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Περίληψη	
  

	
  

Στη	
   γεωργική	
   πρακτική	
   έχει	
   παρατηρηθεί	
   ότι	
   η	
   χρήση	
   βαμβακόσπορου	
   που	
   έχει	
  

αποθηκευθεί	
  για	
  χρονικά	
  διαστήματα	
  μεγαλύτερα	
  του	
  έτους	
  έχει	
  μειωμένη	
  βλαστικότητα	
  

αλλά	
   κυρίως	
   παράγει	
   φυτά	
   μειωμένης	
   ζωτικότητας.	
   Ο	
   χειρισμός	
   των	
   σπερμάτων	
   στους	
  

40οC	
  για	
  μία	
  ημέρα	
  θεωρείται	
  ότι	
  αντιστοιχεί	
  σε	
  αποθήκευση	
   του	
  σπόρου	
  στις	
  συνήθεις	
  

συνθήκες	
  για	
  ένα	
  έτος.	
  

Στην	
   παρούσα	
   μελέτη	
   εξετάστηκε	
   η	
   δραστικότητα	
   ενός	
   υδρολυτικού	
   ενζύμου	
   του	
  

κεντρικού	
   μεταβολισμού	
   (της	
   β-­‐αμυλάσης)	
   και	
   ενός	
   μιτοχονδριακού	
   ενζύμου(	
   της	
   NAD+	
  	
  	
  	
  	
  

εξαρτώμενης	
   ισοκιτρικής	
   αφυδρογονάσης)	
   σε	
   αρτίβλαστα	
   βαμβακιού	
   των	
   οποίων	
   τα	
  

σπέρματα	
  δέχθηκαν	
  επίδραση	
  θερμοκρασίας	
  (40οC)	
  για	
  1,2,3,4	
  και	
  5	
  ημέρες.	
  Για	
  το	
  σκοπό	
  

αυτό	
  χρησιμοποιήθηκαν	
  οι	
  τεχνικές	
  του	
  ανοσοεντοπισμού,	
  και	
  του	
  in	
  vitro	
  προσδιορισμού	
  

της	
   δραστικότητας	
   των	
   ενζύμων	
   τόσο	
   σε	
   φυσιολογικές	
   συνθήκες	
   ανάπτυξης	
   όσο	
   και	
   σε	
  

συνθήκες	
  καταπόνησης	
  υψηλών	
  θερμοκρασιών.	
  

Στις	
  ρίζες,	
  η	
  β-­‐αμυλάση	
  εντοπίστηκε	
  στην	
  καλύπτρα,	
  στην	
  επιδερμίδα	
  καθώς	
  και	
  στον	
  

κεντρικό	
   κύλινδρο.	
   Στα	
   υποκοτύλια,	
   η	
   παρουσία	
   της	
   πρωτεΐνης	
   ήταν	
   έντονη	
   στις	
  

ηθμαγγειώδεις	
   δεσμίδες.	
   Τέλος,	
   στις	
   κοτύλες,	
   υπήρχε	
   γενικευμένο	
   έντονο	
   σήμα	
   αλλά	
  

ισχυρότερο	
  ήταν	
  στις	
  ηθμαγγειώδεις	
  δεσμίδες.	
  

Η	
  NAD+-­‐εξαρτώμενη	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  στις	
  ρίζες	
  εντοπίστηκε	
  στην	
  καλύπτρα,	
  

στην	
   επιδερμίδα	
   καθώς	
   και	
   στον	
   κεντρικό	
   κύλινδρο.	
   Στα	
   υποκοτύλια	
   εντοπίστηκε	
   κοντά	
  

στην	
  επιδερμίδα	
  και	
  στην	
  εξωτερική	
  περιοχή	
  του	
  κεντρικού	
  κυλίνδρου.	
  Ενώ	
  στις	
  κοτύλες	
  

εντονότερο	
   ήταν	
   το	
   σήμα	
   στην	
   περιοχή	
   των	
   ηθμαγγειωδών	
   δεσμίδων	
   και	
   ιδιαίτερα	
   στα	
  

αγγεία	
  του	
  ξύλου.	
  	
  

Ο	
   ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   σε	
   μεμβράνη	
   νιτροκυτταρίνης	
   μετά	
   από	
  

ηλεκτροφόρηση	
  μη	
  μετουσιωμένων	
  πρωτεϊνικών	
   εκχυλισμάτων	
   κατέδειξε	
   για	
   την	
  μεν	
  β-­‐

αμυλάση,	
   ύπαρξη	
   τριών	
   	
   ηλεκτροφορητικών	
   ζωνών	
   (bands)	
   που	
   πιθανόν	
   να	
   σημαίνει	
  

ύπαρξη	
  πολλών	
  ισοτύπων	
  του	
  ενζύμου,	
  ενώ	
  για	
  την	
  NAD+	
   ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  δύο	
  

ηλεκτροφορητικών	
  ζωνών.	
  

Τέλος,	
   η	
   in	
   vitro	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   στα	
   εκχυλίσματα	
   των	
   ριζών,	
   των	
  

κοτυλών	
  καθώς	
  και	
  των	
  υποκοτυλίων	
  αυξήθηκε	
  μετά	
  από	
  το	
  χειρισμό	
  ενώ	
  η	
  δραστικότητα	
  

της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
   αφυδρογονάσης	
   μειώθηκε.	
   Αυτό	
   πιθανόν	
   σημαίνει	
   μερική	
  

αποδιοργάνωση	
   του	
   κεντρικού	
   μεταβολισμού	
   αφού	
   εξαιτίας	
   του	
   θερμικού	
   χειρισμού	
  

παρατηρείται	
   μεν	
   αυξημένη	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐	
   αμυλάσης	
   (που	
   παραπέμπει	
   σε	
  



6 
 

υδρόλυση	
   του	
   αμύλου)	
   αλλά	
   μείωση	
   στη	
   δραστικότητα	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
  (μειωμένη	
  μιτοχονδριακή	
  δραστηριότητα).	
  

	
  
	
  

Abstract	
  
	
  

	
  
In	
  agricultural	
  practice	
  has	
  been	
  observed	
  that	
  the	
  use	
  of	
  cottonseed	
  stored	
  for	
  periods	
  in	
  excess	
  

of	
  the	
  year	
  has	
  reduced	
  germination	
  but	
  mainly	
  it	
  produces	
  plants	
  with	
  reduced	
  vitality.	
  	
  Handling	
  

of	
  the	
  seeds	
  to	
  40oC	
  for	
  one	
  day	
  is	
  deemed	
  equivalent	
  to	
  storing	
  the	
  seeds	
  for	
  one	
  year	
  in	
  normal	
  

storing	
  conditions.	
  	
  

In	
   this	
   study,	
   the	
   hydrolytic	
   activity	
   of	
   an	
   enzyme	
   of	
   central	
   metabolism	
   (beta-­‐amylase)	
   and	
   a	
  

mitochondrial	
  enzyme	
  (the	
  NAD+	
  dependent	
  isocitrate	
  dehydrogenase)	
  in	
  cotton	
  seedlings	
  whose	
  

seeds	
   have	
   accepted	
   temperature	
   impact	
   (40oC)	
   for	
   1,2,3,4	
   and	
   5	
   days	
   was	
   examined.	
   For	
   this	
  

purpose,	
  we	
  used	
  the	
  techniques	
  of	
   immunolocalization	
  and	
  in	
  vitro	
  activity	
  assay	
  of	
  enzymes	
   in	
  

both	
  normal	
  growth	
  and	
  stress	
  conditions	
  at	
  high	
  temperatures.	
  	
  

In	
  roots,	
  beta-­‐amylase	
  was	
  detected	
  in	
  the	
  hood,	
  the	
  skin	
  and	
  the	
  central	
  cylinder.	
   In	
  hypocotyls	
  

the	
   presence	
   of	
   protein	
   was	
   marked	
   in	
   vascular	
   bundles.	
   Finally,	
   in	
   cotyledons,	
   there	
   was	
   a	
  

generalized	
   intense	
   signal,	
   but	
   it	
   was	
   stronger	
   in	
   vascular	
   bundles.	
  	
  

The	
  immunolocalization	
  of	
  beta-­‐amylase	
  on	
  nitrocellulose	
  membrane	
  after	
  electrophoresis	
  of	
  non-­‐	
  

denaturized	
  protein	
  extracts	
   revealed	
  the	
  true	
  b-­‐amylase,	
  having	
   five	
  electrophoretic	
  bands	
  that	
  

probably	
   mean	
   that	
   there	
   are	
   several	
   isoforms	
   of	
   the	
   enzyme,	
   for	
   the	
   NAD	
   +	
   isocitrate	
  

dehydrogenase	
   two	
   electrophoretic	
   bands	
   were	
   found.	
  	
  

Finally,	
   the	
   in	
  vitro	
  activity	
  of	
  beta-­‐amylase	
   in	
  extracts	
  of	
  roots,	
   the	
  cotyledon	
  and	
  of	
  hypocotyls	
  

increased	
  after	
   treatment,	
  while	
   the	
   activity	
  of	
  NAD	
  +	
   isocitrate	
  dehydrogenase	
  decreased.	
   This	
  

may	
  mean	
  partial	
  disruption	
  of	
  the	
  central	
  metabolism	
  as	
  a	
  result	
  of	
  thermal	
  treatment	
  because	
  

while	
   enhanced	
   activity	
   of	
   beta-­‐amylase	
   (referring	
   to	
   starch	
   hydrolysis),	
   the	
   activity	
   of	
   NAD	
   +	
  

isocitrate	
  dehydrogenase	
  (decreased	
  mitochondrial	
  activity)	
  is	
  reduced.	
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1.	
  ΕΙΣΑΓΩΓΗ	
  
	
  

1.1.	
  To	
  βαμβάκι:	
  το	
  φυτό,	
  ιστορικό,	
  είδη	
  και	
  εξέλιξη	
  
	
   	
  
1.1.1.	
  Είδη	
  και	
  Καταγωγή	
  του	
  βαμβακιού	
  	
  
	
  

Το	
  βαμβάκι	
  ανήκει	
  στο	
  γένος	
  Gossypium	
  της	
  οικογένειας	
  Malvaceae.	
  Είναι	
  φυτό	
  

των	
   τροπικών	
   και	
   υποτροπικών	
   περιοχών	
   (Χριστίδης	
   1965).	
   Το	
   γένος	
   περιλαμβάνει	
  

περίπου	
   50	
   είδη	
   φυτών,	
   από	
   αυτά	
   τα	
   4	
   καλλιεργούνται	
   σε	
   διάφορες	
   περιοχές	
   του	
  

κόσμου	
   (Brubaker	
   et	
   al.,	
   1999).	
   Τα	
   είδη	
   που	
   καλλιεργούνται	
   είναι	
   τα	
   Gossypium	
  

herbaceum	
   L.,	
   Gossypium	
   arboreum	
   L,	
   Gossypium	
   hirsurum	
   L.	
   και	
   το	
   Gossypium	
  

barbadence	
   L.	
   (Τόλης	
   1986).	
   Τα	
   άγρια	
   είδη	
   δεν	
   παρέχουν	
   ίνες	
   κατάλληλες	
   για	
  

βιομηχανική	
   επεξεργασία	
   αλλά	
   λόγω	
   της	
   ανθεκτικότητας	
   που	
   παρουσιάζουν	
   σε	
  

κάποιες	
   ασθένειες	
   και	
   εχθρούς	
   είναι	
   χρήσιμα	
   για	
   την	
   γενετική	
   βελτίωση	
   των	
  

καλλιεργούμενων	
   ποικιλιών.	
   Τα	
   καλλιεργούμενα	
   είδη	
   εξημερώθηκαν	
   από	
   τον	
  

άνθρωπο	
  σε	
  διάφορες	
  περιοχές	
  της	
  υφηλίου,	
  ανεξάρτητα,	
  κυρίως	
  για	
  την	
  παραγωγή	
  

ινών	
   για	
   την	
   υφαντουργία	
   (Brubaker	
  et	
   al.,	
   1999).	
   	
  Ο	
   ακριβής	
   τόπος	
   καταγωγής	
   του	
  

βαμβακιού	
  δεν	
  έχει	
  εντοπιστεί.	
  Παρόλα	
  αυτά	
  οι	
  περιοχές	
  με	
  την	
  μεγαλύτερη	
  γενετική	
  

παραλλακτικότητα	
  του	
  είδους	
  είναι	
  το	
  Μεξικό	
  (με	
  18	
  είδη),	
  η	
  βορειοδυτική	
  Αφρική	
  και	
  

η	
  Αραβία	
  (με	
  14	
  είδη)	
  και	
  η	
  Αυστραλία	
  (με	
  17	
  είδη).	
  Δεδομένα	
  αλληλουχίας	
  DNA	
  από	
  

τα	
  υπάρχοντα	
  είδη	
   του	
   γένους	
  Gossypium	
   δείχνουν	
  ότι	
   το	
   είδος	
   έχει	
  ηλικία	
  περίπου	
  

12,5	
  εκατομμύρια	
  	
  έτη	
  (Wendel	
  and	
  Albert	
  1992;	
  Seelanan	
  et	
  al.,	
  1997).	
  Αρχαιολογικά	
  

ευρήματα	
   δείχνουν	
   ότι	
   ίνες	
   βαμβακιού	
   χρησιμοποιούνται	
   από	
   το	
   6000	
   πΧ.	
   Μία	
  

βαμβακερή	
  κλωστή	
  βρέθηκε	
  ότι	
  είχε	
  χρησιμοποιηθεί	
  για	
  να	
  δεθούν	
  χάλκινες	
  σφαίρες	
  

στο	
   Mehrarh	
   του	
   Πακιστάν	
   την	
   6η	
   χιλιετία	
   πΧ.,	
   αν	
   και	
   είναι	
   άγνωστο	
   αν	
   η	
   ίνα	
  

προέρχεται	
  από	
  καλλιεργούμενη	
  ποικιλία	
  (Moulhetat	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Πιθανότατα	
  πάντως	
  

οι	
   ίνες	
   του	
  βαμβακιού	
   είχαν	
   και	
   άλλες	
   χρήσεις	
   όπως	
   το	
   δέσιμο	
  πληγών	
  ή	
   χρήση	
  ως	
  

υλικό	
   παραγεμίσματος	
   πριν	
   ανακαλυφθεί	
   η	
   τεχνολογία	
   παραγωγής	
   νήματος	
   (Smith	
  

1995).	
  Ευρήματα	
  στο	
  Μεξικό	
  δείχνουν	
  ότι	
  η	
  χρήση	
  του	
  βαμβακιού	
  χρονολογείται	
  από	
  

το	
   5800	
   πΧ.	
   ενώ	
   υπολείμματα	
   από	
   κάψες	
   στο	
   Περού	
   τοποθετούν	
   εκεί	
   την	
   έναρξη	
  

χρήσης	
   καλλιεργούμενων	
   ποικιλιών	
   του	
   είδους	
  Gossypium	
   barbadence	
   L..	
   Ευρήματα	
  

δείχνουν	
  επίσης	
  ότι	
  από	
  το	
  2500	
  πΧ.	
  έως	
  το	
  1000	
  πΧ	
  υπήρξε	
  μία	
  συνεχής	
  αύξηση	
  της	
  

αντοχής	
   των	
   ινών	
   καθώς	
   και	
   του	
   μεγέθους	
   των	
   σπερμάτων,	
   χαρακτηριστικών	
   που	
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οδηγούν	
  στην	
  αύξηση	
  της	
  παραγωγικότητας	
  του	
  φυτού	
  (Stephens	
  and	
  Moseley	
  1973).	
  

Το	
   γεωγραφικό	
   κέντρο	
   του	
   Gossypium	
   hirsurum	
   L.	
   τοποθετείται	
   στη	
   Βόρεια	
   και	
  

Κεντρική	
  Αμερική	
  και	
  πιθανότατα	
  η	
  καλλιέργεια	
  του	
  είχε	
  αρχίσει	
  από	
  τους	
  κατοίκους	
  

της	
  περιοχής	
  την	
  προ-­‐Κολομβιανή	
  περίοδο	
  (Brubaker	
  and	
  Wendel	
  1994).	
  Ενδιαφέρον	
  

παρουσιάζει	
   η	
   περιορισμένη	
   γενετική	
   παραλλακτικότητα	
   του	
   είδους	
   Gossypium	
  

hirsurum	
   L.,	
   αυτή	
   αποδίδεται	
   στη	
   συνεχή	
   βελτίωση	
   των	
   καλλιεργούμενων	
   ποικιλιών	
  

για	
   τα	
   χαρακτηριστικά	
   όπως	
   ο	
   ετήσιος	
   κύκλος	
   καλλιέργειας,	
   ο	
   μειωμένος	
   λήθαργος	
  

των	
   σπερμάτων,	
   η	
   ανεξάρτητη	
   από	
   τη	
   φωτοπερίοδο	
   άνθιση,	
   χαρακτηριστικά	
   που	
  

υπάρχουν	
  στις	
  σύγχρονες	
  καλλιεργούμενες	
  ποικιλίες	
  (Iqbal	
  et	
  al.,	
  2001),	
  καθώς	
  και	
  η	
  

αντοχή	
   στο	
   ψύχος,	
   που	
   έχει	
   οδηγήσει	
   στην	
   εξάπλωση	
   του	
   φυτού	
   σε	
   περιοχές	
   με	
  

εύκρατο	
   κλίμα	
   (Γαλανοπούλου-­‐Σενδουκά	
   1979).	
   Το	
   γένος	
  Gossypium	
   χωρίζεται	
   σε	
   8	
  

διπλοειδείς	
   ομάδες	
   γονιδιώματος	
   (ονομάζονται	
   με	
   γράμματα	
   του	
   λατινικού	
  

αλφάβητου	
  από	
  το	
  A	
  έως	
  το	
  K)	
  με	
  βάση	
  χρωμοσωμικές	
  ομοιότητες	
  (Steward	
  1995).	
  Τα	
  

είδη	
   Gossypium	
   hirsutum	
   L.	
   και	
   Gossypium	
   barbadence	
   L.	
   στα	
   οποία	
   ανήκει	
   	
   η	
  

συντριπτική	
   πλειοψηφία	
   των	
   καλλιεργούμενων	
   ποικιλιών,	
   είναι	
   αλλοτετραπλοειδή,	
  

ανήκουν	
  στην	
  ομάδα	
  γονιδιώματος	
  AD	
   (περιέχουν	
   	
   ένα	
  γονιδίωμα	
  της	
  ομάδας	
  Α	
  και	
  

ένα	
  της	
  ομάδας	
  D)	
  (Wentel	
  et	
  al.,	
  1989;	
  Yu	
  et	
  al.,	
  2008).	
  Η	
  ταυτότητα	
  των	
  διπλοειδών	
  

ειδών	
   καθώς	
   και	
   το	
   πώς	
   ήλθαν	
   σε	
   επαφή	
   για	
   την	
   παραγωγή	
   τετραπλοειδών	
  

δεδομένου	
  ότι	
  τα	
  διπλοειδή	
  Α	
  και	
  D	
  ευδοκιμούν	
  σήμερα	
  σε	
  διαφορετικά	
  ημισφαίρια,	
  

είναι	
  άγνωστο	
  (Endrizzi	
  et	
  al.,	
  1985).	
  

	
  

1.1.2.	
  Μορφολογία	
  του	
  είδους	
  Gossypium	
  hirsutum	
  L.	
  

	
  

Στο	
   Gossypium	
   hirsutum	
   L.	
   (χνοώδες	
   βαμβάκι)	
   ανήκουν	
   τα	
   αμερικάνικα	
  

βαμβάκια	
  που	
  είναι	
  γνωστά	
  με	
  το	
  όνομα	
  Upland.	
  Είναι	
  διαδεδομένο	
  σε	
  ολόκληρο	
  τον	
  

κόσμο	
   και	
   είναι	
   το	
   μόνο	
   που	
   καλλιεργείται	
   στην	
   Ελλάδα.	
   Από	
   το	
   είδος	
   αυτό	
  

προέρχεται	
   το	
  90%	
  περίπου	
  της	
  παγκόσμιας	
  παραγωγής.	
  Τα	
  φυτά	
  που	
  είδους	
  αυτού	
  

είναι	
  κατά	
  κανόνα	
  μονοετείς	
  θάμνοι	
  που	
  το	
  ύψος	
  τους	
  κυμαίνεται	
  από	
  0,60-­‐1,80m,	
  με	
  

εξαίρεση	
  κάποιες	
  ποικιλίες	
  που	
  παράγουν	
  πολυετείς	
  θάμνους	
  ή	
  δέντρα	
  (Τόλης	
  1986).	
  

Ο	
  βλαστός	
  είναι	
  πλούσιος	
  σε	
  κυτταρίνη	
  και	
  σε	
  αυτόν	
  υπάρχουν	
  αδένες	
  που	
  εκκρίνουν	
  

το	
  αλκαλοειδές	
  γκοσυπιόλη.	
  Η	
  ρίζα	
  είναι	
  πασαλώδης	
  και	
  αρχίζει	
  να	
  διακλαδίζεται	
  όταν	
  

φτάσει	
   σε	
   μήκος	
   τα	
   15	
   cm	
   δίνοντας	
   πολλές	
   δευτερεύουσες	
   ρίζες	
   και	
   φτάνοντας	
   σε	
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βάθος	
  τα	
  2	
  μέτρα	
  (Γαλανοπούλου-­‐Σενδουκά	
  2002).	
  Τα	
  φύλλα	
  σχηματίζουν	
  3-­‐5	
  λοβούς,	
  

το	
   σχήμα	
   των	
   βρακτίων	
   είναι	
   τριγωνικό	
   και	
   τα	
   καρύδια	
   είναι	
   ωοειδή	
   ή	
   επιμήκη.	
   Οι	
  

ανθοφόροι	
  οφθαλμοί	
  που	
  εξελίσσονται	
  σε	
  άνθη	
  ονομάζονται	
  χτένια.	
  Στα	
  πρώτα	
  τους	
  

στάδια	
  τα	
  χτένια	
  καλύπτονται	
  από	
  3	
  βράκτια	
  φύλλα.	
  Συνήθως	
  χρειάζονται	
  21	
  ημέρες	
  

από	
   την	
   εμφάνιση	
   των	
   χτενιών	
   μέχρι	
   την	
   πλήρη	
  άνθιση	
   (Χριστίδης	
   1965).	
  Ο	
   καρπός	
  

είναι	
   κάψα	
   και	
   ονομάζεται	
   καρύδι.	
   Από	
   την	
   ανθοφορία	
   μεσολαβούν	
   45-­‐65	
   ημέρες	
  

μέχρι	
   την	
   καρποφορία.	
   Το	
   σχήμα	
   του	
   καρυδιού	
   διαφέρει	
   μεταξύ	
   των	
   διαφόρων	
  

ποικιλιών	
  (Χριστίδης	
  1965).	
  Το	
  μέρος	
  με	
  το	
  κύριο	
  εμπορικό	
  ενδιαφέρον	
  στο	
  βαμβάκι	
  

είναι	
  οι	
  ίνες.	
  Η	
  κάθε	
  ίνα	
  σχηματίζεται	
  από	
  ένα	
  επιδερμικό	
  κύτταρο	
  του	
  σπέρματος	
  το	
  

οποίο	
   επιμηκύνεται.	
   Τα	
   επιμηκυμένα	
   κύτταρα,	
  αναπτύσσονται	
   σε	
  δύο	
   είδη	
   ινών,	
   τις	
  

νηματοποιήσιμες,	
  που	
  επιμηκύνονται	
  για	
  20	
  περίπου	
  ημέρες	
  μετά	
  την	
  άνθιση	
  και	
  μετά	
  

την	
  16η	
  ημέρα	
  παχαίνουν	
  και	
  το	
  χνούδι	
  (λίντα	
  ή	
  λίντερ)	
  που	
  επιμηκύνονται	
  2-­‐5	
  ημέρες	
  

μετά	
   την	
   άνθιση	
   και	
   παραμένουν	
   προσκολλημένες	
   στο	
   σπόρο	
   (Γαλανοπούλου-­‐

Σενδουκά	
   2002).	
   Οι	
   ποικιλίες	
   του	
   είδους	
   αυτού	
   που	
   κατατάσσονται	
   στη	
   βοτανική	
  

ποικιλία	
   Latifolium	
   και	
   διακρίνονται	
   για	
   την	
   προσαρμοστικότητα	
   στις	
   υποτροπικές	
  

περιοχές	
   (Τόλης	
  1986).	
  Το	
  φυτό	
  αναπτύσσεται	
  καλύτερα	
  σε	
  θερμά	
  και	
   ξηρά	
  κλίματα	
  

και	
   είναι	
   ευαίσθητο	
   στον	
   παγετό	
   (Τόλης	
   1986).	
   Έχει	
   υψηλές	
   απαιτήσεις	
   σε	
   εδαφική	
  

υγρασία	
   που	
   στην	
   πλειοψηφία	
   των	
   περιπτώσεων	
   παρέχεται	
   στις	
   καλλιέργειες	
   με	
  

άρδευση	
  (Gregory	
  et	
  al.,	
  1999).	
  

	
  
Εικόνα	
  1:	
  Σπέρματα	
  βαμβακιού	
  Gossypium	
  hirsutum	
  L.	
  	
  USDA,	
  NRCS.	
  2009	
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Εικόνες	
  2,3:	
  (Άνθος	
  και	
  φύλλα	
  βαμβακιού	
  (αριστερά),	
  ανοικτά	
  καρύδια	
  (δεξιά):	
  πηγή	
  

www.Wikipedia.org)	
  

	
  
1.1.3.	
  Εμπορικές	
  χρήσεις,	
  η	
  καλλιέργεια	
  στην	
  Ελλάδα	
  και	
  στον	
  κόσμο	
  
	
  

Το	
  βαμβάκι	
  είναι	
  το	
  κύριο	
  φυτό	
  που	
  καλλιεργείται	
  για	
  παραγωγή	
  ινών	
  για	
  την	
  

υφαντουργία	
   παγκοσμίως,	
   συγκομίζεται	
   σύσπορο	
   και	
   μετά	
   ακολουθεί	
   διαχωρισμός	
  

των	
  σπόρων	
  από	
  τις	
  ίνες	
  (εκκοκκισμός).	
  Οι	
  ίνες	
  επεξεργάζονται	
  περαιτέρω	
  ανάλογα	
  με	
  

το	
  είδος	
  του	
  υφάσματος	
  που	
  θα	
  παραχθεί	
  και	
  κατόπιν	
  υφαίνονται.	
  Τα	
  σπέρματα	
  του	
  

βαμβακιού	
   είναι	
   πλούσια	
   σε	
   λιπαρά	
   οξέα	
   τα	
   οποία	
   εξάγονται	
   με	
   σύνθλιψη	
   και	
  

χρησιμοποιούνται	
   για	
   παραγωγή	
   βρώσιμων	
   ελαίων,	
   μαργαρινών,	
   σαπουνιού	
   και	
  

πλαστικών	
  (Gregory	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Το	
  μέρος	
  των	
  σπερμάτων	
  που	
  έχει	
  υποστεί	
  αφαίρεση	
  

ελαίου,	
  χρησιμοποιούνται	
  για	
  παραγωγή	
  ζωοτροφών	
  (γνωστό	
  ως	
  βαμβακόπιτα),	
  μιας	
  

και	
   το	
   προϊόν	
   αυτό	
   περιέχει	
   έως	
   41%	
   πρωτεΐνη	
   (Smith	
   1999).	
   Τα	
   εκκοκκισμένα	
  

σπέρματα	
   καλύπτονται	
   από	
   τριχίδια	
   τα	
   οποία	
   μετά	
   την	
   απομάκρυνσή	
   τους,	
   έχουν	
  

ποικίλες	
   χρήσεις	
   όπως	
   	
   την	
   παραγωγή	
   στρωμάτων	
   και	
   παραγωγή	
   κυτταρίνης	
   για	
  

χημική	
  χρήση	
  ή	
  για	
  χρήση	
  στη	
  βιομηχανία	
  των	
  τροφίμων	
  (Gregory	
  et	
  al.,	
  1999).	
  

Την	
   καλλιεργητική	
   περίοδο	
   2007-­‐2008	
   καλλιεργήθηκαν	
   στην	
   Ελλάδα	
   3.150.000	
  

στρέμματα	
   και	
   παρήχθησαν	
   288.000	
   τόνοι	
   εκκοκκισμένου	
   προϊόντος.	
   Παγκοσμίως	
   η	
  

παραγωγή	
  εκκοκκισμένου	
  βαμβακιού	
  φαίνεται	
  στον	
  Πίνακα	
  1	
  (FAS/USDA	
  2008).	
  	
  

	
  

Χώρα	
  
Παραγωγή	
  Εκκοκκισμένου	
  βαμβακιού	
  
2007-­‐2008	
  (εκατομμύρια	
  τόνοι)	
  

Κίνα	
   8,056	
  
Ινδία	
   5,356	
  
ΗΠΑ	
   4,182	
  
Πακιστάν	
   1,938	
  
Βραζιλία	
   1,602	
  

Πίνακας	
  1:	
  Παραγωγή	
  εκκοκκισμένου	
  βαμβακιού	
  στις	
  5	
  μεγαλύτερες	
  παραγωγούς	
  χώρες	
  (Πηγή:	
  
FAS/USDA	
  2008)	
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1.2 .	
  Η	
  σύσταση	
  και	
  η	
  βλάστηση	
  των	
  σπερμάτων	
  του	
  βαμβακιού	
  
	
   	
  
1.2.1.	
  Η	
  σύσταση	
  των	
  σπερμάτων	
  
	
   	
  
Η	
  χημική	
  σύσταση	
  του	
  σπερμάτων	
  του	
  βαμβακιού	
  μετά	
  την	
  αφαίρεση	
  της	
  λίντας	
  
(λίντερ)	
  έχει	
  ως	
  εξής:	
  
	
  	
  

Ξηρά	
  ουσία	
   90%	
  

Ολική	
  πρωτεΐνη	
  	
   25,6%	
  

Λιπαρά	
   23,6%	
  

Ασβέστιο	
   0,12%	
  

Φώσφορος	
   0,50%	
  

Κάλιο	
  	
   1,18%	
  

Μαγνήσιο	
   0,41%	
  

Υδατάνθρακες	
  που	
  δεν	
  ανήκουν	
  στις	
  
ίνες	
  

9,4%	
  

Ολικά	
  σάκχαρα	
  	
   6,8%	
  

Τέφρα	
   4,4%	
  

Ίνες	
  διαφόρων	
  ειδών	
   13,8%	
  

Ελεύθερη	
  λυσίνη	
   3,2%	
  

Ολική	
  γκοσυπιόλη	
   0,99%	
  
Πίνακας	
  2:	
  χημική	
  σύσταση	
  του	
  σπόρου	
  του	
  βαμβακιού	
  μετά	
  την	
  αφαίρεση	
  της	
  λίντας	
  (ή	
  λίντερ)	
  (Kohel	
  

and	
  Lewis	
  1984).	
  

