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ΔΤΥΑΡΙΣΙΔ 

Αξρηθά ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ην ηκήκα Υεκείαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο γηα ηε 

δπλαηόηεηα πνπ κνπ παξήρε λα πξαγκαηνπνηήζσ ηηο κεηαπηπρηαθέο κνπ ζπνπδέο. 

Δπραξηζηώ ηδηαίηεξα ηνλ αλαπιεξσηή θαζεγεηή θ. Γεώξγην Σζηώηε, επηζηεκνληθό 

ππεύζπλν ηνπ εξγαζηεξίνπ Βηνρεκείαο γηα ηελ αλάζεζε ηεο παξνύζαο εξγαζίαο θαζώο 

θαη γηα ηελ άξηζηε ζπλεξγαζία όισλ απηώλ ησλ ρξόλσλ. 

Δπραξηζηώ ηα κέιε ηεο ηξηκεινύο εμεηαζηηθήο επηηξνπήο,ηνλ θαζεγεηή θ.Γεκήηξην 

Γαλσηάθε ηνπ Σκήκαηνο Υεκείαο θαζώο θαη ηνλ θαζεγεηή θ. Κπξηάθν Κνηδακπάζε ηνπ 

Σκήκαηνο Βηνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο πνπ δέρηεθαλ λα θξίλνπλ ηελ παξνύζα 

κεηαπηπρηαθή εξγαζία. 

Δπίζεο ηνλ θαζεγεηή θ. Αζαλάζην Κνπηζνιέιν ηνπ Σκήκαηνο Υεκείαο πνπ καο παξήρε 

ηνλ θαζκαηνγξάθν κάδαο MALDI-TOF/TOF MS/MS γηα ηελ αλάιπζε ησλ 

πξσηετληθώλ δεηγκάησλ. 

Γελ ζα κπνξνύζα λα κελ επραξηζηήζσ ηα κέιε ηνπ εξγαζηεξίνπ Βηνρεκείαο ηελ 

Αληηγόλε Νηθνιάθε,Καηεξίλα Αξβαλίηε,Διέλε Καζζσηάθε, Γεκήηξε Γέδνγινπ, 

Παλαγηώηα Μάξθνπ, Δηξήλε Μαζηνπδάθε γηα ην όκνξθν θιίκα θαη ηελ άςνγε 

ζπλεξγαζία θαζ’όιε ηε δηάξθεηα ηεο εξγαζίαο. 

Σα άηνκα ηνπ εξγαζηεξίνπ Βηνρεκείαο ηνπ θ.Γαλσηάθε,ηνλ Γξ.Γεκήηξε ηεθαλάθε, 

Θενράξε Νάδν, ηνλ Άξε Μίρνγινπ θαη ηελ Διεπζεξία Βαιζακή γηα ηε ππέξνρε 

ζπλεξγαζία.  

Δπραξηζηώ ζεξκά ηνπο θίινπο από ην Ηξάθιεην Γηάλλε Κνξλαξάθε, Δηξήλε 

Μπαιαζθά, Καηεξίλα Αθηνπδηαλάθε θαη Θενράξε Νάδν γηα ηε ζηήξημε ηνπο όια ηα 

ρξόληα θαη γηα όια όζα πεξάζακε καδί. Καζώο θαη θίινπο από ηα Υαληά πνπ κνπ 

ζηάζεθαλ ηδηαηηέξσο.  

Σέινο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ηνπο γνλείο κνπ ηέιην θαη Καηεξίλα θαζώο 

θαη ηελ αδεξθή κνπ Αγγειίλα γηα ηελ ππνζηεξίμε ηνπο θαη ηελ ππνκνλή ηνπο όια απηά 

ηα ρξόληα. 
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ΤΝΣΟΜΟΓΡΑΦΗΔ 
 

ACN:  αθεηνληηξίιην 

APS: ππεξζεηηθφ ακκψλην 

ATP: αδελνζηλν-5-ηξηθσζθνξηθφο εζηέξαο 

CHAPS:3-[(3-ρνιακηδνπξφππιν)δηκεζπιακκψλην]1πξνπαλνζνπιθνληθφ 

Chla: ρισξνθχιιε α 

CO2: δηνμείδην ηνπ άλζξαθα 

DNA: δενμπξηβνλνπθιετθφ νμχ 

DTT: δηζεηνζξετηφιε 

EDTA: αηζπιελν-δηάκηλν-ηεηξανμηθφ νμχ 

Fd: θεξεδνμίλε 

GS: γινπηακηληθή ζπλζάζε 

HCCA: α-θπαλν-4-πδξνμπθηλακηληθφ νμχ 

HEP: εηδηθή ζηηβάδα πνιπζαθραξηηψλ εηεξνθπζηψλ 

HEPES: 4-(2-πδξνμπαηζπιν)-1-πηπεξαδηλναηζαλνζνπιθνληθφ νμχ 

HGL:  εηδηθή γιπθνιηπηδηθή ζηηβάδα εηεξνθπζηψλ 

Hox: ακθίδξνκε πδξνγελάζε 

Hup: πδξνγελάζε πξφζιεςεο 

HupL: κεγάιε ππνκνλάδα ηεο πδξνγελάζεο πξφζιεςεο 

HupS: κηθξή ππνκνλάδα ηεο πδξνγελάζεο πξφζιεςεο 

IEF: ηζνειεθηξηθή εζηίαζε 

IPG: αθηλεηνπνηεκέλε δηάζκηζε Ph 

kDa: kilodalton 

m RNA : αγγειηαθφξν ξηβνλνπθιετθφ νμχ 

MALDI: ηνληζκφο κε laser απφπηπζε, ππνβνεζνχκελε κε ππφζηξσκα 

MS: θαζκαηνζθνπία κάδαο 

NADPH: ληθνηηλακηδν-αδέληλν-δηλνπθιενηίδην-θσζθνξηθήο νμεηδάζεο 

OM: εμσηεξηθή κεκβξάλε 

PAGE: ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αθξπιακηδίνπ 

PC: πιαζηνθπαλίλε 

Pheo: θαηνθπηίλε 
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PI: ηζνειεθηξηθφ ζεκείν 

PMSF: θαηλπιν-κέζπιν-ζνπιθφλπιν-θζφξην 

PQ: πιαζηνθηλφλε 

PSI: θσηνζχζηεκα ηχπνπ Η 

PSII: θσηνζχζηεκα ηχπνπ ΗΗ 

RET: αλαπλεπζηηθή κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ 

Rubisco: δηθσζζθνξηθή θαξβνμπιάζε ηεο ξηβνπιφδεο 

SDH: ειεθηξηθή αθπδξνγνλάζε 

SDS: δσδεθπινζεητθφ λάηξην 

SPS-A: ζπλζεηάζε ηεο θσζθνξηθήο ζνπθξφδεο -Α 

SPS-B: ζπλζεηάζε ηεο θσζθνξηθήο ζνπθξφδεο- Β 

TCA: ηξηρισξννμηθφ νμχ 

TEMED: Ν,Ν,Ν',Ν'-ηεηξακεζπινδηακίλε 

TFA: ηξηθζνξνμηθφ νμχ 

TOF: αληρλεπηήο ρξφλνπ πηήζεο 

Tricine: Ν-ηξηο-(πδξνμπκέζπιν)-κέζπιν-γιπθίλε 

Tris: ηξηο-πδξνμπκέζπι-ακηλνκεζάλην 
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ΠΔΡΗΛΖΦΖ 
 

Σν Anabaena sp.PCC7120 αλήθεη ζηελ θαηεγνξία ησλ αξλεηηθψλ θαηά Gram 

θπαλνβαθηεξίσλ, ην νπνίν έρεη  ηελ ηθαλφηεηα λα επηηειεί νμπγνληθή θσηνζχλζεζε 

αιιά θαη θαζήισζε αδψηνπ. Έλα απφ ηα θπξηφηεξα ραξαθηεξηζηηθά απηνχ ηνπ 

βαθηεξίνπ, είλαη ε θπηηαξηθή  πνιππινθφηεηα, ιφγσ ηεο αλάπηπμεο δχν εηδψλ 

θπηηάξσλ (αγελή θχηηαξα θαη εηεξνθχζηεο). πγθεθξηκέλα ν αλζεθηηθφο θπηηαξηθφο 

ηχπνο ησλ εηεξνθπζηψλ, ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο αδψηνπ παξάγεη κνξηαθφ πδξνγφλν. 

Ζ δηεξεχλεζε ηεο δηαθνξνπνίεζεο ή κε ησλ θπηηάξσλ ζε εηεξνθχζηεο θαηά ηε 

ζηέξεζε, πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην λα  αλαπηπρζεί ην βαθηήξην γηα πέληε εκέξεο ζε 

ζξεπηηθφ κέζν BG11 θαη ζηε ζπλέρεηα άιιεο δπν εκέξεο ζε ζξεπηηθφ κέζν BG11
o
.  Ζ 

παξνχζα εξγαζία επηθεληξψζεθε  ζηελ εθαξκνγή πξσηνθφινπ απνκφλσζεο ησλ 

εηεξνθπζηψλ θαη ζηελ πξαγκαηνπνίεζε δπν πξνζεγγίζεσλ γηα ηελ πξσηενκηθή ηνπο 

κειέηε. Με ηελ πξψηε πξνζέγγηζε επεηεχρζεη επηιεθηηθή δηαιπηνπνίεζε ηεο 

εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ησλ  απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε αληνληηθφ 

επηθαλεηνδξαζηηθφ, γηα ηέζζεξα δηαθνξεηηθά ζηειέρε ηνπ βαθηεξίνπ (WTPCC7120, 

hupL
-  

, hoxH
-
, hupL

-  
/ hoxH

-
). Γηα ηελ αλάιπζε θαη ην ραξαθηεξηζκφ ηνπο,ζηα 

θιάζκαηα πνπ πξνέθπςαλ, ην δηαιπηνπνηεκέλν θαη ην κε δηαιπηνπνηεκέλν 

εθαξκφζηεθε δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε Tricine SDS PAGE θαη ηα πξσηετληθά 

ζηίγκαηα πνπ δηαθξίζεθαλ ηαπηνπνηήζεθαλ κε θαζκαηνκεηξία κάδαο. Οη δηαθνξέο 

ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ ζηα δηαθνξεηηθά ζηειέρε ήηαλ εκθαλήο. 

Σαπηνπνηήζεθαλ βαζηθέο πξσηείλεο ησλ κεηαβνιηθψλ κνλνπαηηθψλ γηα ηελ αλάπηπμε 

θαη επηβίσζε ησλ εηεξνθπζηψλ φπσο ε All2269, Αlr4550 θαη ε Alr2887, κε 

κεγαιχηεξν πνζνζηφ ζην ζηέιερνο πνπ δελ είλαη γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλν. O αξηζκφο 

ησλ πξσηεηλψλ κεηψλεηαη γηα ηα ππφινηπα ζηειέρε θαη παξαηεξνχκε θαη ηελ 

έθθξαζε κνλαδηθψλ πξσηετλψλ ζε απηά. Με ηε δεχηεξε πξνζέγγηζε αλαιχζεθαλ 

πξσηενκηθά, νιφθιεξεο νη εηεξνθχζηεο, ρσξίο λα έρεη πξνεγεζεί δηάξεμε ησλ 

εμσηεξηθψλ κεκβξαλψλ κε ηηο κεκβξάλεο ησλ ζπιαθνεηδψλ θαη ηελ 

θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Ζ δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε ησλ  απνκνλσκέλσλ 

εηεξνθπζηψλ ηνπ βαθηεξίνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 2DE IEF/SDS-PAGE. Ζ 

δηαδηθαζία έδεημε επηηπρή δηαρσξηζκφ ησλ κεκβξαληθψλ πξσηετλψλ, εθφζνλ ην 

πνζνζηφ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ ήηαλ ίζν κε ην πνζνζηφ ησλ θπηηαξνπιαζκαηηθψλ 

πξσηετλψλ. Δπηπιένλ ζηε δεχηεξε κέζνδν ηαπηνπνηήζεθαλ πξσηείλεο πνπ 
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εκπιέθνληαη ζηε δηαθνξνπνίεζε ησλ αγελψλ θπηηάξσλ ζε εηεξνθχζηεο φπσο θαη 

ζηελ πξψηε πξνζέγγηζε. Απηφ καο επέηξεςε λα εθηηκήζνπκε φηη ε απνκφλσζε ηνπο 

επεηεχρζεη σο έλα βαζκφ θαη έηζη λα πξνζπαζήζνπκε λα θαηαλνήζνπκε θαιχηεξα 

ησλ κεηαβνιηζκφ ηνπο θαη  ηελ πξσηενκηθή ζχλζεζε θαη ιεηηνπξγία κηαο εληαίαο 

εμσηεξηθήο κεκβξάλεο γηα ηα δπν είδε θπηηάξσλ. Δπηπξνζζέησο κειεηήζεθε ε 

παξαγσγή πδξνγφλνπ απφ ηα ζηειέρε ηνπ θπηηάξνπ θαη παξαηεξήζεθε ζεκαληηθά 

πςειφηεξε πνζφηεηα γηα ην ζηέιερνο hupL
-
. 
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ABSTRACT 
 

Anabaena sp.PCC7120 is a Gram  negative cyanobacterium, which is able to perform 

oxygenic photosynthesis and nitrogen fixation. The main characteristic of this 

bacterium is the complexity of the cell due to the growth of two types of cells 

(vegetative cells and heterocysts). Specifically, the resistant cell types heterocysts, in 

nitrogen starvation conditions, produce molecular hydrogen. To investigate the 

differentiation or not the cells into heterocysts during deprivation was performed by 

the grow of bacterium for five days in medium BG11 and then two more days in 

medium BG11
o
.The present study focused on the implementation of  an isolation 

protocol of heterocysts and to execute two methods for proteomic study. With the first 

method was achieved selective solubilization of the inner membrane of isolated 

heterocysts with anionic surfactant, for four different strains of the bacterium 

(WTPCC7120, hupL
-
, hoxH

-
, hupL

- 
/ hoxH

-
). For the analysis and characterization of 

the fragments obtained, the soluble and insoluble, applied dimensional Tricine SDS 

PAGE electrophoresis and identified the protein spots which were distinguished by 

mass spectrometry. Differences in the expression of proteins in different strains was 

evident. Were identified basic proteins of metabolic pathways for the development 

and survival of heterocysts such as Alr2269, Alr4550 and Alr2887 with a higher 

percentage in the strain which is not genetically modified. The number of proteins 

decreases for other strains and so we can observe the expression of unique proteins in 

them. By the second method analyzed proteomic, whole heterocysts without prior 

rupture of outer membranes or the thylakoid membranes and the cytoplasmic 

membrane. The two-dimensional electrophoresis of isolated bacterium heterocysts 

was performed by 2D IEF / SDS-PAGE. The procedure showed the successful 

separation of membrane proteins, since a satisfactory percentage were identified. 

Additional with the second method identified proteins involved in the differentiation 

of vegetative cells to heterocysts as in the first method. This allowed us to estimate 

that the isolation was achieved to some extent and thus to understand better their 

metabolism and the proteomic composition and operation of a single outer membrane 

of both cell types. Additionally, we have investigated the hydrogen production from 

the cell strains and we observe a significantly higher amount of strain hupL
-
.   
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 1 –ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 Φωηνζύλζεζε 

 

Φσηνζχλζεζε είλαη ε βηνινγηθή δηαδηθαζία θαηά ηελ νπνία ε ειηαθή αθηηλνβνιία 

κεηαηξέπεηαη ζε ρεκηθή ελέξγεηα. Ζ δηεξγαζία απηή έρεη θαζνξίζεη ηε ζεκεξηλή 

ζχζηαζε ηεο αηκφζθαηξαο κεηά ην πέξαο αξθεηψλ εθαηνκκπξίσλ εηψλ απφ ηελ 

εκθάληζε ηεο.  Ζ θσηνζχλζεζε πξνζδίδεη ην κεγαιχηεξν κέξνο ηεο 

ρξεζηκνπνηνχκελεο ελέξγεηαο πάλσ ζηε Γε, θαη απηφ γηαηί είλαη ε κνλαδηθή 

δηαδηθαζία ζηε θχζε πνπ κε ηε βνήζεηα ηεο ειηαθήο ελέξγεηαο, αλάγεη ην δηνμείδην 

ηνπ άλζξαθα, παξάγνληαο  βηνκφξηα πινχζηα ζε ελέξγεηα θαη νμπγφλν [1, 2]. Ζ 

δέζκεπζε ηεο θσηεηλήο ελέξγεηαο θαηά ηε θσηνζχλζεζε γίλεηαη απφ ηε ρισξνθχιιε 

θαη ηηο άιιεο θσηνζπλζεηηθέο ρξσζηηθέο. Μία γεληθεπκέλε εμίζσζε ηεο 

θσηνζχλζεζεο είλαη ε εμήο:  

 

 

 

 

Ζ θσηνζπλζεηηθή, πνξεία έρεη δηαρσξηζηεί ζε δχν αιιεινεμαξηψκελεο θαηεγνξίεο, 

ηηο θσηεηλέο θαη ηηο ζθνηεηλέο αληηδξάζεηο. Οη θσηεηλέο αληηδξάζεηο απνηεινχλ ην 

θσηνρεκηθφ ζηάδην ηεο θσηνζχλζεζεο (εμ’νχ θαη ε νλνκαζία ηνπο), θαηά ην νπνίν 

παξάγεηαη ελέξγεηα θαη αλαγσγηθή δχλακε κε ηε κνξθή ΑΣΡ θαη NADPH 

αληηζηνίρσο. Σα πξντφληα απηά ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηελ αλαγσγή ηνπ δηνμείδηνπ 

ηνπ άλζξαθα πξνο ζρεκαηηζκφ πδαηαλζξάθσλ (γιπθφδε) ζην ζηάδην ησλ ζθνηεηλψλ 

αληηδξάζεσλ ηεο θσηνζπλζεηηθήο δηαδηθαζίαο. Φσηνζπλζεηηθνί νξγαληζκνί πνπ 

έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα κεηαηξέπνπλ ζε νξγαληθέο ελψζεηο ην δηνμείδην ηνπ άλζξαθα 

θαη  ην λεξφ νλνκάδνληαη θσηναπηφηξνθνη νξγαληζκνί. Οη νξγαληθέο απηέο ελψζεηο 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο φπσο ε βηνζχλζεζε θαη ε αλαπλνή. 

Ηθαλφηεηα θσηνζχλζεζεο έρνπλ φινη νη νξγαληζκνί πνπ δηαζέηνπλ θσηνζπλζεηηθέο 

ρξσζηηθέο. Οξγαληζκνί πνπ επηηεινχλ θσηνζχλζεζε κπνξεί λα είλαη επθαξπσηηθνί, 

θπηά θαη θχθε, θαη απφ ηνπο πξνθαξπσηηθνχο ζε νξηζκέλα βαθηήξηα θαη ζηα  

θσηναπηφηξνθα θπαλνθχθε (θπαλνβαθηήξηα) [2]. 
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1.2 Κπαλνβαθηήξηα 

 

Κπαλνβαθηήξηα ή ζπρλά απνθαινχκελα κπιε-πξάζηλα άιγε ή θπαλνθχθε είλαη κία 

κεγάιε θαη επξέσο δηαδεδνκέλε νκάδα θσηναπηφηξνθσλ κηθξννξγαληζκψλ, νη 

νπνίνη πξνήιζαλ θαη εμειίρζεθαλ λσξίο ζηελ ηζηνξία ηεο Γήο. Σα θπαλνβαθηήξηα 

είλαη κηα πνιπάξηζκε νκάδα κνλνθχηηαξσλ ή πνιπθχηηαξσλ  θσηνζπλζεηηθψλ 

πξνθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ. Αλήθνπλ ζην βαζίιεην ησλ Eubacteria θαη καδί κε ηα 

Archeobacteria ζπγθξνηνχλ ηα Prokaryota. Οη πξψηεο κνξθέο πνπ απνδίδνληαη ζε 

απηή ηελ νκάδα βξέζεθαλ ζε ηδεκαηνγελή πεηξψκαηα πνπ ζρεκαηίζηεθαλ πξηλ  απφ 

3,5 δηζεθαηνκκχξηα ρξφληα[3]. Έλαο βαζηθφο ιφγνο γηα ηελ εμειηθηηθή αλζεθηηθφηεηα 

ησλ θπαλνβαθηεξίσλ είλαη ν επηηπρήο ζπλδπαζκφο ηνπο ζε απνηειεζκαηηθέο 

κεηαβνιηθέο νδνχο. Σα θπαλνβαθηήξηα εθηεινχλ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε θαη 

νξηζκέλα είδε θπαλνβαθηεξίσλ είλαη ζε ζέζε λα δεζκεχνπλ ην αηκνζθαηξηθφ άδσην. 

Οη νξγαληζκνί απηνί αλαπηχζνληαη ζε κηα επξεία πνηθηιία βηνηφπσλ, 

ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ πδξφβηα ( αικπξνχ θαη γιπθνχ λεξνχ), επίγεηα θαη αθξαία 

πεξηβάιινληα (φπσο ςπρξέο ιίκλεο ηεο Αληαξθηηθήο ή δεζηέο πεγέο). Τπεξβνιηθή 

αλάπηπμε ησλ νξγαληζκψλ απηψλ έρεη σο απνηέιεζκα λα ζπγθεληξψλνληαη ζε 

κεγάινπο αξηζκνχο ζε επηθάλεηεο ιηκλψλ, πδαηνδεμακελψλ θαη δηαθξίλνληαη σο 

πξάζηλνη επηπιένληεο θφθθνη. ε απηέο ηηο ζπλζήθεο κπνξνχλ λα 

απειεπζεξψζνπλ ηνμίλεο, γλσζηέο σο θπαλνηνμίλεο. Σα θπαλνβαθηήξηα απνηεινχλ 

ηελ κεγαιχηεξε, ηελ πην πνηθηιφκνξθε θαη ηελ επξχηεξα εμαπισκέλε νκάδα 

θσηνζπλζεηηθψλ πξνθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ. Δπίζεο είλαη νη κνλαδηθνί 

πξνθαξπσηηθνί νξγαληζκνί πνπ επηηεινχλ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε παξφκνηα κε απηή 

ησλ θπηψλ. Σα πεξηζζφηεξα θπαλνβαθηήξηα είλαη αεξφβηα θαη θσηναπηφηξνθα. 

Οξηζκέλα ζηειέρε κπνξνχλ λα επηδήζνπλ ζε απφιπην ζθνηάδη αιιά θαη θάπνηα άιια 

πνπ είλαη εηεξφηξνθα, δειαδή ζπλζέηνπλ ην νξγαληθφ ηνπο πιηθφ, είηε άκεζα είηε 

έκκεζα, απφ ηε δξαζηεξηφηεηα ησλ απηφηξνθσλ νξγαληζκψλ. Σα θπαλνβαθηήξηα 

ζπκβηψλνπλ κε κχθεηεο, αζπφλδπια (ζπφγγνπο) θαη θπηά (ιεηρήλεο, βξπφθπηα, 

αγγεηφζπεξκα) [4]. 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9B%CE%AF%CE%BC%CE%BD%CE%B7
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A4%CE%BF%CE%BE%CE%AF%CE%BD%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CF%85%CE%B1%CE%BD%CE%BF%CF%84%CE%BF%CE%BE%CE%AF%CE%BD%CE%B5%CF%82
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Δηθόλα 1: Πνηθηινκνξθία  ζηε κνξθνινγία ησλ θπαλνβαθηεξίσλ, (Α,Β) Λεπηνκέξεηεο 

trichome κνξθνινγία ηνπ M. Vaginatus, (C) Chlorogloeopsis sp.εκπινπηηζκέλε θαιιηέξγεηα 

απφ Nostoc απνηθία, (D) Nostoc θχηηαξα θαη θνληά ηλίδηα, (Δ) Scytonema sp, (F,G) 

θπαλνβαθηήξηα trichomes 4 mm (A, B, F, G) θαη 8 mm (C, D, E). 

  

1.2.1 Ταξινόμηση κςανοβακτηπίων 

 

Έρνπλ απνκνλσζεί πεξίπνπ 2000 είδε θπαλνβαθηεξίσλ, ηα νπνία κπνξνχλ λα 

ρσξηζηνχλ ζε 150 γέλε. Δπεηδή πνιιά θπαλνβαθηήξηα ζηεξνχληαη επδηάθξηησλ 

κνξθνινγηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ, ε ηαμηλφκεζε ηνπο είλαη ηδηαίηεξα δχζθνιε θαη 

δηαξθψο αλαδηαηάζζεηαη. ην εγρεηξίδην Bergey’s Manual of systematic 

Bacteriology ε ηαμηλφκεζε ησλ θπαλνβαθηεξίσλ γίλεηαη ζε πέληε ππνθαηεγνξίεο, νη 

νπνίεο είλαη νη αθφινπζεο :α) Σάμε  Chroococcales , ζηελ νπνία 

ζπκπεξηιακβάλνληαη κνλνθχηηαξα θπαλνβαθηήξηα πνπ αλαπαξάγνληαη κε απιή 

δηρνηφκεζε, β) Σάμε Pleurocapsales , ζηελ νπνία εκπεξηέρνληαη κνλνθχηηαξα 

θπαλνβαθηήξηα πνπ αλαπαξάγνληαη κε πνιιαπιή δηρνηφκεζε, γ) 

Σάμε Oscillatoriales , δ) Σάμε Nostocales θαη ε) Σάμε Stigonematales. Οη ηξεηο 

ηειεπηαίεο Σάμεηο πεξηέρνπλ ηα λεκαηνεηδή θπαλνβαθηήξηα [5].  

 

http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%95%CE%AF%CE%B4%CE%BF%CF%82_(%CE%B2%CE%B9%CE%BF%CE%BB%CE%BF%CE%B3%CE%AF%CE%B1)
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%93%CE%AD%CE%BD%CE%BF%CF%82_(%CE%B2%CE%B9%CE%BF%CE%BB%CE%BF%CE%B3%CE%AF%CE%B1)
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%A3%CF%85%CF%83%CF%84%CE%B7%CE%BC%CE%B1%CF%84%CE%B9%CE%BA%CE%AE_%CF%84%CE%B1%CE%BE%CE%B9%CE%BD%CF%8C%CE%BC%CE%B7%CF%83%CE%B7
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%9C%CE%BF%CE%BD%CE%BF%CE%BA%CF%8D%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%BF%CF%82&action=edit&redlink=1


   

16 

 

 

Δηθόλα 2: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο εμέιημεο ησλ γνληδίσλ ζε γνληδηψκαηα 

θπαλνβαθηεξίσλ 

1.2.2 Γνκή θαη νξγάλσζε 

 

Σν κέγεζνο ησλ θπηηάξσλ θπκαίλεηαη απφ 0,5-1 κηθξφκεηξα ζε δηάκεηξν έσο 60 

κηθξφκεηξα ζε κήθνο δειαδή ην κέγεζνο ελφο ηππηθνχ βαθηεξηαθνχ θπηηάξνπ. Σν 

ηνίρσκά ηνπο κνηάδεη κε ησλ αξλεηηθψλ θαηά Gram βαθηεξίσλ. Οη θσηεηλέο 

αληηδξάζεηο ηεο θσηνζχλζεζεο γίλνληαη κέζα ζην ζχζηεκα ηεο ζπιαθνεηδνχο 

κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ.  Δπηπξνζζέησο σο μερσξηζηέο δνκέο ηνπ θπηηάξνπ 

δηαθξίλνληαη  δηάθνξα πνιπθνζθσξηθά ζψκαηα  πνπ ιεηηνπξγνχλ ζαλ απφζεκα 

θσζθνξηθψλ αιάησλ, θαζψο θαη ηα θελνηφπηα πνπ πιεξνχληαη κε αέξην θαη βνεζνχλ 

ζηε πιεπζηφηεηα ησλ πνιπθσζθνξηθψλ ζσκάησλ. Ζ αλαπαξαγσγή ησλ θπαλφθπησλ 

είλαη αγελήο (απιή θπηηαξνδηαίξεζε). ηηο κνλνθχηηαξεο θαη απνηθηαθέο κνξθέο ηα 

ζπγαηξηθά θχηηαξα απνρσξίδνληαη εθθξίλνληαο κηα λέα ζήθε ή ζρεκαηίδνπλ απνηθίεο 

πνηθίινπ ζρήκαηνο. ηηο λεκαηνεηδείο κνξθέο ηα ζπγαηξηθά θχηηαξα παξακέλνπλ 

ελσκέλα θαη ε κεηαμχ ηνπο επηθνηλσλία εμαζθαιίδεηαη κε ιεπηέο 

θπηηαξνπιαζκαηηθέο πξνβνιέο (πιαζκνδέζκεο). Καλέλα θπαλνβαθηήξην δελ θέξεη 

http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A6%CF%89%CF%84%CE%B5%CE%B9%CE%BD%CE%AE_%CE%B1%CE%BD%CF%84%CE%AF%CE%B4%CF%81%CE%B1%CF%83%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A6%CF%89%CF%84%CE%B5%CE%B9%CE%BD%CE%AE_%CE%B1%CE%BD%CF%84%CE%AF%CE%B4%CF%81%CE%B1%CF%83%CE%B7&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%9A%CF%8D%CF%84%CF%84%CE%B1%CF%81%CE%BF
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%9A%CE%B5%CE%BD%CE%BF%CF%84%CF%8C%CF%80%CE%B9%CE%BF&action=edit&redlink=1
http://el.wikipedia.org/wiki/%CE%91%CE%AD%CF%81%CE%B9%CE%BF
http://el.wikipedia.org/w/index.php?title=%CE%A0%CE%BB%CE%B5%CF%85%CF%83%CF%84%CF%8C%CF%84%CE%B7%CF%84%CE%B1&action=edit&redlink=1
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καζηίγηα, ελψ νξηζκέλα έρνπλ δπλαηφηεηα νιίζζεζεο. Μεξηθά δε εμ απηψλ είλαη 

κνλνθχηηαξα ελψ άιια  ζρεκαηίδνπλ λεκαηνεηδήο (απιέο ή δηαθιαδηζκέλεο) δνκέο, 

[6] θαη παξνπζηάδνπλ πςειφ επίπεδν θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο. Χο πξνθαξπψηεο 

δελ δηαζέηνπλ κεκβξαληθέο δνκέο θαη νξγαλίδηα, νχηε δηαθξηηφ ππξήλα, σζηφζν 

πεξηέρνπλ ρισξνθχιιε α θαη δηεμάγνπλ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε [7]. Tα ζπιαθνεηδή 

βξίζθνληαη ειεχζεξα ζην θπηηαξφπιαζκα θαη φρη ζε ρισξνπιάζηεο. Σα θπαλνθχθε 

έρνπλ κία κφλν θιάζε ηελ Cyanophyceae.  Μεηαμχ λεκαηνεηδψλ θπαλνβαθηεξίσλ, 

ππάξρεη έλαο βαζκφο θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο. Μέζα ζηα λεκαηνεηδή , αγελή 

θχηηαξα κπνξεί λα αλαπηχζζνληαη δνκηθά θαη ιεηηνπξγηθά ηξνπνπνηεκέλα 

εμεηδηθεπκέλα θχηηαξα: νη αθηλέηεο (θχηηαξα ζε εξεκία) ή νη εηεξνθχζηεο (θχηηαξα 

πνπ εηδηθεχνληαη ζηελ θαζήισζε ηνπ αδψηνπ) [8].  

 

Δηθόλα 3:  Υαξαθηεξηζηηθή εηθφλα  νπηηθνχ κηθξνζθνπίνπ ζηελ νπνία απνηππψλνληαη ηα 

ηξία δηαθνξεηηθά είδε θπηηάξσλ ησλ θπαλνβαθηεξίσλ. 

 

 

 

 

 

1.3 Nostoc sp. ζηέιερνο PCC 7120 ή Anabaena sp. ζηέιερνο PCC 7120 
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Σν Anabaena sp. ζηέιερνο PCC  7120 ή αιιηψο γλσζηφ ζαλ Νostoc sp.PCC  7120 

είλαη έλα απφ ηα πην αληηπξνζσπεπηηθά είδε θπαλνβαθηεξίσλ, ηθαλφ λα 

πξαγκαηνπνηεί νμπγνληθή θσηνζχλζεζε. Απηφ ην είδνο, βξέζεθε ζε κηα δεμακελή ηεο  

Μαζαρνπζέηεο θαη παξαηεξήζεθε φηη είρε ηελ ηθαλφηεηα λα παξάγεη πδξνγφλν ζε 

αλαεξφβην πεξηβάιινλ [9].Σν θπξηφηεξν ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ Anabaena sp. PCC 7120 

είλαη ε θπηηαξηθή ηνπ πνιππινθφηεηα [10]. Παξνπζία ζπλδπαζκέλεο πεγήο αδψηνπ 

ζην ζξεπηηθφ ηνπ κέζν, ακκσλίαο ή ελψζεσλ ληηξηθνχ, ην ζηέιερνο ζρεκαηίδεη καθξά 

ηλίδηα ησλ 100 θαη πεξηζζνηέξσλ παλνκνηφηππσλ αγελψλ θπηηάξσλ[11, 12]. 

 

 

Δηθόλα 4: (Α) Anabaena sp.PCC 7120 ηλίδηα άγξηνπ ηχπνπ ζε θσηεηλφ πεδίν. Οη 

εηεξνθχζηεο δηαθξίλνληαη σο ηα κεγαιχηεξα κνξθνινγηθά δηαθνξνπνηεκέλα θχηηαξα ζην 

ηλίδην (Β) Απηνθζνξηζκφο ηνπ Αnabaena sp. Μαχξα ζεκεία ζηελ εηθφλα είλαη  ηα ζεκεία κε 

ηηο κε-θσηνζπλζεηηθέο  εηεξνθχζηεο (C) καθξά ηλίδηα αγελψλ θπηηάξσλ κε ηηο 

ρξσκαηηζκέλεο κπιε  εηεξνθχζηεο 

Όπσο ζε θάζε Gram-αξλεηηθφ θχηηαξν, ην ζχζηεκα κεκβξαλψλ ηνπ Αnabaena sp. 

πεξηιακβάλεη ηελ εζσηεξηθή ή πιαζκαηηθή κεκβξάλε θαη ηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε, 

νη νπνίεο δηαρσξίδνληαη απφ ην πεξηπιαζκαηηθφ  ρψξν. ην Anabaena sp. ην κέγεζνο 

ηνπ πεξηπιαζκαηηθνχ ρψξνπ θπκαίλεηαη κεηαμχ 30-40 nm ζε ζρέζε κε ηα 7-25nm, 

πνπ  αλαινγνχλ ζηελ απφζηαζε ηεο εζσηεξηθήο απφ ηελ εμσηεξηθή κεκβξαληθή ζηα 

πεξηζζφηεξα Gram αξλεηηθά βαθηήξηα [10]. ην Anabaena sp. ην θάζε μερσξηζηφ 

θχηηαξν έρεη ηε δηθή ηνπ εζσηεξηθή κεκβξάλε, ελψ ε εμσηεξηθή κεκβξάλε εζσθιείεη 
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φιν ην ηλίδην θαη δελ εηζέξρεηαη ζηα θελά κεηαμχ γεηηνληθψλ θπηηάξσλ[10]. Ζ 

εμσηεξηθή κεκβξάλε θαη ν πεξηπιαζκαηηθφο ρψξνο είλαη θνηλά θαη ζπλερφκελα γηα 

νιφθιεξν ην ηλίδην θαη νη δνκέο αλήθνπλ ζε έλα κφλν θχηηαξν ζην ηλίδην. Γίπια ζηελ 

εμσηεξηθή θαη ζηελ εζσηεξηθή κεκβξάλε πνπ πεξηβάιεη ηα θχηηαξα θαζψο θαη κέζα 

ζηα αγελή θχηηαξα είλαη αλεπηπγκέλν ην κεκβξαλψδεο ζχζηεκα ησλ ζπιαθνεηδψλ, 

πνπ θέξεη ηε θσηνζπλζεηηθή κεραλή [11]. Σν ζηέιερνο Anabaena sp. αλήθεη ζηνπο 

κνλαδηθνχο κηθξννξγαληζκνχο πνπ είλαη ηθαλνί φρη κφλν λα εθηεινχλ νμπγνληθή 

θσηνζχλζεζε αιιά θαη θαζήισζε αδψηνπ. Ζ θαζήισζε αδψηνπ ιακβάλεη ρψξα φηαλ 

θακία άιιε πεγή αδψηνπ δελ  είλαη δηαζέζηκε, αιιά κφλν ην αηκνζθαηξηθφ άδσην. ε 

απηή ηελ δηαδηθαζία, ην αηκνζθαηξηθφ άδσην, αλάγεηαη ζε ακκσλία θαη ε ακκσλία 

αθνκνηψλεηαη πεξαηηέξσ ζε γινπηακίλε, ρξεζηκνπνηψληαο ην 2-νμνγινπηαξηθφ σο 

δέθηε ηεο ακκσλίαο [13, 14]. Ζ ληηξνγελάζε είλαη ην έλδπκν πνπ θαηαιχεη ηελ 

κεηαηξνπή ηνπ αδψηνπ (Ν2), ζε ακκσλία (ΝΖ3) [12]. Σν έλδπκν απηφ είλαη εμαηξεηηθά 

επαίζζεην ζην νμπγφλν θαη απελεξγνπνηείηαη αθφκα θαη ζε κηθξή ζπγθέληξσζε 

απηνχ. Γηα απηφ ην ιφγν ε θσηνζχλζεζε θαη ε θαζήισζε αδψηνπ είλαη δπν  κε 

ζπκβαηέο δηαδηθαζίεο θαη πξέπεη λα δηαρσξίδνληαη ρσξνηαμηθά [15]. Γηα ηε επίηεπμε 

ηνπ δηαρσξηζκνχ, ην Anabaena sp. δεκηνπξγεί έλα δεχηεξν ηχπν θπηηάξσλ ηηο 

εηεξνθχζηεο ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο αδψηνπ (Δηθόλα 4)[16, 17]. Oη εηεξνθχζηεο 

αλαπηχζζνληαη απφ πξνυπάξρνληα αγελή θχηηαξα, ζε εκηηαθηά δηαζηήκαηα θαηά 

κήθνο ηνπ ηληδίνπ, απφ ηα νπνία 5-10% ησλ θπηηάξσλ απηψλ αξγφηεξα ζα κεηαηξαπεί 

ζε εηεξνθχζηεο. Οη εηεξνθχζηεο είλαη δηαθνξνπνηεκέλα θχηηαξα ηα νπνία πεζαίλνπλ 

κεηά απφ κεξηθέο γεληέο αγελψλ θπηηάξσλ. Απηνί πξνκεζεχνπλ ηα γεηηνληθά θχηηαξα, 

κε άδσην κε ηε κνξθή ηεο γινπηακίλεο, ζε αληάιιαγκα ησλ πξντφλησλ ηεο 

θσηνζχλζεζεο, πνπ δελ είλαη ζε ζέζε λα πξαγκαηνπνηήζνπλ. 

