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Περίληψη 

 

 Η παρουσία του ενζύµου της πυροφωσφορυλάσης της ουριδινοδιφωσφορο- 

γλυκόζης (UGPάσης) µελετήθηκε σε αναπτυσσόµενους ανθοφόρους οφθαλµούς 

τοµάτας (Solanum lycopersicum) οι οποίοι διαχωρίστηκαν σε τέσσερις κατηγορίες µε 

βάση το µέγεθός τους. Η πρώτη κατηγορία περιελάµβανε ανθοφόρους οφθαλµούς 

µήκους 0-3 mm, η δεύτερη 3-8 mm, η τρίτη από 8 mm έως λίγο πριν από την άνθηση 

και η τέταρτη κατηγορία περιελάµβανε ώριµα άνθη. 

 Για το σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκαν οι τεχνικές του in situ εντοπισµού και 

ανοσοεντοπισµού του ενζύµου. Παράλληλα, µελετήθηκε η ηλεκτροφορητική 

συµπεριφορά και προσδιορίστηκε η in vitro δραστικότητα της UGPάσης. Τα 

αποτελέσµατα έδειξαν ότι η UGPάση εντοπίστηκε έντονα στην ωοθήκη, στις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και την εξωτερική επιδερµίδα των ανθήρων και στον τάπητα 

(στα δύο πρώτα αναπτυξιακά στάδια), ενώ µικρότερη ήταν η ένταση του σήµατος 

στην επιδερµίδα των πετάλων και στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες των πετάλων και των 

σεπάλων. Από τις µετρήσεις της ενζυµικής δραστικότητας σε ολόκληρα άνθη, 

διαπιστώθηκε ότι το ένζυµο της UGPάσης ενεργοποιείται κυρίως κατά το 

αναπτυξιακό στάδιο της άνθησης µε 129,1 nM NADH/min*µg πρωτεΐνης, ενώ η 

µικρότερη δραστικότητα εντοπίστηκε στο αναπτυξιακό στάδιο 3-8 mm µε 47,4 nM 

NADH/min*µg πρωτεΐνης. 

 Τα πειραµατικά δεδοµένα αποκάλυψαν ότι το πρότυπο εντοπισµού της in situ 

ενεργότητας του ενζύµου συνέπεσε µε το πρότυπο ανοσοεντοπισµού της πρωτεΐνης, 

ενώ η µελέτη της ηλεκτροφορητικής συµπεριφοράς του ενζύµου κατέδειξε την 

ύπαρξη πολλών ηλεκτροφορητικών ζωνών οι οποίες πιθανόν να αντιστοιχούν σε 

ολιγοµερή ή σε πολυµερή ή σε διαφορετικές διαµορφώσεις του ενζύµου.  

 Τέλος, για πρώτη φορά ανιχνεύτηκε η τρανσφεράση της ακυλογλυκόζης, ένα 

ένζυµο που συµµετέχει στη βιοσύνθεση ακυλογλυκοζιδίων που επικαλύπτουν την 

επιδερµίδα. 
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Abstract 

 

 The presence of the uridine diphosphate pyrophosphorylase (UGPase) enzyme 

was studied in tomato (Solanum lycopersicum) growing flower buds which were 

divided to four categories according to their size. The first category included flower 

bunds 0-3 mm in length, the second 3-8 mm, the third 8 mm to preanthesis and the 

fourth category included mature flowers. 

 For this purpose, the techniques of in situ activity localization and 

immunolocalization of the enzyme were used. The electophoretic pattern was studied 

and the in vitro activity of UGPase was defined, as well. The results showed that 

UGPase was mainly localised in the ovary, in vascular bundle and overall epidermis 

of the anther and in the tapetum (in the first two stages of development), while signal 

tension was lower in petals epidermis and in petals and sepals of vascular bundles. 

Enzyme activity from flowers revealed that UGPase is active mainly during anthesis 

(129,1 nM NADH/min*µg protein), while the smallest activity was found at the 

developing stage 3-8 mm (47,4 nM NADH/min*µg protein). 

 Experimental data revealed that the pattern of the in situ activity localization of 

the enzyme coincided with that of the protein localization, while the study of enzyme 

electophoretic pattern showed the existence of many bands which propably 

correspond to oligomers or polymers or different enzyme forms.  

 Finally, the presence of acyl-glucose transferase, an enzyme responsible for 

acyl-glucose synthesis, was verified for the first time, in flower epidermis.  
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1. Εισαγωγή 

 

1.1 Η τοµάτα 
 

1.1.1 Καταγωγή - Ιστορική Εξέλιξη 

 Οι πληροφορίες σχετικά µε την καταγωγή της τοµάτας ήταν συγκεχυµένες. 

Αρχικά επικρατούσε η άποψη ότι χώρα καταγωγής της τοµάτας είναι το Περού, όµως 

µε τις πληροφορίες (ιστορικές, αρχαιολογικές, εθνοβοτανικές) που έδωσε ο Jenkins 

(1948), αργότερα έγινε αποδεκτό ότι χώρα καταγωγής της καλλιεργούµενης τοµάτας 

είναι το Μεξικό και µάλιστα η περιοχή Vera Cruz-Puebla, απ’ όπου αρχικά 

µεταφέρθηκε τον 16ο αιώνα στην Ευρώπη και στη συνέχεια διασκορπίστηκε σε 

αρκετές περιοχές της γης. Είναι γνωστοί οι φόβοι που επικρατούσαν µέχρι τον 20ο 

αιώνα στις περιοχές της Μεσογείου, της Β. Ευρώπης και στην Β. Αµερική, ότι οι 

τοµάτες περιέχουν ουσίες τοξικές, γεγονός που εµπόδιζε την κατανάλωση. Οι φόβοι 

αυτοί οφείλονταν στην παρουσία δηλητηριωδών γλυκοαλκαλοειδών στα φύλλα και 

τους καρπούς άλλων µελών της ίδιας οικογένειας (Solanaceae). Αυτό ξεπεράστηκε 

στις αρχές του 20ου αιώνα και από τότε η κατανάλωση της τοµάτας αυξήθηκε 

σηµαντικά (Ολύµπιος, 2001). Στην Ελλάδα η εισαγωγή της τοµάτας έγινε στην Αθήνα 

το 1918 ως κηπευτική καλλιέργεια. Ως βιοµηχανική πρώτη ύλη χρησιµοποιήθηκε 

µετά τον πρώτο παγκόσµιο πόλεµο στα ∆ωδεκάνησα και τη Νότια Ελλάδα. Η µεγάλη 

επέκταση της καλλιέργειας άρχισε µετά το 1960 και κυρίως το 1975 µε τη δηµιουργία 

βιοµηχανικών µονάδων για παραγωγή τοµατοπολτού, αποφλοιωµένης τοµάτας και 

άλλων παραγώγων (Αγγίδης, 1996).  

 Οι λόγοι που καθιστούν την τοµάτα δηµοφιλές λαχανικό είναι πολλοί. Οι 

σπουδαιότεροι είναι ότι εφοδιάζει τον οργανισµό µε βιταµίνες (ιδίως τη βιταµίνη C), 

έχει ελκυστικό χρώµα και ιδιαίτερο άρωµα, γεγονός που την καθιστά αρεστή στη 

διατροφή. Ποικιλίες της έχουν εγκλιµατιστεί σε ένα µεγάλο εύρος τύπων εδάφους και 

κλίµατος, αν και θα πρέπει να τονιστεί ότι το φυτό απαιτεί θερµό κλίµα και εδάφη µε 

καλή στράγγιση. Σήµερα η καλλιέργεια της τοµάτας εκτείνεται από τις τροπικές 

περιοχές µέχρι και µερικές µοίρες από τον αρκτικό κύκλο και στις µεν περιοχές όπου 

η διάρκεια της θερµής περιόδου το επιτρέπει, η τοµάτα καλλιεργείται στο ύπαιθρο, 

ενώ σε άλλες περιοχές και σε περιόδους "εκτός εποχής" καλλιεργείται σε θερµοκήπια 
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και άλλες κατασκευές υπό προστασία. Η µορφή καλλιέργειας της τοµάτας ποικίλει 

από την εκτατική (µεγάλες εκτάσεις σε γραµµική καλλιέργεια πλήρως 

µηχανοποιηµένη, µε εφάπαξ συγκοµιδή µε µηχανικά µέσα) έως την εντατική 

(καλλιέργεια σε θερµοκήπια, υποστύλωση, κλάδεµα, επαναλαµβανόµενη συγκοµιδή 

µε το χέρι). Σε διεθνή κλίµακα, η καλλιέργεια της τοµάτας καταλαµβάνει την τρίτη σε 

έκταση θέση µετά την πατάτα και τη γλυκοπατάτα, ενώ στην Ελλάδα η επιτραπέζια 

τοµάτα καταλαµβάνει τη δεύτερη σε έκταση θέση µετά την πατάτα. Σήµερα η τοµάτα 

παίζει πρωταγωνιστικό ρόλο στη διατροφή, κυρίως των Μεσογειακών λαών. 

Καλλιεργείται για τον καρπό της, ο οποίος καταναλώνεται ώριµος, νωπός, 

αποξηραµένος, σε άλµη, ακέραιος ή σε πολτό. Ακόµη και άωροι καρποί (τοξικοί εάν 

καταναλωθούν νωποί) συντηρούνται σε άλµη ή ξύδι (Ολύµπιος, 2001). 

 

1.1.2 Βοτανικοί χαρακτήρες 

 Η τοµάτα (Solanum lycopersicum) ανήκει στην οικογένεια Solanaceae 

(Σολανίδες) της τάξης Scrophulariales (Personatae – Προσωπανθή). Η οικογένεια 

αυτή περιλαµβάνει φυτά ετήσια, διετή ή πολυετή, ποώδη, θαµνώδη ή δενδρύλλια, 

όρθια ή αναρριχόµενα. Οι ηθµαγγειώδεις δεσµίδες των βλαστών είναι αµφίπλευρες. 

Τα φύλλα συνήθως είναι απλά, φέρονται κατ’ εναλλαγή και σπανιότερα αντίθετα. Τα 

άνθη είναι αρσενικοθήλυκα, σπάνια δίκλινα, ακτινόµορφα, σπάνια ελαφρά 

ζυγόµορφα. Η ταξιανθία είναι κυµατοειδής, συνήθως χωρίς βράκτεια. Ο κάλυκας 

είναι πενταµερής ή αποτελείται από τέσσερα σέπαλα ή πέντε λοβούς. Η στεφάνη είναι 

συµπέταλη, σωληνοειδής, τροχοειδής, αποτελούµενη από πέντε λοβούς. Οι στήµονες 

είναι πέντε, σπάνια τέσσερις ή δύο, διδύναµοι ή κάπως έτσι, ισοµήκεις ή ανισοµήκεις, 

εκφυόµενοι από τη στεφάνη και εναλλασσόµενοι µε τους λοβούς της. Συνήθως σε 

κάθε άνθος υπάρχουν ένα έως δύο στηµονώδη. Η ωοθήκη είναι επιφυής, έχει παχύ 

πλακούντα και αποτελείται από δύο καρπόφυλλα. Ο στύλος είναι ένας και το στίγµα 

ακέραιο ή δίλοβο. Ο καρπός χωρίζεται συνήθως σε δύο, σπάνια σε έναν ή σε τρεις έως 

πέντε χώρους. Κάθε χώρος περιέχει µία ή περισσότερες ανάτροπες σπερµοβλάστες, 

αξονικά τοποθετηµένες. Συνήθως στο άνθος υπάρχει υπόγυνος δίσκος. Ο καρπός είναι 

ράγα ή πολύσπερµη κάψα. Τα σπέρµατα είναι λεία ή βοθρυωτά εξωτερικά. Το σπέρµα 

περιέχει κυρτό ή δακτυλιοειδές έµβρυο και ενδοσπέρµιο. Ορισµένα είδη της 

οικογένειας αυτής είναι ζιζάνια, ενώ άλλα είδη είναι εδώδιµα, φαρµακευτικά ή 

καλλωπιστικά. Τα πιο σηµαντικά γένη της οικογένειας αυτής είναι τα παρακάτω: 
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Atropa, Solanum, Datura, Hyoscyamus, Capsicum, Nicotiana, Cestrum, Schizanthus, 

Lycium, Petunia, Physalis, Lycopersicum, Solandra, Mandragora, Salpiglossis και 

Browallia (Βαρδαβάκης, 1993). 

 Η τοµάτα είναι φυτό ποώδες, ετήσιο, διετές και σπανιότερα πολυετές, που 

φτάνει τα 1-3 m σε ύψος. Ολόκληρο το φυτό της τοµάτας καλύπτεται από αδενώδεις 

τρίχες οι οποίες αναδίδουν ένα δυνατό άρωµα όταν σπάζουν. Το φυτό της τοµάτας 

αναπτύσσει ευδιάκριτη κεντρική ρίζα, αρκετές δευτερεύουσες και ριζικά τριχίδια, 

όταν ο σπόρος σπέρνεται απευθείας στη µόνιµη θέση. Στην περίπτωση αυτή η 

πασσαλώδης ρίζα µπορεί να φτάσει σε βάθος 60 cm. Επειδή όµως, κατά κανόνα 

τουλάχιστον, στην καλλιέργεια στο θερµοκήπιο η τοµάτα µεταφυτεύεται µία ή 

περισσότερες φορές, η κεντρική ρίζα κόβεται, καταστρέφεται και το φυτό αρχίζει να 

παράγει µε "ευκολία" πολλές δευτερεύουσες πλευρικές ρίζες οι οποίες εξαπλώνονται 

επιφανειακά χωρίς να εισχωρούν σε µεγάλο βάθος. Οι δευτερεύουσες αυτές πλευρικές 

ρίζες παράγονται ακόµη και από το λαιµό του φυτού, γεγονός που θεωρείται 

πλεονέκτηµα, γιατί διευκολύνει τη µεταφύτευση του φυτού ακόµη και µε γυµνή ρίζα ή 

µπάλα χώµατος, χωρίς αυτό να σηµαίνει ότι αυτή είναι και η ενδεδειγµένη τεχνική της 

καλλιέργειας της τοµάτας. Το γεγονός ότι το φυτό εύκολα παράγει νέες ρίζες από το 

λαιµό του, βοηθά στη διαπίστωση των συνθηκών κάτω από τις οποίες ζει και 

αναπτύσσεται το ριζικό σύστηµα. Για παράδειγµα, εάν παρατηρηθούν εξογκώµατα ή 

εναέριες ρίζες στην περιοχή του λαιµού του φυτού, δηµιουργείται η υποψία ότι η 

κατάσταση στο ριζόστρωµα είναι προβληµατική, λόγω π.χ. κακού αερισµού, 

υπερβολικής υγρασίας, συµπίεσης του εδάφους, κ.α. (Ολύµπιος, 2001).  

 Ο βλαστός της τοµάτας έχει κυλινδρικό σχήµα και εσωτερικά είναι πλήρης. Στα 

πρώτα στάδια της ανάπτυξής του είναι τρυφερός, εύθραυστος, χυµώδης και µαλακός. 

Αργότερα όµως γίνεται σταδιακά πιο σκληρός, αποκτά µηχανική αντοχή, χωρίς να 

ξυλοποιείται και είναι σχετικά εύθραυστος. Ο κεντρικός βλαστός φέρει τα πραγµατικά 

φύλλα, στις µασχάλες των οποίων υπάρχουν οφθαλµοί που δίνουν πλευρικούς 

βλαστούς. Πολλές φορές, οι πλευρικοί βλαστοί που βρίσκονται κοντά στην κορυφή 

του φυτού είναι τόσο ζωηροί, που µε δυσκολία µπορεί κανείς να ξεχωρίσει ποιος είναι 

ο κεντρικός βλαστός και ποιος ο πλευρικός. Στην κορυφή του στελέχους µπορεί να 

υπάρχουν ταξιανθίες ή διακλαδώσεις στελεχών (Ολύµπιος, 2001). 

 Το φυτό της τοµάτας έχει σύνθετα πραγµατικά φύλλα. Κάθε φύλλο αποτελείται 

από ζεύγη φυλλαρίων και παράφυλλων, µε ένα µόνο φυλλάριο στην άκρη. Ο αριθµός 

των ζευγών φυλλαρίων σε κάθε φύλλο διαφέρει ανάλογα µε την ποικιλία και τη θέση 



12 

του φύλλου επί του βλαστού. Είναι δυνατόν να συναντηθούν ποικιλίες µε τρία, 

τέσσερα ή πέντε ζεύγη φυλλαρίων. Τα πρώτα πραγµατικά φύλλα µιας συγκεκριµένης 

ποικιλίας έχουν µικρότερο αριθµό ζευγών. Εκτός από τον αριθµό των ζευγών, και το 

µέγεθος των φύλλων (µήκος - πλάτος) που είναι χαρακτηριστικό της κάθε ποικιλίας, 

επηρεάζεται όµως και από τις συνθήκες καλλιέργειας. Συνήθως οι µεγαλόκαρπες 

ποικιλίες έχουν πιο µακριά και πιο πλατιά φύλλα, ενώ στις µικρόκαρπες ποικιλίες οι 

διαστάσεις των φύλλων είναι µικρότερες. Τα φύλλα εµφανίζονται σε ελικοειδή 

διάταξη πάνω στο βλαστό. Καλύπτονται από αδενώδεις τρίχες, που εκκρίνουν µια 

ουσία µε χαρακτηριστικό άρωµα. Η επάνω επιφάνεια των φύλλων έχει χρώµα 

λαµπερό βαθύ πράσινο και η κάτω ελαιώδες ανοικτό πράσινο (Ολύµπιος, 2001). 

 Τα άνθη της τοµάτας εµφανίζονται σε ταξιανθίες (σταυρούς) από δύο έως τρία 

άνθη ανά ταξιανθία µέχρι 20 ή και περισσότερα. Ένας µέσος επιθυµητός αριθµός 

ανθέων ανά ταξιανθία που θα εξελιχθεί σε καρπούς είναι έξι έως οχτώ άνθη. Οι 

ταξιανθίες εµφανίζονται επί των βλαστών του φυτού και διακλαδίζονται συµµετρικά ή 

ασύµµετρα, ανάλογα µε την ποικιλία. Στο άκρο κάθε διακλάδωσης υπάρχει και ένα 

άνθος. Το άνθος (Εικόνα 1), φέρει πράσινο δερµατώδη κάλυκα που αποτελείται από 

πέντε ή περισσότερα σέπαλα, στεφάνη κίτρινη µε πέντε ή περισσότερα ενωµένα 

πέταλα, πέντε ή περισσότερους στήµονες ενωµένους στη βάση τους µε τη στεφάνη 

και ενωµένους κατά µήκος µεταξύ τους, ώστε να σχηµατίζουν κώνο γύρω από τον 

στύλο ο οποίος είναι συνήθως πιο κοντός και εγκλωβίζεται από τους ανθήρες, στίγµα 

και ύπερο µε καλά αναπτυγµένη ωοθήκη. Η ωοθήκη είναι πολύχωρη µε δύο έως επτά 

ή και περισσότερους χώρους και κάθε χώρος έχει πολλά ωάρια (Ολύµπιος, 2001).  

 

  

  Εικόνα 1: Ανατοµία του άνθους της τοµάτας  

 

 Τα άνθη είναι ερµαφρόδιτα και αυτογονιµοποιούνται, αν και κάτω από 

ορισµένες συνθήκες µπορεί να σταυρογονιµοποιηθούν. Η κατασκευή του άνθους µε 
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το στύλο πιο κοντό και το στίγµα να περιβάλλεται από τον κώνο που σχηµατίζουν οι 

ανθήρες, βοηθά στην αυτογονιµοποίηση. Η τοµάτα είναι ουδέτερο φυτό όσον αφορά 

τον φωτοπεριοδισµό ή µπορεί να ευνοείται από συνθήκες µικρής ηµέρας.                   