	
  

1.2.2.	
  Η	
  βλάστηση	
  των	
  σπερμάτων	
  

Ως	
   βλαστικότητα	
   των	
   σπερμάτων	
   ορίζεται	
   η	
   ικανότητα	
   του	
   εμβρύου	
   να	
  

αναπτύσσεται	
   σε	
   σπορόφυτο	
   μετά	
   την	
   παράκαμψη	
   του	
   λήθαργου	
   που	
   συνήθως	
  

ακολουθεί	
  την	
  ωρίμανσή	
  του	
  εμβρύου.	
  Στο	
  βαμβάκι,	
  ως	
  εμπειρικός	
  δείκτης	
  ποιότητας	
  

του	
  σπόρου,	
  χρησιμοποιείται	
  συχνά	
  η	
  περιεκτικότητα	
  του	
  σε	
  ελεύθερα	
  λιπαρά	
  οξέα.	
  

Όταν	
  η	
  συγκέντρωση	
   των	
  ελεύθερων	
  λιπαρών	
  οξέων	
  είναι	
  μεγαλύτερη	
  από	
  8%,	
   έχει	
  

δειχθεί	
   ότι	
   η	
   βλαστικότητα	
   των	
   σπερμάτων	
   είναι	
   χαμηλή,	
   ενώ	
   για	
   τη	
   διάθεση	
   του	
  

σπόρου	
   για	
   συστηματική	
   καλλιέργεια,	
   απαιτείται	
   συγκέντρωση	
   λιπαρών	
   οξέων	
  

χαμηλότερη	
  από	
  1%	
  (Hoffpauir	
  et	
  al.,	
  1950).	
  

Πριν	
   από	
   τη	
   βλάστηση,	
   το	
   ώριμο	
   σπέρμα	
   είναι	
   αφυδατωμένο	
   (περιέχει	
  

περίπου	
   11%	
   υγρασία)	
   και	
   είναι	
   μεταβολικά	
   αδρανές.	
   Η	
   διαδικασία	
   βλάστησης,	
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αρχίζει	
   με	
   ταχεία	
   απορρόφηση	
   νερού	
   η	
   οποία	
   συνεχίζεται	
   αργότερα	
   με	
   μικρότερη	
  

ταχύτητα.	
  Η	
  απορρόφηση	
  νερού	
  συνεχίζεται	
  έως	
  ότου	
  το	
  ποσοστό	
  νερού	
  στο	
  σπέρμα	
  

φτάσει	
  περίπου	
  το	
  60%	
  του	
  αρχικού	
  ξηρού	
  βάρους.	
  (Christiansen	
  and	
  Rowland	
  1981).	
  

Στους	
   30oC	
   η	
   ενυδάτωση	
   μπορεί	
   να	
   γίνει	
   σε	
   4-­‐5	
   ώρες,	
   αν	
   και	
   ο	
   ρυθμός	
   διαφέρει	
  

μεταξύ	
   των	
   ειδών	
   του	
   γένους	
  Gossypium	
   (Cole	
   and	
   Christiansen	
   1975).	
   Το	
   επόμενο	
  

στάδιο	
  είναι	
  η	
  ανάπτυξη	
  σε	
  σπορόφυτο,	
  που	
  απαιτεί	
  μεγάλα	
  ποσά	
  ενέργειας.	
  	
  

Τα	
   σπέρματα	
   των	
   φυτών	
   αποθηκεύουν	
   άνθρακα	
   για	
   τη	
   βλάστηση	
   των	
  

φυταρίων	
  και	
  την	
  εγκατάστασή	
  τους.	
  Οι	
  αποθησαυριστικές	
  μορφές	
  του	
  άνθρακα	
  είναι	
  

λιπίδια,	
  υδατάνθρακες	
   κυρίως	
  με	
   τη	
  μορφή	
   του	
  αμύλου,	
   και	
  πρωτεΐνες	
   (Bewely	
  and	
  

Black	
   1994).	
   Τα	
   γυμνόσπερμα	
   όπως	
   τα	
   κωνοφόρα,	
   τα	
   κυκαδόφυτα	
   και	
   τα	
   γκίνγκο,	
  

αποθηκεύουν	
  λιπαρά	
  οξέα	
  με	
  τη	
  μορφή	
  τριακυλογλυκερoλών	
  (TAG)	
  στους	
  μητρικούς	
  

ιστούς	
   που	
   περιβάλλουν	
   το	
   έμβρυο,	
   ενώ	
   τα	
   αγγειόσπερμα	
   μπορούν	
   επίσης	
   να	
   τα	
  

αποθηκεύσουν	
  είτε	
  στο	
  ενδοσπέρμιο	
  είτε	
  στο	
  ίδιο	
  το	
  έμβρυο.	
  Στο	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  

και	
   στα	
   άλλα	
   μέλη	
   της	
   οικογένειας	
   Brassicaceae,	
   ο	
   άνθρακας	
   αποθηκεύεται	
   με	
   τη	
  

μορφή	
  του	
  TAG	
  κυρίως	
  στους	
   ιστούς	
  του	
  εμβρύου.	
  Κατά	
  τη	
  διάρκεια	
  της	
  βλάστησης	
  

των	
   σπερμάτων	
   στα	
   αγγειόσπερμα,	
   το	
   ενδοσπέρμιο	
   έχει	
   δύο	
   γνωστούς	
   ρόλους.	
   Στα	
  

σπέρματα	
   που	
   έχουν	
   ενδοσπέρμιο,	
   όπως	
   των	
   δημητριακών	
   και	
   της	
   ρετσινολαδιάς,	
  

εκκρίνονται	
   υδρολυτικά	
   ένζυμα	
   από	
   την	
   αλευρώνη	
   στο	
   ενδοσπέρμιο	
   για	
   να	
  

κινητοποιηθούν	
   τα	
   αποθέματα	
   του	
   αμύλου	
   ή	
   των	
   λιπιδίων.	
   Ο	
   άνθρακας	
   από	
   τα	
  

αποθέματα	
  του	
  ενδοσπερμίου	
  μεταφέρεται	
  με	
  τη	
  μορφή	
  σακχαρόζης	
  στο	
  έμβρυο	
  για	
  

να	
   υποστηρίξει	
   την	
   αύξηση	
   του	
   (Kornberg	
   and	
   Beevers	
   1957).	
   Στα	
   κύτταρα	
   του	
  

πρωτεϊνοφόρου	
   στρώματος	
   του	
   κριθαριού,	
   το	
   γιββερελινικό	
   οξύ	
   (GA)	
   προάγει	
   την	
  

έκφραση	
  αυτών	
  των	
  γονιδίων,	
  και	
  την	
  ενεργοποίηση	
  των	
  μεταγραφικών	
  παραγόντων,	
  

περιλαμβανομένου	
   και	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   (GAMYB)	
   (Gubler	
   et	
   al.,	
   1995,	
   2002).	
   Το	
  

αμπσισικό	
   οξύ	
   ανταγωνίζεται	
   τη	
   δράση	
   του	
   GA,	
   καταστέλλοντας	
   την	
   έκφραση	
   του	
  

γονιδίου	
   της	
  αμυλάσης	
   και	
   ενεργεί	
   μέσω	
  μιας	
   επαγόμενης	
  από	
   το	
  ΑΒΑ	
   κινάσης	
   των	
  

πρωτεϊνών	
  (Gomez-­‐	
  Cadenas	
  et	
  al.,	
  2001).	
  

Πολλά	
  φυτά,	
   όπως	
   το	
  βαμβάκι,	
   αποθηκεύουν	
  στα	
  σπέρματα	
   τους	
   λιπίδια,	
   τα	
  

οποία	
   χρησιμοποιούν	
   ως	
   πηγή	
   ενέργειας	
   και	
   βιοσυνθετικών	
   πρόδρομων	
   ενώσεων	
  

κατά	
   τη	
   βλάστηση,	
   πριν	
   αναπτυχθούν	
   οι	
   φωτοσυνθετικοί	
   μηχανισμοί.	
   Στο	
   βαμβάκι	
  

κατά	
   μέσο	
   όρο,	
   το	
   σπέρμα	
   περιέχει	
   16,2%	
   υδατάνθρακες,	
   23,6%	
   λιπαρά	
   και	
   25,6%	
  

πρωτεΐνη	
   (Kohel	
   and	
   Lewis	
   1984).	
   Οι	
   διεργασίες	
   που	
   λαμβάνουν	
   χώρα	
   για	
   την	
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αποδόμηση	
   των	
  λιπαρών	
  οξέων	
   των	
  αποθεμάτων,	
  στο	
  βαμβάκι,	
  αποτυπώνονται	
  στο	
  

παρακάτω	
  σχήμα:	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Σχήμα1	
  :	
  Μετατροπή	
  των	
  λιπαρών	
  οξέων	
  σε	
  απλά	
  σάκχαρα	
  (Kohel	
  and	
  Lewis	
  1984)	
  

Στα	
   βλαστάνοντα	
   σπέρματα,	
   η	
   ενεργός	
   νεογλυκογένεση	
   παρέχει	
   γλυκόζη	
   για	
   τη	
  

σύνθεση	
   σακχαρόζης	
   και	
   πολυσακχαριτών	
   που	
   προέρχονται	
   από	
   τις	
   εξόζες.	
   Όλα	
   τα	
  

ένζυμα	
   της	
   έχουν	
   δημιουργηθεί	
   κατά	
   τη	
   μορφογένεση	
   και	
   παραμένουν	
   στα	
  

μιτοχόνδρια	
  και	
  στα	
  γλυοξυσώματα	
  (Trelease	
  et	
  al.,	
  1980).	
  Στο	
  αναπτυσσόμενο	
  φυτό	
  η	
  

σακχαρόζη	
   προσφέρει	
   μεγάλο	
   μέρος	
   της	
   ενέργειας	
   και	
   των	
   σκελετών	
   άνθρακα	
   που	
  

απαιτούνται	
  για	
  την	
  αρχική	
  αύξηση.	
  	
  

	
   Δευτερευόντως	
  εκκρίνονται	
  υδρολυτικά	
  ένζυμα	
  που	
  η	
  λειτουργία	
  τους	
  είναι	
  να	
  

αποδομούν	
   τα	
   κυτταρικά	
   τοιχώματα	
   περιοχών	
   του	
   περιβλήματος	
   των	
   σπερμάτων,	
  

απομακρύνοντας	
   καταυτόν	
   τον	
   τρόπο	
   τα	
   μηχανικά	
   εμπόδια	
   για	
   την	
   ανάδυση	
   των	
  

ριζιδίων.	
   Αυτά	
   περιλαμβάνουν	
   β-­‐1,3-­‐γλουκανάσες,	
   ενδομανανάσες,	
  

πολυγαλακτουρονάσες	
   και	
   εξπανσίνες	
   (Leubner-­‐Metzger	
   et	
   al.,	
   1995;	
   Nonagaki	
   and	
  

Morohashi	
   1996;	
   Sitrit	
   et	
   al.,	
   1999;	
   Chen	
   and	
   Bradford	
   2000).	
   Τα	
   σπέρματα	
   του	
  

βαμβακιού	
  υπόκεινται	
   σε	
   χημική	
  αφαίρεση	
   των	
   ινών	
   (λιντάρισμα)	
   για	
  βελτίωση	
   των	
  

χαρακτηριστικών	
  τους	
   (λ.χ.	
   ευκολότερος	
  χειρισμός	
  από	
  σπαρτικές	
  μηχανές)	
  αλλά	
  και	
  

για	
  τη	
  βελτίωση	
  της	
  ενυδάτωσης	
  του	
  σπέρματος	
  που	
  διευκολύνει	
  τη	
  βλάστηση	
  (Kohel	
  

and	
  Lewis	
  1984).	
  Οι	
  Kerby	
  et	
  al.,	
  (1996),	
  αναφέρουν	
  ότι	
  ο	
  «μαύρος	
  σπόρος»,	
  	
  δηλαδή	
  ο	
  

σπόρος	
  στον	
  οποίο	
  έχουν	
  αφαιρεθεί	
  οι	
  ίνες,	
  έχει	
  σημαντικά	
  μεγαλύτερες	
  πιθανότητες	
  

να	
  δώσει	
  φυτάριο	
  από	
  ότι	
  ο	
  σπόρος	
  με	
  ίνες.	
  Αυτό	
  οφείλεται	
  στην	
  αυξημένη	
  επαφή	
  με	
  

το	
   έδαφος	
   που	
   έχει	
   το	
   επεξεργασμένο	
   σπέρμα	
   που	
   έχει	
   ως	
   συνέπεια,	
   την	
  

αποτελεσματικότερη	
   ενυδάτωση	
   του.	
   Στο	
  Arabidopsis	
   thaliana,	
  στον	
   καπνό	
   και	
   στην	
  

τομάτα	
  έχει	
  δειχθεί	
  ότι	
  τα	
  κυτταρικά	
  τοιχώματα	
  του	
  περιβλήματος	
  του	
  σπέρματος	
  και	
  

του	
  ενδοσπερμίου	
  συνιστούν	
  ένα	
  σημαντικό	
  συστατικό	
  του	
  ληθάργου	
  των	
  σπερμάτων	
  

και	
   ότι	
   ρύθμιση	
   της	
   αποδόμησης	
   του	
   περιβλήματος	
   του	
   σπέρματος	
   είναι	
   ένα	
  

Λίπη Λιπόλυση στο ελαιόσωµα Ελεύθερα λιπαρά οξέα 

β-­‐οξείδωση	
  λιπαρών	
  οξέων	
  και	
  
σύνθεση	
  ηλεκτρικού	
  οξέως	
  από	
  
το	
  μονοπάτι	
  του	
  γλυοξυλικού	
  
οξέος	
  στα	
  γλυοξυσώματα	
  

Μετατροπή	
  του	
  ηλεκτρικού	
  
οξέως	
  σε	
  οξαλοξικό	
  στα	
  
μιτοχόνδρια	
  

το	
  οξαλοξικό	
  	
  
μετατρέπεται	
  σε	
  γλυκόζη	
  
με	
  γλυκονεογέννεση	
  στο	
  
κυτταρόπλασμα	
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σημαντικό	
  στοιχείο	
  από	
  μόνο	
  του	
  στη	
  ρύθμιση	
  της	
  βλάστησης	
  (Debeaujon	
  et	
  al.,	
  2000;	
  

Leubner-­‐	
  Metzger	
  and	
  	
  Meins	
  2000;	
  Downie	
  et	
  al.,	
  2003).	
  	
  

Το	
   Arabidopsis	
   thaliana	
   έχει	
   συχνά	
   χρησιμοποιηθεί	
   ως	
   πρότυπο	
   φυτό	
   για	
   τη	
  

διευκρίνιση	
  της	
  βιοχημείας	
  και	
  της	
  ρύθμισης	
  της	
  κινητοποίησης	
  των	
  λιπιδίων	
  κατά	
  τη	
  

διάρκεια	
   της	
   βλάστησης.	
   Η	
   κινητοποίηση	
   των	
   λιπιδίων	
   λαμβάνει	
   μέρος	
   στα	
  

γλυοξυσώματα	
   και	
   απαιτεί	
   έναν	
   μεταφορέα	
   λιπαρών	
   οξέων,	
   δύο	
   ισόμορφα	
   γονίδια	
  

της	
   ακυλο-­‐CoA	
   συνθάσης,	
   και	
   τη	
   διαδικασία	
   της	
   υπεροξειδιωμικής	
   β-­‐οξείδωσης	
  

(Hayashi	
   et	
   al.,	
   1998;	
  Germain	
   et	
   al.,	
   2001;	
   Zolman	
   et	
   al.,	
   2001;	
   Footitt	
   et	
   al.,	
   2002;	
  

Fulda	
  et	
  al.,	
  2004).	
  Ένα	
  ισόμορφο	
  του	
  ενζύμου	
  κλειδιού	
  β-­‐οξείδωσης,	
  η	
  3-­‐κετοακυλο-­‐

CoA	
  θειολάση,	
  υπερισχύει	
  κατά	
  τη	
  διάρκεια	
  της	
  βλάστησης.	
  Μεταλλαγμένα	
  φυτά	
  ως	
  

προς	
  την	
  πρωτεΐνη	
  αυτή	
  έχουν	
  αναδείξει	
  το	
  ρόλο	
  της	
  κινητοποίησης	
  των	
  λιπιδίων	
  στη	
  

βλάστηση.	
  Το	
  γονίδιο	
  Peroxisome	
  Defective1	
  (PED1)/3-­‐κετοακυλ-­‐CoA	
  θειολάση2	
  είναι	
  

απαραίτητο	
  για	
  την	
  εγκατάσταση	
  του	
  φυταρίου	
  αλλά	
  όχι	
  για	
  την	
  ανάδυση	
  του	
  ριζιδίου	
  

και	
   τη	
   βλάστηση	
   (Hayashi	
   et	
   al.,	
   1998;	
   Germain	
   et	
   al.,	
   2001).	
   Χαρακτηριστικά	
   η	
  

εγκατάσταση	
   των	
   φυταρίων	
   στη	
   μετάλλαξη	
   ped1	
   μπορεί	
   να	
   αποκατασταθεί	
   με	
   την	
  

παροχή	
  μιας	
  εναλλακτικής	
  πηγής	
  άνθρακα.	
  	
  

Σε	
  αντίθεση,	
  στα	
  ελλιπή	
  φυτάρια	
  του	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  στο	
  ένζυμο	
  του	
  γλυοξυλικού	
  

κύκλου	
  ισοκιτρικής	
  λυάσης	
  (ICL)	
  εγκαθίστανται	
  επαρκώς	
  στο	
  φώς	
  αλλά	
  παρουσιάζουν	
  

μειωμένη	
  συγκριτικά	
  με	
   το	
  μάρτυρα	
  επιμήκυνση	
  του	
  υποκοτυλίου	
  στο	
  σκοτάδι	
  κατά	
  

τρόπο	
   που	
   εξαρτάται	
   από	
   τη	
   σακχαρόζη	
   (Eastmond	
   et	
   al.,	
   2000).	
   Ένας	
   παρόμοιος	
  

φαινότυπος	
   έχει	
   παρατηρηθεί	
   στα	
   φυτά	
   στα	
   οποία	
   η	
   έκφραση	
   του	
   γονιδίου	
   της	
  

καρβοξυκινάσης	
   του	
   φωσφοροενόλο	
   πυροσταφυλλικού	
   (PCK1)	
   που	
   έχει	
   υποστεί	
  

σίγαση	
   με	
   τo	
   αντινοηματικό	
   RNA	
   (Rylott	
   et	
   al.,	
   2003).	
   Η	
   διαφορά	
   μεταξύ	
   του	
  

Arabidopsis	
   thaliana	
   και	
   των	
   ελαιούχων	
   σπερμάτων	
   όπως	
   είναι	
   η	
   ρετσινολαδιά	
   έχει	
  

οδηγήσει	
   σε	
   αμφιβολίες	
   σχετικά	
   με	
   το	
   ρόλο	
   του	
   γλυοξυλικού	
   κύκλου	
   και	
   της	
  

γλυκονεογένεσης	
   στα	
   εμβρυακά	
   κύτταρα	
   ελαιούχων	
   σπερμάτων	
   στα	
   οποία	
  

απαντώνται	
  εναλλακτικές	
  πλην	
  της	
  β-­‐οξείδωσης,	
  οδοί	
  της	
  σύνθεσης	
  του	
  ακετυλο-­‐CoA	
  

(Smith	
  2002).	
  

	
   Η	
  αύξηση	
  των	
  φυτών	
  και	
  η	
  αποθήκευση	
  οργανικών	
  ουσιών	
  υψηλής	
  ενέργειας	
  

στα	
  όργανα	
  των	
  φυτών	
  απαιτεί	
  συνεχή	
  ροή	
  θρεπτικών	
  συστατικών.	
  Στα	
  περισσότερα	
  

φυτικά	
  είδη,	
  η	
  σακχαρόζη	
  είναι	
  η	
  κύρια	
  μεταφερόμενη	
  οργανική	
  ουσία.	
  Η	
  σακχαρόζη	
  

συντίθεται	
  κυρίως	
  στο	
  μεσόφυλο	
  κατά	
  τη	
  φωτοσύνθεση,	
  και	
  μεταφέρεται	
  στα	
  κέντρα	
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κατανάλωσης	
   μέσω	
   του	
   ηθμού	
   όπου	
   χρησιμοποιούνται	
   στη	
   διαδικασία	
   δημιουργίας	
  

βασικών	
  δομικών	
  και	
  ενεργειακών	
  συστατικών	
  της	
  κυτταρικής	
  αύξησης.	
  	
  

Κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   των	
   πρώτων	
   σταδίων	
   της	
   βλαστητικής	
   αύξησης	
   η	
   γρήγορα	
  

αυξανόμενη	
   ζώνη	
   της	
   ρίζας	
   είναι	
   ο	
   βασικός	
   καταναλωτής	
   των	
   φωτοσυνθετικών	
  

προϊόντων.	
  Είναι	
  ευρέως	
  αποδεκτό	
  ότι	
  η	
  αποφόρτιση	
  του	
  ηθμού	
  (phloem	
  unloading)	
  

στη	
   ρίζα	
   εκδηλώνεται	
   μόνο	
   στις	
   ζώνες	
   εκείνες	
   στις	
   οποίες	
   απαιτούνται	
   ουσίες	
   για	
  

κατανάλωση.	
  Αυτό	
  το	
  συμπέρασμα	
  βασίζεται	
  σε	
  ανατομικές	
  μελέτες	
  που	
  δείχνουν	
  ότι	
  

τα	
  δομικά	
  συστατικά	
  του	
  ώριμου	
  ηθμού	
  εκτείνονται	
  κατά	
  μήκος	
  ολόκληρης	
  της	
  ζώνης	
  

επιμήκυνσης	
  (Esau	
  and	
  Gill	
  1973;	
  Demchenko	
  1989;	
  Dolan	
  1993).	
  

	
  

1.2.3.	
   Επίδραση	
   της	
   γήρανσης	
   στις	
   φυσιολογικές	
   και	
   βιοχημικές	
  

διεργασίες	
  στα	
  σπέρματα.	
  

	
  

Η	
   γήρανση	
   ενός	
   σπέρματος	
   ορίζεται	
   ως	
   η	
   μείωση	
   της	
   βλαστικότητας	
  

παράλληλα	
   με	
   την	
   μείωση	
   της	
   ευρωστίας	
   των	
   φυταρίων	
   από	
   σπέρματα	
   που	
  

κατάφεραν	
  να	
  βλαστήσουν.	
  Κατά	
  τη	
  διαδικασία	
  της	
  γήρανσης	
  τα	
  σπέρματα	
  χάνουν	
  την	
  

ευρωστία	
  τους,	
  τη	
  βλαστικότητα	
  και	
  τέλος	
  τη	
  ζωτικότητα	
  τους	
  (Trawatha	
  et	
  al.,	
  1995).	
  

Ο	
   σπόρος	
   του	
   βαμβακιού	
   είναι	
   από	
   τους	
   πιο	
   ευαίσθητους	
   μεταξύ	
   των	
  

καλλιεργούμενων	
   φυτικών	
   ειδών	
   και	
   χάνει	
   μεγάλο	
   μέρος	
   της	
   ευρωστίας	
   και	
   της	
  

ζωτικότητας	
   του	
   μετά	
   από	
   έναν	
   μόλις	
   χρόνο	
   αποθήκευσης.	
   Αυτό	
   σύμφωνα	
   με	
   τον	
  

Tappel	
   (1973)	
   οφείλεται	
   στο	
   μεγάλο	
   ποσοστό	
   λιπαρών	
   οξέων	
   που	
   περιέχει.	
   Η	
  

αλλοίωση	
  των	
  μεμβρανών	
  θεωρείται	
  ότι	
  είναι	
  από	
  τους	
  κύριους	
  λόγους	
  της	
  μείωσης	
  

της	
   βλαστικότητας	
   των	
   σπερμάτων	
   (Tappel	
   1973).	
   Αυτό	
   έχει	
   ως	
   αποτέλεσμα,	
   την	
  

αδυναμία	
   διατήρησης	
   από	
   τα	
   κύτταρα	
   της	
   φυσιολογικής	
   τους	
   λειτουργίας.	
   Ο	
  

βασικότερος	
   λόγος	
   της	
   αλλοίωσης	
   των	
   μεμβρανών	
   είναι	
   η	
   αύξηση	
   των	
   ελεύθερων	
  

λιπαρών	
   οξέων	
   καθώς	
   και	
   η	
   αυξημένη	
   παραγωγή	
   ελεύθερων	
   ριζών	
   από	
   την	
  

υπεροξειδάση	
  των	
  λιπαρών	
  οξέων	
  (Grilli	
  et	
  al.,	
  1995).	
  

	
  Ο	
   ρυθμός	
   απώλειας	
   της	
   ζωτικότητας	
   των	
   σπερμάτων,	
   επηρεάζεται	
   από	
  

περιβαλλοντικούς	
   παράγοντες,	
   όπως	
   η	
   θερμοκρασία,	
   η	
   σχετική	
   υγρασία	
   και	
   η	
  

περιεκτικότητα	
   της	
  ατμόσφαιρας	
  σε	
  O2/CO2	
   (Basra	
  et	
  al.,	
   2000).	
  Ο	
  Harrington	
   (1972)	
  

πρότεινε	
   ότι	
   κάτω	
   από	
   κανονικές	
   συνθήκες	
   αποθήκευσης	
   (25οC,	
   50-­‐70%	
   σχετική	
  

υγρασία),	
  για	
  κάθε	
  1%	
  μείωση	
  της	
  υγρασίας	
  του	
  σπόρου	
  και	
  για	
  κάθε	
  5οC	
  μείωση	
  της	
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θερμοκρασίας,	
   η	
   διάρκεια	
   ζωής	
   των	
   σπερμάτων	
   διπλασιάζεται.	
   Η	
   επιταχυνόμενη	
  

γήρανση	
   με	
   βάση	
   τις	
   παραπάνω	
   παρατηρήσεις,	
   έχει	
   χρησιμοποιηθεί	
   σε	
   διάφορες	
  

μελέτες	
  σε	
  διάφορα	
  φυτά	
  (Parish	
  and	
  Leopold	
  1978;	
  Baily	
  et	
  al.,	
  1996)	
  και	
  στο	
  βαμβάκι	
  

(Rathinavel	
   and	
   Dharmalingam	
   2001).	
   Η	
   μέθοδος	
   αυτή	
   χρησιμοποιείται	
   και	
   από	
  

εταιρίες	
   παραγωγής	
   πολλαπλασιαστικού	
   υλικού	
   για	
   την	
   μελέτη	
   της	
   ζωτικότητας	
   και	
  

βλαστικότητας	
  των	
  προϊόντων	
  που	
  παράγουν	
  (Rajjou	
  and	
  Debeaujon	
  2008).	
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1.3.1.	
  Ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  
	
  

Τα	
   μιτοχόνδρια	
   είναι	
   τα	
   οργανίδια	
   στα	
   οποία	
   γίνεται	
   ο	
   κύκλος	
   των	
  

τρικαρβοξυλικών	
   οξέων	
   και	
   η	
   μεταφορά	
   των	
   Η+	
   και	
   των	
   ηλεκτρονίων	
   προς	
   το	
  

οξυγόνο	
  για	
  την	
  παραγωγή	
  ΑΤΡ.	
  Επίσης	
  και	
  μέρος	
  μεγάλου	
  αριθμού	
  μεταβολικών	
  

μονοπατιών	
   πραγματοποιείται	
   στα	
   μιτοχόνδρια	
   όπως	
   η	
   φωτοαναπνοή,	
   οι	
  

πρόδρομες	
  ουσίες	
  για	
  τη	
  γλυκονεογένεση,	
  και	
  της	
  σύνθεσης	
  μερικών	
  αμινοξέων	
  και	
  

το	
   μονοπάτι	
   του	
   γ-­‐αμινοβουτυρικού.	
  Η	
   πρώτη	
  αποκαρβοξυλίωση	
   στον	
   κύκλο	
   του	
  

Krebs,	
  από	
  ισοκιτρικό	
  σε	
  α-­‐κετογλουταρικό,	
  πραγματοποιείται	
  από	
  το	
  ένζυμο	
  NAD+	
  

ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  που	
  εντοπίζεται	
  στα	
  μιτοχόνδρια	
  (Lemaitre	
  and	
  	
  Hodges	
  

2006).	
  

	
  

1.3.2.	
  Οι	
  τύποι	
  της	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  και	
  ο	
  ρόλος	
  τους	
  

	
  

Με	
   βάση	
   το	
   συνένζυμο	
   τους	
   οι	
   φυτικές	
   ισοκιτρικές	
   αφυδρογονάσες	
  

κατατάσσονται	
  σε	
  δύο	
  τύπους.	
  Ο	
  ένας	
  τύπος	
  λειτουργεί	
  με	
  συνένζυμο	
  το	
  NADP+	
  και	
  

ο	
   άλλος	
   το	
   NAD+	
   (Lancien	
   et	
   al.,	
   1998).	
   Αμφότεροι	
   οι	
   τύποι	
   της	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
   καταλύουν	
   την	
   οξειδωτική	
   αποκαρβοξυλίωση	
   του	
   ισοκιτρικού	
  

οξέος	
   με	
   προϊόν	
   το	
   α-­‐κετογλουταρικό,	
   CO2	
   και	
   ένα	
   ανηγμένο	
   συνένζυμο	
   και	
  

απαιτούν	
  την	
  παρουσία	
  ιόντων	
  Mg+2	
  ή	
  Mn+2	
  (Martinez	
  –Riva	
  and	
  Vega	
  1998).	
  

	
  

Ισοκιτρικό	
  +	
  NAD(P)+	
  	
  	
  	
  	
   α-­‐κετογλουταρικό	
  +	
  NAD(P)H	
  +	
  H+	
  +	
  CO2	
  

	
  

1.3.2.1.	
  Η	
  NADP+	
  εξαρτώμενη	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  (ICDH)	
  

	
  

Η	
  NADP+	
  εξαρτώμενη	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  (ICDH)	
  (EC	
  1.1.1.42)	
  απαντά	
  

στα	
   μιτοχόνδρια	
   και	
   είναι	
   ομοδιμερές,	
   ενώ	
   ισομορφές	
   της	
   βρίσκονται	
   στα	
  

πλαστίδια,	
   στα	
   υπεροξυσώματα	
   και	
   στο	
   κυτόπλασμα.	
   Οι	
   μεταβολικοί	
   ρόλοι	
   των	
  

ισομορφών	
  της	
  ICDH	
  δεν	
  έχουν	
  ακόμα	
  πλήρως	
  καθοριστεί	
  (Lancien	
  et	
  al.,	
  1998),	
  αν	
  

και	
   ιδίως	
   η	
   πλαστιδική	
   μορφή	
   είναι	
   πιθανόν	
   να	
   παίζει	
   σημαντικό	
   ρόλο	
   στην	
  

σύνθεση	
   αμινοξέων	
   (Chen	
   and	
   Gadal	
   1990).	
   Επίσης	
   λόγω	
   της	
   υψηλής	
  

δραστικότητας	
   της	
   κυταροπλασματικής	
   ICDH,	
   πιθανολογείται	
   από	
   κάποιους	
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ερευνητές	
  ότι	
  εκεί	
  πραγματοποιείται	
  ο	
  κύριος	
  όγκος	
  της	
  αφομοίωσης	
  αζώτου	
  μέσω	
  

της	
  δράσης	
  του	
  ενζύμου	
  αυτού	
  (Galvez	
  et	
  al.,	
  1999).	
  	