 

 

 

1.4 Φωηνζύλζεζε θαη αλαπλνή ζην Anabaena sp.PCC 7120 

 

Σα θπαλνβαθηήξηα  κπνξνχλ λα πξαγκαηνπνηήζνπλ νμπγνληθή θσηνζχλζεζε θαη 

αλαπλνή ηαπηφρξνλα, ζηνλ ίδην ρψξν. Απηφο ν ζπλδπαζκφο ησλ κεηαβνιηθψλ 

κνλνπαηηψλ είλαη αζπλήζηζηνο θαη απηή ε κεηαβνιηθή επειημία είλαη ππεχζπλε γηα 
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ηελ εμειηθηηθή αληνρή ησλ θπαλνβαθηεξίσλ, θαζψο θαη γηα ηελ ηθαλφηεηα ηνπο λα 

επδνθηκνχλ θάησ απφ αληίμνεο ζπλζήθεο. Γχν δηαδηθαζίεο αληίζηξνθεο, ε νμπγνληθή 

θσηνζχλζεζε (κεηαηξνπή ηνπ δηνμεηδίνπ ηνπ άλζξαθα θαη ηνπ λεξνχ ζε 

πδαηάλζξαθεο ρξεζηκνπνηψληαο ηελ ειηαθή αθηηλνβνιία) θαη ε αλαπλνή (κεηαηξνπή 

πδαηαλζξάθσλ ζε δηνμείδην ηνπ άλζξαθα θαη λεξφ απειεπζεξψλνληαο ελέξγεηα)   

απαηηνχλ κνλνπάηηα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ, ηα νπνία θαηά έλα κεγάιν βαζκφ 

θαηαιχνληαη απφ πξσηετληθά ζχκπινθα ζηηο κεκβξάλεο ηνπ θπηηάξνπ (Δηθόλα 5). Ζ 

ζπιαθνεηδήο κεκβξάλε, ην εζσηεξηθφ κεκβξαληθφ ζχζηεκα ην νπνίν δηαρσξίδεη ην 

θπηηαξφπιαζκα απφ ηνπο απινχο ηεο κεκβξάλεο, πεξηέρεη ηηο αιπζίδεο κεηαθνξάο 

ειεθηξνλίσλ ηεο θσηνζχλζεζεο θαη ηεο αλαπλνήο. Ζ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε 

ζηα πεξηζζφηεξα θπαλνβαθηήξηα πεξηέρεη ηα πξσηετληθά ζχκπινθα ηεο 

αλαπλεπζηηθήο αιπζίδαο, αιιά φρη θσηνζπλζεηηθά ζχκπινθα. Ζ θσηνζπλζεηηθή 

κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ ιακβάλεη ρψξα  ζηηο ζπιαθνεηδήο κεκβξάλεο, ελψ ζηελ 

αλαπλνή, ε ξνή ησλ ειεθηξνλίσλ ιακβάλεη ρψξα ζηα θπηηαξνπιαζκαηηθά 

ζπζηήκαηα [18]. Ζ θχξηα αλαπλεπζηηθή δξαζηεξηφηεηα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ζηελ  

δεμακελή ησλ πιαζηνθηλνλψλ ζηα ζπιαθνεηδή ησλ θπαλνβαθηεξίσλ πεξηιακβάλεη ηε 

δξάζε ηεο ειεθηξηθήο αθπδξνγνλάζεο (SDH). Σν επηζηέγαζκα ηεο λέαο απηήο 

έλλνηαο είλαη φηη ηα θπαλνβαθηήξηα είλαη ζε ζέζε λα παξάγνπλ ειεθηξηθφ σο 

αλαπλεπζηηθφ ελδηάκεζν, θαη σο εθ ηνχηνπ ζα πξέπεη λα έρνπλ έλαλ  επηπιένλ θχθιν, 

ηνλ θχθιν ηνπ θηηξηθνχ νμένο. Όια ηα ειεθηξφληα ηεο αλαπλεπζηηθήο νδνχ 

εηζέξρνληαη ζηελ δεμακελή ησλ πιαζηνθηλνλψλ κέζσ ηεο δξαζηεξηφηεηάο ηεο SDH 

θαη φρη κέζσ νμείδσζεο ηνπ ΝΑDΡΖ [19]. 
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Δηθόλα 5: Πεξίγξακκα ησλ κεκβξαλψλ θαη ησλ δηακεξηζκάησλ ζε έλα θχηηαξν 

θπαλνβαθηεξίνπ.  Ζ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε είλαη θίηξηλε ιφγσ ησλ θαξνηελνεηδψλ,  

νη ζπιαθνεηδείο κεκβξάλεο πεξηέρνπλ ρισξνθχιιε γηα απηφ είλαη πξάζηλεο, ν ρψξνο κεηαμχ 

δχν ζπιαθνεηδψλ είλαη ζπλερήο κε ην θπηηαξφπιαζκα ηνπ θπηηάξνπ. 

1.4.1 Φσηνζπλζεηηθή ξνή ειεθηξνλίσλ ζηα θπαλνβαθηήξηα 

 

Ζ θσηνζπλζεηηθή αιπζίδα ξνήο ησλ ειεθηξνλίσλ ζηα θπαλνβαθηήξηα κνηάδεη κε 

εθείλε ησλ θπηψλ. Όπσο θαίλεηαη θαη ζηελ (Δηθόλα 6), ε απνξξνθνχκελε θσηεηλή 

ελέξγεηα θαηαιήγεη  ζην θσηνζπζηεκα Η θαη ΗΗ, ηα νπνία θαη ηνλίδεη. Σα κφξηα 

ρισξνθχιιεο απνξξνθνχλ ην θσο. Έλα ειεθηξφλην πνπ έρεη δηεγεξζεί πξνο κηα 

θαηάζηαζε πςειήο ελέξγεηαο, κε ηελ απνξξφθεζε ελφο θσηνλίνπ κπνξεί λα 

κεηαθεξζεί ζε γεηηνληθνχο δέθηεο ειεθηξνλίσλ. Σν δηεγεξκέλν ειεθηξφλην 

κεηαθηλείηαη απφ ην εηδηθφ δεχγνο ρισξνθπιιψλ, ζηε θαηνθπηίλε ηελ νπνία θαη 

αλάγεη θαη ζηηο θηλφλεο, ππξνδνηψληαο έηζη ηελ έλαξμε ηεο γξακκηθήο ξνήο ησλ 

ειεθηξνλίσλ, θαηά κήθνο ηεο νμεηδναλαγσγηθήο αιπζίδαο ησλ θσηεηλψλ 

αληηδξάζεσλ ηεο θσηνζχλζεζεο. Σειηθά ε ελέξγεηα δηεγέξζεσο απνζβέλεηαη 

παξάγνληαο αλαγσγηθή δχλακε ππφ ηε κνξθή NADPH θαη ε αλαγσγή ησλ θηλνλψλ 

νδεγεί ζηελ παξαγσγή βαζκίδσζεο ζπγθέληξσζεο πξσηνλίσλ, ε νπνία σζεί ηε 

ζχλζεζε  ATP, απειεπζεξψλνληαο παξάιιεια νμπγφλν σο παξαπξντφλ. Ζ ελ ζεηξά 

ζχδεπμε ηνπ PSΗΗ κε ην PSI απνηειεί ηε βάζε ηνπ ιεγφκελνπ ζρήκαηνο Ε ησλ 

θσηεηλψλ αληηδξάζεσλ ηεο θσηνζχλζεζεο. Σα δπν θσηνζπζηήκαηα θαηαιχνπλ ηε 

κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ θσηφιπζε ηνπ λεξνχ πξνο ηε 

θεξεδνμίλε (Fd) θαη ηειηθά ην NADP, δξψληαο σο αλαγσγάζεο. Ζ κεηαθνξά 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ηε δηακεζνιάβεζε ηνπ ζπκπιέγκαηνο θπηνρξσκάησλ b6f θαη 
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ησλ θηλεηψλ θνξέσλ ειεθηξνλίσλ  ηεο πιαζηνθηλφλεο (PQ) θαη πιαζηνθπαλίλεο 

(PC) ή ην θπηφρξσκα c553 ζηα θπαλνβαθηήξηα. 

 

 

Δηθόλα 6: ρεκαηηθή απεηθφληζε ησλ πξσηετληθψλ ζπκπιφθσλ πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηηο 

αιπζίδεο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ γηα ηηο δηαδηθαζίεο θσηνζχλζεζεο θαη αλαπλνήο. 

Φσηνζχζηεκα ΗΗ, ζχκπιεγκα θπηνρξψκαηνο b6f, Φσηνζχζηεκα Η. 

 

Ζ ATP ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ θαζήισζε ηνπ CO2 ,κέζσ ηεο δξάζεο ηεο  

δηθσζθνξηθήο  θαξβνμπιάζεο ηεο ξηβνπιφδεο (Rubisco) ζηνλ θχθιν ηνπ Calvin γηα 

ηε ζχλζεζε ησλ πδαηαλζξάθσλ. Μηα ζεκαληηθή δηαθνξά κεηαμχ ησλ 

θπαλνβαθηεξίσλ θαη ησλ θπηψλ είλαη φηη ε ζηνηρεηνκεηξία ηνπ PSI θαη ηνπ PSII. Σν 

PSI είλαη ζε πιεηνλφηεηα, ελψ ζηα αλψηεξα θπηά ε αλαινγία ησλ PSI θαη PSII είλαη 

ίζε. Μηα πηζαλή εμήγεζε γηα απηή ηελ αζπλήζηζηε ζηνηρεηνκεηξία ζηα 

θπαλνβαθηήξηα είλαη ε ζπκκεηνρή ηνπ PSI ζε κία δηαδηθαζία θπθιηθήο ξνήο 

ειεθηξνλίσλ, κε ηελ ζπκκεηνρή ηνπ θπηφρξσκαηνο b6f  ηεο θεξεδνμίλεο Fd θαη ηεο 

PQ [20]. 
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1.5 Σα θπθνρνινζώκαηα ωο κνξηαθνί θωηαγωγνί 

 

Σα θπαλνβαθηήξηα πεξηέρνπλ ζπγθξνηήκαηα πξσηετλψλ, ηα θπθνρνινζψκαηα 

(phycobilisomes), ηα νπνία ηνπο επηηξέπνπλ λα ζπιιέγνπλ ην πξνζπίπηνλ θσο. Οη 

θπθνρνινπξσηεΐλεο είλαη πξσηείλεο πνπ απνξξνθνχλ ζην κήθνο θχκαηνο πνπ 

αληηζηνηρεί ζην εξπζξφ θαη ζην θπαλφ θαη απνηεινχληαη απφ αλνηθηέο 

ηεηξαππξξνιηθέο αιπζίδεο. Σα θπθνινζψκαηα είλαη ζπλδεδεκέλα ζηελ εμσηεξηθή 

πιεπξά ηεο κεκβξάλεο ησλ ζπιαθνεηδψλ, φπνπ ιεηηνπξγνχλ σο θσηναπνξξνθεηηθέο 

θεξαίεο, δηνρεηεχνληαο ηελ ελέξγεηα θσηνδηέγεξζεο ζηα θέληξα αληίδξαζεο ηνπ PSΗΗ. 

Ζ ρξσζηηθή, γλσζηή σο θπθνεξπζξίλε (phycoerythrin), απνξξνθά ηζρπξφηεξα ην 

θσο ζε κήθε θχκαηνο θνληά ζηα 550 nm, ελψ ε θπθνθπαλίλε (phycocyanin), 

απνξξνθά ηζρπξφηεξα ζηα 620 nm. Μηα ηξίηε ρξσζηηθή είλαη ε αιινθπθπαλίλε 

(allophycocyanin). Σα θπθνρνινζψκαηα είλαη πνιχ κεγάια ζπγθξνηήκαηα 

απνηεινχκελα απφ πνιιέο ππνκνλάδεο θπθνρνινπξσηείλεο θαη ζπγθξνηνχληαη έηζη 

ψζηε ηα κφξηα αιινθπθνθπαλίλεο λα έξρνληαη ζε θπζηθή επαθή κε ηε 

θσηνζπλζεηηθή κεκβξάλε θαη λα πεξηζηνηρίδνληαη απφ κφξηα θπθνθπαλίλεο θαη 

θπθνεξπζξίλεο. Ζ θπθνθπαλίλε θαη ε θπθνεξπζξίλε απνξξνθνχλ θσο κηθξφηεξνπ 

κήθνπο θχκαηνο (πςειφηεξεο ελέξγεηαο), δηαβηβάδνπλ ηελ ελέξγεηα απηή ζηελ 

αιινθπθνθπαλίλε θαη, κέζσ απηήο, ζηε ρισξνθχιιε ηνπ θέληξνπ αληίδξαζεο κε ηελ 

νπνία ε αιινθπθνθπαλίλε είλαη άκεζα ζπλδεδεκέλε (Δηθόλα 7). πλεπψο, ην 

θπθνρνιφζσκα ιεηηνπξγεί σο έλαο απνδνηηθφηαηνο κεηαθνξέαο ελέξγεηαο απφ ην 

ζχκπινθν ησλ θπθνρνινπξσηετλψλ ζηε ρισξνθχιιε α  [21]. 
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Δηθόλα 7: Γνκηθή νξγάλσζε ηνπ ζπζηήκαηνο θεξαίαο ηνπ PSII γηα θφθθηλα θχθηα θαη ηα 

θπαλνβαθηήξηα (Α) ηα βήκαηα κεηαθνξάο ελέξγεηαο, ζπκπεξηιακβαλνκέλνπ ηνπ 

δηαρσξηζκνχ θνξηίνπ (θσηνρεκηθή αληίδξαζε) ζην θέληξν αληίδξαζεο ηνπ PSII (Β) γηα ηα 

θπαλνβαθηήξηα, ε ελέξγεηα ησλ θσηνλίσλ πνπ απνξξνθάηαη πεξλάεη δηακέζνπ ελφο αξηζκνχ 

κνξίσλ θεξαίαο κέρξη λα θηάζεη ζην θέληξν αληίδξαζεο Chla (P680). Οη αξηζκνί  κήθνπο 

θχκαηνο (nm) ζην εζσηεξηθφ ησλ θχθισλ αληηπξνζσπεχνπλ ρξσζηηθέο πνπ αληηζηνηρνχλ ζην 

κέγηζην κήθνο θχκαηνο απνξξφθεζεο απηψλ ησλ ρξσζηηθψλ. 

 

ηα θπαλνβαθηήξηα  ν ηξηκεξηζκφο ησλ ζπκπινθψλ ηνπ PSI έρεη δεηρζεί φηη είλαη 

ζεκαληηθφο γηα ηελ έλσζε θαη ηελ απνδνηηθή κεηαθνξά ελέξγεηαο απφ ηα  

θπθνρνινζψκαηα ζηα PS [22]. Ζ έλσζε PSΗ κε ηα  θπθνρνινζψκαηα κπνξεί  λα 

είλαη δσηηθήο ζεκαζίαο γηα ηε ιεηηνπξγία ηνπ PSI ζηηο PSII αλεπαξθείο εηεξνθχζηεο.  

Γλσξίδνπκε φηη ε ζπιαθνεηδήο κεκβξάλε ησλ εηεξνθπζηψλ είλαη εκπινπηηζκέλε κε 

ην PSI. Όκσο έρνπκε επίζεο δείμεη φηη νη εηεξνθχζηεο, κπνξεί λα πεξηέρνπλ αλέπαθα 

ζπγθξνηήκαηα ηνπ PSII. Παξά ην γεγνλφο φηη θακία δξαζηεξηφηεηα δηάζπαζεο ηνπ 

λεξνχ αληρλεχζεθε, ε θσην-επαγφκελε κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ ζε PSII κεηξήζεθε. 

Παξά ην κηθξφηεξν πνζφ ησλ θπθνρνινπξσηετλψλ πνπ  βξέζεθαλ ζε εηεξνθχζηεο, ε 

κεηαθνξά ηεο ελέξγεηαο δηέγεξζεο απφ ηα θπθνρνινζσκάηα ζην PSI ιακβάλεη ρψξα 

ζηηο εηεξνθχζηεο [23]. Δπίζεο νη εηεξνθχζηεο είλαη ηθαλνί λα δηαηεξνχλ ζηαζεξέο 

ζπγθεληξψζεηο ΑΣΡ, θάησ απφ δηαθνξεηηθέο εληάζεηο θσηφο θαη άιινπο παξάγνληεο 

πνπ επεξεάδνπλ ηελ νμεηδναλαγσγηθή θαηάζηαζε ηεο πιαζηνθηλφλεο. Έλαο 

κεραληζκφο πνπ ξπζκίδεη ην πνζφ ηεο ελέξγεηαο δηέγεξζεο  πνπ κεηαθέξεηαη ζην PSI, 
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ζα παξέρεη έλαλ ηξφπν γηα ηηο εηεξνθχζηεο, λα αληαπνθξίλνληαη ζηελ πνηφηεηα ηνπ 

θσηφο, κε ζχδεπμε ή κε απνζχλδεζε ηνπ θπθνρνινζψκαηνο ζην PSI, ππνζηεξίδνληαο 

έηζη ηε ιεηηνπξγία ηνπ PSI ζε απηέο. 

Σα θάζκαηα απνξξφθεζεο, θαζψο θαη ηα απνηειέζκαηα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο, 

ππνδεηθλχνπλ φηη ε κείσζε ησλ θπθνρνινζσκάησλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο 

δηαθνξνπνίεζεο ησλ εηεξνθπζηψλ, δελ επεξεάδεη φια ηα ζπζηαηηθά ησλ 

θπθνρνινζσκάησλ εμίζνπ. Σα θάζκαηα απνξξφθεζεο ζε απνκνλσκέλεο 

εηεξνθχζηεο, έδεημαλ κεησκέλε έληαζε, ζε νιφθιεξε ηελ πεξηνρή κεηαμχ 550 θαη 650 

nm, ζε ζχγθξηζε κε εθείλε ησλ αγελψλ θπηηάξσλ. Ζ Δηθόλα 8 δείρλεη κηα ζρεκαηηθή 

αλαπαξάζηαζε ελφο κνληέινπ, ην νπνίν ζα κπνξνχζε λα εθαξκνζηεί ακθφηεξα ζηηο 

εηεξνθχζηεο (πάλσ κνηίβν) νη νπνίνη έρνπλ κηα ηξνπνπνηεκέλε ζχλζεζε ησλ 

θπθνρνινζσκάησλ θαη ζηα αγελή θχηηαξα (θάησ κνηίβν), κε θαλνληθή ζχλζεζε 

θπθνρνινζσκάησλ. Αξηζηεξά ζε θάζε κνηίβν, θαίλεηαη ε κεηά ηελ πξν-θσηηζκνχ 

θαηάζηαζε κε θφθθηλν θσο:  ην PSI είλαη θαηά θχξην ιφγν κνλνκεξέο θαη ηα 

θπθνρνινζψκαηα είλαη απνζπλδεδεκέλα ή κφλν ειαθξψο ελσκέλα κε ην PSI.  Μεηά 

απφ ηνλ θφθθηλν θσηηζκφ, ν νπνίνο κπνξεί λα ζπγθνκηζζεί απνηειεζκαηηθά απφ ηελ 

θεξαία  ηνπ θέληξνπ αληίδξαζεο  ηνπ PSI, ηα θπθνρνινζψκαηα  δελ απαηηνχληαη γηα 

ηε βειηηζηνπνίεζε ηεο ζπιινγήο θσηφο. Γεμηά ζε θάζε κνηίβν, ραξαθηεξίδεηαη απφ 

ην ζρεκαηηζκφ ηνπ ηξηκεξνχο ζην PSI θαη ε ζχδεπμε ησλ θπθνρνινζσκάησλ ζηα 

ηξηκεξή ηνπ PSI.  
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Δηθόλα 8: Γξαθηθή αλαπαξάζηαζε ησλ θπθνρνινζσκάησλ. Σν πάλσ κνηίβν δείρλεη ηελ 

ζπιαθνεηδή  κεκβξάλε ησλ εηεξνθπζηψλ, κε ζχκπινθα ηνπ θέληξν αληίδξαζεο, θαη 

ηξνπνπνηεκέλα θπθνρνινζψκαηα,, ζε ζχγθξηζε κε ηα αγελή θχηηαξα. ην πάλσ κνηίβν 

θαίλνληαη κφλν ηα θέληξα αληίδξαζεο  ηνπ PSI, ελψ ηφζν PSI θαη PSII απεηθνλίδνληαη ζην 

θάησ κνηίβν. Σα αγελή θχηηαξα (θάησ κνηίβν) έρνπλ κία ηππηθή θεξαία θπθνρνινζσκάησλ, 

ελψ ηα θπθνρνινζψκαηα ησλ εηεξνθπζηψλ, έρνπλ κηθξφηεξνπο ξάβδνπο θαη έλα αιιαγκέλν 

ππξήλα αιινθπθνθπαλίλεο. 

 

1.6 Από ηα αγελή θύηηαξα ζηηο εηεξνθύζηεο 

 

ε ζπλζήθεο ζηέξεζεο αδψηνπ ην Anabaena sp.ζηέιερνο PCC 7120 κπνξεί λα 

δηαθνξνπνηήζεη ην 5-10% ησλ αγελψλ θπηηάξσλ ηνπ, ζε εηεξνθχζηεο (Δηθόλα 9). Ζ 

αλάπηπμε εηεξνθπζηψλ, πξνζθέξεη έλα εληππσζηαθφ παξάδεηγκα θπηηαξηθήο 

δηαθνξνπνίεζεο θαη αλαπηπμηαθήο βηνινγίαο ζε κηα πνιχ απιή κνξθή. Σα 

θπαλνβαθηήξηα ρξεζηκνπνηνχλ θπξίσο δχν κεραληζκνχο γηα λα δηαρσξίζνπλ ηελ 

θσηνζχλζεζε θαη ηελ δέζκεπζε ηνπ αδψηνπ :έλα βηνινγηθφ ξνιφη γηα λα ηνπο ρσξίζεη 

ρξνληθά, θαη πνιπθπηηαξηθφηεηα ζε ζπλδπαζκφ κε θπηηαξηθή δηαθνξνπνίεζε γηα λα 

ηνπο ρσξίζεη ρσξηθά. 

 

 

Δηθόλα 9: Αλάπηπμε εηεξνθπζηψλ ζηα Anabaena sp. PCC7120 (Α) Σα θχηηαξα 

αλαπηχζζνληαη ζε ζξεπηηθφ κέζν πνπ πεξηέρεη κηα πεγή  ζπλδπαζκέλνπ αδψηνπ νπφηε 

κεγαιψλνπλ ζε λεκάηηα θσηνζπλζεηηθψλ αγελψλ θπηηάξσλ (Β) Απνπζία πεγήο αδψηνπ,  νη 

εηεξνθχζηεο δηαθνξνπνηνχληαη, ζρεκαηίδνληαο έλα αλαπηπμηαθφ κνηίβν κηαο εηεξνθχζηεο 

θάζε 10 έσο 20 αγελή θχηηαξα θαηά κήθνο ησλ λεκάησλ. 
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Ζ αλάπηπμε εηεξνθπζηψλ πεξηιακβάλεη ηελ ελζσκάησζε πνιιψλ εμσηεξηθψλ θαη 

εζσηεξηθψλ ζεκάησλ, ηελ επηθνηλσλία κεηαμχ ησλ θπηηάξσλ ζε έλα λήκα, θαη ηέινο 

ηε ρξνληθή θαη ρσξηθή ξχζκηζε ησλ γνληδίσλ θαη ησλ θπηηαξηθψλ δηαδηθαζηψλ. Απηά 

ηα θχηηαξα κπνξνχλ λα δηαλέκνληαη ζε έλα εκη θαλνληθφ ζρέδην θαηά κήθνο ηνπ 

λήκαηνο [11] θαη εμεηδηθεχνληαη ζηελ θαζήισζε ηνπ κνξηαθνχ αδψηνπ [12, 24]. Οη 

εηεξνθχζηεο πξνκεζεχνπλ ηα αγελή θχηηαξα κε ζηαζεξφ άδσην, ελψ ε δηθή ηνπο 

ιεηηνπξγία ζηεξίδεηαη ζε  κηα πεγή άλζξαθα θαη αλαγσγηθψλ, ηα νπνία θαη 

ιακβάλνπλ απφ ηα αγελή θχηηαξα αληίζηνηρα. Χο εθ ηνχηνπ, ε αλάπηπμε 

εηεξνθπζηψλ επηηξέπεη ζηα θπαλνβαθηήξηα λα πξνζαξκνζηνχλ ζε  ζπλζήθεο 

πεξηνξηζκέλνπ αδψηνπ  θαη αληηθαηνπηξίδεη ηελ απαίηεζε γηα έλα κηθξννμηθφ 

ελδνθπηηαξηθφ πεξηβάιινλ, ψζηε λα κελ επεξεάδεηαη ε ιεηηνπξγία ηεο  

ληηξνγελάζεο[25]. ηηο εηεξνθχζηεο ε παξαγσγή νμπγφλνπ κεηψλεηαη κε ηελ 

απνζπλαξκνιφγεζε ηνπ PSΗΗ. Σν PSΗ παξακέλεη ιεηηνπξγηθφ θαη ζπλεηζθέξεη κέζσ 

ηεο θπθιηθήο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ζηελ παξαγσγή ΑΣΡ [26]. Γηα ηελ 

θαηαζηξνθή  κνξίσλ νμπγφλνπ πνπ εηζέξρνληαη ζηα θχηηαξα ησλ εηεξνθπζηψλ, νη 

εηεξνθχζηεο δηαζέηνπλ έλα πςειφηεξν ξπζκφ αλαπλνήο, ζε ζρέζε κε ηα αγελή 

θχηηαξα [17].  Σα θπαλνβαθηήξηα έρνπλ έλα θαηά Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ 

θπηηαξηθφ ηνίρσκα ην νπνίν πεξηιακβάλεη δχν δηαθξηηέο κεκβξάλεο, ηε κεκβξάλε ηνπ 

θπηηαξνπιάζκαηνο, κία εμσηεξηθή κεκβξάλε (ΟΜ), θαη έλα ζηξψκα 

πεπηηδνγιπθάλεο, ην νπνίν είλαη παρχηεξν απφ φ, ηη ζε άιια Gram-αξλεηηθά 

βαθηήξηα, θαη εκπεξηέρεηαη κεηαμχ απηψλ  ησλ δπν κεκβξαλψλ [27]. Οη εηεξνθχζηεο  

κνξθνινγηθά ραξαθηεξίδνληαη απφ δχν επηπιένλ ζηνηβάδεο ζηελ εμσηεξηθή 

κεκβξάλε πνπ πεξηβάιιεη ην θχηηαξν ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα Gram αξλεηηθά 

βαθηήξηα (Δηθόλα 10). Ζ κία ζηνηβάδα απνηειείηαη απφ γιπθνιηπίδηα (HGL) θαη 

κεηψλεη ηελ δηαπεξαηφηεηα ηνπ νμπγφλνπ. Ζ άιιε ζηνηβάδα πεξηιακβάλεη 

πνιπζαθραξίηεο (HEP), νη νπνίνη πξνζηαηεχνπλ ηελ εχζξαπζηε γιπθνιηπηδηθή 

ζηνηβάδα  [28]. Χο εθ ηνχηνπ,  ε αλαδηακφξθσζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο είλαη 

κία απφ ηηο πξψηεο δηαδηθαζίεο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο αλάπηπμεο ησλ εηεξνθπζηψλ. Σν 

νμπγφλν πνπ δηαπεξλά  ην εκπφδην ηεο γιπθνιηπηδηθήο ζηνηβάδαο, απνκαθξχλεηαη 

καδί κε ην κνξηαθφ άδσην κέζσ ηεο απμαλφκελεο αλαπλεπζηηθήο δξαζηεξηφηεηαο ή 

ζπδεπγλχεηαη απφ νμπγελάζεο [28]. Ζ εηδηθή γιπθνιηπηδηθή ζηνηβάδα ησλ 

εηεξνθπζηψλ  απνηειείηαη απφ πνιχ-πδξνμπ-αιθνφιεο κε 26 εσο 28 άηνκα άλζξαθα, 

γιπθνδηηηθψο ζπλδεδεκέλα κε ηε γιπθφδε ζηνλ C-1. Σν Anabaena sp.έρεη δπν 
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γιπθνιηπηδηθέο ζηνηβάδεο. HGL1 ή 1-(O-α-D-glucopyranosyl)-3,25-hexacosanediol 

θαη HGL2 ή 1-(O-α-D-glucopyranosyl)-3-keto-25-hexacosanol[29].     

 

 

Δηθόλα 10: Μηθξνγξαθία δηέιεπζεο ειεθηξνλίνπ ηνκψλ, ελφο θπηηάξνπ εηεξνθχζηεο  ηνπ 

άγξηνπ ηχπνπ Anabaena sp. PCC 7120 φπνπ OM:  εμσηεξηθή κεκβξάλε, HGL :ζηνηβάδα  

γιπθνιηπηδηθψλ, HEP: ζηνηβάδα πνιπζαθραξηηψλ εηεξνθπζηψλ, C: θφθνη θπαλνθπθίλεο  θαη 

ηα ζπιαθνεηδή.  

 

Δπεηδή ππάξρεη ζπλέρεηα ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο κεηαμχ αγελψλ θπηηάξσλ θαη 

εηεξνθπζηψλ, πξνηάζεθε ε αληαιιαγή κεηαβνιηηψλ κεηαμχ ηνπο κέζσ ηνπ 

πεξηπιαζκαηηθνχ ρψξνπ [10]. Άλζξαθαο κεηαθηλείηαη απφ ηα αγελή θχηηαξα ζηηο 

εηεξνθχζηεο θαη άδσην κεηαθηλείηαη  απφ ηηο εηεξνθχζηεο ζηα αγελή θχηηαξα. ηε 

κεηαθνξά ηνπ άλζξαθα παξαηεξείηαη φηη εκπιέθεηαη ε ζαθραξφδε [30].Δπίζεο, ηα 

αγελή θχηηαξα παξέρνπλ γινπηακηληθφ ζηηο εηεξνθχζηεο ην νπνίν θαη κεηαηξέπνπλ 

ζε γινπηακίλε θαη άιια ακηλνμέα κε ηα νπνία ηξνθνδνηνχλ ηα αγελή θχηηαξα [31]. Ζ 

αληαιιαγή κνξίσλ πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ δηαθπηηαξηθψλ ζπλδέζεσλ 

(κηθξνπιαζκνδέζκαηα) ή δηαχισλ απεπζείαο ζπλδένληαο ην θπηηαξφπιαζκα ησλ 

παξαθείκελσλ θπηηάξσλ. Σα κηθξνπιαζκνδέζκαηα  είλαη θαλάιηα πνπ ζρεκαηίδνληαη 

απφ νιηγνκεξή πξσηετλψλ. Δγθαζίζηαληαη ζην δηάθξαγκα κεηαμχ ησλ δχν θπηηάξσλ, 

θαζψο θαη ζηελ δηαθξάγκαηα κεηαμχ ησλ αγελψλ θπηηάξσλ θαηά κήθνο ηνπ λήκαηνο. 

Οη δηαθνξεηηθέο θαηαλνκέο ησλ ζπιαθνεηδψλ ζηνπο δχν ηχπνπο θπηηάξσλ 

(πεξηθεξηθφ ζε θπηηθά θχηηαξα θαη πνιηθψλ ζηηο εηεξνθχζηεο), δηαθνξνπνηεί ηηο 

δνκέο ηνπο [32](Δηθόλα 11). 

C 

Thylakoids 
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Δηθόλα 11: Μηθξνγξαθία κεηάδνζεο ειεθηξνλίνπ πνπ δείρλεη κηα ηεξκαηηθή εηεξνθχζηε 

(αξηζηεξά) θαη ηα παξαθείκελα αγελή θχηηαξα ηνπ (δεμηά) απφ έλα λήκα ηνπ Anabaena sp. 

PCC 7120. CPG: θφθθνη θπαλνθπθίλεο,  CM: θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε, ΟΜ 

:εμσηεξηθή κεκβξάλεο  

  

Σν ρξνλνδηάγξακκα ηεο αλάπηπμεο ησλ εηεξνθπζηψλ, αξρίδεη κε  ηνλ αηζζεηφ 

πεξηνξηζκφ ζπλδπαζκέλνπ αδψηνπ θαη θνξπθψλεηαη κε ηελ θαζήισζε ηνπ  ζηηο 

ψξηκεο εηεξνθχζηεο.  Ζ αλάπηπμε  είλαη πιήξεο ζε πεξίπνπ 20 ψξεο ζηνπο 28
0
C θαη 

εκπιέθεη θπηηαξηθή δηαθνξνπνίεζε ησλ επηιεγκέλσλ αγελψλ θπηηάξσλ ζε  

εηεξνθχζηεο ,θαη ιηγφηεξν πξνθαλείο αιιαγέο ζηελ έθθξαζε γνληδίσλ θαη ην 

κεηαβνιηζκφ ζηα ππφινηπα αγελή θχηηαξα [33]. Ζ αλίρλεπζε ηεο έιιεηςεο αδψηνπ 

εληφο ηνπ θπηηάξνπ,  πξαγκαηνπνηείηαη απφ ην 2-νμνγινπηαξηθφ ( ή α-

θεηνγινπηαξηθφ) έλα ελδηάκεζν ζηνλ θχθιν ηνπ Krebs. Ο θχθινο ηνπ Krebs ζηα  

θπαλνβαθηήξηα είλαη ειιηπήο ιφγσ ηεο έιιεηςεο ηεο αθπδξνγνλάζεο 2-

νμνγινπηαξηθνχ. Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα, ε θχξηα ιεηηνπξγία ηνπ  2-

νμνγινπηαξηθνχ  λα πεξηνξίδεηαη ζην λα ρξεζηκεχζεη σο πξφδξνκν κφξην ζε κηα 

πνηθηιία βηνζπλζεηηθψλ αληηδξάζεσλ. Δπίζεο είλαη ν  δέθηεο ηνπ ακκσλίνπ (NH4
+
) 

κε ηελ δεκηνπξγία κεηαβνιηθήο δηαζηαχξσζεο κεηαμχ άλζξαθα θαη αδψηνπ ζηα 

θπαλνβαθηήξηα [34]. Βάζε ηνπ ξφιν σο  αηζζεηήξα ζπλζήθεο ζηέξεζεο αδψηνπ, ε 

ηερλεηή αχμεζε ηνπ, επάγεη ην ζρεκαηηζκφ εηεξνθπζηψλ ζην Anabaena sp. PCC 

7120 [35]. Ζ αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο ησλ αγελψλ 
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θπηηάξσλ θαη ησλ εηεξνθπζηψλ, απνθάιπςε πςειή νκνηφηεηα, γεγνλφο πνπ 

ππνδειψλεη φηη ε ζρεηηθή πξσηετληθή ζπγθέληξσζε εληφο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο 

κπνξεί λα δηαθέξεη κεηαμχ ησλ δχν θπηηαξηθψλ ηχπσλ, αιιά φρη ε ζχζηαζε ηεο. Οη 

πξσηεΐλεο πνπ βξίζθνληαη ζην θπηηαξηθφ ηνίρσκα  κπνξνχλ λα θαηεγνξηνπνηεζνχλ 

ζε πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζε (α) κεηαγσγή ζήκαηνο, (β) ζχλζεζε, θαη (γ) 

κεηαθνξά [36]. Ζ εμσηεξηθή κεκβξάλε ηνπ Anabaena sp. PCC 7120 πεξηιακβάλεη 

ελζσκαησκέλεο κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο θαη ιηπνπξσηείλεο  πνπ  κε ην ακηλν-

ηεξκαηηθφ άθξν ηνπ πξνζδέλνπλ ιηπίδηα. Απηέο νη κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο 

πεξηιακβάλνπλ πξσηεΐλεο ηχπνπ πνξίλεο, θαζψο θαη πξσηεΐλεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηε 

κεηαθνξά  κεηαβνιηηψλ θαη ηε ζπλαξκνιφγεζε. ην Anabaena sp. PCC 7120, νη 

ραξαθηεξηζηηθέο πξσηεΐλεο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο είλαη  All4499 θαη All4550,  

πνπ εληνπίζηεθαλ ζηηο κεκβξάλεο ησλ αγελψλ θπηηάξσλ θαη ήηαλ θαη νη πιένλ 

άθζνλεο πξσηεΐλεο  ζηηο εηεξνθχζηεο [37]. Γνληδησκαηηθή αλάιπζε ηεο έθθξαζεο 

ησλ γνληδίσλ κεηά ηε ζηέξεζε αδψηνπ έδεημε κία αχμεζε ζηελ έθθξαζε ηεο all4499 

νθηψ ψξεο κεηά ηε ζηέξεζε. Ζ έθθξαζε ηεο Αll4550 κεηψλεηαη εηθνζηηέζζεξηο ψξεο 

κεηά ηελ εμάληιεζε ηνπ αδψηνπ. ε πνιιά θπαλνβαθηήξηα, ε ληηξνγελάζε ην έλδπκν 

πνπ θαζειψλεη ην άδσην ζπληίζεηαη κφλν ζηηο εηεξνθχζηεο, φπνπ δελ ππάξρεη 

νμπγφλν. Ζ ληηξνγελάζε είλαη έλα θαιά δηαηεξεκέλν έλδπκν ζε φινπο ηνπο άδσην-

θαζνξηζκέλνπο νξγαληζκνχο θαη απνηειείηαη απφ δχν ζπληζηψζεο: ηε δηληηξνγελάζε 

(MoFe πξσηεΐλε ή πξσηεΐλε Η πνπ θσδηθνπνηείηαη απφ ηα γνλίδηα nifDα,β θαη 

nifKα,β) θαη ηελ  αλαγσγάζε  ηεο δηληηξνγελάζεο (πξσηεΐλε Fe ή πξσηεΐλε II,  πνπ 

θσδηθνπνηείηαη απφ ην γνλίδην nifH). Ζ αλαγσγάζε ηεο δηληηξνγελάζεο ρξεζηκεχεη 

γηα λα κεηαθέξεη ειεθηξφληα απφ δφηεο ειεθηξνλίσλ φπσο ε θεξεδνμίλε ζηε 

δηληηξνγελάζε.  Ζ αλάπηπμε εηεξνθπζηψλ ζπλνδεχεηαη θαη απφ αιιαγέο ζηνλ 

θσηνζπλζεηηθφ κεραληζκφ θαη ηνλ κεηαβνιηζκφ ηνπ άλζξαθα, γηα λα ηξνθνδνηεί κε 

ΑΣΡ θαη ρακειφ αλαγσγηθφ δπλακηθφ ηελ δέζκεπζε ηνπ αδψηνπ [17].  

