
Εισαγωγή 
 
 
 

Η φωτοσύνθεση είναι η διαδικασία εκείνη που εξασφαλίζει την συνεχή 

ροή ενέργειας στην βιόσφαιρα, είναι ο µηχανισµός µετατροπής της ηλιακής 

ενέργειας σε χηµική και στη συνέχεια σε οργανική ύλη. Ειδικά ο σχηµατισµός 

των χλωροφυλλών µάλλον  αποτελεί την µεγαλύτερη βιοσυνθετική διαδικασία  

στη γη και εκτιµάται σε πάνω από 1010  metric tn ετησίως [Henry et al., 1987]. 

Η ενέργεια αυτή των “παραγωγών” οργανισµών, εξασφαλίζει τη διατήρηση 

των ανώτερων τροφικών επιπέδων του γήινου οικοσυστήµατος τα οποία 

συγκροτούνται από οργανισµούς που µπορούν µόνο να µεταβολίσουν 

οργανική ύλη (“καταναλωτές”) και όχι να τη συνθέσουν από ανόργανη όπως 

οι φωτοσυνθετικοί οργανισµοί.  

 Ο χλωροπλάστης είναι το κατεξοχήν οργανίδιο της φωτοσύνθεσης και 

οφείλει το όνοµα του αλλά και τις ιδιότητες του κυρίως στις πράσινες 

χρωστικές (χλωροφύλλες) που συσσωρεύει. Η δοµή ενός ώριµου 

χλωροπλάστη φαίνεται στο σχήµα 1. 
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Το οργανίδιο αυτό εκτός από το διπλό µεµβρανικό φάκελλο που το  

περιβάλλει έχει και ένα άλλο εσωτερικό σύστηµα µεµβρανών. Πιο 

συγκεκριµένα, στο χλωροπλάστη απαντάται ένα σύστηµα συζευγµένων 

µεµβρανών, τα θυλακοειδή, το οποίο περιβάλλεται από το “θεµελιώδες” υλικό, 

το στρώµα. Οι µεµβράνες των θυλακοειδών σχηµατίζουν grana (όταν 

στοιβάζονται πυκνά) και τις διαχωρίζουµε από τα θυλακοειδή στρώµατος που 

δεν σχηµατίζουν πυκνές στοιβάδες. Στο στρώµα αφοµοιώνεται το CO2 

(“σκοτεινές” αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης), ενώ στα θυλακοειδή λαβαίνουν 

χώρα τόσο η φωτόλυση του νερού, όσο και η αναγωγή του ΝΑDP, “φωτεινές” 

αντιδράσεις). Ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός αποτελείται από τέσσερα 

πολυµερή σύµπλοκα, το φωτοσύστηµα ΙΙ (PS II), το κυτόχρωµα b6f (Cyt b6f), 

το φωτοσύστηµα Ι (PS I) και την συνθάση του ΑΤΡ (σχήµα 3). Ενώ το 

σύµπλοκο του PS II βρίσκεται κυρίως στα θυλακοειδή των grana, το PS I και η 

ATP συνθάση εντοπίζονται κυρίως στα θυλακοειδή του στρώµατος. Παρ’ ότι 

τα φωτοσυνθετικά σύµπλοκα βρίσκονται σε διαφορετικά σηµεία των 

θυλακοειδών µεµβρανών, λειτουργούν συντονισµένα, σαν µια µονάδα. Το 

παρακάτω σχήµα παρουσιάζει το είδος και τη σχετική σειρά των βιοχηµικών 

ενδιαµέσων που συµβάλλουν στην απορρόφηση της ενέργειας του φωτός και 

στην µετατροπή της σε χηµική ενέργεια. 

 
 

Σχήµα 2.  Η αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων από το νερό στο NADPH. 
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Σχήµα 3. Λεπτή δοµή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

 

Η ανάπτυξη του χλωροπλάστη (παρουσία ή απουσία φωτός) 

 
 Η διαδικασία µετάβασης του πλαστιδίου από το στάδιο του µη 

λειτουργικού φωτοσυνθετικά οργανιδίου (ωχροπλάστης) στην τελική µορφή 

της πλήρους ωρίµανσης και κατά συνέπεια λειτουργικότητας (χλωροπλάστης) 

ορίζεται ως η αναπτύξη του χλωροπλάστη. Στο σχήµα 4 φαίνονται τα στάδια 

της µετάβασης του οργανιδίου από την ανώριµη στην ώριµη κατάσταση. Πιο 

αναλυτικά, οι ωχροπλάστες των αγγειόσπερµων φυτών δεν έχουν θυλακοειδή  

αλλά οµάδες  σωληνοειδών σχηµατισµών κυκλικής διάταξης και µεµβρανικής 

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

επιµηκυσµένες µεµβράνες (προθυλακοειδή) που εκτείνονται µεταξύ του 

χλωροπλαστικού φακέλλου και των παραπάνω σωµατίων. Αντίθετα 

υπάρχουν οργανισµοί όπως είναι τα πράσινα φύκια και τα γυµνόσπερµα φυτά 

που τα πλαστίδια τους ωριµάζουν ως το στάδιο του χλωροπλάστη ακόµη και 

απουσία φωτός και συνεπώς δεν εµφανίζουν δοµές αντίστοιχες των 

προελασµατοειδών σωµατίων. Η βιοσύνθεση των χλωροφυλλών στα 

αγγειόσπερµα σταµατά στο επίπεδο του πρωτοχλωροφυλλιδίου και µόνο 

µέσω φωτισµού µπορεί αυτό το ενδιάµεσο του βιοσυνθετικού µονοπατιού να 

µετατραπεί σε χλωροφυλλίδιο και στη συνέχεια σε χλωροφύλλη [Ruediger και 

Schoch, 1988, Senger και Brinkmann, 1986].  Γενικά, η βιοσύνθεση των 

χλωροφυλλών (δηλαδή η αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε 

χλωροφυλλίδιο) συνδυάζεται µε τον µετασχηµατισµό των προελασµατοειδών  
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Σχήµα 4. Η ανάπτυξη του χλωροπλάστη. 
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σωµατίων σε πιο επιµηκυσµένες δοµές ώσπου να σχηµατιστούν τα 

θυλακοειδή και τα grana. [Wellburn et al., 1980]. Τούτη η µετάβαση µπορεί να 

διεκπεραιωθεί  τόσο παρουσία φωτός (φωτοανάπτυξη) όσο και στο σκοτάδι. 

Τα αγγειόσπερµα στο σκοτάδι και τα µεταλλάγµατα pet 340 Arabidopsis 

thaliana [Lebedev et al., 1995], y-1 Chlamydomonas reinhardtii [Wang et al., 

1977], C-2Α΄ Scenedesmus obliquus [Oh-hama and Hase 1980, Senger and 

Brinkmann 1986], Chlorella pyrenoidosa g-1 [Galling 1978] εµφανίζονται 

χλωρωτικά αφού έχουν ωχροπλάστες, ενώ τα γυµνόσπερµα και τα πράσινα 

φύκη είναι πρασίνα και στο σκοτάδι αφού έχουν χλωροπλάστες. Η 

βιοσύνθεση της χλωροφύλλης ξεκινά από το γλουταµικό, µέσω ενός 

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

δεκαπέντε ενζυµικά βήµατα [Wettstein at al., 1995; Reinbothe S. and 

Reinbothe C., 1996] (σχήµα 5). 
 

 
 

Σχήµα 5. Στο σχήµα φαίνεται η πορεία βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης καθως 
και ο ρόλος-κλειδί του πρωτοχλωροφυλλιδίου (από Doernemann et al., 1989). 

 
Όλα τα βιοσυνθετικά βήµατα του µονοπατιού µέχρι τον σχηµατισµό του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου λαµβάνουν χώρα και στο σκοτάδι [Senger και 

Brinkmann 1980] µε αποτέλεσµα την συσσώρευση του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου στους ωχροπλάστες. Ένα από τα κύρια στάδια στη 

βιοσύνθεση της χλωροφύλλης αποτελεί η αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου (Pchlide) σε χλωροφυλλίδιο (Chlide) (σχήµα 6). Στο 

στάδιο αυτό, ένας από τους πυρρολικούς δακτυλίους (D δακτύλιος) του 
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µορίου του Pchlide, ανάγεται µε τη βοήθεια του ενζύµου Pchlide 

oxidoreductase (POR), στις θέσεις 17 και 18, σχηµατίζοντας το Chlide. Η 

αναγωγή αυτή ρυθµίζεται άµεσα από το φως [Griffiths et al., 1978 Apel et al,. 

1980]. Ειδικά για το µετάλλαγµα C-2A΄ έχει βρεθεί ότι µειώνοντας την 

θερµοκρασία επώασης από τους 33οC στους 15-20οC το 

πρωτοχλωροφυλλίδιο µπορεί να αναχθεί και στο απόλυτο σκοτάδι. Στους 

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

φθάνει µόνο το 13% της φωτοεξαρτώµενης βιοσύνθεσης χλωροφυλλών. Εχει 

προταθεί ότι η αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου οφείλεται σε µία αλλαγή 

στερεοδιαµόρφωσης της οξειδοαναγωγάσης του λόγω της µείωσης της 

θερµοκρασίας (Oh-Hama et al 1987). 

 
 
Σχήµα 6. Αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο. Η 

αντίδραση καταλύεται από την οξειδοαναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου (από 
Fujita Y., 1995).  

 

 Αυτή η ενζυµική διαδικασία περιλαµβάνει πολλά, αλλά σύντοµα, 

βήµατα, στη διάρκεια των οποίων συµβαίνει εναλλαγή διαφόρων ενδιαµέσων, 

µέχρι να σχηµατιστεί το τελικό, σταθερότερο Chlide, το οποίο στη συνέχεια µε 

την προσθήκη µιας φυτόλης θα δώσει τη χλωροφύλλη. Στο σχήµα 7 

απεικονίζονται τα διαφορετικά αυτά στάδια όπως προτάθηκαν από τους 

Schulz και Senger (1993). 
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Σχήµα 7. Η φωτοµετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο (Ε, 

protochlorophyllide oxidoreductase). Τα µήκη κύµατος που σηµειώνονται αναφέρονται 
στις διαφορετικές φασµατικές µορφές των χρωστικών (Από Schulz and Senger, 1993) 
 

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

το πότε θα ωριµάσει το οργανίδιο. Οι Brinkmann και Senger  το 1980 

δηµοσίευσαν ότι το φάσµα δράσης για την αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο είναι σχεδόν πανοµοιότυπο µε το 

φάσµα απορρόφησης του πρωτοχλωροφυλλιδίου οπότε το πρωτο-

χλωροφυλλίδιο είναι ο πρωτογενής φωτοϋποδοχέας που ενεργοποιεί την ίδια 

του την φωτοµετατροπή. Προτάθηκε λοιπόν ότι το ίδιο το 

πρωτοχλωροφυλλίδιο είναι ο φωτοϋποδοχέας γι’αυτή τη µετατροπή του 

ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη.  

Με την έναρξη της βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης (φωτοµετατροπή 

του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο) αρχίζει και η µεταγραφή και 

µετάφραση πυρηνικών και χλωροπλαστικών γονιδίων που κωδικοποιούν 

πρωτεΐνες του φωτοσυνθετικού µηχανισµού [Barkan et al., 1995; Morishige 

D.T., 1995].Ύστερα από µεταφραστικές και µετα-µεταφραστικές τροπο-

ποιήσεις, οι πρωτεΐνες αυτές δεσµεύουν µόρια χλωροφύλλης και αποκτούν 

κατάλληλη διαµόρφωση ώστε να επιτραπεί η ενσωµάτωσή τους στις 

µεµβράνες των θυλακοειδών [Paulsen, 1997]. Η διαδικασία αυτή είναι στενά 

συνδεδεµένη µε την βιογένεση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού και την 

ανάπτυξη του χλωροπλάστη [Mullet 1988, Tanaka et al,.1991, Hachtel και 

Friedmann 1993]. Για την περίπτωση της φωτοανεξάρτητης αναγωγής του 
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πρωτοχλωροφυλλιδίου έχουν γίνει ήδη κάποιες έρευνες από τους Oh-Hama 

et al (1987) και κατέληξαν στο ότι µεµβράνες προθυλακοειδών από κύτταρα 

που αναπτύχθηκαν στους 20ο C εµφανίζουν ικανότητα αναγωγής του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο ενώ δεν ισχύει το ίδιο για κύτταρα 

που επωάστηκαν σε υψηλότερες θερµοκρασίες (30ο C). Οι ίδιοι ερευνητές 

προτείνουν ότι είτε υπάρχει κάποιος ενεργοποιητής της NADPH:POR ή είτε 

υπάρχει ένα άλλο ενζυµικό σύστηµα που ενεργοποιείται από τις χαµηλές 

θερµοκρασίες όπως από το φως. 

Η οξειδοαναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου: Η  αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο µπορεί να  καταλυθεί 

φωτοεξαρτώµενα ή φωτοανεξάρτητα. Η φωτοεξαρτώµενη επιτελείται από το 

ένζυµο LPOR (light depedent protochlorophyllide oxidoreductase: 

οξειδοαναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου)[Griffiths et al., 1978 Apel et al,. 

1980].Το LPOR αποτελείται από µια πολυπεπτιδική αλυσίδα και υπάρχει σε 

µεγάλα ποσά στους ωχροπλάστες, σαν σύµπλοκο µε τα δύο υποστρώµατά 

του, το NADPH και το Pchlide. Το ίδιο το Pchlide που βρίσκεται δεσµευµένο 

στο ένζυµο λειτουργεί και σαν φωτοϋποδοχέας για την αντίδραση της 

αναγωγής του. Με απορρόφηση της φωτεινής ενέργειας από το Pchlide, το 

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

µε τη βοήθεια του ενζύµου, ανάγεται από το NADPH σχηµατίζοντας Chlide, το 

οποίο δίνει άµεσα τη χλωροφύλλη. Έχει προταθεί ότι η LPOR είναι µια 

φλαβοπρωτεΐνη. Εντούτοις, ο ρόλος του FAD στην αντίδραση που καταλύει το 

ένζυµο παραµένει άγνωστος. 

Το γονίδιο του ενζύµου είναι πυρηνικό. Η LPOR συντίθεται σαν 

πρόδροµο µόριο, µε µια αµινοτελική ουρά που λειτουργεί σαν oδηγό-πεπτίδιο 

για την εισαγωγή του ενζύµου στα πλαστίδια. Έχουν ταυτοποιηθεί δύο 

ισοένζυµα της LPOR, το POR-A και το POR-B. Σε γενικές γραµµές φαίνεται 

πως τα δύο ισοένζυµα έχουν λειτουργικές διαφορές µεταξύ τους: σε 

ωχροπλάστες η POR-A υπάρχει σε µεγάλες ποσότητες, ενώ µε την έναρξη 

του φωτισµού η ενεργότητά της µειώνεται για να εξαφανιστεί µέσα σε 24 ώρες 

[διασπάται µέσω µιας φωτοεπαγώµενης πρωτεάσης [Apel et al., 1995]. Η 

POR-B παραµένει σε µικρότερο, αλλά σταθερό επίπεδο καθ’ όλη τη διάρκεια 

του πρασινίσµατος των φυτών [Armstrong et al., 1995, Hiltorf et al., 1995]. Η 

είσοδος της pPOR-A στα πλαστίδια εξαρτάται από την ύπαρξη του Pchlide 
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(αύξηση του ενδογενούς Pchlide αυξάνει την είσοδο του ενζύµου στο 

χλωροπλάστη) [Reinbothe et al., 1997], ενώ η pPOR-B εισέρχεται στον 

χλωροπλάστη άσχετα µε την παρουσία ή απουσία του Pchlide. Επίσης η 

POR-A εντοπίζεται στα προελασµατοειδή σωµάτια των ωχροπλαστών και στα 

προθυλακοειδή, ενώ η POR-B  στον µεµβρανικό φάκελο ωχρο- και χλωρο-

πλαστών [Armstrong et al., 1995). 

Η φωτοανεξάρτητη κατάλυση επιτελείται από το ένζυµο DPOR (dark 

protochlorophyllide oxidoreductase). Πολύ λιγότερες πληροφορίες είναι 

γνωστές σχετικά µε την DPOR. Μέχρι στιγµής έχουν αποµονωθεί τρία 

χλωροπλαστικά γονίδια (chlL, chlN, chlB) [Fujita Y., 1996], που είναι βασικά 

για τη λειτουργία της DPOR, καθώς και έξι πυρηνικοί γενετικοί τόποι (y1, y5, 

y6, y7, y8, και y10, στην Chlamydomonas reinhardtii) [Ford C., Wang W., 

1980], τα οποία επηρεάζουν την ενεργότητα του ενζύµου. Πάντως, οι 

λειτουργίες των γενετικών τόπων y είναι ακόµα ασαφείς, αν και µάλλον 

ενέχονται είτε στη ρύθµιση της έκφρασης των τριών χλωροπλαστικών 

γονιδίων ή στη βιοσύνθεση κάποιου/ων συµπαράγοντα/συµπαραγόντων, 

παρά αποτελούν δοµικά στοιχεία του ενζύµου. 

