµατα 

όγκου 1ml τα οποία προτού διεγερθούν είχαν παραµείνει στο σκοτάδι για 10 min 

προκειµένου να αδειάσουν τα κέντρα αντίδρασης από ηλεκτρόνια. Από τις µετρήσεις 

υπολογίστηκε ο λόγος Fv/Fm που αποτελεί µέτρο της φωτοσυνθετικής απόδοσης. Επίσης µε 

εφαρµογή της µεθόδου JIP για τιµές φθορισµού που αντιστοιχούν σε καθορισµένα στάδια (J, 

I και P) µετρήθηκαν τα επιµέρους χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού µηχανισµού όπως το 

σχετικό µέγεθος φωτοσυνθετικής κεραίας (ABS/RC), η απόδοση (Ψο=ETo/TRo) µε την 

οποία ένα παγιδευµένο φωτόνιο µπορεί να κινήσει ένα ηλεκτρόνιο κατά µήκος της αλυσίδας 

µεταφοράς ηλεκτρονίων πέρα από την QA
-, η µέγιστη τιµή ενεργειάκης διάχυσης που 

οφείλεται στη δεξαµενή πλαστοκινόνης (qPQ), η κβαντική απόδοση της φωτοχηµείας του PS 

II (φPO) και οι δείκτες λειτουργικότητας (SFI abs) και επίδοσης (Performance Index). Η 
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µέθοδος βασίζεται σε µετρήσεις της ταχείας µεταβολής του φθορισµού µε συχνότητα 

συλλογής δεδοµένων έως 100 kHz σε χρονικό διάστηµα 1 έως 120 s. Ο φθορισµός 

µετρήθηκε µε 12-bit αναλύση και η διέγερση έγινε από 6 διόδους φωτισµού (LEDs) οι 

οποίες έχουν ένταση ακτινοβολίας µέχρι 3500 µmolm-2s-1 ερυθρού φωτός (650nm). Πιο 

συγκεκριµένα η καµπύλη επαγωγικού φθορισµού ονοµάζεται και καµπύλη Kautsky της 

οποίας τα διαφορετικά βήµατα σηµειώνονται µε γράµµατα Ο-J-I-P. Η αύξηση του 

φθορισµού από το Ο στο Ρ λαβαίνει χώρα στο πρώτο δευτερόλεπτο της ακτινοβόλησης και 

ονοµάζεται γρήγορη φάση. Η αργή φάση ακολουθεί µετά το Ρ και ίσως χρειαστούν µερικά 

λεπτά µέχρι την τελική  

 
Εικόνα ΥΜ6. Κινητική επαγωγικού φθορισµού χλωροφύλλης a και οι αντίστοιχες αντιδράσεις στην 

αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων: O-J-I-P:διακριτές φάσεις φθορισµού, hv: φωτόνιο, LHC I & 

II:σύµπλοκα συλλογής φωτός φωτοσυστηµάτων Ι & ΙΙ, P680 & P700: κέντρα αντίδρασης 

φωτοσυστηµάτων Ι & ΙΙ, e-: ηλεκτρόνιο, Η+: πρωτόνιο, Ι:ενδιάµεσος δέκτης, QA:πρωτοταγής αποδέκτης 

ηλεκτρονίων του PS II (πλαστοκινόνη), QB: δευτεροταγής αποδέκτης ηλεκτρονίων του PS II, 

PQH2:ανηγµένη πλαστοκινόνη, Cytb6f:κυτόχρωµα f/b6, PC:πλαστοκυανίνη, Chl-: ενδιάµεσος δέκτης 

ηλεκτρονίων του PS I. 
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Πίνακας ΙΙ. ∆ιευκρινίσεις της JIP µεθόδου 

Μεταβλητή OJIP καµπύλης Ορισµός 

Ft Τιµή φθορισµού σε χρόνο t µετά την ακτινοβόληση  

F50µs  ένταση φθορισµού στα 50µs 

F300µs ένταση φθορισµού στα 300µs 

FJ≡F2ms Έντασης φθορισµού στο βήµα J (2ms) της καµπύλης OJIP  

FI≡F30ms Έντασης φθορισµού στο βήµα I (30ms) της καµπύλης OJIP 

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

tFm Χρόνος σε (ms) που απαιτείται για να µεγιστοποιηθεί η 

ένταση του φθορισµού Fm 

Area Συνολική συµπληρωµατική περιοχή ανάµεσα στην 

καµπύλη OJIP και την ευθεία που διέρχεται από το F=Fm 

Παράµετροι JIP-test  

Fo Ελάχιστη τιµή φθορισµού, που αντιστοιχεί σε ‘ανοιχτά’ 

κέντρα (open PSII RCs, t=0) 

Fm Μέγιστη τιµή φθορισµού, που αντιστοιχεί στο χρόνο όπου 

όλα τα κέντρα είναι ‘κλειστά’ (closed PSII RCs, t=tFm) 

Fυ Μεταβλητή τιµή φθορισµού τη χρονική στιγµή t 

Fv=Fm-Fo Μέγιστη τιµή µεταβλητής τιµής φθορισµού 

Vt≡(Ft-Fo)/(Fm-Fo) Σχετική µεταβολή φθορισµού τη χρονική στιγµή t 

VJ=(FJ-Fo)/(Fm-Fo) Σχετική µεταβολή φθορισµού στο βήµα J 

Mo≡(∆V/∆t)o≡4(F300µs-Fo)/(Fm-Fo) αρχική κλίση σε ms της καµπύλης V=f(t)  

Sm≡(Area)/(Fm-Fo) Συµπληρωµατικό εµβαδό της καµπύλης OJIP (Αrea), 

οµαλοποιηµένο ως προς Fv (αποτελεί µέτρο του αριθµού 

των οξειδοαναγωγικών κύκλων της QA  

Ss=VJ/Mo Συµπληρωµατικό εµβαδό της καµπύλης OJIP που 

αντιστοιχεί µόνο στη OJ φάση (διάστηµα όπου η QA των 

RC ανάγεται µία φορά) 

N=Sm/Ss=SmMo(1/VJ) Μέτρο αριθµού κύκλων αναγωγής της QA στο διάστηµα 

tFm 

Ειδικές ροές ενέργειας (ανά κέντρο που ανάγει QA)  

ABS/RC=Mo(1/VJ)(1/ΦPo) Μέγεθος φωτοσυλλεκτικής κεραίας 

TRo/RC=Mo(1/VJ) Ενέργεια που παγιδεύεται ανά κέντρο αντίδρασης (Trapped 

energy flux per RC at t=0) 

ETo/RC=Mo(1/VJ)Ψο Ροή ηλεκτρονίων ανά κέντρο αντίδρασης (για t=0) 

DIo/RC=(ABS/RC)-(TRo/RC) ∆ιαχεόµενη ενέργεια ανά κέντρο αντίδρασης (για t=0) 

Αποδόσεις ή λόγοι επιµέρους ροών  

φPo≡TRo/ABS=[1-(Fo/Fm) Μέγιστη κβαντική απόδοση της πρωτοταγούς φωτοχηµείας 

(για t=0) 

Ψο≡ΕΤο/TRo=(1-VJ) Πιθανότητα (για t=0) να προκαλέσει µία διέγερση (exciton) 

την µετακίνηση ενός ηλεκτρονίου κατά µήκος της αλυσίδας 

πέρα από την QA
-  

φΕο≡ΕΤο/ΑΒS=[1-(Fo/Fm)]Ψο Κβαντική απόδοση της µεταφοράς ηλεκτρονίων (για t=0) 

φDo≡1-φPo=(Fo/Fm) Κβαντική απόδοση της διάχυσης της ενέργειας (για t=0) 
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Εκτιµώµενες ροές ενέργειας ανά περιοχή (Phenomenological 

energy fluxes per excited cross stion –CS) 

 

ABS/CSo Απορρόφηση ενέργειας ανά περιοχή διέγερσης µε βάση το 

Fo 

ABS/CSm Απορρόφηση ενέργειας ανά περιοχή διέγερσης µε βάση το 

Fm 

TRo/CSo=φΡο (ABS/CSo) Παγιδευµένη ενέργεια ανά διεγερόµενη περιοχή της 

µεµβράνης (για t=0) 

ETo/CSo=φΕο (ABS/CSo) Ροή ηλεκτρονιών ανά περιοχή (για t=0) 

DIo/CSo=(ABS/CSo)-(TRo/CSo) ∆ιαχεόµενη ενέργεια ανά περιοχή (για t=0) 

Πυκνότητα κέντρων αντίδρασης  

RC/CSo=φPo (VJ/Mo) (ABS/CSo) Πυκνότητα ενεργών κέντρων 

∆είκτες επίδοσης (Performance indexes, t=0)  

PIABS≡(RC/ABS)(φPo/1-φPo)(ψο/1-ψο) Επιδόσεις ανά απορροφώµενη ενέργεια 

PICSο≡(RC/CSo)(φPo/1-φPo)(ψο/1-ψο) Επιδόσεις ανά περιοχή διέγερσης (t=0) 

PICSm≡(RC/CSm)(φPo/1-φPo)(ψο/1-ψο) Επιδόσεις ανά περιοχή διέγερσης (t=tFm) 

SFIabs=(1-φPo)(1-ψο) ∆είκτης λειτουργικότητας 

Ικανότητα παραγωγής έργου (Driving forces)  

DFABS≡log(PIABS) Εκτιµώµενη παραγωγή έργου ανά απορροφώµενη ενέργεια 

 

φάση Τ. Στην εικόνα ΥΜ6 φαίνεται που αντιστοιχεί το κάθε βήµα της καµπύλης και µε τη 

χρήση της µεθόδου Strasser και Strasser (1995) για τις τιµές φθορισµού συγκεκριµένων 

χρόνων προσδιορίζονται τα επιµέρους χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

Στον πίνακα ΙΙ συγκεντρώνονται οι πιο σηµαντικές παράµετροι. 

 
 

8. Εκτίµηση φωτοπροστατευτικών µηχανισµών.  

A. Μέτρηση της µη φωτοχηµικής µείωσης του φθορισµού της χλωροφύλλης 

(non-photochemical quenching NPQ) 

 

Η φωτοπροστασία περιλαµβάνει ποικίλους µηχανισµούς που ξεκινούν από τη 

µετακίνηση των φύλλων στα φυτά και φθάνουν µέχρι την πάχυνση της εφυµενίδας ή την 

συσσώρευση προστατευτικών χρωστικών (π.χ. ανθοκυάνες). Παρολαυτά η φωτοπροστασία 

κατά την λειτουργία της φωτοσύνθεσης περιλαµβάνει πολύ εξειδικευµένους µηχανισµούς 

που µπορούν να ενεργοποιούνται πολύ ταχύτερα από τους παραπάνω (εντός δευτερολέπτων) 

και σε πολλές περιπτώσεις πρόκειται για αντιστρεπτές διαδικασίες. Αυτοί οι 

φωτοπροστατευτικοί µηχανισµοί ονοµάζονται συλλήβδην NPQ από την µείωση της έντασης 

του φθορισµού που προκαλούν (non-photochemical quenching of chlorophyll fluorescence). 
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Η εκτίµησή τους στηρίζεται στην παραδοχή ότι η ενέργεια που συλλέγεται από το 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε 3 εναλλακτικές οδούς: α) στη 

φωτοχηµεία, β) στο φθορισµό γ) στη διάχυση υπό µορφή θερµότητας. Τελικά για δεδοµένη 

εισαγωγή ενέργειας αν η διάχυση αυξηθεί θα πρέπει η φωτοχηµεία ή/και ο φθορισµός να 

µειωθούν. Συνήθως πειραµατικά καταγράφεται η µέγιστη τιµή φθορισµού (Fm) η οποία 

επιτυγχάνεται µε επώαση του δείγµατος στο σκοτάδι και εκτιµάται η φωτοχηµεία και η 

παραγόµενη θερµότητα από τις µετρήσεις φθορισµού ως η διαφορά ως προς την τιµή 

αναφοράς (βλ. εικόνα ΥΜ7).  

 

 
Εικόνα ΥΜ7. Επαγωγή και χαλάρωση των φωτοπροστατευτικών µηχανισµών. 

 

Μετά από ολιγόλεπτη προσαρµογή στο σκοτάδι, το φωτοσυνθετικό δείγµα εµφανίζει µέγιστο 

φθορισµού Fm. Κατά την έκθεσή του στο φως  (10 min) σε τακτά χρονικά διαστήµατα (κάθε 

1 min) ισχυροί παλµοί φωτός (3000 µmolm-2s-1, 0.4 s) επιτρέπουν την εκτίµηση της νέας 

κάθε φορά µέγιστης τιµής φθορισµού (Fm΄). Η µετάβαση στο σκοτάδι οδηγεί σε ‘χαλάρωση’ 

του Fm΄ (αύξηση του Fm΄) στο διάστηµα 10 έως 25 min. Οι µετρήσεις των Fm και Fm΄ 

πραγµατοποιήθηκαν µε το Handy PEA (Hansatech UK) ενώ για τον υπολογισµό του NPQ 

χρησιµοποιήθηκε η σχέση NPQ=(Fm-Fm΄)/Fm΄  (Bilger and Bjorkman, 1994). 

 

Β. Ανάλυση του ρυθµού χαλάρωσης των Fm΄ [ln (Fm-Ft)/Fm] 

 

Ένα φωτοσυνθετικό δείγµα που έχει προσαρµοστεί σε συγκεκριµένες συνθήκες 

φωτισµού (σταθερό Fs) αν µεταφερθεί στο σκοτάδι και δεχθεί ισχυρούς αλλά βραχείς 
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παλµούς (3000 µmolm-2s-1 διάρκειας 0.2 s) θα εµφανίσει αύξηση της µέγιστης έντασης 

φθορισµού (Fm΄) αρχικά απότοµα και στη συνέχεια πιο αργά. Ο παράγοντας ln[(Fm-Ft)/Fm] 

σύµφωνα µε τους Horton και Hague (1988) επιτρέπει την εκτίµηση του ρυθµού χαλάρωσης. 

 

9. Αποµονώσεις χλωροπλαστών και θυλακοειδών µεµβρανών 

Α. Αποµόνωση χλωροπλαστών 

 

Για την αποµόνωση χλωροπλαστών υγιή φύλλα καπνού (Fv/Fm>0.8) συλλέχθηκαν 

και πλύθηκαν σε απιονισµένο νερό. Ακτινοβολήθηκαν 30-60min για την ενεργοποίησή τους 

και στη συνέχεια οµογενοποιήθηκαν σε ρυθµιστικό 40 mM Tricine, 0.4 M σακχαρόζη pH 

7.6 KOH µε οµογενοποιητή (Τrinitron, USA). Το εκχύλισµα πέρασε από οκταπλή γάζα και 

φυγοκεντρήθηκε (3000g) για 5min. Το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και η πελέτα µε τους 

χλωροπλάστες καλύφθηκε µε 2-3ml διαλύµατος οµογενοποίησης (τελική συγκέντρωση 

χλωροφύλλης έως 2mgml-1) και παρέµεινε στο σκοτάδι µέχρι να χρησιµοποιηθεί. Όλες οι 

διαδικασίες έλαβαν χώρα σε θάλαµο σταθερής θερµοκρασίας 4οC±1, ενώ τα δείγµατα 

φυλάσσονταν στους 0οC. 

 

Β. Αποµόνωση θυλακοειδών µεµβρανών 

 
Μετά τη µηχανική ρήξη των κυτταρικών τοιχωµάτων µε γυάλινες σφαίρες (glass 

beads 0.5mm, Biospec Products Inc Bartlesville, OK 74005) σε ρυθµιστικό διάλυµα 

φωσφορικού Na2HPO4, NaH2PO4 0.05M  pH=7, τα εκχυλίσµατα φυγοκεντρήθηκαν για 5 

min στα 500g σύµφωνα µε τη µέθοδο των Kotzabasis et al. (1986) προκειµένου να πέσουν τα 

άσπαστα κύτταρα. Στη συνέχεια φυγοκεντρείται το υπερκείµενο στα 10.000g για 45 min 

(Sorval instruments, RC5C µε ρότορα ΗΒ-4) στους 4οC και αποµακρύνθηκε το υπερκείµενο. 

Με τη βοήθεια ενός πινέλου συλλέγθηκε προσεχτικά η υπερκείµενη στοιβάδα (µεµβράνες 

θυλακοειδών) και επαναδιαλύθηκε σε ρυθµιστικό διάλυµα Hepes 20mM pH=7 ρυθµισµένο 

µε KOH. Όλοι χειρισµοί έγιναν σε απόλυτο σκοτάδι ή πράσινο φως ιδιαίτερα χαµηλής 

έντασης (0 µmolm-2s-1) 

 

Γ. Ποσοτικοποίηση ποσοστού άθικτων χλωροπλαστών 

 

Η εκτίµηση του ποσοστού ακεραιότητας των χλωροπλαστών έγινε µε τη χρήση 

BCPIP και φωτοµετρική εκτίµηση της αναγωγής του. Πιο συγκεκριµένα το BCPIP δεν 



ΥΛΙΚΑ                                                                                                                                                                        ΜΕΘΟ∆ΟΙ
 

 

 
43 

περνά το φάκελο των χλωροπλαστών και για αυτό το λόγο δεν µπορεί σε συνθήκες 

φωτισµού να αντιδράσει (αναχθεί) παρά µόνο αν ο φάκελλος αφαιρεθεί. Θεωρητικά λοιπόν, 

αν έχουµε 100% άθικτους χλωροπλάστες το BCPIP δεν θα αναχθεί. Αντίθετα αν 

αποµακρύνθεί ο φάκελλος (π.χ. µε ωσµοτικό σοκ) το BCPIP θα ανάγεται µε το µέγιστο 

ρυθµό. Τελικά η εκτίµηση της αναγωγής του BCPIP (καταγραφή µείωσης απορρόφησης στα 

600nm) από χλωροπλάστες πριν και µετά από ένα ωσµωτικό σοκ επιτρέπει την 

ποσοτικοποίηση του ποσοστού που είναι άθικτοι. Για το ωσµωτικό σοκ οι χλωροπλάστες 

παρέµεναν για 60 s σε νερό και στη συνέχεια γινόταν προσθήκη διαλύµατος αντίδρασης 

διπλής ισχύος (0.2 Μ σακχαρόζη, 10 mM Tricine, 2 mM MgCl2, 2 mM MnCl2 pH 7.6/KOH). 

 

10. Αποµόνωση φωτοσυλλεκτικής κεραίας 

 

Η αποµόνωση της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PS II έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο 

των Akoyonoglou και Thomou (1981) όπως τροποποιήθηκε από τη Navakoudis (2003). Η 

µέθοδος περιλαµβάνει υπερφυγοκέντριση θυλακοειδών µεµβρανών σε συνεχή κλίση 

σακχαρόζης (5-22%). Για τη προετοιµασία των βαθµιδώσεων SDS-σακχαρόζης, 

χρησιµοποιείται διάλυµα 0.05 Μ Tris, 0.06 M Borate, 0,01% SDS, pH 9.5 (διόρθωση 

οξύτητας µε κορεσµένο διάλυµα βορικού), στο οποίο προστίθενται 0.2% (w/v) deoxycholic 

acid και 0.2% (w/v) Triton X100. Το διάλυµα που προκύπτει διαχωρίζεται σε δύο µέρη και 

στο ένα προστίθεται σακχαρόζη 5% (w/v), ενώ στο άλλο 22% (w/v). Με τη βοήθεια 

περισταλτικής αντλίας σχηµατίζεται συνεχής βαθµίδωση, µε τη βαθµιαία ανάµιξη 5 ml από 

το διάλυµα 5% σακχαρόζη µέσα σε 5 ml του διαλύµατος 22% σακχαρόζη, σε πλαστικούς 

σωλήνες χωρητικότητας 14 ml, κατάλληλους για υπερφυγοκέντριση (PA, 14x95mm, Qty Pk, 

48EA, Nalgene). Όλοι οι χειρισµοί γίνονται σε θερµοκρασία 4οC. Για την αποµόνωση των 

υποσυµπλόκων του LHC του φωτοσυστήµατος ΙΙ, στο δείγµα των αποµονωµένων 

θυλακοειδών γίνεται ποσοτική εκτίµηση των χλωροφυλλών και προσθήκη συγκεκριµένου 

όγκου διαλύµατος 75mM Tricine-NaOH (pH=7.3) έτσι ώστε η τελική συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης στο αιώρηµα των θυλακοειδών που θα προκύψει να είναι 600 µgml-1.  Xωρίς 

καθυστέρηση τα διαλυτοποιηµένα θυλακοειδή τοποθετούνται στην επιφάνεια της 

βαθµίδωσης και οι βαθµιδώσεις υποβάλλονται σε υπερφυγοκέντριση σε φυγόκεντρο 

Beckman (L8-M, ultracentrifuge, class H) και ρότορα τύπου SW-40 (Beckman), σε 170.000g 

για 18h στους 4οC, σε κενό αέρος. Μετά το πέρας της υπερφυγοκέντρισης, στη βαθµίδωση 

διακρίνονται κάτω από τις ελεύθερες χρωστικές (καροτενοειδή κυρίως και χλωροφύλλες) οι 

ζώνες που αντιστοιχούν στα µονοµερή και ολιγοµερή της φωτοσυλλεκτικής κεραίας. Τα 
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µονοµερή και ολιγοµερή της φωτοσυλλεκτικής κεραίας διαχωρίζονται σε δύο διακριτές 

ζώνες (σκούρο πράσινο) και στη συνέχεια συλλέγονται απευθείας µε µηχανική αντλία ή 

εναλλακτικά κλασµατώνεται ολόκληρη η κλίση και στη συνέχεια επανααναµειγνύονται τα 

κλάσµατα που αντιστοιχούν στην κεραία.  

 

11. Αντιδράσεις Hill 

 
Η ενεργότητα του PSII σε χλωροπλάστες χωρίς φάκελο αλλά µε άθικτο δίκτυο 

θυλακοειδών µεµβρανών µετρήθηκε πολαρογραφικά (Clark-type ηλεκτρόδιο µε 

χαρακτηριστικά που περιγράφθηκαν σε προηγουµενη ενότητα) ως έκλυση οξυγόνου κατά τη 

διάρκεια ολιγόλεπτου φωτισµού (2-3min). Τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων ήταν το 

K3Fe(CN)6 σε ρυθµιστικό διάλυµα που περιείχε 0.2 Μ σορβιτόλη, 10 mM Tricine, 2 mM 

ADP, 2 mM K2HPO4, pH 7.6/KOH (Walker, 1988). Η γραµµική ροή ηλεκτρονίων 

εκτιµήθηκε πολαρογραφικά ως κατανάλωση οξυγόνου κατά τη διάρκεια ολιγόλεπτου 

φωτισµού σε ρυθµίστικό ίδιας σύστασης µε το παραπάνω. Τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων 

ήταν το methylviologen (MV).  

 
Εικόνα ΥΜ8. Φωτοσυνθετική αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων και δέκτες, δότες και αναστολείς που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία. 

 

12. Ποσοτική ανάλυση PSIIα και PSIIβ κέντρων 

 

Η µεταχείριση των δειγµάτων µε DCMU προκαλεί εκθετική αύξηση του φθορισµού 

και η µέγιστη τιµή (Fm) σηµειώνεται πολύ γρήγορα αφού κάθε PSII κέντρο δεν µπορεί να 

µεταφέρει ηλεκτρόνια πέρα από την QA. Το εµβαδόν ανάµεσα στην καµπύλη φθορισµού και 

την παράλληλη προς τον άξονα του χρόνου η οποία διέρχεται από το Fm (AREA) αποτελεί 

µέτρο του ποσού των φωτονίων που αξιοποιήθηκαν. Επίσης ο ρυθµός µε τον οποίο αυξάνει 

το εµβαδόν για στοιχειώδη χρονικά διαστήµατα έως να λάβει την τελική τιµή εξαρτάται από 
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το ρυθµό µε το οποίο κλείνουν τα κέντρα αντίδρασης στα PS II. Ο παράγοντας ln[(ΑREA-

AREAt)/AREA] επιτρέπει τη διάκριση δύο διαδικασίων µίας γρήγορης και µίας πιο αργής . 

 

 

 

 

 

 
 

 

Εικόνα ΥΜ9. Καµπύλη ΟJIP 
παρουσία DCMU. 

 

Η γρήγορη διαδικασία αφορά κέντρα µε µεγάλη 

φωτοσυλλεκτική ικανότητα (µεγάλη κεραία) τα οποία 

ονοµάζονται PSIIα , ενώ η πιο αργή διαδικασία αφορά κέντρα 

µε µικρότερη κεραία PSIIβ κέντρα. Τα τελευταία βρίσκονται 

στα θυλακοειδή στρώµατος ενώ τα τύπου α θεωρείται ότι 

βρίσκονται στα grana (Melis, 1989). Με τη χρήση του 

συστήµατος PΕA (Hansatech, UK) ελήφθησαν οι κινητικές 

φθορισµού (6 LED ακτινοβόλησαν το δείγµα µε 3000 

µmol.m-2s-1 για 1-10 s)  σε δείγµατα που είχαν επωασθεί για 

10 min µε DCMU στο απόλυτο σκοτάδι. Οι κινητικές 

επαγωγικού φθορισµού είναι αρκετά λεπτοµερείς (>1000 δια- 

κριτά σηµεία µετρήσεων ανά δευτερόλεπτο µε µεγάλη αντιπροσώπευση στο κρίσιµο 

διάστηµα των πρώτων 1000 µs). Οι σταθερές Kα και Κβ για τους δύο πληθυσµούς των PS II 

εκτιµήθηκε σύµφωνα µε την ανάλυση των Melis και Homann (1978).  

 

13. Μετρήσεις Φωτοφωσφορυλίωσης 

 

Η επίδραση των πολυαµινών στη φωτοφωσφορυλίωση εκτιµήθηκε σε χλωροπλάστες 

από δύο είδη φυτικών οργανισµών (Beta vulgaris και Nicotiana tabacum). Στον καπνό 

φάνηκε ότι η σύνθεση ΑΤΡ είχε προέλευση την φωτοφωσφορυλίωση και την αδενυλική 

κυκλάση. Η τελευταία συνθέτει ATP από ADP, τόσο στο φως, όσο και στο σκοτάδι και 

επηρεάζει το συνολικό ποσό ΑΤΡ που συντίθεται σε δεδοµένο χρονικό διάστηµα. Λόγω του 

ότι η αποµόνωση χλωροπλαστών από φυτά N. tabacum εµφάνιζε υψηλή ενεργότητα 

αδενυλικής κυκλάσης αναζητήθηκε ευνοϊκότερο πειραµατικό σύστηµα. Χλωροπλάστες από 

φυτά Beta vulgaris χρησιµοποιούνται διεθνώς σε πειράµατα φωτοφωσφορυλίωσης και 

εµφανίζουν σταθερή απόδοση και µηδενική ενεργότητα αδενυλικής κυκλάσης (Avron, 

1960). Για τους παραπάνω λόγους προτιµήθηκε να επαναληφθούν τα πειράµατα επίδρασης 

των πολυαµινών στη φωτοφωσφορυλίωση σε χλωροπλάστες φύλλων Beta vulgaris. Η 

οµογενοποίηση του ιστού έγινε σε ρυθµιστικό που περιείχε 0.4 Μ σακχαρόζη, 40 mM 

Tricine, 10 mM AscNa (pH 7.8 ρυθµισµένο µε ΚΟΗ). Τα δείγµατα µετά από φυγοκέντρηση 

σε 3000g επαναδιαλύθηκαν σε µικρή ποσότητα διαλύµατος οµογενοποίησης. Η 

φωτοφωσφορυλίωση έλαβε χώρα σε κυψελίδα 2.5 ml µε σταθερή ανάδευση και σε 
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θερµοκρασία 23οC, ενώ το ρυθµιστικό διάλυµα της αντίδρασης περιείχε 0.2 Μ σορβιτόλη, 

10 mΜ Tricine, 12 mM Hepes, 5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 2 mM K2HPO4, 1 mM AscNa, 

0.6 mM ADP, 40 µΜ PMS, 300 nm valinomycin (pH 7.8 KOH). Η ακτινοβόληση διαρκούσε 

3 min και την αντίδραση σταµατούσε υπερχλωρικό οξύ 10% (τελικό pH<1).  

 

14. Ποσοτικοποίηση ΑΤΡ 

 
Για την ποσοτικοποίηση του παραγόµενου ΑΤΡ σε πειράµατα φωτοφωσφορυλίωσης 

χρησιµοποιήθηκε ένα υπερευαίσθητο σύστηµα χηµειοφωταύγειας (FLS CII, Sigma). Η 

Λουσιφεράση παρουσία ΑΤΡ ανάγει τη λουσιφερίνη και εκπέµπει φως µε µέγιστο στα 

562nm σύµφωνα µε τις παρακάτω αντιδράσεις. Η χηµειοφωταύγεια µετρήθηκε σε 

φθοροφωτόµετρο LS50B spectrometer luminometer (luminescence mode, Perkin Εlmer). Για 

την ποσοτικοποίηση του σήµατος η µέτρηση επαναλήφθηκε µε προσθήκη µικρής ποσότητας 

γνωστής συγκέντρωσης διαλύµατος ΑΤΡ.  

 
Εικόνα ΥΜ13. Αντιδράσεις του συστήµατος λουσιφερίνης-λουσιφεράσης που έχουν σαν αποτέλεσµα 

την εκποµπή φωτός. 

 

15. Προσδιορισµός φωτονιακής ροής 

 

 
 

 
Εικόνα ΥΜ12. Κυψελίδα οξυγονο-
µέτρου Clark-type (αριστερά) που 
χρησιµοποιήθηκε στις πολαρογρα-
φικές µετρήσεις και µετρητής QRT1 
(δεξιά).  

Μέτρηση της έντασης  φωτονιακής ροής (µmolm-2s-1) 

σε κυψελίδες, ενυδρεία, θαλάµους πραγµατοποιήθηκε 

µε τη χρήση µετρητή QRT1 Quantitherm light 

meter/thermometer (Hansatech, UK). Η µέτρηση αφορά 

µήκη κύµατος ορατής ακτινοβολίας από 400 έως 700nm 

µε υψηλή ακρίβεια (0.001mmolm-2s-1) 
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16. Φασµατοσκοπία φθορισµού χαµηλής θερµοκρασίας (77Κ). 

 

 

 
Εικόνα ΥΜ10. Φθοροφωτό-
µετρο LS50B Perkin Εlmer και 
βάση για τη λήψη φασµάτων 
σε θερµοκρασία υγρού 
αζώτου. 

Φάσµατα σε θερµοκρασία 77K ελήφθησαν σε 

φθοροφωτόµετρο LS50B Perkin Εlmer µε τη χρήση 

εργαστηριακά κατασκευασµένης βάσης. Η βάση 

περιελάµβανε λουτρό υγρού αζώτου, θάλαµο για την 

ακινητοποίηση του δείγµατος, δύο οπτικές ίνες πάχους 10mm 

σε γωνία 90ο (η πρώτη για να δειγείρει την χλωροφύλλη των 

δειγµάτων µε µονοχρωµατικό φως 550 nm και η δεύτερη για 

να µεταφέρει το φθορισµό στον ανιχνευτή του φθοροµέτρου)  

και τέλος καλύπτρες για να εξασφαλίζουν προστασία του αισθητήρα από άλλες πηγές φωτός. 

Η λήψη των φασµάτων γινόταν σε απόλυτο σκοτάδι ή σε ασφαλές χαµηλής έντασης πράσινο 

φως (green safe light). 
 

17. Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός των πολυαµινών 

 

 Η ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των κύριων πολυαµινών (Put, Spm και Spd) στα 

δείγµατα έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο Kotzabasis et al. (1993). Οι πολυαµίνες ανιχνεύτηκαν 

ως βενζυλιωµένα παράγωγα µε τη χρήση  Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (High 

Performance Liquid Chromatography, HPLC). Η προετοιµασία των δειγµάτων περιλάµβανε 

την προσθήκη 200 µl 1 N NaOH καλή ανάδευση και επώαση των δειγµάτων για 20 min σε 

0οC. Ακολούθησε προσθήκη 200µl 36% HCl και τα δείγµατα υδρολύθηκαν στους 110οC, για 

18 h. Μετά από εξάτµιση των υπερκειµένων στους 80οC, τα δείγµατα επαναδιαλύθηκαν σε 

300 µl 5% (v/v) PCA (perchloric acid) και ακολούθησε η αντίδραση σχηµατισµού των 

βενζυλιωµένων παραγώγων. Σύµφωνα µ’ αυτή, στο κάθε δείγµα προστέθηκαν 1ml 2N 

NaOH και 10µl Benzoyl Chloride. Μετά από ισχυρή ανάδευση και επώαση για 20 min στους 

25οC, προστέθηκαν 2ml κορεσµένου διαλύµατος NaCl και εκχυλίστηκαν οι πολυαµίνες σε 

2.5 ml διεθυλαιθέρα, ο οποίος συλλέχθηκε και εξατµίστηκε στους 60οC. Οι βενζυλιωµένες 

πλέον πολυαµίνες επαναδιαλύθηκαν σε 200 µl 63% (v/v) µεθανόλης (HPLC grade). 

Η ανάλυση σε HPLC, έγινε µε τη χρησιµοποίηση στήλης narrow bore C-18 (2.1 mm 

× 200 mm, 5 µm Hypersil, Hewlett Packard) και ένα σύστηµα δύο διαλυτών που 

περιλάµβανε µια διαβάθµιση µεθανόλης (55%-84%, v/v). Ο διαχωρισµός έγινε σε HPLC 

(Shimadzu, LC-10AD, VP)  σύστηµα δύο αντλιών µε diode array (Shimadzu SPD-M10A). Η 

ποσοτική ανάλυση έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο των Kotzabasis et al., (1993) 
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18. Ηλεκτροφόρηση πρωτεϊνών 

 
Η προετοιµασία των δειγµάτων για την ηλεκτροφόρηση έγινε µετά από επώαση των 

δειγµάτων στους 100οC για 5 min µε ρυθµιστικό διάλυµα (0.125 M Tris pH 6.8, 20% 

Glycerol, 4% SDS, 10% mercaptoethanol). Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωµα 

ακρυλαµίδης (12%) συµφωνά µε τη µέθοδο του  Laemmli (1970) µε ελάχιστες αλλαγές. Οι 

πρωτεΐνες γνωστού µοριακού βάρους (marker) που χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό 

των µοριακών βαρών των αγνώστων πρωτεϊνών είχαν µέγεθος σε kD: 97, 66, 45, 30, 20, 14 

(µάρτυρας χαµηλών µοριακών βαρών, Pharmacia). Μετά το τέλος της ηλεκτροφόρησης το 

πήκτωµα εµβυθίζεται σε διάλυµα χρώσης [0.25% Coomasie Brilliant Blue R-250 (w/v) σε 

45% µεθανόλη (v/v), 9% οξικό οξύ (v/v)] για µία ώρα, υπό συνεχή ανακίνηση. Η πηκτή 

αποχρωµατίζεται µε συνεχείς πλύσεις µε διάλυµα αποχρωµατισµού [20% µεθανόλη (v/v), 

7% οξικό οξύ (v/v), 3% γλυκερόλη], µέχρι το υπόβαθρο να µειωθεί ικανοποιητικά και να 

γίνουν εµφανείς οι ζώνες των πολυπεπτιδίων. 

 

19. Ηλεκτρονική µικροσκοπία 

 
Όλα τα δείγµατα µονιµοποιήθηκαν σύµφωνα µε την µέθοδο της Meindl (1983) µε 1% 

γλουραρική αλδεΰδη σε 100 mM cacodylate (pH 7.0) σε θερµοκρασία δωµατίου για 1h και 

ακολούθησαν πλύσεις µε ρυθµιστικό χωρίς αλδεΰδη. Η προσθήκη οσµίου έγινε µε 2% OsO4 

σε ρυθµιστικό cacodylate στους 4οC (16h). Μετά τη πλύσιµο των δειγµάτων σε 10mM 

ρυθµιστικό και αφυδάτωση µε αιθανόλη έγινε ρητινοποίηση. Η παρατήρηση των δειγµάτων 

έγινε σε ένα σύστηµα EM 400 (Philips) στα 80 kV. Η ηλεκτρονική µικροσκοπία 

πραγµατοποιήθηκε στο εργαστήριο της Prof. Ursula Luetz-Meindl (Αυστρία). 

 

20. Ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών 
 
 Οι συνολικές πρωτεΐνες στα δείγµατα κυττάρων και από θυλακοειδή µετρήθηκαν  

σύµφωνα µε τη µέθοδο Bradford (1976), όπως προτείνεται και από τους Jones et al., (1989). 

Για την κατασκευή πρότυπης καµπύλης χρησιµοποιήθηκε αλβουµίνη βοείου ορού (BSA). 
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21. Υπολογισµός κυτταρικής συγκέντρωσης (PCV) 

     

∆είγµατα 5 ml από τις καλλιέργειες φυκών 

φυγοκεντρήθηκαν για 5 min 1500 g 

προκειµένου να καθιζήσουν σε 

διαβαθµισµένο υαλοσωλήνα (Senger and 

Brinkmann, 1986). Η εκτίµηση της 

κυτταρικής συγκέντρωσης γίνεται σε 

µLPCV/ml καλλιέργειας. 

 

 
Εικόνα ΥΜ11. Όγκος κυττάρων που καθίζησαν 
µετά από φυγοκέντρηση σε διαβαθµισµένο 
τριχοειδές. 
 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο  

 
Ο ρόλος των πολυαµινών στη φωτοεξαρτώµενη,  

στη φωτοανεξάρτητη βιογένεση και στη λειτουργική ενεργοποίηση 

του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 
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Ο ρόλος των πολυαµινών στη φωτοεξαρτώµενη και στη φωτοανεξάρτητη 

βιογένεση καθώς και στη λειτουργική ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού 
 

1. Πειραµατικός Προγραµµατισµός- Ιεράρχηση αποτελεσµάτων 

  

Η παρούσα εργασία στηρίζεται στη συγκριτική µελέτη του ρόλου των πολυαµινών 

στη φωτοεξαρτώµενη και φωτοανεξάρτητη ανάπτυξη και λειτουργική οργάνωση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (σχήµα 1) σε µία βιοενεργητική προσέγγιση της 

φωτοσύνθεσης. Η έλλειψη ενός µοριακού µηχανισµού που να ερµηνεύει την αναγκαιότητα 

της παρουσίας και τον ρόλο των τριών πολυαµινών τόσο στο κύτταρο, όσο και στο 

χλωροπλάστη ειδικά, αποτέλεσε τη σηµαντικότερη τροχοπέδη, αλλά ταυτόχρονα και την 

ιδιαίτερη ανάγκη δροµολόγησης αυτής της διατριβής. Υιοθετήθηκε µία προσέγγιση από-το-

γενικό-στο-ειδικό (top-down approach) µε στόχο τη σταδιακή εστίαση στο µηχανισµό που 

ελέγχουν οι πολυαµίνες. Επειδή το κύτταρο ρυθµίζει πολύ αυστηρά τα επίπεδα των 

πολυαµινών του και επειδή το φως στην περίπτωση των φωτοσυνθετικών οργανισµών έχει 

ήδη αποδειχθεί ως ένας από τους ρυθµιστικούς παράγοντες (Kotzabasis et al., 1999), η 

προσέγγιση του ρόλου των πολυαµινών είναι δύσκολη. Το γεγονός ότι η φωτοσύνθεση 

στηρίζεται σε πολύπλοκους µηχανισµούς µε αυτορρυθµιζόµενα χαρακτηριστικά (π.χ. state 

transition), δυναµικά µεταβαλλόµενες στοιχειοµετρίες υποσυµπλόκων (π.χ. των PS II και PS 

I) ή και διαφορετικές δυνατές οργανώσεις/διατάξεις σταθερού αριθµού υποσυµπλόκων RCII 

(π.χ. για τα PSII, 4 X C2S2 = C8S8), καθώς και χρόνους στις επιµέρους διαδικασίες που 

καλύπτουν πάνω από 18 τάξεις µεγέθους (10-15 s χρόνος µεταφοράς των διεγέρσεων εντός 

του PS II έως 1000 s χρόνος επιδιόρθωσης φωτοσυστηµάτων), καθιστά τη µείωση της 

πολυπλοκότητας αναγκαία. Για αυτό το λόγο στα πρώτα πειράµατα αποφεύχθηκαν 

πολυκύτταροι φωτοσυνθετικοί οργανισµοί (π.χ. ανώτερα φυτά) ώστε να παρακαµφθούν 

τουλάχιστον οι πολύπλοκες συνέπειες της κυτταρικής διαφοροποίησης και επιλέχθηκαν 

µονοκύτταροι οργανισµοί (ευκαρυωτικά χλωροφύκη) που διαθέτουν όµοιο φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό και όµοια σύσταση πολυαµινών µε τα ανώτερα φυτά. Επιπλέον, ένας σηµαντικός 

λόγος για τον οποίο επελέγει το συγκεκριµένο χλωροφύκος (Scenedesmus obliquus) είναι η 

ύπαρξη πολλών µεταλλαγµάτων του µε διαφορετικά ευνοϊκά χαρακτηριστικά (π.χ. το 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο - Αποτελέσµατα 
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χλωρωτικό C-2A΄ ή το χωρίς φωτοσυλλεκτική κεραία Wt-LHC), τα οποία θα αναλυθούν 

στις επόµενες ενότητες.  

 

 

 

Σχήµα 1. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σε 4 

κεφάλαια µε 8 επιµέρους ενότητες. Οι οκτώ 

ενότητες αποτελούν λογική συνέχεια η µία της 

άλλης µε στόχο την προσέγγιση του µηχανισµού 

δράσης των πολυαµινών. Η κάθε ενότητα 

χαρακτηρίζεται από τη µελέτη διαφορετικών 

φαινοµένων σε µια προσπάθεια συνεχούς 

εστίασης σε όλο και πιο ειδικά φαινόµενα. Η 

αναπτυξιακή µελέτη άνοιξε το δρόµο για την 

επικέντρωση σε φαινόµενα ρύθµισης της 

φωτοσύνθεσης (φωτοχηµεία - µη φωτοχηµεία). 

Στις ενότητες 7 και 8 ολοκληρώνεται η 

αναζήτηση µε την πρόταση δύο πρωτότυπων 

µηχανισµών δράσης. 

 

Τα αποτελέσµατα που ακολουθούν παραθέτονται µε την ακόλουθη λογική σειρά. 

Αρχικά παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της τεχνητής αύξησης ή µείωσης των 

ενδοκυτταρικών επιπέδων πολυαµινών σε κρίσιµους φυσικοχηµικούς δείκτες µοριακής 

οργάνωσης και λειτουργικότητας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (ενότητα 2). Τα 

παραπάνω πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν σε µονοκύτταρα φύκη µε τη χρήση πολυαµινών 

και αναστολέων της βιοσύνθεσης των πολυαµινών. Η τεχνητή αύξηση της τετραµίνης Spm 

επιλέχθηκε ως ο πιο υποσχόµενος τρόπος προσέγγισης και µελετήθηκε διεξοδικά (ενότητες 

3, 4 και 5). Πιο συγκεκριµένα, µελετήθηκε ο ρόλος της σε τρεις διαφορετικές φάσεις 

ανάπτυξης και λειτουργικής οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Οι φάσεις 

επιλέχθηκαν µε την προοπτική ότι µια λειτουργική/αναπτυξιακή µελέτη για τον 

χλωροπλάστη θα υποδείκνυε το χρονικό σηµείο ή τη διαδικασία στην οποία εµπλέκονται οι 

πολυαµίνες (αναλαµβάνουν δράση). Οι φάσεις αυτές είναι α) φάση φωτοανέξαρτητης 

βιογένεσης, β) φάση φωτοεξαρτώµενης βιογένεσης και γ) φάση λειτουργικής 

ενεργοποίησης. Οι φάσεις αυτές καλύπτουν όλες τις πιθανές πορείες δηµιουργίας και 

λειτουργικής οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η ικανότητα να µελετηθεί η 

διαδικασία φωτοανεξάρτητης βιογένεσης (πρώτη αναφορά σε ότι έχει σχέση µε τη 
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λειτουργική µελέτη) επέτρεψε να απεξαρτηθεί η πειραµατική διαδικασία από τις 

φωτοεπαγόµενες ρυθµίσεις, τόσο αυτές που υπόκειται ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός 

προκειµένου να προσαρµοστεί, όσο και αυτές των επιπέδων των ενδοκυτταρικών 

πολυαµινών που επίσης φωτορρυθµίζονται. 