 

1.7 Παξαγωγή πδξνγόλνπ ζηα θπαλνβαθηήξηα 

 

Πνιιά είδε θπαλνβαθηεξίσλ κπνξνχλ λα κεηαηξέπνπλ  ην άδσην ζε ακκσλία θαη 

ηαπηφρξνλε αλαγσγή ησλ πξσηνλίσλ ζε πδξνγφλνπ [25]. Ζ ζπλνιηθή αληίδξαζε πνπ 

ιακβάλεη ρψξα θαίλεηαη παξαθάησ: 
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N2 + 8H
+ 

+ 8e
-
 +16ATP     2NH3 +H2 +16ADP +16 Pi 

 

Μφλν ην 75% ησλ ειεθηξνλίσλ κεηαθέξνληαη γηα ηελ κείσζε ηνπ αδψηνπ, ελψ ην 

ππφινηπν 25% ησλ ειεθηξνλίσλ εκπιέθεηαη ζηελ παξαγσγή ηνπ κνξηαθνχ 

πδξνγφλνπ, ην νπνίν είλαη παξαπξντφλ ηεο θαζήισζεο ηνπ αδψηνπ. Χζηφζν, ην 

κνξηαθφ πδξνγφλν κπνξεί λα επαλαρξεζηκνπνηεζεί  απφ έλα ζχζηεκα επαλνμείδσζεο 

πδξνγφλνπ, ην νπνίν ειέγρεηαη απφ ην έλδπκν uptake-πδξνγελάζε (hup).Δπίζεο, 

ππάξρεη θαη κηα αληηζηξεπηή ακθίδξνκε πδξνγελάζε (bidirectional hydrogenase ή 

hox), ε νπνία έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα θαηαιχεη ηελ πξφζιεςε θαη ηελ εμέιημε ηνπ 

κνξηαθνχ πδξνγφλνπ αλάινγα κε ην δπλακηθφ  νμεηδναλαγσγήο ηνπ δηακεξίζκαηνο 

ηνπ θπηηάξνπ ζην νπνίν είλαη εληνπηζκέλε  ε  hox, κε ηα  NADP 
+
 / NADΡΖ σο  

ζπλεξγάηεο ηεο αληίδξαζεο [8]. Ζ ακθίδξνκε πδξνγελάζε είλαη αγθπξνβνιεκέλε 

ζηελ κεκβξάλε ηνπ θπηηάξνπ θαη παξαηεξείηαη εμίζνπ θαη ζηα αγελή θχηηαξα θαη 

ζηηο εηεξνθχζηεο [38]. Ζ πξνζζήθε αδψηνπ ζην ζξεπηηθφ κέζν ηνπ βαθηεξίνπ, έρεη 

κηθξή επίδξαζε ζηε δξάζε ηνπ ελδχκνπ, δείρλνληαο φηη ε ιεηηνπξγία ηνπ είλαη 

αλεμάξηεηε ηεο δξάζεο ηεο ληηξνγελάζεο. Ζ δξαζηεξηφηεηα ηνπ ελδχκνπ ζηηο 

εηεξνθχζηεο απμάλεη ζεκαληηθά ζε αλαεξφβηεο ή κηθξναεξφβηεο ζπλζήθεο [39]. 

Δπίζεο, έρεη πξνηαζεί φηη ην έλδπκν απηφ ιεηηνπξγεί ζαλ ηφπνο ελαπφζεζεο γηα ηα 

ρακεινχ δπλακηθνχ ειεθηξφληα, ηα νπνία δεκηνπξγνχληαη θαηά ηε θσηνζχλζεζε, 

εκπνδίδνληαο έηζη ηελ επηβξάδπλζε ηεο αιπζίδαο κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ππφ 

ζπλζήθεο ζηξεο [40]. Οη πδξνγελάζεο θαη ε ληηξνγελάζε είλαη πνιχ επαίζζεηα 

έλδπκα ζην νμπγφλν θαη γξήγνξα αδξαλνπνηνχληαη ππφ ηελ παξνπζία ηνπ. Χο εθ 

ηνχηνπ, ηα θπαλνβαθηήξηα έρνπλ αλαπηχμεη δηαθνξεηηθνχο ηξφπνπο γηα λα 

δηαηεξήζνπλ ηε δξαζηηθφηεηα ησλ ελδχκσλ δηαρσξίδνληαο ηε ληηξνγελάζε απφ ηε 

θσηνζχλζεζε είηε ρσξηθά, κέζσ ησλ εηεξνθπζηψλ θαη  ησλ αγελψλ θπηηάξσλ, ή 

ρξνληθά, κε ηε θσηνζχλζεζε θαηά ηε δηάξθεηα ηεο εκέξαο θαη ηεο θαζήισζεο 

αδψηνπ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο. Οπφηε ε ληηξνγελάζε θαη ε uptake-πδξνγελάζε 

είλαη δχν έλδπκα πνπ εκπιέθνληαη άκεζα ζηελ παξαγσγή θαη ηελ θαηαλάισζε ηνπ 

Ζ2. Ζ uptake-πδξνγελάζε δείρλεη επαξθή ηθαλφηεηα πξφζιεςεο, ηνπ ζχλνιν ηνπ 

πδξνγφλνπ πνπ απειεπζεξψλεηαη θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαδηθαζίαο ηεο θαζήισζεο 

άδσην φπσο θαίλεηαη ζηελ παξαθάησ αληίδξαζε: 
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Σα ειεθηξφληα πνπ απνθηήζεθαλ απφ ηε πξφζιεςε πδξνγφλνπ αλαθπθιψλνληαη 

πίζσ ζηελ θσηνζπλζεηηθή αιπζίδα κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ, κέζσ ηεο 

πιαζηνθηλφλεο θαη κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί απφ ην θπηφρξσκα c νμεηδάζεο γηα ηε 

κεηαηξνπή ηνπ Ο2 ζε λεξφ ή ηε κεηαθνξά ηνπο πίζσ ζηε ληηξνγελάζε, κέζσ ηνπ PSI 

θαη ηεο εηδηθήο θεξεδνμίλεο ησλ εηεξνθπζηψλ [9] Δηθόλα 12. ηα θπαλνβαθηήξηα, ηα 

ειεθηξφληα κπνξνχλ επίζεο λα παξαρζνχλ κέζσ ηεο θαηαλάισζεο ηνπ πδξνγφλνπ 

(βέιε ζε θφθθηλν) θαη ηεο δηπιήο θαηεχζπλζεο ησλ πδξνγελαζψλ. Τα θφθθηλα βέιε 

αληηπξνζσπεχνπλ ηε ρεκηθή αληίδξαζε θαη ηηο ξνέο ειεθηξνλίσλ πνπ ζπλδένληαη κε 

ηελ θαηαλάισζε πδξνγφλνπ, ελψ κε καχξα βέιε αληηδξάζεηο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε 

θσηνζχλζεζε θαη ηνλ θαηαβνιηζκφ ησλ πδαηαλζξάθσλ. 

 

Δηθόλα 12: Δπηζθφπεζε ησλ πηζαλψλ ξνψλ ειεθηξνλίσλ .Σα ειεθηξφληα πνπ απαηηνχληαη 

γηα παξαγσγή πδξνγφλνπ, απνθηήζεθαλ είηε κέζσ ηεο θσηνζπλζεηηθήο νμείδσζεο ηνπ λεξνχ 

ή ηνπ θαηαβνιηζκνχ ησλ ελδνγελψλ πδαηαλζξάθσλ.  

Ζ ληηξνγελάζε, είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δηαηήξεζε ηνπ θχθινπ ηνπ αδψηνπ, 

δεδνκέλνπ φηη ην ζηνηρείν απηφ ζπρλά πεξηνξίδεη ηελ αλάπηπμε ησλ νξγαληζκψλ. ε 

νξηζκέλα λεκαηνεηδή ζηειέρε, ε πδξνγελάζε εθθξάδεηαη ζηηο  εηεξνθχζηεο, ελψ έρεη 

κηθξή ή θακία δξαζηεξηφηεηα ζηα θσηνζπλζεηηθά αγελή θχηηαξα. Ο θχξηνο ξφινο 

ηεο uptake-πδξνγελάζεο ζηα θπαλνβαθηήξηα είλαη  ε πξφζιεςε ηνπ κνξηαθνχ 
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πδξνγφλνπ πνπ παξάγεηαη απφ ηηο δηαδηθαζίεο θαζήισζεο ηνπ αδψηνπ απφ ηε 

ληηξνγελάζε θαη ε επαλαρξεζηκνπνίεζε ησλ ειεθηξνλίσλ απφ ην Ζ2. Σξηα νθέιε 

απηνχ ηνπ ζπζηήκαηνο έρνπλ αλαθεξζεί: (α) αλαθηά ζηνλ νξγαληζκφ ΑΣΡ ελέξγεηα 

πνπ αλαπφθεπθηα ράλεηαη θαηά ηε παξαγσγή πδξνγφλνπ απφ ηελ θαηάιπζε ηεο 

ληηξνγελάζεο (β)  αθαηξεί  νμπγφλν απφ ηε ληηξνγελάζε, πξνζηαηεχνληαο ηελ απφ 

αδξαλνπνίεζε, κέζσ ηεο αλαπλεπζηηθήο νμπ-πδξνγφλνπ αληίδξαζεο (Knallgas) (γ) 

πξνκεζεχεη κε ειεθηξφληα γηα δηάθνξεο θπηηαξηθέο ιεηηνπξγίεο θαη (δ) απνηξέπεη ηε 

κε ηνμηθή ζπζζσξεχζε πςειήο ζπγθέληξσζεο πδξνγφλνπ, πνπ επεξεάδεη ηε 

δξαζηεξηφηεηα ηεο ληηξνγελάζεο  [41]. Έρεη πξνηαζεί φηη ην έλδπκν uptake-

πδξνγελάζε βξίζθεηαη ζηηο κεκβξάλεο ησλ ζπιαθνεηδψλ ησλ εηεξνθπζηψλ ή ζηα 

θπηηθά θχηηαξα, ή ζηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Σν έλδπκν δηαζέηεη δχν 

ππνκνλάδεο κε δηαθνξεηηθά κεγέζε, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ ησλ ΖupS (35kDa)  θαη 

HupL (60kDa). H ΖupS ζπκκεηέρεη ζηελ κεηαθνξά  ειεθηξνλίσλ θαη ε HupL πνπ 

πεξηέρεη ην ελεξγφ θέληξν. Δπηπιένλ ε  ππνζεηηθή ππνκνλάδα ΖupC ζπκπιεξψλεη ην 

ζχκπινθν, βνεζψληαο ζηελ αγθπξνβφιεζε ηνπ εηεξνδηκεξνχο HupSL ζηε κεκβξάλε 

(Δηθόλα 13).   

 

 

Δηθόλα 13: Έλδπκα πνπ εκπιέθνληαη άκεζα ζην κεηαβνιηζκφ ηνπ πδξνγφλνπ ζηα 

θπαλνβαθηήξηα. 
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Πξνθεηκέλνπ λα πξνζδηνξηζηνχλ νη επηπηψζεηο ηεο δηαγξαθήο γνληδίσλ ηεο  

πδξνγελάζεο, ζηε βαζηδφκελε απφ ηελ ληηξνγελάζε παξαγσγηθφηεηα Ζ2 απφ ηηο 

εηεξνθχζηεο, έρνπλ κειεηεζεί ηξία κεηαιιάγκαηα ηνπ βαθηεξίνπ Anabaena 

sp.PCC7120. Σν hupL
- 
ζηέιερνο (έιιεηςε ηεο uptake πδξνγελάζεο), hoxH

-
 ζηέιερνο

 

(έιιεηςε ηεο ακθίδξνκεο πδξνγελάζεο) θαη hupL
-
/hoxH

-
  ζηέιερνο ( έιιεηςε θαη ησλ 

δπν γνληδίσλ). ην ζηέιερνο hupL
-
, ε απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ νδεγεί ζε κία 

κηθξή κείσζε ηεο δξάζεο ηεο ληηξνγελάζεο. Όπσο είλαη θαηαλνεηφ φηη  ε 

πδξνγελάζε ζα κπνξνχζε λα  επσθειεί ηελ ληηξνγελάζε, επεηδή κπνξεί λα ηελ 

πξνζηαηεχζεη απφ ην νμπγφλν, παγηδεχνληαο ηε δηάρπζε ηνπ  ζηηο εηεξνθχζηεο [25]. 

 

1.8 Ο κεηαβνιηζκόο ηνπ άλζξαθα θαη  ηνπ αδώηνπ ζηηο εηεξνθύζηεο 

 

Σν πην ζεκαληηθφ είλαη ε θαζήισζε ηνπ άλζξαθα κέζσ  ηεο νπνίαο αλάγεηαη CO2 

,γηα λα ζπλζέζεη γιπθφδε θαη ηηο κνξθέο ησλ πνιπκεξψλ ηεο ζηα αγελή θχηηαξα. . Ζ 

αλεγκέλε Fd κπνξεί λα δψζεη ειεθηξφληα ζηελ αλαγσγάζε ηεο θεξεδνμίλεο θαη έηζη 

λα αλάγεη ην NADP 
+ 

ζε NADPH. Μαδί κε ΑΣΡ, εηζάγεηαη ζηνλ θχθιν ηνπ Calvin γηα 

λα θαζειψζεη CO2 θαη λα ζρεκαηίζεη παξάγσγα γιπθφδεο ή απνζήθεο γιπθνγφλνπ. 

Οη εηεξνθχζηεο ιακβάλνπλ ηηο ελψζεηο άλζξαθα θαη ελδερνκέλσο ππφ ηε κνξθή ησλ 

δηζαθραξηηψλ, φπσο καιηφδε, πξνθεηκέλνπ λα παξάγνπλ NADPH, κε ηε βνήζεηα ησλ 

ελδχκσλ ηνπ νμεηδσηηθνχ κνλνπαηηνχ ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ. Ζ γινπηακίλε πνπ 

δεκηνπξγείηαη κέζσ ηεο ζπκπχθλσζεο ηεο ακκσλίαο κε γινπηακηθφ απφ ην έλδπκν 

ζπλζάζε ηεο γινπηακίλεο (GS), κεηαθέξεηαη ζην αγελέο θχηηαξν, φπνπ ζρεκαηίδεη 

γινπηακηληθφ κέζσ ηεο ζπλζάζεο ηνπ γινπηακηθνχ. Σν γινπηακηθφ παξάγεηαη είηε 

απφ ελδνγελή ζχλζεζε ή κε κεηαθνξά απφ ην αγελέο θχηηαξν. Οη εηεξνθχζηεο θαη ηα 

αγελή θχηηαξα, απνδεηθλχνπλ ηελ πξψηκε εμειηγκέλε κνξθή ηεο θπηηαξηθήο 

εμεηδίθεπζεο. νπθξφδε κεηαηνπίδεηαη απφ ηα αγελή θχηηαξα εληφο ησλ εηεξνθπζηψλ 

θαη κπνξεί λα ιεηηνπξγήζεη σο νξγαληθφ ππφζηξσκα [17, 42]. Οη πξνθχπηνπζεο 

εμφδεο, κεηά απφ θσζθνξπιίσζε απφ εμνθηλάζεο, κπνξνχλ λα εηζέιζνπλ ζηνλ 

νμεηδσηηθφ θχθιν ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ θαη ζηελ  δηαδηθαζία ηεο αλαπλνήο, θαη 

λα παξάγνπλ NADPH θαη αλζξαθηθνχο ζθειεηνχο γηα ηελ αθνκνίσζε ηνπ ακκσλίνπ. 

Δπίζεο δξνπλ σο πξφδξνκεο νπζίεο γηα ηε ζχλζεζε ηνπ γιπθνγφλνπ. Ζ αλίρλεπζε ηεο 

κεηαθεξφκελεο ζνπθξφδεο, παξαηεξείηαη κε ηα απμεκέλα επίπεδα ηεο 

αθπδξνγνλάζεο ηεο 6-θσζθνξηθήο γιπθφδεο θαη ηεο 6-θσζθνγιπθνληθήο 
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αθπδξνγνλάζεο. Ζ αλαζχλζεζε ηεο ζνπθξφδεο απφ  ηε SPS-B (sucrose-phosphate-

synthase-B) κπνξεί λα ιάβεη ρψξα ζηηο εηεξνθχζηεο, πηζαλφλ απφ ηελ απνδφκεζε 

ησλ πξντφλησλ ηνπ γιπθνγφλνπ, ζπκβάιινληαο ζε έλα ιεηηνπξγηθφ θπθιηθφ 

κεραληζκφ ζνπθξφδεο. Σν SPS-Β ζπκβάιιεη ζηελ δεμακελή ADP θαη σο εθ ηνχηνπ, ε 

πςειή αλαινγία ADP-ATP αλαθέξεηαη ζηηο εηεξνθχζηεο θαη πηζαλφηαηα 

δηακνξθψλεη  ηε δξαζηεξηφηεηα ηεο ληηξνγελάζεο (Δηθόλα 14).  

 

 

Δηθόλα 14:  ρεκαηηθή αλαπάξαζηαζε ηνπ κνλνπαηηνχ ηεο ζνπθξφδεο ησλ εηεξνθπζηψλ 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο θαζήισζεο ηνπ αδψηνπ ζηα Anabaena sp. PCC 7120 [43]. 

Φσηνζπλζεηηθή θαζήισζε  ηνπ άλζξαθα C κέζσ ηνπ θχθινπ ηνπ Calvin (CC) εκθαλίδεηαη 

ζηα αγελή θχηηαξα θαη ζα κπνξνχζε λα νδεγήζεη ζε βηνζχλζεζε ηνπ γιπθνγφλνπ  θαη 

ζνπθξφδεο. Οη εηεξνθχζηεο ιεηηνπξγνχλ σο δεμακελή πδαηαλζξάθσλ απφ ηα αγελή θχηηαξα 

θαη σο πεγή ζηαζεξνχ αδψηνπ [17]. ηηο  εηεξνθχζηεο ζπληίζεηαη γιπθνγφλν θαη ζνπθξφδε, 

ηα αλαγσγηθά γηα κείσζε Ν2 θαη Ο2 πνπ παξάγεηαη απφ ηελ δξαζηηθφηεηα ηνπ θχθινπ  ησλ 

θσζθνξηθψλ πεληνδψλ (OPPC)  ε εηδηθή  ΝΑDΡΖ-ferrodoxin ησλ εηεξνθπζηψλ θαη  ε 

αλαπλεπζηηθή κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ (RET) θαζψο θαη ε ζχλζεζε ΑΣΡ απφ  θπθιηθή  

θσζθνξπιίσζε (PSI). Σα έλδπκα ηεο ζνπθξφδεο (1) Sus (2) Α / Ν-Ηnv  (3Α) SPS-A (3Β) 

SPS-B θαη (4) SPP a-Κεηνγινπηαξηθφ [44] 

 

 

Μειέηεο γηα ηε ζρέζε κεηαμχ C θαη N ζην κεηαβνιηζκφ ησλ εηεξνθπζηψλ  έρνπλ 

επηθεληξσζεί ζην ξφιν ηνπ γιπθνγφλνπ ζηε θαζήισζε Ν2  [45]. Καηά ηε θσηεηλή 

θάζε, ηα πεξηζζφηεξα ζηειέρε  ησλ θπαλνβαθηεξίσλ ζπζζσξεχνπλ έλα πςειφ 

επίπεδν  γιπθνγφλνπ, ην νπνίν θηλεηνπνηείηαη γηα λα παξάγεη αλαγσγηθά θαη ATP 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο, είηε ζηα αγελή θχηηαξα είηε ζηηο εηεξνθχζηεο. 

Καζήισζε ηνπ Ν2 κπνξεί, σο εθ ηνχηνπ, λα ιάβεη ρψξα ηε λχρηα, αθφκε θαη  ζε πνιχ 
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κηθξφ πνζνζηφ. Ζ ζχλζεζε ηνπ γιπθνγφλνπ γίλεηαη κέζσ ζπκβνιήο  ηνπ ADP-Glc. 

Απηή ξπζκίδεηαη θπξίσο ζην επίπεδν ηεο ζχλζεζεο ηνπ ΑDΡ-Glc θαηαιπφκελν απφ 

ηε ADP-Glc ππξνθσζθνξπιάζε (AGPase).  Ζ δξαζηηθφηεηα ηεο AGPase δείρζεθε 

λα ξπζκίδεηαη αιινζηεξηθά απφ ην 3-θσζθνγιπθεξηθφ θαη ην αλφξγαλν θσζθνξηθφ 

ζην Anabaena sp. PCC 7120.   Δπίζεο ε δέζκεπζε ηνπ CO2 θαηά ηε θσηνζχλζεζε, 

είλαη ξπζκηδφκελε απφ κία πεγή Ν-εμαξηψκελε απφ ηελ αλάπηπμε ησλ εηεξνθπζηψλ. 

Ζ παξνπζία ησλ δχν SPSS (SPS-Α θαη SPS-Β) ζπκβάιιεη ζηελ ζχλζεζε ηεο 

ζνπθξφδεο ζε αγελή θχηηαξα,  ελψ κφλν ην SPS-B είλαη ελεξγφ ζηηο εηεξνθχζηεο.  

 

1.9 Πξωηενκηθή πξνζέγγηζε 

 

 

Πξσηενκηθή είλαη ε κεγάιεο θιίκαθαο κειέηε ησλ πξσηετλψλ, ηδηαίηεξα ησλ δνκψλ 

θαη ησλ ιεηηνπξγηψλ ηνπο. Ο φξνο πξσηενκηθή αλαθέξζεθε γηα πξψηε θνξά ην 1997, 

κε ζθνπφ λα πξαγκαηνπνηεζεί έλαο παξαιιειηζκφο κε ηε γνληδησκαηηθή, δειαδή ηε 

κειέηε ηνπ γνληδηψκαηνο. Σν πξσηένκα είλαη ην ζχλνιν ησλ πξσηετλψλ πνπ 

παξάγνληαη απφ έλαλ νξγαληζκφ. Απηφ ην ζχλνιν πνηθίιιεη αλάινγα κε ην ρξφλν θαη 

ηηο δηαθξηηέο απαηηήζεηο, ή θαηαπνλήζεηο, πνπ πθίζηαηαη έλα θχηηαξν ή  έλαο 

νξγαληζκφο [46]. Σν πξσηένκα είλαη πην πεξίπινθν απφ φ, ηη ην γνληδίσκα, ιφγσ ηνπ 

δηαθέξεη απφ θχηηαξν ζε θχηηαξν θαη απφ θαηξφ ζε θαηξφ. ην παξειζφλ, ε 

ηαπηνπνίεζε πξσηετλψλ γηλφηαλ κε αλάιπζε ηνπ mRNA, αιιά απηή βξέζεθε λα κελ 

ζπζρεηίδεηαη κε ηελ πεξηεθηηθφηεηα ησλ πξσηετλψλ. Δίλαη γλσζηφ φηη ην mRNA, δελ 

κεηαθξάδεηαη  πάληα ζε πξσηεΐλε, θαη ε πνζφηεηα ηεο πξσηεΐλεο πνπ παξάγεηαη γηα 

κηα δεδνκέλε πνζφηεηα mRNA, εμαξηάηαη απφ ην γνλίδην απφ ην νπνίν 

κεηαγξάθεηαη. Ζ πξσηενκηθή επηβεβαηψλεη ηελ παξνπζία ηεο πξσηεΐλεο θαη βνεζάεη 

ζηελ πνζνηηθνπνίεζε ηεο. Έηζη παξαηεξνχκε φηη ε πξσηενκηθή δίλεη έλα 

δηαθνξεηηθφ επίπεδν θαηαλφεζεο ζε ζρέζε κε ηελ  γνληδησκαηηθή γηα πνιινχο 

ιφγνπο:  

 Σν επίπεδν ηεο  κεηαγξαθήο ελφο γνληδίνπ, δίλεη κφλν κηα πξφρεηξε εθηίκεζε 

ηνπ επηπέδνπ ηεο κεηάθξαζεο ζε πξσηεΐλε. Έλα mRNA πνπ παξάγεηαη ζε 

αθζνλία κπνξεί λα απνηθνδνκείηαη ηαρέσο ή λα κεηαθξάδεηαη αλεπαξθψο, κε 

απνηέιεζκα ηε δεκηνπξγία κηα κηθξήο πνζφηεηαο πξσηεΐλεο.  
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 Πνιιέο πξσηεΐλεο ππφθεηληαη ζε κεηα-κεηαθξαζηηθέο ηξνπνπνηήζεηο πνπ 

επεξεάδνπλ ηηο δξαζηεξηφηεηεο ηνπο. Μεζνδνινγίεο φπσο phosphoproteomics 

θαη glycoproteomics ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηε κειέηε  απηψλ ησλ κεηα-

κεηαθξαζηηθψλ ηξνπνπνηήζεσλ.  

 Πνιιέο πξσηεΐλεο ζρεκαηίδνπλ ζχκπινθα κε άιιεο πξσηεΐλεο ή κφξηα RNA, 

θαη ιεηηνπξγνχλ κφλν ππφ ηελ παξνπζία απηψλ ησλ κνξίσλ.  Ο ξπζκφο 

απνηθνδφκεζεο ηεο πξσηεΐλεο, παίδεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηελ πεξηεθηηθφηεηα 

ζε  πξσηεΐλεο. 

Ζ  πην κεγάιε ινηπφλ πξφθιεζε ζηνλ ηνκέα ηεο πξσηενκηθήο αλάιπζεο είλαη ε 

δεκηνπξγία κεζνδνινγηψλ, κε ηηο νπνίεο ζα θαηαζηεί δπλαηή ε αλίρλεπζε ελφο 

κεγάινπ αξηζκνχ δηαθξηηψλ πξσηετληθψλ κνξίσλ, ηα πεξηζζφηεξα εθ ησλ νπνίσλ 

ζπλαληψληαη ζε ρακειά επίπεδα, ελψ πνιιά απφ απηά ππάξρνπλ ζε πνιιαπιέο 

ηξνπνπνηεκέλεο κνξθέο. Γηα ηε κειέηε ηνπ πξσηεφκαηνο, αλαπηχρζεθαλ ηερλνινγίεο 

πςειήο απφδνζεο ζε πξσηεΐλεο. Οη βαζηθέο ηερληθέο ηεο πξσηενκηθήο είλαη ε 

ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αθξπιακηδίνπ (SDS-PAGE) γηα ην δηαρσξηζκφ ησλ 

πξσηετλψλ θαη  ε θαζκαηνκεηξία κάδαο MS γηα αλάιπζε απηψλ. Πνιχ ζπρλά ην 

πξψην βήκα ζηε κειέηε ελφο άγλσζηνπ πξσηεφκαηνο είλαη ε δηζδηάζηαηε 

ειεθηξνθφξεζε(2D-PAGE), ε νπνία ζε ζπλδπαζκφ κε MS αλάιπζε, παξέρεη ζρεηηθά 

γξήγνξα ηελ ηαπηνπνίεζε ελφο κεγάινπ αξηζκνχ πξσηετλψλ θαη κε ην πιενλέθηεκα 

ηεο νξαηήο εληφπηζεο ηνπο (ραξηνγξάθεζε) [47, 48]. Πην αλαιπηηθά, ζηελ αξρή νη 

πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη κε ειεθηξνθφξεζε SDS-PAGE ή δηζδηάζηαηε 

ειεθηξνθφξεζε (2D-PAGE), έπεηηα δηαζπψληαη ελδπκαηηθά  θαη ζηε ζπλέρεηα 

αλαιχνληαη κε MS γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ηνπο [49]. 

  

1.9.1 Matrix Assisted Laser Desorption Ionization(MALDI) 

 

Γχν δηαθνξεηηθέο κεζφδνη ήπηνπ ηνληζµνχ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ πξσηενκηθή 

αλάιπζε, απφπηπζε µε ιέηδεξ ππνβνεζνχµελε απφ ππφζηξσµα (Μatrix-Assisted 

Laser Desorption) θαη ν ειεθηξνςεθαζµφο (ElectroSpray). Ζ κέζνδνο ηνπ Μatrix-

Assisted Laser Desorption  αλαπηχρζεθε ηαπηφρξνλα απφ ηνπο Karas & Hillenkamp 

1988 θαη ηνπο Tanaka et al. 1988 [50, 51]. Ζ κέζνδνο απηή επηηξέπεη ηελ αλάιπζε 

βηνκνξίσλ (βηνπνιπκεξψλ φπσο πεπηίδηα, πξσηεΐλεο θαη ζάθραξα) θαζψο θαη 

κεγάισλ νξγαληθψλ κνξίσλ, ηα νπνία ηείλνπλ λα είλαη εχζξαπζηα φηαλ ηνλίδνληαη κε 
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άιιεο ζπκβαηηθέο κεζφδνπο ηνληζκνχ. ηε µέζνδν απηή, γηα λα δεκηνπξγεζεί ε 

απαξαίηεηε αέξηα θάζε, ηα πξσηνλησκέλα βηνµφξηα θαη ζπγθεθξηκέλε πνζφηεηα 

ππνζηξψµαηνο (κήηξα), ζπγθξπζηαιιψλνληαη µε µφξηα ηνπ αλαιχηε πάλσ ζε κία 

µεηαιιηθή πιάθα (Δηθόλα 15). Ζ κήηξα είλαη ζπλήζσο  έλα νξγαληθφ µφξην πνπ 

εκθαλίδεη απνξξφθεζε ζην µήθνο θχµαηνο ηνπ ιέηδεξ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ψζηε λα 

απνθεχγεηαη ε απνδφκεζε ηεο νπζίαο. Σα πην ζπρλά ρξεζηκνπνηνχκελα 

ππνζηξψµαηα είλαη ην α-θπάλν-4-πδξνμπθηλαµηληθφ νμχ (HCCA), φηαλ αλαιχνληαη 

κηθξά κφξηα (π.ρ πεπηίδηα) θαη ην δηπδξνμπβελδντθφ νμχ (DHB), γηα ηελ πεξίπησζε 

κεγάισλ κνξίσλ (π.ρ πξσηεΐλεο). Υαξαθηεξηζηηθφ  φισλ ηνπο είλαη ε νμχηεηα θαη 

γηαπηφ απνηεινχλ πεγή πξσηνλίσλ, βνεζψληαο ζηνλ ηνληζκφ ηεο εθάζηνηε νπζίαο. Οη 

θξχζηαιινη αθηηλνβνινχληαη απφ παιµφ ιέηδεξ, ζπλήζσο αδψηνπ µε µήθνο θχµαηνο 

337 nm. Ζ δηαδηθαζία ηνληζµνχ πνπ επηηπγράλεηαη ζην ΜΑLDI παξαµέλεη σο έλα 

µεγάιν βαζµφ αθφµα άγλσζηε, ελψ ε  έληαζε ηνπ ζήµαηνο πνπ αληρλεχεηαη, 

εμαξηάηαη απφ ηελ πνζφηεηα ησλ πεπηηδίσλ ζηνλ θξχζηαιιν, ηε δπλαηφηεηα ηνπ 

βηνµνξίνπ λα πξνζιάβεη ή λα δψζεη έλα πξσηφλην θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο απφπηπζεο, 

απφ ηηο ρεκηθέο ηδηφηεηεο ησλ πεπηηδίσλ θαζψο θαη απφ έλα µεγάιν  αξηζµφ άιισλ 

παξαγφλησλ γλσζηψλ θαη άγλσζησλ. Γηα ην ιφγν απηφ είλαη δχζθνιε ε αληηζηνηρία 

ηεο θνξπθήο ηνπ πεπηηδίνπ µε ηελ πνζφηεηα ηνπ δείγκαηνο πνπ αλαιχεηαη. Ο πην 

δηαδεδνκέλνο ηχπνο θαζκαηφκεηξνπ κάδαο πνπ ρξεζηκνπνηείηαη κε ην MALDI είλαη  

ην TOF (time of flight).  

 

α β  

Δηθόλα 15: (α) Παξνπζηάδεηαη ε κεηαιιηθή επηθάλεηα πάλσ ζηελ νπνία εθαξκφδνληαη ηα 

δείγκαηα (β) ) ην ζπγθξπζηαιισκέλν επάλσ ζηε κεηαιιηθφ πιάθα δείγκα κε ηε κήηξα 

αθηηλνβνιείηαη κε δέζκε ιέηδεξ  θαη επηηπγράλεηαη ε εμάρλσζε ηνπ θαη ν ηνληζκφο ησλ 

πεπηηδίσλ. 
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Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφο  ηεο αιιεινπρίαο ακηλνμέσλ ζηα πεπηίδηα, ρξεζηκνπνηείηαη ε 

θαζµαηνκεηξία µάδαο ζε ζεηξά (ΜS/MS), ε νπνία µπνξεί λα πξαγκαηνπνηεζεί 

εθαξκφδνληαο δχν θνξέο ηελ ίδηα αξρή δηαρσξηζµνχ ησλ ηφλησλ ή ζπλδπάδνληαο δχν 

δηαθνξεηηθέο αξρέο (Δηθόλα 16). Σα δείγκαηα αθηηλνβνινχληαη απφ παιµφ ιέηδεξ, 

δεκηνπξγψληαο µία µηθξή δέζµε ηφλησλ. Σα ηφληα επηηαρχλνληαη µε θαζνξηζκέλν 

πνζφ θηλεηηθήο ελέξγεηαο θαη ζηε ζπλέρεηα ηαμηδεχνπλ ζην ζσιήλα πηήζεο. Σα 

µηθξφηεξα ηφληα έρνπλ µεγαιχηεξε ηαρχηεηα θαη θηάλνπλ ζηνλ αληρλεπηή πξηλ απφ 

ηα µεγαιχηεξα ηφληα, παξάγνληαο ην θάζµα ηνπ ρξφλνπ πηήζεο. Δπίζεο, έρεη 

αλαπηπρζεί ε νξγαλνινγία ηνπ MALDI LIFT TOF/TOF θαζκαηνγξάθνπ κάδαο, ν 

νπνίνο πεξηιακβάλεη ηε δηάηαμε “lift”. Μέζσ ηεο δηάηαμεο απηήο απμάλεηαη ε 

δπλακηθή ελέξγεηα ησλ ηφλησλ, πξνζαπμάλνληαο έηζη ηελ αξρηθή ηνπο θηλεηηθή 

ελέξγεηα, πξνθεηκέλνπ λα αληρλεπζνχλ θαηφπηλ ηεο ζξαπζκαηνπνίεζεο ηνπ αξρηθνχ 

πξφδξνκνπ ηφληνο/πεπηηδίνπ. ε αθνινπζία βξίζθεηαη   ε δηάηαμε “post lift metastable 

suppressor” (PLMS), ε νπνία απνκαθξχλεη ηα ελαπνκείλαληα πξφδξνκα ηφληα πνπ 

δελ έρνπλ ζξαπζκαηνπνηεζεί,  εκπνδίδνληαο ην ζρεκαηηζκφ κε επηζπκεηψλ 

ζξαπζκάησλ ηφλησλ, θαζψο θαη ν δεχηεξνο αλαιπηήο κάδαο ρξφλνπ πηήζεο . Ζ 

πςειή αθξίβεηα ηεο κεζνδνινγίαο LIFT δίλεη MS/MS θάζκαηα κε πςειή δηαθξηηηθή 

ηθαλφηεηα, ελψ ην ζχλνιν ησλ πιεξνθνξηψλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηε δηαδηθαζία ηνπ 

MS/MS κπνξεί λα ιεθζεί ζην επίπεδν ηνπ fmol  εληφο κεξηθψλ δεπηεξνιέπησλ.  

 

 

Δηθόλα 16: Φαίλεηαη ε δηάηαμε ελφο θαζκαηνγξάθνπ µάδαο πνπ ζπλδπάδεη ηε µέζνδν 

ηνληζµνχ απφπηπζεο κε ιέηδεξ ππνβνεζνχκελε απφ ππφζηξσκα, µε ηε µέζνδν δηαρσξηζµνχ 

TOF/TOF. 
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ΚΟΠΟ ΔΡΓΑΗΑ 
 

Σν Anabaena sp.PCC 7120 αλήθεη ζηελ επξεία νηθνγέλεηα ησλ θπαλνβαθηεξίσλ θαη 

είλαη ηθαλφ λα πξαγκαηνπνηεί νμπγνληθή θσηνζχλζεζε αιιά θαη θαζήισζε αδψηνπ. 