Οι υποµονάδες της DPOR έχουν οµοιότητες αλληλουχίας µε τις 

νιτρογενάσες. Η ενεργότητα του ενζύµου, σε δύο περιπτώσεις που 

µελετήθηκε, βρέθηκε να εξαρτάται από το NADPH. Σηµαντικό είναι επίσης ότι 

θετικά ιόντα (Ca2+) αυξάνουν την ενεργότητά του.  

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

περιέχουν τρείς φασµατοσκοπικά διαφορετικές µορφές του συµπλόκου του 

Pchlide [Schulz R. and Senger H., 1993; Sundqvist and Dahlin, 1997]: 

Pchlide628-632, Pchlide636-657, και Pchlide650-657. Τα δύο τελευταία (Pchlide636-657, 

και Pchlide650-657) αποτελούν σύµπλοκο µε την POR, και µε το φως ανάγονται 

εύκολα σε Chlide, ενώ το πρώτο (Pchlide628-632), που είναι και η ελεύθερη 

χρωστική, δεν ανάγεται. Η ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής του ενζύµου 

POR έδειξε, ότι υπάρχουν κάποιες συντηρηµένες κυστεΐνες, οι οποίες παίζουν 

ρόλο στη δέσµευση του Pchlide, καθώς και στην κατάλυση της 

φωτοεξαρτώµενης αναγωγής του [Begley et al., 1989]. Επίσης το µόριο έχει 

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

είναι αρκετά µεγάλη σε µήκος ώστε να διαπερνά τη µεµβράνη. Έτσι, 
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πιστεύεται ότι το ένζυµο βρίσκεται στενά συνδεµένο µε τη µεµβράνη, αλλά δεν 

είναι διαµεµβρανικό [Birve et al., 1996]. 

O ρόλος των πολυαµινών στον σχηµατισµό του φωτοσυνθετικού 
µηχανισµού 
 
 Ο όρος «πολυαµίνες» περιλαµβάνει έναν µεγάλο αριθµό οργανικών 

µορίων µε περισσότερες της µιας αµινοµάδες. Απ’ αυτά τα µόρια, κάποια 

συναντώνται συχνότερα ή βρίσκονται σε µεγαλύτερες ποσότητες στα κύτταρα 

απ’ ότι κάποια άλλα. Από τις συνηθέστερα αναφερόµενες είναι οι τρεις κύριες 

πολυαµίνες, πουτρεσίνη (Put), σπερµιδίνη (Spd) και σπερµίνη (Spm) (σχήµα 

8): 

Put = 1,4-butanediamine  [Putrescine] 

Spd = N1-(3-aminopropyl)-1,4-butanediamine  [Spermidine] 

Spm = N1,N4-bis(3-aminopropyl)-1,4-butanediamine  [Spermine] 

  
Σχήµα 8. Σχηµατική αναπαράσταση της µοριακής δοµής των κύριων 
πολυαµινών [Seiler et. al, 1997] . 

Γενικά, οι πολυαµίνες είναι πολυκατιοντικά µόρια υπό φυσιολογικές 

συνθήκες. Η δράση τους σε πολλές περιπτώσεις φαίνεται να οφείλεται στο 

φορτίο τους. Τα πρωτόνιά τους ευνούν τον σχηµατισµό ηλεκτροστατικών 

δυνάµεων µε τις οποίες προσδένονται σε νουκλεϊκά οξέα [Flink and Pettijohn, 
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1975], πρωτεΐνες [Apelbaum et al., 1988] και φωσφολιπίδια [Chapel et al., 

1984]. Έχει επίσης αναφερθεί και ο σχηµατισµός οµοιοπολικών δυνάµεων 

µεταξύ πολυαµινών και πρωτεϊνών.  

 Ειδικότερα στα φυτά, ο ρόλος των πολυαµινών, καθ’ όσον έχει 

µελετηθεί µέχρι σήµερα, εκτείνεται σε ένα επίσης µεγάλο εύρος διαδικασιών, 

µεταξύ των οποίων αναφέρονται η κυτταρική διαίρεση [Martin-Tanguy, 1997], 

η µορφογένεση [Masgrau et al., 1997], ο γηρασµός [Rastogi  1991; Borell et 

al., 1997] και η απόκριση σε περιβαλλοντικές συνθήκες όπως το stress  

[Galston et al., 1996]. Σε κυτταρικό επίπεδο, οι λειτουργίες αυτές 

µεταφράζονται σε σταθεροποίηση µεµβρανών, παρεµποδισµό της απώλειας 

χλωροφύλλης σε γηρασµένα κύτταρα, ανίχνευση και καταστροφή των 

ελεύθερων ριζών (π.χ. υπεροξειδικές ρίζες) [Bors  et al., 1989], αύξηση της 

σύνθεσης πρωτεϊνών, RNA και DNA [Kuehn et al., 1979], καθώς και αύξηση 

της µιτωτικής δραστηριότητας [Tiburcio et al., 1993; Walden et al., 1997]. 

Επίσης, παρεµποδίζουν την αύξηση της ενεργότητας, καθώς και την de novo 

σύνθεση υδρολυτικών ενζύµων, όπως οι RNΑάσες και οι πρωτεάσες, και 

ελέγχουν τη βιοσύνθεση του αιθυλενίου στο επίπεδο της ACC συνθάσης 

[Tiburcio et al., 1997]. 

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

φωτοσυνθετικό µηχανισµό, δόθηκε µετά από ανίχνευσή τους στους 

χλωροπλάστες διαφόρων φωτοσυνθετικών οργανισµών (Euglena gracilis 

[Bagni and Serafini-Fracassini, 1973], Helianthus tuberosus [Torrigiani et al., 

1986], spinach [Kotzabasis et al., 1993], Zea mays [Andreadakis and 

Kotzabasis, 1995]). Λεπτοµερέστερη έρευνα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

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

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

ότι οι πολυαµίνες βρίσκονται συνδεµένες σε υποσύµπολοκα του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού, όπως το LHC και το PS II. Ο πυρήνας (PS II-

core) και το κέντρο αντίδρασης του φωτοσυστήµατος ΙΙ, περιέχουν πρωτίστως 

την τετραµίνη Spm, σε µεγάλη συγκέντρωση [Kotzabasis et al., 1993]. 

 Ο Del Duka και οι συνεργάτες του (1994), έδειξαν ότι υπάρχει 

ενδοπλαστιδιακή τρανσγλουταµινάση, η οποία καταλύει και την σύζευξη των 

πολυαµινών, στις µεµβράνες των θυλακοειδών και στις πρωτεΐνες του 

στρώµατος, ενεργοποιείται από το φως, και από ιόντα Ca2+. Υποστρώµατα 
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αυτού του ενζύµου αποτελούν οι αποπρωτεΐνες του συµπλόκου της κεραίας 

χλωροφύλλης α/β (LHC II, CP 24, CP 26, CP 29), καθώς και η µεγάλη 

υποµονάδα της Rubisco. 

 Οι ενθαρρυντικές αυτές ενδείξεις απαίτησαν, όπως ήταν φυσικό, µια 

πιο προσεκτική έρευνα, η οποία ξεκίνησε µε την διερεύνηση του τρόπου 

δράσης των πολυαµινών. Στο πλαίσιο αυτό, µε εξωγενή ρύθµιση του 

επιπέδου των πολυαµινών (προσθήκη εξωγενών πολυαµινών και χρήση 

αναστολέων της βιοσύνθεσής τους) βρέθηκε, ότι διαφοροποίηση του 

επιπέδου των πολυαµινών (µείωση της πουτρεσίνης ή αύξηση της σπερµίνης)  

παρεµποδίζει την αποδόµηση πρωτεϊνών και την απώλεια χλωροφύλλης και 

σταθεροποιούν τις µεµβράνες των θυλακοειδών [Besford et al., 1993]. 

Πρωτεΐνες στις οποίες εντοπίστηκε κυρίως αυτή η δράση των πολυαµινών, 

είναι οι D1, D2, Cyt f και η µεγάλη υποµονάδα της Rubisco. 

 Πολλά από τα πειράµατα, στη συνέχεια, έγιναν µε το µονοκύτταρο 

χλωροφύκος Scenedesmus obliquus και το µεταλλαγµένο του στέλεχος, C-

2A’, το οποίο έχει όµοια συµπεριφορά µε τα αγγειόσπερµα φυτά και ως εκ 

τούτου παρέχει ένα µοναδικό σύστηµα επιµέρους µελέτης της 

φωτοεξαρτώµενης και της φωτοανεξάρτητης δράσης του ενζύµου POR. Έτσι, 

µείωση της Put (µε χρήση αναστολέα της σύνθεσης) στο µετάλλαγµα C-2A’, 

παρεµπόδισε τη δράση και των δύο τύπων του ενζύµου POR (LPOR και 

DPOR) [Beigbeder et al., 1995]. Αντίστοιχα, µείωση του ενδοκυτταρικού 

επιπέδου της Spd και της Spm, είχε επίδραση µόνο στην φωτοεξαρτώµενη 

βιοσύνθεση της χλωροφύλλης (ένζυµο LPOR) [Beigbeder et al., 1995]. Τα 

δεδοµένα αυτά, συµφωνούν µε προηγούµενη αναφορά, κατά την οποία, σε 

συγχρονισµένες καλλιέργειες του χλωροφύκους, το µέγιστο των συζευγµένων 

πολυαµινών στον κυτταρικό κύκλο, εµφανίζεται ταυτόχρονα µε την µέγιστη 

φωτοσυνθετική δραστηριότητα [Kotzabasis and Senger, 1994]. 

 Παρόµοιοι µηχανισµοί φαίνεται να δρουν και σε άλλους τύπους 

φωτοσυνθετικών οργανισµών, αφού αντίστοιχες µελέτες έδειξαν ότι στο 

καλαµπόκι, το επίπεδο των πολυαµινών είναι αυξηµένο στους ωχροπλάστες 

και µειώνεται σταδιακά κατά την πορεία φωτοανάπτυξής τους σε 

χλωροπλάστες. Ταυτόχρονα, µειώνεται η ενεργότητα των κύριων βιοσυν-

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

ενεργότητα του κύριου ενζύµου για τον καταβολισµό, της DAO [Andreadakis 
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and Kotzabasis, 1996]. Αυτή η αποδόµηση των πλαστιδιακών πολυαµινών, 

ίσως θα µπορούσε να εξηγηθεί µε την υπόθεση ότι οι πολυαµίνες, κατά τη 

διάρκεια της φωτοµετατροπής του ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη, 

εξυπηρετούν ως πηγή αζώτου για τη βιοσύνθεση της χλωροφύλλης και 

πρωτεϊνών. Το συµπέρασµα αυτό ενισχύεται από το γεγονός, ότι οι 

πολυαµίνες, µε τη δράση συγκεκριµένων τρανσαµινασών, µπορούν να 

δώσουν αµινοµάδες σε α-κετοοξέα, για τη σύνθεση των αµινοξέων [Tabor and 

Tabor, 1972], ενώ, ειδικά η Put, µε τη δράση µιας αµινοτρανσφεράσης, δίνει 

µια αµινοµάδα στο α-οξογλουταρικό οξύ, σχηµατίζοντας έτσι το γλουταµικό 

οξύ, το οποίο αποτελεί πρόδροµο της βιοσύνθεσης των χλωροφυλλών [Askar 

and Treptow 1986]. Πρόσφατες µελέτες των Kotzabasis et al (1999) 

καταλήγουν στο ότι τα ενδοκυτταρικά επίπεδα πολυαµινών φωτορυθµίζονται. 

Μάλιστα προτείνουν ότι δύο συστήµατα φωτοϋποδοχέων για αυτή την 

ρύθµιση: έναν φωτοϋποδοχέα κυανού φωτός (πρωτοχλωροφυλλίδιο) ο 

οποίος ρυθµίζει την µείωση των πολυαµινών κατά την ωρίµανση του 

χλωροπλάστη και έναν υποδοχέα ερυθρού/κυανού φωτός (κέντρο αντίδρασης 

φωτοσυστήµατος ΙΙ) για την ρύθµιση της αύξησης των πολυαµινών στα 

πράσινα κύτταρα. Μολονότι,  η φωτοανάπτυξη του χλωροπλάστη και η 

µείωση των πολυαµινών πιθανόν να έχουν τον ίδιο πρωτογενή 

φωτοϋποδοχέα φαίνεται ότι η µείωση των πολυαµινών δεν συµµετέχει άµεσα 

στην αλυσίδα µεταφοράς σήµατος ενώ φαίνεται να συµµετέχουν 

ετεροτριµερείς G-πρωτεϊνες. Ο πιο πιθανός ρόλος για την επίδραση των 

πολυαµινών στην ωρίµανση του χλωροπλάστη αφορά την σταθεροποίηση 

του φωτοσυνθετικού µηχανισµού µέσω της αυξοµείωσης των επιπέδων τους.  

 Όλα τα παραπάνω, συνεπώς, συνηγορούν στην ανάληψη ενός ζωτικού 

ρόλου από τις πολυαµίνες στους χλωροπλάστες, και στη διαδικασία 

φωτοανάπτυξης αυτών.  

Για το λόγο αυτό, δροµολογήθηκε η παρούσα έρευνα, η οποία σκοπό 

έχει, να εξετάσει την επίδραση του επιπέδου των πολυαµινών στη 

φωτοελεγχόµενη και φωτοανεξάρτητη µετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

σε χλωροφυλλίδιο  και στην ανάπτυξη του χλωροπλάστη. 
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Υλικά και µέθοδοι 
 

 
 

Οργανισµός και συνθήκες καλλιέργειας  
 
 Στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε το µετάλλαγµα C-2A΄ του 

χλωροφύκους Scenedesmus obliquus. H φυλογενετική του ταξινόµηση είναι η 

εξής: 

 Οικογένεια : Χλωροφύκη (Chlorophyceae) 

 Γένος        : Scenedesmus 

 Υπογένος  : Acutodesmus 

 Είδος         : Obliquus 

 

 Ο οργανισµός αυτός είναι µονοκύτταρος ευκαρυωτικός, µε διάµετρο 

κυττάρου περίπου 2 µm. Ο κύκλος ζωής του διαρκεί γύρω στις 20 ώρες. Στη 

διάρκεια αυτή, διαιρείται µία φορά δίνοντας 8 θυγατρικά κύτταρα, τα οποία 

µόλις σχηµατιστούν πλήρως, αποκόπτονται µεταξύ τους (δεν σχηµατίζουν 

κοινόβια). Εξελικτικά, βρίσκεται πολύ κοντά στα άλλα δύο γνωστά, στο 

ερευνητικό πεδίο, φύκη, τη Χλαµυδοµονάδα (Chlamydomonas) και τη 

Χλωρέλλα (Chlorella). 

 Πρόκειται για ευκαρυωτικό φωτοσυνθετικό οργανισµό που παράγει 

οξυγόνο κατά τη φωτοσύνθεσή του. Όσον αφορά τα χαρακτηριστικά της 

φωτοσυνθετικής του δραστηριότητας, µοιάζει µε τα γυµνόσπερµα φυτά: ο 

άγριος τύπος (wt), έχει την ικανότητα βιοσύνθεσης της χλωροφύλλης και στο 

σκοτάδι, όπως και στο φως. ∆ηλαδή, ακόµα και σε ετερότροφες συνθήκες, 

έχει διαµορφωµένους χλωροπλάστες και ενεργά φωτοσυστήµατα Ι και ΙΙ (εφ’ 

όσον του παρέχεται κάποια πηγή οργανικού άνθρακα στο θρεπτικό µέσο). 

 Πολύ µεγάλη βοήθεια στην έρευνα της Φωτοσύνθεσης, έχει προσφέρει 

η δηµιουργία µεταλλαγµένων στελεχών των φωτοσυνθετικών οργανισµών. Το 

µεταλλαγµένο στέλεχος του Scenedesmus obliquus, που χρησιµοποιήθηκε 

στην παρούσα µελέτη, είναι το C-2Α΄: Προέκυψε το 1972 µετά από 

ακτινοβόληση του άγριου τύπου (Βishop 1972) και συµπεριφέρεται όπως και 

τα αγγειόσπερµα φυτά. Τα πλαστίδια του C-2A’ στο σκοτάδι είναι όµοια µε 

τους ωχροπλάστες των ανώτερων φυτών µε  σχηµατισµούς 
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προελασµατοειδών σωµατίων και προθυλακοειδών. Η βιοσύνθεση της 

χλωροφύλλης σταµατάει στο επίπεδο του πρωτοχλωροφυλλιδίου, και φυσικά 

δεν έχει ενεργό φωτοσυνθετικό µεχανισµό. Με την έκθεση του στο φως 

µετατρέπεται το πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο και αρχίζει η 

βιοσύνθεση της χλωροφύλλης και η διαµόρφωση του φωτοσυνθετικά ενεργού 

χλωροπλάστη [Wellburn et al., 1980; Brinkmann and Senger, 1978]. 