Η γονιµοποίηση γίνεται δύο µέρες περίπου µετά την επικονίαση και επηρεάζεται 

σηµαντικά από τη σχετική υγρασία του περιβάλλοντος, την ταχύτητα του ανέµου και 

τη θερµοκρασία. Μετά τη γονιµοποίηση η ανάπτυξη και ωρίµανση του καρπού γίνεται 

συνήθως σε διάστηµα 45-60 ηµερών, που εξαρτάται από την ποικιλία, τις κλιµατικές 

και τις καλλιεργητικές συνθήκες. 

 Ο καρπός της τοµάτας είναι πολύχωρος ράγα, µε ποικίλα σχήµατα και 

αποτελείται από τον φλοιό, τη σάρκα (πούλπα) και τους σπόρους. Ο φλοιός 

σχηµατίζεται από άχρωµα ή κίτρινα πολυγωνικά, λεία κύτταρα που σχηµατίζουν µία 

µεµβράνη. Η σάρκα σχηµατίζεται από µεγάλα, ωοειδή κύτταρα που περιέχουν τη 

χρωστική ουσία λυκοπένιο. Ο καρπός ποικιλιών µε δύο χώρους είναι συνήθως 

σφαιρικός, ενώ αυτών µε τρεις, τέσσερις, πέντε ή περισσότερους χώρους είναι 

πεπλατυσµένος και µερικές φορές ακανόνιστος. Το βάρος του καρπού είναι, συνήθως, 

στις βιοµηχανικές ποικιλίες 60-120 g και στις επιτραπέζιες 150-300 g. Το χρώµα του 

καρπού είναι συνήθως κόκκινο, υπάρχουν όµως και ποικιλίες που έχουν χρώµα 

πορτοκαλί, κίτρινο, ροζ ή λευκό. Ο χρωµατισµός των καρπών της τοµάτας οφείλεται 

σε δύο χρωστικές, το καροτένιο (κίτρινο) και το λυκοπένιο (κόκκινο), και επηρεάζεται 

από τη σχέση των χρωστικών αυτών και την θερµοκρασία του περιβάλλοντος. Το 

κόκκινο χρώµα οφείλεται στο καροτενοειδές λυκοπένιο ενώ το πορτοκαλί στο β-

καροτένιο (προβιταµίνη Α). Σε µικρότερες ποσότητες υπάρχουν επίσης άλλα 

καροτενοειδή και ξανθοφύλλες. Το λυκοπένιο δε χρειάζεται φως για να σχηµατισθεί. 

Οι καρποί µετά τη συγκοµιδή κοκκινίζουν και στο σκοτάδι. Θερµοκρασίες άνω των 

32 oC εµποδίζουν τη σύνθεση του λυκοπένιου, όχι όµως του β-καροτένιου, γι’ αυτό 

και όταν επικρατούν υψηλές θερµοκρασίες οι καρποί δεν έχουν βαθύ κόκκινο χρώµα 

αλλά πορτοκαλί. 

 Οι καρποί της τοµάτας περιέχουν 94-95% νερό, ενώ το υπόλοιπο 5-6% 

συνίσταται κυρίως από σάκχαρα, οργανικά οξέα και άλλα συστατικά (Εικόνα 2). 

Κατά την ωρίµανσή τους, συµβαίνουν δραµατικές µεταβολές στη χηµική σύσταση οι 

οποίες προσδίδουν στον καρπό χαρακτηριστική γεύση, άρωµα και υφή (Tigchelaar, 

1986).  
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Εικόνα 2: Συστατικά ενός ώριµου τυπικού καρπού τοµάτας 

 

 Οι βιοµηχανικές ποικιλίες έχουν πιο παχιά κυτταρικά τοιχώµατα και υψηλότερη 

περιεκτικότητα σε διαλυτά στερεά. Οι καρποί είναι σηµαντική πηγή αντιοξειδωτικών 

και βιταµίνης C. Μερικές ποικιλίες βελτιώνονται ειδικά για υπέρ υψηλή 

περιεκτικότητα σε καροτενοειδή και χρησιµοποιούνται στη βιοµηχανία. Η τοµάτα 

αποτελεί ιδανικό φυτό για γενετικές µελέτες λόγω του απλού συστήµατος 

αναπαραγωγής, της ευκολίας της καλλιέργειας και της µεγάλης γενετικής 

ποικιλοµορφίας σε καλλιεργούµενα και αγρίου τύπου είδη (Tigchelaar, 1986). 

 Ο σπόρος της τοµάτας είναι ωοειδής, πεπλατυσµένος, χρώµατος κίτρινο-καφέ-

χρυσαφένιος και η επιφάνειά του καλύπτεται µε τριχοειδείς αποφύσεις που του δίνουν 

µεταξώδη επιφάνεια (διαφορά από µελιτζάνα και πιπεριά). Οι σπόροι διατάσσονται 

πάνω στον κεντρικό άξονα, στο κέντρο της ράγας και βρίσκονται µέσα σε 

καθορισµένους χώρους, που έχουν ακτινωτή διάταξη. Καλύπτονται από ένα κιτρινωπό 

υγρό που περιέχει κυτταρίνη, ηµικυτταρίνη και πηκτίνες. Το µέγεθος των σπόρων 

είναι µικρό µε διάµετρο 3-5 mm. Εσωτερικά ο σπόρος φέρει κυρτό (σπειροειδές) 

έµβρυο που περιβάλλεται από ένα µικρό ενδοσπέρµιο. Ο σπόρος της τοµάτας διατηρεί 

υπό κανονικές συνθήκες αποθήκευσης τη βλαστικότητά του για τέσσερα τουλάχιστον 

χρόνια µετά τη συγκοµιδή του, εάν όµως αποθηκευτεί σε χαµηλή θερµοκρασία και µε 

χαµηλή περιεκτικότητα των σπόρων σε υγρασία, εύκολα διατηρεί τη βλαστικότητά 

του για πάνω από 10 χρόνια. Ένα γραµµάριο σπόρου περιέχει περίπου 450 σπέρµατα 

(Ολύµπιος, 2001).  
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1.1.3 Εδαφοκλιµατικές απαιτήσεις 

 Η τοµάτα είναι φυτό θερµής εποχής και ευπαθές στον παγετό, µε άριστη 

θερµοκρασία ανάπτυξης τους 21-23ºC. Οι πολύ χαµηλές και οι πολύ υψηλές 

θερµοκρασίες µπορεί να προκαλέσουν προβλήµατα στην διαµόρφωση του καρπού και 

παραµορφώσεις. Επίσης χρειάζεται άµεση ηλιοφάνεια. Τα σκιασµένα φυτά µπορεί να 

έχουν προβλήµατα στην διαµόρφωση του καρπού ή καθυστέρηση καρποφορίας. Η 

τοµάτα µπορεί να καλλιεργηθεί σε όλες σχεδόν τις κατηγορίες εδαφών (οργανικά, 

ελαφρά, µέσης συστάσεως, ακόµη και βαριά) αρκεί να στραγγίζουν καλά. Το άριστο 

pH εδάφους ανάπτυξης των φυτών κυµαίνεται µεταξύ 5.5 και 7.5. Σε όλες τις 

περιπτώσεις, είναι επιθυµητή η µεγάλη περιεκτικότητα του εδάφους σε οργανική 

ουσία καθώς και σε ανόργανα θρεπτικά στοιχεία. Πρέπει να αποφεύγονται τα 

αλατούχα εδάφη. Επίσης, είναι απαραίτητο να αποφεύγονται οι υψηλές 

συγκεντρώσεις των µεταλλικών αλάτων κοντά στο ριζικό σύστηµα, γιατί προκαλείται 

περιορισµένη βλάστηση της καλλιέργειας και ατροφία στις ρίζες. Η διάρκεια του 

βιολογικού κύκλου της τοµάτας, εξαρτάται από τις κλιµατικές συνθήκες και κατά 

δεύτερο λόγο από την ποικιλία. Το φυτό χρειάζεται το λιγότερο τέσσερις µήνες χωρίς 

παγετούς για να µπορέσει να συµπληρώσει τον βιολογικό του κύκλο, από τη σπορά 

µέχρι την έναρξη της συγκοµιδής. 
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1.2 Η πυροφωσφορυλάση της ουριδινοδιφωσφορογλυκόζης 
(UGPάση) 
 

1.2.1 Γενικά  

 Η πυροφωσφορυλάση της ουριδινοδιφωσφορογλυκόζης (UGPάση) (EC 2.7.7.9) 

ανήκει στην οικογένεια των γλυκοζυλοτρανσφερασών (PF01702) (Sonnhammer et 

al., 1997) και εµπλέκεται στην παραγωγή ουριδινοδιφωσφορογλυκόζης (UDP-

γλυκόζη). Η UDP-γλυκόζη είναι η ενεργοποιηµένη µορφή γλυκόζης που υπάρχει σε 

όλους τους οργανισµούς και θεωρείται ένα πρόδροµο µόριο κλειδί για τη σύνθεση 

πολυσακχαριτών. Εµπλέκεται στις αντιδράσεις µεταφοράς γλυκόζης καθώς και ως 

πρόδροµο µόριο για την παραγωγή πολλών ενεργοποιηµένων µορφών σακχάρων. Η 

UGPάση απαντάται σε όλους τους προκαρυωτικούς και ευκαρυωτικούς οργανισµούς, 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στο µεταβολισµό των υδατανθράκων και καταλύει την 

αµφίδροµη αντίδραση παραγωγής UDP-γλυκόζης και πυροφωσφορικών (PPi) από 1-

φωσφορογλυκόζη (Glc-1-P) και ουριδινοτριφωσφορικό οξύ (UTP). Η αντίδραση της 

UGPάσης, είναι συντηρηµένη στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς και γίνεται µε την 

παρουσία ιόντος Mg+2 (Turnquist and Hansen, 1974):  

1-φωσφορο-γλυκόζη + UTP  UDP-γλυκόζη + PPi 

Η παραπάνω αντίδραση εξαρτάται από την µεταβολική κατάσταση των ιστών. Σε 

φωτοσυνθετικούς ιστούς (ώριµα φύλλα), η UGPάση δρα σε συνεργασία µε τη 

συνθάση της φωσφορικής σακχαρόζης (SPS), αφοµοιώνει 1-φωσφορογλυκόζη σε 

UDP-γλυκόζη και εµπλέκεται κυρίως στη σύνθεση σακχαρόζης που είναι το κύριο 

φωτοσυνθετικό προϊόν. Η σακχαρόζη είτε αποθηκεύεται στο χυµοτόπιο είτε 

διακινείται προς τους µη φωτοσυνθετικούς ιστούς όπου υδρολύεται και 

χρησιµοποιείται ως πηγή ενέργειας κατά τη διάρκεια της αναπνοής ή ως πηγή 

άνθρακα για τη βιοσύνθεση κυτταρικών τοιχωµάτων ή προϊόντων του ενδιάµεσου 

µεταβολισµού (Witt, 1992; Kleczkowski, 1994b; Amor et al., 1995; Johansson et al., 

2002; Flores-Diaz et al., 1997; Bishop et al., 2002). Σε µη φωτοσυνθετικούς ιστούς, 

συµπεριλαµβανοµένων και των φυλλικών καταβολών, που εξαρτώνται από τα 

εισαγόµενα αποθέµατα άνθρακα, η UGPάση συνδέεται µε τα µονοπάτια αποδόµησης 

της σακχαρόζης µέσω µετατροπής της UDP-γλυκόζης που παράγεται από τη συνθάση 

της σακχαρόζης (SuSy) (ap Rees, 1992; Winter and Huber, 2000) σε 1-φωσφορο- 
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γλυκόζη για τη χρήση της σε διάφορες µεταβολικές διεργασίες (Winter and Huber, 

2000). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, η δεξαµενή UDP-γλυκόζης στα ώριµα φύλλα 

προέρχεται από την 1-φωσφορογλυκόζη µέσω της αντίδρασης της UGPάσης ενώ 

στους ιστούς κατανάλωσης, η µεγαλύτερη παραγωγή UDP-γλυκόζης προέρχεται από 

τη SuSy (Zrenner et al., 1995; Tang and Sturm, 1999). Η UGPάση και η SuSy 

καταλύουν αντιστρεπτές αντιδράσεις και κατά αυτό τον τρόπο µπορούν να 

εµπλέκονται στη σύνθεση και αποδόµηση της σακχαρόζης, κάτι που εξαρτάται από 

τη µεταβολική κατάσταση του κυττάρου. Σε αναπτυσσόµενα σπέρµατα δηµητριακών, 

η UGPάση µπορεί επίσης να συνδεθεί µε την κυτοπλασµατική ΑGPάση και να 

µετατρέψει άµεσα τη UDP-γλυκόζη σε ΑDP-γλυκόζη που χρησιµοποιείται στη 

βιοσύνθεση αµύλου (Kleczkowski, 1994a). Επίσης, έχει αναφερθεί ότι κάτω από 

συγκεκριµένες συνθήκες (Echeverria et al., 1988; Sasaki et al., 1980) η UDP-γλυκόζη 

είναι δυνατόν να συµµετέχει άµεσα στη βιοσύνθεση του αµύλου. Αυτό επιβεβαιώνει 

τη στενή σχέση των αντιδράσεων µεταβολισµού της σακχαρόζης και σύνθεσης 

αµύλου στα αναπτυσσόµενα σπέρµατα.  

 Η σειρά πρόσδεσης των υποστρωµάτων της αντίδρασης είναι καθορισµένη. 

Πρώτα προσδένεται στο ένζυµο το UTP, κατόπιν η 1-φωσφορο-γλυκόζη, ενώ η UDP-

γλυκόζη προσδένεται νωρίτερα σε σχέση µε τα ανόργανα φωσφορικά στην 

αντίστροφη αντίδραση (Tsuboi et al., 1969; Lamerz et al., 2006). Η κατεύθυνση της 

αντίδρασης ποικίλει ανάλογα µε την ιστοειδίκευση, προς παραγωγή UDP-γλυκόζης 

σε νεαρά και ώριµα φύλλα και στην αντίθετη κατεύθυνση στις φυλλικές καταβολές 

(Kleczkowski et al., 2004). 

 Στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς, η UDP-γλυκόζη χρησιµοποιείται για τη 

σύνθεση αποθησαυριστικών πολυσακχαριτών όπως είναι το γλυκογόνο στα ζώα 

(Alonso et al., 1995), τα τµήµατα γλυκανών στα γλυκολιπίδια και στις 

γλυκοπρωτεΐνες, οι δισακχαρίτες τρεχαλόζης στις ζύµες, η σακχαρόζη που είναι η 

κύρια ουσία µεταφοράς των υδατανθράκων στα φυτά (Feingold and Barber, 1990; 

Mikami et al., 2001; Bishop et al., 2002; Yagi et al., 2003) και οι δοµικοί 

πολυσακχαρίτες π.χ. κυτταρίνη (Gibeaut, 2000). Πιο συγκεκριµένα, η UDP-γλυκόζη 

είναι πρόδροµο µόριο στη σύνθεση της κυτταρίνης και της καλλόζης που λαµβάνει 

χώρα στο πλασµάλληµα και συνεισφέρει κατά τον τρόπο αυτό έµµεσα στο 

σχηµατισµό όλων των άλλων πολυσακχαριτών των κυτταρικών τοιχωµάτων 

(Schlüpmann et al., 1994; Amor et al., 1995; Gibeaut, 2000; Johansson et al., 2002; 

Seifert, 2004). Η UDP-γλυκόζη είναι επίσης το πρόδροµο µόριο του UDP-
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γλυκουρονικού οξέος (Aw and Jones, 1982, 1984) και της UDP-γαλακτόζης που είναι 

δότες γλυκοσυλίων και συνεισφέρουν σε διάφορες διαδικασίες όπως η σύνθεση των 

πρωτεογλυκανών (Silbert and Sugumaran, 1995). Στην αντίθετη κατεύθυνση, οι 

αντιδράσεις που καταλύονται από την τρανσφεράση της ουριδιλυλο-1-

φωσφορογαλακτόζης (GALT) και την επιµεράση της UDP-γαλακτόζης απαιτούνται 

για την χρήση της γαλακτόζης (Frey, 1996). Λειτουργικά προβλήµατα στα ένζυµα 

αυτού του µονοπατιού έχουν ως αποτέλεσµα τη γαλακτοζαιµία, µια σοβαρή ασθένεια 

που προκαλείται από τη δυσλειτουργία στο µεταβολισµό της γαλακτόζης. Το 

γενετικά αποµακρυσµένο συγγενές βακτηριακό οµόλογο της UGPάσης (GalU), 

λαµβάνει µέρος στη σύνθεση πολυσακχαριτών του κυτταρικού τοιχώµατος του 

βακτηρίου που θεωρείται σηµαντικό για τη µολυσµατικότητα ορισµένων παθογόνων 

βακτηρίων (Chang et al., 1996; Dean and Goldberg, 2002). 

 Η σακχαρόζη είναι η κυριότερη µορφή µεταφοράς σκελετών άνθρακα στα φυτά 

καθώς είναι η κύρια πηγή ενέργειας και σκελετών άνθρακα όλων των βιοµορίων. 

Προσφέρει επίσης τις πρώτες ύλες από τις οποίες τα φυτά βιοσυνθέτουν τα κυτταρικά 

τους τοιχώµατα. Από τα παραπάνω γίνεται κατανοητό ότι οποιαδήποτε ρύθµιση της 

βιοσύνθεσης των σακχάρων, ειδικότερα της σακχαρόζης είναι πρωτεύοντος 

ενδιαφέροντος στην κατανόηση των στρατηγικών αύξησης και ανάπτυξης ενός 

φυτού. Επιπλέον, τα σάκχαρα θεωρούνται ισχυροί ρυθµιστές της έκφρασης των 

γονιδίων µέσω π.χ της εξοζοκινάσης (HXK) και του µηχανισµού µετατροπής εξοζών 

(Kleczkowski et al., 2004). 

 Παρά τη σηµαντική θέση της στο σταυροδρόµι σύνθεσης ή και διάσπασης της 

σακχαρόζης, η UGPάση δεν έχει λάβει την απαραίτητη προσοχή σε σχέση µε τα άλλα 

ένζυµα του µεταβολισµού της σακχαρόζης. Ένας από τους λόγους είναι ότι αυτό το 

ένζυµο έχει µεγάλη δραστικότητα (σε σχέση µε άλλα) στο µονοπάτι της σακχαρόζης 

και πιθανώς να µην έχει ρυθµιστικό ρόλο στη ροή άνθρακα από και προς την 

σακχαρόζη. Επιπλέον, µελέτη της UGPάσης της πατάτας µε τη χρήση 

αντινοηµατικού RNA έδειξε ότι η µείωση κατά 96% της δραστικότητας της 

UGPάσης στους κονδύλους δεν επέφερε καµία αλλαγή στα επίπεδα των σακχάρων 

(Zrenner et al., 1993). Όµως, υπάρχουν πολλές ενδείξεις για το ρυθµιστικό ρόλο της 

UGPάσης σε επίπεδο γονιδίων και πρωτεϊνών και έχουν δηµιουργηθεί ερωτήµατα εάν 

κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες το ένζυµο καθορίζει την ταχύτητα των 

αντιδράσεων. 
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1.2.2 ∆οµή του ενζύµου 

 Το µόριο της UGPάσης στους ευκαρυωτικούς οργανισµούς αποτελείται από 500 

περίπου αµινοξέα και βρίσκεται σε αφθονία στο κυτταρόπλασµα. Οι ευκαρυωτικές 

αλληλουχίες είναι υψηλά συντηρηµένες, π.χ η UGPάση του ανθρώπου και του 

Saccharomyces cerevisiae είναι κατά 55% ταυτόσηµες πράγµα που πιθανόν να 

σηµαίνει και υψηλή οµολογία σε δοµικό επίπεδο (Daran et al., 1995; Peng and 

Chang, 1993). Ισότυποι µε υψηλή οµολογία υπάρχουν σε πολλά είδη (Bishop et al., 

2002; Duggleby et al., 1996; Kleczkowski et al., 2004). 