  

	
  

1.3.2.2.	
  H	
  NΑD+	
  εξαρτώμενη	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  (IDΗ)	
  

	
  

Η	
   NAD+	
   εξαρτώμενη	
   ισοκιτρική	
   αφυδρογονάση	
   (IDΗ)	
   (EC	
   1.1.1.41)	
  

απαντάται	
   αποκλειστικά	
   στα	
   μιτοχόνδρια	
   (McIntosh	
   1997;	
   Lemaitre	
   et	
  al.,	
   2007).	
  

Όπως	
   αναφέρθηκε	
   παραπάνω	
   το	
   ένζυμο	
   καταλύει	
   την	
   αντίδραση	
  

αποκαρβοξυλίωσης	
   του	
   ισοκιτρικού	
   προς	
   α-­‐κετογλουταρικό	
   και	
   NADH,	
   ενώ	
   η	
  

αντίδραση	
   αυτή	
   δεν	
   είναι	
   αμφίδρομη	
   μιας	
   και	
   το	
   ενζυμο	
   δεν	
   δρα	
   αμφίδρομα	
  

(Igamberdiev	
  and	
  Gardestrom	
  2003).	
  Το	
  NADH	
  που	
  παράγεται	
  στα	
  μιτοχόνδρια	
  με	
  

τη	
   δράση	
   του	
   ενζύμου	
   χρησιμοποιείται	
   για	
   την	
   παραγωγή	
   ATP,	
   ενώ	
   το	
   α-­‐

κετογλουταρικό,	
  είτε	
  μετατρέπεται	
  σε	
  ηλεκτρικό	
  (μέσω	
  του	
  κύκλου	
  του	
  Krebs)	
  είτε	
  

εξάγεται	
   στο	
   κυτόπλασμα	
   και	
   σε	
   άλλα	
   οργανίδια	
   του	
   κυττάρου.	
   (Hodges	
   et	
   al.,	
  

2003).	
  Μάλιστα	
  το	
  ένζυμο	
  αυτό	
  πιστεύεται	
  ότι	
  παίζει	
  καθοριστικό	
  ρυθμιστικό	
  ρόλο	
  

στον	
   κύκλο	
   των	
   τρικαρβονικών	
   οξέων	
   λόγω	
   της	
   μειωμένης	
   δραστικότητας	
   του	
   σε	
  

σχέση	
  με	
  τα	
  άλλα	
  ένζυμα	
  του	
  κύκλου	
  και	
  τη	
  ρύθμιση	
  του	
  από	
  μεταβολίτες	
  κλειδιά	
  

όπως	
  το	
  NADH,	
  AMP	
  και	
  ATP	
  (Nichols	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Zhao	
  and	
  McAlister-­‐Henn	
  1997;	
  

Taylor	
   et	
   al.,	
   2008).	
   Επίσης	
   λόγω	
   της	
   «θέσης»	
   του	
   ενζύμου	
   στον	
   κύκλο	
   των	
  

τρικαρβονικών	
   οξέων	
   (είναι	
   η	
   πρώτη	
   αποκαρβοξυλάση),	
   η	
   IDH	
   έχει	
   έναν	
   ακόμα	
  

κομβικό	
  ρυθμιστικό	
  ρόλο.	
  Σε	
  συνθήκες	
  που	
  ευνοούν	
  τη	
  βιοσύνθεση,	
  εις	
  βάρος	
  της	
  

παραγωγής	
   ενέργειας	
   (π.χ.	
   κατά	
   την	
   βλάστηση	
   των	
   σπερμάτων),	
   η	
   δραστικότητα	
  

του	
  ενζύμου	
  είναι	
  μειωμένη	
  (Behal	
  and	
  Oliver	
  1998;	
  Hill	
  et	
  al.,	
  1992;	
  Millhouse	
  et	
  

al.,	
  1983).	
  

Η	
  IDH	
  εκτός	
  από	
  τον	
  βασικό	
  της	
  ρόλο	
  ως	
  ένζυμο	
  του	
  κύκλου	
  του	
  Krebs	
  έχει	
  

προταθεί	
  ότι	
  συμμετέχει	
  	
  και	
  στη	
  σύνθεση	
  γλουταμινικού	
  παρέχοντας	
  ανθρακικούς	
  

σκελετούς.	
  Το	
  γεγονός	
  φαίνεται	
  να	
  τεκμηριώνεται	
  με	
  τη	
  μελέτη	
  της	
  έκφρασης	
  της	
  

IDH	
  και	
  γονιδίων	
  που	
  έχουν	
  σχέση	
  με	
  την	
  αφομοίωση	
  αζώτου	
  σε	
  φυτά	
  καπνού	
  που	
  

είχαν	
  υποστεί	
  τεχνητή	
  έλλειψη	
  του	
  στοιχείου	
  αυτού	
  (Lancien	
  et	
  al.,	
  1999).	
  	
  

Σε	
   άλλο	
   πείραμα,	
   προσθήκη	
   αζώτου	
   με	
   τη	
   μορφή	
   NH4
+	
   σε	
   ρίζες	
   ρυζιού,	
  

αύξησε	
   την	
   IDH.	
   Το	
   γεγονός	
   αυτό	
   σε	
   συνδυασμό	
   με	
   τη	
   στασιμότητα	
   που	
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παρατηρήθηκε	
  στα	
  επίπεδα	
  της	
  αφυδρογονάσης	
   του	
  γλουταμινικού	
  κάτω	
  από	
  τις	
  

ίδιες	
   συνθήκες,	
   οδηγεί	
   στο	
   συμπέρασμα	
   ότι	
   η	
   IDH	
   είναι	
   καλός	
   υποψήφιος	
   για	
  

συμμετοχή	
   στην	
   διεργασία	
   παροχής	
   ανθρακικών	
   αλυσίδων	
   με	
   τη	
   μορφή	
   του	
   α-­‐

κετογλουταρικού	
   στο	
   σύστημα	
   αφομοίωσης	
   ΝΗ4
+	
   /	
   NADH-­‐GOGAT	
   (NADH-­‐

γλουταμινικής	
   συνθετάσης)	
   (Abiko	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Εναλλακτικά	
   η	
   IDH	
   πιθανόν	
   να	
  

συνεισφέρει	
   στην	
   δραστικότητα	
   του	
   συστήματος	
   NADH-­‐GOGAT	
   μέσω	
   της	
  

παραγωγής	
  NADH	
  που	
  παράγεται	
  από	
  τον	
  κύκλο	
  του	
  Krebs.	
  Είναι	
  επίσης	
  πιθανόν	
  η	
  

επαγωγή	
   της	
   IDH	
   να	
   συνδέεται	
   με	
   τη	
   μιτοχονδριακή	
   οξειδωτική	
   φωσφορυλίωση,	
  

οδηγώντας	
  σε	
  αυξημένη	
  παραγωγή	
  ATP	
  (Ishiyama	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

	
  

1.3.3.3.	
  Χαρακτηριστικά	
  της	
  NAD+	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  

	
  

H	
  NΑD+	
  εξαρτώμενη	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  στα	
  φυτά	
  είναι	
  ετεροδιμερές	
  

ένζυμο	
  με	
  μία	
  υπομονάδα	
  ρυθμιστική	
  και	
  μία	
  καταλυτική	
  (Lancien	
  et	
  al.,	
  1998).	
  Στο	
  

μπιζέλι,	
   βρέθηκε	
   ότι	
   το	
   μέγεθος	
   της	
   κάθε	
   υπομονάδας	
   είναι	
   περίπου	
   47	
   kD	
  

(McIntosh	
  and	
  Oliver	
  1992).	
  Στο	
  ένζυμο	
  από	
  το	
  ρύζι	
  έχουν	
  χαρακτηριστεί	
  οι	
  θέσεις	
  

πρόσδεσης	
   του	
   NAD	
   και	
   του	
   συμπλόκου	
   Mg-­‐ισοκιτρικού	
   που	
   συμφωνούν	
   με	
   το	
  

πρότυπο	
   που	
   έχει	
   προταθεί	
   από	
   τους	
   (Hurley	
   et	
   al.,	
   1991).	
   Οι	
   χαρακτηριστικές	
  

αυτές	
  δομές	
  απουσιάζουν	
  από	
  τις	
  ρυθμιστικές	
  αλυσίδες	
  του	
  ενζύμου	
  (Abiko	
  et	
  al.,	
  

2005).	
  To	
  άριστο	
  pH	
  δράσης	
  του	
  ενζύμου	
  είναι	
  7,5	
  (McIntosh	
  1997).	
  

Στο	
   μπιζέλι	
   έχουν	
   ανιχνευτεί	
   δύο	
   ξεχωριστές	
   ισομορφές	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης,	
   με	
   διαφορετικές	
   ιδιότητες	
   (υδροφοβικότητα,	
   φορτίο,	
   ισχύ	
  

πρόσδεσης	
  στην	
  μεμβράνη,	
   ισχύ	
  πρόσδεσης	
  στο	
  Matrex	
  Gel	
  Blue	
  A).	
  Η	
  παρουσία	
  

αυτών	
   των	
   δύο	
   ισομορφών	
   προέρχεται	
   είτε	
   από	
   διαφορετικά	
   γονίδια	
   είτε	
  

πρόκειται	
   για	
   το	
   ίδιο	
   ένζυμο	
   του	
   οποίου	
   οι	
   ιδιότητες	
   εξαρτώνται	
   από	
   το	
   αν	
  

βρίσκεται	
   ή	
   όχι	
   προσδεμένο	
   στις	
   μεμβράνες.	
   Παρόλα	
   αυτά	
   οι	
   δύο	
   ισομορφές	
  

φαίνεται	
   να	
   έχουν	
   τις	
   ίδιες	
   ενζυμικές	
   ιδιότητες	
   (McIntosh	
   1997).	
   Σε	
   νεότερες	
  

έρευνες	
   έχει	
   βρεθεί	
   ότι	
   στο	
  Arabidopsis	
   thaliana	
   ανιχνεύονται	
   πέντε	
   γονίδια	
   που	
  

κωδικοποιούν	
  την	
  IDH	
  (Lin	
  et	
  al.,	
  2004)	
  ενώ	
  στον	
  καπνό	
  και	
  στο	
  ρύζι	
  μόνο	
  τρία,	
  δύο	
  

από	
   τα	
   γονίδια	
  αυτά	
   κωδικοποιούν	
  δύο	
  μορφές	
  ρυθμιστικής	
  υπομονάδας	
   ενώ	
   το	
  

τρίτο	
  κωδικοποιεί	
  την	
  καταλυτική	
  υπομονάδα	
  που	
  έπειτα	
  συνδυάζεται	
  με	
  μία	
  από	
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τις	
   ρυθμιστικές	
   υπομονάδες.	
   (Lancien	
   et	
  al.,	
   1999;	
   Abiko	
   et	
  al.,	
   2005).	
   Το	
   ένζυμο	
  

παρουσιάζει	
   κανονική	
   κινητική	
   κατά	
  Michaelis-­‐Menten	
   όσον	
   αφορά	
   το	
   NAD+.	
   Το	
  

NADH	
  είναι	
  ανταγωνιστικός	
  παρεμποδιστής	
  ενώ	
  το	
  NADPH	
  είναι	
  μη	
  ανταγωνιστικός	
  

παρεμποδιστής	
   (McIntosh	
   1997).	
   Παρόλα	
   αυτά	
   υπάρχουν	
   ενδείξεις	
   ότι	
   αν	
   το	
  

ένζυμο	
  αφεθεί	
  να	
  «ωριμάσει»	
  και	
  πραγματοποιηθεί	
  αμέσως	
  η	
  δοκιμή,	
  παρουσιάζει	
  

διαφορετική	
   κινητική,	
   πιθανώς	
   λόγω	
   αναδιάταξης	
   των	
   υπομονάδων,	
   ο	
  

φυσιολογικός	
   ρόλος	
  αυτού	
   του	
  φαινομένου	
   είναι	
   άγνωστος	
   (McIntosh	
   and	
  Oliver	
  

1992).	
  	
  

Το	
   ένζυμο	
   παρουσιάζει	
   μεγαλύτερη	
   δραστικότητα	
   όταν	
   υπάρχει	
   επαρκής	
  

παροχή	
   ισοκιτρικού,	
  στις	
  συνθήκες	
  σκότους	
  αυτός	
   είναι	
  ο	
   κανόνας,	
  οπότε	
  μπορεί	
  

να	
  προταθεί	
  ότι	
  η	
  NAD+	
  IDH	
  έχει	
  ρόλο	
  της	
  διατήρησης	
  της	
  λειτουργίας	
  του	
  κύκλου	
  

των	
   τρικαρβονικών	
   οξέων	
   όσο	
   η	
   παροχή	
   ισοκιτρικού	
   είναι	
   επαρκής	
   (Igamberdiev	
  

and	
  Gardestrom	
  2003).	
  

Η	
   δραστικότητα	
   NAD+	
   IDH	
   στα	
   μιτοχόνδρια	
   του	
   μπιζελιού	
   είναι	
   περίπου	
  

τέσσερις	
   φορές	
   μεγαλύτερη	
   από	
   αυτή	
   της	
   NADP+	
   IDH	
   που	
   εντοπίζεται	
   στα	
  

μιτοχόνδρια	
   (Igamberdiev	
   and	
   Gardestrom	
   2003).	
   Επίσης,	
   στους	
   κονδύλους	
   της	
  

πατάτας,	
   δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
   ήταν	
   ελαφρώς	
   μεγαλύτερη	
   (McIntosh	
   and	
  

Oliver	
  1992).	
  Η	
  δραστικότητα	
  του	
  όμως,	
  δεν	
  επηρεάστηκε	
  από	
  την	
  παρουσία	
  φωτός	
  

στο	
  μπιζέλι	
  και	
  στο	
  κριθάρι.	
  

Το	
  ένζυμο	
  παρουσιάζει	
  πολύ	
  μεγαλύτερη	
  δραστικότητα	
  (1,10	
  έναντι	
  0,02	
  mg	
  

πρωτεΐνης/min)	
   στην	
   εσωτερική	
   μεμβράνη	
   του	
   μιτοχονδρίου	
   από	
   ότι	
   στην	
  

εξωτερική	
  (Tezuka	
  and	
  Laties	
  1983).	
  Η	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  προέρχεται	
  από	
  

την	
   μήτρα	
   των	
   μιτοχονδρίων	
   σε	
   ποσοστό	
   50-­‐65%	
   ενώ	
   η	
   υπόλοιπη	
   δραστικότητα	
  

προέρχεται	
  από	
  τις	
  μεμβράνες	
  των	
  οργανιδίων	
  (McIntosh	
  1997).	
  

Σύμφωνα	
  με	
   τους	
  Falk	
  et	
  al.,	
   (1998),	
   κατά	
   τη	
  βλάστηση	
  των	
  σπερμάτων,	
  η	
  

NAD+	
   IDH	
  ρυθμίζεται	
  από	
  μεταμεταφρασικούς	
  μηχανισμούς	
  κατά	
   τη	
  διάρκεια	
   της	
  

πρώιμης	
   ανάπτυξης	
   του	
   φυταρίου,	
   αλλά	
   μετά	
   τη	
   δεύτερη	
   ή	
   τρίτη	
   ημέρα	
   της	
  

ανάπτυξης,	
  ρυθμίζεται	
  από	
  το	
  επίπεδο	
  του	
  mRNA.	
  

O	
   εντοπισμός	
   του	
   ενζύμου	
   σε	
   ρίζες	
   ρυζιού	
   κάτω	
   από	
   συνθήκες	
   τεχνητής	
  

έλλειψης	
   ΝΗ4+,	
   η	
   IDH	
   ανιχνεύτηκε	
   στο	
   ακραίο	
   μερίστωμα	
   και	
   στον	
   κεντρικό	
  

κύλινδρο	
   (εικόνα	
   4).	
   Εικοσιτέσσερις	
   ώρες	
   μετά	
   από	
   την	
   προσθήκη	
   NH4+,	
   η	
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δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  αυξήθηκε	
  σημαντικά	
  στα	
  κύτταρα	
  της	
  ενδοδερμίδας	
  και	
  

της	
  επιδερμίδας	
  (Abiko	
  et	
  al.,	
  2005).	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Εικόνα	
  4:	
  Ανοσοεντοπισμός	
  IDH	
  σε	
  ρίζες	
  ρυζιού	
  (διακρίνεται	
  το	
  ακραίο	
  τμήμα)	
  (Abiko	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

Co=φλοιός,	
  cc=κεντρικός	
  κύλινδρος,	
  ep=επιδερμίδα,	
  pr=παρέγχυμα	
  (Abiko	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
  
1.3.3.	
  	
  Η	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  σε	
  συνθήκες	
  καταπόνησης	
  
	
  

Η	
  παρατεταμένη	
  αποθήκευση	
  σπερμάτων	
  των	
  ειδών	
  Coinxya	
  rupestris,	
  Iberis	
  

perctinata	
  και	
  Vella	
  pseudocytisus	
  για	
  29,	
  24,	
  και	
  26	
  χρόνια	
  αντίστοιχα	
  στους	
  5οC	
  και	
  

8%	
   υγρασία,	
   οδήγησε	
   αφενός	
   σε	
   μηδενικά	
   ποσοστά	
   βλάστησης	
   και	
   για	
   τα	
   τρία	
  

είδη,	
   αφετέρου	
   σε	
   αποδόμηση	
   των	
   ηλεκτροφορητικών	
   ζωνών	
   για	
   όλα	
   τα	
   ένζυμα	
  

που	
  μελετήθηκαν,	
  μεταξύ	
  των	
  οποίων	
  και	
  δυο	
  αλληλόμορφοι	
  της	
  NAD+	
  ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης.	
   Το	
   γεγονός	
   αυτό	
   υποδηλώνει	
   ότι	
   τα	
   ένζυμα	
   είχαν	
   υποστεί	
  

αλλοίωση	
   και	
   παρουσίασαν	
   επίσης	
   μειωμένη	
   ενζυμική	
   δραστικότητα	
   της	
   NAD+	
  

ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  σε	
  σχέση	
  με	
  σπέρματα	
  που	
  παρελήφθησαν	
  από	
  φυτά	
  

που	
  καλλιεργήθηκαν	
  την	
  τρέχουσα	
  περίοδο	
  (Maselli	
  et	
  al.,	
  1999).	
  	
  

Η	
   επίδραση	
   αυξημένης	
   αλατότητας	
   (με	
   επίδραση	
   NaCl)	
   οδήγησε	
   φυτά	
  

καπνού	
   σε	
   αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   και	
   των	
   δύο	
   τύπων	
   της	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
  (NAD+	
  και	
  NADP+).	
  Το	
  γεγονός	
  αυτό	
  σε	
  συνδυασμό	
  με	
  την	
  αύξηση	
  

της	
   δραστικότητας	
   της	
   αφυδρογονάσης	
   του	
   γλουταμινικού	
   (GDH),	
   οδηγεί	
   στο	
  

συμπέρασμα	
   ότι	
   το	
   σύστημα	
   σε	
   συνθήκες	
   καταπόνησης	
   λειτουργεί	
   ως	
   «ασπίδα»	
  

100 
μm 
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απέναντι	
   στα	
   αμμωνιακά	
   ιόντα	
   που	
   παράγονται	
   από	
   πρωτεόλυση	
   (Lutts	
   et	
   al.,	
  

1999;	
  Skopelitis	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Οι	
  ισοκιτρικές	
  αφυδρογονάσες	
  παρέχουν	
  στο	
  σύστημα	
  

ανθρακικούς	
   σκελετούς	
   μέσω	
   του	
   α-­‐κετογλουταρικού	
   (Skopelitis	
   et	
   al.,	
   2006).	
  

Παρόμοια	
   ευρήματα	
   αναφέρονται	
   και	
   σε	
   εργασία	
   στο	
   ρύζι	
   με	
   απ’	
   ευθείας	
  

επίδραση	
  αμμωνιακών	
  ιόντων	
  (Abiko	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

	
   Σε	
   συνθήκες	
   τροφοπενίας	
   σιδήρου	
  σε	
   ρίζες	
   λούπινου,	
   η	
   δραστικότητα	
   της	
  

NAD+	
   IDH,	
   υπέστη	
   σημαντική	
   μείωση.	
   Η	
   δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
   ήταν	
  

μεγαλύτερη	
   στις	
   ρίζες	
   δεύτερης	
   τάξης	
   και	
   μικρότερη	
   στις	
   ρίζες	
   τρίτης	
   τάξης.	
   Στις	
  

ρίζες	
  βλαστογενείς	
  ρίζες	
  η	
  δραστικότητα	
  ήταν	
  ακόμη	
  μεγαλύτερη.	
  Η	
  μείωση	
  αυτή	
  

αποδίδεται	
   κατά	
   πάσα	
   πιθανότητα	
   σε	
   μεταμεταφραστική	
   ρύθμιση	
   λόγω	
   της	
  

επίδρασης	
  των	
  ιόντων	
  στο	
  ένζυμο	
  (Oexle	
  et	
  al.,	
  1999;	
  McCluskey	
  et	
  al.,	
  2004).	
  	
  

Στα	
   ακρορίζια	
   εμβρυακών	
   ριζών	
   του	
   λούπινου	
   που	
   αναπτύχθηκαν	
   σε	
  

θρεπτικό	
   διάλυμα	
   με	
   ή	
   χωρίς	
   γλυκόζη,	
   βρέθηκε	
   μείωση	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
  

NAD+	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  κατά	
  8%	
  σε	
  συνθήκες	
  έλλειψης	
  της	
  γλυκόζης.	
  Η	
  

μείωση	
   αυτή	
   ήταν	
   μικρότερη	
   από	
   την	
   μείωσης	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   PEP	
  

καρβοξυλάσης	
   (κυτοπλασματικό	
   ένζυμο).	
   Ως	
   συμπέρασμα	
   οι	
   συγγραφείς	
  

αναφέρουν	
   ότι	
   τα	
   μιτοχονδριακά	
   ένζυμα	
   είναι	
   λιγότερο	
   ευαίσθητα	
   στην	
   έλλειψη	
  

υδατανθράκων	
  από	
  τα	
  ένζυμα	
  του	
  κυτοπλάσματος	
  (Morkunas	
  et	
  al.,	
  2002)	
  

Σε	
  συνθήκες	
  υποξίας,	
  έχει	
  βρεθεί	
  ότι	
  η	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  μειώνεται	
  

σημαντικά	
   παράλληλα	
   με	
   μια	
   συνολική	
   μείωση	
   στον	
   κύκλο	
   των	
   τρικαρβονικών	
  

οξέων.	
  Η	
  μείωση	
  αυτή	
  αποδίδεται	
  κυρίως	
  στο	
  μειωμένο	
  οξειδωτικό	
  δυναμικό	
  του	
  

NADH	
   και	
   αντιμετωπίζεται	
   από	
   τα	
   κύτταρα	
   με	
   εξαγωγή	
   κιτρικού	
   οξέως	
   στο	
  

κυτόπλασμα	
   και	
   παραγωγή	
   εκεί	
   2-­‐οξογλουταρικού	
   οξέως	
   (Igamberdiev	
   and	
   Hill	
  

2009).	
   Δεν	
   βρέθηκαν	
   στοιχεία	
   στην	
   βιβλιογραφία	
   για	
   την	
   επίδραση	
   υψηλών	
   και	
  

χαμηλών	
  θερμοκρασιών	
  στην	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου.	
  

Δεδομένα	
   της	
   επίδρασης	
   υψηλών	
   θερμοκρασιών	
   στη	
   δραστικότητα	
   του	
  

ενζύμου	
  στα	
  φυτά	
  δεν	
  βρέθηκαν.	
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1.4.1.	
  Το	
  άμυλο	
  

	
  

Το	
   άμυλο	
   αποτελεί	
   την	
   κύρια	
   αποθησαυριστική	
   μορφή	
   του	
   άνθρακα	
   στα	
  

περισσότερα	
  φυτικά	
  είδη	
  και	
  διακρίνεται	
  σε	
  δύο	
  κατηγορίες,	
  στο	
  παροδικό	
  και	
  στο	
  

μόνιμο.	
   Το	
   παροδικό	
   συντίθεται	
   κατά	
   κύριο	
   λόγο	
   στα	
   φωτοσυνθετικά	
   ενεργά	
  

φύλλα	
   και	
   θεωρείται	
   ότι	
   υδρολύεται	
   και	
   μετακινείται	
   από	
   αυτά	
   κυρίως	
   κατά	
   τη	
  

διάρκεια	
  της	
  νύχτας	
  για	
  την	
  κάλυψη	
  των	
  ενεργειακών	
  αναγκών	
  των	
  ετερότροφων	
  

ιστών.	
  Το	
  μόνιμο	
  άμυλο	
  απαντάται	
  στους	
  ετερότροφους	
  ιστούς	
  ή	
  όργανα	
  όπως	
  στις	
  

ρίζες,	
  τους	
  κονδύλους,	
  τους	
  καρπούς,	
  στα	
  έμβρυα	
  ή	
  στο	
  ενδοσπέρμιο	
  (Neuhaus	
  and	
  

Emes	
  2000).	
  Τα	
  δύο	
  αυτά	
  είδη	
  αμύλου	
  στο	
  φυτικό	
  κύτταρο	
  διαφοροποιούνται	
  με	
  

βάση	
   το	
   μέγεθος	
   το	
   σχήμα	
   και	
   τη	
   δομή	
   των	
   αμυλοκόκκων.	
   Το	
   μόνιμο	
   άμυλο	
  

αποτελείται	
   από	
   αμυλόζη	
   και	
   αμυλοπηκτίνη	
   ενώ	
   το	
   παροδικό	
   μόνο	
   από	
  

αμυλοπηκτίνη.	
   Το	
   άμυλο	
   συντίθεται	
   στα	
   πλαστίδια,	
   και	
   ειδικότερα	
   στους	
  

αμυλοπλάστες	
   και	
   στους	
   χλωροπλάστες	
   (Smith	
   and	
   Denyer	
   1992).	
   Οι	
   δύο	
   τύποι	
  

πολυσακχαριτών,	
   η	
   αμυλόζη	
   και	
   η	
   αμυλοπηκτίνη,	
   είναι	
   οργανωμένες	
   σε	
   μια	
  

τρισδιάστατη	
  ημι-­‐κρυσταλλική	
  δομή,	
  τον	
  αμυλόκοκκο.	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Η	
   αμυλόζη	
   είναι	
   ένας	
   γραμμικός	
   πολυσακχαρίτης	
   μοριακού	
   βάρους	
   105-­‐

106kD.	
  Ανάλογα	
  με	
  το	
  είδος	
  του	
  φυτού	
  αποτελείται	
  από	
  100	
  μέχρι	
  αρκετές	
  χιλιάδες	
  

κατάλοιπα	
  γλυκόζης	
  που	
  συνδέονται	
  μεταξύ	
  τους	
  με	
  α-­‐(1,4)	
  γλυκοζιτικούς	
  δεσμούς	
  

οι	
   οποίοι	
   δημιουργούν	
   την	
   ελικοειδή	
   μορφή	
   του	
   πολυμερούς.	
   Σε	
   κάθε	
   βήμα	
   της	
  

έλικας	
   απαντώνται	
   έξι	
   κατάλοιπα	
   γλυκόζης.	
   Αποτελεί	
   το	
   20-­‐30%	
   του	
   ολικού	
  

αμύλου,	
   ποσοστό	
   εξαρτάται	
   από	
   το	
   είδος	
   του	
   φυτού,	
   την	
   ποικιλία,	
   το	
   φυτικό	
  

όργανο,	
  την	
  ηλικία	
  ανάπτυξης	
  ενός	
  οργάνου	
  αλλά	
  και	
  τις	
  συνθήκες	
  ανάπτυξης	
  των	
  

φυτών	
  (Martin	
  and	
  Smith	
  1995).	
  Σε	
  διάλυμα	
  ιωδίου	
  (KI)	
  η	
  αμυλόζη	
  χρωματίζεται	
  με	
  

βαθύ	
  κυανό	
  χρώμα	
  που	
  οφείλεται	
  στο	
  σχηματισμό	
  ενώσεων	
  εγκλεισμού	
  του	
  ιόντος	
  

ιωδίου	
  στην	
  κοιλότητα	
  του	
  ελικόμορφου	
  μορίου	
  της	
  αμυλόζης	
  (Stryer	
  1988).	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Η	
   αμυλοπηκτίνη	
   είναι	
   ένας	
   διακλαδιζόμενος	
   πολυσακχαρίτης,	
   μοριακού	
  

βάρους	
  μεγαλύτερου	
  των	
  300	
  kD,	
  και	
  αποτελεί	
  το	
  75-­‐80%.	
  του	
  αμύλου.	
  Αποτελείται	
  

από	
  κατάλοιπα	
  γλυκόζης	
  τα	
  οποία	
  συνδέονται	
  με	
  α-­‐(1,4)	
  και	
  α-­‐(1,6)	
  γλυκοζιτικούς	
  

δεσμούς.	
   Τα	
   σημεία	
   διακλάδωσης	
   βρίσκονται	
   κάθε	
   20-­‐30	
   μόρια	
   γλυκόζης.	
   Οι	
  

διακλαδώσεις	
  αυτές	
  από	
  μόνες	
  τους	
  σχηματίζουν	
  μια	
  οργανωμένη	
  δομή.	
  Οι	
  δομές	
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αυτές	
  ενώνονται	
  στη	
  συνέχεια	
  με	
  α-­‐(1,6)	
  δεσμούς	
  με	
  εσωτερικές	
  διακλαδώσεις	
  (β	
  

αλυσίδες)	
   που	
   μπορεί	
   να	
   διακλαδίζονται	
   σε	
   ένα	
   ή	
   περισσότερα	
   σημεία.	
   Τέλος	
  

υπάρχει	
   μια	
   μοναδική	
   αλυσίδα	
   για	
   κάθε	
   μόριο	
   αμυλοπηκτίνης	
   που	
   φέρει	
   ένα	
  

ελεύθερο	
   άκρο	
   άνθρακα	
   (Martin	
   and	
   Smith	
   1995).	
   Τα	
   σημεία	
   διακλάδωσης	
  

σχηματίζουν	
   κάποιες	
   δομές	
   που	
   λέγονται	
   συσσωματώματα	
   (clusters)	
   και	
  

αποτελούνται	
  από	
  15-­‐20	
  μονάδες	
  γλυκόζης	
  τα	
  οποία	
  τοποθετούνται	
  σε	
  ομάδες	
  με	
  

μήκος	
  9nm	
  κατά	
  μήκος	
  του	
  άξονα	
  του	
  μορίου.	
  Αλυσίδες	
  των	
  45	
  μονάδων	
  γλυκόζης	
  

χωρίζονται	
   σε	
   δύο	
   συσσωματώματα	
   ενώ	
   αντίθετα	
   αλυσίδες	
   των	
   70	
   μονάδων	
  

γλυκόζης	
   χωρίζονται	
   σε	
   τρία	
   συσσωματώματα	
   (Smith	
   2003).	
   Ένα	
   τυπικό	
   μόριο	
  

αμυλοπηκτίνης	
  έχει	
  μήκος	
  200-­‐400nm	
  και	
  πλάτος	
  15nm	
  (Martin	
  and	
  Smith	
  1995).	
  