Σν θπξηφηεξν ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ Anabaena sp. PCC 7120 είλαη ε θπηηαξηθή ηνπ 

πνιππινθφηεηα, ε νπνία βαζίδεηαη ζην ζρεκαηηζκφ δπν εηδψλ θπηηάξσλ (αγελή 

θχηηαξα θαη εηεξνθχζηεο).  Οη εηεξνθχζηεο είλαη εηδηθά αλζεθηηθά θχηηαξα πνπ ζε 

ζπλζήθεο απνπζίαο κνξηαθνχ αδψηνπ κπνξνχλ λα παξάγνπλ κνξηαθφ πδξνγφλν.Ζ 

εχξεζε ηνπ θαηάιιεινπ κέζνπ θαιιηέξγεηαο γηα ηελ αλάπηπμε ησλ εηεξνθπζηψλ θαη 

ε δηεξεχλεζε ηεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ αγελψλ θπηηάξσλ ζε εηεξνθχζηεο θαηά ηε 

ζηέξεζε αδψηνπ ζην ζξεπηηθφ κέζν ήηαλ ην πξψην βήκα ζηε κειέηε.  ηε ζπλέρεηα 

εθαξκφζηεθε πξσηφθνιν απνκφλσζεο ησλ εηεξνθπζηψλ, θιαζκαηνπνίεζε ηνπ 

πξσηεφκαηνο απηψλ θαη κειέηε  ηεζζάξσλ  δηαθνξεηηθψλ ζηειερψλ ηνπ Αnabaena 

sp.PCC 7120: WTPCC7120 (άγξηνο ηχπνο), hupL
-
, hoxH

-
, hupL

-
/ hoxH

 
ζηηο ζπλζήθεο 

απηέο. Με ηε δηάηξηζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ησλ 

εηεξνθπζηψλ έγηλε πξνζπάζεηα πεξαηηέξσ πξσηενκηθήο κειέηεο απηψλ. Σέινο 

επηηεχρζεθε ζπγθξηηηθή κειέηε γηα ηα  ππνπξσηεφκαηα ησλ ηεζζάξσλ ζηειερψλ, ζε 

επίπεδν πξσηενκηθήο αλάιπζεο, κε ζηφρν ηελ θαηαλφεζε  ηνπ κεηαβνιηζκνχ θαηά ηε 

δεκηνπξγία ησλ εηεξνθπζηψλ θαη ησλ πξσηετλψλ πνπ εθθξάδνληαη γηα λα 

πξαγκαηνπνηεζεί απηφ. Παξάιιεια έγηλε ε κειέηε ηεο πνζφηεηαο πδξνγφλνπ πνπ 

παξήγαγε ην θαζέλα ζηέιερνο μερσξηζηά ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο αδψηνπ, κε ζθνπφ λα 

εθηηκεζεί ε επίδξαζε απελεξγνπνίεζεο ησλ ζπγθεθξηκέλσλ γνληδίσλ ζηε δηαδηθαζία 

παξαγσγήο πδξνγφλνπ.  
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ΚΔΦΑΛΑΗΟ 2 ΤΛΗΚΑ-ΜΔΘΟΓΟΗ 
 

2.1  Τιηθά 

 

Αληηδξαζηήξηα- Γηαιύκαηα 

Σα αληηδξαζηήξηα θαη ηα δηαιχκαηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηε πξαγκαηνπνίεζε 

ησλ πεηξακάησλ ηεο ζπγθεθξηκέλεο εξγαζίαο, πνπ παξνπζηάδνληαη παξαθάησ 

πξνκεζεχηεθαλ απφ ηηο εηαηξείεο Fluka, Sigma θ.α. Σν λεξφ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε 

γηα ηελ παξαζθεπή ησλ δηαιπκάησλ ήηαλ απηνληζκέλν, κε ζηήιε ηνληναληαιιαθηηθψλ 

ξεηηλψλ θαη ππεξθάζαξν (nanopure) απφ εηδηθφ ζχζηεκα αληίζηξνθεο φζκσζεο. 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα Α (Buffer solution A)-Γηάιπκα απνκόλωζεο εηεξνθπζηώλ 

από ηα αγελή θύηηαξα 

 Sucrose                                                                                          0,4Μ 

 Hepes/NaOH pH: 7,2                                                                     50 mM 

 NaCl                                                                                             10 mM 

 EDTA                                                                                            10 mM 

 

Ρπζκηζηηθό δηάιπκα B (Buffer solution B)-Γηάιπκα δηαιπηνπνίεζεο εηεξνθπζηώλ 

 Hepes/NaOH   pH:8                                                                   10 mM                                                                  

 PMSF                                                                                         1 mM                                                                                        

 

Πξόηππεο πξωηείλεο γηα SDS-PAGE (Biorad) 

 Phosphorylase b                                                                   97,4 kDa 

 Serum alboumin                                                                  66,2 kDa 

 Ovalbumin                                                                           45 kDa 

 Carbonic anhydrase                                                              31 kDa 

 Trypsin inhibitor                                                                  21,5 kDa 
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 Lysozyme                                                                            14kDa 

 

Γηαιύκαηα  παξαζθεπήο πεθηώλ SDS-PAGE 

Αθξπιαµίδην-δηζαθξπιαµίδην (ΑΒ-mix-solution) 

 Acrylamide                                                                               48% (w/v) 

 Bis-acrylamide                                                                      1,5% (w/v) 

 

Ρπζµηζηηθό δηάιπµα πεθηήο (Gel Buffer) 3X  

 Tris Base                                                                                                         3M 

 SDS                                                                                                     0,3% (w/v) 

 pH = 8,4                                                                                  (ξχζκηζε κε HCl) 

 

Ρπζµηζηηθό δηάιπµα Αλόδνπ (10X)  

 

 

Ρπζµηζηηθό δηάιπµα Καζόδνπ (10X)  

 

Ρπζµηζηηθό δηάιπµα δείγµαηνο (Sample Buffer)  

 SDS                                                                                       12% (w/v) 

 Glycerol                                                                                 10% (w/v) 

 Mercaptoethanol                                                                     6% (w/v) 

 Coomasie Brilliant Blue G-250                                             0,05% (w/v) 

 Tris-HCl, pH= 7,0                                                                   150mM 

Ζ κεξθαπηναηζαλφιε πξνζηίζεηαη ζην δηάιπκα γηα λα πξαγκαηνπνηεί ηε 

δηάζπαζε ησλ δηζνπιθηδηθψλ δεζκψλ ζηα κφξηα ησλ πξσηετλψλ. 

Γηα ηελ πξνεηνηκαζία ησλ πεθηψλ δηαρσξηζκνχ SDS-PAGE,γηα κνλνδηάζηαηε 

θαη δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε αληίζηνηρα, ρξεηάζηεθαλ νη παξαθάησ 

πνζφηεηεο δηαιπκάησλ: 

 Tris-Base                                                                                          1M 

 pH = 8,9                                                                                   (ξχζκηζε κε HCl) 

 Tris-Base                                                                                       1M 

 Tricine Base                                                                                  1M 

 SDS                                                                                            1% (w/v) 

 pH = 8,25                                                                 (ρσξίο πξνζζήθε HCl) 
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Γηάιπκα πεθηήο δηαρωξηζκνύ 300 mL (10%) 

 Urea                                                                                           109.5g 

 AB-mix solution                                                                         60 mL 

 Gel buffer                                                                                 99 mL (3x) 

Πξνζζήθε λεξνχ έσο ηειηθνχ φγθνπ 300 mL ddH2O 

 APS                                                                                1500κL (10% w/v) 

 TEMED                                                                                      150κL 

 

Γηάιπκα πεθηήο επηζηνίβαζεο 100mL (4%) 

 AB-mix solution                                                                             8,3 mL 

 Gel buffer 3x                                                                                   25 mL 

Πξνζζήθε λεξνχ έσο ηειηθνχ φγθνπ 100 mL ddH2O 

 APS 10% w/v                                                                               750κL 

 TEMED                                                                                        75κL 

 

Γηάιπκα πεθηήο δηαρωξηζκνύ 300 mL (16%) 

 Glycerol                                                                                             30g 

 AB-mix solution                                                                             100mL 

 Gel buffer 3x                                                                                   100 mL 

Πξνζζήθε λεξνχ έσο ηειηθνχ φγθνπ 300 mL ddH2O 

 APS 10% w/v                                                                               1.5mL 

 TEMED                                                                                        150κL 

 

Γηάιπκα επώαζεο γηα ηε δεύηεξε δηάζηαζε 

 Tris Base                                                                                     100 mM  

 pH= 2                                                                             (ξχζκηζε κε HCl) 

 

Γηάιπκα ρξώζεο πεθηώλ (Blue Silver) 

 Coomassie Brilliant Blue G-250                                               0,12% (w/v) 

 Ammonium sulfate                                                                    10%( w/v) 

 Phosphoric acid                                                                          10% (w/v) 

 Methanol                                                                                    20% (w/v) 

 

Γηάιπκα απνρξωκαηηζκνύ πεθηώλ 

 Methanol                                                                                                 5% (v/v) 

 Acetic acid                                                                                              7% (v/v) 
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Γηαιύκαηα γηα ηε δηαδηθαζία ηεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο ( isoelectric 

focusing –IEF) 

 

IEF Ρπζκηζηηθό 

 Urea                                                                                                   7M 

 Thiourea                                                                                             2M 

 CHAPS                                                                                         4% (w/v) 

 DTT                                                                                               50 mM 

 

Γηάιπκα ηζζνξνπίαο κεηά ηελ εζηίαζε-Equilibrium buffer 

 Urea                                                                                                  6M 

 Tris/ HCl  pH= 8,8                                                                        0,375M 

 SDS                                                                                             2%(w/v)    

 Glycerol                                                                                        20% (v/v) 

                            

Γηάιπκα πεθηήο γηα 2D-Ζιεθηξνθόξεζε (30 mL) 

 Glycerol                                                                                              3g 

 AB-mix solution                                                                                 8 mL 

 Gel-Buffer                                                                                       10 mL 

Πξνζζήθε λεξνχ έσο ηειηθνχ φγθνπ 30ml ddH2O 

 APS(10%)                                                                                       170κL 

 TEMED                                                                                           17κL                                 

 

2.2 Μέζνδνη 

2.2.1 Οξγαληζκόο 

 

Ο νξγαληζκφο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε είλαη ην θπαλνβαθηήξην Anabaena sp.PCC7120. 

O άγξηνο ηχπνο ηνπ βαθηεξίνπ WTPCC 7120 είλαη επγεληθή πξνζθνξά ηνπ Prof. E. 

Schleif University of Frankfurt ελψ Σα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε ηνπ  βαθηεξίνπ  πνπ 

κειεηήζεθαλ, hupL
-
,hoxH

- 
θαη

 
hupL

-
/hoxH

-
 είλαη  επγεληθή πξνζθνξά ηνπ 

Prof.H.Sakurai, University of Kanagawa,Tokyo. 
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2.2.2 Καιιηέξγεηα ηνπ Anabaena sp.PCC7120 

 

Σα βαθηεξηαθά ζηειέρε αλαπηχρζεθαλ ζε ζξεπηηθφ κέζν BG11. Γηα ηελ παξαζθεπή 

ηνπ ζξεπηηθνχ ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηα δηαιχκαηα πνπ θαίλνληαη ζηνπο πίλαθεο. 

Γηάιπκα 1  

Αληηδξαζηήξην Πνζόηεηεο(g/L) 

Na2MG EDTA 0,1 

Ferric ammonium citrate 0,6 

Citric acid*1H2O 0,6 

CaCl2 * 2H2O 3,6 

Φηιηξάξεηαη θαη απνζηεηξψλεηαη ζε θηάιε  

 

Γηάιπκα 2  

Αληηδξαζηήξην Πνζόηεηεο g/L 

MgSO4* 7H2O 7,5  

Φηιηξάξεηαη θαη απνζηεηξψλεηαη ζε θηάιε  

 

Γηάιπκα 3  

Αληηδξαζηήξην Πνζόηεηεο g/L 

K2HPO4 3,05  

Φηιηξάξεηαη θαη απνζηεηξψλεηαη ζε θηάιε  

 

Γηάιπκα (Microelements)  

Αληηδξαζηήξην Πνζόηεηεο g/L 

H3BO3 2,86  

MnCl2 *4H2O 1,81  

ZnSO4 *7H2O 0,222  

CuSO4* 5H2O 0,079  

COCl2*6H2O 0,050  

MoO4 (85%) 0,018  

Φηιηξάξεηαη θαη απνζηεηξψλεηαη ζε θηάιε  

ηε ζπλέρεηα αλακηγλχνληαη ηα  δηαιχκαηα γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ βαζηθνχ 

BG11 φπσο θαίλεηαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα: 

Γηάιπκα solution Αλά ιίηξν ζξεπηηθνύ  medium 
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Γηάιπκα 1 10 mL 

Γηάιπκα 2 10 mL 

Γηάιπκα 3 10 mL 

Na2CO3 0,02g 

Γηάιπκα 5 1,0 mL 

NaNO3 1,5g 

 

Μεηά ηελ αλάκεημε ησλ δηαιπκάησλ, ξπζκίδεηαη ην pH ηνπ θαηλνχξγηνπ δηαιχκαηνο 

ζην 7.5 θαη απνζηεηξψλεηαη κέζα ζηε ζπζθεπή πνπ ζα αλαπηπρζεί ην βαθηήξην 

(ζαμφθσλν) ζε 500ml ζξεπηηθφ θαη θιείλεηαη κε βακβαθεξά stopers. Γηα ηελ 

παξαζθεπή ησλ ζηεξεψλ θαιιηεξγεηψλ πξνζηίζεηαη 1,5% agar ζην δηάιπκα πνπ 

πξνέθπςε κεηά ηελ αλάκεημε ησλ δηαιπκάησλ θαη απνζηεηξψλεηαη. Γηα ηελ 

παξαζθεπή ηνπ ζξεπηηθνχ BG11
0
  πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ αλάπηπμε ησλ 

εηεξνθπζηψλ, δελ πξνζηίζεηαη   NaNO3 θαηά ηελ αλάκεημε ησλ δηαιπκάησλ γηα ην 

BG11, πξηλ ηελ απνζηείξσζε . Σα θχηηαξα ηνπ Anabaena sp.PCC7120 θαη ζηα 

ηέζζεξα δηαθνξεηηθά ζηειέρε αλαπηχρζεθαλ ζην απνζηεηξσκέλν ζξεπηηθφ, φπνπ 

γηλφηαλ ε κεηαθνξά απνηθίαο απφ ζηεξεή θαιιηέξγεηα ηξπβιίνπ αλά 500 mL BG11. 

Σα θχηηαξα θαιιηεξγήζεθαλ γηα 5 κέξεο ζηα ζαμφθσλα, φπνπ  δηνρεηεπφηαλ 

παξάιιεια αέξαο, κέζσ αληιίαο, ζε θάζε ζαμφθσλν μερσξηζηά. Δπηπιένλ ν 

θαηάιιεινο θσηηζκφο επεηεχρζε απφ ιάκπεο νη νπνίεο θψηηδαλ ζπλερψο κε κία 

έληαζε θσηφο 70-80 κmol θσηφληα m
-2

 s
-1

 θαη ε ζεξκνθξαζία  ζην δσκάηην 

θαιιηεξγεηψλ ήηαλ 25±2
ν
C  (Δηθόλα 17). Οη θαιιηέξγεηεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα 

ηα πεξαηηέξσ πεηξάκαηα είραλ θηάζεη ζηελ ηειεπηαία θάζε ηεο εθζεηηθήο ηνπο 

αλάπηπμεο θαη είραλ απνθηήζεη έλα ζθνχξν πξάζηλν ρξψκα. 
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Δηθόλα 17: (Α) ηεξεέο θαιιηέξγεηεο ηνπ βαθηεξίνπ ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ BG11 θαη agar 

1,5%(w/v) (Β) χζηεκα αλάπηπμεο πγξήο θαιιηέξγεηαο ηνπ Anabaena sp.PCC7120 ζε 

ζαμφθσλα.   

2.2.3 Καιιηέξγεηα γηα ηελ αλάπηπμε ησλ εηεξνθπζηώλ 

 

Σα θχηηαξα κεηά ηελ αλάπηπμε ηνπο ζε ζξεπηηθφ BG11 γηα 5 κέξεο θαη έρνληαο 

απνθηήζεη ηελ θαηάιιειε ζπγθέληξσζε Chla, ζπιιέγνληαη κε θπγνθέληξεζε ζηα 

7000g ζε ζεξκνθξαζία 17 
0
C γηα 10min. Έπεηηα πξαγκαηνπνηνχληαη 3 πιχζεηο 

ελδηάκεζεο θπγνθεληξήζεηο κε ην ζξεπηηθφ BG11
0
, φπνπ ηνπ ζηεξείηαη πεγή αδψηνπ 

γηα λα κπνξέζνπλ λα αλαπηπρζνχλ νη εηεξνθχζηεο. Απηέο νη πιχζεηο γίλνληαη κε 

θπγνθέληξεζε ζηα 7000 g γηα 10 min ε θαζεκία θαη απνζθνπνχλ ζηελ φζν θαιχηεξε 

απνκάθξπλζε ηνπ πξνεγνχκελνπ ζξεπηηθνχ [52]. ηε ζπλέρεηα μαλαεκβνιηάδνληαη ηα 

θχηηαξα ζην ίδην ζξεπηηθφ θαη ηα αθήλνπκε λα αλαπηπρζνχλ γηα αθφκα 48 ψξεο.  

2.2.4 Απνκόλσζε εηεξνθπζηώλ 

 

Αξρηθά πξαγκαηνπνηήζεθε ε κέηξεζε ηεο Chla ( βι§.2.3.1.3) (1,35 κg/ mL Chla γηα 

ην ζηέιερνο WTPCC7120, 1,135 κg/ mL Chla γηα ην ζηέιερνο hupL
-
, 1,55 κg/ mL 

Chla γηα ην ζηέιερνο hoxH
- 
θαη 2,58 κg/ mL Chla γηα ην ζηέιερνο hupL

-
/hoxH

-
)
 
θαη 

ακέζσο θπγνθεληξήζεθαλ ηα θχηηαξα ζηνπο 4
ν
C ηα θχηηαξα ζηα 7000g γηα 10min.  

Έγηλε επαλαηψξεζε ηνπ ηδήκαηνο πνπ πξνέθπςε κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α ζε φγθν 

πνπ ππνινγίζηεθε, ψζηε ε ηειηθή ζπγθέληξσζε ηεο Chla λα είλαη 150κg/ mL [23]. 

Πξηλ ηε ιχζε ησλ θπηηάξσλ, ην δηάιπκα ηνπ ηδήκαηνο πνπ έρεη αξαησζεί κε ην 
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ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α, επσάζηεθε ππφ αλάδεπζε γηα 30 min ζηνπο 4
ν
C ζην ζθνηάδη. 

ηε ζπλέρεηα παξαζθεπάζηεθε θξέζθν δηάιπκα ιπζνδχκεο  (SIGMA,from chicken 

egg white), πξνζηέζεθε ζην δηάιπκα κε ηα θχηηαξα, ζε ζπγθέληξσζε 1mg/ml θαη  

επσάζηεθε ππφ αλάδεπζε ζηνπο 37
0 

C ζην ζθνηάδη γηα 1 ψξα. Σν επφκελν βήκα  

ήηαλ ε επεμεξγαζία κε ππεξήρνπο Broxon ultrasonic processor (90-100 Watt), ε 

νπνία γίλεηαη  έμη θνξέο ζε ηαθηά ρξνληθά δηαζηήκαηα θάζε 10 sec. H δηαδηθαζία 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πάγν ψζηε λα δηαηεξεζεί ε ζεξκνθξαζία ηνπ δηαιχκαηνο θάησ 

απφ 10
o 

C. Σν δηάζηεκα ησλ 50 sec φπνπ πξαγκαηνπνηείηαη ε δηαθνπή ηεο ιεηηνπξγίαο 

ησλ ππεξήρσλ είλαη απαξαίηεην ψζηε λα επέιζεη ζεξκηθή ηζνξξνπία ζην δηάιπκα θαη 

γηα απηφ ην ιφγν άιισζηε πξέπεη θαζ’ φιε ηε δηάξθεηα ηεο πεηξακαηηθήο δηαδηθαζίαο 

λα ππάξρεη θαη ν πάγνο. Μεηά ην πέξαο ησλ 10 sec θαη γηα ηηο 6 θνξέο, ην ελαηψξεκα 

παξαηεξήζεθε ζε νπηηθφ κηθξνζθφπην. Έηζη κεηά  απφ ζπλνιηθφ ρξφλν θαηεξγαζίαο 

κε ππεξήρνπο 1min (6 * 10sec), κφλν νη εηεξνθχζηεο παξέκεηλαλ αλέπαθνη. Οη 

εηεξνθχζηεο δηαηήξεζαλ ην ρξψκα ηνπο θαη ηηο θπηηαξηθέο  ηνπο δνκέο φπσο φια ηα 

πνιηθά ζψκαηα κεηά απφ ηελ ζπγθεθξηκέλε θαηεξγαζία. Μεηά ηελ θαηεξγαζία κε 

ηνπο ππεξήρνπο, ην ελαηψξεκα θπγνθεληξήζεθε ζηνπο 4
ν 

C, ζηα 1000g γηα 5 min θαη 

ην ππεξθείκελν, ην νπνίν πεξηέρεη πιηθφ απφ ηα δηαηαξαγκέλα αγελή θχηηαξα, 

απνξξίπηεηαη. Σν ίδεκα πνπ πξνθχπηεη, ην νπνίν θαη πεξηέρεη ηηο άζηθηεο εηεξνθχζηεο, 

νκνγελνπνηείηαη νκαιά κε ρεηξνθίλεην γπάιηλν νκνγελνπνηεηή θαη επαλαησξείηαη ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α. Σν δηάιπκα πνπ δεκηνπξγείηαη, θπγνθεληξείηαη ζηα 500g γηα 

5min θαη κε ην θαηλνχξγην ππεξθείκελν πνπ δεκηνπξγείηαη, λα απνξξίπηεηαη. Γχν 

επηπξφζζεηεο πιχζεηο πξαγκαηνπνηνχληαη φπσο θαη παξαπάλσ, κε ηε κφλε δηαθνξά 

ζηε δχλακε g, φπνπ κεηψλεηαη ζηα 250g γηα 3 min ε θάζε πιχζε. Ζ ρακειή ηαρχηεηα 

θαη νη κηθξέο ζε δηάξθεηα θπγνθεληξήζεηο ζηα ηειεπηαία βήκαηα ησλ πιχζεσλ, έρνπλ 

ζθνπφ ηελ απνθπγή ηεο ζπλ-θαζίδεζεο ησλ κεκβξαλψλ ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο 

ησλ αγελψλ θπηηάξσλ. Μεηά ηελ ηειεπηαία θπγνθέληξεζε ην πιένλ άρξσκν 

ππεξθείκελν απνξξίπηεηαη θαη ην ηειηθφ ίδεκα επαλαησξείηαη ζε  κηθξή πνζφηεηα 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο Α. Οη θπγνθεληξήζεηο γηα ηηο πιχζεηο γίλνληαη ζηνπο 4
ν 

C.  

Σν ελαηψξεκα ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ ειέγρζεθε ζε νπηηθφ κηθξνζθφπην 

θαη θπιάρζεθε ζηνπο -80
0 

C.  
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2.2.5 Γηάξξεμε  απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ εηεξνθπζηώλ κε  αληνληθό 

επηθαλεηνδξαζηηθό Sodium-N-Lauroylsarcosinate 

 

Σν ελαηψξεκα ησλ εηεξνθπζηψλ  δηαιπηνπνηείηαη  κε 2% (w/v) Sodium-N-

Lauroylsarcosinate (LS) (Fluka 61744) έλα αληνληθφ επηθαλεηνδξαζηηθφ ζε 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Β [53]. Ζ αξρηθή πξσηετληθή ζπγθέληξσζε είλαη 300κg 

πξσηεΐλεο θαη ν ιφγνο επηθαλεηνδξαζηηθνχ πξνο πξσηεΐλεο 60. Ζ δηαιπηνπνίεζε 

πεξηιακβάλεη  ηελ επψαζε ησλ δεηγκάησλ ζηνλ πάγν ππφ ήπηα αλάδεπζε γηα  60 min, 

ελψ αθνιoπζεί ππεξθπγνθέληξεζε γηα 90min, ζε 40323 g, ζηνπο 4º C. ηε ζπλέρεηα 

ζπιιέγνληαη ην ππεξθείκελν ην νπνίν έρεη ρξψκα ειαθξψο θίηξηλν θαη ην ζθνχξν 

θαθέ ίδεκα. Σν ππεξθείκελν πεξηέρεη ηηο δηαιπκέλεο εζσηεξηθέο κεκβξάλεο ησλ 

εηεξνθπζηψλ καδί κε ηηο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο ηνπο θαη ην 

ίδεκα κέξνο ησλ εμσηεξηθψλ κεκβξαλψλ ηνπ θπηηάξνπ ησλ εηεξνθπζηψλ.  Σν ίδεκα 

νκνγελνπνηείηαη κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Β θαη ηα δχν θιάζκαηα απηά, ζηε ζπλέρεηα  

θαηαθξεκλίδνληαη κε TCA εθφζνλ πξφθεηηαη λα δηαρσξηζηνχλ ζε ζπλζήθεο 

απνδηαηαθηηθήο ειεθηξνθφξεζεο (SDS – Tricine/ PAGE).  

2.2.6 Σερληθή ρξώζεο θπηηάξσλ εηεξνθπζηώλ- Alcian Blue 

 

Ζ Alcian Blue 8GΥ (SIGMA) ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα βάθεη κπιε ηελ εηδηθή ζηνηβάδα 

πνιπζαθραξηηψλ πνπ ππάξρεη κφλν ζηηο εηεξνθχζηεο (HEP),κέζσ πξφζδεζεο ζε 

απηή. Έλα  πδαηηθφ δηάιπκα 0,5% ηεο ρξψζεο Αlcian Blue δηαιχεηαη ζε  50% 

αηζαλφιε-λεξφ θαη αλακηγλχεηαη κε ίζν φγθν απφ ηα θχηηαξα ηνπ Anabaena 

sp.PCC7120. Μεηά απφ επψαζε 10 min, γίλεηαη παξαηήξεζε ζην νπηηθφ κηθξνζθφπην 

[54]. Ζ ζπγθεθξηκέλε ρξψζε επηβεβαηψλεη φηη νη εηεξνθχζηεο είλαη ψξηκεο θαη 

ιεηηνπξγηθέο. 

 

2.2.7 Μηθξνζθνπία-Οπηηθό κηθξνζθόπην, Φζνξηζκόο 

 

Σα Anabaena sp.PCC7120 παξαηεξήζεθαλ κε νπηηθφ κηθξνζθφπην θαη κηθξνζθφπην 

θζνξηζκνχ.  Ζ ιήςε ησλ θσηνγξαθηψλ  κε ην νπηηθφ κηθξνζθφπην Nikon Eclipse 

E800 θαη κε ην πξφγξακκα ProgRes CF, JENOPTIK, Germany, ελψ ηα πεηξάκαηα 

θζνξηζκνχ πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ιάκπα πδξαξγχξνπ.  
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2.3 Αλαιπηηθέο κέζνδνη 

 

2.3.1 Φαζκαηνζθνπία απνξξόθεζεο νξαηνύ 

 

H χπαξμε ηεο Chla ζην βαθηήξην, θαζηζηά πινπνηήζηκε ηε κειέηε αλάπηπμεο ηνπ 

βαθηεξίνπ κε θαζκαηνζθνπία απνξξφθεζεο νξαηνχ. Οη απνξξνθήζεηο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζε θαζκαηνθσηφκεηξν UV-Vis( UV-1700/SHIMADZU).   

 

2.3.1.1 Μέζνδνο πξνζδηνξηζκνύ πξσηετληθήο ζπγθέληξσζεο  

  

Ζ κέζνδνο Bradford ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπλνιηθήο 

πξσηετληθήο ζπγθέληξσζεο ησλ δεηγκάησλ. Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί απηφ, 

θαηαζθεπάδεηαη κηα πξφηππε θακπχιε κε ηηο ζπγθεληξψζεηο πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηε 

κέηξεζε ηεο απνξξφθεζεο ζηα 595nm ζε δείγκαηα γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ ηεο 

πξσηεΐλεο αιβνπκίλεο πνπ πξνέξρεηαη απφ νξφ βνδηνχ (Bovine Serum Albumin, 

BSA) [55]. Αξρηθά ιακβάλνληαη εηο ηξηπινχλ  2.5, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20κL απφ 

ην πξφηππν δηάιπκα ηεο πξσηεΐλεο BSA (2mg/mL) θαη αξαηψλνληαη κέρξη ηα 100κL 

κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α ή Β αλάινγα απφ πνην ζηάδην ησλ δηαδηθαζηψλ ζέινπκε λα 

κεηξήζνπκε ηελ ζπγθέληξσζε ηεο πξσηεΐλεο. Παξαζθεπάδεηαη αθφκα έλα δείγκα ην 

νπνίν πεξηέρεη κφλν 100κL ξπζκηζηηθνχ θαη ρξεζηκνπνηείηαη σο ηπθιφ. ε απηά 

πξνζηίζεηαη 900κL αληηδξαζηεξίνπ Bradford θαη κεηά απφ ηζρπξή αλάδεπζε (vortex) 

ηα δηαιχκαηα αθήλνληαη ζε εξεκία γηα 8 min. ηε ζπλέρεηα κεηξάηαη ε απνξξφθεζε 

ησλ ζπγθεθξηκέλσλ δεηγκάησλ ζηα 595nm, ζην κήθνο θχκαηνο φπνπ απνξξνθά ην 

ζχκπινθν ρξσζηηθή-πξσηεΐλε. Ζ ηηκή ηεο απνξξφθεζεο ηνπ ηπθινχ δείγκαηνο 

αθαηξείηαη απφ ηηο ηηκέο ησλ ππνινίπσλ δεηγκάησλ θαη κε απηφ ηνλ ηξφπν 

θαηαζθεπάδεηαη ε θακπχιε αλαθνξάο ζπλαξηήζεη ηεο κάδαο ηνπ BSA ζε κg. H 

πξσηετληθή ππθλφηεηα ησλ δεηγκάησλ ππνινγίδεηαη κε βάζε ηελ παξαπάλσ πξφηππε 

θακπχιε. Γηα ηα πεηξάκαηα πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ ε πξφηππε θακπχιε είλαη ηεο 

κνξθήο: 

y=ax + β 

κε α= 0,0359 θαη β=0,0351   γηα ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Α 
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ή κε α= 0,0122 θαη β= 0,0063 γηα ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Β 

ή κε α=0,036 θαη β= 0,002 γηα ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Tris/HCl pH=6.8  

φπνπ ην x αληηζηνηρεί ζηε ζπγθέληξσζε θαη  ην y  ζηελ απνξξφθεζε 

Καηά ηε δηαδηθαζία πνζνηηθνχ πξνζδηνξηζκνχ πξσηετλψλ κε ηε κέζνδν Bradford ην 

δηάιπκα Bradford πξέπεη λα θπιάζζεηαη ζε ζθνηεηλφ κέξνο, ε κέηξεζε ηεο 

απνξξφθεζεο λα έρεη πξαγκαηνπνηεζεί κέζα ζε κία ψξα θαη φια ηα πξσηετληθά 

δείγκαηα λα βξίζθνληαη ζε ρακειή ζεξκνθξαζία.  

2.3.1.2  Καηαθξήκληζε  ησλ πξσηετλώλ   

 

Ζ αλάιπζε ελφο πξσηετληθνχ δείγκαηνο ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ πξνυπνζέηεη 

ζπγθεθξηκέλε πξσηετληθή ζπγθέληξσζε.  Γείγκαηα έρνπλ ρακειφηεξε ζπγθέληξσζε 

απφ ηελ απαηηνχκελε, ππφθεηληαη ζπκπχθλσζε κε ηε ρξήζε ηξηρισξννμηθνχ νμένο 

(TCA). ην θάζε πξσηετληθφ δείγκα πξνζηίζεηαη ππνδεθαπιάζηνο φγθνο 100% TCA 

θαη ην δηάιπκα παξακέλεη ζηνπο 4
ν 

C φιε ηε λχρηα. Σελ επφκελε κέξα 

πξαγκαηνπνηείηαη θπγνθέληξεζε ζηα 13.000g γηα 10 min θαη ην ππεξθείκελν 

απνκαθξχλεηαη. ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη θξχα αθεηφλε, ζε ίζν φγθν κε απηφλ ηνπ 

πξσηετληθνχ δείγκαηνο. Σν δηάιπκα θπγνθεληξείηαη πάιη ζηα 13.000g γηα 10min θαη 

απνκαθξχλεηαη μαλά ην ππεξθείκελν. Ζ δηαδηθαζία πιχζεο κε ηελ αθεηφλε ιακβάλεη 

ρψξα δπν αθφκα θνξέο. Σν ίδεκα πνπ πξνθχπηεη αθήλεηαη ηα ζηεγλψζεη γηα πεξίπνπ 

30min ζηνλ απαγσγφ. Σέινο επαλαδηαιχεηαη ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα δείγκαηνο 

ειεθηξνθφξεζεο SDS-Tricine (sample buffer), ην νπνίν επσάδεηαη ζε ινπηξφ 

ππεξήρσλ γηα 30min, κε ελδηάκεζα δηαιχκαηα ησλ 5 min, πξνηνχ θνξησζεί ζηελ 

πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ.   

Γηα ηε δηαδηθαζία ηεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο θαη ηελ πξνεηνηκαζία ησλ δεηγκάησλ 

έγηλε θαηαθξήκληζε ησλ πξσηετλψλ κε θξχα αθεηφλε. ηελ πνζφηεηα ηνπ εθάζηνηε 

πξσηετληθνχ δηαιχκαηνο πξνζηίζεληαη ηξηπιάζηνο φγθνο αθεηφλεο παξακέλεη ζηνπο -

20
 ν

C  θαηά ηε δηάξθεηα ηεο λχρηαο. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε  ζηα 13000 g,  γηα  15 

min ζε επηηξαπέδηα θπγφθεληξν (Eppendorf,Centrifuge 5415 C) ζηνπο 4
ν 

C. Σν 

ππεξθείκελν απνκαθξχλεηαη θαη ην ίδεκα αθήλεηαη λα ζηεγλψζεη γηα ιίγε ψξα ζηνλ 

αέξα (air dry) θαη επαλαδηαιχεηαη ζε  120 κL ξπζκηζηηθφ δηάιπκα ΗΔF.(βι.§2.1) 
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2.3.1.3 Πξνζδηνξηζκόο ηεο ζπγθέληξσζεο ρισξνθύιιεο a 

 

Γηα ηνλ θαζνξηζκνχ ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο Chla, 50κL απφ ηελ θαιιηέξγεηα ηνπ 

Anabaena sp.PCC 7120 αλακείρζεθε κε 1ml methanol θαη αλαδεχεηαη (vortex) γηα 

1min. ηε ζπλέρεηα ην 1 mL θπγνθεληξήζεθε ζηα 13.000g γηα 5min γηα ηελ 

θαηαβχζηζε ησλ θπηηάξσλ ζε κνξθή ηδήκαηνο. Ζ νπηηθή ππθλφηεηα ηνπ θαζαξφ 

ππεξθείκελνπ κεηξήζεθε ζηα 665nm [37].Ζ ζπγθέληξσζε ηεο Chla ππνινγίζηεθε 

ζχκθσλα κε ηελ παξαθάησ εμίζσζε θαη ν ζπληειεζηήο αξαίσζεο είλαη 21: 

κg Chl a/ mL = 13,43 * OD665nm *ζπληειεζηήο αξαίωζεο 

 

 

2.3.2 Μέηξεζε Τδξνγόλνπ κε αέξηα ρξσκαηνγξαθία GC 

 

Οη κεηξήζεηο έγηλαλ ζην Δξγαζηήξην Βηνρεκείαο θπηψλ θαη Φσηνβηνινγίαο ηνπ 

ηκήκαηνο Βηνινγίαο ηνπ Παλεπηζηεκίνπ Κξήηεο. Σν φξγαλν είλαη ηεο Schimadzu GC 

2010 Plus, φπνπ ρξεζηκνπνηήζεθε αληρλεπηήο ζεξκηθήο αγσγηκφηεηαο (TCD) θαη 

ηξηρνεηδήο ζηήιε Vici Metronics MC (Ponlsbo, USA)κήθνπο 30 κέηξσλ, δηακέηξνπ 

0,53 ρηιηνζηψλ, ζηαηηθήο θάζεο πάρνπο 20κm. Γηα ην δηαρσξηζκφ ηνπ Ζ2  απφ ην Ο2  

ρξεζηκνπνηήζεθε αέξην αξγφ  (Ar) σο θέξνλ αέξην, κε πίεζε 5bar. Ζ ζεξκνθξαζία 

ηνπ θνχξλνπ ήηαλ ζηνπο 120
ν 

C, ηνπ TCD ζηνπο 200
ν 

C θαη ηνπ injector 180
ν 

C. Γηα 

ηελ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ Ζ2 θαηαζθεπάζηεθε πξφηππε θακπχιε κε πξνζζήθε 

γλσζηψλ πνζνηήησλ. ε θηαιίδηα ηνπνζεηήζεθαλ 50 mL θαιιηέξγεηαο ηνπ θάζε 

ζηειέρνπο, αθνχ είραλ αλαπηπρζεί 2 κέξεο ζην ζξεπηηθφ BG11
0
. Ζ κεηαθνξά έγηλε ζε 

απνζηεηξσκέλεο ζπλζήθεο θαη ακέζσο ηα θηαιίδηα θιείζηεθαλ αεξνζηεγψο κε 

πψκαηα θαη ζθξαγίζηεθαλ. ηε ζπλέρεηα ην θάζε θηαιίδην απαεξψζεθε κε αέξην Ar 

γηα 2min θαη ην αθήζακε ζηνπο 28
0 

C ζε αξγή αλάδεπζε, ππφ θσηηζκφ 70-80 κmol  

θσηφληα m
-2

 s
-1

 , γηα κηα εβδνκάδα. Μεηά κεηξήζεθε ην ζπζζσξεπκέλν αέξην 

πδξνγφλν πνπ είρε παξαρζεί (Δηθόλα 18). 
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Δηθόλα 18: Φηαιίδηα κε 50 mL θαιιηέξγεηαο, 2 κέξεο  αθνχ είραλ αλαπηπρζεί ζην 

ζξεπηηθφ BG11
0
 θιείζηεθαλ αεξνζηεγψο θαη κεηά απφ κηα εβδνκάδα κεηξήζεθε ην 

ζπζζσξεπκέλν αέξην πδξνγφλν πνπ είρε παξαρζεί. 

 

2.4 Μέζνδνη αλάιπζεο θαη ραξαθηεξηζκνύ ηωλ πξωηεϊλώλ 

 

2.4.1 Ηιεθηξνθόξεζε πξσηετλώλ 

 

Ζ ειεθηξνθφξεζε είλαη κία κέζνδνο ε νπνία ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηνλ δηαρσξηζκφ 

καθξνκνξίσλ,  φπσο δείγκαηα πνπ κπνξνχλ λα θνπβαιάλε θνξηίν – απφ νιφθιεξα 

θχηηαξα έσο πξσηεΐλεο, πεπηίδηα, λνπθιετθά νμέα (DNA, RNA), ακηλνμέα, 

θαξκαθεπηηθέο νπζίεο, νξγαληθά νμέα θαη βάζεηο θαη πνιιά άιια. ζχκθσλα κε ην 

κέγεζνο, ην ζρήκα θαη ην ηζνειεθηξηθφ ηνπο ζεκείν, κε πνιιέο εθαξκνγέο ζηελ 

κνξηαθή βηνινγία, βηνρεκεία, πξσηετληθή ρεκεία. Ζ βαζηθή αξρή ζηεξίδεηαη ζην 

θαηλφκελν θαηά ην νπνίν θνξηηζκέλα κφξηα θαη ζσκαηίδηα, κέζα ζε πδάηηλα δηαιχκαηα 

θαη θάησ απφ ηελ επίδξαζε ελφο ειεθηξηθνχ πεδίνπ, θηλνχληαη πξνο ηελ θαηεχζπλζε 

ηνπ ειεθηξνδίνπ κε ην αληίζεην θνξηίν. Λφγσ ησλ δηαθνξεηηθψλ θνξηίσλ θαη καδψλ, 

ηα δηάθνξα κφξηα ζα θηλεζνχλ κε δηαθνξεηηθέο ηαρχηεηεο (θηλεηηθφηεηα). Ζ 

θηλεηηθφηεηα απηή εμαξηάηαη απφ ηελ ζηαζεξά pK θαη ην κνξηαθφ βάξνο ηνπ 

θνξηηζκέλνπ ζσκαηηδίνπ ελψ άιινη παξάγνληεο πνπ κπνξνχλ λα επεξεάζνπλ ηελ 

θηλεηηθφηεηα είλαη ην pH θαη ε ζπγθέληξσζε ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο, ε έληαζε 

ηνπ ειεθηξηθνχ πεδίνπ, ε ζεξκνθξαζία θαζψο θαη ε θχζε ηνπ πιηθνχ κέζα ζην νπνίν 

γίλεηαη ε ειεθηξνθφξεζε. Ο δηαρσξηζκφο ησλ καθξνκνξίσλ κε ειεθηξνθφξεζε 

http://www.bmlabs-mag.gr/?tag=%ce%b7%ce%bb%ce%b5%ce%ba%cf%84%cf%81%ce%bf%cf%86%cf%8c%cf%81%ce%b7%cf%83%ce%b7
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βαζίδεηαη ζην γεγνλφο φηη νη πξσηεΐλεο δηαρσξίδνληαη βάζε ηνπ κνξηαθνχ ηνπο βάξνπο. 

Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί απηφ πξέπεη λα γίλεη κεηνπζίσζε ησλ πξσηετλψλ κε SDS( 

sodium dodecyl sulfate, Fluka), έλα ηζρπξφ αληνληθφ απνξξππαληηθφ, ην νπνίν 

δεζκεχεηαη κε ηηο πξσηεΐλεο (1,4g αλά g πξσηεΐλεο). Απηφ έρεη σο απνηέιεζκα ηελ 

απνδηάηαμε ηεο ηεηαξηνηαγνχο θαη δεπηεξνηαγνχο δνκήο θαη ηελ πξφζδνζε αξλεηηθνχ 

θνξηίνπ ζε φιεο ηηο πξσηεΐλεο. Σν ηειεπηαίν εμαιείθεη ηελ επηξξνή ηνπ θνξηίνπ ζηελ 

θηλεηηθφηεηα θαη νη πξσηεΐλεο θηλνχληαη κφλν κε βάζε ην κνξηαθφ  ηνπο βάξνο 

(Δηθόλα19).  

 

 

Δηθόλα 19: ηελ εηθφλα παξαηεξείηαη ε δηαδηθαζία ηεο κεηνπζίσζεο ηεο πξσηεΐλεο κε ηε 

βνήζεηα ηνπ απνξξππαληηθνχ SDS. Αξρηθά ππάξρεη κηα θνξηηζκέλε πξσηεΐλε, ελψ ζηε 

ζπλέρεηα παξνπζηάδεηαη ε αιιαγή πνπ επηθέξεη ην απνξξππαληηθφ, δηαηαξάζζνληαο ηηο 

πδξφθνβεο πεξηνρέο ηεο πξσηεΐλεο θαη θνξηίδνληαο  ηελ αξλεηηθά. Έηζη πεηπραίλεηαη έλα 

γξακκηθφ απνηέιεζκα.   

2.4.1.1  SDS-Tricine ειεθηξνθόξεζε ζε πεθηή πνιπαθξπιακηδίνπ 

 

Ζ πξσηετληθή ζχζηαζε ησλ δεηγκάησλ εμεηάζηεθε κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή 

αθξπιακηδίνπ (PAGE).  Ζ Tricine-SDS-PAGE ρξεζηκνπνηείηαη ζπλήζσο γηα ην 

δηαρσξηζκφ ησλ πξσηετλψλ κε εχξνο κάδαο 1-100 kDa. Δίλαη ην πξνηηκψκελν 

ειεθηξνθνξεηηθφ ζχζηεκα γηα ηελ αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ κε κάδα κηθξφηεξε απφ 30 

kDa. Οη ζπγθεληξψζεηο ηνπ αθξπιακηδίνπ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηα πεθηψκαηα απηά 

είλαη ρακειφηεξεο απφ φ, ηη ζε άιια ειεθηξνθνξεηηθά ζπζηήκαηα. Απηέο νη 

ρακειφηεξεο ζπγθεληξψζεηο δηεπθνιχλνπλ ηελ απνηχπσζε πδξφθνβσλ πξσηετλψλ  θαη 

ηελ αλαγλψξηζε ηνπο κε θαζκαηνκεηξία κάδα [56]. Ζ ζχζηαζε θαη ν ηειηθφο φγθνο ησλ 

δηαιπκάησλ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ παξαζθεπή ηεο πεθηήο δηαρσξηζκνχ θαη 

επηζηνίβαμεο  γηα 4 gels είλαη ε εμήο: 
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Αληηδξαζηήξηα 

(mL) 

∆ηάιπµα πεθηήο 

δηαρωξηζµνύ (10%) 

∆ηάιπµα πεθηήο 

ζηνίβαμεο (4%) 

AB-mix 60 mL 8,3 mL 

Gel-buffer (3X) 100 mL 25 mL 

Glycerol 30g - 

ηειηθφο φγθνο µε 

πξνζζήθε ddH
2
O 

300 mL 100 mL 

APS 10% (w/v) 1,5 mL 0,75 mL 

TEMED 0,15 mL 0,075 mL 

 

Αξρηθά ην δηάιπκα ηεο πεθηήο δηαρσξηζκνχ ηνπνζεηείηαη κεηαμχ δπν γπάιηλσλ 

πιαθψλ (δηαζηάζεηο 20cm x 22 cm, 1 mm πάρνο δηαρσξηζηηθνχ κεηαμχ ηνπο) θαη απφ 

πάλσ ηνπνζεηείηαη βνπηαλφιε γηα ηε δεκηνπξγία  επζείαο επηθάλεηαο . Μεηά ηνλ  

πνιπκεξηζκφ ηνπ αθξπιακηδίνπ αθαηξείηαη ε βνπηαλφιε θαη εγθαζηζηάηαη ην δηάιπκα 

ηεο πεθηήο επηζηνίβαμεο,  κέζα ζην νπνίν πξνζαξκφδεηαη ην ρηελάθη γηα ηε 

δεκηνπξγία  ησλ πεγαδηψλ. ην θάζε  πεγάδη θνξηψλεηαη 80 κL δείγκαηνο κε 

ζπλνιηθή πνζφηεηα πξσηεΐλεο 160 κg, εθφζνλ πξνεγνπκέλσο έρεη επσαζηεί 30min, 

θαη πξαγκαηνπνηείηαη ε ειεθηξνθφξεζε κε ζηαζεξή ηάζε 70 V/πεθηή  γηα 14-16h. Ζ 

ρξψζε ησλ πεθηψλ  έγηλε κε Coomassie Blue Silver γηα 24h [57].  

2.4.1.2 Γηζδηάζηαηε ειεθηξνθόξεζε κε δηπιή SDS-Tricine –PAGE 

 

Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί απηή ε κέζνδνο ζπλδπάζηεθαλ δπν Tricine-SDS πεθηέο ζε 

έλα δηζδηάζηαην ζχζηεκα ειεθηξνθφξεζεο. Απφ ηελ θάζε Tricine-SDS πεθηή  ηεο 

πξψηεο δηάζηαζεο θφπεθαλ νη επηζπκεηέο ισξίδεο θαη επσάζηεθαλ γηα 30 min 

ζπλνιηθά ζε φμηλν δηάιπκα 100 mM  Tris-HCl κε pH=2 [58]. Με ηε ρξήζε 

δηεζεηηθνχ ραξηηνχ απνξξνθήζεθε ε πγξαζία θαη νη ισξίδεο ηνπνζεηήζεθαλ 

νξηδφληηα ζε ζρέζε κε ηελ πεθηή δηαρσξηζκνχ ηεο δεχηεξεο δηάζηαζεο, κε κία κηθξή 

θιίζε ψζηε λα κελ δεκηνπξγεζνχλ θπζαιίδεο πνπ ζα επεξεάζνπλ ηνλ πνιπκεξηζκφ 

ηεο πεθηήο. Ζ ειεθηξνθφξεζε πξαγκαηνπνηείηαη ζηα 100V/πεθηή γηα 24 h. Ζ ρξψζε 

ηεο πεθηήο  έγηλε κε Coomassie Blue Silver γηα 24 h. Σν ηειηθφ απνηέιεζκα είλαη ε 

αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ ζε κία δηαγψλην, κε ηηο πην πδξφθνβεο πξσηεΐλεο λα 

απνθιίλνπλ απηήο.  
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2.4.1.3 Γηζδηάζηαηε ειεθηξνθόξεζε κε ηζνειεθηξηθή εζηίαζε (isoelectric focusing- 

IEF) θαη SDS-PAGE (2DE) 

 

ε κία ηέηνηα πεθηή, κηα πξσηεΐλε, θάησ απφ ηελ επίδξαζε ελφο ειεθηξηθνχ 

πεδίνπ, ζα θηλεζεί πξνο ην ζεκείν ηεο πεθηήο φπνπ ην θαζαξφ ηεο θνξηίν ζα είλαη 

κεδέλ (εζηίαζε). Ο δηαρσξηζκφο πξαγκαηνπνηείηαη κε βάζε ην pI ησλ πξσηετλψλ. 

Μηα πξσηεΐλε κε ζεηηθφ θαζαξφ  θνξηίν  ζα θηλεζεί πξνο ηελ θάζνδν, φπνπ θαη 

γίλεηαη ζηαδηαθά ιηγφηεξν ζεηηθά θνξηηζκέλε θαζψο θηλείηαη κέζα ζηε δηαβάζκηζε 

ηνπ pH κέρξη λα βξεη ηελ ηηκή φπνπ ην θηάλεη pH=pI ηεο. Θεηηθά θνξηηζκέλεο ζε 

ηηκέο pH<pI θαη αξλεηηθά θνξηηζκέλεο ζε ηηκέο pH> pI ηνπο. ε pH=pI ην θαζαξφ 

θνξηίν ηεο πξσηεΐλεο είλαη κεδέλ. Ζ ειεθηξνθφξεζε ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηαηλία κε πεθηή ε νπνία έρεη pH πξννδεπηηθά κεηαβαιιφκελν. Ζ 

δηαβάζκηζε ηνπ pH κέζα ζηε πεθηή αθξπιακηδίνπ δεκηνπξγείηαη κε ηελ πξνζζήθε 

κηθξήο πνζφηεηαο ακθνιπηψλ. Οη ακθνιχηεο είλαη θνξείο κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο 

πνιπκεξή κε πςειή ξπζκηζηηθή ηθαλφηεηα θνληά ζην pI ηνπο. Οη ακθνιχηεο είλαη ε 

θχξηα πεγή ηφλησλ ζην ζχζηεκα. Όηαλ εθαξκνζηεί δπλακηθφ ζε κηα πεθηή ε νπνία 

πεξηέρεη έλα κείγκα ακθνιπηψλ ηφηε απηνί ζα αξρίζνπλ λα θηλνχληαη ζχκθσλα κε ηελ 

θαηαλνκή ηνπ θνξηίνπ ηνπο. Σν απνηέιεζκα είλαη ε δεκηνπξγία κηα δηαβάζκηζεο pH. 

ε δείγκαηα απνκνλσκέλσλ θπηηάξσλ εηεξνθπζηψλ φπνπ είραλ απνκνλσζεί θαη 

θπιαρζεί ζηνπο -80
0 

C, εθαξκφζηεθε ε ζπγθεθξηκέλε κέζνδνο. Αξρηθά, 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ 3 πιχζεηο κε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Tris/HCl pH=6,8  ζηα ηδήκαηα 

φισλ ησλ ζηειερψλ απφ ηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, ψζηε λα απνκαθξπλζεί ε 

ζνπθξφδε ηνπ ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο A  πνπ είρε παξακείλεη απφ ηελ δηαδηθαζία 

ηεο απνκφλσζεο (ζε 1mL θπηηάξσλ πξνζηέζεθαλ 3mL ξπζκηζηηθφ Tris/HCl pH=6,8 

). Ζ θπγφθέληξεζε είρε δηάξθεηα 5min ζηα 7000g. Σα ππεξθείκελα κεηά ηηο πιχζεηο 

ήηαλ γαιάδηα, πξάγκα πνπ ζεκαίλεη φηη απνβιήζεθαλ πξσηεΐλεο πνπ πεξηέρνπλ 

ρξσζηηθέο. ε θάζε ίδεκα πνπ πξνέθπςε απφ ηελ θπγνθέληξεζε πξνζηέζεθαλ 300 κl 

ξπζκηζηηθφ δηάιπκα Tris/HCl pH=6,8, γηα ηελ δηαιπηνπνίεζε. Αθνινχζεζαλ 5 

θχθινη ςχμεο- απφςπμεο, 5min ζε πγξφ άδσην θαη 5 min ζε πδαηφινπηξν (37
0 

C), ν 

θάζε θχθινο θαη 3 θνξέο επί 10-15 sec ζε ινπηξφ ππεξήρσλ, γηα λα γίλεη ε δηάζπαζε 

ησλ εηεξνθπζηψλ. Έγηλε πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηεο πξσηεΐλεο ηνπ θάζε 

δείγκαηνο. . Γηα ισξίδεο (IPG strips) κήθνπο 7 cm πάξζεθαλ 200κg πξσηεΐλεο απφ ην 

θάζε δείγκα θαη δηαιπηνπνηήζεθαλ ζε δηάιπκα θφξησζεο γηα ηζνειεθηξηθή εζηίαζε 

(IEF sample buffer), πξνζηέζεθαλ 2% (v/v) ακθνιχηεο  pH: 3-10 θαη 6κL αλαζηνιείο 
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πξσηεαζψλ (ΡΗs). Oη ισξίδεο θαηφπηλ ελπδαηψλνληαη κε ην παξαπάλσ δηάιπκα γηα 

16h ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη ζε εηδηθή ζπζθεπήο επψαζεο, εθφζνλ θαιπθζνχλ 

πιήξσο κε εηδηθφ ιάδη (Bio-Rad). Σελ επφκελε κέξα απνκαθξχλζεθαλ νη ισξίδεο 

απφ ηε ζπζθεπή  επψαζεο θαη ζηε ζπλέρεηα  ηνπνζεηήζεθαλ ζηε ζπζθεπή 

ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο  (Protein IEF Cell System, Bio-Rad Amadora,Portugal). Ζ 

δηαδηθαζία ηεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο πξαγκαηνπνηήζεθε σο εμήο: (α) 250V κε 

γξήγνξε αχμεζε γηα 15min (β) 4.000Vκε γξακκηθή αχμεζε γηα 1h (γ) 4.000V κε 

γξήγνξε αχμεζε γηα  5h (δ) 500V κε γξήγνξε αχμεζε γηα 5h  γηα ισξίδα  7cm  

(~15.700 Vh). Οη ισξίδεο θπιάρζεθαλ ακέζσο κεηά ην πέξαο ηεο εζηίαζεο ζε 

δειαηίλα θαη αινπκηλφραξην ζηνπο -80
ν 

C  γηα φιε ηε λχρηα. Σελ επφκελε κέξα ηα  

IPG strips επσάζηεθαλ ζε  δηάιπκα ηζνξξνπίαο κεηά ηελ εζηίαζε (Γηάιπκα Α) (βι.§ 

2.1) γηα 15min ην νπνίν πεξηέρεη 2% w/v Dithiothreitol (DTT), θαη γηα επηπιένλ 15 

min ζε Γηάιπκα Α ην νπνίν πεξηέρεη 2,5% Iσδναθεηακίδην (ΗΑΑ). Μεηά ε ισξίδα 

ζηεγλψλεη ζε δηεζεηηθφ ραξηί. Ζ δεχηεξε δηάζηαζε πξαγκαηνπνηήζεθε ζε πεθηέο 

SDS-πνιπαθξπιακηδίνπ κε ζχζηαζε πνπ αλαθέξεηαη παξαπάλσ (βι.§2.1). 

Παξάιιεια ζε δηάιπκα θαζφδνπ πξνζηίζεηαη 0,5% (w/v) Agarose θαη 0,003% (w/v) 

bromophenol blue. Aπηφ ην δηάιπκα ηνπνζεηείηαη πάλσ απφ ηε ισξίδα κεηά ηηο 

επσάζεηο θαη εθφζνλ έρεη ηνπνζεηεζεί ζηε πεθηή. Ζ ειεθηξνθφξεζε 

πξαγκαηνπνηείηαη ζηα 30V/πεθηή γηα 1h θαη 80V/πεθηή γηα ηηο ππφινηπεο 4 h. 

χλνιν 5h (Δηθόλα 20). Ζ ρξψζε ηεο πεθηήο  έγηλε κε Coomassie Blue Silver γηα 24 

h. 
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Δηθόλα 20: ρεκαηηθή απεηθφληζε ηεο δηαδηθαζίαο  ηεο δηζδηάζηαηεο ειεθηξνθφξεζεο  ζε 

ζπλδπαζκφ κε ηζνειεθηξηθή εζηίαζε. ηελ πξψηε δηάζηαζε δηαρσξίδνληαη νη πξσηεΐλεο κε 

βάζε ην θνξηίν ηνπο  θαη ζηε δεχηεξε δηάζηαζε κε βάζε ην κνξηαθφ ηνπο  βάξνο. 

 

2.4.1.4 Υξώζε πεθηώλ κε Coomassie θνιινεηδέο 

 

Ζ ρξψζε ησλ δηαρσξηζκέλσλ πξσηετλψλ έγηλε κε ηελ ρξψζε Coomassie Brilliant 

Blue G-250  γηα 12-18h θαη απνρξσκαηίζηεθαλ κε δηάιπκα απνρξσκαηηζκνχ 2 

θνξέο. (βι.§2.1) 

 

2.4.2 Πξσηεόιπζε εληόο ηεο πεθηήο κε ζξπςίλε  

 

Ζ ζξπςίλε είλαη κία ζεξηλνπξσηεάζε ε νπνία έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα πδξνιχεη 

πξσηεΐλεο θαη πην εηδηθά λα δηαζπάεη ηνλ C-ηεξκαηηθφ ησλ πεπηηδηθψλ δεζκψλ ησλ 

ακηλνμέσλ αξγηλίλεο θαη ιπζίλεο. Ζ δηάζπαζε ησλ πξσηετλψλ ιακβάλεη ρψξα ζηελ 

πεθηή πνιπαθξηιακηδίνπ (in situ) κεηά απφ απνδηαηαθηηθή Tricine-SDS 
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ειεθηξνθφξεζε θαη ρξψζε κε θνιινεηδή Coomassie (Blue Silver). Σα βήκαηα ηνπ 

πξσηνθφινπ πνπ αθνινπζήζεθαλ είλαη ηα εμήο:  

(1) Απνθνπή ησλ πξσηετληθψλ ζηηγκάησλ απφ ηηο πεθηέο κέγεζνο (1×1 cm)  

(2) Απνρξσκαηηζκφο κε 50% v/v ACN θαη 50mM δηηηαλζξαθηθφ ακκψλην 

(3) Σξεηο πιχζεηο ελαιιάμ δηάξθεηαο 15min ε θαζεκία  

(4) Πξνζζήθε 100% ACN θαη επψαζε γηα 10min  

(5) Αλαγσγή ησλ μεξακέλσλ πεθηψλ κε 10 mM DTT ζε 50 mM δηηηαλζξαθηθφ 

ακκψλην θαη επψαζε γηα 45min ζηνπο 56ºC 

(6) Πιχζεηο κε 50% v/v ACN θαη 50 mM δηηηαλζξαθηθφ ακκψλην, ελαιιάμ δηάξθεηαο 

10min ε θαζεκία 

(7) Πξνζζήθε 100% ACN θαη επψαζε γηα 10min 

(8) Αιθπιίσζε κε 55 mM ηνδναθεηακίδην ζε 50mΜ δηηηαλζξαθηθφ ακκψλην γηα 45 

min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ζην ζθνηάδη 

(9) Πιχζεηο ζηα θνκκάηηα ηεο πεθηήο κε ACN (50% v/v) θαη δηηηαλζξαθηθφ ακκψλην 

(50mM), φπσο θαη ζηε δηαδηθαζία ηνπ απνρξσκαηηζκνχ 

(10) Αθπδάησζε ησλ θνκκαηηψλ  ηεο πεθηήο κε 100% ACN θαη επψαζε γηα 15min  

(11) ηα αθπδαησκέλα θνκκάηηα ηεο πεθηήο πξνζηίζεηαη 25-30κL ηνπ ξπζκηζηηθνχ 

δηαιχκαηνο ηεο πξσηεφιπζεο ην νπνίν πεξηέρεη 20κg ζξπςίλεο απφ πάγθξεαο ρνίξνπ 

θαη αθήλνληαη γηα 30-90 min ζηνλ πάγν  

(12) αθνινπζεί επψαζε γηα 14-16h  ζηνπο 37
ν 
C 

(13) Σελ επφκελε κέξα ηα πεπηίδηα απφ ηα θνκκάηηα ηεο πεθηήο αλαθηψληαη κε 

δηαδνρηθά βήκαηα έλσζεο ησλ ππεξθεηκέλσλ πνπ πξνθχπηνπλ απφ δχν δηαδνρηθέο 

επσάζεηο 30min, ζηελ αξρή κε δηάιπκα 50% ΑCN 0.1% TFA θαη κεηά ζε δηάιπκα 

100% ΑCN  

(13) Σν ηειηθφ ζπλνιηθφ δηάιπκα πνπ πξνθχπηεη μεξαίλεηαη ζε θπγνθεληξηθφ 

μεξαληήξα θαη ηα πεπηίδηα πνπ ζρεκαηίδνληαη ηνπνζεηνχληαη ζηνπο -20
o 

C κέρξη λα 

εθαξκνζηνχλ ζην ζηφρν [59]. 

2.4.3  Αλάιπζε πξσηετλώλ κε  MALDI θαζκαηνζθνπία κάδαο 

 

Κάζε δείγκα, κεηά ηελ δηαδηθαζία ηεο πξσηεφιπζεο δηαιπηνπνίεζεθε ζε 5κl 

δηαιχκαηνο 50% ACN ,0,1% TFA. 1κl δείγκαηνο ζπγθξπζηαιιψζεθε κε 1κl 

δηαιχκαηνο α-θπαλν-4-πδξνμπθηλλακηθνχ νμένο (8,3 mg/mL), 50% ACN, 0,1% TFA 

θαη ηνπνζεηήζεθαλ πάλσ ζηε κεηαιιηθή πιάθα, ε νπνία ζα εηζαρζεί ζε 
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θαζκαηνγξάθν κάδαο Ultraflextreme (Bruker Daltonics). Οη κεηξήζεηο 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο αξγήο εμαγσγήο (delayed extraction) θαη κε ηε 

ρξήζε ηνπ αλαθιαζηήξα κε ηηο παξαθάησ παξακέηξνπο: laser smartbeam ΗΗ 

ζπρλφηεηαο 200Hz, γηα ηα θάζκαηα MS κε ηάζε επηηάρπλζεο 20,15kV   γηα ηελ ion 

source 1 θαη 18,10kV γηα ηελ ion source 2,  90ns θαζπζηέξεζε θαη πχιε ρακεινχ 

κνξηαθνχ βάξνπο 600kDa, γηα ηα θάζκαηα MS/MS κε ηε κεζνδνινγία LIFT  κε ηάζε 

επηηάρπλζεο 19,06kV   γηα ηελ ion source 1 θαη 3,80kV γηα ηελ ion source 2. Ο 

αλαθιαζηήξαο ηέζεθε ζηελ θαηάζηαζε αλάιπζεο ζεηηθψλ ηφλησλ κε θιάζκα ηάζεο 

2,3 θαη ειήθζεζαλ θάζκαηα κε εχξνο καδψλ απφ 700-3900 kDa. Γηα θάζε ηειηθφ 

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

επεμεξγάζηεθαλ κε ην ινγηζκηθφ flexanalysis 3.3 (Bruker Daltonics) γηα ηελ 

εμνκάιπλζή ηνπο, ην θηιηξάξηζκα ηνπ ζνξχβνπ θαη ηελ επηινγή ησλ κνλν-

ηζνηνπηθψλ θνξπθψλ, ελψ κέζσ ηνπ ινγηζκηθνχ BioTools  version 3.2 (Sequence 

editor version) έγηλε ε αλαδήηεζε ζην Mascot server γηα ηα βαθηήξηα Anabaena 

sp.PCC 7120. Ζ πεγή γηα ηελ αιιεινπρία ησλ γνληδίσλ θαη νη πιεξνθνξίεο γηα ηα 

γνλίδηα ησλ θπαλνβαθηεξίσλ ήηαλ ζηε Cyanobase- Ζ Βάζε Γεδνκέλσλ γηα ην 

γνληδίσκα γηα  ηα θπαλνβαθηήξηα ηνπ Kazusa- DNA Ηλζηηηνχην Δξεπλψλ. (http:// 

bacteria.kazusa.or.jp/cyanobase). 

 

Δηθόλα 21: ρεκαηηθή απεηθφληζε φισλ ησλ δηαδηθαζηψλ πνπ αθνινπζήζεθαλ κέρξη ηελ 

ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ απφ  ην πξφγξακκα βηνπιεξνθνξηθήο MASCOT. 

ΚΔΦΑΛΑΗΟ 3 ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 
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3.1 Μέηξεζε  αεξίνπ πδξνγόλνπ ζηα Βαθηήξηα 

Ζ δηαδηθαζία κέηξεζεο πξαγκαηνπνηήζεθε κε βάζε ην ππνθεθάιαην 2.3.2. Οη 

κεηξήζεηο έγηλαλ κεηά απφ κία εβδνκάδα ήπηαο αλάδεπζεο ησλ θπηηάξσλ ζε ζξεπηηθφ 

BG11
O
,  ππφ αηκφζθαηξα αεξίνπ Ar, γηα ηα ζηειέρε WTPCC7120 θαη hupL

- 
θαη ηα 

απνηειέζκαηα θαίλνληαη ζηελ Δηθόλα 22: 

 

Δηθόλα 22: Μέξνο Α παξνπζηάδεηαη ην δηάγξακκα παξαγφκελεο πνζφηεηαο Ζ2 γηα ηα 

ζηειέρε WTPCC7120 θαη hupL
- 
θαη ζην κέξνο Β παξνπζηάδεηαη ην πνζνζηφ κείσζεο (%) ηνπ 

παξαγφκελνπ πδξνγφλνπ θαη γηα ηα δπν ζηειέρε απφ ηε 7
ε
 εκέξα κέρξη ηε 10

ε
 εκέξα. 

Αληηθαζηζηψληαο ην άδσην κε αέξην Ar, φια ηα ειεθηξφληα δηαηίζεηαη γηα ηελ κείσζε 

ησλ πξσηνλίσλ, φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ παξαθάησ εμίζσζε:  

2e
-
 + 2H 

+
 +4ATP     H2 +4(ADP + Pi) 

Έηζη, αλακαίλεηαη ε δξάζε ηεο ληηξνγελάζεο ζηηο εηεξνθχζηεο, λα απμήζεη ηελ 

παξαγσγή πδξνγφλνπ, αλαθαηεπζχλνληαο ηε ξνή ειεθηξνλίσλ, ψζηε λα κεησζνχλ ηα 

πξσηφληα θαη λα απνθεπρζεί ε κείσζε ηνπ κνξηαθνχ αδψηνπ [60]. Παξαηεξείηαη 

ινηπφλ, φηη θαη ηα δχν ζηειέρε παξνπζηάδνπλ  ζρεηηθά πςειή παξαγσγή πδξνγφλνπ 

θαηά ηελ 7
ε
 εκέξα  ε νπνία εκθαλίδεηαη κεησκέλε ηελ 10

ε
 εκέξα. Απηφ πηζαλψο λα 

νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη έρεη κεησζεί ν πιεζπζκφο ησλ θπηηάξσλ ιφγσ 

θαηαλάισζεο ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ.Σν πνζνζηφ κείσζεο ηνπ πδξνγφλνπ γηα ην 

ζηέιερνο hupL
- 

είλαη κεγαιχηεξν απφ ην ζηέιερνο WTPCC7120. εκαληηθά 

κεγαιχηεξε πνζφηεηα πδξνγφλνπ παξαηεξείηαη γηα ην ζηέιερνο  hupL
- 
ζε ζρέζε κε 

ην ζηέιερνο WTPCC7120. Απηφ ην απνηέιεζκα είλαη αλακελφκελν, δηφηη κε ηελ 

απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ ηεο uptake πδξνγελάζεο ηνπ ζηειέρνπο hupL
- 

 ην 
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πδξνγφλν πνπ παξάγεηαη απφ ηε ληηξνγελάζε δελ δηαζπάηαη θαη επηπιένλ ην 

κεησκέλν νμπγφλνπ δελ θαηαζηέιιεη ηε δξάζε απηνχ ηνπ ελδχκνπ. Να αλαθεξζεί φηη 

κεηξήζεηο γηα ηελ πνζφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ πδξνγφλνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ θαη 

γηα ηα άιια δπν ζηειέρε hoxH
- 

θαη hupL
-
/hoxH

-
, αιιά ε πνζφηεηα ηνπ πδξνγφλνπ 

πνπ παξήρζεη ήηαλ ζε κηθξή ζπγθέληξσζε θαη επνκέλσο κε αληρλεχζηκε απφ ηνλ 

αέξην ρξσκαηνγξάθν.  

 

3.2 Καιιηέξγεηα θαη αλάπηπμε εηεξνθπζηώλ ζηα δηαθνξεηηθά ζηειέρε 

ηνπ Anabaena sp.PCC7120 

 

Σα ηέζζεξα ζηειέρε ηνπ Anabaena sp.PCC7120 θαιιηεξγήζεθαλ ζην ζξεπηηθφ κέζν 

BG11 γηα  5 κέξεο. Σα θχηηαξα ζηε ζπλέρεηα πιχζεθαλ 3 θνξέο κε ην ζξεπηηθφ 

BG11
0
, ην νπνίν ζηεξείηαη ηελ πεγή αδψηνπ θαη ηα αθήζακε 48h αθφκα λα 

αλαπηπρζνχλ (βι.§2.2.3). Ζ θπηηαξηθή ζπγθέληξσζε εθθξάζηεθε σο κg Chla/ mL 

θαιιηέξγεηαο. Οη πνζφηεηεο ησλ θπηηάξσλ πξηλ ηελ αιιαγή ηνπ ζξεπηηθνχ 

αληηζηνηρνχλ ζε 2,6 κg Chla / mL θαιιηέξγεηαο γηα ην ζηέιερνο WTPCC7120, 1.8 κg 

Chla/ mL θαιιηέξγεηαο γηα ην ζηέιερνο hupL
- 
, 2.4 κg Chla/ mL θαιιηέξγεηαο γηα ην 

ζηέιερνο hoxH
- 
θαη 2,8 κg Chla/ mL θαιιηέξγεηαο  γηα ην ζηέιερνο hupL

-
/hoxH

-
. Ζ 

θπηηαξηθή ζπγθέληξσζε, εθφζνλ πξνεγήζεθε αιιαγή ηνπ ζξεπηηθνχ θαη κεζνιάβεζε 

ρξνληθφ δηάζηεκα 48 h γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ εηεξνθπζηψλ , αλήιζε ζε 1,35 κg 

Chla/ mL θαιιηέξγεηαο γηα ην ζηέιερνο WTPCC7120, 1,135 κg Chla /ml θαιιηέξγεηαο 

γηα ην ζηέιερνο hupL
-
, 1,55 κg Chla/ml θαιιηέξγεηαο γηα ην ζηέιερνο hoxH

- 
θαη 2,58 

κg Chla/ ml θαιιηέξγεηαο γηα ην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

- 
. Παξαηεξείηαη θαη γηα ηα 4 

ζηειέρε κία κηθξή ζηαζεξή κείσζε ζηε ηηκή ηεο  ζπγθέληξσζε ηεο Chla, κεηά ηελ 

αλάπηπμε  ησλ θπηηάξσλ ζην ζξεπηηθφ πνπ ζηεξείηαη ηελ πεγή αδψηνπ. Απηφ κπνξεί 

λα έγθεηηαη ζην γεγνλφο φηη κεηά ηελ αιιαγή ηνπ ζξεπηηθνχ ηα θχηηαξα πεξλάλε κία 

θάζε πξνζαξκνγήο.  
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Δηθόλα 23: ηηο εηθφλεο (Α) θαη (Β) παξνπζηάδεηαη ην ζηέιερνο WTPCC7120 κεηά ηελ 

αλάπηπμε ζε ζξεπηηθφ BG11
0
, φπνπ θαίλνληαη βακκέλεο κε πην έληνλν κπιε, νη εηεξνθχζηεο 

πνπ έρνπλ αλαπηπρζεί. Ζ ρξψζε Alcian Blue επηβεβαηψλεη φηη νη εηεξνθχζηεο είλαη ψξηκεο 

θαη ιεηηνπξγηθέο, κέγεζνο κπάξαο: 15κm  

Σα θπαλνβαθηήξηα  πξαγκαηνπνηνχλ  ηε ζπγθνκηδή ηεο ελέξγεηαο ηνπ θσηφο ζε 

πνιιά κήθε ηνπ νξαηνχ θάζκαηνο ρξεζηκνπνηψληαο ηηο θπθνρνινπξσηετλεο, νη 

νπνίεο νξγαλψλνληαη ζηα θπθνρνινζψκαηα, πνπ κεηαθέξνπλ ηελ ελέξγεηα θπξίσο  

ζηα θέληξα αληίδξαζεο ηνπ PSII. Ζ κεηαθνξά ελέξγεηαο κπνξεί λα παξαθνινπζεζεί 

κε  ηελ κέηξεζε εθπνκπήο θζνξηζκνχ απφ ηηο θπθνρνινπξσηετλεο ή Chlα κεηά απφ 

δηέγεξζε ζε έλα κήθνο θχκαηνο πνπ απνξξνθάηαη απφ απηέο [61]. Οπνηαδήπνηε 

βιάβε ζηηο πξσηεΐλεο πνπ εκπιέθνληαη ζηε κεηαθνξά ελέξγεηαο ζα νδεγήζεη ζε 

κεηαβνιή ησλ θαζκάησλ εθπνκπήο θζνξηζκνχ. Ζ απνπζία απνξξφθεζεο ησλ 

θπθνρνινπξσηεηλψλ ζηηο εηεξνθχζηεο, πξνβιέπεη φηη ε δηέγεξζε ζε έλα κήθνο 

θχκαηνο πνπ απνξξνθάηαη απφ κηα θπθνρνινπξσηεΐλε δελ ζα απνδψζεη εθπνκπή απφ 

ηε  Chlα ζηηο εηεξνθχζηεο. Απηφ ζα έρεη ζαλ απνηέιεζκα λα κελ θζνξίδνπλ νη 

εηεξνθχζηεο φζν ηα αγελή θχηηαξα φπσο ραξαθηεξηζηηθά θαίλεηαη ζηηο εηθφλεο ηνπ 

θζνξηζκνχ. Απηφ έγθεηηαη ζην γεγνλφο φηη κεηά πνπ ζα κεηαηξαπνχλ ηα αγελή 

θχηηαξα ζε εηεξνθχζηεο θαηά ηηο ζπλζήθεο ζηέξεζεο αδψηνπ, ην PSII ππάξρεη ζε 

πνιχ κηθξφ πνζνζηφ ζε απελεξγνπνηεκέλε κνξθή έσο θαη θαζφινπ. ην PSII ππάξρεη 

ε Chla ζην θέληξν αληίδξαζεο, ε νπνία εθπέκπεη κία ζηαζεξή έληαζε εθπνκπήο 

θζνξηζκνχ, αλάινγε ηεο έληαζεο ηεο αθηηλνβνιίαο δηέγεξζεο. Έηζη νη εηεξνθχζηεο 

κε δηαθνξεηηθή ζπγθέληξσζε Chla ή ηξνπνπνηεκέλν ην θέληξν αληίδξαζεο ηεο Chla, 

δελ έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα λα  θζνξίδνπλ φπσο ηα αγελή θχηηαξα, πξάγκα πνπ καο 

δηεπθνιχλεη λα θαηαλνήζνπκε θαιχηεξα ηε ζέζε ηνπο κέζα ζην θχηηαξν (Δηθόλα 24) 

[62]. 
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 (Α) 

(Β) 

Δηθόλα 24: (Α),(Β) Δθπνκπή θζνξηζκνχ ηνπ ζηειέρνπο hupL
- 

ησλ θπηηάξσλ Anabaena sp. 

PCC7120 ζην ίδην ηλίδην 1 εκέξα κεηά ηε κεηαθνξά απφ ην BG11 ζξεπηηθφ κέζν ζην BG11
0
. 

Σα βειάθηα δείρλνπλ ηα ζεκεία κε ηηο κε-θσηνζπλζεηηθέο εηεξνθχζηεο. κέγεζνο 

κπάξαο:15κm θαη γηα ηα Α θαη γηα ηα Β. 

 

3.3 Κακπύιεο αλάπηπμεο  



   

65 

ηηο θαιιηέξγεηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ηα ηέζζεξα ζηειέρε ηνπ Anabaena 

sp.PCC7120 κεηξήζεθε ε ζπγθέληξσζε ηεο Chla θαηά ηελ αλάπηπμε ηνπο ζην 

ζξεπηηθφ κέζν BG11, ζε εχξνο εκεξψλ 1-14. Οη κεηξήζεηο έγηλαλ ρξεζηκνπνηψληαο 

θαζκαηνθσηνκεηξία νξαηνχ θαη θαηαζθεπάζηεθαλ νη αληίζηνηρεο θακπχιεο 

αλάπηπμεο (Δηθόλα 25). 

Απφ ηελ 5
ε
 εκέξα σο ηελ 7

ε
 εκέξα  ε ζπγθέληξσζε ηεο Chla  θπκαίλεηαη ζηα ίδηα 

επίπεδα. Υαξαθηεξηζηηθά ζηελ Δηθόλα 25 παξαηεξνχκε φηη ηελ 11
ε
 κέξα ε αλάπηπμε 

είλαη ζην βέιηηζην βαζκφ γηα φια ηα ζηειέρε θαη ζηαδηαθά κεηά ηελ εκέξα απηή ε 

ζπγθέληξσζε ηεο Chla κεηψλεηαη, ζπλεπψο ε ηαρχηεηα αλάπηπμεο ησλ θπηηάξσλ 

κεηψλεηαη. Ζ θαιιηέξγεηα ππθλψλεη, ην θσο δελ θηάλεη ζε φια ηα θχηηαξα, άξα δελ 

εθκεηαιεχεηαη ην PSII, κε παξάιιειε εηζαγσγή ησλ θπηηάξσλ ζηε θάζε ζαλάηνπ. 

Σέινο, ε αδξαλνπνίεζε ησλ γνληδίσλ ζηα κεηαιιαγκέλα ζηειέρε παξαηεξνχκε φηη 

δελ επεξεάδεη ηελ αλάπηπμε ησλ θπηηάξσλ ζηηο ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο [63].  

Δηθόλα 25: Γηάγξακκα ησλ ηεζζάξσλ ζηειερψλ φπνπ γίλεηαη θαηαγξαθή ηεο αλάπηπμεο ηνπο 

ζην ζξεπηηθφ κέζν BG11 ζχκθσλα κε ηελ Chla. 
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Δηθόλα 26: πγθεληξσηηθφ δηάγξακκα θαη απφ ηα 4 δηαθνξεηηθά ζηειέρε φπνπ γίλεηαη 

θαηαγξαθή ηεο αλάπηπμεο ηνπο ζην ζξεπηηθφ κέζν BG11 κέρξη ηελ 5
ε
 εκέξα(120h) θαη ζηε 

ζπλέρεηα ε αλάπηπμε κεηά ηελ αιιαγή ζξεπηηθνχ 7
ε
 εκέξα ( 168h)ζχκθσλα κε ηελ Chla. 