 Για τα φυτικά οµόλογα της UGPάσης έχει προταθεί η ύπαρξη µονοµερών και 

διµερών µορφών που µπορεί να συνυπάρχουν (Kleczkowski et al., 2005; Martz et al., 

2002), σε αντίθεση µε τα ζώα που φαίνεται ότι σχηµατίζουν οκταµερή σύµπλοκα 

(Turnquist and Hansen, 1974). Επίσης, έχει προταθεί ότι η δοµή της UGPάσης του 

πρωτόζωου παράσιτου Leishmania major είναι µονοµερής (Lamerz et al., 2006). 

 

1.2.2.1 ∆οµή της UGPάσης στο Saccharomyces cerevisiae 

 Οι Roeben et al (2006) µελέτησαν τη δοµή της UGPάσης στη ζύµη. Η Ugp1p 

στο S. cerevisiae θεωρείται απαραίτητη για τη βιωσιµότητά της (Daran et al., 1995). 

Η Ugp1p σχηµατίζει οµοοκταµερή που αποτελούν την ενεργή µορφή του ενζύµου 

τόσο σε διαλύµατα όσο και σε κρυσταλλική µορφή. Οι υποµονάδες της Ugp1p 

αποτελούνται από τρεις περιοχές, µε το ενεργό κέντρο να εδράζεται στην κεντρική 

περιοχή SpsA GnT I (SGC). Η σύνδεση στο οκταµερές επιτυγχάνεται µεταξύ των 

αριστερόστροφων β-ελίκων στις C-τελικές περιοχές που σχηµατίζουν µια 

δακτυλιοειδή σωληνοειδή δοµή στον πυρήνα του συµπλόκου. Οι καταλυτικές 

περιοχές που συνδέονται µε το πλαίσιο στήριξης του πυρήνα δεν επικοινωνούν άµεσα 

µεταξύ τους, πράγµα που συµφωνεί µε απλές κινητικές Michaelis-Menten που 

βρέθηκαν για την Ugp1p. Η ύπαρξη συντηρηµένων υδρόφοβων καταλοίπων στις 

επιφάνειες των υποµονάδων δείχνει ότι όλα τα οµόλογα των µυκήτων και των ζώων 

σχηµατίζουν αυτή την τεταρτοταγή δοµή σε αντίθεση µε την µονοµερή δοµή των 

φυτικών UGPασών, που έχουν θετικά φορτισµένα κατάλοιπα σε αυτές τις περιοχές 

(Roeben et al., 2006). ∆οµικά, η ευκαρυωτική UGPάση και πιθανόν το προκαρυωτικό 

της οµόλογο (GalU) ανήκουν στην υπεροικογένεια των πρωτεϊνών και µοιράζονται 
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το χαρακτηριστικό συντηρηµένο µοτίβο LxxGxGTxxxxxxPK (Unligil and Rini, 

2000; Wang-Gillam et al., 2000; Mio et al., 1998). 

  

1.2.2.2 ∆οµή των υποµονάδων της Ugp1p 

 Οι Roeben et al (2006) έδειξαν ότι η Ugp1p είναι µια πρωτεΐνη που αποτελείται 

από τρεις περιοχές. Αυτές οι περιοχές είναι διευθετηµένες µε γραµµικό τρόπο έτσι 

ώστε οι Ν- και C- τελικές περιοχές να βρίσκονται στα άκρα και να µην συνδέονται 

άµεσα. Η συγκριτικά µικρότερη Ν-περιοχή που κατά µεγάλο ποσοστό σε 

κρυσταλλική δοµή δεν παρουσιάζει ιδιαίτερη οργάνωση, αποτελείται από ένα κολεό, 

δύο ελικοειδείς περιοχές στο Ν-τελικό άκρο (κατάλοιπα 20-69) και δύο µεγάλους σε 

µέγεθος βρόγχους (κατάλοιπα 187-215 και 339-363) που προεξέχουν από τον 

κεντρικό τοµέα και σχηµατίζουν δοµές β-hairpin. Ο κεντρικός τοµέας ανήκει στην 

οικογένεια του SGC τοµέα και αποτελείται από κεντρικό τµήµα οκτώ β-πτυχωτών 

επιφανειών που γειτνιάζουν µε α-έλικες. Η C-τελική περιοχή αρχίζει στο κατάλοιπο 

389 και ξεκινά µε α-έλικα που ακολουθείται από µια µικρή δοµή β-hairpin και οδηγεί 

σε αριστερόστροφη β-ελικοειδή δοµή. Σε αυτό το δοµικό στοιχείο, οι β-κλώνοι είναι 

γύρω από έναν τριγωνικό πυρήνα από παρεµβαλλόµενες υδρόφοβες πλευρικές 

αλυσίδες µε τους δεσµούς υδρογόνου να ευθυγραµµίζονται κατά µήκος του ελικοειδή 

άξονα. 

 

1.2.2.3 Κατάσταση ολιγοµερίωσης της Ugp1p 

 Οι Roeben et al (2006) έδειξαν ότι η ενδογενής Ugp1p στο S. cerevisiae 

απαντάται ως οκταµερές. ∆εν παρατηρήθηκε αποδιοργάνωσή της σε µικρότερες 

µονάδες στις χρησιµοποιούµενες συγκεντρώσεις του πειράµατος. Γι’ αυτό φαίνεται 

απίθανο να λειτουργούν µηχανισµοί ρύθµισης της δραστικότητας της UGPάσης της 

ζύµης για την οργάνωση και την αποδιοργάνωση του συµπλόκου. Αντίθετα, στην 

οµόλογη πρωτεΐνη του ανθρώπου UAP όπου οι C-τελικές περιοχές δεσµεύουν το 

ενεργό κέντρο των αντιτασσόµενων υποµονάδων στην διµερή κατάσταση, στη δοµή 

της UGPάσης της ζύµης, οι καταλυτικοί τοµείς της Ugp1p δεν συµµετέχουν στην 

ολιγοµερίωση και γι’ αυτό δεν αναµένεται καµιά σηµαντική παρεµπόδιση της 

ενζυµικής δραστικότητας κατά τη διάρκεια οργάνωσης της πρωτεΐνης. Όµως, η 

UGPάση του κριθαριού σχηµατίζει διµερή και ολιγοµερή αλλά µόνο τα µονοµερή 
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είναι δραστικά (Martz et al., 2002). Οπότε στις φυτικές UGPάσες θα πρέπει να 

υπάρχει άλλος τρόπος οργάνωσης. 

 Στο οκταµερές σύµπλοκο της ζύµης, οι περιφερειακοί Ν-τελικοί τοµείς φαίνεται 

να λειτουργούν ως ρυθµιστικές µονάδες της ενζυµικής δραστικότητας  (Roeben et al., 

2006). Παρόλα αυτά, οι λεπτοµέρειες της ρύθµισης δεν έχουν βρεθεί. Τέλος, είναι 

πιθανόν το Ν-τελικό άκρο της Ugp1p το οποίο είναι εκτεθειµένο στο οκταµερές 

σύµπλοκο του ενζύµου να έχει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της ενζυµικής 

δραστικότητας. 

 

1.2.2.4 Η UDP-Ν-ακετυλογλυκοζαµίνη (AGX1) ως πρότυπο των UGPασών 

 Μεγάλη πρόοδος στις µελέτες των πυροφωσφορυλασών ήταν η κρυστάλλωση 

της ανθρώπινης AGX1 (Peneff et al., 2001). Αυτή η πρωτεΐνη σχετίζεται λειτουργικά 

και έχει περίπου 40% οµολογία στην πρωτεϊνική της ακολουθία µε τις UGPάσες. Σε 

παλαιότερες έρευνες η δοµή της AGX1 χρησιµοποιήθηκε ως πρότυπο για την 

UGPάση του κριθαριού. 

 Η γενικά θεωρούµενη τρισδιάστατη δοµή του µονοµερούς της UGPάσης έχει 

µορφή µπολ (bowl-like) µε το ενεργό κέντρο να βρίσκεται σε ένα κεντρικό αυλάκι.  

Αυτό το σχήµα είναι κοινό για την AGX1 και την UGPάση και ίσως για όλες τις 

πρωτεΐνες τύπου πυροφωσφορυλασών (Peneff et al., 2001). Το ενεργό κέντρο της 

UGPάσης περιέχει αρκετά αµινοξικά κατάλοιπα που είναι σηµαντικά για την 

πρόσδεση του υποστρώµατος και την κατάλυση του ενζύµου. Η Trp-191, η Trp-302, 

και η Lys-260 (βασισµένα σε αµινοξική αλληλουχία της UGPάσης του κριθαριού) 

έχουν προταθεί ότι εµπλέκονται στη πρόσδεση της UDP-γλυκόζης στην UGPάση 

(Kazuta et al., 1991; Chang et al., 1996). Στη δοµή της UGPάσης του κριθαριού το 

θετικό φορτίο της Lys-260 µπορεί να σταθεροποιήσει τα αρνητικά φορτία των δύο 

φωσφορικών της UDP-γλυκόζης. Οι Gly-91 και Cys-99 βρίσκονται ανάµεσα σε αυτό 

που οι Peneff et al (2001) αναφέρουν ως δακτύλιο NB, έναν τοµέα κοινό για τις 

πυροφωσφορυλάσες. Η Cys-99 του κριθαριού βρίσκεται στο µέσο του δακτυλίου και 

πάνω από τα δύο φωσφορικά της UDP-γλυκόζης, µια ιδανική δηλαδή θέση για 

πρόσδεση και σταθεροποίηση της γέφυρας των πυροφωσφορυλασών. Αντίθετα η 

Gly-91 βρίσκεται στο άκρο του δακτυλίου ΝΒ και αντιδρά µε το κατάλοιπο της UDP-

γλυκόζης. 
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1.2.2.5 ∆οµή της UGPάσης στο Arabidopsis thaliana 

 Οι McCoy et al (2007) παρουσίασαν τρεις κρυσταλλικές δοµές της UGPάσης 

που κωδικοποιούνται από το γονίδιο At3g03250 στο Arabidopsis thaliana. Η πρώτη 

δοµή αναφέρεται στο ένζυµο και οι άλλες δύο παρουσιάζουν το ένζυµο 

προσδεδεµένο µε την UDP-γλυκόζη ή το UTP αντίστοιχα. Οι τρεις δοµές 

αποκάλυψαν µια καταλυτική περιοχή παρόµοια µε αυτή άλλων νουκλεοτιδυλο-

γλυκοζυλο-πυροφωσφορυλασών µε µια C-τελική περιοχή β-έλικας µε µοναδικό 

προσανατολισµό. Παρατηρήθηκαν αλλαγές στη διαµόρφωση του πρωτεϊνικού µορίου 

µεταξύ του ενζύµου και του συµπλόκου δέσµευσης του υποστρώµατος. Ο 

νουκλεοτιδικός δακτύλιος πρόσδεσης και η C-τελική περιοχή που περιλαµβάνουν το 

καταλυτικά σηµαντικό κατάλοιπο Lys360 κινούνται εντός και εκτός του ενεργού 

κέντρου µε συντονισµένο τρόπο.  

 Η UGPάση σχηµατίζει τέσσερις δοµικές περιοχές (Εικόνα 3) οι οποίες 

αποτελούνται από 469 κατάλοιπα. Η µεγαλύτερη περιοχή περιλαµβάνει τα κατάλοιπα 

56-160, 193-249, 291-317 και 334-359. Αυτή η κεντρική περιοχή αποτελείται από µια 

β-πτυχωτή επιφάνεια οκτώ κλώνων που σχηµατίζει τον πυρήνα του ενζύµου. Η β-

πτυχωτή επιφάνεια περιβάλλεται από έλικες και από τις δύο πλευρές και επεκτείνεται 

σε µια µικρή β-πτυχωτή επιφάνεια δύο κλώνων. Οι άλλες τρεις περιοχές είναι 

µικρότερες, προεξέχουν της κεντρικής και σχηµατίζουν µια θετικά φορτισµένη 

κοιλότητα ενεργού κέντρου. Η µεγαλύτερη περιοχή από αυτές είναι η C-τελική 

περιοχή που περιέχει τα κατάλοιπα 360-469. Αυτή η περιοχή αποτελείται κυρίως από 

µια β-έλικα που σχηµατίζεται από δύο παράλληλες πτυχωτές επιφάνειες, λίγες έλικες 

και µια β-πτυχωτή επιφάνεια δύο κλώνων. Η N-τελική περιοχή αποτελείται από τα 

κατάλοιπα 6-40, 161-192 και 318-333, ενώ η περιοχή όπου προσδένεται η σακχαρόζη 

αποτελείται από τα κατάλοιπα 41-55 και 250-290 που έχουν κυρίως δοµή έλικας 

αλλά αποτελούνται και από δύο β-κλώνους και σχηµατίζουν µια β-πτυχωτή επιφάνεια 

τεσσάρων αντιπαράλληλων κλώνων. Το ενεργό κέντρο του ενζύµου βρίσκεται σε 

κοιλότητα της επιφάνειας των παραπάνω τεσσάρων περιοχών, µε ευδιάκριτη 

δυνατότητα θετικής ηλεκτροστατικής επιφάνειας (McCoy et al., 2007). 
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Εικόνα 3: H δοµή του µονοµερούς της UGPάσης στο Arabidopsis thaliana. Οι περιοχές που αποτελούν 
το ένζυµο είναι οι εξής: κεντρική περιοχή (µπλε), C-τελική περιοχή (κόκκινο), N-τελική περιοχή (µωβ), 
περιοχή πρόσδεση της σακχαρόζης (πράσινο) (McCoy et al., 2007). 

 

1.2.2.6 Κατάσταση ολιγοµερίωσης της UGPάσης στο Arabidopsis thaliana 

 Η κρυσταλλική δοµή κατέδειξε την παρουσία διµερούς µορφής του ενζύµου 

παρά τις ενδείξεις που πρότειναν την ύπαρξη µόνο µονοµερών. Ο προσανατολισµός 

των µονοµερών στο διµερές είναι τέτοιος ώστε η N-τελική περιοχή κάθε µονοµερούς 

να γειτνιάζει µε το ενεργό κέντρο του άλλου µονοµερούς. Τα κατάλοιπα των 

αµινοξέων που συµµετέχουν σε αυτή την αλληλεπίδραση είναι τα 170-182, 256, 320-

328, 395-402 και 446 και των δύο αλυσίδων, όπως επίσης και τα κατάλοιπα 5 και 6 

της Α αλυσίδας και τα κατάλοιπα 91, 92, 280-284 και 423-426 της Β αλυσίδας. 

Αναλύσεις των αποστάσεων µεταξύ των πολικών ατόµων προτείνουν ότι οι 

υδρόφοβοι δεσµοί δηµιουργούνται µεταξύ των καταλοίπων Lys401 και Asp325 των 

δύο αλυσίδων, µεταξύ της Thr5 της Α αλυσίδας και της Lys284 της Β αλυσίδας 

καθώς και µεταξύ της Asp171 της Α αλυσίδας και της Lys256 της Β αλυσίδας 

(McCoy et al., 2007). 
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1.2.3 Η ρύθµιση της ενεργότητας της UGPάσης 

 

1.2.3.1 Η ολιγοµερίωση ως γενικός ρυθµιστικός µηχανισµός των 

πυροφωσφορυλασών 

 Η ολιγοµερίωση είναι µία από τις ρυθµιστικές διαδικασίες που έχουν σχέση µε 

τη λειτουργία και τη δραστικότητα των πρωτεϊνών (Torshin, 1999; Peneff et al., 

2001; Wilczynska et al., 2003; Perugini et al., 2005). Σε πολλά ένζυµα η ενεργός 

µορφή είναι το µονοµερές ενώ η ανενεργή είναι το ολιγοµερές (ή αντίστροφα), κάτι 

που υπογραµµίζει τη σηµασία των αλληλεπιδράσεων µεταξύ των µονοµερών. 

Παρόλο που το φαινόµενο της ολιγοµερίωσης έχει µελετηθεί αρκετά in vitro ως 

µέρος των διαδικασιών αναδίπλωσης των πρωτεϊνών, οι φυσιολογικοί µηχανισµοί και 

οι βιολογικοί ρόλοι της ολιγοµερίωσης δεν είναι πλήρως κατανοητοί. 

 Με τη χρήση χρωµατογραφίας µοριακών ηθµών και ηλεκτροφόρηση µη 

µετουσιωµένων πρωτεϊνών, βρέθηκε ότι η UGPάση του κριθαριού υπάρχει σε µίγµα 

µονοµερών, διµερών και υψηλότερης τάξης ολιγοµερών, µε το µονοµερές να είναι 

πιο δραστικό (Martz et al., 2002). Η ολιγοµερίωση της UGPάσης πιθανόν έχει 

ρυθµιστικό ρόλο και είναι σηµαντική για οποιαδήποτε διαδικασία που απαιτεί UDP-

γλυκόζη ως υπόστρωµα. 

 Οι Kleczkowski et al (2005) ερεύνησαν τους παράγοντες που επηρεάζουν την 

κατάσταση ολιγοµερίωσης του ενζύµου µε τη χρήση ανασυνδυασµένης UGPάσης του 

κριθαριού. Τα αποτελέσµατά τους έδειξαν ότι επάγεται ολιγοµερίωση µετά από 

επώαση της UGPάσης άγριου τύπου µε φωσφορικά ή ρυθµιστικό διάλυµα Tris, ενώ 

τα ρυθµιστικά διαλύµατα Mops και Hepes αποδιατάσσουν τελείως τα ολιγοµερή σε 

µονοµερή που είναι και η ενεργός µορφή του ενζύµου. Παρόµοια αποτελέσµατα µε 

τους παραπάνω χειρισµούς παρατηρήθηκαν και από τα µεταλλάγµατα της UGPάσης 

KK127-128LL και C99S. Παρόλα αυτά, τα ρυθµιστικά διαλύµατα είχαν µικρή δράση 

στην κατάσταση ολιγοµερίωσης του µεταλλάγµατος LIV135-137NIN. Η σύσταση 

του ρυθµιστικού διαλύµατος δεν έπαιζε ρόλο στη δραστικότητα της UGPάσης 

εφόσον η συγκέντρωση της πρωτεΐνης ήταν µικρότερη από 20 ng/ml. Όµως σε 

υψηλότερες συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης το Tris, αλλά όχι το Mops και το Hepes 

είχε ως αποτέλεσµα την υποεκτίµηση της δραστικότητας του ενζύµου. Τέλος, 

αναφέρεται (Kleczkowski et al., 2005) ότι η κατάσταση ολιγοµερίωσης της UGPάσης 
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µπορεί να ελεγχθεί από λεπτές αλλαγές του ρυθµιστικού διαλύµατος και από την 

αραίωση της πρωτεΐνης.  

 Οι Kleczkowski et al (2005) έδειξαν ότι: (α) η ολιγοµερίωση της UGPάσης 

άγριου τύπου αλλά όχι του NIN µεταλλάγµατος είναι αναστρέψιµη, (β) κάποια 

ρυθµιστικά διαλύµατα έχουν αντίθετα αποτελέσµατα στη δοµική συνάφεια των 

µονοµερών της UGPάσης και (γ) η αραίωση του ενζύµου πιθανόν επάγει την 

αποολιγοµερίωση της πρωτεΐνης ανεξάρτητα του χρησιµοποιούµενου ρυθµιστικού 

διαλύµατος και οδηγεί στο σχηµατισµό δραστικών µονοµερών. Η κατάσταση 

ολιγοµερίωσης του ενζύµου µπορεί να ελεγχθεί από λεπτές αλλαγές του υδρόφοβου 

περιβάλλοντος καθώς και από συνθήκες µοριακού συνωστισµού. 

