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Περίληψη

Στη μελέτη αυτή μελετήθηκε η συνθάση της φωσφοροσακχαρόζης (SPS) σε παρθενοκαρπικούς

και ένσπερμους καρπούς τομάτας τύπου cherry, κατά τη διάρκεια της ανάπτυξής τους. Τα στάδια

που επιλέχτηκαν ήταν νεαροί πράσινοι καρποί διαμέτρου 5mm και 15mm, ώριμοι πράσινοι καρποί,

καρποί στο στάδιο της αλλαγής του χρώματος και ώριμοι κόκκινοι καρποί. Οι παρθενοκαρπικές το-

μάτες αναπτύχθηκαν μετά την αφαίρεση των ανθήρων από κλειστά άνθη και την ακόλουθη εφαρ-

μογή 50ppm β-ναφθοξυοξεικού οξέος. Για τη μελέτη του ενζύμου χρησιμοποιήθηκε ο

ανοσοεντοπισμός της πρωτεΐνης και η εκτίμηση της δραστικότητας του ενζύμου σε εκχυλίσματα των

καρπών από τα παραπάνω στάδια.

Η SPS εντοπίστηκε έντονα στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες σε όλα τα υπό μελέτη στάδια, τόσο στους

παρθενοκαρπικούς όσο και στους ένσπερμους καρπούς. Στους ένσπερμους καρπούς η SPS εντοπί-

στηκε έντονα στα όργανα του εμβρύου και το ενδοσπέρμιο. Στον κεντρικό κύλινδρο του εμβρυακού

ριζιδίου όμως, στο τελευταίο στάδιο της ανάπτυξής του, το σήμα όμως ήταν χαμηλότερο. Τέλος, η

SPS εντοπίστηκε στο περικάρπιο και το ζελατινώδες παρέγχυμα των καρπών, το σήμα όμως του εν-

τοπισμού ήταν λιγότερο έντονο.

Από τον εντοπισμό του ενζύμου είναι δυνατόν να λεχθεί ότι σύνθεση της σακχαρόζης γίνεται τόσο

στους φωτοσυνθετικούς ιστούς του καρπού, όσο και στους μη φωτοσυνθετικούς ιστούς.

Η δραστικότητα του ενζύμου ήταν υψηλότερη στους ένσπερμους καρπούς σε σχέση με τους παρ-

θενοκαρπικούς, γεγονός το οποίο, σε συνδυασμό με τις ενδείξεις από τον ανοσοεντοπισμό της πρω-

τεΐνης, είναι δυνατόν να αποδοθεί κατά το μέγιστο μέρος της στην ανάπτυξη του εμβρύου. Μέρος

της αυξημένης δραστικότητας του ενζύμου στα στάδια του ώριμου πράσινου καρπού και αλλαγής

χρώματος μπορεί να συσχετιστεί με την υδρόλυση του αμύλου που συμβαίνει στα τελευταία στάδια

της ανάπτυξης του καρπού.
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Abstract

In the present study the activity and immunolocalization of sucrose phosphate synthase (SPS)

in parthenocarpic and seeded tomato fruits were studied. The selected stages of fruits were: de-

veloping fruits of diameter 5mm and 15mm, mature green, breaker and red ripe fruits. Partheno-

carpic fruits were developed aster the application of 50ppm β-naphthoxyacetic acid on

emasculated closed flowers.

SPS was heavily localized in vascular bundles of all organs examined of parthenocarpic and

seeded fruits. In seeded fruits the SPS protein was also heavily localized in embryo organs and

in the endosperm. The localization signal was however less intense in the central cylinder of em-

bryonic root, in the last stage of its development, as well as in locular parenchyma and pericarp.

From immunolocalization pattern is prominent that sucrose synthesis occurs in photosynthetic

as well as in non photosynthetic tomato fruit tissues.

Enzyme activity was higher in seeded than in parthenocarpic fruits. This evidence, combined

with the immunolocalization pattern, points to the greater participation of embryonic tissues to

the total SPS activity. However, a part of high enzyme activity observed in mature green and

breaker fruits can be correlated to the massive starch hydrolysis which occurs in these stages.
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1.1 Η τομάτα cherry

1.1.1 Βοτανική ταξινόμηση της τομάτας
Το 1753 ο Σουηδός βοτανολόγος Linnaeus ονόμασε την τομάτα Solanum lycopersicon αλλά 15

χρόνια αργότερα ο Miller ταξινόμησε την τομάτα στο νέο γένος Lycopersicon  (Lycopersicon escu-

lentum) (Taylor, 1986). Πρόσφατα όμως οι βοτανολόγοι απέδωσαν στην τομάτα το αρχικό της όνομα

Solanum lycopersicon (Heiser and Anderson, 1999).

Η οικογένεια Solanaceae περιλαμβάνει περίπου 90 γένη και 3000-4000 είδη. Το γένος Solanum

τοποθετείται μέσα στην υποοικογένεια Solanoideae (Tucker et al., 2007).

O Muller (1940) διαχώρισε το γένος σε δύο κύρια υπογένη με βάση το χρώμα των καρπών: το Eu-

lycopersicon (έγχρωμοι καρποί) και Eriopersicon (πράσινοι καρποί). Ο Rick (1976) πρότεινε έναν

πιο αναλυτικό και αντικειμενικό διαχωρισμό, ο οποίος κατατάσσει τα είδη σε δύο κύρια συμπλέγματα:

το esculentum, που περιλαμβάνει ήδη που μπορούν να διασταυρωθούν με την καλλιεργούμενη το-

μάτα (όπως τα S. lycopersicum L., S. pimpinellifolium L., S. cheesmaniae, S. galapagense, S. neorickii,

S. chmielewskii, S. habrochaites, S. pennellii) και το σύμπλεγμα peruvianum με είδη που δεν μπορούν

να διασταυρωθούν με το S. lycopersicum (S. chilense, ‘S.N. peruvianum’, L., ‘S.N. peruvianum’ var. hu-

mifusum) (Atherton & Rudich, 1986).

1.1.2 Φυλογένεση - βοτανική ταξινόμηση και καταγωγή της τομάτας τύπου
cherry

Σύμφωνα με τον Quiros (1974) υπάρχει μία φυλογενετική σειρά η οποία οδηγεί με αφετηρία έναν

πρόγονο πριν την εμφάνιση του Solanum, στο S. peruvianum, μετά στο S. hirsutum, ακολούθως στο

S. lycopersicon var. cerasiforme και τελικά στην καλλιεργούμενη τομάτα. Τα S. pimpinellifolium, S.

cheesmanii, S. penellii, S. minutum, (S. chmielewskii και S. parviflorum), καθώς και το S. chilense είναι

αποκλίνοντες τύποι από αυτόν τον κύριο κορμό.

Η τομάτα τύπου cherry (S. lycopersicon var. cerasiforme) είναι σχεδόν βέβαιο ότι, αποτελεί τον

άμεσο πρόγονο των σύγχρονων καλλιεργουμένων τύπων τομάτας, ενώ, είναι και το μοναδικό άγριο

είδος τομάτας που απαντάται και εκτός Νότιας Αμερικής (Taylor, 1986).

Οι σημερινές καλλιεργούμενες ποικιλίες και υβρίδια της τομάτας τύπου cherry θεωρείται ότι, εξε-

λίχθηκαν από τον άγριο τύπο τομάτας S. lycopersicon var. cerasiforme μέσω πολύχρονης εξέλιξης

(Setha, 1995). Μοναδικός ίσως διεκδικητής (πρόγονος) αυτού του τίτλου μπορεί να αποτελέσει το

S. pimpinellifolium, αλλά είναι πιθανό να είναι μάλλον παραπροϊόν, παρά μέλος της γενετικής σειράς

(Ολύμπιος, 2001).

Η επιλογή μέσω πολλών γενεών, οδήγησε από την αρχέγονη μορφή της τομάτας που είναι γνωστή

σήμερα ως τύπου cherry, σε βαθμιαία αύξηση του μεγέθους του καρπού και στα πολλά διακριτά

σχήματα και τύπους καλλιεργούμενης τομάτας (Hobson, 1988). Έτσι, όταν οι πρώτοι καρποί εισήχ-

θησαν στην Ευρώπη (περίπου στα μέσα του 16ου αιώνα), ονομασίες και περιγραφές αυτής της επο-

χής όπως το «Pomi d’oro» («χρυσό μήλο»), υπαινίσσονταν ότι το χρώμα ήταν κίτρινο. Οι

κοκκινόσαρκοι τύποι τομάτας πρέπει να είχαν ακολουθήσει μετά από μικρό χρονικό διάστημα και

είναι αυτοί οι οποίοι κέρδισαν την αποδοχή του κοινού.

Όλοι οι εκπρόσωποι του S. lycopersicon είναι αυτοσυμβιβαστοί και κυρίως αυτογονιμοποιούμενοι.

Στον άγριο πρόγονο τομάτας, S. lycopersicon var. cerasiforme (τύπος cherry), το στίγμα μπορεί να

προεξέχει πέραν του κώνου των ανθήρων κατά την άνθηση, επιτρέποντας έτσι την σταυρογονιμο-

ποίηση, σε ένα όμως μικρό βαθμό. Αυτό αποτελεί μία διαφορά από την καλλιεργούμενη τομάτα (S.

lycopersicon) στην οποία, η εξημέρωση και βελτίωση έχει συμπεριλάβει επιλογή για την σταδιακή

υποχώρηση του στίγματος μέσα στον κώνο των ανθήρων, εξασφαλίζοντας έτσι την αυτεπικονίαση
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(Rick, 1976). Πάντως, το S. lycopersicon var. cerasiforme (όπως και το S. lycopersicon και άλλοι

στενοί συγγενείς), είναι γενικά αυτογονιμοποιούμενο, σε αντίθεση με άλλα είδη του γένους Solanum

που είναι αυτοασυμβίβαστα και επομένως σταυρογονιμοποιούνται πλήρως με διάφορα είδη μελισ-

σών (Ολύμπιος, 2001). Ανεξάρτητα των όποιων διαφορών τους, οι σύγχρονες ποικιλίες της καλ-

λιεργούμενης τομάτας είναι εξαιρετικά στενά συσχετισμένες με το άγριο είδος S. lycopersicon var.

cerasiforme, με αποτέλεσμα οι δύο αυτοί τύποι να μπορούν να διασταυρωθούν ελεύθερα (Taylor,

1986). 

1.1.3 Διαιτητική αξία του καρπού της τομάτας τύπου cherry
H συνεχώς αυξανόμενη ζήτηση της τομάτας cherry οφείλεται κατά κύριο λόγο στη μεγάλη δια-

τροφική αξίας της και στα ιδιαίτερα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά της. Άλλωστε, οι τομάτες cherry

παρουσιάζουν υψηλότερη αναλογία σε ξηρά ουσία και μεγαλύτερο περιεχόμενο σε ολικά σάκχαρα,

οργανικά οξέα, βιταμίνη C, ελεύθερα αμινοξέα, αντιοξειδωτικά (β-καροτίνη, λυκοπένιο) και φλαβο-

νοειδή σε σχέση με τις μεγαλόκαρπες τομάτες (Hallman and Kobryń, 2003). Εκτός αυτού, εμφανίζουν

και υψηλότερη περιεκτικότητα σακχάρων (γλυκόζης και φρουκτόζης) και οργανικών οξέων (κιτρικό

και μηλικό), τα οποία αποτελούν βασικούς παράγοντες στον προσδιορισμό της γλυκύτητας, της οξύ-

τητας και γενικά της έντασης της γεύσης των καρπών της τομάτας (Raffo et al., 2002). 

Μάλιστα, ο Hobson (1988) αναφέρει ότι εκτός της υψηλότερης περιεκτικότητας σακχάρων (με κυ-

ρίαρχα τη γλυκόζη και τη φρουκτόζη), η γλυκύτητα στη γεύση των cherry αποδίδεται και στην πα-

ρουσία της σακχαρόζης όπου απαντάται σε συγκεντρώσεις μεγαλύτερες του 0,5% του νωπού

βάρους.

Ακόμη, η διαιτητική αξία των καρπών cherry είναι υψηλή, γιατί περιέχουν ικανοποιητικές ποσότητες

βιταμινών, ιχνοστοιχείων, αλάτων και αντιοξειδωτικών, απαραίτητων για βασικές λειτουργίες του

οργανισμού με χαμηλό θερμιδικό και ενεργειακό δυναμικό. Αναφέρεται ότι 100g ώριμης τομάτας

τύπου cherry, παρέχουν 22 θερμίδες ενέργειας, 1,1g πρωτεΐνης, 0,2g λίπους, 4,7g υδατανθράκων,

13mg Ca, 27mg P, 0.5mg Fe, 3mg Na, 900 IU βιταμίνης A, 0,06mg βιταμίνης B1, 0,04mg βιταμίνης

B2, 0,7mg νιασίνης και 23mg βιταμίνης C (FAO, 1985). Οι καρποί τομάτας τύπου cherry αποτελούν

καλή πηγή βιταμινών και αλάτων, με υψηλή περιεκτικότητα σε σάκχαρα (Long, 1998), ενώ χαρα-

κτηρίζονται από σχετικά υψηλά επίπεδα αντιοξειδωτικών ουσιών (ιδιαίτερα καροτενοειδών όπως

το λυκοπένιο και το β-καροτένιο) που τους προσδίδει υψηλή αντιοξειδωτική ικανότητα (Raffo et al.,

2002).

Οι ίδιοι ερευνητές μελέτησαν το περιεχόμενο των καρπών σε βασικά αντιοξειδωτικά (καροτενοειδή,

ασκορβικό οξύ, φαινολικά συστατικά) σε διαφορετικά στάδια ωριμότητας. Τα αποτελέσματα επιβε-

βαιώνουν τη σχετικά υψηλή περιεκτικότητα των καρπών τομάτας cherry σε καροτενοειδή, που μά-

λιστα αυξάνεται με την πρόοδο της ωριμότητας των καρπών, έτσι ώστε στο στάδιο της πλήρους

ωριμότητας να παρουσιάζουν το μέγιστο επίπεδο καροτενοειδών, καθώς και αντιοξειδωτικής δρα-

στηριότητας των μη υδατοδιαλυτών αντιοξειδωτικών.

1.1.4 Βοτανικοί χαρακτήρες της τομάτας cherry

Βλαστός
Το φυτό τομάτας τύπου cherry χαρακτηρίζεται από μεγάλη ευρωστία και μπορεί να φτάσει σε ύψος

τα 3,0-3,6m. Όσο αφορά την ανάπτυξη του βλαστού, αναφέρεται ότι το μήκος καθορίζεται από γε-

νετικούς παράγοντες. Έτσι, αν και οι πλείστοι γονότυποι cherry τομάτας χαρακτηρίζονται από απε-

ριόριστη ανάπτυξη βλαστών (indeterminate), υπάρχουν και ποικιλίες ημι-καθορισμένης

(semi-determinate) και καθορισμένης (determinate) ανάπτυξης. Μάλιστα, στις ποικιλίες με απεριό-

ριστη ανάπτυξη το μήκος του κεντρικού βλαστού μπορεί να φθάσει και 10 ή περισσότερα μέτρα
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όταν το φυτό κλαδεύεται σε μονοστέλεχο σύστημα (Ολύμπιος, 2001).