Τα ερωτήµατα που γεννήθηκαν από τα παραπάνω πειράµατα οµαδοποιήθηκαν σε 

τρεις κύριες κατηγορίες προκειµένου να σχεδιαστούν οι επόµενες κινήσεις [ρόλος αυξηµένης 

ενδοκυτταρικής Spm α) στη βιοσύνθεση των χλωροφυλλών, β) στην κυτταρική ανάπτυξη 

και γ) στην διαχείριση της ενέργειας του φωτός -ειδικά στη διάχυση αυτής-]. Η απάντηση 

στο πρώτο ερώτηµα αναζητήθηκε στο µονοπάτι βιοσύνθεσης των χλωροφυλλών τόσο 

φωτοεξαρτώµενα -µελέτη LPOR, φωτοεξαρτώµενη αναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου- 

όσο και φωτοανεξάρτητα –DPOR, φωτοανεξάρτητη αναγωγάση- (ενότητες 3.2 και 4.2 

αντίστοιχα). Η ελεγχόµενη από τη Spm αναστολή στην κυτταρική ανάπτυξη ερµηνεύθηκε ως 

αποτέλεσµα αναστολής του διαχωρισµού των θυγατρικών κυττάρων κατά την κυτταρική 

διαίρεση (ενότητα 4.3 δεδοµένα ηλεκτρονικής µικροσκοπίας). Τέλος τα χαρακτηριστικά της 

υπερβολικής µη φωτοχηµικής διάχυσης της ενέργειας του φωτός λόγω αυξηµένης Spm 

µελετήθηκαν σε σχέση µε το ρόλο της φωτοσυλλεκτικής κεραίας LHC του PSII  (5.5) καθώς 

και το κύκλο Calvin-Benson (5.4). Τα πειράµατα αυτά κρίθηκαν αναγκαία γιατί η 

απορρόφηση της ενέργειας και στη συνέχεια το µέρος αυτής της ενέργειας που δεν 

διοχετεύεται στη φωτοχηµεία της φωτοσύνθεσης, διαχέεται ελεγχόµενα στη 

φωτοσυλλεκτική κεραία LHC  (πειράµατα µε επίδραση της Spm στο µετάλλαγµα Wt-LHC 

του Scenedesmus obliquus που δεν διαθέτει φωτοσυλλεκτική κεραία). Τα πειράµατα της 

ενίσχυσης του κύκλου του Calvin-Benson σχεδιάστηκαν στη βάση ότι η φωτοχηµεία και η 

ελεγχόµενη διάχυση είναι ανταγωνιστικές διαδικασίες και θα επέτρεπαν την καλύτερη 

κατανόηση του ρόλου των πολυαµινών. Τα αποτελέσµατα από τα πειράµατα αυτά έκαναν 

πιεστική την ανάγκη να µελετηθεί ο ρόλος των πολυαµινών ειδικά στους µηχανισµούς 

διαχείρισης της φωτονιακής ενέργειας από τον φωτοσυνθετικό µηχανισµό (ρύθµιση της  

φωτοσυνθετικής διαδικασίας µέσω φωτοπροστατευτικών/µη φωτοχηµικών µηχανισµών). 

Η µελέτη της µη φωτοχηµικής χρήσης της φωτονιακής ενέργειας έκανε απαραίτητη 

την µετάβαση σε ανώτερα φυτά τα οποία εµφανίζουν µεγάλη ικανότητα µη φωτοχηµικής 

διαχείρισης της φωτονιακής ενέργειας, αλλά και επιτρέπουν αποµόνωση άθικτων 

χλωροπλαστών (αποµονώσεις τεχνικά αδύνατες σε µικροφύκη). Πειράµατα σε φυλλικά 

δισκία καπνού πραγµατοποιήθηκαν σε διαφορετικές –προσεκτικά επιλεγµένες- συνθήκες 

(π.χ. σε µικρότερες, ίσες ή µεγαλύτερες εντάσεις φωτισµού από την ένταση επώασης) 

προκειµένου να µελετηθεί ο ρόλος των πολυαµινών στη ρύθµιση της φωτοσυνθετικής καθώς 
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και της µη φωτοχηµικής/φωτοπροστατευτικής διαδικασίας (regulation of photosynthesis and 

of non-photochemical quenching). Με τη χρήση µη παρεµβατικών µεθόδων αναδείχθηκε για 

πρώτη φορά ένας βιονεργητικός ρόλος των πολυαµινών  (ενότητα 6) και στη συνέχεια 

µελέτες σε αποµονωµένους χλωροπλάστες (ενότητα 8) και αποµονωµένα λειτουργικά 

υποσύµπλοκα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (ενότητες 7 και 8) επέτρεψαν την καλύτερη 

κατανόηση του τρόπου δράσης των πολυαµινών, αλλά και τον ειδικό ρόλο µε τον οποίο είναι 

επιφορτισµένη η κάθε πολυαµίνη. Τελικά, ο συνδυασµός των ήδη γνωστών µοριακών, 

δοµικών και άλλων δεδοµένων και των νέων βιοχηµικών και φυσικοχηµικών δεδοµένων 

αυτής της εργασίας επέτρεψε την πρόταση ενός µοντέλου που να εξηγεί ικανοποιητικά τον 

ρόλο των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό. 
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2. Η επίδραση των εξωγενών πολυαµινών στη µέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

 

Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός µονοκύτταρων ευκαρυωτικών φυκών (Scenedesmus 

obliquus) µελετήθηκε in vivo µε φασµατοσκοπικές (ελάχιστα παρεµβατικές-minimally 

invasive) µεθόδους υπό την επίδραση αυξηµένων ή µειωµένων επιπέδων Put, Spd ή Spm. 

Για την τεχνητή αύξηση του επιπέδου των ενδοκυτταρικών πολυαµινών ακολουθήθηκε η 

µέθοδος των Βeigbeder και Kotzabasis (1994), η οποία περιλαµβάνει ολιγόωρη (10-20 h) 

επώαση υγρών καλλιεργειών του φύκους συγκεκριµένης πυκνότητας (0.5 µlPCVml-1) µε τις 

αντίστοιχες πολυαµίνες (τελική συγκέντρωση 1 mM) η οποία εξασφαλίζει έως και 3 φορές 

αύξηση των αντίστοιχων ενδοκυτταρικών επιπέδων. Για τη µείωση του επιπέδου των 

πολυαµινών χρησιµοποιήθηκαν ενώσεις που δοµικά µοιάζουν µε τις πολυαµινές και 

λειτουργούν ως αναστολείς της βιοσύνθεσής τους (1,4 διαµινοβουτανόνη, κυκλοεξυλαµίνη, 

1,3 διαµινοπροπάνιο) µειώνοντας έως και 50% τα ενδοκυτταρικά επίπεδα (Beigbeder et al., 

1995). Στην εικόνα 2.1 παρουσιάζονται οι τιµές µέγιστης φωτοσυνθετικής απόδοσης 

(Fv/Fm) των φυκών για τις 7 διαφορετικές µεταχειρίσεις (Put, Spd, Spm, 1,4DB, CHA, 

1,3DP τελικής συγκέντρωσης 1 mM). 

 

 
Εικόνα 2.1. Επίδραση των τεχνητά αυξηµένων ή τεχνητά µειωµένων επιπέδων πολυαµινών στην 

απόδοση (Fv/Fm) του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µονοκύτταρων ευκαρυωτικών χλωροφυκών (Scenedesmus 

obliquus). Η φωτοσυνθετική απόδοση φαίνεται ευαίσθητη στην αυξοµείωση των επιπέδων των πολυαµινών. Η 

τετραµίνη Spm προκαλεί την µεγαλύτερη % µεταβολή και προτιµήθηκε για την διερεύνηση του ρόλου των 

πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό. Οι τιµές παρουσιάζονται σαν ποσοστά σε σχέση µε την απόδοση του 

µάρτυρα η οποία ήταν (0.702 ±0.04). Οι µπάρες αντιστοιχούν στη σταθερή διακύµανση (n=5). 
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 Η φωτοσυνθετική απόδοση φαίνεται ότι µειώθηκε σηµαντικά από την αύξηση της 

Spm, ενώ οι υπόλοιπες µεταχειρίσεις είχαν µικρότερη επίδραση. Πιο συγκεκριµένα, η 

επιπλέον Put φάνηκε να βελτιώνει οριακά τη φωτοσυνθετική απόδοση, ενώ η µείωσή της 

οδήγησε στο αντίθετο αποτέλεσµα (10 % µείωση στην περίπτωση του αναστολέα 1,4DB). 

Τέλος, τόσο η µείωση, όσο και η αύξηση της Spd είχαν µικρή επίδραση στην φωτοσυνθετική 

απόδοση (µειώσεις της τάξης του 5%). Με δεδοµένο ότι τα ενδογενή επίπεδα Put και Spd 

είναι πιο αυξηµένα σε σχέση µε αυτά της Spm (Kotzabasis and Beigbeder, 1994) είναι 

λογικό να εµφανίζει ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός µικρότερη ευαισθησία στις δύο αυτές 

πολυαµίνες. Αντίθετα η Spm  βρίσκεται υπό φυσιολογικές συνθήκες σε µικρές 

συγκεντρώσεις περίπου 10 φορές µικρότερες από εκείνες της Put ή της Spd (Doernemann et 

al., 1996). Η σειρά κατάταξης µε κριτήριο τη δραστικότητα της κάθε µεταχείρισης στη 

µέγιστη απόδοση του φωτοσυνθετικού µηχανισµου είναι [+Spm]> [+DB]> [+Put]> [+Spd]. 

Για τη συνέχεια επιλέχθηκε η τεχνητή αύξηση της Spm ως η πιο ελπιδοφόρα προσέγγιση για 

τη µελέτη των µηχανισµών όπου εµπλέκονται οι πολυαµίνες. Η επίδραση αυξηµένων 

επιπέδων Spm στην οργάνωση και λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

µελετήθηκε σε τρεις διαφορετικές περιπτώσεις: 

 

1. Κατά την δηµιουργία ενός πλήρως λειτουργικού φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

(περίπτωση φωτοεξαρτώµενης βιογένεσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού).  

2. Κατά τη δηµιουργία ενός φωτοσυνθετικού µηχανισµού απουσία φωτός (περίπτωση 

φωτοανεξάρτητης βιογένεσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού).  

3. Κατά την φάση λειτουργικής ενεργοποίησης.  

 

Κάθε περίπτωση εµφανίζει ξεχωριστό ενδιαφέρον λόγω των καίριων διαφορών σε 

σχέση µε τις δύο άλλες. Στον πίνακα Ι παρουσίαζονται τα χαρακτηριστικά των διαφορετικών 

αυτών φάσεων προκειµένου να γίνoυν κατανοητές οι διαφορές τους. Πίσω από το σχεδιασµό 

των πειραµατικών αυτών σειρών κρύβεται η κεντρική ιδέα ότι το φως (ποσότητα/ποιότητα) 

είναι ένας από τους παράγοντες που ρυθµίζει τόσο το φωτοσυνθετικό µηχανισµό, όσο και τα 

ενδογενή επίπεδα πολυαµινών (Kotzabasis et al., 1999) ως εκ τούτου θα ήταν κρίσιµο –ει 

δυνατόν- να µελετηθεί η λειτουργική οργάνωση του µηχανισµού παρουσία διαφορετικών 

επιπέδων πολυαµινών, αλλά απουσία φωτός. Το να οργανωθεί ο φωτοσυνθετικός 

µηχανισµός απουσία φωτός είναι κάτι που συµβαίνει φυσιολογικά στα πράσινα φύκη 

(Armstrong , 1998).  Όµως η διαδικασία πραγµατοποιείται αδιάκοπα (συνεχής αναγωγή του 
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Πίνακας Ι. ∆ιαφορετικές διαδικασίες που οδηγούν σε αύξηση της φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm) 

και επιτρέπουν τη µελέτη των φαινοµένων πριν, κατά και µετά την δηµιουργία και λειτουργική 

οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

 

 Χρονική 

διάρκεια 

φαινοµένου 

Σύνθεση chl 

& φωτο-

συνθετικών 

συµπλόκων 

 

Αύξηση 

Fv/Fm 

 

Ανάγκη 

Φωτισµού 

Προσαρµογή 

σε συνθήκες 

φωτισµού 

 
Φωτοεξαρτώµενη 
βιογένεση 
(χρήση µεταλλάγµατος 
C-2Α΄) 
 

 

++ 
1. 

 

++ 
2.  

 

++ 
3.  

 

+ 
4.  

 

+ 
5.  

 
Φωτοανεξάρτητη 
βιογένεση 
(χρήση µεταλλάγµατος 
C-2Α΄ σε ειδικές 
συνθήκες επώασης 
Oh-hama et al., 1987) 

 

+++ 
6. 

 

+ 
7.  

 

+ 
8.  

 

- 
9.  

 

- 
10.  

 
Φάση 
λειτουργικής 
ενεργοποίησης 
(Ioannidis and 
Kotzabasis, 2004) 
 

 

+ 
11. 

 

- 
12.  

 

+ 
13.  

 

+ 
14.  

 

- 
15.  

 
 
1. έχει διάρκεια από 7 έως 10 h 
2. µέσω LPOR 
3. εφικτή η µεγιστοποίηση της απόδοσης 
4. απαραίτητος ο φωτισµός για να καταλύσει η LPOR τη σύνθεση χλωροφύλλης 
5. αναγκαστικά το φως που εξασφαλίζει τη σύνθεση της χλωροφύλλης ταυτόχρονα αναγκάζει το 
σχηµατιζόµενο φωτοσυνθετικό µηχανισµό να προσαρµοστεί 
6. έχει διάρκεια από 30 έως 50 h 
7. µέσω DPOR 
8. εφικτή η µερική αύξηση αλλά ανέφικτη η µεγιστοποίηση της απόδοσης 
9. Η πυροδότηση της σύνθεσης της χλωροφύλλης γίνεται µε µείωση της θερµοκρασίας επώασης και 
όχι µε φωτισµό 
10. τα φωτοσυστήµατα δηµιουργούνται αλλά στο σκοτάδι συνεπώς δεν στέλνουν οξειδοαναγωγικά ή 
άλλα σήµατα και τελικά δεν υπόκεινται άµεσα ή έµµεσα σε φωτορρύθµιση 
11. µπορεί να διαρκέσει 300 s. 
12. αµελητέα σύνθεση 
13. εφικτή η µεγιστοποίηση της απόδοσης 
14. ο φωτισµός είναι απαραίτητος για τη µεγιστοποίηση της απόδοσης 
15. Η µικρή διάρκεια έκθεσης στο φως δεν είναι αρκετή για τη φωτοπροσαρµογή του 
φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 
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πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο από την DPOR) και για αυτό το λόγο δεν 

επιτρέπει να παρακολουθήσει κάποιος τα στάδια βιογένεσης του χλωροπλάστη από τη φάση 

του ωχροπλάστη έως το διαφοροποιηµένο, ικανό φωτοσυνθετικά πλαστίδιο (χλωροπλάστης) 

αφού συνυπάρχουν όλα τα στάδια διαφοροποίησης. Το πρόβληµα λύνεται µε τη χρήση 

χλωρωτικών µεταλλαγµάτων όπως το C-2A΄ του Scenedesmus obliquus το οποίο 

συµπεριφέρεται όπως και τα ανώτερα φυτά συσσωρεύοντας στο σκοτάδι 

πρωτοχλωροφυλλίδιο (Pchlide), ενώ τα πλαστίδια του παραµένουν στο στάδιο του 

ωχροπλάστη. Το Pchlide  αποτελεί πρόδροµο της χλωροφύλλης και υπόστρωµα των ενζύµων 

LPOR και DPOR. Η πρώτη αναγωγάση λειτουργεί στο φως και αυτό επιτρέπει την 

φωτοεξαρτώµενη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (Masuda and Takamiya, 

2004). Η δεύτερη εµφανίζει µία µοναδική ευαισθησία στην θερµοκρασία και λειτουργεί σε 

θερµοκρασίες (Oh-hama et al., 1987) χαµηλότερες των 25oC, ενώ σε θερµοκρασίες άνω των 

30oC απενεργοποιείται. Οι ιδιότητες αυτές του συγκεκριµένου µεταλλάγµατος επέτρεψαν 

την µελέτη του ρόλου των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό, α) προτού 

δηµιουργηθεί, β) κατά τη δηµιουργία του στο φως και έως την µεγιστοποίηση της απόδοσής 

του (φωτοεξαρτώµενη) γ) κατά τη δηµιουργία του, αλλά χωρίς την προσαρµογή του στο φως 

(φωτοανεξάρτητη) δ) κατά τη φάση της λειτουργικής του ενεργοποίησης (κατά τη µεταφορά 

ενός δηµιουργούµενου στο σκοτάδι φωτοσυνθετικού µηχανισµού στο φως). 
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3. Φωτοελεγχόµενη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

3.1. Ο ρόλος των πολυαµινών στη µοριακή οργάνωση και λειτουργικότητα του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

 

Χλωρωτικά φύκη (µετάλλαγµα C-2Α΄ του Scenedesmus obliquus) εκτέθηκαν σε 

λευκό φως, έντασης 50 µmolm-2s-1 προκειµένου να πυροδοτηθεί η βιοσύνθεση της 

χλωροφύλλης και να επιτραπεί η βιογένεση του φωτοσυνθετικού τους µηχανισµού. 

Εξωγενώς είχαν προστέθει διαφορετικές ποσότητες Spm, ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις (σε 

mM) στο µέσο να είναι 0, 0.25, 0.75, 1.5 και 3. Η πολυπλοκότητα των φαινοµένων και της 

µεθόδου αλλά και ο όγκος της πληροφορίας αναγκάζει τη νοηµατική διάσπαση της 

παράθεσης των αποτελεσµάτων αυτής της ενότητας σε δυο υποσύνολα. Αρχικά θα 

περιγραφεί η φυσιολογική εξέλιξη του φαινοµένου (µάρτυρας) και θα δοθούν στοιχεία για 

την πληροφορία που φέρει η κινητική (OJIP transient kinetics), ενώ στη συνέχεια θα 

περιγραφεί η επίδραση των µεταχειρίσεων.  

         Ο µάρτυρας µεγιστοποίησε την φωτοσυνθετική του απόδοση (λόγος Fv/Fm) εντός των 

 
Εικόνα 3.1. Φωτοεξαρτώµενη βιογένεση του χλωροπλάστη σε C-2A΄ µετάλλαγµα. Α. Η βιογένεση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού όπως καταγράφεται από την ραγδαία βελτίωση της φωτοσυνθετικής απόδοσης 

(Fv/Fm) η οποία οφείλεται στην δηµιουργία και λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Β Οι 

λεπτοµερείς κινητικές OJIP για διαφορετικές χρονικές στιγµές στην πορεία βιογένεσης. Είναι ορατά τα επιµέρους 

βήµατα OJIP τα οποία αντικατοπτρίζουν τα µοριακά γεγονότα που λαβαίνουν χώρα στο φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό, όπως ο πρωτοταγής διαχωρισµός των φορτίων, η αναγωγή των κινονών Α και Β το κλείσιµο των 

κέντρων αντίδρασης. Επίσης είναι εφικτή η σύγκριση του χρόνου εµφάνισης κάθε βήµατος. Η ανάλυση των 

δεδοµένων από τις κινητικές OJIP µπορεί να περιγράψει την κατάσταση του φωτοσυνθετικού δείγµατος αλλά και 

να επιτρέψει τη σύγκριση µε άλλα δείγµατα. 
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πρώτων 7 h φωτισµού (εικόνα 3.1Α). Αξιοσηµείωτος είναι ο ρυθµός µε τον οποίο αύξανε η 

απόδοση που ήταν 30%-40% ανά ώρα για τις πρώτες 5 h φωτισµού.  

 
Εικόνα 3.2. Η αύξηση της in vivo φωτοσυνθετικής απόδοσης σε συνάρτηση µε τoν in vitro φθορισµό 

της χλωροφύλλης. Η αύξηση του φθορισµού της χλωροφύλλης (F680) δεν είναι ανάλογη της αύξησης 

της φωτοσυνθετικής απόδοσης Fv/Fm. Η απόδοση µετρήθηκε σε δείγµατα καλλιέργειας, ενώ ο in vitro 

φθορισµός εκποµπής µετρήθηκε σε ακετονικό εκχύλισµα των φυκών. Οι κάθετες γραµµές αντιστοιχούν 

στη σταθερή διακύµανση (n=4). 

 

Ο παράγοντας απόδοσης Fv/Fm (Fv=Fm-Fo) είναι ίσως ο πιο γνωστός και 

ταυτόχρονα ο πιο συχνά χρησιµοποιούµενος, ωστόσο περιέχει πληροφορία µόνο για την 

αρχική (παράµετρος Fo, κέντρα ‘ανοιχτά’ open reaction centers) και την τελική (Fm, κέντρα 

‘κλειστά’ closed reaction center) κατάσταση. Η απόδοση λοιπόν, είναι γενικός δείκτης 

υψηλής σηµασίας, αλλά δεν µπορεί να µας δώσει πληροφορίες για τις επιµέρους διαδικασίες. 

Πληροφορίες για τις επιµέρους διαδικασίες µε κινητικές σταθερές άνω των 30 

εκατοµµυριοστών του s, κρύβει η καµπύλη OJIP αφού η τιµή του φθορισµού για κάθε 

χρονική στιγµή είναι απόρροια της φωτοσυνθετικής κατάστασης του δείγµατος στη 

δεδοµένη χρονική στιγµή. Ουσιαστικά πρόκειται για µια εκρηκτική, πολυβηµατική, Ζ-

εξαρτώµενη, χρονοµεταβαλλόµενη επιστροφή κβάντων από το PS II, η οποία αντιστοιχεί 

στην κατάσταση λειτουργικότητας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Στο σχήµα 3.1Β 

φαίνονται αναλυτικά οι ενδιάµεσες τιµές που πήρε ο φθορισµός µεταξύ του βήµατος Ο και 

του Ρ σε κάθε µία από τις καµπύλες (transient kinetics). Οι δειγµατοληψίες απείχαν χρονικά 

1 h και αντιστοιχούν σε διαφορετικά στάδια διαφοροποίησης. Κάθε καµπύλη έχει 

διαφορετικό σχήµα και διαφορετική ένταση µέγιστου φθορισµού (Fm) παρά το ότι είναι όλες 

οµαλοποιηµένες ως προς τον αρχικό φθορισµό τους (τιµή Fo=1). Αυτό οφείλεται στο ότι ο 
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φωτοσυνθετικός µηχανισµός σχηµατίζεται και ο ωχροπλάστης διαφοροποιείται σε 

χλωροπλάστη (Srivastava et al., 1999). Οι διαφορές στη σύσταση (σύνθεση πρωτεϊνών, 

χλωροφυλλών κ.α) και στη λεπτή δοµή του οργανιδίου (σχηµατισµός grana) µεταφράζονται 

και σε νέες λειτουργικές ιδιότητες όπως η φωτοσύνθεση (π.χ φωτόλυση νερού και έκλυση 

οξυγόνου) (Hermsmeier, 1994). Αυτές οι µοριακές και δοµικές µεταβολές αντιστοιχούν σε 

λειτουργικές µεταβολές που µπορούν να προσεγγιστούν, τόσο µε παρεµβατικές (βιοχηµική 

αποµόνωση π.χ. PS II), όσο και µε ελάχιστα παρεµβατικές (non-destructive) µεθόδους.  

Η καταγραφή της καµπύλης ΟJIP µπορεί να γίνει µε ελάχιστα παρεµβατική µέθοδο 

τόσο σε υγρές καλλιέργειες µονοκύτταρων φωτοσυνθετικών οργανισµών (π.χ. χλωροφύκη), 

όσο και σε φύλλα ανώτερων φυτών. Ένα από τα πλεονεκτήµατα αυτής της µεθόδου σε 

σχέση µε άλλες µη παρεµβατικές µεθόδους όπως µια πολαρογραφική καταγραφή της 

φωτοσυνθετικής δραστηριότητας, είναι ότι αυξάνεται ο όγκος της παρεχόµενης πληροφορίας 

(Maxwell and Johnson, 2000), ενώ σε σχέση µε µία βιοχηµική προσέγγιση (π.χ. αποµόνωση 

του PS II και in vitro µελέτη) είναι ότι η πληροφορία εξακολουθεί να είναι πολύ ειδική (π.χ. 

ο φθορισµός ολόκληρου φύλλου για το διάστηµα 0-100 µs αφορά τον πρωτοταγή 

διαχωρισµό φορτίου ειδικά στα PS II, Strasser et al., 1998; Dau, 1994; Stirbet et al., 1998) 

χωρίς να σταµατήσει το πείραµα να θεωρείται in vivo. 

Οι καµπύλες OJIP είναι πλούσιες σε πληροφορία και η έρευνα στο συγκεκριµένο 

πεδίο είναι πολύ αναβαθµισµένη και απαιτεί συνδυασµό γνώσεων βιοφυσικής, βιοχηµείας 

και µαθηµατικών πέρα από τις αυτές της φυσιολογίας και της µοριακής βιολογίας. Υπάρχουν 

πολλές εργασίες για την ερµηνεία των επιµέρους διαδικασίων και η διεθνής βιβλιογραφία 

χρησιµοποιεί διαφορετικά σύµβολα για τις ίδιες διαδικασίες κάνοντας την προσέγγιση 

δύσκολη. Σε αυτή την εργασία ακολουθείται κυρίως η ορολογία που προτείνουν οι Strasser 

και Govinjee (1992) προκειµένου να ελλατωθεί η πολυπλοκότητα και να αποφευχθεί 

σύγχυση. Η αξιοποίηση των δεδοµένων από τις καµπύλες OJIP συµφωνα µε τη µέθοδο των 

Strasser και Strasser (1995) επιτρέπει µια λεπτοµερή ‘ακτινογράφηση’ του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού (εικόνα 3.3).  Οι φυσικοχηµικοί παράµετροι στη διάρκεια της βιογένεσης του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού δείχνουν να αλλάζουν δραµατικά (αύξηση 2, 5 και 10 φορές 

αντίστοιχα για τους παράγοντες λειτουργικότητας PI για το διάστηµα των 3 h της 

φωτοεξαρτώµενης βιογένεσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που παρατίθενται 

δεδοµένα). Οι επιµέρους παράγοντες λειτουργικότητας όπως η πρωτοταγής φωτοχηµεία των 

κέντρων αντίδρασης (PSIo), αλλά και ο αριθµός των ενεργών κέντρων αντίδρασης (RC/CS) 

αυξάνεται  πάνω από 100%.  Επίσης το µέγεθος της δεξαµενής της πλαστοκινόνης (qPQ) 

αυξάνεται, ενώ και οι απόλυτες τιµές φθορισµού (F1, F2, F3, F4, F5) για τα επιµέρους 
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βήµατα της καµπύλης δείχνουν αύξηση. Το τελευταίο δεν είναι ο λόγος που βελτιώνεται η 

λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού καθώς φαίνεται ότι η αύξηση της 

απόδοσης και σε σχέση µε την in vitro τιµή της έντασης του φθορισµού της χλωροφύλλης 

δεν είναι ανάλογες (εικόνα 3.2). 

 
Εικόνα 3.3. Ιστόγραµµα των παραµέτρων του JIP-test (Strasser and Strasser, 1995) για την 4η, 5η, 6η 
και 7η ώρα φωτισµού C-2A΄ καλλιεργειών που αναπτύχθηκαν σε απόλυτο σκοτάδι. Οι τιµές για την 
τέταρτη ώρα τέθηκαν για τις ανάγκες της σύγκρισης αυθαίρετα ως 1 (µαύρος κύκλος) και οι τιµές των 
υπόλοιπων παραµέτρων παρουσιάζονται σαν ποσοστά αυτών. Οι µετρήσεις για την 5η, 6η και 7η ώρα 
αντιπροσωπεύονται αντίστοιχα από την κυανή, πράσινη και σκούρα πράσινη γραµµή. Οι µεταβολές 
στις τιµές των PI, DF, Fv/Fm, Area, RC/CSm καταδεικνύουν µια µεγάλη αύξηση της λειτουργικότητας 
του φωτοσυνθετικού µηχανισµού καθώς η σύνθεση της χλωροφύλλης επιτρέπει τη δηµιουργία νέων 
φωτοσυστηµάτων.  
 

Στην περίπτωση των µεταχειρίσεων µε Spm παρατηρείται µια σηµαντική αλλαγή της µορφής 

της καµπύλης επαγωγικού φθορισµού, αλλά και µια µείωση του Fv/Fm ειδικά στις 

συγκεντρώσεις άνω των 0.25 mM (εικόνα 3.4). ΟJIP- µετρήσεις έδειξαν µία οριακή αύξηση 
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του αριθµού των ενεργών PS II κέντρων (RC/CSo, εικόνα 3.5Α) στις µικρές συγκεντρώσεις 

Spm και µία απότοµη µείωση σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Επίσης, µικρές συγκεντρώσεις 

Spm (0.25 mM) οδήγησαν σε οριακή µείωση του ποσού της ενέργειας του φωτός που 

διαχέεται στο PS II (DIο/RC), ενώ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις είχαν µια ραγδαία αύξηση 

(εικόνα 3.5Β).  

 

 
Εικόνα 3.4. Η επίδραση αυξανόµενων συγκεντρώσεων Spm στην φωτοεξαρτώµενη βιογένεση και 

λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού όπως εκτιµάται από τις κινητικές OJIP της 

χλωροφύλλης a. Η Spm προστέθηκε εξωγενώς σε καλλιέργειες του χλωρωτικού µεταλλάγµατος C-2A΄ 

του χλωροφύκους Scenedesmus obliquus στο απόλυτο σκοτάδι σε συγκεντρώσεις 0, 0.25, 0.75, 1.5 

και 3 mM. Α. Φάση ραγδαίας αύξησης του φθορισµού όπου διακρίνονται τα βήµατα OJIP (προσοχή ο 

άξονας του χρόνου είναι λογαριθµικός). Β. Η φάση αργής µείωσης του φθορισµού οµαλοποιηµένη ως 

προς Fo όπου φαίνεται η ένταση της µέγιστης τιµής φθορισµού, αλλά και η τιµή Fs µετά από 4000-

5000 ms. Η προσθήκη µικρής συγκέντρωσης Spm (0.25 mM) αυξάνει οριακά το Ρ βήµα, ενώ σε 

µεγαλύτερες συγκεντρώσεις συµβαίνει το αντίθετο. Ειδικά η µεγαλύτερη συγκέντρωση (3 mM) Spm 

φαίνεται να αναστέλλει τη δηµιουργία φωτοσυνθετικού µηχανισµού (εκµηδενίζει τα J, I, P βήµατα). 

 

Στην εικόνα 3.6Α παρουσιάζεται η αύξηση των κέντρων αντίδρασης (RC/SCm) και η 

µείωση της διαχεόµενης ενέργειας ανά κέντρο αντίδρασης που συµβαίνει φυσιολογικά 

(δεδοµένα µάρτυρα) κατά το διάστηµα της βιογένεσης. Η διάχυση µειώνεται µέσα σε 

διάστηµα 6 h περίπου 7 φορές, ενώ ο αριθµός των κέντρων αυξάνεται πάνω από 40 φορές. 

Στην εικόνα 3.6Β και 3.6Γ συγκρίνονται οι επιδράσεις των 0.25 mM και 0.75 mM Spm 

στους προαναφερθέντες παράγοντες. Η χορήγηση χαµηλών συγκεντρώσεων Spm (0.25 mM) 
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αυξάνει έως και 80% τον αριθµό των διαθέσιµων κέντρων, ενώ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις 

(0.75 mM) έχουν ανασταλτική επίδραση. Η διάχυση της φωτεινής ενέργειας είναι πολύ 

εντονότερη στη µεταχείριση µε 0.75 mM Spm (>300% στις πρώτες ώρες), ενώ η µεταχείριση 

µε 0.25 mM µετά τις πρώτες 4 h µειώνει τη διάχυση ακόµη και στο 1/5 αυτής του µάρτυρα. 

Σε ότι αφορά την κυτταρική ανάπτυξη η προσθήκη 0.25 mM Spm επέτρεψε µεγαλύτερη 

αύξηση του πληθυσµού των µικροφυκών σε σύγκριση µε τον µάρτυρα (εικόνα 3.7Α).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3.5. Η επίδραση αυξανόµενης 

συγκέντρωσης Spm στην φωτοσυνθετική 

απόδοση Fv/Fm (A), στην διάχυση της 

περίσσειας ενέργειας (energy dissipation) ανά 

κέντρο DIo/RC (Β) στην πυκνότητα των 

ενεργών PS II κέντρων αντίδρασης RC/CSo (Γ) 

κατά την φωτοεξαρτώµενη δηµιουργία και 

λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού. Η Spm σε µικρές συγκεντρώσεις 

(0.25 mM) φαίνεται να αυξάνει οριακά την 

πυκνότητα των κέντρων αντίδραση, να µειώνει 

τις απώλειες σε µορφή θερµότητας ανά κέντρο 

και συνολικά να βελτιώνει τη φωτοσυνθετική 

απόδοση. Αντίθετα σε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις εµποδίζει τη φωτοεξαρτώµενη 

ανάπτυξη του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 
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Εικόνα 3.6. Η µεταβολή στην πυκνότητα των ενεργών κέντρων αντίδρασης (RC/CSm) και στην 
διάχυση της περίσσειας ενέργειας ανά κέντρο αντίδρασης (DIo/RC) κατά την διαδικασία 
φωτοεξαρτώµενης δηµιουργίας και λειτουργικής οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Α. 
Χλωρωτικά φύκη (µετάλλαγµα C-2A΄) µεταφέρθηκαν από το απόλυτο σκοτάδι στο φως για 
περισσότερο από 10 ώρες και εκτιµήθηκε σε τακτά χρονικά διαστήµατα η αύξηση της πυκνότητας των 
κέντρων και η µείωση των απωλειών υπό µορφή θερµότητας. Β. Η επίδραση 0.25 mM (κλειστοί 
ρόµβοι) και 0.75 mM (ανοιχτοί ρόµβοι) εξωγενώς προστιθέµενης Spm σαν % διαφορές ως προς τον 
µάρτυρα στην πυκνότητα των κέντρων αντίδρασης για το κυρίως διάστηµα της λειτουργικής 
οργάνωσης (3-7h φωτισµού). Γ. Η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Spm στην διάχυση της 
ενέργειας ανά κέντρο αντίδρασης (συµβολισµός όπως στο Β). 
 
Επίσης, οι µεταχειρίσεις µε 0.75 έως 3 mM Spm προκάλεσαν τη µείωση των επιπέδων 

χλωροφύλλης (chl a και chl b), µε εξαίρεση και πάλι τις µικρές συγκεντρώσεις (0.25 mM) 

(εικόνα 3.7).  
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Εικόνα 3.7. Α. Η επίδραση διαφορετικών εξωγενώς προστιθεµένων συγκεντρώσεων Spm στην 
κυτταρική πυκνότητα φυκών (µετάλλαγµα C-2A΄) κατά την φωτοεξαρτώµενη βιογένεση του 
χλωροπλάστη. Μικρές ποσότητες Spm αυξάνουν τη βιοµάζα (PCV, Packed Cell Volume), ενώ 
µεγαλύτερες µειώνουν δραµατικά την αύξηση του PCV. Β. Η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων 
Spm στην συνολική συγκέντρωση χλωροφύλλης. Η χλωροφύλλη συντίθεται σε συνθήκες φωτισµού 
από την LPOR. Η εξωγενώς προστιθέµενη Spm δείχνει ικανή να αυξήσει ή να µειώσει τη συνολική 
χλωροφύλλη ανάλογα µε την συγκέντρωση που θα δοκιµαστεί. Μικρές συγκεντρώσεις (0.25 mM) 
αυξάνουν το επίπεδο χλωροφύλλης, ενώ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις το ελλατώνουν. 
 

Η σύνθεση της χλωροφύλλης σε συνθήκες φωτισµού όπως αυτές των συγκεκριµένων 

πειραµάτων καταλύεται από την φωτοεξαρτώµενη αναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

(LPOR). Συνεπώς γεννάται το ερώτηµα αν οι παρατηρούµενες αλλαγές στα επίπεδα 

χλωροφυλλών σχετίζονται µε την παραπάνω κατάλυση. 
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3.2. Ο ρόλος των πολυαµινών στη φωτοµετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε 

χλωροφυλλίδιο. 

 

Η µεταχείριση των µικροφυκών µε διαφορετικές συγκεντρώσεις Spm έδειξε ότι η 

ποσότητα χλωροφύλλης ανά κύτταρο µειώθηκε (εικόνα 3.7Β). Με δεδοµένο ότι τα 

χλωρωτικά φύκη συσσωρεύουν πρωτοχλωροφυλλίδιο στο σκοτάδι (πρόδροµος 

χλωροφύλλης) και η αναγωγή του από την LPOR σε χλωροφυλλίδιο επιτρέπει την σύνθεση 

χλωροφύλλης a και b µελετήσαµε την επίδραση των πολυαµινών στη φάση της 

φωτοµετατροπής του σε χλωροφυλλίδιο. Η χλωροφύλλη στις δεδοµένες συνθήκες συντίθεται 

αποκλειστικά από την φωτοεξαρτώµενη LPOR  η οποία ανάγει το πρωτοχλωροφυλλίδιο σε 

χλωροφύλλιδίο παρουσία NADPH. Η ικανότητα των µικροφυκών να ανάγουν το 

πρωτοχλωροφυλλίδιο ελέγχθηκε µετά από έκθεση σε ισχυρό φως (650 nm) προκειµένου να 

ενεργοποιηθεί το σύµπλοκο του ενεργού πρωτοχλωροφυλλιδίου (Pchlide:LPOR:NADPH). 

Το αντιδρόν Pchlide φθορίζει στα 626 nm ενώ το προϊόν (Chlide) στις ίδιες συνθήκες 

φθορίζει σε µεγαλύτερα µήκη κύµατος (676 nm) (εικόνα 3.8). Τα αποτελέσµατα της 

φωτοµετατροπής του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο παρουσιάζονται στην εικόνα 

3.9. 

 

 

Εικόνα 3.8. Φάσµατα εκποµπής φθορισµού σε 

ακετονικά εκχυλίσµατα του µεταλλάγµατος C-2A΄ 

του χλωροφύκους S. obliquus. Τα δείγµατα 

διεγέρθηκαν µε κυανή ακτινοβολία (435nm) και 

εµφανίζουν δύο κορυφές (F626 και F676). Η 

πρώτη αντιστοιχεί στο πρωτοχλωροφυλλίδιο 

(Pchlide), ενώ η δεύτερη στο προϊόν της 

αναγωγής του Pchlide, το χλωροφυλλίδιο 

(Chlide). Η συνεχής καµπύλη αντιστοιχεί στον 

µάρτυρα πριν την ακτινοβόληση και η 

διακεκοµµένη µετά την ακτινοβόληση µε ερυθρό 

µονοχρωµατικό φως (RL, 650 nm). 

 

 Ο µάρτυρας εµφανίζει φυσιολογική συµπεριφορά δηλαδή µειώνει το υπόστρωµα (Pchlide) 

και αυξάνει το προϊόν (Chlide) (εικόνα 3.8), ενώ παρουσία αυξανόµενων συγκεντρώσεων 

Spm στο µέσο καλλιέργειας η φωτοµετατροπή µειώνεται. Μάλιστα σε µεταχειρίσεις µε 3 

mM Spm τα κύτταρα σχεδόν δεν εµφανίζουν φωτοεξαρτώµενη σύνθεση χλωροφυλλιδίου, 

ενώ υπήρχε υπόστρωµα (εικόνα 3.9Α).  
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Για να γίνει πιο κατανοητός ο ρόλος των πολυαµινών στη φωτοµετατροπή αυτή, η 

οποία αποτελεί και το µηχανισµό πυροδότησης της βιογένεσης του χλωροπλάστη 

καλλιέργειες του µεταλλάγµατος C-2A΄ µεταχειρίστηκαν µε Put (1 mM), Spd (1 mM), Spm 

(1 mM), 1,4 διαµινοβουτανόνη (1 mM) κυκλοεξυλαµίνη (1 mM) και 1,3 διαµινοπροπάνιο (1 

mM).  

 
Εικόνα 3.9. Η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Spm εξωγενώς προστιθέµενων στην in vivo 

φωτοµετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου (Pchlide) σε χλωροφυλλίδιο (Chlide) εκφρασµένη ως 

σύνθεση νέου πρωτοχλωροφυλλιδίου. B. Η φωτοµετατροπή (εκτιµώµενη ως αύξηση του φθορισµού 

στα 676 nm µετά από 30 s ακτινικό φως (650 nm) σε C-2A΄ καλλιέργειες  που µεταχειρίστηκαν µε 

πολυαµίνες ή αναστολείς της βιοσύνθεσής τους (τελική συγκέντρωση 1 mM). Οι κάθετες γραµµές 

αντιστοιχούν στη σταθερή διακύµανση (n=5). 

 

Η ικανότητα φωτοµετατροπής του πρωτοχλωροφυλλιδιου σε χλωροφυλλίδιο 

εκτιµήθηκε όπως και παραπάνω και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 3.9Β. Η 

χορήγηση Put φαίνεται να αυξάνει το παραγόµενο χλωροφυλλίδιο, ενώ η µείωση της µε τη 

χρήση του αναστολέα (1,4 διαµινοβουτανίο) δειχνει αντίθετο αποτέλεσµα. Η χορήγηση Spd 

προκαλεί παρόµοιο αποτέλεσµα µε τη Spm αν και η τετραµίνη δείχνει πιο δραστική για  τη 

συγκέντρωση των 1 mM. Η µείωση της Spm προκαλεί αύξηση στην ικανότητα 

φωτοµετατροπής (περίπτωση αναστολέα 1,3 διαµινοβουτάνιο), ενώ η χορήγηση 

κυκλοεξυλαµίνης (αναστολέας της Spd) οδήγησε σε µείωση της ικανότητας 

φωτοµετατροπής.  
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4. Φωτοανεξάρτητη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

4.1. Ο ρόλος των πολυαµινών στη µοριακή οργάνωση και λειτουργικότητα του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού απουσία φωτός. 

 

Χλωρωτικά φύκη (µετάλλαγµα C-2A΄ του Scenedesmus obliquus) εκτέθηκαν σε 

χαµηλότερες των 30οC θερµοκρασίες (20οC) προκειµένου να πυροδοτηθεί η 

φωτοανεξάρτητη βιοσύνθεση της χλωροφύλλης και να επιτραπεί η δηµιουργία του 

φωτοσυνθετικού τους µηχανισµού απουσία φωτός. Εξωγενώς είχαν προστεθεί διαφορετικά 

ποσά Spm, ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις της στο µέσο να είναι 0, 0.25, 1, 1.5 και 3 (mM). 

Ο µάρτυρας αύξησε την φωτοσυνθετική του απόδοση εντός των πρώτων 30 h επώασης 

(εικόνα 4.1Α). Οι καµπύλες επαγωγικού φθορισµού (ΟJIP) δείχνουν την σταδιακή εξέλιξη 

του φαινοµένου (εικόνα 4.1Β). Η φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm) αυξάνεται σταδιακά 

καθώς συντίθεται χλωροφύλλη (πρασίνισµα φυκών στο σκοτάδι), αλλά η τελική τιµή της 

απόδοσης (0.31) είναι περίπου το 50% αυτής που φυσιολογικά εµφανίζει ο φωτοσυνθετικός 

µηχανισµός όταν αναπτύσσεται στο φως.  

 

 
Εικόνα 4.1. Φωτοανεξάρτητη βιογένεση του χλωροπλάστη σε καλλιέργειες του µεταλλάγµατος 

C-2A΄ που αναπτύχθηκαν στους 20οC σε απόλυτο σκοτάδι. Α. Η βιογένεση όπως καταγράφεται για 

πρώτη φορά από την βελτίωση της φωτοσυνθετικής απόδοσης (Fv/Fm) η οποία οφείλεται στην 

δηµιουργία και λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η απόδοση δεν κατακτά τιµές 

πάνω από 0.35 υπό τις δεδοµένες πειραµατικές συνθήκες. Β. Οι λεπτοµερείς καµπύλες επαγωγικού 

φθορισµού για διαφορετικές χρονικές στιγµές στην πορεία της φωτοανεξάρτητης  βιογένεσης. Είναι 

εµφανής η απουσία των χαρακτηριστικών Ι και Ρ βηµάτων οι οποίες υποδηλώνουν ατελή λειτουργική 

οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 
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Η έννοια της φωτοσυνθετικής απόδοσης σε αυτή την περίπτωση είναι δυσνόητη, 

εφόσον τα φύκη δεν εκτέθηκαν σε φως κατά την επώαση τους συνεπώς δεν φωτοσυνθέτουν. 

Εκτέθηκαν όµως µικρά δείγµατα καλλιέργειας για τις ανάγκες εκτίµησης του παράγοντα 

Fv/Fm σε φως µικρής διάρκειας (1 s). Τελικά, οι φυσικοχηµικές µετρήσεις (εικόνα 4.1.) 

δείχνουν την φυσιολογική κατάσταση ενός δείγµατος σε µια δεδοµένη χρονική στιγµή και 

επιτρέπουν τη συγκριτική µελέτη µε άλλα δείγµατα όπως και στην περίπτωση της ενότητας 

3.1. Ο πληθυσµός των κυττάρων στο µάρτυρα και στη µεταχείριση µε 0.25 mM Spm 

αυξάνεται, ενώ σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις παρουσιάζει µείωση  (εικόνα 4.2).  

  
 
 
 
 
Εικόνα 4.2. Η επίδραση διαφορετικών εξωγενώς 
προστιθεµένων συγκεντρώσεων Spm στην κυτταρική 
πυκνότητα κυττάρων του µεταλλάγµατος C-2A΄ κατά 
την φωτοανεξάρτητη βιογένεση του χλωροπλάστη. 
Μικρές ποσότητες Spm αυξάνουν τη βιοµάζα, ενώ 
µεγαλύτερες τη µειώνουν. 

 

Οι συνολικές χλωροφύλλες (a και b) των κυττάρων δείχνουν µια σαφή µείωση στις 

µεταχειρίσεις µε Spm (εικόνα 4.3Α). Ειδικά στις µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (περίπτωση 3 

mM Spm) ο φαινότυπος των φυκών παραµένει χλωρωτικός (εικόνα 4.3Β). Τα φύκη 

παραµένουν χλωρωτικά όπως ο δεύτερος µάρτυρας (control 32οC) που παρέµεινε σε 

συνθήκες ακατάλληλες για σύνθεση χλωροφυλλών στο σκοτάδι. 

