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Περίληψη 

 

Σε αυτή τη µελέτη εξετάστηκε η δραστηριότητα της β-αµυλάσης σε αρτίβλαστα 

της κολοκυθιάς. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκαν οι τεχνικές του 

ανοσοεντοπισµού της πρωτείνης, της ηλεκτροφορητικής συµπεριφοράς του ενζύµου 

και in vitro δραστηριότητας του τόσο σε φυσιολογικές συνθήκες ανάπτυξης των 

αρτιβλάστων όσο και σε συνθήκες καταπόνησης χαµηλών θερµοκρασιών. 

Για τη µελέτη της ηλεκτροφορητικής συµπεριφοράς του ενζύµου, επινοήθηκε 

µέθοδος εντοπισµού της β-αµυλάσης σε πηκτή πολυακρυλαµίδης η οποία υπερτερεί 

των υπαρχουσών στο διαχωρισµό και την ευκρίνεια των ηλεκτροφορητικών ζωνών. 

Στις ρίζες, η β-αµυλάση εντοπίστηκε στην καλύπτρα, στην επιδερµίδα, στη ζώνη 

επιµήκυνσης, στις καταβολές των πλαγίων ριζών καθώς και στον κεντρικό κύλινδρο. 

Στα υποκοτύλια, η παρουσία της πρωτείνης ήταν έντονη στις ηθµαγγειώδεις 

δεσµίδες. Τέλος, στις κοτύλες, παρατηρήθηκε γενικευµένος εντοπισµός της β-

αµυλάσης. Το πρότυπο αυτό του εντοπισµού παραπέµπει όντως στη συµµετοχή της 

β-αµυλάσης στην υδρόλυση συστατικών του αµύλου για την παραγωγή ενέργειας 

και σκελετών άνθρακα στα αναπτυσσόµενα φυτικά κύτταρα. Η ηλεκτροφορητική 

συµπεριφορά του ενζύµου κατέδειξε την ύπαρξη πολλαπλών ηλεκτροφορητικών 

ζωνών που πιθανόν να σηµαίνει ύπαρξη πολλών ισοτύπων του ενζύµου. 

Τέλος, σε συνθήκες ψυχρού χειρισµού των αρτιβλάστων στους 8οC, η in vitro 

δραστηριότητα της β-αµυλάσης στα εκχυλίσµατα των ριζών, των κοτυλών καθώς και 

των υποκοτυλίων αυξήθηκε από την πρώτη ηµέρα του χεισρισµού και παρέµεινε 

υψηλή καθόλη τη διάρκεια του πειράµατος. Το γεγονός αυτό αν συσχετιστεί και µε 

την ύπαρξη µιας επιπλέον ταινίας στα ηλεκτροφορήµατα καταπονηµένων φυτών µας 

οδηγεί στο συµπέρασµα ότι σε συνθήκες χαµηλών θερµοκρασιών παρατηρείται 

µεγαλύτερη ενεργότητα της β-αµυλάσης που πιθανόν συµβάλλει στην προστασία 

του φυτού κάτω από αυτές τις συνθήκες. 
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Abstract 

 

In the present study the activity of β-amylase in cucumber seedlings was studied. 

For this purpose, the techniques of immunolocalization, native protein electophoresis 

as well as the measurement of in vitro activity of extracts from plantlets grown 

normally or subjected to low temperature stress were employed. 

A new method was invented which produces better resolution and sharper 

electrophoretic bands in native protein electrophoresis of the enzyme. 

In roots, beta amylase was localized mainly in the cap, epidermis, in the 

elongation zone, in the root primordia and central cylinder. In hypocotyls, β-amylase 

was localized mainly in the vascular bundles. In cotyledons, the localization signal 

was distributed throughout the organ. This pattern of localization points to the active 

involvement of beta amylase in starch constituents’ degradation for energy 

production and provision of carbon chains for growing plant cells. The native protein 

electrophoresis showed that the enzyme appears with multiple electrophoretic 

bands.  

Finally, under low temperature stress conditions, the in vitro activity of β-amylase 

in root, hypocotyl and cotyledon extracts was higher after the first day in 8oC and 

remained high throughout the experiment. These data taken in combination with the 

appearance of a new electrophoretic band in stress organ extracts, mean that the 

higher β-amylase activity could participate in the alleviation of seedling stress. 
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1. Εισαγωγή. 
 

 

Μορφολογία και ανατοµία των κολοκυνθοειδών. 

 

Η κολοκυθιά (Cucurbita pepo L.) ανήκει στην οικογένεια Cucurbitaceae της τάξης 

Violales. Η οικογένεια αυτή περιλαµβάνει κυρίως ποώδη φυτά, σπανίως ξυλώδη, 

ετήσια ή πολυετή, µε ακέραια ή έλλοβα ή παλαµοσχιδή φύλλα, κατ’ εναλλαγή, χωρίς 

παράφυλλα. Πολλές φορές τα είδη της οικογένειας είναι αναρριχώµενα και φέρουν 

έλικες. Τα άνθη τους είναι µονήρη ή κατά κυµατώδεις ταξιανθίες. Ο καρπός είναι 

ράγα, σπανίως κάψα. Τα σπέρµατά τους έχουν ευθύ έµβρυο και δεν έχουν 

ενδοσπέρµιο. Τα αρτίβλαστα των κολοκυνθοειδών στην πλειοψηφία τους είναι 

επίγεια και βλαστάνουν µε τις κοτυληδόνες αρχικά διπλωµένες ενώ αργότερα 

ξεδιπλώνονται. Σε είδη όπως η κολοκυθιά, το υποκοτύλιο επιµηκύνεται και οι 

κοτυληδόνες βγαίνουν από το έδαφος καθώς το περίβληµα του σπόρου µετακινείται 

από την πίεση ενός εξογκώµατος που βρίσκεται στη µία πλευρά του υποκοτυλίου. Η 

λειτουργία του εξογκώµατος αυτού συνίσταται στο άνοιγµα του περιβλήµατος του 

σπόρου έτσι ώστε να µπορέσουν να εµφανιστούν οι κοτυληδόνες. Οι κοτυληδόνες 

που φωτοσυνθέτουν στα είδη της οικογένειας Cucurbitaceae έχουν σχήµα ωοειδές 

και µεταξύ τους βρίσκεται το µη διακρινόµενο λόγω µεγέθους αναπτυσσόµενο 

επικοτύλιο. 

Το φυτό της κολοκυθιάς είναι µονοετές, έρπον ή αναρριχώµενο ή θαµνώδες 

και ορθοτενές. Η ρίζα του είναι πασσαλώδης, αναπτύσσεται µέχρι και σε βάθος 1,20 

m αλλά το κυρίως ριζόστρωµα βρίσκεται µέχρι τα 40-50 cm. Ο βλαστός της είναι 

συνήθως γωνιώδους διατοµής, αλλά και κυλινδρικής, φέρει τρίχες, τα µεσογονάτια 

διαστήµατα είναι µικρά, δεν διακλαδίζεται και το µήκος του φτάνει µέχρι µερικά µέτρα. 

Τα φύλλα της κολοκυθιάς είναι απλά, µεγάλα, πεντάλοβα ή τρίλοβα µε µεγάλες ή 

µικρές εγκολπώσεις και φέρουν τρίχες. Ο µίσχος είναι µακρύς και χονδρός, κοίλος 

εσωτερικά. Τα άνθη της είναι µεγάλα µε πενταµερές περιάνθιο και στεφάνη 

χοανοειδή έντονου κίτρινου χρώµατος. Το φυτό είναι µόνοικο και δικλινές, δηλαδή 

φέρει αρσενικά και θηλυκά άνθη πάνω στο ίδιο φυτό. Είναι σταυρογονιµοποιούµενο 

φυτό. Ο καρπός είναι ράγα ή πέπων, διαφόρων χρωµάτων (πράσινο βαθύ, πράσινο 

ανοιχτό, λευκό, κίτρινο, ανάµικτο) και σχηµάτων (κυλινδρικό, ελλειψοειδές κ.λπ.) 

ανάλογα µε την ποικιλία (Σαρλής, 1999) .  
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 Είναι φυτό θερµής εποχής και πολύ ευπαθές στον παγετό. Φύεται σε καλά 

στραγγιζόµενα εδάφη, µέσης σύστασης, γόνιµα και πλούσια σε οργανική ουσία. Το 

άριστο pH εδάφους ανάπτυξης των φυτών κυµαίνεται µεταξύ 6,0 και 7,5. Η 

κολοκυθιά θεωρείται φυτό σχετικά ανθεκτικό στα άλατα (Lorenz and Maynard, 1988). 

Είναι καλλιεργούµενο είδος µε πολλές ποικιλίες και χρησιµοποιείται στη διατροφή του 

ανθρώπου. 

 

Η χηµική σύσταση των σπερµάτων της κολοκυθιάς. 

 

Τα σπέρµατα της κολοκυθιάς περιέχουν περίπου 32% πρωτείνη και 40% λίπη 

και έλαια πράγµα που τα καθιστά σηµαντική πηγή λιπών υψηλής διατροφικής αξίας 

όπως πολυακόρεστα λιπαρά οξέα (Longe et al., 1983). Τα πειράµατα των Nwokolo 

and Sim (1987) έδειξαν ότι η ποιότητα της πρωτείνης της κολοκυθιάς ήταν παρόµοια 

µε αυτή της σόγιας.  

Τα αµινοξέα που περιέχουν θείο (κυστείνη, µεθειονίνη) έχουν τη µεγαλύτερη 

συγκέντρωση στις πρωτείνες των σπερµάτων, ενώ η παρουσία της ισολευκίνης και 

της βαλίνης που είναι αµινοξέα απαραίτητα για τη διατροφή υπάρχουν επίσης σε 

αρκετά υψηλές συγκεντρώσεις. Τα σπέρµατα της κολοκυθιάς περιέχουν όλα τα 

ανόργανα θρεπτικά στοιχεία αλλά και υψηλές συγκεντρώσεις νατρίου και είναι πηγή 

βιταµινών Β (Mansour et al., 1993). 

Το σπέρµα της κολοκυθιάς έχει υψηλά επίπεδα ελαίων (450 g kg-l) (Lazos 

1986). Τα έλαια από φυτά της οικογένειας Cucurbitaceae έχουν µεγάλο ενδιαφέρον 

εξαιτίας της υψηλής βιολογικής αξίας τους. Έχει δειχθεί ότι η σύσταση των λιπαρών 

οξέων των ειδών αυτής της οικογένειας είναι περίπου ίδια µε µικρές διακυµάνσεις στη 

συγκέντρωση του ελαικού οξέος. Η σύσταση των τριγλυκεριδίων των σπερµάτων της 

κολοκυθιάς δεν µεταβάλλεται σηµαντικά κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του καρπού. 

Η συγκέντρωση όµως, του λινολεικού οξέος αυξάνεται κατά την ωρίµανση ενώ αυτά 

του ολεικού και των κορεσµένων (παλµιτικό και στεατικό) οξέων µειώνεται. 



 10 

 

Πίνακας 1.  
Σύσταση λιπαρών οξέων σπερµάτων κολοκυθιάς [%] του συνόλου των λιπαρών 

οξέων. 
 

C14:0  0.5 
C16:0  8.0 
C16:1 0.6 
C17  0.2 
C18:0 3.6 
C18: 1 50.4 
C18:2 29.9 
C18 :3 5.0 
C20 :0 0.4 
C22 :0 0.5 
ΚΛΟ* 51.2 
ΜΛΟ** 13.2 
ΠΛΟ***  35.0 

* Κορεσµένα λιπαρά οξέα .** Mονοακόρεστα λιπαρά οξέα. ***Πολυακόρεστα λιπαρά 
οξέα. Από Longe et al. (1983). 

 

Οι Handley et al. (1983a) µελέτησαν τις αλλαγές στην κατανοµή των 

υδατανθράκων στο µεσοκάρπιο, το ενδοκάρπιο και το σπέρµα ώριµου καρπού της 

αγγουριάς (Cucumis sativus L). Η ωριµότητα του καρπού µετρήθηκε µέσω της 

µείωσης του pH του ενδοκαρπίου που βρέθηκε πως συσχετιζόταν µε την απώλεια 

της χλωροφύλλης του πράσινου τµήµατος του καρπού και µε την αύξηση της 

συγκέντρωσης του κιτρικού οξέος. Η γλυκόζη και η φρουκτόζη βρέθηκαν σε υψηλές 

συγκεντρώσεις στο µεσοκάρπιο και ενδοκάρπιο (8,6 και 10,3mg/g νωπού βάρους 

αντίστοιχα), σε σχέση µε τη συγκέντρωση της σακχαρόζης (0,3mg/g νωπού βάρους). 