Φύλλα
Συγκριτικά με την καλλιεργούμενη τομάτα, το φυτό της cherry φέρει κανονικό φύλλωμα, μικρότε-

ρου όμως μεγέθους (Rubatzhy and Υamaguchi, 1997).

Άνθη-ταξιανθίες
Ένα ακόμη χαρακτηριστικό γνώρισμα της κερασόμορφης τομάτας αποτελεί το γεγονός ότι οι τα-

ξιανθίες του φυτού είναι πολύ μεγάλες και ικανές να παράγουν μέχρι και 100 ή περισσότερους καρ-

πούς η κάθε μία σε κάποιες περιπτώσεις. Ο Hobson (1988) αναφέρει ότι, οι πιο παραγωγικές

ποικιλίες, όσον αφορά τον αριθμό καρπών ανά ταξιανθία, παράγουν μέχρι και 30 καρπούς. Οι Ru-

batzhy and Yamaguchi (1997), αναφέρουν ότι τα άνθη σχηματίζονται σε μακριές ταξιανθίες. Τα άνθη

έχουν κίτρινο χρώμα και μοιάζουν με αυτά της «κανονικής» τομάτας, είναι όμως μάλλον μικρότερα

σε μέγεθος και οι ανθήρες τους είναι πολύ λεπτοί και μακριοί. 

Σπέρματα
Το βάρος των σπερμάτων δεν φαίνεται να διαφέρει μεταξύ των ποικιλιών cherry και των μεγαλό-

καρπων ποικιλιών. Το βάρος 1000 σπόρων της cherry είναι περίπου 2.1g ενώ στις μεγαλόκαρπες

τομάτες είναι περίπου 2.2g (Xuan, 1999). 

Καρπός
Ο καρπός είναι κίτρινος ή κόκκινος, με στρογγυλό ή απιδοειδές σχήμα (Long, 1998). Ο χαρακτη-

ρισμός cherry αναφέρεται στο σχήμα και μέγεθος του καρπού, ο οποίος μοιάζει με τους αντίστοιχους

του κερασιού (Allaby, 1998). Οι καρποί είναι δίχωροι και σπάνια τρίχωροι (Rubatzhy and Yamaguchi,

1997), ενώ σε μερικές ποικιλίες φέρουν σχετικώς σκληρή επιδερμίδα. Οι Gough and Hobson (1990),

αναφέρουν ότι, οι καρποί των τοματών τύπου cherry εκτιμώνται από τους καταναλωτές για το ελ-

κυστικό κόκκινο τους χρώμα, το μικρό τους μέγεθος και το ωραίο τους άρωμα.

1.1.5 Μορφολογία και ανατομία του καρπού 
Ο καρπός της τομάτας είναι πολύχωρος ράγα, με ποικίλα σχήματα και αποτελείται από το περι-

κάρπιο, το ζελατινώδες παρέγχυμα, μέσα στο οποίο βρίσκονται τα σπέρματα και τον πλακούντα (Ει-

κόνα 1). 

Περικάρπιο
Το περικάρπιο προέρχεται από

τα τοιχώματα της ωοθήκης και

αποτελείται από το εξωκάρπιο,

από το παρεγχυματικό μεσο-

κάρπιο με τις ηθμαγγειώδεις

δεσμίδες και από ένα μονοκύτ-

ταρο στρώμα ενδοκαρπίου που

επικαλύπτει χώρους που βρί-

σκονται οι σπερματικές βλά-

στες.

Τα κύτταρα του περικαρπίου

υφίστανται ανατομικές αλλαγές

κατά τη διάρκεια της πρώτης
Εικόνα 1: Ανατομία δίχωρου καρπού τομάτας τύπου cherry (Ho and Hewitt,
1986).
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εβδομάδας σχηματισμού του καρπού. Μία έως δύο μέρες μετά τη γονιμοποίηση, τα μικρά χυμοτόπια

μέσα σε κάθε κύτταρο ενώνονται ώστε να σχηματιστεί ένα κεντρικό χυμοτόπιο (Mohr and Stein,

1969). Στις ακόλουθες δύο εβδομάδες το κυτταρόπλασμα μειώνεται σε ένα λεπτό περιφερειακό

στρώμα. Εντωμεταξύ πραγματοποιείται και η αρχική φάση διαχωρισμού του κυτταρικού τοιχώματος.

Ο διαχωρισμός αρχίζει από τις περιοχές που συνδέονται τα γειτονικά κύτταρα και συνεχίζεται κατά

μήκος των μεσοτοιχίων. Τα πλασμοδέματα που αλληλοσυνδέουν το κυτόπλασμα των γειτονικών

κυττάρων είναι πολύ μικρά. Όλα τα οργανίδια μπορούν να παρατηρηθούν μέσα στα κύτταρα αμέσως

μετά τη γονιμοποίηση και το πλασμάλημμα και ο τονοπλάστης παραμένουν άθικτοι (Mohr and Stein,

1969) και φυσιολογικώς ενεργοί (Vickery and Bruinsma, 1973) στη διάρκεια ωρίμανσης του καρπού.

Τα μιτοχόνδρια, οι χρωμοπλάστες και το αδρό ενδοπλασματικό δίκτυο, διατηρούνται και στους ώρι-

μους καρπούς (Crookes and Grierson, 1983). Τα πλαστίδια περιέχουν άμυλο και διαθέτουν τυπικές

περιοχές grana και θυλακοειδείς μεμβράνες στρώματος (Harris and Spurr, 1969). Στους πράσινους

καρπούς τα επιδερμικά κύτταρα τείνουν να έχουν λιγότερο άμυλο σε σχέση με αυτά του εσωτερικού

παρεγχύματος (Rosso, 1968). Ο κύριος όγκος της κυτταρικής διαίρεσης στο περικάρπιο πραγματο-

ποιείται κατά τη διάρκεια της πρώτης εβδομάδας μετά την άνθηση (Davies and Cocking, 1965) αν

και οι Asahira et al. (1968) αναφέρουν πως κυτταρικές διαιρέσεις μπορεί να υπάρξουν και κατά τη

δεύτερη εβδομάδα. Ωστόσο, στο L. pimpinellifolium κυτταρική διαίρεση παρατηρήθηκε σε όλη τη

διάρκεια της ανάπτυξης του καρπού (Houghtalin, 1935).

Το εξωκάρπιο 
Το εξωκάρπιο αποτελείται από την επιδερμίδα και από 2 με 4 στρώσεις υποεπιδερμικών κυττάρων

με παχιά κυτταρικά τοιχώματα που οι παχύνσεις τους ομοιάζουν με κολλέγχυμα. Η επιδερμίδα επι-

καλύπτεται από εφυμενίδα πάχους 4-10μm (Wilson and Sterling, 1976). Η εναπόθεση εφυμενίνης

επεκτείνεται και στα κατ’ ακτίνα κυτταρικά τοιχώματα της επιδερμίδας και συχνά και σε αυτά των

υποεπιδερμικών στρώσεων. Επίσης, από την επιδερμίδα αναπτύσσεται τρίχωμα το οποίο και εξαφα-

νίζεται έως την ωριμότητα. Ουλές και επιδερμικά κύτταρα με αυξημένη εναπόθεση εφυμενίνης πα-

ρατηρούνται επίσης και στις θέσεις όπου υπήρχαν τρίχες.

Το ζελατινώδες παρέγχυμα
Κατά τα πρώτα στάδια ανάπτυξης του καρπού το ζελατινώδες παρέγχυμα αρχίζει να επεκτείνεται

μέσα στους χώρους της ωοθήκης και να περιβάλλει τις σπερματικές βλάστες. Η διαδικασία αυτή

πραγματοποιείται στις δέκα πρώτες μέρες μετά τη γονιμοποίηση ενώ στη συνέχεια το ζελατινώδες

παρέγχυμα καταλαμβάνει σχεδόν ολόκληρο το χώρο της ωοθήκης. Τα κύτταρα του ζελατινώδους

παρεγχύματος έχουν χλωροπλάστες οι οποίοι κατά τα τελευταία στάδια της ωρίμανσης του καρπού

μετατρέπονται σε χρωμοπλάστες όπως συμβαίνει και στο περικάρπιο. Στους ανώριμους καρπούς το

ζελατινώδες παρέγχυμα παρουσιάζεται σφικτό, αλλά καθώς ο καρπός ωριμάζει τα κυτταρικά τοι-

χώματα αρχίζουν να αποδομούνται. Τελικά, το ζελατινώδες παρέγχυμα του ώριμου καρπού αποκτά

μια ζελατινοειδή υφή. Σε επόμενα στάδια ανάπτυξης είναι δυνατόν να συσσωρεύεται διακυτταρικό

υγρό στους χώρους. Παρά τον παραπάνω εκφυλισμό, οι πρωτοπλάστες συνήθως παραμένουν άθι-

κτοι. 

Ο πλακούντας 
Ο πλακούντας είναι η περιοχή της ωοθήκης από την οποία εκφύονται οι σπερματικές βλάστες με

τις οποίες συνδέονται μέσω του ομφαλικού ιμάντα. Μετά τη γονιμοποίηση του ωοκυττάρου εξελίσ-

σονται σε σπέρματα. Ο πλακούντας θεωρείται ο ιστός που τροφοδοτεί τις σπερματικές βλάστες με

τα απαραίτητα θρεπτικά στοιχεία για την ανάπτυξή τους.
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Ηθμαγγειώδεις δεσμίδες
Στους καρπούς της τομάτας απαντούν δύο κύριες διακλαδώσεις του αγγειακού ιστού. Η μία επε-

κτείνεται από τον ποδίσκο διαμέσου των εξωτερικών στιβάδων του περικαρπίου. Η άλλη διασχίζει

το κεντρικό τμήμα του καρπού και διακλαδίζεται για να καλύψει τα αναπτυσσόμενα σπέρματα. Οι

ηθμαγγειώδεις δεσμίδες που διέρχονται από το περικάρπιο κατανέμονται εξίσου με ελάχιστες δια-

κλαδώσεις, ενώ οι κεντρικές  παρουσιάζουν αξιοσημείωτη διακλάδωση. Με τις διακλαδώσεις η επι-

φάνεια των ηθμαγγειωδών δεσμίδων μειώνεται αλλά η αναλογία ηθμού/ξύλου αυξάνεται. Η γενική

εντύπωση είναι ότι ο αγγειακός ιστός αποτελεί ένα κλειστό κύκλωμα με ελάχιστες τυφλές απολήξεις

(Walker, 1975).

1.1.6 Η ανάπτυξη του καρπού 
Στις σύγχρονες ποικιλίες τομάτας η ανάπτυξη του καρπού αρχίζει με τη γονιμοποίηση. Το νωπό

βάρος της ωοθήκης τότε είναι περίπου 5-10mg ενώ το βάρος του ώριμου προϊόντος μπορεί να κυ-

μαίνεται από 15g στην κερασόμορφη τομάτα (cherry) έως και 450g στις επιτραπέζιες. Η αύξηση του

καρπού της τομάτας μπορεί να παρασταθεί από μία σιγμοειδή καμπύλη η οποία διαιρείται σε τρεις

περιόδους. Αρχικά, στις πρώτες δύο-τρείς εβδομάδες η ανάπτυξη είναι βραδεία και ο καρπός αποκτά

μόλις το 10% του τελικού του βάρους. Στη φάση αυτή η ανάπτυξη της ωοθήκης παύει κατά την άν-

θηση αλλά ξαναρχίζει μετά τη γονιμοποίηση. Η είσοδος προϊόντων αφομοίωσης από τα φύλλα στην

ωοθήκη αυξάνεται ουσιαστικά δύο ημέρες μετά την επικονίαση (Archbold et al., 1982) και ο ημερή-

σιος ρυθμός συσσώρευσης ξηράς ουσίας αυξάνεται από 30mg σε 150mg έως το τέλος της πρώτης

εβδομάδας (Ho et al., 1983). Ακολουθεί μία περίοδος ταχύτατης ανάπτυξης που διαρκεί τρείς έως

πέντε εβδομάδες. Στη φάση αυτή, που φτάνει μέχρι το στάδιο του ώριμου πράσινου καρπού, ο καρ-

πός αποκτά το μεγαλύτερο μέρος του βάρους του. Ο σχηματισμός του καρπού ολοκληρώνεται μετά

και τη τρίτη περίοδο που διαρκεί δύο εβδομάδες και που χαρακτηρίζεται από αργή ανάπτυξη. Στη

φάση αυτή παρατηρείται μικρή αύξηση του βάρους αλλά και έντονες μεταβολικές διεργασίες στον

καρπό. 

1.1.6.1 Πρώιμη ανάπτυξη καρπού
Σύμφωνα με τους Gillaspy et al. (1993) η πρώιμη ανάπτυξη του καρπού μπορεί επιπλέον να δια-

χωριστεί σε τρείς φάσεις (Εικόνα 2). Η πρώτη φάση περιλαμβάνει την ανάπτυξη της ωοθήκης καθώς

και τη διαδικασία της επιλογής της καρπόπτωσης ή συνέχισης των κυτταρικών διαιρέσεων, δηλαδή

την καρπόδεση. Στη δεύτερη φάση η ανάπτυξη του καρπού βασίζεται κυρίως σε κυτταρικές διαιρέ-

σεις, ενώ στη τρίτη πραγματοποιείται αύξηση του μεγέθους των κυττάρων έως ότου ο καρπός απο-

κτήσει το τελικό του μέγεθος (Ho and Hewitt, 1986). Πιο συγκεκριμένα:

1η Φάση ανάπτυξης: Ανάπτυξη της ωοθήκης, γονιμοποίηση και καρπόδεση.

Εικόνα 2. Ανάπτυξη του καρπού της τομάτας (Gillaspy et al., 1993)
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Τέσσερις έως πέντε μέρες μετά την άνθηση οι κυτταρικές διαιρέσεις συνεχίζουν να πραγματοποι-

ούνται στην αναπτυσσόμενη ωοθήκη. Στη φάση αυτή, η μιτωτική δραστηριότητα περιορίζεται στο

εξωτερικό στρώμα κυττάρων του περικαρπίου αλλά και του πλακούντα, από τον οποίο προέρχονται

τα κύτταρα του ζελατινώδους παρεγχύματος. Επίσης, η μιτωτική δραστηριότητα συνεχίζεται στους

αγωγούς ιστούς ενώ παράλληλα εμφανίζεται αυξημένη στο ανιχνεύσιμο πλέον αναπτυσσόμενο έμ-

βρυο.

Σύμφωνα με τους Gillapsy et al. (1993) η φύση του σήματος (ή των σημάτων) που ελέγχει το σχη-

ματισμό της ωοθήκης δεν μας είναι γνωστή. Φαίνεται πως ο παράγοντας (ή οι παράγοντες) που προ-

έρχεται από το σποροφυτικό ιστό που περιβάλλει την αναπτυσσόμενη ωοθήκη απαιτείται για τον

ερεθισμό και τη λειτουργία των κυτταρικών διαιρέσεων στις ανθικές καταβολές μέχρι η ωοθήκη να

αποκτήσει το ώριμο μέγεθος της. Στη φάση αυτή η δραστηριότητα των κυτταρικών διαιρέσεων πα-

ραμένει προσωρινά μειωμένη μέχρι να ολοκληρωθεί η γονιμοποίηση.