 

 

 

 

Εικόνα 4.3. Α. Επίπεδα συνολικής χλωροφύλλης (a+b) σε φύκη που επωάστηκαν σε συνθήκες 
κατάλληλες για φωτοανεξάρτητη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού παρουσία διαφορετικών 
συγκεντρώσεων Spm. Κύτταρα που παρέµειναν στο σκοτάδι και σε σχετικά υψηλή θερµοκρασία (32οC) 
χρησιµεύουν σαν ένας δεύτερος µάρτυρας (στήλη Con 32oC). Η αυξανόµενη συγκέντρωση Spm φαίνεται να 
µειώνει το συνολικό ποσό χλωροφύλλης και ως εκ τούτου περιορίζει δραµατικά την φωτοανεξάρτητη βιογένεση 
του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Β. Φαινότυπος καλλιεργειών του µεταλλάγµατος C-2A΄ του γένους 
Scenedesmus τα οποία διαφοροποίησαν τα πλαστίδιά τους -απουσία φωτός- λόγω επίδρασης χαµηλής 
θερµοκρασίας (20οC) παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων Spm. 

 

Α        Β 
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Εικόνα 4.4. Α. Η επίδραση αυξανόµενων συγκεντρώσεων Spm στην φωτοανεξάρτητη δηµιουργία και 
λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού όπως εκτιµάται από τις κινητικές OJIP της 
χλωροφύλλης a. Η Spm προστέθηκε εξωγενώς σε καλλιέργειες του χλωρωτικού µεταλλάγµατος C-2A΄ 
του χλωροφύκους Scenedesmus obliquus στο απόλυτο σκοτάδι σε συγκεντρώσεις 0, 0.25, 1, 1.5 και 
3 mM. Η κάθε καµπύλη είναι οµαλοποιηµένη ως προς Fo και αυτό επιτρέπει ευκολότερα τη σύγκρισή 
τους. Η Spm σε συγκέντρωση 0.25 mM (κόκκινοι ρόµβοι) µειώνει ελαφρά το Ρ βήµα, σε συγκέντρωση 
1 mM (τρίγωνα) και 1.5 mM (σταυροί) µειώνει το J και το Ρ βήµα, ενώ σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις 
(3 mM αστερίσκοι) αλλοιώνει σηµαντικά την καµπύλη επαγωγικού φθορισµού. Β και Γ. Σύγκριση 
καµπύλων επαγωγικού φθορισµού µεταξύ C-2Α΄ καλλιεργειών που αναπτύσσουν το φωτοσυνθετικό 
τους µηχανισµό στο σκοτάδι (µαύρο χρώµα) και στο φως (κυανό χρώµα) σε αναλογικό (Β) και 
λογαριθµικό (Γ) άξονα χρόνου για ευκολότερες συγκρίσεις. 

 

 

Η επίδραση των αυξανόµενων συγκεντρώσεων Spm στα χαρακτηριστικά των 

κινητικών OJIP παρουσιάζονται στην εικόνα 4.4Α. Για σύγκριση µε τη φωτοεξαρτώµενη 

βιογένεση παραθέτονται και οι αντίστοιχες κινητικές (εικόνα 4.4ΒΓ). Από τα δεδοµένα 

υπολογίζονται οι παράγοντες Fv/Fm και παρουσιάζονται στην εικόνα 4.5. Φαίνεται 

ξεκάθαρα ότι η αυξηµένη συγκέντρωση Spm οδηγεί σε µείωση της απόδοσης.  

 
 
Εικόνα 4.5. Η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Spm 
στη µέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm) κατά την 
διαδικασία φωτοανεξάρτητης δηµιουργίας και λειτουργικής 
οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η χορήγηση 
Spm προκαλεί µείωση στην απόδοση των µικροφυκών. 
Πιθανότερη αιτία είναι µεγάλες απώλειες στην λειτουργία των 
κέντρων λόγω διάχυσης, αλλά και η απενεργοποίηση των 
διαθέσιµων κέντρων (βλ. κείµενο). 
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Εικόνα 4.6. Η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Spm στην µεταβολή της πυκνότητας  των 
ενεργών κέντρων αντίδρασης, RC/CSο (Α) και στην διάχυση της περίσσειας ενέργειας ανά κέντρο 
αντίδρασης, DIo/RC (Β) κατά την διαδικασία φωτοανεξάρτητης δηµιουργίας και λειτουργικής 
οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η Spm αυξάνει οριακά την πυκνότητα των κέντρων σε 
χαµηλές συγκεντρώσεις ενώ σε µεγαλύτερες προκαλεί σαφή µείωσή τους. Σε ότι αφορά το ποσό 
ενέργειας που διαχέεται ανά κέντρο, αυξάνεται  αυξανοµένης της συγκέντρωσης Spm. 

 

 

Τα φύκη παρουσία µικρών συγκεντρώσεων Spm οργανώνουν περισσότερα ενεργά 

κέντρα αντίδρασης (PS II) σε σχέση µε το µάρτυρα, ενώ σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις ο 

αριθµός των κέντρων µειώνεται (εικόνα 4.6Α). Σε ότι αφορά τη διάχυση της ενέργειας ανά 

κέντρο αντίδρασης (DIo/RC) παρατηρείται µία αύξηση ανάλογη µε την ποσότητα της Spm 

που προστίθεται στην καλλιέργεια (εικόνα 4.6Β).  
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4.2 Επίδραση της Spm στην in vitro φωτοανεξάρτητη αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου. 
 

Η ικανότητα των φυκών να συνθέτουν χλωροφύλλες απουσία φωτός οφείλεται στην 

παρουσία DPOR στον ωχροπλάστη. Μετά την αποµόνωση προελασµατοειδών σωµατίων 

(πλούσιες σε Pchlide και DPOR) έγινε επώαση σε χαµηλή θερµοκρασία (20οC) παρουσία 

Spm (2 mM). Η in vitro φωτοανεξάρτητη αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

παρουσιάζεται για τον µάρτυρα στην εικόνα 4.7Α.  

 
Εικόνα 4.7 Α. Η in vitro αναγωγή του Pchlide σε Chlide από την DPOR παρουσία ΝΑDPH. 

Προελασµατοειδή σωµάτια/προθυλακοειδή (PLB/PT) που αποµονώθηκαν από το µετάλλαγµα C-2A΄ 

του S.obliquus επωάστηκαν στους 20oC σε απόλυτο σκοτάδι για την αναγωγή του Pchlide η οποία 

εκτιµήθηκε φασµατοσκοπικά σε τακτά χρονικά διαστήµατα. Η κορυφή F626 σε ακετονικό εκχύλισµα 

των προθυλακοειδών οφείλεται στο Pchlide, ενώ η κορυφή F676 στις ίδιες συνθήκες αντιστοιχεί στο 

παραγόµενο Chlide. Φυσιολογικά η µείωση της κορυφής στα 626 nm συνοδεύεται από την παράλληλη 

αύξηση της κορυφής στα 676 nm. Β. Η επίδραση της Spm στην ικανότητα των PLB/PT να συνθέτουν 

χλωροφύλλη στο σκοτάδι (φωτοανεξάρτητο µονοπάτι βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης που στηρίζεται 

στο σύµπλοκο DPOR:Pchlide:NADPH). 
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Οι τιµές µετατροπής του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιου παρουσιάζονται στην 

εικόνα 4.7Β ως ποσοστιαία επί τοις εκατό µεταβολή. Παρατηρούµε ότι η Spm σε 

συγκέντρωση 2 mM να παρεµποδίζει την φωτοανεξάρτητη σύνθεση των χλωροφυλλών. 

Η Spm φαίνεται να εµποδίζει την καταλυτική δράση της οξειδοαναγωγάσης του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου και να µειώνει κατά το ήµισυ την συνολική παραγωγή του. Πιθανόν 

να δεσµεύεται στο σύµπλοκο NADPH:DPOR:Pchlide  και να εµποδίζει τη αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου.   Η αναστολή που παρουσιάζεται στο σχήµα 4.7Β αφορά τις πρώτες 

16 h επώασης αλλά παρόµοια ισχύουν και για τις 24 και 48 h (δεδοµένα δεν παρατίθενται). 

Αυτή η αναστολή από τη θετικά φορτισµένη Spm βρίσκεται σε συµφωνία µε αναφορές που 

τονίζουν τη σηµασία της φόρτισης επιφανείας της POR στην καταλυτική ενεργότητα (Dahlin 

et al., 1999). 
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4.3 Μελέτη της επίδρασης της µεταχείρισης µε Spm στις κυτταρικές και 

υποκυτταρικές δοµές χλωροφυκών. 

 

Η Spm φάνηκε να εµποδίζει την αύξηση της βιοµάζας των φυκών (εικόνα 4.2) και 

αυτό µπορεί να έχει δύο πιθανά αίτια. Είτε τα κύτταρα νεκρώνονται από τη χορήγηση Spm, 

είτε η επιπρόσθετη Spm εµποδίζει τον κυτταρικό κύκλο των χλωροφυκών. Ο τελευταίος 

διαρκεί στα χλωροφύκη περίπου 24h και από κάθε ένα µητρικό κύτταρο µετά από µιτωτικές 

διαιρέσεις προκύπτουν έως 8 θυγατρικά κύτταρα τα οποία φυσιολογικά δεν σχηµατίζουν 

κοινόβια, αλλά αποχωρίζονται. Τα χλωροφύκη σχηµατίζουν οµάδες συνήθως σε συνθήκες 

καταπονήσεων προκειµένου να προστατευθούν ή να µετατοπισθούν σε πιο µεγάλα βάθη. Το 

σενάριο η Spm να σκοτώνει τα κύτταρα αποκλείστηκε καθώς απόπλυση της Spm από 

καλλιέργεια που είχε επωαστεί για 24h  µε 3 mM Spm και επώαση των κυττάρων σε διάλυµα 

χωρίς Spm επιτρέπει την µεγιστοποίηση της φωτοσυνθετικής τους απόδοσης µέσα σε λίγες 

ώρες (εικόνα 4.8). 

 
Εικόνα 4.8. Έλεγχος ζωτικότητας φυκών (C-2A΄ µετάλλαγµα) που µεταχειρίστηκαν για 24 h µε 

Spm (3 mM). Η συλλογή των κυττάρων (φυγοκέντριση) και η επώασή τους σε µέσο χωρίς Spm 

επιτρέπει τη φυσιολογική φωτοανάπτυξη του φωτοσυνθετικού τους µηχανισµού και τη µεγιστοποίηση 

της απόδοσης του εντός λίγων µόλις ωρών. 
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Εικόνα 4.9. Κύτταρα αγρίου τύπου (Wt) και χλωρωτικού µεταλλάγµατος C-2A΄ του 

χλωροφύκους Scenedesmus obliquus όπως φαίνονται στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Aριστερή στήλη 

 

2 µm2 µm
 

1 µm 1 µm
 



Κεφάλαιο 1ο                                                                                                               Αποτελέσµατα
 

 

 
77 

: µάρτυρας, ∆εξιά στήλη : + 1 mM Spm. Τα χλωροφύκη υπό φυσιολογικές συνθήκες διαιρούνται 

µιτωτικά και παράγουν 4-8 θυγατρικά κύτταρα τα οποία διαχωρίζονται και στη συνέχεια αυξάνουν τον 

όγκο τους µέχρι και αυτά µε τη σειρά τους να δώσουν νέα κύτταρα. Η επιπλέον Spm φαίνεται να έχει 

αιχµαλωτίσει τα κύτταρα στη φάση διαχωρισµού και να µην επιτρέπει την ολοκλήρωση του κυτταρικού 

κύκλου.   
 

Η ηλεκτρονική µικροσκοπία έδειξε ότι η χορήγηση Spm αυξάνει τον αριθµό των 

κυττάρων που έχουν σχηµατίσει οµάδες (εικόνα 4.9). Παρά το µικρό αριθµό κυττάρων σε 

σχέση µε το συνολικό πληθυσµό που εµφανίζουν οι φωτογραφίες οι εικόνες είναι 

αντιπροσωπευτικές της γενικότερης κατάστασης καθώς στη µεταχείριση σχεδόν όλα τα 

κύτταρα έµοιαζαν (ύπαρξη κοινοβίων), ενώ στο µάρτυρα οι οµάδες ήταν σπάνιες (δεδοµένα 

δεν παρατίθενται). Η παραµονή όµως εξωτερικού τοιχώµατος γύρω από τα κύτταρα, µας 

οδηγεί στο συµπέρασµα ότι πρόκειται για θυγατρικά κύτταρα τα οποία δεν έχουν 

αποχωριστεί µετά την κυτταρική διαίρεση. Η κυτταρική ανάπτυξη δεν φαίνεται να έχει 

επηρεαστεί γιατί το µέγεθος των θυγατρικών κυττάρων είναι αρκετά µεγάλο. 
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5. Λειτουργική οργάνωση και ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού κατά τη 

µετάβαση από το σκοτάδι στο φως. 

 

Τα πράσινα φύκη όπως αναφέρθηκε προηγουµένως µπορούν να συνθέτουν 

χλωροφύλλες και να δηµιουργούν φωτοσυστήµατα ακόµη και στο σκοτάδι. Σε αυτή την 

περίπτωση όµως η φωτοσυνθετική απόδοση δεν κατακτά υψηλές τιµές. Η µεγιστοποίηση της 

απόδοσης όπως εκτιµάται από την αύξηση του δείκτη Fv/Fm επιτυγχάνεται υποχρεωτικά 

µετά από έκθεση στο φως (εικόνα 5.1). 

 

 

Εικόνα 5.1. Α. Η βελτίωση της φωτοσυνθετικής απόδοσης µπορεί να γίνει και στο σκοτάδι 

(µαύρη οριζόντια γραµµή) όπως φάνηκε και στα προηγούµενα πειράµατα όµως φτάνει σε ένα κατώφλι 

(Fv/Fm=0.31) το οποίο µπορεί να ξεπεράσει µόνο σε συνθήκες φωτισµού (κίτρινη διακεκοµµένη 

γραµµή). Η φάση φωτισµού κατά την οποία το Fv/Fm αυξάνεται απότοµα περιγράφεται στο κυρίως 

κείµενο ως η φάση λειτουργικής ενεργοποίησης. B. Η φάση αυτή συνοδεύεται από ταχύτατες αλλαγές 

στην κινητική OJIP µε την εµφάνιση των βηµάτων Ι και Ρ. Ενδεικτικά σηµειώνεται ότι σε συνθήκες 

φωτοεξαρτώµενης βιογένεσης για να αυξηθεί ο λόγος Fv/Fm από 0.35 σε 0.70 χρειάζονταν περίπου 3 

h φωτισµού, ενώ η φάση λειτουργικής ενεργοποίησης διαρκεί µόνο µερικά λεπτά (min). 

  

 Η ένταση του φωτός παίζει σηµαντικό ρόλο στην χρονική διάρκεια του φαινοµένου. 

Η αύξηση της απόδοσης µπορεί να γίνει µε ερυθρή  (RL, 680 nm), αλλά όχι µε υπέρυθρη 

ακτινοβολία (FRL, 734 nm). Επίσης, η µεγιστοποίηση της απόδοσης µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί, είτε ταχύτατα σε συνθήκες υψηλού φωτισµού, είτε πιο αργά σε χαµηλές 

εντάσεις φωτισµού (Πίνακας ΙΙ). Η µεγάλη ταχύτητα της λειτουργικής οργάνωσης και 
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ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού την ξεχωρίζει σε σχέση µε πιο βραδείας 

εξέλιξης φαινόµενα προσαρµογής (όπως η γνωστή φωτοπροσαρµογή του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού). Επίσης, ένα άλλο φαινόµενο που χρειάζεται να διακριθεί από τη φάση 

λειτουργικής ενεργοποίησης είναι η επαγωγή της φωτοσύνθεσης. Η σταδιακή ενεργοποίηση 

του φωτοσυνθετικού µηχανισµού προκειµένου να αξιοποιήσει όσο το δυνατόν καλύτερα τη 

διαθέσιµη ακτινοβολία κατά τη µετάβαση από το σκοτάδι στο φως είναι ένα γνωστό 

φαινόµενο (Edwards and Walker, 1983). Η φάση προσαρµογής διαρκεί περίπου 1 µε 5 min 

και παρατηρήθηκε σαν η περίοδος εκείνη που µεσολαβεί από την έκθεση ενός δείγµατος στο 

φως (φύλλου, φύκους, χλωροπλαστών κλπ) µέχρι τη στιγµή που ο ρυθµός έκλυσης οξυγόνου 

θα µεγιστοποιηθεί. Η φάση αυτή ονοµάστηκε επαγωγή της φωτοσύνθεσης (photosynthetic 

induction) (Walker, 1988). Σε αυτή τη φάση ο λόγος Fv/Fm δεν µεταβάλλεται (δεδοµένα δεν 

παρατίθενται). Για να διακριθεί λοιπόν η φάση αυτή από το φαινόµενο της εικόνας 5.1 κατά 

την οποία ο λόγος Fv/Fm αλλάζει, χρησιµοποιήθηκε ο περιγραφικός όρος ‘φάση 

λειτουργικής ενεργοποίησης’. Τελικά η ειδοποιός διαφορά ανάµεσα στα δύο φαινόµενα είναι 

ότι στη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης παρατηρείται σηµαντική βελτίωση (>100%) της 

φωτοσυνθετικής απόδοσης. Ουσιαστικά πρόκειται για τη φάση όπου τα ήδη δηµιουργηµένα 

κέντρα αντίδρασης ενεργοποιούνται. 

 

Πίνακας II. Χρόνος που απαιτείται για την µεγιστοποίηση της φωτοσυνθετικής απόδοσης (αύξηση 
από την τιµή Fv/Fm: 0.35 στη τιµή 0.70) για φωτοσυνθετικό µηχανισµό που σχηµατίστηκε στο 
απόλυτο σκοτάδι. 

Ένταση 
(µmolm-2s-1) 

∆ιάρκεια λειτουργικής ενεργοποίησης 
(min) 

10 60 

1000 5 
 

Όπως φαίνεται από τον πίνακα ΙΙ, ο ελάχιστος χρόνος που µπορεί να διαρκέσει το φαινόµενο 

είναι µόλις 5 min συνεπώς δεν µπορεί να εµπλέκεται de novo σύνθεση πρωτεϊνών. Η 

βελτίωση πιθανότατα έχει να κάνει µε την οργάνωση των ήδη υπάρχοντων συστατικών. Η 

κινητική χρόνου για τους παράγοντες που αφορούν το µέγεθος της φωτοσυνθετικής κεραίας 

του PS II ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης ABS/RC, την παγιδευόµενη ενέργεια ανά 

διεγερόµενο κέντρο αντίδρασης (TRo/RC), την κατάσταση της αλυσίδας µεταφοράς 

ηλεκτρονίων ανά διεγερόµενο τοµεά (EΤo/CSm), την διαχεόµενη ενέργεια ανά κέντρο 

αντίδρασης που δεν καταλήγει στη φωτοχηµεία της φωτοσύνθεσης (DIo/RC) και τον αριθµό 

των ενεργών κέντρων αντίδρασης (RC/CSm) παρουσιάζονται στην εικόνα 5.2, ενώ στο 
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ιστόγραµµα της εικόνας 5.3 φαίνονται όλοι οι παράγοντες µοριακής δοµής και λειτουργικής 

 
Εικόνα 5.2 Α. Κινητικές της µεταβολής της µοριακής δοµής και λειτουργίας του φωτοσυνθετικού 
µηχανισµού κατά τη φάση της λειτουργικής του ενεργοποίησης. Χλωροφύκη αγρίου τύπου 
(Scenedesmus obliquus) αναπτύχθηκαν απουσία φωτός και εµφάνισαν χαµηλή φωτοσυνθετική 
απόδοση (Fv/Fm≈0,4) και εκτέθηκαν σε σχετικά χαµηλό φωτισµό (10 µmol m-2s-1) ώστε να επιτραπεί η 
καλύτερη παρακολούθηση του φαινοµένου. Α. Η φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm). Β. Η µεταβολή της 
γραµµικής µεταφοράς ηλεκτρονίων από το PS II στο PS I ανά διεγερόµενο τοµέα (ΕΤο/CSm). Γ. Η 
µεταβολή του µεγέθους της φωτοσυλλεκτικής κεραίας ABS/RC. ∆. Η µεταβολή στην πυκνότητας των 
ενεργών κέντρων (RC/CSm). Ε. Η µεταβολή της µη φωτοχηµικής διαχεόµενης ενέργειας (DIo/RC).  Ζ. 
Το µέγεθος της δεξαµενής της πλαστοκινόνης. 
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Εικόνα 5.3. ∆ιαφοροποίηση σειράς παραµέτρων της µοριακής δοµής και λειτουργίας του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού κατά τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης του. Οι τιµές σε συνθήκες 

φωτισµού εµφανίζονται σαν ποσοστό των αντίστοιχων τιµών στο σκοτάδι. Για λόγους ευκρίνειας η 

κλίµακα περιορίστηκε στο 10πλάσιο των τιµών του µάρτυρα, ενώ οι τιµές που δεν φαίνονται λόγω 

µεγέθους είναι Τfmax=17.9, Area=88.57, Sm=21.7, N=16, PI(abs)=23.4 PI(cso)=24.6, PI(csm)=49.5 

και DF=38.4. (Για επεξήγηση των συντοµογραφιών βλέπε µεθόδους). 

 

οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µετά την ανάλυση του JIP-TEST (Strasser and 

Strasser, 1995). Το διάγραµµα της εικόνας 5.3 δείχνει ότι εντός 5 min φωτισµού συµβαίνουν 

δραµατικές αλλαγές σε ότι αφορά την λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

Άρα, ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός δεν είναι οργανωµένος στο σκοτάδι, αλλά ρυθµίζει 

ανάλογα µε τις συνθήκες φωτισµού την οργάνωση του και ως εκ τούτου και την απόδοσή 

του. Παρατηρούµε, ότι το µέγεθος της κεραίας ανά κέντρο αντίδρασης µειώνεται, πράγµα 

που δηλώνει ότι πολλά κέντρα αντίδρασης ρυθµίζουν το µέγεθος της κεραίας τους 

προκειµένου να µεγιστοποιήσουν τη ροή ηλεκτρονίων προς το PS I (αύξηση ΕTo/CSm)  

διατηρώντας ταυτόχρονα σε χαµηλά επίπεδα την διαχεόµενη ενέργεια ανά κέντρο 
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αντίδρασης (DIo/RC). Η µείωση του µεγέθους της φωτοσυλλεκτικής κεραίας (ABS/RC) 

µπορεί να οφείλεται σε δύο παράγοντες, είτε στη µείωση της φωτοσυλλεκτικής κεραίας 

(LHC II) ανά κέντρο αντίδρασης, είτε στην αύξηση των ενεργών κέντρων αντίδρασης ανά 

διεγειρόµενο τοµέα. Τα φυσικοχηµικά δεδοµένα δείχνουν µία αύξηση των ενεργών κέντρων 

αντίδρασης (RC/CSm). Τέλος µία αύξηση του µεγέθους της δεξαµενής της πλαστοκινόνης 

που συµµετέχει στην µεταφορά των ηλεκτρονίων από την αναγωγική πλευρά του PS II 

(qPQ) προς το κυτόχρωµα b6f δείχνει να παίζει κεντρικό ρόλο στο φαινόµενο (εικόνα 5.2). 

Προκειµένου να µελετηθεί ο πρωτογενής υποδοχέας ο οποίος ευθύνεται για το φαινόµενο, 

πραγµατοποιήθηκε το φάσµα δράσης (ενότητα 5.2).  
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5.1 Φάσµα δράσης της διαδικασίας λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού 

 

Η φάση λειτουργικής ενεργοποίησης φάνηκε ότι εξαρτάται άµεσα από φως. Μάλιστα 

η ταχύτητα ολοκλήρωσης του φαινοµένου είναι αντιστρόφως ανάλογη της έντασης 

φωτισµού (πίνακας II και δεδοµένα που δεν παρατίθενται). Ποιος είναι όµως ο πρωτογενής 

φωτοϋποδοχέας που ευθύνεται για την φωτοενεργοποίηση. Χρησιµοποιώντας 

µονοχρωµατικές πηγές φωτός πραγµατοποιήθηκε το φάσµα δράσης για το φάση 

λειτουργικής ενεργοποίησης σε µονοκύτταρα φύκη. ∆οκιµάστηκαν 20 διαφορετικές 

ποιότητες απόλυτα µονοχρωµατικής ακτινοβολίας που καλύπτουν όλο το ορατό φάσµα και 

τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στην εικόνα 5.4Α. 

 
Εικόνα 5.4 Α. Φάσµα δράσης για την φάση λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού σε χλωροφύκη Scenedesmus obliquus που αναπτύχθηκαν στο απόλυτο σκοτάδι. 

Χρησιµοποιήθηκαν 20 διαφορετικές εντάσεις φωτισµού (βλ. υλικά και µέθοδοι) σε ένταση 10 

µmolquantam-2s-1. Η υπέρυθρη ακτινοβολία (730nm) και η κυανή (410nm) αποδείχθηκαν οι πιο 

ακατάλληλες για την λειτουργική ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, ενώ το µεγαλύτερο 

µέρος από το ορατό φως επιτρέπει την εξέλιξη του φαινοµένου. Β. Η επίδραση της Spm στο φάσµα 

δράσης της λειτουργικής ενεργοποίησης. Παρουσιάζεται η διαφορά από το µάρτυρα η οποία 

αποκαλύπτει τη επίδραση της Spm σε ένα υποδοχέα κυανής κυρίως ακτινοβολίας. 
 

 Η διαδικασία της λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

αποκρίθηκε στον ίδιο βαθµό στα περισσότερα από τα µήκη κύµατος που δοκιµάστηκαν. 
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Εξαίρεση αποτελούν τα 410nm και τα 730nm. Το φάσµα δράσης δείχνει ξεκάθαρα ότι ο 

πρωτογενής φωτοϋποδοχέας είναι το σύνολο του λειτουργικού φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

και είναι όµοιο µε το φάσµα δράσης της φωτοσυνθετικής απόδοσης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού (Emerson, 1958) 

  Η επανάληψη του πειράµατος µε καλλιέργειες στις οποίες έχει προστεθεί Spm και η 

δηµιουργία ενός φάσµατος δράσης της διαφοράς Fv/Fm(µάρτυρα)-Fv/Fm(+Spm) (Εικόνα 5.4Β) 

δείχνει ότι η χορηγούµενη Spm εµποδίζει τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης και φαίνεται 

ότι εµποδίζει έναν υποδοχέα που απορροφά πιο έντονα στα 400 έως 600nm καθώς και γύρω 

από τα 675 nm (εικόνα 5.4Β). Η ταυτότητα του υποδοχέα δεν είναι σαφής, αλλά µια 

συνεισφορά στις ζώνες 400-500nm και 650-700 της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PSII δεν 

µπορεί να αποκλειστεί. ∆ηλαδή το φως και ιδίως η συλλογή του ενεργοποιεί το PS II, ενώ η 

Spm εµποδίζει την ενεργοποίησή του PS II πιθανόν λόγω επίδρασης στην κεραία.    
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5.2 Η επίδραση της Spm στην φάση λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού. 

 

Για να µελετηθεί η επίδραση των αυξηµένων ενδοκυτταρικά επιπέδων Spm στη φάση 

λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού χορηγήθηκε 1 mM Spm σε 

φύκη στο απόλυτο σκοτάδι. Μια καλλιέργεια µε κλασικό θρεπτικό µέσο χωρίς επιπρόσθετη 

Spm χρησίµευσε ως µάρτυρας (control). Στην εικόνα 5.5 παρουσιάζεται η επίδραση της 

αυξηµένης Spm στη φωτοσυνθετική δραστηριότητα (µέγιστη τιµή και φάση φωτοσυνθετικής 

επαγωγής), ενώ στην εικόνα 5.6 παρουσιάζεται η επίδραση στην κινητική OJIP. Η τεχνητή 

αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων Spm φαίνεται να εµποδίζει την εξέλιξη της 

ενεργοποίησης αυτής, τόσο στο µέγιστο ρυθµό έκλυσης οξυγόνου (εικόνα 5.5B), όσο και 

στις επιµέρους παραµέτρους δοµής και οργάνωσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (εικόνα 

5.6Β). 

 
Εικόνα 5.5 Φωτοσυνθετική δραστηριότητα σε φύκη που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι κατά τα πρώτα 

λεπτά φωτισµού. Α. Τα φύκη που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι ακτινοβολούνται για 3 min µε 1000 

µmolm-2s-1 και καταγράφεται η έκλυση οξυγόνου στα φύκη που εξωγενώς είχε προστεθεί 1mM Spm 

(κόκκινο) ή 0 mM (µάρτυρας: µαύρο). Β. Η µέγιστη φωτοσυνθετική δραστηριότητα διορθωµένη για την 

αναπνοή και αναγµένη ανά µL βιοµάζας PCV. Η επιπρόσθετη Spm φαίνεται να µειώνει τη µέγιστη 

φωτοσυνθετική δραστηριότητα. 
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Εικόνα 5.6 Η επίδραση της Spm σε χλωροφύκη Scenedesmus obliquus κατά τη φάση λειτουργικής 

ενεργοποίησης. Καµπύλες επαγωγικού φθορισµού πριν (ανοιχτοί ρόµβοι) και µετά (κλειστοί ρόµβοι) τη 

λειτουργική ενεργοποίηση για τη µεταχείριση µε 1 mM Spm (κόκκινο) και το µάρτυρα (µαύρο) (Β, Γ). 

(Α) Ιστόγραµµα των παραµέτρων του JIP-test. Οι τιµές των δεικτών για τη µεταχείριση Spm (κόκκινο) 

παρουσιάζονται σαν ποσοστό των τιµών του µάρτυρα (µαύροι). Οι δείκτες που εµφανίζουν τη 

µεγαλύτερη ποσοστιαία διαφορά σε σχέση µε το µάρτυρα είναι οι DIo/RC και DIο/CS που αντιστοιχούν 

στην διάχυση της ενέργειας είτε σε επίπεδο κέντρου αντίδρασης, είτε σε επίπεδο διεγερόµενου τοµέα.  
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Ιδιαίτερη αύξηση παρατηρείται στους δείκτες διάχυσης της ενέργειας που συλλέγει 

το φωτοσύστηµα ΙΙ (PS II), τόσο σε επίπεδο κέντρου αντίδρασης (DΙo/RC), όσο και σε 

επίπεδο συνολικού διεγειροµένου τοµέα (DΙo/CSo). Με δεδοµένο ότι οι αυξηµένες 

συγκεντρώσεις CO2 ενισχύουν τον κύκλο των Calvin-Benson και επιτρέπουν αυξηµένη 

φωτοχηµική αξιοποίηση του φωτός και περιορίζουν τη µη φωτοχηµική χρήση του 

(Logothetis et al., 2004), δροµολογήθηκαν πειράµατα συνδυασµού Spm και χαµηλής ή 

υψηλής συγκέντρωσης CO2.  
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5.3.  Η επίδραση της Spm στη λειτουργική ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού  σε συνθήκες υψηλού διοξειδίου του άνθρακα. 

 

Καλλιέργειες µικροφυκών Scenedesmus obliquus που αναπτύχθηκαν στο σκοτάδι και 

εµφάνιζαν φωτοσυνθετική απόδοση Fv/Fm=0.35 (δηλαδή την πιο υψηλή τιµή για τις 

δεδοµένες συνθήκες) χωρίστηκαν σε 4 θυγατρικές καλλιέργειες και στις δυο από αυτές 

χορηγήθηκε Spm. Μετά την χορήγηση Spm οι καλλιέργειες παρέµειναν για 12 h στο 

σκοτάδι και στη συνέχεια µελετήθηκε η λειτουργική ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού 

τους µηχανισµού στο φως παρουσία υψηλής ή χαµηλής συγκέντρωσης διοξειδίου του 

άνθρακα. Πιο συγκεκριµένα, οι τέσσερις καλλιέργειες περιείχαν α) Spm (1mM και αέριο 

µίγµα 0.035% CO2, β) Spm 1 mM και αέριο µίγµα 10% CO2, ενώ για µάρτυρες 

χρησιµοποιήθηκαν καλλιέργειες που εκτέθηκαν σε υψηλό 10% CO2 (γ) ή σε χαµηλό 0.035% 

CO2 (δ) χωρίς εξωγενή Spm (για περισσότερες πληροφορίες βλέπε εικόνα 5.7 και 5.8). Η 

λειτουργική κατάσταση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού των µικροφυκών µελετήθηκε µε 

τη καταγραφή των κινητικών OJIP ανά τακτά χρονικά διαστήµατα για περισσότερο από ότι 

συνήθως (72 h) επειδή η µεταχείριση µε Spm σε χαµηλό διοξείδιο εµφάνιζε µεγάλη 

καθυστέρηση στη λειτουργική ενεργοποίηση. Στην εικόνα 5.7 παρουσιάζονται οι κινητικές 

OJIP που καταγράφηκαν 48 h µετά από τη στιγµή που οι καλλιέργειες εκτέθηκαν στο φως. Η 

παρουσίαση µε τη µορφή ιστογράµµατος 

 
Εικόνα 5.7. Η επίδραση της εξωγενώς χορηγούµενης Spm στις κινητικές OJIP σε συνθήκες χαµηλής ή 
υψηλής συγκέντρωσης διοξειδίου του άνθρακα. Α. Η επίδραση των µεταχειρίσεων στην κινητική OJIP 
µετά από 48h επώαση. B. Η επίδραση στη φάση αργής µείωσης του φθορισµού (Ρ-S). Συµβολισµοί 
1mM Spm + αέρας χαµηλής περιεκτικότητας (0.035%) σε CO2: κόκκινο, µάρτυρας σε αέρα χαµηλής 
περιεκτικότητας (0.035%) σε CO2: κυανό, 1mM Spm + αέρας υψηλής περιεκτικότητας σε διοξείδιο 
(10%): πράσινο, µάρτυρας σε αέρα υψηλής περιεκτικότητας (10%) σε CO2: µαύρο. 
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Εικόνα 5.8. Ιστογράµµατα των 

παραγόντων του JIP-test σαν 

ποσοστά του µάρτυρα που 

επωάστηκε σε φυσικό µείγµα 

διοξειδίου (0.035% CO2). Α. 

Επίδραση της µεταχείρισης µε Spm 

(1 mM) σε χαµηλό διοξείδιο (0.035% 

CO2) στην λειτουργική οργάνωση 

του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

Παρατηρούνται πολύ µεγάλες 

αυξήσεις στο DIo/RC που 

φανερώνουν αυξηµένες απώλειες 

της απορ-ροφώµενης ενέργειας. Β. 

Επίδραση του αυξηµένου διοξειδίου 

(10% CO2) στη λειτουργική 

οργάνωση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού. Τα αποτελέσµατα 

συµφωνούν µε πρόσφατη εργασία 

της ερευνητικής µας οµάδας όπου 

φάνηκε ότι οι αυξηµένες 

συγκεντρώσεις διοξειδίου βοηθούν 

την λειτουργικότητα  του  

φωτοσυνθετικού µηχανισµού και 

συσχετίστηκαν µε τη αύξηση του 

λόγου Put/Spm στις θυλακοειδείς 

µεµβράνες (Logothetis et al., 2004). 

Γ. Επίδραση της µεταχείρισης µε 

Spm σε συνθήκες υψηλού διοξειδίου 

(1mM Spm + 10% CO2). 

Χρησιµοποιείται η ίδια κλίµακα µε τα 

δύο προηγούµενα ιστογράµµατα για 

ευκολότερη σύγκριση. Είναι φανερό 

ότι ο συνδυασµός επιπλέον Spm και 

επιπλέον διοξειδίου αλληλοαναίρεσε 

µετά από 48 h τα αντίθετα απο-

τελέσµατα και οι διαφορές σε σχέση 

µε το µάρτυρα ελαχιστοποιήθηκαν. 

(Παρατηρούµε ότι η πράσινη 

τεθλασµένη γραµµή τείνει να 

συµπέσει µε τον κύκλο για τους 

δεκάδες παράγοντες που 

µελετήθηκαν). 
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όλων των φυσικοχηµικών παραµέτρων που αφορούν στη µοριακή δοµή και λειτουργία του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (εικόνα 5.8) επιτρέπει την ευκολότερη σύγκριση µεταξύ των 

µεταχειρίσεων αλλά και ως προς τον µάρτυρα (κύκλος). Από την εποπτική µελέτη 

διακρίνεται µε ευκολία ότι η µεταχείριση µε Spm (εικόνα 5.8Α) προκάλεσε κυρίως αύξηση 

του παράγοντα DIo/RC, ενώ η προσθήκη επιπλέον CO2 (εικόνα 5.8Β) µείωσε την διάχυση 

της ενέργειας στα PS II και αύξησε τους δείκτες λειτουργικότητας PI.  

Τέλος, ο συνδυασµός Spm και υψηλού CO2 (εικόνα 5.8Γ) οδήγησε σε ενδιάµεσες τιµές και 

πλησίασε το µάρτυρα (το ιστόγραµµα σχεδόν ταυτίζεται µε τον κύκλο που συνδέει τις τιµές 

του µάρτυρα). Πιο συγκεκριµένα η αυξηµένη Spm φαίνεται να οδηγεί σε αύξηση της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PS II και να επιβάλλει προσαρµογές του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού οι οποίες συνηθίζονται σε συνθήκες χαµηλού φωτισµού. Αυτό συµφωνεί µε 

προηγούµενες αναφορές όπου οι συνθήκες χαµηλού φωτισµού αυξάνουν το ποσό Spm ή το 

λόγο Spm/Put (Kotzabasis et al., 1999). Αντίθετα το αυξηµένο διοξείδιο του άνθρακα 

επιβάλλει αλλαγές στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό ανάλογες µε εκείνες των συνθηκών του 

υψηλού φωτισµού (Logothetis et al., 2004). Τελικά έχουµε δυο αλληλοσυγκρουόµενες 

τάσεις στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό όπου η µεταχείριση µε συνδυασµό Spm και 10% CO2 

οδηγεί τα δοµικά και λειτουργικά χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

ανάµεσα στις δύο ακραίες καταστάσεις (+Spm) και (+10% CO2) (βλ. εικόνα 5.9Α).  

 
Εικόνα 5.9. Α. Η επίδραση της αυξηµένης ενδοκυτταρικής Spm στη λειτουργικότητα (SFI) του 
φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε συνθήκες χαµηλής και υψηλής συγκέντρωσης CO2 (συµβολισµός 
όπως στη εικόνα 5.6) για 72 h µετά την έκθεση στο φως. Η Spm (1mM, κόκκινο χρώµα) φαίνεται ότι 
µειώνει τη λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε συνθήκες χαµηλής συγκέντρωσης 
διοξειδίου, ενώ η αύξηση του διαθέσιµου CO2 ακυρώνει την παρεµπόδιση από τη Spm (1mM Spm + 
10% CO2, πράσινο χρώµα) Β. Η επίδραση της Spm στα επίπεδα χλωροφύλλης (a+b) σε χλωροφύκη 
Scenedesmus obliquus που επωάστηκαν για 72 h µετά την έκθεση στο φως σε συνθήκες υψηλής 
Spm χαµηλού CO2 και υψηλής Spm υψηλού CO2 καθώς και στους αντίστοιχους µάρτυρες. 
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∆ηλαδή αρχικά παρατηρείται µια µεγαλύτερη κεραία ανά κέντρο αντίδρασης από ότι 

απαιτούν οι συνθήκες φωτισµού (λόγω της επίδρασης της Spm βλ. εικόνα 5.9 µέγεθος 

κόκκινου κύκλου µε αριθµό 1 και πράσινου 1) και στην πορεία του χρόνου µειώνεται η 

κεραία (λόγω επίδρασης του αυξηµένου διοξειδίου βλ. εικόνα 5.9 µέγεθος πράσινου κύκλου 

1, 2, 3) που επιτρέπει την προσαρµογή στις συγκεκριµένες συνθήκες. Όταν δεν υπάρχει αυτή 

 
Εικόνα 5.10. Επίδραση της Spm και υψηλού CO2 σε µονοκύτταρα χλωροφύκη κατά τη φάση 

λειτουργικής ενεργοποίησης. Το µέγεθος των σηµείων αντιστοιχεί στο µέγεθος της φωτοσυλλεκτικής 

κεραίας (παράγοντας ΑBS/RC), ο κατακόρυφος άξονας ποσοτικοποιεί την φόρτιση της µεµβράνης των 

θυλακοειδών [παράγοντας qEmax=(Fm-F6s)/Fm, Strasser et al., 1999] και ο οριζόντιος άξονας 

ποσοτικοποιεί τη φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων (παράγοντας ΕΤ/CSm). Οι αριθµοί εντός των 

κύκλων αντιπροσωπεύουν την ηµέρα που έγινε η µέτρηση. Κόκκινο (+Spm, 0.035% CO2), πράσινο 

(+Spm, 10% CO2), κυανό (0.035% CO2) και µαύρο (10% CO2) 
 

η επιπλέον πίεση από την υψηλή συγκέντρωση διοξειδίου, τότε δεν θα έχουµε προσαρµογή 

(περίπτωση 1 mM Spm, κόκκινοι κύκλοι). Άρα αν το φύκος δεν προσαρµόσει την κεραία 

του φωτοσυνθετικού του µηχανισµού φαίνεται πως η διάχυση της διαθέσιµης ενέργειας 

µεγιστοποιείται εις βάρος της φωτοχηµείας και οδηγούµαστε σε µειωµένη φωτοσυνθετική 

ροή ηλεκτρονίων ET/CSm Εικόνα 5.10 κόκκινοι κύκλοι).  

∆ύο διαφορετικοί τρόποι προσέγγισης συνδέουν την δράση της Spm µε τη 

φωτοσυλλεκτική κεραία. Ο ένας είναι το φάσµα δράσης παρουσία περίσσειας Spm (εικόνα 

5.4Β) και ο δεύτερος η αυξηµένη διάχυση (δείκτες DI) που είναι πολύ πιθανόν να οφείλεται 

στην κεραία (ενότητες 3, 4 και 5.4). Από τα παραπάνω ανακύπτει η ανάγκη να µελετηθεί ο 

ρόλος της φωτοσυλλεκτικής κεραίας κατά τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης, αλλά και 

να µελετηθεί η επίδραση των αυξηµένων ενδοκυτταρικών επιπέδων Spm. 
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5.4. Η συµµετοχή της φωτοσυλλεκτικής κεραίας κατά τη φάση λειτουργικής 

ενεργοποίησης και ο ρόλος των πολυαµινών. 

 

Η φωτοσυλλεκτική κεραία (σε χλωροφύκη και σε ανώτερα φυτά) αποτελείται από 

διαφορετικά πεπτίδια τα οποία όµως εµφανίζουν µεγάλη οµολογία. Κοινό χαρακτηριστικό 

τους –εκτός του ότι φέρουν chl a, chl b και καροτενοειδή- είναι οι τρεις διαµεµβρανικές α 

έλικες (εικόνα 5.10), ενώ το µέγεθός τους κυµαίνεται µεταξύ 24 και 30kD.  

 
Εικόνα 5.11. Μοντέλο της οργάνωσης του LHCII όπως εκτιµάται από δοµικά δεδοµένα 

(τροποποιηµένο από Remelli et al., 2004). Είναι ορατές πέντε α έλικες (ορθογώνια πλαίσια) από τις 

οποίες οι τρεις µεγαλύτερες (Α, Β, C) είναι διαµεµβρανικές. Αξιοσηµείωτη είναι η διάταξη των 

χλωροφυλλών (έντονο γκρίζο) σε δύο στιβάδες παράλληλες προς τη λιπιδική διπλοστιβάδα. B. Το 

τριµερές LHC II και τα φορτία επιφανείας (από Standfuss et al., 2005). Γ. Η οργάνωση των τριµερών 

LHC II σε σπανάκι. Με κίτρινο, κυανό και πράσινο χρώµα είναι ορατά τα µονοµερή. Η εικόνα 

δηµιουργήθηκε µε δεδοµένα των Liu et al., 2004 στο πρόγραµµα Swiss-Pdb view 3.7V. 

 

Η φωτοσυλλεκτική κεραία µπορεί να αποκτήσει διάφορα µεγέθη, αλλά σε όλες τις 

περιπτώσεις για να αυξηθεί το µέγεθος είναι απαιτούµενος ο ολιγοµερισµός των πρωτεϊνών 

που την αποτελούν ( κυρίως τριµερή LHC II, αλλά και ετεροδιµερή LHC II µε CP26 ή µε 

CP29, ή µε CP24). Συνήθως σε PS II µε µεγάλη κεραία τα πολυπεπτίδια της κεραίας (LHC 

II, CP29, CP26, CP24) εµφανίζουν µεγάλο βαθµό ολιγοµερισµού, ενώ σε PS II µε µικρή 

κεραία τα πολυπεπτίδια εµφανίζουν µικρότερο βαθµό ολιγοµερισµού (Logothetis et al., 

2004, Theodoridou et al., 2003). Στα φύκη που αναπτύσσονται στο σκοτάδι η κεραία 

φαίνεται να αποτελείται κυρίως από µονοµερή (εικόνα 5.12). 
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 Εικόνα 5.12. Μεταβολές στα µονοµερή και ολιγοµερή του LHC που συµµετέχουν στο σχηµατισµό της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας σε µονοκύτταρα χλωροφύκη Scenedesmus obliquus κατά τη λειτουργική 

ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Α. Τα µονοµερή που υπάρχουν στο σκοτάδι 

οργανώνονται (διµερίζονται ή τριµερίζονται) συνεπώς από τη µία µειώνεται το ποσό (µg 

πρωτεΐνης/600 µg Chls θυλακοειδών) των µονοµερών (σύγκριση µαύρης µε λευκή στήλη µε υπότιτλο 

Μονοµερή) και από την άλλη αυξάνεται το ποσό των ολιγοµερών (στήλες µε υπότιτλο Ολιγοµερή). Β. 

Επίδραση της Spm στο βαθµό ολιγοµερισµού των CPs, σε χλωροφύκη που µεταχειρίστηκαν µε 1 mM 

Spm πριν (Σκοτάδι) και µετά (Φως) τη λειτουργική ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η 

βιοχηµική αποµόνωση της φωτοσυλλεκτικής κεραίας (LHC) έγινε σύµφωνα µε τη µέθοδο των 

Argyroudi-Akoyonoglou και Thomou (1981). 