Στους παραπάνω ιστούς, δεν ανιχνεύθηκαν η ραφινόζη και η σταχυόζη. Εξάλλου, τα 

επίπεδα της γλυκόζης και της φρουκτόζης στο σπέρµα µειώθηκαν κατά τη διάρκεια 

ανάπτυξης του. Αντίθετα συσσωρεύονταν η σακχαρόζη, η ραφινόζη και η σταχυόζη 

κατά τη διάρκεια των τελευταίων σταδίων της ωρίµανσης. Τα αποτελέσµατα των 

Handley et al. (1983b) έδειξαν ότι η σακχαρόζη είναι το σάκχαρο που µεταφέρεται 

από το µίσχο του καρπού στο σπέρµα και ότι η συσσώρευση της ραφινόζης στο 

σπέρµα είναι το αποτέλεσµα της in situ βιοσύνθεσης της και όχι της άµεσης 

µεταφοράς στα σπέρµατα µέσω των αγωγών ιστών. 

 Στην οικογένεια Cucurbitaceae, η σταχυόζη εµφανίζεται να είναι το κυρίαρχο 

µεταφερόµενο σάκχαρο (Hendrix, 1982; Webb and Gorham, 1964) και όχι η 

σακχαρόζη (Zimmerman, 1960). Παρόλα αυτά, η ραφινόζη και µικρά ποσά 

βερµπασκόζης µπορεί να µεταφέρονται από ιστό σε ιστό (Hendrix, 1982). Υπάρχουν 
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ενδείξεις ότι η σακχαρόζη είναι το σάκχαρο µεταφοράς σε κάποια είδη της 

Cucurbitaceae όπως η κολοκυθιά (Hendrix, 1982; Webb and Gorham, 1964). 

 Έχει προταθεί (Handley et al., 1983b), ότι in situ σύνθεση της ραφινόζης γίνεται 

στο αναπτυσσόµενο σπέρµα κυρίως επειδή αυτό το σάκχαρο δεν ανιχνεύθηκε από 

τη χρωµατογραφία χάρτου στα σαρκώδη µέρη του καρπού της αγγουριάς (Pharr et 

al., 1977). Όµως, υπάρχει η πιθανότητα η συγκεκριµένη µέθοδος ανάλυσης να 

απέτυχε να ανιχνεύσει τη ραφινόζη επειδή η τελευταία πιθανόν να βρισκόταν µόνο 

στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες του καρπού. Τέλος, η ραφινόζη µπορεί να είχε αραιωθεί 

εξαιτίας των υψηλών επιπέδων γλυκόζης και φρουκτόζης στους µη αγγειακούς 

ιστούς. 

 
Πίνακας 2.  

Περιεκτικότητα σπερµάτων κολοκυθιάς σε ολιγοσακχαρίτες mg/g Ξ.Ο 
 

σακχαρόζη 20.6 
ραφφινόζη 5.3 
σταχυόζη 14.6 

βερµπασκόζη – 
Σύνολο α-γαλακτοζιδίων 19 

Από Handley et al. (1983b) 

 

Η βλάστηση των σπερµάτων. 

 

Τα σπέρµατα των φυτών αποταµιεύουν άνθρακα για τη βλάστηση και την 

εγκατάστασή τους. Οι αποθησαυριστικές µορφές του άνθρακα είναι λιπίδια, 

υδατάνθρακες κυρίως µε τη µορφή του αµύλου, και πρωτείνες (Bewely and Black, 

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

αποθηκεύουν λιπαρά οξέα µε τη µορφή τριακυλογλυκερολών (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 και στα 

άλλα µέλη της οικογένειας Brassicaceae, ο άνθρακας αποθηκεύεται µε τη µορφή 

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 
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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 (Gubler et al., 1995, 2002). Το αµπσισικό οξύ ανταγωνίζεται τη δράση του 

GA, καταστέλλοντας την έκφραση του γονιδίου της αµυλάσης και ενεργεί µέσω µιας 

επαγώµενης από το ΑΒΑ κινάσης των πρωτεϊνών (Gomez- Cadenas et al., 2001). 

 Πολλά φυτά αποθηκεύουν στα σπέρµατατά τους λιπίδια και πρωτεΐνες , τα οποία 

χρησιµοποιούν ως πηγή ενέργειας και βιοσυνθετικών πρόδροµων ενώσεων κατά τη 

βλάστηση, πριν αναπτυχθούν οι φωτοσυνθετικοί µηχανισµοί. Στα βλαστάνοντα 

σπέρµατα, η ενεργός νεογλυκογένεση παρέχει γλυκόζη για τη σύνθεση σακχαρόζης 

και πολυσακχαριτών που προέρχονται από τις εξόζες. Στο αναπτυσσόµενο φυτό η 

σακχαρόζη προσφέρει µεγάλο µέρος της ενέργειας και των σκελετών άνθρακα που 

απαιτούνται για την αρχική αύξηση.  

∆ευτερευόντως το πρωτεϊνοφόρο στρώµα εκκρίνει υδρολυτικά ένζυµα που η 

λειτουργία τους είναι να αποδοµούν τα κυτταρικά τοιχώµατα του ενδοσπερµίου και 

του περιβλήµατος των σπερµάτων, αποµακρύνοντας κατ΄αυτόν τον τρόπο τα 

µηχανικά εµπόδια για την ανάδυση των ριζιδίων. Αυτά περιλαµβάνουν µία β-1,3-

γλουκανάση, µία ενδοµανανάση, µία πολυγαλακτουρονάση και εξπανσίνες (Leubner- 

Metzger et al., 1995; Nonagaki and Morohashi, 1996; Sitrit et al., 1999; Chen and 

Bradford, 2000). Στο Arabidopsis, στον καπνό και στην τοµάτα έχει δειχθεί ότι τα 

κυτταρικά τοιχώµατα του περιβλήµατος του σπέρµατος συνιστούν ένα σηµαντικό 

συστατικό του ληθάργου των σπερµάτων και ότι ρύθµιση της αποδόµησης του 

περιβλήµατος του σπέρµατος είναι ένα σηµαντικό στοιχείο από µόνο του στη 

ρύθµιση της βλάστησης (Debeaujon et al., 2000; Leubner- Metzger and Meins, 2000; 

Downie et al., 2003) 

 Το Arabidopsis 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 λιπών λαµβάνει µέρος στα υπεροξύσωµατα και 

απαιτεί έναν µεταφορέα λιπαρών οξέων, δύο ισόµορφα γονίδια της ακυλο-CoA 

συνθάσης, και τη διαδικασία της υπεροξυσωµικής 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 στην 
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βλάστηση. Τo γονίδιο Peroxisome Defective1 (PED1)/3-κετοακυλ-CoA θειολάση2 

είναι απαραίτητο για την εγκατάσταση του φυτάριου 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 

προµήθεια µιας εναλλακτικής πηγής άνθρακα.  

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

κύκλου ισοκιτρικής λυάσης (ICL) εγκαθίστανται επαρκώς στο φώς αλλά είναι ελλιπή 

στην 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 φωσφοροενολο 

πυροσταφυλλικού (PCK1) που έχει σιγηθεί µε αντινοηµατικό RNA (Rylott et al., 

2003). Η διαφορά µεταξύ του Arabidopsis και των ελαιούχων σπερµάτων όπως είναι 

η ρετσινολαδιά έχει οδηγήσει σε αµφιβολίες σχετικά µε τον 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 ο αποθησαυρισµός οργανικών ουσιών 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 

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 αποφόρτηση 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). 

 

Το άµυλο 

Το άµυλο αποτελεί την κύρια αποθησαυριστική µορφή του άνθρακα στα 

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

µόνιµο. Το παροδικό συντίθεται κατά κύριο λόγο στα φωτοσυνθετικά ενεργά φύλλα 

και θεωρείται ότι υδρολύεται και µετακινείται από αυτά κυρίως κατά τη διάρκεια της 
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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 µέσα στα φυτικά κύτταρα 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 ηµικρυσταλλική 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 που είναι διαφορετικό ανάλογα µε το είδος του φυτού, την ποικιλία, το 

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

του φυτού (Martin and Smith 1995). Σε διάλυµα ιωδίου (KI) η αµυλόζη χρωµατίζεται 

µε βαθύ κυανό χρώµα που οφείλεται στο σχηµατισµό ενώσεων εγκλείσεως του 

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

Η αµυλοπηκτίνη αντίθετα είναι ένας διακλαδιζόµενος πολυσακχαρίτης, 

µοριακού βάρους µεγαλύτερου των 300kD, 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 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 C (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) και 
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µικρές ποσότητες φωσφορικών οµάδων που 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 υδρόλυση του αµύλου  

 

Η υδρόλυση του αµύλου πραγµατοποιείται σε όλους τους φυτικούς ιστούς είτε 

πρόκειται για φωτοσυνθετικούς είτε για ετερότροφους ιστούς. Στους 

φωτοσυνθετικούς ιστούς, η υδρολυσή 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 και µια πηγή ανηγµένου άνθρακα κατά την διάρκεια της νύχτας 

που τα φυτά δεν µπορούν να φωτοσυνθέσουν. 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. Κατά τη διαδικασία αυτή παρατηρείται αύξηση της ενεργότητας των 

υδρολυτικών ενζύµων (Lea and Leegood, 1997).  

Σε υγιή, µη καταπονηµένα φυτά η υδρόλυση του αµύλου είναι αξιοσηµείωτα 

καλά συντονισµένη µε την σύνθεση του αµύλου τόσο ώστε ο ρυθµός της υδρόλυσης 

του αµύλου 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 ενεργότητα 

αυτών των υδρολυτικών ενζύµων του αµύλου αυξάνεται κατά την περίοδο της 

βλάστησης ή της ανάπτυξης (Lea and Leegood, 1997). 
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Εικ.1 . Aπλοποιηµένο διάγραµµα της υδρόλυσης του παροδικού αµύλου που δείχνει τη 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) 
 
Η συγκέντρωση του αµύλου στα φύλλα εξαρτάται από τις περιβαλλοντικές 

συνθήκες µε διάφορους τρόπους. Το άµυλο των χλωροπλαστών υδρολύεται σχεδόν 

γραµµικά µε το χρόνο 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 επίσης ενδογενείς 

ρυθµούς. Έχει επί πλέον 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 (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 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 
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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 δρά 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 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. 

΄Οµως, κανένας από αυτούς τους ισότυπους της α-αµυλάσης δεν είναι απαραίτητος 

για την αποδόµηση του αµύλου αφού µεταλλάγµατα που δεν έχουν το γονίδιο AMYl 

(At4g25000) ή το AMY2 (At1g76130) ή το AMY3 παρουσιάζουν κανονικούς ρυθµούς 

αποδόµησης του αµύλου τη νύχτα. Τριπλό µετάλλαγµα δηλαδή φυτά ελλειµατικά 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 έχει µια νέα ενδοαµυλάση που δεν 

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

µετάλλαγµα δεν φέρει αλλαγές και στη σύνθεση ή και δοµή του αµύλου. 

Οποιοσδήποτε και να είναι ο µηχανισµός της απελευθέρωσης διαλυτών 

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

νέο ένζυµο που ονοµάστηκε δικινάση της γλυκάνης (GWD, glucan water dikinase). 

Μελέτες του ενζύµου αυτού από πατάτες 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 (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 εξαλείφουν την GWD ή επηρεάζουν το 

ενεργό κέντρο της δικινάσης 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 ap Rees, 1999). 
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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, Blennow et al., 

2002, Yu et al 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 τη 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 δρούν µαζί για να δηµιουργήσουν 

ένα πρότυπο φωσφορυλίωσης της αµυλοπηκτίνης που την κάνει προσιτή στα 

υδρολυτικά ένζυµα. 

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) γλυκοζιδικου 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 

γλυκοζιδικους  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 (∆ροσόπουλος, 

1998). 

  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 αµυλοκκόκων ) και των ενζύµων της αποδιακλάδωσης που κάνουν τις 
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εσωτερικές αλυσίδες γλυκόζης προσιτές στο ένζυµο της φωσφορυλάσης (Hopkins, 

1995). 

  ∆ιαφορετικές αµυλάσες ενεργούν σε διαφορετικά µέρη του µορίου του 

αµύλου. Και µε αυτόν τον τρόπο µπορούµε και τις διακρίνουµε σε τρεις κατηγορίες:  

• 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) 

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). 

  

 
Εικ.2. Σχηµατική απεικόνιση των προϊόντων της υδρόλυσης του αµύλου µε την δράση 

της α-αµυλάσης (ΑΜΥ) 

 

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 (Nakajima et. al. 

1986). Σε βλαστάνοντα σπέρµατα ρυζιού έχουν ανιχνευθεί τρεις ισότυποι της α-

αµυλάσης (Daussant et al., 1983). Είναι γνωστό ότι ισότυποι α-αµυλάσης στο ρύζι 

κωδικοποιούνται από µια οικογένεια δέκα γονιδίων που τοποθετούνται σε πέντε 
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διαφορετικά χρωµοσώµατα (Rodriguez et al., 1992). Στα σιτηρά τα γονίδια που 

κωδικοποιούν την α-αµυλάση διαιρούνται σε δυο βασικές τάξεις: AmyA και AmyB. Η 

AmyA υποδιαιρείται σε δύο υποοικογένειες τις Amy1 και Amy2 οι οποίες 

χρησιµοποιήθηκαν για την ταξινόµηση των ισοτύπων της α-αµυλάσης στο σιτάρι και 

κριθάρι. Η τάξη AmyB περιέχει την υποοικογένεια Amy3 στην οποία ανήκουν οι 

περισσότεροι του ρυζιού. Πολλαπλά γονίδια α-αµυλασών είναι γνωστά στο κριθάρι 

(Muthukrishnan et al., 1984) και σιτάρι (Gale et al., 1983). Στο κριθάρι έχει βρεθεί ότι 

επτά γονίδια κωδικοποιούν για επτά διαφορετικούς ισότυπους της α-αµυλάσης 

(Avigad and Dey, 1997). Σε εξαπλοειδές σιτάρι, δώδεκα έως δεκατέσσερα γονίδια α- 

αµυλάσης (Amy1) εντοπίζονται στα οµόλογα χρωµοσώµατα 6Α, 6Β και 6D ενώ δέκα 

έως έντεκα γονίδια α-αµυλάσης (Amy2) βρέθηκαν στα χρωµοσώµατα 7Α, 7Β και 7D. 