Σε κανονικές συνθήκες ανάπτυξης η εξέλιξη της καρπόδεσης έπεται την επιτυχημένη ολοκλήρωση

της επικονίασης και γονιμοποίησης. Η γονιμοποίηση που ακολουθεί την επικονίαση προϋποθέτει τη

βλάστηση της γύρης, τη διείσδυση και ανάπτυξη του γυρεοσωλήνα μέσα στο στύλο. Η παρουσία γο-

νιμοποιημένων ωοθηκών γενικά προάγει την εξέλιξη της ωοθήκης σε καρπό. Συνεπώς, η εξέλιξη

της  καρπόδεσης εξαρτάται από ένα ή περισσότερα θετικά σήματα που παράγονται κατά τη διάρκεια

ή μετά την επικονίαση και πιθανόν μετά τη γονιμοποίηση. Τα θετικά αυτά σήματα παράγονται από

τη γύρη κατά τη διάρκεια της βλάστησης και της ανάπτυξης του γυρεοσωλήνα και κατά τη διάρκεια

ή μετά τη σύντηξη των πυρήνων. Οι αυξητικοί παράγοντες με τους οποίους η γύρη επηρεάζει την

καρπόδεση κυρίως είναι οι γιββερελλίνες και η αυξίνη.

2η Φάση ανάπτυξης: Ανάπτυξη των σπερμάτων και αρχική ανάπτυξη του εμβρύου.

Στον καρπό της τομάτας, αμέσως μετά τη γονιμοποίηση, ενεργοποιούνται οι κυτταροδιαιρέσεις

στην ωοθήκη οι οποίες και διαρκούν περίπου επτά έως δέκα ημέρες (Mapelli et al., 1978; Varga

and Bruinsma, 1986; Bohner and Bangerth, 1988a). Μετά την ολοκλήρωση της φάσης των κυττα-

ρικών διαιρέσεων και για τις επόμενες έξι έως επτά εβδομάδες παρατηρείται μεγέθυνση των κυτ-

τάρων και συνεπώς του καρπού. Πριν την μεγέθυνση τους τα διαιρούμενα κύτταρα του καρπού είναι

μικρά σε μέγεθος, σφικτά συμπιεσμένα και πλούσια σε κυτταροπλασματικές ουσίες, ενώ διαθέτουν

και μικρά χυμοτόπια. Καθώς μεγεθύνονται τα κύτταρα, το αρχικό κυτταρικό τοίχωμα και το κυτό-

πλασμα γίνονται ολοένα και λεπτότερα, ενώ τα χυμοτόπια καταλαμβάνουν όλο και μεγαλύτερη ανα-

λογία στον κυτταρικό χώρο (Smith, 1935).

Κατά τη διάρκεια της δεύτερης φάσης η κυτταρική διαίρεση είναι πιο έντονη στο περικάρπιο και

στον πλακούντα (Varga and Bruinsma, 1986) (Εικόνα 3).

Στα πολύ πρώιμα στάδια της φάσης αυτής η μιτωτική δραστηριότητα είναι πιο έντονη στο εξωτε-

ρικό περικάρπιο σε σχέση με το εσωτερικό. Οι κυτταρικές διαιρέσεις στα αναπτυσσόμενα σπέρματα

γίνονται κυρίως στις περιφερειακές στιβάδες των χιτώνων παρά στο έμβρυο.

3η Φάση ανάπτυξης: Η αύξηση του όγκου των κυττάρων και η ωρίμανση του εμβρύου.

Μετά τις κυτταρικές διαιρέσεις, η ανάπτυξη του καρπού βασίζεται στην αύξηση του κυτταρικού

όγκου. Ο αριθμός και ο συγχρονισμός των κυτταρικών διαιρέσεων μπορεί να διαφέρει σημαντικά

στα διάφορα είδη καρπών, αλλά και τα δύο συμβάλλουν στο τελικό του μέγεθος. Ωστόσο, στα πε-

ρισσότερα φυτά η αύξηση του όγκου των κυττάρων συμβάλλει περισσότερο στο τελικό μέγεθος του

καρπού (Gillaspy et al., 1993). Η αύξηση του όγκου των κυττάρων συνήθως αυξάνει το μέγεθος

του καρπού κατά 100 φορές ή και περισσότερο (Coomble, 1976) (Εικόνα 3). Στον καρπό της τομάτας,
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ο όγκος των κυττάρων στον πλακούντα, στο ζελατινώδες παρέγχυμα και στο εσωτερικό περικάρπιο

μπορεί να δεκαπλασιαστεί, αλλά τα κύτταρα που αποτελούν το εξωτερικό περικάρπιο επειδή συνε-

χίζουν να διαιρούνται αυξάνονται λιγότερο. 

Θα πρέπει να σημειωθεί πως η αύξηση του όγκου των κυττάρων στους ιστούς του καρπού δεν

συσχετίζεται με την ανάπτυξη των σπερμάτων τα οποία άλλωστε δεν παρουσιάζουν σημαντική αύ-

ξηση μεγέθους. Κατά τη διάρκεια αυτής της ταχύτατης αύξησης του κυτταρικού όγκου του καρπού,

το έμβρυο αναπτύσσεται από το στάδιο του σφαιρικού στο στάδιο του τορπιλόμορφου εμβρύου

(Smith, 1935). 

1.1.6.2 Ώριμος πράσινος καρπός 
Στο στάδιο του ώριμου πράσινου καρπού τα παρεγχυματικά κύτταρα του περικαρπίου έχουν διά-

μετρο μεταξύ 300-500μm και έχουν σχετικά παχιά κυτταρικά τοιχώματα και μία λεπτή κυττοπλα-

σματική στοιβάδα που περικλείει ένα κεντρικό χυμοτόπιο. Περιστασιακά, είναι δυνατόν να

παρατηρηθούν πλασμοδέσματα μεταξύ των γειτονικών κυττάρων. 

Ο πράσινος ώριμος καρπός περιέχει ένα μεγάλο αριθμό χλωροπλαστών. Οι χλωροπλάστες αυτοί

περιέχουν grana, αλλά όχι στον ίδιο βαθμό που αυτά απαντούν στο χλωροπλάστη ενός φύλλου C3

φυτού. Επίσης, στους χλωροπλάστες του ανώριμου καρπού μπορούν να διακριθούν και αμυλόκοκκοι

αλλά μειώνονται όσο η ανάπτυξη πλησιάζει τον πράσινο ώριμο καρπό. Οι χλωροπλάστες επίσης πε-

ριέχουν τις χρωστικές του καρπού, τις χλωροφύλλες και τα καροτενοειδή. Οι επικρατέστερες χρω-

στικές στους πράσινους καρπούς αποτελούνται από ένα μίγμα χλωροφύλλης α και β. Αντίθετα, τα

καροτενοειδή απαντούν σε μικρές ποσότητες. Μάλιστα, περισσότερο από το μισό αυτών αποτελούν

οι ξανθοφύλλες, ιδιαίτερα στα αρχικά στάδια του πράσινου ώριμου καρπού, ενώ καθώς ο καρπός

ωριμάζει η αναλογία αυτή μειώνεται (Rabinowitch et al., 1975). Τέλος, υπάρχουν α- και β- καροτένια

σε μικρές όμως συγκεντρώσεις (Meredith and Purcell, 1966).

1.1.6.3 Ωρίμανση του καρπού
Η μετατροπή του καρπού της τομάτας από το ώριμο πράσινο στάδιο στο πλήρως ώριμο κόκκινο

περιλαμβάνει δραματικές αλλαγές στο χρώμα, στη σύνθεση, στο άρωμα, στη γεύση και στη δομή

Εικόνα 3: (A) με (C). Η διαδικασία της κυτταρικής διαίρεσης στον καρπό της τομάτας. Οι μπλε γραμμές αναπα-
ριστούν περιοχές μιτωτικής δραστηριότητας. Bars = 0.2cm. A) Εγκάρσια τομή καρπού από την πρώιμη φάση II,
B) Εγκάρσια τομή καρπού προς το τέλος της φάσης II  C) Εγκάρσια τομή καρπού από την πρώιμη φάση III (Gil-
laspy et al., 1993).
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του. Η ωρίμανση αποτελεί μια ιδιαίτερη διαδικασία που περιλαμβάνει αντιδράσεις σύνθεσης αλλά

και αποδόμησης. Μάλιστα, επιφέρει αλλαγές στο μεταβολισμό και στην έκφραση γονιδίων, οι οποίες

μπορούν να οδηγήσουν σε σημαντικές διαφοροποιήσεις της ποιότητας του καρπού. Οι αλλαγές αυτές

είναι συντονισμένες καθώς υφίστανται στη πλειονότητα των κυττάρων του καρπού και περιλαμβά-

νουν αλλαγές σε κάθε υποκυτταρικό διαμέρισμα. Οι διάφορες όψεις της ωρίμανσης φαίνεται να

συντονίζονται και να ρυθμίζονται από φυτικές ορμόνες αλλά μπορούν επίσης και να τροποποιηθούν

από γενετικούς και περιβαλλοντικούς παράγοντες (Grierson and Kader, 1986).

Κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης πραγματοποιούνται πολλές αλλαγές και σε υποκυτταρικό επίπεδο.

Καταρχάς παρατηρούνται αλλαγές στα κυτταρικά τοιχώματα και ειδικά στην περιοχή του μεσοτοιχίου,

του οποίου μειώνεται η ηλεκτρονιακή πυκνότητα. Αυτό συμπίπτει με την ένταση της διαλυτοποίησης

του κυτταρικού τοιχώματος που γίνεται μέσω της πολυγαλακτουρονάσης (Crookes and Grierson,

1983). Καθώς εξελίσσεται η ωρίμανση, η διαλυτοποίηση των κυτταρικών τοιχωμάτων γίνεται πιο

εκτεταμένη, ενώ στους πιο ώριμους καρπούς τα τοιχώματα παρουσιάζονται εύθραυστα. Αποτέλεσμα

αυτής της διαδικασίας είναι πως ο ιστός του καρπού αποκτά μια απαλή και χυμώδη υφή. 

Επίσης, κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης παρατηρείται έντονη μείωση του μεγέθους των αμυλό-

κοκκων και σταδιακά εξαφανίζονται. Παράλληλα, οι μεμβράνες των θυλακοειδών εμφανίζονται με

λιγότερα grana, ενώ κάνουν την εμφάνισή τους σταγόνες λιπιδίων που προέρχονται από τα θυλα-

κοειδή. Οι αλλαγές αυτές προμηνύουν την έναρξη της μετατροπής των χλωροπλαστών σε χρωμο-

πλάστες (Harris and Spurr, 1969). Οι χλωροπλάστες τελικά χάνουν τη χλωροφύλλη τους ενώ

σταδιακά οι χαρακτηριστικές δομές των θυλακοειδών εξαφανίζονται και αντικαθίστανται από ένα

εσωτερικό σύστημα μεμβρανών που διαθέτει μία χαρακτηριστική κυματοειδή μορφή (Simpson et

al., 1976; Crookes and Grierson, 1983). Σε μερικές περιπτώσεις, οι μεμβράνες αυτές εμφανίζονται

με μια βελονοειδή μορφή αλλά είναι επίσης δυνατό να διατάσσονται και συγκεντρικά. Καθώς ανα-

πτύσσονται οι χρωμοπλάστες, συσσωρεύεται το λυκοπένιο με τη βοήθεια του εσωτερικού συστήμα-

τος μεμβρανών, ενώ το β-καροτένιο το οποίο διαθέτει διαφορετική διαλυτότητα συσσωρεύεται στα

λιποσφαιρίδια.

1.2 Η Παρθενοκαρπία

Σε κανονικές συνθήκες ανάπτυξης, η επαγωγή της καρπόδεσης εξαρτάται από την επιτυχημένη

ολοκλήρωση της επικονίασης και της γονιμοποίησης. Ωστόσο, σε ορισμένες περιπτώσεις, ο φυσιο-

λογικός σχηματισμός του καρπού μπορεί να πραγματοποιηθεί ανεξάρτητα της επικονίασης και της

γονιμοποίησης. Αυτό μπορεί να εξασφαλιστεί με δύο τρόπους, την απόμιξη και την παρθενοκαρπία.

Η απόμιξη είναι η αγενής αναπαραγωγή μέσω εμβρύων (Nogler, 1984), που οδηγεί στο σχηματισμό

κλώνων (Koltunow and Grossniklaus, 2003). Αντίθετα, παρθενοκαρπία είναι η ανάπτυξη της ωοθή-

κης σε άσπερμο καρπό χωρίς να μεσολαβήσουν η επικονίαση και η γονιμοποίηση (Lukyanenko,

1991). Η παρθενοκαρπία μπορεί να είναι φυσική αλλά μπορεί να επαχθεί και τεχνητά με την εφαρ-

μογή μιας ποικιλίας ορμονών (Gustafson, 1936, 1942; Nitch 1952; Osborne and Went 1953). Μά-

λιστα, προτείνεται πως η απορύθμιση της ορμονικής ισορροπίας στην ωοθήκη των παρθενοκαρπικών

φυτών αντικαθιστά την επικονίαση και τη γονιμοποίηση και με τον τρόπο αυτό προκαλείται το ερέ-

θισμα της καρπόδεσης και ανάπτυξης του καρπού. Επίσης, η επικράτηση μη ευνοϊκών συνθηκών,

όπως οι ακραίες θερμοκρασίες, μπορούν να αποτρέψουν την επικονίαση και συνεπώς την καρπόδεση.

Έχει αποδειχθεί ότι η παρθενοκαρπία αποτελεί ένα ενδιαφέρον χαρακτηριστικό για την αποφυγή χα-

μηλής καρπόδεσης σε ακραίες συνθήκες. Στην περίπτωση της προαιρετικής παρθενοκαρπίας, η ανά-

πτυξη του παρθενοκαρπικού καρπού υφίσταται ακόμη και σε συνθήκες που δεν επιτρέπουν την
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επικονίαση. Στην τομάτα, η αποτυχία της καρπόδεσης αποτελεί συνηθισμένο φαινόμενο κάτω από

συγκεκριμένες συνθήκες τόσο στον αγρό όσο και στο θερμοκήπιο (Howlett, 1939; Rick, 1978). Τέ-

τοιες συνθήκες αποτελούν η χαμηλή ή υψηλή υγρασία, η χαμηλή ένταση φωτισμού, η χαμηλή ή

υψηλή θερμοκρασία και οι υψηλής εντάσεως άνεμοι (George et al., 1984). 

Βέβαια, θα πρέπει να σημειωθεί ότι η παρθενοκαρπία έχει μεγάλη σημασία για τις καλλιέργειες

στις οποίες οι άσπερμοι καρποί παρουσιάζουν μεγάλη ζήτηση από το καταναλωτικό κοινό, όπως οι

μπανάνες, εσπεριδοειδή κ.α. (Varoquaux et al., 2000). Εκτός αυτού, η ζωή ενός παρθενοκαρπικού

καρπού είναι μεγαλύτερη σε σχέση με έναν ένσπερμο, καθώς τα σπέρματα παράγουν ορμόνες που

σταδιακά επιφέρουν τη γήρανση του. Παρά τα πλεονεκτήματα που μπορεί να παρουσιάζει ένας

άσπερμος καρπός η χρήση του φαινομένου της παρθενοκαρπίας στη γεωργία είναι περιορισμένη.