 Όπως αναφέρθηκε και προηγουµένως το µετάλλαγµα της UGPάσης του 

κριθαριού LIV135-137NIN το οποίο παρουσίαζε αδυναµία αποολιγοµερισµού, είχε 

επίσης πολύ µικρή ενζυµική δραστικότητα (Martz et al., 2002). Αυτό ίσως σηµαίνει 

ότι η ικανότητα αποπολυµερισµού µπορεί να είναι σηµαντική για την καταλυτική 

αποτελεσµατικότητα του ενζύµου. 

 

1.2.3.2 Άλλοι µηχανισµοί ρύθµισης της ενεργότητας της UGPάσης 

 Σε ζωικούς ιστούς και µύκητες, η UGPάση υπόκειται σε ρύθµιση σε αρκετά 

επίπεδα και αυτό επειδή λειτουργεί στο σταυροδρόµι κατανάλωσης υδατανθράκων 

µέσω της γλυκόλυσης και δηµιουργίας του αποθηκευτικού γλυκογόνου. Στη ζύµη    

S. cerevisiae, η PAS κινάση (µία κινάση σερίνης/θρεονίνης) "ενοχοποιείται" για τη 

µείωση της έκφρασης της UGPάσης και της σύνθεσης του γλυκογόνου µέσω άµεσης 

φωσφορυλίωσης και αποφωσφορυλίωσης µεταφραστικών παραγόντων (Rutter et al., 

2002). Τέλος, υπάρχουν ενδείξεις για τη ρύθµιση των φυτικών UGPασών σε επίπεδο 

αντιγραφής (Ciereszco et al., 2001a,b). 

 Εκτός της ολιγοµερίωσης, στους πιθανούς µεταµεταφραστικούς τρόπους 

ρύθµισης της UGPάσης, περιλαµβάνονται η φωσφορυλίωση (Rutter et al., 2002) και 

η Ο-γλυκοζυλίωση (Wells et al., 2003). Οι παράγοντες που σχετίζονται µε τη 

δραστικότητα της UGPάσης µέσω µεταµεταφραστικής ρύθµισης περιλαµβάνουν 

καταπόνηση µέσω έλλειψης φωσφορικών, έκθεση στο ψύχος ή και στο φως, 

τροφοδοσία σακχαρόζης, αλατότητα και τοξικότητα καδµίου (Ciereszko et al., 

2001a,b, 2005; Goulard et al., 2001; Repetto et al., 2003; Kleczkowski et al., 2004; 

Ciereszko and Kleczkowski, 2005). 
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 Οι Ciereszko et al (2005) µελέτησαν τις επιπτώσεις της έλλειψης ανόργανων 

φωσφορικών, της προσθήκης σακχαρόζης και της έκθεσης σε φως και σε σκοτάδι 

στην έκφραση του γονιδίου της UGPάσης στο Arabidopsis. Η έλλειψη των 

φωσφορικών αύξησε την έκφραση του Ugp γονιδίου, τη δραστικότητα της UGPάσης 

και τη συγκέντρωση της πρωτεΐνης. Στα µεταλλάγµατα pho1 (που παρουσίαζαν 

έλλειψη φωσφορικών) το γονίδιο εκφράστηκε περισσότερο σε φύλλα που εκτέθηκαν 

στο σκοτάδι αλλά όχι στα φύλλα των φυτών αγρίου τύπου. Στα φυτά αγρίου τύπου 

όσο και στα µεταλλάγµατα pho η καθηµερινή έκθεση στο φως αύξησε την έκφραση 

του γονιδίου. Στα φύλλα των µεταλλαγµάτων pho1 και pho2 (που παρουσίαζαν 

συσσώρευση φωσφορικών) το ποσοστό της γλυκόζης και της φρουκτόζης παρέµεινε 

αµετάβλητο, ανεξαρτήτως των συνθηκών φωτισµού. Τα pho1 φυτά όµως, είχαν πολύ 

µεγαλύτερα επίπεδα σακχαρόζης και αµύλου στο σκοτάδι σε σύγκριση µε τα pho2 

φυτά και αυτά του άγριου τύπου. Η έκφραση του γονιδίου αυξήθηκε όταν φύλλα 

φυτών άγριου τύπου τροφοδοτήθηκαν µε σακχαρόζη, αλλά η έκφρασή του στα pho2 

φυτά ήταν µικρότερη µετά από αυτόν το χειρισµό σε σχέση µε τα pho1 φυτά και αυτά 

του αγρίου τύπου. Η έκφραση του Ugp στα µεταλλάγµατα pgm1 και sex1 που 

παρουσίαζαν ανωµαλίες στη συσσώρευση αµύλου ή και σακχαρόζης, δεν εξαρτιόταν 

από τη συγκέντρωση του αµύλου και δεν είχε στενή σχέση µε τα επίπεδα διαλυτής 

σακχαρόζης. Το οκαδαϊκό οξύ (ΟΚΑ) µπλόκαρε αποτελεσµατικά την έλλειψη 

ανόργανων φωσφορικών και την εξαρτώµενη της σακχαρόζης έκφραση του Ugp σε 

αποκοµµένα φύλλα, ενώ η σταυροπροστατίνη (STA) είχε πολύ µικρή επίδραση σε 

αυτά τα δύο φαινόµενα (ειδικά στα φύλλα µε τροφοπενία φωσφόρου).  

 Οι Ciereszko et al (2005) πρότειναν ότι η έκφραση του γονιδίου Ugp ρυθµίζεται 

από αλληλεπιδράσεις σηµάτων που προέρχονται από την έλλειψη φωσφορικών, το 

ποσοστό της σακχαρόζης και τις συνθήκες έκθεσης σε φως ή και σκοτάδι. Τέλος, 

αναφέρεται ότι το φως, η σακχαρόζη και η έλλειψη φωσφορικών µπορεί να έχουν 

προσθετικές επιδράσεις στην έκφραση του γονιδίου. 

 

1.2.4 Η ρύθµιση της έκφρασης του γονιδίου 

 Στο γονιδίωµα του ρυζιού έχουν βρεθεί δύο οµόλογα γονίδια της UGPάσης, τα 

Ugp1 και Ugp2 (Chen et al., 2007). Υπάρχουν ενδείξεις ότι το Ugp1 εκφράζεται µε 

µεγαλύτερη ένταση στα σταχίδια και πιο συγκεκριµένα στη γύρη κατά τη διάρκεια 

ανάπτυξης του ανθήρα. Σίγαση του γονιδίου αυτού µε RNAi ή µείωση της έκφρασής 
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του, είχε ως αποτέλεσµα στείρα αρσενικά άνθη (Woo et al., 2008), γεγονός που 

φανερώνει ότι η UGPάση διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της γύρης. Η 

έκφραση του δίκλωνου RNAi στα Ugp1-RI φυτά είχε ως αποτέλεσµα την 

συνκαταστολή των Ugp1 και Ugp2, η οποία οδήγησε σε διάφορες αναπτυξιακές 

ανωµαλίες που υποδηλώνουν τον κρίσιµο ρόλο της UGPάσης στην αύξηση και την 

ανάπτυξη των φυτών. Επιπλέον, στα φυτά που είχαν υποβληθεί σε καταστολή και 

των δύο γονιδίων, ανιχνεύθηκαν µη ώριµα τµήµατα RNA. Τα µεταγραφήµατα αυτά 

υπόκεινταν σε ωρίµανση στα σταχίδια, που εξαρτιόταν από τη θερµοκρασία, πράγµα 

που οδηγεί σε µια ‘νέου τύπου’ αρρενοστειρότητα. Τα µητρικά κύτταρα των 

µικροσπορίων των Ugp1 σιγηµένων φυτών εµφανίζονταν φυσιολογικά πριν τη 

µείωση, αλλά κατά τη διάρκεια αυτής, υπήρχε διακοπή της φυσιολογικής εναπόθεσης 

καλλόζης. Εποµένως, τα µητρικά κύτταρα των µικροσπορίων εκφυλίζονταν στα 

αρχικά στάδια της µείωσης, γεγονός το οποίο επέφερε ολοκληρωτική καταστροφή 

της γύρης. Επιπρόσθετα, παρεµποδίστηκε ο εκφυλισµός του τάπητα και του 

ενδιάµεσου επιτοίχιου. Τα αποτελέσµατα αυτά φανερώνουν ότι το γονίδιο Ugp1 είναι 

απαραίτητο στις διαδικασίες εναπόθεσης της καλλόζης κατά τη διάρκεια της µείωσης 

των µητρικών κυττάρων των γυρεοκόκκων (Chen et al., 2007; Woo et al., 2008). 

 Γενετικά τροποποιηµένα είδη του γένους Dictyostelium απέτυχαν να 

ολοκληρώσουν τον αναπτυξιακό τους κύκλο λόγω ανεπαρκών αποθεµάτων της UDP-

γλυκόζης που χρησιµοποιείται στη βιοσύνθεση της κυτταρίνης (Dimond et al., 1976). 

Όταν η έκφραση του γονιδίου UgpB του Dictyostelium discoideum παρεµποδίστηκε, 

τα κύτταρα παρουσίασαν ανωµαλίες στη διαφοροποίηση και την ανάπτυξή τους µε 

παράλληλη µείωση της ζωτικότητας των σπορίων και των επιπέδων του γλυκογόνου 

(Bishop et al., 2002). Επίσης, υπάρχουν αναφορές ότι το γονίδιο Ugp εµπλέκεται στη 

βιοσύνθεση κυτταρίνης στο Acetobacter xylinum (Valla et al., 1989). Μείωση κατά 

10 φορές της δραστικότητας της UGPάσης σε κλώνους ζύµης επέφερε µείωση της 

συγκέντρωσης της β-γλυκάνης των κυτταρικών τοιχωµάτων (Daran et al., 1995). 

Μεταλλάξεις θέσεων στο γονίδιο Ugp οδήγησε σε ανεπάρκεια UDP-γλυκόζης και 

µείωση των επιπέδων γλυκογόνου (Flores-Diaz et al., 1997). 

 Τα γονίδια Ugp εκφράζονται σε όλους τους ιστούς των φυτών όπως στελέχη, 

φύλλα, ρίζες, κόνδυλοι και αναπτυσσόµενα σπέρµατα (Zrenner et al., 1993; Abe et 

al., 2002). Η έκφρασή τους µπορεί να αυξηθεί σε συνθήκες έλλειψης ανόργανων 

φωσφορικών, έκθεσης σε φως και παροχής σακχαρόζης. Πιο συγκεκριµένα, αύξηση 

της έκφρασης του γονιδίου Ugp µετά από παροχή σακχαρόζης γίνεται µέσω 



28 

µονοπατιού που είναι ανεξάρτητο της εξοζοκινάσης και του αµπσισικού οξέος. Ο 

µηχανισµός αυτός εµπλέκει µια ΟΚΑ-εξαρτώµενη πρωτεϊνική φωσφατάση 

(Ciereszko et al., 2001a,b; Kleczkowski et al., 2004). Σε αντινοηµατικά φυτά 

Arabidopsis thaliana, µείωση της δραστικότητας της UGPάσης κατά 30% οδήγησε σε 

µεγάλη µείωση του επιπέδου των υδατανθράκων, αλλά χωρίς ανιχνεύσιµες αλλαγές 

σε παραµέτρους αύξησης (Johansson, 2003). Επιπλέον, µελέτη της UGPάσης της 

πατάτας µε τη χρήση αντινοηµατικού RNA έδειξε ότι η µείωση κατά 96% της 

δραστικότητας της UGPάσης στους κονδύλους δεν επέφερε καµία αλλαγή στα 

επίπεδα των σακχάρων (Zrenner et al., 1993). 

 ∆ύο κλώνοι της UGPάσης µε υψηλή οµολογία, οι Ugp1 και Ugp2, 

αποµονώθηκαν από cDNA βιβλιοθήκες ενός υβριδίου λεύκας (Populus tremula x 

tremuloides). Μέσω της µεθόδου µικροσυστοιχιών DNA και της αφθονίας των EST 

µεταγραφηµάτων, µελετήθηκε η έκφραση των δύο γονιδίων και συγκρίθηκαν µε τρία 

γονίδια της συνθάσης της σακχαρόζης (SuS1-3) που εµπλέκονται επίσης στη σύνθεση 

της UDP-γλυκόζης. Η έκφραση των γονιδίων της UGPάσης ήταν χαµηλότερη από 

αυτή των γονιδίων SuS1 και SuS2 (ιδιαίτερα στο κάµβιο και το ξύλο τάσης tension) 

µε αξιοσηµείωτες εξαιρέσεις σε φύλλα, πρωτογενείς ρίζες και άνθη. Με την τεχνική 

του ποσοτικού PCR εκτιµήθηκε ότι τα µεταγραφήµατα του Ugp1 στο ξύλο των 

ριζών, των φύλλων και των αρρένων ανθέων ήταν σηµαντικά αφθονότερα από αυτά 

του Ugp2, ενώ σε άλλους ιστούς τα Ugp1 και Ugp2 είχαν παρόµοια έκφραση. Σε 

αποκοµµένα φύλλα, τα µεταγραφήµατα του γονιδίου Ugp1 εµφάνιζαν αυξηµένη 

έκφραση µετά από έκθεση σε φως ή παροχή σακχαρόζης, ενώ του Ugp2 όχι. 

Χειρισµοί µε ψύχος οδήγησαν σε µεγάλες οργανοειδικευµένες αλλαγές στην 

έκφραση και των δύο γονιδίων, µε το Ugp2 να εκφράζεται περισσότερο είτε 

παροδικά (στα φύλλα), είτε για µεγάλο χρονικό διάστηµα (στα στελέχη), είτε 

καθόλου (στις ρίζες), ενώ το Ugp1 εκφραζόταν σε όλα τα όργανα. Τα πρότυπα 

έκφρασης της UGPάσης συσχετίζονταν, ξεχωριστά ή συνολικά, σε µικρό βαθµό µε τη 

δραστικότητα και την ποσότητα της πρωτεΐνης.  

 Λαµβάνοντας υπόψη πόσο σηµαντική είναι η UDP-γλυκόζη συνολικά στο 

µεταβολισµό, προκαλεί έκπληξη το γεγονός ότι λίγα είναι γνωστά για τη ρύθµιση των 

φυτικών UGPασών τόσο σε επίπεδο γονιδιακής έκφρασης όσο και σε επίπεδο 

ενζυµικής δραστικότητας. Υπάρχουν ενδείξεις ότι η δραστικότητα της UGPάσης 

αυξάνεται σε συνθήκες έλλειψης φωσφορικών µέσω ρύθµισης της µεταγραφής 

(Ciereszko et al., 2001a, 2005; Ciereszko and Kleczkowski, 2005, 2006), σε συνθήκες 
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τοξικότητας καδµίου (Repetto et al., 2003) και µετά από παροχή σακχαρόζης στα 

φύλλα και έκθεση σε ψύχος (Borovkov et al., 1996; Ciereszko et al., 2001b, 2005).   

Η αύξηση των µεταγραφηµάτων της UGPάσης λόγω παροχής σακχαρόζης στους 

ιστούς µπορεί να οφείλεται σε έναν πολύπλοκο µηχανισµό ανάδροµης αντίδρασης, 

αφού η σακχαρόζη είναι το βασικό προϊόν του µονοπατιού της UGPάσης στα φύλλα. 

Σε πρωτεϊνικό επίπεδο η UGPάση του κριθαριού βρέθηκε ότι είχε την ιδιότητα να 

ολιγοµερίζεται και να αποολιγοµερίζεται. Τα αποολιγοµερισµένα µόρια πιθανόν να 

είναι σηµαντικά για την καταλυτική λειτουργία του ενζύµου (Martz et al., 2002; 

Kleczkowski et al., 2005). 

 Η UGPάση του κριθαριού µπορεί να προσδεθεί σε µια 14.3.3 πρωτεΐνη 

(Alexander and Morris, 2006). Περισσότερα όµως είναι γνωστά για τη ρύθµιση της 

SuSy που µπορεί να αντιδρά µε 14.3.3 πρωτεΐνες (Alexander and Morris, 2006) και 

υπόκειται σε αντιστρεπτή φωσφορυλίωση στις µεµβράνες (Winter and Huber, 2000). 

Η έκφραση των γονιδίων της SuSy ρυθµίζεται από το επίπεδο των υδατανθράκων και 

τις αβιοτικές καταπονήσεις µε παράλληλες επιδράσεις στη δραστικότητα ή και το 

πρωτεϊνικό περιεχόµενο της SuSy (Koch et al., 1992; Déjardin et al., 1999; Ciereszko 

and Kleczkowski, 2002, 2005; Baud et al., 2004; Gonzali et al., 2005; Chiu et al., 

2006). Συνήθως υπάρχουν αρκετά γονίδια SuS σε κάθε είδος π.χ έξι στο Arabidopsis 

(Baud et al., 2004), τουλάχιστον δέκα στο ρύζι και έντεκα στη λεύκα (Geisler-Lee et 

al., 2006) πράγµα που δυσκολεύει τις µελέτες που σχετίζονται µε συγκεκριµένες 

λειτουργίες κάθε ισότυπου της SuSy. 

 Το γονιδίωµα του ρυζιού περιέχει δύο οµόλογα γονίδια της UGPάσης, το Ugp1 

στο χρωµόσωµα 9 (Abe et al., 2002) και Ugp2 στο χρωµόσωµα 2 (Mu, 2002). Το 

γονίδιο Ugp1 του ρυζιού κλωνοποιήθηκε πρώτα από άωρο ενδοσπέρµιο. Τα επίπεδα 

του mRNA ήταν υψηλά 10 µε 15 ηµέρες µετά την άνθηση και χαµηλότερα µέχρι και 

35 ηµέρες µετά την άνθηση (Abe et al., 2002). Εντυπωσιακό θεωρήθηκε το γεγονός 

ότι το γονίδιο Ugp2 στο χρωµόσωµα 2 εκφράζεται µόνο στη διπύρηνη γύρη (Mu, 

2002) και όχι στα µονοκύτταρα µικροσπόρια. 

 

1.2.4.1 Η ρύθµιση της έκφρασης της UGPάσης από τη σακχαρόζη  

 Η έκφραση της UGPάσης στα φύλλα του Arabidopsis ρυθµίζεται από τη 

σακχαρόζη, ενώ δεν επηρεάζεται από τη γλυκόζη ή το οσµωτικό δυναµικό (Ciereszko 
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et al., 2001b). Η ρύθµιση της UGPάσης από τη σακχαρόζη έχει παρατηρηθεί επίσης 

σε κονδύλους πατάτας (Spychalla et al., 1994).  

 Στο Arabidopsis, το φαινόµενο της αύξησης των µεταγραφηµάτων της 

UGPάσης από τη σακχαρόζη ήταν ανεξάρτητο από το επίπεδο της εξοζοκινάσης και 

παρεµποδιζόταν τελείως από το οκαδαικό οξύ (OKA), έναν ισχυρό παρεµποδιστή 

των πρωτεϊνικών φωσφατασών PP1 και PP2A (Ciereszko et al., 2001b). Το 

φαινόµενο αυτό συνοδευόταν από σηµαντική αύξηση των µεταγραφηµάτων της SuSy 

από το OKA το οποίο ήταν ευαίσθητο σε ρύθµιση µέσω εξοζοκινάσης ή/και 

οσµωτικών (Dejardin et al., 1999; Ciereszko and Kleczkowski, 2002). Τα 

αποτελέσµατα της δράσης του ΟΚΑ δείχνουν ότι µια φωσφοροπρωτεΐνη (X-P) που 

δρα ως υπόστρωµα της PP1 ή/και της PP2A, είναι αυτή που µεσολαβεί για την 

αύξηση των µεταγραφηµάτων της SuS1. Αντίθετα, η υπερρύθµιση της UGPάσης 

απαιτεί διφωσφορυλίωση της X-P ή κάποιων άλλων φωσφοροπρωτεϊνών που δρουν 

ως υπόστρωµα για την PP1 ή/και την PP2A. Τα παραπάνω δείχνουν ότι η εξόζη 

(ή/και τα οσµωτικά) και τα µονοπάτια που σηµατοδοτούνται µέσω της σακχαρόζης 

µπορεί να δρουν ανταγωνιστικά τουλάχιστον για τη SuS1 και την UGPάση. Η 

παρουσία των ευδιάκριτων σηµατοδοτικών µονοπατιών των γονιδίων Ugp και SuS1 

µπορεί να αντιπροσωπεύουν ένα µηχανισµό όπου σίγουρα παράγεται UDP-γλυκόζη 

ακόµα και αν ένα από τα µονοπάτια που λαµβάνουν µέρος η SuSy ή η UGPάση 

µπλοκάρονται ή είναι αδρανή. 