Τα γονίδια α- Amy3 του σιταριού τοποθετούνται στο οµόλογο χρωµόσωµα 5. 

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 αµψισικό οξύ. Επιπλέον ιόντα Ca2+ συµβάλλουν στην επαγωγή της 

δραστηριότητας της α-αµυλάσης (Hopkins, 1995). Αντίθετα το ένζυµο 

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

τα βαρέα µέταλλα.  

 

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). 

 ∆ιακρίνονται 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. 

Το πουλουλάνιο είναι ένας πολυσακχαρίτης 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 
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µαλτόζη και µαλτοτριόζη.  

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

µεγάλου µήκους γραµµικούς πολυσακχαρίτες (Van de Maarel et al., 2002). 

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. 

  

Η β-αµυλάση 

Η δοµή του ενζύµου 

Όπως αναφέρθηκε προηγουµένως η β-αµυλάση (3.2.1.2) είναι µια 

εξωυδρολάση που υδρολύει τους α-(1,4) γλυκοζιτικούς δεσµούς της αµυλόζης, 

αφαιρώντας µόρια µαλτόζης από το µη αναγωγικό άκρο. Η δράση της σταµατά ένα 

έως τρία γλυκοζιτικά κατάλοιπα µακριά από τον α-(1,6) γλυκοζιτικό δεσµό τον οποίο 

αδυνατεί να διασπάσει. 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 (Tanaka et al., 2002). 

  

Εικ.3. Τρισδιάστατη δοµή της β-

αµυλάσης του Calystegia sepium (Van 

Damme et al  2001). 

Εικ.4. Η επιφάνεια του µορίου της β-
αµυλάσης του Calystegia sepium (Van 
Damme et al  2001).  

 

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 
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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). Παρολαυτά, 

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 αντιπληροφοριακού 

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

αµύλου στα φύλλα σε σύγκριση µε αυτά του αγρίου τύπου (Scheiding et al., 2002). 

∆ιαγονιδιακά 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 δραστηριότητα 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). 

 Οι β-αµυλάσες θεωρούνται ότι εδράζονται στο στρώµα των χλωροπλαστών του 

µεσόφυλλου (Lao et al., 1999; Scheidig et al., 2002), στα χυµοτόπια (Ziegler and 

Beck, 1986; Datta et al., 1999) και στο κυτταρόπλασµα.  

  

Η ενεργότητα του ενζύµου 

Το ένζυµο θεωρείται ότι δεν µπορεί να δράσει απευθείας σε αµυλοκόκκους 

(Anders et al., 1997), αλλά υδρολύει µακριές αλυσίδες µαλτο-ολιγοσακχαριτών που 

παράγονται πρώτα κατά τη µερική διάσπαση του αµύλου από άλλα υδρολυτικά 

ένζυµα (Avigad and Dey 1997). Από τη δράση της β-αµυλάσης, η αµυλόζη 

υδρολύεται σε ποσοστό 70% λόγω της παρουσίας αραιών διακλαδώσεων στο µόριό 

της, ενώ η αµυλοπηκτίνη υδρολύεται µερικώς µε την προοδευτική απόσπαση µορίων 

µαλτόζης από τις πλάγιες αλυσίδες µέχρι τις διακλαδώσεις. Κατά συνέπεια, τα 

προϊόντα που λαµβάνονται από τη δράση της β-αµυλάσης πάνω στα συστατικά του 

αµύλου είναι µαλτόζη και δεξτρίνες. 
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Εικ.5. Σχηµατική απεικόνιση των προϊόντων της υδρόλυσης του αµύλου µέσω της β-αµυλάσης. 

 

Στα σιτηρά η αµυλολυτική δράση ανιχνεύεται κατά τα πρώτα στάδια της 

βλάστησης των σπερµάτων. Τα προιόντα της υδρόλυσης χρησιµοποιούνται για την 

παραγωγή ενέργειας και ως σκελετοί άνθρακα στο αναπτυσσόµενο έµβρυο. Κατά τη 

βλάστηση των καρυόψεων των σιτηρών, ο ρόλος της β-αµυλάσης θεωρείται 

ανώτερος εκείνου της α-αµυλάσης, τουλάχιστον κατά τη διάρκεια των πρώτων 

γεγονότων βλάστησης.  

Η δράση του ενζύµου παρεµποδίζεται πλήρως από τα αντιδραστήρια που 

δεσµεύουν τις σουλφυδρυλικές οµάδες όπως π.χ. Cu²+, Ag+, Hg²+. 

 

    Eντοπισµός και ρύθµιση του ενζύµου 

 

Το ένζυµο έχει βρεθεί σε φυτά και βακτήρια αλλά όχι στα ζώα. Οι β-αµυλάσες 

παρουσιάζουν πολλές οµοιότητες όπως λ.χ. µοριακό βάρος αλλά και ορισµένες 

διαφορές σε φυσικοχηµικές ιδιότητες όπως λ.χ. το άριστο pH (Kohno et al., 1989). 

Απαντούν κυρίως σε αποθησαυριστικά όργανα διάφορων φυτικών ειδών, όπως τα 

σπέρµατα και οι κονδυλώδεις ρίζες. ∆ύο τύποι β-αµυλασών έχουν χαρακτηρισθεί και 

περιγραφεί στο σιτάρι (Daussant and Lauriere, 1990), κριθάρι (Shewry et al., 1988) 

και σίκαλη (Daussant et al., 1991). Οι β-αµυλάσες τύπου ενδοσπερµίου αυξάνονται 

µόνο κατά τη διάρκεια της ωρίµανσης της καρύοψης ενώ η άλλου τύπου β-αµυλάση 

΄΄µη ιστοειδική΄΄ εµφανίζεται σε διάφορα βλαστικά όργανα. Οι τύπου ενδοσπερµίου β-

αµυλάσες εµφανίζουν µια συνεχόµενη αλληλουχία γλυκίνης στο C-τελικό άκρο της 

αµινοξικής τους ακολουθίας. Ειδικότερα, στο κριθάρι (Yoshigi et a.,l 1994) υπάρχουν 

τέσσερις συνεχόµενες επαναλήψεις µε γλυκίνες και στη σίκαλη τρεις (Rorat et al., 

1991). Οι β-αµυλάσες συντίθενται κατά την ανάπτυξη του σπέρµατος και 

διατηρούνται στο ενδοσπέρµιο υπό λανθάνουσα µορφή (Hara-Nishimura et al., 

1986), ενώ δεν συντίθεται de novo κατά τη βλάστηση των σπερµάτων. Αντίθετα, η β-

αµυλάση του ρυζιού (Wang et. al. 1996) συντίθεται de novo στις στοιβάδες της 
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αλευρώνης κατά τη διάρκεια της βλάστησης του σπέρµατος. Ωστόσο ούτε στο ρύζι 

ούτε στο καλαµπόκι φαίνεται ότι εκφράζεται η τύπου ενδοσπερµίου β-αµυλάση όπως 

το σιτάρι, το κριθάρι και τη σίκαλη (Lauriere et al., 1992). Όπως στο ρύζι έτσι και στον 

αραβόσιτο έχει βρεθεί ότι εκφράζεται το γονίδιο της β-αµυλάσης στα κύτταρα της 

αλευρώνης και κωδικοποιείται από απλό αντίγραφο-γονίδιο. 

Το γονιδίωµα των διαφόρων φυτικών ειδών κωδικοποιεί αρκετούς ισότυπους 

της β-αµυλάσης. Στο Arabidopsis 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 πλαστιδιακό 

πεπτίδιο οδηγό. Η έκφραση του γονιδίου BAM3 ακολουθεί κιρκαδικούς ρυθµούς (Lu 

et al., 2005). Το ένζυµο είναι εξωπλαστιδιακό, είναι υπεύθυνο για το 80% της 

συνολικής αµυλολυτικής δραστηριότητας (Lin et al., 1988) και εφράζεται 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 

µεταλλάξη του BAM1 δεν έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της συγκέντρωσης του 

αµύλου των φύλλων, και εκφράζεται σε φωτοσυνθετικούς και µή 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) αναφέρoυν ότι η µετάλλαξη του ΒΑΜ2 δεν έχει ως 

αποτέλεσµα την αύξηση της συγκέντρωσης του αµύλλου στα φύλλα.  

Η BAM5 (που επίσης αποκαλείται BMY1 και RAM1) έχει µελετηθεί σε βάθος. 

Οι Laby et al. (2001) αναφέρουν ότι το 90% της ενεργότητας 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 επηρεάζει τη λειτουργία του ηθµού ή τα 

επίπεδα του αµύλου στα φύλλα (Laby et al., 2001).  

΄Εχουν επίσης αναγνωριστεί β-αµυλάσες σε ρίζες της µηδικής, διάφορα 

ψυχανθή όπως στο Melilotus officinalis, στο Triffolium pretense, στο Lotus 

corniculatus και στο Pisum sativum (Anders et al 1997). 

Η σακχαρόζη και το πολυγαλακτουρονικό οξύ είναι ισχυροί ενεργοποιητές της 
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βιοσύνθεσης β-αµυλάσης στη γλυκοπατάτα, ενώ στα σιτηρά πρωτεολυτική διάσπαση 

ενεργοποιεί την ελεύθερη και πιο ενεργή µορφή µε την οποία παρουσιάζεται. 

Mελέτες στο Arabidopsis thaliana και σε άλλα φυτικά είδη δείχνουν ότι η 

µαλτόζη είναι το βασικό προϊόν της υδρόλυσης του αµύλου και εξάγεται από τους 

χλωροπλάστες τη νύχτα. Και αυτό επειδή η συγκέντρωση της µαλτόζης στα φύλλα 

αυξάνεται κατά τη διάρκεια της νύχτας όταν καταναλώνεται το άµυλο των φύλλων 

(Niittyla et al., 2004; Weise et al., 2004). Επί πλέον, η µαλτόζη εξάγεται από τους 

χλωροπλάστες (Weise et al., 2004). Μή λειτουργική µετάλλαξη του φορέα της 

µαλτόζης MEX1 που εδράζεται στο φάκελλο των χλωροπλαστών, προκαλεί τη 

συσσώρευση της µαλτόζης στο χλωροπλάστη σε πολύ υψηλά επίπεδα και 

καθυστερεί την αποδόµηση του αµύλου (Niittyla et al., 2004; Lu et al., 2006). Τέλος, η 

απώλεια µιας τρανσγλυκοσιδάσης που µεταβολίζει τη µαλτόζη (DPE2) προκαλεί 

επίσης συσσώρευση της µαλτόζης σε πολύ υψηλά επίπεδα και καθυστερεί την 

αποδόµηση του αµύλου τόσο στο Arabidopsis (Chia et al., 2004; Lu and Sharkey, 

2004) όσο και στη πατάτα (Solanum tuberosum) (Lloyd et al., 2004). Στο 

Arabidopsis, το DPE2 εδράζεται στο κυτόπλασµα (Chia et al., 2004), και τα επίπεδα 

της µαλτόζης σε φυτά που έχουν µεταλλαγή στο dpe2 αυξάνονται τόσο µέσα όσο και 

έξω από το χλωροπλάστη (Lu et al., 2006). 

 Παρά το ότι είναι γεγονός ότι η µαλτόζη είναι το κύριο προϊόν της 

υδρόλυσης του αµύλου στους χλωροπλάστες, ο µηχανισµός που παράγεται από το 

άµυλο δεν είχε µέχρι πρόσφατα διευκρινιστεί. ∆υο ένζυµα, η α-αµυλάση και η β-

αµυλάση, µπορούν µε αποτελεσµατικότητα να παράγουν µαλτόζη µέσω της 

υδρόλυσης της αµυλόζης και της αµυλοπηκτίνης. Πρόσφατες µελέτες υποδεικνύουν 

ότι η β-αµυλόλυση είναι η πηγή παραγωγής µαλτόζης κατά τη διάρκεια της 

υδρόλυσης του αµύλου. Οι Weise et al. (2005) έδειξαν ότι η κυρίαρχη µαλτόζη που 

παράγεται κατά την υδρόλυση του αµύλου είναι η β-µαλτόζη. Επιπροσθέτως, η 

σίγηση ενός γονιδίου που κωδικοποιεί µια χλωροπλαστική β-αµυλάση στη πατάτα 

(Scheidig et al., 2002) είχε ως αποτέλεσµα υψηλότερα επίπεδα αµύλου στο φύλλο 

όπως συµβαίνει και µε το ορθόλογό της στο Arabidopsis. 