Άλλωστε, μεταλλάξεις που δημιουργούν παρθενοκαρπικούς καρπούς συχνά παρουσιάζουν πλειοτρο-

πικές δράσεις αλλά και συνδέονται με ανεπιθύμητα χαρακτηριστικά όπως αρσενική και θηλυκή στει-

ρότητα ή μικρότερους και κακοσχηματισμένους καρπούς (Varoquaux et al., 2000).

1.2.1 Οι τρείς κύριες πηγές παρθενοκαρπίας στην τομάτα (pat-1, pat-2 pat-
3/pat-4)

Εξαιτίας των προοπτικών τους στην αγρονομική πρακτική έχουν μελετηθεί διεξοδικά τρείς παρά-

γοντες που σχετίζονται με το σχηματισμό άσπερμων καρπών: ‘Soressi’ ή ‘Montfavet 191’, ‘Severianin’

και ‘RP75/59’(Gorguet et al., 2005). Ο Philouze (1985) θεώρησε τους τρεις αυτούς παράγοντες ως

τους μοναδικούς που είναι ικανοί να δώσουν παρθενοκαρπικούς καρπούς με τις ίδιες ιδιότητες με

εκείνες των καρπών που προέρχονται μετά από επικονίαση και γονιμοποίηση.

Το γονίδιο pat-1

Οι Pecaut and Philouze (1978) πέτυχαν μια μετάλλαξη (Montfavet 191) που χαρακτηρίζεται από

κοντούς ανθήρες και σχηματισμό παρθενοκαρπικών καρπών. Ο παραπάνω φαινότυπος οφείλεται

στην υπολειπόμενη μετάλλαξη ενός γονιδίου, του pat-1. Κυτταρολογικές μελέτες έδειξαν πως η

έναρξη σχηματισμού της ωοθήκης στις μεταλλάξεις pat-1 πραγματοποιείται στο στάδιο πριν από

την άνθηση σε σχέση με τα άγριου τύπου που συμβαίνει δύο μέρες μετά την άνθηση (Mazzucato et

al., 1998). Αυτό οδηγεί στο σχηματισμό ωοθηκών μεγαλύτερου βάρους καθώς και μεγαλύτερου

αριθμού κυτταρικών στοιβάδων στο περικάρπιο των ωοθηκών pat-1 (Mapelli et al., 1978). Επίσης,

η μετάλλαξη pat-1 εμφανίζει ακανόνιστη μείωση που οδηγεί σε μικρότερο αριθμό βιώσιμων ωοκυτ-

τάρων (Mazzucato et al., 1998). Ένα ακόμη χαρακτηριστικό των pat-1 είναι το γεγονός ότι ακόμη

και σε ευνοϊκές συνθήκες για την παραγωγή σπόρων, τα μεταλλάγματα αυτά δίνουν χαμηλά ποσοστά

καρπόδεσης (Mazzucato et al., 1998; Pecaut and Philouze, 1978).

Η μετάλλαξη pat-1 παράγει καρπούς τομάτας με βάρος και μέγεθος που βρίσκεται περίπου στα

δύο τρίτα ενός κανονικού καρπού (Bianchi and Soressi, 1969; Falavinga et al., 1978; Philouze and

Pecaut, 1986). 

Το γονίδιο pat-2

Οι Philouze and Maisonneuve (1978) και Nuez et al. (1986) έδειξαν ότι το υπολειπόμενο γονίδιο

pat-2 είναι υπεύθυνο για την εκδήλωση της παρθενοκαρπίας στην ποικιλία τομάτας Severianin. Το

κύριο πλεονέκτημα της εκμετάλλευσης της παρθενοκαρπίας στην Severianin είναι η δυνατότητα πως

τα θνησιγενή πλειοτροπικά αποτελέσματα της μετάλλαξης pat-2 είναι δυνατόν να ξεπεραστούν μέσω

της επιλογής κατάλληλου γενετικού υλικού.
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Τα γονίδια (pat-3/pat-4).

Η σειρά RP75/59 στην τομάτα βρέθηκε στους απογόνους της διασταύρωσης μεταξύ ‘Atom’ x ‘Bub-

jekosoko’. Σε αυτή την περίπτωση παρατηρήθηκε υψηλό επίπεδο παρθενοκαρπίας δίχως εμφανή

αποτελέσματα στο μέγεθος και στην εμφάνιση του καρπού (Philouze, 1983b, 1985). Ωστόσο, σε

αυτήν την καινούργια πηγή παρθενοκαρπίας βρέθηκε μία συσχέτιση ανάμεσα στην καρπόδεση και

στο μέγεθος των καρπών μέσα στην ίδια ταξιανθία ή και φυτό: όταν στο ίδιο φυτό υπάρχουν μαζί

ένσπερμοι και άσπερμοι καρποί, οι ένσπερμοι είναι μεγαλύτεροι σε μέγεθος (Philouze, 1989). Στη

σειρά RP75/59 η παρθενοκαρπία είναι προαιρετική, συνεπώς για να αποκτηθούν άσπερμοι καρποί

θα πρέπει τα φυτά να αναπτυχθούν σε συνθήκες που δυσκολεύουν την επικονίαση ή/και τη γονιμο-

ποίηση, ή τα άνθη θα πρέπει πρώτα να ευνουχισθούν. 

1.2.2 Μηχανισμός της παρθενοκαρπίας 
Διάφοροι ερευνητές αναφέρουν ότι οι γιββερελλίνες προάγουν την ανάπτυξη άσπερμων καρπών

(Bunger-Kibler and Bangerth, 1983; Sjut and Bangerth, 1982; Alabadi et al., 1996; Fos et al.,

2000). Επίσης, για τη σειρά RP75/59 προτάθηκε ότι τα pat-3/pat-4 είναι υπεύθυνα για την αύξηση

της συγκέντρωσης του GA1 και του GA3 στις ωοθήκες πριν την επικονίαση (Fos et al., 2001). Πρό-

σφατα, η ανάλυση της έκφρασης των γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα κλειδιά που συμμετέχουν

στη βιοσύνθεση των γιββερελλινών έδειξε μια υψηλή και συνεχής έκφραση του GA20-ox1 στις ωο-

θήκες των pat-1 μεταλλάξεων, όταν στις ωοθήκες του άγριου τύπου η έκφραση του γονιδίου αυτού

αυξάνεται μόνο μετά την επικονίαση ή τη γονιμοποίηση (Olimpieri et al., 2007). Επιπρόσθετα, οι

ερευνητές μελέτησαν την επίδραση της διαφορικής έκφραση του γονιδίου στη συσσώρευση των

GAs: πριν την άνθηση η σύνθεση των γιββερελλινών διακόπηκε ανάμεσα στην GA19 και GA20 στις

ωοθήκες άγριου τύπου. Αντίθετα, στις ωοθήκες pat-1, τα GA20 και το ενεργό GA1 βρέθηκαν σε υψη-

λές συγκεντρώσεις (Olimpieri et al., 2007). Το μονοπάτι βιοσύνθεσης του GA φαίνεται να αποτελεί

το κλειδί για την έναρξη σχηματισμού του άσπερμου καρπού και στα τρία μεταλλάγματα (pat-1, pat-

2 pat-3/pat-4).

Οι πολυαμίνες επίσης συμμετέχουν στην πρώιμη ανάπτυξη του άσπερμου καρπού. Οι πολυαμίνες

είναι απαραίτητες για την παρθενοκαρπική ανάπτυξη των ωοθηκών των pat-2. Οι Fos et al. (2003)

έδειξαν ότι η προσθήκη πολυαμινών προάγει μερικώς την καρπόδεση και την ανάπτυξη των άγριων

τύπων ωοθηκών στην ποικιλία τομάτας Madrigal. Δεν έχει ακόμη ξεκαθαριστεί εάν οι γιββερελλίνες

και οι πολυαμίνες ενεργούν ανεξάρτητα στην καρπόδεση της τομάτας, αλλά η χαμηλότερη αποτε-

λεσματικότητα των πολυαμινών συγκρινόμενη με εκείνη των γιββερελλινών προτείνει πως οι πο-

λυαμίνες δεν λειτουργούν ως το πρωταρχικό σήμα (Fos et al., 2003). Μάλιστα, οι Alabadi et al.

(1996) αναφέρουν ότι συγκεκριμένα βιοσυνθετικά μονοπάτια πολυαμινών παρουσιάζονται πιο

ενεργά μετά τη χορήγηση αυξινών και γιββερελλινών. Πιθανόν, το γονίδιο pat-2 ενεργοποιεί το μο-

νοπάτι βιοσύνθεσης της πολυαμίνης μέσω υψηλών GA επιπέδων στις μη επικονιασμένες ωοθήκες

pat-2 (Fos et al., 2003). Συνεπώς, τα γονίδια pat-1, pat-2, και pat3/pat-4 ενεργοποιούν ένα ή και

περισσότερα μονοπάτια στη βιοσύνθεση του GA, με αποτέλεσμα την πιο έντονη έκφραση των ενερ-

γών GAs, οι οποίες με την σειρά τους προάγουν το σχηματισμό παρθενοκαρπικών καρπών.

Εκτός των γιββερελλινών και η αυξίνη διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στην ανάπτυξη παρθενοκαρ-

πικών καρπών. Γενικά η αυξίνη συντηρεί το επίπεδο της GA3 οξειδάσης και συνεπώς της βιοσύνθεσης

GA1 (Ross et al., 2000). Παρόλα αυτά οι ακριβείς αλληλεπιδράσεις μεταξύ γιββερελλινών και αυξίνης

ποικίλουν ανάλογα με το όργανο του φυτού (Ross and O’Neil, 2001). 

Πρόσφατα, ο ρόλος της αυξίνης στην παρθενοκαρπία αναβαθμίστηκε με την εισαγωγή του γονιδίου

ARF8 στο Arabidopsis και του IAA9 στην τομάτα. Στο μετάλλαγμα fwf του Arabidopsis, ο παράγοντας

απόκρισης στην αυξίνη 8 (ARF8) είχε ως αποτέλεσμα το διαχωρισμό της ανάπτυξης του καρπού από
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επικονίαση και γονιμοποίηση και οδήγησε στο σχηματισμό παρθενοκαρπικού καρπού (Goetz et al.,

2006). Όταν το ARF8 είναι λειτουργικό, τότε εμφανίζεται ως αναστολέας καθώς σταματά την πε-

ραιτέρω ανάπτυξη της ωοθήκης όταν δεν υπάρχει γονιμοποίηση. Μάλιστα, προτείνεται πως το ARF8

προσδένεται στις πρωτεΐνες Aux/IAA ώστε να σχηματισθεί πρωτεϊνικό σύμπλοκο το οποίο προσδέ-

νεται στους προαγωγείς ενός εύρους γονιδίων που αποκρίνονται στην αυξίνη τα οποία διαδραματί-

ζουν σημαντικό ρόλο στην έναρξη του σχηματισμού των καρπών και την ανάπτυξή τους. 

Οι Groot et al. (1987) έδειξαν ότι όταν ο καρπός αναπτύσσεται κανονικά, το τελικό του μέγεθος

σχετίζεται θετικά με τον αριθμό των σπερμάτων του. Κάτι αντίστοιχο φαίνεται να συμβαίνει και στους

παρθενοκαρπικούς καρπούς. Οι άσπερμοι καρποί της Severianin περιέχουν ψευδοέμβρυα, δομές που

μοιάζουν με τους σπόρους που απαντούν σε παρθενοκαρπικούς καρπούς που επάγονται με τη χρήση

αυξινών (Lin et al., 1983). Τα ψευδοέμβρυα αυτά σχηματίζονται από την εσωτερική στοιβάδα των

χιτώνων των σπερματικών βλαστών (Asahira et al., 1967). Οι Kataoka et al. (2003) αναφέρουν

πως η ανάπτυξη του ψευδοέμβρυου σχετίζεται στενά με την καρπόδεση και την ανάπτυξη. Γι’ αυτό

το λόγο τα ψευδοέμβρυα μπορούν να λειτουργήσουν ως υποκατάστατα σπερμάτων σε ότι αφορά

τον έλεγχο της ανάπτυξης του καρπού. Στην Severianin η ανάπτυξη των ψευδοέμβρυων συσχετίζεται

με την ανάπτυξη του καρπού και βρίσκεται υπο τον έλεγχο του GA3 και/ή του ουνικοναζολίου (uni-

conazole), ενός παρεμποδιστή της βιοσύνθεσης γιββερελλινών (Kataoka et al., 2003).

Η σημασία των ενδογενών γιββερελλινών στην ανάπτυξη του παρθενοκαρπικού καρπού δεν είναι

απαραίτητο ότι θα διαρκέσει για ολόκληρη την περίοδο σχηματισμού του. Το επίπεδο των ενδογενών

γιββερελλινών κατά τη διάρκεια και μετά από τη φάση της ταχύτατης αύξησης (3 με 4 εβδομάδες

μετά την άνθηση) μπορεί να μην είναι σημαντική για τη μετέπειτα ανάπτυξη του καρπού. Αντίθετα,

ένα χαμηλό επίπεδο ενδογενών γιββερελλινών 1-4 εβδομάδες μετά την άνθηση ενδέχεται να προ-

καλέσει παρεμπόδιση της ανάπτυξης (Kataoka et al., 2004).

Στο στάδιο της κυτταρικής επιμήκυνσης του παρθενοκαρπικού καρπού, βρέθηκε ότι η αυξίνη συν-

τίθεται κατά κύριο λόγο μέσα στα επιμηκυνόμενα κύτταρα (Kojima et al., 2003). Στο τέλος του στα-

δίου της επιμήκυνσης, ο αποπλάστης του περικαρπίου αναφέρεται ότι συμμετέχει επίσης και στη

σύνθεση της αυξίνης. Οι ερευνητές βρήκαν μικρότερη συγκέντρωση αυξίνης στα εντός του εσωτε-

ρικού των χώρων της ωοθήκης, παρά στο περικάρπιο. Στους επικονιασμένους καρπούς, η αυξίνη πι-

θανόν συντίθεται στα αναπτυσσόμενα σπέρματα διότι σε αυτά οι συγκεντρώσεις της αυξίνης είναι

υψηλότερη (Kojima et al., 2003). 

Οι Mazzucato et al. (1998) πρότειναν ότι το γονίδιο pat-1 είναι δυνατό να είναι η μετάλλαξη ενός

ομοιοτικού γονιδίου, όμοιο με τη μετάλλαξη στο TM8 MADS-box, του γονιδίου που προκαλεί την

αποδόμηση του ύπερου (Lifschitz et al., 1993).