 

Πολύ γρήγορα όµως (εντός 10 min φωτισµού, 500 µmolm-2s-1) τα µονοµερή οργανώνονται 

σε τριµερή (εικόνα 5.12). Οι συνολικές πολυαµίνες που βρίσκονται προσδεµένες στο LHC 

αυξάνονται στη διάρκεια αυτής της φάσης (εικόνα 5.13A). Η αύξηση οφείλεται κυρίως στην 

πρόσδεση Spm. Συγκεκριµένα η Spd µειώνεται 50%, η Spm αυξάνεται 50% και η Put µένει 

περίπου σταθερή. Αυτό συµφωνεί µε πρόσφατα αποτελέσµατα των Dela Mea et al. (2004) 

όπου δείχνουν ότι ειδική χλωροπλαστική τρανσγλουταµινάση προσδένει κατά προτίµηση 

Spm στα πεπτίδια του συµπλόκου συλλογής φωτός και µάλιστα µε φωτοεξαρτώµενο τρόπο. 

Η τεχνητή αύξηση της Spm στο σκοτάδι προκαλεί αύξηση του βαθµού ολιγοµερισµού ο 

οποίος δεν µεταβάλλεται παρουσία φωτός (εικόνα 5.12Β). 
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Εικόνα 5.13. Α. Πολυαµίνες (Put, Spd και Spm)  δεσµευµένες στη αποµονωµένη φωτοσυλλεκτική 

κεραία (LHC του PSII) που αποµονώθηκε πριν (σκοτάδι) και µετά (φως, 500 µmolquanta.m-2s-1) την 

λειτουργική ενεργοποίηση χλωροφυκών διάρκειας 10 min. Β. Η µεταβολή του λόγου Put προς Spm 

(Put/Spm) κατά τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης. 

 

 

Αν η κεραία συµµετέχει στη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού και µάλιστα οι πολυαµίνες (Spm) παρεµποδίζουν την ενεργοποίηση µέσω της 

δράσης τους στην κεραία θα πρέπει σε φωτοσυνθετικό µηχανισµό χωρίς φωτοσυλλεκτική 

κεραία να ακυρώνεται η δράση των πολυαµινών. 

Εφόσον η αύξηση της διάχυσης (ενότητα 5.1. και 5.2) και η διατήρηση χαµηλής 

φωτοσυνθετικής απόδοσης (ενότητα 5.1) συνδυάστηκε µε αυξηµένο µέγεθος της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας ανά κέντρο αντίδρασης σχεδιάστηκαν πειράµατα µε 

µεταλλάγµατα χωρίς φωτοσυλλεκτική κεραία. Το µετάλλαγµα Wt-LHC του S. obliquus δεν 

συνθέτει χλωροφύλλη b και ως εκ τούτου δεν µπορεί να συνθέσει τα LHC πολυπεπτίδια που 

δοµούν την φωτοσυλλεκτική κεραία του PSII (Hermsmeier et al., 1994). Αυτό το 

µετάλλαγµα αποτέλεσε ένα πολύτιµο πειραµατικό µοντέλο για την κατανόηση του τρόπου 

δράσης της Spm. Ακολουθώντας παρόµοιο πρωτόκολλο εργασίας µε τα πειραµάτα στον 

άγριο τύπο αυξήσαµε τα ενδοκυτταρικά επίπεδα Spm και παρακολουθήσαµε την φάση 

λειτουργικής προσαρµογής του µεταλλαγµένου φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Τα 

αποτελέσµατα δείχνουν ότι το µετάλλαγµα αυξάνει την φωτοσυνθετική του απόδοση 

(Fv/Fm) κατά την µετάβαση από το σκοτάδι στο φως στον ίδιο βαθµό παρουσία ή απουσία 

εξωγενούς Spm (εικόνα 5.14ΑΒ).  

Επίσης, είναι φανερό ότι οι µετρήσεις σειράς φυσικοχηµικών παραγόντων που 

εκτιµούν τη λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µετά από την σύντοµη 

έκθεση στο φως δείχνουν ότι η Spm δεν προκαλεί αναστολή της λειτουργικής ενεργοποίησης 
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του φωτοσυνθετικού µηχανισµού όταν απουσιάζει η φωτοσυλλεκτική κεραία. Μάλιστα όχι 

µόνο δεν φαίνεται να υπάρχει παρεµπόδιση, αλλά υπάρχει και ενεργοποίηση των κέντρων 

αντίδρασης και αυξηµένη έκλυση οξυγόνου σε σύγκριση µε τον µάρτυρα (εικόνα 5.14Β). 

 
Εικόνα 5.14. Η επίδραση της Spm στην φάση λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού σε µεταλλάγµατα Wt-LHC του Scenedesmus obliquus τα οποία δεν έχουν 

φωτοσυλλεκτική κεραία. Η επίδραση της Spm µελετήθηκε µε δυο τρόπους, από τη µία 

φασµατοσκοπικά µε τη λήψη καµπύλων επαγωγικού φθορισµού (Α) και από την άλλη πολαρογραφικά 

µε την εκτίµηση της µέγιστης φωτοσυνθετικής δραστηριότητας (Β). Τα φύκη εκτέθηκαν για 5 min σε 

500 µmolm-2s-1 Α. Έπίδραση της Spm (1 mM) στην καµπύλη επαγωγικού φθορισµού του 

µεταλλάγµατος Wt-LHC κατά τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης (µαύροι ρόµβοι: µάρτυρας, 

κόκκινοι ρόµβοι: µεταχείριση µε 1mM Spm). Β. Η τιµή µέγιστης φωτοσυνθετικής δραστηριότητας κατά 

τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης σε µεταλλάγµατα (Wt-LHC) που µεταχειρίστηκαν (κόκκινο) ή όχι 

(µαύρο) µε 1 mM Spm. Η Spm φαίνεται να αυξάνει την έκλυση οξυγόνου όταν απουσιάζει η 

φωτοσυλλεκτική κεραία. 

 

Η ενεργοποίηση των κέντρων από τη Spm συµφωνεί µε αποτελέσµατα των ενοτήτων 3.1 και 

4.1 για την επίδραση των 0.25 mΜ Spm στον παράγοντα RC/CS και συνδυάζεται καλά µε 

προηγούµενες αναφορές που δείχνουν ότι η µοναδική πολυαµίνη που βρίσκεται φυσιολογικά 

στο εσωτερικό αποµονωµένων κέντρων αντίδρασης είναι αυτή η τετραµίνη (Kotzabasis et 

al., 1993). Συνολικά από τα πειράµατα των ενοτήτων 3-5 η Spm φαίνεται να εµπλέκεται στη 

διαχείριση του ποσού της φωτονιακής ενέργειας που θα συλλεχθεί από την κεραία του 

φωτοσυστηµατος ΙΙ και θα οδηγηθεί στο κέντρο αντίδρασης. Σε µικρές συγκεντρώσεις η 

Spm ενεργοποιεί τα κέντρα και λειτουργεί ευεργετικά, ενώ από µία κρίσιµη συγκέντρωση 

και άνω προκαλεί αναστολή, µείωση της φωτοχηµείας και αντίστοιχα αύξηση της µη 

φωτοχηµικής διαδικασίας. Ο ακριβής µηχανισµός της ενεργοποίησης της µη φωτοχηµικής  
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Εικόνα 5.15. Η επίδραση της Spm στην φάση λειτουργικής ενεργοποίησης σε µεταλλάγµατα Wt-LHC 

του Scenedesmus obliquus τα οποία δεν έχουν φωτοσυλλεκτική κεραία. Ιστόγραµµα των παραµέτρων 

του JIP-test. Οι τιµές των παραµέτρων για το Wt-LHC+Spm (κόκκινο) παρουσιάζονται σαν ποσοστό 

των τιµών του µάρτυρα (µαύρo). Τα φύκη εκτέθηκαν για 5 min σε 500 µmolm-2s-1. 

 

διαδικασίας είναι άγνωστος (Holt et al., 2004). Η Spm φαίνεται να µπορεί να αυξάνει την 

διάχυση της απορροφώµενης ενέργειας και συνεπώς εµπλέκεται σε κάποιο στάδιο της 

ενεργοποίησης ή της ρύθµισης της µη φωτοχηµικής διαδικασίας. Η τελευταία συγκεντρώνει 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς αποτελεί έναν από τους σηµαντικότερους µηχανισµούς 

προστασίας των φυτών από το φως (Horton, 1996). Προκειµένου να διασαφηνιστεί ο ρόλος 

της Spm στην φωτοχηµική/ µη φωτοχηµική διαχείριση της ενέργειας του φωτός 

δροµολογήθηκαν πειράµατα µε ανώτερα φυτά στα οποία είναι εντονότερα και ταχύτερα τα 

φαινόµενα αυτά σε σύγκριση µε τα χλωροφύκη που αντιδρούν αργά και λιγότερο έντονα 

(Mueller et al., 2001; Li et al., 2004). 
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Η φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm) είναι ίσως ο πιο γνωστός και ευρέως 

χρησιµοποιούµενος παράγοντας για την εκτίµηση της φωτοσύνθεσης. Συνήθως η τιµή του 

είναι µεταξύ 0.70 και 0.85 και εµφανίζει χαµηλότερες τιµές σε συνθήκες καταπονήσεων (π.χ. 

φωτοαναστολή). Στη διεθνή βιβλιογραφία η µοναδική περίπτωση που η φωτοσυνθετική 

απόδοση είναι χαµηλή χωρίς να υπάρχει εµφανής µορφή καταπόνησης είναι σε περιπτώσεις 

φυτών που µελετώνται πριν ξηµερώσει (Adams, 2004). Σε µια προσπάθεια να ερµηνεύσουµε 

µε δεδοµένα της παρούσας εργασίας αυτό το γνωστό φαινόµενο άγνωστης αιτιολογίας 

διατηρήσαµε φυτά σε παρατεταµένο σκοτάδι. Η καταγραφή των κινητικών OJIP σε φυτά 

που επωάστηκαν σε παρατεταµένο σκοτάδι δείχνει µια δραστική αύξηση στο βήµα J (εικόνα 

Π1Α). Αυτό το ιδιαίτερο χαρακτηριστικό αποκαλύπτει την ύπαρξη κέντρων που πιθανόν να 

είναι στην κατάσταση πριν την λειτουργική ενεργοποίηση. Αυτή η κατάσταση είναι άγνωστη 

στη διεθνή βιβλιογραφία και ανακαλύφθηκε στη διάρκεια των πειραµάτων αυτής της 

εργασίας κατά τη φωτοανεξάρτητη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (βλ. 

αποτελέσµατα κεφαλαίου 1, ενότητα 5). Αν υπάρχουν κέντρα αντίδρασης που είναι ενεργά 

και κέντρα αντίδρασης που πρόκειται να ενεργοποιηθούν µόλις εκτεθούν στο φως τότε η 

καµπύλη OJIP θα περιέχει πληροφορία και για τα δύο είδη κέντρων. Εποµένως σε 

περίπτωση που έχουµε µια καµπύλη η οποία αντιστοιχεί στο πρώτο είδος κέντρων (κέντρα 

ενεργά) και µία άλλη καµπύλη η οποία αντιστοιχεί στο δεύτερο είδος κέντρων (κέντρα µη 

ενεργοποιηµένα) τότε ο συνδυασµός τους in silico θα πρέπει να δίνει µια τρίτη καµπύλη µε 

τα χαρακτηριστικά αυτής των φυτών σε παρατεταµένο σκοτάδι. Για την πρώτη περίπτωση  

δηλαδή κινητική OJIP που αντιστοιχεί σε ενεργά κέντρα αντίδρασης επιλέχθηκαν δείγµατα 

από τη φωτοεξαρτώµενη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε άριστες συνθήκες 

ανάπτυξης (30οC, 50 µmol.m-2s-1). Για τη δεύτερη περίπτωση δηλαδή  κινητική OJIP που 

αντιστοιχεί σε µη ενεργοποιηµένα κέντρα αντίδρασης επιλέχθηκαν δείγµατα από τη 

φωτοανεξάρτητη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού.  

Πράγµατι, η µαθηµατική πρόσθεση µίας καµπύλης OJIP από φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό πριν ενεργοποιηθεί µε µία καµπύλη από φωτοσυνθετικό µηχανισµό που είναι 

ενεργός οδηγεί στη δηµιουργία µιας νέας καµπύλης που σχεδόν ταυτίζεται µε την ιδιαίτερη 

µορφή OJIP καµπύλης που δίνει ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός από ανώτερα φυτά στο τέλος 

της νύχτας (εικόνα Π1Β). Η αιτία της ύπαρξης κέντρων αντίδρασης που δεν έχουν ακόµη 

ενεργοποιηθεί δεν είναι σαφής. Σε κάθε περίπτωση κέντρα που συναρµολογούνται στο 
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απόλυτο σκοτάδι θα µπορούσαν να βρίσκονται σε αυτήν την κατάσταση. Προαπαιτούµενο 

για να δηµιουργηθούν νέα κέντρα είναι η διαθεσιµότητα χλωροφυλλών. Η βιοσύνθεση της 

χλωροφύλλης στα φυτά φυσιολογικά γίνεται στο φως (µονοπάτι LPOR) όµως υπάρχουν 

πολλές αναφορές που αποδεικνύουν ότι ακόµη και τα αγγείοσπερµα µπορούν να συνθέτουν 

χλωροφύλλες στο σκοτάδι (επισκόπηση Armstrong, 1998).  Τελικά αν κατά τη διάρκεια της 

νύχτας τα φυτά συµπεριφέρονται όπως οι λιγότερο εξελιγµένοι συγγενείς τους (χλωροφύκη) 

και κάνουν φωτοανεξάρτητη δηµιουργία φωτοσυστηµάτων τότε µπορεί να δικαιολογηθεί η 

εξαίρεση αυτή στην περίπτωση του Fv/Fm. 

 

 

 

Εικόνα Π1Α. Η µείωση του Fv/Fm στο τέλος της νύχτας (πρωινές ώρες προτού αυξηθεί το φως) 
θεωρείται stress (όπως κάθε µορφή µείωσης του λόγου Fv/Fm) µε ανεξήγητη αιτιολογία (Adams, 
2004). Σε µια προσπάθεια να µελετήσουµε την επίδραση της διάρκειας της νύχτας στην καµπύλη OJIP 
επωάσαµε φυτά στο απόλυτο σκοτάδι (κλειστοί ρόµβοι) και συγκρίνουµε µε αυτά που παρέµειναν στο 
φως (ανοιχτοί ρόµβοι: µάρτυρας). Είναι εµφανής µία αύξηση του J βήµατος. B. Mία καµπύλη µοντέλο 
(µαύρο χρώµα) που προκύπτει από το µαθηµατικό συνδυασµό δύο δειγµάτων εκ των οποίων ο ένας 
αντιστοιχεί σε κέντρα λειτουργικά και ο άλλος σε κέντρα πριν τη λειτουργική ενεργοποίηση. Η καµπύλη 
που προκύπτει in silico προσοµοιώνει την καµπύλη που καταγράφηκε από φυτά σε παρατεταµένο 
σκοτάδι. Η ύπαρξη τέτοιων ‘ιδανικών’ δειγµάτων είναι δυνατή χάρη στην ικανότητα των χλωροφυκών 
να δηµιουργούν µε δύο πορείες τον φωτοσυνθετικό τους µηχανισµό (φωτοανεξάρτητα και 
φωτοεξαρτώµενα). Τελικά η πτώση του Fv/Fm στο τέλος της νύχτας δεν οφείλεται σε καταπόνηση, 
αλλά στην ύπαρξη κέντρων που δεν έχουν ακόµη ενεργοποιηθεί. 
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Μια συνηθισµένη τακτική για τη µελέτη ενός βιολογικού µορίου περιλαµβάνει την 

εύρεση της δοµής του, τον υποκυτταρικό εντοπισµό του, το χρονικό σηµείο εκκίνησης της 

σύνθεσής του, τις συνθήκες καταστολής ή ενίσχυσης της βιοσύνθεσής του και την 

αλληλεπίδρασή του µε άλλα µόρια. Στην περίπτωση καλά µελετηµένων µορίων όλα τα 

παραπάνω είναι γνωστά και τελικά είναι µε σαφήνεια προσδιορισµένος ο ρόλος του µορίου.  

Στην περίπτωση των πολυαµινών είναι γνωστή η δοµή (Cohen, 1998), είναι γνωστά τα 

µονοπάτια βιοσύνθεσης (Primikirios and Roubelakis-Angelakis, 2001; Alabadi and 

Carbonell, 1998, Bagni and Tassoni, 2001), καταβολισµού (Tavladoraki et al., 1998) και 

µεταφοράς (Pistochi et al., 1990; Kakkar et al., 1998). Ακόµη είναι γνωστές οι συνθήκες που 

αυξάνονται (Navakoudis et al., 2005; Sfichi et al., 2004) ή µειώνονται (Adiga and Prasad, 

1985; Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2005a,b). Υπάρχει όµως ασάφεια για το που 

εντοπίζονται υποκυτταρικά και το ποιος είναι ο ρόλος τους. Ο χώρος της έρευνας των 

πολυαµινών δέχεται κριτική ακριβώς επειδή δεν έχει ανακαλυφθεί ακόµη ο µοριακός 

µηχανισµός µε τον οποίο δρουν. Η καθυστέρηση αυτή µεταξύ άλλων εµποδίζει την έρευνα 

σε πολλούς τοµείς που ξεκινούν από τη φυσιολογία φυτών και φθάνουν έως την ανθρώπινη 

ογκολογία. Σε ότι αφορά τα φυτά ο χλωροπλάστης φαίνεται να περιέχει µεγάλο µέρος των 

πολυαµινών του κυττάρου (Torrigiani et al., 1986). Επίσης, µε δεδοµένο ότι η βιοσύνθεση 

τους και ο καταβολισµός τους µπορεί να γίνει στο χλωροπλάστη (Αndreadakis and 

Kotzabasis, 1995), ότι προσδένονται µέσω ειδικών ενζύµων σε καθορισµένες µόνο 

χλωροπλαστικές πρωτεΐνες (Del Duca et al., 1994) και το ότι τα επίπεδα τους 

φωτορυθµίζονται (Doernemann and Kotzabasis, 1998) εξάγεται το συµπέρασµα ότι πρέπει 

να έχουν συγκεκριµένους ρόλους στο οργανίδιο αυτό. Παλαιότερες έρευνες έδειξαν ότι οι 

πολυαµίνες στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό είναι σε υψηλότερα επίπεδα στο σκοτάδι από ότι 

στο φως (Doernemann et al., 1996; Navakoudis, 2003). Επίσης η βιογένεση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού οδηγεί σε µείωση των προσδεµένων στα θυλακοειδή 

πολυαµινών (Doernemann et al., 1996), ενώ συνθήκες καταπονήσεων (ψύχος, UVB, όζον) 

αυξάνουν τα επίπεδα πολυαµινών (He et al., 2002; Sfichi et al., 2004; Navakoudis et al., 

2003, αντίστοιχα). Η τεχνητή αύξηση της Put φαίνεται να αναγκάζει οργανισµούς 

ανεπτυγµένους σε συνθήκες χαµηλής έντασης φωτισµού να εµφανίζουν φαινότυπο 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού παρόµοιο µε αντίστοιχο προσαρµοσµένο σε υψηλής έντασης 

φωτισµό (Logothetis et al., 2004; Kotzabasis et al., 1999), ενώ µείωση της Put ή αύξηση της 

Spm δείχνει να οδηγεί σε αντίθετο αποτέλεσµα (Kotzabasis et al., 1999; Sfichi et al. 2004). 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1ο – Συζήτηση 
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Αν οι πολυαµίνες επηρεάζουν τη λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού θα 

πρέπει να υπάρχει ένας µηχανισµός ή µια σειρά γεγονότων που να περιγράφει τον τρόπο 

δράσης τους. Αυτός ο µηχανισµός ή η αλληλουχία των γεγονότων αναζητήθηκε µε την 

µελέτη του ρόλου των πολυαµινών πριν τη δηµιουργία (ενότητα 3), κατά τη 

φωτοεξαρτώµενη δηµιουργία (ενότητες 3 και 5) και τέλος κατά τη φωτοανεξάρτητη 

δηµιουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (ενότητα 4).  

Σε πρώτη φάση µέσα από την αξιολόγηση των πειραµατικών αποτελεσµάτων 

(ενότητες 3 και 4) ερµηνεύθηκε η ανάγκη της ρύθµισης των ενδοκυτταρικών επιπέδων των 

πολυαµινών κατά τη διαφοροποίηση του χλωροπλάστη. Η µείωση των πολυαµινών που 

συµβαίνει φυσιολογικά κατά την βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (Doernemann 

et al., 1996) φαίνεται σύµφωνα µε την παρούσα εργασία, ότι είναι απαραίτητη για δύο 

τουλάχιστον λόγους. Από τη µία µεριά υψηλά επίπεδα Spd και Spm φαίνεται ότι εµποδίζουν 

την φωτοεξαρτώµενη (εικονα 3.7 και 3.9) και φωτοανεξάρτητη (εικόνα 4.3 και 4.7) 

βιοσύνθεση των χλωροφυλλών και από την άλλη αυξάνουν τις ενεργειακές απώλειες του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού αυξάνοντας την διαχεόµενη ενέργεια (εικόνα 3.5 και 4.6B). 

∆ηλαδή αν δεν υπήρχε µείωση των ενδοκυτταρικών επιπέδων πολυαµινών θα µειωνόταν η 

λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, αλλά και θα παρεµποδιζόταν η 

δηµιουργία νέων φωτοσυνθετικών µονάδων (φωτοσυστηµάτων PSII και PSI). Η µείωση 

αυτή εξασφαλίζεται µε την αύξηση της ενεργότητας των καταβολικών ενζύµων των 

πολυαµινών όπως η DAO κατά τη διαφοροποίηση του ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη 

(Andreadakis and Kotzabasis, 1995).  

Ουσιαστικά ο καταβολισµός των πολυαµινών αποτελεί παροχέα αζώτου για 

διαδικασίες µε υψηλές απαιτήσεις σε άζωτο, όπως είναι η πρωτεϊνοσύνθεση και η 

βιοσύνθεση της χλωροφύλλης (Tabor and Tabor, 1972; Askar and Treptow, 1986). Άρα το 

φυτικό κύτταρο συντονίζει τη µειώση των αποθεµάτων αζώτου υπό µορφή πολυαµινών µε 

την σύνθεση απαραίτητων συστατικών για τη δηµιουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

Τα επίπεδα των πολυαµινών µειώνονται κατά τη βιογένεση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού, αλλά εξακολουθούν να υπάρχουν σηµαντικές ποσότητες Put, Spd και 

µικρότερες Spm περίπου 5-7 µMmlPCV-1 στο σύνολο (Doernemann et al., 1996). Ο 

φυσιολογικός ρόλος αυτών των ποσοτήτων πολυαµινών δεν είναι σαφής. Η τεχνητή αύξηση 

της Spm οδηγεί σε δραστική µείωση της φωτοσυνθετικής απόδοσης (εικόνες 3.5Α, 4.5 και 

5.5) και για να ερµηνευθεί αυτό το αποτέλεσµα απαιτείται µια ανάλυση του Fv/Fm. Η 

φωτοσυνθετική απόδοση Fv/Fm είναι κοινώς αποδεκτό ότι µειώνεται σε συνθήκες στρες 

(Adams and Demmig-Adams, 2004). Η µοναδική περίπτωση στη βιβλιογραφία που ο λόγος 
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Fv/Fm µειώνεται αλλά δεν είναι σαφής η εξήγηση (Adams and Demmig-Adams, 2004) είναι 

σε φυτά, που µελετώνται πριν ξηµερώσει. Τα αποτελέσµατα των ενοτήτων 3 και 4 πιθανόν 

να κρύβουν την απάντηση. Πιο συγκεκριµένα, η χαµηλή απόδοση φυτών µετά από 

παρατεταµένο σκοτάδι φαίνεται ότι οφείλεται στην ύπαρξη κέντρων αντίδρασης που έχουν 

παραµείνει πριν τη φάση λειτουργικής ενεργοποίησης (βλ. παράρτηµα αποτελεσµάτων σελ. 

97 για περισσότερες πληροφορίες). 

Πρέπει να γίνει διάκριση της περίπτωσης όπου η τιµή Fv/Fm είναι µεν χαµηλή, αλλά 

σύντοµα µε την έκθεση στο φως θα µεγιστοποιηθεί από την περίπτωση όπου η τιµή Fv/Fm 

πάλι είναι χαµηλή, αλλά µε την έκθεση στο φως δεν θα µεγιστοποιηθεί. Η χορήγηση Spm 

φαίνεται να µειώνει την φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm) στο πλαίσιο της δεύτερης 

περίπτωσης. Η µείωση οφείλεται σε δύο αιτίες κοινές τόσο στη φωτοεξαρτώµενη, όσο και 

στη φωτοανεξάρτητη βιογένεση. Η πρώτη είναι ότι δεν υπάρχουν αρκετές χλωροφύλλες και 

άρα εµποδίζεται η συναρµολόγηση φωτοσυνθετικών συµπλόκων που απαιτούν χλωροφύλλη 

όπως το PSII, το PSI, το LHC. Η δεύτερη αιτία είναι ότι η αυξηµένη Spm εµποδίζει τη 

λειτουργία των υπάρχοντων φωτοσυστηµάτων (κυρίως των PSII). Ο πιο πιθανός λόγος για 

να µειώνεται η λειτουργικότητα µε βάση τα αποτελέσµατα των εικόνων 3.5B, 4.6B και 5.8A 

είναι η αυξηµένη διάχυση της απορροφώµενης ενέργειας. Σε συµφωνία µε τα παραπάνω 

αποτελέσµατα αυξηµένη διάχυση υπό συνθήκες αυξηµένης ενδοκυτταρικά Spm αναφέρθηκε 

πρόσφατα σε χλωροφύκη (Sfichi et al., 2004). Επίσης δεν πρέπει να παραγνωριστεί η 

ευεργετική επίδραση µικρών συγκεντρώσεων Spm (0.25 mM) στη δηµιουργία και 

λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που σταθερά συνέβαινε στα πειράµατα 

αυτά (εικόνα 3.5Α) και συµφωνεί και µε προηγούµενες αναφορές (Beigbeder and 

Kotzabasis, 1995).  

Η αιτία για την θετική αυτή δράση της Spm φαίνεται να είναι η αύξηση της 

πυκνότητας των ενεργών κέντρων αντίδρασης των PSII (εικόνες 3.5Γ και 4.6Α). Η 

ενεργοποίηση των κέντρων από τη Spm υποστηρίζεται µε εργασίες που ανίχνευσαν µόνο τη 

συγκεκριµένη πολυαµίνη στο εσωτερικό (RC core) των PS II κέντρων (Kotzabasis et al., 

1993). Ο τρόπος µε τον οποίο η χορήγηση Spm αυξάνει τη διάχυση της ενέργειας σε γενικές 

γραµµές µπορεί να σχετίζεται µε αλλαγές στη γενετική έκφραση συστατικών του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού ή µε αλλαγές στην ενεργότητα ήδη υπάρχοντων ενζύµων. 

Επειδή είναι δύσκολο να απαντηθεί το ερώτηµα σε αυτή τη φάση, στόχος ήταν η µείωση της 

συνεισφοράς της γονιδιακής ρύθµισης στη µελέτη του ρόλου της Spm. Κάτι τέτοιο δεν ήταν 

δυνατό στην περίπτωση της φωτοανεξάρτητης βιογένεσης που διαρκεί πολλές ώρες, αλλά 

ούτε και στην περίπτωση της πιο σύντοµης αλλά ολιγόωρης φωτοεξαρτώµενης βιογένεσης 
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του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Για την ασφαλή απόρριψη της συµµετοχής γενετικών 

ρυθµίσεων στο µηχανισµό δράσης της Spm θα έπρεπε η µελέτη να γίνεται σε λεπτά ή ακόµη 

σε δευτερόλεπτα. Η φάση ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού επιτρέπει -όταν 

οι συνθήκες φωτισµού είναι κατάλληλες- τη µελέτη οποιασδήποτε µεταχείρισης µέσα σε 

200-300 s (εικόνα 5.1). Αν η χορήγηση Spm προκαλεί αύξηση της διάχυσης σε τόσο 

σύντοµο χρόνο σηµαίνει πως δεν υπάρχει γονιδιακή συµµετοχή, ενώ αν δεν προκαλεί όλα τα 

ενδεχόµενα µένουν ανοιχτά. Στις εικόνες 5.6Β και 5.8Α φαίνεται καθαρά ότι η χορήγηση 

Spm αυξάνει την διάχυση όπως και στις προηγούµενες περιπτώσεις συνεπώς αποκλείεται να 

επιδρά µέσω µεταγραφικών ή µεταφραστικών µηχανισµών. Η συµµετοχή της δε, στην φάση 

της λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µε την πρόσδεσή της στη 

φωτοσυλλεκτική κεραία LHC II (εικόνα 5.3Α) δείχνει ότι σε πολύ σύντοµο χρονικό 

διάστηµα (εντός 10 min) ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός µπορεί υπό συνθήκες φωτισµού να 

προσδέσει πολυαµίνες πάνω σε πρωτεΐνες. Αυτό συµφωνεί µε πρόσφατα αποτελέσµατα των 

Dela Mea et al., (2004) που αναφέρουν ότι η πλαστιδιακή τρανσγλουταµινάση συνδέει Spm 

στα πεπτίδια της κεραίας (LHC II, CP29, CP26, CP24) ενεργοποιείται από το φως. Ο ρόλος 

της πρόσδεσης δεν είναι σαφής, αλλά φαίνεται να αποτελεί µέρος ενός συγκεκριµένου 

‘προγράµµατος’ µοριακών γεγονότων στην µετάβαση από την κατάσταση χαµηλής 

απόδοσης στην κατάσταση υψηλής απόδοσης. Η ύπαρξη µονοµερών της φωτοσυλλεκτικής 

κεραίας (εικόνα 5.12Α), µε την έναρξη ακτινοβόλησης προκαλεί αλλαγή στο πρότυπο 

προσδεµένων πολυαµινών (εικόνα 5.13Α) και αλλαγή στο βαθµό ολιγοµερισµού, από 10% 

πριν την ενεργοποίηση σε 90% ολιγοµερισµό µετά την ενεργοποίηση (εικόνα 5.12Β). Τα 

παραπάνω είναι σε συµφωνία µε αποτελέσµατα των Srivastava et al., (1999) που µελέτησαν 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό που αναπτύχθηκε σε βραχείς παλµούς φωτός. Αν το ‘πρόγραµµα’ 

αλλάξει τότε δεν είναι εφικτή η µεγιστοποίηση της απόδοσης. Έτσι αν η πρόσδεση γίνει πριν 

την έκθεση στο φως τότε προκαλείται πρόωρος ολιγοµερισµός των LHC (εικόνα 5.12Β 

στήλη σκοτάδι + Spm) και παρεµπόδιση της ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού (εικόνες 5.6 και 5.8). Η φωτοσυλλεκτική κεραία δείχνει να παραµένει σε αυτή 

την κατάσταση ολιγοµερισµού και µετά την έκθεση στο φως (εικόνα 5.12Β φως + Spm και 

εικόνα 5.10 κόκκινο χρώµα). Η κατάσταση αυτή οδηγεί σε σταθερά χαµηλές τιµές 

φωτοσυνθετικής ροής ηλεκτρονίων (εικόνα 5.10Β παράγοντας ΕΤ/CSm).  

Αν η απορροφώµενη φωτονιακή ενέργεια καταλήγει σε µεγαλύτερο βαθµό στη 

διάχυση και σε µικρότερο στη φωτοχηµική αξιοποίηση τότε η ενίσχυση του κύκλου Calvin-

Benson θα επέτρεπε αύξηση της φωτοχηµείας. Σε αντίθετη περίπτωση θα σήµαινε ότι ο 

φωτοσυνθετικός µηχανισµός έχει πάθει βλάβη. Η χορήγηση αυξηµένης συγκέντρωσης CO2 
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αποτελεί έναν αποτελεσµατικό τρόπο ενίσχυσης του κύκλου Calvin-Benson (Logothetis et 

al., 2004). Πράγµατι η ενίσχυση του κύκλου αυτού αναιρεί την επίδραση της αυξηµένης 

Spm (εικόνα 5.10 πράσινο χρώµα) και αποκλείει την περίπτωση να έχει υποστεί βλάβη ο 

φωτοσυνθετικός µηχανισµός από την αυξηµένη Spm. Η επίδραση της αυξηµένης Spm 

φαίνεται να συνδέεται µε τη φωτοσυλλεκτική κεραία (αύξηση βαθµού ολιγοµερισµού 

πολυπεπτιδίων κεραίας εικόνα 5.11Β και αύξηση παραµέτρων DI που σχετίζονται µε την 

κεραία εικόνες 3.5Β, 4.6Β και 5.5Β). Αν η φωτοσυλλεκτική κεραία έχει σηµαντικό ρόλο στη 

λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, τότε απουσία κεραίας θα πρέπει να 

µην µπορεί η αυξηµένη Spm να προκαλεί παρεµπόδιση της ενεργοποίησης των PSII. Η 

χορήγηση Spm σε χλωροφύκη χωρίς φωτοσυλλεκτική κεραία (µετάλλαγµα Wt-LHC) δείχνει 

να µην εµποδίζει την λειτουργική ενεργοποίηση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (εικόνα 

5.14Α). Άρα η παρεµπόδιση είναι εφικτή µέσω της αλληλεπίδρασης της φωτοσυλλεκτικής 

κεραίας του PSII και Spm. Μάλιστα φαίνεται ότι η αυξηµένη Spm αυξάνει τη 

φωτοσυνθετική δραστηριότητα στο µετάλλαγµα (εικόνα 5.14Β) και αυτό πιθανότατα 

οφείλεται στην αύξηση των ενεργών κέντρων αντίδρασης (5.15 παράγοντες RC/CS).  

Αν η χορήγηση Spm µεταβάλλει το ποσό της ενέργειας που διαχέεται από το 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό στα χλωροφύκη τότε θα πρέπει να επηρεάζει την ικανότητα 

φωτοπροστασίας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η τελευταία στηρίζεται σε σηµαντικό 

βαθµό στην ελεγχόµενη διάχυση της φωτονιακής ενέργειας από το φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό (Horton and Ruban, 2004; Niyogi, 2000). Η φωτοσυλλεκτική κεραία θεωρείται 

ως ο πιο πιθανός ρυθµιστής αυτής της διαδικασίας (Ma et al., 2003) αλλά υπάρχουν και 

εναλλακτικές απόψεις που εντάσσουν και τα κέντρα αντίδρασης στο ρόλο αυτό (Finazzi et 

al., 2004). Με δεδοµένο ότι τα ανώτερα φυτά έχουν πιο ταχείς και πιο έντονους µηχανισµούς 

φωτοπροστασίας από ότι τα χλωροφύκη κρίθηκε σκόπιµο να µελετηθεί ο ρόλος των 

πολυαµινών σε Nicotiana tabacum L.. Στην επόµενη ενότητα παρουσιάζονται τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών.  
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Συνοψίζοντας, τα κυριότερα συµπεράσµατα είναι τα εξής: 

 

Α. Η µείωση των ενδοπλαστιδιακών επιπέδων πολυαµινών που λαβαίνει χώρα φυσιολογικά 

κατά τη διαφοροποίηση του ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη είναι απόλυτα αναγκαία για τη 

δηµιουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Αποδείχθηκε ότι αν τα επίπεδα πολυαµινών 

παραµείνουν υψηλά η βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού δεν λαβαίνει χώρα. 

Β. Η προαναφερθείσα µείωση των πολυαµινών αναδεικνύεται σε διαδικασία-κλειδί  

ελέγχοντας την αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο [τόσο από την 

φωτοεξαρτώµενη, όσο και από τη φωτοανεξάρτητη αναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

(LPOR και DPOR αντίστοιχα)], που θεωρείται ότι πυροδοτεί όχι µόνο την βιοσύνθεση των 

χλωροφυλλών, αλλά και τη διαφοροποίηση του ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη. 

Γ. Η παρεµπόδιση της βιογένεσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού ιδιαίτερα από αυξηµένη 

συγκέντρωση Spm (>2mM) αναδεικνύεται ως κεντρικός µηχανισµός, που καλύπτει όλες τις 

δυνατές αναπτυξιακές δυνατότητες (τόσο τη φωτοεξαρτώµενη όσο και τη φωτοανεξάρτητη) 

του φωτοσυνθετικού µηχανισµού.  

∆.  Τα αυξηµένα επίπεδα Spm επιδρούν και σε κεντρικές διαδικασίες της φωτοσύνθεσης 

αυξάνοντας τη µη φωτοχηµική διάχυση της συλλεγόµενης ενέργειας και καταστέλλοντας τη 

φωτοχηµεία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 

Ε. Σε µεταλλάγµατα µικροφυκών χωρίς φωτοσυλλεκτική κεραία ακυρώνονται οι παραπάνω 

επιδράσεις των αυξηµένων επίπεδων Spm, υποδεικνύοντας ότι η καταστολή της 

φωτοχηµείας από τη Spm προϋποθέτει την ύπαρξη της φωτοσυλλεκτικής κεραίας των PSII. 

Ζ. Η χρήση ειδικών µεταλλαγµάτων (Wt-LHC) έδειξε ότι τα αυξηµένα επίπεδα Spm 

λειτουργούν προστατευτικά στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό αυξάνοντας των αριθµό των 

ενεργών κέντρων κατά την γρήγορη φάση της λειτουργικής ενεργοποίησης. 

Η. Η γνωστή φωτοανεξάρτητη βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού φάνηκε για 

πρώτη φορά ότι σταµατά σε ένα λειτουργικό επίπεδο πέρα από το οποίο η λειτουργική 

οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού δεν µπορεί να συνεχιστεί. Η φάση λειτουργικής 

ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού που αναπτύχθηκε φωτοανεξάρτητα είναι 

απόλυτα εξαρτώµενη από το φως. Καθοριστική αποδείχθηκε ότι είναι η ένταση ακτινοβολίας 

σε σχέση µε τον χρόνο έκθεσης (s-min) και δευτερεύουσα η ποιότητα σε ότι αφορά το ορατό 

φάσµα (φωτοελεγχόµενη διαδικασία δόσης / απόδοσης). 

Η ανακαλυφθείσα φάση λειτουργικής ενεργοποίησης αποτελεί ένα σηµαντικό πειραµατικό 

εργαλείο λόγω των πολλών και σηµαντικών ευνοϊκών χαρακτηριστικών της (σταθερότητα σε 

συνθήκες απόλυτου σκοταδιού, γρήγορη απόκριση σε συνθήκες υψηλής έντασης φωτισµού, 
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δυνατότητα επακριβούς ρύθµισης της εξέλιξης του φαινοµένου από την επιλογή των 

πειραµατικών συνθηκών, in vivo διαδικασία µε πλεονεκτήµατα in vitro συστήµατος).  

Θ. Κατά τη διάρκεια της λειτουργικής ενεργοποίησης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού τα 

µονοµερή της φωτοσυλλεκτικής κεραίας LHC του PSII οργανώνονται σε λειτουργική 

κεραία. Ο βαθµός ολιγοµερισµού του LHC, µέσα σε λίγα λεπτά, αλλάζει δραµατικά από 

10% πριν την ενεργοποίηση σε 90% µετά την ενεργοποίηση. 

Λ. Στη διάρκεια της φωτοεπαγώµενης οργάνωσης της φωτοσυλλεκτικής κεραίας (LHC) 

αλλάζει η σύσταση των προσδεµένων σε αυτήν πολυαµινών. Ειδικά η προσδεµένη Spm 

αυξάνει 50%. 
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Η επίδραση των πολυαµινών στη διαχείριση της φωτονιακής 

ενέργειας από το φωτοσυνθετικό µηχανισµό 

 
 

 
 



Κεφάλαιο 2ο                                                                                                                                       Αποτελέσµατα
 

 

 
107 

 

 

Η επίδραση των πολυαµινών στη διαχείριση της φωτονιακής ενέργειας από το 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό 
6.1. Πολυαµίνες και µη φωτοχηµική απόσβεση της απορροφηθείσας φωτονιακής 

ενέργειας. 

 

Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός συλλέγει φωτονιακή ενέργεια και τη µετατρέπει σε 

χηµική ενέργεια (φωτοχηµεία), σε φθορισµό και σε θερµότητα (µη φωτοχηµεία). Σε 

συνθήκες χαµηλού φωτισµού η φωτοχηµεία έχει µεγαλύτερη απόδοση σε σύγκριση µε 

συνθήκες υψηλού φωτισµού, ενώ οι µη φωτοχηµικές διαδικασίες ενεργοποιούνται όσο η 

ένταση φωτισµού αυξάνει. Αυτή η µη φωτοχηµική χρήση της ενέργειας που συνέλλεξε ο 

φωτοσυνθετικός µηχανισµός έχει ιδιαίτερη σηµασία και συνδέεται µε την ικανότητα του 

φωτοσυνθετικού δείγµατος να προστατεύεται από το έντονο φως (Ηorton and Ruban, 2004). 

Αυτό γίνεται κατανοητό αν ληφθεί υπόψη ότι σε συνθήκες υψηλού φωτισµού η απευθείας 

µεταφορά της ενέργειας στο κέντρο αντίδρασης θα προκαλούσε περίσσεια φωτονίων (υψηλή 

πίεση διέγερσης, high excitation pressure) στο κέντρο αντίδρασης και τελικά θα οδηγούσε σε 

φωτοαναστολή (photoinhibition). Όµως µέρος της απορροφώµενης φωτονιακής ενέργειας 

µετατρέπεται ελεγχόµενα σε θερµότητα και τελικά φθάνουν στο κέντρο αντίδρασης 

σηµαντικά λιγότερα φωτόνια από αυτά που απορροφήθηκαν. Στις περισσότερες περιπτώσεις 

στη σύγχρονη διεθνή βιβλιογραφία τα παραπάνω φαινόµενα (φωτοπροστασία, φωτοχηµική 

απόδοση, διαχείριση ενέργειας) µελετώνται ακόµη και in vivo* µε τη βοήθεια ανιχνευτών 

φθορισµού της χλωροφύλλης a και τη χρήση δύο πηγών φωτισµού. Η πρώτη πηγή φωτός 

(ακτινικό φως) προσαρµόζει το φωτοσυνθετικό δείγµα σε µία συγκεκριµένη ένταση 

φωτισµού, ενώ σε προκαθορισµένα χρονικά σηµεία το δείγµα δέχεται έναν βραχύ ισχυρό 

παλµό φωτός οπότε στιγµιαία σταµατά η φωτοχηµεία και ο φθορισµός παίρνει τη µέγιστη 

τιµή του. Τελικά καθώς το δείγµα προσαρµόζεται στις επιλεγµένες συνθήκες ο φθορισµός 

του σταδιακά µειώνεται µέχρι να επιτευχθεί προσαρµογή και τελικά να σταθεροποιηθεί ο 

φθορισµός (Fs, steady state fluorescence και Fm΄, µέγιστο σε συνθήκες φωτισµού). Αυτή η 

µείωση του φθορισµού (Fm΄) ως προς την αρχική τιµή Fm ονοµάζεται µη φωτοχηµική  

 
(* η προσέγγιση in vivo διαδικασιών είναι πολύπλοκη και απαιτητική. Ειδικά στη 
φωτοσύνθεση όπου 4 υπερσύµπλοκα λειτουργούν και ταυτόχρονα αυτοελέγχονται ταχύτατα 
η προσέγγιση είναι δύσκολη.) 
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µείωση του φθορισµού ή για συντοµία NPQ (non-photochemical quenching). Ουσιαστικά το 

NPQ [NPQ=(Fm-Fm΄)/Fm΄] ποσοτικοποιεί τη θερµότητα που παράγεται εντός του PS II 

αξιοποιώντας τη διαφορά ανάµεσα στην κατάσταση όπου δεν έχει ακόµη ενεργοποιηθεί η 

φωτοπροστασία (Fm, σε dark adapted state) και σε οποιαδήποτε κατάσταση η 

φωτοπροστασία έχει ενεργοποιηθεί (Fm΄, light adapted state). Όπως φάνηκε από την 

προηγούµενη ενότητα η Spm σχετίζεται µε την αύξηση του ποσού ενέργειας που διαχέεται 

και δεν αξιοποιείται από το φωτοσυνθετικό µηχανισµό χλωροφυκών. Στην παρούσα ενότητα 

εξετάζεται πως οι πολυαµίνες (Spm, Spd, Put) επιδρούν στη ρύθµιση της φωτοσύνθεσης στο 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό ανώτερων φυτών (Nicotiana). Η φωτοσυνθετική διαδικασία 

διακόπηκε στα δείγµατα µέσω επώασης στο σκοτάδι για 15 min και στη συνέχεια 

καταγράφηκαν σε σταθερές συνθήκες (300 µmolm-2s-1, 25οC) 10 min συνεχούς λειτουργίας 

µε ανάλυση που έφτανε τα 10 µs. Τα αποτελέσµατα χωρίζονται µε χρονικά κριτήρια σε δύο 

υποενότητες. Η πρώτη αφορά στις µέγιστες επιδόσεις του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

(διάστηµα από Fo έως Fm, διάρκειας tFmax). Η δεύτερη αφορά στις επιδόσεις σε 

συγκεκριµένες συνθήκες φωτισµού  (300 µmolm-2s-1) για το διάστηµα Fm έως Fs διάρκειας 

10 min. Για την ανάλυση των δεδοµένων της καµπύλης OJIP χρησιµοποιήθηκε το JIP-test 

(Strasser and Strasser, 1995), ενώ για το υπόλοιπο διάστηµα η ανάλυση NPQ (Bilger and 

Bjoerkman, 1994). Το γεγονός ότι τα δεδοµένα χωρίζονται µε όριο το Fm έχει ιδιαίτερη 

αξία. Ο χρόνος για να σηµειωθεί το Fm είναι φυσιολογικά µικρότερος από 0.5 s. Αυτός ο 

σύντοµος σχετικά χρόνος από τη µία απαλλάσσει την καµπύλη OJIP από οποιαδήποτε 

πληροφορία σχετίζεται µε την αυτορρύθµιση της φωτοσύνθεσης και από την άλλη επιτρέπει 

την εξαγωγή συµπερασµάτων για τη µοριακή δοµή και λειτουργική οργάνωση του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Πληροφορία για τα φαινόµενα αυτορρύθµισης της 

φωτοσύνθεσης (ουσιαστικά πρόκειται για φαινόµενα βραχυπρόθεσµης προσαρµογής) 

µπορούµε να πάρουµε από τη µελέτη του τµήµατος Fm έως Fs που διαρκεί πολύ 

περισσότερο (10 min). 