 

Η τύχη της µαλτόζης και της µαλτοτριόζης 

 

Υπάρχουν µερικοί τρόποι µεταβολισµού της µαλτόζης στα πλαστίδια αλλά 

ποιός ακριβώς ακολουθείται στους χλωροπλάστες δεν έχει ακόµη διευκρινιστεί. Η 

φωσφορυλάση της µαλτόζης (EC 2.4.1.8) που έχει αναφερθεί στο µπιζέλι µετατρέπει 
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τη µαλτόζη σε 1-φωσφορογλυκόζη και γλυκόζη (Kruger and ap Rees 1993). Το 

ένζυµο αυτό όµως δεν έχει αναφερθεί σε άλλα φυτά ούτε το γονιδίωµα του 

Arabidopsis περιέχει κανένα οµόλογο γονίδιο µε τη βακτηριακή φωσφορυλάση της 

µαλτόζης (Boos and Schuman 1998). Αντίθετα, το γονιδίωµα του Arabidopsis 

περιέχει πέντε ένζυµα που κατατάσσονται ως α-γλυκοζιδάσες (EC 3.2.1.20). 

Τουλάχιστον κάποια από αυτά ίσως είναι ικανά να υδρολύσουν µαλτόζη και να 

παράγουν γλυκόζη αλλά κανένα από αυτά δεν έχει χαρακτηριστεί ως πλαστιδιακό 

ένζυµο. Υπάρχουν ισχυρές ενδείξεις ότι η µαλτόζη που παράγεται κατά τη διάρκεια 

της αποδόµησης του αµύλου εξάγεται στο κυτόπλασµα µέσω ειδικών φορέων µάλλον 

παρά µεταβολίζεται στους χλωροπλάστες. Οι Reidel et al 2008 σε πρόσφατη µελέτη 

στο Arabidopsis καταδεικνύει ένα καινούργιο φορέα µαλτόζης που συµµετέχει στη 

µεταφορά της µαλτόζης στο κυτόπλασµα, βρίσκεται στην εσωτερική µεµβράνη του 

χλωροπλάστη. Mεταλλάγµατα του φορέα αυτού προκαλούν συσσώρευση του 

αµύλου και της µαλτόζης στα φύλλα του Arabidopsis. Τα επίπεδα της µαλτόζης είναι 

τουλάχιστον 40 φορές υψηλότερα από αυτά των φύλλων του αγρίου τύπου. 

Παρατηρείται επίσης αύξηση της συγκέντρωσης της µαλτόζης τη νύχτα και µείωση 

της κατά τη ηµέρα. Εκτός από τη µαλτόζη, η αµυλολυτική δράση της β-αµυλάσης 

αναµένεται να παράγει και µικρότερα ποσά µαλτοτριόζης επειδή το ένζυµο αδυνατεί 

να δράσει σε αλυσίδες µικρότερες των τεσσάρων γλυκοζιτικών καταλοίπων (Lizotte 

et al 1990). Το µόνο γνωστό ένζυµο που µεταβολίζει τη µαλτοτριόζη που 

κωδικοποιείται από το γονιδίωµα του Arabidopsis είναι χλωροπλαστικό και 

χαρακτηρίζεται ως α-(1,4) γλυκανοτρανσφεράση (DPE1 disproportionating enzyme) 

που δυνητικά µετατρέπουν δύο µόρια µαλτοτριόζης σε ένα µόριο µαλτοπενταόζης και 

ένα µόριο γλυκόζης. H µαλτοπενταόζη είναι δυνατόν να χρησιµοποιηθεί ως 

υπόστρωµα για τη β-αµυλάση και η γλυκόζη εξάγεται από τα πλαστίδια (Weber et al 

2000). 

  

Ο µεταβολισµός της µαλτόζης στο κυτόπλασµα 

Η πιο προφανής τύχη της µαλτόζης στο κυτόπλασµα θα ήταν η υδρόλυσή της 

µέσω µιας α-γλυκοζιδάσης, που ακολουθείται από τη µετατροπή της παραγόµενης 

γλυκόζης σε 6-φωσφορογλυκόζη µέσω της εξοζοκινάσης. Αυτό το µονοπάτι όµως, 

δεν φαίνεται να λειτουργεί. Αντίθετα η µαλτόζη µεταβολίζεται µέσω 

τρανσγλυκοζυλίωσής της. Οι ενδείξεις για την τύχη της µαλτόζης προέρχονται από 

την εξέταση µεταλλαγών που δεν έχουν µια συγκεκριµένη τρανσγλυκοζιδάση (DPE2), 
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που σχετίζεται δοµικά µε τις αµυλοµαλτάσες (Boos and Schuman 1998), ενζύµων 

που εµπλέκονται στο µεταβολισµό της µαλτόζης στα βακτήρια. Η τρανσγλυκοζιδάση 

αυτή που υπάρχει στα φύλλα του Arabidopsis, µπορεί να µεταφέρει κατάλοιπα 

γλυκόζης της µαλτόζης σε διακλαδισµένες πολυγλυκάνες και απελευθερώνει το άλλο 

ως γλυκόζη (Chia et al 2004). Τα µεταλλάγµατα έχουν ίδιο φαινότυπο µε αυτό των 

µεταλλαγµάτων του φορέα της µαλτόζης. Τα επίπεδα της µαλτόζης είναι 

πολλαπλάσια αυτών της φυτών αγρίου τύπου και η αποδόµηση του αµύλου 

παρεµποδίζεται (Chia et al 2004, Lu and Sharkey 2004), πράγµα που δείχνει ότι ο 

µεταβολισµός µέσω της DPE2 είναι ο κύριος ή µόνος τρόπος µε τον οποίο η µαλτόζη 

εξάγεται από το κυτόπλασµα. Είναι µάλλον εύκολο να υποτεθεί ότι η γλυκόζη που 

απελευθερώνεται από τη µαλτόζη µέσω της DPE2 µετατρέπεται σε φωσφοροεξόζη 

µέσω της εξοζοκινάσης. Η τύχη του δεύτερου κατάλοιπου της µαλτόζης παραµένει 

άγνωστη. 

 

Η έκφραση και η δραστηριότητα της β-αµυλάσης υπό συνθήκες 

καταπόνησης. 

 

 Οι β-αµυλάσες υπόκεινται µια σύνθετη ρύθµιση. Η έκφραση και η ενεργότητα 

ρυθµίζονται από το φως (Sharma and Schopfer, 1982; Harmer et al., 2000; Chandler 

et al., 2001; Tepperman et al., 2001), τα σάκχαρα (Nakamura et al., 1991; Mita et al., 

1995; Maeo et al., 2001), τις φυτορµόνες (Ohto et al., 1992;Wang et al., 1996), µε 

µερική πρωτεόλυση (Hara-Nishimura et al., 1986; Sopanen and Lauriere, 1989), και 

καταπονήσεις από αβιοτικούς παράγοντες (Dreier et al., 1995; Nielsen et al., 1997; 

Datta et al., 1999; Seki et al., 2001; Sung, 2001). Η ρύθµιση της έκφρασης και της 

ενεργότητας της β-αµυλάσης από αβιοτικούς παράγοντες περιλαµβάνει την ωσµοτική 

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

1995; Datta et al., 1999), τις χαµηλές (Nielsen et al., 1997; Seki et al., 2001; Sung, 

2001), και τις υψηλές θερµοκρασίες (Dreier et al., 1995). Η ρύθµιση της ενεργότητας 

της β-αµυλάσης σε περίπτωση οσµωτικής καταπόνησης φαίνεται να προκαλεί µια 

γενική αντίδραση σε αρκετά φυτικά είδη (Dreier et al., 1995; Datta et al., 1999). Η 

έκθεση του κριθαριού (Hordeum vulgare) (Dreier et al., 1995), του κεχριού 

(Pennisetum glaucum) και του αραβόσιτου (Zea mays; Datta et al., 1999) σε 

οσµωτική καταπόνηση έχει επίσης ως αποτέλεσµα την αύξηση της ενεργότητας της 

β-αµυλάσης, η οποία επίσης σχετίζεται µε την αύξηση της συγκέντρωσης της 
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πρωτεϊνης. Όπως είναι αναµενόµενο και η καταπόνηση αλατότητας αυξάνει τη 

συγκέντρωση της β-αµυλάσης καθώς και την ενεργότητα της στο κριθάρι και στον 

αραβόσιτο (Dreier et al., 1995; Datta et al., 1999). 

 Η έκφραση (Seki et al., 2001; Sung, 2001) ή και ενεργότητα (Nielsen et al., 1997) 

της β-αµυλάσης αυξάνεται κατά τη διάρκεια καταπόνησης είτε υψηλών είτε χαµηλών 

θερµοκρασιών. Όταν φυτά Arabidopsis δέχθηκαν την επίδραση χαµηλών 

θερµοκρασιών (4οC για 12 h), η έκφραση της β-αµυλάσης (AJ25034; ct-Bmy or 

BMY8)(ΑΤ4G17090) αυξήθηκε περίπου 14 φορές (Sung, 2001). Η αύξηση των 

µεταγραφηµάτων διαπιστώθηκε µόλις 2h µετά την έκθεση των φυτών σε χαµηλή 

θερµοκρασία (Seki et al., 2001). Παρόµοια ήταν τα αποτελέσµατα σε κονδύλους 

πατάτας όταν η θερµοκρασία αποθήκευσης µειώθηκε σταδιακά από 20οC σε 5οC και 

τέλος σε 3οC, και η ενεργότητα της β-αµυλάσης αυξήθηκε κατά 4 µέχρι 5 φορές για 

χρονική περίοδο µεγαλύτερη των 10 ηµερών. Η αύξηση της ενεργότητας του ενζύµου 

ακολουθείται από συσσώρευση µαλτόζης, ενώ ότι η ενεργότητα άλλων ενζύµων που 

υδρολύουν το άµυλο όπως η α-γλυκοσιδάση και η ενδοαµυλάση παραµένει η ίδια 

(Nielsen et al., 1997). Η αύξηση της θερµοκρασίας από 25οC σε 35οC αυξάνει επίσης 

την ενεργότητα της β-αµυλάσης (Dreier et al., 1995) κατά τη διάρκεια της ανάδυσης 

των σποροφύτων του κριθαριού. 

 Ένας αριθµός µελετών µε µικροσυστοιχίες στο Arabidopsis έχουν δείξει ότι οι β-

αµυλάσες που εδράζονται στους χλωροπλάστες, (BMY7 και BMY8), είναι ευαίσθητες 

σε καταπονήσεις χαµηλών και υψηλών θερµοκρασιών (Seki et al., 2001, 2002; Sung, 

2001; Fowler and Thomashow, 2002; Kreps et al., 2002; Jung et al., 2003). Οµως, 

ακόµη και αν η ανάλυση των µεταγραφηµάτων δίνει πολύτιµες πληροφορίες για τη 

ρύθµιση των γονιδίων που κωδικοποιούν τις αµυλάσες, απαιτούνται δεδοµένα 

σχετικά µε την ενεργότητα των ενζύµων ή τη συγκέντρωση των µεταβολιτών για να 

αποκαλυφθεί πλήρως ο λειτουργικός τους ρόλος.  

Οι Kaplan and Guy (2004) αναφέρουν ότι, η επαγόµενη υπό συνθήκες 

θερµοκρασιακής καταπόνησης συσσώρευση µαλτόζης ίσως συνεισφέρει στη 

προστασία της φωτοσυνθετικής αλυσίδας µεταφοράς ηλεκτρονίων, των πρωτεϊνών 

και των µεµβρανών των χλωροπλαστών κατά τη διάρκεια της καταπόνησης. 

Η κατανόηση της επίδρασης των περιβαλλοντικών ερεθισµάτων στο µεταβολισµό 

του αµύλου ήταν δύσκολη στο παρελθόν λόγω του ότι τα βιοχηµικά µονοπάτια της 

σύνθεσης και της υδρόλυσης του παροδικού αµύλου δεν ήταν επαρκώς γνωστά. Τα 

τελευταία χρόνια έχει µερικώς διευκρινιστεί ο τρόπος της υδρόλυσης του παροδικού 

αµύλου. Ανιχνεύτηκε δηλαδή η παρουσία ενζύµων που σχετίζονται µε τη 



 29 

φωσφορόλυση ή την υδρόλυση του αµύλου, και για αρκετά χρόνια η φωσφορόλυση 

εθεωρείτο ο κύριος τρόπος διάσπασης του αµύλου (Stitt, Bulpin and Rees 1978; Stitt 

and ap Rees 1980; Stitt and Heldt 1981). Ένας πιθανός ρόλος της φωσφορολυτικής 

υδρόλυσης του αµύλου είναι να προµηθεύει άνθρακα στο µονοπάτι των 

φωσφοροπεντοζών (Stitt and Heldt 1981). Οι Stitt and Heldt (1981) έδειξαν ότι το 

µονοπάτι των φωσφοροπεντοζών και η γλυκόλυση συνεισφέρουν σηµαντικά στο 

µεταβολισµό των χλωροπλαστών σε συνθήκες σκότους στο σπανάκι (Spinacia 

oleracea). Η παρουσία της µαλτόζης κατά τη διάρκεια της υδρόλυσης του αµύλου 

έχει αναφερθεί αρκετές φορές (Levi and Gibbs 1976; Herold et al. 1981; Kruger and 

ap Rees 1983; Neuhaus and Schulte 1996). Και όµως η σπουδαιότητα της µαλτόζης 

στο µεταβολισµό του αµύλου µόνο πρόσφατα έχει αναγνωριστεί. 