1.2.3 Η τεχνητή επαγωγή της παρθενοκαρπίας στην τομάτα
Σε αρχικές μελέτες, ο Gustafson (1936) ανέφερε πως κανονικού μεγέθους παρθενοκαρπικοί καρποί

αναπτύχθηκαν μετά από χειρισμό των ύπερων με ινδολυλο-3-προπιονικό οξύ, φαινυλοξεικό οξύ,

IAA και IBA. Σε σύγκριση με το IAA το 4-χλωροφαινόξυ-οξεικό οξύ (4-CPA), μια συνθετική αυξίνη,

μπορεί να σχηματίσει μεγαλύτερο καρπό με 20% περισσότερα κύτταρα σε σχέση με έναν ένσπερμο

(Bunger-Kibler and Bangerth, 1983).

Επίσης, όταν εφαρμοστεί γιββερελλικό οξύ στα ανοικτά άνθη προάγει το σχηματισμό παρθενοκαρ-

πικών καρπών, όχι όμως και όταν εφαρμοστεί κατά τη διάρκεια της έναρξης έκπτυξης των ταξιανθιών

(Sawhney and Greyson, 1971). Αν και οι γιββερελλίνες είναι πιο ενεργές σε χαμηλές συγκεντρώσεις

σε σχέση με το IAA σε ότι αφορά το σχηματισμό άσπερμων καρπών, οι καρποί που θα σχηματιστούν

έχουν λιγότερα κύτταρα και μικρότερο βάρος σε σχέση με τους ένσπερμους (Bunger-Kibler and

Bangerth, 1983).

Οι Ho and Hewitt (1986) αναφέρουν μια ποικιλία από χημικές ουσίες που προάγουν την καρπόδεση
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σε παρθενοκαρπικούς καρπούς. Το 2-ναφθυλοξεικό οξύ μπορεί να χρησιμοποιηθεί με επιτυχία σε

συγκεντρώσεις 40-60pmm. Επίσης, εφαρμογή βρίσκει το 2-(3-χλωροφαινόξυ) προπιονικό οξύ στα

25-40pmm μόνο για καλλιέργεια θερμοκηπίου και το N-m-τολοφθαλιμικό οξύ 0.1-0.5% με καθολικό

ψεκασμό όταν τα φυτά έχουν αναπτύξει 2-3 ταξικαρπίες, όπου η καθεμία έχει 2-3 ανοικτά άνθη

(Thomas, 1982). Το 4- χλωροφαινόξυ-οξεικό οξύ, με προτεινόμενη συγκέντρωση τα 15-50pmm (Τα

15pmm για θερμοκηπιακή καλλιέργεια), εφαρμόζεται με ψεκασμό στις ταξιανθίες κατά το άνοιγμα

των ανθέων.

Τέλος, υπάρχουν αναφορές πως ξένη γύρη (Omidiji, 1979), σκόνη εδάφους ή φυσικός ερεθισμός

του στίγματος (Gustafson, 1942) μπορούν να προάγουν την παρθενοκαρπία.

1.2.4 Περιβαλλοντικοί παράγοντες και παρθενοκαρπία
Η αλληλεπίδραση μεταξύ περιβαλλοντικών παραγόντων και γονοτύπου καθορίζει την έκταση της

έκφρασης της παρθενοκαρπίας. Άσπερμοι καρποί σχηματίζονται συχνά ως αποτέλεσμα επικράτησης

δυσμενών περιβαλλοντικών συνθηκών για την παραγωγή γύρης, την επικονίαση ή τη γονιμοποίηση

(Abdalla and Verkerk, 1968). Οι χαμηλές θερμοκρασίες σχετίζονται με την παρθενοκαρπική καρπό-

δεση. Ο Preil (1973) αναφέρει πως σε σταθερή ημερήσια θερμοκρασία 25οC και νυκτερινές θερμο-

κρασίες 5, 10 και 15οC οι παρθενοκαρπικοί καρποί αποτέλεσαν το 71, 45 και 29% της ολικής

καρπόδεσης αντίστοιχα. Επίσης, παράγοντες όπως το μήκος της ημέρας, η ένταση και η ποιότητα

του φωτός και οι αλληλεπιδράσεις θερμοκρασία-φωτός, μπορούν να έχουν ρόλο σε αυτή την από-

κριση. 

Τέλος βρέθηκε πως η παρθενοκαρπία μπορεί να επηρεαστεί και από τον τύπο του καρπού. Ο

Philouze (1981) παρατήρησε πως η παρθενοκαρπία εμφανίστηκε πιο έντονη την άνοιξη και το κα-

λοκαίρι παρά το φθινόπωρο αν και το φαινόμενο αυτό εξαρτάτο από το γονότυπου των φυτών. Η

παρθενοκαρπία εμφανίστηκε με μεγαλύτερη συχνότητα σε μεγάλους καρπούς που προέρχονταν από

πολύχωρες ωοθήκες, ενώ ήταν μικρότερη σε γονότυπους με μικρούς καρπούς και ωοθήκες με λιγό-

τερες χώρους. 

1.2.5  Διαφορές μεταξύ παρθενοκαρπικών και μη καρπών τομάτας
Σύμφωνα με τους Ho and Hewitt (1986) η παραγωγή παρθενοκαρπικών καρπών τομάτας συχνά

συνοδεύεται από την εμφάνιση ανωμαλιών σε αυτούς. Για παράδειγμα καρποί δίχως σπέρματα που

παράγονται κάτω από συνθήκες χαμηλών θερμοκρασιών (Asakira et al., 1982) αλλά και από τη

χρήση ρυθμιστών ανάπτυξης (Osborne and Went, 1953) συχνά εμφανίζουν δυσμορφίες. Οι Asakira

et al. (1982) κατηγοριοποίησαν τους παραμορφωμένους παρθενοκαρπικούς καρπούς σε πέντε κα-

τηγορίες. 

Το νωπό βάρος των καρπών που προέρχονται από γενετική παρθενοκαρπία είναι το μισό ή τα δύο

τρίτα των ένσπερμων καρπών (Mapelli et al., 1978), αν και ορισμένοι παρθενοκαρπικοί καρποί είχαν

περίπου το ίδιο βάρος ή ακόμη και μεγαλύτερο (Osborne and Went, 1953). Ακόμη, το περιβάλλον

και το γενετικό υπόβαθρο μπορούν να επηρεάσουν το μέγεθος του καρπού. Οι Philouze and Maison-

neuve (1978) παρατήρησαν πως σε ανοιξιάτικες και καλοκαιρινές καλλιέργειες, τα βάρη τόσο των

άσπερμων όσο και των ένσπερμων ποικιλιών τομάτας της ποικιλίας ‘Severianin’ ήταν όμοια, στη φθι-

νοπωρινή όμως καλλιέργεια το βάρος των άσπερμων καρπών ήταν χαρακτηριστικά μικρότερο.

Τέλος, ο Lukyanenko (1991) αναφέρει πως οι παρθενοκαρπικοί καρποί θεωρούνται πιο γευστικοί

και περιέχουν μεγαλύτερη συγκέντρωση ξηράς ουσίας. Επίσης, περιέχουν περισσότερα διαλυτά στε-

ρεά (Falavinga et al., 1978) και υψηλότερα ποσοστά σακχάρων αλλά λιγότερα οξέα (Janes, 1941)

και κυτταρίνη σε σχέση με τους κανονικούς καρπούς (Ho and Hewitt, 1986).
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1.3 Η Σακχαρόζη

Οι υδατάνθρακες αποτελούν μια από τις πιο άφθονες ομάδες οργανικών συστατικών του φυτικού

βασιλείου. Απαντούν σε διάφορες μορφές: μονοσακχαρίτες, δισακχαρίτες, ολιγοσακχαρίτες, πολυ-

σακχαρίτες καθώς και τα παράγωγα τους. Ο δισακχαρίτης σακχαρόζη είναι το τελικό προϊόν καθή-

λωσης του άνθρακα κατά τη διάρκεια της φωτοσυνθετικής λειτουργίας. Η σακχαρόζη αποτελεί ένα

μη αναγωγικό, γλυκείας γεύσεως, πολύ διαλυτό στο νερό μόριο. Το μόριο της σακχαρόζης έχει υψηλή

ελεύθερη ενέργεια υδρόλυσης (ΔGο = - 7.0 Kcal mol-1) το οποίο αποτελεί και το υψηλότερο για

γλυκοσιδικό δεσμό (Avigad and Dey, 1997).

1.3.1 Η Σημασία της σακχαρόζης στα φυτά
Η σακχαρόζη αποτελεί το κύριο προϊόν της φωτοσύνθεσης που διακινείται από τα φύλλα με σκοπό

να τροφοδοτήσει το υπόλοιπο φυτό με άνθρακα και ενέργεια, απαραίτητα για την ανάπτυξη και το

σχηματισμό αποθησαυριστικών ουσιών όπως το άμυλο και τα λίπη (Lunn and Furbank, 1999). Άλ-

λωστε, η σακχαρόζη από μόνη της αποτελεί την κύρια αποθησαυριστική ουσία σε ορισμένα φυτά

όπως στα στελέχη του ζαχαροκάλαμου (Saccharum officinarum), στις ρίζες του τεύτλου (Beta bul-

garis) και στους καρπούς πολλών ειδών. Επίσης, τα φυτικά κύτταρα συσσωρεύουν σακχαρόζη ως

αποτέλεσμα της επικράτησης χαμηλών θερμοκρασιών (Strand et al., 2003) και ξηρασίας (Yang et

al., 2001). Το γεγονός αυτό αποδίδεται στο ότι η σακχαρόζη σταθεροποιεί τις πρωτεΐνες και τις μεμ-

βράνες σχηματίζοντας έτσι ένα ενεργειακό απόθεμα ικανό να προκαλέσει ταχύτατη έναρξη του με-

ταβολισμού όταν οι συνθήκες καταπόνησης βελτιωθούν (Lunn and MacRae, 2003). Επιπλέον,

αναφέρεται ότι η σακχαρόζη διαδραματίζει και ρόλο σηματοδότη στα φυτά, έχοντας μάλιστα απο-

καλυφτεί πως ρυθμίζει την έκφραση γονιδίων που κωδικοποιούν ένζυμα (Ciereszko et al., 2001;

Stitt et al., 2002), μεταφορείς (Vaughn et al., 2002) και αποθησαυριστικές πρωτεΐνες (Zourelidou

et al., 2002). Η σακχαρόζη επηρεάζει και την έκφραση γονιδίων που συμμετέχουν στην κυτταρική

διαίρεση και διαφοροποίηση (Gaudin et al., 2000; Blazquez et al., 1998). Εμπλέκεται επίσης και

στον έλεγχο διαφόρων διαδικασιών ανάπτυξης όπως η επαγωγή της άνθησης (Ohto et al., 2001;

King et al., 2001), η διαφοροποίηση του αγγειωδών ιστών (Uggla et al., 2001), η ανάπτυξη των

σπερμάτων (Iraqi and Tremblay, 2001) και η συσσώρευση αποθηκευτικών ουσιών (Rook et al., 2001;

Davoren et al., 2002). Γι’ αυτό το λόγο, η σημασία της σακχαρόζης δεν περιορίζεται μόνο ως κυττα-

ρικό «καύσιμο» για την ανάπτυξη του φυτού αλλά είναι πιθανό να διαδραματίζει σημαντικό ρόλο

στην τύχη της (Lunn and MacRae, 2003). 

1.3.2 Το μονοπάτι της βιοσύνθεσης της σακχαρόζης
Ο σχηματισμός της σακχαρόζης, μια διαδικασία η οποία πιστεύεται ότι απαντάται μόνο στα φυτά,

στα κυανοβακτήρια και σε ορισμένα πρωτεοβακτήρια (Chua et al., 2008), βασίζεται στη δράση των

παρακάτω κυτοπλασματικών ενζύμων: της συνθάσης της 6-φωσφοροσακχαρόζης (SPS) και της φω-

σφατάσης της 6-φωσφοροσακχαρόζης (SPP) 

Το ένζυμο της συνθάσης της 6-φωσφοροσακχαρόζης (EC 2.4.1.14) καταλύει την πρώτη αντίδραση

στο μονοπάτι βιοσύνθεσης της σακχαρόζης μεταφέροντας την ομάδα γλυκόζης από έναν ενεργο-

ποιημένο δότη σακχάρων, όπως είναι η ουρίδινο διφώσφορο γλυκόζη (UDP-Glc), σε ένα δέκτη σακ-

χάρων την 6-φωσφορο-φρουκτόζη με αποτέλεσμα τον σχηματισμό UDP και

6-φωσφορο-σακχαρόζης.

UDP-γλυκόζη + 6-φωσφορο-φρουκτόζη → 6-φωσφορο-σακχαρόζη + UDP
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Την αντίδραση αυτή ακολουθεί η αποφωσφορυλίωση της 6-φωσφορο-σακχαρόζης ολοκληρώ-

νοντας έτσι το μονοπάτι της βιοσύνθεσης της. 

6-φωσφορο-σακχαρόζη + H2O → Σακχαρόζη + Pi

Η υδρόλυση της 6-φωσφορο-σακχαρόζης πραγματοποιείται με τη δράση του ενζύμου φωσφατάση

της 6-φωσφοροσακχαρόζης (EC 3.1.3.24). Με τον τρόπο αυτό εμποδίζεται η συσσώρευση της 6-

φωσφορο-σακχαρόζης ενώ πραγματοποιείται μια ικανή παραγωγή σακχαρόζης ακόμη και με χαμηλά

επίπεδα UDP-γλυκόζης και 6-φωσφορο-φρουκτόζης ή σε υψηλές συγκεντρώσεις σακχαρόζης (Avi-

gad and Dey, 1997).

1.4 Η συνθάση της 6-φωσφοροσακχαρόζης (SPS) 

Η συνθάση της 6-φωσφοροσακχαρόζης (SPS) καταλύει μία σημαντική και ρυθμιζόμενη αντίδραση

στο μονοπάτι της βιοσύνθεσης της σακχαρόζης (Stitt et al., 1988). Στους φωτοσυνθετικούς ιστούς,

όπως τα φύλλα, η δραστηριότητα του ενζύμου έχει μελετηθεί διεξοδικά τόσο ως προς τη λειτουργία

του όσο και ως προς τη ρύθμισή του (Huber and Huber, 1996; Lunn and MacRae, 2003). Αντίθετα,

ο ρόλος του ενζύμου στους μη φωτοσυνθετικούς ιστούς, όπου λαμβάνει χώρα η εισαγωγή και η

αποδόμηση της σακχαρόζης, αρχίζει τώρα να γίνεται αντιληπτός (Park et al., 2008). 

1.4.1 Δομή του ενζύμου
Η συνθάση της 6-φωσφοροσακχαρόζης είναι ένα διμερές ή τετραμερές μόριο με μονομερή 138kD

(Bruneau et al., 1991). Όλες οι μέχρι σήμερα γνωστές SPS και όμοιες με SPS αλληλουχίες των

φυτών έχουν δύο υψηλά συντηρημένες περιοχές οι οποίες παρουσιάζουν ισχυρή ομοιότητα με τη

συνθάση της σακχαρόζης και τις άλλες γλυκοζυλοτρανφεράσες (Winter and Huber, 2000). Η περιοχή

της γλυκοζυλοτρανφεράσης περιλαμβάνει την υποπεριοχή της σύνδεσης της UDP-γλυκόζης και μο-

τίβο σύνδεσης της 6-φωσφορο-γλυκόζης. Η SPS πιστεύεται πως διαθέτει την ίδια βασική τρισδιά-

στατη δομή όπως οι διάφορες γλυκοζυλοτρανφεράσες, σε ορισμένες εκ των οποίων η δομή έχει

καθοριστεί με κρυσταλλογραφία ακτινών Χ (Gibson et al., 2002).