Μικρές	
  ποσότητες	
  φωσφορικών	
  ομάδων	
  ενώνονται	
  εστερικά	
  με	
  το	
  υδροξύλιο	
  του	
  

άνθρακα	
  6.	
  Οι	
  φωσφορικές	
  ομάδες	
  σχετίζονται	
  τόσο	
  με	
  τη	
  σύνθεση	
  όσο	
  και	
  με	
  την	
  

αποδόμηση	
  του	
  αμύλου	
  (Stryer	
  1988).	
  

Η	
  συγκέντρωση	
  του	
  αμύλου	
  στα	
  φύλλα	
  εξαρτάται	
  από	
  τις	
  περιβαλλοντικές	
  

συνθήκες	
  με	
  διάφορους	
  τρόπους.	
  Το	
  άμυλο	
  των	
  χλωροπλαστών	
  υδρολύεται	
  σχεδόν	
  

γραμμικά	
  και	
  ο	
  ρυθμός	
  της	
  αποδόμησής	
  του	
  είναι	
  μεγαλύτερος	
  σε	
  ημέρες	
  μεγάλης	
  

διάρκειας	
  από	
  αυτόν	
  σε	
  ημέρες	
  μικρής	
  διάρκειας	
  (Gibon	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Lu	
  et	
  al.,	
  2004,	
  

2005).	
   Η	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   ακολουθεί	
   ενδογενείς	
   ρυθμούς.	
   Έχει	
   επίσης	
  

αναφερθεί	
  ότι	
  η	
  έκφραση	
  των	
  ενζύμων	
  που	
  κινητοποιούν	
  το	
  άμυλο	
  ελέγχονται	
  από	
  

κιρκαδικούς	
  ρυθμούς	
  (Harmer	
  et	
  al.,	
  2000;	
  Smith	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Lu	
  et	
  al.,	
  2005).	
  Για	
  

παράδειγμα,	
   η	
   έκφραση	
   του	
   γονιδίου	
   που	
   κωδικοποιεί	
   μια	
   β-­‐αμυλάση	
   του	
  

Arabidopsis	
   thaliana	
   (BAM3,	
   At4g17090)	
   παρουσιάζει	
   ημερήσια	
   διακύμανση	
   και	
  

είναι	
   ευαίσθητη	
   στις	
   εναλλαγές	
   της	
   φωτοπεριόδου.	
   Επίσης,	
   υπό	
   συνθήκες	
  

συνεχούς	
  φωτισμού,	
  τα	
  επίπεδα	
  της	
  μαλτόζης	
  κυμαίνονται	
  με	
  μια	
  περίοδο	
  περίπου	
  

24h	
   (Lu	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Η	
   φυσιολογική	
   σημασία	
   αυτού	
   του	
   φαινομένου	
   είναι	
  

ερευνάται	
  ακόμη.	
   	
  

	
  

1.4.2.	
  Η	
  υδρόλυση	
  του	
  αμύλου	
  	
  

	
  

	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Η	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   πραγματοποιείται	
   σε	
   όλους	
   τους	
   φυτικούς	
   ιστούς	
  

είτε	
   πρόκειται	
   για	
   φωτοσυνθετικούς	
   είτε	
   για	
   ετερότροφους	
   ιστούς.	
   Στους	
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φωτοσυνθετικούς	
   ιστούς,	
   η	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   πραγματοποιείται	
   παράλληλα	
  

με	
   τη	
   βιοσύνθεσή	
   του.	
   Φυσιολογικά	
   το	
   άμυλο	
   δημιουργείται	
   την	
   ημέρα	
   και	
  

υδρολύεται	
   κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   της	
   νύχτας	
   παρέχοντας	
   τον	
   πλεονάζοντα	
  

φωτοσυνθετικά	
   καθηλωμένο	
   άνθρακα	
   κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   της	
   νύχτας.	
   Κατά	
   τη	
  

διάρκεια	
   της	
   νύχτας,	
   το	
   μεγαλύτερο	
   μέρος	
   του	
   αμύλου	
   των	
   χλωροπλαστών	
  

αποδομείται	
   γρήγορα	
   και	
   μεταφέρεται	
   κυρίως	
   ως	
   σακχαρόζη	
   στους	
   ιστούς	
  

καταναλωτές	
   για	
   την	
   παραγωγή	
   ενέργειας	
   και	
   αλυσίδων	
   άνθρακα.	
   Κατά	
   τη	
  

διαδικασία	
   αυτή	
   παρατηρείται	
   αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   των	
   υδρολυτικών	
  

ενζύμων	
  (Lea	
  and	
  Leegood	
  1997).	
  	
  

Σε	
  υγιή,	
  μη	
  καταπονημένα	
  φυτά	
  η	
  υδρόλυση	
  του	
  αμύλου	
  συντονίζεται	
  με	
  τη	
  

σύνθεση	
  του	
  αμύλου	
  ώστε	
  ο	
  ρυθμός	
  της	
  υδρόλυσης	
  του	
  αμύλου	
  να	
  είναι	
  συνεχής	
  

κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   της	
   νύχτας	
   και	
   αρκετός	
   ώστε	
   να	
   καταναλώσει	
   όλο	
   σχεδόν	
   το	
  

άμυλο	
  που	
  έχει	
  συσσωρευτεί	
  την	
  προηγούμενη	
  ημέρα.	
  Ο	
  ρυθμός	
  της	
  εξαγωγής	
  του	
  

άνθρακα	
   από	
   τα	
   φύλλα	
   τη	
   νύχτα	
   μπορεί	
   να	
   παραμένει	
   σταθερός	
   και	
   κατά	
   τη	
  

διάρκεια	
   της	
   ημέρας	
   ως	
   αποτέλεσμα	
   της	
   υδρόλυσης	
   του	
   παροδικού	
   αμύλου	
  

(Hendrix	
   and	
   Grange	
   1991).	
   Ο	
   ρυθμός	
   της	
   εξαγωγής	
   αυτής	
   είναι	
   ανάλογος	
   της	
  

συγκέντρωσης	
  του	
  αμύλου	
  των	
  φύλλων	
  στο	
  τέλος	
  της	
  ημέρας	
  και	
  επίσης	
  εξαρτάται	
  

γραμμικά	
  από	
  την	
  αναπνοή	
  των	
  φύλλων	
  τη	
  νύχτα	
  (Hendrix	
  and	
  Grange	
  1991).	
  	
  

	
   	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Στους	
  μη	
  φωτοσυνθετικούς	
  ιστούς	
  όμως,	
  όπως	
  τα	
  σπέρματα	
  και	
  οι	
  κόνδυλοι	
  

η	
   συγκέντρωση	
   του	
   αμύλου	
   είναι	
   περισσότερο	
   σταθερή.	
   Συσσωρεύεται	
   κατά	
   τη	
  

διάρκεια	
   μιας	
   περιόδου	
   εβδομάδων	
   ή	
   και	
   μηνών	
   όπου	
   παράλληλα	
   τα	
   ένζυμα	
  

αποδόμησης	
  θεωρούνται	
  ότι	
  βρίσκονται	
  σε	
  μη	
  ενεργή	
  κατάσταση.	
  Η	
  δραστικότητα	
  

αυτών	
   των	
   υδρολυτικών	
   ενζύμων	
   του	
   αμύλου	
   αυξάνεται	
   κατά	
   την	
   περίοδο	
   της	
  

βλάστησης	
  ή	
  της	
  ανάπτυξης	
  (Lea	
  and	
  Leegood	
  1997).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  



26 
 

	
  

Σχήμα	
  2	
  .	
  Απλοποιημένο	
  διάγραμμα	
  της	
  υδρόλυσης	
  του	
  
παροδικού	
  αμύλου	
  που	
  δείχνει	
  την	
  θέση	
  της	
  β-­‐αμυλάσης.	
  GDW	
  
δικινάσες	
  των	
  γλυκανών,	
  LCG:	
  μακράς	
  αλύσου	
  γλυκάνες	
  ,LDA	
  
οριακές	
  δεξτρινάσες,	
  AMY:	
  α-­‐αμυλάση,	
  DPEp	
  πλαστιδιακή	
  
γλυκοτρασφεράση,	
  DPEc	
  κυτοπλασματική	
  γλυκοτρανσφεράση	
  
HXK:	
  εξοζοκινάση,	
  ISA	
  ισοαμυλάση	
  (Kaplan	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

	
  

1.4.3.	
  Η	
  υδρόλυση	
  των	
  επιφανειακών	
  γλυκανών	
  

	
  

To	
  πρώτο	
  στάδιο	
  της	
  αποδόμησης	
  του	
  αμύλου	
  θα	
  πρέπει	
  να	
  καταλύεται	
  από	
  

ένζυμα	
   που	
   είναι	
   ικανά	
   να	
   μεταβολίσουν	
   τα	
   πολυμερή	
   στη	
   επιφάνεια	
   του	
  

ημικρυσταλλικού	
  αμυλόκοκκου.	
  Αν	
  και	
  υπάρχουν	
  μερικοί	
  τύποι	
  ενζύμων	
  που	
  είναι	
  

ικανοί	
  να	
  απελευθερώσουν	
  γλυκάνες	
  από	
  απομονωμένους	
  αμυλόκοκκους	
   in	
  vitro,	
  

πειραματικά	
  δεδομένα	
   (Scheidig	
  et	
  al.,	
  2002,	
  Steup	
  et	
  al.,	
  1983,	
  Sun	
  et	
  al.,	
  1995),	
  

υποδεικνύουν	
   ότι	
   το	
   μόνο	
   ένζυμο	
   που	
   δρα	
   με	
   αυτό	
   τον	
   τρόπο	
   in	
   planta	
   είναι	
   η	
  

ενδοαμυλάση	
   α-­‐αμυλάση.	
   Στο	
   ενδοσπέρμιο	
   των	
   βλαστανόντων	
   καρυόψεων	
   των	
  

σιτηρών,	
  οι	
  α-­‐αμυλάσες	
  υδρολύουν	
  τους	
  α-­‐1,4	
  δεσμούς	
  εντός	
  των	
  πολυμερών	
  που	
  

βρίσκονται	
   εκτεθειμένα	
   στην	
   επιφάνεια	
   ή	
   στις	
   ρωγμές	
   των	
   αμυλοκόκκων.	
   Στο	
  

Arabidopsis	
   thaliana	
   έχουν	
   εντοπιστεί	
   τρείς	
   α-­‐αμυλάσες.	
   Από	
   αυτές	
   η	
   AMY3	
  

εντοπίζεται	
   στους	
   χλωροπλάστες.	
   Θεωρείται	
   λοιπόν	
   εύλογο	
   να	
   υποτεθεί	
   ότι	
   η	
  

AMY3	
  καταλύει	
  την	
  υδρόλυση	
  του	
  αμύλου	
  στην	
  επιφάνεια	
  του	
  αμυλόκοκκου	
  κατά	
  

τη	
   διάρκεια	
   της	
   νύχτας.	
   Όμως,	
   κανένας	
   από	
   αυτούς	
   τους	
   ισοτύπους	
   της	
   α-­‐

αμυλάσης	
   δεν	
   είναι	
   απαραίτητος	
   για	
   την	
   αποδόμηση	
   του	
   αμύλου	
   αφού	
  

μεταλλάγματα	
  που	
  δεν	
  έχουν	
  το	
  γονίδιο	
  AMYl	
  (At4g25000)	
  ή	
  το	
  AMY2	
  (At1g76130)	
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ή	
  το	
  AMY3	
  παρουσιάζουν	
  κανονικούς	
  ρυθμούς	
  αποδόμησης	
  του	
  αμύλου	
  τη	
  νύχτα.	
  

Τριπλό	
   μετάλλαγμα	
   δηλαδή	
   φυτά	
   ελλειμματικά	
   και	
   στις	
   τρεις	
   α-­‐αμυλάσες	
  

παρουσιάζουν	
   επίσης	
   κανονικούς	
   ρυθμούς	
   αποδόμησης	
   του	
   αμύλου	
   (Yu	
   et	
   al.,	
  

2005).	
  Φαίνεται	
  λοιπόν,	
  ότι	
  η	
  αρχική	
  υδρόλυση	
  του	
  αμυλόκοκκου	
  δεν	
  απαιτεί	
  μια	
  

ενδοαμυλάση	
   ή	
   ότι	
   το	
  Arabidopsis	
   thaliana	
   έχει	
   μια	
   άλλη	
   ενδοαμυλάση	
   που	
   δεν	
  

αναγνωρίζεται	
   από	
   την	
   αμινοξική	
   της	
   ακολουθία	
   ως	
   α-­‐αμυλάση,	
   εφόσον	
   το	
  

μετάλλαγμα	
  δεν	
  φέρει	
  αλλαγές	
  και	
  στη	
  σύνθεση	
  ή	
  και	
  στη	
  δομή	
  του	
  αμύλου	
  (Yu	
  et	
  

al.,	
  2005).	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Οποιοσδήποτε	
   και	
   να	
   είναι	
   ο	
   μηχανισμός	
   της	
   απελευθέρωσης	
   διαλυτών	
  

γλυκανών	
  από	
  τους	
  αμυλόκοκκους,	
  είναι	
  ξεκάθαρο	
  ότι	
  αυτή	
  η	
  διαδικασία	
  απαιτεί	
  

ένα	
   άλλο	
   ένζυμο	
   που	
   ονομάστηκε	
   δικινάση	
   της	
   γλυκάνης	
   (GWD,	
   glucan	
   water	
  

dikinase).	
  Μελέτες	
  του	
  ενζύμου	
  αυτού	
  στην	
  πατάτα	
  έδειξαν	
  ότι	
  η	
  GWD	
  μεταφέρει	
  

φωσφορικά	
  από	
  το	
  ATP	
  στη	
  θέση	
  6	
  ή	
  τη	
  θέση	
  3	
  των	
  γλυκοζιτικών	
  καταλοίπων	
  της	
  

αμυλοπηκτίνης	
   (Mikkelsen	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Ritte	
  et	
  al.,	
  2002).	
  Αυτή	
  η	
  φωσφορυλίωση	
  

γίνεται	
   πιθανόν	
   και	
   κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   της	
   σύνθεσης	
   και	
   κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   της	
  

αποδόμησης	
  του	
  αμύλου	
  in	
  vivo	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1994;	
  Ritte	
  et	
  al.,	
  2004;	
  Wischmann	
  

et	
   al.,	
   1999).	
  Αν	
   και	
   τα	
  φωσφορικά	
  απαντώνται	
  με	
   χαμηλή	
  συχνότητα	
  στο	
  άμυλο	
  

του	
   φύλλου	
   του	
   Arabidopsis	
   thaliana	
   (περίπου	
   1	
   στα	
   2000	
   κατάλοιπα	
  

φωσφορυλιώνεται)	
   (Yu	
  et	
  al.,	
  2001),	
  η	
  παρουσία	
  ενεργής	
  GWD	
  φαίνεται	
  ότι	
  είναι	
  

απαραίτητη	
  για	
   την	
  ομαλή	
  αποδόμηση	
  του	
  αμύλου.	
  Μεταλλάξεις	
  που	
  προκαλούν	
  

σίγηση	
   στα	
   γονίδια	
   που	
   κωδικοποιούν	
   την	
  GWD	
  ή	
   επηρεάζουν	
   το	
   ενεργό	
   κέντρο	
  

του	
   ενζύμου,	
   μειώνουν	
   δραματικά	
   και	
   τη	
   συγκέντρωση	
   των	
   φωσφορικών	
   της	
  

αμυλοπηκτίνης	
   και	
   το	
   ρυθμό	
   της	
   αποδόμησης	
   του	
   αμύλου.	
   Ώριμα	
   φύλλα	
   αυτών	
  

των	
  μεταλλαγμάτων	
  (starch	
  excess	
  1	
  ή	
  sex	
  1)	
  συσσωρεύουν	
  μέχρι	
  και	
  επτά	
  φορές	
  

μεγαλύτερα	
  ποσά	
  αμύλου	
  από	
  ότι	
  τα	
  φυτά	
  του	
  αγρίου	
  τύπου	
  (Caspar	
  et	
  al.,	
  1991;	
  

Yu	
  et	
  al.,	
  2001;	
  Zeeman	
  and	
  Rees	
  1999).	
  

	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  Οι	
   απλούστερες	
   πιθανές	
   ερμηνείες	
   για	
   τη	
   συμμετοχή	
   της	
   GWD	
   στην	
  

αποδόμηση	
  του	
  αμύλου	
  είναι	
  ότι	
  απαιτούνται	
  είτε	
  φωσφορικές	
  ομάδες	
  είτε	
  το	
  ίδιο	
  

το	
   ένζυμο	
   για	
   τη	
   δράση	
   αγνώστων	
   ενζύμων	
   που	
   υδρολύουν	
   τις	
   γλυκάνες	
   στην	
  

επιφάνεια	
   του	
   αμυλόκοκκου.	
   Οι	
   φωσφορικές	
   ομάδες	
   πιθανόν	
   επηρεάζουν	
   το	
  

«πακετάρισμα»	
  των	
  πολυμερών	
  της	
  γλυκόζης	
  μέσα	
  στον	
  αμυλόκοκκο	
  και	
  συνεπώς	
  

την	
   πρόσβαση	
   των	
   υδρολυτικών	
   ενζύμων	
   (Blennow	
   et	
   al.,	
   2000,2002;	
   Yu	
   et	
   al.,	
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2001).	
   Η	
   GWD	
   διαθέτει	
   περιοχή	
   της	
   δικινάσης	
   και	
   μία	
   άλλη	
   μεγάλη	
   αμινοτελική	
  

περιοχή	
   (περίπου	
   120kD)	
   άγνωστης	
   λειτουργικότητας.	
   Επιπλέον,	
   πρόσφατα	
  

βρέθηκε	
   νέο	
   ένζυμο	
   που	
   μοιάζει	
   με	
   την	
   GWD	
   ή	
   GWD	
   3	
   ή	
   δικινάση	
   της	
  

φωσφορογλυκάνης	
   (PWD	
   phosphoglucan	
   water	
   dikinase)	
   που	
   απαιτείται	
   για	
   την	
  

ομαλή	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   (Baunsgaard	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Kötting	
   et	
   al.,	
   2005).	
  

Μεταλλάγματα	
   που	
   δεν	
   έχουν	
   αυτό	
   το	
   ένζυμο	
   παρουσιάζουν	
   επίσης	
   αυξημένα	
  

ποσά	
  αμύλου	
  στα	
  φύλλα	
  αλλά	
  όχι	
  στον	
  ίδιο	
  βαθμό	
  με	
  τα	
  μεταλλάγματα	
  της	
  GWD.	
  

Είναι	
   λοιπόν	
   εύλογο	
   να	
   υποτεθεί	
   ότι	
   η	
   GWD	
   και	
   η	
   PWD	
   δρουν	
   μαζί	
   για	
   να	
  

δημιουργήσουν	
   ένα	
   πρότυπο	
   φωσφορυλίωσης	
   της	
   αμυλοπηκτίνης	
   που	
   την	
   κάνει	
  

προσιτή	
  στα	
  υδρολυτικά	
  ένζυμα	
  (Baunsgaard	
  et	
  al.,	
  2005;	
  Kötting	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

Η	
   περαιτέρω	
   αποδόμηση	
   του	
   αμύλου	
   μπορεί	
   να	
   γίνει	
   με	
   δύο	
   διαφορετικούς	
  

τρόπους:	
   είτε	
   με	
   υδρόλυση	
   μέσω	
   των	
   αμυλασών	
   (α	
   και	
   β)	
   και	
   του	
   ενζύμου	
  

αποδιακλάδωσης	
  τα	
  οποία	
  καταλύουν	
  	
  την	
  υδρολυτική	
  διάσπαση	
  των	
  α(1,4)	
  και	
  α	
  

(1,6)	
   γλυκοζιδικών	
   δεσμών,	
   είτε	
   με	
   φωσφορόλυση	
   μέσω	
   των	
   φωσφορυλασών	
   οι	
  

οποίες	
   διασπούν	
   τους	
   α(1,4)	
   γλυκοζιδικούς	
   δεσμούς	
   φωσφορολυτικά,	
   με	
  

αποτέλεσμα	
  το	
  σχηματισμό	
  φωσφορογλυκόζης	
  (Heldt	
  1999).	
  

	
   Η	
   φωσφορυλάση	
   του	
   αμύλου	
   προσφέρει	
   οικονομία	
   ενέργειας	
   στο	
   φυτό.	
  

Κατά	
  την	
  υδρόλυση	
  του	
  αμύλου	
  από	
  τις	
  αμυλάσες	
  η	
  ενέργεια	
  που	
  περιέχεται	
  στους	
  

γλυκοζιδικούς	
   	
   δεσμούς	
   α(1,4)	
   και	
   α	
   (1,6)	
   που	
   διασπώνται	
   μετατρέπεται	
   σε	
   μη	
  

αξιοποιήσιμη	
   θερμική	
   ενέργεια,	
   γεγονός	
   που	
   δεν	
   επιτρέπει	
   την	
   αντιστροφή	
   της	
  

αντίδρασης	
   υδρόλυσης.	
   Αντίθετα	
   κατά	
   την	
   φωσφορόλυση	
   του	
   αμύλου	
   και	
   το	
  

σχηματισμό	
   της	
   1-­‐φωσφορογλυκόζης,	
   η	
   ενέργεια	
   του	
   γλυκοζιδικού	
   δεσμού	
  

διατηρείται	
  στον	
  εστερικό	
  δεσμό.	
  Το	
  γεγονός	
  αυτό	
  επιτρέπει	
  την	
  υπό	
  προϋποθέσεις	
  

αντιστροφή	
  της	
  αντίδρασης	
  προς	
  την	
  πλευρά	
  σύνθεσης	
  του	
  αμύλου.	
  

	
   Η	
  φωσφορυλάση	
  του	
  αμύλου	
  δεν	
  μπορεί	
  να	
  ενεργήσει	
  από	
  μόνη	
  της,	
  διότι	
  

η	
  δράση	
  της	
  εντοπίζεται	
  στις	
  εξωτερικές	
  αλυσίδες	
  του	
  μορίου	
  της	
  αμυλοπηκτίνης.	
  

Για	
   αυτό	
   το	
   λόγο,	
   ενεργεί	
   σε	
   συνδυασμό	
   με	
   την	
   α-­‐αμυλάση	
   (που	
   αρχίζει	
   την	
  

αποδόμηση	
  των	
  αμυλόκκοκων)	
  και	
  των	
  ενζύμων	
  της	
  αποδιακλάδωσης	
  που	
  κάνουν	
  

τις	
   εσωτερικές	
   αλυσίδες	
   γλυκόζης	
   προσιτές	
   στο	
   ένζυμο	
   της	
   φωσφορυλάσης	
  

(Hopkins	
  1995).	
  

	
   Διαφορετικές	
   αμυλάσες	
   ενεργούν	
   σε	
   διαφορετικά	
   μέρη	
   του	
   μορίου	
   του	
  

αμύλου.	
  Και	
  με	
  αυτόν	
  τον	
  τρόπο	
  μπορούμε	
  και	
  τις	
  διακρίνουμε	
  σε	
  τρεις	
  κατηγορίες:	
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• Εξωαμυλάσες	
  που	
  αρχίζουν	
  την	
  υδρόλυση	
  του	
  αμύλου	
  από	
  τα	
  εξωτερικά	
  

μέρη	
  του	
  μορίου	
  υδρολύοντας	
  δεσμούς	
  1-­‐4.	
  

• Ενδοαμυλάσες	
  που	
  υδρολύουν	
  τα	
  εσωτερικά	
  μέρη	
  του	
  μορίου	
  του	
  αμύλου	
  

υδρολύoντας	
  δεσμούς	
  1-­‐4.	
  

• Ένζυμα	
   αποδιακλάδωσης	
   όπου	
   υδρολύουν	
   τους	
   γλυκοζιδικούς	
   δεσμούς	
  

στα	
  σημεία	
  διακλάδωσης	
  δεσμοί	
  1-­‐6	
  (Heldt	
  1999)	
  

	
  
1.5.1.	
  Η	
  α-­‐αμυλάση	
  

	
  

	
   Η	
  α-­‐αμυλάση	
  είναι	
  μια	
  ενδοαμυλάση	
  (Lea	
  and	
  Leegood	
  1997)	
  που	
  υδρολύει	
  

τους	
  α(1,4)	
  γλυκοζιδικούς	
  δεσμούς	
  σε	
  τυχαίες	
  θέσεις.	
  

Με	
  τη	
  δράση	
  της	
  α-­‐αμυλάσης,	
  η	
  αμυλόζη	
  διασπάται	
  γρήγορα	
  σε	
  μόρια	
  μικρότερου	
  

μεγέθους	
   τις	
   δεξτρίνες.	
   Από	
   την	
   παραπέρα	
   δράση	
   του	
   ενζύμου	
   πάνω	
   στα	
   μόρια	
  

αυτά	
   λαμβάνονται	
   ως	
   προϊόντα	
   κυρίως	
   μαλτόζη	
   και	
   μαλτοτριόζη	
   και	
  

δευτερευόντως	
   γλυκόζη.	
   Το	
   ένζυμο	
   αυτό	
   δεν	
   δρα	
   πάνω	
   σε	
   δεσμούς	
   α(1,6).	
  

Επομένως	
  με	
  υπόστρωμα	
  την	
  αμυλοπηκτίνη	
  παράγει	
  οριακές	
  δεξτρίνες.	
  Οι	
  οριακές	
  

δεξτρίνες	
   αποτελούνται	
   από	
   ένα	
   μικρό	
   αριθμό	
   καταλοίπων	
   γλυκόζης	
   (4-­‐10)	
   και	
  

φέρουν	
  τα	
  αρχικά	
  σημεία	
  διακλάδωσης	
  (Hopkins	
  1995).	
  

Η	
  α-­‐αμυλάση	
  είναι	
  ένα	
  ένζυμο	
  ευρύτατα	
  διαδεδομένο	
  τόσο	
  στο	
  φυτικό	
  όσο	
  

και	
   στο	
   ζωικό	
   βασίλειο	
   καθώς	
   και	
   στους	
   μικροοργανισμούς.	
   Συγκρινόμενες	
   σε	
  

αμινοξικό	
   επίπεδο,	
   οι	
   α-­‐αμυλάσες	
   από	
   φυτά,	
   ζώα	
   και	
   μικροοργανισμούς	
  

αποκαλύπτουν	
  τέσσερις	
  υψηλά	
  συντηρημένες	
  περιοχές	
  οι	
  οποίες	
  συσχετίζονται	
  με	
  

περιοχές	
   που	
   έχουν	
   δομικό	
   και	
   λειτουργικό	
   ρόλο	
   για	
   το	
   ένζυμο	
   (Nakazima	
   et	
   al.,	
  

1986).	
  

Στα	
   φυτά	
   απαντάται	
   στα	
   βλαστάνοντα	
   σπέρματα	
   και	
   ειδικά	
   σε	
   εκείνα	
   που	
   είναι	
  

πλούσια	
   σε	
   άμυλο.	
   Είναι	
   επίσης	
   ενεργή	
   στους	
   αναπτυσσόμενους	
   χέδρωπες	
   όπου	
  

συμβάλει	
  και	
  στην	
  ανάπτυξη	
  του	
  σπέρματος	
  (Avigad	
  and	
  Dey	
  1997).	
  	
  

Τέλος	
  η	
  α-­‐αμυλάση	
  ρυθμίζεται	
  και	
  επάγεται	
  από	
  τις	
  φυσικές	
  ορμόνες	
  γιβερρελίνη	
  

και	
   αμπσισικό	
   οξύ.	
   Επιπλέον	
   ιόντα	
   Ca2+	
   συμβάλλουν	
   στην	
   επαγωγή	
   της	
  

δραστικότητας	
  της	
  α-­‐αμυλάσης	
  (Hopkins	
  1995).	
  Αντίθετα	
  το	
  ένζυμο	
  παρεμποδίζεται	
  

από	
   τα	
   τελικά	
   προϊόντα	
   της	
   υδρόλυσης	
   του	
   αμύλου	
   καθώς	
   και	
   από	
   τα	
   βαρέα	
  

μέταλλα	
  (Losch	
  2004).	
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1.5.2.	
  Ένζυμα	
  αποδιακλάδωσης	
  

	
  

	
   Τα	
  ένζυμα	
  αποδιακλάδωσης	
  υδρολύουν	
  τους	
  α(1,6)	
  γλυκοζιδικούς	
  δεσμούς	
  

και	
   διαφέρουν	
   μεταξύ	
   τους	
   σε	
   σχέση	
   με	
   το	
   υπόστρωμα	
   δράσης	
   τους	
   (Lea	
   and	
  

Leegood	
   1997).	
   Διακρίνονται	
   σε	
   δύο	
   ομάδες	
   τις	
   πουλουλανάσες	
   (EC	
   3.2.1.41)	
   και	
  

την	
   ισοαμυλάση	
   (EC	
   3.2.1.68)	
   ανάλογα	
   με	
   την	
   ικανότητα	
   υδρόλυσης	
   του	
  

πουλουλανίου,	
  ενός	
  πολυσακχαρίτη	
  με	
  επαναλαμβανόμενες	
  μονάδες	
  μαλτοτριόζης	
  

που	
  ενώνονται	
  με	
  α(1,6)	
  γλυκοζιδικούς	
  δεσμούς	
  (Van	
  de	
  Maarel	
  et	
  al.,	
  2002).	
  	