Η µαλτόζη έχει την ικανότητα να προστατεύει τις πρωτεΐνες, τις µεµβράνες 

και τη φωτοσυνθετική αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων σε φυσιολογικές σηµαντικές 

ποσότητες κάτω από θερµοκρασιακές καταπονήσεις (Kaplan and Guy 2004). 

Αυξηµένες ποσότητες της ολικής µαλτόζης των φύλλων στο Arabidopsis thaliana 

έχουν παρατηρηθεί κατά τη διάρκεια θερµοκρασιακών καταπονήσεων (Kaplan and 

Guy 2004).  

Η έκφραση του γονιδίου BAM3 µειώνεται τόσο κατά τη διαρκεια χαµηλών 

(Nielsen Deiting and Stitt 1997; Seki et al. 2001; Kaplan and Guy 2004) όσο και 

υψηλών θερµοκρασιών (Dreier, Schnarrenberger and Borner 1995; Kaplan and Guy 

2004). 

 

. 

Σκοπός της µελέτης 

 

Τα τελευταία χρόνια έχει παρατηρηθεί µεγάλο ενδιαφέρον ως προς το ρόλο της 

β-αµυλάσης. Ο λόγος οφείλεται κυρίως στο γεγονός ότι ενώ για χρόνια εθεωρείτο ότι 

το κύριο υδρολυτικό ένζυµο του αµύλου ήταν η α-αµυλάση τελικά αποδεικνύεται ότι 

το βασικότερο ένζυµο στην υδρόλυση του αµύλου είναι η β-αµυλάση. 

Ο σκοπός της µελέτης µας ήταν να διερευνηθεί η παρουσία του ενζύµου στα 

διάφορα φυτικά όργανα και να εκτιµηθεί η δραστηριότητά του σε συνθήκες 

καταπόνησης χαµηλών θερµοκρασιών. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι. 

 

∆ιάγραµµα 1. ∆ιαγραµµατική παρουσίαση της πειραµατικής διαδικασίας 

 

 



 31 

 

Βλάστηση σπερµάτων και έκθεση των φυταρίων στο ψύχος. 

 

 Η βλάστηση των σπερµάτων της κολοκυθιάς έγινε µεταξύ υγραµένων φύλλων 

χαρτιών κουζίνας σε τυλιγµένα µε αλουµινόχαρτο κουτιά στο σκοτάδι, σε θερµοκρασία 

25oC. Πέντε ηµέρες µετά τη βλάστηση των σπερµάτων ακολουθούσε συλλογή και 

φωτογράφηση των δειγµάτων και χρησιµοποιήθηκαν είτε για τοµές είτε για εκχύλιση 

πρωτεινών. Παράλληλα, δείγµατα που ήταν έτοιµα προς συλλογή µεταφέρθηκαν στο 

ψυγείο στους 8oC όπου και αφέθηκαν να µεγαλώσουν µέχρι και πέντε επιπλέον ηµέρες. 

Μετά το πέρας της πρώτης, τρίτης και πέµπτης ηµέρας στο ψύχος συλλέχθηκαν 

αντιπροσωπευτικά δείγµατα και ακολούθησε εκχύλιση πρωτεινών. 

 

Η εκχύλιση του ενζύµου. 

 

 Αρχικά σπέρµατα κολοκυθιάς προβλαστήθηκαν µε τον τρόπο και µε τις συνθήκες 

που περιγράφηκαν παραπάνω. Μετά από πέντε ηµέρες έγιναν τοµές των αρτίβλαστων 

ξεχωρίζοντας τα δείγµατα σε ρίζες, κοτύλες και υποκοτύλια. Στη συνέχεια τα δείγµατα 

ζυγίστηκαν και λειοτριβήθηκαν σε γουδί στους 4οC 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 1500g 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 σταδιακά γλυκερίνη σε κάθε δείγµα ώστε η τελική 

της συγκέντρωση να γίνει 20%. Ακολούθησε ο προσδιορισµός των πρωτεινών των 

δειγµάτων µε τη µέθοδο Bearden. Στη συνέχεια τα εκχυλίσµατα χωρίσθηκαν σε δύο 

µέρη. Στο ένα µέρος προστέθηκαν λίγοι κόκκοι κυανούν της βρωµοφαινόλης για την 

ηλεκτροφόρηση. Το άλλο µέρος χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό της 

ενεργότητας της β- αµυλάσης. 

Ρυθµιστικό διάλυµα εκχύλισης πρωτεϊνών. 

10mM Tris HCl pH 7,5 

15% γλυκερίνηl 

0.02% BSA 
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2mM ανηγµένη γλουταθειόνη 

 

Η µέτρηση της ενεργότητας της β-αµυλάσης 

 

Για τη µέτρηση της ενεργότητας της β-αµυλάσης κρίθηκε απαραίτητος ο προσδιορισµός 

των ολικών πρωτεινών των εκχυλισµάτων. Ο προσδιορισµός αυτός έγινε µε τη µέθοδο 

Bearden (1978). 

∆ιάλυµα 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 πρωτεινών 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 πρωτείνη. 

Μετά τις επαναληπτικές µετρήσεις για κάθε δείγµα υπολογίζεται η συγκέντρωσης της 

συνολικής πρωτείνης βάσει της πρότυπης καµπύλης. 

 

Ο προσδιορισµός της ενεργότητας της β-αµυλάσης. 

 

Για τον προσδιορισµό της ενεργότητας του ενζύµου ακολουθήθηκαν το 

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

υδρόλυση του p-νιτροφαινυλο-µαλτοπενταοζιδίου 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.  

Το διάλυµα αντίδρασης περιείχε 100µl ενζυµικού εκχυλίσµατος (17 έως 22µg 
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ολικών πρωτεινών κατά Bearden) και 100µl αντιδραστηρίου (Betamyl). Μετά από 10min 

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

αντίδρασης. Η µέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου έγινε στα 410nm και αφορούσε 

την απελευθέρωση της p-νιτροφαινόλης. 

Όλες οι φωτοµετρήσεις έγιναν µε φασµατοφωτόµετρο UV-160A (Shimadzu). 

 

Οι ηλεκτροφορήσεις των µη µετουσιωµένων πρωτεινών. 

 

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 50µg πρωτείνης από κάθε ιστό. 

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. 

Ακουλούθως 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 ∆ιάλυµα 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 πρωτεινών  

25mM Tris  

192mM γλυκίνη 

Η ανίχνευση της ενεργότητας της β-αµυλάσης εντός της πηκτής. 

 Η ανίχνευση της ενεργότητας της β-αµυλάσης εντός της πηκτής γίνεται συνήθως 

µε την υδρόλυση του αµύλου που περιέχει η πηκτή της ηλεκτροφόρησης και τη 

διαπίστωση του καστανέρυθρου χρώµατος µετά τη χρώση µε ιώδιο. Στη µελέτη µας 

όµως χρησιµοποιήσαµε µια νέα τεχνική. Η µέθοδος αυτή στηρίζεται στην υδρόλυση της 

παραγόµενης από το ένζυµο µαλτόζης µε το ένζυµο φωσφορυλάση της µαλτόζης, και 

την οξείδωση της παραγόµενης α-D-γλυκόζης προς 6-φωσφορογλυκονικό οξύ. Κατά τη 

οξείδωση αυτή τα ηλεκτρόνια µέσω του NADH µεταφέρονται στο κυανούν του 

νιτροτετραζολίου και σχηµατίζουν αδιάλυτες φορµαζάνες. 

 

Μοριακές συγκεντρώσεις. 

 

50mM Φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα pH 7.0 

20mM KCl 

2mM MgCl2 6H2O 

1mM µαλτοεξαόζη 

5U/ml φωσφορυλάση της µαλτόζης 

2U/ml Εξοζοκινάση 

2.5mM ATP 

2.5U/ml Αφυδρογονάση της 6-φωσφορογλυκόζης 

1mM NAD 

0.03% NBT 

 

 

Η ανοσοβιοχηµική µελέτη. 

 

Για τον ανοσοεντοπισµό του ενζύµου χρησιµοποιήθηκαν πολυκλωνικά αντισώµατα 

εναντίον της β-αµυλάσης της γλυκοπατάτας (Biodesign) που παράχθηκαν σε κουνέλια. 
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Ο ανοσοεντοπισµός έγινε σε τοµές ριζών, υποκοτυλίου και κοτυλών από δείγµατα που 

είχαν υποστεί την παρακάτω επεξεργασία. 

 

Προσήλωση. 

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

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

4% φορµαλδεύδης. 

 

Αφυδάτωση. 

Ακολούθως τα όργανα, αφυδατώθηκαν σε διαλύµατα αυξανοµένων 

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

 

∆ιαφανοποίηση. 

Στη συνέχεια διαφανοποιήθηκαν µε διαλύµατα αυξανόµενης συγκέντρωσης 

ξυλενίου, διαδοχικά ως εξης: 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. Ξεπλέvoνται µε απιονισµένο νερό, σε συνεχή ροή. 

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

4. Ξεπλέvoνται 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 10µm. Ακολούθησε επιλογή των τοµών σε οπτικό µικροσκόπιο. Οι επιλεγµένες 

τοµές τοποθετήθηκαν σε αντικειµεvoφόρoυς επεξεργασµένες µε πολυλυσίνη και 

προστίθεται µικρή ποσότητα απεσταγµέvoυ-απoστειρωµέvoυ νερού κατά τέτοιο τρόπο 

ώστε οι τοµές να επιπλέουν στις αντικειµενοφόρoυς. 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 αντικειµενοφόρoυς. 

 

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  

 

Ο ανοσοεντοπισµός της β- αµυλάσης. 

 

Μετά την αποπαραφίνωση ακολουθούνται τα εξής βήµατα. 

� Οι τοµές καλύπτονται µε διάλυµα δεσµεύσεως µη ειδικών θέσεων και αφήνονται 

σε θερµοκρασία δωµατίου για 1h. 

� Ακολουθεί επώαση των τοµών σε 1:1500 αραίωση του αντισώµατος (Rabbit anti-

sweet potato b-amylase polyclonal), σε διάλυµα TBST µε 1% BSA, και οι 

αντικειµενοφόροι αφήνονται για τουλάχιστον 12h σε θερµοκρασία 4°C. 

� Το µη δεσµευµένο αντίσωµα ξεπλένεται µε διάλυµα TBST για 15min σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

� 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 1h σε θερµοκρασία δωµατίου. Το 

δευτερογενές αντίσωµα προέρχεται από ποντίκι έναντι των αντισωµάτων 

κουνελιών (IgG). 

� Η περίσσεια του δευτερογενούς αντισώµατος ξεπλένεται µε διάλυµα TBST για 

15min σε θερµοκρασία δωµατίου.  
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� Οι τοµές εξισορροπούνται σε ρυθµιστικό διάλυµα ανίχνευσης της αλκαλικής 

φωσφατάσης 10min, και καλύπτονται µε διάλυµα χρωµατικής αντίδρασης 

(25µl/ml). 

� 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 οι τοµές καλύπτονται 

µε DPX πριν την τοποθέτηση της καλυπτρίδας. 

 

Ηλεκτροµεταφορά των πρωτεινών 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 5 φύλλων χαρτιού 3ΜΜ που έχει κορεσθεί µε ρυθµιστικό διάλυµα 

µεταφοράς. Αφαίρεση τυχόν φυσαλίδων αέρα µε χρήση πιπέτας. 

• Τοποθέτηση των φύλλων νιτροκυτταρίνης και της πηκτής αντίστοιχα. 

• Πάνω από αυτά τοποθετούνται 5 φύλλα χαρτιού 3ΜΜ και αφαιρούνται τυχόν 

φυσαλίδες αέρα. 

• Μεταφορά των πρωτεινών στα 200mA για 45min, υπό ψύξη. 

• Μετά την ηλεκτροφόρηση σηµειώνεται το φύλλο νιτροκυτταρίνης που είχε 

τοποθετηθεί στην κάθοδο και φυλάσσεται µεταξύ δύο φύλλων διηθητικού 

χαρτιού.  

 

Έλεγχος της καταλληλότητας των αντισωµάτων. 

• Κόβονται ταινίες νιτρικυτταρίνης (πλάτους 5mm) από το φύλλο της 

νιτρικυτταρίνης αποφεύγοντας την επαφή µε τα χέρια. 

• Η λωρίδα αφήνεται να επιπλεύσει σε TBST (0.01% Tween 20) για 5min µε τέτοιο 

τρόπο ώστε να µην παγιδευτεί αέρας. 