1.4.2 Εντοπισμός του ενζύμου 
Οι Cheng et al. (1996) ανοσοεντόπισαν την SPS σε εγκάρσιες τομές φύλλων αραβόσιτου. Οι τομές

από τα νεαρά πράσινα φύλλα (ηλικίας 7 έως 10 ημερών) έδειξαν ισχυρό σήμα κυρίως στα κύτταρα

του παρεγχυματικού κολεού και λιγότερο στα κύτταρα του μεσόφυλλου. Αντίθετα, στα ώριμα φύλλα

(ηλικίας 6 εβδομάδων) το ένζυμο εντοπίστηκε εξίσου τόσο στα κύτταρα του παρεγχυματικού κολεού

όσο και στα κύτταρα του μεσόφυλλου.

Οι Lunn and Furbank (1997) μελέτησαν τον εντοπισμό του ενζύμου στα πλήρως ανεπτυγμένα

φύλλα των C4 φυτών και βρήκαν πως στον αραβόσιτο (Zea mays L.) και στο φυτό Atriplex spongiosa

F. Muell. η SPS εντοπίστηκε σχεδόν αποκλειστικά στα κύτταρα του μεσόφυλλου. Σε άλλα είδη, το

ένζυμο εντοπίστηκε σε διάφορους ιστούς, με την ενεργότητα στα κύτταρα του παρεγχυματικού κο-

λεού να κυμαίνεται από 5% της ολικής δραστηριότητας του φύλλου στο Echinochloa crus-galli (L.)

Beav. και μέχρι 35% στο Sorghum bicolor Moench. Επίσης, οι Pagnussat et al. (2000) αναφέρουν

διαφορετικά σημεία εντοπισμού της SPS πρωτεΐνης σε ιστούς από φωτοσυνθετικά και εκχλοιωτικά

φύλλα ρυζιού (Oryza sativa). Ισχυρά σήματα εντοπίστηκαν στην επιδερμίδα και στις ηθμαγγειώδεις

δεσμίδες και ασθενή στα κύτταρα του μεσόφυλλου στα εκχλοιωτικά φύλλα. Αντίθετα, στα ώριμα
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φύλλα η παρουσία της SPS πρωτεΐνης στους ιστούς του μεσόφυλλου ήταν χαρακτηριστικά υψηλό-

τερη σε σχέση με τα νεαρά και τα εκχλοιωτικά φύλλα, αλλά στα κύτταρα της επιδερμίδας και στις

ηθμαγγειώδεις δεσμίδες μόλις που ανιχνεύτηκε.

1.4.3 Σημασία του ενζύμου
Η σημασία του ενζύμου στη βιοσύνθεση της σακχαρόζης έχει επιβεβαιωθεί μέσω της χρήσης της

μοριακής γενετικής. Υπερ-έκφραση του ενζύμου του καλαμποκιού σε φυτό τομάτας είχε ως αποτέ-

λεσμα την αυξημένη παραγωγή σακχαρόζης, αυξημένη αναλογία σακχαρόζης/αμύλου στα φύλλα

καθώς και αυξημένη φωτοσυνθετική ικανότητα, αποδεικνύοντας πως η SPS αποτελεί σημαντικό ση-

μείο ελέγχου της φωτοσύνθεσης κυρίως κάτω από συνθήκες αυξημένου CO2 υπό συνθήκες κορε-

σμού φωτισμού (Galtrier et al., 1993, 1995; Micallef et al., 1995). Αντιστρόφως, μείωση της

έκφρασης της SPS στα φύλλα πατάτας μέσω καταστολής της μεταγραφής του ενζύμου οδήγησε

στην παρεμπόδιση σχηματισμού σακχαρόζης και στην παράλληλη αύξηση της ροής του άνθρακα

προς την κατεύθυνση σχηματισμού αμύλου και αμινοξέων (Krause, 1994). Μελέτες σε διαγονιδιακά

φυτά έδειξαν ότι ο συντελεστής ελέγχου της SPS στη σύνθεση της σακχαρόζης βρέθηκε μεταξύ 0.3

μέχρι 0.45 (Krause, 1994; Geingenberger et al., 1995) αποκαλύπτοντας ότι η SPS αποτελεί ένα από

τα ένζυμα που συμμετέχουν στον έλεγχο της βιοσύνθεσης σακχαρόζης. Μάλιστα, οι Winter and

Huber (2000) αναφέρουν πως σε ορισμένες περιπτώσεις υπερ-έκφρασης του ενζύμου SPS δεν οδή-

γησαν σε αύξηση της δράσης του εξαιτίας μετα-μεταφραστικής ρύθμισης αυτού.

1.4.4 Ρύθμιση του ενζύμου
Το επίπεδο ενεργότητας του ενζύμου ελέγχεται από μια σειρά ρυθμιστικών μηχανισμών (Huber

and Huber, 1992a). 

Σε επίπεδο μεταβολικού ελέγχου το ένζυμο υφίσταται αλλοστερική ρύθμιση από την παρουσία

ανόργανων φωσφορικών (Pi), που παρεμποδίζουν την αντίδραση, ενώ αντίθετα η 6-φωσφορο-

γλυκόζη την προάγει. Γι’ αυτό το λόγο, η αναλογία 6-φωσφορο-γλυκόζη/Pi στο κύτταρο παρουσιάζει

σημαντική επίδραση στο επίπεδο κατάλυσης του ενζύμου (Doehlert and Huber, 1985; Stitt et al.,

1988). Σε μία λοιπόν κατάσταση στην οποία τα Pi έχουν διαμερισματοποιηθεί και οι φωσφορικές

εξόζες βρίσκονται σε υψηλά επίπεδα η SPS ενεργοποιείται επιταχύνοντας το σχηματισμό σακχαρόζης.

Ωστόσο, εξαιτίας των πολύπλοκων μεταβολικών επιδράσεων που επιφέρει η στέρηση των Pi σε ολό-

κληρο τον κυτταρικό μεταβολισμό το αποτέλεσμα της παραπάνω κατάστασης στο ρυθμό σχηματι-

σμού σακχαρόζης in vivo δεν μπορεί να προβλεφτεί με απλό τρόπο (Usuda and Shimogawara, 1993;

Cakmak et al., 1994; Huber et al., 1994a). Παράλληλα, σε πολλές μελέτες βρέθηκε ότι στέρηση των

Pi συνοδευόμενη από περιορισμό της ολικής ανάπτυξης του φωτοσυνθετικού ιστού δεν οδήγησε

στη μείωση (ή την αύξηση) της συσσώρευσης σακχαρόζης και αμύλου σε μη φωτοσυνθετικές απο-

θηκευτικές περιοχές του φυτού, όπως ρίζες και σπέρματα.

Η έλλειψη ανόργανων φωσφορικών μπορεί να έχει και άμεσο αποτέλεσμα, ως μεταγραφικό σήμα,

το οποίο αυξάνει τη σύνθεση της SPS (Usuda and Shimogawara, 1993; Huber et al., 1994a). Πα-

ρόμοια σηματοδοτική επίδραση για τα Pi αποδείχθηκε και για τη σύνθεση της ρυθμιστικής α-υπομο-

νάδας της πρωτεΐνης PFP (Theodorou et al., 1992) και για τη χυμοτοπιακή όξινη φωσφατάση (VspB),

(Sadka et al., 1994), δύο ένζυμα των οποίων οι δραστηριότητες εμπλέκονται στενά στο μεταβολισμό

της σακχαρόζης.

1.4.4.1 Ρόλος της 2,6 διφώσφορο-φρουκτόζης 
Ένας ακόμη παράγοντας που ρυθμίζει τη ταχύτητα της αντίδρασης σύνθεσης της συνθάσης της

φωσφοροσακχαρόζης αποτελεί η διαθεσιμότητα των υποστρωμάτων της καθώς και οι συγκεντρώ-

σεις τους στο κυτταρόπλασμα (Avigad and Dey, 1997). Στην περίπτωση αυτή, σημαντικό ρόλο στο
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ρυθμό σχηματισμού σακχαρόζης έχει το έμμεσο ρυθμιστικό αποτέλεσμα της 2,6 διφωσφορο-φρου-

κτόζης (fructose-2,6-P2). Η fructose-2,6-P2 πιστεύεται πως διαδραματίζει σημαντικό ρόλο στη ρύθ-

μιση της ροής υδατανθράκων και στην κατανομή τους στους φυτικούς ιστούς. Ως μεταβολίτης του

κυτταροπλάσματος, αποτελεί ισχυρό αναστολέα της διφωσφατάσης της 1,6-διφωσφορο-

φρουκτόζης και συνεπώς μπορεί να διαμορφώσει το ρυθμό με τον οποίο παρέχονται οι φωσφορικές

εξόζες προς το σχηματισμό σακχαρόζης. Βέβαια, πολλές μελέτες καταδεικνύουν μια αντίστροφη συ-

σχέτιση μεταξύ φυσιολογικών επιπέδων της fructose-2,6-P2 στους ιστούς και αυτών της σύνθεσης

σακχαρόζης. Οι παράγοντες που θα μπορούσαν να επιδράσουν στο μεταβολισμό της fructose-2,6-

P2 και στην αποδόμησή της, όπως λ.χ. η διάρκεια φωτεινών και σκοτεινών περιόδων, θα μπορούσαν

επίσης να επηρεάσουν το ρυθμό σύνθεσης σακχαρόζης και την κατανομή του άνθρακα (Stitt, 1990;

Huber et al., 1990). 

1.4.4.2 Ενδογενείς ρυθμοί 
Ημερήσιες διακυμάνσεις της δραστηριότητας του ενζύμου παρατηρήθηκαν για πρώτη φορά στη

σόγια. Οι αλλαγές αυτές ήταν ιδιαίτερα σημαντικές καθώς κανένα άλλο ένζυμο που συμμετέχει στη

βιοσύνθεση σακχαρόζης δεν τις παρουσίαζε (Rusty et al., 1983; Huber et al., 1985). Το ημερήσιο

πρότυπο της δραστικότητας της SPS σε βλαστικά όργανα φυτών σόγιας θερμοκηπίου και αγρού τυ-

πικά παρουσιάζουν διπλό μέγιστο, με τη μία κορυφή στο πρώτο μέρος της φωτοπεριόδου και από

μια δεύτερη κορυφή 12 ώρες αργότερα. Γι’ αυτό άλλωστε και η δραστηριότητα του ενζύμου παρου-

σιάζεται συχνά μικρότερη κατά τις απογευματινές ώρες. Βέβαια, αποτελεί ενδιαφέρον το γεγονός

ότι αλλαγές στη δραστηριότητα του ενζύμου κατά τη διάρκεια της φωτοπεριόδου γενικά συμβάδιζαν

με τις αλλαγές στο ρυθμό της διακίνησης των φωτοσυνθετικών προϊόντων (Huber et al., 1985).

Ημερήσιες αλλαγές στη δραστικότητα της SPS παρατηρήθηκαν επίσης και σε πλήρως εκπτυγμένα

φύλλα βαμβακιού, όπου και εκεί η δράση του ενζύμου βρέθηκε ότι συσχετίζεται θετικά με το ρυθμό

της διακίνησης των φωτοσυνθετικών προϊόντων κατά τη διάρκεια της φωτοπεριόδου (Hendrix and

Huber, 1986). Τα παραπάνω αποτελέσματα υποστηρίζουν την άποψη πως η δραστηριότητα της SPS

συμβάλλει στον έλεγχο της ροής άνθρακα προς σακχαρόζη (Huber et al., 1985).

Η βάση διάκρισης ενός ενδογενούς ρυθμού ρύθμισης της δραστικότητας της SPS από τη ρύθμισή

της μέσω κύκλων φωτός/σκότους είναι ότι στην πρώτη περίπτωση αλλαγές στη δραστικότητα του

ενζύμου δε συμβαδίζουν αυστηρά με τις μεταβολές σκότους/φωτός. Επιπρόσθετα, οι ενδογενείς

ρυθμοί διατηρούνται όταν οι περιβαλλοντικές συνθήκες παραμένουν σταθερές. Η ημερήσια διακύ-

μανση της δραστικότητας του ενζύμου στα φύλλα σόγιας (Kerr et al., 1985) και τομάτας (Jones and

Ort, 1997) έχει αποδειχθεί ότι διατηρείται κάτω από σταθερές περιβαλλοντικές συνθήκες, παρέχον-

τας ενδείξεις για τη ρύθμισή της από βιολογικά ρολόγια. Στην περίπτωση της σόγιας, η δραστηριό-

τητα του ενζύμου διακυμάνθηκε σε μία περίοδο περίπου 12 ωρών σε συνθήκες είτε σταθερού φωτός

ή εκτεταμένου σκοταδιού πράγμα που επιβεβαιώνει τη σχετική ανεξαρτησία της από τους κύκλους

φωτός-σκότους (Kerr et al., 1985). Η βάση για τις μεταβολές της δραστικότητας της SPS έχει προ-

ταθεί ότι περιλαμβάνει σταθερή παρουσία της πρωτεΐνης ή μετα-μεταφραστικές τροποποιήσεις που

επηρεάζουν μόνο τη μέγιστη καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου και όχι τις ρυθμιστικές ιδιότητες

ή τις συγγένειες με τα υποστρώματα (Kerr et al., 1987). Η δραστικότητα λ.χ. της SPS στα φύλλα το-

μάτας που εκτέθηκαν σε συνεχές φωτισμό χαμηλής έντασης, διακυμάνθηκε με περίοδο περίπου 24

ωρών φανερώνοντας έναν κιρκαδικό ρυθμό (Jones and Ort, 1997) και η φωσφορυλίωση της πρω-

τεΐνης θεωρήθηκε ως ο βιοχημικός μηχανισμός πίσω από αυτό το φαινόμενο. Οι φωσφατάσες της

SPS πιστεύεται ότι ελέγχονται από κιρκαδικό ρολόι σε επίπεδο γονιδιακής έκφρασης (Jones and Ort,

1997). Ο κιρκαδικός ρυθμός που ελέγχει τη δραστικότητα του ενζύμου στην τομάτα μπορεί να επι-

βραδυνθεί με ολονύκτια έκθεση σε χαμηλή θερμοκρασία (Jones et al., 1998), αλλά όχι στο σόργο.

Συνεπώς, είναι φανερό πως το σόργο και η τομάτα παρουσιάζουν ομοιότητα στο γεγονός πως η
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δράση της SPS ελέγχεται από έναν ενδογενή ρυθμό, αλλά τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά και ο μηχα-

νισμός αυτής της ρύθμισης φαίνεται να είναι διαφορετικός για τα δύο αυτά είδη (Winter and Huber,

2000). 

