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Περίληψη 
 
     Ο µηχανισµός της µετα-µεταγραφικής σίγησης στα φυτά αποτελεί ένα ρυθµιστικό 

µηχανισµό ο οποίος ρυθµίζει αρνητικά τη γονιδιακή έκφραση µέσω της 

αποικοδόµησης των προϊόντων της µεταγραφής µε τρόπο ειδικό ως προς την 

νουκλεοτιδική αλληλουχία των µεταγράφων (messenger RNA, mRNA). 

Μία σειρά από µελέτες µαρτυρούν νύξεις ως προς την επίδραση ποικίλων 

οικοφυσιολογικών παραµέτρων κυρίως αβιοτικών στην επαγωγή, εξάπλωση και 

εδραίωση του µηχανισµού RNA σίγησης στα ανώτερα φυτά. Παρόλα αυτά, µία 

σχετική λεπτοµερής και διεξοδική προσπάθεια συσχέτισης υπόκωφα απουσιάζει από 

την διεθνή βιβλιογραφία της επιστηµονικής κοινότητας µέχρι σήµερα. 

     Η φύση του παράγοντα φως πέρα από το ρόλο της στην αναπτυξιακή πτυχή των 

ανώτερων φυτικών οργανισµών διέπεται και από µηχανιστικές λεπτοµέρειες που 

αφορούν αλληλεπιδραστικά την καθαυτό φυσιολογική ιδιοσυγκρασία της 

φωτοσυνθετικής διαδικασίας. Στη παρούσα µελέτη, επιχειρούµε να χαρακτηρίσουµε 

την µοριακή δοµή και λειτουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού ως προς αυτόν 

τον δεύτερο ρόλο του φωτός, αναφορικά µε το µη κυτταρικά αυτόνοµο µεγάλων 

αποστάσεων σήµα της RNA σίγησης. 

     Για αυτό το σκοπό, in vivo µετρήσεις επαγωγικού φθορισµού της χλωροφύλλης a, 

ποσοτικοποίηση των χλωροφυλλών a (Chla) και b (Chlb) καθώς και in vitro 

εκτιµήσεις της δραστηριότητας των φωτοσυστηµάτων I (PSI) και II (PSΙΙ) 

πραγµατοποιήθηκαν σε διαγονιδιακά φυτά Nicotiana benthamiana που παράγουν 

αυθόρµητα το σήµα της διασυστηµατικής RNA σίγησης ως προς το διαγονίδιο της 

Πράσινης Φθορίζουσας Πρωτεΐνης (GFP). 

     Σε σύγκριση µε φυτά αγρίου τύπου καθώς και µε φυτά που εκφράζουν συστατικά 

το διαγονίδιο της GFP (πειράµατα ελέγχου), φυτά στα οποία το σήµα της RNA 

σίγησης έχει εδραιωθεί, χαρακτηρίζονται από µειωµένη πυκνότητα PSII ενεργών 

κέντρων ενώ αντίθετα το µέγεθος της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του LHCII (Light-

Harvesting Complex II) καθώς και η µη φωτοχηµική απόσβεση της ενέργειας 

αυξάνονται. 

     Eπίσης ο λόγος χλωροφύλλης a/χλωροφύλλης b µειώνεται ενώ ο λόγος 

δραστηριότητας των φωτοσυστηµάτων PSI/PSII εµφανίζεται σηµαντικά αυξηµένος 

σε ιστούς µε σίγηση. Τέλος τα ανηγµένα αποθέµατα της δεξαµενής της 

πλαστοκινόνης (PQ) σε κατάσταση παρεµπόδισης της ροής ηλεκτρονίων στo επίπεδο 
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της QB, επαρκούν να υποστηρίξουν αποτελεσµατική µεταφορά ηλεκτρονίων προς την 

αναγωγική πλευρά του PSI.  

     Από τα παραπάνω απορρέουν ισχυρές ενδείξεις οι οποίες συνάγουν για κυκλική 

ροή ηλεκτρονίων γύρω από το PSI προς αντιστάθµιση της µειωµένης 

χηµειωσµωτικής ικανότητας ιστών µε RNA σίγηση. 

     Τα ευρήµατα µας συζητούνται λαµβάνοντας υπόψη τη βιοχηµεία και λειτουργία 

του µηχανισµού σίγησης µέσω RNA, ενσωµατώνοντας παράλληλα πιθανές 

προοπτικές. 
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Εισαγωγή 
 
Μηχανισµός σίγησης γονιδίων µέσω RΝΑ 
 

     Ο όρος «RNA σίγηση» αναφέρεται συλλογικά σε ποικίλες RNA-εξαρτώµενες 

διαδικασίες οι οποίες έχουν ως αποτέλεσµα την ειδική ως προς την αλληλουχία 

αναστολή της γονιδιακής έκφρασης δρώντας είτε στην µεταγραφή είτε στη 

σταθερότητα του mRNA, (και) στα αντίστοιχα µεταφραστικά επίπεδα είτε σε 

τροποποίηση της χρωµατίνης (Brodersen and Voinnet, 2006). 

     Ιστορικά, η πρώτη αναφορά εντοπίζεται το 1990, όταν δύο οµάδες προσπάθησαν 

να υπερεκφράσουν ένα ένζυµο βιοσύνθεσης των φλαβονοειδών µε σκοπό την 

παραγωγή µωβ άνθεων σε φυτά πετούνιας. Αντί αυτού, τα αναµενόµενα µωβ άνθη 

ήταν λευκά (Νapoli et al., 1990; van der Krol et al., 1990). Το φαινόµενο ονοµάστηκε 

«συνκαταστολή» εξαιτίας της συνεργιστικής δράσης τόσο των διαγονιδίων όσο και 

των αντίστοιχων ενδογενών γονιδίων προς καταστολή της έκφρασης. Μέχρι το τέλος 

της δεκαετίας, φαινόµενα σίγησης µέσω RNA είχαν ανακαλυφθεί σε ένα ευρύ φάσµα 

ευκαρυωτικών οργανισµών.  

     Ο µηχανισµός της σίγησης µέσω RNA ταξινοµείται σε δυο κατηγορίες, στην 

µεταγραφική γονιδιακή σίγηση (transcriptional gene silencing, TGS) όπου 

παρεµποδίζεται η µεταγραφή ενός γονιδίου και στην µετα-µεταγραφική γονιδιακή 

σίγηση (PTGS), όπου το γονίδιο µεταγράφεται αλλά τα µετάγραφα του 

αποδοµούνται (Μatzke and Matzke, 2004).  

     Ο µηχανισµός της µετα-µεταγραφικής σίγησης (PTGS) περιγράφεται συνοπτικά 

(εικόνα 1) από την παρακάτω εξής αλληλουχία βηµάτων. α) Σχηµατισµός δίκλωνου 

µορίου RNA, το οποίο µπορεί να προέρχεται από αντιγραφή του RNA RNA-ιών, τη 

δράση µεταθετών στοιχείων, τη µεταγραφή γονιδίων ή διαγονιδίων µε παλίνδροµες 

αλληλουχίες και την υπερέκφραση διαγονιδίων; ωστόσο η περίπτωση µονόκλωνου 

RNA ως επαγωγέα του µηχανισµού σηµειώνεται (Μatzke and Matzke, 2004; 

Brodersen and Voinnet, 2006; Tomari and Zamore, 2006). β) Την ΑΤP-εξαρτώµενη 

µετατροπή του δικλώνου µορίου RNA σε µικρά δίκλωνα µόρια RNA (20-26 

νουκλεοτιδίων), στον πυρήνα, τα οποία ονοµάζονται µικρά παρεµποδιστικά RNAs 

(siRNAs) µε προεξέχοντα 3´ άκρα (2 νουκλεοτιδίων) που φέρουν υδροξυλικές οµάδες 

και 5´ άκρα µε φωσφορικές οµάδες (Zamore et al., 2001; Tang et al., 2003) µέσω 

RNA-III τύπου ενζύµων καλούµενων Dicers (Bernstein et al., 2001). Τα ένζυµα αυτά 

φέρουν µία περιοχή πρόσδεσηs δίκλωνου RNA, µία περιοχή RNA ελικάσης, καθώς 
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και RNAάσης ΙΙΙ και PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) µοτίβα. γ) Στην συνέχεια µία από 

τις δύο αλυσίδες του µορίου siRNA ενσωµατώνεται στο πρωτεϊνικό σύµπλοκο RISC, 

(RNA Induced Silencing Complex) το οποίο αναλαµβάνει τη µεταφορά, το ξετύλιγµα 

και την ενεργοποίηση των siRNAs. 

     Η δραστικότητα του συµπλόκου οφείλεται σ’ ένα πρωτεϊνικό συστατικό που είναι 

µέλος της οικογένειας των Αργοναυτών (Αgos). Oι πρωτεΐνες Αργοναύτες έχουν ένα 

µοτίβο πρόσδεσης µονόκλωνου RNA τύπου PAZ και ένα PIWI µοτίβο που παρέχει 

ενδονουκλεολυτική (slicer) ενεργότητα στους RNA στόχους (Liu et al., 2004; Song et 

al., 2004;). Έτσι, η ενεργοποιηµένη siRNA αλυσίδα προσδένεται µε το mRNA-στόχο 

και δίνει την εντολή της ενδονουκλεόλυσής του. Τέλος δ) η δράση µιας RNA-

εξαρτώµενης πολυµεράσης (RdRP) µπορεί να συµβάλλει σε µερικές περιπτώσεις 

στον πολλαπλασιασµό του σήµατος σίγησης µε αντιγραφή των µονόκλωνων RNA 

στόχων (µήτρων) προς δίκλωνα µόρια µε απώτερο σκοπό την αύξηση των επιπέδων 

των siRNAs (Τang et al., 2003). 

   

 
 
 
 
 
Εικόνα 1: Απλοποιηµένο σχηµατικό 
µοντέλο του βιοχηµικού µονοπατιού που 
αναφέρεται στο µηχανισµό της σίγησης 
γονιδίων µέσω RNA. A: Σχηµατισµός 
siRNA(s) από dsRNA, B: siRNA(s), Γ: 
Σχηµατισµός συµπλόκου RISC-siRNA(s), 
∆: Σύµπλοκο RISC-siRNA(s), E: 
Ξετύλιγµα και ενεργοποίηση siRNA(s), 
Z: Aναγνώριση mRNA στόχου, Η: 
Αποικοδόµηση mRNA στόχου, 
(τροποποιηµένο σχήµα από Ζamore, 
2001). 
 