 Η ανάπτυξη του οργανισµού έγινε σε ετερότροφες καλλιέργειες. 

Χρησιµοποιήθηκε το θρεπτικό µέσο του οποίου η σύσταση φαίνεται στον 

πίνακα Ι, εµπλουτισµένο µε 0.5% (w/v) D+-γλυκόζη και 0.25 (w/v) εκχύλισµα 

µαγιάς (yeast extract) [Bishop and Senger, 1971]. 

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

Οι σκοτεινές καλλιέργειες τοποθετήθηκαν σε επωαστή (Νew Βrunswick, 

Innova 4330) και σε σταθερή θερµοκρασία (32οC). Σε όλα τα πειράµατα 

ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία προετοιµασίας των καλλιεργειών: Κύτταρα  

του C-2A΄, αναπτύχθηκαν  για τρεις µέρες στο σκοτάδι, σε κωνική φιάλη 

Erlenmeyer των 250 ml, µε 100 ml του υγρού θρεπτικού µέσου. Σε κάθε 

πείραµα, µετά την ανάλογη µεταχείριση και επώαση των καλλιεργειών, η 

συγκοµιδή των κυττάρων έγινε µε φυγοκέντριση σε 1500 g για 5 min, στους 

25oC και σε συνθήκες green safe light. Πολλαπλά δείγµατα, που πάρθηκαν 

για τις αναλύσεις πολυαµινών, χλωροφυλλών και western blot, 

αποθηκεύτηκαν σαν ιζήµατα, στους -20oC, µέχρι να χρησιµοποιηθούν. 
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Πίνακας Ι: Θρεπτικό µέσο για την καλλιέργεια του χλωροφύκους 

Scenedesmus obliquus 

ΣΥΣΤΑΤΙΚA ΠΕΡΙΕΚΤΙΚΟΤΗΤΑ (σε g/l) ΜΟΡΙΑΚOΤΗΤΑ (M) 
CaCl2 x 2H2O 1.50 1x10-4 
KNO3 
MgSO4 x7H2O 
NaCl 
Na2HPO4 x2H2O 
NaH2PO4 x1H2O 
Na-Citrate x2H2O 
Fe2(SO4)3 x1H2O 
Microelements 
H3BO3 
MnCl2 x4H2O 
ZnSO4 x7H2O 
CuSO4 x5H2O 
MoO3 (85%-99.5%) 
C6H5FeO7 x5H2O 

80.0 
24.6 
47.0 
17.8 
40.5 
16.5 
0.40 

 
2.86 
1.81 

0.222 
0.079 

0.0177 
18.025 

8x10-3 
1x10-3 
8x10-3 
1x10-3 
3x10-3 

5.5x10-4 
7.5x10-6 

 
Υπολογισµός κυτταρικής συγκέντρωσης 

∆είγµατα 5ml από τις καλλιέργειες φυκών φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά 1500g 

προκειµένου να καθιζήσουν σε βαθµολογηµένο υαλοσωλήνα 

[Senger&Brinkmann, 1986]. Η εκτίµηση της κυτταρικής συγκέντρωσης γίνεται 

µε ακρίβεια 0,025 ml. 

 
Ανάλυση των χρωστικών  

 Ο ποσοτικός προσδιορισµός των χλωροφυλλών α, β και 

πρωτοχλωροφυλλιδίου  έγινε φασµατοφωτοµετρικά, σύµφωνα µε τη µέθοδο 

των Brouers and Wolwertz (1983). Σε ιζήµατα κυττάρων από 5ml 

καλλιέργειας, έγινε εκχύλιση των χρωστικών µε προσθήκη ζεστής µεθανόλης    

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

συλλέχθηκε. Η ίδια διαδικασία εκχύλισης επαναλήφθηκε άλλες δύο έως τρεις 

φορές, µέχρι τον πλήρη αποχρωµατισµό του ιζήµατος. Μέρος του 

εκχυλίσµατος εξατµίστηκε σε υδατόλουτρο και επαναδιαλύθηκε σε 80% (v/v) 

ακετόνη. To διάλυµα αυτό φωτοµετρήθηκε στα 664, 647 και 626 nm και η 
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ποσοτικοποίηση των χρωστικών έγινε µε βάση τις παρακάτω εξισώσεις:       

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

Chl(ide) a [nmole]  =  13,16(E664)-2,63(E647)+0,23(E626) 

Chl(ide) b [nmole]  = -4,95(E664)+25,24(E647)-2,29(E626) 

 
Ηλεκτροφόρηση και ανοσοανίχνευση των πρωτεϊνών 
 
Η προετοιµασία των δειγµάτων για την ηλεκτροφόρηση έγινε µετά από 

επώαση κυτταρικών δειγµάτων στους 100οC για 15 min µε ρυθµιστικό 

διάλυµα (0.125M Tris pH 6,8, 20%Glycerol, 4%SDS, 10% mercaptoethanol). 

Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε πήκτωµα ακρυλαµίδης (10%) συµφωνά µε τη 

µέθοδο του  Laemmli (1970) µε ελάχιστες αλλαγές. Οι πρωτεΐνες γνωστού 

µοριακού βάρους που χρησιµοποιήθηκαν για τον υπολογισµό των µοριακών 

βαρών των αγνώστων πρωτεϊνών ειναι οι: αλβουµίνη από ορό βοδιού (66kD), 

ωοαλβουµίνη (45kD), πεψίνη (34,7kD), θρυψινογόνο (24kD), β-λακτοσφαιρινη 

(18,4kD) και η λυσοζύµη (14,3kD). Τον ηλεκτροφορητικό διαχωρισµό 

ακολούθησε ηλεκτροφορητική µεταφορά  σε νιτροκυτταρίνη (2.45 µm Biotrace 

NT 66485 Gelman  Sciences) σύµφωνα µε την µέθοδο των Schmid και 

Schaefer (1976). Η ανοσοανίχνευση έγινε µε δευτερογενές αντίσωµα 

συνδεδεµένο µε αλκαλική φωσφατάση. Η πυκνότητα του σήµατος στη 

νιτροκυτταρίνη υπολογίστηκε µε laser scaner και η ψηφιακή ανάλυση έγινε µε 

το πρόγραµµα Kodak Digital analyser 1D Image Analysis Software (Eastman 

Kodak Company, Rochester, NY). 

  
Ενεργότητα της οξειδοαναγωγάσης του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

 

Ο υπολογισµός της ενεργότητας της POR έγινε µε επεξεργασία 

δεδοµένων από το φάσµα εκποµπής φθορισµού (580–750nm) σε 

φθοροφωτόµετρο Perkin Elmer LS 50B µετά από διέγερση στα 430nm. Με 

αυτό τον τρόπο καταγράφεται η µετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε 

χλωροφυλλίδιο µετά από ενεργοποίηση του ενζύµου POR µε ακτινικό φως 

650nm (Helium-Neon laser έντασης 30µmole m-2 sec-1) σε δείγµατα τα οποία 

πριν και µετά από φωτισµό  εκχυλίστηκαν σε 2,5ml ακετόνη. Η ενεργότητα της 

POR καταγράφεται σαν αύξηση του χλωροφυλλιδίου στα 10 sec  ανά όγκο 
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κυττάρων (Packed Cell Volume). Kρίθηκε σκόπιµο να αφαιρεθεί σε κάθε τιµή 

φθορισµού ο θόρυβος που οφείλεται στην απορρόφηση του εκχυλίσµατος. Για 

αυτό το σκοπό φυγοκεντρήθηκαν δείγµατα για 5 min στα 12.000 g και 

ελήφθησαν φάσµατα εκποµπής µε τον τρόπο που περιγράφεται παραπάνω. 

Στο παρακάτω σχήµα µε το βέλος παρουσιάζεται η διαφορά η οποία 

χρησιµοποιείται στον υπολογισµό της φωτοµετατροπής καθώς και η 

απορρόφηση του απαλλάγµένου από κύτταρα διαλύµατος (baseline). 

 
Φάσµατα εκποµπής φθορισµού εκχυλισµάτων χρωστικών (95% ακετόνη) από 
δείγµατα καλλιεργειών C-2A΄. Η διέγερση των χρωστικών έγινε µε ακτινοβολία µήκους 
κύµατος 430nm. (_  _ φάσµα χρωστικών πρίν τον παλµό φωτός,  ….. φάσµα 
χρωστικών µετά τον παλµό φωτός  ._. baseline). 

 
Ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών 

 

 Οι συνολικές πρωτεΐνες στα δείγµατα των κυττάρων και στα 

θυλακοειδή µετρήθηκαν  φασµατοφωτοµετρικά, σύµφωνα µε τη µέθοδο 

Bradford (1976), όπως προτείνεται και από τους Jones et al., (1989). 
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Μετρήσεις επαγωγικού φθορισµού 
    Οι µετρησείς του επαγωγικού φθορισµού έγιναν µε τη συσκευή της 

Ηansatech Ιnstruments Plant Εfficiency Αnalyser (PEA) σε δείγµατα όγκου 

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

προκειµένου να αδειάσουν τα κέντρα αντίδρασης από ηλεκτρόνια. Από τις 

µετρήσεις υπολογίστηκε ο λόγος Fv/Fm που συνδέεται ανάλογα µε τη 

φωτοσυνθετική απόδοση σύµφωνα µε τη µέθοδο Strasser and Strasser 

(1995) . Επίσης µε εφαρµογή του JIP TEST για τιµές φθορισµού που 

αντιστοιχούν σε καθορισµένα στάδια (J, I και P) υπολογίστηκαν τα επιµέρους 

χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού µηχανισµού όπως το σχετικό µέγεθος 

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

ένα παγιδευµένο φωτόνιο µπορεί να κινήσει ένα ηλεκτρόνιο κατά µήκος της 

αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων πέρα από την QA
-, η πιθανότητα να 

µετακινηθεί ένα ηλεκτρόνιο στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων (ETo/TRo)  

η µέγιστη τιµή ενεργειάκης διάχυσης στη δεξαµενή πλαστοκινόνης (qPQ), η 

κβαντική απόδοση της φωτοχηµείας του PS II (φPO) και οι δείκτες ευρωστίας 

(SFI abs) και επίδοσης (Performance Index). H µέθοδος βασίζεται σε 

µετρήσεις της ταχείας µεταβολής του φθορισµού µε ανάλυση 10µs σε χρονικό 

διάστηµα 1 δευτερολέπτου. Ο φθορισµός µετρήθηκε µε 12-bit αναλύση και η 

διέγερση έγινε από 6 διόδους φωτισµού (LEDs) οι οποίες έχουν ένταση 

ακτινοβολίας µέχρι 600Wm-2  ερυθρού φωτός (630nm). Πιο συγκεκριµένα η 

καµπύλη επαγωγικού φθορισµού ονοµάζεται και καµπύλη Kautsky. Τα 

διαφορετικά βήµατα σηµειώνονται µε γραµµατα Ο Ι D P S M T. Η αύξηση του 

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

ακτινοβόλησης και ονοµάζεται γρήγορη φάση. Η αργή φάση ακολουθεί µετά 

το Ρ και ίσως χρειαστούν µερικά λεπτά µέχρι την τελική φάση Τ. Στο σχήµα 2 

φαίνεται που αντιστοιχεί το κάθε βήµα της καµπύλης και µε τη χρήση της 

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

χρόνων υπολογίζουµε τα επιµέρους χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού. Στον πίνακα 2 συγκεντρώνουµε τις πιο σηµαντικές 

παραµέτρους. 
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Σχήµα 2. Κινητική επαγωγικού φθορισµού χλωροφύλλης α και οι αντίστοιχες αντιδράσεις στην 
αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων: O I D P S M T:διακριτές φάσεις φθορισµού, hv: φωτόνιο, 
LHC I & II:σύµπλοκα αποκοµιδής φωτός φωτοσυστηµάτων Ι & ΙΙ, P680 & P700: κέντρα 
αντίδρασης φωτοσυστηµάτων Ι & ΙΙ, e-: ηλεκτρόνιο, Ζ+:αποβολή ηλεκτρονίου από το σύστηµα 
φωτόλυσης νερού, Η+:πρωτόνιο, Ι:ενδιάµεσος δέκτης, φαιοφυτίνη α, QA:πρωτογενής δέκτης 
του PS II (πλαστοκινόνη), QB:δευτερογενής δέκτης του PS II, PQH2:ανηγµένη πλαστοκινόνη, 
Cytb6f:κυτόχρωµα f/b6, PC:πλαστοκυανίνη, Chl-: ενδιάµεσος δέκτης ηλεκτρονίων του PS I  
 

Πίνακας 2. Εξισώσεις από το JIP TEST των Strasser&Strasser (1995) 

Tιµές φθορισµού 
Fo 

 
F50µs, ένταση φθορισµού στα 50µs 

F150 ένταση φθορισµού στα 150µs 
F300 ένταση φθορισµού στα 300µs 
FJ ένταση φθορισµού στo στάδιο J 
FM µέγιστη ένταση φθορισµού  
Mo ή (dV/dt)o 4(F300-Fo)/(FM-Fo) 
Κβαντικές αποδόσεις  
φPo ή TRo/ABS 
φΕο ή ETo/ABS 
ψο ή ETo/TRo 

(1-Fo/FM)=FV/FM 
(1-Fo/FM)ψο 
1-VJ 

Ενεργότητες ανά κέντρο 
αντίδρασης 
ABS/RC 
TRo/RC 
DIo/RC 

 
(1+K)Mo(1/VJ)(1/φpo) 
 (1+K)Mo(1/VJ)(1/ψo) 
(ABS/CS)/(ABS/RC) 

Γενικοί ∆είκτες   
ΡΙABS ∆είκτης απόδοσης 
(Performance Index) 

(RC/ABS)[ φPo/1- φPo][ ψο/1- ψο] 

SFIABS ∆είκτης πρωτογενούς 
Φωτοχηµείας 

(1- φPo)( 1- ψο) 
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Ποιοτικός και ποσοτικός προσδιορισµός των πολυαµινών 
 

 Η ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των κύριων πολυαµινών 

(πουτρεσίνης, σπερµίνης και σπερµιδίνης) στα κύτταρα έγινε σύµφωνα µε τη 

µέθοδο Kotzabasis et al. (1993). Οι πολυαµίνες ανιχνεύτηκαν ως 

βενζυλιωµένα παράγωγα µε τη χρήση  Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής 

Απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Η 

προετοιµασία των δειγµάτων περιλάµβανε τη φυγοκέντριση 5ml της 

καλλιέργειας (5 min, 1400g) και προσθήκη στο ίζηµα 200µl 1 N NaOH. Στη 

συνέχεια, καλή ανάδευση και επώαση των δειγµάτων για 20 min σε 0οC. 

Ακολούθησε προσθήκη 200µl 36% HCl και τα δείγµατα υδρολύθηκαν στους 

110οC, για 18 h. Μετά από εξάτµιση των υπερκειµένων στους 80οC, τα 

δείγµατα επαναδιαλύθηκαν σε 300µl 5%(v/v) PCA (perchloric acid) και 

ακολούθησε η αντίδραση σχηµατισµού των βενζυλιωµένων παραγώγων. 

Σύµφωνα µ’ αυτή, στο κάθε δείγµα προστέθηκαν 1ml 2N NaOH και 10µl 

Benzoyl Chloride. Μετά από ισχυρή ανάδευση και επώαση για 20min στους 

25οC, προστέθηκαν 2ml κορεσµένου διαλύµατος NaCl και εκχυλίστηκαν οι 

πολυαµίνες σε 2.5ml διεθυλαιθέρα, ο οποίος συλλέχθηκε και εξατµίστηκε σε 

υδατόλουτρο στους 60οC. Οι βενζυλιωµένες πλέον πολυαµίνες επανα-

διαλύθηκαν σε 200µl 63% (v/v) µεθανόλης (HPLC grade). 