 

1.2.5 Πόσα γονίδια κωδικοποιούν την UGPάση 

 Αρχικά υπήρχε η υπόθεση ότι η UGPάση αντιπροσωπεύεται από ένα µόνο 

γονίδιο Ugp στα φυτά. Συστηµατική εξέταση κλώνων cDNA κριθαριού για την 

εύρεση γονιδίων Ugp, έδειξε µόνο έναν ισότυπο σε φύλλα, έµβρυο και ενδοσπέρµιο 

(Eimert et al., 1996). Επίσης, µικρές διαφοροποιήσεις στην αλληλουχία των κλώνων 

cDNA της πατάτας αποδόθηκε σε αλληλικό πολυµορφισµό (Sowokinos et al., 1997). 

Παρόλα αυτά, από βάσεις δεδοµένων του γονιδιώµατος του Arabidopsis, είναι πλέον 

φανερό ότι υπάρχουν δύο γονίδια Ugp µε υψηλή οµολογία, τα At3g03250 και 

At5g17310, τα οποία εδράζονται στα χρωµοσώµατα 3 και 5 αντίστοιχα (Kleczkowski 

et al., 2004). Επίσης, βρέθηκαν δύο οµόλογα γονίδια της UGPάσης σε cDNA 

βιβλιοθήκες της λεύκας (Populus spp.), του ρυζιού (Oryza sativa) και του 

µυξοµύκητα Dictyostelium discoideum. Φαίνεται ότι τα γονίδια έχουν διαφορετικούς 
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ρόλους στα διάφορα αναπτυξιακά στάδια του µυξοµύκητα όπως προκύπτει από τις 

αναλύσεις βιώσιµων µεταλλαγµάτων (Bishop et al., 2002). 

 Σύγκριση των φυτικών UGPασών σε αµινοξικό επίπεδο έδειξε ότι τα αµινοξέα 

ήταν ταυτόσηµα σε ποσοστό 59-96% (Katsube et al., 1990; Eimert et al., 1996; Pua et 

al., 2000; Abe et al., 2002) και περίπου 55% µε τις αντίστοιχες πρωτεΐνες από τον 

µυξοµύκητα (Bishop et al.. 2002), το συκώτι θηλαστικών (Konishi et al., 1993; 

Chang et al., 1996) και τη ζύµη S. cerevisiae (Daran et al., 1995). Οι ευκαρυωτικές 

UGPάσες αποκλίνουν σηµαντικά από τις βακτηριακές καθώς είναι ταυτόσηµες µόλις 

κατά 8%. Οι φυτικές UGPάσες είναι κατά 13-15% ταυτόσηµες µε τις AGXs φυτικής 

και ζωικής προέλευσης και έχουν µόνο 40% οµολογία όταν γίνει αντικατάσταση 

οµόλογων αµινοξέων.  

 Παρόλο που για την τοµάτα δεν έχουν κατατεθεί νουκλεοτιδικές αλληλουχίες 

της UGPάσης, έρευνα στις βάσεις δεδοµένων (DFCI) δείχνει ότι πρέπει να υπάρχουν 

τουλάχιστον δύο ισότυποι του ενζύµου. 

 

1.2.6 Η βιοσύνθεση των κυτταρικών τοιχωµάτων και η UGPάση 

 Η UDP-γλυκόζη, το υπόστρωµα ή/και παράγωγο του ενζύµου της UGPάσης, 

είναι ένας µεταβολίτης κλειδί για το µεταβολισµό των υδατανθράκων σε 

φωτοσυνθετικούς και µη φωτοσυνθετικούς ιστούς (Εικόνα 4). Χρησιµοποιείται στα 

βιοχηµικά µονοπάτια της σακχαρόζης και στη βιοσύνθεση των πολυσακχαριτών του 

κυτταρικού τοιχώµατος, αντανακλώντας έτσι το σηµαντικό ρόλο της ως πρόδροµο 

µόριο στη βιογένεση των κυτταρικών τοιχωµάτων (Gibeaut, 2000). Ένας ακόµη 

σηµαντικός ρόλος της, είναι η εµπλοκή της στη σύνθεση τµηµάτων υδατανθράκων 

των γλυκολιπιδίων και γλυκοπρωτεϊνών (Flores-Diaz et al., 1997; Bishop et al., 

2002). Η επικρατέστερη άποψη είναι ότι η UGPάση βρίσκεται κυρίως στο 

κυτταρόπλασµα. Ανοσοεντοπισµός του ενζύµου σε κύτταρα του ρυζιού έδειξε ότι η 

πλειοψηφία των UGPασών βρίσκεται στο κυτταρόπλασµα αλλά και σε κάποιο βαθµό 

στους αµυλοπλάστες και τα οργανίδια Golgi (Kimura et al., 1992). Μικρή 

δραστικότητα της UGPάσης αποδόθηκε στα µικροσώµατα µέσω κλασµάτωσης 

υποκυτταρικών συστατικών κυττάρων ρυζιού και καπνού (Nicotiana tabacum) 

(Mikami et al., 2001), ενώ στο κριθάρι µεγάλη δραστικότητα των UGPασών βρέθηκε 

στο µεµβρανικό κλάσµα (Becker et al., 1995). Αυτή η µεµβρανική σχέση της 

UGPάσης παραπέµπει σε ιδιότητες της SuSy η οποία είχε προταθεί ότι προσδένεται 
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στο πλασµάλληµα και παρέχει άµεσα UDP-γλυκόζη στη συνθάση της κυτταρίνης 

(Amor et al., 1995). Η φωσφορυλίωση και η αποφωσφορυλίωση είναι απαραίτητες 

για την πρόσδεση της SuSy στο πλασµάλληµα (Winter and Huber, 2000). Το 

φωσφορυλιωµένο ένζυµο είναι διαλυτό, ενώ η αποφωσφορυλίωση επάγει την 

πρόσδεση της  SuSy στη µεµβράνη. Αν και δεν υπάρχει αµφιβολία για τη συµµετοχή 

της SuSy στη βιοσύνθεση των κυτταρικών τοιχωµάτων (Amor et al., 1995; Ruan et 

al., 2003), ο πιθανός ρόλος της UGPάσης σε αυτή τη διαδικασία πρέπει να µελετηθεί 

περαιτέρω και ειδικότερα σε ιστούς πηγές. Γενικά, ώριµα φύλλα κάτω από 

φυσιολογικές συνθήκες περιέχουν χαµηλή συγκέντρωση πρωτεΐνης SuSy (Dejardin et 

al., 1999) ενώ η δραστικότητα της UGPάσης στα εκχυλίσµατα των φύλλων είναι 

υψηλή (Igamberdiev and Kleczkowski, 2000). Στα φύλλα, ευνοείται η παραγωγή 

UDP-γλυκόζης από δεσµευµένο άνθρακα µέσω της αντίδρασης της UGPάσης (ap 

Rees, 1992; Kleczkowski, 1994b). Για να είναι δραστική η UGPάση σε ιστούς 

καταβόθρες πρέπει να υπάρχει απόθεµα της 1-φωσφορογλυκόζης ώστε να παράγει 

UDP-γλυκόζη. Αυτό µπορεί να γίνει έµµεσα από τη φρουκτόζη, ένα προϊόν της 

αντίδρασης της SuSy, όπου απελευθερώνεται ένα µόριο φρουκτόζης για κάθε µόριο 

UDP-γλυκόζης που φτιάχνεται κατά τη διάρκεια υδρόλυσης της σακχαρόζης, ή από 

την αντίδραση της ιµβερτάσης. 

 Μέσω της UDP-γλυκόζης είναι δυνατόν να βιοσυντίθεται κυτταρίνη και 

καλλόζη που σχηµατίζονται κατ’ ευθείαν στο πλασµάληµµα, ενώ άλλοι 

πολυσακχαρίτες (π.χ ηµικυτταρίνες και πηκτίνες) βιοσυντίθεται στα οργανίδια Golgi 

και µεταφέρονται στον περιπλασµικό χώρο µε κυστίδια (Gibeaut, 2000). 

∆ραστηριότητες που παρέχουν UDP-γλυκόζη για µετέπειτα διαδικασίες πρέπει να 

έχουν σχέση µε τα οργανίδια Golgi ή πρέπει να υπάρχουν µεταφορείς που επιτρέπουν 

µεταφορά της UDP-γλυκόζης από το κυτόπλασµα µέσω της µεµβράνης Golgi. Σε 

βλαστούς µπιζελιού βρέθηκε ότι η UDP-γλυκόζη µεταφέρεται στα οργανίδια Golgi 

σε ανταλλαγή µε UMP και υπήρχε γρήγορη ενσωµάτωση του κατάλοιπου της 

γλυκόζης της UDP-γλυκόζης (Neckelmann and Orellana, 1998). Μέσω χρήσης 

µεταλλαγµάτων ζυµών βρέθηκε ότι η UGPάση εµπλέκεται στη σύνθεση κυτταρικών 

τοιχωµάτων. Σε µεταλλάγµατα ζυµών, η δραστικότητα της UGPάσης µειώθηκε κατά 

δέκα φορές και αυτό οδήγησε σε µείωση του περιεχοµένου της β-γλυκάνης στα 

κυτταρικά τοιχώµατα (Daran et al., 1995). Επίσης, µεταλλαγµένα βακτήρια 

Acetobacter xylinum που δεν είχαν τη δυνατότητα παραγωγής κυτταρίνης 

παρουσίαζαν έλλειψη της UGPάσης (Valla et al., 1989). Σε αυτούς τους οργανισµούς 
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δεν υπάρχει δραστικότητα της SuSy, οπότε σε συνθήκες έλλειψης της UGPάσης τα 

φαινόµενα που αφορούν τα κυτταρικά τοιχώµατα δεν προκαλούν έκπληξη. Παρόλα 

αυτά η υπερέκφραση των γονιδίων UGPάσης και SuSy (µονοί και διπλοί 

µετασχηµατισµοί) στον καπνό, επέφερε σε αρκετές σειρές φυτών µε µονό 

µετασχηµατισµό αύξηση στο ύψος και αυξηµένα ποσά κυτταρίνης όπως και σε όλες 

τις σειρές διπλού µετασχηµατισµού (Coleman et al., 2003). Σε µελέτες ξυλογέννεσης 

στην περιοχή του καµβίου σε στελέχη λεύκας µε τη χρήση µικροσυστοιχιών DNA, 

βρέθηκε ότι εκφράζεται περισσότερο ένα γονίδιο της UGPάσης κατά τη διάρκεια 

επιµήκυνσης των κυττάρων και κατά τη διάρκεια σχηµατισµού των δευτερογενών 

κυτταρικών τοιχωµάτων (Hertzberg et al., 2001). Επίσης, σε ιστούς που βρισκόταν 

στη διαδικασία σχηµατισµού του εγκάρδιου ξύλου στον κορµό της µαύρης καρυδιάς 

(Juglans nigra), η δραστικότητα της UGPάσης συσχετίστηκε µε αυξηµένη 

αποσύνθεση σακχαρόζης από τα τέλη του καλοκαιριού µέχρι τις αρχές του χειµώνα 

(Magel et al., 2001). 

 

Εικόνα 4: Πιθανή εµπλοκή της UGPάσης στη βιοσύνθεση των κυτταρικών τοιχωµάτων σε φωτοσυνθετικούς 
ιστούς και ιστούς πηγές. Σε φωτοσυνθετικούς ιστούς, η UGPάση συνθέτει UDP-γλυκόζη και συνεργάζεται µε τη 
συνθάση της φωσφοροσακχαρόζης (SPS) και τη φωσφατάση της φωσφοροσακχαρόζης (SPP) για να παραχθεί 
σακχαρόζη. Σε ιστούς πηγές (π.χ ρίζες), η UGPάση δρα σε συνδυασµό µε τη SuSy ή και τις ιµβερτάσες για την 
αποδόµηση της σακχαρόζης αλλά µπορεί επίσης να χρησιµοποιήσει την 1-φωσφορογλυκόζη προς παραγωγή 
UDP-γλυκόζης. Τέλος, η UDP-γλυκόζη χρησιµοποιείται για τη σύνθεση πολυσακχαριτών του κυτταρικού 
τοιχώµατος και στους φωτοσυνθετικούς ιστούς και στους ιστούς κατανάλωσης. (Σχήµα προσαρµοσµένο από 
τους (Kleczkowski et al., 2004). 
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1.2.7 Ο ρόλος της UGPάσης στη ροή των µεταβολιτών 

 Οι αναφορές για το αν οι µεταβολές στη δραστικότητα ή και το περιεχόµενο της 

UGPάσης σε αναπτυσσόµενους κονδύλους πατάτας µπορούν να επιφέρουν αλλαγές 

στη ροή των µεταβολιτών, δεν είναι ξεκάθαρες. Οι Zrenner et al (1993) έδειξαν ότι η 

δραστικότητα της UGPάσης σε αναπτυσσόµενους κονδύλους πατάτας µπορούσε να 

µειωθεί µέχρι και 96% χωρίς να επιφέρει αλλαγές στο µεταβολισµό των 

υδατανθράκων. Οι Spychalla et al (1994) και Borovkov et al (1996) απέτυχαν να 

παράγουν κονδύλους πατάτας µε παρεµπόδιση της δραστικότητας της UGPάσης 

µεγαλύτερη από 30%, αλλά αυτός ο βαθµός παρεµπόδισης ήταν αρκετός για να 

επιφέρει µείωση της περιεκτικότητας σακχάρων στους αποθηκευµένους κονδύλους. 

Στο Arabidopsis, µια µικρή σχετικά παρεµπόδιση (30%) της δραστικότητας της 

UGPάσης στα φύλλα φυτών µετασχηµατισµένων µε RNAi οδήγησε σε µείωση του 

περιεχοµένου των σακχάρων και σε κάποιο βαθµό µείωση του επιπέδου του αµύλου 

(Johansson, 2003), το οποίο σηµαίνει ότι το ένζυµο µπορεί να έχει κάποιο ρόλο στον 

έλεγχο της ταχύτητας της σύνθεσης των υδατανθράκων. Με την παρουσία δύο 

γονιδίων UGPάσης στο Arabidopsis είναι πιθανόν τα φαινοµενικά συγκρουόµενα 

αποτελέσµατα των αντινοηµατικών µελετών στην πατάτα, να οφείλονται στην 

παρεµπόδιση διαφορετικών γονιδίων. 

 Η in vitro δραστικότητα της UGPάσης ιδιαίτερα στους ιστούς καταβόθρες, αλλά 

και στα φύλλα, υπερβαίνει κατά πολύ τις ανάγκες του ρυθµού µεταβολισµού του 

άνθρακα στα φυτά (Igamberdiev and Kleczkowski, 2000). Το γεγονός αυτό πιθανόν 

να σχετίζεται µε το ενδεχόµενο της δυνατότητας να διατηρεί η UGPάση σταθερούς 

ρυθµούς µεταβολισµού των υδατανθράκων ακόµα και αν η έκφρασή της ρυθµίζεται 

in vivo. Παρόλα αυτά, είναι πολύ πιθανό σε in vivo συνθήκες η δραστικότητα της 

UGPάσης να είναι πολύ χαµηλότερη και στην πραγµατικότητα να περιορίζεται στα 

µεταβολικά µονοπάτια που είναι συνδεδεµένα µε τη σύνθεση ή και την αποδόµηση 

των σακχάρων.  

 

1.3 Σκοπός της µελέτης 

 Η UGPάση εµπλέκεται στο µεταβολισµό της σακχαρόζης και τη σύνθεση των 

κυτταρικών τοιχωµάτων. Παρόλο που ο µεταβολισµός της σακχαρόζης και η σύνθεση 

των κυτταρικών τοιχωµάτων συµβαίνει κατά κανόνα στους ίδιους ιστούς, ο 
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ανοσοεντοπισµός της UGPάσης καθώς επίσης και ο in situ εντοπισµός της 

ενεργότητας του ενζύµου, είναι δυνατόν να µας δώσουν περισσότερες πληροφορίες 

σχετικά µε τη δράση του ενζύµου στους διάφορους ιστούς των φυτών. Ο σκοπός της 

παρούσας µελέτης ήταν να διερευνηθεί η παρουσία του ενζύµου της UGPάσης σε 

αναπτυσσόµενους ανθοφόρους οφθαλµούς τοµάτας. 
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2. Υλικά και Μέθοδοι 

 

2.1 Μεθοδολογία 

 Η µεθοδολογία που ακολουθήθηκε για τη µελέτη του ενζύµου της UGPάσης σε 

ανθοφόρους οφθαλµούς και ώριµα άνθη τοµάτας απεικονίζεται στην εικόνα 5. 

 

 

Εικόνα 5: Σχηµατική απεικόνιση της πειραµατικής διαδικασίας για τον ανοσοεντοπισµό του ενζύµου 

της UGPάσης σε ανθοφόρους οφθαλµούς και ώριµα άνθη τοµάτας. 
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2.2 Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης σε τοµές 
 

2.2.1 Φυτικό υλικό 

Φυτά τοµάτας ποικιλίας Dombito αναπτύχθηκαν σε θερµοκήπιο του 

Εργαστηρίου Κηπευτικών Καλλιεργειών σύµφωνα µε τις συνήθεις καλλιεργητικές 

πρακτικές. Η συλλογή των ανθοφόρων οφθαλµών και των ανθέων πραγµατοποιήθηκε 

το µήνα Νοέµβριο, την ενδέκατη πρωινή ώρα, από δεύτερη ταξιανθία. Η µεταφορά 

τους από το θερµοκήπιο στο εργαστήριο έγινε µε δοχείο που περιείχε θρυµµατισµένο 

πάγο και διαχωρίστηκαν σε τέσσερις κατηγορίες µε βάση το µέγεθός τους. Η πρώτη 

κατηγορία περιελάµβανε ανθοφόρους οφθαλµούς µήκους 0-3 mm, η δεύτερη  3-8 

mm, η τρίτη από 8 mm έως λίγο πριν από την άνθηση και η τέταρτη κατηγορία 

περιελάµβανε ώριµα άνθη. 

 

2.2.2 Προσήλωση 

 Οι ανθοφόροι οφθαλµοί και τα ώριµα άνθη, συλλέχθηκαν σε ψυχόµενα γυάλινα 

µικρά µπουκάλια και προσηλώθηκαν σε διάλυµα φορµαλδεύδης αλκοόλης οξεικού 

οξέος (FΑΑ) (Ruzin, 1999). 

 

2.2.3 Αφυδάτωση 

 Για την αφυδάτωση των ιστών χρησιµοποιήθηκε µια σειρά διαλυµάτων κατά 

αύξουσα περιεκτικότητα σε αιθυλική αλκοόλη: 50%, 70%, 80%, 90%, 95% και 100% 

(3 φορές) EtOH. Οι ιστοί παρέµειναν σε κάθε διάλυµα αιθανόλης για 1 ώρα.  