 

 

 

 

     Ο µηχανισµός σίγησης µέσω RNA παρουσιάζει τόσο οµοιότητες όσο και 

διαφορές, ως προς τα βασικά χαρακτηριστικά του ανάµεσα στα βασίλεια των 

ευκαρυωτικών οργανισµών (από επισκόπηση Susi et al., 2004). Eπιπλέον τα 

επιµέρους βιοχηµικά και λειτουργικά µονοπάτια που ανήκουν στο σκελετό του 
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µηχανισµού δανείζονται επίσης οµοιότητες και διαφορές µεταξύ τους (Meins et al., 

2005). Έτσι πέρα από το βασικό µονοπάτι που περιγράφεται παραπάνω, αξίζει να 

αναφερθεί η ύπαρξη των microRNAs (miRNAs, ρυθµιστικών µικρών µορίων RNAs 

τα οποία προέρχονται από RNAs µε δοµή φουρκέτας και στοχεύουν mRNAs προς 

αποικοδόµηση ή προς καταστολή της µετάφρασης τους) καθώς και η ύπαρξη των 

trans-acting small RNAs (ta-siRNAs, ενδογενών µικρών RNAs τα οποία προέρχονται 

από γονίδια που δεν κωδικοποιούνται, µοιάζουν στα siRNAs ως προς τη βιογένεση 

τους αλλά δρουν σαν trans-miRNAs, οδηγώντας αποικοδόµηση RNA στόχων), 

(Meins et al., 2005; Brodersen and Voinnet, 2006). 

     Στην σίγηση µέσω RNA διακρίνοται τουλάχιστον τρία διακριτά στάδια: έναρξη, 

εδραίωση και διασυστηµική εξάπλωση του σήµατος (Vaucheret et al., 2001). 

Έτσι το σήµα σίγησης µπορεί να εκταθεί πέρα από τα σηµεία έναρξης του και τη 

µετακίνηση από κύτταρο σε κύτταρο, πιθανόν λόγω των siRNAs, ακολουθώντας 

συµπλαστική µεταβατικότητα (transitivity) διαµέσου των πλασµοδεσµάτων και του 

φλοιώµατος σε ολόκληρο το φυτό (Voinnet, 2005), από µεταβολική πηγή προς 

µεταβολικό αποδέκτη (source to sink), ανάλογα της ροής του φλοιώµατος (Tournier 

et al, 2006). 

 

Πλαστικότητα των φωτεινών αντιδράσεων της φωτοσύνθεσης προς 

φωτοπροστασία και παραγωγή ενέργειας 

 

     Η φωτεινή ενέργεια συλλέγεται από φωτοσυλλεκτικά σύµπλοκα 

πρωτεϊνών/χλωροφυλλών (LHCs) και οδηγείται στα φωτοχηµικά κέντρα αντίδρασης, 

φωτοσύστηµα ΙΙ (PSII) και φωτοσύστηµα Ι (PSI) (Ort and Yocum, 1996). Μόρια 

χλωροφυλλών προσδεδεµένα στα φωτοσυστήµατα διεγείρονται από το φως, 

επιτρέποντας µε αυτόν τον τρόπο σε ηλεκτρόνια τους να µεταφερθούν από µία σειρά 

οξειδοαναγωγικών µεταφορέων οι οποίοι βρίσκονται προσδεδεµένοι σε πρωτεϊνικά 

σύµπλοκα (ηλεκτρονιακή ροή ηλεκτρονίων), ξεκινώντας από το σύµπλοκο έκλυσης 

οξυγόνου του PSII (το οποίο οξειδώνει Η2Ο προς απελευθέρωση Ο2 και πρωτονίων), 

(Diner and Babcock, 1996), διαµέσου της δεξαµενής της πλαστοκινόνης (PQ), του 

κυτοχρώµατος b6f (Sacksteder et al., 2000), της πλαστοκυανίνης (PC) και τελικά 

διαµέσου του PSI (Malkin., 1996). Ηλεκτρόνια από το PSI µεταφέρονται στην 

φερρεδοξίνη που µε τη σειρά της ανάγει ΝΑDP+ σε ΝΑDPH µέσω της εξαρτώµενης 

από φερρεδοξίνη:αναγωγάσης του ΝΑDP+ (Knaff, 1996).  
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     Αυτή η γραµµική ροή ηλεκτρονίων (εικόνα 3Α) µε τελικό αποδέκτη το ΝΑDP+ 

συνοδεύεται από παράλληλη απελευθέρωση πρωτονίων µεταξύ του µικροχώρου των 

θυλακοειδών και του στρώµατος κατά µήκος της θυλακοειδούς µεµβράνης από την 

δεξαµενή της πλαστοκινόνης και τον κύκλο-Q του κυτοχρώµατος b6f, η οποία 

εγκαθιδρύει ένα ηλεκτροχηµικό δυναµικό πρωτονίων (κινητήρια δύναµη πρωτονίων) 

το οποίο οδηγεί στην χηµειωσµωτική ΑΤP σύνθεση διαµέσου της ΑΤP συνθετάσης 

(McCarty, 1996; Mitchell, 1966). 

     Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός χαρακτηρίζεται από δοµική και λειτουργική 

ευελιξία ανταποκρινόµενος σε µία πληθώρα δραµατικών περιβαλλοντικών συνθηκών 

(κυρίως µεταβολές στην ένταση και ποιότητα του φωτός αλλά και στην 

διαθεσιµότητα Ο2, CO2, θρεπτικών, νερού) και βιοχηµικών µεταβολικών απαιτήσεων 

µε σκοπό τον ιδεατό συγχρονισµό φωτοπροστασίας και παραγωγής ενέργειας. 

     Έτσι πέρα από την δοµική διαφορική κατανοµή των φωτοσυνθετικών συµπλόκων 

στο χλωροπλάστη (εικόνα 2), [PSII κυρίως στα εσώτερα (µη εκτεθειµένα) θυλακοειδή 

των grana, το PSI εντοπίζεται στη εξωτερική επιφάνεια των grana (εκτεθειµένα 

θυλακοειδή των grana) και στα θυλακοειδή του στρώµατος, η ΑΤP συνθετάση 

σχεδόν απολειστικά στα θυλακοειδή του στρώµατος, το κυτοχρωµικό b6f σύµπλοκο 

κατανέµεται εξίσου σε όλα τα θυλακοειδή (Per-Åke Albertsson, 2001)] έχουµε 

διαφοροποίηση του περιεχοµένου των χλωροφυλλών, αλλαγή στα επίπεδα των 

φωτοσυνθετικών αποπρωτεϊνών αλλά και της στοιχειοµετρίας των φωτοσυστηµάτων 

και τροποποίησης του λόγου των χλωροφυλλών a/b ανάλογα των συνθηκών 

εγκλιµατισµού που υπόκειται ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός (από επισκόπηση 

Walters, 2005).  

 
 
 
 
Εικόνα 2: ∆ιαφορική κατανοµή των 
φωτοσυνθετικών υποσυµπλόκων 
στις θυλακοειδείς µεµβράνες του 
χλωροπλάστη. PSII: φωτοσύστηµα 
ΙΙ, LHCII trimer: τριµερές LHCII 
σύµπλοκο, cytochrome b6f dimer: 
διµερές κυτοχρωµικό σύµπλοκο b6f, 
PSI: φωτοσύστηµα Ι, ΑΤPase: ATP 
συνθετάση. Εικόνα από Per-Åke 
Albertsson, (2001). 
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     Τα στοιχεία και επίπεδα ελέγχου κυµαίνονται ποικίλα στο µεταγραφικό, µετα-

µεταγραφικό, µεταφραστικό και µετα-µεταφραστικό επίπεδο (από επισκόπηση 

Walters, 2005).  

     Η οξειδοαναγωγική κατάσταση της πλαστοκινόνης (PQ) αποτελεί α) έναν από του 

κεντρικούς αισθητήρες ως προς την αναγωγική οµοιοστασία του χλωροπλάστη 

(Scheibe et al., 2005), β) ενορχηστρωτή της έκφρασης των γονιδίων στον 

χλωροπλάστη και στον πυρήνα (Huner, 1998; Pfannschmidt et al., 1999, 2001; Allen 

and Pfannschmidt, 2000) και γ) κεντρικό διακόπτη του µηχανισµού ανακατανοµής 

της ενέργειας ή ενεργειακής υπερχείλισης (state transitions) µέσω των 

οξειδoαναγωγικών καταστάσεων της; ανηγµένη ή οξειδωµένη PQ οδηγεί σε 

φωσφορυλίωση ή αποφωσφορυλίωση του κινητού µέρους της κεραίας του LHCII και 

σε συνεπή µετακίνηση της στο PSI (state 2) ή PSII (state 1) προς διοχεύτεση της 

ενέργειας, αντίστοιχα (Allen, 2003). 

     Η περίπτωση της ‘υπερ-διέγερσης’ των φωτοσυστηµάτων λόγω παροχής 

φωτονίων µεγαλύτερης από αυτής που µπορούν να διαχειριστούν οδηγεί σε 

φωτοαναστολή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού και στον σχηµατισµό ενεργών 

µορφών οξυγόνου (Αnderson and Barber, 1996; Kramer and Crofts, 1996). O 

µηχανισµός της µη φωτοχηµικής απόσβεσης (ΝPQ, non-photochemical quenching), 

έχει ακριβώς αυτό τον ρόλο της απόσβεσης της περίσσειας ενέργειας ως θερµότητα 

(Μαxwell and Johnson, 2000). H ενεργοποίηση του µηχανισµού ΝPQ περιλαµβάνει 

τουλάχιστον δύο διαδικασίες (εικόνα 2Α): α) Ενζυµική αλληλοµετατροπή των 

χρωστικών που εµπεριέχονται στον κύκλο των ξανθοφυλλών; µετατροπή της 

βιολαξανθίνης σε ανθεραξανθίνη και ζεαξανθίνη από το ένζυµο αποεποξειδάση της 

βιολαξανθίνης (VDE) (Εskling et al., 2001) και β) την πρωτονίωση της αµινοτελικής 

πλευράς των αλυσίδων µίας πρωτεΐνης που προσδένεται στην φωτοσυλλεκτική 

κεραία ονόµατι PsbS (Li et al., 2004). Oι προαναφερόµενες διαδικασίες 

ενεργοποιούνται µε οξινοποίηση του µικροχώρου των θυλακοειδών από το ∆pH 

συστατικό της κινητήριας δύναµης πρωτονίων.  

     Η τροποποίηση του λόγου ΑΤP/NADPH ανάλογα µε τις απαιτήσεις του 

χλωροπλαστικού µεταβολισµού επιτυγχάνεται µέσω βραχυπρόθεσµων µηχανισµών 

(εικόνα 3Β) που αυξάνουν τη µεταφορά πρωτονίων κατά µήκος του µικροχώρου 

(αύξηση ΑΤP/NADPH και ΝPQ). 
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Eικόνα 3*: Βραχυπρόθεσµοι 
ρυθµιστικοί µηχανισµοί των 
φωτεινών αντιδράσεων της 
φωτοσύνθεσης: (Α) Γραµµική ροή 
ηλεκτρονίων, (Β): Εναλλακτικοί 
δρόµοι ροής ηλεκτρονίων. 
 