1.4.4.3 Εναλλαγές φωτός/σκότους
Σε πολλά είδη, αντίθετα με τη σόγια και την τομάτα, παρατηρούνται ταχύτατες και αναστρέψιμες

αλλαγές της δραστικότητας της SPS εξαιτίας των εναλλαγών σκότους και φωτός. Στα φύλλα του

σπανακιού η τροποποίηση της SPS (Walker et al., 1989), η οποία περιλαμβάνει την αντιστρεπτή φω-

σφορυλίωση της, έχει δειχθεί πως επηρεάζει τη συγγένειά της με την 6-φωσφορο-φρουκτόζη και

τους αλλοστερικούς παράγοντες Glc-6-P (ενεργοποιητής) και Pi (αναστολέας) (Stitt et al., 1988). Γι

αυτό, η ρύθμιση που προκαλούν οι εναλλαγές ημέρας/νύκτας στη δραστικότητα είναι παρατηρήσιμη.

Η ρύθμιση της δραστικότητας της SPS μέσω του φωτός μπορεί να παρατηρηθεί σε μία ποικιλία

ειδών αλλά υπάρχουν διαφορές στην έκταση με την οποία επηρεάζεται. Επίσης, πιστεύεται πως η

ρύθμιση της δραστικότητας του ενζύμου μέσω του φωτός αποτελεί ένα μηχανισμό ρύθμισης της δυ-

ναμικότητας σύνθεσης σακχαρόζης σε σχέση με το ρυθμό φωτοσύνθεσης, διαδικασίας που περιλαμ-

βάνει ακτινοβολία, CO2 και άλλους παράγοντες (Winter and Huber, 2000). 

1.4.4.4 Ωσμωτική καταπόνηση
Έχει βρεθεί ότι όταν φύλλα σπανακιού (Quick et al., 1989; Zrenner and Stitt, 1991; Toroser et

al., 1997) ή κόνδυλοι πατάτας (Reimholz et al., 1994; Geigenberger et al., 1995) επωαστούν σε

υπερτονικά διαλύματα μαννιτόλης ή σορβιτόλης ώστε να προαχθεί η ωσμωτική καταπόνηση παρα-

τηρείται ταυτόχρονη ενεργοποίηση της SPS. Στο φυτό του φασολιού η κατάσταση ενεργοποίησης

της SPS αυξήθηκε επίσης δραματικά (Castrillo, 1992) παρόλο που η ωσμωτική καταπόνηση οδηγεί

σε αξιοσημείωτη μείωση της μέγιστης δραστικότητας της SPS (Vassey et al., 1989; Castrillo, 1992)

γεγονός που φανερώνει ότι περισσότερες της μιας διαδικασίες υφίστανται ταυτόχρονα στο φυτό

αυτό. Η ενεργοποίηση που υφίσταται το ένζυμο όταν βρεθεί κάτω από ωσμωτικές συνθήκες κατα-

πόνησης οφείλεται στη φωσφορυλίωση μιας μοναδικής περιοχής αυτού στη Ser424 (Toroser et al.,

1999). Είναι γνωστό πως η έκφραση συγκεκριμένων γονιδίων ανταποκρίνεται στην καταπόνηση από

ξηρασία και αλατότητα, περιλαμβάνοντας και γονίδια που κωδικοποιούν Ca+2 εξαρτώμενες πρωτεϊ-

νικές κινάσες (Urao et al., 1994). Μία Ca+2 εξαρτώμενη πρωτεϊνική κινάση επίσης εμφανίζεται να

συμμετέχει στη διαδικασία ενεργοποίησης της ωσμωτικής καταπόνησης, αλλά πιθανόν διαχωρίζεται

από τις κινάσες που έχουν κλωνοποιηθεί μέχρι σήμερα (Winter and Huber, 2000). Επίσης οι Winter

and Huber (2000) αναφέρουν πως εάν η ενεργοποίηση της SPS ως αποτέλεσμα της ωσμωτικής κα-

ταπόνησης περιλαμβάνει μηχανισμό μεταγωγής σήματος τότε είναι πιθανό να αλληλοσχετίζεται με

άλλα μονοπάτια. Μια ενδιαφέρουσα πιθανότητα είναι η χαμηλή θερμοκρασία και η ωσμωτική κατα-

πόνηση (ξηρασία) να προκαλούν ενεργοποίηση της SPS μέσω ενός κοινού μηχανισμού. Είναι άλλω-

στε γνωστό πως η έκφραση ενός αριθμού γονιδίων μπορεί να προαχθεί από κοινού τόσο από τη

ξηρασία όσο και από χαμηλή θερμοκρασία ακόμη και όταν οι συνθήκες καταπόνησης διαφέρουν με-

ταξύ τους (Liu et al., 1998). Ωστόσο, χρειάζεται ακόμη έρευνα προκειμένου εάν υφίσταται όντως

τέτοιος κοινός μοριακός μηχανισμός που να ενεργοποιεί τη δραστικότητα της SPS (Winter and Huber,

2000). Γενικά η ωσμωτική καταπόνηση οδηγεί στην αύξηση των διαλυτών σακχάρων, ιδιαίτερα της

σακχαρόζης και στη μείωση του αμύλου διότι προάγει τη σύνθεση σακχάρων και αποτρέπει τη σύν-

θεση αμύλου. Η συσσώρευση σακχαρόζης θα μπορούσε να παίξει άμεσο ρόλο στην ωσμωρύθμιση

και θα μπορούσε επίσης να προάγει τον ταχύτατο μεταβολισμό των υδατανθράκων προς την παρα-

γωγή ενέργειας όταν μειώνεται η καθήλωση του άνθρακα και υπάρχει μια μεταβολή της ροής του

από την ανάπτυξη σε άλλες λειτουργίες (Iyer et al., 1998).
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1.4.4.5 Καταπόνηση χαμηλών θερμοκρασιών
Προκειμένου τα φυτά να προσαρμοστούν στις χαμηλές θερμοκρασίες συχνά απαιτείται η συσσώ-

ρευση διαλυτών σακχάρων, με τη σακχαρόζη να αποτελεί το πιο κοινό και πιο άφθονο από αυτά

(Steponkus and Lanphear, 1968; Kaurin et al., 1981;  Guy et al., 1992). Η αυξημένη συσσώρευση

σακχαρόζης σε φωτοσυνθετικούς (Jeong and Housley, 1990; Tongetti et al., 1990; Guy et al., 1992;

Holaday et al., 1992) και μη φωτοσυνθετικούς (Geigenberger et al., 1995) ιστούς έχει συνδεθεί με

την αύξηση της δραστικότητας της SPS. Τόσο στα φύλλα του σπανακιού όσο και στους κονδύλους

πατάτας η αυξημένη μεγίστη δραστικότητα της SPS που παρατηρήθηκε λόγο έκθεσης σε ψύχος πα-

ραλληλίστηκε με μια αυξημένη παρουσία της πρωτεΐνης.

Αντίθετα, η αυξημένη δραστικότητα της SPS σε κονδύλους πατάτας εκτεθειμένους σε χαμηλές

θερμοκρασίες συνδέθηκε με την εμφάνιση ενός νέου ισότυπου SPS (Reimholz et al., 1997). Έχει

βρεθεί πως το φυτό της πατάτας περιέχει τέσσερεις ισότυπους SPS οι οποίοι διαφέρουν στο μέγεθος

της υπομονάδας: SPS-1a (125kDa), SPS-1b (127kDa), SPS-2(135kDa) και SPS-3(145kDa). Οι τέσ-

σερεις αυτοί ισότυποι έχουν διαφορετική κατανομή στους ιστούς αλλά τα SPS-1a/b αποτελούν τους

πιο συχνά απαντώμενους. Έκθεση στο ψύχος οδήγησε σε μία αντιστρεπτή αύξηση στην SPS-1b που

συνέπεσε με μία αλλαγή στις κινητικές ιδιότητες της SPS. Επειδή η SPS ρυθμίζεται από την παρουσία

υποστρωμάτων in vivo, μεταβολές στις κινητικές ιδιότητες θεωρείται ότι παρέχουν έναν αποτελε-

σματικό μηχανισμό για τη διαφοροποίηση της καταλυτικής ιδιότητας του ενζύμου. Αντινοηματικά

φυτά με 75% μείωση της έκφρασης της SPS μείωσε (10-40%) τη συγκέντρωση διαλυτών σακχάρων

ως αντίδραση στη χαμηλή θερμοκρασία (Krause et al., 1998) αποδεικνύοντας πως η επί τις εκατό

έκφραση της SPS δεν αποτελεί το μοναδικό παράγοντα ελέγχου της συσσώρευσης σακχαρόζης. Η

αύξηση της SPS-1b, ως αντίδραση στην αποθήκευση στο ψύχος συνοδεύτηκε με μείωση της SPS-

1a (Reimholz et al., 1997), που είναι σύμφωνη με την παρατήρηση πως η μέγιστη δραστικότητα της

SPS δεν αυξήθηκε με την καταπόνηση. Είναι πιθανόν, δίχως να έχει αποδειχθεί, ότι οι SPS-1a και

SPS-1b κωδικοποιούνται από το ίδιο γονίδιο, καθώς και οι δύο ισότυποι παρουσίασαν μείωση σε

αντινοηματικά φυτά ενώ οι SPS-2 και -3 όχι (Krause et al., 1998). Εάν συμβαίνει αυτό τότε οι δύο

αυτοί ισότυποι είναι δυνατόν να προέρχονται από διαφορετικό splicing ή κάποια μετα-μεταφραστική

τροποποίηση. Ωστόσο, η φωσφορυλίωση δεν φαίνεται να αποτελεί τη μετα-μεταφραστική τροπο-

ποίηση που εμπλέκεται σε αυτή την περίπτωση (Reimholz et al., 1997). Είναι επίσης πιθανόν να κω-

δικοποιούνται από διαφορετικά αλλά σχεδόν πανομοιότυπα γονίδια. 

1.4.4.6 Έλεγχος μέσω αντιστρεπτής πρωτεϊνικής φωσφορυλίωσης 
Η SPS φωσφορυλιώνεται in vivo σε πολλαπλά κατάλοιπα σερίνης, αλλά φαίνεται πως σε τρεις

θέσεις από αυτές μπορεί να προκληθεί ρύθμιση του ενζύμου κάτω από κατάλληλες συνθήκες (Winter

and Huber, 2000). Οι τρείς αυτές θέσεις φωσφορυλίωσης πιστεύεται πως απαντούν στους βρόγχους

της πρωτεΐνης και είναι  η Ser158,  Ser424 και η Ser229 (Salvucci et al., 1995). Παρακάτω παρουσιάζεται

μόνο η επίδραση της φωσφορυλίωσης στη θέση Ser158.

Στα φύλλα του σπανακιού, η φωσφορυλίωση της Ser158 είναι αυτή που συμμετέχει στην απενερ-

γοποίηση του ενζύμου στο σκοτάδι (McMichael et al., 1993). Κατά τους Huber et al. (1996) το κα-

τάλοιπο αυτό συντηρείται μεταξύ των ειδών. Η φωσφορυλίωση της Ser158 μειώνει τη δραστικότητας

της SPS μεταβάλλοντας τις συγγένειες με τα υποστρώματα και τους τροποποιητές δίχως να επηρε-

άζει τη μέγιστη καταλυτική δραστικότητα του ενζύμου. Σημειακές μεταλλάξεις της Ser158 της SPS

των φύλλων του σπανακιού επιβεβαίωσε το ρόλο του κατάλοιπου σερίνης στη ρύθμιση της δραστι-

κότητας του ενζύμου τόσο in vivo όσο και in vitro (Toroser et al., 1999). Διαγονιδιακά φυτά καπνού

με μεταλλαγμένο ένζυμο στη θέση της Ser158 παρουσίαζε μια σχετικά αυξημένη κατάσταση ενεργο-

ποίησης και δεν απενεργοποιείτο στο σκοτάδι. Αντίθετα, εισαγωγή μίας όξινης ομάδας στην 158

θέση στο διπλό μετάλλαγμα S157F/S158E παρήγε ένζυμο που δεν ενεργοποιείτο από το φως. Τα
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αποτελέσματα αυτά καταδεικνύουν το ρυθμιστικό ρόλο της Ser158 ως την κυρία υπεύθυνη περιοχή

για την in vivo απενεργοποίηση της SPS, και παρέχει ενδείξεις ότι η συνεισφορά της φωσφορυλίω-

σης είναι η εισαγωγή αρνητικού φορτίου σε αυτή τη θέση.

Μια από τις κύριες πρωτεϊνικές κινάσες που φωσφορυλιώνουν την Ser158 έχει οριστεί η PKIII η

οποία τείνει να συν-απομονώνεται με την SPS (McMichael et al., 1995). Η PKIII είναι ανεξάρτητη

της παρουσία του Ca+2 και έχει Mr 150kD. Η καταλυτική της υπομονάδα είναι 60kDa και αναγνωρί-

ζεται από αντισώματα εναντίον της RKIN1, μιας ομόλογης της SNF1 των φυτών (Douglas et al.,

1996).  Ένα χαρακτηριστικό των κινασών που είναι όμοιες με την SNF1 είναι ότι συχνά ρυθμίζονται

από φωσφορυλίωση και αυτό έχει αποδειχθεί για την PKIII (Winter and Huber, 2000). Ωστόσο, οι

ίδιοι αναφέρουν πως δεν είναι γνωστό εάν η κατάσταση φωσφορυλίωσης και κατ’ επέκταση η δράση

της PKIII μεταβάλλεται in vivo. Εάν συμβαίνει αυτό, θα μπορούσε να συμβάλλει απευθείας στον έλεγχο

της δραστικότητας της SPS.

Η ρύθμισης της καταλυομένης από την PKIII φωσφορυλίωσης /ανενεργοποίησης της SPS πιστεύεται

ότι περιλαμβάνει μεταβολίτες και ιδιαίτερα την 6-φωσφορογλυκόζη (Weiner et al., 1992). Η 6-φω-

σφορογλυκόζη θα μπορούσε να δράσει είτε με την πρόσδεσή της στην αλλοστερική θέση της SPS

είτε επιδρώντας κατευθείαν στην κινάση PKIII, πιθανόν διαμέσου μιας υποτιθέμενης ρυθμιστικής

θέσης που πιστεύεται ότι συνδέεται με την καταλυτική θέση των 60kDa. Η μεταβολική ρύθμιση της

κινάσης/ων που δρουν στην SPS θα μπορούσε να ερμηνεύσει τη θετική συσχέτιση που παρατηρήθηκε

μεταξύ της κατάστασης ενεργοποίησης της SPS και της αναλογίας της 6-φωσφορογλυκόζης σε κον-

δύλους πατάτας σε in vivo κατάσταση (Giegenberger et al., 1998).

Η φωσφορορυλιωμένη στη θέση Ser158 SPS μπορεί να αποφωσφορυλιωθεί και να ενεργοποιηθεί

in vitro από την καταλυτική υπομονάδα φωσφατασών του τύπου 2A, αλλά όχι από την πρωτεϊνική

φωσφατάση τύπου 1, (PP2A) (Siegl et al., 1990). Ωστόσο, πιθανότατα οι PP2A να υφίστανται in

vivo ως ολιγομερείς πρωτεΐνες με την  καταλυτική υπομονάδα 35kDa να είναι συνδεδεμένη με μία

ή και περισσότερες ρυθμιστικές υπομονάδες.