Η ανάλυση σε HPLC, έγινε µε τη χρησιµοποίηση στήλης narrow bore 

C-18 (2.1 mm × 200 mm, 5 µm Hypersil, Hewlett Packard) και ένα σύστηµα 

δύο διαλυτών που περιλάµβανε µια διαβάθµιση µεθανόλης (55%-84%, v/v). Η 

καταγραφή των αποτελεσµάτων έγινε µε την χρησιµοποίηση ενός DPU 

multichannel integrator και ενός συστήµατος diode array (Hewlett Packard), το 

οποίο διευκολύνει τον χαρακτηρισµό κάθε πολυαµίνης µε µεγάλη επανα-

ληψιµότητα µεταξύ των δειγµάτων.  

 
Αποµόνωση θυλακοειδών µεµβρανών 

 
Μετά τη µηχανική ρήξη των κυτταρικών τοιχωµάτων από γυάλινες 

σφαίρες (0.5mm) σε ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού pH=7 τα εκχυλίσµατα 

φυγοκεντρούνται για 5 λεπτά στα 500g σύµφωνα µε τη µέθοδο των 

Kotzabasis et al 1986) προκειµένου να πέσουν τα άσπαστα κύτταρα. Στη 
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συνέχεια φυγοκεντρoύµε το υπερκείµενο στα 10.000g για 45 λεπτά και στη 

συνέχεια αποµακρύνουµε το υπερκείµενο. Με τη βοήθεια ενός πινέλου 

παίρνουµε προσεχτικά την υπερκείµενη στοιβάδα (µεµβράνες θυλακοειδών) 

και επαναδιαλύουµε σε ρυθµιστικό διάλυµα Hepes 20mM pH=7 ρυθµισµένο 

µε KOH. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 24



 

 25



 
 

 

 

 

 26



 
 

 27



 
 

 

 

 

 

 28



 
 

 29



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 30



 
 

 

 

 

 31



 
 

 32



 

 
 

 

 

 

 

 33



 
 

 34



 

 35



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 36



 

 37



 

 38



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 39



∆. Πολυαµίνες και φωτοανεξάρτητη ανάπτυξη του χλωροπλάστη: 
Εξετάζοντας την δοµή και την λειτουργικότητα του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού κατά την φωτοανεξάρτητη ωρίµανσή του έχουµε ένα µοναδικό  

µοντέλο µελέτης. Συνήθως, η βιβλιογραφία αφορά πειράµατα µε χλωρωτικά 

φυτά που πρασινίζουν υπό την επίδραση φωτός. Το µετάλλαγµα C-2A΄ µας 

δίνει την σπάνια δυνατότητα να εξετάσουµε την φωτοανεξάρτητη ωρίµανση 

του χλωροπλάστη βήµα προς βήµα. Στον άγριο τύπο δεν µπορεί να µελετηθεί 

κάτι τέτοιο διότι τα µονοκύτταρα χλωροφύκη διατηρούν πράσινους τους 

χλωροπλάστες τους ακόµη και όταν πολλαπλασιάζονται στο σκοτάδι.  

Είναι γνωστό, ότι η µείωση της θερµοκρασίας επώασης στο εν λόγω 

µετάλλαγµα C-2A΄ αυξάνει την φωτοµετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε 

χλωροφυλλίδιο απουσία φωτός [Oh-hama et al, 1987]. Σε µια προσπάθεια να 

µελετήσουµε τη σπάνια διαδικασία της φωτοανεξάρτητης ανάπτυξης του 

χλωροπλάστη ελλατώσαµε τη θερµοκρασία καλλιέργειας από τους 32ο C 

στους 20ο C και µε την εξωγενή προσθήκη πολυαµινών επωάσαµε τα φύκη 

για περισσότερο από δύο ηµέρες. Πράγµατι κατά τις 55 ώρες επώασης στους 

20ο C τα κύτταρα C-2A΄, απουσία φωτός ξεπέρασαν το φραγµό του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου και παρήγαγαν σηµαντικές ποσότητες χλωροφυλλών 

(100 pmole/µLPCV) ικανές να µεταβάλλουν το χρώµα των κυττάρων (από 

κίτρινο σε πράσινο) Εικόνα 1.  
 

 
 

Εικ.1. Καλλιέργειες του µεταλλάγµατος C-2A του µονοκύτταρου χλωροφύκους Scenedesmus 

obliquus πριν και µετά την επώαση σε χαµηλή θερµοκρασία για 24 ώρες. 
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  Σχήµα 9. Επίπεδα πρωτοχλωροφυλλιδίου (Pchlide) και χλωροφυλλών α και β (Chls) 

σε καλλιέργειες C-2A΄ που επωάστηκαν σε διαφορετικές θερµοκρασίες (32οC και 20οC) για 24 

ώρες. 

Κατά την 24ωρη επώαση των καλλιεργειών στην κανονική 

θερµοκρασία (32ο C) οι πολυαµίνες και οι αναστολείς τους εισήλθαν στα 

κύτταρα. Η αύξηση της ενδοκυτταρικής σπερµίνης, η αύξηση της σπερµιδίνης 

και η µείωση της ενδοκυτταρικής πουτρεσίνης (περίπτωση 1,4 DB)  

επηρέασαν την µετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο. 

Αυτό φαίνεται στο σχήµα 10 όπου εµφανίζονται οι λόγοι Pchide/Chlide 

ακριβώς τη στιγµή πριν µεταφερθούν οι καλλιέργειες σε χαµηλή θερµοκρασία. 

Το γεγονός ότι τα ενδοκυτταρικά επίπεδα πολυαµινών επηρεάζουν την 

συσσώρευση του πρωτοχλωροφυλλιδίου είναι ήδη γνωστό από τις έρευνες 

των Beigbeder και Kotzabasis (1994).  
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Σχήµα  10. Ισοζύγιο αντιδρώντων (Pchlide) – προϊόντων (Chlide) κατά την 24ώρη 

επώαση κυττάρων µε πολυαµίνες και αναστολείς σε θερµοκρασία 32ο C. 
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Εφόσον οι καλλιέργειες εµφάνιζαν διαφορές στα επίπεδα των 

χρωστικών, οι οποίες αποτελούν συστατικά της φωτοσυνθετικής µηχανής, 

εξετάστηκε το επίπεδο των χρωστικών και της φωτοσυνθετικής απόδοσης 

των πλαστιδίων στη διάρκεια της φωτοανεξάρτητης ανάπτυξης του 

χλωροπλάστη. Οι καλλιέργειες παρέµειναν σε συνθήκες που ευνοούν την 

βιοσύνθεση χλωροφυλλών (χαµηλές θερµοκρασίες ≅20οC) για περισσότερο 

από δύο µέρες (53 ώρες) και µετρήθηκαν τα παρακάτω επίπεδα χρωστικών 

(Σχήµα 11). 
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Σχήµα 11. Επίπεδα χλωροφύλλης α (Α), χλωροφύλλης β (Β), ολικών χλωροφυλλών 

(Γ) και ο λόγος Chl a/b (∆) όπως προσδιορίστηκαν µε µετρήσεις απορρόφησης σε διαλύµατα 

µεθανόλης από δείγµατα κυττάρων του µεταλλάγµατος C-2A’ του χλωροφύκους 

Scenedesmus obliquus οι οποίες ποσοτικοποιήθηκαν µε τις εξισώσεις της µεθόδου Holden 

(βλ. Υλικά και Μέθοδοι). Οι συγκεντρώσεις των πολυαµινών ήταν τελικά 1mM. 

 

 

Η αύξηση της ενδοκυτταρικής συγκέντρωσης πουτρεσίνης αλλά και της 

σπερµιδίνης δεν φαίνεται να επηρέασαν σηµαντικά την αναγωγή του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου. Μόνο η αύξηση της σπερµίνης φαίνεται να εµποδίζει 

την βιοσύνθεση της χλωροφύλλης α και να έχει παρόµοια δράση µε τη µείωση 
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της πουτρεσίνης (περίπτωση 1,4 DB). Το γεγονός αυτό συµφωνεί µε την 

υπάρχουσα βιβλιογραφία όπου αναφέρεται ότι η µείωση της πουτρεσίνης και 

η αύξηση της σπερµίνης φέρνουν παρόµοια αποτελέσµατα [Beigbeder et al 

1995]. Όµως, εν προκειµένω, η αύξηση της σπερµίνης προκαλεί δραµατική 

µείωση του ποσού της χλωροφύλλης α επιδρώντας πολύ πιο έντονα από ότι 

η µείωση της πουτρεσίνης. Τέλος, οι καλλιέργειες µολονότι αποτελούν 

θυγατρικές της ίδιας µητρικής ύπο την επίδραση των πολυαµινών εµφάνισαν 

τα παρακάτω προφίλ ανάπτυξης.  
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Σχήµα 12.  Ρυθµοί αύξησης καλλιεργειών µεταλλάγµατος C-2A’ εκτιµώµενοι ως 

καθιζάνουσες στοιβάδες κυττάρων (Packed Cell Volume) από διάλυµα θρεπτικού µέσου, µετά 

από πεντάλεπτη φυγοκέντρηση στα 1500g, οι οποίες µετρήθηκαν µε ακρίβεια 0,25 µL PCV 

σε βαθµολογηµένο υαλοσωλήνα. 

 

Παρατηρούµε ότι η σπερµίνη διαδραµατίζει ένα γενικότερο ρόλο 

αναστέλλοντας ουσιαστικά την κυτταρική διαίρεση. Αυτό συµφωνεί µε τις 

µέχρι τώρα βιβλιογραφικές αναφορές που εµφανίζουν τις πολυαµίνες να 

συµµετέχουν στον κυτταρικό κύκλο [Martin & Tanguy, 1997]. Ίσως η 

τετραµίνη σπερµίνη λόγω του ισχυρού θετικού της φορτίου να µπορεί να 

αλληλεπιδρά µε το DNA του πυρήνα εµποδίζοντας την αντιγραφή του αλλά 

και να µπορεί να δεσµεύεται πάνω στο σύµπλοκο POR:NADPH:Pchlide 

εµποδίζοντας την αναγωγή προς χλωροφύλλη. 
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Πριν προχωρήσουµε στη µελέτη του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

παρουσιάζουµε µια σειρά αποτελεσµάτων που αφορούν το ενεργό 

πρωτοχλωροφυλλίδιο. Η διαφορά σε σχέση µε τις µελέτες της προηγούµενης 

παραγράφου είναι ότι εδώ έχουµε ήδη φύγει από το στάδιο των 

προελασµατοειδών και προθυλακοειδών του ωχροπλάστη και αναζητούµε 

ενεργό πρωτοχλωροφυλλίδιο σε πλαστίδια που ωριµάζουν. Οι τιµές της 

φωτοµετατροπής του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο για την 

πρώτη µέρα (24 ώρες) παρουσιάζονται στο σχήµα 13 και είναι ευδιάκριτη, 

τόσο η φωτοοξείδωσή στην περίπτωση της αυξηµένης σπερµίνης, όσο και ο 

αποτρεπτικός ρόλος της µειωµένης σπερµίνης (περίπτωση αναστολέα 

1,3DP). Εν γένει τα ζευγάρια πολυαµινών και αντίστοιχων αναστολέων 

δείχνουν να έχουν ακριβώς αντίθετη δράση στην φωτοεπαγώµενη αναγωγή 

του πρωτοχλωροφυλλιδίου. Βέβαια τον πρωταγωνιστικό ρόλο φαίνεται να 

παίζει η τετραµίνη Spm και ο αναστολέας της βιοσύνθεσης της πουτρεσίνης 

(1,4DB).  
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Σχήµα 13. Ποσοστά µεταβολής του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο κατά 

την ενεργοποίηση της POR για καλλιέργειες C-2A' του χλωροφύκους  Scenedesmus obliquus 

αναγµένα ανά PCV σε καλλιέργειες που επωάστηκαν µε διαφορετικές συγκεντρώσεις 

πολυαµινών (1mM). 

 

Με βάση τα δεδοµένα που παρουσιάστηκαν µέχρι τώρα φαίνεται ότι 

υπάρχουν σηµαντικές διαφορές λόγω της αυξοµείωσης των ενδοκυτταρικών 

επιπέδων των πολυαµινών. Πώς, όµως, επιδρούν αυτές οι διαφορές στην 
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ανάπτυξη του φωτοσυνθετικού µηχανισµού; Με τη βοήθεια σύγχρονων 

µηχανηµάτων ανίχνευσης επαγόµενου φθορισµού είναι δυνατόν να 

παρακολουθήσουµε για πρώτη φορά µε ακρίβεια τη λεπτή δοµή και 

λειτουργία του φωτοσυνθετικου µηχανισµού. Στο παρακάτω διάγραµµα 

παρουσιάζεται η ωρίµανση των  ωχροπλάστων του µεταλλάγµατος   C-2A΄  

για το διάστηµα κατά το οποίο η χαµηλή θερµοκρασία ευνοούσε την 

βιοσύνθεση χλωροφυλλών. Επειδή στη διεθνή βιβλιογραφία δεν υπάρχουν 

αντίστοιχες κινητικές φθορισµού (λόγω του ότι το µετάλλαγµα C-2A΄ είναι 

διαθέσιµο σε ελάχιστα εργαστήρια παγκοσµίως και λόγω της ανάγκης χρήσης 

σύγχρονων εξειδικευµένων οργάνων Plant Efficiency Analyser) τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται σε δύο φάσεις. Πρώτα παρουσιάζεται η 

καλλιέργεια ελέγχου στην πορεία του χρόνου και στη συνέχεια οι δοκιµές µε 

πολυαµίνες. Με αυτόν τον τρόπο γίνεται πιο κατανοητή η όλη διαδικασία και 

αναδεικνύονται τελικά καλύτερα οι όποιες διαφορές.    
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Σχήµα 14. Επαγωγικός φθορισµός της χλωροφύλλης α δειγµάτων που λαµβάνονταν 

σε τακτά χρονικά διαστήµατα από καλλιέργειες κυττάρων C-2A΄ που επωάστηκαν στο 

σκοτάδι για 53 ώρες σε χαµηλή θερµοκρασία (20ο C). 
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Η παραγωγή χλωροφυλλών επιτρέπει την συναρµολόγηση χρωστικών 

και πρωτεϊνών προκειµένου να συγκροτηθούν οι λειτουργικές µονάδες του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (PS II / LHC, Cytb6f , PS I). Το φως επάγει τη 

συσσώρευση των πεπτιδίων που δεσµεύουν χλωροφύλλες (CBP) όπως την 

D1, D2, CP47 και CP43 µολονότι τα mRNAs είναι παρόντα στους 

ώχροπλάστες [Edhofer et al 1998]. Από την επεξεργασία των κινητικών του 

επαγωγικού φθορισµού προκύπτουν στοιχεία για την απόδοση της 

φωτοσύνθεσης, τα οποία και εµφανίζονται στο σχήµα 15. 
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Σχήµα 15. Φωτοσυνθετική απόδοση κυττάρων C-2A΄ κατά την φωτοανεξάρτητη 

ωρίµανση του χλωροπλάστη. 

 

Ήδη από τις πρώτες ώρες φαίνεται ότι οι λιγοστές χλωροφύλλες 

οργανώνονται σε φωτοσυστήµατα όπως έχει ήδη αναφερθεί ο σχηµατισµός 

RC και των PS II [Kotzabasis et al, 1991] και τα κύτταρα προετοιµάζονται να 

αξιοποιήσουν την όποια ηλιακή ακτινοβολία µολονότι στις συνθήκες 

καλλιέργειας δεν υπήρχαν φωτόνια. Βέβαια θα χρειάστούν αρκετές ώρες (δύο 

µέρες περίπου) µέχρι να φτάσουν οι χλωροπλάστες σε αξιόλογα επίπεδα 

φωτοσυνθετικής απόδοσης περίπου το 50% της απόδοσης του αγρίου τύπου.   

Πάντως, ακόµη και στην φωτοανεξάρτητη ανάπτυξη του χλωροπλάστη 

ο επαγωγικός φθορισµός της χλωροφύλλης α έδειξε µια ξεκάθαρη J φάση. Η 

φάση Fo έως J οφείλεται στην καθαρή φωτοχηµική αναγωγή της QA σε QA
-. 

Αυτή η φάση επηρεάζεται από την S κατάσταση της ηλεκτρονιοδοτικής  

µεριάς (donor side) του PS II [Delosme 1967, Screiber  and Neubauer 1987, 
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Hsu 1993, B.J. Strasser 1998] και την αντίδραση στην  ηλεκτρονιοδεκτική 

µεριά του PS II από QA
-QB σε QAQB

-. Το ενδιάµεσο στάδιο Ι και το τελικό Ρ 

προτάθηκαν ότι οφείλονται στην ύπαρξη ταχέων και βραδέων κέντρων 

αναγωγής της πλαστοκινόνης (PQ pool) καθώς επίσης και στο διαφορετικό 

οξειδοαναγωγικό δυναµικό (Redox State) των RC του PS II που ανάγει την 

δεξαµενή πλαστοκινόνης (Strasser et al 1995). Στο παρακάτω σχήµα 

παρουσιάζονται η µέση οξειδοαναγωγική κατάσταση της QA (Sm/tFmax) και η 

απόδοση (Ψο=ETo/TRo) µε την οποία ένα παγιδευµένο φωτόνιο µπορεί να 

κινήσει ένα ηλεκτρόνιο κατά µήκος της αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων 

πέρα από την QA
-.  