 

 

ηελ Δηθόλα 26 παξαηεξνχκε φηη κεηά ηελ αιιαγή ηνπ ζξεπηηθνχ ηελ 5
ε
 εκέξα 

(120h) κέρξη ηελ 7
ε
 εκέξα(168h) φπνπ γίλεηαη ε ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ, γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ εηεξνθπζηψλ ζε φια ηα ζηειέρε παξαηεξείηαη ε κείσζε ηεο 

ζπγθέληξσζεο ηεο Chla (βι.§3.2). Γηα ηα ζηειέρε WTPCC7120 θαη hoxH
-  

ζε θάπνηεο 

θαιιηέξγεηεο πνπ ηα θχηηαξα δελ είραλ κεγαιψζεη επαξθψο ηελ 7
ε
 εκέξα αιιά ηα 

αθέζεθαλ γηα αθφκα 1 εκέξα(8
ε
 εκέξα-192h) θαη ε ζπιινγή ηνπο έγηλε ηφηε, ε 

ζπγθέληξσζε ηεο Chla παξαηεξνχκε φηη απμήζεθε ζεκαληηθά, ελψ ζην ζηέιερνο 

hupL
-  

απμήζεθε ειάρηζηα θαη ηέινο ζην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

- 
κεηψλεηαη. Απηφ 

ζπκθσλεί κε ηηο  απμαλφκελεο ηηκέο ζηε ζπγθέληξσζε ηεο  Chla θαη φηαλ ηα βαθηήξηα 

αλαπηχζζνληαη ζην ζξεπηηθφ BG11 (Eηθόλα 25), φπνπ πάιη παξαηεξείηαη απφ ηελ 8
ε
 

κέρξη ηελ 11
ε
 εκέξα αχμεζε ζηηο ηηκέο. Πηζαλφο ινηπφλ θαη ζηηο δπν ζπλζήθεο 

αλάπηπμεο, ην βαθηήξην ζπλνιηθά λα ζπκπεξηθέξεηαη παξφκνηα. 

3.4 Απνκόλωζε  θαη ραξαθηεξηζκόο εηεξνθπζηώλ  

Ζ πξνυπφζεζε γηα ηελ επηηπρή απνκφλσζε ηνπ θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο θαζαξψλ 

εηεξνθπζηψλ ή ησλ εμσηεξηθψλ κεκβξαλψλ ησλ εηεξνθπζηψλ, ήηαλ ε εμαζθάιηζε 
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ελφο θαζαξνχ θιάζκαηνο απφ απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο απαιιαγκέλεο απφ  ηα 

ζπαζκέλα αγελή θχηηαξα φζν ην δπλαηφλ. Με βάζε ηελ πεηξακαηηθή δηαδηθαζία πνπ 

πεξηγξάθεθε ζηελ παξάγξαθν 2.2.4. 

 

Δηθόλα 27: Δλαηψξεκα θπηηάξσλ Anabaena sp.PCC 7120 κεηά ηελ επεμεξγαζία κε 

ππεξήρνπο, φπνπ παξαηεξείηαη  ζην νπηηθφ κηθξνζθφπην, ην ζπάζηκν ησλ θπηηάξσλ θαη ν 

δηαρσξηζκφο ησλ αγελψλ θπηηάξσλ απφ ηηο εηεξνθχζηεο. κέγεζνο κπάξαο: 30κm  

 

Ζ θαζαξφηεηα ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ ειέγρζεθε κε δπν ηξφπνπο, κε ηε 

ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο νξαηνχ θαη κε ειεθηξνθφξεζε (SDS-PAGE). 

3.4.1  Υξήζε θαζκαηνζθνπίαο νξαηνύ  

 

Με ηε ρξήζε θαζκαηνζθνπίαο νξαηνχ ζηελ πεξηνρή ησλ 350nm-750nm,  ηφζν γηα ηα 

θχηηαξα πξηλ ην δηαρσξηζκφ ησλ εηεξνθπζηψλ, φζν θαη γηα ηα ηέζζεξα ππεξθείκελα 

ησλ πιχζεσλ θαη ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κειεηήζεθε ε επηηπρήο 

απνκφλσζε ησλ ηειεπηαίσλ. ηελ Δηθόλα 28  ζην κέξνο (1) παξαηεξνχκε ην θάζκα 

απνξξφθεζεο γηα ηα θχηηαξα ηνπ ζηειέρνπο hupL
- 

 πξηλ ηελ απνκφλσζε 

εηεξνθπζηψλ θαη ζην κέξνο (2) θαίλνληαη γηα ηα 4 ππεξθείκελα νη απνξξνθήζεηο ηνπο 

ζην νξαηφ. Σα θάζκαηα ειήθζεζαλ ζην εχξνο 350-750 nm κε ραξαθηεξηζηηθέο 

θνξπθέο ζε ζπγθεθξηκέλα κήθε θχκαηνο. Γηα ην κέξνο (1) ηεο εηθφλαο μερσξίδνπλ 

ραξαθηεξηζηηθέο θνξπθέο, ζηα 680nm πνπ αληηζηνηρεί ζην θσηνζχζηεκα ΗΗ, ζηα 667 
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nm πνπ αληηζηνηρεί ζηε ρισξνθχιε α θαη κηα θνξπθή ζηα 633 nm θαη ζηα 560 nm 

πνπ ππνδεηθλχεη ηελ χπαξμε θπθνρνινπξσηεηλψλ, ηεο θπθνθπαλίλεο θαη ηεο 

θπθνεξπζξχλεο αληίζηνηρα. Σέινο κηα ραξαθηεξηζηηθή θνξπθή ησλ θαξνηελνεηδψλ 

λα αληρλεχεηαη ζηα 442 nm. Γηα ην κέξνο (2) ηεο εηθφλαο ην θάζκα (Α) αληηζηνηρεί 

ζην Τπεξθείκελν 1 κηα θνξπθή ζηα 439 nm ππνδειψλεη ηελ χπαξμε θαξνηελνεηδψλ, 

ε θνξπθή ζηα 624nm αληηζηνηρεί ζηε θπθνθπαλίλε θαη  ε θνξπθή ζηα 680nm 

αληηζηνηρεί ζην θσηνζχζηεκα ΗΗ. Σν θάζκα (Β) αληηζηνηρεί ζην Τπεξθείκελν 2  κε 

ηελ ραξαθηεξηζηηθή θνξπθή ζηα 439nm αληηζηνηρεί ζηα θαξνηελνεηδή κε κεησκέλε 

έληαζε ζε ζρέζε κε ην Τπεξθείκελν  1. Μηα θνξπθή ζηα 625nm πνπ αληηζηνηρεί ζηε 

θπθνθπαλίλε θαη κηα θνξπθή ζηα  678nm ραξαθηεξηζηηθή γηα ηε ρισξνθχιιε α. ην 

θάζκα (Γ) πνπ αληηζηνηρεί ζην Τπεξθείκελν 3  παξαηεξνχκε  κηα  ραξαθηεξηζηηθή 

θνξπθή ησλ θαξνηελνεηδψλ ζηα 437nm,  κηα  θνξπθή ζηα 631nm  πνπ αληηζηνηρεί 

ζηε  θπθνθπαλίλε θαη κηα  κεησκέλε ζε έληαζε θνξπθή ζηα  678nm ζε ζρέζε κε ην 

θάζκα (Β), πνπ αληηζηνηρεί ζηε ρισξνθχιιε α. Σν θάζκα  (Γ) αληηζηνηρεί ζην 

Τπεξθείκελν 4 θαη παξαηεξνχκε ηηο ίδηεο θνξπθέο φπσο θαη ζηα ππφινηπα 

ππεξθείκελα απιά κε κεησκέλε έληαζε. Έηζη  παξαηεξνχκε κηα θνξπθή ζηα 439nm, 

κηα ζηα 626nm θαη κηα ζηα 678nm φπνπ αληηζηνηρνχλ ζηα θαξνηελνεηδή, ζηε 

θπθνθπαλίλε θαη ζηε ρισξνθχιε α αληίζηνηρα.. Γηα ην ίδεκα (Δ)  δηαθξίλνληαη κηα 

θνξπθή ζηα 439nm , κηα ζηα 630nm θαη κηα ζηα 678nm πνπ είλαη ραξαθηεξηζηηθέο 

γηα ηα θαξνηελνεηδή, ηε θπθνθπαλίλε θαη ηε ρισξνθχιε α αληίζηνηρα. 
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Δηθόλα 28: (1)  Φάζκα απνξξφθεζεο γηα ηα θχηηαξα πξηλ ηελ απνκφλσζε εηεξνθπζηψλ (2) 

ηέιερνο hupL
- 
. (Α): Τ1, (Β):Τ2, (Γ): Τ4, (Γ)Τ3, (Δ) Ίδεκα θαηά ηε δηαδηθαζία απνκφλσζεο 

θαη κεηά ην ηέινο απηήο. 

Σα θάζκαηα δείρλνπλ ραξαθηεξηζηηθά φηη θαηά ηε δηαδηθαζία απνκφλσζεο, ε έληαζε 

ησλ θπθνρνινζσκάησλ κεηψλεηαη ζηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, ζε νιφθιεξε ηελ 

πεξηνρή κεηαμχ 570 θαη 650 nm, ζε ζχγθξηζε κε εθείλε ησλ κε επεμεξγαζκέλσλ 



   

70 

θπηηάξσλ, φπσο θαη ησλ  ππεξθεηκέλσλ, πνπ πξνθχπηνπλ κεηά ηηο πιχζεηο. Άξα 

παξαηεξείηαη ε απνκάθξπλζε ησλ πεξηζζνηέξσλ αγελψλ θπηηάξσλ, ηα νπνία είλαη 

εκπινπηηζκέλα κε ηηο ρξσζηηθέο απηέο ιφγσ ηνπ PSII. 

3.4.2 Αλάιπζε εηεξνθπζηώλ κε ειεθηξνθόξεζε  

 

Ζ αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ κε ειεθηξνθφξεζε έδεημε ζαθή δηαθνξά ζην κνηίβν ησλ 

πξσηετληθψλ δσλψλ κεηαμχ ησλ ηεζζάξσλ ππεξθεηκέλσλ θαη ησλ απνκνλσκέλσλ 

εηεξνθπζηψλ. 

 

Δηθόλα 29:  Πειηή ειεθηξνθφξεζεο SDS-PAGE  ε νπνία ρξσκαηίζηεθε κε Coomassie γηα 

ην ζηέιερνο hupL
- 
παξαηεξνχληαη ηα θιάζκαηα  (20κg πξσηεΐλεο) ησλ 4 ππεξθεηκέλσλ(Τ1-

Τ4) θαη ηνπ ηδήκαηνο 

ηελ Δηθόλα 29 παξαηεξνχκε φηη θαηά ηεο πιχζεηο, φπνπ θαίλνληαη ηα θιάζκαηα 

ησλ ππεξθεηκέλσλ, ε δηαθνξά ζηηο πξσηετληθέο κπάληεο ζε ζρέζε κε απηέο ησλ 

εηεξνθπζηψλ είλαη εκθαλήο. Ηδηαίηεξα ζην Τ1(Τπεξθείκελν 1) παξαηεξνχκε φηη 

αξθεηέο πξσηεΐλεο απνκαθξχλνληαη θαη πηζαλφ λα αλήθνπλ ζε απηέο ησλ αγελψλ 

θπηηάξσλ (φπσο πξσηεΐλεο θπθνρνινζσκάησλ) κεηά απφ ηε θαηεξγαζία κε ηνπο 

ππεξήρνπο. Όζν απμάλεηαη ν αξηζκφο ησλ πιχζεσλ θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζηα 

Τ2,Τ3,Τ4 πάιη παξαηεξείηαη φηη απνκαθξχλνληαη θαη άιιεο πξσηεΐλεο , ηδηαίηεξα 

ζηα 21,55 KDa θαη 45 KDa. Σειηθά νη απνκνλσκέλεο  εηεξνθχζηεο έρνπλ 

δηαθνξεηηθφ πξσηετληθφ κνηίβν  ζε ζρέζε κε ηα  ππεξθείκελα ησλ αγελψλ θπηηάξσλ. 

3.5 Κιαζκαηνπνίεζε εηεξνθπζηώλ κε δηαιπηνπνίεζε- Υαξαθηεξηζκόο 

ηωλ ππνπξωηενκάηωλ 
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Σν πξψην βήκα γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ θαη ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ ησλ 

ππνπξσηενκάησλ  κεηά ηελ δηαιπηνπνίεζε, είλαη ν δηαρσξηζκφο κε Tricine-SDS-

PAGE. ηελ Δηθόλα 30,31 θαίλεηαη ν δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ ησλ 

ππνπξσηενκάησλ πξηλ θαη κεηά ηελ δηαιπηνπνίεζε, γηα φια ηα ζηειέρε ηνπ 

Anabaena sp.PCC7120. 

 

Δηθόλα 30: Tricine-SDS-PAGE απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ γηα ην ζηέιερνο WTPCC7120 

πξηλ ηε δηαιπηνπνίεζε κε επηθαλεηνδξαζηηθφ (ισξίδα 2), ππεξθεηκέλνπ γηα ην ζηέιερνο 

WTPCC7120 κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε (ισξίδα 3), ηδήκαηνο γηα ην ζηέιερνο WTPCC7120 

κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε (ισξίδα 4), απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ γηα ην ζηέιερνο hupL
-  

 πξηλ 

ηε δηαιπηνπνίεζε κε επηθαλεηνδξαζηηθφ (ισξίδα 5), ππεξθεηκέλνπ γηα ην ζηέιερνο hupL
-  

 

κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε (ισξίδα 6), ηδήκαηνο γηα ην ζηέιερνο hupL
-  

 κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε 

(ισξίδα 7), απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ γηα ην ζηέιερνο hoxH
-
 πξηλ ηε δηαιπηνπνίεζε κε 

επηθαλεηνδξαζηηθφ(ισξίδα 8), ππεξθεηκέλνπ γηα ην ζηέιερνο hoxH
-
 κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε 

(ισξίδα 9), ηδήκαηνο γηα ην ζηέιερνο hoxH
-
κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε (ισξίδα 10). 

Απφ ηελ Δηθόλα 30 παξαηεξνχκε φηη κεηά ηελ δηαιπηνπνίεζε κε ην 

επηθαλεηνδξαζηηθφ, νη πξσηεΐλεο απφ ηηο νιηθέο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο 

δηαρσξίζηεθαλ θαη νξηζκέλεο παξνπζηάδνληαη ζην ππεξθείκελν κεηά ηε δηαδηθαζία 

θαη άιιεο ζην ίδεκα. Σν ππεξθείκελν απνηειεί ηηο δηαιπκέλεο εζσηεξηθέο κεκβξάλεο 
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ησλ εηεξνθπζηψλ καδί κε ηηο πδαηνδηαιπηέο πξσηεΐλεο ηνπ θπηηαξνπιάζκαηνο ηνπο 

θαη ην ίδεκα, ην αδηάιπην θνκκάηη ησλ εμσηεξηθψλ κεκβξαλψλ ηνπ θπηηάξνπ ησλ 

εηεξνθπζηψλ αληίζηνηρα. Βέβαηα παξαηεξείηαη φηη ν κεγαιχηεξνο αξηζκφο ησλ 

πξσηετλψλ  κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε  βξίζθεηαη ζην ππεξθείκελν ζε ζρέζε κε ην ίδεκα 

γηα ηα ζηειέρε WTPCC7120 θαη hupL
- 
. 

 

Δηθόλα 31: Tricine-SDS-PAGE απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ γηα ην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

-
 

πξηλ ηε δηαιπηνπνίεζε κε επηθαλεηνδξαζηηθφ (ισξίδα 2), ππεξθεηκέλνπ κεηά ηε 

δηαιπηνπνίεζε (ισξίδα 3), ηδήκαηνο κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε (ισξίδα 4) 

Σν ίδην παξαηεξείηαη θαη γηα ην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

- 
(Δηθόλα 31) φπνπ ην 

ππεξθείκελν (ισξίδα 3)  κεηά ηελ δηαιπηνπνίεζε, είλαη πην πινχζην ζε πξσηεΐλεο ζε 

ζρέζε κε ην ίδεκα (ισξίδα 4).  

 

3.6 Υαξηνγξάθεζε ηωλ δηαιπηνπνηεκέλωλ θιαζκάηωλ ηωλ 

εηεξνθπζηώλ ζηα δηαθνξεηηθά ζηειέρε ηνπ βαθηεξίνπ κε δηζδηάζηαηε 

ειεθηξνθόξεζε (2D-SDS PAGE)  

 

ηελ Δηθόλα 32,35 θαίλνληαη νη ειεθηξνθνξήζεηο δπν δηαζηάζεσλ πνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ ζηα ππνπξσηεφκαηα ησλ ηεζζάξσλ ζηειερψλ Α: ζηέιερνο 
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WTPCC7120, Β: ζηέιερνο hupL
-
, Γ: ζηέιερνο hoxH

-
, Γ: ζηέιερνο hupL

-
/hoxH

-
, κεηά 

ηε δηαιπηνπνίεζε ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε επηθαλεηνδξαζηηθφ. Οη 

επηζεκαζκέλνη αξηζκνί πάλσ ζε θάζε εηθφλα, δείρλνπλ ηα πξσηετληθά ζηίγκαηα πνπ 

απνθφπεθαλ θαη εθφζνλ πξνεγήζεθε πξσηεφιπζε ηνπο κε ζξπςίλε, αλαιχζεθαλ κε 

θαζκαηνκεηξία κάδαο MALDI TOF/TOF MS/MS.  

3.6.1 Πξσηενκηθή αλάιπζε ηνπ δηαιπηνύ θιάζκαηνο 
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Δηθόλα 32: Γηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε Tricine-SDS ησλ ππεξθεηκέλσλ κεηά ηε 

δηαιπηνπνίεζε κε ην επηθαλεηνδξαζηηθφ γηα ηα ηέζζεξα ζηειέρε. Α: ζηέιερνο WTPCC7120, 

Β: ζηέιερνο hupL
-
, Γ: ζηέιερνο hoxH

-
, Γ: ζηέιερνο hupL

-
/hoxH

-
 

 

 

ηελ πεθηή ηνπ ππεξθεηκέλνπ πξσηεφκαηνο γηα ην ζηέιερνο WTPCC7120 (Α) 

(Δηθόλα 32Α) θφπεθαλ 36 πξσηετληθά ζηίγκαηα ηα νπνία αλαιχζεθαλ κε MALDI 

TOF/TOF MS/MS κε απνηέιεζκα ηελ ηαπηνπνίεζε θαη ησλ 36 θαη απφ απηά 

ηαπηνπνηήζεθαλ 41 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο, (Παξάξηεκα, Πίλαθαο.1). ηελ πεθηή 

ηνπ ππεξθεηκέλνπ πξσηεφκαηνο γηα ην ζηέιερνο hupL
-
 (Β)  (Δηθόλα 32Β) απφ 32 

πξσηετληθά ζηίγκαηα, ηαπηνπνηήζεθαλ 24 θαη απφ απηά ηαπηνπνηήζεθαλ  31 

δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο (Παξάξηεκα, Πίλαθαο.1). ην ζηέιερνο hoxH
- 
( Γ) (Δηθόλα 

32Γ) απφ 24 πξσηετληθά ζηίγκαηα ηαπηνπνίεζεθαλ ηα 20 θαη απφ απηά 

ηαπηνπνηήζεθαλ  22 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο  (Παξάξηεκα, Πίλαθαο.1). Σέινο ζην 

ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

- 
(Γ) (Δηθόλα 32Γ)  απφ 23 πξσηετληθά ζηίγκαηα 

ηαπηνπνηήζεθαλ ηα 13 θαη απφ απηά κφλν 9 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο (Παξάξηεκα, 

Πίλαθαο.1). Ζ ηνπνινγία ζην θχηηαξν ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ θαζνξίζηεθε 

κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο PSORTb  θαζψο θαη ε πξνβιεπφκελε απφ ην 

γνληδίσκα ιεηηνπξγία ηνπο παξνπζηάδεηαη ζηηο Δηθόλεο 33,34  θαη ζηνλ Πίλαθα.1 ηνπ 

παξαξηήκαηνο. 
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Δηθόλα 33:  Πξνβιεπφκελε ηνπνινγία ηνπ ζπλφινπ ησλ 60 δηαθνξεηηθψλ πξσηετλψλ πνπ 

ηαπηνπνηήζεθαλ κε 2D-Tricine-SDS-PAGE, γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ππεξθεηκέλνπ, γηα φια 

ηα ζηειέρε, κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε επηθαλεηνδξαζηηθφ. 

 

ηελ Δηθόλα 33 παξαηεξνχκε φηη ην 45% ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο θπηηαξνπιαζκαηηθέο, 35% θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, 

10% πξσηεΐλεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, 1,27% πεξηπιαζκαηηθέο, ελψ 6,67% 

παξέκεηλαλ αγλψζηνπ ηνπνινγίαο. Οη ζπλνιηθά 60 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο πνπ 

ηαπηνπνηήζεθαλ θαηεγνξηνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηελ πξνβιεπφκελε ιεηηνπξγία 

ηνπο. Δηθόλα 34 Έηζη πξνέθπςαλ 29 ιεηηνπξγηθέο θαηεγνξίεο πξσηετλψλ.  
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Δηθόλα 34: Πξνβιεπφκελε ιεηηνπξγία ησλ 60 δηαθνξεηηθψλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ κε 

2D-Tricine-SDS-PAGE γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ππεξθεηκέλνπ, γηα φια ηα ζηειέρε, κεηά ηε 

δηαιπηνπνίεζε ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε επηθαλεηνδξαζηηθφ ηνπ Αnabaena 

sp.PCC7120. 
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3.6.2 Πξσηενκηθή αλάιπζε ηνπ κε δηαιπηνύ θιάζκαηνο 
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Δηθόλα 35: Γηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε Tricine-SDS ησλ ηδεκάησλ κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε 

κε ην επηθαλεηνδξαζηηθφ γηα ηα ηέζζεξα ζηειέρε. Α: ζηέιερνο WTPCC7120, Β: ζηέιερνο 

hupL
-
, Γ: ζηέιερνο hoxH

-
, Γ: ζηέιερνο hupL

-
/hoxH

-
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ηελ πεθηή ηνπ πξσηεφκαηνο γηα ην ίδεκα ηνπ ζηειέρνπο WTPCC7120 (Α) Δηθόλα 

35Α απνθφπεθαλ 20 πξσηετληθά ζηίγκαηα ηα νπνία αλαιχζεθαλ κε MALDI 

TOF/TOF MS/MS κε απνηέιεζκα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ 16 θαη απφ απηά 

ηαπηνπνηήζεθαλ 20 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο (Παξάξηεκα, Πίλαθαο.2). ηελ πεθηή 

ηνπ πξσηεφκαηνο γηα ην ίδεκα ηνπ ζηειέρνπο hupL
-
 (Β)  Δηθόλα 35Β απφ 33 

πξσηετληθά ζηίγκαηα ηαπηνπνηήζεθαλ θαη ηα 33 θαη απφ απηά ηαπηνπνηήζεθαλ  27 

δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο (Παξάξηεκα ,Πίλαθαο.2). ην ζηέιερνο hoxH
- 

( Γ) Δηθόλα 

35Γ απφ 30 πξσηετληθά ζηίγκαηα ηαπηνπνηήζεθαλ ηα 17 θαη απφ απηά 

ηαπηνπνίεζεθαλ 18 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο  (Παξάξηεκα, Πίλαθαο.2). Γηα ην 

ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

- 
(Γ) Δηθόλα 35Γ  απφ 19 πξσηετληθά ζηίγκαηα ηαπηνπνίεζεθαλ 

ηα 14 θαη απφ απηά ηαπηνπνηήζεθαλ 22 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο (Παξάξηεκα, 

Πίλαθαο.2). Ζ ηνπνινγία ζην θχηηαξν ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ θαζνξίζηεθε 

κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο PSORTb  θαζψο θαη ε πξνβιεπφκελε απφ ην 

γνληδίσκα ιεηηνπξγία ηνπο θαίλεηαη ζηηο Δηθόλεο 36,37  θαη ζηνλ Πίλαθα.2 ηνπ 

παξαξηήκαηνο. 

 

Δηθόλα 36:  Πξνβιεπφκελε ηνπνινγία ηνπ ζπλφινπ ησλ 50 δηαθνξεηηθψλ πξσηετλψλ πνπ 

ηαπηνπνηήζεθαλ κε 2D-Tricine-SDS-PAGE, γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο, γηα φια ηα 

ζηειέρε, κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε επηθαλεηνδξαζηηθφ. 

 

ηελ Δηθόλα 36 παξαηεξνχκε φηη ην 40% ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο θπηηαξνπιαζκαηηθέο, 30% θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, 
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18% πξσηεΐλεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, 2% πεξηπιαζκαηηθέο, ελψ 10% παξέκεηλαλ 

αγλψζηνπ ηνπνινγίαο. Οη ζπλνιηθά 50 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ 

θαηεγνξηνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηελ πξνβιεπφκελε ιεηηνπξγία ηνπο. Δηθόλα 37 

Έηζη πξνέθπςαλ 29 ιεηηνπξγηθέο θαηεγνξίεο πξσηετλψλ.  

 

Δηθόλα 37: Καηαλνκή ησλ ιεηηνπξγηθψλ θαηεγνξηψλ ζην ζχλνιν ησλ 50 δηαθνξεηηθψλ 

ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ κε 2D-Tricine-SDS-PAGE γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο, 

γηα φια ηα ζηειέρε, κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε 

επηθαλεηνδξαζηηθφ ηνπ Αnabaena sp.PCC7120.   

 

 

3.7 Γπζδηάζηαηνο πξωηενκηθόο ράξηεο νιόθιεξωλ ηωλ εηεξνθπζηώλ 

 

Ζ δπζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε ησλ  απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ ηνπ βαθηεξίνπ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε 2DE IEF/SDS-PAGE. Ζ δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηήζεθε γηα 

φια ηα ζηειέρε,  (Δηθόλα 39). Παξαηεξνχκε φηη έρνπκε επαλαιακβαλφκελν κνηίβν 

πξσηετλψλ, αιιά ε εηθφλα ηεο πεθηήο γηα ην ζηέιερνο hupL
- είρε πην επδηάθξηηα 

πξσηετληθά ζηίγκαηα, νπφηε επηιέμακε λα πξαγκαηνπνηήζνπκε  ηε πξσηενκηθή 

αλάιπζε ζε απηή. 
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Δηθόλα 38: Ο δπζδηάζηαηνο πξσηεσκηθφο ράξηεο ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ ηνπ  

Anabaena.sp.PCC 7120 γηα φια ηα ζηειέρε. (1) WTPCC 7120 (2) hupL
- 
(3) hoxH

-
 (4) hupL

-

/hoxH
-
 

Πην ζπγθεθξηκέλα,  γηα ην ζηέιερνο hupL
- εκθαλίζηεθαλ 116 πξσηετληθέο θειίδεο  ζε 

δπζδηάζηαηε πεθηή αθξπιακηδίνπ ρξσκαηηζκέλεο κε θνιινεηδή Coomassie brilliant 

blue Δηθόλα 39. Οη πξσηετληθέο θειίδεο νη νπνίεο επηιέρηεθαλ γηα πεξαηηέξσ 

αλάιπζε ήηαλ εκθαλείο ζε ηνπιάρηζηνλ δχν πεθηέο απφ ην ίδην βηνινγηθφ δείγκα 

Anabaena sp.PCC 7120. Οη ελ ιφγσ θειίδεο απνθφπεθαλ θαη ζπιιέρηεθαλ απφ ηηο 

πεθηέο, ππέζηεζαλ πξσηεφιπζε κε ζξπςίλε κέζα ζηελ πεθηή, θαη ηαπηνπνηήζεθαλ. 

Ο ραξαθηεξηζκφο ησλ θαζκάησλ ησλ πεπηηδίσλ πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ πξσηεφιπζε 

έγηλε ζην θαζκαηνγξάθν κάδαο MALDI TOF/TOF MS/MS. Σα απνηειέζκαηα 

ζπγθεληξψλνληαη ζηνλ Πίλαθα.3 ηνπ παξαξηήκαηνο, ελψ ε θάζε θειίδα πνπ 

ηαπηνπνηήζεθε ζεκεηψζεθε πάλσ ζηνλ δπζδηάζηαην πξσηενκηθφ ράξηε. Δηθόλα 37 

κε ηνλ αληίζηνηρν αξηζκφ ηεο απφ ην (Παξάξηεκα, Πίλαθαο.3). ηε πεθηή 

δηαθξίζεθαλ 116 πξσηετληθά ζηίγκαηα ηα νπνία αλαιχζεθαλ κε MALDI TOF/TOF 
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MS/MS, κε απνηέιεζκα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ 87 θαη απφ απηά ηαπηνπνηήζεθαλ 75 

δηαθνξεηηθέο πξσηείλεο γηα ην ζηέιερνο hupL
- 
. 

 

 
 

Δηθόλα 39: Ο πξσηενκηθφο ράξηεο ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ ηνπ  Anabaena sp.PCC 

7120 ,ηνπ ζηειέρνπο hupL
- 

κε ηα 116 πξσηετληθά spots πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ. Οη αξηζκνί 

αληηζηνηρνχλ ζηηο πξσηεΐλεο ηνπ Πίλαθα.3 ηνπ παξαξηήκαηνο. 

 

 

Πξσηεΐλεο νη νπνίεο, ζχκθσλα κε ηελ έληαζε ηεο ρξψζεο, ραξαθηεξίζηεθαλ σο 

πξσηεΐλεο ζε κεγάιε αθζνλία ήηαλ: C-phycocyanin subunit beta, Allophycocyanin 

subunit alpha 1(spot 27), ε Ribulose bisphosphate carboxylase large chain (spots 7, 

44), ε Alr2887  hypothetical protein (spot 6), ε ATP synthase subunit beta (spot 8), ν 

κεηαγξαθηθφο παξάγνληαο Elongation factor Tu (spot 10), ην  Photosystem II 

manganese-stabilizing polypeptide  κε ην  Photosystem I reaction center subunit II ( 

spots 18, 106), ε C-phycocyanin alpha chain (spot 60), ε Ribulose 1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase small subunit θαη ε Nitrogen regulatory protein PII (spot 66), 

ε Photosystem I reaction center subunit III (spot 109). Όζν αθνξά ηα πνηνηηθά  
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ραξαθηεξηζηηθά ησλ πξσηετλψλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ κε ηελ 2-DE , ε πςειφηεξε 

ζεσξεηηθή ηηκή pI πνπ παξαηεξήζεθε ήηαλ 10,71 θαη ε ρακειφηεξε 4,22, πξάγκα 

πνπ ππνδειψλεη φηη ν δηαρσξηζκφο ησλ πξσηετλψλ ζηελ πξψηε δηάζηαζε ήηαλ 

επαξθήο. ην ζχλνιν ηνπο, 72,15% ησλ ζεσξεηηθψλ  pI’s ήηαλ φμηλα (pI<7), ελψ ην 

27,84%  ήηαλ βαζηθά (pI>7). Ζ ζέζε ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ θαζνξίζηεθε 

κε ηε βνήζεηα ηνπ πξνγξάκκαηνο PSORTb, θαζψο θαη ε πξνβιεπφκελε απφ ην 

γνληδίσκα ιεηηνπξγία ηνπο παξνπζηάδνληαη ζηηο Δηθόλεο 40,41. 

 

 
Δηθόλα 40: Πξνβιεπφκελε ππνθπηηαξηθή ηνπνινγία ηνπ ζπλφινπ ησλ πξσηετλψλ πνπ 

ηαπηνπνηήζεθαλ κε ηε κέζνδν ηεο ηζνειεθηξηθήο εζηίαζεο γηα ην Αnabaena sp.PCC7120 

ζηειέρνπο hupL
-
. 

 

ηελ Δηθόλα 40 παξαηεξνχκε φηη ην 38,6% ησλ ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ 

ραξαθηεξίζηεθαλ σο θπηηαξνπιαζκαηηθέο, 32% θπηηαξνπιαζκαηηθήο κεκβξάλεο, 

6,66% πξσηεΐλεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, 1,33% πεξηπιαζκαηηθέο, 1,33% 

ξηβνζσκηθέο, ελψ 20% παξέκεηλαλ αγλψζηνπ ηνπνινγίαο. Οη ζπλνιηθά 78 

δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ θαηεγνξηνπνηήζεθαλ αλάινγα κε ηελ 

πξνβιεπφκελε ιεηηνπξγία ηνπο Δηθόλα 41. Έηζη πξνέθπςαλ 25 ιεηηνπξγηθέο 

θαηεγνξίεο πξσηετλψλ. πγθεθξηκέλα απηέο νη θαηεγνξίεο ζπκπεξηιακβάλνπλ: 2 

πξσηεΐλεο ζρεηηδφκελεο κε ηελ πξνζαξκνγή ζε αζπλήζηζηεο ζπλζήθεο θαη ηελ 

αληαπφθξηζε ζε θαηάζηαζε stress, 1 πξσηεΐλε πνπ αλήθεη ζηηο Omp85  πξσηεΐλεο, 

θαη είλαη απαξαίηεηε γηα ηελ επηβίσζε ηνπ θπηηάξνπ, θαζψο ζπκβάιεη ζηε 

δεκηνπξγία ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, 1 πξσηεΐλε ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο ε 
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νπνία είλαη ππεχζπλε γηα ηε κεηαθνξά δηαθφξσλ νπζηψλ ζην εζσηεξηθφ, 3 πξσηεΐλεο 

ππεχζπλεο γηα ηελ παξαγσγή ATP, 2 πξσηεΐλεο πνπ ζπκκεηέρνπλ ζηνλ θχθιν ηνπ 

Calvin, 2 πξσηεΐλεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ θπηηάξσλ ζε 

εηεξνθχζηεο θαζψο θαη ηε θαζήισζε αδψηνπ, 19 πξσηεΐλεο πνπ παίξλνπλ κέξνο ζηε 

θσηνζχλζεζε, 14 άγλσζηεο ιεηηνπξγίαο, 2 κεηαθνξηθήο ιεηηνπξγίαο, 2 πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηε γιπθφιπζε, 3 κε νμεηδναλαγσγηθή δξαζηεξηφηεηα, 3 πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζε κεηαβνιηθά κνλνπάηηα ηεο βηνζχλζεζεο πξσηετλψλ, 2 πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο κεηαγξαθήο, 1 κε θαηαιπηηθή δξαζηεξηφηεηα, 2 πνπ 

ζπκκεηέρνπλ ζην κεηαβνιηζκφ ησλ λνπθιενηηδίσλ, θαη απφ 1 ζηε δηαδηθαζία ηεο 

κεηάθξαζεο, ζηε δξαζηεξηφηεηα  ηεο δηακεκβξαληθήο κεηαθνξάο πνιπζαθραξηηψλ,  

θαη ζηε βηνζχλζεζε ησλ ιηπαξψλ νμέσλ. 

 

 

Δηθόλα 41: Καηαλνκή ησλ ιεηηνπξγηθψλ θαηεγνξηψλ ζην ζχλνιν ησλ 75 δηαθνξεηηθψλ 

ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ ηνπ Αnabaena sp.PCC7120  ζηειέρνπο hupL
-
 . 

ΚΔΦΑΛΑΗΟ 4- ΤΕΖΣΖΖ ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΧΝ 
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4.1 Παξαγωγή αεξίνπ Τδξνγόλνπ από ηα Anabaena sp.PCC 7120 

 

Απφ ηελ Δηθόλα 22 παξαηεξείηαη φηη θαη ηα δχν ζηειέρε (WTPCC7120, hupL
-
), 

παξνπζηάδνπλ έληνλε παξαγσγή πδξνγφλνπ θαηά ηελ 7
ε
 εκέξα, ε νπνία κεηψλεηαη 

ηελ 10
ε
 εκέξα. Απηφ πηζαλψο λα νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη έρεη κεησζεί ν πιεζπζκφο 

ησλ θπηηάξσλ ιφγσ θαηαλάισζεο ηνπ ζξεπηηθνχ κέζνπ. εκαληηθά πςειφηεξε 

πνζφηεηα πδξνγφλνπ παξαηεξείηαη γηα ην ζηέιερνο  hupL
- 
ζε ζρέζε κε ην ζηέιερνο 

WTPCC7120. Απηφ δείρλεη  φηη ε απελεξγνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ ηεο uptake 

πδξνγελάζεο ζην ζηέιερνο hupL
-
,απμάλεη ηελ παξαγσγή ηνπ πδξνγφλνπ θαη 

ζπκθσλεί κε κειέηεο πνπ έρνπλ
 
γίλεη. Απηά ηα απνηειέζκαηα ππνδεηθλχνπλ φηη ε 

δηαγξαθή ηνπ γνληδίνπ hupL, ζα κπνξνχζε λα ρξεζηκνπνηεζεί σο πεγή γηα πεξαηηέξσ 

βειηίσζε ηεο παξαγσγήο Ζ2 ζε έλα ζχζηεκα παξαγσγήο θσηνβηνινγηθά πδξνγφλνπ 

,βαζηδφκελν ζηε ληηξνγελάζε [63].  Έρεη αλαθεξζεί φηη ην ζηέιερνο hupL
- 

παξάγεη 

πεξηζζφηεξν πδξνγφλν, ζε ζρέζε κε απηφ πνπ παξαηεξήζεθε ζην ζηέιερνο 

WTPCC7120, ρσξίο λα αλαζηέιιεη ηε δξάζε ηεο ληηξνγελάζεο.  Έρεη απνδεηρζεί φηη 

ηα ειεθηξφληα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηελ αληίδξαζε ηεο  uptake πδξνγελάζεο 

ηξνθνδνηνχληαη κέζσ ηνπ θπηνρξψκαηνο bc ζην PSI θαη ζπκβάινπλ ζηε δεκηνπξγία 

βαζκίδσζεο ζπγθέληξσζεο πξσηνλίσλ θαη ζηε κεηαγελέζηεξε  ζχλζεζε ρξήζηκνπ 

ΑΣΡ. Σν ΑΣΡ ρξεζηκνπνείηαη γηα βηνζπλζεηηθέο αληηδξάζεηο ηνπ κεηαβνιηζκνχ ησλ 

εηεξνθπζηψλ θαη πην ζπγθεθξηκέλα γηα ηε δξάζε ηεο ληηξνγελάζεο [63].  Σα δχν 

πξσηφληα πνπ πξνθχπηνπλ απφ ηε δηάζπαζε ηνπ πδξνγφλνπ αληηδξνχλ  κε ην  Ο2 

παξάγνληαο λεξφ θαη ζπκβάιινληαο ζηε δεκηνπξγία αλνμηθνχ πεξηβάιινληνο. Έηζη 

ην  παξαγφκελν Ζ2 πξνζηαηεχεη ηε ληηξνγελάζε θαη κεηψλεη ηα ελδνθπηηαξηθά 

επίπεδα O2 [64]. πκπεξαζκαηηθά ηνλίδεηαη φηη ε δξάζε ηεο ληηξνγελάζεο  αθφκα θαη 

ζηελ πεξίπησζε  απνπζίαο ηεο uptake πδξνγελάζεο παξακέλεη ην ίδην δξαζηηθή. 