  

Οι	
   πουλουλανάσες	
   τύπου	
   1	
   υδρολύουν	
   τους	
   α(1,6)	
   γλυκοζιδικούς	
   δεσμούς	
   του	
  

πουλουλανίου	
  και	
  της	
  αμυλοπηκτίνης.	
  Έχουν	
  άριστο	
  pΗ:	
  5,5	
  (Avigad	
  and	
  Dey	
  1997).	
  

Υπάρχουν	
   επίσης	
   και	
   πολκουλανάσες	
   τύπου	
   2	
   οι	
   οποίες	
   υδρολύουν	
   α(1,6)	
   και	
  

α(1,4)	
  γλυκοζιδικούς	
  δεσμούς.	
  Τα	
  κυριότερα	
  προϊόντα	
  της	
  αποδόμησης	
  τους	
  είναι	
  

μαλτόζη	
  και	
  μαλτοτριόζη.	
  	
  

Η	
   ισοαμυλάση	
   υδρολύει	
   τους	
   α(1,6)	
   γλυκοζιδικούς	
   δεσμούς	
   της	
   αμυλοπηκτίνης	
  

μεγάλου	
  μήκους	
   γραμμικούς	
  πολυσακχαρίτες.	
  Απαντάται	
   στις	
   πατάτες,	
   τα	
   κουκιά	
  

και	
  άλλα	
  φυτικά	
  είδη.	
  Το	
  άριστο	
  pΗ	
  δράσης	
  του	
  ενζύμου	
  είναι	
  6,5-­‐7,0	
  και	
  η	
  άριστη	
  

θερμοκρασία	
  δράσης	
  του	
  34οC.	
  Η	
  δράση	
  του	
  ενζύμου	
  παρεμποδίζεται	
  από	
  τον	
  Ηg	
  

(Van	
  de	
  Maarel	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

1.5.3.	
  Η	
  β-­‐αμυλάση.	
  Η	
  δομή	
  και	
  η	
  λειτουργία	
  του	
  ενζύμου	
  

Η	
   β-­‐αμυλάση	
   (EC	
   3.2.1.2)	
   υδρολύει	
   τους	
   α-­‐(1,4)	
   γλυκοζιτικούς	
   δεσμούς	
  

πολυ-­‐	
   και	
  ολίγο-­‐σακχαριτών	
  αφαιρώντας	
  μόρια	
  β-­‐μαλτόζης	
  από	
   το	
  μη	
  αναγωγικό	
  

τους	
  άκρο,	
  κατατάσσεται	
  στις	
  έξω-­‐υδρολάσες.	
  Η	
  δράση	
  της	
  σε	
  έναν	
  πολύ	
  ή	
  ολίγο-­‐

σακχαρίτη	
   σταματά	
   όταν	
   συναντήσει	
   την	
   πρώτη	
   διακλάδωση	
   α-­‐(1,6).	
   Το	
   ένζυμο	
  

υπάρχει	
   σε	
   πολλά	
   ανώτερα	
   φυτά	
   και	
   σε	
   κάποια	
   βακτήρια.	
   Πρόκειται	
   για	
   ένα	
  

μονομερές	
  ένζυμο	
  το	
  οποίο	
  παρουσιάζει	
  κοινές	
  φυσικοχημικές	
  ιδιότητες	
  σε	
  όλα	
  τα	
  

φυτά	
   όπου	
   έχει	
   βρεθεί.	
   Εξαίρεση	
   αποτελεί	
   η	
   β-­‐αμυλάση	
   της	
   γλυκοπατάτας	
   που	
  

αποτελείται	
  από	
  τέσσερις	
  πανομοιότυπες	
  υπομονάδες	
  των	
  56	
  KDa	
  (Rochalska	
  and	
  

Grabowska	
  2007;	
  Tanaka	
  et	
  al.,	
  2002;	
  Ziegler	
  1999;	
  Shinke	
  et	
  al.,	
  1988).	
  Το	
  άριστο	
  

pH	
  δράσης	
  είναι	
  5,5-­‐6	
  ενώ	
  η	
  άριστη	
  θερμοκρασία	
  δράσης	
  έχει	
  βρεθεί	
  ότι	
  είναι	
  55οC	
  

(Yamasaki	
  2003).	
  Το	
  ένζυμο,	
  αντίθετα	
  με	
  την	
  α-­‐αμυλάση,	
  πιστεύεται	
  ότι	
  συνθέτεται	
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κατά	
  την	
  παραγωγή	
  του	
  σπέρματος	
  και	
  όχι	
  κατά	
  την	
  βλάστηση.	
  Το	
  ένζυμο	
  αποτελεί	
  

περίπου	
  το	
  1-­‐2%	
  του	
  ολικού	
  Ν	
  στο	
  σπέρμα	
  (Kreis	
  and	
  Shewry	
  1992).	
  Στα	
  σπέρματα	
  

των	
   σιτηρών,	
   το	
   ένζυμο	
   δημιουργείται	
   κατά	
   το	
   σχηματισμό	
   του	
   σπέρματος	
   και	
  

βρίσκεται	
   σε	
   ελεύθερη	
   (διαλυτή)	
   ή	
   δεσμευμένη	
   σε	
   πρωτεϊνικά	
   συσσωματώματα	
  

(αδιάλυτη)	
  μορφή	
  (Shinke	
  et	
  al.,	
  1988).	
  	
  

Υπάρχουν	
  δύο	
  τύποι	
  του	
  ενζύμου	
  που	
  έχουν	
  ανιχνευτεί	
  σε	
  σιτηρά,	
  ο	
  κύριος	
  

που	
   βρίσκεται	
   στο	
   ενδοσπέρμιο	
   και	
   ένας	
   με	
   σημαντικά	
   μικρότερη	
   δραστικότητα	
  

που	
   βρίσκεται	
   στο	
   ενδοσπέρμιο	
   αλλά	
   και	
   στα	
   υπόλοιπα	
   μέρη	
   του	
   φυτού.	
   Ο	
  

δεύτερος	
  τύπος	
  έχει	
  βρεθεί	
  στο	
  κριθάρι,	
  στο	
  σιτάρι	
  και	
  στη	
  σίκαλη	
  και	
  ρυθμίζεται	
  

διαφορετικά	
  από	
  τον	
  πρώτο	
  τύπο	
  (Daussant	
  et	
  al.,	
  1987,	
  1991;	
  Shewry	
  et	
  al.,	
  1988).	
  

Η	
   κύρια	
   λειτουργία	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   είναι	
   η	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   στα	
   φυτά	
  

(Kossmann	
  and	
  Lloyd	
  2000).	
  Βασισμένος,	
  σε	
  in	
  vitro	
  μελέτες,	
  ο	
  φυσιολογικός	
  ρόλος	
  

της	
   β-­‐αμυλάσης	
   στην	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   ήταν	
   για	
   πολλά	
   χρόνια	
   υπό	
  

αμφισβήτηση,	
  και	
  αυτό	
  κυρίως	
  γιατί	
  θεωρούταν	
  ότι	
  ήταν	
  καταλυτικά	
  ανενεργή	
  σε	
  

φυσικούς	
   αμυλόκοκκους	
   χωρίς	
   την	
   πρότερη	
   υδρόλυση	
   του	
   αμύλου	
   από	
   άλλα	
  

αμυλολυτικά	
   ένζυμα	
   όπως	
   η	
   α-­‐αμυλάση	
   (Beck	
   and	
   Ziegler	
   1989).	
   Παρόλα	
   αυτά,	
  

τελευταίες	
   μελέτες	
   έχουν	
   δείξει	
   ότι	
   η	
   β-­‐αμυλάση	
   παίζει	
   σημαντικό	
   ρόλο	
   στην	
  

υδρόλυση	
   του	
  παροδικού	
  αμύλου	
   (Scheiding	
  et	
   al.,	
   2002).	
  Μείωση	
   της	
   έκφρασης	
  

της	
   εντοπιζόμενης	
   στους	
   χλωροπλάστες	
   β-­‐αμυλάσης	
   με	
   τη	
   χρήση	
   αντι-­‐

πληροφοριακού	
  (antisense)	
  RNA	
  στην	
  πατάτα	
  είχε	
  ως	
  αποτέλεσμα	
  τη	
  συσσώρευση	
  

περίσσειας	
  αμύλου	
  στα	
  φύλλα	
  σε	
  σύγκριση	
  με	
  αυτά	
  του	
  αγρίου	
  τύπου	
  (Scheiding	
  et	
  

al.,	
   2002).	
   Διαγονιδιακά	
   φυτά	
   που	
   έχουν	
   έλλειψη	
   σε	
   αυτή	
   τη	
   χλωροπλαστική	
   β-­‐

αμυλάση	
   έχουν	
   μειωμένη	
   υδρολυτική	
   ικανότητα	
   αμύλου,	
   ειδικά	
   στο	
   σκοτάδι.	
   Το	
  

γεγονός	
  αυτό	
  υποδεικνύει	
  ότι	
  η	
  υδρολυτική	
  διάσπαση	
  του	
  παροδικού	
  αμύλου	
  είναι	
  

το	
   κυριότερο	
   μονοπάτι	
   σε	
   αντίθεση	
   με	
   αυτό	
   της	
   φωσφορολυτικής	
   οδού.	
  

Επιπροσθέτως,	
   τα	
   προϊόντα	
   που	
   παράγονται	
   από	
   τη	
   δράση	
   	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
  

μετακινούνται	
  στο	
  κυτόπλασμα	
  μέσω	
  φορέων	
  μαλτόζης	
  (Niittyla	
  et	
  al.,	
  2004)	
  όπου	
  

και	
   μεταβολίζονται	
   σε	
   γλυκόζη	
   από	
   τις	
   γλυκοζυλοτρανσφεράσες	
   (Lu	
   and	
   Sharkey	
  

2004;	
  Sean	
  et	
  al.,	
  2004).	
  

	
  



32 
 

1.5.4.	
  Ο	
  εντοπισμός	
  του	
  ενζύμου	
  

Στα	
  φωτοσυνθετικά	
  όργανα	
  η	
  β-­‐αμυλάση	
  εντοπίζεται	
  στους	
  χλωροπλάστες,	
  

εκεί	
   δηλαδή	
   που	
   υπάρχει	
   το	
   άμυλο.	
   Δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
   υπάρχει	
   και	
   στο	
  

χυμοτόπιο	
   και	
   στο	
   κυτόπλασμα,	
   όπου	
   δεν	
   υπάρχει	
   άμυλο	
   με	
   αποτέλεσμα	
   να	
  

γεννάται	
  η	
  υποψία	
  της	
  ύπαρξης	
  και	
  άλλων	
  ρόλων	
  στην	
  αποδόμηση	
  των	
  γλυκανών	
  

(Kaplan	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Το	
   γονιδίωμα	
   των	
   διαφόρων	
   φυτικών	
   ειδών	
   κωδικοποιεί	
  

αρκετούς	
  ισότυπους	
  της	
  β-­‐αμυλάσης.	
  Στο	
  Arabidopsis	
  thaliana	
  λ.χ.,	
  υπάρχουν	
  εννέα	
  

ισότυποι	
   τους	
   οποίους	
   οι	
   Smith	
   et	
   al.,	
   (2004)	
   ονομάζουν	
   BAM1	
   ως	
   BAM9	
  

παρέχοντας	
   έτσι	
   μια	
   ενοποιημένη	
   ονομασία.	
   Με	
   βάση	
   την	
   ανάλυση	
   των	
  

ακολουθιών,	
   μόνο	
   τρία	
   γονίδια	
   τα	
   BMY7,	
   BMY8	
   και	
   BMY9	
   φαίνεται	
   να	
  

κωδικοποιούν	
  πρωτεΐνες	
  που	
  έχουν	
  πιθανό	
  χλωροπλαστικό	
  πεπτίδιο	
  οδηγό	
   (Lu	
  et	
  

al.,	
   2005).	
   Το	
   ένζυμο	
   είναι	
   εξω-­‐χλωροπλαστικό,	
   είναι	
   υπεύθυνο	
   για	
   το	
   80%	
   της	
  

συνολικής	
   αμυλολυτικής	
   δραστικότητας	
   (Lin	
   et	
   al.,	
   1988)	
   και	
   εκφράζεται	
  

περισσότερο	
  κάτω	
  από	
  συνθήκες	
  χαμηλών	
  θερμοκρασιών.	
  Πρόσφατα	
  οι	
  Sparla	
  et	
  

al.,	
  (2006)	
  έδειξαν	
  ότι	
  ο	
  BAM1	
  (που	
  ονομάζεται	
  TR-­‐BMY	
  και	
  BMY7),	
  κωδικοποιεί	
  ένα	
  

ενεργό	
   χλωροπλαστικό	
   ισότυπο	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   που	
   ρυθμίζεται	
   μέσω	
   της	
  

αναγωγής	
  του	
  με	
  τη	
  θειορεδοξίνη	
  (Sparla	
  et	
  al.,	
  2006).	
  Ωστόσο,	
  αρχικές	
  αναφορές	
  

υποδεικνύουν	
   ότι	
   μετάλλαξη	
   του	
   BAM1	
   δεν	
   έχει	
   ως	
   αποτέλεσμα	
   την	
   αύξηση	
   της	
  

συγκέντρωσης	
   του	
  αμύλου	
   των	
  φύλλων,	
   και	
   εκφράζεται	
   σε	
  φωτοσυνθετικούς	
   και	
  

μη	
   φωτοσυνθετικούς	
   ιστούς	
   (Kaplan	
   and	
   Guy	
   2005).	
   Ο	
   BAM2	
   (που	
   ονομάζεται	
  

επίσης	
   και	
   BMY9)	
   και	
   ο	
   BAM4	
   (που	
   ονομάζεται	
   και	
   BMY6)	
   φέρουν	
   επίσης	
  

πλαστιδιακό	
   πεπτίδιο	
   οδηγό	
   (Lloyd	
   et	
   al.,	
   2005;	
   Smith	
   et	
   al.,	
   2005).	
   Όμως,	
   οι	
  

προβλέψεις	
   είναι	
   ελλιπείς,	
   και	
   δεν	
   έχει	
   εντοπιστεί	
   πειραματικά	
   η	
   υποκυτταρική	
  

θέση	
   της	
   πρωτεΐνης.	
   Επιπροσθέτως,	
   οι	
   Kaplan	
   and	
   Guy	
   (2005)	
   αναφέρουν	
   ότι	
   η	
  

μετάλλαξη	
   του	
  ΒΑΜ2	
  δεν	
  έχει	
  ως	
  αποτέλεσμα	
  την	
  αύξηση	
  της	
  συγκέντρωσης	
   του	
  

αμύλου	
   στα	
   φύλλα.	
   Η	
   BAM5	
   (που	
   επίσης	
   αποκαλείται	
   BMY1	
   και	
   RAM1)	
   έχει	
  

μελετηθεί	
  σε	
  βάθος.	
  Οι	
  Laby	
  et	
  al.,	
  (2001)	
  αναφέρουν	
  ότι	
  το	
  90%	
  της	
  δραστικότητας	
  

της	
   β-­‐αμυλάσης	
   των	
   φύλλων	
   του	
   Arabidopsis	
   κωδικοποιείται	
   από	
   τη	
   BAM5.	
  

Νωρίτερα	
   είχε	
   αναφερθεί	
   ότι	
   η	
   πρωτεΐνη	
   ΒΑΜ5	
   εδράζεται	
   στους	
   ηθμοσωλήνες	
  

(Wang	
   et	
   al.,	
   1995).	
   Ωστόσο,	
   μετάλλαξη	
   στο	
   γονίδιο	
   ΒΑΜ5	
   δε	
   φαίνεται	
   να	
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επηρεάζει	
  τη	
  λειτουργία	
  του	
  ηθμού	
  ή	
  τα	
  επίπεδα	
  του	
  αμύλου	
  στα	
  φύλλα	
  (Laby	
  et	
  

al.,	
  2001).	
  

1.5.5.	
  H	
  β-­‐αμυλάση	
  σε	
  καταστάσεις	
  καταπόνησης	
  

Η	
  β-­‐αμυλάση	
  είναι	
   ένα	
   ένζυμο	
  που	
  «κινητοποιείται»	
  από	
   τα	
  φυτά	
   για	
   την	
  

αντιμετώπιση	
   καταστάσεων	
   καταπόνησης.	
   Αυτό	
   έχει	
   δειχθεί	
   για	
   την	
   οσμωτική	
  

καταπόνηση	
  και	
   την	
  αυξημένη	
  αλατότητα	
   (Dreier	
  et	
  al.,	
   1995;	
  Datta	
  et	
  al.,	
   1999),	
  

καθώς	
  και	
  για	
   τις	
   χαμηλές	
  και	
  υψηλές	
  θερμοκρασίες	
   (Nielsen	
  et	
  al.,	
   1997;	
  Seki	
  et	
  

al.,	
  2001;	
  Sung	
  2001;	
  Dreier	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Η	
  αύξηση	
  της	
  δραστικότητας	
  του	
  ενζύμου	
  

σε	
  συνθήκες	
  καταπόνησης	
  παρατηρείται	
  σε	
  πολλά	
  φυτικά	
  είδη	
  (Dreier	
  et	
  al.,	
  1995;	
  

Datta	
  et	
  al.,	
  1999).	
  Οσμωτική	
  καταπόνηση	
  του	
  κριθαριού	
  (Hordeum	
  vulgare)	
  (Dreier	
  

et	
   al.,	
   1995),	
   του	
   κεχριού	
   (Pennisetum	
   glaucum)	
   και	
   του	
   αραβόσιτου	
   (Zea	
  mays)	
  

(Datta	
  et	
  al.,	
  1999)	
  έχει	
  ως	
  αποτέλεσμα	
  την	
  αύξηση	
  της	
  δραστικότητας	
  του	
  ενζύμου,	
  

η	
  οποία	
  συσχετίζεται	
  και	
  με	
  μια	
  αύξηση	
  της	
  συγκέντρωσης	
  των	
  ολικών	
  πρωτεϊνών.	
  	
  	
  	
  

Οι	
  Todaka	
  et	
  al.,	
   (2000)	
  αναφέρουν	
  ότι	
  σε	
  κοτυληδόνες	
  αγγουριού	
  που	
  εκτέθηκαν	
  

σε	
  συνθήκες	
  έλλειψης	
  νερού,	
  παρατηρήθηκαν	
  έξι	
  ισομορφές	
  β-­‐αμυλάσης,	
  ενώ	
  στο	
  

μάρτυρα	
  βρέθηκαν	
  τρεις.	
  Η	
  υπόθεση	
  που	
  διατύπωσαν	
  είναι	
  ότι	
  μάλλον	
  πρόκειται	
  

για	
  ενεργοποίηση	
  των	
   ισομορφών	
  αυτών	
  υπό	
  συνθήκες	
  καταπόνησης	
  παρά	
  σε	
  de	
  

novo	
  παραγωγή	
  διαφορετικών	
  ισομορφών	
  από	
  τα	
  καταπονημένα	
  φυτά.	
  Όπως	
  είναι	
  

αναμενόμενο	
   και	
   η	
   καταπόνηση	
   αλατότητας	
   αυξάνει	
   τη	
   συγκέντρωση	
   της	
   β-­‐

αμυλάσης	
  καθώς	
  και	
  την	
  δραστικότητα	
  της	
  στο	
  κριθάρι	
  και	
  στον	
  αραβόσιτο	
  (Dreier	
  

et	
  al.,	
   1995;	
  Datta	
  et	
  al.,	
   1999).	
  Αναφορικά	
  με	
   την	
  επίδραση	
  της	
  θερμοκρασιακής	
  

καταπόνησης	
   έχει	
   δειχθεί	
   ότι	
   οδηγεί	
   στην	
   επαγωγή	
   της	
   μεταγραφής	
   και/ή	
   στην	
  

αύξηση	
  της	
  δραστικότητας	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  (Dreier	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Datta	
  et	
  al.,	
  1999;	
  

Thomashow	
  2002;	
  Jung	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Seki	
  et	
  al.,	
  2001).	
  Αυτή	
  η	
  αύξηση	
  συνδέθηκε	
  με	
  

την	
  αύξηση	
  της	
  συγκέντρωσης	
  της	
  μαλτόζης	
  (Kaplan	
  and	
  Guy	
  2004;	
  Nielsen	
  1997).	
  Η	
  

έκθεση	
   λ.χ.	
   φυτών	
   Arabidopsis	
   που	
   είχαν	
   αναπτυχθεί	
   στους	
   20οC,	
   στους	
   40οC,	
  

οδήγησε	
   σε	
   πενταπλασιασμό	
   των	
   μεταγραφημάτων	
   BMY7/BAM1	
   (που	
  

κωδικοποιούν	
  ένα	
  χλωροπλαστικό	
  πεπτίδιο	
  (Kaplanand	
  and	
  Guy	
  2004;	
  Sung	
  2001).	
  

Η	
   αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   του	
   ενζύμου	
   ακολουθείται	
   από	
   αύξηση	
   της	
  

συσσώρευσης	
  μαλτόζης,	
  ενώ	
  η	
  δραστικότητα	
  	
  τόσο	
  της	
  α-­‐γλυκοζιδάσης	
  όσο	
  και	
  της	
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ενδοαμυλάσης,	
   δεν	
   παρουσιάζουν	
   σημαντική	
   μεταβολή	
   (Nielsen	
   et	
   al.,	
   1997).	
  

Δεδομένης	
   της	
   γρήγορης	
   συσσώρευσης	
   των	
   μεταγραφημάτων	
   του	
   ενζύμου,	
  

προτάθηκε	
  ότι	
  η	
  αύξηση	
  της	
  συγκέντρωσης	
  μαλτόζης	
  αλλά	
  και	
  της	
  φρουκτόζης	
  και	
  

της	
  γλυκόζης	
  σε	
  θερμοκρασιακής	
  καταπόνησης,	
  πιθανόν	
  να	
  βοηθά	
  στην	
  προστασία	
  

της	
   φωτοσυνθετικής	
   αλυσίδας	
   μεταφοράς	
   ηλεκτρονίων	
   στο	
   στρώμα	
   των	
  

χλωροπλαστών	
   (Kaplan	
   and	
  Guy	
   2005;	
   Kaplan	
   et	
  al.,	
   2006).	
   Αυξημένες	
   ποσότητες	
  

της	
   ολικής	
   μαλτόζης	
   των	
   φύλλων	
   στο	
   Arabidopsis	
   thaliana	
   έχουν	
   παρατηρηθεί	
  

επίσης	
  κατά	
  τη	
  διάρκεια	
  θερμοκρασιακών	
  καταπονήσεων	
  (Kaplan	
  and	
  Guy	
  2004).	
  	
  

1.5.6.	
  Η	
  β-­‐αμυλάση	
  κατά	
  τη	
  βλάστηση	
  των	
  σπερμάτων	
  

Κατά	
   τη	
   διάρκεια	
   της	
   βλάστησης	
   των	
   σπερμάτων,	
   έχει	
   δειχθεί	
   ότι	
   η	
  

δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
   αυξάνει	
   σημαντικά.	
   Στο	
   ρύζι	
   και	
   στο	
   κριθάρι	
   έχει	
  

αναφερθεί	
   ότι	
   το	
   ένζυμο	
   συντίθεται	
   στα	
   σπέρματα	
   πριν	
   από	
   τη	
   βλάστηση	
  

(Okamoto	
   and	
   Akazawa	
   1980;	
   Kreis	
   and	
   Shewry	
   1992).	
   Στα	
   σιτηρά,	
   κατά	
   τη	
  

βλάστηση,	
   το	
   ένζυμο	
   υφίσταται	
   μεταμεταφραστικές	
   αλλαγές	
   (Kruger	
   1979;	
  

Lundgard	
   and	
   Svensson	
   1986;	
   Bureau	
   et	
  al.,	
   1989).	
   Η	
   ενεργοποίηση	
   του	
   ενζύμου	
  

γίνεται	
   ή	
   από	
   μια	
   δισουλφιδική	
   ρεδουκτάση	
   ή	
   από	
   ένα	
   πρωτεολυτικό	
   ένζυμο	
  

(Sopanen	
  and	
  Lauriere	
  1989).	
  Η	
  δραστικότητα	
  της	
  β-­‐αμυλάσης,	
  έχει	
  συσχετιστεί	
  με	
  

τη	
   βλαστικότητα	
   των	
   σπερμάτων	
   στα	
   σιτηρά,	
   σπέρματα	
   με	
   χαμηλή	
   δραστικότητα	
  

έχουν	
   χαμηλότερη	
   βλαστικότητα	
   (Prtruzelli	
   and	
   Taranto	
   1990;	
   Liveslay	
   and	
   Bray	
  

1991).	
  Oι	
  Das	
   and	
   Sen-­‐Mandi	
   (1992)	
  πρότειναν	
  ότι	
   η	
  β-­‐αμυλάση	
  έχει	
  μεγαλύτερη	
  

σημασία	
  από	
  την	
  α-­‐αμυλάση	
  κατά	
  τη	
  διάρκεια	
   των	
  πρώτων	
  ωρών	
  της	
  βλάστησης	
  

των	
   σιτηρών.	
   Φαίνεται	
   ότι	
   η	
   de	
   novo	
   σύνθεση	
   του	
   ενζύμου	
   στην	
   αλευρώνη,	
  

συμβάλει	
   στη	
   διάσπαση	
   του	
   αμύλου.	
   Οι	
   Nandi	
   et	
   al.,	
   (1994)	
   κατέγραψαν	
   6-­‐10	
  

φορές	
   υψηλότερη	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   από	
   την	
   α-­‐αμυλάση	
   στο	
   πρώτο	
  

24ωρο	
  της	
  ζωής	
  του	
  φυταρίου	
  του	
  ρυζιού.	
  Αυξανόμενη	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  

τις	
   πρώτες	
   4	
   ημέρες	
   της	
   βλάστησης	
   στο	
   κεχρί	
   αναφέρει	
   και	
   ο	
   Yamasaki	
   (2003),	
  

θεωρώντας	
  ότι	
  είναι	
  βασικό	
  ένζυμο	
  για	
  τη	
  βλάστηση.	
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2.	
  Υλικά	
  και	
  Μέθοδοι	
  

2.1.	
  Οι	
  διαδικασίες	
  του	
  πειράματος	
  

	
  

Σχήμα	
  3:	
  Σχηματική	
  παράσταση	
  των	
  διαδικασιών	
  του	
  πειράματος.	
  

2.2.	
  Βλάστηση	
  σπερμάτων	
  που	
  είχαν	
  εκτεθεί	
  σε	
  υψηλές	
  θερμοκρασίες	
  

	
  

	
   Έξι	
   ομάδες	
   από	
   200	
   σπέρματα	
   βαμβακιού	
   τοποθετήθηκαν	
   σε	
   τριβλία.	
   Η	
  

πρώτη	
  ομάδα	
  αποτελούσε	
  το	
  μάρτυρα.	
  Οι	
  υπόλοιπες	
  τοποθετήθηκαν	
  για	
  1,	
  2,	
  3,	
  4,	
  

και	
   5	
   ημέρες	
  αντίστοιχα	
  σε	
   κλίβανο	
  στους	
   40οC.	
  Η	
  βλάστηση	
   των	
  σπερμάτων	
   της	
  

βαμβακιού	
   έγινε	
   μεταξύ	
   υγραμένων	
   φύλλων	
   χαρτιών	
   κουζίνας	
   σε	
   τυλιγμένα	
   με	
  

αλουμινόχαρτο	
  κουτιά	
  στο	
  σκοτάδι,	
  σε	
  θερμοκρασία	
  25oC.	
  Η	
  βλάστηση	
  κράτησε	
  7	
  

ημέρες	
  για	
  τις	
  πρώτες	
  4	
  ομάδες	
  (0,	
  1,	
  2,	
  3	
  ημέρες	
  στους	
  40οC)	
  και	
  8	
  ημέρες	
  για	
  τις	
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υπόλοιπες	
   ομάδες.	
  Η	
  απόφαση	
  αυτή	
  πάρθηκε	
  ώστε	
   να	
  υπάρχει	
   αρκετός	
  αριθμός	
  

φυτών	
  για	
  περαιτέρω	
  έρευνα.	
  Μετρήθηκε	
  η	
  βλαστικότητα.	
  

	
  

2.3.	
  Η	
  εκχύλιση	
  των	
  ενζύμων	
  

	
  

	
   Αρχικά	
   σπέρματα	
   βαμβακιού	
   προβλαστήθηκαν	
   με	
   τον	
   τρόπο	
   και	
   με	
   τις	
  

συνθήκες	
  που	
  περιγράφηκαν	
  παραπάνω.	
  Μετά	
  από	
  7	
  ή	
  8	
  ημέρες	
  έγιναν	
  τομές	
  των	
  

αρτίβλαστων	
   ξεχωρίζοντας	
   τα	
   δείγματα	
   σε	
   ρίζες,	
   κοτύλες	
   και	
   υποκοτύλια.	
  Μέρος	
  

των	
   δειγμάτων	
   χρησιμοποιήθηκε	
   ώστε	
   να	
   γίνουν	
   τομές	
   για	
   τον	
   ανοσοεντοπισμό	
  

των	
   ενζύμων,	
   στα	
   υπόλοιπα	
   έγινε	
   εκχύλιση	
   των	
   πρωτεϊνών	
   για	
   μέτρηση	
   της	
  

δραστικότητας	
  των	
  ενζύμων.	
  	
  

Διαδικασία	
   για	
   την	
   μέτρηση	
   της	
   δραστικότητας	
   των	
   ενζύμων:	
   Τα	
   δείγματα	
  

ζυγίστηκαν	
   και	
   λειοτρηβήθηκαν	
   σε	
   γουδί	
   με	
   χρήση	
   υγρού	
   αζώτου	
   προσθέτοντας	
  

τον	
  αντίστοιχο	
  όγκο	
  εκχυλιστικού	
  ως	
  εξής:	
  1:1	
  (w/v)	
  στις	
  ρίζες	
  και	
  στις	
  κοτύλες	
  και	
  

1/0,5	
   (w/v)	
   στα	
   υποκοτύλια.	
   Τα	
   εκχυλίσματα	
   τοποθετήθηκαν	
   μέσα	
   σε	
   eppendorf	
  

στον	
  πάγο.	
  