• ∆έσµευση των ελεύθερων θέσεων της νιτρικυτταρίνης σε 1% ζελατίνης (BDH). 
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• Επώαση της ταινίας µε αντίσωµα σε αραίωση 1:1500. Οι αραιώσεις γίνονται σε 

TBST 1% ζελατίνης. Επώαση όλη τη νύχτα σε 25οC. 

• Ξέπλυµα των ταινιών µε TBST 1% ζελατίνης. 

• Αποµάκρυνση της περίσσειας του πρωτογενούς αντισώµατος µε 3φορές επί 

5min TBST 1% ζελατίνης. 

• Εφαρµογή του δευτερογενούς αντισώµατος mouse anti-rabbit IgG (Fc) 

συνδεδεµένου µε αλκαλική φωσφατάση σε αραίωση 1:5000 για 90min. 

• Αποµάκρυνση της περίσσειας του δευτερογενούς αντισώµατος µε τρείς φορές 

επί 5min TBST 1% ζελατίνης. 

• Ανίχνευση δραστηριότητας της αλκαλικής φωσφατάσης µε την επώαση των 

ταινιών σε ρυθµιστικό διάλυµα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης για 3min 

παρουσία χρωµοφόρου. 

• Αφυδάτωση και φύλαξη της νιτροκυτταρίνης µεταξύ δύο φύλλων διηθητικού 

χαρτιού. 

• Φωτογράφηση της νιτροκυτταρίνης µέσω σάρωσής τους µε επίπεδο σαρωτή. 

 

Ανοσοεντοπισµός του ενζύµου στις τοµές των φυτικών οργάνων. 

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

θερµοκρασία περιβάλλοντος. 

• Επωάση 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/33µl BCIP σε10ml 

ρυθµιστικού διαλύµατος ανίχνευσής της ). 

• Αφυδάτωση των τοµών σε σειρά EtOH. 

• Εφαρµογή DPX. 

• H χρώση του µάρτυρα έγινε µε Orange G σε απόλυτη αλκοόλη. 
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Έλεγχος αποτελεσµατικότητας της ηλεκτροµεταφοράς των πρωτεινών: 

• Πριν από τη χρήση της νιτροκυτταρίνης για τον έλεγχο της καταλληλότητας των 

αντισωµάτων ελέγχθηκε η αποτελεσµατικότητα της µεταφοράς της β-αµυλάσης 

στη νιτροκυτταρίνη. Για το σκοπό αυτό ταινίες νιτροκυτταρίνης επωάσθηκαν µε 

το διάλυµα ανίχνευσης ενεργότητας της β-αµυλάσης. 

• Παράλληλα, µετά τη µεταφορά των πρωτεινών στη νιτροκυτταρίνη ελέγχθηκε η 

ύπαρξη του ενζύµου στην πηκτή και βρέθηκε ελάχιστη ως µηδαµινή. 

 

∆ιαλύµατα. 

 

TBST   

20 mM Tris HCl pH 7.5 

150mM NaCl 

0.05% Tween 20 

 

∆ιάλυµα χρωµατικής αντίδρασης 

10ml ρυθµιστικό διάλυµα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης  

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

66µl κυανούν του τετραζoλίου (NBT) 

 

Ρυθµιστικό διάλυµα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης 

100mM Tris pH 9.5 

100mM NaCl 

50 mM MgCl2 

 

∆ιάλυµα ηλεκτροµεταφοράς πρωτεινών 

24mM  Tris 

192mM  γλυκίνη 

20% µεθανόλη 
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3. Αποτελέσµατα. 

 

Η δραστηριότητα της β-αµυλάσης σε εκχυλίσµατα ριζών εντός της 

πηκτής. 

Οι φωτογραφίες των ηλεκτροφορηµάτων των µη µετουσιωµένων πρωτεϊνών 

από εκχυλίσµατα ριζών παρατίθονται στην Εικόνα 5. Η αντίδραση εντοπισµού έδωσε 

σήµα εντός περίπου 20min. Παρατηρείται η ύπαρξη σαφώς διαχωρισµένων 

ηλεκτροφορητικών ζωνών. Στα εκχυλίσµατα ριζών φυτών που αναπτύχθηκαν για 

πέντε ηµέρες σε 8οC βρέθηκε µια επιπλέον ηλεκτροφορητική ζώνη (βέλη). Σχε σχέση 

µε τα εκχυλίσµατα του µάρτυρα (Α). Η ύπαρξη των ηλεκτροφορητικών ζωνών στους 

προαναφερθέντες ιστούς µας δίνει τη δυνατότητα να υποστηρίξουµε την ύπαρξη 

ενζυµικής δραστηριότητας της αµυλάσης στους συγκεκριµένους ιστούς αφού το 

υπόστρωµα επώασης ήταν η µαλτοεξαόζη. Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε 

εφαρµόστηκε για πρώτη φορά µετά από προσεχτικό σχεδιασµό του πειράµατος. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικ.5.  Η δραστηριότητα της β-αµυλάσης σε πηκτή που επωάστηκε 

παρουσία µαλτοεξαόζης. C: εκχυλίσµατα ριζών µάρτυρα, 5d  

εκχυλίσµατα ριζών από φυτά που τοποθετήθηκαν 5 ηµέρες στους 

8οC Με βέλη σηµειώνονται η επιπλέον ηλεκτροφορητική ζώνη που 

εντοπίστηκε στα χειρισµένα υπό ψύχος φυτά. Κάθε δείγµα περιείχε 

50µg πρωτείνης  
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Έλεγχος της καταλληλότητας των αντισωµάτων 

 

 Για τον ανοσοεντοπισµό της β-αµυλάσης χρησιµοποιήθηκαν αντισώµατα που 

είχαν παραχθεί εναντίον της β-αµυλάσης της γλυκοπατάτας (Biodesign, rabbit anti 

beta amylase). Για αυτό το λόγο θεωρήσαµε σκόπιµο να εξεταστεί η καταλληλότητα 

των αντισωµάτων. Οι πρωτείνες των ηλεκτροφορηµάτων των ριζών µεταφέρθηκαν 

σε φύλλο νιτροκυτταρίνης και ακολούθησε ο ανοσοεντοπισµός των πρωτεινών σε 

αυτό. 

Στην Εικόνα 6 παρατίθονται τα αποτελέσµατα του ανοσοεντοπισµού της β-

αµυλάσης µετά από την ηλεκτροµεταφορά σε φύλλα νιτροκυτταρίνης. Όπως φαίνεται 

από την τανία ∆, τα αντισώµατα αναγνωρίζουν όλες τις ηλεκτροφορητικές ζώνες 

δραστηριότητας που εντοπίζονται σε πηκτή πολυακρυλαµίδης.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Εικ.6. Έλεγχος καταλληλότητας των αντισωµάτων. Ταινίες Α, Β ενζυµική 

δραστηριότητα ηλεκτροφορήµατος πρωτεινών σε πηκτη 

πολυακρυλαµίδης. Ταινία Γ ενζυµική δραστηριότητα των µεταφερθέντων 

πρωτεινών σε φύλλο νιτροκυτταρίνης. Ταινία ∆ ανοσοεντοπισµός των 

πρωτεινών σε φύλλο νιτροκυτταρίνης 
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Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης. 

Ο ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης δείχνει τους ιστούς στους οποίους κατά τη 

στιγµή της προσήλωσης υπάρχει το ένζυµο και τη σχετική αφθονία του. Το ένζυµο 

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

µοβ-µπλέ χρωµατισµού σηµατοδοτεί την παρουσία της β-αµυλάσης στους φυτικούς 

ιστούς. Ο ανοσοεντοπισµός του ενζύµου 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 (columella) (ΚΜ) (Εικόνα 7). Επίσης 

σε εγκάρσιες τοµές στην περιοχή ακριβώς µετά το ακρορίζιο η πρωτείνη εντοπίστηκε 

κυρίως στην αναπτυσσόµενη επιδερµίδα (Ε), και στην περιοχή του προκαµβίου (Π). 

Ασθενέστερο ήταν το σήµα στην περιοχή του κεντρικού κυλίνδρου (ΚΚ), και στο 

φλοιώδες παρέγχυµα (ΦΠ) (Εικόνα 8). 

 

Σε µεγαλύτερες αποστάσεις από το ακρορρίζιο, και συγκεκριµένα στην περιοχή 

των διαιρέσεων του εξωτερικού φλοιώδους παρεγχύµατος παρατηρήθηκε επίσης 

έντονος χρωµατισµός στις στρώσεις αυτές, όπως επίσης εντοπίζεται και στην 

αναπτυσσόµενη επιδερµίδα (Ε), κοντά στα αγγεία του ξύλου (Ξ), στον ηθµό και 

 

 
 

Εικ.7.  Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης σε ρίζα  

της κολοκυθιάς σε περιοχή της καλύπτρας. 

Παρατηρείται έντονος χρωµατισµός σε όλα τα 

κύτταρα της καλύπτρας, τόσο στις εξωτερικές (Κ) 

όσο και στην κεντρική περιοχή (columella) (ΚΜ). 

Εικ.8. Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης στις 

ρίζες της κολοκυθιάς σε περιοχή κοντά στο 

ακρορρίζιο. Παρατηρείται έντονος χρωµατισµός 

κυρίως στην αναπτυσσόµενη επιδερµίδα (Ε), και 

στην περιοχή του προκαµβίου (Π). Ασθενέστερο 

ήταν το σήµα στην περιοχή του κεντρικού 

κυλίνδρου (ΚΚ), και στο φλοιώδες παρέγχυµα 

(ΦΠ)  
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τέλος στον κεντρικό κύλινδρο (ΚΚ) (Εικόνα 9). Παρατίθεται επίσης ρίζα κολοκυθιάς 

που επωάστηκε µε ορρό κουνελιού προ της δηµιουργίας των αντισωµάτων και εν 

συνεχεία ακολουθήκε η τυπική διαδικασία εφαρµογής δευτερογενών αντισωµάτων 

και ανάπτυξης του χρώµατος (µάρτυρας) (Εικόνα 10) 

 

 Στη περιοχή του σχηµατισµού των καταβολών των πλαγίων ριζών, το ένζυµο 

 
Εικ.9. Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης σε ρίζα  

της κολοκυθιάς. Παρατηρείται έντονος χρωµα- 

τισµός κυρίως στις περιοχές της καλύπτρας (Κ), 

της επιδερµίδας (Ε), των αγγείων του ξύλου (Ξ), 

των ηθµοσωλήνων (Η) και τέλος στον κεντρικό 

κύλινδρο (ΚΚ) 

 

Εικ.10. Ρίζα-µάρτυρας που επωάστηκε µε 

ορρό κουνελιού προ της επαγωγής της 

ανοσοαντίδρασης. Χρώση µε Orange G. 

Εικ.11.  Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης στις 

ρίζες της κολοκυθιάς στη περιοχή δηµιουργίας 

των καταβολών των πλάγιων ριζών. 

Παρατηρείται έντονος χρωµατισµός στον 

κεντρικό κύλινδρο (ΚΚ), στην επιδερµίδα (Ε) 

και λιγότερο στο φλοιώδες παρέγχυµα (ΦΠ) . 

Εικ.12. Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης στις 

ρίζες της κολοκυθιάς στη περιοχή δηµιουργίας 

των καταβολών των πλάγιων ριζών. 

Παρατηρείται έντονος χρωµατισµός στα αγγεία 

του ξύλου (ΑΞ), στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 

κυρίως στον ηθµό (Η) και στις ριζικές καταβολές 

(ΡΚ). 
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εντοπίζεται κυρίως στον κεντρικό κύλινδρο (ΚΚ), στις ριζικές καταβολές (ΡΚ). Και 

στην επιδερµίδα (Εικόνα 11,13), επίσης παρατηρήθηκε έντονος χρωµατισµός στα 

αγγεία του ξύλου (ΑΞ), στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες κυρίως στον ηθµό (Η) (Εικ 12). 

 

 

Εικ.13. Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης 

στις ρίζες της κολοκυθιάς στη περιοχή 

δηµιουργίας των καταβολών των πλάγιων 

ριζών. Παρατηρείται έντονος χρωµατισµός 

στις ριζικές καταβολές (ΡΚ). 

 

Στο υποκοτύλιο (Εικόνα 14) η β-αµυλάση εντοπίστηκε κυρίως στις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες (Η∆). Στην περιοχή της ηθµαγγειώδους δεσµίδας (Εικόνα 

15) το σήµα είναι εντονότερο στα αυξανόµενα αγγεία του ξύλου (Ξ) καθώς και στον 

εσωτερικό (ΕσΗ) και στον εσωτερικό ηθµό(ΕσΗ) ενώ αντίθετα δε παρατηρείται σήµα 

στο σκληρεγχυµα (Σ) . 

 

 

Εικ.14. Ανοσοεντοπισµός της β-αµυλάσης 

στο υποκοτύλιο της κολοκυθιάς. 

Παρατηρείται χρωµατισµός στις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες (Η∆). 