Δίλαη ζεκαληηθφ λα αλαθέξνπκε φηη θαη ζηα δχν ζηειέρε πνπ παξαηεξήζεθε 

παξαγσγή πδξνγφλνπ, ε Ζνx πδξνγελάζε είλαη ελεξγή. Ζ ζεκαζία απηνχ έγθεηηαη 

ζην φηη ε ηειεπηαία ιεηηνπξγεί ζαλ δέθηεο ειεθηξνλίσλ απφ ην ΝADP θαη ην 

πδξνγφλν  θαη ζπκβάιεη ζην λα εμειηρζεί εμ νινθιήξνπ ην ηειεπηαίν κέζα ζην 

θχηηαξν. Έηζη ξπζκίδεηαη ζε θαηάιιειν επίπεδν ην νμεηδναλαγσγηθφ δπλακηθφ θαη 

πξαγκαηνπνηείηαη ε θσηνζχλζεζε φηαλ ε θαζήισζε αδψηνπ πζηεξεί. 

πκπεξαζκαηηθά, ε παξαγσγηθφηεηα ηνπ πδξνγφλνπ ζηα θπαλνβαθηήξηα είλαη 

ρακειή. Απηφ πηζαλψο νθείιεηαη ζε ηέζζεξηο ιφγνπο: (1) ηα ειεθηξφληα πνπ 
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παξάγνληαη ίζσο ρξεζηκνπνηνχληαη θαη ζε άιια κνλνπάηηα ηνπ κεηαβνιηζκνχ, πνπ 

δελ ζπκκεηέρνπλ νη πδξνγελάζεο (2) παξαηεξείηαη ρακειή απνξξφθεζεο θσηφο απφ 

ηηο θεξαίεο θσηνζχλζεζεο (3) ε παξνπζία ηεο uptake πδξνγελάζεο εληφο ησλ 

εηεξνθπζηψλ θαη (4) ε ζπρλφηεηα ζρεκαηηζκνχ εηεξνθπζηψλ είλαη ρακειή. 

4.2 Αλάπηπμε ηνπ Anabaena sp.PCC 7120 θαη αλάιπζε ηεο αλάπηπμεο 

κε θαζκαηνζθνπία νξαηνύ 

 

ηηο θαιιηέξγεηεο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ γηα ηα ηέζζεξα ζηειέρε ηνπ Anabaena 

sp.PCC7120 κεηξήζεθε ε ζπγθέληξσζε ηεο Chla θαηά ηελ αλάπηπμε ηνπο ζην 

ζξεπηηθφ κέζν BG11, ζε εχξνο 14 εκεξψλ. Απηή ε κειέηε έγηλε ζηα πιαίζηα 

θαηαλφεζεο  γηα ην εάλ θαη πφζν κεγαιψλνπλ ηα δηαθνξεηηθά ζηειέρε ζην ζξεπηηθφ 

απηφ.εκεηψλεηαη φηη ε αιιαγή ηνπ ζξεπηηθνχ ζε BG11
o
 έγηλε ηελ 5

ε
 εκέξα 

θαιιηέξγεηαο. Απαληήζεηο ζηα παξαπάλσ εξσηήκαηα κπνξνχλ λα δνζνχλ κέρξη έλα 

βαζκφ απφ ηε ζχθγξηζε ησλ θακππιψλ αλάπηπμεο. Ζ αλάπηπμε επηηπγράλεηαη  θαη 

γηα ηα ηέζζεξα ζηειέρε ζε απηφ ην ζξεπηηθφ κέζν, εθφζνλ παξαηεξνχκε αχμεζε ηεο 

ζπγθέληξσζεο ηεο Chla, νπφηε ηα αγελή θχηηαξα αλαπηχζζνληαη επαξθψο. Με βάζε 

ηηο κεηξήζεηο πνπ πξαγκαηνπνηήζεθαλ (Δηθόλαο 25) παξαηεξείηαη φηη ε γελεηηθή 

ηξνπνπνίεζε δελ επεξεάδεη ηελ ηαρχηεηα αλάπηπμεο ηνπο ζηηο  ζπγθεθξηκέλεο 

ζπλζήθεο θαιιηέξγεηαο. Ζ αχμεζε ζηε ζπγθέληξσζε ηεο Chla, είλαη κηα έλδεημε γηα 

ηελ αχμεζε ηνπ αξηζκνχ ησλ θπαλνβαθηεξίσλ. Καηά ηελ 5
ε
 κέξα γηα φια ηα ζηειέρε 

θαίλεηαη κία κέγηζηε ηηκή ζηε ζπγθέληξσζε ηεο Chla, εκέξα ζηέξεζεο ηνπ αδψηνπ, 

έηζη κπνξνχκε ελ ζπλερεία λα εθηηκήζνπκε εάλ κεξηθά απφ ηα αγελή θχηηαξα πνπ 

έρνπλ αλαπηπρζεί εσο ηψξα ζα κεηαηξαπνχλ ζε εηεξνθχζηεο, ψζηε λα απνκνλσζνχλ. 

ην δηάζηεκα κεηαμχ 5
εο

 θαη 7
εο

 εκέξαο,  ε ζπγθέληξσζε ηεο Chla  θπκαίλεηαη ζε 

ζηαζεξφ επίπεδν,κε κία κηθξή αχμεζε. Σελ 11
ε
 κέξα ε αλάπηπμε είλαη ζην βέιηηζην 

ζεκείν, γηα φια ηα ζηειέρε θαη κεηά ηελ εκέξα απηή ε ζπγθέληξσζε ηεο Chla 

κεηψλεηαη κε ζηαζεξφ ξπζκφ, ιφγσ εηζαγσγήο ησλ θπηηάξσλ πιένλ ζηε θάζε 

ζαλάηνπ.  Παξαηεξείηαη φηη ην ζηέιερνο WTPCC7120, ζην ζξεπηηθφ κέζν BG11
0
, 

αλαπηχζζεηαη πην γξήγνξα ζε ζρέζε κε ηα άιια ζηειέρε, πξάγκα πνπ πηζαλφλ λα 

νθείιεηαη ζηε κε γελεηηθή ηξνπνπνίεζε ηνπ ζηειέρνπο απηνχ. ηελ Δηθόλα 26 

παξαηεξείηαη φηη κεηά ηελ αιιαγή ηνπ ζξεπηηθνχ ηελ 5
ε 

εκέξα κέρξη ηελ 7
ε
 εκέξα 

πνπ γίλεηαη ε ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ, ε ηηκή ηεο ζπγθέληξσζε ηεο Chla είλαη 

ζηαζεξή, πξάγκα πνπ πηζαλψο λα νθείιεηαη ζηελ πξνζαξκνγή ησλ θπηηα΄ξσλ ζην 
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θαηλνχξγην ζξεπηηθφ κέζν. Γηα ηα ζηειέρε WTPCC7120 θαη hoxH
-  

ζε θάπνηεο 

θαιιηέξγεηεο πνπ ηα θχηηαξα δελ είραλ κεγαιψζεη επαξθψο ηελ 7
ε
 εκέξα αιιά 

αθέζεθαλ γηα αθφκα 1 εκέξα ( εσο ηελ 8
ε
 εκέξα) θαη ε ζπιινγή ηνπο έγηλε ηφηε, ε 

ζπγθέληξσζε ηεο Chla παξαηεξείηαη φηη απμήζεθε ζεκαληηθά, ελψ ζην ζηέιερνο 

hupL
-  

απμήζεθε ειάρηζηα θαη ηέινο ζην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

- 
κεηψλεηαη. Απηφ 

έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε ηηο  απμαλφκελεο ηηκέο ζηε ζπγθέληξσζε ηεο  Chla αθφκα θαη 

φηαλ ηα βαθηήξηα αλαπηχζζνληαη ζην ζξεπηηθφ BG11 (Eηθόλα 25), φπνπ πάιη 

παξαηεξείηαη απφ ηελ 8
ε
 κέρξη ηελ 11

ε
 εκέξα αχμεζε ζηηο ηηκέο. Πηζαλψο ινηπφλ θαη 

ζηηο δπν ζπλζήθεο αλάπηπμεο, ην βαθηήξην ζπλνιηθά πηνζεηεί παξφκνηα 

ζπκπεξηθνξά. Δπίζεο ζην ζηέιερνο hupL
- 

, ε αδξαλνπνίεζε ηνπ γνληδίνπ, ζπληειεί 

ζην λα κελ πξαγκαηνπνηείηαη πιήξσο ε απνκάθξπλζε ηνπ νμπγφλνπ απφ ηε 

ληηξνγελάζε. Ζ ππνκνλάδα hupL έρεη παξαηεξεζεί  φηη βξίζθεηαη ζε κεγαιχηεξε 

πνζφηεηα ζηηο αλεπηπγκέλεο εηεξνθχζηεο ζε ζρέζε κε ηα αγελή θχηηαξα. Άξα ζην 

ζηέιερνο απηφ παξαηεξνχκε έλα ρακειφ ξπζκφ αλάπηπμεο ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα 

ζηειέρε. Όζν αθνξά ην ζηέιερνο  hoxH
-   

ζην νπνίν έρεη απελεξγνπνηεζεί ην γνλίδην 

ηεο ακθίδξνκεο πδξνγελάζεο, γνλίδην πνπ θαηαιχεη θαη ηελ πξφζιεςε θαη ηελ 

εμέιημε ηνπ κνξηαθνχ πδξνγφλνπ, παξαηεξνχκε κία αχμεζε ζηελ θακπχιε 

αλάπηπμεο, ε νπνία επηβεβαηψλεηαη απφ ην γεγνλφο φηη ε δξάζε ηνπ ζπγθεθξηκέλνπ 

ελδχκνπ είλαη αλεμάξηεηε απφ ηε δηαδηθαζία ηεο θαζήισζεο ηνπ αδψηνπ, φηαλ ην 

βαθηήξην αλαπηχζζεηαη ζην ζξεπηηθφ κέζν BG11
0 

.Δπηπιένλ εθφζνλ ζην ζηέιερνο 

απηφ ην γνλίδην ηεο  ζπγθεθξηκέλεο πδξνγελάζεο έρεη απελεξγνπνηεζεί, δελ κπνξεί 

λα ιεηηνπξγήζεη πιένλ ζαλ δέθηεο γηα ηα ρακεινχ δπλακηθνχ ειεθηξφληα ηεο 

θσηνζπλζεηηθήο δηαδηθαζίαο, νπφηε δελ εκπνδίδεηαη ε επηβξάδπλζε ηεο αιπζίδαο 

κεηαθνξάο ειεθηξνλίσλ ππφ ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο. Γηα ην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

-
, 

ην νπνίν είλαη ην κνλαδηθφ ζηέιερνο φπνπ κεηά απφ 192h αλάπηπμεο ζην ζξεπηηθφ 

κέζν BG11
0
 παξαηεξνχκε κείσζε ζηελ θακπχιε αλάπηπμεο θαη κπνξνχκε λα 

θαηαλνήζνπκε θαιχηεξα ηελ  αξλεηηθή επίδξαζε ηεο απελεξγνπνίεζεο θαη ησλ δχν 

γνλίδησλ ηεο πδξνγελάζεο, ζηελ κηθξφηεξε αληνρή ηνπ βαθηεξίνπ ζε ζπλζήθεο 

θαηαπφλεζεο. Ζ κφλε παξαηήξεζε θαη ζηηο δπν θακπχιεο αλάπηπμεο, ζε ζρέζε κε ηα 

δηαθνξεηηθά ζηειέρε είλαη φηη  γηα ην ζηέιερνο hupL
-  

, νη ηηκέο ηεο 
 
Chla θπκαίλνληαη 

πάληα ζε ρακειφηεξα επίπεδα ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα ζηειέρε. Ζ απελεξγνπνίεζε 

ηνπ γνληδίνπ ηεο uptake πδξνγελάζεο, δελ ηνπ επηηξέπεη λα ρξεζηκνπνηήζεη ηα  

ειέθηξφληα πνπ παξάγνληαη απφ ηελ αληίδξαζε ηεο, γηα πεξαηηέξσ δηεξγαζίεο φπσο 

ζπκβαίλεη ζηα ππφινηπα ζηειέρε.    
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4.3 Απνκόλωζε θαη ραξαθηεξηζκόο εηεξνθπζηώλ 

 

Με ηε ρξήζε ηεο θαζκαηνζθνπίαο νξαηνχ,  ηφζν γηα ηα θχηηαξα πξηλ ηελ 

απνκφλσζε, φζν θαη γηα ηα ηέζζεξα ππεξθείκελα θαη ηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, 

έγηλε πξνζπάζεηα λα εθηηκεζεί ε απνηειεζκαηηθφηεηα ηεο κεζφδνπ γηα ηελ 

απνκφλσζε ησλ εηεξνθπζηψλ. Με βάζε ηελ Δηθόλα 28 φπνπ παξνπζηάδνληαη ηα 

θάζκαηα γηα ηηο δχν θαηαζηάζεηο ησλ θπηηάξσλ, πξηλ θαη κεηά ηελ επεμεξγαζία ηνπο, 

εμεηάδνληαο ηηο μερσξηζηέο θνξπθέο γηα ην θάζε δηάιπκα, παξαηεξείηαη φηη θαηά ηε 

δηαδηθαζία απνκφλσζεο ε έληαζε ησλ θπθνρνινζσκάησλ κεηψλεηαη ζηηο 

απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, ζε νιφθιεξε ηελ πεξηνρή κεηαμχ 570 θαη 650 nm, ζε 

ζχγθξηζε κε εθείλε ησλ αγελψλ θπηηάξσλ, φπσο θαη ησλ  ππεξθεηκέλσλ, πνπ 

πξνθχπηνπλ κεηά ηηο πιχζεηο. Ζ ζπιαθνεηδήο  κεκβξάλε ησλ εηεξνθπζηψλ, πεξηέρεη 

ηα ζχκπινθα ηνπ θέληξνπ αληίδξαζεο ηνπ PSΗ, ην απελεξγνπνηεκέλν PSII, καδί κε ηα 

ηξνπνπνηεκέλα θπθνρνινζψκαηα. Σα αγελή θχηηαξα πεξηέρνπλ  θαη ην PSI θαη ην 

PSII ζχζηεκα παξαγσγήο νμπγφλνπ. Απηά ηα θχηηαξα έρνπλ κία ηππηθή θεξαία 

θπθνρνινζσκάησλ, ελψ ηα θπθνρνινζψκαηα ησλ εηεξνθπζηψλ, έρνπλ κηθξφηεξεο 

ξάβδνπο θαη έλα αιιαγκέλν ππξήλα αιινθπθνθπαλίλεο. Παξά ην κηθξφ πνζνζηφ ησλ 

θπθνρνινπξσηετλψλ πνπ  βξέζεθαλ ζηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, ε κεηαθνξά ηεο 

ελέξγεηαο δηέγεξζεο απφ ηα θπθνρνινζψκαηα ζην PSI, ιακβάλεη ρψξα. Έλαο 

κεραληζκφο πνπ ξπζκίδεη ην πνζφ ηεο ελέξγεηαο δηέγεξζεο  πνπ κεηαθέξεηαη ζην PSI, 

ζα παξέρεη ηε δπλαηφηεηα ζηηο εηεξνθχζηεο, λα αληαπνθξίλνληαη ζηελ πνηφηεηα ηνπ 

θσηφο, κε ζχδεπμε ή κε απνζχλδεζε ηνπ θπθνρνινζψκαηνο ζην PSI, ππνζηεξίδνληαο 

έηζη ηε ιεηηνπξγία ηνπ ζε απηέο. Σα θάζκαηα απνξξφθεζεο, ππνδεηθλχνπλ φηη ε 

κείσζε ησλ θπθνρνινζσκάησλ θαηά ηε δηάξθεηα ηεο δηαθνξνπνίεζεο ησλ 

εηεξνθπζηψλ, δελ επεξεάδεη φια ηα ζπζηαηηθά ησλ θπθνρνινζσκάησλ εμίζνπ. Σα 

θάζκαηα απνξξφθεζεο ζηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο (ίδεκα E), έδεημαλ κεησκέλε 

έληαζε, ζε νιφθιεξε ηελ πεξηνρή κεηαμχ 550 θαη 650 nm, ε νπνία αληηζηνηρεί ζηε 

απνξξφθεζε ηεο θπθνθπαλίλεο φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ Δηθόλα 28. Σν PSI είλαη 

θαηά θχξην ιφγν κνλνκεξέο θαη ηα θπθνρνινζψκαηα είλαη απνζπλδεδεκέλα ή κφλν 

ειαθξψο ελσκέλα κε απηφ. Άξα εθηηκάηαη φηη έρεη απνκαθξπλζεί ν κεγαιχηεξνο 

αξηζκφο αγελψλ θπηηάξσλ, ηα νπνία είλαη εκπινπηηζκέλα κε ηηο ρξσζηηθέο απηέο 

ιφγσ ηνπ κε απελεξγνπνηεκέλνπ PSII.  Απηή ε απαλεξγνπνίεζε βαζίδεηαη ζην 

γεγνλφο φηη ε ζχλδεζε κεηαμχ ηεο αινθπθνλπαλίλεο θαη ηνπ  PSII δηαζπάηαη θαηά 

ηελ έλαξμε ηεο θπηηαξηθήο δηαθνξνπνίεζεο. Καηά ζπλέπεηα, ε κεηαθνξά ελέξγεηαο 
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εκπνδίδεηαη κεηαμχ αινθπθνλπαλίλεο θαη PSII. Άιινο έλαο παξάγνληαο πνπ 

ππνδεηθλχεη ηελ κείσζε ζηε ζπγθέληξσζε ηνπ PSII ζηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, 

είλαη ε φιo θαη κεησκέλε ζπγθέληξσζε ηεο Chla, ζηαδηαθά απφ ην Τπεξθείκελν 1 (Α) 

κέρξη ην ηειηθφ ίδεκα (E), πξάγκα πνπ ζπκθσλεί θαη κε ηηο κεησκέλεο ηηκέο ζηε 

ζπγθέληξσζε ηεο Chla ζηελ θακπχιε αλάπηπμεο ησλ ζηειερψλ, φηαλ εθείλα 

κεγαιψλνπλ θαη ζπλζήθεο αλάπηπμεο εηεξνθπζηψλ.  

Όζν αθνξά ηελ αλάιπζε ησλ απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ κε ειεθηξνθφξεζε, φηη ηα 

θιάζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ θαηά ηηο πιχζεηο ησλ ππεξθεηκέλσλ (Τ1-Τ4) ζηελ Δηθόλα 

29 δηαθέξνπλ ζηελ έληαζε ησλ πξσηετληθψλ κπαληψλ ζε ζρέζε κε ην ίδεκα. 

Ηδηαίηεξα ζην Τ1(Τπεξθείκελν 1) φπνπ παξαηεξνχκε φηη αξθεηέο πξσηεΐλεο θαη ζε 

κεγάιε ζπγθέληξσζε, απνκαθξχλνληαη θαηά ηε δηάξθεηα ησλ πιχζεσλ θαη ίζσο λα 

αληηπξνζσπεχνπλ πξσηεΐλεο ησλ αγελψλ θπηηάξσλ (φπσο πξσηεΐλεο 

θπθνρνινζσκάησλ θαη ηνπ θσηνζπζηήκαηνο ΗΗ) κεηά ηε θαηεξγαζία κε ηνπο 

ππεξήρνπο. Όζν επαλαιακβάλνληαη νη πιχζεηο θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζηα Τ2,Τ3,Τ4 

πάιη παξαηεξείηαη φηη απνβάιινληαη θαη άιιεο πξσηεΐλεο ,ηδηαίηεξα ζηα 21,55 KDa 

θαη 45 KDa.Με ηειηθφ απνηέιεζκα ην ίδεκα ησλ εηεξνθπζηψλ απαιιαγκέλν απφ ηηο 

πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο ησλ αγελψλ θπηηάξσλ. Δθηηκάηαη φηη ε δηαδηθαζία ηεο 

απφκφλσζεο επηηπγράλεηαη σο έλα βαζκφ εθφζνλ ππάξρνπλ δηαθνξνπνηήζεηο ζηα δχν 

θιάζκαηα πνπ πξνθχπηνπλ. 

4.4 πγθξηηηθή κειέηε ηωλ δπν ππνπξωηενκάηωλ, κεηά ηε 

θιαζκαηνπνίεζε ηωλ εηεξνθπζηώλ 

  

Γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί ν δηαρσξηζκφο ησλ κεκβξαλψλ, ρξεζηκνπνηήζεθε ε 

επηιεθηηθή δηαιπηνπνίεζε ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο ησλ εηεξνθπζηψλ ηνπ 

βαθηεξίνπ κε ην επηθαλεηνδξαζηηθφ Sodium N-layryl Sarcosinate (LS). Ο θπηηαξηθφο 

θάθεινο ησλ Gram-αξλεηηθψλ βαθηεξίσλ είλαη κία ζχλζεηε δνκή ε νπνία 

απνηειείηαη απφ κία εμσηεξηθή κεκβξάλε, κηα ελδηάκεζε ζηνηβάδα πεπηηδνγιπθάλεο 

θαη κηα εζσηεξηθή θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Σν LS δελ έρεη επίδξαζε ζηελ 

εμσηεξηθή κεκβξάλε, δηαιπηνπνηεί κφλν ηελ εζσηεξηθή θπηηαξνπιαζκαηηθή 

κεκβξάλε κέζσ επηιεθηηθήο δηαιπηνπνίεζεο [65, 66]. Μεηά ηε δηαιπηνπνίεζε 

πξαγκαηνπνηήζεθε  κνλνδηάζηαηε θαη δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε. Ζ  

κνλνδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε ησλ ππνπξσηενκάησλ γηα ηηο δηαιπηνπνηεκέλεο 
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εηεξνθχζηεο, θαη ε εκθαλήο δηαθνξνπνίεζε κεηαμχ ησλ δχν θιαζκάησλ, φζν αθνξά 

ηελ έληαζε ζηηο πξσηετληθέο κπάληεο, γηα φια ηα ζηειέρε, ήηαλ έλδεημε ψζηε λα 

ζπλερίζνπκε κε ηε δηζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε SDS-Tricine απηψλ, γηα πεξαηηέξσ 

αλάιπζε ησλ πξσηετλψλ πνπ ηα απνηεινχλ. Ζ αλάιπζε γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε κε απνξξππαληηθφ γηα φια ηα ζηειέρε, έδεημε 

ηα εμήο απνηειέζκαηα: ηελ πεθηή ηνπ ππνπξσηεφκαηνο ηνπ ππεξθεηκέλνπ γηα ην 

ζηέιερνο WTPCC7120 (Α) Δηθόλα 32Α δηαθξίζεθαλ  ηα πεξηζζφηεξα πξσηετληθά 

ζηίγκαηα ελψ ζηελ  Δηθόλα 32Γ  γηα ην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

-
 ηα ιηγφηεξα. Δπίζεο νη 

πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο (41) ηαπηνπνηήζεθαλ ζην hupL
-
  ελψ ζην ζηέιερνο hupL

-

/hoxH
- 

ηαπηνπνηήζεθαλ κφλν 9 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο.  πλνιηθά απφ φια ηα 

ζηειέρε γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ππεξθεηκέλνπ ηαπηνπνηήζεθαλ 60 δηαθνξεηηθέο 

πξσηεΐλεο. Ζ πξφβιεςε ηεο ζέζεο ησλ πξσηετλψλ κέζα ζην θχηηαξν καο δείρλεη φηη 

ην πνζνζηφ ησλ πξσηετλψλ γηα ηηο θπηηαξνπιαζκαηηθέο (45%) θαη γηα ηηο 

κεκβξαληθέο πξσηείλεο (45%) είλαη ην ίδην, ελψ παξαηεξνχκε θαη έλα κηθξφ πνζνζηφ 

λα αλήθεη ζηηο ξηβνζσκηθέο. Ζ αλάιπζε γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο έδεημε ηα 

εμήο απνηειέζκαηα: γηα ην ζηέιερνο hupL
-
 (Β) Δηθόλα 35Β δηαθξίζεθαλ  ηα 

πεξηζζφηεξα πξσηετληθά ζηίγκαηα ελψ ζηελ Δηθόλα 35Γ  γηα ην ζηέιερνο hupL
-

/hoxH
- 
(Γ) ηα ιηγφηεξα. Δπίζεο νη πεξηζζφηεξεο πξσηεΐλεο (27) ηαπηνπνηήζεθαλ ζην 

hupL
-
 ελψ ζην ζηέιερνο hoxH

-
 νη ιηγφηεξεο (18). πλνιηθά απφ φια ηα ζηειέρε γηα ην 

ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο ηαπηνπνηήζεθαλ 50 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο. Ζ πξφβιεςε 

ηεο ζέζεο ησλ πξσηετλψλ κέζα ζην θχηηαξν καο δείρλεη φηη ην πνζνζηφ ησλ 

πξσηετλψλ γηα ηηο κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο είλαη κεγαιχηεξν (48%), ελψ γηα ηηο 

θπηηαξνπιαζκαηηθέο (40%). Παξαηεξνχκε ινηπφλ φηη ζην ππνπξσηένκα ηνπ 

ηδήκαηνο ηαπηνπνηνχκε κεγαιχηεξν πνζνζηφ κεβξαληθψλ πξσηετλψλ, ζε ζρέζε  κε ην 

ππνπξσηένκα ηνπ ππεξθεηκέλνπ, πξάγκα πνπ καο νδεγεί ζηελ ππφζεζε φηη ε 

δηαδηθαζία ηεο δηαιπηνπνίεζεο κε επηθαλεηνδξαζηηθφ, γηα ηηο  εξνθχζηεο έρεη 

πξαγκαηνπνηεζεί επηηπρψο. Καη γηα ηα δχν ππνπξσηεφκαηα ηαπηνπνίεζεθαλ 89 

δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο, 26 κνλαδηθέο ηαπηνπνηήζεθαλ γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ 

ηδήκαηνο θαη 36 κνλαδηθέο  γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ππεξθεηκέλνπ. Όζν αλαθνξά ηηο  

24 θνηλέο πξσηεΐλεο θαη απφ ηα δπν ππνπξσηεφκαηα, παξαηεξνχκε φηη ζε απηέο 

αλήθνπλ θαη πξσηεΐλεο πνπ είλαη ππεχζπλεο γηα ηε δηαθνξνπνίεζε ησλ εηεξνθπζηψλ 

φπσο ε All2269 (Q8YUR6) θαη ε Αlr4550 (Q8YNL5) πξσηεΐλεο εμσηεξηθήο 

κεκβξάλεο, νη νπνίεο είλαη ζε κεγαιχηεξε αθζνλία ζηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε ησλ 

αγελψλ θπηηάξσλ. Ζ δηαθνξνπνίεζε ζηνλ αξηζκφ ησλ κνλαδηθψλ ηαπηνπνηεκέλσλ 
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πξσηετλψλ γηα ηα δπν ππνπξσηεφκαηα μερσξηζηά, καο δείρλεη φηη κε ηε 

δηαιπηνπνίεζε έρεη επηηεπρζεί  έλαο πξψηνο δηαρσξηζκφο. Ζ ιεηηνπξγία ησλ 

ηαπηνπνηεκέλσλ πξσηετλψλ  γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ππεξθεηκέλνπ δείρλεη φηη ην 

κεγαιχηεξν πνζνζηφ ησλ πξσηετλψλ ιακβάλεη κέξνο ζηε δηαδηθαζία ηεο 

θσηνζχλζεζεο (δηακεκβξαληθέο ππνκνλάδεο  ηνπ θσηνζπζηήκαηνο Η θαη ηνπ ΗΗ, 

θπθνρνινπξσηείλεο), ηελ παξαγσγή  ελέξγεηαο (δηαθνξεηηθέο  πδαηνδηαιπηέο 

ππνκνλάδεο ηεο ATP ζπλζάζεο),  πξσηεΐλεο πνπ εθθξάδνληαη κφλν φηαλ ην βαθηήξην 

αλαγθάδεηαη λα αλαπηπρζεί ρσξίο πεγή αδψηνπ, ψζηε λα πξαγκαηνπνηεζεί ε 

θαζήισζε ηνπ αδψηνπ ( ζαπεξφλεο) , πξσηεΐλεο πνπ ζπκβάινπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο 

γιπθφιπζεο, δηακεκβξαληθέο πνξίλεο ηεο κεκβξάλεο γηα κεηαθνξά νπζηψλ θαη ηέινο 

ζεκαληηθφ πνζνζηφ αθνξά πξσηεΐλεο αγλψζηνπ ιεηηνπξγίαο. Ζ πξνβιεπφκελε 

ιεηηνπξγία ησλ πξσηετλψλ ηνπ ηδήκαηνο δείρλεη φηη ην κεγαιχηεξν πνζνζηφ αλήθεη ζε 

πξσηεΐλεο πνπ ζπκβάινπλ ζηε δηαδηθαζία ηεο θσηνζχλζεζεο, πξσηεΐλεο γηα 

παξαγσγή ATP, εθείλεο πνπ εθθξάδνληαη ζε ζπλζήθεο θαηαπφλεζεο θαη ηέινο 

πξσηεΐλεο αγλψζηνπ ιεηηνπξγίαο. Παξαηεξείηαη φηη κεηά ηελ πξσηενκηθή αλάιπζε 

γηα ην ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο, ηαπηνπνηήζεθε κφλν ζε απηφ, ε δηακεκβξαληθή 

πξσηεΐλε Alr2887 (Q8YT39) κία TolC-εμαξηψκελε  πξσηεΐλε, εθαπηψκελε κε ηα 

εζσηεξηθά ζπζηαηηθά ηεο εζσηεξηθήο κεκβξάλεο θαη είλαη αγθπξνβνιεκέλε θαηά 

θχξην ιφγν ζηελ εμσηεξηθή κεκβξάλε ησλ αγελψλ θπηηάξσλ θαη ησλ εηεξνθπζηψλ 

[36, 37]. χκθσλα κε πξνεγνχκελεο κειέηεο, ε έθθξαζε ηεο πξσηεΐλεο Alr2887 

απμάλεηαη ζεκαληηθά φηαλ ην βαθηήξην αλαγθαζηεί λα κεγαιψζεη ζε ζπλζήθεο 

ζηέξεζεο αδψηνπ θαη ζπλδέεηαη κε ηελ σξίκαλζε ησλ εηεξνθπζηψλ ζε απηφ. Απηφ 

κπνξεί λα ζπκβεί είηε γηαηί ζπκβάιεη ζηε βηνζχλζεζε ηεο εηδηθήο  γιπθνιηπηδηθήο 

ζηνηβάδαο ησλ εηεξνθπζηψλ (HGLs), είηε ζηε κεηαθνξά πξσηετλψλ θαη ελδχκσλ 

ππεχζπλσλ γηα ηε ηξνπνπνίεζε ηεο γιπθνιηπηδηθήο απηήο ζηνηβάδαο [67]. Έρεη 

πξνηαζεί φηη ε κεηαθνξά ησλ κεηαβνιηηψλ θαη ησλ ζεκαηνδνηηθψλ κνξίσλ  κεηαμχ 

ησλ θπηηάξσλ γηα ην Anabaena sp.PCC 7120 πξαγκαηνπνηείηαη κέζσ ηνπ ζπλερνχο 

πεξηπιάζκαηνο πνπ ζπλδέεη ηα δπν είδε ησλ θπηηάξσλ θαη κηα εμσηεξηθή κεκβξάλε 

πνπ πηζαλψο λα είλαη θνηλή ζε απηά [10]. Απηφ έξρεηαη ζε ζπκθσλία κε ην γεγνλφο 

φηη ηαπηνπνηήζεθαλ πξσηεΐλεο ππεχζπλεο γηα ηε δεκηνπξγία ησλ εηεξνθπζηψλ θαη   

πξσηεΐλεο πνπ εθθξάδνληαη φηαλ ην βαθηήξην αλαγθάδεηαη λα αλαπηπρζεί ρσξίο πεγή 

αδψηνπ θαη ζηα δχν ππνπξσηεφκαηα κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε. Ζ All2269 πξσηεΐλε 

πνπ ηαπηνπνηήζεθε θαη ζηα δχν ππνπξσηεφκαηα αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα ησλ Οmp85 

πξσηετλψλ, κε δνκή β-πηπρσηήο, ζπληεξεκέλε ζε φια ηα Gram αξλεηηθά βαθηήξηα 
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[68]. Δίλαη ππεχζπλε γηα ηελ επηβίσζε ησλ θπηηάξσλ, θαζψο θαη γηα ηε βηνζχλζεζε 

ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, πηζαλφηαηα κε ηε ζπλαξκνιφγεζε ηεο πξσηεΐλεο εληφο 

ηεο κεκβξάλεο απηήο. Ζ πξσηεΐλε Αlr4550 κε ρακειφ ξπζκφ έθθξαζεο ζηηο 

εηεξνθχζηεο, κία πνξίλε ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, αλήθεη ζηηο θνηλέο πξσηεΐλεο 

ησλ δπν ππνπξσηενκάησλ θαη είλαη ραξαθηεξηζηηθή θαη γηα ηα δχν είδε θπηηάξσλ.  Ζ  

πξσηεΐλε All4499 (Q8YNR3) ηαπηνπνηεκέλε κφλν ζην ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο, 

αλήθεη θαη απηή ζηηο πξσηεΐλεο  κε ρακειφ ξπζκφ έθθξαζεο ζηηο εηεξνθχζηεο, θαη 

ππνδειψλεη ελ κέξεη φηη ζην απνκνλσκέλν ίδεκα κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε, βξίζθνληαη 

κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο, πνπ ζπκβάινπλ ζηε δηαθνξνπνίεζε ησλ εηεξνθπζηψλ. Όζν 

αθνξά ηηο δηάθνξεο ππνκνλάδεο ησλ θσηνζπζηεκάησλ I θαη ΗΗ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ 

ην πνζνζηφ ησλ ππνκνλάδσλ γηα ην PSI είλαη κεγαιχηεξν ζε ζρέζε κε ηηο 

ππνκνλάδεο ηνπ PSII, πξάγκα πνπ ππνδειψλεη φηη απνκνλψζεθαλ επηηπρψο ηα δπν 

είδε θπηηάξσλ, εθφζνλ ην PSII είλαη απελεξγνπνηεκέλν ζηηο δηαθνξνπνηεκέλεο 

εηεξνθχζηεο θαη δελ εθθξάδεηαη ζηνλ ίδην βαζκφ φπσο ην PSI. Μηα πηζαλή εμήγεζε 

γηαηί ππάξρνπλ PSII ζπγθξνηήκαηα ζηηο εηεξνθχζηεο, είλαη ζην λα ρξεζηκεχνπλ σο 

εθεδξηθή πεγή ηνπ βαθηεξίνπ, γηα ηε δσξεά ειεθηξνλίσλ κεηά απφ πεξηφδνπο 

ζθφηνπο, φηαλ ε πξνκήζεηα ησλ πδαηαλζξάθσλ απφ ηα αγελή θχηηαξα κπνξεί λα είλαη 

ρακειή. Ζ πξσηεΐλε Αlr0397 (Q8YZR0) ηαπηνπνηείηαη κφλν ζην ζηέιερνο hupL
- 

, 

ζην ππνπξσηεφκα ηνπ ηδήκαηνο. Απηφ κπνξεί λα νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη επεηδή ε 

ζπγθεθξηκέλε πξσηεΐλε είλαη κηα πξσηεΐλε κεηαθνξέαο  ζηδεξνθφξσλ κνξίσλ θαη 

κεηαθνξέαο πδαηαλζξάθσλ [69] θαη ε έθθξαζε ηεο απμάλεη ζε ζπλζήθεο κεησκέλνπ 

ζηδήξνπ, ζην ζηέιερνο πνπ ζηεξείηαη ηε κεγάιε ππνκνλάδα ηεο πδξνγελάζεο θαη δελ 

έρεη ην πιενλέθηεκα λα παξάγεη επηπιένλ πξσηφληα, ιεηηνπξγεί βνεζεηηθά. Σν άηνκν 

ηνπ ζηδήξνπ είλαη ζεκαληηθφ γηα ηε κεηαθνξά ειεθηξνλίσλ ζηε θσηνζχλζεζε, σο 

θχξην κέηαιιν ηνπ  PSI, ηνπ ζπκπιέγκαηνο  ηνπ θπηνρξψκαηνο b6f θαη ηνπ PSII. Έηζη 

ε πξσηεΐλε απηή δηεπθνιχλεη ηε δηεξγαζία ηνπ PSI ζηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο. 