	
   Τα	
   δείγματα	
   ακολούθως	
   φυγοκεντρήθηκαν	
   στα	
   15000g	
   για	
   15	
   λεπτά	
   και	
  

4οC.	
   Στο	
   εκχύλισμα	
   των	
   κοτυλών	
   παρατηρήθηκε	
   συσσώρευση	
   λιπιδίων	
   στην	
  

επιφάνεια	
   του	
   υπερκείμενου	
   υγρού.	
   Γι’	
   αυτό	
   το	
   λόγο	
   το	
   λίπος	
   «ξαφρίστηκε»	
   με	
  

χρήση	
  πιπέτας	
  και	
  στη	
  συνέχεια	
  τα	
  δείγματα	
  φυγοκεντρήθηκαν	
  και	
  πάλι	
  στις	
  ίδιες	
  

συνθήκες.	
  Μετά	
  το	
  πέρας	
  και	
  αυτής	
  της	
  διαδικασίας	
  προστέθηκε	
  γλυκερίνη	
  σε	
  κάθε	
  

δείγμα	
  ώστε	
  η	
  τελική	
  της	
  συγκέντρωση	
  να	
  γίνει	
  20%.	
  Ακολούθησε	
  ο	
  προσδιορισμός	
  

των	
  πρωτεϊνών	
  των	
  δειγμάτων	
  με	
  τη	
  μέθοδο	
  Bearden.	
  Στη	
  συνέχεια	
  τα	
  εκχυλίσματα	
  

χωρίσθηκαν	
   σε	
   δύο	
   μέρη.	
   Στο	
   ένα	
   μέρος	
   προστέθηκαν	
   λίγοι	
   κόκκοι	
   κυανού	
   της	
  

βρωμοφαινόλης	
  για	
  την	
  ηλεκτροφόρηση.	
  Το	
  άλλο	
  μέρος	
  χρησιμοποιήθηκε	
  για	
  τον	
  

προσδιορισμό	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   και	
   της	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης.	
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Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  εκχύλισης	
  πρωτεϊνών.	
  

Tris	
  HCl	
  pH	
  7,5	
   10mM	
  

glycerol	
   15%	
  

BSA	
   0,02%	
  

Ανηγμένη	
  γλουταθειόνη	
   2mM	
  

	
  

2.4.	
  Η	
  μέτρηση	
  των	
  ολικών	
  πρωτεϊνών	
  των	
  εκχυλισμάτων.	
  

	
  

Για	
   τη	
   μέτρηση	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   και	
   της	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
  κρίθηκε	
  απαραίτητος	
  ο	
  προσδιορισμός	
  των	
  ολικών	
  πρωτεϊνών	
  των	
  

εκχυλισμάτων.	
  Ο	
  προσδιορισμός	
  αυτός	
  έγινε	
  με	
  τη	
  μέθοδο	
  Bearden	
  (1978).	
  

Διάλυμα	
  Bearden	
  	
  

1. Ζύγιση	
  10mg	
  Coommassie	
  Brilliant	
  Blue	
  G-­‐250	
  (Serva	
  17524).	
  

2. Το	
  παραπάνω	
  αραιώνεται	
  σε	
  40ml	
  85%	
  φωσφορικού	
  οξέος.	
  

3. Προσθήκη	
  200ml	
  αποσταγμένο	
  νερό	
  (dH2O).	
  

4. Ο	
  προσδιορισμός	
   της	
  συγκέντρωσης	
   των	
  πρωτεϊνών	
  γίνεται	
   την	
  επόμενη	
  

ημέρα.	
  

	
  

Η	
   πρότυπη	
   καμπύλη	
   εξάρτησης	
   της	
   απορρόφησης	
   του	
   δείγματος	
   από	
   τη	
  

συγκέντρωση	
   των	
   πρωτεϊνών	
   (BSA)	
   σχεδιάστηκε	
   για	
   ποσότητες	
   BSA	
   μεταξύ	
   5	
   και	
  

50μg.	
  

Μετά	
  την	
  εκχύλιση	
  των	
  πρωτεϊνών	
  και	
  τη	
  φυγοκέντρηση	
  ετοιμάσθηκαν	
  3	
  σωλήνες	
  

για	
   κάθε	
   δείγμα	
   (ρίζα,	
   υποκοτύλιο,	
   κοτύλη)	
   που	
   περιείχαν	
   1,5ml	
   dH2O,	
   10μl	
  

εκχυλίσματος	
  και	
  1,5ml	
  διαλύματος	
  Bearden.	
  Ως	
  μάρτυρας	
  χρησιμοποιήθηκε	
  ένας	
  

σωλήνας	
  που	
  περιείχε	
  1,5ml	
  dH2O	
  και	
  1,5ml	
  διαλύματος	
  Bearden.	
  Ακολούθως	
  έγινε	
  

φωτομέτρηση	
  στα	
  595nm.	
  Σημειώνεται	
  ότι	
  η	
  κοτύλη	
  είχε	
  αραιωθεί	
  με	
  αποσταγμένο	
  

νερό	
  σε	
  όγκο	
  1:10.	
  Αυτό	
   έγινε	
   λόγω	
   της	
  μεγάλης	
  περιεκτικότητας	
   της	
   κοτύλης	
  σε	
  

πρωτεΐνη.	
   Μετά	
   τις	
   επαναληπτικές	
   μετρήσεις	
   για	
   κάθε	
   δείγμα	
   υπολογίζεται	
   η	
  

συγκέντρωσης	
  της	
  συνολικής	
  πρωτεΐνης	
  βάσει	
  της	
  πρότυπης	
  καμπύλης.	
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2.5.	
   Ο	
   προσδιορισμός	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   και	
   της	
  

ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  

	
  

Για	
   τον	
  προσδιορισμό	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
  ακολουθήθηκε	
   το	
  

πρωτόκολλο	
  της	
  Μegazyme	
  της	
  μεθόδου	
  Βetamyl.	
  Η	
  μέθοδος	
  αυτή	
  βασίζεται	
  στην	
  

υδρόλυση	
   του	
   p-­‐νιτροφαινυλομαλτοπενταοζιδίου	
   από	
   την	
   β-­‐αμυλάση.	
   Η	
  

παραγόμενη	
  μαλτόζη	
  καθώς	
  και	
  η	
  p-­‐νιτροφαινυλογλυκόζη	
  υδρολύεται	
  αμέσως	
  από	
  

μία	
   α-­‐γλυκοζιδάση.	
   Σε	
   προκαταρκτικά	
   πειράματα	
   μελετήθηκε	
   η	
   πορεία	
   της	
  

αντίδρασης	
   κάτω	
   από	
   συγκεκριμένες	
   συνθήκες	
   θερμοκρασίας	
   (40oC)	
   και	
  

συγκέντρωσης	
   ενζύμου.	
   Για	
   την	
   ισοκιτρική	
   αφυδρογονάση,	
   η	
   μέτρηση	
   βασίστηκε	
  

στην	
  αντιστοίχηση	
  της	
  δραστικότητας	
  με	
  την	
  ποσότητα	
  του	
  παραγόμενου	
  NADH.	
  

Το	
   διάλυμα	
   αντίδρασης	
   περιείχε	
   για	
   το	
   μάρτυρα	
   100μl	
   ενζυμικού	
  

εκχυλίσματος	
   (17	
   έως	
   22μg	
   ολικών	
   πρωτεϊνών	
   κατά	
   Bearden)	
   και	
   100μl	
  

αντιδραστηρίου	
   (Betamyl),	
   ενώ	
   για	
   τα	
   υπόλοιπα	
   δείγματα	
   60μl	
   νερό	
   και	
   40μl	
  

ενζυμικού	
  εκχυλίσματος	
  και	
  100μl	
  αντιδραστηρίου	
  (Betamyl).	
  Μετά	
  από	
  30min	
  σε	
  

υδατόλουτρο	
   40οC	
   προστίθεντο	
   1500μl	
   1%	
   Trisma	
   base	
   για	
   την	
   περάτωση	
   της	
  

αντίδρασης.	
   Η	
   μέτρηση	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   έγινε	
   στα	
   410nm	
   και	
  

αφορούσε	
  την	
  απελευθέρωση	
  της	
  p-­‐νιτροφαινόλης.	
  	
  

	
  

Η	
  μέτρηση	
  της	
  δραστικότητας	
  της	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  έγινε	
  μέσω	
  της	
  

παραγωγής	
   του	
   NADH	
   σύμφωνα	
   με	
   την	
   McIntosh	
   (1997).	
   Το	
   διάλυμα	
  

προσδιορισμού	
  της	
  δραστικότητας	
  περιείχε:	
  

	
  
TRIS-­‐HCl	
  	
  pH	
  8,0	
   50mM	
  
NAD	
   0,5mM	
  
Πρωτεΐνη	
  του	
  ορρού	
  του	
  
βοδιού	
  (BSA)	
  

	
  
0,025%	
  

EDTA	
   1,0mM	
  
MgCl2	
  6H2O	
   5,0mM	
  
Ισοκιτρικό	
  οξύ	
   5mM	
  

Για	
  το	
  μάρτυρα	
  δεν	
  προστέθηκε	
  το	
  ισοκιτρικό	
  οξύ.	
  

Ακολούθησε	
  μέτρηση	
  στα	
  340nm	
  με	
  φασματοφωτόμετρο	
  UV-­‐160A	
  (Shimadzu).	
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2.6.	
  Οι	
  ηλεκτροφορήσεις	
  των	
  μη	
  μετουσιωμένων	
  πρωτεϊνών	
  

	
  

Η	
   ηλεκτροφόρηση	
   των	
   πρωτεϊνών	
   έγινε	
   σε	
   πηκτή	
   πολυακρυλαμίδης	
   6%	
  

ολικής	
   συγκέντρωσης	
   ακρυλαμιδίου	
   με	
   2,7%	
   bis-­‐ακρυλαμίδιο,	
   σε	
   ασυνεχές	
  

σύστημα	
   του	
   οποίου	
   τα	
   συστατικά	
   αναφέρονται	
   παρακάτω.	
   Ακολούθως	
  

φορτώθηκε	
   με	
   εκχύλισμα	
   πρωτεϊνών	
   που	
   αντιστοιχούσε	
   περίπου	
   σε	
   20μg	
  

πρωτεΐνης	
  από	
  κοτύλες	
  για	
  την	
  Nad+	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  και	
  5μg	
  για	
  την	
  β-­‐

αμυλάση.	
  

Η	
   τάση	
   που	
   εφαρμόστηκε	
   ήταν	
   70V	
   για	
   δύο	
   ώρες	
   δηλαδή	
   όσο	
   χρόνο	
  

χρειάστηκε	
  η	
  χρωστική	
  να	
  περάσει	
  στην	
  πηκτή	
  ανάλυσης	
  και	
  120V	
  για	
  τη	
  συνέχεια	
  

μέχρι	
  το	
  πέρας	
  της	
  ηλεκτροφόρησης.	
  

	
   Μετά	
   το	
   τέλος	
   της	
   παραπάνω	
   διαδικασίας	
   η	
   πηκτή	
   τοποθετήθηκε	
   στα	
  

αντίστοιχα	
   διαλύματα	
   επώασης.	
   Στη	
   συνέχεια	
   αφέθηκε	
   για	
   λίγες	
   ώρες	
   μέχρι	
   την	
  

εμφάνιση	
  σήματος.	
  Ακολούθως	
  φωτογραφήθηκαν	
  οι	
  πηκτές.	
  	
  

	
  

A.	
  Πηκτή	
  ανάλυσης	
  6%T,	
  2,7%C	
  

Μητρικό	
   διάλυμα	
   ακρυλαμιδίου,	
   Bis-­‐
ακρυλαμιδίου	
  (30%,	
  2,7%)	
   2,87ml	
  

Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  Ανάλυσης	
   2,50ml	
  

Αποσταγμένο	
  νερό	
  	
  	
  	
  	
  	
   6,00ml	
  

10%	
  Υπερθειικό	
  Αμμώνιο	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   50μl	
  

TEMED	
   10μl	
  
	
  

Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  ανάλυσης	
  	
  

378mM	
  	
  Tris-­‐HCl	
  pH	
  8,9	
  	
  

	
  

B.	
  Πηκτή	
  συσσώρευσης	
  (Stacking	
  Gel)	
  3%Τ,	
  2,7%C	
  

Μητρικό	
   Διάλυμα	
   Ακρυλαμιδίου,	
   Bis-­‐	
  
Ακρυλαμιδίου	
  (30%,	
  2,7%)	
   1,25ml	
  
Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  συσσώρευσης	
   5,0ml	
  
Αποσταγμένο	
  Νερό	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   3,5ml	
  
10%	
  	
  	
  	
  Υπερθειικό	
  Αμμώνιο	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
   150μl	
  
TEMED	
   	
  10μl	
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Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  συσσώρευσης	
  

63mM	
  Tris-­‐HCl	
  pH	
  6,8	
  	
  

	
  

Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  ηλεκτροφόρησης	
  πρωτεϊνών	
  	
  

Tris	
  	
   25mM	
  

γλυκίνη	
   192mM	
  

Στην	
  περίπτωση	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   για	
   τον	
   καθαρισμό	
   των	
  δειγμάτων	
  από	
   το	
   λίπος	
  

ακολουθήθηκε	
  η	
  εξής	
  διαδικασία:	
  

Ακετόνη	
  ψύχθηκε	
  στους	
  -­‐20oC	
  

Διάλυμα	
  ακετόνης/νερό	
  4:1	
  και	
  ψύχθηκε	
  στους	
  -­‐20	
  oC,	
  προστέθηκε	
  σε	
  αναλογία	
  4:1	
  

στο	
  δείγμα,	
  αφέθηκε	
  όλη	
  τη	
  νύκτα	
  στους	
  -­‐20oC.	
  

Το	
  δείγμα	
  φυγοκεντρήθηκε	
  στους	
  4	
  oC	
  στις	
  15000	
  στροφές	
  ανά	
  λεπτό	
  για	
  15	
  λεπτά.	
  	
  

Αφαιρέθηκε	
   το	
   υπερκείμενο	
   υγρό	
   και	
   έπειτα	
   ξεπλύθηκε	
   με	
   διάλυμα	
  

ακετόνης/νερού	
  4:1	
  θερμοκρασίας	
  -­‐20oC.	
  

Το	
  υπερκείμενο	
  υγρό	
  αφαιρέθηκε	
   και	
   προστέθηκε	
   διάλυμα	
   Tris+	
   1μl	
   κορεσμένου	
  

διαλύματος	
  κυανού	
  της	
  βρωμοφαινόλης	
  (Scopes	
  1987).	
  

	
  

2.7.	
  Η	
  ανοσοβιοχημική	
  μελέτη	
  

	
  

Για	
   τον	
   ανοσοεντοπισμό	
   του	
   ενζύμου	
   χρησιμοποιήθηκαν	
   πολυκλωνικά	
  

αντισώματα	
  εναντίον	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  της	
  γλυκοπατάτας	
  (rabbit	
  anti	
  beta-­‐amylase	
  

Biodesign)	
  που	
  παράχθηκαν	
  σε	
  κουνέλια.	
  Ο	
  ανοσοεντοπισμός	
  έγινε	
  σε	
  τομές	
  ριζών,	
  

υποκοτυλίου	
  και	
  κοτυλών.	
  

	
   Για	
   την	
   ισοκιτρική	
   αφυδρογονάση	
   χρησιμοποιήθηκαν	
   επίσης	
   πολυκλωνικά	
  

αντισώματα	
   (Agrisera	
   AS06203A)	
   από	
   συντηρημένες	
   περιοχές	
   του	
   ενζύμου	
   από	
  

ανώτερα	
   φυτά	
   και	
   Chlamydomonas	
   reihardtii	
   που	
   δεν	
   περιείχαν	
   συντηρημένες	
  

περιοχές	
  των	
  ισοτύπων	
  που	
  εξαρτώνται	
  από	
  NADP.	
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Προσήλωση	
  δειγμάτων.	
  

Τα	
   διάφορα	
   όργανα	
   (ρίζες,	
   υποκοτύλια	
   και	
   κοτύλες),	
   συλλέχθηκαν	
   σε	
  

γυάλινα	
   μικρά	
   μπουκάλια	
   και	
   προσηλώθηκαν	
   σε	
   διάλυμα	
   0,5%	
   διάλυμα	
  

γλουταραλδεΰδης	
  και	
  4%	
  φορμαλδεΰδης.	
  

Αφυδάτωση.	
  

Ακολούθως	
   τα	
   όργανα,	
   αφυδατώθηκαν	
   σε	
   διαλύματα	
   αυξανομένων	
  

συγκεντρώσεων	
  αιθανόλης	
  (50%,	
  70%,	
  80%,	
  90%,	
  95%,	
  100	
  για	
  3	
  φορές).	
  	
  

Διαφανοποίηση.	
  

Στη	
   συνέχεια	
   κατέστησαν	
   διαφανή	
   με	
   διαλύματα	
   αυξανόμενης	
  

συγκέντρωσης	
   ξυλένιου,	
   διαδοχικά	
   ως	
   εξής:	
   25%	
   ξυλένιo-­‐75%	
   αιθανόλη,	
   50%	
  

ξυλένιο-­‐50%	
  αιθανόλη,	
  75%	
  ξυλένιο-­‐25%	
  αιθανόλη,	
  100%	
  ξυλένιo	
  για	
  3	
  φορές	
  .	
  

Εγκλεισμός	
  των	
  δειγμάτων	
  σε	
  παραφίνη.	
  

Για	
   τον	
   εγκλεισμό	
   των	
   δειγμάτων	
   σε	
   παραφίνη	
   χρησιμοποιήθηκαν	
  

μεταλλικά	
   εκμαγεία,	
   τα	
   οποία	
   τοποθετήθηκαν	
   σε	
   δοχείο	
   με	
   πάγο.	
   Η	
   τοποθέτηση	
  

των	
  δειγμάτων	
  έγινε	
  με	
  τρόπο	
  ώστε	
  αυτά	
  να	
  έχουν	
  τον	
  επιθυμητό	
  προσανατολισμό.	
  

Επίσης	
   μεταφέρθηκε	
   μικρή	
   ποσότητα	
   λιωμένης	
   παραφίνης.	
   Καθώς	
   η	
   παραφίνη	
  

έπηζε,	
   και	
   για	
   να	
   αποφευχθεί	
   ο	
   εγκλεισμός	
   φυσαλίδων	
   αέρα,	
   μια	
   πυρακτωμένη	
  

ανατομική	
  βελόνα,	
  θέρμαινε	
  την	
  περιοχή	
  γύρω	
  από	
  τους	
  ιστούς.	
  

	
  

Προετοιμασία	
  αντικειμενοφόρων.	
  

1.	
  Οι	
  αντικειμενοφόροι	
  που	
  πρόκειται	
  να	
  χρησιμοποιηθούν	
  πλένονται	
  σε	
  διάλυμα	
  

1%	
   SDS	
   για	
   2	
   περίπου	
   ώρες,	
   για	
   να	
   απομακρυνθούν	
   από	
   αυτές	
   οι	
   τυχόν	
  

λιποδιαλυτές	
  ουσίες.	
  

2.	
  Ξεπλένονται	
  με	
  απιονισμένο	
  νερό,	
  σε	
  συνεχή	
  ροή.	
  

3.	
  Ακολουθεί	
  πλύσιμό	
  τους	
  επίσης	
  για	
  2	
  ώρες	
  σε	
  διάλυμα	
  υδροχλωρίου	
  5%.	
  

4.	
  Ξεπλένονται	
  με	
  απιονισμένο	
  νερό	
  και	
  αποστειρώνονται.	
  

5.	
  Ακολουθεί	
  εμβάπτιση	
  τους	
  σε	
  διάλυμα	
  1%	
  w/v	
  πολυλυσίνης.	
  

6.	
  Τέλος,	
  αφήνονται	
  να	
  στεγνώσουν	
  σε	
  θερμοκρασία	
  δωματίου	
  για	
  2	
  μέρες,	
  και,	
  

7.	
  Ακολουθεί	
  φύλαξή	
  τους	
  στο	
  ψυγείο.	
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Μικροτομήσεις.	
  

Το	
  δείγμα	
  τοποθετείται	
  σε	
  χειροκίνητο	
  μικροτόμο	
  (LEIΚA).	
  Οι	
  τομές	
  που	
  έγιναν	
  ήταν	
  

πάχους	
   l0μm.	
   Ακολούθησε	
   επιλογή	
   των	
   τομών	
   σε	
   οπτικό	
   μικροσκόπιο.	
   Οι	
  

επιλεγμένες	
   τομές	
   τοποθετήθηκαν	
   σε	
   αντικειμεvoφόρoυς	
   επεξεργασμένες	
   με	
  

πολυλυσίνη	
   και	
   προστίθεται	
   μικρή	
   ποσότητα	
   απεσταγμέvoυ-­‐αποστειρωμένου	
  

νερού	
   κατά	
   τέτοιο	
   τρόπο	
   ώστε	
   οι	
   τομές	
   να	
   επιπλέουν	
   στις	
   αντικειμεvoφόρoυς.	
  

Έπειτα	
   τοποθετήθηκαν	
  σε	
  θερμαινόμενη	
  πλάκα	
  στους	
  42οC.	
  Μετά	
   την	
  πάροδο	
  10	
  

λεπτών	
   το	
   νερό	
   αφαιρέθηκε	
   προσεκτικά	
   με	
   χαρτί	
   και	
   οι	
   αντικειμενοφόροι	
  

παρέμειναν	
   στους	
   42οC	
   για	
   48	
   ώρες	
   για	
   να	
   εξατμιστεί	
   το	
   νερό	
   και	
   να	
  

προσκολληθούν	
  οι	
  τομές	
  στις	
  αντικειμεvoφόρoυς.	
  

Αποπαραφίνωση	
  

Η	
   αποπαραφίνωση	
   έγινε	
   με	
   διαδοχική	
   εμβάπτιση	
   των	
   ιστών	
   σε	
   διαλύματα	
   που	
  

περιείχαν:	
  

100%	
   ξυλένιο	
   για	
   30min	
   σε	
   δύο	
   διαφορετικά	
   διαλύματα,	
   50	
   %	
   ξυλένιo-­‐50%	
  

αιθανόλη	
  για	
  20min,	
  100	
  %	
  αιθανόλη	
  για	
  15min,	
  95	
  %	
  αιθανόλη	
  για	
  15min,	
  70	
  %	
  

αιθανόλη	
  για	
  15min	
  	
  

	
  

2.8.	
   Ο	
   ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   και	
   της	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
  

	
  

Μετά	
  την	
  αποπαραφίνωση	
  ακολουθούνται	
  τα	
  εξής	
  βήματα.	
  

 Οι	
   τομές	
   καλύπτονται	
   με	
   διάλυμα	
   δεσμεύσεως	
   μη	
   ειδικών	
   θέσεων	
   και	
  

αφήνονται	
  σε	
  θερμοκρασία	
  δωματίου	
  για	
  1	
  ώρα.	
  

 Ακολουθεί	
   επώαση	
   των	
   τομών	
   σε	
   1:1500	
   αραίωση	
   του	
   αντισώματος	
  

(Biodesign	
  Rabbit	
   anti-­‐sweet	
   potato	
  b-­‐amylase	
  polyclonal)	
   και	
   1:500	
  αραίωση	
   του	
  

αντισώματος	
   (Biodesign	
   Rabbit	
   anti-­‐sweet	
   potato	
   NAD+	
   isocitrate	
   dehydrogenase	
  

polyclonal),	
   σε	
   διάλυμα	
   TBST	
   με	
   1%	
   BSA,	
   και	
   οι	
   αντικειμενοφόροι	
   αφήνονται	
   για	
  

τουλάχιστον	
  12	
  ώρες	
  σε	
  θερμοκρασία	
  4°C.	
  

 Το	
  μη	
  δεσμευμένο	
  αντίσωμα	
  ξεπλένεται	
  με	
  διάλυμα	
  TBST	
  για	
  15	
  λεπτά	
  σε	
  

θερμοκρασία	
  δωματίου.	
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 Οι	
  τομές	
  επωάζονται	
  σε	
  διάλυμα	
  TBST	
  με	
  1%	
  BSA,	
  που	
  περιέχει	
  κατάλληλη	
  

αραίωση	
   (1:5000)	
   δευτερογενούς	
   αντισώματος,	
   που	
   φέρει	
   συζευγμένη	
   αλκαλική	
  

φωσφατάση	
   (AP-­‐Anti-­‐Rabbit,	
   Promega),	
   για	
   1	
  ώρα	
  σε	
  θερμοκρασία	
  δωματίου.	
   Το	
  

δευτερογενές	
   αντίσωμα	
   προέρχεται	
   από	
   ποντίκι	
   έναντι	
   των	
   αντισωμάτων	
  

κουνελιών	
  (IgG).	
  

 Η	
  περίσσεια	
   του	
  δευτερογενούς	
  αντισώματος	
   ξεπλένεται	
  με	
  διάλυμα	
  TBST	
  

για	
  15	
  λεπτά	
  σε	
  θερμοκρασία	
  δωματίου.	
  	
  

 Οι	
  τομές	
  εξισορροπούνται	
  σε	
  ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  Buffer	
  3	
  για	
  10	
  λεπτά,	
  και	
  

καλύπτονται	
  με	
  διάλυμα	
  χρωματικής	
  αντίδρασης	
  (66	
  μl	
  ΝΒΤ	
  και	
  33μl	
  BCIP	
  σε	
  10ml	
  

ρυθμιστικού	
  διαλύματος	
  ανίχνευσης.	
  

 Η	
  χρωματική	
  αντίδραση	
  γίνεται	
  στο	
  σκοτάδι	
  και	
  η	
  ανάπτυξη	
  του	
  χρώματος	
  

ελέγχεται	
   ανά	
   τακτά	
   χρονικά	
   διαστήματα	
   στο	
   μικροσκόπιο,	
   ούτως	
   ώστε	
   να	
  

προληφθεί	
  η	
  ανάπτυξη	
  μη	
  εξειδικευμένου	
  σήματος	
  υποβάθρου.	
  

 Η	
   αντίδραση	
   σταματά	
   με	
   καλό	
   ξέπλυμα	
   των	
   αντικειμενοφόρων	
   με	
  

αποσταγμένο	
  νερό.	
  

 Ακολουθεί	
   αφυδάτωση	
   με	
   διαδοχικές	
   εμβαπτίσεις,	
   σε	
   διαλύματα	
  

αυξανόμενης	
  συγκέντρωσης	
  αιθανόλης	
  10%,	
  30%,	
  50%,	
  70%,	
  90%	
  και	
  δύο	
  φορές	
  σε	
  

100%	
  για	
  ένα	
  λεπτό	
  σε	
  κάθε	
  διάλυμα.	
  	
  

 Τέλος,	
  αφού	
  στεγνώσουν	
  καλά	
  οι	
   τομές,	
  μονιμοποιούνται	
  και	
  καλύπτονται	
  

με	
  DPX	
  πριν	
  την	
  τοποθέτηση	
  της	
  καλυπτρίδας.	
  

	
  

Ηλεκτρομεταφορά	
  των	
  πρωτεϊνών	
  σε	
  μεμβράνη	
  νιτροκυτταρίνης.	
  

• Ενυδάτωση	
  της	
  μεμβράνης	
  της	
  νιτροκυτταρίνης	
  με	
  αποσταγμένο	
  νερό.	
  

• Αντικατάσταση	
   του	
   αποσταγμένου	
   νερού	
   με	
   ρυθμιστικό	
   διάλυμα	
  

μεταφοράς	
  και	
  επώασή	
  του	
  συμπεριλαμβανομένης	
  της	
  πηκτής	
  για	
  10min.	
  

• Τοποθέτηση	
   3	
   φύλλων	
   χαρτιού	
   3ΜΜ	
   που	
   έχει	
   κορεστεί	
   με	
   ρυθμιστικό	
  

διάλυμα	
  μεταφοράς.	
  Αφαίρεση	
  τυχόν	
  φυσαλίδων	
  αέρα	
  με	
  χρήση	
  πιπέτας.	
  

• Τοποθέτηση	
  των	
  φύλλων	
  νιτροκυτταρίνης	
  και	
  της	
  πηκτής	
  αντίστοιχα.	
  

• Πάνω	
   από	
   αυτά	
   τοποθετούνται	
   3	
   φύλλα	
   χαρτιού	
   3ΜΜ	
   και	
   αφαιρούνται	
  

τυχόν	
  φυσαλίδες	
  αέρα.	
  

• Μεταφορά	
  των	
  πρωτεϊνών	
  στα	
  200mA	
  για	
  45min,	
  υπό	
  ψύξη.	
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• Μετά	
  την	
  ηλεκτροφόρηση	
  σημειώνεται	
  το	
  φύλλο	
  νιτροκυτταρίνης	
  που	
  είχε	
  

τοποθετηθεί	
   προς	
   την	
   κάθοδο	
   και	
   φυλάσσεται	
   μεταξύ	
   δύο	
   φύλλων	
   διηθητικού	
  

χαρτιού.	
  	
  

	
  

Ανοσοεντοπισμός	
  του	
  ενζύμου	
  στις	
  τομές	
  των	
  φυτικών	
  οργάνων.	
  

• Δέσμευση	
   των	
   μη	
   ενεργών	
   θέσεων	
   των	
   τομών	
   για	
   1h	
   σε	
   1%	
   BSA	
   σε	
  

θερμοκρασία	
  περιβάλλοντος.	
  

• Επώαση	
   των	
   τομών	
   με	
   διάλυμα	
  αντισώματος	
   σε	
   αραίωση	
   1:1500	
   σε	
   TBST	
  

1%	
  BSA	
  στους	
  4οC	
  για	
  16h.	
  

• Ξέπλυμα	
   των	
   τομών	
   με	
   διάλυμα	
   TBST	
   3	
   φορές	
   επί	
   5min	
   για	
   την	
  

απομάκρυνση	
  του	
  αδέσμευτου	
  πρωτογενούς	
  αντισώματος.	
  

• Εφαρμογή	
   του	
   δευτερογενούς	
   αντισώματος	
   σε	
   αραίωση	
   1:5000	
   για	
  

1h30min.	
  

• Ξέπλυμα	
   των	
   τομών	
   με	
   διάλυμα	
   TBST	
   3	
   φορές	
   επί	
   5min	
   για	
   την	
  

απομάκρυνση	
  του	
  αδέσμευτου	
  δευτερογενούς	
  αντισώματος.	
  

• Εντοπισμός	
   της	
   αλκαλικής	
   φωσφατάσης	
   με	
   NBT/BCIP	
   (66	
   μl	
   ΝΒΤ	
   και	
   33μl	
  

BCIP	
  σε10ml	
  ρυθμιστικού	
  διαλύματος	
  ανίχνευσης.	
  

• Αφυδάτωση	
  των	
  τομών	
  σε	
  σειρά	
  EtOH.	
  

• Εφαρμογή	
  DPX.	
  

• H	
  χρώση	
  του	
  μάρτυρα	
  έγινε	
  με	
  Orange	
  G	
  σε	
  απόλυτη	
  αλκοόλη.	
  