Σε πρώτη φάση µελετήθηκε η επίδραση των πολυαµινών και ανόργανων ιόντων 

(Mg2+) στα χαρακτηριστικά της καµπύλης OJIP (διάστηµα Fo έως Fm)  και αναλύθηκαν οι 

φυσικοχηµικοί παράγοντες του JIP-test (εικόνα 6.1). Επίσης η επίδραση των πολυαµινών 

στη µέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση Fv/Fm παρουσιάζεται στην εικόνα 6.2. Η µεταχείριση 

µε πολυαµίνες επηρεάζει την µοριακή δοµή και λειτουργική οργάνωση του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού του καπνού, (εικόνα 6.3ΒΓ∆). Η Spd και η Spm φαίνεται να δρουν µε παρόµοιο 

τρόπο, ενώ η χορήγηση Put εµφανίζει διαφορετικό πρότυπο ιστογράµµατος των παραγόντων 

του JIP-test (Strasser and Strasser, 1995). Η Spd και η Spm ελλατώνουν την  
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Εικόνα 6.1. Μελέτη της µοριακής οργάνωσης και λειτουργικότητας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µε την 

ανάλυση OJIP. Ιστογράµµατα των παραγόντων δοµικής και λειτουργικής οργάνωσης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού µετά από µεταχείριση φυλλικών δισκίων καπνού µε Put (Α), µε Spd (Β), µε Spm (Γ), µε µαγνήσιο 

(∆). Οι τιµές των παραγόντων για τη µεταχείριση εµφανίζονται ως ποσοστό µεταβολής του µάρτυρα. Η 

µεταχείριση µε Put φαίνεται να έχει µικρή θετική επίδραση στην λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού βελτιώνοντας τους παράγοντες ΡΙ κατά 26% κυρίως λόγω της αυξηµένης πυκνότητας των 

ενεργών κέντρων RC/CS η Spd και η Spm προκαλούν αύξηση της διάχυσης της περίσσειας ενέργειας 

(δείκτες DIo) και µείωση της λειτουργικότητας (PI). Οι επιδράσεις των ανόργανων κατιόντων είναι µικρότερης 

έντασης και χρησιµεύουν κυρίως σαν µέτρο σύγκρισης. Η τελική συγκέντρωση των πολυαµινών και των 

αλάτων ήταν 1 mM. Παρατηρούµε ότι όπως στα µονοκύτταρα χλωροφύκη οµοίως και στα ανώτερα φυτά οι 

πολυαµίνες και κυρίως η µεταχείριση µε Spm αυξάνει τη διάχυση της απορροφώµενης ενέργειας και τελικά 

µειώνει την λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. 
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ικανότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού να παράγει έργο (µείωση δεικτών λειτουργίας 

SFI, PI, DF, Fv/Fm), ενώ η Put δεν φαίνεται να επηρεάζει αρνητικά τους παραπάνω δείκτες. 

Η µείωση της αποδοτικότητας συνδυάζεται µε αύξηση των ποσών ενέργειας που διαχέονται 

(αύξηση των δεικτών DI, Kn, Fo/Fm) και µείωση στην πρωτοταγή φωτοχηµεία (µείωση 

PSIo).  

 

 
Εικόνα 6.2 Επίδραση της χορήγησης 

πολυαµινών (1 mM Put, σπερµι-δίνης ή 

Spm) στη µέγιστη φωτοσυνθετική 

απόδοση Nicotiana tabacum. Η αυξηµένη  

Spd και η Spm ελλατώνουν σηµαντικά 

την µέγιστη απόδοση της φωτοσύνθεσης 

ενώ η Put τη µειώνει οριακά. Οι κάθετες 

γραµµές αντιστοιχούν στη σταθερή 

διακύµανση (n=4). 

 

Αντίθετα η µεταχείριση µε Put προστατεύει την φωτοσύνθεση και επιτρέπει 

µεγαλύτερη ανθεκτικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού κάτω από τις δεδοµένες 

πειραµατικές συνθήκες (παράµετροι PI 26% µεγαλύτεροι από τους αντίστοιχους του 

µάρτυρα). Αξιοσηµείωτο είναι ότι υπάρχει καθολική οµοιότητα στην επίδραση της 

αυξηµένης Spm µε αυτήν της Spd και ειδικά στη διάχυση της ενέργειας, ενώ δεν συµβαίνει 

κάτι αντίστοιχο µε την Put. Από τα µέχρι τώρα αποτελέσµατα επιβεβαιώνεται ο ρόλος της 

Spm στη διάχυση της ενέργειας και γενικότερα στη διαχείριση της απορροφώµενης 

ενέργειας και είναι φανερή η οµοιότητα µεταξύ των επιδράσεων των πολυαµινών στα φυτά 

και στα χλωροφύκη.  

Στην εικόνα 6.3 παρουσιάζονται αποτελέσµατα που αφορούν στην επίδραση της 

Spm, της Spd, της Put και ανόργανων ιόντων (Mg2+)  στους φωτοπροστατευτικούς 

µηχανισµούς του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (NPQ). Το είδος των ανόργανων ιόντων 

επιλέχθηκε και µε κριτήριο την παρουσία του -υπό φυσιολογικές συνθήκες-  σε ελεύθερη 

µορφή στους χλωροπλάστες. Η µεταχείριση µε Spm προκάλεσε µία αλλαγή στη φάση 

χαλάρωσης του NPQ (παύση ακτινικού φωτός, διάστηµα 10-25 min),  
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Εικόνα 6.3. Ενεργοποίηση και χαλάρωση του NPQ σε φυλλικά δισκία καπνού. Α. Η επίδραση της 

µεταχείρισης φυλλικών δισκίων µε 1mM Put στη επαγωγή και χαλάρωση των φωτοπροστατευτικών 

µηχανισµών της φωτοσύνθεσης. Τα φυλλικά δισκία επωάστηκαν στο σκοτάδι για 15min και στη 

συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 min µε 300 µmolm-2s-1. Η µεταχείριση µε Put φαίνεται να µειώνει το 

NPQ, ενώ µετά την περίοδο φωτισµού το ΝPQ χαλαρώνει στο ίδιο βαθµό µε το µάρτυρα. Β. Η 

µεταχείριση µε 1mM Spd κάτω από τις ίδιες πειραµατικές συνθήκες επιτρέπει τη φυσιολογική 

ενεργοποίηση του NPQ, αλλά το διατηρεί ενεργοποιηµένο σε µεγαλύτερο βαθµό από το µάρτυρα µετά 

την διακοπή της ακτινοβόλησης. Γ. Η µεταχείριση µε 1mM Spm επιτρέπει την ενεργοποίηση του NPQ 

και παρόµοια µε τη Spd δεν επιτρέπει την ολοκληρωτική χαλάρωσή του στο ∆. Η µεταχείριση 

φυλλικών δισκίων µε 1mM Μg2+ δεν φάνηκε να επιδρά στην ενεργοποίηση ή τη χαλάρωση των 

µηχανισµών φωτοπροστασίας. Οι κάθετες γραµµές αντιστοιχούν στη σταθ. διακύµανση (n=3). 

 

η µεταχείριση µε Put επηρέασε τη φάση ενεργοποίησης (διάστηµα 0-10 min) του NPQ, ενώ 

στις µεταχειρίσεις µε Spd ή Mg2+ οι επιδράσεις στο ΝPQ ήταν λιγότερο έντονες. 
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Πιο αναλυτικά η µεταχείριση µε Spm επέτρεψε την ενεργοποίηση των φωτοπροστατευτικών 

µηχανισµών σχεδόν στον ίδιο βαθµό µε το µάρτυρα (NPQ10min,Spm= 1.1 , NPQ10min,Con= 1.25). 

Στη φάση χαλάρωσης όµως, ενώ ο µάρτυρας απενεργοποίησε φυσιολογικά τους 

φωτοπροστατευτικούς του µηχανισµούς (NPQ25min,Con= 0.31) στη µεταχείριση µε Spm 

είχαµε πολύ µικρότερη απενεργοποίηση (NPQ25min,Spm= 0.54). Η µεταχείριση µε Put 

προκάλεσε µείωση της ενεργοποίησης της φωτοπροστασίας σε σχέση µε τον µάρτυρα 

(NPQ10min,Put= 0.55), ενώ η χαλάρωση έγινε στον ίδιο βαθµό µε το µάρτυρα (NPQ25min,Put= 

0.35). Τέλος, η προσθήκη µαγνησίου δεν φάνηκε να επηρεάζει τους φωτοπροστατευτικούς 

µηχανισµούς, ενώ η επιπλέον Spd είχε παρόµοια αποτελέσµατα µε την επιπλέον Spm, 

µικρότερης όµως έντασης. Η ειδικότητα στη δράση της κάθε πολυαµίνης, αλλά και οι 

διαφορές σε σχέση µε τα δισθενή ανόργανα κατιόντα αύξησαν το ενδιαφέρον για την 

περαιτέρω µελέτη αυτών των φαινοµένων. Αξιοσηµείωτο, είναι το γεγονός ότι ενώ ο ρόλος 

στη φωτοσύνθεση για ανόργανα ιόντα όπως το ασβέστιο (Debus, 1992; Dilley, 2004) και το 

µαγνήσιο (Hind et al., 1974) έχουν µελετηθεί έντονα τα τελευταία 40 χρόνια για τις 

πολυαµίνες δεν υπάρχουν αντίστοιχες µελέτες. Εφόσον διαφάνηκε από τα παραπάνω 

πειραµατικά αποτελέσµατα ότι οι φωτοπροστατευτικοί µηχανισµοί επηρεάζονται από την 

εξωγενή προσθήκη πολυαµινών αναζητήθηκαν τα νέα όρια στην ενεργοποίηση και 

απενεργοποίηση (χαλάρωση) τους. Για αυτό το σκοπό κρίθηκαν απαραίτητες οι µελέτες σε 

πολλές διαφορετικές συνθήκες φωτισµού τόσο µικρότερης, όσο και µεγαλύτερης έντασης 

συγκριτικά µε αυτήν στην οποία ήταν προσαρµοσµένα. 
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6.2. Η επίδραση των πολυαµινών στην ενεργοποίηση του µηχανισµού µη φωτοχηµικής 

απόσβεσης ενέργειας (NPQ) σε διαφορετικές συνθήκες φωτισµού. 

 
Φυλλικά δισκία καπνού µεταχειρίστηκαν µε 1 mM Spm, Spd ή Put κάτω από 

φωτισµό 50 µmolm-2s-1 σε θερµοκρασία 25oC. Στη συνέχεια προσαρµόστηκαν για 10 min σε 

διαφορετικές εντάσεις φωτισµού και εκτιµήθηκε ο παράγοντας NPQ για κάθε µία από τις 

περιπτώσεις. Οι τιµές της έντασης του φωτός επιλέχθηκαν µε τέτοιο τρόπο ώστε να 

καλύπτονται τα φυσικά όρια της ηλιακής ακτινοβολίας (περίπου 1800 µmolm-2s-1). Ο 

µάρτυρας (φυλλικά δισκία χωρίς εξωγενή προσθήκη Spm) αυξάνει τις τιµές του NPQ καθώς 

αυξάνει η ένταση της φωτεινής ακτινοβολίας (εικόνα 6.4A). Αυτό είναι µια φυσιολογική 

αντίδραση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού εφόσον η περίσσεια των φωτονίων πρέπει να 

διαχειριστεί µε τέτοιο τρόπο ώστε να ελαχιστοποιηθεί ο κίνδυνος φωτοκαταστροφής.  

 
Εικόνα 6.4. Η ενεργοποίηση των φωτοπροστατευτικών µηχανισµών (NPQ) σε φυλλικά δισκία σε συνάρτηση µε 
την ένταση της φωτεινής ακτινοβολίας (Α) και η επίδραση της Put (Β), της Spd (Γ) και της Spm (∆) [1mM]. Η Put 
φαίνεται να µειώνει το NPQ σε τιµές φωτισµού παρόµοιες µε εκείνες των συνθηκών επώασης (50 µmolm-2s-1), 
ενώ σε υψηλότερες εντάσεις φαίνεται να έχει µικρότερη επίδραση. Η Spd αυξάνει έως 350% σε σχέση µε το 
µάρτυρα το NPQ σε χαµηλό φωτισµό, ενώ σε µεγαλύτερες τιµές έντασης φωτισµό η % διαφορά ελαχιστοποιείται. 
Η µεταχείριση φυλλικών δισκίων µε Spm αυξάνει πάνω από 400% την τιµή του NPQ σε χαµηλό φωτισµό ενώ σε 
υψηλές εντάσεις η % διαφορά σε σχέση µε το µάρτυρα µειώνεται. Γενικά, η φωτοπροστασία υπό φυσιολογικές 
συνθήκες ενεργοποιείται όταν υπάρχει περίσσεια φωτονίων (δηλαδή φαινόµενα που παρατηρούνται σε υψηλό 
φωτισµό (Α). Στις µεταχειρίσεις µε πολυαµίνες όµως ισχύει κάτι διαφορετικό αφού φαίνεται να υπάρχει µεγάλο 
NPQ ακόµη και σε χαµηλό (ακίνδυνο) φωτισµό. 
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Η µεταχείριση µε Spm αυξάνει το ΝPQ σε σχέση µε το µάρτυρα στο µεγαλύτερο µέρος του 

συνολικού εύρους των εντάσεων που εξετάστηκαν, ενώ σε κάποιες περιπτώσεις η αύξηση 

φτάνει 4 φορές παραπάνω της τιµής NPQ του µάρτυρα (εικόνα 6.4∆). Αυτή η µεγάλη 

αύξηση παρατηρείται σε εντάσεις φωτισµού παραπλήσιες µε την επιλεγµένη ένταση 

επώασης. Η αυξηµένη Spm αυξάνει το ποσό εκείνο της φωτεινής ακτινοβολίας που 

καταλήγει σε µη φωτοχηµεία (non-radiative dissipation), τόσο σε ανώτερα φυτά (αυτή η 

ενότητα), όσο και σε ευκαρυωτικά µονοκύτταρα φύκη (ενότητες 3, 4 και 5).  

Η µεταχείριση µε Spd αυξάνει το ΝPQ σε σχέση µε το µάρτυρα όπως και η Spm 

(εικόνα 6.4Γ). Η µεγαλύτερη αύξηση παρατηρείται και πάλι σε εντάσεις φωτισµού 

παραπλήσιες µε την επιλεγµένη ένταση επώασης. Τελικά και η αυξηµένη Spd (τριαµίνη) 

αυξάνει εκείνο το ποσό της φωτεινής ακτινοβολίας που καταλήγει σε µη φωτοχηµεία (non-

radiative dissipation). 

Η µεταχείριση µε Put µειώνει το ΝPQ σε σχέση µε το µάρτυρα στις χαµηλές εντάσεις 

φωτισµού (2 εως 100 µmolm-2s-1). Στις ενδιάµεσες εντάσεις (100-500 µmolm-2s-1) 

παρατηρείται µικρή αύξηση  ενώ στις υψηλές εντάσεις (500-1800 µmolm-2s-1) έχουµε και 

πάλι µια µικρή µείωση. Τελικά και η αυξηµένη Put (διαµίνη) επηρεάζει µεν τους 

φωτοπροστατευτικούς µηχανισµούς, αλλά µε διαφορετικό πρότυπο σε σύγκριση µε τις 

µεγαλύτερες σε µέγεθος και φορτίο (Spd και Spm). Μια γενική τάση είναι η αυξηµένη Put 

να αποτρέπει µερικώς την ενεργοποίηση των φωτοπροστατευτικών µηχανισµών, ενώ η Spm 

και η Spd φαίνεται να εντείνουν την ενεργοποίηση της φωτοπροστασίας. 
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6.3. Η επίδραση της αυξηµένης Put στο χρόνο ενεργοποίησης, στο βαθµό ενεργοποίησης 

και στη χαλάρωση των φωτοπροστατευτικών διαδικασίων. 

 

Οι φωτοπροστατευτικές διαδικασίες πρέπει να ενεργοποιούνται και να 

απενεργοποιούνται µόνο σε συγκεκριµένες περιπτώσεις. Στον πίνακα ΙΙΙ φαίνονται ποιες 

είναι οι συνθήκες που καθορίζουν το πότε και πως θα ενεργοποιηθούν/απενεργοποιηθούν, 

ενώ εξηγούνται και οι λόγοι που καθιστούν σηµαντική αυτή τη ρύθµιση.  

 
Πίνακας ΙΙΙ. Φυσιολογικές συνθήκες ενεργοποίησης και απενεργοποίησης των φωτοπροστατευτικών 
µηχανισµών οι οποίοι µετατρέπουν σε θερµότητα την περίσσεια ενέργειας που συνέλλεξε ο 
φωτοσυνθετικός µηχανισµός, καθώς και οι συνέπειες της µη σωστής ρύθµισής τους. 

 

 Μικρό NPQ 

(low dissipation) 

Μεγάλο NPQ 

(high dissipation) 

LL 

(χαµηλός φωτισµός) 

 

Φυσιολογική αντίδραση1 

 

Απώλειες ενέργειας2 

 

HL 

(υψηλός φωτισµός) 

 

Κίνδυνος3 

 

 

Φυσιολογική αντίδραση4 

1.µεγιστοποίηση φωτοσυνθετικής απόδοσης 

2. χαµηλή φωτοσυνθετική απόδοση 

3. φωτοαναστολή/φωτοκαταστροφή 

4. φωτοπροστασία 

 

Για τη µελέτη της επίδρασης της Put στη διαδικασία διαχείρισης της φωτονιακής ενέργειας 

χορηγήθηκε 1 mM Put και επωάστηκαν φυλλικά δισκία σε 6 διαφορετικές εντάσεις 

φωτισµού 10, 30, 60, 100, 350, 500 µmol.m-2s-1 . 

Στην εικόνα 6.5Α παρουσιάζεται η επίδραση της χορήγησης Put στο Fm και στο Fm΄ 

κατά την προσαρµογή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε φως 100 µmolm-2s-1 και στην 

6.5.Β παρουσιάζονται οι αντίστοιχες καµπύλες OJIP παρουσία του αναστολέα της ροής των 

ηλεκτρονίων στο επίπεδο του QB (DCMU) για δείγµατα προσαρµοσµένα στο σκοτάδι. 
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Εικόνα 6.5. Προσαρµογή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού φυλλικών δισκίων µεταχειρισµένων 

(κυανό) και µη (µαύρο) µε 1mM Put σε 100 µmolm-2s-1 φως. Κάθε 30 s ένας βραχύς και ισχυρός 

παλµός (3000 µmolm-2s-1, 0.2 s) διέκοπτε στιγµιαία τη φωτοχηµεία και ο φθορισµός λάµβανε τη 

µέγιστη τιµή του. Ο φθορισµός σε κάθε δεδοµένη χρονική στιγµή t (Ft) στη µεταχείριση είχε 

µεγαλύτερη τιµή από ότι στο µάρτυρα, ενώ και η τελική τιµή Fs για τη µεταχείριση είναι φανερά 

µεγαλύτερη από αυτή του µάρτυρα. B. ΟJIP καµπύλη παρουσία του αναστολέα της ροής των 

ηλεκτρονίων DCMU. Η καµπύλη που αντιστοιχεί στη µεταχείριση µε 1 mM Put είναι µετατοπισµένη 

κατά 10 ms σε σχέση µε το µάρτυρα για να επιτρέπεται η σύγκριση. Εφόσον το Fv και το 

συµπληρωµατικό εµβαδόν της καµπύλης (Area) παραµένει ίδιο µε το µάρτυρα, τα ενεργά κέντρα στις 

δύο περιπτώσεις είναι ίσα. 

 

Στην εικόνα 6.6 παρουσιάζονται οι κινητικές NPQ για δύο διαφορετικά χρονικά σηµεία (8 h 

και 24 h επώασης µε Put). Η µεταχείριση φυλλικών δισκίων καπνού µε Put είχε δύο 

σηµαντικές επιδράσεις στην κινητική ενεργοποίησης των φωτοπροστατευτικών µηχανισµών. 

Το NPQ στο µάρτυρα ενεργοποιείται άµεσα µε την έκθεση στο φως, και όταν η ένταση 

φωτισµού είναι χαµηλή (ακίνδυνη) τότε µειώνεται στα 2-3 πρώτα min και σταθεροποιείται 

σε χαµηλές τιµές (εικόνα 6.6AΓ). Η µεταχείριση µε Put αναστέλλει την άµεση αυτή 

απόκριση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού στην ξαφνική έκθεση στο φως (εικόνα 6.6∆). 

Επίσης, η Put µειώνει την τιµή του NPQ στο τέλος της περιόδου ακτινοβόλησης ακόµη και 

για τις υψηλότερες εντάσεις φωτισµού (NPQ5min,Put 500PAR < NPQ5min,Con 500PAR). Σε ότι αφορά 

τη ‘χαλάρωση’ του NPQ λαµβάνει χώρα κατά τη µετάβαση στο σκοτάδι τόσο στο µάρτυρα 

όσο και στη µεταχείριση.  
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Εικόνα 6.6. Ενεργοποίηση και απενεργοποίηση των φωτοπροστατευτικών µηχανισµών (NPQ) σε 

φυλλικά δισκία µεταχειρισµένα µε Put (1 mM). Το ΝPQ µελετήθηκε σε 6 διαφορετικές εντάσεις 

φωτισµού και η φάση ενεργοποίησης διήρκησε 300 s και η φάση απενεργοποίησης επιπλέον 300 s. 

Οι µετρήσεις έγιναν στις 8h (A, B) και στις 24 h (Γ, ∆) επώασης. Η µεταχείριση µε Put δεν φαίνεται να 

επιδρά σηµαντικά τις πρώτες 8 h στο NPQ. Στις 24 h υπάρχει µείωση της µέγιστης τιµής NPQ καθώς 

και αλλαγή στην µορφή της καµπύλης ενεργοποίησης (λεπτοµέρειες στο κείµενο). Σύµβολα για τις 6 

διαφορετικές εντάσεις 10, 30, 60, 100, 350, 500 µmolm-2s-1: κλειστός ρόµβος, ανοιχτός ρόµβος, 

κλειστό τρίγωνο, ανοιχτό τρίγωνο, κλειστό τετράγωνο, ανοιχτό τετράγωνο αντίστοιχα. 
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6.4. Η επίδραση των πολυαµινών στις επιµέρους διαδικασίες µη φωτοχηµικής 

απόσβεσης ενέργειας (NPQ). 

 

Η φωτοπροστασία εκτιµώµενη ως µη φωτοχηµική µείωση του φθορισµού (NPQ) 

οφείλεται σε τρεις τουλάχιστον διαφορετικές διαδικασίες. Αυτές οι τρεις διαδικασίες 

σχετίζονται α) µε την ενεργοποίηση της µεµβράνης και τη δηµιουργία περιοχών όπου 

αποσβένεται ο φθορισµός (energization quenching, qE), β) µε τη µεταφορά µέρους της 

κεραίας του PS II στο PS I (state transitions, qT) και γ) µε την φωτοαναστολή 

(photoinhibition, qI). Η πρώτη έχει χρόνο επαγωγής και χαλάρωσης µερικά δευτερόλεπτα. Η 

δεύτερη είναι πιο βραδεία και µπορεί να διαρκέσει µερικά λεπτά, ενώ η τελευταία συµβαίνει 

στο φως, αλλά δεν επιδιορθώνεται στο σκοτάδι.  

 

Η επίδραση των πολυαµινών στο µηχανισµό των state transition µελετήθηκε µε 

φασµατοσκοπία χαµηλής θερµοκρασίας (77K). Στους 77K τα φυλλικά δισκία όταν 

διεγερθούν εµφανίζουν δύο κύρια µέγιστα φθορισµού 695nm και 734nm (εικόνα 6.7Β).  

 
Εικόνα 6.7. Επίδραση των πολυαµινών στο state transition σε φυλλικά δισκία καπνού. Η µεταφορά 

τµήµατος της κεραίας από το PS II στο PS I (state transitions) προκαλεί µείωση της κορυφής στα 695 

nm και αύξηση της κορυφής στα 734 nm. Η µεταχείριση των δισκίων µε πολυαµίνες σε σκοτάδι, σε 

φως που διεγείρει κυρίως το PS II (κόκκινο φως, RL) και σε φως που διεγείρει το PS I (υπέρυθρο 

φως, FRL) παρουσιάζεται σαν η ποσοστιαία διαφορά ως προς το µάρτυρα. Η µεταχείριση µε Put σε 

όλες τις συνθήκες ευνοεί την µετακίνηση της κεραίας προς το PS I (αύξηση λόγου F734/F695). Η 

µεταχείριση µε Spd ευνοεί την επιστροφή της κεραίας στο PS II παρουσία FRL (µείωση λόγου ως 

F734/F695). Τέλος, η Spm προκαλεί αύξηση του λόγου στο σκοτάδι (77%) και µικρή µείωση στο 

υπέρυθρο σε σχέση µε το µάρτυρα. Τα φάσµατα όπως του µάρτυρα (Β) ελήφθησαν στους 77K όπως 

περιγράφεται στις µεθόδους. 
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Η πρώτη κορυφή (F695) προέρχεται από το PSII η δεύτερη από το PSI (Govindjee, 

2004). Οι τιµές αυτές µεταβάλλονται ανάλογα µε το µέγεθος της φωτοσυλλεκτικής κεραίας 

των φωτοσυστηµάτων.  Η ακτινοβόληση µε ερυθρό φως διεγείρει κυρίως το PSII και αν 

διαρκέσει µερικά λεπτά τότε τµήµα της κεραίας αποσυνδέεται (κατόπιν φωσφορυλίωσης) 

από το PSII και µεταφέρεται στο PSI. Αν το δείγµα ακτινοβοληθεί µε υπέρυθρο φως η 

κεραία επιστρέφει στο PSII (αποφωσφορυλίωση του LHCII-P). Μετά τη χορήγηση 1 mM 

Put, Spd ή Spm και επώασης σε τρεις διαφορετικές συνθήκες (σκοτάδι, ερυθρό φως, 

υπέρυθρο) µελετήθηκε η επίδραση των µεταχειρίσεων στο λόγο FI/FII  (εικόνα 6.4.1Α) Ο 

λόγος αυτός αποτελεί µέτρο του ισοζυγίου διέγερσης µεταξύ των PSI και PSII αντίστοιχα. Η 

Put φαίνεται να αυξάνει σε όλες τις συνθήκες τη διέγερση υπέρ του PSI από 20 έως 60% 

περισσότερο από το µάρτυρα. Η Spd και η Spm φάνηκαν να έχουν παρόµοια επίδραση στο 

λόγο FI/FII για όλες τις διαφορετικές συνθήκες. Μεταξύ των δύο η Spm έδειξε µεγαλύτερες 

ποσοστιαίες διαφορές µε 77% αύξηση για το FI/FII που µετρήθηκε σε δείγµατα 

προσαρµοσµένα στο σκοτάδι, ενώ στις συνθήκες ακτινοβόλησης (ερυθρό, υπέρυθρο) 

διαφέρουν ελαφρά από το µάρτυρα (διαφορές µεταξύ 12-17 ποσοστιαίων µονάδων). 

 

Η ακτινοβόληση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού εκτός από την ενεργοποίηση των 

state transitions φορτίζει τη µεµβράνη των θυλακοειδών µέσω της δηµιουργίας κλίσεων 

συγκέντρωσης πρωτονίων µεταξύ στρώµατος και µικροχώρου. Σε συνθήκες χαµηλού 

φωτισµού το ∆pH/∆ψ είναι µικρό, αλλά καθώς η ένταση φωτισµού αυξάνεται, µεγαλώνουν 

αντίστοιχα και οι διαφορές ∆pH/∆ψ. Με δεδοµένο ότι το qE στα φυτά (µη φωτοχηµική 

απόσβεση που οφείλεται στη ενεργοποίηση/φόρτιση της µεµβράνης) είναι εντονότερο από 

το qT (αντίστοιχη απόσβεση που οφείλεται στα state transitions) έχει ιδιαίτερη αξία η µελέτη 

της επίδρασης των πολυαµινών στη φόρτιση της µεµβράνης. Μάλιστα έχει αναφερθεί ότι 

στα φυτά η συνεισφορά του qE στο συνολικό NPQ φθάνει το 80%. Με χορήγηση 1 mM Put, 

Spd ή Spm και επώαση σε διαφορετικές εντάσεις φωτισµού, όµοιες µε της προηγούµενης 

ενότητας εκτιµήθηκε ο παράγοντας ΝPQfast (NPQfast=(Fm/Fm΄)-(Fm/Fm΄r) σύµφωνα µε τους 

Maxwell and Johnson (2000). Ο παράγοντας αυτός ποσοτικοποιεί τις ταχύτερες διαδικασίες 

του συνολικού NPQ δηλαδή επηρεάζεται κυρίως από το qE και πολύ λιγότερο από το qT.  Η 

Put δείχνει να επηρεάζει σε µικρότερο βαθµό από τη Spd και τη Spm το NPQfast (εικόνα 6.8). 

Πιο δραστική στις συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες ήταν η Spm που ξεπέρασε πάνω 

από 4 φορές τον µάρτυρα.  
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Εικόνα 6.8. Επίδραση της Put (Α), της Spd (Β) και της Spm (Γ) στους επιµέρους συντελεστές του NPQ 

(ΝPQfast). Η Spm και η Spd προκαλούν τις µεγαλύτερες % διαφορές ως προς το µάρτυρα και µάλιστα 

η Spm προκαλεί έως και 400% αύξηση σε σχετικά χαµηλές εντάσεις φωτισµού. Η Spd σε χαµηλό φως 

αυξάνει το qET, ενώ σε υψηλές εντάσεις το µειώνει. Τέλος, η Put σε χαµηλές εντάσεις αυξάνει 

(περίπου 30%) το qET και σε µεγαλύτερες προκαλεί µια µείωση της τάξης του 10%. Ο µάρτυρας 

εµφανίζει φυσιολογική ενεργοποίηση (∆). 

 

Πιο αναλυτικά η Put για 0-500 µmolm-2s-1 αύξησε το NPQfast έως 27% ενώ σε µεγάλυτερη 

ένταση το µείωσε ελαφρά, έως 30% (εικόνα 6.8Β). Η Spd αύξησε έως 240% σε χαµηλές 

εντάσεις φωτισµού, ενώ σε µεγαλύτερες από 200 µmolm-2s-1 το φαινόµενο αντιστράφηκε 

(εικόνα 6.8Γ). Τέλος η χορήγηση Spm είχε παρόµοια επίδραση µε τη Spd, αλλά αρκετά 

εντονότερη αφού στην περιοχή 0-500 µmolm-2s-1  εµφάνισε τιµές NPQfast έως 430% 

παραπάνω σε σχέση µε το µάρτυρα (εικόνα 6.8∆). Σε µια προσπάθεια να αναλυθεί 

περισσότερο η επίδραση των πολυαµινών στη φόρτιση της µεµβράνης εκτιµήθηκε ο ρυθµός 

αποφόρτισης σύµφωνα µε τους Horton και Hague (1988). Στην εικόνα 6.9 παρουσιάζεται ο 

παράγοντας ln[(Fm΄-Ft)/Fm΄] που εκτιµήθηκε σε συνθήκες παρόµοιες µε αυτές που 

περιγράφηκαν παραπάνω για µία επιλεγµένη ένταση φωτισµού. Η επιλογή της έντασης έγινε 

έτσι ώστε η µεµβράνη να έχει φορτιστεί ικανοποιητικά (µάρτυρας) και να είναι δυνατή η 
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µελέτη χαλάρωσης της φόρτισης. Ο µάρτυρας χαλαρώνει το Fm΄ µε γρήγορο ρυθµό 

(απότοµη κλίση). Αυτό είναι φυσιολογικό δεδοµένου ότι σε αυτό το διάστηµα συµβαίνει η 

αποφόρτιση του µικροχώρου. Ο χρόνος ηµιαποφορτίσης είναι περίπου 45 s (Horton and 

Hague, 1988).  

 
Εικόνα 6.9. Επίδραση της µεταχείρισης φυλλικών δισκίων µε πολυαµίνες στο ρυθµό χαλάρωσης της 

φόρτισης της µεµβράνης των θυλακειδών. Ο παράγοντας Ln[(Fm-Ft)/Fm] αποτελεί µέτρο του ρυθµού 

χαλάρωσης που οφείλεται στην µειώση του ∆pH µεταξύ στρώµατος και µικροχώρου (lumen) και της 

επιστροφής µέρους της κεραίας (LHC IΙ) από το PS I στο PS II (state transition) (Horton and Hague, 

1988). Η φωτεινή πηγή (500 µmol m-2s-1) που έδωσε την απαραίτητη ενέργεια για τη φόρτιση της 

µεµβράνης έκλεισε στα 320 s και η πρώτη τιµή Ft λήφθηκε µετά από 20 s από βραχείς ισχυρούς 

παλµούς (3000 µmol m-2s-1, 0.2 s). Η Put (κυανό) φαίνεται να καθυστερεί την αποφόρτιση όπως και η 

Spd (πορτοκαλί). Η Spm δεν φαίνεται να διαφέρει από το µάρτυρα (n=5). 
 

Η χορήγηση Spm δείχνει να µην επιδρά στο ρυθµό χαλάρωσης. Η χορήγηση Put δείχνει να 

µειώνει την κλίση της καµπύλης για τα πρώτα 60 s της χαλάρωσης, ενώ η Spd δείχνει να 

µειώνει την κλίση όχι αρχικά αλλά µετά το πρώτο λεπτό χαλάρωσης. 
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Σε οποιεσδήποτε περιβαλλοντικές συνθήκες οι φωτοσυνθετικοί οργανισµοί 

επιχειρούν να διατηρήσουν µία ισορροπία µεταξύ της παροχής ενέργειας µέσω της ροής 

ηλεκτρονίων και της κατανάλωσης ενέργειας λόγω αφοµοίωσης διοξειδίου του άνθρακα. 

Αυτό το ισοζύγιο απαιτείται ώστε να προστατέψει τον οργανισµό από τα επικίνδυνα 

αποτελέσµατα της περίσσειας φωτονίων και ταυτόχρονα να διατηρήσει ικανές δεξαµενές 

ΑΤΡ και NADPH για τον µεταβολισµό του κυττάρου (Maxwell et al., 1994). Ένας από τους 

πιο σηµαντικούς µηχανισµούς που επηρεάζει την παροχή ενέργειας σχετίζεται µε τη 

διαχείριση της ενέργειας των φωτονίων και αποτελεί χώρο αιχµής στη σύγχρονη 

φωτοσύνθεση.  

Η ενέργεια των φωτονίων που απορροφάται από το φωτοσυνθετικό µηχανισµό 

µπορεί να αξιοποιηθεί στη φωτοχηµεία, να προκαλέσει εκποµπή φωτονίων µεγαλύτερου 

µήκους κύµατος (φθορισµός) και να µετατραπεί σε θερµότητα. Η τελευταία µπορεί να 

θεωρηθεί το άθροισµα του ποσού της ενέργειας που οφείλεται σε απώλειες (ποσό που δεν 

µπορεί να εκµηδενισθεί καθώς το απαγορεύουν οι νόµοι της θερµοδυναµικής)  και του 

ποσού που οφείλεται στην ελεγχόµενη διάχυση µέσω ειδικών µηχανισµών. Το δεύτερο ποσό 

λόγω του ότι µπορεί να αυξοµειώνεται ελεγχόµενα ανάλογα µε τις ανάγκες προστασίας του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού από το φως έχει ιδιαίτερη σηµασία. Ο προαναφερθείς έλεγχος 

σχετίζεται σε µεγάλο βαθµό µε την ενεργοποίηση της µεµβράνης των θυλακοειδών και 

ποσοτικοποιείται συνήθως από το συντελεστή qE του NPQ. Μεγάλες τιµές φόρτισης της 

µεµβράνης (λόγω µεγάλων ∆ψ/∆pH) οδηγούν σε άµεση ενεργοποίηση του µηχανισµού 

προστασίας και άρα αύξησης του συντελεστή qE. Στα αποτελέσµατα της παρούσας ενότητας 

φαίνεται η επίδραση των πολυαµινών στους µηχανισµούς φωτοπροστασίας. Αυτή είναι η 

πρώτη αναφορά πάνω στην επίδραση των πολυαµινών στο NPQ. 

Επειδή οι πολυαµίνες και συγκεκριµένα η Spm φάνηκε να µειώνουν το µέγιστο του 

φθορισµού (Fm) θα πρέπει η διαφορά στην ενέργεια να έχει µετατραπεί σε φωτοχηµεία ή 

θερµότητα. Συνεπώς η εκτίµηση των παραγόντων φωτοχηµείας και µη φωτοχηµείας θα 

απαντήσει στο ερώτηµα. Η χορήγηση πολυαµινών σε φυλλικά δισκία καπνού φάνηκε να 

µειώνει τη φωτοχηµεία (παράγοντες Fv/Fm και PSIo εικόνες 6.1 και 6.2). Άρα κάποια ή όλες 

οι µη φωτοχηµικές διαδικασίες θα πρέπει να ενισχύονται από την χορήγηση πολυαµινών. Το 

συνολικό NPQ είναι άθροισµα της δράσης τριών τουλάχιστον διαφορετικών διαδικασίων 

(Mueller et al., 2001). Αυτές περιλαµβάνουν τη φόρτιση της µεµβράνης και τη θερµική 
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διάχυση της απορροφηθείσας φωτονιακής ενέργειας που προαναφέρθηκε, τη µεταβολη 

ισοζυγίου διέγερσης των δύο φωτοσυστηµάτων υπέρ του PSI και τέλος τη φωτοαναστολή 

των PS II κέντρων.  

Αν η επίδραση οφείλεται σε κατιοντικές δράσεις θα έπρεπε προσθήκη άλλων 

κατιόντων να οδηγήσει σε παρόµοιο αποτέλεσµα µε τις πολυαµίνες. Αντίθετα αν η επίδραση 

ήταν µη κατιοντικής προέλευσης θα είχαµε διαφορές. Η χορήγηση κατιόντων µαγνησίου δεν 

είχε επίδραση στο ΝPQ συνεπώς αποµακρύνεται το πρώτο σενάριο (εικονα 6.3). Ένα 

γεγονός που συµφωνεί µε την ανάληψη ειδικών ρόλων είναι και το ότι η Put λειτούργησε µε 

διαφορετικό τρόπο από ότι οι Spd και Spm. Πιο συγκεκριµένα ελλάτωσε το συνολικό NPQ 

τόσο σε συνάρτηση µε το χρόνο που χρειάζεται για να ενεργοποιηθεί (εικόνα 6.3A), όσο και 

σε συνάρτηση µε την ένταση φωτισµού (εικόνα 6.8Α). Η µείωση του NPQ µπορεί να 

οφείλεται είτε στην αδυναµία να ενεργοποιήσει ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός την 

φωτοπροστασία, είτε στην µη αναγκαιότητα να ενεργοποιηθεί αυτή. Αν η φωτοπροστασία 

µπορεί να ενεργοποιηθεί, αλλά στις δεδοµένες συνθήκες δεν συµβαίνει τότε σε άλλες 

συνθήκες (εννοείται συνθήκες πιο έντονου φωτισµού) θα πρέπει να ενεργοποιηθεί. Σε 

περίπτωση που η ένταση φωτισµού αυξηθεί αλλά η φωτοπροστασία δεν ενεργοποιηθεί τότε 

πρόκειται για ενδεικτικό βλάβης στη λειτουργικότητα της φωτοπροστασίας (βλ. πίνακα ΙΙ). 

Στις εικόνες 6.4 και 6.6 είναι φανερό ότι η αύξηση της έντασης φωτισµού επιτρέπει την 

αύξηση της τιµής του NPQ. Άρα βλάβη αποκλείεται να υπάρχει και τα δεδοµένα ταιριάζουν 

στην εναλλακτική υπόθεση. ∆ηλαδή η φωτοπροστασία συνεχίζει να λειτουργεί αλλά 

ενεργοποιείται σε πιο µικρό βαθµό από ότι στο µάρτυρα (εικονα 6.4).  

Ανάλυση της κινητικής ενεργοποίησης του NPQ (εικ 6.6) δείχνει ότι η απότοµη 

απόκριση (κορυφή NPQ στα 30 s) που παρατηρείται συνήθως, αναστέλλεται εντελώς µε τη 

χορήγηση Put. Αυτό το φαινόµενο εµφανίζεται σε ειδικές περιπτώσεις στη βιβλιογραφία και 

δεν παρατηρήθηκε στην πορεία των πειραµάτων µε τη χορήγηση Spm, Spd ή ανόργανων 

κατιόντων (δεδοµένα δεν παρατίθενται). Παρόµοιος λειτουργικά φαινότυπος παρουσιάζεται 

στην περίπτωση φωτοσυνθετικού µηχανισµού χωρίς το πολυπεπτίδιο CP22 (Li et al., 2000). 

Το PsbS (CP22) είναι διαµεµβρανικό (τέσσερις α έλικες) και βρίσκεται µεταξύ της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας LHC και του RCΙΙ αλλά είναι άγνωστη η ακριβής του θέση. To 

PsbS ενεργοποιείται από το pH του µικροχώρου, µέσω της πρωτονίωσης δυο 

καρβοξυτελικών οµάδων και λειτουργεί σαν αισθητήρας αυξηµένης πρωτονιακής 

συγκέντρωσης (Li et al., 2004). Συνεπώς η χορήγηση Put φαίνεται να απέτρεψε την 

ενεργοποίηση του PsbS δηλαδή µοιάζει να απέτρεψε την οξίνιση του µικροχώρου. Οι 

πολυαµίνες έχουν προταθεί στο παρελθόν ότι µπορεί να λειτουργούν σαν ρυθµιστές του 
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κυτταροπλασµατικού pH (Slocum et al., 1984), αλλά δεν υπάρχει κάτι σχετικό µε το 

χλωροπλαστη. Επίσης, η µη οξίνιση θα µπορούσε να οφείλεται στην µειωµένη 

απελευθέρωση πρωτονίων στο µικροχώρο σαν αποτέλεσµα φωτοαναστολής των 

φωτοσυστηµάτων PSII. 

Ελέγχος της πυκνότητας και λειτουργικής κατάστασης των κέντρων αντίδρασης 

έδειξε ότι η χορήγηση Put δεν παρεµπόδισε τα PS II κέντρα (εικονα 6.5B). Συνεπώς, η πιο 

πιθανή εξήγηση για την επίδραση της Put στους µηχανισµούς φωτοπροστασίας είναι ότι µε 

κάποιο τρόπο αναστέλλει την οξίνιση του µικροχώρου. Λεπτοµέρειες για το πώς γίνεται κάτι 

τέτοιο δεν µπορούν να δοθούν µε βεβαιότητα χωρίς τη διενέργεια υποκυτταρικών µελετών 

και κυρίως την αποµόνωση χλωροπλαστών και την απευθείας χορήγηση Put. Αυτές οι 

µελέτες καθώς και ένα προτεινόµενο µοντέλο που ερµηνεύει ικανοποιητικά τις 

παρατηρούµενες επιδράσεις της Put παρουσιάζονται στην ενότητα 8 (Κεφάλαιο 4).  