Δπίζεο ε πξσηεΐλε All1861 (Q8YVW2) ηαπηνπνηείηαη κφλν ζην ζηέιερνο hupL
- 
 

,ηφζν ζην ππνπξσηεφκα ηνπ ηδήκαηνο, φζν θαη ζε απηφ ηνπ ππεξθεηκέλνπ. Απηή ε 

πξσηεΐλε αλήθεη ζε απηέο ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο, κε δπλαηφηεηα ζχλδεζεο κε ηε 

πεπηηδνγιπθάλε ζπκβάιινληαο θαη ζηνλ κεηαβνιηζκφ ηεο. Ζ πξσηείλε Αlr0834 

(Q8YYL4) ηαπηνπνηείηαη γηα φια ηα ζηειέρε ζην ππνπξσηένκα ηνπ ηδήκαηνο θαη ε 

έθθξαζε ηεο   εληζρχεηαη ζηε πξψηκε θάζε αλάπηπμεο ησλ εηεξνθπζηψλ, σο κηα 

πξσηεΐλε πνπ ζεσξείηαη σο έλα απφ ηα θχξηα ζπζηαηηθά ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο 

[36]. ρεηηθά κε ηηο ηαπηνπνηεκέλεο ππνκνλάδεο ησλ θσηνζπζηεκάησλ, 
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παξαηεξνχκε φηη νη δχν θχξηεο δηακεκβξαληθέο ππνκνλάδεο ηνπ PSI (PsaA, PsaB, 

PsaB1) ηαπηνπνηνχληαη κφλν ζην ζηέιερνο hupL
- 

. Γηα ην ζηέιερνο hupL
-
/hoxH

-
 

παξαηεξνχκε φηη θαη γηα ην ππνπξσηεφκα ηνπ ηδήκαηνο θαη γη απηφ ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ, ν αξηζκφο ησλ πξσηετλψλ πνπ ηαπηνπνηνχληαη είλαη πνιχ κηθξφηεξνο 

ζε ζρέζε κε ηα ππφινηπα ζηειέρε. Απηφ ίζσο νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ην βαθηήξην 

φηαλ έρεη ηξνπνπνηεζεί γελεηηθά θαη ζηηο δπν ππνκνλάδεο ηεο πδξνγελάζεο, έρεη 

αλαπηχμεη δηαθνξεηηθνχο κεραληζκνχο γηα λα πξνζαξκφδεηαη ζε ζπλζήθεο ζηέξεζεο 

αδψηνπ, νπφηε θάπνηεο πξσηεΐλεο δελ εθθξάδνληαη ζε κεγάιε ζπγθέληξσζε, ψζηε λα 

κπνξνχλ λα ηαπηνπνηεζνχλ. Γεληθά νη δηαθνξέο ζηελ έθθξαζε ησλ πξσηετλψλ ζηα 

δηάθνξα ζηειέρε είλαη εκθαλήο (Πίλαθαο 2,3), πξάγκα απνιχησο ινγηθφ εθφζνλ ην 

θάζε ζηέιερνο αλάινγα κε ηηο αλάγθεο ηνπ ζα πξνζαξκνζηεί ζην εθάζηνηε 

πεξηβάιινλ. Βαζηθέο πξσηεΐλεο ησλ κεηαβνιηθψλ κνλνπαηηψλ γηα ηελ επηβίσζε ηεο 

εηεξνθχζηεο, εθθξάδνληαη ζε κεγαιχηεξν πνζνζηφ γηα ην ζηέιερνο πνπ δελ είλαη 

γελεηηθά ηξνπνπνηεκέλν, ελψ ν αξηζκφο κεηψλεηαη γηα ηα ππφινηπα ζηειέρε θαη 

παξαηεξνχκε θαη ηελ έθθξαζε κνλαδηθψλ πξσηετλψλ ζε απηά. Απηέο νη κνλαδηθέο 

πξσηεΐλεο ίζσο κπνξέζνπλ λα  απνηειέζνπλ θαη έλα θξηηήξην δηάθξηζεο ησλ 

ζηειερψλ ζε κειινληηθέο εξγαζίεο. Δδψ κπαίλεη ην εξψηεκα γηα ην αλ νη γελεηηθέο 

ηξνπνπνηήζεηο, εθηφο απφ ην ζθνπφ λα βειηηψζνπλ ηε πνζφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ 

πδξνγφλνπ, έρνπλ αληίζεηε επίδξαζε ζηελ πεξαηηέξσ νκαιή ιεηηνπξγία ηνπ 

κεηαβνιηζκνχ ησλ εηεξνθπζηψλ.  

 

 

4.5 Πξωηενκηθή αλάιπζε νιόθιεξωλ εηεξνθπζηώλ 

 

Ζ δπζδηάζηαηε ειεθηξνθφξεζε κε ηελ πξψηε δηάζηαζε ζε επξεία θιίκαθα pI 

αλάκεζα απφ 3 θαη 10 θαη ζε ζπλδπαζκφ κε MALDI TOF/TOF MS/ΜS, 

εθαξκφζηεθε γηα ηελ ηαπηνπνίεζε φζν ην δπλαηφ πεξηζζφηεξσλ πξσηετλψλ ζηηο 

απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο. Πξάγκαηη έλαο κεγάινο αξηζκφο πξσηετληθψλ θειίδσλ 

ηαπηνπνηήζεθε ν νπνίνο αληηζηνηρεί ζε  75 δηαθνξεηηθέο πξσηεΐλεο. Δπηπιένλ, ηφζν 

ηα κνξηαθά βάξε, φζν θαη ηα ηζνειεθηξηθά ζεκεία πνπ παξαηεξήζεθαλ γηα ηηο 

ηαπηνπνηεκέλεο πξσηεΐλεο ππνδεηθλχνπλ έλα πνιχ ηθαλνπνηεηηθφ δηαρσξηζκφ ησλ 

πξσηετλψλ. Παξαηεξνχκε φηη ζην ζχλνιν ηνπο νη κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο πνπ έρνπλ 
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ηαπηνπνηεζεί είλαη ζην ίδην πνζνζηφ (38,66%) ζε ζρέζε κε ηηο θπηηαξνπιαζκαηηθέο 

(38,6%), γεγνλφο πνπ καο επηηξέπεη λα εθηηκήζνπκε φηη ν δηαρσξηζκφο ησλ  

κεκβξαληθψλ πξσηετλψλ επηηπγράλεηαη επηηπρψο, αλ θαη ε ζπγθεθξηκέλε ηερληθή δελ 

ζπληζηάηαη γηα κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο. Απηφ ζπκβαίλεη γηαηί νη κεκβξαληθέο 

πξσηεΐλεο έρνπλ ηε ηάζε λα δεκηνπξγνχλ ζπζζσκαηψκαηα θαηά ηελ ηζνειεθηξηθή 

εζηίαζε ηα νπνία απνηπγράλνπλ λα πεξάζνπλ ζηε δεχηεξε δηάζηαζε. Σαπηνπνηήζακε  

κεκβξαληθέο πξσηεΐλεο, πνπ ε έθθξαζε ηνπο είλαη απαξαίηεηε γηα ηε δηαθνξνπνίεζε 

ησλ θπηηάξσλ απφ αγελή ζε εηεξνθχζηεο, ή ιακβάλνπλ κέξνο  ζην κεηαβνιηζκφ ησλ 

εηεξνθπζηψλ, ζπκκεηέρνληαο ελεξγά ζηηο βηνινγηθέο αληηδξάζεηο. Γηα ηελ θαζήισζε 

αδψηνπ ε ζπλζάζε ηνπ γινπηακηληθνχ πξσηεΐλε γηα ηελ αθνκνίσζε ηεο ακκσλίαο  

πνπ παξάγεηαη απφ ηε ληηξνγελάζε. Σαπηνπνηήζεθαλ 4 δηαθνξεηηθέο ππνκνλάδεο ηεο 

ATP ζπλζάζεο ζηηο απνκνλσκέλεο εηεξνθχζηεο, πξάγκα πνπ ζπκθσλεί κε ην φηη ε 

αθζνλία απηψλ ζην  θπηηαξηθφ ζπγθξφηεκα ησλ εηεξνθπζηψλ, ζα κπνξνχζε λα είλαη 

απμεκέλε  θαη ζρεηίδεηαη  κε πξνεγνχκελεο κειέηεο πνπ έρνπλ γίλεη θαη ππνζηεξίδνπλ 

φηη ζηα αγελή θχηηαξα ην πνζνζηφ είλαη κηθξφηεξν [70]. Ηδηαίηεξε αλαθνξά, ζηελ 

ραξαθηεξηζηηθή πξσηεΐλε All4388 , κία  πξσηεΐλε ηεο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο ησλ 

εηεξνθπζηψλ, ε νπνία παίξλεη κέξνο ζηε βηνζχλζεζε ηεο  επηπιένλ ζηνηβάδαο ησλ 

πνιπζαθραξηηψλ [71]. Μεηαβνιηθέο βηνινγηθέο δηεξγαζίεο φπσο ε γιπθφιπζε, ν 

θχθινο ηνπ θηηξηθνχ νμένο, ην κνλνπάηη ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ θαη ε 

θσηνζπλζεηηθή δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηνχληαη κε ηε ζπκβνιή πξσηετλψλ, πνπ 

αξθεηέο έρνπλ ηαπηνπνηεζεί, ζε φια ηα μερσξηζηά ζηάδηα πνπ κεζνιαβνχλ, ψζηε λα 

ιεηηνπξγεί νκαιά απηφ ην δηαθνξνπνηεκέλν θχηηαξν, πξνζαξκνζκέλν ζηηο 

θαηλνχξγηεο ζπλζήθεο. Αλακθίβνια, ε θπθιηθή θσζθνξπιίσζε, πνπ νδεγείηαη απφ ην 

PSI είλαη απαξαίηεηε γηα ην κεηαβνιηζκφ ησλ εηεξνθπζηψλ. Ζ πνζνηηθνπνίεζε ηνπ 

πξσηεφκαηνο καο έδσζε ηε δπλαηφηεηα λα παξαηεξήζνπκε φηη ην ζχλνιν ησλ 

δηαδηθαζηψλ ηεο  παξαγσγήο ελέξγεηαο ζπκβαίλεη εληφο ησλ εηεξνθπζηψλ ζε 

ζπλεξγαζία κε ην αγελέο θχηηαξν.  Με απηφ ηνλ ηξφπν ζπλδέεηαη ν κεηαβνιηζκφο 

ησλ πδαηαλζξάθσλ, γηα παξαγσγή άθζνλεο αλαγσγηθήο ηζρχνο, κε ηε δηαδηθαζία 

παξαγσγήο ΑΣΡ, σζνχκελε απφ ην PSI. Καη ζηηο δπν πξνζεγγίζεηο πνπ 

αθνινπζήζεθαλ δελ ηαπηνπνηήζακε θακία ππνκνλάδα νχηε ηεο ληηξνγελάζεο νχηε 

ησλ πδξνγελαζψλ, απηφ  φκσο δελ καο αλαηξεί ην απνηέιεζκα φηη ε απνκφλσζε ησλ 

εηεξνθπζηψλ  ήηαλ επηηπρήο. Ζ κε ηαπηνπνίεζε ίζσο νθείιεηαη ζην γεγνλφο φηη ηα 

δπν απηά έλδπκα πηζαλψο λα είλαη ζε ρακειή ζπγθέληξσζε ζην θχηηαξν ησλ 

εηεξνθπζηψλ, ε νπνία δελ επηηξέπεη ηελ αλίρλεπζε θαη ηελ ηαπηνπνίεζε. 
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πκπεξαζκαηηθά ζην ζπγθεθξηκέλν θνκκάηη ηεο εξγαζίαο, έγηλε πξνζπάζεηα 

πξσηενκηθήο κειέηεο ησλ  απνκνλσκέλσλ εηεξνθπζηψλ, ρσξίο λα  έρεη πξνεγεζεί 

δηάξξεμε θαη δηαρσξηζκφο ησλ εμσηεξηθψλ κεκβξαλψλ  κε ηηο κεκβξάλεο ησλ 

ζπιαθνεηδψλ θαη ηελ θπηηαξνπιαζκαηηθή κεκβξάλε. Απηφ είρε σο απνηέιεζκα ηνλ 

επηηπρή δηαρσξηζκφ ησλ  κεκβξαληθψλ πξσηετλψλ, γηα ηελ πεξαηηέξσ θαηαλφεζε πψο 

ε πνιπθπηηαξηθφηεηα θαη ε δηαθνξνπνίεζε ηνπ Anabaena sp.PCC 7120 αληαλαθιά 

ζηε πξσηενκηθή ζχλζεζε θαη ιεηηνπξγία ηεο εληαίαο εμσηεξηθήο κεκβξάλεο. 
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Πίλαθαο 1: πγθξηηηθόο πίλαθαο ηαπηνπνηεκέλωλ πξωηεϊλώλ από ηε δηζδηάζηαηε ειεθηξνθόξεζε ηωλ ππεξθεηκέλωλ κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε κε  N-layryl Sarcosinate, γηα όια ηα 

ζηειέρε 

[C:cytoplasm, CM: cytoplasmic membrane, OM: outer membrane P: periplasm] 

Νν. 
Accession 

Number 
Identified Proteins 

Protein 

MW 
PI Value Localization Biological Process 

WTPCC7

120 (A) 

hupL- 

(Β) 

hoxH- 

( Γ) 

hupL
-

/hoxH
- 

(Γ) 

1 P12405 ATP synthase subunit alpha 54422  5.11 CM 
ATP synthesis, Hydrogen ion 

transport, Ion transport, 
15 11,12 14 ─ 

2 P06540 ATP synthase subunit beta 52016 5.02 CM 
ATP synthesis, Hydrogen ion 

transport, Ion transport, 
16,17 

13,14,23,

26 
14 ─ 

3 P12408 ATP synthase gamma chain 35277 8.88 CM 
ATP synthesis, Hydrogen ion 

transport, Ion transport, 
26 ─ ─ ─ 

4 P00879 
Ribulose bisphosphate carboxylase 

large chain 
53045 6.25 C 

Calvin cycle, Carbon dioxide 

fixation, Photorespiration, Ph

otosynthesis 

16 13 14,15 26 

5 Q8YVW9 Alr1850 protein 79128 5.62 Unknown Carbohydrate metabolism  ─ 7 ─ ─ 

6 Q8YXE1 Phosphorylase 97198 5.61 C Carbohydrate metabolism 6 5 4 ─ 

7 Q8YLM3 
6-phosphogluconate dehydrogenase, 

decarboxylating 
52178 5.90 C Gluconate utilization 19 15 ─ ─ 

8 Q8YPR1 Phosphoglycerate kinase 42441 5.15 C Glycolysis 22 18 ─ ─ 

9 Q8YNK2 Fructose-bisphosphate aldolase 38617 5.49 C Glycolysis 23 19 18 ─ 

10 Q8YRBO Enolase 45965 5.03 C Glycolysis ─ 17 ─ ─ 

11 Q8YTK9 
Pyruvate dehydrogenase E1 component 

subunit alpha 
59465 6,77 C Glycolysis ─ ─ 20 ─ 

12 Q8YP62 Elongation factor G 76145 5.08 C GTPase activity ─ 7 ─ ─ 

13 P00964 Glutamine synthetase 53136 5.28 C 

Heterocyst 

differentiation,Nitrogen 

fixation 

16 ─ ─ ─ 

http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005975
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0119
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0311
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0003924
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043158
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043158
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043158
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14 Q8YM38 
LL-diaminopimelate aminotransferase 

1 
44986 5.13 C 

Lysine biosynthetic process 

via diaminopimelate 
─ 17 ─ ─ 

15 Q8YVN4 Protease 59607 8.77 C Metalloendopeptidase activity ─ 11 ─ ─ 

16 Q8YP11 
Polyribonucleotide 

nucleotidyltransferase 
77790 5.05 C mRNA catabolic process 8 ─ ─ ─ 

17 Q8YRV8 
Nitrate transport ATP-binding protein 

of ABC transporter 
29612 8.83 CM 

Nitrate transmembrane 

transporter activity 
─ ─ 9 ─ 

18 Q8YR42 Alr3608 protein 58272 9.41 OM 
Nitrous oxidase accessory 

protein 
15 9,12 ─ ─ 

19 Q8YV76 FMN-dependent NADH-azoreductase 22784 5.31 C Oxidoreductase activity ─ 28 ─ ─ 

20 Q8YRU9 Transketolase 72071 5.88 C Pentose phosphate pathway  10 8 ─ ─ 

21 P58561 Transaldolase 36178 5.27 C Pentose phosphate pathway  26 ─ ─ ─ 

22 Q8YVW2 All1861 protein 28440 10.22  OM 
Peptidoglycan -binding 

protein 
─ 29 ─ ─ 

23 Q8YP05 AhpC/TSA family protein 23698 5.09 C Peroxiredoxin activity 32 27 ─ ─ 

24 P80559 Phycobiliprotein ApcE 126888 9.41 CM Photosynthesis 3 3 2 ─ 

25 P07123 

Phycobilisome 32.1 kDa linker 

polypeptide, phycocyanin-associated, 

rod 

32209 9.33 CM Photosynthesis 27 22 21,22 15 

26 P31329 

Phycobilisome 34.5 kDa linker 

polypeptide, phycoerythrocyanin-

associated, rod 

31295 9.50 CM Photosynthesis 28 ─ 22 ─ 

27 P29989 
Phycobilisome rod-core linker 

polypeptide CpcG4 
29323 9.31 CM Photosynthesis 30,32 25 23 ─ 

28 P29988 
Phycobilisome rod-core linker 

polypeptide CpcG3 
2726 7.82 CM Photosynthesis 32 ─ ─ ─ 

29 P07120 C-phycocyanin subunit beta 18387 5.00 CM Photosynthesis 34 ─ ─ 21 

30 P07121 C-phycocyanin alpha chain 17457 6.83 CM Photosynthesis 35 ─ 20 
20,21,2

2 

31 P58576 
Photosystem I P700 chlorophyll a 

apoprotein A1 
83200 7.34 CM Photosynthesis ─ 10,11 ─ ─ 

32 P13907 
Photosystem II manganese-stabilizing 

polypeptide 
29638 4.91 CM Photosynthesis ─ 23 22 ─ 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0033362
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0033362
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006402
http://www.uniprot.org/locations/SL-0040
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016652
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0570
http://www.uniprot.org/locations/SL-0040
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051920
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
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33 P58573 
Photosystem I reaction center subunit 

II 
15156 9.3 

Photosystem I 

reaction center 
Photosynthesis ─ ─ 19 1 

34 P80557 
Photosystem I reaction center subunit 

XI 
18119 9.15 CM Photosynthesis ─ ─ ─ 19 

35 P29987 
Phycobilisome rod-core linker 

polypeptide CpcG2 
28651 9.06 CM Photosynthesis ─ ─ 23 ─ 

36 Q8YPA8 Photosystem II CP43 protein 49865 6.00 CM 
Photosynthetic electron 

transport in photosystem II 
25 ─ ─ ─ 

37 P31694 Photosystem Q(B) protein 2 39715 5.39 CM 
Photosynthetic electron 

transport in photosystem II 
31 ─ ─ ─ 

38 Q8YYL4 
Porin major outer membrane protein 

(alr0834) 
54439 4.61 OM Porin ─ ─ ─ 11 

39 Q8YP63 Elongation factor Tu 44811 5.25 C Protein biosynthesis 20 16 17 ─ 

40 Q8YM80 Alr5059 protein 4049 5,16 P protein folding 25 20 ─ ─ 

41 Q8YST5 Endopeptidase Clp ATP-binding chain 93140 5.56 C 

Protein metabolic process, 

nucleoside-triphosphatase 

activity 

7 6 ─ ─ 

42 Q8YV58 Two-component sensor histidine kinase 52715 5.63 CM Regulation of transcription 13 ─ ─ ─ 

43 Q8YYA5 Alr0946 protein 16059 5.43 C Regulator of  gene expression 34 ─ 25 5,10,11 

44 Q8YW74 
Chaperone protein dnaK2 (heat shock 

protein) 
67907 4.84 C Response to stress 10 ─ 9 ─ 

45 Q8YYG8 Alr0882 protein 30609 6.83 unknown Response to stress 29 ─ ─ ─ 

46 Q8YQZ8 60 kDa chaperonin 1 5797 4.90 C Response to stress 13 10 ─ ─ 

47 Q8YQ52 All3983 protein 42351 5.41 OM Secreted and surface protein 23 ─ ─ ─ 

48 Q8YSZ1 Superoxide dismutase [Fe] 22384 5.32 C Superoxide dismutase activity ─ 29 ─ ─ 

49 Q8YUR6 Alr2269  hypothetical protein 89633 5.00 OM SynToc75 ─ ─ ─ 6 

50 P22705 
DNA-directed RNA polymerase 

subunit beta 
147583 4.81 C Transcription 2 ─ ─ ─ 

51 Q8YQK1 Two-component response regulator 27094 4.99 C Transcription 31 ─ ─ ─ 

52 Q8Z0G0 30S ribosomal protein S1 38363 4.67 ribosome Translation 22 18 18 ─ 

53 Q8YQW9 Alr3692 protein 30706 6.08 CM Transmembrane transport 31 ─ ─ ─ 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009538
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009538
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009772
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009772
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009772
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009772
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019538
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019538
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019538
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006355
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0346
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006950
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0042026
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0804
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005840
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006412
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0055085
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54 Q8YNL5 Uncharacterized protein alr4550 60581 4.76 OM Transporter activity 18 14 6,7 5,11,12 

55 Q8YXE6 Aconitate hydratase 2 94650 5.23 C Tricarboxylic acid cycle 5 ─ ─ ─ 

56 Q8YM58 All5082 protein 23576 4.69 unknown Unknown 4 ─ ─ ─ 

57 Q8YYI3 
Carbon dioxide concentrating 

mechanism protein 
59465 6.77 C Unknown 13 ─ 2,11 ─ 

58 Q8YT49 
Bicarbonate transport bicarbonate-

binding protein 
50292 6.63 CM Unknown 19 15 ─ ─ 

59 Q8YP15 All4387 protein 31907 4.93 C Unknown 29 ─ ─ ─ 

60 Q8YYN5 Alr0811 protein 11533 6.43 unknown Unknown ─ 14 ─ ─ 

http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0816
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
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Πίλαθαο 2: πγθξηηηθόο πίλαθαο ηαπηνπνηεκέλωλ πξωηεϊλώλ από ηε δηζδηάζηαηε ειεθηξνθόξεζε ηωλ ηδεκάηωλ κεηά ηε δηαιπηνπνίεζε κε N-layryl Sarcosinate, γηα όια ηα ζηειέρε 

[C:cytoplasm, CM: cytoplasmic membrane, OM: outer membrane, P: periplasm] 

Νν. 
Accession 

Number 
Identified Proteins 

Protein 

MW 
PI Value Localization Biological Process 

WTPCC7120 

(A) 

hupL- 

(Β) 

hoxH- 

( Γ) 

hupL
-

/hoxH
- 

(Γ) 

1 Q8YR44 
Dihydrolipoamide S-

acetyltransferase 
44832 5.75 C Acyltransferase ─ 15 ─ ─ 

2 Q8YVM4 
Substrate-binding protein 

of ABC transporter 
47683 8.56  P Amino acid transport ─ ─ 9 ─ 

3 P12408 
ATP synthase gamma 

chain 
35277 8.88  CM 

ATP synthesis, Hydrogen ion 

transport, Ion transport, 
─ 15 ─ ─ 

4 P12405 
ATP synthase subunit 

alpha 
54422 5.11 CM 

ATP synthesis, Hydrogen ion 

transport, Ion transport, 
─ ─ ─ 8 

5 P06540 ATP synthase subunit beta 52016 5.02 CM 
ATP synthesis, Hydrogen ion 

transport, Ion transport, 
─ ─ ─ 9 

6 P00879 
Ribulose bisphosphate 

carboxylase large chain 
53045 6.25 C 

Calvin cycle, Carbon dioxide 

fixation, Photorespiration, Photo

synthesis 

─ 4 ─ ─ 

7 P48991 
Fructose-1,6-

bisphosphatase class 1 
38518 5.10 C Carbohydrate biosynthesis ─ ─ 13 ─ 

8 Q8YQL3 
Nutrient stress-induced 

DNA-binding protein 
20687 5.07 C 

Cellular iron ion homeostasis, 

response to stress 
─ 22,23 20 ─ 

9 Q8YU40 Cysteine synthase 33784 5.61 C Citric acid pathway ─ ─ 15 ─ 

10 P58558 
Ferredoxin--NADP 

reductase 
48838 7.66 C 

Ferredoxin-NADP+ reductase 

activity 
─ ─ 14,15 ─ 

11 Q8YY05 
Glucose-6-phosphate 

isomerase 
5781 5.36 C Gluconeogenesis, Glycolysis 6 ─ ─ ─ 

12 P00964 Glutamine synthetase 53136 5.28 C 
Heterocyst 

differentiation,Nitrogen fixation 
7 5 6 8 

13 Q8YP11 
Polyribonucleotide 

nucleotidyltransferase 
77790 5.05 C mRNA catabolic process ─ 3 2 ─ 

14 Q8YR42 Alr3608 protein 58272 9.41 OM 
Nitrous oxidase accessory 

protein 
─ ─ ─ 8 

http://www.uniprot.org/keywords/KW-0012
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0030288
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006865
http://www.uniprot.org/locations/SL-0045
http://www.grenoble.prabi.fr/obiwarehouse/unipathway?upid=UPA00116&entryac=P48991
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006879
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006879
http://www.uniprot.org/locations/SL-9910
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004324
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004324
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043158
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043158
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006402
http://www.uniprot.org/locations/SL-0040
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15 Q8YT39 
Alr2887  hypothetical 

protein 
80838 6.34 OM Outer membrane protein 6 4,5 6 ─ 

16 P51778 Transaldolase 36165 5.19 C Pentose phosphate pathwaay 16 ─ ─ ─ 

17 Q8YRU9 Transketolase 72071 5.88 C Pentose phosphate pathway 4 2 4 6 

18 Q8YVW2 All1861 protein 28440 10.22  OM Peptidoglycan -binding protein ─ 20 ─ ─ 

19 Q8YNC5 Peroxiredoxin 22361 4.87 C Peroxiredoxin activity 16,17 17 ─ ─ 

20 P07123 

Phycobilisome 32.1 kDa 

linker polypeptide, 

phycocyanin-associated, 

rod 

32209 9.33 CM Photosynthesis 10 13,16 ─ 13 

21 P29989 
Phycobilisome rod-core 

linker polypeptide CpcG4 
29323 9.31 CM Photosynthesis 14,17 14,18,19 ─ 15,16 

22 P29986 
Phycobilisome rod-core 

linker polypeptide CpcG1 
31933 9.25  CM Photosynthesis 17 ─ ─ ─ 

23 P58573 
Photosystem I reaction 

center subunit II 
15156 9.3 

Photosystem I 

reaction center 
Photosynthesis 19 24 21 17 

24 P07121 C-phycocyanin alpha chain 17457 6.83 CM Photosynthesis 20 25,26,29 22 18 

25 P07120 
C-phycocyanin subunit 

beta 
18387 5.00 CM Photosynthesis 20 26,27,28 23 ─ 

26 P58565 

Photosystem I P700 

chlorophyll a apoprotein 

A2 1 

83375 6.74 CM Photosynthesis ─ 1 ─ ─ 

27 P0A407 

Photosystem I P700 

chlorophyll a apoprotein 

A2 

83044 6.43 CM Photosynthesis ─ 2 ─ ─ 

28 P80559 Phycobiliprotein ApcE 126888 9.41 CM Photosynthesis ─ 18 ─ 2 

29 P58577 
Photosystem I reaction 

center subunit XI 
18119 9.15 CM Photosynthesis ─ ─ 24,26 ─ 

30 P13907 

Photosystem II 

manganese-stabilizing 

polypeptide 

29638 4.91 CM Photosynthesis ─ ─ ─ 14 

31 P80555 
Allophycocyanin subunit 

alpha 1 
17346 4.92 CM Photosynthesis ─ ─ ─ 18 

32 Q8YNR3 All4499 protein 58564 5.02 OM Porin 8,15 7 ─ ─ 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019867
http://www.uniprot.org/locations/SL-0040
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051920
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/locations/SL-0045
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009538
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0009538
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
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33 Q8YYL4 

Porin major outer 

membrane protein 

(alr0834) 

54439 4.61 OM Porin 9 8 9 6 

34 Q8YQ51 
All3984 hypothetical 

protein 
24713 10.24 Unknown 

Predicted ATP-dependent 

ptotease 
2,3,18 ─ ─ ─ 

35 Q8YP63 Elongation factor Tu 44811 5.25 C Protein biosynthesis ─ ─ 18 10 

36 Q8YYA5 Alr0946 protein 16059 5.43 C Regulator of  gene expression 19 ─ 21 17 

37 Q8YW74 
Chaperone protein dnaK2 

(heat shock protein) 
67907 4.84 C Response to stress ─ 4 ─ 6 

38 Q8YXN9 
DNA-binding protein, 

starvation-inducible 
20874 5.01 C Response to stress ─ 22 ─ ─ 

39 Q8YQZ8 60 kDa chaperonin 1 5797 4.90 C Response to stress ─ ─ ─ 7 

40 Q8YZR0 Alr0397 protein 94333 4.79 OM 
Siderophore transmembrane 

transporter activity 
─ 2 ─ ─ 

41 Q8YRW8 All3324 protein 16439 5.56 Unknown Structural molecule activity 18 ─ ─ ─ 

42 
Q8YUR6 

 

Alr2269  hypothetical 

protein 
89633 5.00 OM SynToc75 4 1,3 3 ─ 

43 Q8YQM2 Glutathione S-transferase 28948 5.00 C Transferase activity 15 ─ ─ ─ 

44 Q8YNL5 
Uncharacterized protein 

alr4550 
60581 4.76 OM Transporter activity 2,3,8,11,15,16 6,7 7,8 9 

45 Q8Z0M2 Ribonuclease PH 27152 5.38 C tRNA processing ─ ─ ─ 20 

46 Q8YW53 All1763 protein 31060 9.89 Unknown Unknown ─ 14 ─ ─ 

47 Q8YWA6 Alr1709 protein 33298 5.08 Unknown Unknown ─ 17 ─ ─ 

48 Q8YM49 All5091 protein 34767 5.43 Unknown Unknown ─ ─ ─ 11 

49 Q8YQ52 All3983 protein 42351 5.41 OM Unknown ─ ─ ─ 11 

50 Q8YXC0 Alr1295 protein 29559 6.06 C Unknown ─ ─ ─ 14 

http://www.uniprot.org/keywords/KW-0346
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0346
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0042026
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015343
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015343
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016740
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0819
http://www.uniprot.org/locations/SL-0040
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Πίλαθαο 3: πγθεληξωηηθόο πίλαθαο όιωλ ηωλ πξωηεϊλώλ πνπ ηαπηνπνηήζεθαλ, κε ηζνειεθηξηθή εζηίαζε από ηηο απνκωλνκέλεο εηεξνθύζηεο γηα ην ζηέιερνο hupL
- 

[C:cytoplasm, CM: cytoplasmic membrane, OM: outer membrane, P: periplasm] 

Νν. No.of spot 
Accession 

Number 
Identified Proteins Protein MW PI Value Localization Biological Process 

1 6,9,16,81,85 P12405   ATP synthase subunit alpha 54422 5,11 CM ATP synthesis, Hydrogen ion transport, Ion transport, 

2 8 P06540 ATP synthase subunit beta 52016 5.02 CM ATP synthesis, Hydrogen ion transport, Ion transport, 

3 31 P06542 ATP synthase epsilon chain 14656 5.13 CM ATP synthesis, Hydrogen ion transport, Ion transport, 

4 88,89 P12408 ATP synthase gamma chain 35277 8.88 CM ATP synthesis, Hydrogen ion transport, Ion transport, 

5 

7,9,11,17,43,44,

45,102,73,85,88

,89 

P00879 
Ribulose bisphosphate carboxylase 

large chain 
53045 6.25 C 

Calvin cycle, Carbon dioxide 

fixation, Photorespiration, Photosynthesis 

6 64,65,112 P06514 
Ribulose bisphosphate carboxylase 

small chain 
1282 7.76 C Calvin cycle, Carbon dioxide fixation, Photosynthesis 

7 42 Q8YXA5 Alr1310 protein 85772 5.39 Unknown Carbohydrate metabolic process 

8 50 Q8YPR9 Phosphoribulokinase 38455 5.53 C Carbohydrate metabolic process 

9 97 Q8YLW1 Mercuric reductase 54896 8.64 Unknown Cell redox homeostasis 

10 101 Q8Z0G8 Geranylgeranyl hydrogenase 44759 8.56 C Chlorophyll biosynthetic process, Photosynthesis 

11 87,89 Q8YUI2 
Acetyl-coenzyme A carboxylase 

carboxyl transferase subunit beta 
35456 7.67 C 

Fatty acid biosynthesis, Fatty acid metabolism, Lipid 

biosynthesis, Lipid metabolism 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005975
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005975
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045454
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015995


 
110 

12 79 P58558 Ferredoxin-NADP reductase 48839 7.66 C Ferredoxin-NADP+ reductase activity 

13 14,15 Q8YPR1 Phosphoglycerate kinase 42441 5.15 C Glycolysis 

14 50 Q8YNK2 Fructose-bisphosphate aldolase 38617 5.49 C Glycolysis 

15 114 P05514 DNA-binding protein HU 10072 9.57 C Heterocyst differentiation 

16 9 P00964 Glutamine synthetase 53136 5.28 C Heterocyst differentiation,Nitrogen fixation 

17 97 Q8YVN4 Protease 59607 8.77 C Metalloendopeptidase activity 

18 98,102,105 Q8YR42 Alr3608 protein 58272 9.41 OM Nitrous oxidase accessory protein 

19 63 Q44555 RNA-binding protein 12030 6.33 C Nucleotide binding 

20 62 Q8YRP2 Nucleoside diphosphate kinase 16604 5.94 C Nucleotide metabolism 

21 4,6 Q8YT39 Alr2887  hypothetical protein 80904 6.34 OM Outer membrane protein 

22 9 Q8YW28 Alr1788 protein 55800 5.24 CM Oxidoreductase activity 

23 13 Q8YPU6 NADH dehydrogenase 45675 4.95 C Oxidoreductase activity 

24 91 Q8YXI8 All1225 protein 34707 6.78 Unknown Oxidoreductase activity 

25 43 Q8YRU9 Transketolase 72071 5.88 C  Pentose phosphate pathway 

26 23 Q8YNC5 Peroxiredoxin 22361 4.87 C Peroxiredoxin activity 

27 18, 110 P13907 
Photosystem II manganese-

stabilizing polypeptide 
29638 4.91 CM Photosynthesis 

http://www.uniprot.org/locations/SL-9910
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004324
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0043158
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004222
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0000166
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0546
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016491
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0051920
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28 
18,70,106, 

111,112 
P58573 

Photosystem I reaction center 

subunit II 
15156 9.3 

Photosystem I 

reaction center 
Photosynthesis 

29 25,26 Q93SX0 
Cytochrome b6-f complex iron-

sulfur subunit 1 
19198 5.32 CM Photosynthesis 

30 27,28 P07120 C-phycocyanin subunit beta 18389 5.00 CM Photosynthesis 

31 27,28 P80555 Allophycocyanin subunit alpha 1 17346 4.92 CM Photosynthesis 

32 29 P80556 Allophycocyanin subunit alpha-B 17811 5.06 CM Photosynthesis 

33 30,29 P80557 Allophycocyanin subunit beta 17305 5.45 CM Photosynthesis 

34 33,31,34,109 P58564 
Photosystem I reaction center 

subunit III 
17833 6,58 

Photosystem I 

reaction center 
Photosynthesis 

35 39,4,69 P0A410 Photosystem I iron-sulfur center 8816 5.65 CM Photosynthesis 

36 49 Q8YRT8 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase 

subunit H 
45216 6.06 CM Photosynthesis 

37 55,56 Q9WM6 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase 

subunit 
22283 6.22 CM Photosynthesis 

38 
58,60,61,19,95,

106 
P07121 C-phycocyanin alpha chain 17457 6.83 CM Photosynthesis 

39 70,71,72 P58575 
Photosystem I reaction center 

subunit IV 
7886 9.40 CM Photosynthesis 

40 72 P07124 Phycobilisome 8.9 kDa linker 

polypeptide, phycocyanin-

8895 9.77 CM Photosynthesis 

http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
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associated, rod 

41 72 P80558 

Phycobilisome 7.8 kDa linker 

polypeptide, allophycocyanin-

associated, core 

7840 10.71 CM Photosynthesis 

42 93 Q44240 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase 

subunit K 
27493 7.64 CM Photosynthesis 

43 94 P29986 
Phycobilisome rod-core linker 

polypeptide CpcG1 
31933 9.25 CM Photosynthesis 

44 103,104 P07123 

Phycobilisome 32.1 kDa linker 

polypeptide, phycocyanin-

associated, rod 

32209 9.33 CM Photosynthesis 

45 79,99 Q8YP14 All4388 protein 51580 9.09 ΟM Polysaccharide transmembrane transporter activity 

46 10 Q8YP63 Elongation factor Tu 44811 5.25 C Protein biosynthesis 

47 16 Q8YM80 Alr5059 protein 40493 5,16 P Protein folding 

48 41 Q8YST5 
Endopeptidase Clp ATP-binding 

chain 
93140 5.56 C 

Protein metabolic process, nucleoside-triphosphatase 

activity 

49 3 Q8YW74 
Chaperone protein dnaK2 (heat 

shock protein) 
68037 4.84 C Response to stress 

50 5 Q8YQZ8 60 kDa chaperonin 1 57973 5.09 C Response to stress-protein refolding 

http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015979
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0602
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0015159
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019538
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0019538
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51 23 Q8YQX8 
ATP-dependent Clp protease 

proteolytic subunit 2 
25341 4.97 C Serine-type endopeptidase activity 

52 26 Q8YSZ1 Superoxide dismutase [Fe] 22384 5,32 C Superoxide dismutase activity 

53 2,3 Q8YUR6 Alr2269  hypothetical protein 89633 5.00 OM SynToc75 

54 46,113 P22705 
DNA-directed RNA polymerase 

subunit beta 
147583 4.81 C  Transcription 

55 66 Q9L422 Nitrogen regulatory protein PII 12492 7.95 C Transcription 

56 21 Q8YQM2 Glutathione S-transferase 28948 5.00 C Transferase activity 

57 94 Q8YR44 
Dihydrolipoamide S-

acetyltransferase 
44832 5.75 C Transferase activity 

58 63 Q8YMX2 30S ribosomal protein S6 12557 6.34 Ribosome Translation 

59 35 Q8YW84 
NAD(P)H-quinone oxidoreductase 

subunit M 
13473 4.66 CM Transport 

60 82 Q8YUH4 
ABC transporter ATP-binding 

protein 
36699 6.37 Unknown Transport 

61 115 Q8YNL5 Uncharacterized protein alr4550 60581 4.76 OM Transporter activity 

62 19 Q8YUK4 All2342 protein 28796 5.12 Unknown Unknown 

63 20 Q8YRZ5 Alr3297 protein 22871 5.25 Unknown Unknown 

64 34 Q8YX60 All1355 protein 18581 7.76 Unknown Unknown 

http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004252
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0004784
http://www.uniprot.org/locations/SL-0086
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0804
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0804
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0016740
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005840
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0006412
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0813
http://www.uniprot.org/keywords/KW-0813
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65 36 Q8YNQ0 Alr4514 protein 12018 4.64 Unknown Unknown 

66 51,52,90,92 Q8YK66 Alr8051 protein 34455 6.11 Unknown Unknown 

67 66 D4P2J4 

Ribulose 1,5-bisphosphate 

carboxylase/oxygenase small 

subunit 

5450 4.22 Unknown Unknown 

68 68 Q8YYI1 
Carbon dioxide concentrating 

mechanism protein 
12318 6.74 C Unknown 

69 69 Q8YYI0 
Carbon dioxide concentrating 

mechanism protein 
10905 6.09 C Unknown 

70 70 Q8ZOI8 UPF0296 protein asr0105 9739 8.29 Unknown Unknown 

71 
74,75,76,83,84,

85,86,114 
Q8YYI3 

Carbon dioxide concentrating 

mechanism protein 
59465 6.77 C Unknown 

72 96 Q8YTI1 All2736 protein 19243 7.48 Unknown Unknown 

73 106 Q8ZSB3 All7598 protein 18763 9.49 Unknown Unknown 

74 107 Q8ZSA4 All7607 protein 17490 9.64 Unknown Unknown 

75 116 Q8YN82 All4688 protein 31892 4.63 Unknown Unknown 
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