 

2.2.4 ∆ιαφανοποίηση 

 Για τη διαφανοποίηση των ιστών χρησιµοποιήθηκε µια σειρά διαλυµάτων κατά 

αύξουσα περιεκτικότητα σε ξυλένιο: 25% ξυλένιo-75% EtOH, 50% ξυλένιο-50% 

EtOH, 75% ξυλένιο-25% EtOH, 100% ξυλένιo (3 φορές). Οι ιστοί παρέµειναν σε 

κάθε διάλυµα για 30 λεπτά. 
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2.2.5 Εγκλεισµός των δειγµάτων σε παραφίνη 

 Για τον εγκλεισµό των δειγµάτων σε παραφίνη χρησιµοποιήθηκαν µεταλλικά 

εκµαγεία σε σχήµα κύβου, τα οποία τοποθετήθηκαν σε δοχείο που περιείχε πάγο, 

ώστε η θερµοκρασία του µικροπεριβάλλοντος να διατηρείται σε χαµηλά επίπεδα. 

Ακολούθησε η τοποθέτηση των ιστών στο εσωτερικό του µεταλλικού εκµαγείου το 

οποίο περιείχε λιωµένη παραφίνη, κατά τέτοιο τρόπο ώστε να έχουν τον επιθυµητό 

προσανατολισµό. Για να πήξει η παραφίνη σταδιακά και οµοιόµορφα από κάτω προς 

τα πάνω και για να αποφευχθεί ο εγκλεισµός φυσαλίδων αέρα στο εσωτερικό του 

κύβου, η επιφάνεια της παραφίνης παρέµενε υγροποιηµένη µε τη βοήθεια µιας 

λαβίδας την οποία θερµαίναµε τακτικά σε λύχνο. Τέλος, αφήσαµε τον κύβο για 45 

περίπου λεπτά στον πάγο, ώστε να πήξει πολύ καλά η παραφίνη.  

 

2.2.6 Προετοιµασία αντικειµενοφόρων 

 Η προετοιµασία των αντικειµενοφόρων αφορά στον χειρισµό αυτών µε 

πολυλυσίνη, που έγινε σύµφωνα µε την ακόλουθη διαδικασία: 

1. Οι αντικειµενοφόροι εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα 1% SDS για 2 περίπου ώρες, για 

να αποµακρυνθούν από αυτές οι τυχόν λιποδιαλυτές ουσίες. 

2. Ξεπλύθηκαν µε απιονισµένο νερό, σε συνεχή ροή. 

3. Εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα υδροχλωρίου 5% για 2 περίπου ώρες. 

4. Ξεπλύθηκαν µε απιονισµένο νερό και αποστειρώθηκαν. 

5. Εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα 1% w/v πολυλυσίνης. 

6. Αφέθηκαν να στεγνώσουν σε θερµοκρασία δωµατίου για 2 ηµέρες. 

 

2.2.7 Μικροτόµηση 

 Ο κύβος παραφίνης που περικλείει τον ιστό, τοποθετήθηκε σε χειροκίνητο 

µικροτόµο (Leica) και το πάχος των τοµών ρυθµίστηκε στα l0 µm. Ακολούθησε 

επιλογή των καλύτερων τοµών µετά από παρατήρησή τους σε οπτικό µικροσκόπιο. 

Σε αντικειµεvoφόρoυς επεξεργασµένες µε πολυλυσίνη τοποθετήθηκε µικρή ποσότητα 

απεσταγµέvου νερού πάνω στο οποίο τοποθετήθηκαν οι επιλεγµένες τοµές. Έπειτα, 

οι αντικειµενοφόροι µεταφέρθηκαν σε θερµαινόµενη πλάκα στους 42 οC, όπου και 

παρέµειναν για 10 λεπτά ώστε να απλώσουν οι ιστοί. Η περίσσεια του νερού 
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αφαιρέθηκε προσεκτικά µε διηθητικό χαρτί και οι αντικειµενοφόροι παρέµειναν στη 

θερµαινόµενη πλάκα για 48-72 ώρες για την πλήρη αποµάκρυνση του νερού και την 

προσκόλληση των τοµών στις αντικειµενοφόρoυς. 

 

2.2.8 Αποπαραφίνωση 

 Η αποπαραφίνωση των τοµών αφορά την αποµάκρυνση της παραφίνης από τις 

τοµές και έγινε µε διαδοχική εµβάπτιση των ιστών στα ακόλουθα διαλύµατα: 

1. 100% Ξυλένιο (Ι) για 30 λεπτά 

2. 100% Ξυλένιο(ΙΙ) για 30 λεπτά 

3. 50 % Ξυλένιo-50% EtOH για 20 λεπτά 

4. 100 % EtOH για 15 λεπτά 

5. 95 % EtOH για 15 λεπτά 

6. 70 % EtOH για 15 λεπτά  

7. Απιονισµένο νερό για 15 λεπτά 

 

2.2.9 Εφαρµογή αντισωµάτων 

 Αρχικά παρασκευάστηκαν τα παρακάτω διαλύµατα:  

TBST   

20 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

150 mM NaCl 

0.05% Tween 20 

∆ιάλυµα χρωµατικής αντίδρασης 

5 ml ρυθµιστικό διάλυµα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης  

33 µl BCIP 

16,5 µl NBT 

Ρυθµιστικό διάλυµα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης 

100 mM Tris-HCl (pH 9.5) 

100 mM NaCl 

50 mM MgCl2 

 Έπειτα, ακολουθήθηκε η εξής διαδικασία: 

1. Οι τοµές καλύφθηκαν µε διάλυµα δεσµεύσεως µη ενεργών θέσεων (TBST µε 

1% BSA) και αφέθηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα. 



41 

2. Οι τοµές επωάστηκαν σε 1:1000 αραίωση του πρωτογενούς αντισώµατος 

(Rabbit anti-barley UGPase), σε διάλυµα TBST µε 1% BSA, για τουλάχιστον 12 

ώρες σε θερµοκρασία 4°C. 

3. Το µη δεσµευµένο πρωτογενές αντίσωµα ξεπλύθηκε µε διάλυµα TBST για 15 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

4. Οι τοµές επωάστηκαν σε διάλυµα TBST µε 1% BSA, το οποίο περιείχε 

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

αλκαλική φωσφατάση (AP-mouse-anti-rabbit, Promega), για 2 ώρες σε 

θερµοκρασία δωµατίου. 

5. Το µη δεσµευµένο δευτερογενές αντίσωµα ξεπλύθηκε µε διάλυµα TBST για 15 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  

6. Οι τοµές καλύφθηκαν µε διάλυµα χρωµατικής αντίδρασης. 

7. Η χρωµατική αντίδραση πραγµατοποιήθηκε στο σκοτάδι, ενώ η ανάπτυξη του 

χρώµατος ελεγχόταν ανά τακτά χρονικά διαστήµατα στο οπτικό µικροσκόπιο,  

ώστε να προληφθεί η ανάπτυξη σήµατος θορύβου. 

8. Η αντίδραση σταµάτησε µε ξέπλυµα των αντικειµενοφόρων µε απιονισµένο 

νερό. 

9. Οι τοµές αφυδατώθηκαν µε διαδοχικές εµβαπτίσεις σε διαλύµατα αυξανόµενης 

συγκέντρωσης αιθανόλης: 70%, 90%, 95% και 100% για 1-2 λεπτά σε κάθε 

διάλυµα.  

10. Οι τοµές αφού στέγνωσαν καλά, καλύφθηκαν µε DPX και µονιµοποιήθηκαν. 

 

 Οι τοµές φωτογραφήθηκαν σε οπτικό µικροσκόπιο Zeiss Axiolab µε ψηφιακή 

φωτογραφική µηχανή Canon, Powershot A620. 

 Ως µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν τοµές από κάθε αναπτυξιακό στάδιο οι οποίες 

επωάστηκαν µε ορρό κουνελιού προ της ανοσοποίησης. Στη συνέχεια, εφαρµόστηκε 

δευτερογενές αντίσωµα και διάλυµα χρωµατικής αντίδρασης. Επειδή οι τοµές δεν 

χρωµατίστηκαν, έγινε ακολούθως χρώση 0.1% Orange G in Abs EtOH για 20 λεπτά.  
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2.3 Μελέτη της ενεργότητας της UGPάσης 
 

2.3.1 Εκχύλιση του ενζύµου 

 Για την εκχύλιση χρησιµοποιήθηκε το διάλυµα εκχύλισης πρωτεϊνών από 

άνθη τοµάτας κατά τους Stenzel et al (2003):  

50 mM Tris-HCl (pH 7.5) 

15% Γλυκερόλη 

0.02% Πρωτενη του ορρού του βοδιού (BSA) 

2mM Ανηγµένη γλουταθειόνη 

4% ∆ιαλυτή πολυβινυλοπυρρολιδόνη (PVP) 

0.1% Triton X 

20 mM Na2SO3 

 Τα φυτικά δείγµατα ζυγίστηκαν και λειοτριβήθηκαν µε γουδί στους 4οC, 

δεδοµένου ότι η ενζυµική δραστικότητα διατηρείται καλύτερα σε χαµηλές 

θερµοκρασίες, προσθέτοντας τον αντίστοιχο όγκο εκχυλιστικού διαλύµατος σε 

αναλογία: 1:1 (w/v) στο στάδιο 0-3 mm, 1:1 (w/v) στο στάδιο 3-8 mm, 1:1 (w/v) στο 

στάδιο 8 mm έως λίγο πριν την άνθηση και 1:0.8 (w/v) στο στάδιο της άνθησης. Τα 

εκχυλίσµατα συλλέχθηκαν σε eppendorfs τοποθετηµένα στον πάγο και στη συνέχεια 

φυγοκεντρήθηκαν στις 15000 στροφές για 15 λεπτά. Το υπερκείµενο υγρό που 

προέκυψε, φυλάχτηκε σε αντίστοιχα eppendorfs, για κάθε στάδιο χωριστά.  

 

2.3.2 Προσδιορισµός των πρωτεϊνών µε τη µέθοδο Bearden 

 Για τη µέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου κρίθηκε απαραίτητος ο 

προσδιορισµός των συνολικών πρωτεϊνών των εκχυλισµάτων ο οποίος έγινε µε τη 

µέθοδο Bearden (1978). Αρχικά παρασκευάστηκε το διάλυµα Bearden: 

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

2. ∆ιαλύθηκαν σε 40 ml 85% φωσφορικού οξέος. 

3. Προστέθηκαν 200 ml απεσταγµένου νερού. 

4. Το διάλυµα χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό της συγκέντρωσης των 

πρωτεϊνών την επόµενη ηµέρα. 

 Για κάθε στάδιο ανάπτυξης έγιναν τρεις επαναλήψεις. Τα δείγµατα περιείχαν 

1.5 ml dH2O, 20 µl αντίστοιχου εκχυλίσµατος και 1.5 ml διαλύµατος Bearden. Ως 
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µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε διάλυµα που περιείχε 1.5 ml dH2O και 1.5 ml διαλύµατος 

Bearden. Έπειτα, έγινε φωτοµέτρηση στα 595 nm σε φασµατοφωτόµετρο UV-160A 

(Shimadzu) και υπολογίστηκε η συγκέντρωση της συνολικής πρωτεΐνης βάσει της 

πρότυπης καµπύλης. Η πρότυπη καµπύλη εξάρτησης της απορρόφησης του δείγµατος 

από τη συγκέντρωση των πρωτεϊνών (BSA) σχεδιάστηκε χρησιµοποιώντας 

ποσότητες BSA από 5 έως 50 µg.  

 Στη συνέχεια, τα εκχυλίσµατα από το κάθε στάδιο χωρίστηκαν σε δύο µέρη. 

Στο ένα µέρος προστέθηκαν λίγοι κόκκοι της χρωστικής κυανούν της βρωµοφαινόλης 

και χρησιµοποιήθηκε για την ηλεκτροφόρηση, ενώ το άλλο µέρος χρησιµοποιήθηκε 

για τον προσδιορισµό της ενεργότητας της UGPάσης. 

 

2.3.3 Προσδιορισµός της ενεργότητας της UGPάσης 

 Για τον προσδιορισµό της ενεργότητας του ενζύµου ακολουθήθηκε η µέθοδος 

των Sergeeva και Vreugdenhil (2002). Αρχικά παρασκευάστηκε το διάλυµα 

ανίχνευσης της UGPάσης: 

100 mM Hepes-NaOH (pH 7.5) 

1 mM EDTA 

5 mM Mg(NO3)2 6H2O 

1 mM NAD 

1 U/ml Φωσφορογλυκοµουτάση (ΡGM) 

1 U/ml Αφυδρογονάση της 6-φωσφορογλυκόζης 

20 µM 1,6 διφωσφορογλυκόζη 

0.9 mM πυροφωσφορικό (PΡi) 

5 mM Ουριδίνο-διφωσφορογλυκόζη (UDP-glucose) 

 Για κάθε στάδιο ανάπτυξης πραγµατοποιήθηκαν πέντε διαφορετικές µετρήσεις. 

Τα δείγµατα περιείχαν 1 ml διαλύµατος και 20 µl αντίστοιχου εκχυλίσµατος. Ως 

µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε διάλυµα 1 ml διαλύµατος ανίχνευσης χωρίς UDP-

γλυκόζη και 20 µl αντίστοιχου εκχυλίσµατος. Σε αρχικά πειράµατα µελετήθηκε η 

πορεία της αντίδρασης κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες θερµοκρασίας (25oC) και 

συγκέντρωσης υποστρώµατος και ενζύµου. Επειδή η ταχύτητα της αντίδρασης 

παρέµενε σταθερή για 1 ώρα επιλέχθηκε η µέτρηση της ενεργότητας του ενζύµου στα 

30 λεπτά µε φωτοµέτρηση στα 340 nm σε φασµατοφωτόµετρο UV-160A (Shimadzu), 

δηλαδή µετρήθηκε το παραγόµενο NADH. 
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2.4 Έλεγχος της καταλληλότητας των αντισωµάτων 
 

2.4.1 Ηλεκτροφόρηση των µη µετουσιωµένων πρωτεϊνών 

 Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών έγινε σε πηκτή πολυακρυλαµίδης 6% ολικής 

συγκέντρωσης ακρυλαµιδίου µε 2.7% bis-ακρυλαµίδιο, σε ασυνεχές σύστηµα του 

οποίου τα συστατικά ήταν τα παρακάτω: 

 A. Πηκτή ανάλυσης (Resolving Gel) 

 Acrylamide-Bisacrylamide stock solution (30%, 2.7%)                         2.87ml 

 Ρυθµιστικό διάλυµα ανάλυσης                                        2.50ml 

         dH2O                                                                                                         6.0ml 

 10% Υπερθειικό αµµώνιο                                         50µl 

 TEMED                                                            10µl 

 Ρυθµιστικό διάλυµα ανάλυσης  

      378 mM  Tris-HCl (pH 8.9)  

B. Πηκτή συσσώρευσης (Stacking Gel)  

Acrylamide-Bisacrylamide stock solution (30%, 2.7%)                      1.25ml 

 Ρυθµιστικό διάλυµα συσσώρευσης                                                          5.0ml 

 dH2O                                                                      3.50m1 

 10% Υπερθειικό αµµώνιο                                           150µl 

 TEMED                                                       10µl 

 Ρυθµιστικό διάλυµα συσσώρευσης 

      63 mM Tris-HCl (pH 6.8)  

Ρυθµιστικό διάλυµα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών  

25 mM Tris  

192 mM Γλυκίνη 

 Τα δείγµατα πρωτεΐνης (40µg) από κάθε ιστό αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση. 

Εφαρµόστηκε τάση 70 V για 2 περίπου ώρες και έπειτα αυξήθηκε στα 120 V µέχρι το 

τέλος της ηλεκτροφόρησης. Ακολούθως, η πηκτή τοποθετήθηκε στο διάλυµα 

ανίχνευσης της UGPάσης:  

100 mM Hepes-NaOH (pH 7.5) 

1 mM EDTA 

5 mM Mg(NO3)2 6H2O 

1 mM NAD 
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1 U/ml Φωσφορογλυκοµουτάση 

1 U/ml Αφυδρογονάση της 6-φωσφορογλυκόζης 

20 µM 1,6 διφωσφορογλυκόζη  

0.9 mM Πυροφωσφορικό 

5 mM Ουριδινο-διφωσφορογλυκόζη 

0.03% NBT 

 Η πηκτή αφέθηκε στο παραπάνω διάλυµα για λίγες ώρες µέχρι την εµφάνιση 

σήµατος και έπειτα φωτογραφήθηκε µέσω σάρωσής της µε επίπεδο σαρωτή. 

 

2.4.2 Ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών από την πηκτή σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης 

 Για την ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών σε µία µεµβράνη νιτροκυτταρίνης, 

παρασκευάστηκε το διάλυµα ηλεκτροµεταφοράς πρωτεϊνών: 

24 mM  Tris 

192 mM  Γλυκίνη 

20% Mεθανόλη 

και ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία: 

1. Η πηκτή, 2 φύλλα διηθητικού χαρτιού 3ΜΜ και δύο µεµβράνες 

νιτροκυτταρίνης, επωάστηκαν στο διάλυµα ηλεκτροµεταφοράς για 20 περίπου 

λεπτά. 

2. Τοποθετήθηκαν στο πλέγµα του συστήµατος µε την εξής σειρά: 1 φύλλο 

διηθητικού χαρτιού 3ΜΜ, µία µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και η πηκτή.  

3. Πάνω από αυτά τοποθετήθηκαν: µία µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και 1 φύλλο 

διηθητικού χαρτιού 3ΜΜ Οι τυχόν φυσαλίδες αέρα αφαιρέθηκαν µε χρήση 

πιπέτας. 

4. Ακολούθησε η ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών στα 200 mA για 45 λεπτά, 

στους 4oC. 

5. Μετά την ηλεκτροφόρηση σηµειώθηκε η µεµβράνη νιτροκυτταρίνης που είχε 

τοποθετηθεί προς την κάθοδο (+) και φυλάχτηκε µεταξύ δύο φύλλων διηθητικού 

χαρτιού στο σκοτάδι.  
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2.4.3 Εφαρµογή αντισωµάτων στη µεµβράνη της νιτροκυτταρίνης 

 Για τον ανοσοεντοπισµό της UGPάσης στις µεµβράνες της νιτροκυτταρίνης 

ακολουθήθηκε η παρακάτω διαδικασία: 

1. Κόπηκαν ταινίες νιτροκυτταρίνης (πλάτους 5mm) από την (+) µεµβράνη, 

αποφεύγοντας την επαφή µε τα χέρια. 

2. Οι ταινίες καλύφθηκαν µε διάλυµα 2% ζελατίνης για δέσµευση των µη ενεργών 

θέσεων σε θερµοκρασία δωµατίου για 1 ώρα. 

3. Οι ταινίες επωάστηκαν σε 1:500 αραίωση του πρωτογενούς αντισώµατος 

(Αgrisera AS05086, πολυκλωνικά αντισώµατα από ανασυνδυασµένη UGPase) σε 

διάλυµα TBST µε 1% BSA, για τουλάχιστον 12 ώρες. 

4. Το µη δεσµευµένο πρωτογενές αντίσωµα ξεπλύθηκε µε διάλυµα TBST για 15 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

5. Οι ταινίες επωάστηκαν σε διάλυµα TBST µε 1% BSA, το οποίο περιείχε 

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

αλκαλική φωσφατάση (AP-Mouse-Anti-Rabbit, Promega), για 1 ώρα και 30 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. 

6. Το µη δεσµευµένο δευτερογενές αντίσωµα ξεπλύθηκε µε διάλυµα TBST για 15 

λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  

7. Οι ταινίες καλύφθηκαν µε διάλυµα χρωµατικής αντίδρασης.  