 
 
 
 
 
 

 
*Εικόνα 3: (Α): Η αποθήκευση της ενέργειας ξεκινά µε την απορρόφηση της (κίτρινα βέλη) 
από τα φωτοσυλλεκτικά σύµπλοκα (LHC) τα οποία είναι συνδεδεµένα µε τα φωτοσυστήµατα 
(PS) II και Ι, αντίστοιχα. Η γραµµική ροή ηλεκτρονίων (LEF), (κόκκινα βέλη) ξεκινά από την 
οξείδωση του Η2Ο στο σύµπλοκο έκλυσης οξυγόνου (ΟΕC), µέσω του PSII, για την αναγωγή 
διαδοχικά της πλαστοκινόνης (PQ) σε πλαστοκινόλη (PQH2). Στην συνέχεια η οξείδωση της 
PQH2, συµβαίνει στο κυτόχρωµα b6f, όπου µισά από τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται γραµµικά 
στο ζεύγος ΝΑDP+/NADPH µέσω της πλαστοκυανίνης (PC), του PSI, της φερρεδοξίνης (Fd) 
και της Fd:ΝΑDP+ αναγωγάσης (FNR). Tα άλλα µισά ηλεκτρόνια επιστρέφουν στην 
δεξαµενή της PQH2. Pοή πρωτονίων (µπλε βέλη) προέρχεται από την οξείδωση του Η2Ο στο 
ΟΕC και την κυκλική αναγωγή και οξείδωση της PQ/PQH2 εγκαθιδρύοντας µία 
ηλεκτροχηµική διαβάθµιση πρωτονίων κατά µήκος της θυλακοειδούς µεµβράνης (pmf) η 
οποία συνιστά ένα ∆pH και ένα ηλεκτρικό πεδίο ∆ψ. Η συνολική pmf οδηγεί στην παραγωγή 
ΑΤP από ΑΤD και Pi, όπου τα πρωτόνια εκτονώνουν την ηλεκτροχηµική τους διαβάθµιση 
διαµέσου της CF1-CFo ATP συνθετάσης. H απόσβεση της ενέργειας (µωβ βέλη), από το qE 
(η κύρια µορφή του ΝPQ) είναι pH-εξαρτώµενη εξαιτίας της pH-εξαρτώµενης ενεργότητας 
του ενζύµου της αποεποξειδάσης της βιολαξανθίνης, η οποία διαδοχικά µετατρέπει την 
βιολαξανθίνη (V) σε ζεαξανθίνη (Z), καθώς και λόγω της πρωτονίωσης της πρωτεΐνης PsbS. 
Oι ρυθµιστικοί µηχανισµοί (που περιγράφονται µε κόκκινα βέλη) σχετίζονται µε ποικιλότητα 
λειτουργικής απόκρισης, ανεξαρτήτως του λόγου ΑΤP/NADPH: α) τροποποίηση του qE 
µέσω του pH του µικροχώρου, β) αγωγικές ιδιότητες της ΑΤP συνθετάσης και γ) σχετική 
συµµετοχή του pmf στο ∆pH και στο ∆ψ. (Β) Οι εναλλακτικοί δρόµοι της µεταφοράς 
ηλεκτρονίων στην αναγωγική πλευρά του PSI, περιλαµβάνουν το κύκλο νερού-νερού 
(WWC), (ή αλλιώς την επονοµαζόµενη ψευδοκυκλική ροή ηλεκτρονίων ή αντίδραση Μehler) 
και την κυκλική ροή ηλεκτρονίων γύρω από το PSI (CEF1). O WWC χρησιµοποιεί τα ίδια 
µονοπάτια ηλεκτρονιακής µεταφοράς µε την κανονική LEF µε εξαίρεση την αναγωγική 
πλευρά του PSI, όπου εκεί στον WWC, ανάγεται το Ο2 σε Ο2

-, το οποίο µε τη σειρά του 
αποτοξικοποιείται σε Η2Ο. Όπως παρουσιάζεται στο σχήµα τέσσερα µονοπάτια έχουν 
προταθεί για την κυκλική ροή ηλεκτρονίων, από το PSI πίσω στη δεξαµενή της 
πλαστοκινόνης (CEF1): (1) µία εξαρτώµενη από Fd:αναγωγάση της πλαστοκινόνης (FQR), 
(2) µία ΝΑDPH εξαρτώµενη: αναγωγάση της PQ (NDH), (3) οξείδωση της Fd από ένα 
FNR/b6f υπερσύµπλοκο και (4) οξείδωση, για παράδειγµα, της Fd, από µία νέα αίµη η οποία 
συνδέεται µε την προς το στρώµα πλευρά του b6f συµπλόκου. Eικόνα από Cruz et al., (2005).  
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     Kάτι τέτοιο επιτυγχάνεται µε αλλαγές στον λόγο Η+/e- αναφορικά για τη γραµµική 

ροή ηλεκτρονίων αλλά και σε εναλλακτικούς δρόµους ροής ηλεκτρονίων που 

αποκλείουν την αναγωγή του ΝADP+ (κυκλική ροή ηλεκτρονίων γύρω από το PSI, 

κύκλος νερού-νερού).  

     Περιληπτικά, η κυκλική ροή ηλεκτρονίων γύρω από το PSI, αγνοεί το 

φωτοσυνθετικό Ζ-σχήµα (Merchant and Sawaya, 2005) και περιλαµβάνει µόνο ένα 

από τα δύο φωτοσυστήµατα (PSI). Το φως διεγείρει το PSI, µε αποτέλεσµα την 

αναγωγή των σιδηροθειϊκών κέντρων του (FeS) και οξείδωση του πρωτογενή 

φωτοχηµικού κέντρου (χλωροφυλλικού δέκτη) P700. Όπως και στην γραµµική ροή 

ηλεκτρονίων, το οξειδωµένο P700+  ανάγεται από ηλεκτρόνια προερχόµενα από τη 

δεξαµενή της πλαστοκινόνης, µέσω του κυτοχρώµατος b6f (Bendall and Manasse, 

1995). Tα ηλεκτρόνια στην αναγωγική πλευρά του PSI, τελικά ανάγουν την 

πλαστοκινόνη ολοκληρώνοντας τον κύκλο. 

     Όσον αφορά τον κύκλο νερού-νερού (ψευδοκυκλική ροή ηλεκτρονίων), 

ηλεκτρόνια από το Η20, µέσω του PSII µεταφέρονται µέσω της αλυσίδας µεταφοράς 

ηλεκτρονίων στο PSI, όπου το Ο2 δρα σαν τελικός αποδέκτης, σχηµατίζοντας ενεργή 

ρίζα υπεροξειδίου (Ο2
-). Το Ο2

- µετατρέπεται σε υπεροξείδιο του υδρογόνου και Ο2 

από το ένζυµο της σουπεροξειδικής δισµουτάσης και ακολούθως το Η2Ο2 ανάγεται 

σε Η2Ο, από την ασκορβική περοξειδάση, ολοκληρώνοντας τον κύκλο (από 

επισκόπηση Cruz et al., 2005). Από τη στιγµή που το Ο2, ανάγεται πιο αργά  από τη 

φερρεδοξίνη παρά από την Fd-εξαρτώµενη οξυρεδουκτάση του NADP+, έχει 

προταθεί ότι ο κύκλος νερού-νερού λαµβάνει µεγαλύτερη λειτουργική έκταση όταν η 

συγκέντρωση του ΝΑDP+ κυµαίνεται σε χαµηλά επίπεδα (Asada, 1996).  

 

Επίδραση περιβαλλοντικών παραµέτρων στην αποτελεσµατικότητα 

του µηχανισµού µετα-µεταγραφικής σίγησης γονιδίων στα φυτά 
 

     Πρόσφατες µελέτες ανέδειξαν το ρόλο περιβαλλοντικών παραγόντων (κυρίως της 

θερµοκρασίας) σε διάφορες πτυχές του µηχανισµού µετα-µεταγραφικής σίγησης 

γονιδίων (κυρίως αυτής που σχετίζεται µε την αντιική άµυνα των φυτών).  

     Ιστορικά, οι Κalantidis et al., (2002) καθώς και οι Szittya et al., (2003) πρότειναν 

ότι οι χαµηλές θερµοκρασίες δρουν ανασταλτικά στη RNA σίγηση; εντούτοις η 

εργασία των Sós-Hegedűs et al., (2005) ανατρέπει το προηγούµενο επιχείρηµα 

προτείνοντας ότι σε χαµηλές θερµοκρασίες ο µηχανισµός σίγησης είναι ενεργός. 
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     Eπιπλέον έχει βρεθεί ότι µία RNA-εξαρτώµενη πολυµεράση (RDR6) παρουσιάζει 

δράση εξαρτώµενη από την θερµοκρασία (ποσότητα µεταγράφων ανάλογη της 

αύξησης της θερµοκρασίας) στην αντιική άµυνα των φυτών µέσω του µηχανισµού 

της RNA σίγησης (Qu et al., 2005). Ιn vivo και in vitro πειράµατα επαγωγής της RNA 

σίγησης µέσω αγροεµποτισµού (γονίδιο αναφοράς της λουσιφεράσης) έδειξαν ότι σε 

υψηλή θερµοκρασία (30
ο
C) ο µηχανισµός σίγησης εδραιώνεται µε πιο 

αποτελεσµατικό τρόπο ενώ σε χαµηλή (15
 ο

C) συµβαίνει το αντίθετο, (Cazzonelli and 

Velten, 2006). Tα ίδια in vitro πειράµατα σε συνθήκες σκοταδιού/φωτός έδωσαν ένα 

σαφές προβάδισµα στις συνθήκες φωτός ως προς την αποτελεσµατικότητα του 

µηχανισµού. Παρόλα ταύτα, τ’ αντίστοιχα in vivo πειράµατα προσέφεραν µία 

αντίθετη αίσθηση, αποδίδοντάς την στην εµπλοκή φυσιολογικών αλλαγών στον 

φυλλικό ιστό. Eπίσης, πειράµατα αγροεµποτισµού [(γονίδιο αναφοράς της 

αποσατουράσης του φυτοενίου σε ιικό φορέα TRV (Tobacco-Rattle-Virus)] σε φυτά 

Νicotiana benthamiana  έδειξαν ότι RNA σίγηση επάγεται σε συνθήκες σχετικά 

χαµηλής θερµοκρασίας (µικρότερη των 24
ο
C), φωτισµού χαµηλής έντασης (250 µmol 

φωτονίων m-2 sec-1) και υψηλής υγρασίας (85-90%) ενώ στη συνέχεια η εδραίωση 

και διατήρηση του φαινοτύπου, ενδεικτικού της σίγησης, στο χρόνο απαιτεί υψηλή 

θερµοκρασία (28-30
ο
C ) και φωτισµό υψηλής έντασης (1000 µmol φωτονίων m-2 sec-

1), (Nethra et al., 2006). 