Στις περιπτώσεις της χορήγησης Spd και Spm η µελέτη της διαχείρισης της 

φωτονιακής ενέργειας (εικονα 6.1Β Γ. και 6.4 Γ, ∆) έδειξε ότι υπάρχει διαφορετικός τρόπος 

δράσης σε σχέση µε την Put. ∆ύο είναι οι κύριες διαφορές όπως φαίνονται στη εικόνα 6.1: α) 

υπάρχει φυσιολογική ενεργοποίηση του NPQ και β) υπάρχει µειωµένη χαλάρωση του ΝPQ 

στο σκοτάδι. Το τελευταίο σηµαίνει ότι οι Spd-Spm προκαλούν ενεργοποίηση των 

µηχανισµών φωτοπροστασίας ακόµη και σε συνθήκες που δεν είναι απαραίτητοι (σε 

σκοτάδι). Μελέτη σε χαµηλότερες και υψηλότερες εντάσεις φωτισµού από τις συνθήκες 

προσαρµογής των φυλλικών δισκίων (εικ 6.4) δείχνει ότι η ενεργοποίηση που µπορούν να 

προκαλέσουν οι Spd και Spm ξεπερνάει σε ορισµένες περιπτώσεις το 350% της τιµής του 

µάρτυρα κάνοντας φανερή µια σηµαντική επίδραση των πολυαµινών. Τα φαινόµενα είναι 

εντονότερα σε συνθήκες χαµηλού φωτισµού και εξασθενούν ή αντιστρέφονται µερικώς σε 

υψηλότερες εντάσεις. Αυτό είναι λογικό εφόσον στις χαµηλές εντάσεις ο µάρτυρας έχει 

χαµηλές τιµές NPQ, άρα κάποιο δείγµα υπερευαίσθητο στο να ενεργοποιεί τους 

µηχανισµούς του ξεχωρίζει εύκολα, ενώ σε υψηλότερες εντάσεις ακόµη και ο µάρτυρας 

ενεργοποιεί τους διαθέσιµους µηχανισµούς φωτοπροστασίας, το NPQ µεγιστοποιείται και οι 

όποιες διαφορές µειώνονται (εικ 6.4Α).  Τελικά ο λειτουργικός φαινότυπος του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού µετά από µεταχείριση µε τη Spd ή µε τη Spm δείχνει ότι η 

φωτοπροστασία αναλαµβάνει δράση και µειώνει τη φωτοχηµεία της φωτοσύνθεσης (πτώση 

Fv/Fm). Πώς όµως οι πολυαµίνες ενεργοποιούν το NPQ και µάλιστα σε µεγάλο βαθµό; 

Η ενεργοποίηση του NPQ στα ανώτερα φυτά οφείλεται κατά 80% στην 

ενεργοποίηση της µεµβράνης qE (Kramer et al., 2003). Οι επικρατούσες θεωρίες δέχονται 

ότι φυσιολογικά η έντονη ακτινοβόληση ενεργοποιεί ένα βρόγχο προστασίας (Nixon and 
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Mullineaux, 2000) και τελικά ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός µείωνει την πιθανότητα να 

καταστραφεί, µε κόστος τη µείωση της απόδοσης που λειτουργεί. Ο ‘βρόγχος’ προστασίας 

φαίνεται να ξεκινά µε την υπεροξίνιση του µικροχώρου λογω της έντονης φωτοχηµείας 

(Krause et al., 1988). Η οξίνιση προκαλεί πρωτονίωση στις θέσεις COO- συγκεκριµένων 

καταλείπων των CP29 (Pesaressi et al., 1997), CP 26, (Horton and Ruban, 1992) και PsbS 

(Li et al., 2002). Η πρωτονίωση αυτή οδηγεί σε αλλαγές της στερεοδιαµόρφωσης των 

πρωτεϊνών της φωτοσυλλεκτικής κεραίας και σε συνδυασµό µε την νεοεµφανισθείσα 

ζεαξανθίνη προκαλεί ελεγχόµενη θερµική διάχυση της φωτονιακής ενέργειας (Demmig-

Adams and Adams, 2000). Επειδή δε το ένζυµο που συνθέτει ζεαξανθίνη (VDE) από τη 

διαθέσιµη βιολαξανθίνη µέσω ανθεραξανθίνης ενεργοποιείται από την οξίνιση του 

µικροχώρου (Pfuendel and Dilley, 1993) ο µηχανισµός φαίνεται να συγχρονίζει την 

στερεοδοµική αλλαγή των πεπτιδίων της κεραίας (Havaux and Niyogi, 1999) µε την 

διαθεσιµότητα ενός καροτενοειδούς κατάλληλου σχήµατος που θα επιτρέψει την κατάλληλη 

διαµόρφωση στο LHCII (η ‘επίπεδη’ ζεαξανθίνη αντικαθιστά στο LHC II την ογκοδέστερη 

βιολαξανθίνη)  (Caffari et al., 2001). Τελικά η ελεγχόµενη διάχυση γίνεται µε έναν 

µηχανισµό απόσβεσης της ενέργειας που δεν είναι κατανοητός πλήρως αφού δεν είναι σαφές 

το πώς οι διεγερµένες χλωροφύλλες µειώνουν την ενέργεια που µέχρι τότε διοχέτευαν στα 

κέντρα αντίδρασης και ξαφνικά αντ’αυτού την µετατρέπουν σε θερµότητα.  

Αν οι πολυαµίνες Spd και Spm µπορούν να ενεργοποιούν αυτό το βρόγχο 

προστασίας θα πρέπει να εµπλέκονται σε κάποιο από τα στάδια που προαναφέρθηκαν. Αν 

δεν εµπλέκονται στο qE τότε θα πρέπει να εµπλέκονται στην µετακίνηση µέρους του LHC II 

από το PS II στο PSI (state transition). Για να ελεγχθεί το τελευταίο µελετήθηκε η ισορροπία 

στην κατανοµή ενέργειας µεταξύ των δύο φωτοσυστηµάτων (εικόνα 6.7). Επειδή η µέθοδος 

της φασµατοσκοπίας σε θερµοκρασία υγρού αζώτου έγινε χωρίς τη χρήση εσωτερικού 

µάρτυρα (λόγω τεχνικών δυσκολιών) δεν µπορεί να υπάρξει κατηγορηµατική απάντηση σε 

ποιο βαθµό οι πολυαµίνες επηρεάζουν τα state transition. Ειδικά η Put που έδειξε σε όλες τις 

συνθήκες (σκοτάδι, συνθήκες φωτισµού που ευνοούν το PSII και σε αυτές που ευνοούν το 

PS I) µια ενίσχυση του λόγου  FI/FII υπέρ του PSI φαίνεται πολλά υποσχόµενη. Αντίθετα η 

Spd και Spm µάλλον επιδρούν µέσω του qE στο NPQ. Σε αυτό συνηγορούν η ικανότητα 

τους να ενεργοποιούν το NPQ ακόµη και σε χαµηλή ένταση φωτισµού, ο υψηλός βαθµός 

που ενεργοποιούν το NPQ (έως και 430% παραπάνω του φυσιολογικού) και κυρίως ότι 

προκαλούν αντίστοιχη αύξηση του παράγοντα NPQfast. Ο NPQfast αποτελεί συνισταµένη των 

qE και qΤ. Οι Spd και  Spm επιδρούν µόλις 15% στους µηχανισµούς που ποσοτικοποιεί το 

qT (εικόνα 6.7), ενώ επιδρούν έως και 400% στο NPQfast. Άρα φαίνεται πιθανό να 
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εµπλέκονται σε κάποιο στάδιο της ενεργοποίησης των κέντρων διάχυσης. Στο παρελθόν ο 

µηχανισµός ενεργοποίησης του NPQ (qE) είχε φανεί ευαίσθητος στην ενεργοποίηση από 

αµίνες (Horton, 1996), αλλά σε καµία από τις µελέτες που ακολούθησαν δεν δοκιµάστηκαν 

αµίνες όπως οι Spd και Spm. 

Η ενεργοποίηση του qE περιλαµβάνει διαδικασίες στη µεµβράνη των θυλακοειδών 

και διαδικασίες στο µικροχώρο. Πληροφορία για το µικροχώρο παρέχει ο ρυθµός 

χαλάρωσης  ln[(Fm΄-Ft)/Fm΄)]. Η ανάλυση έδειξε ότι η χορήγηση Put και Spd καθυστερούν 

την αποφόρτιση της µεµβράνης, ενώ η Spm δεν φάνηκε να διαφέρει από το µάρτυρα. Τελικά 

ανακεφαλαιώνοντας το σύνολο των αποτελεσµάτων από αυτή την ενότητα αξίζει να 

τονιστούν δύο νέα στοιχεία. Πρώτον ότι µας υποδεικνύεται ο µικροχώρος σαν τόπο 

δραστηριοποίησης της Put και της Spd (µείωση του NPQ30s από Put και επιδρούν στο ln[Fm-

Ft/Fm] και για τις δύο). ∆εύτερον ότι η Spd και η Spm αυξάνουν την ενεργοποίηση του 

βρόγχου qE και σε µεγάλο βαθµό (300-400% αύξηση NPQ και NPQfast) και µε τρόπο 

ανεξάρτητο από την ύπαρξη ∆pH στις θυλακοειδείς µεµβράνες (δεν χαλαρώνει το Fm΄ στο 

σκοτάδι οπότε χαλαρώνει η οξίνιση του µικροχώρου). 

Αν οι πολυαµίνες εµπλέκονται στη φόρτιση της µεµβράνης των θυλακοειδών όπως 

υποδεικνύουν τα παραπάνω δεδοµένα τότε έχει ιδιαίτερη σηµασία η µελέτη της επίδρασής 

τους σε διαδικασίες που εκµεταλλεύονται αυτή τη φόρτιση προκειµένου να 

πραγµατοποιηθούν. Η πιο σηµαντική διαδικασία που έχει συνδεθεί µε τη φόρτιση της 

µεµβράνης των θυλακοειδών είναι η χηµειοωσµωτική σύνθεση του ΑΤΡ. Η σύνθεση του 

ΑΤΡ αξιοποιεί σύµφωνα µε τη χηµειοωσµωτική θεωρία το ∆pH/∆ψ της µεµβράνης 

προκειµένου να συντεθεί ΑΤΡ (Mitchell, 1979).  

Επιπρόσθετα αν οι πολυαµίνες συµµετέχουν στους φωτοπροστατευτικούς 

µηχανισµούς των χλωροφυκών (ενότητες 3, 4, 5) και των ανώτερων φυτών (ενότητα 6) τότε 

είναι απαραίτητη η µελέτη της επίδρασης τους απευθείας στη φωτοσυλλεκτική κεραία. 

Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι από το σύνολο των εκατοντάδων χλωροπλαστικών 

πρωτεϊνών µόνο οι πρωτεΐνες της φωτοσυλλεκτικής κεραίας και η Rubisco προσδένονται µε 

οµοιοπολικό τρόπο µε πολυαµίνες (Del Duca et al., 1994). 

Στις δύο ενότητες που ακολουθούν παραθέτονται στοιχεία που αφορούν τις 

επιδράσεις των πολυαµινών σε δύο από τις πιο σηµαντικές διαδικασίες που λαβαίνουν χώρα 

στους φυτικούς οργανισµούς, την παραγωγή ενέργειας (ενότητα 8) και την λειτουργία της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας (ενότητα 7). Η προσωµοίωση των in vivo συνθηκών στις in vitro 

µελέτες και η λογική ανασύσταση των µοριακών γεγονότων επέτρεψαν την πρόταση δύο 

µοντέλων για το ρόλο των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό. 
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Συνοψίζοντας, τα κυριότερα συµπεράσµατα είναι τα εξής: 

 

Α. Η χορήγηση Put αναστέλλει την πρώιµη ενεργοποίηση της ελεγχόµενης µη 

φωτοχηµικής διάχυσης της περίσσειας ενέργειας, NPQ (ενδεικτικό µη ενεργοποίησης του 

PsbS) και καθυστερεί το ρυθµό αποφόρτισης της µεµβράνης των θυλακοειδών από τα 

πρωτόνια (ενδεικτικό επίδρασης της Put στην εκροή των πρωτονίων από τον µικροχώρο των 

θυλακοειδών στο στρώµα). 

Β. Η χορήγηση τόσο Spd, όσο και Spm έχει παρόµοια αποτελέσµατα στην 

ενεργοποίηση των µηχανισµών φωτοπροστασίας (NPQ), ενώ η χορήγηση Put έχει 

διαφορετικές συνέπειες (ενδεικτικό ανάληψης διακριτών ρόλων από Put και πολυαµίνες που 

επιβεβαιώθηκε στα επόµενα κεφάλαια). 

Γ. Στις µεταχειρίσεις µε Spd και Spm επιτρέπεται η ενεργοποίηση της 

φωτοπροστασίας στο φως, αλλά δεν συµβαίνει ολική απενεργοποίησή τους στο σκοτάδι. 

∆. Στις µεταχειρίσεις µε Spd και Spm υπάρχει έντονη ενεργοποίηση (240% και 430% 

αντίστοιχα) του ΝPQfast υποδεικνύωντας το qE (διαδικασία µη φωτοχηµικής ελεγχόµενης 

διάχυσης της απορροφηθείσας ενέργειας) ως υπεύθυνο της παρατεταµένης ενεργοποίησης. 

Ε. Η χορήγηση πολυαµινών τόσο στα χλωροφύκη, όσο και στα φυτά επιδρά στην 

διαχείριση της φωτονιακής ενέργειας που συνέλλεξε ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός και 

συγκεκριµένα ενισχύει τη θερµική διάχυση αυτής. 
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In vitro µελέτη του µηχανισµού µη φωτοχηµικής απόσβεσης ενέργειας 
7. Αναζητηση των ‘κέντρων’ διάχυσης της απορροφηθείσας φωτονιακής ενέργειας.  

 

Οι πολυαµίνες Spd και Spm φάνηκε από τις προηγηθείσες ενότητες ότι συσχετίζονται 

µε την αυξηµένη διάχυση της απορροφώµενης ενέργειας από το φωτοσυνθετικό µηχανισµό. 

Η απορρόφηση της ενέργειας (η συλλογή φωτονίων) γίνεται κυρίως µε τις κεραίες του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (LHC πρωτεΐνες). Ο µηχανισµός διάχυσης της ενέργειας µε 

µορφή θερµότητας δεν είναι απόλυτα κατανοητός. ∆εν είναι ακόµη σαφές αν η µείωση του 

φθορισµού της χλωροφύλλης και αντίστοιχα αύξηση της θερµότητας που παράγεται στο PS 

II οφείλεται σε αλληλεπίδραση κάποιων χλωροφυλλών µε κάποιες ξανθοφύλλες ή µε άλλες 

γειτονικές χλωροφύλλες ή µε κάτι διαφορετικό ικανό όµως να προκαλέσει τη µετατροπή 

ενός συστατικού µε χρόνο ζωής φθορισµού τα 2 nsec σε συστατικό µε χρόνο ζωής 

φθορισµού τα 0.6 ns (Gilmore et al., 1995). Επίσης δεν είναι σαφές το αν οι περιοχές 

απόσβεσης βρίσκονται στην κεραία ή στο κέντρο αντίδρασης του PS II (Finazzi et al., 2004). 

Τέλος, δεν είναι σαφές το αν η συσσωµάτωση του LHC II παίζει ρόλο στη δηµιουργία της 

µορφής εκείνης που οδηγεί στην αυξηµένη διάχυση (dissipative conformation of LHC II) 

(Horton et al., 1991, Horton et al., 2005). Ακόµη και η ανάγκη συµµετοχής της ζεαξανθίνης 

έχει αµφισβητηθεί (Finazzi et al., 2004). Πρόσφατα αποτελέσµατα περιπλέκουν ακόµη 

περισσότερο την κατάσταση αφού δείχνουν αποµονωµένο και σε κρυσταλλική κατάσταση το 

LHC II να είναι σε στερεοδιαµόρφωση διάχυσης χωρίς να υπάρχει ζεαξανθίνη (Pascal et al., 

2005). 

 

7.1 Η επίδραση των πολυαµινών in vitro στα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας (LHC). 

 

Τα πράσινα φύκη και τα ανώτερα φυτά παρουσιάζουν παρόµοια σύσταση στην 

φωτοσυλλεκτική τους κεραία (Bassi and Wollman, 1991). Προκειµένου να διερευνηθεί η 

επίδραση των πολυαµινών απευθείας στην φωτοσυλλεκτική κεραία κρίθηκε απαραίτητο να 

γίνει βιοχηµική αποµόνωση της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PSII. Σε πρώτο στάδιο 

πραγµατοποιήθηκε αποµόνωση θυλακοειδών µεµβρανών από µικροφύκη Scenedesmus 

obliquus. Στη συνέχεια οι θυλακοειδείς µεµβράνες φορτώθηκαν σε συνεχή κλίση 

σακχαρόζης (5 έως 22% ) και µετά από υπερφυγοκέντριση για 20 ώρες στα 170.000g η 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο - Αποτελέσµατα 
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φωτοσυλλεκτική κεραία (εικόνα 7.1) διαχωρίστηκε από τα κέντρα αντίδρασης και 

αποµονώθηκε είτε απευθείας µε µηχανική αντλία ή µε διαχωρισµό της κλίσης σε κλάσµατα 

των 0.3ml (εικόνα 7.2). Με τη µέθοδο αυτή των Argyroudi-Akoyunoglou και Thomou όπως 

τροποποιήθηκε από την Navakoudis (2003), αποµονώνονται τα µονοµερή της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PSII (LHC) και τα ολιγοµερή (διµερή ή τριµερή) αυτών. Με 

βάση τα µεγέθη των πρωτεϊνών (εικόνα 7.1Β) µετά από αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση και 

το φάσµα απορρόφησης έγινε η επιβεβαίωση της αποµόνωσης της κεραίας, ενώ ο λόγος chla 

/ chl b ήταν 1.45±0.03. 

 
Εικόνα 7.1. Α. Αποµόνωση της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PSII από χλωροφύκη Scenedesmus 

obliquus µετά από υπερφυγοκέντριση (170.000 g) θυλακοειδών µεµβρανών σύµφωνα µε τη µέθοδο 

αποµόνωσης υποσυµπλόκων του φωτοσυνθετικού µηχανισµού των Thomou και Akoyunoglou (1981). 

B. Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) στο κλάσµα που αντιστοιχεί στη φωτοσυλλεκτική 

κεραία (το οποίο περιέχει κυρίως πρωτεΐνες µεγέθους 24-30kD). 

 

Φασµατοσκοπική µελέτη της αποµονωµένης φωτοσυλλεκτικής κεραίας 

πραγµατοποιήθηκε παρουσία των τριών διαφορετικών πολυαµινών (ίδιας τελικής 

συγκέντρωσης 50 µΜ) και παρουσιάζονται τα φάσµατα εκποµπής φθορισµού (εικόνα 7.3 

ΑΒΓ∆). Η σπερµίδινη και η Spm φαίνεται να επιδρούν στην εκποµπή φθορισµού της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας, ενώ η Put δεν φαίνεται να έχει κάποια επίδραση στις 

συγκεκριµένες πειραµατικές συνθήκες. Η µείωση στην εκποµπή φθορισµού της κεραίας από 

την Spd και τη Spm είναι οµοιόµορφη και δεν οφείλεται σε µετατόπιση του µέγιστου.  

Ελεύθερες χρωστικές

LHC του PSII, µονοµερή

LHC του PSII, ολιγοµερή

CPI

A

Monomers

98 kDa

66 kDa

45 kDa

30 kDa

20 kDa

B
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Εικόνα 7.2. Αποµόνωση φωτοσυλλεκτικής κεραίας από χλωροφύκη (Scenedesmus obliquus). Α. 
Πρωτεϊνικό περιεχόµενο (σε µg) κλασµάτων κλίσης σακχαρόζης (5-22%) µετά από υπερφυγοκέντριση 
(170.000g) θυλακοειδών µεµβρανών σύµφωνα µε τη µέθοδο αποµόνωσης υποσυµπλόκων του 
φωτοσυνθετικού µηχανισµού των Argyroudi-Akoyunoglou και Thomou, (1981). B. Φάσµα 
απορρόφησης των κλασµάτων που αντιστοιχούν στη φωτοσυλλεκτική κεραία.  
 

 

 
Εικόνα 7.3. Φασµατοσκοπική µελέτη της αλληλεπίδρασης των πολυαµινών (Put, Spd και Spm) µε την 
αποµονωµένη φωτοσυλλεκτική κεραία από Scenedesmus obliquus. Α. Η Put δεν φαίνεται να επιδρά 
στην εκποµπή φθορισµού της φωτοσυλλεκτικής κεραίας. Β. Η Spd µειώνει τον φθορισµό της 
φωτοσυλλεκτικής κεραίας πάνω από 20%. Γ. Η Spm µειώνει τον φθορισµό της φωτοσυλλεκτικής 
κεραίας πάνω από 40%. Οι πολυαµίνες δοκιµάστηκαν στην ίδια συγκέντρωση (50 µΜ) σε pH 7 και οι 
τιµές εµφανίζονται οµαλοποιηµένες ως προς τη µέγιστη τιµή του αντίστοιχου µάρτυρα (100%). Το 
µήκος κύµατος δέσµης διέγερσης ήταν 435 nm, το παράθυρο διέγερσης ήταν 10 nm, το παράθυρο 
εκποµπής ήταν 5 nm και η σάρωση του φάσµατος είχε ταχύτητα 500 nm.min-1. 
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Η επίδραση στην εκποµπή φθορισµού της φωτοσυλλεκτικής κεραίας ως συνάρτηση της 

συγκέντρωσης των πολυαµινών παρουσιάζεται στην εικόνα 7.4. Οι Spd και Spm φαίνεται να 

προκαλούν 30% και 40% αντίστοιχα απόσβεση (µείωση) του φθορισµού της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας in vitro σε συγκεντρώσεις 50 µΜ, ενώ η Put ακόµη και σε 

διπλάσια συγκεντρωση δεν φαίνεται έχει κάποια επίδραση. Είναι επίσης αξιοσηµείωτο ότι η 

 
Εικόνα 7.4. Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Put. Spd και Spm στην εκποµπή φθορισµού της 
φωτοσυλλεκτικής κεραίας. Η Put (κυανό χρώµα) δεν φαίνεται να µεταβάλλει το µέγιστο εκποµπής τόσο 
στις συγκεντρώσεις που παρουσιάζονται όσο και σε 10 φορές µεγαλύτερες (δεδοµένα δεν 
παρατίθενται). Η αυξανοµένη συγκέντρωση Spd προκαλεί αντίστοιχα µείωση της εκποµπής 
φθορισµού και τα 50 µΜ  µειώνουν το φθορισµό κατά 30% της αρχικής του τιµής. Η Spm είναι πιο 
αποτελεσµατικός αποσβέστης της εκποµπής φθορισµού της φωτοσυλλεκτικής κεραίας (quencher) και 
προκαλεί αισθητή µείωση του φθορισµού (40%). (Η συγκέντρωση της χλωροφύλλης στο διάλυµα ήταν 
10 µgml-1, το µήκος κύµατος δέσµης διέγερσης ήταν 435 nm, το παράθυρο διέγερσης ήταν 10 nm, το 
παράθυρο εκποµπής ήταν 5 nm και η σάρωση του φάσµατος είχε ταχύτητα 500 nm.min-1 
 

µείωση του φθορισµού της κεραίας για τις Spd και Spm ξεκινά ακόµη και σε χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις από εκείνη της συνολικής χλωροφύλλης. ∆ύο είναι οι πιθανές αιτίες αυτής 

της αλληλεπίδρασης. Πρώτον, οι πολυαµίνες να επιδρούν στις πρωτεΐνες του LHC και να 

αλλάζουν τα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά έµµεσα λόγω κάποιας συσσωµάτωσης ή 

αντίστοιχων φαινοµένων. ∆εύτερον η µείωση του φθορισµού να σχετίζεται µε µια 

αλληλεπίδραση πιο άµεση και πιο ειδική ανάµεσα στις πολυαµίνες και στη χλωροφύλλη. Αν 

υπάρχει µια ειδική σχέση όπως αυτή του δεύτερου σεναρίου θα πρέπει η αλληλεπίδραση να 

υφίσταται και απουσία των αποπρωτεϊνών του LHC. 
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7.2 Η επίδραση των πολυαµινών στα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά αποµονωµένων 

χρωστικών των θυλακοειδών. 

 
Η αποµόνωση της φωτοσυλλεκτικής κεραίας έδειξε ότι οι πολυαµίνες επιδρούν 

άµεσα στον φθορισµό της. Επειδή η φωτοσυλλεκτική κεραία αποτελείται από χρωστικές και 

αποπρωτεϊνες κρίθηκε σκόπιµο να µελετηθεί η επίδραση των πολυαµινών (Spd και Spm) 

χωρίς τη παρεµβολή των τελευταίων. Για αυτό το σκοπό αποµονώθηκαν ολικές χρωστικές 

από θυλακοειδείς µεµβράνες του S. obliquus και πραγµατοποιήθηκε φασµατοσκοπική 

µελέτη. Στην εικόνα 7.5 παρουσιάζονται τα φάσµατα εκποµπής φθορισµού των 

αποµονωµένων χρωστικών και η επίδραση της Put, της Spd και της Spm. Η επίδραση των 

πολυαµινών στο φθορισµό των χλωροφυλλών φαίνεται ότι παραµένει και µετά την 

αποµάκρυνση των αποπρωτεϊνών στις οποίες είναι δεσµευµένες.  

 
Εικόνα 7.5. Φασµατοσκοπική µελέτη αλληλεπίδρασης της Put (Α), Spd (Β) και της Spm (Γ) µε 

αποµονωµένες χλωροφύλλες από θυλακοειδείς µεµβράνες του Scenedesmus obliquus. Η Spm 

φαίνεται να µειώνει το φθορισµό στα 676 nm (χαρακτηριστικό µέγιστο χλωροφύλλης) σε ρυθµιστικό 

διάλυµα 15 mM Tricine pH 7 µε 0.15 Μ σακχαρόζη. Η (τριαµίνη) Spd στις ίδιες συνθήκες προκαλεί 

επίσης µείωση του φθορισµού. Η συγκέντρωση των πολυαµινών ήταν 5 µΜ, το µήκος κύµατος δέσµης 

διέγερσης ήταν 435 nm, το παράθυρο διέγερσης ήταν 10 nm, το παράθυρο της εκποµπής ήταν 5nm 

και η σάρωση του φάσµατος είχε ταχύτητα 500 nm.min-1  

 

Στη εικόνα 7.6 παρουσιάζεται τόσο η επίδραση υποστοιχειοµετρικών ποσοτήτων 

πολυαµινών όσο και της περίσσειας πολυαµινών σε σχέση µε τη συγκέντρωση χλωροφύλλης 

στο φθορισµό της τελευταίας. Πιο συγκεκριµένα η Spd φαίνεται να ελλατώνει το φθορισµό 

περίπου 10%, ενώ η Spm περίπου 20% για 5 µΜ τελική συγκέντρωση πολυαµινών.  
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Εικόνα 7.6. Επίδραση της διαφορετικής συγκέντρωσης Spd και Spm στην µέγιστη εκποµπή 

φθορισµού αποµονωµένων χλωροφυλλών. Οι χρωστικές αποµονώθηκαν από θυλακοειδείς 

µεµβράνες του Scenedesmus obliquus και προστέθηκαν σε διάλυµα 15 mM Tricine (pH 7) µε 0.15Μ 

σακχαρόζη, σαν µεθανολικό εκχύλισµα (τελική συγκέντρωση µεθανόλης <0.5%). Τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται σαν ποσοστά των τιµών του µάρτυρα (0.5 % µεθανόλη, 1 µg Chl, χωρίς πολυαµίνες). 

Η διακεκοµµένη γραµµή αντιστοιχεί στην τιµή του µάρτυρα. Οι µπάρες αντιπροσωπεύουν τη σταθερή 

διακύµανση (n=4). 

 

Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι απουσία των αποπρωτεϊνών η απόσβεση -λόγω των 

πολυαµινών- παραµένει αλλά όχι στον ίδιο βαθµό. 
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7.3. Η επίδραση του pH στην ενεργοποίηση/απενεργοποίηση της απόσβεσης φθορισµού 

από τη Spd και Spm 

 
Η συγκέντρωση των υδρογονοκατιόντων [Η+] καθορίζει και το βαθµό διάστασης και 

άρα το φορτίο των πολυαµινών σε δεδοµένες συνθήκες θερµοκρασίας και ιοντικής ισχύος. 

Με δεδοµένο ότι οι πρωτοταγείς και δευτεροταγείς αµινοµάδες των πολυαµινών 

φορτίζονται/αποφορτίζονται µε συγκεκριµένη σειρά καθώς µεταβάλλεται το pH  κρίθηκε 

σκόπιµο να µελετηθεί η οµάδα ή οι οµάδες που πιθανόν συµµετέχουν στις αλληλεπιδράσεις 

της ενότητας 7.4. Στην εικόνα 7.7 παρουσιάζεται η επίδραση των διαφορετικών 

συγκεντρώσεων υδρογονοκατιόντων στα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά της 

χλωροφύλλης παρουσία 5 µΜ πολυαµινών (Spd ή Spm). ∆ύο περιοχές µε ενδιαφέρον 

εµφανίζονται τόσο στην περίπτωση µεταχείρισης µε Spd όσο και στην αντίστοιχη µε Spm. 

Πιο αναλυτικά, σε σχετικά χαµηλές τιµές  pH (από 7 έως 8.5) η παρουσία Spd µειώνει το 

φθορισµό της χλωροφύλλης, ενώ σε υψηλότερες τιµές το φαινόµενο αναστέλλεται. 

Παρόµοια ισχύουν και για την περίπτωση της Spm. Ο φθορισµός της χλωροφύλλης 

µειώνεται στην περιοχή pH κάτω από 8.7 ενώ η απόσβεση αναστέλλεται σε υψηλότερες 

τιµές (πιο αλκαλικό διάλυµα). Αξιοσηµείωτο είναι ότι διαδοχική προσθήκη οξέος και βάσης 

παρουσία Spm µπορεί να αυξοµειώσει το φθορισµό στα 676 nm υποδηλώνοντας 

αντιστρεπτή διαδικασία. 

 
Εικόνα 7.7 Η επίδραση του pH στην µείωση του φθορισµού της χλωροφύλλης (fluorescence 

quenching) που προκαλείται από την Spd και τη Spm. Α. Η Spd (5 µΜ) προκαλεί µείωση του 

φθορισµού (F676)  έως και λίγο πάνω από pH 8, ενώ σε πιο βασικά pH το φαινόµενο αντιστρέφεται. 

Β. Η Spm (0.5 µΜ) προκαλεί µείωση του φθορισµού έως το pH 8.5, ενώ σε πιο βασικά pH το 

φαινόµενο αντιστρέφεται. 
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Η φωτοσύνθεση είναι µία από τις καλύτερα µελετηµένες βιολογικές διαδικασίες και 

το σχήµα Z που περιγράφει τη φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων κλείνει κοντά µισό αιώνα 

από την πρώτη αναφορά (Hill and Bendal, 1960). Αυτό το σχήµα όµως δεν περιγράφει το 

πώς η φωτοσύνθεση ρυθµίζεται προκειµένου ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός να είναι 

λειτουργικός σε µεταβαλλόµενες συνθήκες φωτισµού (π.χ απότοµη και µεγάλη αύξηση) οι 

οποίες αποτελούν και τον κανόνα στο φυσικό περιβάλλον των οργανισµών. Η διαχείριση της 

απορροφώµενης από την κεραία ενέργειας αποτελεί την ουσία της φωτοπροστασίας και 

τελικά καθορίζει την ικανότητα του φωτοσυνθετικού οργανισµού να επιβιώνει σε ένα 

διαρκώς µεταβαλλόµενο περιβάλλον (Horton, 2000). 

Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός επιδεικνύει αξιοσηµείωτη προσαρµοστικότητα. Από 

τη µία επιτυγχάνει µεγάλη απόδοση (µεγάλο λόγο ηλεκτρονίων  που µετακινήθηκαν από το 

PS II στο PSI προς φωτόνια που απορροφήθηκαν) όταν η ένταση φωτισµού είναι χαµηλή  

και από την άλλη να ελαχιστοποιεί τις ζηµιές (χάρη στην υψηλή µη φωτοχηµική διαχείριση 

της φωτονιακής ενέργειας) όταν η ένταση φωτισµού αυξάνεται (Gilmore, 1997 και εικόνα 

NPQ 6.4A). ∆ηλαδή το ποσοστό της ενέργειας που φθάνει στα κέντρα αντίδρασης δεν είναι 

σταθερό αυξανοµένης της έντασης φωτισµού, αλλά ρυθµίζεται µε κάποιους µηχανισµούς 

ώστε να µειώνεται ο κίνδυνος φωτοαναστολής (σχήµα 3.1). 

 

 

Σχήµα 3.1. Σχηµατική απεικόνιση της 
διαχείρισης της φωτονιακής ενέργειας 
από το φωτοσυνθετικό µηχανισµό. Α. Σε 
χαµηλό φως η φωτοχηµεία έχει µεγάλη 
απόδοση (µήκος µπλε ευθύγραµµου 
τµήµατος), ενώ η θερµότητα και ο 
φθορισµός είναι ασήµαντα. Β. Σε µέτρια 
ένταση φωτισµού η απόδοση µειώνεται, 
ενώ η θερµότητα αυξάνεται (µήκος 
κόκκινου τµήµατος). Γ. Σε υψηλό 
φωτισµό η απόδοση ελαχιστοποιείται, 
ενώ η θερµότητα (µη φωτοχηµικές 
διαδικασίες) µεγιστοποείται. Παρα-
τηρείστε πως µεταβάλλεται η διαχείριση 
της ενέργειας, ενώ η ενέργεια του 
συστήµατος παραµένει σταθερή. Τα 
τετράγωνα δηλώνουν την ένταση 
φωτισµού και τα νούµερα στο εσωτερικό 
δηλώνουν τις σχετικές τιµές εντάσεων 
(π.χ. σε µmolm-2s-1). 

 

ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3ο – Συζήτηση 



Κεφάλαιο 3ο                                                                                                                                               Συζήτηση
 

 

 
137 

Πιο αναλυτικά, σε χαµηλές εντάσεις φωτισµού ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός έχει 

µέγιστη απόδοση (σύγκριση µήκους µπλέ γραµµής σχήµατος 1Α µε αντίστοιχη 1Β και 1Γ) 

και ελάχιστες απώλειες µε µορφή θερµότητας (σύγκριση κόκκινης γραµµής σχήµατος 1Α µε 

1Β και 1Γ). Σε υψηλότερες εντάσεις φωτισµού αυξάνεται  το ποσοστό της ενέργειας που 

καταλήγει σε θερµότητα, ενώ παράλληλα µειώνεται η απόδοση της φωτοσύνθεσης (το 

τρίγωνο ενέργειας εµφανίζει αυξηµένες κορυφές στο φθορισµό (πορτοκαλί χρώµα) και στη 

θερµότητα (κόκκινο χρώµα). Αν δεν συνέβαινε κάτι τέτοιο η µη διαθεσιµότητα οξειδωµένων 

κινονών (µεταφορείς ηλεκτρονίων) θα διατηρούσε διεγερµένο το P680 στα RC και θα 

αύξανε η πιθανότητα για σχηµατισµό P680triplet. Οι µορφές αυτές είναι ιδιαίτερα 

επικίνδυνες και θα υπήρχε κίνδυνος για τη λειτουργία των φωτοσυστηµάτων (φαινόµενα 

φωτοαναστολής). Άρα πρέπει µε κάποιο τρόπο να διασφαλιστεί η λειτουργία των κέντρων 

αντίδρασης ακόµη και σε ταχύτατα µεταβαλλόµενες συνθήκες φωτισµού (εντός 

δευτερολέπτων) που µπορεί να ξεπερνούν ακόµη και τις 3 τάξεις µεγέθους στην αύξηση της 

έντασης του φωτός (π.χ. φύλλο από τη σκιά παρασύρεται στο φως του ήλιου).  

Η σύγχρονη έρευνα έχει επικεντρωθεί στο ρόλο της φωτοσυλλεκτικής κεραίας στην 

παραπάνω διαδικασία και κυρίως στα πεπτίδια LHC II, CP29, CP26, CP24, CP22 

προκειµένου να ερµηνεύσει τα παρατηρούµενα φαινόµενα. Συγκεκριµένα η ικανότητα µη 

φωτοχηµικής διαχείρισης της ενέργειας του φωτός έχει συνδεθεί µε τη µετατροπή ενός 

συστατικού µε χρόνο ζωής φθορισµού τ=2ns σε ένα συσταστικό µικρότερου χρόνου τ 

(τ=0.4ns) (Gilmore et al., 1998). Οι πολυαµίνες µειώνουν το Fm (εικόνα 6.1ΒΓ, κεφάλαιο 2) 

το οποίο είναι ανάλογο του τ (Gilmore, 2004). Ουσιαστικά η ενέργεια των φωτονίων 

µετατρέπεται σε θερµότητα σε ένα κέντρο διάχυσης (quenching center) προκειµένου 

λιγότερη ενέργεια από αυτή που συλλέχθηκε στην κεραία να διοχετευθεί τελικά στα κέντρα 

αντίδρασης (βλ. επεξηγηµατικό σχήµα 3.2). 
Σχήµα 3.2. Σχηµατική απεικόνιση της διαχείρισης της φωτονιακής 

ενέργειας από τη φωτοσυλλεκτική κεραία. Φυσιολογικά η κεραία 

µεταφέρει την ενέργεια διεγέρσεων στο κέντρο αντίδρασης (RC) του 

φωτοσυστήµατος ΙΙ. Επίσης µε κάποιο µηχανισµό η ενέργεια 

αποσβένεται ελεγχόµενα σε περιπτώσεις όπου τα διαθέσιµα 

φωτόνια είναι περισσότερα από αυτά που µπορεί η φωτοχηµεία να 

χρησιµοποιήσει. Η Spd φάνηκε να αποσβένει µέρος της ενέργειας 

και άρα να αφήνει λιγότερη ενέργεια διαθέσιµη για τη φωτοχηµεία 

(κυανό χρώµα). Άρα πιθανόν να εµπλέκεται σε κάποιο από τα 

στάδια της µετατροπής της κεραίας από µία κατάσταση (non 

dissipative) στην άλλη (dissipative). 
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 Ο µηχανισµός που επιτρέπει την απόσβεση του φθορισµού και επιτρέπει την 

ελεγχόµενη µετατροπή της επιπλέον ενέργειας σε θερµότητα δεν είναι πλήρως κατανοητός 

(Holt et al., 2004). Η πλειοψηφία των αναφορών κάνουν λόγο για αλληλεπίδραση κάποιας 

χλωροφύλλης µε κάποιο καροτενοειδές (πιθανότατα ζεαξανθίνη) προκειµένου να 

δηµιουργηθεί το κέντρο διάχυσης (Demmig-Adams B, 1990; Gradinaru et al., 2003; Pieperet 

et al., 1999; Bassi and Caffari, 2000; Holt et al., 2005). Η πιθανότητα να δηµιουργείται 

διµερές χλωροφυλλών που οδηγεί στην απόσβεση έχει επίσης αρκετούς υποστηρικτές 

(Crofts and Yerkes, 1994). Επιπλέον, την τελευταία πενταετία δόθηκε βάρος στο 

πολυπεπτίδιο PsbS το οποίο συνδέθηκε µε την ικανότητα µη φωτοχηµικής διαχείρισης (Liu 

et al., 2000) όµως από τη µία δεν είναι γνωστό το που ακριβώς προσδένεται στο PS II, ενώ 

δεν φαίνεται να περιέχει τις απαραίτητες για τη διάχυση τις θερµότητας χλωροφύλλες 

(Dominici et al., 2002). Τέλος, προτάθηκε ότι η απόσβεση του φθορισµού και η αύξηση της 

θερµότητας στην κεραία σχετίζεται µε τη στερεοδιαµόρφωση του LHC II (Horton et al, 

1991). Η συσσωµάτωση του LHC II (LHC aggregation) και η συστολή του LHC II  οδηγούν 

σε µείωση του φθορισµού και ουσιαστικά αποτελούν µια µορφή του LHC II που ευνοεί την 

µετατροπή της ενέργειας των συλλεγόµενων φωτονίων σε θερµότητα (Pascal et al., 2005). Σε 

κάθε περίπτωση το πώς θα µπορούσε να λειτουργεί σε πραγµατικές συνθήκες ένας τέτοιος 

µηχανισµός είναι λιγότερο κατανοητό. Τελικά παρά την ιδιαίτερη σηµασία των µηχανισµών 

φωτοπροστασίας και την εντατική έρευνα στο χώρο δεν υπάρχει σαφής απάντηση στο πως 

συµβαίνει η διάχυση σε µοριακό επίπεδο. Η ανάγκη συµµετοχής ζεαξανθίνης έχει 

αµφισβητηθεί (Finazzi et al., 2004), ενώ οι in vitro µελέτες απέχουν από την 

αποτελεσµατικότητα του µηχανισµού που λειτουργεί in vivo. Συγκεκριµένα τα φυτά φαίνεται 

να πετυχαίνουν 80% µείωση του φθορισµού τους in vivo όταν η προσθήκη ζεαξανθίνης σε 

LHC II προκαλεί το πολύ 40% µείωση του φθορισµού. Το γεγονός δε, ότι δεν ελέγχθηκε το 

σενάριο να οφείλεται αυτή η µείωση κατά ένα µέρος σε µετατόπιση της κορυφής φθορισµού 

αφήνει ανοιχτό το ερώτηµα (Wentworth et al., 2000).   

Η χορήγηση πολυαµινών σε χλωροφύκη και καπνό (Spm και Spd) φάνηκε ότι 

ενισχύει την ελεγχόµενη διάχυση της θερµότητας (ενότητες 3-6). Αυτό θα µπορούσε να 

οφείλεται σε ενεργοποίηση του κύκλου των ξανθοφυλλών (η µετατροπή βιολαξανθίνης σε 

ζεαξανθίνη αυξάνει τη διάχυση). Ο κύκλος όµως αυτός λειτουργεί στο φως και όχι στο 

σκοτάδι (Pfuendel and Dilley, 1993; Masojidek et al., 1999) συνεπώς δεν µπορεί να 

δικαιολογήσει τα αποτελέσµατα των πειραµάτων φωτοανεξάρτητης βιογένεσης στα 

χλωροφύκη (ενότητα 4). Επίσης αν οι δράσεις των πολυαµινών σχετίζονταν µε τον κύκλο 

των ξανθοφυλλών ή οποιαδήποτε άλλη de novo σύνθεση θα έπρεπε να µην έχουν ισχύ σε 
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αποµονωµένη φωτοσυλλεκτική κεραία όπου αυτές οι διαδικασίες δεν είναι ενεργές. Η άµεση 

ικανοτητα της Spd και της Spm να ελλατώνουν το φθορισµό της κεραίας in vitro (εικ 7.2) 

επίσης οδηγεί στο συµπέρασµα ότι ο κύκλος των ξανθοφυλλών δεν σχετίζεται µε το 

µηχανισµό δράσης των πολυαµινών. Αξιοσηµείωτη είναι η οµοιόµορφη µείωση που δεν 

οφείλεται σε µετατόπιση της χαρακτηριστικής κορυφής στα 680nm. Η απόσβεση µπορεί να 

οφείλεται είτε στην συσσωµάτωση των πρωτεϊνών της φωτοσυλλεκτικής κεραίας, είτε στη 

απευθείας αλληλεπίδραση των πολυαµινών µε τις χρωστικές. Στην πρώτη περίπτωση η 

αποµάκρυνση των αποπρωτεϊνών από το σύστηµα µελέτης θα έπρεπε να οδηγεί σε αδυναµία 

των πολυαµινών να προκαλούν απόσβεση. Σε αντίθετη περίπτωση το σενάριο για πιθανή 

συσσωµάτωση των LHC II πρωτεϊνών δεν θα ήταν βάσιµο. Πράγµατι η αποµόνωση των 

χλωροφυλλών από τη φωτοσυλλεκτική κεραία και η µελέτη της αλληλεπίδρασής τους µε τη 

Spm και τη Spd οδήγησε στην απόρριψη του πρώτου σεναρίου.  

Η Spd απουσία των αποπρωτεϊνών προκαλεί 12% απόσβεση, ενώ παρουσία τους 

30%. Αντίστοιχα η Spm προκαλεί 22% και 40% απόσβεση. Και στις δύο περιπτώσεις οι 

πρωτεΐνες της κεραίας δείχνουν να λειτουργούν ενισχυτικά στην ικανότητα των πολυαµινών 

να προκαλούν απόσβεση. Ταυτόχρονα γεννιέται το ερώτηµα πως οι εν λόγω πολυαµίνες 

(Spd και Spm) είναι ικανές να οδηγούν σε απόσβεση του φθορισµού εφόσον οι υπάρχουσες 

θεωρίες δεν καλύπτουν το µηχανισµό δράσης των πολυαµινών. Αυτή είναι η πρώτη αναφορά 

πάνω στην επίδραση των πολυαµινών στις φασµατοσκοπικές ιδιοτήτες της κεραίας. Οι 

πολυαµίνες έχουν σχετικά απλή δοµή που περιλαµβάνουν έναν εύκαµπτο σκελετό µικρού 

όγκου (ύπαρξη µεθυλίων), ενώ στα άκρα υπάρχουν δύο πρωτoταγείς αµινοµάδες και στο 

εσωτερικό µία (Spd) ή δύο (Spm) δευτεροταγείς αµινοοµάδες. Σε περίπτωση που οι 

πολυαµίνες αλληλεπιδρούν µε τις χλωροφύλλες µέσω των αζωτούχων οµάδων τους η 

αλληλεπίδραση αυτή θα έπρεπε να επηρεάζεται από το φορτίο των εν λόγω οµάδων. Οι 

πρωτοταγείς και δευτεροταγείς οµάδες των πολυαµινών φορτίζονται θετικά µε την πρόσδεση 

ενός πρωτονίου (oι σταθερές pK των διαφορετικών οµάδων στις πολυαµίνες παρουσιάζονται 

στον πίνακα ΙV).  

 

Πίνακας IV. Τιµές pK για τις πολυαµίνες σύµφωνα µε τους Takeda et al. (1983). 