 

Εικ.15. Λεπτοµέρεια ηθµαγγειώδους 

δεσµίδας (Η∆) όπου εντοπίζεται η β-

αµυλάση. Παρατηρείται έντονο σήµα σε 

δηµιουργούµενα αγγεία του ξύλου (Ξ) 

καθώς και στον εξωτερικό (ΕξΗ) και στον 

εσωτερικό ηθµό (ΕσΗ) ενώ αντίθετα δε 

παρατηρείται σήµα στη θέση που θα 

δηµιουργηθεί το σκληρέγχυµα (Σ) . 
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Τέλος, στις κοτύλες (Εικόνα 16, Εικόνα 17, Εικόνα 18) παρατηρείται 

γενικευµένος εντοπισµός της β-αµυλάσης σε όλη τη τοµή. Παρατίθεται επίσης 

κοτύλη κολοκυθιάς που επωάστηκε µε ορρό κουνελιού προ της δηµιουργίας των 

αντισωµάτων και εν συνεχεία ακολουθήκε η τυπική διαδικασία εφαρµογής 

δευτερογενών αντισωµάτων και ανάπτυξης του χρώµατος (µάρτυρας) (Εικόνα 19). 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Εικ.16. Ανοσοεντοπισµός της β-

αµυλάσης σε κοτύλη της 

κολοκυθιάς 

 

 

Εικ.17. Ανοσοεντοπισµός της β-

αµυλάσης σε  τµήµα κοτύλης που 

γειτονεύει µε την απαξόνια 

επιδερµίδα (λεπτοµέρεια Εικ. 11). 

 

 

Εικ.18. Λεπτοµέρεια Εικ 11. 

Ανοσοεντοπισµός της β-

αµυλάσης σε τµήµα κοτύλης που 

γειτονεύει µε την προσαξόνια 

επιδερµίδα. 

 

 

Εικ.19. Κοτύλη-µάρτυρας που 

επωάστηκε µε ορρό κουνελιού προ 

της επαγωγής της 

ανοσοαντίδρασης 
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Η µελέτη της δραστηριότητα της β-αµυλάσης.  

 

 Στο πείραµα οποίο µελετήθε επίσης η µεταβολή της δραστηριότητας του 

ενζύµου υπό συνθήκες θερµοκρασιακής καταπόνησης. Αρχικά, σπέρµατα 

κολοκυθιάς βλάστησαν στο σκοτάδι σε θερµοκρασία 25oC για πέντε ηµέρες. 

Ακολούθως, συλλέχθηκαν νεαρά φυτάρια τα οποία τοποθετήθηκαν σε ψυγείο σε 

θερµοκρασία 8oC. Παράλληλα κάποια φυτάρια αφέθηκαν να µεγαλώσουν σε 

θερµοκρασία 25oC να χρησιµοποιηθούν ώστε να συγκριθεί η ανάπτυξή τους µε τα 

φυτά που τοποθετήθηκαν στο ψυγείο (Εικόνα 20). 

 

Όπως φαίνεται στην Εικόνα 20 τα εκτός ψυκτικού θαλάµου φυτά αναπτύχθηκαν 

υπερβολικά σε σχέση µε τα φυτά εντός ψυκτικού θαλάµου και γι’ αυτό το λόγο ως 

µάρτυρα για το προσδιορισµό της δραστηριότητας της β-αµυλάσης 

χρησιµοποιήθηκαν φυτά πέντε ηµερών δηλαδή φυτά που βρίσκονταν στο ίδιο 

περίπου αναπτυξιακό στάδιο µε αυτά που τέθηκαν εντός ψυγείου. Εξάλλου από 

προκαταρκτικά πειράµατα φάνηκε ότι η εκχυλίσιµη δραστηριότητα του ενζύµου των 

φυτών που είχαν ανάπτυξη όµοιας µε τα φυτά Α της παραπάνω φωτογραφίας ήταν 

τελείως διαφορετική από εκείνη των φυτών που αναπτύχθηκαν στην ίδια 

 
Εικ.20. Φυτά που αναπτύχθηκαν σε θερµοκρασία 25οC για επτά ηµέρες (Α) και φυτά που 
αναπτύχθηκαν σε θερµοκρασία 25οC για πέντε ηµέρες και ακολούθως για άλλες πέντε ηµέρες 
εκτέθηκαν σε ψύχος 8οC (Β) 
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θερµοκρασία και είχαν ανάπτυξη Β.  

 

Ο προσδιορισµός της in vitro δραστηριότητας της β-αµυλάσης. 

 

Η δραστηριότητα της β-αµυλάσης προσδιορίστηκε φωτοµετρικά σε ρίζες, 

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

5 ηµέρες στους 8οC. 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 προιόντος 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 πρωτεινών για 20min. Κατόπιν τούτου επιλέχθηκε η µέτρηση 

της δραστηριότητας του ενζύµου για χρονικό διάστηµα 10min. 

 
∆ιάγραµµα 2. 

∆ραστηριότητα της β-αµυλάσης (U/mg πρωτείνης ανά λεπτό) στο µάρτυρα και σε 
φυτά που τέθηκαν σε ψύχος για 1, 3, 5 ηµέρες (οι µπάρες δείχνουν το τυπικό 
σφάλµα του µέσου όρου). 

 

 
 

 Όπως φαίνεται από το παραπάνω διάγραµµα, η δραστηριότητα του ενζύµου στο 

µάρτυρα είναι µεγαλύτερη στο υποκοτύλιο και σχετικά µικρότερη στην κοτύλη και 

τελευταία στη ρίζα. Η δραστηριότητα της β-αµυλάσης στα εκχυλίσµατα όλων των 

οργάνων αυξάνεται σηµαντικά την πρώτη ηµέρα της έκθεσης των φυταρίων στους 

8οC. Τις επόµενες ηµέρες η δραστηριότητα του ενζύµου παραµένει σχεδόν σταθερή 

στα εκχυλίσµατα των ριζών και του υποκοτυλίου ενώ στα εκχυλίσµατα των κοτυλών 

εξακολουθεί να αυξάνεται.  
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4. Συζήτηση 

 

Η νέα µέθοδος της ανίχνευσης της ενεργότητας της β-αµυλάσης 

εντός της πηκτής. 

 Η ανίχνευση της ενεργότητας της β-αµυλάσης εντός της πηκτής γίνεται συνήθως 

µε την υδρόλυση του αµύλου που περιέχει η πηκτή της ηλεκτροφόρησης και τη 

διαπίστωση του καστανέρυθρου χρώµατος µετά τη χρώση µε ιώδιο (Kakefuda and 

Duke 1984). H µέθοδος έχει τα παρακάτω µειονεκτήµατα: 

� Η παρουσία του αµύλου εντός της πηκτής παρεµποδίζει την κίνηση των 

πρωτεϊνών µε συνέπεια οι ηλεκτροφορετικές ταινίες να φαίνονται διάχυτες. 

� Εξαιτίας της παρουσίας του αµύλου, ο χρόνος ηλεκτροφόρησης είναι από 4-5 

ώρες, µε άγνωστες συνέπειες για την ενεργότητα των πρωτεϊνών. 

� Στην κατακόρυφη ηλεκτροφόρηση το άµυλο κινείται µέσα στην πηκτή µε 

συνέπεια να υπάρχει διαβάθµιση της συγκέντρωσής του εντός της πηκτής και 

ως εκ τούτου διαβάθµιση της χρωµατικής αντίδρασης µε το ιώδιο. 

�  Ο χρόνος επώασης της πηκτής είναι συνήθως παρατεταµένος (περίπου 3 

ώρες). Τα προιόντα, όµως, της υδρόλυσης του αµύλου από τη β-αµυλάση 

(µαλτόζη, οριακές δεξτρίνες) είναι διαλυτά και διαχέονται εκτός της πηκτής. 

Επιπλέον, µετά το χρωµατισµό της πηκτής µε ιώδιο, το χρώµα παραµένει για 

λίγο χρόνο και στη συνέχεια διαχέεται στο διάλυµα επώασης. 

Η νέα µέθοδος στηρίζεται στη χρήση της µαλτοεξαόζης ως υποστρωµα της β-

αµυλάσης. Η πηκτή δηλαδή δεν περιέχει άµυλο. Η παραγόµενη από το ένζυµο 

µαλτόζη υδρολύεται µε το ένζυµο φωσφορυλάση της µαλτόζης η οποία παράγει 6-

φωσφορο-β-D-γλυκόζη και α-D-γλυκόζη. Η α-D-γλυκόζη µετατρέπεται σε 6-

φωσφορο-α-D-γλυκόζη µέσω της εξοζοκινάσης και στη συνέχεια οξειδώνεται µέσω 

της αφυδρογονάσης της 6-φωσφορογλυκόζης σε 6-φωσφορογλυκονικό οξύ µε την 

ταυτόχρονη παραγωγή NADH. Τα ηλεκτρόνια του NADH µεταφέρονται στο κυανούν 

του νιτροτετραζολίου και σχηµατίζουν αδιάλυτες φορµαζάνες που εντοπίζουν το 

ένζυµο. 

Τα µειονεκτήµατα της µεθόδου είναι η πιθανή παρουσία άλλων υδρολυτικών 

ενζύµων που πιθανόν να παράγουν γλυκόζη ή µαλτόζη από τη µαλτοεξαόζη. Τα 

ένζυµα αυτά είναι η α-αµυλάση και οι γλυκοζιδάσες. Η χρήση όµως αφενός ειδικών 

υποστρωµάτων για τις γλυκοζιδάσες ή των αντισωµάτων για τις β-αµυλάσες µετά 
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την ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών πιστοποιεί την ύπαρξη των ενζύµων. 

 

 

Εικ.21. Οι αντιδράσεις της µεθόδου για την ανίχνευση της ενεργότητας της β-

αµυλάσης. ΜΡ: φωσφορυλάση της µαλτόζης, ΗΚ: εξοζοκινάση, 6DH: 

αφυδρογονάση της 6-φωσφορογλυκόζης. 

 

Με τη µέθοδο αυτή µελετήσαµε την ηλεκτροφορητική συµπεριφορά της β-

αµυλάσης από εκχυλίσµατα οργάνων. Στους ιστούς των ριζών η πηκτή που 

επωάστηκε σε διάλυµα που περιείχε µαλτοεξαόζη κατέδειξε την ύπαρξη µερικών 

ηλεκτροφορητικών ζωνών. Η παρουσία περισσοτέρων της µιας ζωνών στις πηκτές 

πιθανόν να υποδηλώνει ότι το ένζυµο υπάρχει σε περισσότερους του ενός 

ισότυπους. Αυτό το αποτέλεσµα συµφωνεί και µε τις βιβλιογραφικές αναφορές που 

σχετίζονται µε τον αριθµό των γονιδίων που κωδικοποιούν την β-αµυλάση που  στο 

Arabidopsis είναι εννέα Smith et al. (2004). Στις ρίζες των αρτιβλάστων που 

αναπτύχθηκαν για πέντε ηµέρες στους 8οC παρατηρήθηκε η ύπαρξη µιας επιπλέον 

ταινίας, γεγονός που υποδεικνύει ότι όταν τα φυτά βρίσκονται σε συνθήκες ψυχρής 

καταπόνησης επάγεται κάποιος ισότυπος του ενζύµου που δεν εκφράζεται σε 

κανονικές συνθήκες.  

 Επειδή έχει αναφερθεί ότι τα µεταγραφήµατα και πιθανόν η ενεργότητα της β-

αµυλάσης (BAM5) του Arabidopsis είναι υψηλότερα κατά την σκοτεινή περίοδο 

(Caspar et al 1991, Laby et al 2001) για να αποφύγουµε αυτή την πιθανή 

διακύµανση του ενζύµου όλες οι εκχυλίσεις έγιναν στις 12:00 (Chandler et al. 2001, 

Harmer et al. 2000, Lu et al. 2005, Smith et al. 2004).  

Οι τιµές της ενεργότητας της β-αµυλάσης σε φυτά που αυξήθηκαν σε κανονικές 

συνθήκες βρέθηκαν µεταξύ 40 και 148U/mg πρωτεϊνών*min. Τα δεδοµένα των 

µετρήσεων της ενεργότητας της β-αµυλάσης είναι ελάχιστα και εκφράζονται κυρίως 

ως U/g νωπού βάρους µε εξαίρεση τις τιµές της ενεργότητας στο ριζικό άξονα της 
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µηδικής όπου καταγράφηκαν τιµές µεταξύ των 14 και 24U/mg πρωτεϊνών*min (Gana 

et al 1998). Η β-αµυλάση θεωρείται ως το κυριότερο αµυλολυτικό ένζυµο στους 

βολβούς του Gladiolus klattianus και η ενεργότητά της σε ακατέργαστο εκχυλίσµα 

των βολβών ήταν περίπου 440U/g ιστών (Dicko et al 2000). Επίσης, η ενεργότητα 

της β-αµυλάσης σε βλαστηµένες καρυόψεις κριθαριού προσδιορίστηκε µεταξύ των 

400-500U/g καρυόψεων (Dicko et al 2000). Ακόµη, στο αλεύρι του κριθαριού οι τιµές 

της ενεργότητας του ενζύµου έχουν προσδιοριστεί µεταξύ 230-1570U/g αλεύρου 

(Swanston and Molina-Cano 2000, Yin et al 2001, Clancy et al 2003). Με βάση την 

περιεκτικότητα των αλεύρων του κριθαριού σε εκχυλίσιµες πρωτεΐνες (Linko et al 

1989) υπολογίστηκε ότι οι τιµές αυτές βρίσκονται µεταξύ 90 και 300U/mg 

πρωτεϊνών*min. Οι τιµές µας φαίνεται λοιπόν να εµπίπτουν στο εύρος των τιµών 

που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία.  