 

 

 

 

Σχήµα 16. Μέση οξειδοαναγωγική 

κατάσταση της QA στο χρονικό διάστηµα 

tFmax σε καλλιέργειες C-2A΄ όπως 

υπολογίστηκε από το JIP-TEST 

χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της 

χλωροφύλλης α των φυκών. H καλλιέργεια 

παρέµεινε στο σκοτάδι για 53 ώρες σε 

ευνοϊκές για την ανάπτυξη του 

χλωροπλάστη θερµοκρασίες (20ο C). 
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Σχήµα 17. Απόδοση Ψο=ΕTο/ΤRo 

σε καλλιέργειες C-2A΄ όπως υπολογίστηκε 

από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές 

φθορισµού της χλωροφύλλης α των φυκών. 

H καλλιέργεια παρέµεινε στο σκοτάδι για 53 

ώρες σε ευνοικές για την ανάπτυξη του 

χλωροπλάστη θερµοκρασίες (20ο C). 
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Όπως δείχνουν τα παραπάνω διαγράµµατα ο φωτοσυνθετικός 

µηχανισµός δεν είναι πλήρως ανεπτυγµένος. Όσο τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται 

από την QA
- στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων τόσο περισσότερο χρόνο 

κάνει ο φθορισµός για να πάρει τη µέγιστη τιµή του και τόσο µεγαλύτερο 

γίνεται το Sm. Εδώ έχουµε πολύ µικρό Sm και ο φθορισµός παίρνει πολύ 

σύντοµα τη µέγιστη τιµή του άρα η δεξαµενή πλαστοκινόνης έχει πολύ µικρό 

µέγεθος.  Πιο αναλυτικά, το παρακάτω σχήµα αποκαλύπτει την επίδραση των 

εξωγενώς προστιθεµένων πολυαµινών καθώς και αυτήν των αναστολέων 

τους στον επαγόµενο φθορισµό που οφείλεται στη χλωροφύλλη α των 

κυττάρων. 
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∆ιάγραµµα 18. Επαγικός φθορισµός της χλωροφύλλης α κυττάρων C-2A΄ που 

επωάστηκαν µε διαφορετικές πολυαµίνες για 53 ώρες σε χαµηλή θερµοκρασία (20ο C). 

 

Οι µεγαλύτερες διαφορές παρατηρούνται και πάλι στην µεταχείριση µε 

σπερµίνη. Σε αυτές τα κύτταρα φαίνεται να µην µπορούν να σχηµατίσουν 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό πιθανόν λόγω της απουσίας ικανοποιητικών 

επιπέδων κατάλληλων χρωστικών. Προκειµένου να συγκρίνουµε τις 

διαφορετικές καλλιέργειες στα επίπεδα φωτοσυνθετικής απόδοσης 

καταφύγαµε και πάλι στο JIP TESΤ των Strasser&Strasser (1995) µε το οποίο 
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προκύπτουν τα αποτελέσµατα του σχήµατος 19  και 20 για τα  Fv/Fm και 

qPQ. 
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Σχήµα 19. Φωτοσυνθετική απόδοση κυττάρων C-2A΄ που επωάστηκαν µε 

διαφορετικές πολυαµίνες (τελικής συγκέντρωσης 1mM) για 53 ώρες κατά την 

φωτοανεξάρτητη ωρίµανση του χλωροπλάστη. 

 
 
 
 
 
 
Σχήµα 20. ∆είκτη qPQ του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού σε 

καλλιέργειες C-2A΄ όπως υπολογίστηκε 

από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές 

φθορισµού της χλωροφύλλης α των 

φυκών. Οι χρησιµοποιηθείσες 

συγκεντρώσεις ήταν 1mM. 
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Η έλλειψη φωτός δεν επιτρέπει στα κύτταρα να αναπτύξουν 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό πλήρως. Έτσι, από τα τρία τουλάχιστον διακριτά 

στάδια (J, I, P steps) των καµπύλων του επαγωγικού φθορισµού µόνο τα δύο 

(J και I) παρατηρούνται στους χλωροπλάστες που ωριµάζουν στο σκοτάδι και 
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ειδικά στην περίπτωση της σπερµίνης εµφανίζεται µόνο το πρώτο (J step). Η 

έλλειψή του εξηγεί και την σηµαντική διαφορά στην διάχυση (qPQ) της 

ενέργειας στο PS II από τις οξειδοµένες κινόνες της δεξαµενής πλαστοκινόνης 

(Krueger et al 1997). Αυτό συµφωνεί µε βιοχηµικές αποδείξεις για το µέγεθος 

της δεξαµενής πλαστοκινόνης που βρίσκουν το µέγιστο στην περίοδο 

φωτισµού συγχρονισµένων καλλιεργειών χλωροφυκών και το ελάχιστο στην 

περίοδο σκοταδιού [Senger και Frickel-Faulstich 1974 Strasser et al., 1999].  

Η εικόνα των φυκών µε αυξηµένα ενδοκυτταρικά επίπεδα σπερµίνης 

εµφανίζει κάποια ιδιαίτερα χαρακτηριστικά. Από την µία µεριά τα κύτταρα δεν 

διαιρούνται και από την άλλη τα πλαστίδιά τους δεν ωριµάζουν. Μήπως η 

εξωγενώς προστιθεµένη σπερµίνη ήταν τοξική για τα φύκη και προκάλεσε τη 

νέκρωσή τους; Ή µήπως τα κύτταρα είναι ζωντανά, αλλά τα αυξηµένα 

ενδοκυτταρικα επίπεδα σπερµίνης εµποδίζουν ή αναστέλλουν µια σειρά από 

βιοχηµικές διαδικασίες που σχετίζονται µε τον κυτταρικό κύκλο και την 

ωρίµανση των πλαστιδίων; Για την απάντηση αυτών των ερωτηµάτων 

µεταφέραµε τα φύκη στο φως (ένταση ακτινοβολίας 50µmolem-2sec-1)  και 

καταγράψαµε τις αλλαγές σε επίπεδο φωτοσυνθετικού µηχανισµού µε την 

χρήση του επαγωγικού φθορισµού. Τα στατιστικά αξιόπιστα αποτελέσµατα 

από την επεξεργασία των χιλιάδων τιµών φθορισµού καθώς και οι 

ενδιαφέρουσες πρωτογενείς κινητικές φθορισµού παραθέτονται στα σχήµατα. 

Ακολουθούν τα επιµέρους χαρακτηριστικά του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

ΑBS/RC, DIo/RC, RC/CSo, SFI(abs) και PI(abs) όπως εκτιµήθηκαν µε το JIP 

TEST. 
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Σχήµα 21. Επαγόµενος φθορισµός της χλωροφύλλης α κυττάρων C-2A΄ που 

επωάστηκαν µε διαφορετικές πολυαµίνες για 53 ώρες σε χαµηλή θερµοκρασία (20ο C) και 12 

επιπλέον ώρες σε συνεχές φως έντασης 50µmolem-2sec-1. 

 

 
 
 
 

Σχήµα 22. Φωτοσυνθετική απόδοση 

κυττάρων C-2A΄ που επωάστηκαν µε 

διαφορετικές πολυαµίνες (τελικής 

συγκέντρωσης 1mM) για 53 ώρες κατά την 

φωτοανεξάρτητη ωρίµανση του 

χλωροπλάστη και 12 επιπλέον ώρες σε 

συνεχές φως έντασης 50µmolem-2sec-1. 
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Σχήµα 23. Μέγεθος κεραίας του 

φωτοσυστήµατος ΙΙ σε καλλιέργειες 

C-2A΄ όπως υπολογίστηκε από το JIP-

TEST χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού 

της χλωροφύλλης α των φυκών. Οι 

χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις ήταν 

1mM. 
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Σχήµα 24. Ενέργεια που διαχέεται 

από το φωτοσύστηµα ΙΙ σε καλλιέργειες C-

2A΄ όπως υπολογίστηκε από το JIP-TEST 

χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της 

χλωροφύλλης α των φυκών. Οι 

χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις ήταν 

1mM. 
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Σχήµα 25. Το πλήθος των 

κέντρων αντίδρασης σε καλλιέργειες C-2A 

όπως υπολογίστηκε από το JIP-TEST 

χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της 

χλωροφύλλης α των φυκών. Οι 

χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις ήταν 

1mM. 
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Ειδικά για τις καλλιέργειες µε το µεγαλύτερο ενδιαφέρον (Spm & 1,4 DB) 

παρουσιάζουµε σχηµατικά τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά του φωτοσυστήµατος 

ΙΙ ώστε να απεικονιστούν ευκρινώς οι διαφορές µεταξύ αυτών και του 

µάρτυρα. Επίσης παραθέτουµε και την κατάσταση που ισχύει στην 

περίπτωση φωτισµού για την καλύτερη κατανόηση των δεδοµένων . 
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Σχήµα 26. Μοντέλα για την απεικόνιση των επιµέρους χαρακτηριστικών των 

φωτοσυστηµάτων ΙΙ φυκών που αναπτύχθηκαν σε διαφορετικές συνθήκες. Απεικονίζεται το 

µέγεθος της φωτοσυνθετικής κεραίας (ABS/RC), η ενέργεια που παγιδεύεται στα κέντρα 

αντίδρασης (TRo/RC), η ενέργεια που δεν αξιοποιείται στην φωτοχηµεία και διαχέεται η υπό 

µορφή θερµότητας (DIO/RC). Control:C-2A΄ ανεπτυγµένο στο απόλυτο σκοτάδι (20ο C), Spm: 

C-2A΄ ανεπτυγµένο στο απόλυτο σκοτάδι (20ο C) παρουσία 1mM Spm, 1,4DB: C-2A΄ 

ανεπτυγµένο στο απόλυτο σκοτάδι (20ο C) παρουσία 1mM1,4DB και CL: C-2A΄ ανεπτυγµένο 

σε συνεχές φως. 
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Σχήµα 27. Πρωτογενής φωτοχηµεία 

σε καλλιέργειες C-2A΄ όπως υπολογίστηκε 

από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές 

φθορισµού της χλωροφύλλης α των 

φυκών.Οι χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις 

ήταν 1mM. 
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Σχήµα 28. ∆είκτη δοµής και 

λειτουργίας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

σε καλλιέργειες C-2A΄ όπως υπολογίστηκε 

από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές 

φθορισµού της χλωροφύλλης α των φυκών. 

Οι χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις ήταν 

1mM. 
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∆ύο πολύ σηµαντικές παρατηρήσεις προκύπτουν από τα παραπάνω 

δεδοµένα. Η πρώτη αφορά την εµφάνιση του σταδίου P, το οποίο απουσιάζε 

από τις αντίστοιχες καµπύλες πριν την ακτινοβόληση των κυττάρων. Η 

ακτινοβολία επέτρεψε την πλήρη ωρίµανση της φωτοσυνθετικής µηχανής και 

οι καµπύλες επαγωγικού φθορισµού απέκτησαν πλεον την τυπική µορφή που 

συναντάµε και στον άγριο τύπο.  

 Η δεύτερη παρατήρηση αφορά το κρίσιµο θέµα της ευρωστίας των 

κυττάρων για την περίπτωση της σπερµίνης. Τα κύτταρα µεσα σε λίγες ώρες 
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κατάφεραν να προσεγγίσουν ικανοποιητικά επίπεδα φωτοσυνθετικής 

απόδοσης (Fv/Fm=0,55) αποδεικνύοντας ότι δεν είχαµε φαινόµενα 

τοξικότητας. Βέβαια και πάλι είναι εµφανής η υστέρηση σε σύγκριση µε την 

καλλιέργεια ελέγχου. Πιο συγκεκριµένα, τα αυξηµένα ενδοκυτταρικά επίπεδα 

σπερµίνης προκαλούν αύξηση του µεγέθους της φωτοσυλλεκτικής κεραίας και 

συνεπακόλουθη αύξηση της διάχυσης ενέργειας από τα φωτοσυστήµατα. 

Στην βιβλιογραφία αναφέρεται ότι µία αύξηση στο ABS/RC -το οποίο δίνει ένα 

µέτρο του µέσου µεγέθους της φωτοσυνθετικής κεραίας δηλαδή του συνόλου 

των χλωροφυλλών που διεγείρονται ανά ενεργό κέντρο αντίδρασης (RC)- 

δείχνει την απεργοποίηση ενός αριθµού κέντρων αντίδρασης τα οποία 

καταντούν πηγές ενεργειακής διάχυσης (quenching sinks) [Krueger et al, 1997 

Tsimilli-Michael et al, 1998]. Επίσης ο αριθµός των κέντρων αντίδρασης 

µειώνεται και γενικότερα οι δείκτες που αφορούν τόσο τη δοµή, όσο και τη 

λειτουργεία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, όπως οι δείκτες απόδοσης 

(Fv/Fm) και ευρωστίας (PIΑBS) κυµαίνονται σε χαµηλες τιµές. Τέλος από τις 

καµπύλες φθορισµού παρατηρούµε ότι εµφανίζεται ένα ενδιάµεσο βήµα (Κ) 

µεταξύ του Ι και του Ρ. Αυτό το βήµα έχει συσχετιστεί µε την µειωµένη 

ικανότητα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού να ελευθερώνει οξυγόνο [Strasser 

et al 1997, Tsimilli-Michael et al, 1998].  
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Ε. Πολυαµίνες και φωτοανάπτυξη του χλωροπλάστη: Σε µια 

προσπάθεια να κατανοήσουµε το ρόλο των πολυαµινών, τούτη τη φορά  στην 

φωτοανάπτυξη του χλωροπλάστη, µεταχειριστήκαµε το µετάλλαγµα C-2A΄ 

παρουσία φωτός. Τα χλωρωτικά φύκη επωάστηκαν για 24ώρες στο σκοτάδι 

παρουσία ενός είδους πολυαµίνης κάθε φορά. Το χρονικό αυτό διάστηµα 

απαιτείται προκειµένου να προλάβουν να εισαχθούν οι πολυαµίνες στα 

κύτταρα προτού αυτά εκτεθούν σε συνεχές φώς. Ο αριθµός των καλλιεργειών 

για τις 3 πολυαµίνες (Put, Spd, Spm), τους 3 αναστολείς τους (αντίστοιχα 

1,4DB, CHA, 1,3DP)  και την καλλιέργεια ελέγχου ανήλθε στις επτά (7), ενώ οι 

τελικές συγκεντρώσεις πολυαµινών ήταν 1mM. Τα κύτταρα εκτέθηκαν στο 

φως 50µmolm-2sec-1 ώσπου να αναπτύξουν πλήρως φωτοσυνθετικό 

µηχανισµό (περίπου 15 ώρες) και η θερµοκρασία διατηρήθηκε στους 32ο C.  

Με τη βοήθεια του επαγωγικού φθορισµού προσδιορίστηκε η φωτοσυνθετική 

απόδοση των καλλιεργειών και το περιεχόµενο σε Chlide a καθόλη την 

φωτοανάπτυξη του χλωροπλάστη και τα αποτελέσµατα  παρουσιάζονται στα 

σχήµατα 29 Β και 29 Β. 
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Σχήµα 29. Α.Τιµές φωτοσυνθετικής απόδοσης Fv/Fm µετά από 15 ώρες φωτισµού 

50µmolm-2sec-1 για τις καλλιέργειες του µεταλλάγµατος C-2A΄ του µονοκύτταρου 

χλωροφύκους Scenedesmus obliquus. Οι χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις ήταν 1mM.Β. 

Τιµές φωτοσυνθετικής απόδοσης κατά την φωτοανάπτυξη της καλλιέργειας ελέγχου. 

   

Η φωτοσυνθετική απόδοση φαίνεται να επηρεάζεται από την µείωση 

της πουτρεσίνης και την αύξηση της σπερµίνης. Μάλιστα, η δράση της 
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αυξηµένης τετραµίνης (Spm) αποδεικνύεται αρκετά ισχυρότερη από αυτήν της 

µειωµένης διαµίνης (Put). 

 Τα παραπάνω αποτελέσµατα δείχνουν ότι τόσο η αύξηση του επιπέδου της 

σπερµίνης όσο και η µείωση του επιπέδου της πουτρεσίνης επιφέρουν τις 

ίδιες αλλαγές τόσο στην διαδικασία της φωτοµετατροπής του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο όσο και στην ίδια την ανάπτυξη του 

χλωροπλάστη.  