Πολυαµίνες pK1 pK2 pK3 pK4 

Put 10.5 9.04   

Spd 11.16 10.06 8.51  

Spm 10.97 10.27 9.04 8.03 
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Τα αποτελέσµατα της αλληλεπίδρασης πολυαµινών µε αποµονωµένες χλωροφύλλες 

έδειξαν ότι τόσο η Spd όσο και η Spm δεν µπορούν να αποσβέσουν το φθορισµό σε υψηλά 

pH (εικόνα 7.6. Με δεδοµένο ότι η απόσβεση συµβαίνει σε περιοχές pΗ≤8,5 η 

αλληλεπίδραση των χρωστικών µε τις πολυαµίνες πρέπει να επιτυγχάνεται µέσω οµάδων που 

αποκτούν φορτίο (πρωτονιώνονται) στις συγκεκριµένες τιµές pH. Επειδή οι πρωτοταγείς 

αµινοµάδες έχουν υψηλότερες τιµές pK από 8.5 οι πιθανότερες οµάδες για την 

αλληλεπίδραση είναι οι ιµινοµάδες των µορίων (µια στη Spd, δύο ιµινοµάδες σε συµµετρικές 

θέσεις στη Spm). Φαίνεται δηλαδή πως η Spd µπορεί µε το πρωτόνιο στη ιµινοµάδα της να 

αποσβέσει µέρος της ενέργειας που απορρόφησε η χλωροφύλλη. Η ελλάτωση της 

συγκέντρωσης των πρωτονίων στο διάλυµα (πρόσθηκη µικρής ποσότητας βάσης) άρει την 

απόσβεση εντός δευτερολέπτων (δεδοµένα δεν παρατίθενται). Τελικά δύο πολύ σηµαντικά 

φαινόµενα αναδεικνύονται από τα πειράµατα της ενότητας 7. Από τη µία υπάρχει άµεση και 

ειδική αλληλεπίδραση χλωροφυλλών και πολυαµινών (Spd και Spm αλλά όχι Put). Από την 

άλλη η αλληλεπίδραση στηρίζεται σε ένα αντιστρεπτό pH-εξαρτώµενο µηχανισµό. Σε µια 

προσπάθεια ανασύνθεσης του µηχανισµού και της φυσιολογικής του σηµασίας προτείνεται 

το µοντέλο της εικόνας 3.3. 
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Σχήµα 3.3. Υποθετικό µοντέλο όπου 

εµφανίζονται οι δύο διαφορετικές 

καταστάσεις των δύο κύριων 

υποσυµπλόκων LHC και PSII. To 

LHC µπορεί να βρεθεί σε δύο µορφές 

µία αυξηµένης διάχυσης (dissipative 

mode) και µια µικρής διάχυσης (non-

dissipative mode). Επίσης το PSII 

µπορεί να απελευθερώνει πολλά 

πρωτόνια στη µονάδα του χρόνου ή 

λιγότερα. Η κυκλική διαδοχή των 

διαφορετικών καταστάσεων εξασφα-

λίζει την ικανότητα αυτορρύθµισης του 

µηχανισµού (βρόγχος qE). Κεντρικό 

ρόλο παίζει η πρωτονίωση µιας 

ιµινοµάδας (αποτελέσµατα παρούσας 

ενότητας). 

 

 Η Spd επιλέγεται ως η πιο πιθανή υποψήφια για το ρόλο αυτό καθώς µπορεί να είναι 

λιγότερο αποτελεσµατική σαν αποσβέστης (quencher) σε σύγκριση µε την µεγαλύτερη σε 

µεγέθος Spm όµως είναι αφθονότερη στους φωτοσυνθετικούς οργανισµούς (Kotzabasis and 

Senger, 1994; Navakoudis et al., 2005) και η πλαστιδιακή τρανγλουταµινάση που ευθύνεται 

για την πολυαµινυλίωση των αποπρωτεϊνών της φωτοσυλλεκτικής κεραίας προτιµά ως 

υπόστρωµα τη Spd σε σχέση µε την Spm (Serafini-Fracassini et al., 1995). Η Spd µπορεί να 

υπάρξει σε τέσσερις µορφές αφού έχει 3 θέσεις που µπορούν να πρωτονιωθούν: Spd, Spd+, 

Spd2+ και Spd3+. 

 

 

Σχήµα 3.4. Σχηµατική απεικόνιση της 
επανατροφοδοτική καταστολής (feedback 
inhibition) της φωτοχηµικής διαδικασίας 
(βρόγχος qE). Το υπάρχον µοντέλο συνδέει 
την ενεργοποίηση του µηχανισµού µη 
φωτοχηµικής απόσβεσης µε τη δηµιουργία 
ζεαξανθίνης (Zea). Τα αποτελέσµατα της 
παρούσας εργασίας µπορούν να 
ερµηνευθούν από την πρωτονίωση µιας 
ιµινοµάδας πολυαµίνων (Spd ή Spm). Η 
προτεινόµενη διαδικασία επιτρέπει πιο 
γρήγορη απόκριση (3 βήµατα) αλλά 
λειτουργεί συµπληρωµατικά προς τη 
διαδικασία που εµπλέκει τη ζεαξανθίνη (5 
βήµατα). Η συµµετοχή της ζεαξανθίνης θα 
µπορούσε να ενισχύσει την απόσβεση. 
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Όταν η Spd βρίσκεται στη µορφή Spd3+ τότε όλες οι διαθέσιµες θέσεις (3) είναι 

κατειληµµένες από πρωτόνια. Σε αυτή την περίπτωση ενδιαφέρον παρουσιάζει η σειρά µε 

την οποία αποπρωτονιώνεται η Spd καθώς πρώτα χάνεται το πρωτόνιο από την εσωτερική 

οµάδα (ιµινοµάδα) και µετά το πρωτόνιο από την πρωτοταγή αµινοµάδα (ακραίο). Στο 

κύτταρο οι συνθήκες pH που επικρατούν θα καθορίσουν το ποια από τις τέσσερις µορφές θα 

επικρατήσει. Με δεδοµένο ότι στο χλωροπλάστη το pH στο στρώµα είναι ελαφρά βασικό η 

πιο άφθονη µορφή πρέπει να είναι η πλήρως φορτισµένη. Είναι όµως πιθανό να υπάρχει και 

η µορφή Spd2+ αλλά σε µικρότερο ποσοστό. Στο µηχανισµό της µη φωτοχηµικής απόσβεσης 

δύο µορφές συγκεντρώνουν το ενδιαφέρον µε βάση τα αποτελέσµατα αυτής της ενότητας. Η 

µία µορφή είναι µε πρωτονιωµένη την ιµινοµάδα ενώ η δεύτερη µε αφόρτιστη (ιµινοµάδα 

χωρίς πρωτόνιο). Η πρωτονιωµένη µορφή λειτουργεί ως αποσβέστης και προκαλεί αύξηση 

της παραγόµενης θερµότητας εντός της κεραίας και µείωση της ενέργειας που θα 

µεταφερόταν υπό µορφή διεγέρσεων στα κέντρα αντίδρασης. Η απόσβεση δεν γίνεται µόνο 

από τη Spd αλλά από την αλληλεπίδραση χλωροφύλλης µε πολυαµίνη και τη συνακόλουθη 

δηµουργία κέντρου διάχυσης της ενέργειας (quenching center). Με δεδοµένο ότι διεγέρσεις 

µεταφέρονται σε όλο το στρώµα χρωστικών της φωτοσυλλεκτικής κεραίας -περνώντας 

πολλές φορές από την ίδια χρωστική προτού αξιοποιηθούν στη φωτοχηµεία- η ύπαρξη 

µεµονωµένων κέντρων διάχυσης µπορεί να εξυπηρετήσει όχι µόνο την χρωστική-αποσβέστη 

αλλά και την ευρύτερη περιοχή συλλογής φωτονίων. Η µη πρωτονιωµένη µορφή δεν 

αποσβένει την ενέργεια που απορροφά η κεραία και επιτρέπει την οµαλή µεταφορά των 

διεγέρσεων από χρωστική σε χρωστική. Η ενεργοποίηση του µηχανισµού φυσιολογικά θα 

πρέπει να συγχρονίζεται µε τις ανάγκες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Μακροχρόνιες 

έρευνες στο χώρο έχουν συνδέσει την ενεργοποίηση του µηχανισµού διάχυσης (ουσιαστικά 

του qE συντελεστή του NPQ) µε την έντονη οξίνιση του µικροχώρου (Krause et al., 1988). 

Αυτό ταιριάζει µε την πρωτονίωση του κέντρου διάχυσης εντός της κεραίας (φόρτιση 

ιµινοµάδας Spd) και είναι σε συµφωνία µε αναφορές που συνδέουν το µηχανισµό qE µε 

πρωτονίωση εκτεθιµένων στο µικροχώρο –COO- των CPs (CP29, CP26, PsbS). Οι 

πρωτονιώσεις αυτές έχουν συνδεθεί µε στερεοδοµικές αλλαγές των πεπτιδίων της κεραίας 

και την ενεργοποίηση του qE. Είναι πολύ πιθανό όταν ο µικροχώρος είναι πολύ όξινος η 

ιµινοµάδα να πρωτονιώνεται και να αυξάνει η µετατροπή της συλλεγόµενης ενέργειας σε 

θερµότητα, ενώ όταν ο µικροχώρος έχει πιο υψηλές τιµές pH το πρωτόνιο που ευθύνεται για 

την απόσβεση να εγκαταλείπει την ιµινοµάδα και η µεταφορά ενέργειας πραγµατοποιείται 

απρόσκοπτα. Το πώς µπορεί να φύγει το συγκεκριµένο πρωτόνιο εφόσον το pK της 

ιµινοµάδας είναι σχετικά υψηλό αποτελεί µια αδιευκρίνιστη πτυχή του προτεινόµενου 
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µηχανισµού. Αν το πρωτόνιο συνεχίσει να µένει στη θέση αυτή ακόµη και σε συνθήκες όπου 

το lumen είναι ακίνδυνα όξινο τότε η απόδοση θα µειωθεί χωρίς ουσιαστικό όφελος. Αν 

όµως υπάρχει µηχανισµός για να φύγει από τη συγκεκριµένη θέση κλείνει ένας κύκλος (βλ. 

σχήµα 3.3). ∆εν αποκλείεται το µικροπεριβάλλον της ιµινοµάδας να ελλατώνει το pK αυτής 

(π.χ. 1-2 θετικά φορτία σε γειτνίαση µε την ιµινοµάδα ελλατώνουν έως και 2 µονάδες το 

pK). Σε αυτή την περίπτωση η ιµινοµάδα θα µπορούσε να αποφορτίζεται ακόµη και στις 

κοινά αποδεκτές τιµές pH για το χλωροπλάστη (περίπου 7.6). Τέλος, η σύνδεση του 

µηχανισµού qE µε ένα αντιστρεπτά συνδεόµενο πρωτόνιο θα επέτρεπε την εξήγηση της 

βραχυπρόθεσµης επίδρασης του πρωτονοφόρου νιγερισίνη (nigericin) σε συνθήκες 

σκοταδιού στη χαλάρωση του φθορισµού (Fm΄) (Ruban and Horton, 1995), η οποία δεν 

εξηγείται από τον κύκλο των ξανθοφυλλών ή αλλους µηχανισµούς. 

Το προτεινόµενο µοντέλο για τη δράση των πολυαµινών συµφωνεί και επιπλέον για 

πρώτη φορά ερµηνεύει πρόσφατα και παλαιότερα αποτελεσµάτα πειραµάτων φυσιολογίας. 

Ενδεικτικά αναφέρονται παρακάτω κάποια που αφορούν σε συνθήκες καταπόνησης και έως 

τώρα έµοιαζαν αινιγµατικά. Τα επίπεδα Spd ανεβαίνουν σε φυτά µετά από έκθεση σε ψύχος 

(Bouchereau et al., 1999). Αυτή η αύξηση επιτρέπει ανθεκτικότητα στο στρες (Shen et al., 

2000) και αν ανασταλεί τότε ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός είναι ευαίσθητος στο ψύχος (He 

et al., 2002). Το γιατί συµβαίνει αυτό δεν είναι γνωστό. Με βάση το προτεινόµενο µοντέλο η 

αύξηση της Spd θα µπορούσε να δικαιολογηθεί. Είναι γνωστό ότι σε συνθήκες ψύχους η 

ενεργότητα των ενζύµων για παράδειγµα αυτών του κύκλου  Calvin-Benson, µειώνεται. 

Επειδή η ροή φωτονίων δεν µεταβάλλεται έχουµε αύξηση στην πίεση διέγερσης που δέχεται 

το PSII. Σε αυτές τις συνθήκες υπάρχει αυξηµένη ανάγκη για ελεγχόµενη διάχυση της 

παραπάνω ενέργειας (NPQ). Η Spd φάνηκε ότι µπορεί να παίξει ρόλο-κλειδί στη 

συγκεκριµένη διαδικασία συνεπώς είναι εύλογη η απόκριση του φυτού στο ψύχος (αύξηση 

ενδοκυτταρικής Spd). Το γεγονός ότι η κεραια θερµαίνεται µέσω αυτής της απόκρισης θα 

µπορούσε να έχει προστατευτικά αποτελέσµατα στο σύνολο του χλωροπλάστη. ∆εν πρέπει 

να διαφεύγει της προσοχής ότι το LHCII αποτελεί σηµαντικό µέρος (50%) της συνολικής 

πρωτεΐνης στα θυλακοειδή και είναι ιδιαίτερα ανθεκτικό λόγω των χηµικών και δοµικών του 

ιδιοτήτων στις θερµοκρασίες (Haltia and Freire, 1995). Συνεπώς, αν το ίδιο θερµανθεί 

συµβάλει στην αποτροπή πτώσης της θερµοκρασίας εντός του οργανιδίου,  ενώ ο κίνδυνος 

να µετουσιωθεί είναι µικρός.  
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 Συνοψίζοντας τα κυριότερα συµπεράσµατα είναι τα εξής: 

 
Α. Μια κατηγορηµατική διάκριση των ρόλων Put (non-quencher) και των Spd-Spm 

(quenchers) 

Β. Η Spd και η Spm αποσβένουν το φθορισµό της αποµονωµένης φωτοσυλλεκτικής κεραίας 

(LHC) του φωτοσυστήµατος ΙΙ. 

Γ. Η απόσβεση εξακολουθεί ακόµη και όταν απουσιάζει το αποπρωτεϊνικό κοµµάτι. 

∆. Οι αποπρωτεΐνες έχουν ρόλο ενισχυτικό στην απόσβεση. 

Ε. Η Spm εµφανίζει µεγαλύτερη ικανότητα απόσβεσης ενέργειας από την Spd. 

Ζ. Οι ιµινοµάδες των πολυαµινών συµµετέχουν στην απόσβεση. 

Η. Η απόσβεση στηρίζεται σε αντιστρεπτή διαδικασία, γεγονός που επιτρέπει τη λειτουργία 

εν είδει διακόπτη (off/on/off). 

Θ. Η απόσβεση είναι pH εξαρτώµενη, γεγονός ιδιαίτερης σηµασίας εφόσον την κάνει 

ευαίσθητη στην κατάσταση του µικροχώρου (lumen status). 

Ι. Η απόσβεση είναι εφικτή µέσω πρωτονίωσης και αντιστρέφεται µε αποπρωτονίωση 

γεγονός που συνδυάζεται µε τις ανάγκες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Σε αντίθετη 

περίπτωση, δηλαδή αν η απόσβεση ήταν pH εξαρτώµενη αλλά συνέβαινε σε υψηλές τιµές 

pH τότε δεν θα µπορούσε να συγχρονιστεί µε τις ανάγκες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

για προστασία. 

Κ. Η πρωτονίωση είναι ταχύτατη διαδικασία που επιτρέπει άµεση απόκριση (δεν απαιτείται 

ενζυµικό βήµα όπως στο υπάρχον µοντέλο του κύκλου των ξανθοφυλλών). 

Λ. Ο προτεινόµενος µηχανισµός δεν έρχεται σε αντίθεση µε υπάρχουσες θεωρίες και µάλλον 

ερµηνεύει πολλά από τα παρατηρούµενα φαινόµενα σε αυτή την εργασία αλλά και στη 

διεθνή βιβλιογραφία. 

 

Εν κατακλείδι η Put είναι ξεκάθαρο ότι πρέπει να είναι επιφορτισµένη µε διαφορετικό ρόλο 

από ότι η Spd και η Spm. Σε αυτό συµφωνούν τα αποτελέσµατα των ενοτήτων 6 και 7. Στις  

ενότητες που ακολουθούν (8.1-8.4) γίνεται µια πολύπλευρη ανάλυση των πιθανών ρόλων 

της. 
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Κατιοντικές και µη κατιοντικές δράσεις των πολυαµινών στο φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό αποµονωµένων χλωροπλαστών.  
 

8. Ο βιοενεργητικός ρόλος των πολυαµινών 

8.1 Η επίδραση των πολυαµινών στη µεγιστοποίηση της φωτοσυνθετικής απόδοσης- 

σύγκριση µε ανόργανα κατιόντα. 

 

Οι πολυαµίνες Spm, Spd και Put υπάρχουν φυσιολογικά στους χλωροπλάστες των 

φωτοσυνθετικών οργανισµών (Torrigiani et al., 1987). Με δεδοµένο ότι οι πολυαµίνες είναι 

οργανικά κατιόντα οποιοδήποτε αποτέλεσµα αφορά ηλεκτροστατικές επιδράσεις δεν µπορεί 

να µελετηθεί σε διαλύµατα µε σχετικά υψηλή ιοντική ισχύ όπως είναι τα κλασσικά µέσα 

αποµόνωσης χλωροπλαστών. Για τους παραπάνω λόγους επιλέχθηκαν µέθοδοι αποµόνωσης 

που µειώνουν την λειτουργικότητα των χλωροπλαστών αλλά επιτρέπουν την εκτίµηση των 

ηλεκτροστατικών δράσεων των πολυαµινών. Η µελέτη του ρόλου των πολυαµινών έπρεπε 

να χωριστεί σε κατιοντικές και µη δράσεις και να προσεγγιστεί µε διαφορετικούς τρόπους. 

Για τη µελέτη των κατιοντικών δράσεων χρησιµοποιήθηκαν µέσα αποµόνωσης και 

διαλύµατα αντίδρασης που ήταν ιδιαίτερα φτωχά σε µονοσθενή και δισθενή ανόργανα 

κατιόντα. Η έλλειψη κατιόντων προκαλεί µείωση της λειτουργικής οργάνωσης και απόδοσης 

των χλωροπλαστών και αυτό οδηγεί σε µείωση του λόγου Fv/Fm σε τιµές αρκετά χαµηλές 

(Fv/Fm= 0.393± 0.016 εικόνα 8.1). Αυτό συµφωνεί µε προηγούµενες αναφορές για την 

επίδραση των διαλυµάτων χαµηλής ιοντικής ισχύος στο φθορισµό αποµονωµένων 

χλωροπλαστών (Moya et al., 1977). 

Χλωροπλάστες καπνού αποµονώθηκαν σε συνθήκες χαµηλής ιοντικής ισχύος. Η 

επίδραση των πολυαµινών στις φωτοσυνθετικές µεµβράνες µελετήθηκε µε την καταγραφή 

των κινητικών OJIP. Η προσθήκη κατιόντων όπως το K+ και το Mg2+ είναι γνωστό ότι 

αυξάνουν το Fm σε αποµονωµένους χλωροπλάστες και για αυτό δοκιµάστηκαν µόνο για 

λόγους σύγκρισης. Η Put φαίνεται να αυξάνει τη φωτοσυνθετική απόδοση των 

χλωροπλαστων κατά 35% σε µια συγκέντρωση 10 mM, ενώ η Spm και η Spd βελτιώνουν 

µέχρι και 70% την απόδοση (εικόνα 8.1). Πιο αναλυτικά η Put φαίνεται να έχει παρόµοια 

δράση µε το δισθενές Mg2+ και να είναι πιο αποτελεσµατική από το µονοσθενές K+. 

Μάλιστα 10 mM Put βελτιώνουν το Fv/Fm όσο 3 φορές περισσότερη συγκέντρωση Κ+. Οι 
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Spd και Spm είναι ακόµη πιο αποτελεσµατικές σε σύγκριση µε την Put καθώς βελτιώνουν σε 

µεγαλύτερο βαθµό το Fv/Fm. 

 

 
Εικόνα 8.1. Η επίδραση των πολυαµινών στη φωτοσυνθετική απόδοση (Fv/Fm) αποµονωµένων 

χλωροπλαστών (Nicotiana tabacum). Οι χλωροπλάστες αποµονώθηκαν σε διαλύµατα χαµηλής 

ιοντικής ισχύος (βλ. υλικά και µέθοδοι) προκειµένου να µελετηθεί ο κατιονικός ρόλος των πολυαµινών, 

ενώ τα ανόργανα κατιόντα (K+, Mg+) χρησιµεύουν ως ένα είδος µάρτυρα. Η Spm φαίνεται να αυξάνει 

την απόδοση ακόµη και σε συγκεντρώσεις 30 µΜ, ενώ η Spd προκαλεί µεγιστοποίηση της απόδοσης 

σε πολύ µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (3 mM). Τέλος η Put φαίνεται να έχει παρόµοια δράση µε το 

δισθενές Mg2+. Η κλίµακα των συγκεντρώσεων είναι λογαριθµική. Η τιµή Fv/Fm= 0.393± 0.016 (n=3) 

για το µάρτυρα θεωρήθηκε ως 100% και οι τιµές παρουσιάζονται σε σχετικές τιµές. 

 

Μόλις 4 mM Spd ή 0.3 mΜ Spm είναι αρκετά για να αυξήσουν κατά 70% και 60% 

αντίστοιχα το λόγο Fv/Fm. Η Spm είναι πιο δραστική, αλλά και πιο αποτελεσµατική στην 

αύξηση του Fv που είναι υπεύθυνο για την αύξηση του λόγου Fv/Fm σε σχέση µε τις άλλες 

πολυαµίνες (οργανικά κατιόντα στις δεδοµένες συνθήκες) αλλά και σε σχέση µε συνδυασµό 

κατιόντων (ανόργανα κατιόντα καλίου και µαγνησίου) (εικόνα 8.2). Η Put σε συγκέντρωση 

10mM αυξάνει κατά 35% το Fv. Η Spd σε συγκέντρωση 4 mM αυξάνει το Fv 60%, ενώ η 

Spm σε 0.3 mM προκαλεί αύξηση 55%.  

  Αυτό φαίνεται από το ποσοστό αύξησης καθώς και από την συνεκτίµηση της 

χρησιµοποιηθείσας συγκέντρωσης από το κάθε ιόν. ∆ηλαδή 300 µΜ Spm είναι πιο 
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αποτελεσµατικά από υπερδεκαπλάσια ποσά Spd ή και από πολλαπλάσια ποσά ανόργανων 

κατιόντων.  

 
Εικόνα 8.2. A. Σύγκριτική µελέτη της ικανότητας της βέλτιστης συγκέντρωσης των πολυαµινών να 
αυξάνουν τη τιµή του µεταβλητού φθορισµού (Fv) σε αποµονωµένους χλωροπλάστες (Nicotiana 
tabacum). Οι χλωροπλάστες αποµονώθηκαν σε διαλύµατα χαµηλής ιοντικής ισχύος (βλ. υλικά και 
µέθοδοι) προκειµένου να µελετηθεί ο κατιονικός ρόλος των πολυαµινών, ενώ τα πειράµατα µε 
συνδυασµό Κ+ και Μg2+ χρησιµεύουν σαν ένα είδος µάρτυρα. Οι συγκεντρώσεις επιλέχθηκαν µετά από 
πολυάριθµες δοκιµές ως αυτές που εξασφαλίζουν βέλτιστο αποτέλεσµα στο Fv για κάθε ουσία. Για την 
Put επελέγη η συγκέντρωση των 10 mM, για την Spd αυτή των 4 mM, για τη Spm αυτή των 0.3 mM 
και για τα ανόργανα ιόντα (30 mM Κ+ + 10 mM Mg2+). Για την ακριβή µέτρηση του Fv 
χρησιµοποιήθηκε ο αναστολέας DCMU. Οι κάθετες γραµµές αντιστοιχούν στη σταθερή διακύµανση 
(n=4). 
 

8.2 Η επίδραση των πολυαµινών στη ενεργοποίηση των κέντρων PS II- σύγκριση µε 

ανόργανα κατιόντα. 

 
Η τεχνική ‘αποσύνδεση σε χαµηλή ιοντική ισχύ και επανασύνδεση µε την προσθήκη 

κατιόντων’ (low-cation-dissociation cation-reconstitution approach) µελετήθηκε παρουσία 

DCMU. Με τη χρήση αυτού του αναστολέα της γραµµικής ροής ηλεκτρονίων εξασφαλίζεται 

ότι κάθε ενεργό κέντρο αντίδρασης θα πραγµατοποιήσει έναν µόνο διαχωρισµό φορτίου. Σε 

αυτές τις συνθήκες το συµπληρωµατικό εµβαδό της κινητικής της καµπύλης του επαγωγικού 

φθορισµού (το οποίο είναι εφικτό να υπολογιστεί αν καταγραφεί η καµπύλη OJIP µε 

συχνότητα 100 kΗz, ώστε να υπάρχει ικανοποιητικός αριθµός τιµών που να επιτρέπει την 

µαθηµατική ολοκλήρωση)  αποτελεί µέτρο των συνολικών φωτονίων που χρησιµοποιήθηκαν 

(Melis, 1989). Η µελέτη πραγµατοποιήθηκε παρουσία Put, Spd και Spm, ενώ για να 
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επιτραπούν συγκρίσεις µε προηγούµενες αναφορές χρησιµοποιήθηκε Mg2+. ∆οκιµάστηκαν 4 

διαφορετικές συγκεντρώσεις για κάθε ουσία και στην εικόνα 8.3 παρουσιάζονται οι 

κινητικές εκθετικής αύξησης του φθορισµού. Η πιο αποτελεσµατική φαίνεται ότι είναι η 

Spm αφού στην συγκέντρωση των 100 µΜ ενεργοποίησε 95% των κέντρων όταν στις ίδιες 

συνθήκες και στην ίδια τελική συγκέντρωση τα υπόλοιπα κατιόντα δεν αύξησαν το Fv 

περισσότερο από 30% του µάρτυρα. 

 

 
Εικόνα 8.3. Η επίδραση των πολυαµινών στην µέγιστη τιµή φθορισµού (Fm) χλωροπλαστών 
(Nicotiana tabacum) παρουσία DCMU. Οι χλωροπλάστες αποµονώθηκαν σε διαλύµατα χαµηλής 
ιοντικής ισχύος (βλ. υλικά και µέθοδοι) προκειµένου να µελετηθεί ο κατιονικός ρόλος των πολυαµινών, 
ενώ τα πειράµατα µε Μg2+ χρησιµεύουν σαν ένα είδος µάρτυρα. Η παρουσία DCMU αναστέλλει τη 
µεταφορά ηλεκτρονίων στο PS II πέρα από την QA και αυτό επιτρέπει την εξαγωγή συµπερασµάτων 
που αφορούν αποκλειστικά τα PS II και όχι το φωτοσυνθετικό µηχανισµό γενικά όπως τα πειράµατα 
στην εικόνα 8.1. Οι συγκεντρώσεις που χρησιµοποιήθηκαν για την Put (Α), την Spd (Β), την Spm (Γ) 
και το Mg2+ (∆) ήταν 50 µΜ (ανοιχτός ρόµβος), 100 µΜ (κλειστό τρίγωνο), 500 µΜ (ανοιχτό τρίγωνο) 
και 1000 µΜ (κλειστό τετράγωνο). Η ένταση του φωτός ήταν 1500µmol m-2s-1, η διάρκεια 1 s και η 
συγκέντρωση χλωροφύλλης 10 µgml-1.  Όλες οι ουσίες προστέθηκαν σε µορφή χλωριούχου άλατος. Η 
κλίµακα του χρόνου είναι λογαριθµική. 
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8.3 Η συνεισφορά των PSIIα και PSIIβ κέντρων στη αύξηση της φωτοσυνθετικής 

απόδοσης από τις πολυαµίνες 

 
Τα κέντρα αντίδρασης του PSII µπορούν να διακριθούν σε δύο µεγάλες κατηγορίες 

µε κριτήριο το µέγεθος της φωτοσυλλεκτικής τους κεραίας. Υπάρχουν κέντρα µε µεγάλη 

φωτοσυλλεκτική κεραία (περίπου 250 χλωροφύλλες) τα οποία ονοµάζονται PSIIα και άλλα 

µε µικρότερη κεραία (περίπου 130 χλωροφύλλες) τα οποία ονοµάζονται PSIIβ (Melis, 1989). 

Η διάκριση των δύο ειδών κέντρων µπορεί να γίνει µετά από µαθηµατική ανάλυση του 

εµβαδού ανάµεσα στην καµπύλη φθορισµού παρουσία αναστολέα (DCMU) και εκείνης της 

παράλληλης στον άξονα του χρόνου η οποία διέρχεται από το Fm. Μετά από την προσθήκη 

επιλεγµένων συγκεντρώσεων Put, Spd και Spm η ανάλυση κατά Melis έδειξε ότι η σταθερά 

Κα των PSIIα κέντρων αυξάνει 4 φορές, ενώ τα PS II β κέντρα επηρεάζονται σε µικρότερο 

βαθµό (εικόνα 8.4). Τα α τύπου κέντρα έχουν µεγαλύτερη φωτοσυλλεκτική κεραία από τα β 

και βρίσκονται στα grana, ενώ τα β βρίσκονται στα θυλακοειδή στρώµατος. 

 

 
Εικόνα 8.4. Ανάλυση της επίδρασης των πολυαµινών στους διαφορετικούς πληθυσµούς PSII 
κέντρων. Η επίδραση της Spm (1 mM) στο ρυθµό ‘κλεισίµατος’ των κέντρων αντίδρασης (B). Ο 
παράγοντας ln[(Amx-At)/Amx] επιτρέπει την ανάλυση του ρυθµού µε τον οποίο αυξάνεται η 
συµπληρωµατική περιοχή (κόκκινο εµβαδό, Α). Το εµβαδόν της περιοχής αυτής αποτελεί µέτρο των 
φωτονίων που χρησιµοποιήθηκαν από τα PSII σε συνθήκες όπου η ροή ηλεκτρονίων παρεµποδίζεται 

    

     



Κεφάλαιο 4ο                                                                                                                                       Αποτελέσµατα
 

 

 
151 

µετά την QA (αναστολέας DCMU). Γ, ∆. Η επίδραση των πολυαµινών στους υποπληθυσµούς PSIIα και 
PSIIβ. Οι πολυαµίνες δοκιµάστηκαν σε διαφορετικές συγκεντρώσεις µετά από προκαταρκτικά 
πειράµατα. Οι επιλεγµένες τιµές συγκεντρώσεων αντιστοιχούν στην µέγιστη βελτίωση του Fv 
παρουσία DCMU και είναι 10 mM για την Put, 4 mM για την Spd και 0.3 mM για τη Spm. Οι 
πολυαµίνες φαίνεται ότι αυξάνουν τον αριθµό των PSIIα κέντρων πάνω από 4 φορές (Γ), ενώ η 
επίδρασή τους στα PSIIβ κέντρα είναι µικρή (∆).  
 
 

Η κατάσταση των φωτοσυστηµάτων µελετήθηκε και µε φασµατοσκοπικές µεθόδους 

σε θερµοκρασία υγρού αζώτου (77k). Σε αυτές τις συνθήκες (χαµηλής ιοντικής ισχύος) τα 

θυλακοειδή εµφανίζουν τρία µέγιστα φθορισµού (F685, F695, F734). Η επίδραση των 

πολυαµινών µελετήθηκε µε τη προσθήκη 1mM  σπερµινής. Μετά την επώαση µε Spm 

εµφανίζονται δύο µόνο µέγιστα φθορισµού (F695, F734). Η κορυφή στα 685nm δεν είναι 

πλέον ορατή. 

 
Εικόνα 8.5. Φασµατοσκοπία εκποµπής φθορισµού χαµηλής θερµοκρασίας (77K) σε αποµονωµένους 
χλωροπλάστες (Nicotiana tabacum). Χλωροπλάστες που έχουν αποµονωθεί σε διαλύµατα χαµηλής 
ιοντικής ισχύος  εµφανίζουν 3 κορυφές φθορισµού στα 685 nm, στα 695 nm και στα 734 nm (µαύρη 
καµπύλη). Η προσθήκη Spm (0.3 mM) οδηγεί σε νέα φασµατοσκοπικά χαρακτηριστικά µε τη δραστική 
µείωση του µέγιστου στα 685 nm (κόκκινη καµπύλη). 
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8.4. Η επίδραση των πολυαµινών στην ενεργότητα του PS II 

 

Χλωροπλάστες καπνού οι οποίοι αποµονώθηκαν σε συνθήκες χαµηλής ιοντικής 

ισχύος εξετάστηκαν πολαρογραφικά για την ικανότητα τους να εκλύουν οξυγόνο παρουσία 

διαφορετικών συγκεντρώσεων πολυαµινών (0 έως 20 mM). Το εκλυόµενο οξυγόνο 

προέρχεται από τη φωτόλυση του νερού από το σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου του PS II, ενώ 

αποδέκτης ηλεκτρονίων ήταν K3Fe(CN)6. Η Put αύξησε το ρυθµό έκλυσης οξυγόνου 3 

φορές, η Spd 3.5 φορες και η Spm πάνω από 4 φορές στις ίδιες συνθήκες θερµοκρασίας και 

φωτισµού. Η Put είχε µέγιστο στην έκλυση οξυγόνου στη συγκέντρωση των 10 mM, η Spd 

είχε µέγιστο στα 4 mM και η Spm στα 2.5 mM. 

 
Εικόνα 8.6. Ενεργότητα του PS II σε χλωροπλάστες αποµονωµένους σε διαλύµατα χαµηλής ιοντικής 
ισχύος. Η ικανότητα τους να εκλύουν οξυγόνο σε συνθήκες φωτισµού βελτιώνεται µε την προσθήκη 
πολυαµινών (Α: Put, Β: Spd, Γ: Spm). Η πιο δραστική κάτω από τις συγκεκριµένες πειραµατικές 
συνθήκες είναι η Spm.Τα αποτελεσµατα παρουσιάζονται σαν ποσοστά των τιµών του µάρτυρα (100%, 
82 µmol O2mgChl-1h-1). ∆. Κινητική χρόνου για την ενεργότητα PSII σε χλωροπλάστες πριν και µετά 
την προσθήκη πολυαµινών (10 mM Put), η ακτινοβόληση άρχισε στα 20 s (κίτρινη γραµµή). Η 
συγκέντρωση της χλωροφύλλης ήταν 30 µgml-1, οι πολυαµίνες προστέθηκαν αµέσως πριν την 
ακτινοβόληση σαν χλωριούχο άλας και η αντίδραση έγινε σε θερµοκρασία 20ο C. 
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8.5. Η επίδραση των πολυαµινών στη γραµµική ροή ηλεκτρονίων 

 
Μετά την ποσοτικοποίηση των επιδράσεων των κύριων πολυαµινών στη 

λειτουργικότητα του PS II, και τη συσχέτιση ανάµεσα στα επίπεδα πολυαµινών και τα 

επίπεδα παραγόµενου οξυγόνου πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις της γραµµικής ροής 

ηλεκτρονίων από το PS II στο PSI µέσω του Cytb6f. Το methyl viologen (MV) 

χρησιµοποιήθηκε σαν τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων στην αλυσίδα (H2O→PS 

II→Cytb6f→PS I→MV). Οι πολυαµίνες δοκιµάστηκαν και πάλι σε συγκεντρώσεις 0 έως 15 

mM. Και οι τρεις πολυαµίνες αύξησαν την κατανάλωση οξυγόνου, η οποία αποτελεί µέτρο 

της ροής ηλεκτρονίων. Στην εικόνα 8.7 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της γραµµικής 

ροής σε σχέση µε την τελική συγκέντρωση της κάθε πολυαµίνης στο διάλυµα ενώ 

παρουσιάζονται για σύγκριση και κινητικές συγκεντρώσεων ανόργανων κατιόντων (Μg2+ ή 

Ca2+). Οι Put, Spd και Spm φαίνεται να αυξάνουν περίπου στον ίδιο βαθµό τη γραµµική ροή 

ηλεκτρονίων. Η µέγιστη αύξηση και στις τρεις περιπτώσεις ήταν περίπου 200%. 

Αξιοσηµείωτο είναι ότι η γραµµική ροή ηλεκτρονίων µελετήθηκε σε συνθήκες σύζευξης µε 

τη σύνθεση ΑΤΡ (παρουσία ADP, Pi, απουσία αποσυζευκτών, uncoupler). 

 
Εικόνα 8.7. Γραµµική ροή ηλεκτρονίων σε χλωροπλάστες (Nicotiana tabacum) αποµονωµένους σε 
διαλύµατα χαµηλής ιοντικής ισχύος. Η ικανότητα τους να εκλύουν οξυγόνο σε συνθήκες φωτισµού 
βελτιώνεται µε την προσθήκη πολυαµινών Put, Spd, Spm), Μg2+ ή Ca2+. Η καµπύλη για τα δισθενή 
κατιόντα δοκιµάστηκε για να επιτραπούν οι συγκρίσεις (Ca2+, Mg2+). Στο pH (7.6) του µέσου το 
µεγαλύτερο µέρος της Put είναι  θετικά φορτισµένη (Put2+, Put+), ενώ λιγότερο από το 1% είναι 
αφόρτιστη (Put). Η συγκέντρωση της χλωροφύλλης ήταν 35 µgml-1 και η αντίδραση έγινε σε 
θερµοκρασία 22ο C. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται σαν ποσοστά των τιµών του µάρτυρα (100% = 
76 µmol e-mgChl-1h-1). 
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8.6. Η επίδραση των πολυαµινών στη φωτοφωσφορυλίωση 

 

Η ποσοτικοποίηση των επιδράσεων των πολυαµινών σε συνθήκες χαµηλής ιοντικής 

ισχύος τόσο στην φωτοσυνθετική απόδοση, όσο στην ενεργότητα του PS II και την γραµµική 

ροή ηλεκτρονίων επιτρέπει τη µελέτη στη συνέχεια άλλων επιδράσεων, όχι απαραίτητα 

σχετιζόµενων µε το θετικό φορτίο των πολυαµινών. Η µελέτη της φωτοφωσφορυλιώσης 

αποκτά µάλιστα ιδιαίτερο ενδιαφέρον εφόσον πρόκειται για διαδικασία που εξαρτάται από 

τη φόρτιση της µεµβράνης ιδιότητα που φάνηκε στα in vivo πειράµατα να επηρεάζεται από 

την αύξηση των ενδοκυτταρικών πολυαµινών. Η επίδραση των πολυαµινών στη 

φωτοφωσφορυλίωση έγινε µε τη χρήση διαφορετικών συγκεντρώσεων πολυαµινών 

(κινητικές συγκέντρωσης για την Put, τη Spd και τη Spm εικόνα 8.9).  

Οι πολυαµίνες φαίνεται να επηρεάζουν την σύνθεση ΑΤΡ µε διαφορετικό τρόπο. Η 

Put αυξάνει τη σύνθεση του ΑΤΡ (steady state ATP synthesis). H Spd εµφανίζει µικρότερη 

ικανότητα επαύξησης του παραγόµενου ΑΤΡ σε σχέση µε την Put, αλλά προκαλεί αύξηση 

της τάξης του 20% ακόµη και σε 10 φορές µικρότερη συγκέντρωση από τη διαµίνη. Η Spm 

δρα µε παρόµοιο τρόπο µε τη Spd µε µέγιστη θετική επίδραση 40% για τη συγκέντρωση των 

50µΜ. Σε υψηλότερες συγκεντρώσεις τόσο η Spm όσο και η Spd φαίνεται να προκαλούν 

αποσύζευξη και ελαχιστοποιούν τη σύνθεση ΑΤΡ. Η Put προκάλεσε την υψηλότερη σύνθεση 

ΑΤΡ που µετρήθηκε στις συγκεκριµένες συνθήκες µε 700 µmolATPmgChl-1h-1 στη 

συγκέντρωση των 1.5 mM. Η κινητική στην περίπτωση της Put δείχνει τουλάχιστον τρεις 

αξιοσηµείωτες φάσεις. Η πρώτη φάση ξεκινά από 0 έως 1mM περίπου, όπου αυξανόµενες 

συγκεντρώσεις Put οδηγούν σε αυξανόµενη σύνθεση του ΑΤΡ. Η δεύτερη φάση είναι µεταξύ 

των 1 έως 3 mM όπου η σύνθεση του ΑΤΡ είναι περίπου σταθερή. Τέλος, η τρίτη φάση µετά 

τα 3 mM όπου η σύνθεση του ΑΤΡ αρχίζει να µειώνεται.  
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Εικόνα 8.9. Φωτοφωσφορυλίωση σε χλωροπλάστες. Α. Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Put 

από 0.25 mM έως 5 mM στην σύνθεση ΑΤΡ. Η Put αυξάνει την παραγωγή ΑΤΡ µέχρι και 80%. Β. 

Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Spd από 0.05 mM έως 5 mM στη σύνθεση ΑΤΡ. Η Spd σε 

µικρές συγκεντρώσεις (περίπου έως 1 mM) αυξάνει τη σύνθεση ΑΤΡ, ενώ σε µεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις λειτουργεί µε αντίθετο τρόπο. Γ. Επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Spm από 

0.00005 mM έως 2 mΜ στη σύνθεση ΑΤΡ. Η Spm αυξάνει την σύνθεση ΑΤΡ σε µικρές συγκεντρώσεις 

(έως 250 µΜ) και σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις αποσυµπλέκει την φωσφορυλίωση. Οι αντιδράσεις 

έγιναν σε θερµοκρασία 20οC, µε συγκέντρωση χλωροφύλλης 28 µgml-1 και η ακτινοβόληση διήρκησε 3 

min. Οι πολυαµίνες προστέθηκαν στη µορφή χλωριούχου άλατος και παρέµειναν 1 min στο σκοτάδι 

προτού ξεκινήσει η ακτινοβόληση. Οι διακεκοµµένη γραµµή αντιστοιχεί στην τιµή του µάρτυρα. Οι 

κάθετες γραµµές αντιπροσωπεύουν τη σταθερή διακύµανση (n=3). 
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Η µελέτη του ρόλου των πολυαµινών σε αποµονωµένους χλωροπλάστες είναι 

περισσότερο πολύπλοκη από ότι φαίνεται αρχικά. Με δεδοµένο ότι οι πολυαµίνες είναι 

οργανικά κατιόντα οποιοδήποτε αποτέλεσµα αφορά ηλεκτροστατικές επιδράσεις δεν µπορεί 

να µελετηθεί σε διαλύµατα µε σχετικά υψηλή ιοντική ισχύ όπως είναι τα κλασικά µέσα 

αποµόνωσης χλωροπλαστών. Συνεπώς κρίθηκε σκόπιµο να γίνει προσέγγιση του ρόλου των 

πολυαµινών από δύο διαφορετικές πλευρές. Από τη µία πλευρά να ποσοτικοποιηθούν οι 

κατιοντικές επιδράσεις τους και από την άλλη οι µη κατιοντικές.  Στην πρώτη περίπτωση 

επιλέχθηκαν µέσα χαµηλής ιοντικής ισχύος, ενώ στη δεύτερη σχετικά υψηλής ισχύος 

(κλασικά µέσα αποµόνωσης χλωροπλαστών).  

Πιο αναλυτικά, στο πλαίσιο µελέτης των κατιοντικών επιδράσεων επιλέχθηκαν 

µέθοδοι αποµόνωσης (βλ. µέθοδοι) που δεν διατηρούσαν µέγιστη την λειτουργικότητα των 

χλωροπλαστών. Αυτή η µερική µείωση στη λειτουργικότητα είναι ένας συµβιβασµός που 

αποδέχονται τα ερευνητικά πρωτόκολλα σε παρόµοιες περιπτώσεις ώστε να επιτραπεί η 

εκτίµηση των ηλεκτροστατικών δράσεων των υπό µελέτη κατιόντων (στην προκειµένη 

περίπτωση των πολυαµινών). Για τη µελέτη των κατιοντικών δράσεων χρησιµοποιήθηκαν 

µέσα αποµόνωσης και διαλύµατα αντίδρασης που ήταν ιδιαίτερα φτωχά σε µονοσθενή και 

δισθενή ανόργανα κατιόντα.  

 Η έλλειψη κατιόντων προκαλεί µείωση της λειτουργικής οργάνωσης και απόδοσης 

των χλωροπλαστών και αυτό οδηγεί σε µείωση του λόγου Fv/Fm σε τιµές αρκετά χαµηλές 

(Fv/Fm=0.39 εικόνα 8.1). Οι πολυαµίνες στις συνθήκες pH των πειραµάτων (pH=7.6) 

βρίσκονται κυρίως στην πλήρως φορτισµένη µορφή. Η προσθήκη πολυαµίνων επαναφέρει 

τις τιµές φωτοσυνθετικής απόδοσης σε υψηλά επίπεδα (αύξηση 35% µε 10 mM Put, 70% µε 

4 mM Spd και 60% µε 0.3 mM Spm εικόνα 8.1). Η αύξηση του Fv/Fm οφείλεται 

περισσότερο σε αύξηση του Fm και λιγότερο σε µείωση του Fo (δεδοµένα δεν 

παρατίθενται). Η αποµόνωση χλωροπλαστών σε διαλύµατα χαµηλής ιοντικής ισχύος είναι 

γνωστό ότι προκαλεί µείωση του Fm (Moya et al., 1977; Arntzen and Ditto, 1976; Briantais, 

1996). Η µείωση αυτή συνδέεται µε αποστίβαξη των µεµβρανών στα grana και µπορεί να 

αντιστραφεί µε προσθήκη 5 mM δισθενών κατιόντων ή 30mM µονοσθενών (Ow and Melis, 

1982). Οι πολυαµίνες είναι ικανές να µιµηθούν τη δράση ανόργανων κατιόντων και ειδικά η 

Spm (z=+4) είναι αποτελεσµατική σε εκατοντάδες φορές πιο µικρές συγκεντρώσεις σε 

σύγκριση µε τα ιόντα K+ (εικόνα 8.1). Οι σταδιακά αυξανόµενες συγκεντρώσεις κατιόντων 
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φαίνεται να προκαλούν αντίστοιχα σταδιακή αύξηση της φωτοσυνθετικής απόδοσης (εικόνες 

8.1 και 8.2).  