Οι µετρήσεις της in vitro ενεργότητας του ενζύµου (∆ιάγραµµα 2), δείχνουν ότι η 

δραστηριότητα του ενζύµου στο µάρτυρα, είναι υψηλότερη στα υποκοτύλια και 

σχετικά µικρότερη στις κοτύλες και ακόµη χαµηλότερη στις ρίζες. Η ενεργότητα της 

β-αµυλάσης στα εκχυλίσµατα όλων των οργάνων αυξάνεται σηµαντικά την πρώτη 

ηµέρα της έκθεσης των φυταρίων στους 8οC. Τις επόµενες ηµέρες η δραστηριότητα 

του ενζύµου παραµένει σχεδόν σταθερή στα εκχυλίσµατα των ριζών και του 

υποκοτυλίου ενώ στα εκχυλίσµατα των κοτυλών εξακολουθεί να αυξάνεται. Τα 

αποτελέσµατα αυτά είναι δυνατόν να ερµηνευθούν εάν υποτεθεί ότι οι κοτύλες 

υδρολύουν συστατικά του αµύλου τα οποία διοχετεύουν στο υπόλοιπο τµήµα του 

φυτού.  

Η αυξηµένη υδρόλυση του αµύλου από τη β-αµυλάση κατά την καταπόνηση 

χαµηλών θερµοκρασιών έχει αναφερθεί και από άλλους ερευνητές σε διάφορα 

φυτικά είδη όπως στο Arabidopsis (Kaplan et al, 2007) και στην πατάτα (Nielsen et 

al 1997).  

Η αυξηµένη ενεργότητα της β-αµυλάσης καθώς και η παρουσία της επιπλέον 

ηλεκτροφορητικής ταινίας (Εικ. 5) στα φυτά που υπέστησαν ψυχρό χειρισµό 

πιθανόν να οφείλεται είτε στην αυξηµένη ενεργότητα των υπαρχουσών β-αµυλασών 

είτε και στην ενεργότητα της νέας αυτής αµυλάσης. Υπάρχουν αρκετές µελέτες 

µικροσυστοιχιών στο Arabidopsis που δείχνουν ότι οι πλαστιδιακές β-αµυλάσες, 

BMY7 και BMY8, µεταγράφονται περισσότερο σε συνθήκες καταπόνησης χαµηλών 

θερµοκρασιών. (Seki et al., 2001; Sung, 2001; Fowler and Thomashow, 2002; Kreps 

et al., 2002; Jung et al., 2003). 

  Αυξηµένη ενεργότητα β-αµυλασών υπό συνθήκες καταπόνησης έχει καταγραφεί 
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και από άλλους ερευνητές. Οι Subbaramaiah and Sharma(1989) µέτρησαν την 

ενεργότητα και τη συγκέντρωση της β-αµυλάσης κάτω από συνθήκες συνεχούς 

σκότους και υπό συνεχή ερυθρό φωτισµό. Η ενεργότητα του ενζύµου στις 

κοτυληδόνες του Sinapis alba αυξήθηκε και στις δύο περιπτώσεις σε συναρτήση του 

χρόνου παραµονής στις συνθήκες αυτές. Οι Todaka et. al. υπέβαλαν σε ωσµοτική 

καταπόνηση σε κοτυληδόνες του αγγουριού (Cucumis sativus) και παρατήρησαν 

επίσης αυξηµένη ενεργότητα της β-αµυλάσης µετά την καταπόνηση.  

Στα φυτικά κύτταρα η β-αµυλάση εντοπίζεται κατα κύριο λόγο στο στρώµα του 

µεσόφυλλου των χλωροπλαστών και δευτερευόντως στο κυτταρόπλασµα (Kaplan et 

al 2006). Η παρουσία της β-αµυλάσης στα πλαστίδια είναι αναµενόµενη επειδή το 

ένζυµο σχετίζεται µε την υδρόλυση του αµύλου που εντοπίζεται στα οργανίδια αυτά. 

Ενδιαφέρον παρουσιάζει ο εντοπισµός του ενζύµου στο κυτταρόπλασµα (Van 

Damme et al 2001) όπου ως γνωστόν δεν ανιχνεύεται άµυλο. Υπάρχουν αρκετές β-

αµυλάσες που στερούνται πεπτιδίου οδηγού και θεωρούνται ως κυτοπλασµατικές. 

Παρόλα αυτά τελευταίες µελέτες δίνουν αρκετά στοιχεία βάσει των οποίων µπορεί να 

δοθεί µια ερµηνεία για το φαινόµενο αυτό. Σύµφωνα µε πρόσφατα πειραµατικά 

δεδοµένα βρέθηκε ένας φορέας µαλτόζης στη µεµβράνη των χλωροπλαστών που 

ευθύνεται για τη µεταφορά της µαλτόζης στο κυτταρόπλασµα κατά τη διάρκεια της 

νύχτας (Niittylea et al. 2004). Η µαλτόζη στη συνέχεια µεταβολίζεται στο 

κυτταρόπλασµα περαιτέρω σε γλυκόζη και ή σακχαρόζη και µαλτοδεξτρίνες µέσω 

της ενεργοποίησης µιας κυτοπλασµικής γλυκοτρανσφεράσης. Ο ρόλος της β-

αµυλάσης πιθανολογείται ότι είναι η διάσπαση των µαλτοδεξτρινών. 

Εξάλλου ο Okamoto et. al. 1979 ανοσοεντόπισε τη β-αµυλάση στην αλευρώνη 

του σπέρµατος του ρυζιού. Εκεί βρίσκεται αποθηκευµένη µε µή ενεργή µορφή ώστε 

όταν θα αρχίσει να αναπτύσεται το νέο φυτό να έχει έτοιµους τους µηχανισµούς για 

να µπορέσει να καταναλώσει άµεσα το άµυλο, που βρίσκεται αποθηκευµένο στο 

ενδοσπέρµιο των δηµητριακών, και να παράγει την απαιτούµενη ενέργεια.  

Η παρουσία της β-αµυλάσης σε αρτίβλαστα κολοκυθιάς εξετάστηκε στις ρίζες, τα 

υποκοτύλια και τις κοτύλες. Η παρουσία του ενζύµου στις ρίζες παρατηρήθηκε πως 

ήταν έντονη στην καλύπτρα, τη ζώνη επιµήκυνσης, στις καταβολές των πλαγίων 

ριζών και στον κεντρικό κύλινδρο (Εικόνα 7,8,9,11,12). Στα υποκοτύλια, το σήµα 

ήταν έντονο στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και ειδικότερα στα αγγεία του ξύλου στον 

εσωτερικό και εξωτερικό ηθµό (Εικόνα 14,15). Τέλος, στις κοτύλες παρατηρήθηκε 

γενικευµένος εντοπισµός της β-αµυλάσης µε εντονότερο σήµα στη περιοχή των 

ηθµαγγειωδών δεσµίδων (Εικόνα 16,17,18). 
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Στην (Εικόνα 22) παρατηρούµε ότι στη ρίζα υπάρχει έντονη συσσώρευση 

αµύλου, κυρίως στη περιοχή της καλύπτρας και του ακρορίζιου όπου παρατηρήθηκε 

και έντονο σήµα εντοπισµού της β-αµυλάσης. Η σύµπτωση των προτύπων του 

εντοπισµού του αµύλου µε αυτό του εντοπισµού της β-αµυλάσης παραπέµπει σε 

δραστηριότητα του ενζύµου στην υδρόλυση του εντοπιζόµενου µε το ιώδιο άµυλο. 

Προφανώς η ανοσοεντοπιζόµενη σε αυτές τις περιοχές β-αµυλάση θα πρέπει να 

σχετίζεται µε την υδρόλυση του αµύλου για την παραγωγή ενέργειας και σκελετών 

άνθρακα που είναι απαραίτητα για την αυξηση των κυττάρων στις περιοχές αυτές.  

 

 

 

Εικ.22. Εντοπισµός του 

αµύλου σε επιµήκη τοµή ρίζας 

κολοκυθιάς το άµυλο 

εντοπίζεται στην περιοχή της 

καλύπτρας (C) και την ζώνη 

επιµήκυνσης των κυττάρων 

(EZ) . Χρώση ΚΙ-Ι. 

 

Στα υποκοτύλια, η β-αµυλάση εντοπίζεται κατά κύριο λόγο στον ηθµό και στο 

ξύλο. Με τη χρήση µονοκλωνικών αντισωµάτων οι Wang et. al. (1995), κατέδειξαν 

την ύπαρξη µιας ιστοεξειδεικευµένης β-αµυλάσης του ηθµού σε στελέχη των 

φυτικών ειδών Strephanthus tortuosus και Αrabidopsis thaliana. Οι ίδιοι ερευνητές 

εντόπισαν επίσης µια β-αµυλάση και σε αναπτυσσόµενα αγγεία του ξύλου σε 

στελέχη του ίδιου φυτού.  

Η παρουσία λοιπόν, της β-αµυλάσης στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες πιθανόν να 

σχετίζεται είτε µε τη λειτουργία των ηθµοσωλήνων (Εικ 14,15) είτε µε τη βιοσύνθεση 

των κυτταρικών τοιχωµάτων των αγγείων του ξύλου (Εικ 14,15). Είναι γνωστό ότι οι 

ηθµοσωλήνες περιέχουν άµυλο το οποίο πιθανόν να αποδοµείται και να 

επανασυντίθεται για τη λειτουργία των ηθµοσωλήνων. Εξάλλου, η βιοσύνθεση των 

κυτταρικών τοιχωµάτων απαιτεί µεγάλες ποσότητες γλυκόζης οι οποίες προέρχονται 

από υδρόλυση του αµύλου, αφού η συγκέντρωση του αµύλου στα κύτταρα που 

πρόκειται να εξελιχθούν σε αγγεία του ξύλου είναι µεγάλη και µε την εξέλιξη των 

κυττάρων ελαχιστοποιείται.  

 



 53 

 

Ενδιαφέρον είναι ότι παρόλο ότι στις κοτύλες δεν ανιχνεύεται αµυλόζη παρά 

µόνο πιθανόν αµυλοπηκτίνη (Εικ. 23) η παρουσία της β-αµυλάσης ήταν έντονη και 

επίσης καταγράφεται µεγάλη δραστηριότητα του ενζύµου. Είναι γνωστό (Longe et al. 

1983) ότι τα σπέρµατα της κολοκυθιάς περιέχουν µεγάλη συγκέντρωση λιπών που 

φτάνουν µέχρι και το 40% του νωπού τους βάρους. Κατά τη διάρκεια της βλάστησης 

των ελαιούχων σπερµάτων (Nelson and Cox 2005) 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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικ.23. Τµήµα κοτύλης 

κολοκυθιάς χρωµατισµένο µε 

διάλυµα ΚΙ-Ι. ∆εν εντοπίζεται η 

χαρακτηριστική µπλε χρώση του 

ιωδίου µε την αµυλόζη. 

Παρατηρείται όµως 

χαρακτηριστική χρώση καστανή 

που υποδηλώνει την ύπαρξη της 

αµυλοπικτίνης. 
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

 

1) Η β-αµυλάση ανιχνεύθηκε σε όλους τους ιστούς των φυταρίων που εξετάστηκαν, 

µε διαφορετική όµως ένταση σήµατος στους διάφορους ιστούς. 

2) Το πρότυπο ανοσοεντοπισµού της β-αµυλάσης συµπίπτει εν µέρει µόνο µε το 

πρότυπο κατανοµής του αµύλου, όπως ανιχνεύεται µε το ιώδιο, στους ιστούς των 

φυταρίων. 

3) Η αύξηση της ενεργότητας του ενζύµου µετά την έκθεση των φυτών σε συνθήκες 

ψύχους ενδεχοµένως να σχετίζεται µε την προστασία τους σε αυτές τις συνθήκες. 

4) Η ύπαρξη µιας επιπλέον ηλεκτροφορητικής ταινίας στα ηλεκτροφορήµατα των 

φυτών που εκτέθηκαν σε χαµηλές θερµοκρασίες πιθανόν να οφείλεται στην έκφραση 

ενός επιπλέον γονιδίου της β-αµυλάσης. 

5) Η προτεινόµενη µέθοδος για τον εντοπισµό της δραστηριότητας της β-αµυλάσης 

σε πηκτές πολυακρυλαµίδης είναι δυνατόν να βοηθήσει στην ταχεία διαπίστωση των 

ενζύµων αυτών σε εκχυλίσµατα ιστών και στον καθορισµό των ισοτύπων της. 
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