Τελικά συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα της φωτοεξαρτώµενης 

ανάπτυξης του χλωροπλάστη µε εκείνα της φωτοανεξάρτητης καταλήγουµε 

στο συµπέρασµα ότι υπάρχουν σηµαντικές οµοιότητες µεταξύ τους. Φαίνεται 

το πλαστίδιο θα ακολουθήσει την ίδια πορεία είτε οι χλωροφύλλες του 

συντεθούν παρουσία είτε απουσία φωτός. Βέβαια µόνο στην περίπτωση που 

εκτεθεί στο φως θα αναπτυχθεί πλήρως ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός (τιµές 

Fv/Fm >0,7). Επιδιώκοντας την πλήρη αναστολή της φυσιολογικής ανάπτυξης 

του χλωροπλάστη εστιάσαµε στην προσπάθεια ελέγχου της 

οξειδοαναγωγάσης του πρωτοχλωροφυλλιδίου. Ηδη η µείωση της 

πουτρεσίνης και η αύξηση της σπερµίνης φάνηκε να σταθεροποιούν το 

σύµπλοκο του ενεργού πρωτοχλωροφυλλιδίου. Στη συνέχεια θα δοκιµάσουµε 

να αυξήσουµε σε διαφορετικό βαθµό τα ενδοκυτταρικά επίπεδα σπερµίνης 

µελετώντας τις επιπτώσεις στην ανάπτυξη του χλωροπλάστη. 
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Σπερµίνη και φωτοανάπτυξη του χλωροπλάστη: Η σπερµίνη µέχρι αυτό το 

σηµείο έδειξε ότι µπορεί να αναστείλει την φωτοανεξάρτητη ωρίµανση του 

ωχροπλάστη. Βέβαια η φωτοανεξάρτητη αναγωγή του πρωτοχλωροφυλλιδίου µοιάζει 

πολύ πιο ήπια διαδικασία συγκρινόµενη µε την φωτοεξαρτώµενη αναγωγή του. Το 

γεγονός αυτό έχει βάση στις διαφορετικές κινητικές των δύο αντιδράσεων (η πρώτη 

είναι αργή, η δεύτερη ταχύτατη) και γεννά το ερώτηµα αν είναι ικανή η συγκεκριµένη 

πολυαµίνη να εµποδίσει µε κάποιο τρόπο το ενεργό πρωτοχλωροφυλλίδιο να 

µετατραπεί σε χλωροφυλλίδιο; Ήδη από τα πειράµατα φωτοµετατροπής της 

προηγούµενης ενότητας είχε φανεί µία τάση της σπερµίνης να επηρεάζει το ενεργό 

πρωτοχλωροφυλλίδιο. Για την διαλεύκανση του ρόλου της σπερµίνης ρίξαµε φως 

(50µmolem-2sec-1) στα χλωρωτικά φύκη, αφού πρώτα επωάσαµε για 24 ώρες στο 

σκοτάδι τις καλλιέργειες προκειµένου να προλάβουν τα µόρια της τετραµίνης να 

εισέλθουν στα κύτταρα. Οι χρησιµοποιηθείσες συγκεντρώσεις σπερµίνης ήταν 

0,25mM, 0,75mM, 1,5mM και 3mM και η διάρκεια φωτισµού ξεπέρασε τις 10 ώρες. 

Τα κύτταρα υπό την επίδραση του φωτός ωρίµασαν τα πλαστίδια τους και όλη αυτή η 

ταχύτατη αλλαγή καταγράφηκε µε αξιοποίηση των ιδιοτήτων απορρόφησης καθώς 

και του in vitro και in vivo φθορισµού των χλωροφυλλών. Τα αποτελέσµατα του 

ποσοτικού προσδιορισµού των κυριοτέρων φωτοσυνθετικών χρωστικών (Chl a , Chl 

b) παρουσιάζονται στο σχήµα  40. 
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Σχήµα 40. Επίπεδα χλωροφυλλών α όπως προσδιορίστηκαν µε µετρήσεις 

απορρόφησεις σε διαλύµατα ακετόνης από δείγµατα κυττάρων του µεταλλάγµατος C-2A’ του 

χλωροφύκους Scenedesmus obliquus οι οποίες ποσοτικοποιήθηκαν µε τις εξισώσεις της 

µεθόδου Brouers. Τα φύκη επωάστηκαν για 24 ώρες στο σκοτάδι παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων σπερµίνης και στην συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 ώρες (συνεχές φως 

έντασης 50µmolem-2sec-1). 
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Σχήµα 40. Επίπεδα χλωροφυλλών β όπως προσδιορίστηκαν µε µετρήσεις 

απορρόφησεις σε διαλύµατα ακετόνης από δείγµατα κυττάρων µε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις σπερµίνης του µεταλλάγµατος C-2A’ του χλωροφύκους Scenedesmus 

obliquus οι οποίες ποσοτικοποιήθηκαν µε τις εξισώσεις της µεθόδου Brouers. Τα φύκη 

επωάστηκαν για 24 ώρες στο σκοτάδι παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων σπερµίνης 

και στην συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 ώρες (συνεχές φως έντασης 50µmolem-2sec-1). 
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Σχήµα 42. Ισοζύγιο χλωροφυλλών α/β όπως προσδιορίστηκε µε µετρήσεις 

απορρόφησεις σε διαλύµατα ακετόνης από δείγµατα κυττάρων του µεταλλάγµατος C-2A’ του 

χλωροφύκους Scenedesmus obliquus οι οποίες ποσοτικοποιήθηκαν µε τις εξισώσεις της 

µεθόδου Brouers (βλ. Υλικά και Μέθοδοι). 

Από τα παραπάνω δεδοµένα συµπεραίνουµε ότι η σπερµίνη παίζει 

σηµαντικό ρόλο στην διαδικασία της βιοσύνθεσης των χλωροφυλλών. Σε 

χαµηλές συγκεντρώσεις (0,25µΜ) φαίνεται να επιταχύνει την παραγωγή 

χλωροφυλλών και να θέτει τις βάσεις για µιά ταχεία ανάπτυξη του 
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φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Σε υψηλότερες όµως συγκεντρώσεις έχει 

αντίθετο αποτέλεσµα. Εµποδίζει ή και αναστέλλει την παραγωγή χρωστικών 

και στην πράξη δεν επιτρέπει στο πλαστίδιο να συγκεντρώσει τις απαραίτητες 

χρωστικές για την οργάνωση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Ιδιαίτερης 

σηµασίας είναι οι µετρήσεις επαγωγικού φθορισµού µε τις οποίες 

καταγράφηκαν οι διαφορετικές φάσεις από τις οποίες διήλθαν τα πλαστίδια 

υπό την επίδραση της ακτινοβολίας. Στο σχήµα 43 παρουσιάζονται οι 

πρωτογενείς καµπύλες της ωρίµανσης του χλωροπλάστη της καλλιέργειας 

ελέγχου (Α) και δεξιά (Β) οι πρωτογενείς καµπύλες όλων των καλλιεργειών 

(Control, 0,25mM Spm, 0,75mM Spm, 1,5mM Spm και 3mM Spm) τη χρονική 

στιγµή που η καλλιέργεια ελέγχου έφτασε ικανοποιητικές τιµές 

φωτοσυνθετικής  απόδοσης (5 ώρες ακτινοβόλησης). 
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Σχήµα 43. Α. Καµπύλες επαγωγικού φθορισµού χλωροφύλλης α καλλιέργειας 

µεταλλάγµατος C-2A του γένους Scenedesmus, για τις  10 ώρες που  ακτινοβολήθηκε  

(ένταση ακτινοβολίας 50nmolem-2sec-1). Β. Καµπύλες επαγωγικού φθορισµού χλωροφύλλης 

α πέντε (5) καλλιεργειών  (Control, 0,25mM Spm, 0,75mM Spm, 1,5mM Spm και 3mM Spm) 

µετά από ακτινοβόληση 5 ωρών (ένταση ακτινοβολίας 50nmolem-2sec-1). 
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 Αξιοποιώντας τις παραπάνω µετρήσεις φθορισµού (οι οποίες 

ξεπερνούν τις χίλιες τιµές για κάθε καµπύλη) και µε εφαρµογή του JIP TEST 

των Strasser&Strasser 1995 εξάγουµε κάποια συµπεράσµατα για την 

κατάσταση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού των φυκών. Μετά από 5 ώρες 

συνεχούς φωτισµού έχουµε τα παρακάτω στοιχεία σε ότι αφορά το µέγεθος 

του LHC (σχήµα 44), την ενέργεια που διαχέεται από το φωτοσύστηµα ΙΙ 

(σχήµα 45), το πλήθος των κέντρων αντιδρασης (σχήµα 46), την πρωτογενή 

φωτοχηµεία (σχήµα 47) και τέλος ένα γενικό δείκτη δοµής και λειτουργίας του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (σχήµα 48). 
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Σχήµα 44. Μέγεθος κεραίας των κέντρων αντίδρασης (RC) σε καλλιέργειες C-2A 

όπως υπολογίστηκε από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της χλωροφύλλης α 

των φυκών. Τα φύκη επωάστηκαν για 24 ώρες στο σκοτάδι παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων σπερµίνης και στην συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 ώρες (συνεχές φως 

έντασης 50µmolem-2sec-1). 
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Σχήµα 45. Ενέργεια που διαχέεται από τα φωτοσυστήµατα σε καλλιέργειες C-2A 

όπως υπολογίστηκε από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της χλωροφύλλης α 

των φυκών. Τα φύκη επωάστηκαν για 24 ώρες στο σκοτάδι παρουσία διαφορετικών 

συγκεντρώσεων σπερµίνης και στην συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 ώρες (συνεχές φως 

έντασης 50µmolem-2sec-1). 
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Σχήµα 46. Το πλήθος των κέντρων αντιδρασης των φωτοσυστηµάτων σε 

καλλιέργειες C-2A όπως υπολογίστηκε από το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού 

της χλωροφύλλης α των φυκών. Τα φύκη επωάστηκαν για 24 ώρες στο σκοτάδι παρουσία 

διαφορετικών συγκεντρώσεων σπερµίνης και στην συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 ώρες 

(συνεχές φως έντασης 50µmolem-2sec-1). 
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Σχήµα 47. Πρωτογενής φωτοχηµεία σε καλλιέργειες C-2A΄ όπως υπολογίστηκε από 

το JIP-TEST χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της χλωροφύλλης α των φυκών. Τα φύκη 

επωάστηκαν για 24 ώρες στο σκοτάδι παρουσία διαφορετικών συγκεντρώσεων σπερµίνης 

και στην συνέχεια ακτινοβολήθηκαν για 10 ώρες (συνεχές φως έντασης 50µmolem-2sec-1). 
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Σχήµα 48. ∆είκτη δοµής και 

λειτουργίας του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού σε καλλιέργειες C-2A΄ όπως 

υπολογίστηκε από το JIP-TEST 

χρησιµοποιώντας τιµές φθορισµού της 

χλωροφύλλης α των φυκών. 

 

 
 

Παρατηρούµε ότι η χαµηλή συγκέντρωση σπερµίνης µειώνει την 

ενέργεια που διαχέεται από τα φωτοσυστήµατα εις βάρος της πρωτογενούς 

φωτοχηµείας (Σχήµα 45). Αντίθετα οι υψηλές συγκεντρώσεις (πάνω από 

0,75mM) προκαλούν πολύ υψηλές τιµές διάχυσης ενέργειας που φτάνουν 
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300% πάνω από το µάρτυρα. Επίσης, σε µεγάλο βαθµό φαίνεται να 

επηρεάζονται τα κέντρα αντίδρασης του φωτοσυστήµατος. Όπως φαίνεται στο 

σχήµα 46, ενώ στη χαµηλή συγκέντρωση σπερµίνης το πλήθος των 

φωτοσυνθετικών κέντρων αντίδρασης είναι µεγαλύτερο της καλλιέργειας 

ελέγχου, στις υψηλές συγκεντρώσεις είναι πολύ µικρότερο, για να µηδενισθεί 

πρακτικά στην καλλιέργεια µε συγκέντρωση σπερµίνης 3mM. Εξάλλου, αυτή η 

καλλιέργεια παρέµεινε χλωρωτική ενώ ο µάρτυρας είχε ήδη πάρει ένα απαλό 

πράσινο χρώµα. Από το σχήµα 47 βλέπουµε ότι η καλλιέργεια που προηγείται 

στην καλύτερη αξιοποίηση (0,86) των φωτονίων είναι αυτή µε την χαµηλότερη 

συγκέντρωση εξωγενώς προστιθέµενης σπερµίνης (0,25mM). Η καλλιέργεια 

του µάρτυρα υστερεί αισθήτα (τιµή 0,64) και αυτό µπορεί έχει σχέση µε το 

ρόλο της σπερµίνης στην συναρµολόγηση των κέντρων αντίδρασης. Οι 

Kotzabasis et al ,1993 έδειξαν ότι µόρια σπερµίνης απαντώνται στα κέντρα 

αντίδρασης πιθανότατα σταθεροποιώντας τις πρωτεϊνες και τις χρωστικές 

τους. Αντίθετα οι υψηλές συγκεντρώσεις σπερµίνης δεν επιτρέπουν την 

βελτιστοποίηση της πρωτογενούς φωτοχηµείας και ο φωτοσυνθετικός 

µηχανισµός παραµένει ανώριµος. Αυτό µπορεί να συσχετισθεί µε την ήδη -

από την προηγούµενη ενότητα- διαπιστωµένη αναστολή της βιοσύνθεσης των 

συστατικών της φωτοσυνθετικής µηχανής που δεν είναι άλλα από τις 

χλωροφύλλες. Τέλος, ο γενικός δείκτης τόσο της δοµής, όσο και της 

λειτουργείας των φωτοσυστηµάτων περιγράφει µε σαφή τρόπο τις διαφορές 

των δειγµάτων. Σε µικρές δόσεις η σπερµίνη φαίνεται να ενεργοποιεί και να 

βοηθά το χλωροπλάστη να ωριµάσει (βιοσύνθεση χρωστικών σχήµατα 40 και 

41, δείκτης ευρωστίας σχήµα 48) µεγάλες φαίνεται να τον αιχµαλωτίζει στο 

στάδιο του ωχροπλάστη.  

Εξάλλου ήδη οι Besford et al (1993) έχουν δείξει ότι η αυξηµένη 

συγκέντρωση σπερµίνης εµποδίζει την αποδόµηση των D1 και D2 καθώς και 

του κυτοχρώµατος f (Cytf). Επίσης έδειξαν ότι η αυξηµένη σπερµίνη σε 

συνδυασµό µε την µειωµένη πουτρεσίνη εµποδίζει τη γήρανση. Από 

ανοσολογικά στοιχεία φάνηκε πως οι πολυαµίνες και ειδικά η σπερµίνη 

σταθεροποιούν τη δοµή των θυλακοειδών µεµβρανών και τελικά αποτρέπουν 

τη γήρανση. Το ότι η σπερµίνη µπορεί να λειτουργεί προστατευτικά (radical 

scavenger) έχει ήδη προταθεί και από τους Kotzabasis et al (1993). Oι 

Doernemann et al (1996), έδειξαν ότι κατά την φωτοανάπτυξη του 
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χλωροπλάστη τα συζευγµένα στην µεµβράνη µόρια πουτρεσίνης µειώνονται 

εκθετικά, ενώ η σπερµίνη παραµένει σταθερή ή αυξάνει σε µικρό βαθµό. 

Τελικά οι Kotzabasis et al (1999) προτείνουν ότι ο λόγος Spm/Put και όχι το 

επίπεδο πουτρεσίνης-σπερµίνης είναι ο κύριος ρυθµιστικός παράγοντας για 

τη δοµή και τη λειτουργεία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Οι ίδιοι 

ερευνητές προτείνουν ότι οι πρωτογενείς φωτοϋποδοχείς για την 

φωτοπροσαρµογή του φωτοσυνθετικού µηχανισµού είναι κοινοί και πιθανόν 

πρόκειται για συνδυασµό ενός φωτοϋποδοχέα κυανού φωτός και ενός 

δεύτερου που απορροφά περί τα 680nm και ίσως είναι το κέντρο αντίδρασης 

του PS II. Τέλος, φαίνεται ότι υπό φυσιολογικές συνθήκες κυρίως οι αλλαγές 

της πουτρεσίνης και όχι της σπερµίνης ρυθµίζουν το λόγο  Spm/Put. Στα 

πειράµατα όµως αυτής της εργασίας είναι λογικό να επιδρά πιο δραστικά η 

τεχνητή αύξηση της ενδοκυτταρική συγκέντρωσης σπερµίνης που βρίσκεται 

σε χαµηλές συγκεντρώσεις από ότι η τεχνητή µείωση της πουτρεσίνης η 

οποία εµφανίζει πολύ υψηλές ενδοκυτταρικές συγκεντρώσεις.    
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   Ο ρόλος της θερµοκρασίας στην in vitro αναγωγή του 
πρωτοχλωροφυλλιδίου από το ένζυµο της οξειδοαναγωγάσης του 
πρωτοχλωροφυλλιδίου. 