Διαλύματα	
  	
  

TBST	
  	
  	
  

Tris	
  HCl	
  pH	
  7.5	
   20	
  mM	
  

NaCl	
   150mM	
  

Tween	
  20	
   0,05%	
  

	
  

Διάλυμα	
  χρωματικής	
  αντίδρασης	
  

10ml	
  ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  ανίχνευσης	
  της	
  αλκαλικής	
  φωσφατάσης	
  	
  

33μl	
  	
  5–βρωμο-­‐3-­‐χλωρο-­‐ινδολυλο-­‐	
  φωσφορικό	
  (BCIP)	
  	
  

66μl	
  Νιτρομπλέ	
  του	
  τετραζολίου	
  (NBT)	
  

	
  

Ρυθμιστικό	
  διάλυμα	
  ανίχνευσης	
  της	
  αλκαλικής	
  φωσφατάσης	
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Tris	
  pH	
  9.5	
   100mM	
  

NaCl	
   100mM	
  

MgCl2	
   50	
  mM	
  

Διάλυμα	
  ηλεκτρομεταφοράς	
  πρωτεϊνών	
  

Tris	
   24mM	
  	
  	
  

Γλυκίνη	
   192mM	
  

Μεθανόλη	
   20%	
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3.	
  Αποτελέσματα	
  

	
  

3.1.1.	
  Μέτρηση	
   της	
   βλαστικότητας	
   των	
   σπερμάτων	
   βαμβακιού	
   μετά	
  

την	
  επίδραση	
  θερμοκρασίας	
  40οC	
  

	
  

200	
   σπέρματα	
   για	
   κάθε	
   μεταχείριση	
   (0,1,2,3,4,5	
   ημέρες	
   στους	
   40οC)	
  

τοποθετήθηκαν	
   για	
   βλάστηση	
   σε	
   πλαστικά	
   δοχεία	
   και	
   ανάμεσα	
   σε	
   φύλλα	
  

απορροφητικού	
  χαρτιού	
  στο	
  σκοτάδι.	
  Η	
  βλαστικότητα	
  μετρήθηκε	
  7	
  ημέρες	
  από	
  την	
  

ημέρα	
   τοποθέτησης,	
   εκτός	
  από	
   τις	
  μεταχειρίσεις	
   4	
   και	
   5	
  ημέρες	
  στους	
  40ο	
  C	
  στις	
  

οποίες	
   μετρήθηκε	
   στις	
   8	
   ημέρες	
   από	
   την	
   ημέρα	
   τοποθέτησης.	
   Αυτό	
   έγινε	
   για	
   να	
  

εξασφαλιστεί	
   αρκετό	
   φυτικό	
   υλικό	
   για	
   τη	
   συνέχιση	
   του	
   πειράματος	
   που	
   κρίθηκε	
  

ανεπαρκές	
  στις	
  7	
  ημέρες	
  για	
  τις	
  δύο	
  αυτές	
  μεταχειρίσεις.	
  

Πίνακας	
  3:	
  Βλαστικότητα	
  των	
  σπερμάτων	
  μετά	
  την	
  επίδραση	
  θερμοκρασίας	
  40οC	
  

	
  

3.1.2.	
  Μέτρηση	
  νωπού	
  βάρους	
  200	
  σπερμάτων	
  

	
  

	
  
Γράφημα	
  1:	
  Μέτρηση	
  νωπού	
  βάρος	
  200	
  σπερμάτων.	
  

	
  

Στο	
  παραπάνω	
  γράφημα	
  αποτυπώνεται	
   το	
   νωπό	
  βάρος	
  200	
  σπερμάτων.	
  Το	
  νωπό	
  

βάρος	
  φαίνεται	
  να	
  μην	
  επηρεάστηκε	
  σημαντικά	
  από	
  το	
  χειρισμό.	
  Αυτό	
  μας	
  οδηγεί	
  

Χρόνος	
  παραμονής	
  των	
  σπερμάτων	
  στους	
  40οC	
  (ημέρες)	
  
	
   Μάρτυρας	
   1	
   2	
   3	
   4	
   5	
  
Αρ.	
  σπερμάτων	
  
που	
  βλάστησαν	
  

185	
   182	
   168	
   162	
   152	
   147	
  

Βλαστικότητα	
   92,5%	
   91%	
   84%	
   81%	
   76%	
   73,5%	
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στο	
  συμπέρασμα	
  ότι	
  τα	
  σπέρματα	
  δεν	
  είχαν	
  αφυδατωθεί	
  σε	
  σημαντικό	
  βαθμό	
  που	
  

να	
  επηρεάζεται	
  η	
  δραστικότητα	
  των	
  ενζύμων.	
  

	
  Σημείωση:	
   Η	
   αύξηση	
   του	
   νωπού	
   βάρους	
   από	
   την	
   τρίτη	
   ημέρα,	
   οφείλεται	
   στην	
  

αυξημένη	
   υγρασία	
   του	
   περιβάλλοντος	
   λόγω	
   των	
   καιρικών	
   συνθηκών	
   που	
  

επικρατούσαν	
   κατά	
   τις	
   συγκεκριμένες	
   	
   ημέρες	
   που	
   έγιναν	
   οι	
   μετρήσεις	
   (ημέρες	
  

βροχής).	
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3.2.	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   και	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
  

	
  

Ο	
   ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   και	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
   δείχνει	
   τους	
   ιστούς	
   στους	
   οποίους	
   κατά	
   τη	
   στιγμή	
   της	
  

προσήλωσης	
   υπάρχουν	
   τα	
   ένζυμα	
   και	
   τη	
   σχετική	
   αφθονία	
   τους.	
   Τα	
   ένζυμα	
  

εντοπίστηκαν	
  σε	
  εγκάρσιες	
  τομές	
  ρίζας,	
  υποκοτυλίου	
  και	
  των	
  κοτυλών.	
  Η	
  παρουσία	
  

μοβ-­‐μπλε	
   χρωματισμού	
   σηματοδοτεί	
   την	
   παρουσία	
   των	
   ενζύμων	
   στους	
   φυτικούς	
  

ιστούς.	
   Ο	
   ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   στις	
   ρίζες,	
   σε	
   εγκάρσιες	
   τομές	
   στην	
  

περιοχή	
  της	
  καλύπτρας,	
  έδειξε	
  ότι	
   το	
  ένζυμο	
  εντοπίζεται	
   τόσο	
  σε	
  όλα	
  τα	
  κύτταρα	
  

της	
   καλύπτρας	
   (Κ),	
   όσο	
   και	
   στην	
   κεντρική	
   περιοχή	
   (Εικόνα	
   6).	
   Στην	
   περιοχή	
   της	
  

άκρης	
  της	
  καλύπτρας,	
  υπάρχει	
  δραστικότητα	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  σε	
  όλους	
  τους	
  ιστούς	
  

(Εικόνα	
  5).	
  	
  

Στην	
   αντίστοιχη	
   περιοχή	
   (περιοχή	
   καλύπτρας),	
   η	
   ισοκιτρική	
   αφυδρογονάση	
  

εντοπίζεται	
   κυρίως	
   στον	
   κεντρικό	
   κύλινδρο,	
   στην	
   επιδερμίδα	
   και	
   στην	
   εξώτερή	
  

στοιβάδα	
  του	
  φλοιώδους	
  παρεγχύματος	
  (ΦΠ)	
  	
  (Εικόνα	
  7)	
  

	
  

	
  

	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
  
	
   	
  

	
  

Εικόνα	
   5:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   σε	
   εγκάρσια	
  
τομή	
  στη	
   καλύπτρα.	
  Διακρίνεται	
   η	
   κεντρική	
  περιοχή	
   (ΚΜ)	
  
και	
   τα	
   περιφερειακά	
   κύτταρα	
   (Π).	
   Το	
   ένζυμο	
   εντοπίζεται	
  
παντού,	
  το	
  σήμα	
  όμως	
  είναι	
  εντονότερο	
  στα	
  περιφερειακά	
  
κύτταρα,	
   δηλαδή	
   τα	
   κύτταρα	
   που	
   πρόκειται	
   να	
  
εξαλλοιωθούν.	
  	
  



49 
 

	
  
	
  
	
  

Στην	
   περιοχή	
   του	
   υποκοτυλίου	
   και	
   τα	
   δύο	
   ένζυμα,	
   εντοπίστηκαν	
   κυρίως	
  

στην	
   περιοχή	
   του	
   ηθμού	
   και	
   λιγότερο	
   στην	
   εξωτερική	
   στοιβάδα	
   του	
   φλοιώδους	
  

παρεγχύματος	
  (ΦΠ).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  

Εικόνα	
   6:	
   	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   σε	
  
εγκάρσια	
   τομή	
   στη	
   	
   ρίζα	
   	
   βαμβακιού	
   σε	
   περιοχή	
  
σχηματισμού	
   των	
   ηθμοσωλήνων.	
   Παρατηρείται	
  
έντονος	
   χρωματισμός	
   σε	
   όλα	
   τα	
   κύτταρα	
   της	
  
καλύπτρας	
   (Κ).	
   Στο	
   υπόλοιπο	
   μέρος	
   της	
   ρίζας	
  
παρατηρείται	
   σήμα	
   αλλά	
   μικρότερης	
   έντασης.	
  
Διακρίνονται	
   το	
  Φλοιώδες	
   παρέγχυμα	
   (ΦΠ)	
   και	
   το	
  	
  
προκάμβιο	
  (Π).	
  	
  

Εικόνα	
   7:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   ισοκιτρικής	
  
αφυδρογονάσης	
   σε	
   εγκάρσια	
   τομή	
   στη	
   ρίζα	
  	
  
βαμβακιού	
  σε	
  περιοχή	
  κοντά	
  στο	
  ακρορρίζιο.	
  
Παρατηρείται	
   έντονος	
   χρωματισμός	
   κυρίως	
  
στην	
   περιοχή	
   του	
   κεντρικού	
   κυλίνδρου	
   (ΚΚ)	
  
και	
   λιγότερο	
   έντονος	
   στην	
   αναπτυσσόμενη	
  
επιδερμίδα	
   (Ε),	
   	
   και	
   στις	
   εξωτερικές	
  
στoιβάδες	
   του	
   φλοιώδους	
   παρεγχύματος	
  
(ΦΠ).	
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Στις	
   κοτυληδόνες,	
   τα	
   ένζυμα	
   εντοπίστηκαν	
   στα	
   αγγεία	
   του	
   ξύλου	
   (ΑΞ)	
   και	
   στις	
  

ηθμαγγειώδεις	
   δεσμίδες	
   (ΗΔ)	
   καθώς	
   και	
   στο	
   δρυφακτοειδές	
   παρέγχυμα	
   (ΔΠ)	
   και	
  

	
   	
  

Εικόνα	
   8:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   σε	
  
εγκάρσια	
   τομή	
   σε	
   υποκοτύλιο	
   βαμβακιού.	
  
Παρατηρείται	
   έντονος	
   χρωματισμός	
   κυρίως	
   στην	
  
περιοχή	
  του	
  ηθμού	
  (Η)	
  και	
  του	
  ξύλου	
  (Ξ)	
  και	
  λιγότερο	
  
στην	
   εξωτερική	
   στοιβάδα	
   του	
   φλοιώδους	
  
παρεγχύματος	
  (ΦΠ)	
  	
  

Εικόνα	
   9:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   ισοκιτρικής	
  
αφυδρογονάσης	
  σε	
   εγκάρσια	
   τομή	
  σε	
  υποκοτύλιο	
  
βαμβακιού.	
   Παρατηρείται	
   χρωματισμός	
   κυρίως	
  
στην	
  περιοχή	
  του	
  ηθμού	
   (Η)	
  και	
   του	
  ξύλου	
   (Ξ)	
  και	
  
λιγότερο	
  στην	
  εξωτερική	
  στοιβάδα	
  του	
  φλοιώδους	
  
παρεγχύματος	
  (ΦΠ)	
  
	
  

	
  

	
  

Εικόνα	
   10:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   	
   σε	
  
εγκάρσια	
   τομή	
   σε	
   υποκοτύλιο	
   βαμβακιού	
   σε	
  
μεγέθυνση.	
  Παρατηρείται	
  χρωματισμός	
  κυρίως	
  στις	
  
εξωτερικές	
   περιοχές	
   του	
   κεντρικού	
   κυλίνδρου	
   (ΚΚ),	
  
στις	
  εξωτερικές	
  στοιβάδες	
  κυττάρων	
  του	
  Φλοιώδους	
  
παρεγχύματος	
   (ΦΠ)	
   και	
   στα	
   κύτταρα	
   της	
  
επιδερμίδας	
  (Ε).	
  

Εικόνα	
   11:	
   	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   ισοκιτρικής	
  
αφυδρογονάσης	
  	
  σε	
  εγκάρσια	
  τομή	
  σε	
  υποκοτύλιο	
  
βαμβακιού	
   σε	
   μεγέθυνση.	
   Παρατηρείται	
  
χρωματισμός	
  κυρίως	
  στις	
  εξωτερικές	
  περιοχές	
  του	
  
κεντρικού	
   κυλίνδρου	
   (ΚΚ)	
   και	
   	
   στις	
   εξωτερικές	
  
στοιβάδες	
   κυττάρων	
   του	
   Φλοιώδους	
  
παρεγχύματος	
  (ΦΠ),	
  	
  (Ε).	
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στις	
   εξώτερες	
   στοιβάδες	
   του	
   σπογγώδους	
   παρεγχύματος	
   (ΣΠ)	
   με	
   σχετικά	
   ισχυρό	
  

σήμα	
  (Εικόνα	
  12,	
  Εικόνα	
  13,	
  Εικόνα	
  14,	
  Εικόνα	
  15).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
   	
  

Εικόνα	
  12:	
  Ανοσοεντοπισμός	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  	
  σε	
  
εγκάρσια	
   τομή	
   στις	
   κοτύλες	
   βαμβακιού.	
  
Παρατηρείται	
   γενικευμένος	
   χρωματισμός	
   σε	
   όλα	
  
σχεδόν	
   τα	
   κύτταρα	
   του	
   οργάνου.	
   Εντονότερο	
  
είναι	
   το	
   σήμα	
   στα	
   αγγεία	
   του	
   ξύλου	
   (ΑΞ).	
  
Διακρίνεται	
  αδένας	
  (ΑΔ)	
  καθώς	
  και	
  θύλακες	
  με	
  το	
  
αλκαλοειδές	
   γκοσυπιόλη	
   (ΓΚ).	
   (ΔΠ)	
  
δρυφακτοειδές	
   παρέγχυμα,	
   (Ε)	
   επιδερμίδα,	
   (ΣΠ)	
  
σπογγώδες	
  παρέγχυμα.	
  

Εικόνα	
   13:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
  
ισοκιτρικής	
   αφυδρογονάσης	
   	
   σε	
   εγκάρσια	
  
τομή	
  στις	
  κοτύλες	
  βαμβακιού.	
  Παρατηρείται	
  
έντονος	
   χρωματισμός	
   στις	
   ηθμαγγειώδεις	
  
δεσμίδες	
   (ΗΔ),	
   στα	
   αγγεία	
   του	
   ξύλου	
   (ΑΞ),	
  
στο	
  Δρυφακτοειδές	
  παρέγχυμα	
  (ΔΠ)	
  και	
  στις	
  
εξωτερικές	
   στοιβάδες	
   του	
   σπογγώδους	
  
παρεγχύματος	
  (ΣΠ).	
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Παρακάτω	
   παρατίθενται	
   φωτογραφίες	
   από	
   το	
   μάρτυρα	
   (επωάστηκαν	
   με	
   ορρό	
  

κουνελιού	
  προ	
   της	
   επαγωγής	
   της	
  ανοσοαντίδρασης)	
   η	
   εικόνα	
   είναι	
  παρόμοια	
   και	
  

για	
  τα	
  δύο	
  ένζυμα	
  (Εικόνα	
  16,	
  Εικόνα	
  17,	
  Εικόνα	
  18).	
  

	
  

	
  

	
  

Εικόνα	
   16:	
   Εγκάρσια	
   τομή	
   κοτύλης.	
  
προσαξόνια	
   επιδερμίδα	
   (Ε),	
  
δρυφακτοειδές	
   παρέγχυμα	
   (ΔΠ),	
  
αδένας	
  (ΑΔ),	
  γκοσυπιόλη	
  (ΓΚ).	
  

Εικόνα	
  17:	
  Εγκάρσια	
  τομή	
  ρίζας	
  
βαμβακιού.	
   κεντρική	
   περιοχή	
  
(ΚΜ),	
   σχηματιζόμενη	
  
επιδερμίδα	
  (Ε).	
  
	
  

Εικόνα	
   18:	
   Εγκάρσια	
   τομή	
  
υποκοτυλίου	
   βαμβακιού,	
  
κεντρικός	
   κύλινδρος	
   (ΚΚ),	
  
φλοιώδες	
   παρέγχυμα	
   (ΦΠ),	
  
επιδερμίδα	
  (Ε).	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

Εικόνα	
  14:	
  Λεπτομέρεια	
  από	
  	
  εγκάρσια	
  τομή	
  
στις	
   κοτύλες	
   (περιοχή	
   ηθμαγγειωδών	
  
δεσμίδων	
   και	
   αγγείων	
   του	
   ξύλου),	
  
ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης.	
  
Παρατηρείται	
   έντονος	
   χρωματισμός	
   στις	
  
ηθμαγγειώδεις	
   δεσμίδες	
   (ΗΔ),	
   στα	
   αγγεία	
  
του	
   ξύλου	
   (ΑΞ)	
   και	
   στις	
   παρακείμενες	
  
στοιβάδες	
   του	
   	
   σπογγώδους	
   παρεγχύματος	
  
(ΣΠ).	
  

Εικόνα	
  15:	
   	
  Λεπτομέρεια	
  από	
  εγκάρσια	
  τομή	
  
στις	
   	
   κοτύλες	
   (περιοχή	
   ηθμαγγειωδών	
  
δεσμίδων	
   και	
   αγγείων	
   του	
   ξύλου),	
  
ανοσοεντοπισμός	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
  
αφυδρογονάσης.	
   Παρατηρείται	
   έντονος	
  
χρωματισμός	
   στις	
   ηθμαγγειώδεις	
   δεσμίδες	
  
(ΗΔ),	
   στα	
   αγγεία	
   του	
   ξύλου	
   (ΑΞ)	
   και	
   στις	
  
παρακείμενες	
   στοιβάδες	
   του	
   	
   σπογγώδους	
  
παρεγχύματος	
   (ΣΠ).	
   Εντός	
   των	
   κυττάρων	
  
εντοπίζονται	
  τα	
  μιτοχόνδρια.	
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3.3.	
   Έλεγχος	
   της	
   καταλληλότητας	
   των	
   χρησιμοποιηθέντων	
  

αντισωμάτων.	
  

	
  

Τα	
   αποτελέσματα	
   της	
   ανοσοανίχνεσης	
   των	
   πρωτεϊνικών	
   εκχυλισμάτων	
  

κοτυλών	
  μετά	
  την	
  ηλεκτρομεταφορά	
  τους	
  σε	
  μεμβράνη	
  νιτροκυτταρίνης	
  φαίνονται	
  

στις	
  Εικόνες	
  19	
  και	
  20.	
  Η	
  Εικ.	
  19	
  αφορά	
  την	
  β-­‐αμυλάση.	
  Το	
  αντίσωμα	
  αναγνωρίζει	
  

πέντε	
   πεπτίδια	
   της	
   β-­‐αμυλάσης.	
   Στην	
   Εικ.	
   20	
   τα	
   χρησιμοποιηθέντα	
   αντισώματα	
  

κατά	
  της	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  αναγνώρισαν	
  δύο	
  πεπτίδια	
  (βέλη).	
  	
  

	
  

	
   	
  
Εικόνα	
   19:	
   Ανοσοεντοπισμός	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
  
σε	
   μεμβράνη	
   νιτροκυτταρίνης	
   μετά	
   την	
  
ηλεκτρομεταφορά	
   τους	
   από	
   πηκτή	
  
πολυακρυλαμίδης.	
  Με	
  βέλη	
  σημειώνονται	
  οι	
  5	
  
ζώνες	
  που	
  αναγνωρίζονται	
  από	
  τα	
  αντισώματα.	
  

Εικόνα	
  20:	
  Ανοσοεντοπισμός	
  της	
  της	
  NAD+	
  
ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  σε	
  μεμβράνη	
  
νιτροκυτταρίνης	
   μετά	
   την	
  
ηλεκτρομεταφορά	
   τους	
   από	
   πηκτή	
  
πολυακρυλαμίδης.	
  Με	
  βέλη	
  σημειώνονται	
  
οι	
   2	
   ζώνες	
   που	
   αναγνωρίζονται	
   από	
   τα	
  
αντισώματα	
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3.4.	
  Ο	
  προσδιορισμός	
  της	
   in	
  vitro	
  δραστικότητας	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  και	
  

της	
  NAD+	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  

	
  

Η	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   προσδιορίστηκε	
   φωτομετρικά	
   σε	
   ρίζες,	
  

υποκοτύλια	
  και	
  κοτύλες	
  τόσο	
  στο	
  μάρτυρα	
  όσο	
  και	
  σε	
  φυτά	
  που	
  τέθηκαν	
  για	
  1,	
  2,	
  3,	
  

4	
   και	
  5	
  ημέρες	
  στους	
  40οC.	
   Για	
   το	
  σκοπό	
  αυτό	
  προσδιορίστηκε	
  πρώτα	
   το	
   χρονικό	
  

διάστημα	
  της	
  επώασης	
  των	
  δειγμάτων	
  και	
  η	
  ποσότητα	
  του	
  ενζυμικού	
  εκχυλίσματος	
  

κατά	
   τα	
   οποία	
   η	
   παραγωγή	
   του	
   έγχρωμου	
   προϊόντος	
   αυξανόταν	
   γραμμικά.	
   Οι	
  

προκαταρκτικές	
  δοκιμές	
  έδειξαν	
  ότι	
  με	
  τη	
  δεδομένη	
  συγκέντρωση	
  υποστρώματος	
  η	
  

ταχύτητα	
  της	
  αντίδρασης	
  παρέμενε	
  σταθερή	
  για	
  75μl	
  εκχυλισμάτων	
  που	
  περιείχαν	
  

από	
   150-­‐350μg	
   ολικών	
   πρωτεϊνών	
   για	
   20min.	
   Κατόπιν	
   τούτου	
   επιλέχθηκε	
   η	
  

μέτρηση	
  της	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  μετά	
  από	
  χρονικό	
  διάστημα	
  10min.	
  

	
  
Γράφημα	
  2:	
  Δραστικότητα	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  (nM/mg	
  πρωτεΐνης	
  ανά	
  λεπτό)	
  στο	
  μάρτυρα	
  και	
  σε	
  φυτά	
  
που	
  τέθηκαν	
  1,	
  2,	
  3,	
  4,	
  5	
  ημέρες	
  στους	
  40οC,	
  για	
  το	
  ριζίδιο	
  (οι	
  μπάρες	
  δείχνουν	
  το	
  τυπικό	
  σφάλμα	
  
του	
  μέσου	
  όρου)	
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Γράφημα	
  3:	
  Δραστικότητα	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  (nM/mg	
  πρωτεΐνης	
  ανά	
  λεπτό)	
  στο	
  μάρτυρα	
  και	
  σε	
  φυτά	
  
που	
   τέθηκαν	
   1,	
   2,	
   3,	
   4,	
   5	
   ημέρες	
   στους	
   40οC,	
   για	
   το	
   υποκοτύλιο	
   (οι	
   μπάρες	
   δείχνουν	
   το	
   τυπικό	
  
σφάλμα	
  του	
  μέσου	
  όρου)	
  

	
  

	
  
	
  
Γράφημα	
  4:	
  Δραστικότητα	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  (nM/mg	
  πρωτεΐνης	
  ανά	
  λεπτό)	
  στο	
  μάρτυρα	
  και	
  σε	
  φυτά	
  
που	
  τέθηκαν	
  1,	
  2,	
  3,	
  4,	
  5	
  ημέρες	
  στους	
  40οC,	
  για	
  τις	
  κοτύλες	
  (οι	
  μπάρες	
  δείχνουν	
  το	
  τυπικό	
  σφάλμα	
  
του	
  μέσου	
  όρου)	
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Για	
   την	
  NAD+	
   ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση,	
   δεν	
   κατέστη	
   δυνατό	
   να	
  προσδιοριστεί	
   η	
  

δραστικότητα	
   στα	
   ριζίδια	
   και	
   στα	
   υποκοτύλια.	
   Η	
   μέτρηση	
   στις	
   κοτύλες,	
   κατέστη	
  

δυνατή	
  με	
  άμεση	
  μέτρηση	
  μετά	
  την	
  τοποθέτηση	
  του	
  ενζύμου.	
  	
  

	
  

	
  
	
  
Γράφημα	
  5:	
  Δραστικότητα	
  της	
  NAD+	
  ισοκιτρικής	
  αφυδρογονάσης	
  (nM/mg	
  πρωτεΐνης	
  ανά	
  λεπτό)	
  στο	
  
μάρτυρα	
  και	
  σε	
  φυτά	
  που	
  τέθηκαν	
  1,	
  2,	
  3,	
  4,	
  5	
  ημέρες	
  στους	
  40οC,	
  για	
  το	
  ριζίδιο,	
  το	
  υποκοτύλιο	
  και	
  
τις	
  κοτύλες	
  αντίστοιχα	
  (οι	
  μπάρες	
  δείχνουν	
  το	
  τυπικό	
  σφάλμα	
  του	
  μέσου	
  όρου)	
  

	
  
	
   Όπως	
   φαίνεται	
   από	
   τα	
   παραπάνω	
   διαγράμματα,	
   η	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐

αμυλάσης	
  αυξάνεται	
  σημαντικά	
  στα	
  υποκοτύλια	
  και	
  τις	
  κοτύλες	
  τη	
  δεύτερη	
  ημέρα	
  

στους	
   40οC,	
   ενώ	
   στις	
   ρίζες	
   την	
   τέταρτη	
   ημέρα.	
   Όσον	
   αφορά	
   την	
  NAD+	
   ισοκιτρική	
  

αφυδρογονάση,	
  φαίνεται	
  μία	
  σχεδόν	
  ομαλή	
  πτώση	
  της	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  

όσο	
  αυξάνεται	
  το	
  διάστημα	
  παραμονής	
  των	
  σπερμάτων	
  στους	
  40	
  οC.	
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4.	
  Συζήτηση	
  

	
  

Ένα	
  μεγάλο	
  πρόβλημα	
  που	
  αντιμετωπίζουν	
  οι	
  καλλιεργητές	
  βαμβακιού	
  είναι	
  

η	
   μειωμένη	
   βλαστικότητα	
   του	
   σπόρου.	
   Το	
   πρόβλημα	
   αυτό	
   είναι	
   δυνατόν	
   να	
  

αντιμετωπιστεί	
  με	
  αυξημένες	
  ποσότητες	
  σποράς.	
  Ένα	
  άλλο	
  πρόβλημα	
  όμως	
  είναι	
  η	
  

μειωμένη	
   ζωτικότητα	
   των	
   σποροφύτων	
   που	
   προέρχονται	
   από	
   σπόρους	
  

αποθηκευμένους	
  για	
  περιόδους	
  μεγαλύτερες	
  του	
  έτους	
  (Trawatha	
  et	
  al.,	
  1995).	
  Τα	
  

φυτάρια	
   της	
   μειωμένης	
   ζωτικότητας	
   καθυστερούν	
   να	
   αναπτυχθούν	
   με	
   συνέπεια	
  

την	
  αυξημένη	
  ανομοιογένεια	
  των	
  φυτών	
  της	
  καλλιέργειας	
  που	
  οδηγεί	
  τελικά	
  στην	
  

αύξηση	
  του	
  κόστους	
  της	
  παραγωγής.	
  

Την	
  περίοδο	
  2003-­‐2004,	
  η	
  συνολική	
  αξία	
  των	
  σπόρων	
  που	
  πωλήθηκαν	
  στις	
  

Ηνωμένες	
  Πολιτείες	
  και	
  μόνο	
  ήταν	
  1,44	
  δισεκατομμύρια	
  δολάρια	
  (USDA/FAS	
  2009).	
  

Από	
   τους	
   σπόρους	
   αυτούς,	
   πρόβλημα	
   στη	
   βλαστικότητα	
   και	
   τη	
   ζωτικότητα	
  

παρουσιάζουν	
   κατά	
   μέσο	
   όρο	
   το	
   25%	
   (Shatters	
   et	
   al.,	
   1994).	
   Δεδομένων	
   των	
  

οικονομικών	
   επιπτώσεων	
   της	
   υποβάθμισης	
   του	
   φυτικού	
   υλικού	
   κατά	
   την	
  

αποθήκευση	
   και	
   του	
   περιορισμένου	
   διαθέσιμου	
   χρόνου,	
   οι	
   εταιρίες	
   παραγωγής	
  

πολλαπλασιαστικού	
   υλικού	
   καταφεύγουν	
   στην	
   μέθοδο	
   της	
   επιταχυνόμενης	
  

γήρανσης	
  για	
  την	
  αξιολόγηση	
  των	
  προϊόντων	
  τους	
  (Rajjou	
  and	
  Debeaujon	
  2008).	
  Η	
  

μέθοδος	
   αυτή	
   βασίζεται	
   στις	
   παρατηρήσεις	
   του	
   Harrington	
   (1972),	
   ο	
   οποίος	
  

πρότεινε	
   ότι	
   κάτω	
   από	
   κανονικές	
   συνθήκες	
   αποθήκευσης	
   (25οC,	
   50-­‐70%	
   σχετική	
  

υγρασία),	
  για	
  κάθε	
  1%	
  μείωση	
  της	
  υγρασίας	
  του	
  σπόρου	
  και	
  για	
  κάθε	
  5οC	
  μείωση	
  

της	
  θερμοκρασίας,	
  η	
  διάρκεια	
   ζωής	
   των	
  σπερμάτων	
  διπλασιάζεται.	
  Η	
  αξιολόγηση	
  

της	
  ποιότητας	
  του	
  σπόρου	
  βασίζεται	
  στην	
  αντιστροφή	
  των	
  συμπερασμάτων	
  αυτών	
  

και	
   έκθεση	
   των	
  σπερμάτων	
  σε	
  υψηλότερες	
  θερμοκρασίες	
   και	
   σχετική	
  υγρασία.	
  Η	
  

επιταχυνόμενη	
   γήρανση	
   με	
   βάση	
   τις	
   παραπάνω	
   παρατηρήσεις,	
   έχει	
  

χρησιμοποιηθεί	
  σε	
  διάφορες	
  μελέτες	
  σε	
  διάφορα	
  φυτά	
  (Parish	
  and	
  Leopold	
  1978;	
  

Baily	
   et	
   al.,	
   1996)	
   αλλά	
   και	
   στο	
   βαμβάκι	
   (Rathinavel	
   and	
   Dharmalingam	
   2001;	
  

Maqsood	
  et	
  al.,	
  2000).	
  Η	
  μέθοδος	
  της	
  επιταχυνόμενης	
  γήρανσης,	
  επιλέχτηκε	
  και	
  για	
  

την	
   παρούσα	
   μελέτη.	
   Τα	
   σπέρματα	
   τοποθετήθηκαν	
   σε	
   κλίβανο	
   σταθερής	
  

θερμοκρασίας	
   40οC	
   για	
   διαφορετικά	
   χρονικά	
   διαστήματα	
   ώστε	
   να	
   μελετηθεί	
   η	
  

επίδραση	
  της	
  παρατεταμένης	
  αποθήκευσης	
  στις	
  φυσιολογικές	
  διεργασίες.	
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Για	
   τη	
   μελέτη	
   της	
   επίδρασης	
   του	
   χειρισμού	
   στις	
   φυσιολογικές	
   διεργασίες	
  

επιλέχθηκαν	
   τα	
   ένζυμα	
   β-­‐αμυλάση	
   και	
   NAD+	
   ισοκιτρική	
   αφυδρογονάση,	
   ώστε	
   να	
  

προσεγγιστεί	
   η	
   επίδραση	
   της	
   επιταχυνόμενης	
   γήρανσης	
   τόσο	
   στην	
   αναπνοή	
   όσο	
  

και	
   στην	
   αποδόμηση	
   του	
  αμύλου	
  που	
  παρέχει	
   δομικές	
   μονάδες	
   και	
   ενέργεια	
   για	
  

την	
  ανάδυση	
  των	
  φυταρίων.	
  	