     Συζητώντας την σηµασία των αποτελεσµάτων των προαναφερθέντων εργασιών, η 

αποσαφήνιση του ρόλου τόσο της θερµοκρασίας, όσο και του φωτός στην ρύθµιση 

της αναπτυξιακής βιολογίας και της αντιικής άµυνας των φυτών µέσω του 

µηχανισµού της RNA σίγησης θα συµπλήρωνε µε  σφαιρικό τόνο τις συγκεκριµένες 

πτυχές της λειτουργικής βιολογίας των ανώτερων φυτών. 

     Κριτικά σκεπτόµενοι, τα παραπάνω ερευνητικά παραδείγµατα συµφώνησαν σε 

επεξηγηµατικά µοντέλα της δοµής αιτίου-αποτελέσµατος εκφράζοντας την σύγχρονη 

απουσία µηχανιστικών στοιχείων, πέρα από θεωρητικές συσχετίσεις σύµφωνα µε το 

υπάρχον σχετικό βιολογικό υπόβαθρο. 
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Σκοπός της εργασίας 
 
     Στη παρούσα εργασία, γίνεται µία πρώτη προσπάθεια διερεύνησης και 

χαρακτηρισµού της φωτοσυνθετικής διαδικασίας µε βάση αναφοράς την επαγωγή της 

διασυστηµατικής RNA σίγησης γονιδίων. Με βασικά βιοενεργητικά εργαλεία αρχικά 

και βιοχηµικά στη συνέχεια εντυπώνουµε την πλαστικότητα του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού κάτω από συνθήκες σίγησης, ενσωµατώνοντας την ιδιαιτερότητα του 

ρόλου του φωτός για τους φυτικούς οργανισµούς στο οικοδόµηµα της µετα-

µεταγραφικής σίγησης γονιδίων. 
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Υλικά και Μέθοδοι 

 

Φυτικό υλικό και συνθήκες ανάπτυξης 
Φυτικό υλικό 
 
     Στη παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν φυτά Nicotiana benthamiana. αγρίου 

τύπου, διαγονιδιακά φυτά 16c GFP Nicotiana benthamiana  που εκφράζουν 

συστατικά το διαγονίδιο της GFP καθώς και GFP Nicotiana benthamiana  

διαγονιδιακές σειρές που παράγουν αυθόρµητα το σήµα της διασυστηµατικής RNA 

σίγησης (Κalantidis et al., 2004).  
 
Aπολύµανση σπόρων, σπορά, µεταφύτευση σποροφύτων και συνθήκες 

ανάπτυξης 

 

     Οι σπόροι των παραπάνω φυτών απολυµάνθηκαν µε πλύσιµο τους σε 10% 

χλωρίνη (διάλυµα υποχλωριώδους νατρίου) για 15 min. Ακολούθησαν τρεις πλύσεις 

µε αποστειρωµένο νερό ώστε να αποµακρυνθούν τα κατάλοιπα της χλωρίνης. Στη 

συνέχεια απλώθηκαν σε Murashige & Skoog υπόστρωµα (πίνακας 1) σε τρυβλία 

petri. Όλες οι παραπάνω διαδικασίες έγιναν υπό στείρες συνθήκες. Στη συνέχεια τα 

τρυβλία petri σφραγίστηκαν µε parafilm και τοποθετήθηκαν σε συνθήκες υψηλής 

υγρασίας και σκοταδιού, συνθήκες που ευνοούν την βλάστηση των σπόρων. Μετά 

την βλάστηση των σπόρων τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε θαλάµους ελεγχόµενης 

θερµοκρασίας (22.1 ± 0.2
ο
C) και λευκού (φωτοσυνθετικά ενεργού ακτινοβολίας: 400-

700 nm) συνεχούς φωτισµού χαµηλής έντασης (23.3 ± 3.8 µmol φωτονίων m-2 sec-1) 

για πέντε περίπου µέρες, έως ότου τα σπορόφυτα αναπτύξουν φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό και «δυναµώσουν» όπου και µεταφυτεύθηκαν σε µικρού µεγέθους 

γλάστρες οι οποίες περιείχαν µίγµα κοµπόστας: τύρφης: περλίτη µε αναλογία 1:2:0.5, 

το οποίο ήταν εµπλουτισµένο σε λίπασµα. Τα γλαστράκια ήταν καλυµµένα µε 

διαφανή σακουλάκια ώστε να αναπτύσσεται το νεαρό φυτάριο σε περιβάλλον µε 

υψηλή σχετική υγρασία, τα οποία αργότερα αποµακρύνθηκαν. Στο στάδιο των πέντε 

φύλλων, τα φυτά µην αντιµετωπίζοντας πλέον κίνδυνο φωτοαναστολής, έχοντας 

αναπτύξει ώριµο φωτοσυνθετικό µηχανισµό, µεταφυτεύθηκαν σε µεγαλύτερου 
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µεγέθους γλάστρες, σε θαλάµους ελεγχόµενης θερµοκρασίας (22.1 ± 0.2
ο
C) και 

λευκού συνεχούς φωτισµού υψηλής έντασης (121.2 ± 31.2 µmol φωτονίων m-2 sec-1) 

έως πλήρους ανάπτυξης και ωρίµανσης. Στο τελικό αυτό στάδιο η παρουσία 

άφθονου, κατάλληλου και υγιούς υλικού µας επέτρεψε τη συλλογή δειγµάτων 

(φύλλων) για τη διεξαγωγή πειραµάτων. Τα φυτά ποτίζονταν µε νερό βρύσης ανά 

δεύτερη µέρα. Οι προκαταρκτικές µετρήσεις θερµοκρασίας και φωτισµού στους 

θαλάµους ανάπτυξης φυτών έγιναν µε τη βοήθεια ενός QRT1 αισθητήρα φωτισµού 

και θερµοκρασίας (Hansatech Instruments, King’s Lynn, UK). 
 
Υπόστρωµα Murashige & Skoog (MS medium)  
 
     Χρησιµοποιήθηκε για την βλάστηση των σπόρων των φυτών που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα µελέτη καθώς και για τα πρώτα στάδια ανάπτυξης 

των αντίστοιχων σποροφύτων. Η σύσταση Murashige & Skoog υποστρώµατος 

(Murashige and Skoog, 1962), δίνεται στο παρακάτω πίνακα 1: 

 

 
 
Μακροστοιχεία  
 

Μικροστοιχεία  
 

Βιταµίνες  
 

CaCl2         2.99 mM 
 

CoCl2.6H2O      0.11 µM 
 

Γλυσίνη             26.64 mM 
 

KH2PO4     1.25 mM 
 
 

CuSO4.5H2O     0.10 µΜ 
 
 

Μυο-Ινοσιτόλη    0.56 mM 
 

KNO3       18.79 mM 
 

H3BO3               0.10 mM 
 

Νικοτινικό οξύ    4.06 mM 
 

MgSO4       1.50 mM 
 

KI                      5.00 µΜ 
 

Πυριδοξίνη HCl  2.43 mM 
 

NH4NO3  20.61 mM 
 

MnSO4.H2O      0.10 mM 
 

Θειαµίνη HCl      0.30 mM 
 

 Na2MoO4.2H2O 1.03 µΜ 
  

 ZnSO4.7H2O    29.91 µΜ 
  

 
Πίνακας 1: Σύσταση Murashige & Skoog υποστρώµατος 
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     Επιπλέον προστίθεται Fe-Na-EDTA σε συγκέντρωση 0.10 mM. To pH ρυθµίζεται 

στο 5.7 και προστίθεται άγαρ 8 gr/lt. Ακολουθεί αποστείρωση. To MS υπόστρωµα 

«απλώνεται» σε τρυβλία petri υπό στείρες συνθήκες.  

 

Φαινοτυπική ανάλυση 
 

     Κριτήριο της διάκρισης των εξεταζόµενων φαινοτύπων-καταστάσεων (σίγηση και 

µη σίγηση) προκειµένου να ληφθούν αντίστοιχα δείγµατα ήταν ο φθορισµός της 

χλωροφύλλης o οποίος κάτω από UV φωτισµό, είναι κόκκινος. Γι’ αυτό το λόγο 

χρησιµοποιήθηκε µία χειροκίνητη UV λάµπα  1000W (B100AP; Ultraviolet Products, 

Upland, CA, USA). 

 

 
Εικόνα 4: Φωτογραφία κάτω από υπεριώδες φως, φύλλων από τους τύπους φυτών Nicotiana 
benthamiana, που µελετήθηκαν. Α: Ιστός αγρίου τύπου, Β: Ιστός στον οποίο η GFP 
εκφράζεται, Γ: Ιστός στον οποίο η GFP πρωτεΐνη δεν εκφράζεται (κατάσταση 
διασυστηµατικής σίγησης). 
 
 
Μετρήσεις επαγωγικού φθορισµού χλωροφύλλης a 
 
     Οι µετρήσεις του επαγωγικού φθορισµού έγιναν σε φυλλικούς δίσκους οι οποίοι 

είχαν παραµείνει προηγουµένως στο σκοτάδι τουλάχιστον 30 min. Οι µετρήσεις 

αυτές έγιναν µε τη χρήση της συσκευής Handy-Plant Efficiency Analyser (Handy-

PEA, Hansatech, King’s Lynn, UK) και ακολούθησε επεξεργασία των δεδοµένων µε 

χρήση εξειδικευµένου λογισµικού εφαρµογής, για την ΟJΙP-ανάλυση (Ηandy-PEA 

Biolyser 4.0), σύµφωνα µε τη µέθοδο των Strasser and Strasser, (1995). Η µέθοδος 

βασίζεται σε µετρήσεις της µεταβολής του φθορισµού σε χρονικό διάστηµα 2 min. H 

διέγερση έγινε από τρεις διόδους φωτισµού (LEDs), οι οποίες εστίαζαν σε µία 

κυκλική επιφάνεια του δείγµατος (άνω επιφάνεια φυλλικού δίσκου) διαµέτρου 5 mm 
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και οι οποίες συνολικά εξέπεµπαν ένταση ακτινοβολίας 2500 µmol φωτονίων m-2 sec-

1 ερυθρού φωτός (650 nm). Η πρώτη αξιόπιστη µέτρηση (σηµείο της καµπύλης 

φθορισµού) ήταν στα 10 µs η οποία αντιστοιχούσε στην παράµετρο F0. 

 

  

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 Σχήµα 1: Μία τυπική καµπύλη φθορισµού. Ο χρόνος (χ-άξονας) παρουσιάζεται σε γραµµική 
κλίµακα. F0: ελάχιστη τιµή φθορισµού (αρχικό επίπεδο φθορισµού) που αντιστοιχεί στο 
χρόνο όπου όλα τα PSII κέντρα είναι «ανοιχτά» (οξειδωµένα), Fm: µέγιστη τιµή φθορισµού 
που αντιστοιχεί στο χρόνο όπου όλα τα PSII κέντρα είναι «κλειστά» (ανηγµένα), Ft: τιµή 
φθορισµού στα 2 min. Αrea: το εµβαδόν της επιφάνειας που βρίσκεται πάνω από την 
καµπύλη, µεταξύ του F0 και του Fm. 
 