8. Μετά από λίγα λεπτά, οι ταινίες της νιτροκυτταρίνης φωτογραφήθηκαν µέσω 

σάρωσής τους µε επίπεδο σαρωτή. 

 

2.5 Ανίχνευση της τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης 

 Τα δείγµατα της πρωτεΐνης (40µg) από κάθε ιστό αναλύθηκαν µε 

ηλεκτροφόρηση. Για την ανίχνευση ενεργότητας της τρανσφεράσης της 

ακυλογλυκόζης χρησιµοποιήθηκε το παρακάτω διάλυµα:  

50 mM Hepes-NaOH (pH 7.4) 

4 mM Ουριδινο διφωσφορογλυκόζη 

4 mM ∆ωδεκανοϊκό οξύ 

200 mM KCl 

20 mM MgCl2 6H2O 

10 mM Φωσφοροενολοπυροσταφυλλικό οξύ 
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10 mM Γλυκόζη 

2 mM NAD 

0.03% NBT 

15 U/ml Κινάση του πυροσταφυλλικού 

5 U/ml Εξοζοκινάση 

2 U/ml Αφυδρογονάση της 6-φωσφορογλυκόζης 
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3. Αποτελέσµατα 
 

3.1 In situ ανοσοεντοπισµός της UGPάσης 

 Ο ανοσοεντοπισµός είναι µία τεχνική η οποία επιτρέπει τον in situ εντοπισµό 

ενζύµων στους φυτικούς ιστούς και παρέχει πληροφορίες για τη σχετική αφθονία 

τους. Για τον ανοσοεντοπισµό του ενζύµου της UGPάσης χρησιµοποιήθηκαν 

εγκάρσιες τοµές ανθοφόρων οφθαλµών (µήκους 0-3 mm, 3-8 mm, 8 mm έως λίγο 

πριν από την άνθηση) και ώριµων ανθέων τοµάτας. Γενικά, ο in situ 

ανοσοεντοπισµός του ενζύµου στις τοµές ανθοφόρων οφθαλµών και ανθέων έδειξε 

ότι το ένζυµο, ανεξαρτήτως σταδίου, ανιχνεύεται κυρίως στην ωοθήκη, στις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και στον τάπητα. Παρόλα αυτά, παρατηρήθηκαν διαφορές ως 

προς την ένταση του σήµατος της UGPάσης στα επιµέρους αναπτυξιακά στάδια.  

 Στο αναπτυξιακό στάδιο 0-3 mm (Εικόνα 6), διαµορφώνεται σε µεγάλο βαθµό 

το τοίχωµα των ασκών γύρης των ανθήρων, το οποίο αποτελείται από µία εξωτερική 

στοιβάδα, την επιδερµίδα, τρία ή τέσσερα στρώµατα ενδιάµεσου επιτοίχιου και 

µονόστρωµο τάπητα, ο οποίος περιβάλλει το σποριογόνο ιστό. Ο ιστός αυτός 

αποτελείται από τα µητρικά κύτταρα των µικροσπορίων (Εικόνα 7).  

 Ο in situ ανοσοεντοπισµός έδειξε ότι το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα περιµετρικά 

της ωοθήκης (Εικόνα 8), στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και τον τάπητα των ασκών 

(Εικόνα 9), στα µητρικά κύτταρα των µικροσπορίων, στην επιδερµίδα των πετάλων 

καθώς και στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες των πετάλων (Εικόνα 10) και των σεπάλων 

(Εικόνα 11). 
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Εικόνα 6: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης   
σε ανθοφόρο οφθαλµό τοµάτας στο στάδιο    
0-3 mm. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα 
στην ωοθήκη, στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 
και τον τάπητα των ανθήρων, στα πέταλα 
και στα σέπαλα. 

Εικόνα 7: Λεπτοµέρεια του ασκού γύρης στην οποία 
διακρίνονται τα µητρικά κύτταρα της γύρης (βέλος). 

  

  
Εικόνα 8: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης 
στην ωοθήκη. Το ένζυµο ανιχνεύεται 
έντονα περιµετρικά της ωοθήκης.  

Εικόνα 9: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στον ανθήρα. Το 
ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στα κύτταρα του τάπητα (βέλος 1) 
και στην ηθµαγγειώδη δεσµίδα (βέλος 2). 

  

 

 

Εικόνα 10: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης 
στο πέταλο. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα  
στην εσωτερική (βέλος 1) και την εξωτερική 
(βέλος 2) στοιβάδα κυττάρων του πετάλου, 
καθώς και στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες    
(βέλος 3). 

Εικόνα 11: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στο σέπαλο.     
Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 
(βέλος).  
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 Στο αναπτυξιακό στάδιο 3-8 mm (Εικόνα 12), γίνεται εµφανής η παρουσία του 

τάπητα ως στοιβάδα πλασµατοβριθών κυττάρων τα οποία αποτελούν την εσωτερική 

στρώση των τοιχωµάτων του ασκού. Μέσα στον ασκό τα µητρικά κύτταρα γύρης 

βρίσκονται στο στάδιο της µείωσης. Παράλληλα, αρχίζουν να διαφοροποιούνται 

ορισµένα επιδερµικά κύτταρα στην περιοχή που πρόκειται να διαρρηχθεί ο ασκός. Τα 

κύτταρα αυτά ακολούθως µεγεθύνονται κατά τη διάρκεια του επόµενου σταδίου. Η 

γενική τους µορφή παραπέµπει στο ινώδες στρώµα το οποίο σχηµατίζεται σε αυτήν 

την περιοχή στους ανθήρες άλλων φυτών κατά το ίδιο αναπτυξιακό στάδιο.  

 Ο in situ ανοσοεντοπισµός έδειξε ότι το ένζυµο ανιχνεύεται σε ολόκληρη την 

ωοθήκη (Εικόνα 13), στην ηθµαγγειώδη δεσµίδα και τον τάπητα των ασκών γύρης 

(Εικόνα 14), ενώ µικρότερη είναι η ένταση του σήµατος στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 

των πετάλων (Εικόνα 15) και των σεπάλων (Εικόνα 16). 

  
Εικόνα 12: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης   
σε ανθοφόρο οφθαλµό τοµάτας στο στάδιο    
3-8 mm. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στην 
ωοθήκη, στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και τον 
τάπητα των ανθήρων, στα πέταλα και στα 
σέπαλα. 

Εικόνα 13: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στην 
ωοθήκη. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα σε ολόκληρη την 
ωοθήκη. 

  

 

 

Εικόνα 14: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης 
στον ανθήρα. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα 
στα κύτταρα του τάπητα (βέλος 1) και στην 
ηθµαγγειώδη δεσµίδα (βέλος 2). 

Εικόνα 15: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στο πέταλο. 
Το ένζυµο ανιχνεύεται στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 
(βέλος). 
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Εικόνα 16: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στο σέπαλο. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις ηθµαγγειώδεις 
δεσµίδες (βέλος). 

 

 

 Στο αναπτυξιακό στάδιο 8 mm έως λίγο πριν από την άνθηση (Εικόνα 17), έχει 

εξαφανιστεί ο τάπητας και έχει ήδη αρχίσει η επένδυση του εξωστρώµατος στους 

ανώριµους γυρεόκοκκους. Οι γυρεόκοκκοι διαφοροποιούνται σε σχέση µε το 

προηγούµενο στάδιο καθώς ο ιστός που βρίσκεται κάτω από την περιοχή του στοµίου 

της θήκης του ανθήρα αποδοµείται, σχηµατίζοντας ένα µεγάλο γυρεόσακκο (Εικόνα 

18). 

 Ο in situ ανοσοεντοπισµός έδειξε ότι το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και στα κύτταρα που περιβάλλουν το κοίλωµα του στύλου  

(αγωγό ιστό) (Εικόνα 19), στην εξωτερική επιδερµίδα και στην ηθµαγγειώδη δεσµίδα 

των ανθήρων (Εικόνα 20), ενώ µικρότερη είναι η ένταση του σήµατος στις 

ηθµαγγειώδεις δεσµίδες των πετάλων (Εικόνα 21) και των σεπάλων (Εικόνα 22). 
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Εικόνα 17: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης σε 
ανθοφόρο οφθαλµό τοµάτας στο στάδιο 8 mm-
προάνθηση. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στην 
ωοθήκη, στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και τον 
τάπητα των ανθήρων, στα πέταλα και στα σέπαλα. 

Εικόνα 18: Λεπτοµέρεια ασκού γύρης στο στάδιο 8 mm–
προάνθηση που χαρακτηρίζεται από την απουσία τάπητα 
(βέλος 1), την επένδυση του εξωστρώµατος στους 
ανώριµους γυρεόκοκκους (βέλος 2) και το σχηµατισµό 
ενιαίων γυρεόσακκων. 

  

  

Εικόνα 19: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στην 
ωοθήκη. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις 
ηθµαγγειώδεις δεσµίδες (βέλος 1) και στον αγωγό 
ιστό (βέλος 2). 

Εικόνα 20: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στον 
ανθήρα. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στην ηθµαγγειώδη 
δεσµίδα (βέλος 1) και στην εξωτερική επιδερµίδα (βέλος 
2). 

  

  

Εικόνα 21: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στο 
πέταλο. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις 
ηθµαγγειώδεις δεσµίδες (βέλος). 

Εικόνα 22: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στο σέπαλο. 
Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις ηθµαγγειώδεις 
δεσµίδες (βέλος). 
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 Στην άνθηση (Εικόνα 23), οι ανθήρες ωριµάζουν και διαρρηγνύονται στην 

περιοχή µεταξύ των παρακείµενων ασκών και οι γυρεόκοκκοι διασπείρονται. Τα 

κύτταρα του στοµίου εκφυλίζονται και στην κοιλότητα του ανθήρα παραµένουν µόνο 

µερικοί γυρεόκοκκοι.  

 Ο in situ ανοσοεντοπισµός έδειξε ότι το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στον αγωγό 

ιστό της ωοθήκης (Εικόνα 24), στην ηθµαγγειώδη δεσµίδα και την εξωτερική 

επιδερµίδα των ανθήρων (Εικόνα 25), ενώ µικρότερη είναι η ένταση του σήµατος 

στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες των πετάλων (Εικόνα 26) και των σεπάλων. 

 

  

Εικόνα 23: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης   
σε ανθοφόρο οφθαλµό τοµάτας στο στάδιο    
της άνθησης. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα 
στην ωοθήκη, στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 
και τον τάπητα των ανθήρων, στα πέταλα και 
στα σέπαλα. 

Εικόνα 24: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης UGPάσης 
στην ωοθήκη. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στον αγωγό 
ιστό (βέλος). 

  

 

 

Εικόνα 25: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης 
στον ανθήρα. Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα 
στην ηθµαγγειώδη δεσµίδα (βέλος 1) και στην 
εξωτερική επιδερµίδα (βέλος 2). 

Εικόνα 26: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης στο πέταλο. 
Το ένζυµο ανιχνεύεται έντονα στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες 
(βέλος). 
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3.2 Η διαφοροποίηση της ενεργότητας UGPάσης κατά την 

ανάπτυξη των ανθοφόρων οφθαλµών 

 Για να διαπιστωθεί ο αριθµός των ισοενζύµων UGPάσης και η τυχόν διαφορική 

έκφρασή τους ανάλογα µε το αναπτυξιακό στάδιο σε οφθαλµούς και άνθη τοµάτας, 

διενεργήθηκε εκχύλιση των ιστών και ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαµίδης. 

Μετά την ηλεκτροφόρηση των µη µετουσιωµένων πρωτεϊνών, η πηκτή 

πολυακρυλαµίδης επωάστηκε στο διάλυµα ανίχνευσης UGPάσης για σύντοµο 

χρονικό διάστηµα µέχρι την εµφάνιση σήµατος και έπειτα φωτογραφήθηκε µέσω 

σάρωσής της µε επίπεδο σαρωτή (Εικόνα 27). 

 

 
Εικόνα 27: Λεπτοµέρεια ηλεκτροφόρησης της UGPάσης σε τέσσερα διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια 
ανθοφόρων οφθαλµών τοµάτας. Με βέλη σηµειώνονται οι διαφορετικές ζώνες που εντοπίστηκαν.  

 

 Όπως διαπιστώνεται στην παραπάνω εικόνα, το ένζυµο της UGPάσης 

εντοπίστηκε και στα τέσσερα στάδια ανάπτυξης των ανθέων που εξετάστηκαν. 

Συνολικά ανιχνεύθηκαν τουλάχιστον έξι διαφορετικές ζώνες σε όλα τα στάδια. 

Συγκεκριµένα στο στάδιο 0-3 mm εντοπίστηκαν έξι διαφορετικές ζώνες UGPάσης, 

στο στάδιο 3-8 mm εντοπίστηκαν έξι ζώνες UGPάσης, στο στάδιο 8 mm έως λίγο πριν 

την άνθηση εντοπίστηκαν τρεις (ζώνες 2, 3 και 6) και οµοίως στο στάδιο της άνθησης 

εντοπίστηκαν οι ίδιες ζώνες UGPάσης. Φαίνεται λοιπόν από την διαφορική έκφραση 
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της ενζυµικής δραστικότητας ότι ίσως ενεργοποιούνται διαφορετικοί γενετικοί τόποι 

για τη µεταγραφή και µετάφραση ισοενζύµων, εξειδικευµένων σε διαφορετικά 

αναπτυξιακά στάδια.  

 

3.3 Έλεγχος καταλληλότητας των αντισωµάτων 

 Με τη χρήση πολυκλωνικών αντισωµάτων UGPάσης είναι δυνατός ο 

εντοπισµός των 'πραγµατικών' ζωνών UGPάσης µετά από τη χρώση στο διάλυµα 

ανίχνευσης UGPάσης, καθώς µερική ενζυµική δραστικότητα UGPάσης µπορεί να 

έχουν και άλλα ένζυµα. Έτσι, για τον ανοσοεντοπισµό της UGPάσης 

πραγµατοποιήθηκε ηλεκτροµεταφορά των πρωτεϊνών του σταδίου 3-8 mm από την 

πηκτή πολυακρυλαµίδης σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης και ακολούθησε επώαση στο 

διάλυµα ανίχνευσης UGPάσης για να ελεγχθεί η επιτυχής µεταφορά. Κατόπιν, 

διενεργήθηκε ο ανοσοεντοπισµός των πρωτεϊνών UGPάσης σε µεµβράνη 

νιτροκυτταρίνης µε το αντίσωµα (Εικόνα 28).  

 

 
Εικόνα 28: Έλεγχος καταλληλότητας των αντισωµάτων. (1) Ενζυµική δραστικότητα 
ηλεκτροφορήµατος πρωτεϊνών σε πηκτή πολυακρυλαµίδης. (2) Ενζυµική δραστικότητα των 
µεταφερθέντων πρωτεϊνών σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. (3) Ανοσοεντοπισµός των πρωτεϊνών 
σε µεµβράνη νιτροκυτταρίνης. 

 

 Παρατηρήθηκε ότι µε το αντίσωµα αναγνωρίστηκαν όλες οι ηλεκτροφορητικές 

ζώνες δραστικότητας που εντοπίστηκαν στην πηκτή πολυακρυλαµίδης.  
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3.4 Προσδιορισµός της in vitro δραστικότητας της UGPάσης 

 Η δραστικότητα της UGPάσης προσδιορίστηκε φωτοµετρικά στα τέσσερα 

διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια των ανθέων τοµάτας. 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 NADH 

αυξανόταν γραµµικά. Τα αρχικά πειράµατα έδειξαν ότι µε δεδοµένη συγκέντρωση 

υποστρώµατος η ταχύτητα της αντίδρασης παρέµενε σταθερή για περίπου µία ώρα. 

Κατόπιν τούτου επιλέχθηκε η µέτρηση της δραστικότητας του ενζύµου για 

εκχυλίσµατα που περιείχαν 40 µg πρωτεΐνης σε χρονικό διάστηµα 30 λεπτών. 

 Από τις µετρήσεις της ενζυµικής δραστικότητας (Εικόνα 29), φαίνεται ότι η 

δραστικότητα UGPάσης είναι µεγαλύτερη κατά το αναπτυξιακό στάδιο της άνθησης 

µε 129,1 nM NADH/min*µg πρωτεΐνης και ακολουθείται από το αναπτυξιακό στάδιο 

8mm έως λίγο πριν από την άνθηση µε 103,3 nM NADH/min*µg πρωτεΐνης. Η 

µικρότερη δραστικότητα εντοπίστηκε στο αναπτυξιακό στάδιο 3-8 mm µε 47,4 nM 

NADH/min*µg πρωτεΐνης. Αυτό είναι σε συµφωνία µε τον in situ ανοσοεντοπισµό 

του ενζύµου της UGPάσης σε τοµές οφθαλµών και ανθέων, αφού κατά το 

αναπτυξιακό στάδιο 3-8 mm το σήµα υβριδισµού δεν είναι τόσο έντονο όσο στο 

αναπτυξιακό στάδιο της άνθησης. 

.

Ενεργότητα της UGPάσης σε ολόκληρο το άνθος
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Στάδια ανάπτυξης ανθέων τοµάτας 

Εικόνα 29: Ενεργότητα της UGPάσης στους ανθοφόρους οφθαλµούς της τοµάτας κατά τη διάρκεια 

της ανάπτυξής τους. Οι µπάρες δείχνουν το τυπικό σφάλµα του µέσου όρου 
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3.5 Ανίχνευση της τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης 

 Όπως τουλάχιστον φαίνεται από τον ανοσοεντοπισµό της UGPάσης, στην 

εξωτερική επιδερµίδα του ασκού (Εικόνα 25) και στις αδενώδεις τρίχες (Εικόνες 30, 

31), υπάρχει αυξηµένη συγκέντρωση UGPάσης. Για τη διερεύνηση του ρόλου του 

ενζύµου στους ιστούς αυτούς ελέγχθηκε η υπόθεση της παραγωγής UDP-γλυκόζης 

που εν συνεχεία πιθανόν να χρησιµοποιείται για την παραγωγή εστέρων γλυκόζης.  

 

  
Εικόνα 30: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης σε 
πέταλο. Με το βέλος εντοπίζονται οι τριχοειδείς 
κατασκευές. Είναι εµφανής η υψηλή 
συγκέντρωση του ενζύµου της UGPάσης.  

Εικόνα 31: Ανοσοεντοπισµός της UGPάσης σε 
σέπαλο. Με το βέλος εντοπίζονται οι τριχοειδείς 
κατασκευές. Είναι εµφανής η υψηλή 
συγκέντρωση του ενζύµου της UGPάσης 

  

 Επιπλέον βασικό ένζυµο του µεταβολισµού της  UDP-γλυκόζης είναι η 

τρανσφεράση της ακυλογλυκόζης. Για την ανίχνευση των ισοενζύµων της 

τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης διενεργήθηκε αποµόνωση µη µετουσιωµένων 

πρωτεϊνών ανθοφόρων οφθαλµών τοµάτας του αναπτυξιακού σταδίου 3-8 mm και 

ακολούθησε ηλεκτροφόρηση (Εικόνα 32). 