 
 Η σπάνια ικανότητα  του µεταλλάγµατος C-2A να ωριµάζει 

φωτοσυνθετικά σε χαµηλές θερµοκρασίες (χαµηλότερες των 30οC) γεννά το 

ερώτηµα ποιος είναι υπεύθυνος για αυτήν την µεταβολή. Πρόκειται για 

επαγωγή της γονιδιακής έκφρασης, καταστολή  γονιδίων ή απλά για 

στερεοχηµικη αλλαγή του ενζύµου κλειδί στην φωτοανάπτυξη του 

χλωροπλάστη (POR). Ήδη οι Kotzabasis et al, 1999 έδειξαν ότι πρωτογενής 

φωτοϋποδοχέας για την φωτοανάπτυξη του χλωροπλάστη είναι το ίδιο το 

πρωτοχλωροφυλλίδιο, συνεπώς θα αρκούσε µια αλλαγή στην καταλυτική 

ενεργότητα της εν λόγω οξειδοαναγωγάσης για να συντεθεί χλωροφύλλη- από 

το υπάρχον ενζυµικό σύµπλοκο χωρίς την σύνθεση νέων πρωτεϊνών µε τη 

µεσολάβηση του πυρήνα- η οποία θα επιτρέψει την περαιτέρω ανάπτυξη του 

χλωροπλάστη. Προκειµένου να διαπιστωθεί το αν η µεταβολή της 

θερµοκρασίας επιδρά στην καταλυτική δράση του ενζύµου POR και το πόσο 

σηµαντική είναι αυτή η µεταβολή προσανατολίσαµε τις έρευνες µας σε 

υποκυτταρικό επίπεδο. Αποµονώσαµε µεµβράνες προθυλακοειδών οι οποίες 

περιέχουν κυρίως το ένζυµο της POR 90% [Ryberg et al., 1982 και 1986] και 

τις επωάσαµε σε χαµηλή θερµοκρασία (20o C) για 3 ηµέρες. Αξιοσηµείωτο 

είναι ότι στο διάλυµα επώασης προσθέσαµε 0,25mM NADPH   το οποίο είναι 

απαραίτητος συµπαράγοντας της POR [Begley et al., 1989]. Με αυτόν τον 

τρόπο εξασφαλίσαµε ότι δεν θα είναι περιοριστικός παράγοντας για την 

λειτουργία της POR η έλλειψη του συγκεκριµένου συµπαράγοντα.  Κάτα την 

διάρκεια του διαστήµατος επώασης λαµβάνονταν τακτικά δείγµατα και 

προσδιοριζόταν το περιεχόµενο πρωτοχλωροφυλλιδίου και χλωροφυλλιδίου 

χάρη στις διαφορετικές ιδιότητες φθορισµού τους. Στο σχήµα 49 

παρουσιάζονται οι πρωτογενείς καµπύλες όπως ελήφθησαν από το 

φθοροφωτόµετρο. 

 
 

 

 

 76



 Pchlide                Chlide 

Spectrum Name

Description

Date Created

Data Interval

Instrument Model

Scan Speed

Emission Slit Width

Excitation Slit Width

Time: 12:39:47 ììDate: 17/8/2001

  FWSPM111.SP
  FWSPM130.SP

  FWSPM146.SP

  FWSPM153.SP

  FWSPM162.SP

580,0 600 620 640 660 680 700 720 740,5
25,6

40

60

80

100

120

140

160

180

200

220

240

260

280

301,5

nm

INT 

 
 

Σχήµα 49. Φάσµατα εκποµπής φθορισµού από δείγµατα προθυλακοειδών του 

µεταλλάγµατος C-2A' του χλωροφύκους Scenedesmus obliquus όπως εκτιµήθηκαν  από 

φωτοφθορισµικές µετρήσεις σε διαλύµατα 95% ακετόνη που διεγέρθηκαν στα 430nm και 

σαρώθηκαν από τα 580 nm έως τα 750 nm µε ταχύτητα 5nm sec-1. 

Αν λειτουργεί το ένζυµο της POR θα έχουµε αύξηση του 

χλωροφυλλιδίου (προϊόν)  και ανάλογη µείωση του πρωτοχλωροφυλλιδίου 

(αντιδρόν). Επίσης  η ενεργότητα αυτή δεν µπορεί να οφείλεται σε αλλαγή της 

γονιδιακής έκφρασης γιατί τα δείγµατα αποτελούνται κυρίως από 
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αποµονωµένες µεµβράνες. Από τις µετρήσεις είναι σαφές ότι το ένζυµο της 

οξειδοαναγωγάσης του πρωτοχλωροφυλλιδίου (POR) παρουσιάζει 

καταλυτική ενεργότητα και στο σκοτάδι όταν η θερµοκρασία είναι σχετικά 

χαµηλή (20ο C). Μάλιστα τις πρώτες ώρες το ένζυµο φαίνεται να λειτουργεί 

πολύ πιο καλά από ότι τις επόµενες ώρες όποτε έχει µειωθεί και η 

συγκέντρωση του απαραίτητου συµπαράγοντα. Εξάλλου οι ενζυµικές 

διαδικασίες είναι πολύ ευαίσθητες λόγω της θερµοδυναµικής των in nitro  

συνθηκών. Σε κάθε περίπτωση ο πυρήνας δεν φαίνεται να χρειάζεται, αλλά 

ούτε και κάποιο άλλο σήµα προκειµένου να τροποποιηθεί η καταλυτική 

ενεργότητα της POR. Ίσως η τρισδιάστατη στερεοδιαµόρφωση του µορίου να 

τροποποιείται κατα τέτοιο τρόπο ώστε να βελτιώνεται ή/και ελευθερώνεται το 

ενεργό του κέντρο και τελικά να ενεργοποιείται. Εξάλλου δεν πρέπει να 

παραγνωρίζουµε το γεγονός ότι το ένζυµο βρίσκεται ήδη συνδεδεµένο µε το 

υπόστρωµά του και το συµπαράγοντα [Griffiths et al., 1978] συνεπώς µια 

οποιαδήποτε µεταβολή των επικρατειών του (είτε οφειλόµενη στη µεταβολή 

της θερµοκρασίας, είτε όχι) δεν αποκλείεται να τροποποιεί τις ενζυµικές του 

ιδιότητες. Άλλωστε, υπάρχουν αναφορές στην διεθνή βιβλιογραφία και 

αφορούν κυρίως µεταλλαγµένα ένζυµα που είναι ανενεργά στους 32ο C αλλά 

µερικώς ενεργά στους 24ο C [Dahlin et al., 1999]. Τελικά, οι µεµβρανες 

προελασµατοειδών σωµατίων και προθυλακοειδών, κυττάρων που 

επωάστηκαν στους 30ο C µπορεί να µην έχουν την δυνατότητα να ανάγουν το 

πρωτοχλωροφύλλίδιο εφόσον διατηρούνται στους 30ο C [Oh-Hama et al., 

1987] όµως αναµφισβήτητα την εµφανίζουν σε χαµηλότερες θερµοκρασίες 

(20ο C). 
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Ανάπτυξη του χλωροπλάστη του µεταλλάγµατος C-2A’ του 
χλωροφύκους Scenedesmus obliquus σε υψηλές θερµοκρασίες (<32ο C) 
και απουσία φωτός 

Ως τη φάση αυτή µελετήσαµε για πρώτη φορά στη βιβλιογραφία την 

ωρίµανση του χλωροπλάστη από τελείως διαφορετικές πλευρές. 

Προσεγγίσαµε την διαδικασία απουσία φωτός χάρη στην σπάνια ιδιότητα του 

µεταλλάγµατος C-2A’ να πρασινίζει βαθµιαία σε χαµηλή θερµοκρασία ακόµη 

και στο σκοτάδι, αποδεικνύοντας ταυτόχρονα ότι η οξειδοαναγωγάση του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου έχει ψυχρόφιλο χαρακτήρα. Πετύχαµε αναστολή της 

φωτοανεξάρτητης αυτής ωρίµανσης του χλωροπλάστη, αυξάνοντας τα 

ενδοκυτταρικά επίπεδα σπερµίνης στα πρώτα σταδια του ωχροπλάστη. Στη 

συνέχεια, αναστείλαµε µε τον ίδιο τρόπο ακόµη και την φωτοανάπτυξη του 

χλωροπλάστη. Η µοναδική δυσκολία πλέον προσδιορίστηκε στο να ωριµάσει 

ο χλωροπλάστης σε υψηλές θερµοκρασίες απουσία φωτός. Κάτι τέτοιο θα 

σήµαινε ότι έχουµε τον πλήρη έλεγχο της ανάπτυξης αυτού του οργανιδίου και 

είµαστε σε θέση να προσοµοιώνουµε οποιεσδήποτε εξωτερικές συνθήκες 

απλά µε την αυξοµείωση των ενδοκυτταρικών επιπέδων κατάλληλων ουσιών. 

Με τη χρήση του ειδικού αναστολέα βιοσύνθεσης της σπερµίνης (1,3 

διαµινοπροπάνιο 1,3DP) προκαλέσαµε την µείωση των ενδοκυτταρικών 

επίιπέδων της. Στο παρακάτω σχήµα 52 παρουσιάζουµε τις τιµές φθορισµού 

των περιεχόµενων χρωστικών (Chl&Chlide) όπως µετρήθηκαν σε 

φθοροφωτόµετρο µετά από 36 ώρες επώσης στο σκοτάδι. 
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Σχήµα 52.Μετρήσεις φθορισµού 
χλωροφυλλίδιου σε διαλύµατα 95% 
ακετόνη καλλιεργειών C-2A’ του 
χλωροφύκους Scenedesmus obliquus που 
επωάστηκαν για 36 ώρες στο σκοτάδι µε 
διαφορετικες συγκεντρώσεις 1,3DP. Οι 
µετρήσεις φθορισµού έγιναν µετά από 
διέγερση των χρωστικών µε ακτινοβολία 
µήκους κύµατος 430 nm και λήψη του 
φάσµατος εκποµπής για την περιοχή των 
580-750nm µε ταχύτητα σάρωσης 5nmsec-1. 
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Παρατηρούµε ότι η µείωση των ενδοκυτταρικών συγκεντρώσεων 

σπερµίνης επιτρέπει την βιοσύνθεση των χλωροφυλλών αλλά όχι σε τέτοιο 

βαθµό ώστε να ικανοποιηθούν οι ανάγκες της ωρίµανσης του χλωροπλάστη 

σε χρωστικές.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 83



 
Ο ρόλος των πολυαµινών στις φωτοσυνθετικές διαδικασίες άρχισε να 

γίνεται αντιληπτός, κυρίως όταν βρέθηκε ότι οι τρεις κύριες πολυαµίνες (Put , 

Spd, Spm) υπάρχουν µέσα στο χλωροπλάστη [Galston et al., 1983] και 

µάλιστα συζευγµένες µε τα κύρια σύµπλοκα του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

[Kotzabasis et al., 1993]. Μάλιστα, η διαφοροποίηση των επιπέδων των 

πολυαµινών µε την εναλλαγή των αβιοτικών συνθηκών συνηγόρησε υπέρ 

ενός ρόλου στην προστασία και  την προσαρµοστικότητα του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού [Smith et al., 1985]. Στην εργασία αυτή επιχειρήθηκε η 

διαλεύκανση του ρόλου των πολυαµινών στην αντίδραση αναγωγής του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου υπό το πρίσµα ότι η τελευταία επιδρά στην ανάπτυξη 

του χλωροπλάστη. Ήδη είχε φανεί η επίδραση της ενδοκυτταρικά µειωµένης 

συγκέντρωσης πουτρεσίνης στην µετατροπή του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε 

χλωροφυλλίδιο [Beigbeder et al., 1994]. Αυτό επιβεβαιώθηκε µε τα 

αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας και επιπρόσθετα πραγµατοποιήθηκαν 

µετρήσεις της ενεργότητας της οξειδοαναγωγάσης του πρωτο-

χλωροφυλλιδίου. Φάνηκε πως η µειωµένη συγκέντρωση πουτρεσίνης όχι 

µόνο σταθεροποιεί το σύµπλοκο του ενεργού πρωτοχλωροφυλλιδίου αλλά 

αυξάνει και την φωτοεξαρτώµενη ενεργότητα της POR. Επειδή η µετατροπή 

του πρωτοχλωροφυλλιδίου σε χλωροφυλλίδιο θεωρείται ως το πρωτογενές 

σήµα για την µετάβαση του ωχροπλάστη σε χλωροπλάστη [Kotzabasis et al., 

1999] αναζητήθηκαν επιδράσεις των πολυαµινών στην ικανότητα, αλλά και 

στον απαιτούµενο χρόνο ωρίµανσης των πλαστιδίων. Θεωρήθηκε, λογικό µια 

διαφορά στην ποσότητα των φωτοσυνθετικών χρωστικών που οφείλεται στις 

τεχνητές αλλαγές των ενδοκυτταρικών επιπέδων πολυαµινών να προκαλέσει 

αντίκτυπο στην ανάπτυξη του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Πράγµατι από 

την παρούσα εργασία φάνηκε ότι η µείωση της πουτρεσίνης και η αύξηση της 

σπερµίνης επιδρούν καθοριστικά και µάλιστα µε τον ίδιο τρόπο στην 

ανάπτυξη του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Αυτό συµφωνεί απόλυτα µε 

έρευνες των Kotzabasis et al [1999] οι οποίοι συνδέουν το λόγο Spm/Put µε 

τη ρύθµιση της φωτοπροσαρµογής του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Επίσης, 

η ανάπτυξη του ώχροπλάστη σε χλωροπλάστη έχει συνδεθεί µε την πτώση 

των ενδοπλαστιδιακών επιπέδων πολυαµινών [Doernemann et al., 1996] και 

ιδίως της πουτρεσίνης. Υπό φυσιολογικές συνθήκες ο ωχροπλάστης περιέχει 
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πολύ µεγαλύτερη συγκέντρωση (πάνω από 10 φορές) πολυαµινών από ότι ο 

χλωροπλάστης [Andreadakis και Kotzabasis 1996] και αυτό µπορεί να 

συνδυαστεί µε δύο φαινόµενα τα οποία έγιναν αντιληπτά και από την 

παρούσα εργασία.  

Πρώτον, οι Andreadakis και Kotzabasis (1996)  προτείνουν ότι στον 

ωχροπλάστη η POR διατηρείται σε ανενεργή µορφή λόγω σταθεροποίησης 

από πολυαµίνες. Αυτό συνδέεται µε τα υψηλά επίπεδα πολυαµινών στους 

ωχροπλάστες καθώς και τη µη καταστροφή του ενζύµου στο σκοτάδι. Το 

ένζυµο ενεργοποιείται από το φως µε παράλληλη απελευθέρωση από τις 

πολυαµίνες, οι οποίες αποδοµούνται από το κύριο ένζυµο αποδόµησης των 

πολυαµινών (οξειδάση των διαµινών DAO) το οποίο εµφανίζει αυξηµένη 

ενεργότητα σε αυτή τη φάση [Αndredakis και Kotzabasis 1996]. Αυτό µπορεί 

να συνδεθεί µε τη ραγδαία αύξηση της ενεργότητας της DAO µόνο για τις 

πρώτες ώρες της ακτινοβολίας έχοντας σαν δεδοµένο ότι το συσσωρευµένο 

πρωτοχλωροφυλλίδιο µετά από αυτό το χρόνο δεν υφίσταται και η POR 

αποδοµείται [Dehesh et al 1983]. Αξιοσηµείωτο είναι ότι και στην 

φωτοανεξάρτητη ανάπτυξη του χλωροπλάστη έχει παρατηρηθεί στο C-2A΄ 

µείωση των ενδοκυτταρικών επιπέδων πουτρεσίνης [Doernemann et al., 

1996]. Μάλιστα, οι ίδιοι ερευνητές προτείνουν ότι η µείωση των συζευγµένων 

στην µεµβράνη µορίων πουτρεσίνης σχετίζεται στενά µε την ανάπτυξη του 

χλωροπλάστη στον Scenedesmus obliquus   (αποτελώντας ίσως τµήµα της 

αλυσίδας µεταφοράς σήµατος). 