  

	
  

4.1.	
  Επίδραση	
  στη	
  βλαστικότητα	
  και	
  ζωτικότητα	
  των	
  σπερμάτων	
  

	
  

Στις	
   συνθήκες	
   του	
   πειράματος	
   αυτού	
   (40οC),	
   παρατηρήθηκε	
   σταδιακή	
  

μείωση	
   της	
   βλαστικότητας	
   των	
   σπερμάτων	
   που	
   ήταν	
   αυξήθηκε	
   με	
   το	
   χρόνο	
  

παραμονής	
  40οC.	
  Η	
  βλαστικότητα	
  μειώθηκε	
  από	
  92,3%	
  στο	
  μάρτυρα,	
  στο	
  73,5%	
  στη	
  

μεταχείριση	
  5	
  ημερών	
  στους	
  40οC.	
  Επίδραση	
  όμως	
  υπήρξε	
  και	
  στη	
  ζωτικότητα	
  των	
  

νέων	
   φυταρίων	
   όπως	
   φαίνεται	
   από	
   τη	
   δραστικότητα	
   της	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης	
   και	
   την	
   καθυστέρηση	
   της	
   ανάπτυξή	
   των	
   φυταρίων	
   των	
  

μεταχειρίσεων	
  4d	
  και	
  5d	
  στους	
  40οC,	
  κατά	
  μία	
  τουλάχιστον	
  ημέρα.	
  

	
  

4.2.	
  Η	
  NAD+	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  

	
  

Η	
   δραστικότητα	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
   αφυδρογονάσης	
   μελετήθηκε	
   μόνο	
  

στις	
   κοτυληδόνες.	
   Βρέθηκε	
   να	
   κυμαίνεται	
   από	
   2,69	
   έως	
   0,26	
   nM	
   NADH/min*mg	
  

πρωτεΐνης.	
   Σε	
   πείραμα	
   με	
   απομονωμένα	
   μιτοχόνδρια	
   εκ	
   χλωρωτικών	
   φυτών	
  

μπιζελιού	
   (McIntosh	
   and	
   Oliver	
   1992)	
   η	
   δραστικότητα	
   βρέθηκε	
   17,4	
   nmol/mg	
  

καθορισθέντος	
  ενζύμου.	
  Στον	
  καπνό,	
  όπου	
  είχε	
  προηγηθεί	
  χειρισμός	
  με	
  μειωμένη	
  

ποσότητα	
  αζώτου	
  από	
  την	
  αναγκαία,	
  βρέθηκε	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  από	
  1,91-­‐

2,05	
  μmol/h/mg	
  πρωτεΐνης	
   (Lancien	
  et	
  al.,	
   1999).	
   Επίσης,	
  στην	
  πατάτα,	
  οι	
   Tezuka	
  

and	
   Laties	
   (1983)	
   μέτρησαν	
   δραστικότητα	
   1,20nM/mg	
   πρωτεΐνης/min.	
   Στο	
  

Arabidopsis	
  thaliana	
  όμως,	
  η	
  δραστικότητα	
  του	
  ενζύμου	
  βρέθηκε	
  14,4	
  pmol	
  NADH/	
  

min*mg	
   πρωτεΐνης	
   (Lemaitre	
   et	
   al.,	
   2007).	
   Το	
   εύρος	
   λοιπόν	
   των	
   τιμών	
   που	
  

προσδιορίστηκε	
  είναι	
  κοντά	
  στις	
  τιμές	
  που	
  αναφέρονται	
  στη	
  διεθνή	
  βιβλιογραφία.	
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Η	
   δραστικότητα	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
   αφυδρογονάσης	
   μειώθηκε	
   όσο	
  

αυξάνεται	
  ο	
  χρόνος	
  που	
  τα	
  σπέρματα	
  παραμένουν	
  στους	
  40οC.	
  Οι	
  μέσοι	
  όροι	
   της	
  

δραστικότητας	
   ήταν:	
   2,69;	
   1,48;	
   1,16;	
   0,32;	
   0,41;	
   0,26	
   nM	
   NADH/min*mg	
   για	
   τις	
  

μεταχειρίσεις	
   μάρτυρας,	
   1,2,3,4,5d	
   στους	
   40οC	
   αντίστοιχα.	
   Δεν	
   βρέθηκαν	
   στη	
  

βιβλιογραφία	
   πειράματα	
   σχετικά	
   με	
   την	
   επίδραση	
   της	
   καταπόνησης	
   από	
   υψηλές	
  

(αλλά	
   ούτε	
   και	
   για	
   χαμηλές)	
   θερμοκρασίες,	
   στην	
   NAD+-­‐	
   IDH.	
   Παρόλα	
   αυτά,	
  

πειράματα	
   με	
   επίδραση	
   άλλων	
   αβιοτικών	
   παραγόντων	
   καταπόνησης	
   στα	
   φυτά	
  

έδειξαν,	
  για	
  την	
  επίδραση	
  στη	
  δραστικότητα	
  της	
  NAD+	
  IDH,	
  τα	
  εξής:	
  	
  

Τροφοπενία	
  σιδήρου:	
  	
  Mείωση	
  δραστικότητας	
  11%	
  (Oexle	
  et	
  al.,	
  1999).	
  

Έλλειψη	
   γλυκόζης	
   από	
   το	
   θρεπτικό	
   διάλυμα:	
   Μείωση	
   δραστικότητας	
   8%	
  

(Morkunas	
  et	
  al.,	
  2002).	
  

Τροφοπενία	
   αζώτου:	
   Μειωμένο	
   mRNA	
   για	
   την	
   NAD+	
   IDH	
   και	
   πτώση	
   της	
  

δραστικότητας	
  5%	
  στα	
  φύλλα	
  καπνού	
  (Lancien	
  et	
  al.,	
  1999).	
  

Συνθήκες	
   υποξίας:	
   Σημαντική	
   μείωση	
   δραστικότητας	
   που	
   συνδέεται	
   με	
   μείωση	
  

συνολικά	
  της	
  δραστικότητας	
  του	
  συστήματος	
  του	
  κύκλου	
  των	
  τρικαρβονικών	
  οξέων	
  

(Igamberdiev	
  and	
  Hill	
  2009).	
  

Αντίστοιχα	
   αποτελέσματα	
   με	
   την	
   NAD+	
   -­‐IDH	
   βρέθηκαν	
   και	
   για	
   τη	
   μηλική	
  

αφυδρογονάση	
   στο	
   παρόν	
   πείραμα,	
   γεγονός	
   που	
   καταδεικνύει	
   ότι	
   κάτω	
  από	
   την	
  

επίδραση	
   υψηλών	
   θερμοκρασιών	
   στα	
   σπέρματα	
   πιθανόν	
   λαμβάνει	
   χώρα	
   μείωση	
  

της	
   δραστικότητας	
   των	
  μιτοχονδρίων	
  που	
  σχετίζεται	
   με	
   δομικές	
   διαφοροποιήσεις	
  

σε	
   αυτά.	
   Πράγματι,	
   οι	
   Pareek	
   et	
  al.,	
   (1997)	
   αναφέρουν	
   ότι	
   με	
   επίδραση	
   υψηλών	
  

θερμοκρασιών	
   στο	
   ρύζι,	
   τα	
   μιτοχόνδρια	
   παρουσιάζουν	
   διαστολή	
   των	
   cristae	
   και	
  

αύξηση	
   του	
   περιεχομένου	
   τους.	
   Αυτές	
   οι	
   διαφοροποιήσεις	
   στη	
   δομή	
   των	
  

μιτοχονδρίων	
   του	
   ρυζιού	
   όσο	
   και	
   του	
   καπνού	
   (Kandasami	
   and	
   Kristen	
   1989),	
  

αποδίδονται	
   στην	
   αλλαγή	
   της	
   ενεργειακής	
   κατάστασης	
   των	
   οργανιδίων	
   και	
   στην	
  

μειωμένη	
  δυνατότητα	
  παραγωγής	
  ATP.	
  	
  

Αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   του	
   ενζύμου	
   παρατηρήθηκε	
   στην	
   περίπτωση	
   της	
  

αυξημένης	
  αλατότητας,	
   γεγονός	
  που	
  αποδίδεται	
  στη	
  συμμετοχή	
   του	
   ενζύμου	
  στο	
  

μηχανισμό	
  άμυνας	
  απέναντι	
  στα	
  αυξημένα	
  αμμωνιακά	
  άλατα	
  που	
  παράγονται	
  από	
  

πρωτεόλυση,	
  μέσω	
  του	
  συστήματος	
  της	
  αφομοίωσης	
  του	
  αζώτου	
  (Lutts	
  et	
  al.,	
  1999;	
  

Skopelitis	
  et	
  al.,	
  2006).	
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Όσον	
  αφορά	
  στον	
  εντοπισμό	
  του	
  ενζύμου,	
  οι	
  Abiko	
  et	
  al.,	
  (2005)	
  εντόπισαν	
  

την	
  NAD+-­‐ICD	
  στις	
  ρίζες	
  ρυζιού,	
  στον	
  κεντρικό	
  κύλινδρο,	
  στο	
  ακραίο	
  μερίστωμα	
  και	
  

στα	
   κύτταρα	
   της	
   επιδερμίδας.	
   Στο	
   παρόν	
   πείραμα,	
   στις	
   ρίζες,	
   τα	
   ευρήματα	
  

ταυτίζονται	
   με	
   τη	
   βιβλιογραφία.	
   Το	
   ένζυμο	
   εντοπίστηκε	
   επίσης	
   στον	
   κεντρικό	
  

κύλινδρο,	
  στην	
  επιδερμίδα	
  και	
  σε	
  μικρότερο	
  βαθμό	
  στα	
  παρεγχυματικά	
  κύτταρα.	
  	
  

Στα	
   υποκοτύλια,	
   το	
   ένζυμο	
   εντοπίζεται	
   στον	
   κεντρικό	
   κύλινδρο	
   και	
   στις	
  

εξωτερικές	
   στοιβάδες	
   του	
   φλοιώδους	
   παρεγχύματος.	
   Στις	
   κοτύλες,	
   εντοπίζεται	
  

παντού	
  αλλά	
  το	
  σήμα	
  είναι	
  εντονότερο	
  στην	
  περιοχή	
  των	
  ηθμαγγειωδών	
  δεσμίδων.	
  	
  

Τα	
  αποτελέσματα	
  του	
  ανοσοεντοπισμού	
  του	
  ενζύμου	
  καταδεικνύουν	
  ιστούς	
  

στους	
   οποίους	
   παρουσιάζεται	
   έντονη	
   αναπνευστική	
   δραστηριότητα.	
   Οι	
  

ηθμαγγειώδεις	
   δεσμίδες,	
   ο	
   κεντρικός	
   κύλινδρος	
   της	
   ρίζας	
   και	
   οι	
   αναπτυσσόμενες	
  

κοτύλες	
   είναι	
   περιοχές	
   που	
   παρατηρείται	
   αυτή	
   η	
   έντονη	
   αναπνευστική	
  

δραστηριότητα.	
   Αντίστοιχα	
   αποτελέσματα	
   που	
   προέκυψαν	
   από	
   μελέτη	
   των	
  

ενζύμων	
   της	
  αναπνευστικής	
   δραστηριότητας	
  αναφέρονται	
   και	
   από	
   το	
  Mc	
   Farlane	
  

(1995).	
   Επίσης,	
   αυξημένη	
   μεταβολική	
   δραστηριότητα	
   υπάρχει	
   και	
   στο	
   φλοιώδες	
  

παρέγχυμα	
  λόγω	
  της	
  παραγωγής	
  κολλεγχύματος	
  από	
  αυτό	
  (Temsah	
  et	
  al.,	
  2008).	
  	
  

	
  

4.3.	
  Η	
  β-­‐αμυλάση	
  

	
  

Σύμφωνα	
   με	
   τους	
   Swanston	
   and	
   Molina-­‐Cano	
   (2001),	
   κατά	
   το	
   σχηματισμό	
   των	
  

σπερμάτων	
   κριθαριού,	
   παρατηρείται	
   συσσώρευση	
   της	
   β-­‐αμυλάσης,	
   η	
   οποία	
  

παραμένει	
  ενεργή	
  και	
  δεν	
  αποδομείται	
  άμεσα.	
  	
  

H	
   επίδραση	
   της	
   θερμοκρασιακής	
   καταπόνησης	
   έχει	
   δειχθεί	
   ότι	
   οδηγεί	
   στην	
  

επαγωγή	
   της	
   μεταγραφής	
   και/ή	
   στην	
   αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
  

(Dreier	
  et	
  al.,	
  1995;	
  Datta	
  et	
  al.,	
  1999;	
  Thomashow	
  2002;	
  Jung	
  et	
  al.,	
  2003;	
  Seki	
  et	
  

al.,	
   2001).	
   Αυτή	
   η	
   αύξηση	
   συνδέθηκε	
   με	
   την	
   αύξηση	
   της	
   συγκέντρωσης	
   της	
  

μαλτόζης	
   (Kaplan	
   and	
  Guy	
   2004;	
  Nielsen	
   1997).	
   Η	
   αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   του	
  

ενζύμου	
   ακολουθείται	
   από	
   αύξηση	
   της	
   συσσώρευσης	
   μαλτόζης	
   (Nielsen	
   et	
   al.,	
  

1997)	
   .	
   Δεδομένης	
   της	
   γρήγορης	
   συσσώρευσης,	
   προτάθηκε	
   ότι	
   η	
   αύξηση	
   της	
  

συγκέντρωσης	
   μαλτόζης	
   αλλά	
   και	
   της	
   φρουκτόζης	
   και	
   της	
   γλυκόζης	
   σε	
  

θερμοκρασιακής	
   καταπόνησης,	
   πιθανόν	
   να	
   βοηθά	
   στην	
   προστασία	
   της	
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φωτοσυνθετικής	
   αλυσίδας	
   μεταφοράς	
   ηλεκτρονίων	
   στο	
   στρώμα	
   των	
  

χλωροπλαστών	
  (Kaplan	
  and	
  Guy	
  2005;	
  Kaplan	
  et	
  al.,	
  2006).	
  

Στη	
   μελέτη	
   αυτή	
   μετρήθηκε	
   η	
   δραστικότητα	
   σε	
   νεαρά	
   φυτά,	
   όχι	
   στα	
   σπέρματα,	
  

είναι	
  ασφαλές	
  να	
  υποθέσουμε,	
  σύμφωνα	
  με	
   το	
  παραπάνω,	
  ότι	
  μεγάλο	
  μέρος	
   της	
  

δραστικότητας	
  αυτής	
  πιθανόν	
  να	
  οφείλεται	
  στη	
  συσσώρευση	
  του	
  ενζύμου	
  κατά	
  τη	
  

διάρκεια	
  της	
  θερμικής	
  καταπόνησης.	
  

	
  Άμυλο	
  εντοπίστηκε	
  με	
  διάλυμα	
  ΚΙ-­‐Ι	
  (Εικόνες	
  21,22,23),	
  μόνο	
  στα	
  ριζίδια	
  και	
  

στα	
  υποκοτύλια,	
  ενώ	
  στις	
  κοτύλες	
  δεν	
  βρέθηκε	
  άμυλο	
  (Εικ.	
  23).	
  Παρόλα	
  αυτά	
  στις	
  

κοτύλες	
   υπήρχε	
   σημαντική	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐αμυλάσης.	
  Οι	
   Longe	
  et	
   al.,	
   (1983)	
  

αναφέρουν	
  ότι	
  στα	
  σπέρματα	
  της	
  κολοκυθιάς	
  που	
  περιέχουν	
  μεγάλη	
  συγκέντρωση	
  

λίπους	
   που	
   φτάνει	
   μέχρι	
   και	
   το	
   40%	
   του	
   νωπού	
   τους	
   βάρους	
   (αντίστοιχα	
   το	
  

βαμβάκι	
  παράγει	
  σπέρματα	
  με	
  μεγάλη	
  περιεκτικότητα	
  σε	
  λίπος),	
  κατά	
  τη	
  διάρκεια	
  

της	
  βλάστησης	
  τα	
  λίπη	
  μετατρέπονται	
  σε	
  υδατάνθρακες	
  μέσω	
  της	
  διαδικασίας	
  της	
  

νεογλυκογένεσης.	
  Η	
  παρουσία	
  της	
  β-­‐	
  αμυλάσης	
  στις	
  κοτύλες	
  πιθανόν	
  να	
  σχετίζεται	
  

με	
  την	
  υδρόλυση	
  αμυλοπηκτίνης	
  που	
  πιθανόν	
  συντίθεται	
  στα	
  όργανα	
  αυτά.	
  

	
  

	
  

	
  

	
  

	
  Εικόνα	
   21:	
   Εγκάρσιες	
   τομές	
   και	
  
εντοπισμός	
   αμύλου	
   σε	
   ρίζες	
  
βαμβακιού,	
   με	
   σκούρο	
   χρώμα	
  
χρωματίζονται	
   οι	
   περιοχές	
   που	
  
υπάρχει	
   άμυλο.	
   Το	
   κόκκινο	
   χρώμα	
  
υποδηλώνει	
   ύπαρξη	
  
αμυλοπηκτίνης.	
  

	
  Εικόνα	
   22:	
   Εγκάρσιες	
   τομές	
   και	
  
εντοπισμός	
   αμύλου	
   σε	
  
υποκοτύλια	
   βαμβακιού,	
   με	
  
σκούρο	
   χρώμα	
   χρωματίζονται	
   οι	
  
περιοχές	
  που	
  υπάρχει	
  άμυλο.	
   Το	
  
κόκκινο	
   χρώμα	
   υποδηλώνει	
  
ύπαρξη	
  αμυλοπηκτίνης.	
  

	
  Εικόνα	
  23:	
  Εγκάρσιες	
  τομές	
  και	
  
εντοπισμός	
  αμύλου	
  σε	
   κοτύλες	
  
βαμβακιού,	
   δεν	
   ανιχνευτικέ	
  
άμυλο	
   στη	
   περιοχή	
   αυτή.	
   Το	
  
κόκκινο	
   χρώμα	
   υποδηλώνει	
  
ύπαρξη	
  αμυλοπηκτίνης.	
  

	
  

Οι	
  τιμές	
  της	
  δραστικότητας	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  στο	
  πείραμα,	
  κυμάνθηκαν	
  από	
  

6,6	
   έως	
   87,7	
   nΜ/min*mg	
   πρωτεΐνης.	
   Οι	
   τιμές	
   διαφοροποιούνται	
   σημαντικά	
  

ανάλογα	
   με	
   το	
   μελετώμενο	
   ιστό.	
   Στα	
   υποκοτύλια	
   παρατηρήθηκε	
   σημαντικά	
  

μεγαλύτερη	
  δραστικότητα	
  ενώ	
  στις	
  κοτυληδόνες,	
  η	
  μικρότερη	
  αν	
  και	
  οι	
  διαφορές	
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με	
  τις	
  ρίζες	
  ήταν	
  μικρές.	
  Στον	
  αραβόσιτος	
  (Lauriere	
  et	
  al.,	
  1992),	
  η	
  δραστικότητα	
  της	
  

καθαρισμένης	
   β-­‐αμυλάσης	
   μετρήθηκε	
   περίπου	
   στα	
   4,4	
   μM/min	
   p-­‐νιτροφαινόλης	
  

στους	
   30οC	
   σε	
   pH	
   6.	
   Επίσης	
   σε	
   αρτίβλαστα	
   κριθαριού	
   η	
   δραστικότητα	
   του	
  

καθαρισμένου	
   ενζύμου	
   βρέθηκε	
   γύρω	
   στα	
   9,8	
   μM/min	
   (Sopanen	
   and	
   Lauriere	
  

1989).	
   Στο	
   Arabidopsis	
   thaliana,	
   η	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   μετρήθηκε	
  

περίπου	
   36	
   μM/min*mg	
   (Sparla	
   et	
   al.,	
   2006).	
   Το	
   εύρος	
   τιμών	
   στο	
   πείραμα	
   μας,	
  

είναι	
  εντός	
  των	
  τιμών	
  που	
  αναφέρεται	
  από	
  τους	
  Sparla	
  et	
  al.	
  (2006).	
  

Στο	
   πείραμα	
  παρατηρήθηκε	
   αύξηση	
   της	
   δραστικότητας	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   μετά	
   την	
  

επίδραση	
   υψηλών	
   θερμοκρασιών,	
   στα	
   υποκοτύλια	
   και	
   στις	
   κοτύλες	
   μετά	
   την	
   1η	
  

ημέρα	
  στους	
  40οC	
  και	
  στις	
  ρίζες	
  μετά	
  την	
  3η	
  ημέρα	
  και	
  στους	
  τρεις	
  ιστούς	
  η	
  αύξηση	
  

της	
  δραστικότητας	
  ήταν	
  σημαντική.	
  Τα	
  ευρήματα	
  είναι	
  σε	
  αντιστοιχία	
  με	
  αυτά	
  των	
  

Kaplan	
  and	
  Guy	
  (2004)	
  και	
  των	
  Dreier	
  et	
  al.,	
   (1995)	
  που	
  αναφέρουν	
  οι	
  μεν	
  πρώτοι	
  

σημαντική	
   αύξηση	
   στην	
   δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
   στους	
   40oC	
   στο	
   Arabidopsis	
  

thaliana,	
   ενώ	
   οι	
   δεύτεροι	
   αύξηση	
   στο	
   κριθάρι	
   της	
   δραστικότητας	
   στους	
   35οC.	
  

Σύμφωνα	
   με	
   τους	
   Kaplan	
   et	
   al.,	
   (2006)	
   η	
   αύξηση	
   στη	
   δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
  

οδηγεί	
   στην	
   αύξηση	
   της	
   μαλτόζης	
   η	
   οποία	
   προστατεύει	
   τις	
   πρωτεΐνες,	
   τις	
  

μεμβράνες	
  και	
   την	
  αλυσίδα	
  μεταφοράς	
  ηλεκτρονίων	
   της	
  φωτοσύνθεσης	
  απέναντι	
  

στις	
  επιδράσεις	
  των	
  αβιοτικών	
  παραγόντων	
  καταπόνησης.	
  

Η	
   β-­‐αμυλάση	
   σε	
   αντιστοιχία	
   με	
   τα	
   προηγούμενα	
   αυξάνεται	
   σε	
   καταστάσεις	
  

καταπόνησης,	
  αυτό	
  έχει	
  βρεθεί	
  και	
  στις	
  παρακάτω	
  περιπτώσεις:	
  

Επίδραση	
   καταπόνησης	
   έλλειψης	
   νερού	
   στο	
   αγγούρι:	
   Αύξηση	
   6	
   φορές	
   στη	
  

δραστικότητα	
  (Todaka	
  et	
  al.,	
  2000).	
  

Επίδραση	
  χαμηλών	
  θερμοκρασιών	
  στη	
  πατάτα:	
  αύξηση	
  στη	
  δραστικότητα	
  από	
  16	
  

mU(gFW)-­‐1	
  σε	
   κονδύλους	
  που	
  δεν	
  αποθηκεύτηκαν	
  στους	
  3οC	
  σε	
  56	
  mU(gFW)-­‐1	
  σε	
  

κονδύλους	
  που	
  αποθηκεύτηκαν	
  στους	
  3οC	
  για	
  10	
  ημέρες	
  (Nielsen	
  et	
  al.,	
  1997).	
  

H	
  επίδραση	
  αρσενικού	
  σε	
  συγκεντρώσεις	
  της	
  τάξης	
  του	
  1mg/l	
  οδηγεί	
  σε	
  αύξηση	
  της	
  

δραστικότητας	
  έως	
  4%,	
  ενώ	
  σε	
  μεγαλύτερες	
  συγκεντρώσεις	
  παρατηρήθηκε	
  μείωση	
  

που	
  φτάνει	
  το	
  49%	
  σε	
  συγκεντρώσεις	
  της	
  τάξης	
  των	
  16mg/l	
  (Liu	
  et	
  al.,	
  2005).	
  

Σε	
  αντίθεση	
  με	
  την	
  α-­‐αμυλάση	
  που	
  παράγεται	
  κατά	
  την	
  εκβλάστηση,	
  η	
  β-­‐αμυλάση	
  

φαίνεται	
   πως	
   παράγεται	
   κατά	
   τον	
   σχηματισμό	
   του	
   σπέρματος	
   (Kreis	
   and	
   Shewry	
  

1994	
  από	
  Schmitt	
  and	
  Marinac	
  2008).	
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Η	
  β-­‐αμυλάση	
   εντοπίστηκε	
  στη	
  ρίζα,	
   έδωσε	
  ομοιόμορφο	
  σήμα	
  σε	
  όλα	
   τα	
   κύτταρα	
  

(καλύπτρα	
   και	
   ζώνη	
   επιμήκυνσης),	
   το	
   γεγονός	
   είναι	
   αναμενόμενο	
   αφού	
   στη	
   ρίζα	
  

υπάρχει	
  έντονη	
  δραστικότητα	
  και	
  αύξηση	
  των	
  κυττάρων	
  που	
  οδηγεί	
  σε	
  ανάγκη	
  για	
  

διάσπαση	
   του	
   αμύλου.	
   Στις	
   κοτυληδόνες,	
   ισχυρότερο	
   σήμα	
   υπήρξε	
   στις	
  

ηθμαγγειώδεις	
  δεσμίδες.	
  Το	
  εύρημα	
  αυτό	
  συνάδει	
  με	
  αυτά	
  των	
  Wang	
  et	
  al.,	
  (1995),	
  

που	
  αναφέρουν	
   ότι	
   στο	
  Arabidopsis	
   thaliana,	
   υπάρχει	
   δραστικότητα	
   του	
   ενζύμου	
  

στις	
   ηθμαγγειώδεις	
   δεσμίδες,	
   λόγω	
   των	
   απαιτήσεων	
   από	
   αυτές	
   για	
   ενέργεια.	
  

Μάλιστα	
  οι	
   ίδιοι	
  ερευνητές	
  αναφέρουν	
  πως	
  ο	
  τύπος	
  της	
  β-­‐αμυλάσης	
  που	
  απαντά	
  

στις	
  ηθμαγγειώδεις	
  δεσμίδες	
  είναι	
  συγκεκριμένος	
  και	
  διαφορετικός	
  από	
  τους	
  ήδη	
  

γνωστούς	
   τύπους	
   του	
   ενζύμου.	
   Στα	
  υποκοτύλια	
   το	
   ένζυμο	
  δίνει	
   ισχυρότερο	
  σήμα	
  

στη	
   εξώτερη	
   στοιβάδα	
   του	
   κεντρικού	
   κυλίνδρου	
   καθώς	
   και	
   στην	
   περιοχή	
   της	
  

επιδερμίδας.	
  Οι	
  περιοχές	
  αυτές	
  ταυτίζονται	
  με	
  τις	
  ζώνες	
  μεταφοράς	
  καθώς	
  και	
  με	
  

τις	
  περιοχές	
  με	
  την	
  μεγαλύτερη	
  μεταβολική	
  δραστηριότητα.	
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4.4.	
  Συμπεράσματα	
  

	
  

1) Υπάρχει	
   επίδραση	
   της	
  θερμοκρασίας	
  40οC	
  στη	
  βλαστικότητα	
  και	
   ιδίως	
  στη	
  

ζωτικότητα	
  των	
  σπερμάτων.	
  	
  

2) Η	
  β-­‐αμυλάση	
  και	
  η	
  ισοκιτρική	
  αφυδρογονάση	
  ανιχνεύθηκαν	
  σε	
  όλους	
  τους	
  

ιστούς	
   που	
   εξετάστηκαν,	
   με	
   διαφορετική	
   όμως	
   ένταση	
   σήματος	
   στους	
  

διάφορους	
  ιστούς.	
  	
  

3) Ο	
   εντοπισμός	
   και	
   των	
   δύο	
   ενζύμων	
   είναι	
   πιο	
   έντονος	
   στις	
   περιοχές	
   με	
  

μεγαλύτερη	
  μεταβολική	
  δραστηριότητα.	
  

4) Η	
   δραστικότητα	
   της	
   β-­‐αμυλάσης	
   παρουσιάζει	
   αύξηση	
   στις	
   μεταχειρίσεις	
  

(40οC)	
   σε	
   σχέση	
   με	
   το	
   μάρτυρα,	
   το	
   γεγονός	
   πιθανόν	
   να	
   συνδέεται	
   με	
  

σύνθεση	
  του	
  ενζύμου	
  κατά	
  τη	
  διάρκεια	
  της	
  καταπόνησης	
  των	
  σπερμάτων.	
  	
  

5) Η	
   δραστικότητα	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
   αφυδρογονάσης	
   παρουσιάζει	
  

σημαντική	
  μείωση	
  από	
  την	
  πρώτη	
  κιόλας	
  ημέρα.	
  Οι	
  υψηλές	
  θερμοκρασίες	
  

επιδρούν	
   είναι	
   πιθανόν	
   επί	
   των	
   μιτοχονδρίων	
   προκαλώντας	
   βλάβες	
   σε	
  

αυτά.	
  

6) Η	
   μειωμένη	
   ζωτικότητα	
   φαίνεται	
   ότι	
   σχετίζεται	
   με	
   επίδραση	
   στο	
  

μεταβολισμό	
   και	
   μείωση	
   της	
   δραστηριότητας	
   των	
   μιτοχονδρίων	
   όπως	
  

προκύπτει	
   από	
   τη	
   μείωση	
   στη	
   δραστικότητα	
   τόσο	
   της	
   NAD+	
   ισοκιτρικής	
  

αφυδρογονάσης,	
  όσο	
  και	
  της	
  μηλικής	
  αφυδρογονάσης.	
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