 

 
Εικόνα 32: Λεπτοµέρεια ηλεκτροφόρησης της τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης στο αναπτυξιακό 
στάδιο 3-8 mm. Με βέλη σηµειώνονται οι διαφορετικές ζώνες που εντοπίστηκαν 
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 Παρατηρείται η ύπαρξη δύο σαφώς διαχωρισµένων ζωνών στο δείγµα. Η 

ύπαρξη αυτών των ζωνών µας δίνει τη δυνατότητα να υποστηρίξουµε την ύπαρξη 

ενζυµικής δραστικότητας της τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης στους 

συγκεκριµένους ιστούς. 
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4. Συζήτηση 
 

4.1 Η UGPάση και η παρουσία της σε διαφορετικούς ιστούς 

 Το ένζυµο της UGPάσης εντοπίστηκε σε εγκάρσιες τοµές ανθοφόρων οφθαλµών 

µήκους 0-3 mm, 3-8 mm, 8 mm έως λίγο πριν από την άνθηση και ώριµων ανθέων 

τοµάτας. Ανοσοεντοπισµός µε τη χρήση αντισωµάτων που έφεραν χρυσό έχει δείξει 

ότι περισσότερο από το 90% της UGPάσης εντοπίζεται στο κυτταρόπλασµα αλλά σε 

ένα µικρό ποσοστό εντοπίζεται επίσης στους αµυλοπλάστες, στο σύµπλεγµα Golgi και 

στα µικροσώµατα (Kimura et al., 1992; Mikami et al., 2001). Επίσης, στο κριθάρι έχει 

αναφερθεί η δράση ενός ενζύµου UGPάσης προσδεδεµένο σε µεµβράνη (Becker et 

al., 1995). Υπάρχουν πολύ λίγες αναφορές σχετικά µε τον ανοσοεντοπισµό ή και την 

ενεργότητα της UGPάσης στους ιστούς και τα όργανα των φυτών. Οι Meng et al 

(2007) αναφέρουν ότι υψηλή δραστικότητα του ενζύµου εντοπίζεται στα 

αναπτυσσόµενα αγγεία του ξύλου, κάτι που επιβεβαιώνει τις µελέτες (π.χ Gibeaut 

2000) που αναφέρουν τον πρωταρχικό ρόλο της UGPάσης στη βιοσύνθεση των 

κυτταρικών τοιχωµάτων. Η Roberts (1990) ανίχνευσε ενεργότητα του ενζύµου σε 

ακρορρίζια καλαµποκιού µήκους 2 mm και οι Appeldoorn et al (2002) σε 

αναπτυσσόµενους κονδύλους πατάτας. Στα ίδια δείγµατα εντοπίστηκε γενικευµένη 

δραστικότητα του ενζύµου κατά µήκος του κονδύλου και δεν εντοπίστηκαν µεγάλες 

διαφορές στην ένταση του σήµατος µεταξύ της υποµεριστωµατικής περιοχής και του 

υπόλοιπου στόλωνα. Τέλος, µετά την έναρξη της κονδυλοποίησης, η µετάβαση στη 

φάση αποδόµησης της σακχαρόζης µέσω της SuSy και η αύξηση της ροής των 

υδατανθράκων προς τον αυξανόµενο κόνδυλο (Merlo et al., 1993) δεν απαιτεί 

ανάλογη αύξηση της UDP-γλυκόζης για να διατηρηθεί ο αυξηµένος ρυθµός 

αποδόµησης της σακχαρόζης στον αυξανόµενο κόνδυλο (Appeldoorn et al., 1997).  

 Οι Sergeeva και Vreugdenhil (2002) χρησιµοποιώντας τη µέθοδο του in situ 

εντοπισµού σε καρπούς τοµάτας εντόπισαν µεγάλη δραστικότητα της UGPάσης στα 

αναπτυσσόµενα σπέρµατα, στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες και στο εξωτερικό 

παρέγχυµα του περικαρπίου και µικρότερη στο εσωτερικό παρέγχυµα του 

περικαρπίου. Επίσης, σε στελέχη πετούνιας διαπιστώθηκε δράση της UGPάσης στους 

περισσότερους ιστούς. Η υψηλότερη όµως δραστικότητα του ενζύµου εντοπίστηκε 

στον εσωτερικό και εξωτερικό ηθµό, καθώς και στο φωτοσυνθετικό παρέγχυµα του 

φλοιώδους παρεγχύµατος. Ακόµη, σε σαρκώδη φύλλα του Gasteria verrucosa 
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παρατηρήθηκε δραστικότητα της UGPάσης στο πασσαλώδες και στο σπογγώδες 

παρέγχυµα, ενώ η δραστικότητα του ενζύµου ήταν πάρα πολύ χαµηλή στα επιδερµικά 

κύτταρα και στο κεντρικό µη φωτοσυνθετικό παρέγχυµα. 

 Οι Chen et al (2007) εντόπισαν την πρωτεΐνη, µε τη χρήση αντισωµάτων, στους 

ανθήρες του ρυζιού. Εντονότερο σήµα παρατηρήθηκε στα µητρικά των 

µικροσπορίων γύρης. Σε φυτά που είχαν υποστεί συνκαταστολή των δύο γονιδίων του 

ρυζιού (Ugp1 και Ugp2), δεν εντοπίστηκε η πρωτεΐνη και παρατηρήθηκε διακοπή της 

φυσιολογικής εναπόθεσης καλλόζης και παραγωγή γύρης µειωµένης ζωτικότητας, 

κάτι που δείχνει τον πρωταρχικό ρόλο της UGPάσης στη βιοσύνθεση των γλυκανών 

των κυτταρικών τοιχωµάτων. 

 Στα δείγµατά µας, το πρότυπου του εντοπισµού της UGPάσης στην ωοθήκη, 

στον τάπητα και στην ηθµαγγειώδη δεσµίδα του ανθήρα, στις ηθµαγγειώδεις 

δεσµίδες των σεπάλων και των πετάλων και στα µητρικά των µικροσπορίων 

συµφωνεί µε τα παραπάνω αποτελέσµατα. Οι ανθήρες έχουν υψηλή ισχύ καταβόθρας 

σε όλο το άνθος και µεγάλες ποσότητες σακχάρων κινούνται προς τους ανθήρες στην 

έναρξη της ανάπτυξής τους (Clément et al., 1996; Castro and Clément, 2007).  

 Επιπλέον, η παρουσία της UGPάσης και της τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης 

(που πρώτη φορά σε αυτή τη µελέτη ανιχνεύθηκε) στο άνθος είναι δυνατόν να 

συνδέεται µε τη βιοσύνθεση υλικών που σχετίζονται µε την προστασία του οργάνου 

αυτού. Είναι γνωστό ότι στην επιδερµίδα των ανθέων και σε αδενώδεις ιστούς 

συσσωρεύονται εστέρες γλυκόζης, πρόδροµα µόρια των τερπενοειδών που 

εκκρίνονται και χρησιµοποιούνται για την άµυνα κατά εντόµων και λοιπών 

παθογόνων οργανισµών (McCaskill and Croteau, 1999). Στην άγρια τοµάτα 

(Lycopersicon pennellii) έχει αναφερθεί η βιοσύνθεση εξειδικευµένων προϊόντων 

(εστέρων της τριακυλογλυκόζης), τα οποία εκκρίνονται από τις αδενώδεις τρίχες των 

φύλλων (Fobes et al., 1985; Burke et al., 1987; Kuai et al., 1997). 

 Ο τάπητας έχει ως κύρια λειτουργία τη µεταφορά πρόδροµων ουσιών των 

κυτταρικών τοιχωµάτων των µικροσπορίων στο εσωτερικό του ασκού (Southworth, 

1990; Stieglitz, 1977). Η παρουσία λοιπόν της UGPάσης σε αυτόν τον ιστό πιθανόν 

να σχετίζεται µε την υδρόλυση συστατικών του αµύλου. Πράγµατι, ο Nishiyama 

(1984) έχει παρατηρήσει διαστολή του τάπητα ως αποτέλεσµα της αυξανόµενης 

συγκέντρωσης σακχάρων και της πίεσης λόγω σπαργής. Ο τάπητας είναι µεταβολικά 

πολύ ενεργός ιστός και δεν έχει κεντρικό ρόλο µόνο στην θρέψη των σχηµατιζόµενων 

µικροσπορίων, αλλά συµβάλλει επίσης στη βιοσύνθεση των περισσοτέρων ή όλων 
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των δοµικών συστατικών του εξωστρώµατος της γύρης (Scott et al., 2004). Στο ρύζι, 

από το στάδιο των νεαρών µικροσπορίων µέχρι την ανάπτυξη των γυρεοκόκκων 

(Oliver et al., 2007) ο τάπητας λειτουργεί στο µέγιστο.  

 Σε όλες τις δηµοσιευµένες αναφορές το ένζυµο της UGPάσης εντοπίζεται 

κυρίως στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες (Appeldoorn et al., 2002; Sergeeva and 

Vreugdenhil, 2002). Επιπλέον, στην πετούνια το ένζυµο εντοπίστηκε στον εσωτερικό 

και εξωτερικό ηθµό (Sergeeva and Vreugdenhil, 2002). Ο εντοπισµός του ενζύµου 

στα αγγεία του ξύλου καθώς και στα αυξανόµενα κύτταρα του κεντρικού κυλίνδρου 

της ρίζας παραπέµπει κυρίως στο ρόλο της UGPάσης στη βιοσύνθεση των 

κυτταρικών τοιχωµάτων. Μεταλλαγµένα βακτήρια του Acetobacter xylinum που δεν 

είχαν την ικανότητα παραγωγής της κυτταρίνης παρουσίασαν επίσης και έλλειψη της 

UGPάσης (Valla et al., 1989). Οµοίως, σε µεταλλάγµατα ζυµών στα οποία µειώθηκε 

κατά δέκα φορές η δραστικότητα της UGPάσης, µειώθηκε επίσης η συγκέντρωση β-

γλυκάνης στα κυτταρικά τοιχώµατα (Daran et al., 1995). Ακόµα, κατά τη διάρκεια 

της επιµήκυνσης των κυττάρων και το σχηµατισµό των δευτερογενών κυτταρικών 

τοιχωµάτων στα στελέχη της λεύκας βρέθηκε αυξηµένη έκφραση ενός γονιδίου 

UGPάσης (Hertzberg et al., 2001). Εξάλλου, υπερέκφραση των γονιδίων UGPάσης 

και SuSy είχε ως αποτέλεσµα αυξηµένα ποσά κυτταρίνης στα κυτταρικά τοιχώµατα 

και αύξηση του ύψους των φυτών (Coleman et al., 2003). Η εµπλοκή της UGPάσης 

στη βιοσύνθεση γλυκανών, φαίνεται και από την παρεµπόδιση της εξέλιξης των 

µικροσπορίων και τη δηµιουργία γύρης σε µεταλλάγµατα ρυζιού στα οποία είχε 

επιβληθεί συνκαταστολή και των δύο ισοτύπων του ενζύµου (Chen et al., 2007). Η 

παρουσία της UGPάσης και της Susy (Wachter et al., 2003) στους ηθµοσωλήνες θα 

µπορούσε να αποδοθεί στη συµβολή τους στην παροχή αναπνευστικών 

υποστρωµάτων για την αυξηµένη µεταβολική δραστικότητα των ηθµοσωλήνων λόγω 

της απαιτούµενης µεταφοράς των ουσιών µέσω των κυττάρων αυτών. Οι Sergeeva 

και Vreugdenhil (2002), αναφέρουν γενικευµένο εντοπισµό της UGPάσης στο 

σπογγώδες και το πασσαλώδες παρέγχυµα στα σαρκώδη φύλλα του Gasteria 

verrucosa. Σε ώριµα φύλλα η UGPάση εµπλέκεται στη σύνθεση σακχαρόζης σε 

συνεργασία µε την SPS (Stitt, 1989). Οι χλωρωτικές κοτύλες των αναπτυσσόµενων 

φυταρίων παρέχουν θρεπτικές ουσίες για την ανάπτυξη των εµβρυικών ιστών. Είναι 

λοιπόν πιθανόν η UGPάση να συµβάλλει στη σύνθεση της σακχαρόζης στα όργανα 

αυτά. Η δραστικότητα της SPS σε ετερότροφους ιστούς έχει αναφερθεί από αρκετούς 

ερευνητές (Huber and Huber 1996; Winter and Huber 2000; Im 2004). Η αυξηµένη 
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ροή των µεταβολιτών στη γλυκονεογέννεση απαιτεί την δράση της UGPάσης 

(Hammond et al., 1990). Ο εντοπισµός της UGPάσης πιθανόν λοιπόν να σχετίζεται 

µε τη χρήση της παραγόµενης 1-φωσφορογλυκόζης σε µεταβολικές διαδικασίες που 

απαιτούνται για τις κυτταροδιαιρέσεις και την επιµήκυνση των κυττάρων. 

 

4.2 Η δραστικότητα της UGPάσης  

 H µελέτη της δραστικότητας της UGPάσης έδειξε ότι η in vitro δραστικότητα 

του ενζύµου σε εκχυλίσµατα από ολόκληρο άνθος µειώνεται από το πρώτο (0-3 mm) 

στο δεύτερο στάδιο (3-8 mm) και αυξάνεται από το τρίτο στάδιο (8mm µέχρι την 

προάνθηση) έως το τέταρτο στάδιο (άνθηση) όπου και παρατηρείται η µέγιστη τιµή 

της. Οι τιµές της ενεργότητας της UGPάσης βρέθηκαν µεταξύ 47,4 nM 

NADH/min*µg πρωτεΐνης και 129,1 nM NADH/min*µg πρωτεΐνης. Η ενεργότητα 

της UGPάσης υπολογίστηκε στο βερίκοκο (Prunus armeniaca) στα 12 µmol/min/g 

Ν.Β. (Pina and Errea, 2008) που είναι εντός του εύρους των δικών µας τιµών. 

Επιπλέον, φαίνεται ότι η UGPάση παρουσιάζει υψηλή δραστικότητα σε σχέση µε τα 

περισσότερα ένζυµα που εµπλέκονται στο µεταβολισµό της σακχαρόζης, της τάξης 

των 5 nmoles υποστρώµατος/µg πρωτεΐνης*min. Οι Kleczkowski et al (2004) 

αναφέρουν ότι η UGPάση παρουσιάζει υψηλή δραστικότητα και πιθανολογούν µη 

ρυθµιστικό ρόλο του ενζύµου στη ροή άνθρακα από και προς τη σακχαρόζη. 

 Το γεγονός ότι η µεγαλύτερη δραστικότητα UGPάσης παρατηρείται στο στάδιο 

της άνθησης ίσως οφείλεται στο ότι κατά την άνθηση αυξάνεται σε µέγεθος η 

ωοθήκη. Επιπλέον, στο στάδιο 3-8 mm παρατηρείται η µικρότερη δραστικότητα  και 

αυτό ίσως επειδή το άνθος της τοµάτας είναι πρωτανδρικό και στο στάδιο αυτό έχει 

ολοκληρωθεί η ανάπτυξη των ανθήρων. Επιπλέον, σε αυτό το στάδιο συντελείται η 

µείωση των µητρικών κυττάρων γύρης και οι ανάγκες σε UGPάση είναι 

περιορισµένες, αφού σε αυτό είναι γνωστό ότι κατά τη µείωση των µητρικών 

κυττάρων γύρης και το σχηµατισµό γυρεοκκόκων δεν παρατηρούνται έντονες 

µιτωτικές διαιρέσεις ή αύξηση κυττάρων, που είναι διεργασίες απαιτητικές σε 

ενέργεια.  
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4.3 ∆ραστική µορφή της UGPάσης  

 Αρχικά µελετήθηκε η ηλεκτροφορητική συµπεριφορά της UGPάσης από 

εκχυλίσµατα ανθοφόρων οφθαλµών και ώριµων ανθέων τοµάτας σε τέσσερα 

διαφορετικά αναπτυξιακά στάδια. Συγκεκριµένα, η πρώτη κατηγορία περιελάµβανε 

ανθοφόρους οφθαλµούς µήκους 0-3 mm, η δεύτερη 3-8 mm, η τρίτη από 8 mm έως 

λίγο πριν από την άνθηση και η τέταρτη κατηγορία περιελάµβανε ώριµα άνθη. Η 

πηκτή ακρυλαµίδης που επωάστηκε σε διάλυµα που περιείχε UDP-γλυκόζη κατέδειξε 

την ύπαρξη έξι διαφορετικών ζωνών. Η παρουσία περισσοτέρων της µιας ζωνών, είναι 

ενδεικτική του γεγονότος ότι το ένζυµο πιθανόν να υπάρχει σε ισότυπους. Αυτό το 

αποτέλεσµα συµφωνεί εν µέρει µε τις βιβλιογραφικές αναφορές που σχετίζονται µε 

τον αριθµό των γονιδίων που κωδικοποιούν την UGPάση. Αρχικά, είχε διατυπωθεί η 

θεωρία ότι η UGPάση στο κριθάρι κωδικοποιείται από µόνο ένα γονίδιο (Eimert et al., 

1996). Στο γονιδίωµα του ανθρώπου έχει χαρακτηριστεί µόνο ένα γονίδιο Ugp το 

οποίο παράγει δύο διαφορετικά ώριµα mRNAs (Geisler et al., 2004). Οι Bishop et al 

(2002) χαρακτήρισαν δύο γονίδια Ugp στον µυξοµύκητα Dictyostelium discoideum 

και αργότερα οι Kleczkowski et al (2004) χαρακτήρισαν δύο γονίδια Ugp στο 

Arabidopsis. Το γονιδίωµα του ρυζιού περιέχει τρία οµόλογα γονίδια της UGPάσης, 

το Ugp1 στο χρωµόσωµα 9 (Abe et al., 2002), το Ugp2 στο χρωµόσωµα 2 (Mu, 2002) 

και πιθανόν στο χρωµόσωµα 1 (Ohyanagi et al., 2006). Τέλος, οι Meng et al (2007) 

χαρακτήρισαν δύο γονίδια Ugp στη λεύκα. Οι παραπάνω αναφορές δείχνουν ότι στους 

περισσότερους οργανισµούς η UGPάση κωδικοποιείται από δύο γονίδια. Είναι λοιπόν 

πιθανόν στην τοµάτα το ένζυµο να κωδικοποιείται από περισσότερα του ενός γονίδια. 

Είναι επίσης γνωστό ότι η UGPάση υπάρχει σε µίγµα µονοµερών, διµερών και 

υψηλότερης τάξης ολιγοµερών και από ετερόλογη έκφραση του ενζύµου της 

UGPάσης του κριθαριού σε κύτταρα E. coli, το µονοµερές είναι πιο δραστικό (Martz 

et al., 2002). Από τη µελέτη της ηλεκτροφορητικής συµπεριφοράς του ενζύµου στα 

ηλεκτροφορήµατά µας, προκύπτει ότι το ένζυµο της UGPάσης απαντά σε πολλαπλές 

ηλεκτροφορητικές ζώνες οι οποίες πιθανόν να αντιστοιχούν σε ολιγοµερή ή σε 

πολυµερή ή σε διαφορετικές διαµορφώσεις του ενζύµου, όπως έχει αναφερθεί και από 

τους Martz et al (2002). 
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5. Συµπεράσµατα 
 

1) Η UGPάση εντοπίστηκε και στα τέσσερα αναπτυξιακά στάδια των ανθέων της 

τοµάτας.  

2) Η ένταση του σήµατος ήταν σταθερά υψηλή στην ωοθήκη και ιδιαίτερα στον 

"αγωγό" ιστό αυτής. 

3) Στους ανθήρες η UGPάση  εντοπίστηκε εντονότερα στον τάπητα και στα 

µητρικά των µικροσπορίων στο στάδιο πρίν από τη µείωση και στο αµέσως 

επόµενο µόνο στον τάπητα. 

4) Στα τελευταία στάδια της ανάπτυξης του ανθήρα, ισχυρό σήµα εντοπίστηκε 

και στην εππιδερµίδα του. 

5) Η UGPάση εντοπίστηκε έντονα και στις ηθµαγγειώδεις δεσµίδες όλων των 

οργάνων του άνθους. 

6) Η UGPάση εµφανίζει πολλές ηλεκτροφορητικές ζώνες. 

7) Ανιχνεύτηκε η παρουσία της τρανσφεράσης της ακυλογλυκόζης σε 

εκχυλίσµατα του άνθους. 
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