Η δεύτερη διαδικασία που σχετίζεται µε την µείωση των πολυαµινών 

έχει να κάνει µε την βιοσύνθεση των χλωροφυλλών και πρωτεϊνών. ∆ύο 

παρατηρήσεις συνηγορούν υπέρ του ρόλου αυτού. Αφενός µεν έρευνες 

έδειξαν ότι οι πολυαµίνες µπορούν να δώσουν αµινοµάδες σε α-κετοοξέα 

µέσω αντίδρασης που καταλύουν ειδικές τρανσαµινάσες στην βιοσύνθεση 

των αµινοξέων [Tabor and Tabor, 1972]. Αφετέρου δε βρέθηκε ότι η 

αµινοτρανφεράση των διαµινών µεταφέρει εξειδικευµένα την αµινοµάδα της 

πουτρεσίνης στο α-οξογλουταρικό σχηµατίζοντας γλουταµικό οξύ που είναι 

πρόδροµη ένωση των χλωροφυλλών [Αskar and Treptow , 1986]. 

Από τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι η ανάπτυξη του χλωροπλάστη 

συνδέεται µε τη µείωση των ενδοκυτταρικών επιπέδων πολυαµινών. Όµως 

στην παρούσα εργασία φάνηκε ότι η αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων 
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σπερµίνης ως ένα βαθµό (έως 0,25mM) ευνοούν την ανάπτυξη του 

φωτοσυνθετικού µηχανισµού (ταχύτερη ανάπτυξη και υψηλότερες 

φωτοσυνθετικές αποδόσεις). Ίσως αυτό να συνδέεται µε το ότι η σπερµίνη 

µπορεί να βοηθήσει στην συναρµολόγηση και σταθεροποίηση των επιµέρους 

συστατικών του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Ειδικά η σπερµίνη βρέθηκε σε 

υψηλές συγκεντρώσεις στα κέντρα αντίδρασης του PS II [Kotzabasis et al., 

1993]. Επίσης οι Del Duka et al (1994) έδειξαν ότι οι αποπρωτεϊνες των 

φωτοσυνθετικών κεραιών (CP24, CP26, CP29) είναι υποστρώµατα της 

πλαστιδιακής τρανσγλουταµινάσης που δεσµεύουν πολυαµίνες σε πρωτεϊνες. 

Τί γίνεται όµως µε τις υψηλότερες συγκεντρώσεις σπερµίνης; Αυτό που 

φάνηκε καθαρά από το αποτέλεσµα της παρούσας εργασίας είναι η µερική 

έως ολική αναστολή της ανάπτυξης του χλωροπλάστη από τα υψηλά επίπεδα 

σπερµίνης (>0,25mM). Υπό φυσιολογικές συνθήκες οι ωχροπλάστες 

περιέχουν υψηλή συγκέντρωση σπερµιδίνης και χαµηλή σπερµίνης ενώ στον 

χλωροπλάστη ισχύουν τα αντίθετα [Andreadakis και Kotzabasis 1996]. 

Φαίνεται δηλαδή, ότι ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός έχει αυξηµένες ανάγκες 

σε σπερµίνη αλλά αν οι αυξηµένες συγκεντρώσεις σπερµίνης δεν 

συνδυαστούν µε την ύπαρξη χλωροφυλλών, τότε λειτουργούν ανασταλτικά 

στην ανάπτυξή του. 

Οι Beigbeder και Kotzabasis (1994) αιτιολογούν τις επιδράσεις των 

εξωγενώς ρυθµιζόµενων αυξήσεων της σπερµίνης στο πρωτοχλωροφυλλίδιο 

και στις χλωροφύλλες ως παρενέργειες των δοµικών αλλαγών που 

συµβαίνουν στα θυλακοειδή. ∆ηλαδή η σπερµίνη επάγει τέτοιες δοµικές 

αλλαγές στα συστατικά των θυλακοειδών µεµβρανών (λιπίδια και πρωτεϊνες) 

ώστε να αλλάζει τη συγγένεια της µεµβράνης για τις χρωστικές, οι οποίες όταν 

αποδεσµέυονται, φωτοοξειδώνονται και καταστρέφονται. 

Βέβαια το κύτταρο έχει τρόπο να µειώνει τη συγκέντρωση των 

πολυαµινών µέσω των καταβολικών ενζύµων που διαθέτει. Όµως οι 

Andreadakis και Kotzabasis (1996) έχουν µετρήσει µηδενική ενεργότητα στο 

κύριο καταβολικό ένζυµο  των πολυαµινών (DAO) σε αποµονωµένους 

ωχροπλάστες. Ίσως αυτό µπορεί να συνδυαστεί µε την πιο έντονη επίδραση 

της σπερµίνης σε σύγκριση µε αυτή της µειωµένης ενδοκυτταρικής 

πουτρεσίνης. ∆ηλαδή ίσως το φύκος να έχει µειώµενη δυνατότητα να 

µεταβολίσει την επιπλέον σπερµίνη, ενώ την ίδια στιγµή έχει σχετικά 
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αυξηµένη δυνατότητα να συνθέσει πουτρεσίνη αφού έχουν µετρηθεί από τους 

Beigbeder et al (1994) υψηλές τιµές ενεργότητας για το κύριο ένζυµο 

βιοσύνθεσης της πουτρεσίνης στο C-2A΄ (ornithin decarboxylase ODC).   

Έχοντας υπόψιν τη διεθνή βιβλιογραφία τα αποτελέσµατα της 

παρούσας εργασίας θα µπορούσαν να συµβάλλουν σε ένα µοντέλο 

λειτουργείας της φωτοµετατροπής του Pchlide σε Chlide κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες. Στο σκοτάδι έχουµε υψηλές συγκεντρώσεις 

πολυαµινών και ιδιαίτερα πουτρεσίνης τόσο σε κυτταρικό επίπεδο όσο και σε 

επίπεδο πλαστιδίων αλλά και επίπεδο µεµβρανών [Andreadakis και 

Kotzabasis 1995, Doernemann et al 1996]. Η υψηλή σχέση Put/Spm 

σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας κρατάει το ένζυµο 

σταθεροποιηµένο αλλά ικανο να µετατρέψει το Pchlide σε Chlide όταν εκτεθεί 

στο φως. Με την έκθεση στο φως έχουµε ραγδαία και απότοµη µείωση της 

πουτρεσίνης και αύξηση της σπερµίνης. Αποτέλεσµα αυτής της µείωσης της 

σχέσης Put/Spm είναι το µπλοκάρισµα της φώτοµετατροπής του Pchlide σε 

Chlide. Η µείωση αυτή της πουτρεσίνης παίρνει κάποιες ώρες πέραν των 

οποίων η ενεργότητα της POR παίζει δευτερεύοντα ρόλο. Αυτό βρίσκεται 

άλλωστε σε συµφωνία και µε τα αποτελέσµατα των Apel et al (1995) όπου το 

ένζυµο POR µετά από περίπου 8 ώρες στο φως φωτοοξειδώνεται και 

καταστρέφεται. Επενδύοντας λοιπόν, στην κατανόηση της λειτουργίας του 

ενζύµου κλειδί (POR) υπό την επίδραση συγκεκριµένων πολυαµινών στην 

ανάπτυξη του χλωροπλάστη, είµαστε προς το παρόν σε θέση να ελέγχουµε 

στο µετάλλαγµα C-2A΄ πλήρως το αναπτυξιακό στάδιο του οργανιδίου αυτού. 
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Ανακεφαλαιώνοντας, τονίζουµε ότι εντοπίσαµε την κατάλληλη φάση για 

να µελετήσουµε τα επίπεδα πρωτοχλωροφυλλιδίου και χλωροφυλλιδίου και εν 

συνεχεία αναζητήσαµε την επίδραση των πολυαµινών στα επίπεδα αυτά είτε 

αυξάνοντας, είτε µειώνοντας τεχνητά την ενδοκυτταρική συγκέντρωσή τους. 

Επιβεβαιώθηκε ότι η µείωση της πουτρεσίνης και η αύξηση της σπερµίνης 

επιφέρουν σηµαντικές διαφορές. Ετσι, εστιάσαµε στην µείωση της 

πουτρεσίνης γιατί φάνηκε ότι υπερισχύει έναντι των άλλων και διαπιστώσαµε 

ότι σταθεροποιεί την POR και αναστέλλει την µείωση του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου   που συµβαίνει υπό φυσιολογικές συνθήκες όταν 

γηράσκουν τα κύτταρα. Με δεδοµένο ότι οι πολυαµίνες επηρεάζουν τα 

επιπέδα των χλωροφυλλών του ωχροπλάστη ερευνήσαµε πώς αυτό 

επηρεάζει την ωρίµανση του οργανιδίου. Ξεχωρίσαµε τρεις περιπτώσεις ώστε 

να προσεγγίσουµε την διαδικασία όσο το δυνατόν πιο πολύπλευρα. 

Ερευνήσαµε την ανάπτυξη απουσία φωτός χάρη στην σπάνια ιδιότητα του 

µεταλλάγµατος C-2A΄ να συνθέτει χλωροφύλλες σε καθορισµένες συνθήκες 

(θερµοκρασίες <28οC). Επίσης ερευνήσαµε την κλασσική φωτοµορφογένεση 

και πάλι αυξάνοντας ή µειώνοντας τεχνητά τα ενδοκυτταρικά επίπεδα 

πολυαµινών. Τέλος, ερευνήθηκε ο συνδυασµός αρχικής ανάπτυξης στο 

σκοτάδι, αλλά σε ευνοικές για την βιοσύνθεση των χλωροφυλλών συνθήκες 

(θερµοκρασίες<28οC) και στη συνέχεια µετάβαση σε συνθήκες φωτισµού 

προκειµένου να ολοκληρωθεί η ανάπτυξη του χλωροπλάστη. Όλα αυτά 

επαναλήφθηκαν εστιάζοντας δικαίως στην αύξηση της σπερµίνης αυτή τη 

φορά και όχι στη µείωση της πουτρεσίνης, επειδή η πρώτη έδειξε πιο έντονες 

διαφορές που έφθασαν έως την πλήρη αναστολή της διαδικασίας. Τελικά, 

επιδιώχθηκε η ωρίµανση του χλωροπλάστη σε αποδεδειγµένα απαγορευτικές 

για το C-2A΄ συνθήκες (απόλυτο σκοτάδι-θερµοκρασίες >32οC) και υπήρξαν 

ενθαρρυντικά αποτελέσµατα. Επενδύοντας λοιπόν, στην κατανόηση της 

λειτουργείας του ενζύµου κλειδί (POR) υπό την επίδραση συγκεκριµένων 

πολυαµινών στην ανάπτυξη του χλωροπλάστη, είµαστε προς το παρόν σε 

θέση να ελέγχουµε στο µετάλλαγµα C-2A΄ πλήρως το αναπτυξιακό στάδιο του 

οργανιδίου αυτού. 
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Περίληψη 
 

Ένα καθοριστικό βήµα στην µετάβαση του ωχροπλάστη σε 

χλωροπλάστη είναι ο σχηµατισµός των χρωστικών (κυρίως Chl a και Chl b) 

που θα χρησιµεύσουν στη δόµηση της φωτοσυνθετικής µηχανής (Cytb6f, PS 

I, PS II, LHC)[Wollaman et al, 1999]. Την σηµαντική αυτή κατάλυση του 

προδρόµου των χρωστικών (πρωτοχλωροφυλλίδιο) την επιτελεί η 

οξειδοαναγωγάση του πρωτοχλωροφυλλιδίου (Protochlorophyllide 

Oxidoreductase POR E.C, 1.3.1.33). To ένζυµο αυτό δεσµεύει ένα µόριο 

πρωτοχλωροφυλλιδίου και µαζί µε τον συµπαράγοντα NADPH αποτελούν το 

ενεργό πρωτοχλωροφυλλιδίο (POR:Pchlide:NADPH) δηλαδή το σύµπλοκο το 

οποίο όταν ακτινοβοληθεί έχει τη δυνατότητα να ανάγει το 

πρωτοχλωροφυλλίδιο. Είναι γνωστό ότι τα φύκη σε αντίθεση µε τα 

αγγειόσπερµα σχηµατίζουν λειτουργικό φωτοσυνθετικό µηχανισµό και στο 

απόλυτο σκοτάδι. Το µετάλλαγµα C-2A΄ που άλλαξε την λειτουργία της POR 

µπλοκάρει στο σκοτάδι την βιοσύνθεση των χλωροφυλλών στο επίπεδο του 

πρωτοχλωροφυλλιδίου και οι σχηµατιζόµενες πρωτεϊνες δεν µπορούν να 

οργανωθούν σε φωτοσυνθετικά σύµπλοκα µε τις χρωστικές, λόγω έλλειψης 

χρωστικών (µόνο ίχνη χλωροφυλλών ανιχνεύονται [Senger και Brinkmann 

1986]). Με αυτά τα δεδοµένα ο σχηµατισµός του φωτοσυνθετικού µηχανισµού 

εξαρτάται µόνο από την ενεργοποίηση του ενζύµου POR που θα µετατρέψει 

το πρωτοχλωροφυλλίδιο σε χλωροφυλλίδιο (είτε µε το φώς [Senger και 

Brinkmann 1986], είτε µε την µείωση της θερµοκρασίας [Oh-Hama et al 1987]) 

και στην συνέχεια σε χλωροφύλλη για να σχηµατίσει  µε τις αντίστοιχες 

πρωτεϊνες ενεργά φωτοσυνθετικά σύµπλοκα. Επίσης, η ανάπτυξη του 

ώχροπλάστη σε χλωροπλάστη έχει συνδεθεί µε την πτώση των 

ενδοπλαστιδιακών επιπέδων πολυαµινών [Doernemann et al., 1996] και ιδίως 

της πουτρεσίνης. Υπό φυσιολογικές συνθήκες ο ωχροπλάστης περιέχει πολύ 

µεγαλύτερη συγκέντρωση (πάνω από 10 φορές) πολυαµινών από ότι ο 

χλωροπλάστης [Andreadakis και Kotzabasis 1996]. Παρά το ότι η ανάπτυξη 

του χλωροπλάστη συνδέεται µε τη µείωση των ενδοκυτταρικών επιπέδων 

πολυαµινών φάνηκε ότι η αύξηση των ενδοκυτταρικών επιπέδων σπερµίνης 

ώς ένα βαθµό (έως 0,25mM) ευνοούν την ανάπτυξη του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού (ταχύτερη ανάπτυξη και υψηλότερες φωτοσυνθετικές αποδόσεις). 
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Υψηλότερες όµως συγκεντρώσεις σπερµίνης λειτουργούν ανασταλτικά στην  

ανάπτυξή του χλωροπλάστη (>0,25mM). Υπό φυσιολογικές συνθήκες οι 

ωχροπλάστες περιέχουν υψηλή συγκέντρωση σπερµιδίνης και χαµηλή 

σπερµίνης ενώ στον χλωροπλάστη ισχύουν τα αντίθετα [Andreadakis και 

Kotzabasis 1996]. Φαίνεται δηλαδή, ότι ο φωτοσυνθετικός µηχανισµός έχει 

αυξηµένες ανάγκες σε σπερµίνη αλλά αν οι αυξηµένες συγκεντρώσεις 

σπερµίνης δεν συνδυαστούν µε την ύπαρξη χλωροφυλλών, τότε λειτουργούν 

ανασταλτικά στην ανάπτυξή του. Στο σκοτάδι έχουµε υψηλές συγκεντρώσεις 

πολυαµινών και ιδιαίτερα πουτρεσίνης τόσο σε κυτταρικό επίπεδο όσο και σε 

επίπεδο πλαστιδίων αλλά και επίπεδο µεµβρανών [Andreadakis και 

Kotzabasis 1995, Doernemann et al 1996]. H υψηλή σχέση Put/Spm κρατάει 

το ένζυµο POR σταθεροποιηµένο αλλά ικανο να µετατρέψει το  Pchlide σε 

Chlide όταν εκτεθεί στο φως. Με την έκθεση στο φως έχουµε ραγδαία και 

απότοµη µείωση της πουτρεσίνης και αύξηση της σπερµίνης. Αποτέλεσµα 

αυτής της µείωσης της σχέσης Put/Spm είναι το µπλοκάρισµα της 

φώτοµετατροπής του Pchlide σε Chlide. Επενδύοντας λοιπόν, στην 

κατανόηση της λειτουργείας του ενζύµου κλειδί (POR) υπό την επίδραση 

συγκεκριµένων πολυαµινών στην ανάπτυξη του χλωροπλάστη, είµαστε προς 

το παρόν σε θέση να ελέγχουµε στο µετάλλαγµα C-2A΄ πλήρως το 

αναπτυξιακό στάδιο του οργανιδίου αυτού. 
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