 
 
 
Αποµόνωση και εκτίµηση χλωροφυλλών 
 
     Οι χλωροφύλλες αποµονώθηκαν από δείγµατα φύλλων τα οποία λειοτριβήθηκαν  

σε γουδί, µε 80% υδατικό ρυθµιστικό διάλυµα  ακετόνης (2.5 mM HEPES-NaOH, pH 

7.5). Το εκχύλισµα φυγοκεντρήθηκε στα 1500 g, για 15 min, στους 25
 ο

C  και από το 

υπερκείµενο που προέκυψε ποσοτικοποιήθηκαν οι χλωροφύλλες (χλωροφύλλη a, 

χλωροφύλλη b), όπως περιγράφεται από τους Porra et al., (1989). Όλη η διαδιακασία 

πραγµατοποιήθηκε σε συνθήκες χαµηλής φωτονιακής ροής προκειµένου να 

αποφευχθεί φωτοοξείδωση των χλωροφυλλών. Η ίδια µέθοδος χρησιµοποιήθηκε και 

στην περίπτωση των θυλακοειδών µεµβρανών. 
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Αποµόνωση θυλακοειδών µεµβρανών 

 
     Η διαδικασία αποµόνωσης θυλακοειδών µεµβρανών έγινε όπως προτείνεται από 

τους Casazza et al., (2001). Όλη η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε σε συνθήκες 

χαµηλής φωτονιακής ροής προκειµένου να αποφευχθεί φωτοοξείδωση των 

χλωροφυλλών, στους 4 
ο
C ενώ επίσης όλα τα υλικά και ρυθµιστικά διαλύµατα ήταν 

προψυγµένα. Τα φύλλα (0.3-0.5 gr.) οµογενοποιήθηκαν γρήγορα χρησιµοποιώντας 

γουδί και γουδοχέρι σε 2–3 ml ρυθµιστικού διαλύµατος αποµόνωσης που περιείχε 0.4 

M σορβιτόλη, 5 mM EDTA, 5 mM EGTA, 5 mM MgCl2,10 mM NaHCO3,20 mM 

Tricine/NaOH (pH 8.4) και 0.5% (w/v) BSA. Tο οµογενοποίηµα φιλτραρίστηκε από 

οκτώ στρώµατα γάζας, µε ήπια πίεση έτσι ώστε να αυξηθεί η απόδοση σε 

θυλακοειδή. Το εναιώρηµα φυγοκεντρήθηκε στα 2600 g για 3 min στους 4 
ο
C, το 

υπερκείµενο απορρίφθηκε προσεχτικά και το ίζηµα  επαναδιαλύθηκε σε 2–3 ml 

ρυθµιστικού διαλύµατος επαναδιάλυσης που περιείχε 0.3 M σορβιτόλη, 2.5 mM 

EDTA, 5mM MgCl2, 10 mM NaHCO3, 20 mM HEPES (pH 7.6) και 0.5% (w/v) 

BSA. Μετά τη φυγοκέντριση (2600 g για 3 min στους 4 
ο
C), το ίζηµα πλύθηκε ξανά 

σε ρυθµιστικό διάλυµα επαναδιάλυσης και στη συνέχεια επαναδιαλυτοποιήθηκε σε 1 

ml ρυθµιστικού υποτονικού διαλύµατος που περιείχε 2.5 mM EDTA, 5mM MgCl2,10 

mM NaHCO3, 20 mM HEPES (pH 7.6) και 0.5% (w/v) BSA; ο τελικός όγκος 

προσαρµόστηκε στα 5 ml µε ρυθµιστικό υποτονικό διάλυµα. Tέλος οι θυλακοειδείς 

µεµβράνες συλλέχθησαν µε φυγοκέντρηση (2600 g για 3 min στους 4 
ο
C). Το ίζηµα 

επαναδιαλύθηκε σε µικρό όγκο (0.5–1 ml) ρυθµιστικού διαλύµατος επαναδιάλυσης 

και το εναιώρηµα αποθηκεύτηκε στο σκοτάδι και στους -80
ο
C έως ότου 

χρησιµοποιηθεί. Μετά από κάθε αποµόνωση θυλακοειδών µεµβρανών και πριν από 

κάθε πολαρογραφική µέτρηση, το εναιώρηµα των θυλακοειδών αραιωνόταν µε 

διάλυµα αντίδρασης που περιείχε 0.1 M σορβιτόλη, 5 mM MgCl2,10 mM NaCl, 20 

mM KCl, 30 mM Tricine/NaOH (pH 8.0) και 0.5% (w/v) BSA, σε µία τελική 

συγκέντρωση χλωροφύλλης 15 µg/ml και τα δείγµατα µετά από τουλάχιστον 30 min 

παραµονής στο σκοτάδι µετρούνταν στο Handy-Plant Efficiency Analyser (Handy 

PEA, Hansatech, King’s Lynn, UK) σε ένταση ακτινοβολίας 1500 µmol φωτονίων m-

2 sec-1 ερυθρού φωτός (650 nm), και για χρόνο 5 s. προς εκτίµηση της µέγιστης 

φωτοσυνθετικής απόδοσης ως προς την PSII φωτοχηµεία (λόγος Fv/Fm). 
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Πολαρογραφικές µετρήσεις 

 
     Οι µετρήσεις δραστηριότητας των φωτοσυστηµάτων πραγµατοποιήθηκαν 

σύµφωνα µε τους Romanowska et al., (2006). Οι δραστηριότητες του 

φωτοσυστήµατος Ι (ΤΜPD/ASC → ΜV) και του φωτοσυστήµατος ΙΙ (Η2Ο→ 

Κ3Fe(CN)6) εκτιµήθηκαν σε θυλακοειδείς µεµβράνες πολαρογραφικά µε το σύστηµα 

ενός Clark-type ηλεκτροδίου (Hansatech Instruments). To διάλυµα αντίδρασης 

(2ml) περιείχε για το PSI: 330 mM σορβιτόλη, 40 mΜ ρυθµιστικό διάλυµα Τricine 

(pH=7.6), 2 mM EDTA και 7 mM MgCl2, ενώ για το PSII περιείχε 50 mM 

ρυθµιστικό διάλυµα HEPES/Tris (pH=7.8), 100 mM σορβιτόλη, 10 mM NaCl, 5 

mM MgCl2, 2 mM EDTA, 2.5 mM NH4Cl και1 mM ΜnCl2. H δραστηριότητα του 

PSII µετρήθηκε ως έκλυση οξυγόνου µε το νερό σαν δότη ηλεκτρονίων και 2.5 mM 

Κ3Fe(CN)6 σαν δέκτη ηλεκτρονίων, µε την παρουσία 10 µΜ DBMIB σαν αναστολέα 

του PSI. H δραστηριότητα του PSI µετρήθηκε ως κατανάλωση οξυγόνου, µε 0.2 

mM TMPD ανηγµένου µε 3 mM ασκορβικού οξέος, σαν δότη ηλεκτρονίων και 0.1 

mM MV σαν δέκτη ηλεκτρονίων; 15 µΜ DCMU και 5 mM NaN3 χρησιµοποιήθηκαν 

σαν αναστολείς του PSII και της καταλάσης, αντίστοιχα. Οι µετρήσεις των 

αντίστοιχων ηλεκτρονιακών ροών έγιναν σε θερµοκρασία 22-23
 ο

C , σε λευκό 

φωτισµό έντασης ~150 µmol φωτονίων m-2 sec-1 και η συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης ήταν 50 µg/ml. Η οριοθέτηση του επιπέδου συγκέντρωσης του 

οξυγόνου από το 0-100% στο διάλυµα του δείγµατος έγινε µε αέριο άζωτο και 

κορεσµένο σε οξυγόνο νερό, αντίστοιχα. Οι τιµές των µετρήσεων εκφράστηκαν σε 

µmol O2 mg-1 Chl h-1, όπου Chl: χλωροφύλλη. 
 

Στατιστική επεξεργασία 

 
     Όλα τα πειράµατα αφορούν τουλάχιστον πέντε ανεξάρτητες µετρήσεις. Τα 

αποτελέσµατα αφορούν µέσους όρους ± τυπικές αποκλίσεις όπου αναφέρονται. Η 

στατιστική επεξεργασία, [t-test για δύο ανεξάρτητα δείγµατα, απλή ανάλυση 

διασποράς µε έναν παράγοντα (One-way ANOVA) αφού πρώτα πραγµατοποιήθηκε 

το Levene’s test για το έλεγχο της ισότητας των διασπορών καθώς και η µέθοδος 

πολλαπλών συγκρίσεων (Tukey HSD test), έγινε µε το στατιστικό πακέτο SPSS 

(SPSS 13.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA)]. Οι µονοί αστερίσκοι δείχνουν στατιστικά 
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σηµαντικές διαφορές είτε µεταξύ ιστού αγρίου τύπου και ιστού στον οποίο η GFP 

εκφράζεται είτε µεταξύ ιστού αγρίου τύπου και ιστού στον οποίο η GFP δεν 

εκφράζεται (κατάσταση σίγησης). Oι διπλοί αστερίσκοι δείχνουν στατιστικά 

σηµαντικές διαφορές µεταξύ ιστού στον οποίο η GFP εκφράζεται και ιστού στον 

οποίο η GFP δεν εκφράζεται (κατάσταση σίγησης). Οφείλουµε να αποσαφηνίσουµε 

ότι η έκφραση η GFP (δεν) εκφράζεται αναφέρεται στην πρωτεΐνη και όχι στην 

έκφραση του αντίστοιχου γονιδίου, αφού στην κατάσταση σίγησης το γονίδιο 

εκφράζεται προς mRNA, αλλά το µετάγραφο στην συνέχεια αποικοδοµείται.  
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Μέγιστη PSII φωτοχηµική απόδοση 
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Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 

Ιn vivo µετρήσεις επαγωγικού φθορισµού της χλωροφύλλης a 

 
     Η συµπεριφορά του PSII ποσοτικοποιήθηκε µε in vivo µετρήσεις επαγωγικού 

φθορισµού της χλωροφύλλης a. Τα αποτελέσµατα αυτής της συγκριτικής µελέτης 

όσον αφορά τους τρεις εξεταζόµενους τύπους φυτών [(Α:ιστός αγρίου τύπου, Β: 

ιστός στον οποίο η GFP εκφράζεται, Γ: ιστός στον οποίο η GFP δεν εκφράζεται 

(κατάσταση σίγησης)] παρουσιάζονται και συνοψίζονται  παρακάτω. 

 

 

  

   

 

 

 

 

 

Σχήµα 2: Fv/Fm, (maximum PSII photochemical efficiency in dark-adapted state), όπου Fv= 
Fm-F0: µέγιστη τιµή µεταβλητής τιµής φθορισµού. 
 