Η δράση των κατιόντων είναι εδώ και χρόνια αντικείµενο έρευνας και είναι 

συνδεδεµένη µεταξύ αλλων µε τον αρνητικό χαρακτήρα των θυλακοειδών µεµβρανών. Οι 

θυλακοειδείς µεµβράνες περιέχουν σε µεγάλο βαθµό πρωτεΐνες της φωτοσυλλεκτικής 

κεραίας (LHC) οι οποίες έχουν αρνητικά φορτισµένη επιφάνεια (Standfuss et al., 2005) 

(πλευρά που εκτίθεται στο στρώµα) και αποτρέπουν την προσέγγιση παράλληλα κείµενων 

µεµβρανών. Η πρόσδεση θετικών φορτίων στις περιοχές της κεραίας οδηγεί σε 

εξουδετέρωση των απωστικών δυνάµεων και για αυτό επιτρέπεται η στίβαξη των µεµβρανών 

(Barber, 1980). ∆ηλαδή η ιοντική ισχύς θα καθορίσει το βαθµό στίβαξης και οι πολυαµίνες 

ως πολυκατιόντα δείχνουν ιδιαίτερα αποτελεσµατικές. Μάλιστα η στίβαξη (stacking) εκτός 

από αύξηση του Fm οδηγεί και σε εξαφάνιση της κορυφής στα 685nm σε φάσµατα 

φθορισµού στους 77Κ χλωροπλαστών (εικόνα 8.5). Αυτή η κορυφή αρχικά είχε αποδοθεί 

στη φωτοσυλλεκτική κεραία LHCII, αλλά πρόσφατα προτάθηκε ότι αντιστοιχεί στην 

πρωτεΐνη της εσωτερικής κεραίας (CP43) του RCII (Govindjee, 2004). Η κορυφή F685 

(77K) εµφανίζεται σε περιπτώσεις όπου οι θυλακοειδεις µεµβράνες παύουν να είναι 

στιβαγµένες και οι πρωτεΐνες των φωτοσυνθετικών υποσυµπλόκων µετακινούνται 

ανεµπόδιστα στο επίπεδο της µεµβράνης (Barber, 1982). Η µετακίνηση επιτρέπει την 

προσέγγιση των φωτοσυστηµάτων PSII και PSI που έως τότε ήταν αποµακρυσµένα σε 

στιβαγµένες και µη στιβαγµένες περιοχές αντίστοιχα.  Με την προσθήκη Spm ή άλλων 

πολυαµινών ή ανόργανων ιόντων ξεκινά και πάλι η στίβαξη των µεµβρανών. Το PSI λόγω 

στερεοδιαµόρφωσης (προεξοχές προς το στρώµα) εκτοπίζεται από τις περιοχές στίβαξης 

(grana), ενώ το PSII και η φωτοσυλλεκτική κεραία συνδέονται και παγιδεύονται στα grana 

(Barber, 1980). Πιθανόν η Spm (αλλά και οι άλλες πολυαµίνες) να προκαλούν ταυτόχρονα 

στίβαξη των µεµβρανών και επανασύνδεση των αποσυναρµολογηµένων κέντρων PSII σε 

αυτές και να επιτρέπουν τη µερική ή ολική αποκατάσταση της λειτουργικότητας του όπως 

αυτή εκτιµάται από την αύξηση του Fv/Fm (εικόνα 8.1) αλλά και από την έκλυση οξυγόνου 

(εικονα 8.6).  

Η κινητική συγκέντρωσης για τις πολυαµίνες και τα ανόργανα κατιόντα έδειξε ότι 

έχουν διαφορετική δραστικότητα. Η Spm είναι η πιο δραστική αφού µόλις σε συγκεντρώσεις 

300 µΜ καταφέρνει να αυξήσει τη φωτοσυνθετική απόδοση όσο 10 φορές µεγαλύτερη 

συγκέντρωση Spd ή 30 φορές µεγαλύτερη συγκέντρωση Put. Επειδή η φωτοσυνθετική 

απόδοση (Fv/Fm) αφορά συνολικά τη λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

έπρεπε να γίνει διαχωρισµός των αποτελεσµάτων που σχετίζονται µε τα επιµέρους σύµπλοκα 
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του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. ∆ιακόπτοντας τη ροή ηλεκτρονίων µετά το QA (εικόνα 8.2 

χρήση αναστολέα DCMU που προσδένεται στη θέση QB) έγινε εφικτή η µελέτη µόνο των 

φωτοσυστηµάτων PS II. To Fv αυξήθηκε και παρουσία του αναστολέα 37% για 10 mM Put, 

64% για 4 mM Spd και 55% για 0.3 mM Spm. (εικόνα 8.3). Αυτά τα δεδοµένα οδηγούν στο 

συµπέρασµα ότι στην αύξηση της απόδοσης συνεισφέρουν κυρίως τα PSII κέντρα. Μάλιστα 

επειδή αυτά εµφανίζουν ετερογένεια αναφορικά µε τη λειτουργική τους οργάνωση έγινε 

προσπάθεια να ποσοτικοποιηθεί η συνεισφορά των διαφορετικών ειδών κέντρων στην 

παρατηρούµενη βελτίωση. 

 Συγκεκριµένα τα κέντρα PSII χωρίζονται σε 2 κύριες λειτουργικές κατηγορίες PSIIα 

και PSIΙβ.  Τα τύπου α έχουν µεγαλύτερη φωτοσυλλεκτική κεραία (250 χλωροφύλλες) από 

τα β (130 χλωροφύλλες) και θεωρούνται κέντρα που εδράζονται στις στιβαγµένες περιοχές 

(Melis, 1989). Τόσο οι πολυαµίνες (εικονες 8.3 και 8.4) όσο και το µαγνήσιο (Melis, 1989 

και εικόνα 8.3) φάνηκε να επηρεάζουν κατά κύριο λόγο τα PS ΙΙα κέντρα και λιγότερο τα 

PSII β. Η ενεργοποίηση των PSIIβ κέντρων είναι υπεύθυνη για την αύξηση της έκλυσης 

οξυγόνου (εικόνα 8.5). Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι οι πολυαµίνες φαίνεται να έχουν 

θετική επίδραση (µικρή ή µεγάλη ανάλογα µε τη συγκέντρωση) ενώ στα in vivo πειράµατα 

συνήθως η χορήγηση πολυαµινών είχε αρνητικές επιδράσεις. Αυτό αποτελεί απόδειξη του 

ότι οι πολυαµίνες µπορούν να βοηθούν τη λειτουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού αλλά 

και ότι πρέπει τα επίπεδά τους να ρυθµίζονται αυστηρά ώστε να βρίσκονται πάντα εντός των 

ορίων ανοχής των διαδικασίων. Έτσι είναι πιθανό η εξωγενής χορήγηση πολυαµινών να 

οδηγήσει σε δυσλειτουργία λόγω περίσσειας πολυαµινών όπως ακριβώς δυσλειτουργία θα 

προκαλούσε και η παντελής απουσία αυτών των µορίων.  

Αν η αύξηση του Fv/Fm οφείλεται στο φορτίο των πολυαµινών τότε θα πρέπει η 

προσθήκη κατάλληλης συγκέντρωσης ανόργανων ιόντων να επιτρέπει το ίδιο αποτέλεσµα 

στη φωτοσυνθετική απόδοση. Αντίθετα αν οι πολυαµίνες εκτός από κατιοντικές δράσεις 

έχουν και µη κατιοντικές θα πρέπει το αποτέλεσµα των ανόργανων κατιόντων να είναι 

µικρότερο από ότι αυτό των πολυαµινών. Στη εικόνα 8.2 φαίνεται ότι επιλεγµένες 

συγκεντρώσεις πολυαµινών (αυτές που επιτρέπουν την µεγαλύτερη ποσοστιαία αύξηση σε 

κάθε περίπτωση) έχουν µια µικρή διαφορά από το συνδυασµό ανόργανων κατιόντων. Αυτές 

οι µικρές διαφορές σε συνδυασµό µε την σταθερή διακύµανση (standard deviation) δεν 

επιτρέπουν κατηγορηµατικά συµπεράσµατα. Πάντως εύλογο είναι ότι in situ (δηλαδή εντός 

του φυτικού κυττάρου) ο χλωροπλάστης θα πετύχει τη µέγιστη απόδοση Fv/Fm και το 

επιθυµητό βαθµό στίβαξης των µεµβρανών µε τη κατάλληλη αναλογία ανόργανων ιόντων 

(Κ+, Na+, Mg2+) και πολυαµινών (Put2+, Spd3+, Spm4+). Το πόσο συνεισφέρει το κάθε κατιόν 
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(πολυαµίνη ή ανόργανο κατιόν) σε in vivo συνθήκες τελικά θα καθοριστεί από την 

συγκέντρωσή του στο χλωροπλάστη.  

Αν διακρίνουµε τρεις µεγάλες κατηγορίες για την κατάταξη των χλωροπλαστικών 

ιόντων C+, C2+ και C>3+ τότε µε βάση δηµοσιευµένες τιµές  (σε mM) για τις χλωροπλαστικές 

συγκεντρώσεις  το C+ αντιστοιχεί σε 7 Na+, 180 K+ , το C2+ αντιστοιχεί σε 18 Mg2+ ενώ τα 

παράγωγα αµµωνίου (όπως οι πολυαµίνες) αντιστοιχούν σε 57 (Schroeppel-Meier and Kaiser 

1988). Από την παρούσα εργασία φάνηκε ότι ειδικά η Spd και η Spm είναι πολύ πιο 

δραστικές από τα µονοσθενή και δισθενή ιόντα άρα πολύ πιθανόν in vivo η οργάνωση των 

φωτοσυνθετικών µεµβρανών (στίβαξη/αποστίβαξη) να καθορίζεται και από τα πλαστιδιακά 

επίπεδα πολυαµινών. Με αυτή την πρόταση συµφωνεί το γεγονός ότι σε περιπτώσεις 

τροφοπενιών K+ ή Μg2+ παρατηρείται µεγάλη αύξηση των πολυαµινών και ιδιαίτερα της Put 

(Evans and Malmberg, 1989). Η τελευταία παρατήρηση είναι ιδιαίτερης σηµασίας καθώς η 

στίβαξη και αποστίβαξη των µεµβρανών έχει λειτουργικό αντίκτυπο στη φωτοσύνθεση και 

µπορεί να προστατεύσει σε συνθήκες στρες ή να βελτιστοποιήσει την φωτοσυνθετική 

απόδοση σε µεταβαλλόµενα περιβάλλοντα (φωτοπροσαρµογή).  

Οι πολυαµίνες φαίνεται ότι είναι σε θέση να αυξάνουν και τη γραµµική ροή 

ηλεκτρονίων µιµούµενες τη δράση κατιόντων όπως το Mg2+ ή το Ca2+ (εικονα 8.7). Αυτό 

συµφωνεί µε παλαιότερα αποτελέσµατα (Besford et al., 1993) που έδειξαν ότι οι πολυαµίνες 

σταθεροποιούν τις µεµβράνες των θυλακοειδών και αναστέλλουν την αποδόµηση τους. 

Επίσης η υψηλή απόδοση µετά τη χορήγηση πολυαµινών στην γραµµική ροή είναι δηλωτική 

της καλής κατάστασης των εµπλεκόµενων υποσυµπλόκων όπως το PSII, το PSI και το 

Cytb6f.  Η δράση αυτή φαίνεται να είναι στο µεγαλύτερο µέρος της κατιοντική όµως οι 

επιπλέον 20 ποσοστιαίες µονάδες που προκαλούν οι βέλτιστες συγκεντρώσεις πολυαµινών 

σε σύγκριση µε τις αντίστοιχες των ανόργανων ιόντων (210%>190%) αφήνουν ερωτηµατικά 

για πιθανές µη κατιοντικές επιδράσεις. Αν οι πολυαµίνες έχουν µη κατιοντικό ρόλο θα 

πρέπει να τον αναλαµβάνουν ακόµη και παρουσία βέλτιστης συγκέντρωσης κατιόντων. Σε 

αντίθετη περίπτωση αν δηλαδή παρουσία ικανής ποσότητας κατιόντων δεν προκαλούν 

κάποιο αποτέλεσµα σηµαίνει πως δεν έχουν κάποιο ειδικό ρόλο. Η απάντηση δόθηκε µε τα 

πειράµατα φωτοφωσφορυλιώσης που πραγµατοποιήθηκαν σε βέλτιστες συνθήκες ιοντικής 

ισχύος (εικονα 8.9). Οι πολυαµίνες φάνηκαν να αυξάνουν την σύνθεση του ΑΤΡ, µε την Put 

να είναι η πιο αποτελεσµατική και τη Spd και Spm να ακολουθούν. Μάλιστα οι δύο 

τελευταίες φάνηκαν να προκαλούν αποσύζευξη (uncoupling) της φωσφορυλίωσης από τη 

φωτοσυνθετική ροή ηλεκτρονίων σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις (εικόνα 8.9BΓ).  
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Σε ότι αφορά την αύξηση της σύνθεσης του ΑΤΡ από την Put αυτή είναι η πρώτη 

αναφορά. Επειδή η Put είναι φυσιολογικό συστατικό των χλωροπλαστών το συγκεκριµένο 

αποτέλεσµα έχει ξεχωριστή σηµασία. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι η Put ήδη 

θεωρείται µόριο υψηλής βιολογικής σηµασίας µε έλλειψη όµως του υπεύθυνου µηχανισµού. 

Στο παρελθόν έχει αναφερθεί αύξηση της φωτοφωσφορυλίωσης από αµίνες παρόµοιου 

µεγέθους µε την Put. Ο µηχανισµός της δράσης των αµινών στη αύξηση της 

φωτοφωσφορυλίωσης αποτέλεσε αντικείµενο έρευνας για πάνω από 25 χρόνια. Αρχικά 

παρατηρήθηκε η επαύξηση από µικρές συγκεντρώσεις αµµωνίας (Giersch, 1981; Giersch, 

1982), στη συνέχεια µελετήθηκαν πρωτοταγείς και δευτεροταγείς αµίνες (Pick and Weis, 

1988, Sigalat et al., 1988) και πρόσφατα άλλες χαµηλού µοριακού βάρους αµίνες 

(Wasniowska et al., 2002). Οι µηχανισµοί που έχουν προταθεί χωρίζονται σε δύο µεγάλες 

κατηγορίες. Ο ένας αφορά τη pH-υποβοηθούµενη διάχυση αφόρτιστων µορίων αµίνης (ή 

αµµωνίας) µέσω της µεµβράνης των θυλακοειδών και την επακόλουθη φόρτιση τους στο 

µικροχώρο (Giersh and Meyer, 1984). Ο δεύτερος µηχανισµός δέχεται την ύπαρξη ενός 

µονοπατιού πρωτονίων συνολικής χωρητικότητας λίγων δεκάδων nM ανά mg Chl µέσα ή 

κοντά στη µεµβράνη των θυλακοειδών (Dilley, 2004; Horner and Moudrianakis, 1986). Σε 

κάθε περίπτωση ο ένας µηχανισµός δεν αποκλείει την ισχύ του άλλου. Στην περίπτωση της 

Put η αύξηση του ΑΤΡ είναι δύσκολο να οφείλεται στον δεύτερο µηχανισµό. Η µέγιστη 

παραγωγή ΑΤΡ παρατηρήθηκε σε σχετικά υψηλές συγκεντρώσεις Put (1mM) για δείγµατα 

µε 28 µg συνολικής χλωροφύλλης ανά ml (αντιστοιχούν σε κάθε µόριο χλωροφύλλης 

περίπου 30 µόρια Put). Πιο πιθανός είναι ο µηχανισµός της άντλησης µορίων Put στο 

µικροχώρο των θυλακοειδών. Πιο αναλυτικά είναι δεδοµένο από τις βιοχηµικές ιδιότητες 

του µορίου ότι η ελεύθερη Put εµφανίζει τρεις µορφές σε ένα υδατικό διαλυµα. Η µία είναι 

φορτισµένη πλήρως (NH3
+(CH2)4NH3

+, Put2+), η δεύτερη είναι φορτισµένη κατά το ήµισυ 

(NH2(CH2)4NH3
+, Put+) και η τρίτη είναι αφόρτιστη (NH2(CH2)4NH2, Put). Λόγω των 

σχετικά υψηλών pK (pK1=9.04 και pK2=10.5) σε φυσιολογικές τιµές pH η Put αναµένεται να 

είναι κυρίως στην πλήρως φορτισµένη µορφή και σε µικρότερο ποσοστό στις υπόλοιπες δύο 

µορφές.  

Οι σχετικές τιµές δίνονται από τις σχέσεις pHδµ=pK2+ log([BH+]/[BH2+] και 

pHδµ=pK1+ log([B]/[BH2+]. 

 Αν επωάσουµε στο σκοτάδι θυλακοειδείς µεµβράνες µε Put, η διαµίνη γρήγορα θα 

κατανεµηθεί οµοιόµορφα στο µικροχώρο και στον εξωτερικό χώρο (ισοδύναµο του 

χλωροπλαστικού στρώµατος). ∆ηλαδή στο σκοτάδι η διαφορά συγκεντρώσεων Put µεταξύ 

στρώµατος και µικροχώρου είναι µηδέν. Παρόλαυτά υπάρχουν τρεις τουλάχιστον δυναµικές 
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ισορροπίες αν δεχθούµε ότι η φορτισµένη Put δεν µπορεί να περάσει µέσα από τη µεµβράνη 

(Guarino and Cohen, 1979). Στο µικροχώρο υπάρχει η ισορροπία από τη διάσταση της 

βάσης, στο στρώµα υπάρχει παρόµοια κατάσταση και τέλος υπάρχει η ισορροπία ανάµεσα 

στα αφόρτιστα µόρια Put που ελεύθερα διαχέονται µέσω της µεµβράνης (Σχήµα 4.1).  

Η ανυσµατική διάταξη των φωτοσυνθετικών υποσυµπλόκων στην µεµβράνη των 

θυλακοειδών έχει σαν αποτέλεσµα την απελευθέρωση πρωτονίων αποκλειστικά προς την 

πλευρά του µικροχώρου. Άρα σε συνθήκες φωτισµού θα συµβεί απελευθέρωση πρωτονίων 

στο µικροχώρο και σταδιακή οξίνιση του διαµερίσµατος αυτού. Η δυναµική ισορροπία της 

Put στο µικροχώρο θα αλλάξει και ο πληθυσµός της αφόρτιστης Put θα πρωτονιωθεί. Αυτή η 

µείωση της συγκέντρωσης αφόρτιστης Put θα προκαλέσει είσοδο αφόρτιστης Put (Guarino 

and Cohen, 1979) από το στρώµα προκειµένου να αναιρεθεί η µεταβολή. ∆ηλαδή η 

ακτινοβόληση θα οδηγήσει σε άντληση της Put στο µικροχώρο. Τελικά το pH στο 

µικροχώρο δεν είναι απαραίτητα τόσο όξινο όσο θα περίµενε κανείς αφού η άντληση Put 

κάνει ένα είδος ρύθµισης της συγκέντρωσης πρωτονίων (buffering effect).  

Αυτή η ρύθµιση (buffering) θα µπορούσε να δικαιολογήσει την εξαφάνιση του πρώιµου 

NPQ που προκάλεσε η χορήγηση Put στην ενότητα 6. Η κορυφή αυτή εξαφανίζεται σε φυτά 

χωρίς PsbS (Liu et al., 2000) το οποίο θεωρείται αισθητήρας pH  που ενεργοποιείται σε 

χαµηλό pH συνεπώς τα δεδοµένα συµφωνούν ότι µε τη µερική αποτροπή της οξίνισης του 

µικροχώρου και τη µη ενεργοποίηση του PsbS. Επίσης η σχετικά αργή αποφόρτιση του 

µικροχώρου όπως εκτιµήθηκε και πάλι στην περίπτωση της χορήγησης Put (ενότητα 6) θα 

µπορούσε να οφείλεται στην σταδιακή απελευθέρωση των πρωτονίων που φέρουν τα µόρια 

Put στο µικροχώρο. Η άντληση αµινών στο µικροχώρο θεωρητικά πρέπει να προκαλεί την 

καθυστέρηση της έναρξης της φωτοφωσφορυλιωσης (φάση µετάβασης από το σκοτάδι στο 

φως) και της επιµήκυνση της στο σκοτάδι (µετάβαση από το φως στο σκοτάδι). Η 

πειραµατική επιβεβαίωση έχει γίνει από τους Horner και Moudrianakis (1983) αλλά δεν 

φάνηκε η επίδραση στα πειράµατα της εικόνας 8.9 επειδή η διάρκεια φωτοφωσφορυλίωσης 

ήταν πολύ µεγαλύτερη. Σε κάθε περίπτωση η υποθετική µείωση του ∆pH δεν είναι αντίθετη 

µε την αύξηση του παραγόµενου ΑΤΡ. Αυτό γίνεται κατανοητό αν λάβουµε υπόψη ότι το 

συνολικό φορτίο στα δύο µέλη της δυναµικής ισορροπίας είναι ίσο. 

NH2(CH2)4NH2 + H+ ⇌ NH2(CH2)4NH3
+ 

και 

NH2(CH2)4NH3
+ + H+ ⇌ NH3

+(CH2)4NH3
+ 
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Σχήµα 4.1. Α. Απλουστευµένο σχήµα όπου φαίνεται η τριπλή δυναµική ισορροπία των πολυαµινών. 
Στο στρώµα υπάρχει η ισορροπία ανάµεσα στις διαφορετικές µορφές της Put (κύκλοι συµβολίζουν τις 
αµινοµάδες και κλειστοί κύκλοι τις πρωτονιωµένες αµινοµάδες) που υπακούει στις pK. Στο µικροχώρο 
υπάρχει µια παρόµοια ισορροπία, ενώ η µεταξύ τους ισορροπία επιτρέπεται χάρη στην περατή µορφή 
Put (δηλ. την µη φορτισµένη). Αν γίνει απελευθέρωση πρωτονίων στο µικροχώρο τότε θα γίνει 
άντληση Put (µηχανισµός ion trapping) (Guarino and Cohen, 1979). Από την εικόνα 8.9Α φάνηκε ότι 
σε συνθήκες που επιτρέπουν την άντληση αλλά και προσοµοιώνουν το φυσιολογικό pH του 
στρώµατος η Put αυξάνει σηµαντικά τη σύνθεση του ΑΤΡ. Β. Υπεραπλουστευµένο σχήµα όπου 
φαίνεται η συγκέντρωση του µικρών µορίων Put στο µικροχώρο σε συνθήκες φωτισµού (∆pH>0). 
 

Η αύξηση της συνεισφοράς του ∆ψ και µείωση αυτής του ∆pH που προτείνεται για 

το µηχανισµό δράσης της Put βρίσκεται σε συµφωνία µε πρόσφατα αποτελέσµατα των Cruz 

et al. (2001) που αποδεικνύουν ότι στα φυτά in vivo η σύνθεση του ΑΤΡ οφείλεται µόνο 

κατά 50% στο ∆pH και όχι κατά το µεγαλύτερο ποσοστό όπως πιστευόταν για δεκαετίες 

(Kramer et al., 1999). Οι δύο παράγοντες (∆pH και ∆ψ) ουσιαστικά είναι τα κύρια σήµατα 

που επιτρέπουν στο φωτοσυνθετικό να αυτορρυθµίζεται και για αυτό το λόγο καθορίζουν 
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την ικανότητα να ανταποκρίνεται στο συνεχώς µεταβαλλόµενο περιβάλλον (Kanazawa and 

Kramer, 2002; Kramer et al., 2003; Cruz et al., 2005).  Η Put θεωρητικά µπορεί να 

συγκεντρωθεί σε µεγάλο βαθµό (1000 φορές µεγαλύτερη συγκέντρωση στο µικροχώρο σε 

σχέση µε το στρώµα για ∆pH=3). Αυτό θα αύξανε αρκετά την ωσµωτική πίεση και θα 

οδηγούσε σε µαζική είσοδο νερού. Για να αποτραπεί διόγκωση των θυλακοειδών θα πρέπει η 

συγκέντρωση Put στο µικροχώρο να ελέγχεται µε κάποιο τρόπο. Ο πιο πιθανός τρόπος είναι 

µε την συµµετοχή καναλιών χλωρίου που ενεργοποιούνται όταν αυξηθεί η φόρτιση της 

µεµβράνης και τελικά επιτρέπουν την είσοδο ανιόντων (Schoeknecht et al., 1988) που 

µπορούν να εξουδετερώσουν τις θετικές πολυαµίνες και επιτρέπουν στο αφόρτιστο άλας να 

διαπεράσει το φράγµα της µεµβράνης και να επιστρέψει στο στρώµα.  

Σε ότι αφορά το µηχανισµό δράσης της Spd και Spm έχουµε δύο διακριτές 

περιπτώσεις. Η πρώτη είναι αύξηση του παραγόµενου ΑΤΡ και η δεύτερη είναι η µείωση 

(αποσύζευξη φωτοσυνθετικής ροής ηλεκτρονίων από τη σύνθεση του ΑΤΡ). Η αύξηση στην 

περίπτωση αυτή δεν είναι απαραίτητο να συµβαίνει µε τον ίδιο µηχανισµό όπως στην 

περίπτωση της Put. Οι συγκεντρώσεις που προκαλούν επαύξηση της φωτοφωσφορυλίωσης 

είναι µικρότερες. Ειδικά στην περίπτωση της Spm όπου η αύξηση στην σύνθεση του ΑΤΡ 

ξεκινά από τα 50 nM της πολυαµίνης δεν αποκλείονται µικροχηµειοωσµωτικά φαινόµενα. Η 

ύπαρξη µιας µικρής κορυφής εκτός από την κύρια που ακολουθεί στην κινητική 

συγκέντρωσης για τη φωτοφωσφορυλίωση (εικόνα 8.9) υπό την επίδραση αµινών συµφωνεί 

µε αποτελέσµατα των Sigalat et al., (1988). Η οµάδα αυτή έδειξε ότι σε τόσο χαµηλές 

συγκεντρώσεις οι αµίνες συνδέουν µονοπάτια πρωτονίων µέσα ή κοντά στη µεµβράνη και 

τελικά επιτρέπουν την δηµιουργία ρεύµατος πρωτονίων από τους παραγωγούς (π.χ. PSII) 

στους καταναλωτές (ΑΤΡάση). Η µετακίνηση πρωτονίων µέσα ή κοντά στη µεµβράνη 

αντιµετωπίζεται µε αµηχανία από την ερευνητική κοινότητα παρά το συνεχώς αυξανόµενο 

όγκο δεδοµένων (Jahns et al.,  1988; Dilley et al., 1987; Laszlo et al., 1984) ίσως γιατί είναι 

δύσκολη η ανεύρεση της φυσιολογικής αξίας ενός τέτοιου µηχανισµού (Jagendorf, 2002). 

Εντούτοις ο Williams (1979) έχει προτείνει ότι µια ροή πρωτονίων κατά µήκος της 

µεµβράνης θα επέτρεπε τη µείωση ενεργειακών απωλειών αφού θα απέφευγε ο 

φωτοσυνθετικός µηχανισµός την άσκοπη ενυδάτωση των πρωτονίων. Επίσης η Spm και η 

Spd σε υψηλές συγκεντρώσεις δείχνουν ικανοί uncouplers (αποσυζεύκτες της ροής 

ηλεκτρονίων από τη σύνθεση ΑΤΡ).  

Το αν έχει φυσιολογική σηµασία αυτό το αποτελέσµα είναι λιγότερο προφανές. 

Πάντως η υψηλή συγκέντρωση πρωτονίων στο µικροχώρο µειώνει την ενεργότητα του PSII 

και όταν οι συνθήκες φωτισµού είναι έντονες θα µπορούσε µία αύξηση της συγκέντρωσης 
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για παράδειγµα Spm να ανακουφίσει τη φόρτιση της µεµβράνης των θυλακοειδών. Η 

αποσύζευξη των µεµβρανών που φωσφορυλιώνουν το ADP έχει προταθεί ως ένας από τους 

µηχανισµούς αποτροπής της δηµιουργίας των επικίνδυνων ενεργών µορφών οξυγόνου 

(Brandsburg-Zabary et al., 2000). 

 

 Επιβεβαίωση προβλέψεων προτεινόµενου µοντέλου  

 
Η ενίσχυση της σύνθεσης του ΑΤΡ από τις πολυαµίνες φαίνεται να έχει 

ενδιαφέρουσες προεκτάσεις. Αρχικά θα πρέπει να επισηµανθεί το γεγονός ότι η ίδια αιτία 

προκαλεί δύο διαφορετικά αποτελέσµατα. ∆ηλαδή σε µικρές συγκεντρώσεις έχουµε αύξηση 

της φωτοφωσφορυλίωσης, ενώ σε µεγαλύτερες µείωση ή αποσύζευξη. Οι αναφορές στη 

βιβλιογραφία δείχνουν µια σαφή µείωση του επιπέδου των πολυαµινών κατά τη γήρανση 

(Paschalidis and Roubelakis-Angelakis, 2005a). Επίσης είναι γνωστό ότι οι µεταβολικοί 

ρυθµοί µειώνονται σε γηρασµένα κύτταρα. Αν οι α, β, γ φάσεις της εικόνας 8.9 έχουν ισχύ 

και in vivo τότε µπορούµε να εξηγήσουµε τα παραπάνω µε βάση τον προτεινόµενο 

µηχανισµό σύνθεσης του ΑΤΡ (σχηµα 4.1). ∆ηλαδή σε εύρωστα κύτταρα βρισκόµαστε στη 

φάση α (υψηλό επίπεδο πολυαµινών αλλά και δυνατότητα άµεσης αύξησης του ΑΤΡ (π.χ σε 

συνθήκες στρες). Η µετάβαση από την α στη β φάση µέσω ταχείας αύξησης των πολυαµινών  

(που αποδεδειγµένα συµβαίνει σε καταπονήσεις) επιτρέπει την αύξηση του παραγόµενου 

ΑΤΡ που ίσως καλύψει άµεσες ανάγκες. Στο ίδιο πλαίσιο σκέψης η χορήγηση 1mM Put σε 

γηρασµένα κύτταρα θα πρέπει να έχει εντελώς διαφορετική επίδραση από ότι σε νεαρά. Στα 

γηρασµένα όπου η Put είναι σε χαµηλά επίπεδα (Kotzabasis and Senger, 1994) η χορήγηση 

εξωγενώς κατάλληλης ποσότητας θα προκαλέσει την µετάβαση στη φάση β όπου η 

παραγωγή ΑΤΡ µεγιστοποιείται (εικόνα 8.9). Στα νεαρά η ίδια αιτία (προσθήκη Put θα έχει 

διαφορετικό αποτέλεσµα) αφού τα κύτταρα έχουν υψηλότερα επίπεδα Put από τα γηρασµένα 

και πιθανόν να µεταβούν στη φάση γ όπου θα παράγουν λιγότερη ενέργεια σε σχέση µε πριν 

τη µεταχείριση. Πρακτικά κάτι τέτοιο ισοδυναµεί µε ανανέωση των γηρασµένων κυττάρων 

(rejuvenation). Τα γηρασµένα κύτταρα αποφεύγονται σε πειράµατα επειδή εµφανίζουν 

χαµηλή λειτουργικότητα (βλ. ένθετο) και οι ερευνητές κατά κανόνα χρησιµοποιούν εύρωστο 

υλικό (ταχύτατα αναπτυσσόµενα κύτταρα). Αν όµως οι πολυαµίνες µπορούν να εισέλθουν 

εντός δευτερολέπτων στο φυτικό κύτταρο κινούµενες προς τον όξινο µικροχώρο 

(υποβοηθούµενη από τη ∆pH-εξαρτώµενη διάχυση) όπως το µοντέλο του προηγούµενου 

σχήµατος (4.1) προβλέπει και αν οι πολυαµίνες µπορούν να αυξήσουν τη λειτουργικότητα 

του φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε συγκεκριµένες συνθήκες τότε θα πρέπει αν 
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δοκιµαστούν διαφορετικές συγκεντρώσεις πολυαµινών κάποιες από αυτές να αυξάνουν τη 

λειτουργικότητα των γηρασµένων κυττάρων.  

 
Ένθετο. Πείραµα που σχεδιάστηκε στη βάση του νέου µοντέλου. A. Κινητικές έκλυσης οξυγόνου για 
γηρασµένα φύκη (18 d) και η επίδραση διαφορετικών συγκεντρώσεων Put. Β. Η κινητική 
συγκεντρώσεων Put στη µέγιστη φωτοσυνθετική δραστηριότητα. Γ. Μέγιστη φωτοσυνθετική 
δραστηριότητα σε νεαρά µικροφύκη που αναπτύχθηκαν στο συνεχές φως (CL), σε µικροφύκη που 
αναπτύχθηκαν στο φως αλλά επωάστηκαν για 18 h στο σκοτάδι (CL+18hD), σε µικροφύκη που 
παρέµειναν 18 ηµέρες στο σκοτάδι (18 days D) και τέλος µικροφύκη που παρέµειναν 18 ηµέρες στο 
σκοτάδι αλλά τους χορηγήθηκαν 10mM Put αµέσως προτού ακτινοβοληθούν (18 days D+ Put). 
Συνήθως γηρασµένες καλλιέργειες δεν χρησιµοποιούνται για πειράµατα είναι όµως κύτταρα µε χαµηλή 
συγκέντρωση πολυαµινών (Kotzabasis and Senger, 1994). Φαινόµενα αναζωογόνησης σε 
χλωροφύκη που προέρχονται από καλλιέργεια σε φάση γηρασµού (βλ. σχήµα, µάρτυρα: con εικονίδιο 
Α). Η προσθήκη Put στο µέσο οξυγονοµέτρησης αυξάνει την φωτοσυνθετική δραστηριότητα 
αποδεικνύοντας ότι η Put µπορεί να εισέλθει στα κύτταρα και στη συνέχεια στο χλωροπλάστη εντός 
δευτερολέπτων, αλλά και ότι η αύξηση της Put ευνοεί την λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού 
µηχανισµού. Οι επιδόσεις είναι κοντά σε αυτές νεαρών κυττάρων που έµειναν 18 h στο σκοτάδι. Το 
πείραµα αυτό σχεδιάστηκε στη βάση του µοντέλου που προτάθηκε για το ρόλο των πολυαµινών και 
δίνει παρόµοια αποτελέσµατα και για την προσθήκη Spd. 
 

Πράγµατι η προσθήκη Put (ένθετο) και Spd (δεδοµένα δεν παρατίθενται) αυξάνει την 

φωτοσυνθετική δραστηριότητα εντός 30 s σε χλωροφύκη που βρίσκονται σε φάση 

γηρασµού. Οι τιµές έκλυσης οξυγόνου συγκρίνονται µετά τη χορήγηση πολυαµινών µε αυτές 

των νεαρών φυκών.  
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Άρα ένας από τους λόγους µείωσης της απόδοσης των κυττάρων στη φάση γηρασµού 

είναι τα χαµηλά επίπεδα των ενδοκυτταρικών επιπέδων πολυαµινών. Τέλος, η οµοιόσταση 

των πολυαµινών πρέπει να λαβαίνει υπόψην της: α) τις ενεργειακές απαιτήσεις του κυττάρου 

(παρούσα εργασία), β) τη διαθεσιµότητα κατιόντων (Evans and Malberg, 1987) την ένταση 

και ποιότητα φωτός (Kotzabasis et al., 1999; Doernemann and Kotzabasis, 1998) και να 

αναζητά µια ‘χρυσή τοµή’ που συνεχώς µεταβάλλεται. 
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Συνοψίζοντας, τα κυριότερα συµπεράσµατα είναι τα εξής: 

 

A. Οι πολυαµίνες φαίνεται να αποτελούν ένα ενδιάµεσο ανάµεσα στους «παραγωγούς» 

πρωτονίων και τους «καταναλωτές» πρωτονίων του φωτοσυνθετικού µηχανισµού το οποίο 

επιτρέπει ένα νέο ευέλικτο βήµα ρύθµισης της διαδικασίας παραγωγής ενέργειας. 

B. Οι συγκεντρώσεις των πολυαµινών καθορίζουν και το ρυθµό παραγωγής ΑΤΡ στο 

χλωροπλάστη. 

Γ. Οι πολυαµίνες και ειδικά η πιο δραστική Put πιθανόν in vivo να έχει ρόλο ενδιάµεσου στη 

φωτοφωσφορυλίωση, όπως ακριβώς αποδείχθηκε και στα in vitro πειράµατα όπου οι 

συνθήκες ιοντικής ισχύος, οσµωτικής ισχύος, pH στρώµατος, συγκέντρωσης Put, 

θερµοκρασίας και ένταση φωτισµού που επιλέχθηκαν είναι ακριβώς ίδιες ή πολύ κοντινές 

στις κοινά αποδεκτές in vivo αντίστοιχες παραµέτρους. 

∆. Οι πολυαµίνες µπορούν να αναλαµβάνουν άµεσα βιοενεργητικούς ρόλους στις 

φωτοσυνθετικές µεµβράνες χωρίς τη µεσολάβηση αλυσίδων µεταφοράς σήµατος που 

εµπλέκουν γονιδιακή ρύθµιση (αυτό δεν αποκλείει η ρύθµιση των επιπέδων των πολυαµίνων 

να υπόκειται σε αυστηρή ρύθµιση). 

Ε. Η Put αυξάνει 35% τη φωτοσυνθετική απόδοση, 300% την έκλυση οξυγόνου που 

προέρχεται από τη φωτόλυση του νερού, 210% τη γραµµική ροή ηλεκτρονίων σε 

συγκέντρωση 10 mM. 

Η Spd αυξάνει 70% τη φωτοσυνθετική απόδοση, 320% την PSII προερχόµενη έκλυση 

οξυγόνου, 230% τη γραµµική ροή ηλεκτρονίων σε συγκέντρωση 4 mM. 

Η Spm αυξάνει 60% την απόδοση, 250% την έκλυση οξυγόνου, 160% τη γραµµική ροή 

ηλεκτρονίων σε συγκέντρωση 0.3mM. 

Ζ. Οι παραπάνω (Ε) επιδράσεις των πολυαµινών στην φωτοσυνθετική διαδικασία  

οφείλονται κυρίως στην ενεργοποίηση των PSIIα κέντρων µέσω των κατιοντικών 

επιδράσεων των πολυαµινών. 

Η. Η Put σε αποµονωµένους χλωροπλάστες  και σε συνθήκες που προσωµοιώνουν της in situ 

συνθήκες αυξάνει τη χηµειοωσµοτική σύνθεση του ATP κατά 80%. Μικρές αλλαγές στη 

συγκέντρωση της Put στους χλωροπλάστες οδηγεί σε αύξηση της παραγόµενης ενέργειας για 

ίσο αριθµό διαθέσιµων φωτονίων. 
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Εν κατακλείδι   

 
Οι πολυαµίνες του κυττάρου είναι κάθε φορά συγκεκριµένου προφίλ (δηλαδή 

συγκεκριµένη ποσότητα από κάθε πολυαµίνη αλλά και συγκεκριµένη στοιχειοµετρική σχέση 

µεταξύ Put:Spd:Spm (Kotzabasis et al., 1999; Doernemann and Kotzabasis 1998; Logothetis 

et al., 2004). Συνεπώς υπάρχει ένας οµοιοστατικός µηχανισµός που αλλάζει συνεχώς ουδό 

λειτουργίας (set point) (βλ. ακόµη έννοια οµοιοστασίας Paschalidis, 2003). Στα πειράµατα 

των ενοτήτων 3, 4, 5 (1ο κεφάλαιο) φάνηκε ότι η χορήγηση πολυαµινών ελλατώνει τη 

φωτοχηµεία και αυξάνει τη διάχυση ενέργειας κάνοντας λιγότερο αποδοτικό το 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό. Ουσιαστικά η χορήγηση πολυαµινών ενεργοποιεί τη 

φωτοπροστασία (ακόµη και σε συνθήκες που προφανώς δε χρειάζεται ,όπως σε απόλυτο 

σκοτάδι, ενότητα 5, 1ο κεφάλαιο) άµεσα, χωρίς τη µεσολάβηση γονιδιακής ρύθµισης 

(πειράµατα µε Spd και Spm ενότητας 7, 1ου κεφαλαίου). Γενικότερα οι πολυαµίνες φάνηκε 

από την παρούσα εργασία ότι λαβαίνουν µέρος σε λειτουργικούς ‘βρόγχους’ που 

εξασφαλίζουν από τη µία µεγάλη απόδοση και από την άλλη µεγάλη προστασία (σχήµατα 

3.3 και 4.1 στις σελίδες 142 και 163 αντίστοιχα). Επίσης, είναι ήδη γνωστό ότι τα επίπεδά 

τους πρέπει να ρυθµίζονται αυστηρά αφού οι µεταβαλλόµενες εξωτερικές συνθήκες 

απαιτούν συνεχή προσαρµογή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού (Kotzabasis et al., 1999; 

Navakoudis et al., 2003; Logothetis et al., 2004; Sfichi et al., 2004; Luetz et al., 2005).  

Η συγκριτική µελέτη της δοµικής/λειτουργικής οργάνωσης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού σε σκοτάδι και φως επέτρεψε την προσέγγιση του φυσιολογικού ρόλου των 

πολυαµινών αλλά και την ανακάλυψη µιας νέας φάσης ανάπτυξης του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού (περίπτωση λειτουργικής ενεργοποίησης ενότητας 5, 1ου κεφαλαίου). Η 

διεξοδική µελέτη των ρόλων αυτών των µικροµοριακών ενώσεων οδήγησε στην πρόταση 

δύο πρωτότυπων µηχανισµών (σχήµατα 3.1 και 4.2 στις σελίδες 142 και 163 αντίστοιχα) που 

επιχειρούν να καταστήσουν πιο κατανοητές τις µοριακές δράσεις των πολυαµινών. Οι 

πολυαµίνες φαίνεται ότι παίζουν κυρίως βιονεργητικό ρόλο στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό 

ενισχύοντας την απόδοση του (παραγόµενο ΑΤΡ ανά διαθέσιµο φωτόνιο), προστατεύοντας 

τη λειτουργία του (µείωση της πίεσης διέγερσης των κέντρων αντίδρασης λόγω ελεγχόµενης 

αύξησης θερµικών απωλειών), ενώ για πρώτη φορά ποσοτικοποιήθηκαν οι αναµενόµενες 

κατιοντικές δράσεις τους στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό και συγκρίθηκαν µε µονοσθενή και 

δισθενή ανόργανα κατιόντα που υπάρχουν φυσιολογικά στο χλωροπλάστη. Ο βιοενεργητικός 

ρόλος των πολυαµινών έχει ιδιαίτερη σηµασία αφού καθορίζει δύο κεντρικές διαδικασίες 

όπως η φωτοπροστασία και η απόδοση µετατροπής της ηλιακής ενέργειας σε χηµική. 
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Οι 3 πολυαµίνες φάνηκε να έχουν διακριτούς ρόλους (πρωτεύοντες ρόλοι) αλλά και 

άλλους επικαλυπτόµενους ρόλους (δευτερεύοντες ρόλοι). Η διάκριση αφορά στην 

ειδικότητα και όχι στη βιολογική σηµασία των ρόλων. ∆ηλαδή οι πρωτεύοντες είναι ισότιµοι 

µε τους δευτερεύοντες. Σε ότι αφορά τους πρωτεύοντες ρόλους των πολυαµινών στο 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό, η Put αποδείχθηκε πιο ικανή στην ενίσχυση της 

φωτοφωσφορυλίωσης. Η Spd φαίνεται να είναι η πιο πιθανή µοριακή στρόφιγγα/διακόπτης 

της φωτοσυλλεκτικής κεραίας και ο βαθµός πρωτονίωσης της ιµινοµάδας της καθορίζει το 

ποσοστό της συλλεγόµενης φωτονιακής ενέργειας που θα διοχετευθεί προς τα κέντρα 

αντίδρασης. Τέλος, η Spm φάνηκε η πιο ικανή ενισχύτρια της απόδοσης των 

φωτοσυνθετικων κέντρων αντίδρασης RC II. Σε ότι αφορά τους δευτερεύοντες ρόλους και οι 

τρεις πολυαµίνες δείχνουν ικανές να δράσουν σαν κατιόντα και όπως ήταν αναµενόµενο η 

σειρά δραστικότητας τους είναι η εξής: Spm > Spd > Put. Επίσης, η Spm και η Spd δείχνουν 

ικανοί uncouplers (αποσυζεύκτες της ροής ηλεκτρονίων από τη σύνθεση ΑΤΡ) ιδιότητα που 

µπορεί να ‘ανακουφίσει’ τη φόρτιση της µεµβράνης των θυλακοειδών σε συνθήκες υψηλής-

επικίνδυνης φόρτισης.  

Oι πολυαµίνες παίζουν το ρόλο του ενισχυτή της φωτοφωσφορυλίωσης, αλλά η Put 

είναι σαφώς δραστικότερη. Η Spd δείχνει να επικαλύπτεται µε την Spm στο ρόλο του 

διακόπτη της φωτοσυλλεκτικής κεραίας. Εδώ και δεκαετίες οι πολυαµίνες των φυτών, των 

ζώων, των µυκήτων και των προκαρυωτικών, έχουν συνδεθεί µε πολλές και κεντρικής 

σηµασίας διαδικασίες χωρίς να υπάρχει σαφής ερµηνεία του τρόπου µε τον οποίο δρουν. 

Πολύ λίγες ειδικές µοριακές δράσεις έχουν αναφερθεί όπως ο ρόλος της Spd στη σύνθεση 

υπουσίνης (Park et al., 1981) και της Spm στην απόσβεση ενεργών µορφών οξυγόνου, (Ha et 

al., 1998; Papadakis and Roubelakis-Angelakis, 2005). Τα αποτελέσµατα της παρούσας 

εργασίας προτείνουν δύο µοριακούς µηχανισµούς, οι οποίοι θα µπορούσαν να αποτελέσουν 

τη βάση για µελλοντικά πειράµατα. Ειδικά ο προτεινόµενος ρόλος της Put λόγω των 

συντηρηµένων εξελικτικά προαπαιτούµενων (α. ύπαρξη ηµιπερατής µεµβράνης β. ύπαρξης 

ελεύθερης Put, γ. ύπαρξη πρωτονιοκινούµενης ΑΤΡάσης και δ. υπάρξη ∆pH κατά µήκος της 

µεµβράνης) αποτελεί ελκυστική βάση για επέκταση και σε άλλα µη φωτοσυνθετικά 

συστήµατα µελέτης. 
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