 
 

 
 
 
 
 

Σχήµα 3: Η τιµή Fo αντιπροσωπεύει την αρχική εκποµπή φθορισµού η οποία προέρχεται από 
τα διεγερµένα µόρια της χλωροφύλλης a της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του PSII. 
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RC/CSm (Πυκνότητα ενεργών PSII κέντρων)
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Σχήµα 4: Το RC/CSm αναπαριστά ένα πολύ χρήσιµο όρο σχετικά µε τη συγκέντρωση των 
ενεργών PSII κέντρων αντίδρασης ανά διεγερόµενη περιοχή. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Σχήµα 5: O παράγοντας ETo/RC δείχνει την ηλεκτρονιακή ροή ανά ενεργό κέντρο 
αντίδρασης. 
 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 6: Η παράµετρος ΑΒS/RC αφορά το λειτουργικό µέγεθος της φωτοσυλλεκτικής 
κεραίας του LHCII ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης. 
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Επιφάνεια (area)  πάνω από την καµπύλη επαγωγικού 
φθορισµού µεταξύ του Fo και του Fm
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Σχήµα 7: Το DIo/RC αναφέρεται στο ποσό της ενέργειας που απορροφάται ανά ενεργό 
κέντρο αντίδρασης και οδηγείται σε µη φωτοχηµικές διαδικασίες (λ.χ. απόσβεση ως 
θερµότητα). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 8: Η παράµετρος area µας δίνει µία εκτίµηση του σχετικού µεγέθους της δεξαµενής 
της πλαστοκινόνης στην αναγωγική πλευρά του PSII. 
 
 
 
 
 
 
 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 9: Ο παράγοντας area κανονικοποιηµένος ως προς την µέγιστη τιµή µεταβλητής τιµής 
του φθορισµού, (Fv=Fm-Fo). 
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Σχήµα 10: Ο δείκτης ζωτικότητας, (vitality index) [Rfd=(Fm-Ft)/Fm] εκφράζει την ικανότητα 
του κύκλου του Calvin να δρα σαν δέκτης (sink) για τα ηλεκτρόνια που προέρχονται από το 
PSII. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Σχήµα 11: Το PI (performance index) είναι µία έκφραση για το οξειδοαναγωγικό δυναµικό 
του χλωροπλάστη που οδηγεί την αλυσίδα ροής ηλεκτρονίων προς παραγωγή ΑΤP και 
NADPΗ. 

• Tα βιοενεργητικά προφίλ των φυτών αγρίου τύπου καθώς και αυτών που 

εκφράζουν συστατικά το γονίδιο της GFP σκιαγραφούνται παρόµοια 

σύµφωνα µε τις µετρήσεις επαγωγικού φθορισµού της χλωροφύλλης a 

• Σε αντίθεση ο φωτοσυνθετικός µεταβολισµός των φυτικών κυττάρων 

που υπόκεινται σε RNA σίγηση χαρακτηρίζεται από µη αποτελεσµατική 

PSII δραστηριότητα (σχήµα 2/αντίστοιχοι µέσοι όροι: Fv/Fm(Α)= 0.819, 

Fv/Fm(Β)= 0.818, Fv/Fm(Γ)= 0.809) συνοδευόµενη από χαµηλούς 

ρυθµούς ηλεκτρονιακής ροής (σχήµα 5/αντίστοιχοι µέσοι όροι: 

ETo/RC(Α)= 0.907, ETo/RC(Β)= 0.962, ETo/RC(Γ)= 0.842).  

• Επίσης, η µειωµένη πυκνότητα των ενεργών κέντρων (σχήµα 4/ 

αντίστοιχοι µέσοι όροι: RC/CSm(Α)= 819.881, RC/CSm(Β)= 794.864, 

RC/CSm(Γ)= 644.858) στα φυτά στα οποία η GFP έχει σιγηθεί, 

προβάλουν την αναγκαιότητα για αυξηµένη ικανότητα απόσβεσης της 

περίσσειας ενέργειας διέγερσης (σχήµα 7/αντίστοιχοι µέσοι όροι: 

DIo/RC(Α)= 0.332, DIo/RC(Β)= 0.343, DIo/RC(Γ)= 0.486). 

• Επιπλέον, η παράµετρος F0 (σχήµα 3/ αντίστοιχοι µέσοι όροι: F0(Α)= 

247.8, F0(Β) = 248.8, F0(Γ) = 264.5) όντας ανάλογη της συγκέντρωσης των 
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φωτοσυλλεκτικών χρωστικών (χλωροφύλλες) που περιέχονται στα 

εξεταζόµενα δείγµατα µας και παρόµοια ανάµεσα στους τρεις τύπους 

φυτών, µας παραχωρεί την συµπερασµατολογία ότι οι παρατηρούµενες 

δοµικές και λειτουργικές διαφορές του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

αντανακλούν διαφορετικές στρατηγικές οργάνωσής του ανεξαρτήτως 

των αντίστοιχων επιπέδων χλωροφύλλης.  

• Από την άλλη πλευρά, το µέγεθος της δεξαµενής των ενδιάµεσων 

ηλεκτρονιακών µεταφορέων (όπως φαίνεται από τις τιµές της “area” του 

σχήµατος 8/αντίστοιχοι µέσοι όροι: area(Α)= 32520, area(Β)= 32889, 

area(Γ)= 20600) µοιάζει να είναι επίσης περιοριστικός (αν και όχι 

στατιστικώς σηµαντικά σύµφωνα µε τις “area/Fv” τιµές που φαίνονται 

στο σχήµα 9/αντίστοιχοι µέσοι όροι: area/Fv(Α)= 29.065, area/Fv(Β)= 

29.519, area/Fv(Γ)= 20.621) στα φύλλα µε σίγηση, συµφωνώντας µε την 

πυκνότητα των PSII ενεργών κέντρων. 

• Συγκριτικά µε τους χλωροπλάστες των φυτών ελέγχου, το συνολικό 

οξειδοαναγωγικό δυναµικό των χλωροπλαστών των κυττάρων στα 

οποία ο µετα-µεταγραφικός µηχανισµός σίγησης είναι ενεργός δεν 

προµηθεύει επαρκή κινητήρια δύναµη στο φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό ως προς την χηµειωσµωτική ικανότητά του (σχήµα 11 

/αντίστοιχοι µέσοι όροι: PI(Α)= 4.804, PI(Β)= 5.256, PI(Γ) = 2.251). 

• Επιπροσθέτως από τα παραπάνω διαφαίνεται ότι οι 

µικροπεριβαλλοντικές συνθήκες στα κύτταρα µε σίγηση επάγουν την 

αύξηση του µεγέθους της φωτοσυλλεκτικής κεραίας του LHCII (σχήµα 

6/αντίστοιχοι µέσοι όροι: ABS/RC(Α)= 1.671, ABS/RC(Β)= 1.719, 

ABS/RC(Γ)= 1.987), µε σκοπό την εξισσορόπηση της µειωµένης 

χηµειωσµωτικής τους ικανότητας. 

• Τέλος, ο δείκτης Rfd (σχήµα 10/αντίστοιχοι µέσοι όροι: Rfd(Α)= 0.871, 

Rfd(Β)= 0.721, Rfd(Γ)= 0.712)  δείχνει ότι το PSI και/ή ο αναγωγικός 

κύκλος των φωσφορικών πεντοζών µπορεί να µην καθίστανται επαρκείς 

ως προς την ικανότητά τους να δέχονται (sink) τα ηλεκτρόνια που 

παρέχονται από το PSII στους ιστούς µε σίγηση αν και δεν 

παρουσιάζεται σηµαντικά χαµηλότερος συγκριτικά µε τα αντίστοιχα 

φυτά ελέγχου. 
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Oξειδοαναγωγική κατάσταση της πλαστοκινόνης 
 

     Θέλοντας να εξετάσουµε την οξειδοαναγωγική κατάσταση της πλαστοκινόνης 

(PQ) του φωτοσυνθετικού µηχανισµού στην κατάσταση όπου ο µετα-µεταγραφικός 

µηχανισµός σίγησης είναι ενεργοποιηµένος, βασιστήκαµε σε προηγούµενες αναφορές 

(Ηaldimann and Strasser, 1999; Haldimann and Tsimilli-Michael, 2002) σχετικά µε 

ενδείξεις (Stirbet et al, 1998) σύµφωνα µε τις οποίες όσο ψηλότερα βρίσκεται το 

σηµείο J στις κινητικές φθορισµού ΟJIP, τόσο µεγαλύτερος είναι ο λόγος 

PQανηγµένη/PQοξειδωµένη.  

     Το πειραµατικό σύστηµα αφορούσε µετρήσεις (πείραµα ελέγχου) στους 

εξεταζόµενους τρεις τύπους φυτών τα οποία είχαν αναπτυχθεί και προσαρµοσθεί σε 

χαµηλές συνθήκες φωτισµού (23.3 ± 3.8 µmol φωτονίων m-2 sec-1) καθώς και 

κινητικές µε παρουσία DCMU (εµποτισµός µε σύριγγα, 10 µΜ DCMU σε 1% 

αιθανόλη, στο φύλλο).  

     Ο αναστολέας ροής ηλεκτρονίων DCMU µπλοκάρει την αλυσίδα ροής στο 

επίπεδο της QB, πριν τη δεξαµενή της πλαστοκινόνης, (Τrebst, 1972), εκπέµποντας 

ένα σήµα οξείδωσης στην ίδια. Με τον τρόπο αυτό, αποµονώνοντας το PSII από το 

PSI, µελετήθηκε και συγκρίθηκε µε το αντίστοιχο πείραµα ελέγχου, η in vivo 

συµπεριφορά της πλαστοκινόνης στο χρόνο (15 min, 30 min, 45 min, 60 min, 120 

min, 180 min, 240 min, 300 min µε χρονική στιγµή t0= 0 min, τη στιγµή εµποτισµού). 

Αξίζει να αποσαφηνιστεί ότι η κινητική DCMU έγινε παρουσία φωτός, συγκεκριµένα 

σε φυτά που είχαν προσαρµοσθεί σε συνθήκες χαµηλού φωτισµού, µε τις φωτεινές 

αντιδράσεις (ηλεκτρονιακή ροή) εν ενεργεία. 

 

                                

Σχήµα 12.1: t =0 min                                                                       Σχήµα 12.2: t =15 min 
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Σχήµα 12.3: t = 30 min Σχήµα 12.4: t = 45 min 

Σχήµα 12.5: t = 60 min Σχήµα 12.6: t =120 min 

Σχήµα 12.7: t = 180 min Σχήµα 12.8: t = 240 min 



 30

  
 
 
 
 
Σχήµα 12.9: t = 300 min 
 
 
 
 

 

 
 

Σχήµα 12: Καµπύλες φθορισµού και κινητική στο χρόνο, παρουσίας DCMU. To ύψος του 
σηµείου J είναι ανάλογο του λόγου PQανηγµένη/PQοξειδωµένη.  
 Α: Ιστός αγρίου τύπου, Β: Ιστός στον οποίο η GFP εκφράζεται, Γ: Ιστός στον οποίο η GFP 
δεν εκφράζεται (κατάσταση διασυστηµατικής σίγησης). Ο χρόνος (χ-άξονας) παρουσιάζεται 
σε λογαριθµική κλίµακα. Οι καµπύλες φθορισµού κανονικοποιήθηκαν τόσο ως προς το F0 
όσο και ως προς το Fm (ελάχιστη και µέγιστη τιµή του φθορισµού αντίστοιχα), προκειµένου 
να εξαλειφθεί η επίδραση των εξής παραγόντων: περιεχόµενο χλωροφυλλών, φωτοσυνθετική 
απόδοση) και να αποτιµηθούν ιδεατά οι πιθανές υπάρχουσες διαφορές ως προς τις δεξαµενή 
της πλαστοκινόνης και µόνο. 
 
     Όπως παρατηρούµε από τις καµπύλες του πειράµατος ελέγχου (σχήµα 12.1) τα 

φυτά αγρίου τύπου έχουν τα µεγαλύτερα αποθέµατα ανηγµένης πλαστοκινόνης µε 

ακόλουθα τα φυτά που εκφράζουν συστατικά το γονίδιο της GFP. Τα φυτά στα οποία 

η GFP έχει σιγηθεί χαρακτηρίζονται από τον µικρότερο λόγο PQανηγµένη/PQοξειδωµένη.  

Το πρότυπο αυτό µπορεί να χαρακτηριστεί ως ένα βαθµό αναµενόµενο εάν 

συγκρίνουµε την αντίστοιχη ηλετρονιακή ροή ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης 

(αποτελέσµατα επαγωγικού φθορισµού). 

     Ωστόσο, στην κατάσταση παρεµπόδισης στο επίπεδο της QB, θα αναµέναµε την 

µείωση του J µετά του χρόνου, µε διατήρηση όµως της ίδιας σχετικής θέσης των 

καµπύλων φθορισµού για τους τρεις εξεταζόµενους τύπους φυτών.  

     Εντούτοις, προοδευτικά (σχήµα 12.2-12.8) αλλά σχετικά γρήγορα (15 min, σχήµα 

12.2) παρατηρούµε µία εξοµοίωση του J, των φυτών αγρίου τύπου µε τα φυτά στα 

οποία το µετάγραφο της GFP αποικοδοµείται (κατάσταση σίγησης). Το J των φυτών 

που εκφράζουν συστατικά GFP, µειώνεται σηµαντικά, συγκριτικά µε τις άλλες δύο 

κατηγορίες φυτών. Η σχετική δραστική µετατόπιση των καµπύλων φθορισµού ως 

προς το J (κατάσταση σίγησης-κατάσταση έκφρασης) στη συγκεκριµένη 

κατάσταση παρεµπόδισης της ροής ηλεκτρονίων, υπονοεί ότι oι φωτεινές 

αντιδράσεις στους χλωροπλάστες των ιστών µε σίγηση απαιτούν µία σταθερή 

παροχή ηλεκτρονίων έστω και µη προερχόµενη από το PSII (λ.χ. από το PSI). 
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     Βέβαια, στην πέµπτη ώρα (σχήµα 12.9) της κινητικής παρατηρούµε το J των 

φυτών αγρίου τύπου να αυξάνεται και να υπερέχει έναντι των φυτών σε κατάσταση 

σίγησης, µε το J των GFP φυτών να παραµένει σταθερά χαµηλό. Για αυτήν την 

τελευταία µετατόπιση µπορεί να υποτεθεί ότι η προµήθεια ηλεκτρονίων που 

προέρχεται από εναλλακτικό δρόµο πλην της αναγωγικής πλευράς του PSII στα φυτά 

αγρίου τύπου είναι σηµαντικά µεγαλύτερη και πιο εύκαµπτη σε διάρκεια µε τα φυτά 

σε κατάσταση σίγησης.  

 

Σχετικά επίπεδα χλωροφύλλης a και χλωροφύλλης b 

 

     Σε κάθε µελέτη που αφορά τη φωτοσυνθετική διαδικασία κρίνεται απαραίτητη µία 

εκτίµηση των φωτοσυλλεκτικών χρωστικών (χλωροφυλλών) αναφορικά µε τον 

πειραµατικό σκελετό του υπό εξέταση ερευνητικού θέµατος. Στον πίνακα 2, δίνεται ο 

λόγος χλωροφύλλης a/χλωροφύλλη b τόσο σε φύλλα όσο και σε θυλακοειδείς 

µεµβράνες. 

 

 

 Ιστός αγρίου 
τύπου 

 

Ιστός στον 
οποίο η GFP 
εκφράζεται 

 

Ιστός στον οποίο η 
GFP δεν εκφράζεται 
(κατάσταση σίγησης) 

 
Chla/Chlb (φύλλα) 2.727 ±  0.157 2.680 ± 0.104 2.656 ± 0.111 

Chla/Chlb(θυλακοει
δείς µεµβράνες) 2.917 ± 0.027 2.793 ± 0.008 * 2.590 ± 0.030 ** 

 
Πίνακας 2: Λόγος  Chla/Chlb, Chl: χλωροφύλλη. 

 

     H µείωση του λόγου χλωροφυλλών a/b [ιστός αγρίου τύπου > ιστός στον οποίο η 

GFP εκφράζεται > ιστός στον οποίο η GFP δεν εκφράζεται (κατάσταση σίγησης)] θα 

µπορούσε να συσχετισθεί µε µία αντιστρόφως ανάλογη σχέση ως προς το λόγο 

PSI/PSII o οποίος αφορά την στοιχειοµετρία των φωτοσυστηµάτων (Pfannschmidt al, 

1999). Σε αντίθεση µε τις θυλακοειδείς µεµβράνες όπου οι διαφορές είναι στατιστικά 

σηµαντικές, στην περίπτωση των φύλλων προδιαγράφεται µόνο µία αντίστοιχη τάση 

µείωσης και αυτό γιατί η αποµόνωση των χλωροφυλλών στην περίπτωση των 

φύλλων είναι πιο επίπονη και χρονοβόρα µε σύγχρονη οξείδωση µέρους των 

χλωροφυλλών. 
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In vitro δραστηριότητες φωτοσυστηµάτων I και ΙΙ 

 
     Oι µετρήσεις της δραστηριότητας των φωτοσυστηµάτων έγιναν σε αποµονωµένα 

θυλακοειδή και σε συνθήκες σκοταδιού (για µία εκτίµηση της µέγιστης δυνατής 

δραστηριότητας) αλλά και σε συνθήκες φωτός ανάλογες µε αυτές στις οποίες 

αναπτύχθηκαν τα φυτά (προς µία εκτίµηση της τρέχουσας δραστηριότητας των 

φωτοσυστηµάτων). 
 

PSI/PSII 
Ιστός αγρίου 

τύπου 
 

Ιστός στον 
οποίο η GFP 
εκφράζεται 

 

Ιστός στον οποίο η 
GFP δεν εκφράζεται 
(κατάσταση σίγησης) 

 
Σκοτάδι 0.505 1.030 2.495 
Φως 3.501 2.694 4.147 

 
Πίνακας 3: Ο λόγος του PSI/PSII αναφέρεται στην in vitro δραστηριότητα των 

φωτοσυστηµάτων Ι και ΙΙ. 
 

     Οι τιµές του πίνακα 3 που αφορούν σκοτάδι παρουσιάζουν µία πορεία ανάλογη 

αυτής που υποδεικνύουν οι τιµές των λόγων χλωροφύλλης a/χλωροφύλλη b ως προς 

την στοιχειοµετρία των φωτοσυστηµάτων. 

     Eντούτοις, στο φως (πίνακας 3), τα θυλακοειδή στα φυτά στα οποία ο µηχανισµός 

της µετα-µεταγραφικής σίγησης είναι ενεργός εµφανίζουν µία σαφώς µεγαλύτερη 

στοιχειοµετρία ενεργότητας PSI/PSII σε σχέση µε τα φυτά του αγρίου τύπου ενώ 

στην περίπτωση των φυτών που εκφράζουν GFP η εν λόγω στοιχειοµετρία 

εµφανίζεται η πλέον µικρότερη.  

     Η περίπτωση της σχετικά µικρής στοιχειοµετρίας PSI:PSII, όσον αφορά την 

τρέχουσα δραστηριότητα των φωτοσυστηµάτων, των φυτών που εκφράζουν 

συστατικά GFP συγκριτικά µε τους άλλους δύο τύπους ίσως αξίζει ιδιαίτερο 

σχολιασµό. To χρωµοφόρο της GFP συναγωνίζεται τις χλωροφύλλες ως προς την 

απορρόφηση του φωτός και ειδικά την χλωροφύλλη b, αφού η χλωροφύλλη b µειώνει 

τέσσερις φορές σε σχέση µε τη χλωροφύλλη a, το φθορισµό της GFP, σε 

διαγονιδιακά φυτά GFP (Zhou et al, 2005), µε αποτέλεσµα ο φωτοσυνθετικός 

µηχανισµός των συγκεκριµένων φυτών να οδηγείται σε µία προσαρµογή ανάλογη 

συνθηκών χαµηλού φωτισµού. Ο µειωµένος λόγος Chla/Chlb αποτελεί 

χαρακτηριστικό προσαρµογής σε συνθήκες χαµηλού φωτισµού (Walters and Horton, 

1994) και αυτό γιατί η διαφοροποίηση δεν οφείλεται σε απόλυτη τιµή εντάσεων 
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φωτός αλλά σε µετατόπιση της φασµατικής κατανοµής ως προς το φως που 

απορροφάται. Αυτή η κατάσταση οδηγεί στην οξείδωση της δεξαµενής της 

πλαστοκινόνης, την αποφωσφορυλίωση του κινητού µέρους της κεραίας του LHCII 

και τη µετακίνηση της στο φωτοσύστηµα ΙΙ (state 1). Το παραπάνω σενάριο 

εναρµονίζεται µε τα ευρήµατά µας; οι µειωµένοι λόγοι PQανηγµένη/PQοξειδωµένη, 

PSI/PSII καθώς και αυξηµένες τιµές των περισσότερων παραµέτρων των µετρήσεων 

του επαγωγικού φθορισµού που αφορούν το PSII, συγκριτικά µε τα φυτά αγρίου 

τύπου. 
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Συµπεράσµατα 

 
     Στα πλαίσια της παρούσας εργασίας µελετήθηκαν διεξοδικά οι διαφοροποιήσεις 

της φωτοσυνθετικής λειτουργίας των φυτικών κυττάρων τα οποία υφίστανται τις 

µεταβολικές συνέπειες του ενεργού µηχανισµού της µετα-µεταγραφικής RNA 

σίγησης γονιδίων.  

     Συγκεκριµένα οι χλωροπλάστες διαγονιδιακών φυτών Νicotiana benthamiana που 

παράγουν αυθόρµητα RNA σίγηση, χαρακτηρίζονται από αύξηση του µεγέθους της 

φωτοσυλλεκτικής κεραίας του LHCII, µείωση της πυκνότητας των PSII ενεργών 

κέντρων και σηµαντικά µειωµένο συνολικό οξειδοαναγωγικό δυναµικό. 

     Λαµβάνοντας υπόψη τα πειραµατικά µας δεδοµένα, προτείνουµε ότι η 

αναγκαιότητα ενός αποτελεσµατικού µηχανισµού σίγησης για αποθέµατα ΑΤP [λ.χ. 

ATP-εξαρτώµενη µετατροπή του δίκλωνου RNA στόχου σε siRNAs (Qi et al., 2005; 

Tang et al., 2003) και ενίσχυση της ενεργότητας του συµπλόκου RISC, παρουσίας 

ΑΤP (Qi et al., 2005)] µπορεί να είναι υπεύθυνη για τις παρατηρούµενες αλλαγές 

στους εξεταζόµενους τύπους φυτών. Ενδείξεις υπάρχουν επίσης για το ρόλο του ΑΤP 

στο ξεδίπλωµα του δίκλωνου siRNA καθώς επίσης και στην διατήρηση 

5΄φωσφορικών οµάδων σε ένα λειτουργικό µόριο siRNA (Matranga and Zamore, 

2004). 
     Συµπερασµατικά, προτείνεται ότι η κυκλική ροή ηλεκτρονίων γύρω από το 

φωτοσύστηµα Ι (Bukhov and Carpentier, 2004) υπερέχει της γραµµικής ροής 

ηλεκτρονίων, προκειµένου να ανταποκριθεί στις ενεργειακές απαιτήσεις του 

µηχανισµού µετα-µεταγραφικής σίγησης γονιδίων αυξάνοντας την στοιχειοµετρία 

ΑΤP:NADPH. Η παρατηρούµενη αυξηµένη ικανότητα απόσβεσης της ενέργειας 

συµφωνεί µε την πρόταση µας αφού στην περίπτωση κυκλικής ροής ηλεκτρονίων 

έχουµε και αυξηµένο ΝPQ (Cruz et al., 2005). 

     Επίσης, η έντονη in situ ανίχνευση υπεροξειδίου του υδρογόνου στο µεσόφυλλο 

των φυτών στα οποία το µετάγραφο του διαγονιδίου της GFP αποικοδοµείται 

(κατάστασης σίγησης) συγκριτικά µε τα φυτά ελέγχου, πέρα από την υπόνοια ότι 

ίσως η δοµή των µικρών RNAs (υδροξυλικές οµάδες στο 3´ άκρο τους) σε 

συνάρτηση µε τη υψηλή συγκέντρωσή των µικρών RNAs στο κυτταρόπλασµα, είναι 

υπεύθυνη για τη µεταβολική αυτή παράµετρο της οµοιοστασίας του κυττάρου, ίσως 

µπορεί να συσχετισθεί ακόµη µε την παραγωγή ενεργών µορφών οξυγόνου (Reactive 
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Oxygen Species, ROS) ως αποτέλεσµα της ψευδοκυκλικής ροής ηλεκτρονίων (Αsada, 

1999). 

     Aναπτύσσοντας τα GFP Νicotiana benthamiana φυτά που παράγουν αυθόρµητα 

διασυστηµατική σίγηση, κάτω από διαφορετικές συνθήκες φωτισµού ως προς την 

ένταση, παρατηρήσαµε ότι εµφανίζουν µία αυξηµένη τάση επαγωγής της σίγησης 

όσον αφορά την πληθυσµιακή συχνότητα εµφάνισης του συγκεκριµένου φαινοτύπου 

(συγκεκριµένα το 49% των φυτών µετά από προσαρµογή διάρκειας πέντε µηνών 

σε λευκό φωτισµό υψηλής έντασης ενώ µόνο το 17% των εξεταζόµενων 

αντίστοιχων φυτών χαρακτηρίστηκαν από διασυστηµατική σίγηση µετά από 

προσαρµογή σε λευκό φωτισµό χαµηλής έντασης και αντίστοιχης διάρκειας), σε 

προσαρµογή υψηλού φωτισµού (high light acclimation), στην οποία η σύνθεση του 

ΑΤP αυξάνεται σηµαντικά.  

     Συνεπώς, συνοψίζοντας τη συλλογιστική µας πάνω στο αντικείµενο της παρούσας 

εργασίας, ο ρόλος του φωτός ως πρωτογενές σήµα στην προσαρµοστικότητα του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού δύναται να αποτελεί ένα κοµβικό αιτιόκρατο όσον 

αφόρα τις συνθήκες που προσοµοιάζει ο µηχανισµός της µετα-µεταγραφικής σίγησης 

γονιδίων στην φυσιολογία των ανώτερων φυτικών οργανισµών. 
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Μελλοντικές προοπτικές 

 
     Βασιζόµενοι στα πειραµατικά µας ευρήµατα, in vitro µετρήσεις που θα αφορούν 

τη γραµµική ροή ηλεκτρονίων καθώς και τον λόγο ΑΤP/NADPH στους 

εξεταζόµενους τύπους φυτών κρίνονται απαραίτητες προς εδραίωση ή τροποποίηση 

του προτεινόµενου µοντέλου δράσης του φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε κατάσταση 

ενεργοποίησης του µηχανισµού µετα-µεταγραφικής σίγησης γονιδίων. Η 

οξειδοαναγωγική κατάσταση του κυτοχρώµατος b6f και η κατάσταση 

φωσφορυλίωσης του LHCII (state transitions) αποτελούν επιµέρους ερωτήµατα τα 

οποία εάν απαντηθούν θα συµπληρώσουν την όλη εικόνα σχετική µε το θέµα.       

Πειράµατα αγροεµποτισµού προς επαγωγή της RNA σίγησης σε φυτά 16c GFP 

Νicotiana benthamiana µε παράλληλο εµποτισµό του φυλλικού ιστού µε πουτρεσίνη 

θα δρούσαν καταλυτικά στην αποσαφήνιση του ερευνητικού αυτού θέµατος, αφού η 

συγκεκριµένη πολυαµίνη αυξάνει σηµαντικά την απόδοση της διαδικασίας της 

φωτοφωσφορυλίωσης (Ιοannidis et al., 2006). 
     Aπό εξελικτική σκοπιά, η χρήση ειδικών αναστολέων τόσο της αναπνευστικής 

αλυσίδας των µιτοχονδρίων όσο και της φωτοσυνθετικής αλυσίδας των 

χλωροπλαστών θα µας έδινε την πηγή του παρεχόµενου ΑΤP στο µονοπάτι σίγησης. 

Η αποσαφήνιση της αναγκαιότητας και κατανάλωσης του ΑΤP στα επιµέρους 

βήµατα του µοναπατιού σίγησης στα φυτά ως προς την βιοχηµεία του, θα µας 

προσέφερε τη δυνατότητα να εξετάσουµε κατά πόσο η εξελικτική φυλογένεση του 

µηχανισµού ανάµεσα σε διαφορετικούς ευκαρυωτικούς µηχανισµούς τείνει να 

διαφυλάσσεται ή όχι [λ.χ. η ενεργότητα του συµπλόκου RISC στην Drosophila 

melanogaster  είναι  ΑΤP-εξαρτώµενη (Tomari et al., 2004; Tomari and Zamore, 

2005) ενώ δεν συµβαίνει το ίδιο µε τον ανθρώπινο οργανισµό (Maniataki and 

Mourelatos, 2005)].  

     Η διερεύνηση τόσο των µεταγραφικών όσο και των πρωτεϊνικών επιπέδων των 

βασικών φωτοσυνθετικών υποσυµπλόκων θα µας έδινε απάντηση στο αν οι 

παρατηρούµενες αλλαγές στο φωτοσυνθετικό µηχανισµό αφορούν µακροπρόθεσµες 

προσαρµοστικότητες εκτός από τις βραχυπρόθεσµες υπό συζήτηση που 

παρουσιάζονται στην παρούσα εργασία, σε συνάρτηση µε την πιθανή αντίστοιχη 

µεταγωγή σινιάλων (Surpin et al., 2002; Scheibe et al., 2005; Baier and Dietz, 2005), 

(επικοινωνία χλωροπλάστη-πυρήνα και ενεργές µορφές οξυγόνου). 
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     Πρόσφατα πειραµατικά δεδοµένα µαρτυρούν εποχική διαφοροποίηση στα επίπεδα 

των µικρών RNAs (ποιοτική και ποσοτική διαφοροποιήση όσον αφορά τις τάξεις 

µεγέθους 20 nt και 25 nt siRNAs) στο χυµό του φλοιώµατος σε διάφορα φυτά, τα 

οποία αποδίδονται πιθανότατα σε ανάλογες εποχικές διαφοροποιήσεις ως προς την 

ανάπτυξη και αντιική άµυνα των φυτών (Yoo et al., 2004).    

     Έτσι µία άµεση µελλοντική προοπτική θα ήταν η αντίστοιχη σύγκριση των 

επιπέδων των µικρών RNAs (ποιοτικά και ποσοτικά πρότυπα-µοτίβα) κάτω από 

διαφορετικές συνθήκες φωτισµού (ένταση ή/και ποιότητα φωτός), αποµονώνοντας 

όµως την επίδραση της θερµοκρασίας σε αντίθεση µε την παραπάνω έρευνα. Eπίσης, 

ο σχηµατισµός διαφορετικών τύπων µικρών RNAs από διαφορετικές οµόλογες Dicers 

στα φυτά (Ταng et al., 2003) (οι Dicer 1 και Dicer 3 είναι υπεύθυνες για την 

παραγωγή τάξης µεγέθους 21 nt και 24 nt siRNAs; Qi et al., 2005), καθώς επίσης και 

οι διαφορετικές κινητικές ενεργότητας των αντίστοιχων ενζύµων παρουσία/απουσία 

ΑΤP (ΑΤP εξαρτώµενη Dicer1 και ΑΤP-ανεξάρτητη Dicer 3; Qi et al., 2005), µας 

υποχρεώνει να ελέγξουµε τα µετάγραφα και τις ενεργότητες αυτών των βασικών 

ενζύµων-κλειδιών του µηχανισµού στην πειραµατική µας δοµή. Επιπλέον, η 

εξάρτηση ενός µέλους της οικογένειας των Αργοναυτών από το φώς (ΑGO1), (Sorin 

et al., 2005) µας υποδεικνύει να σχεδιάσουµε ανάλογα πειράµατα για την Αgo1 

καθώς θα ήταν ενδιαφέρον και η περίπτωση της RNA-εξαρτώµενης πολυµεράσης 

στην οποία αποδίδεται ο ρόλος του πολλαπλασιασµού και ενίσχυσης του σήµατος 

σίγησης. 
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