Μία από τις ενδιαφέρουσες ρυθμιστικές ιδιότητες της PP2A που ενεργεί στην SPS είναι η παρεμ-

πόδιση από τα ανόργανα φωσφορικά (Weiner et al., 1992). Ενδιαφέρον προκαλεί το γεγονός ότι η

ενεργότητα και οι ρυθμιστικές ιδιότητες της SPS-PP2A φαίνεται να αλλάζουν με το χειρισμό

φωτός/σκότους των φύλλων. Το ένζυμο στα φωτισμένα φύλλα παρουσιάζει ελαφρώς υψηλότερη

ενεργότητα και πολλαπλάσια μείωση της ευαισθησίας στην παρεμπόδιση από τα ανόργανα φωσφο-

ρικά (Weiner et al., 1993). 

Η μοριακή βάση αυτής της μεταβολής των ιδιοτήτων δεν είναι γνωστή, αλλά εμπλέκει τη σύνθεση

κυτοπλασματικών πρωτεϊνών (Weiner et al., 1992; Weiner et al., 1993).

Η αποφωσφορυλίωση της SPS από τις PP2A μπορεί επίσης να επηρεαστεί και από αμινοξέα. Έχει

παρατηρηθεί πως η ενεργοποίηση της SPS από το φως σε αποκομμένα φύλλα μπορεί να μειωθεί με

τη χορήγηση αμινοξέων μέσω του ρεύματος της διαπνοής. Παρεμπόδιση της δραστικότητας της

SPS-PP2A από αμινοξέα έχει παρατηρηθεί και in vitro (Huber et al., 1996).

1.4.4.7 Πρωτεϊνικά συσσωματώματα που περιλαμβάνουν την SPS
Σύμφωνα με τον Srere (1987) υπάρχουν ενδείξεις από ποικίλα συστήματα ότι διαλυτά ένζυμα

συχνά υφίστανται σε διακριτά συσσωματώματα με άλλα ένζυμα του ίδιου βιοχημικού μονοπατιού.

Σε ορισμένες μάλιστα περιπτώσεις ένζυμα που καταλύουν διαδοχικές αντιδράσεις συνδέονται σε

συσσωμάτωμα με τροποποιημένες φυσικές και/ή καταλυτικές ιδιότητες (Gaertner, 1978; Anderson

et al., 1995). Εξαιτίας του υψηλού ιξώδους του κυτοπλάσματος εκτιμάται πως η κίνηση των μετα-

βολιτών μέσω διάχυσης συναντά ισχυρή παρεμπόδιση (Clegg, 1992) και γι’ αυτό το λόγο κάποιου

είδους «τάξη» των μακρομορίων στο κυτόπλασμα ίσως είναι ουσιώδης για αποτελεσματικό μεταβο-

λισμό. H SPS θα μπορούσε επίσης να σχηματίσει συσσωμάτωμα με την φωσφατάση της 6-φωσφο-
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ροσακχαρόζης (SPP). Η ύπαρξη τέτοιων συσσωμάτων ενισχύεται από πολλαπλές ενδείξεις που σχε-

τίζονται με τη συμετανάστευση της SPS και της SPP κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης μη με-

τουσιωμένων πρωτεϊνών (Echeverria et al., 1997) και τη διέγερση της δραστικότητας της SPS και

της μειωμένης παρεμπόδισης από τα ανόργανα φωσφορικά παρουσία της SPP (Salerno et al., 1996;

Echeverria et al., 1997). 

1.5 Οικογένειες SPS γονιδίων στα φυτά

Τα πρώτα γονίδια SPS που κλωνοποιήθηκαν προήλθαν από το καλαμπόκι (Worrell et al., 1991) και

το σπανάκι (Spinacea oleracea; Klein et al., 1993; Sonnewald et al., 1993). Ακολούθησε κλωνοποίηση

και άλλων SPS γονιδίων από 20 περίπου φυτά (κυρίως δικοτυλήδονα) όπως επίσης και κυανοβακτή-

ρια (Lunn and MacRae, 2003). Καθώς προχωρούσε η κατάθεση νέων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών

του ενζύμου από όλο και περισσότερα είδη, προέκυψε η ιδέα κατηγοριοποίησης των αλληλουχιών

σε δύο ομάδες, μία ομάδα από τα δικοτυλήδονα και μία από τα μονοκοτυλήδονα. Βασισμένοι σε ανα-

λύσεις υβριδισμού αρχικά υιοθετήθηκε η άποψη πως κάθε είδος περιείχε ένα μόνο SPS γονίδιο (Wor-

rell et al., 1991; Valdez-Alarcon et al., 1996). Ωστόσο, οι Sugiharto et al. (1997) κλωνοποίησαν δύο

διαφορετικά cDNA SPS από ζαχαροκάλαμο, ένα από τα οποία παρουσίαζε μεγάλη ομοιότητα με το

γονίδιο του καλαμποκιού, ενώ το άλλο κωδικοποιούσε μια μικρότερη πρωτεΐνη που έδειχνε να έχει

ομοιότητα με τα SPS δικότυλων φυτών που ήταν γνωστά μέχρι τότε. Τα παραπάνω αποτελέσματα

έδειχναν ότι τουλάχιστον κάποια φυτά περιέχουν πολλαπλά γονίδια SPS και διαφωνούσαν με μία

φυλογένεια βασισμένη σε διαχωρισμό δικοτυλήδονων-μονοκοτυλήδονων (Castleden et al., 2004). 

Οι Langenkämper et al. (2002) αναλύοντας τις αλληλουχίες όλων των γνωστών SPS ανακάλυψαν

πως αυτές συναθροίζονται σε τρεις διαφορετικές οικογένειες, τις οποίες και ονόμασαν A,B και C. Σε

αυτές προστέθηκε και η D οικογένεια η οποία περιλαμβάνει αλληλουχίες που ανήκουν μόνο στην

οικογένεια Poaceae (Εικόνα 3). Μάλιστα, στην D οικογένεια οι πρωτεΐνες είναι μικρότερες από εκείνες

των υπολοίπων οικογενειών με μοριακές μάζες 108 - 109 kD έναντι 114 – 119 kD (Castleden et

al., 2004).

Μέχρι σήμερα τρία διαφορετικά γονίδια SPS έχουν εκφραστεί στα φύλλα του φυτού Citrus unshiu

(Komatsu et al., 1996) και τέσσερα στο φυτό Arabidopsis thaliana (SPS1, At1g04920; SPS4,

At4g10120; SPS5a, At5g11110; SPS5b, At5g20280) (Langenkämper et al., 2002). Τόσο το Citrus

unshiu όσο και το Arabidopsis thaliana (SPS5a και 5b) περιλαμβάνουν γονίδια που ανήκουν στην Α

οικογένεια, αλλά και τα δύο είδη έχουν από ένα γονίδιο της οικογένειας B και C.

Οι Lunn and MacRae (2003) υπέθεσαν πως όλα τα ανώτερα φυτά περιλαμβάνουν τουλάχιστον

έναν αντιπρόσωπο από κάθε SPS οικογένεια στο γένωμα τους και ότι το μέλος κάθε οικογένειας

εκφράζεται παρόλο που κάποιος ισόμορφος μπορεί να κυριαρχεί.

Οι περισσότερες από τις διαθέσιμες αλληλουχίες δικότυλων φυτών ανήκουν στην Α οικογένεια.

Για παράδειγμα, το φυτό της τομάτας έχει δύο γονίδια SPS στην οικογένεια αυτή. Επίσης, τα περισ-

σότερα από τα διαθέσιμα γονίδια SPS των μονοκότυλων φυτών ανήκουν στην Β οικογένεια εκτός

από εκείνο της μπανάνας (Musa acuminata) που ανήκει στην Α (Εικόνα 3). 

Οι περισσότερες προσπάθειες υπερ-έκφρασης του ενζύμου της συνθάσης της φωσφοροσακχαρό-

ζης σε διαγονιδιακά φυτά έγιναν με τη χρήση γονιδίων είτε από την Β οικογένεια του καλαμποκιού

(Baxter et al., 2001; Laporte et al., 2001; Strand et al., 2003) είτε από την Α οικογένεια του σπα-

νακιού (Lunn et al., 2003). Οι Lunn and MacRae (2003) αναφέρουν πως ετερόλογη έκφραση του

γονιδίου της Β οικογένειας του καλαμποκιού σε δικότυλα φυτά, όπου η Α οικογένεια πιθανόν κυ-

ριαρχεί, αποτελεί την πλέον επιτυχημένη περίπτωση αυξήσεως της δραστηριότητας της SPS με ανα-

φορές μάλιστα αυξήσεως της απόδοσης και της ανθεκτικότητας στον παγετό (Lunn et al., 2003).
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Εικόνα 3: Φυλλο-
γενετικό δέντρο
από  τις  SPS. Οι
SPS φαίνεται ότι
ανήκουν σε τρεις
κύριες οικογέ-
νειες (A, B, C) και
πιθανολογείται
και μία τέταρτη
(D). Από Lunn
and MacRae
(2003).

Επίσης, και η έκφραση της Α οικογένειας του SPS γονιδίου του σπανακιού σε φυτά βαμβακιού έχει

δείξει πως αυξάνει την ποσότητα και την ποιότητα της ίνας (Haigler et al., 2001). 

1.5.1 Έκφραση των SPS γονιδίων
Οι Lehmann et al. (2008) αναφέρουν πως στο φυτό Arabidopsis thaliana η SPS1 πρωτεΐνη εκ-

φράζεται στα φύλλα και τα άνθη και μάλιστα στα άνθη αποτελεί και τον κυρίαρχο ισόμορφο, ενώ

απουσίαζε από το βλαστό. Οι SPS5a και 5b ήταν οι κυρίαρχοι ισόμορφοι σε φύλλα και βλαστό. Στο

σιτάρι οι Castleden et al. (2004) βρήκαν πως από τα πέντε SPS γονίδια, το TaSPSI (οικογένεια C)

εκφράζεται πιο έντονα στους σπόρους των βλαστανόντων σποροφύτων και στον κολεό. Τα TaSPSII

(οικογένεια A) εκφράζονται σε όλα τα μέρη των βλαστανόντων σποροφύτων και στα φύλλα που πε-

ριβάλλουν το στάχυ, ενώ λιγότερο στα εκπτυγμένα φύλλα νεαρών φυτών. Τα γονίδια TaSPSIII (οι-

κογένεια D) εκφράστηκαν περισσότερο στα βλαστανόντα σπορόφύτα, στους στάχεις και λιγότερο

στους αναπτυσσόμενους σπόρους κατά τα πρώτα στάδια ανάπτυξης τους. Σε αντίθεση, τα γονίδια

TaSPSIV (οικογένεια D) εκφράστηκαν σε μεγαλύτερο ποσοστό στα σπέρματα κατά τα τελευταία στά-

δια ανάπτυξης και λιγότερο στα βλαστάνοντα σπέρματα.

1.6 Σκοπός της εργασίας 

Σκοπός της εργασίας είναι η μελέτη της συνθάσης της φωσφοροσακχαρόζης (SPS), του ενζύμου

που σχετίζεται με τη σύνθεση της σακχαρόζης στους αναπτυσσόμενους καρπούς τομάτας. Η μελέτη

του ενζύμου αποσκοπεί στον εντοπισμό διαφορών μεταξύ παρθενοκαρπικών και μη καρπών όσον

αφορά τη δραστικότητα και τον εντοπισμό του. 



2.  Υλικά & Μέθοδοι
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2.1. Οι διαδικασίες του πειράματος

2.2 Το φυτικό υλικό

Για την πραγματοποίηση της παρούσας μελέτης χρησιμοποιήθηκαν ένσπερμοι και άσπερμοι καρποί

τομάτας τύπου cherry της ποικιλίας Conchita. Πρόκειται για πρώιμη ποικιλία που συγκομίζεται με

ταξικαρπία. Κάθε ταξικαρπία μπορεί να φέρει 12 με 16 καρπούς (Εικόνα 5). Οι καρποί της Conchita

είναι λαμπεροί κόκκινοι με μέσο βάρος 20gr. Η ανάπτυξη και η συγκομιδή των καρπών πραγματο-

ποιήθηκε στο θερμοκήπιο του Εργαστηρίου των Κηπευτικών Καλλιεργειών του Γεωπονικού Πανεπι-

στημίου Αθηνών (Εικόνα 6). Η μεταφύτευση των νεαρών φυταρίων στο θερμοκήπιο

πραγματοποιήθηκε το μήνα Νοέμβριο.

Η συγκομιδή των καρπών στα υπό μελέτη στάδια ανάπτυξης πραγματοποιήθηκε από τη δεύτερη

ταξικαρπία των φυτών. Για την παραλαβή των παρθενοκαρπικών καρπών πραγματοποιήθηκαν οι

ακόλουθες ενέργειες. Όταν ακόμη τα άνθη ήταν κλειστά και πριν αυτά καταστούν επιδεκτικά επικο-

νίασης, με μία λαβίδα ανοίχτηκαν τα πέταλα και αφαιρέθηκαν προσεκτικά οι ανθήρες παραμένοντας

μόνο ο στύλος με το στίγμα. Ακολούθησε ψεκασμός του στίγματος με κατάλληλη ορμόνη και το

άνθος σημάνθηκε με ταμπελάκι όπου αναγραφότανε η ημερομηνία επέμβασης. Όταν οι καρποί έφτα-

Σχήμα 4: Σχηματική παράσταση των διαδικασιών του πειράματος.
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σαν στο επιθυμητό στάδιο ανάπτυξης συγκομίστηκαν. Η ορμόνη που χρησιμοποιήθηκε ήταν η Or-

tomone με δραστική ουσία τo β-ναφθόξυοξεικό οξύ σε συγκέντρωση 50ppm.

Οι άσπερμοι και ένσπερμοι καρποί συγκομίστηκαν σε 5 διαφορετικά στάδια τα οποία σχετίζονται

με την ανάπτυξη τους: ανώριμοι καρποί διαμέτρου 0,5cm και 1,5cm, ώριμοι πράσινοι, καρποί στην

αλλαγή του χρώματος και ώριμοι κόκκινοι (Εικόνα 7). Αμέσως μετά τη συγκομιδή τους, ένα μέρος

των καρπών χρησιμοποιήθηκε για την πραγματοποίηση των τομών για τον ανοσοεντοπισμό του εν-

ζύμου, οι δε υπόλοιποι αποθηκεύτηκαν σε κατάλληλο ψυκτικό χώρο στους -80oC ώστε να χρησιμο-

ποιηθούν αργότερα για την εκχύλιση των πρωτεϊνών και τη μέτρηση της δρα στι κό τητας του. 

Εικόνα 5: Ταξικαρπία τομάτας cherry ποικιλίας Conchita Εικόνα 6: Η καλλιέργεια στο θερμοκήπιο του Γ.Π.Α.

Εικόνα 7: Τα 5 στάδια ανάπτυξης του καρπού τομάτας τύπου cherry βάση των οποίων έγινε η
συγκομιδή. Ανώριμοι καρποί διαμέτρου 0,5 και 1,5cm, ώριμος πράσινος καρπός, καρπός στην
αλλαγή χρώματος και κόκκινος ώριμος καρπός.
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2.3 Η εκχύλιση του ενζύμου

Μετά την παραλαβή των δειγμάτων για τα 5 στάδια των ένσπερμων και τα αντίστοιχα 5 των

άσπερμων καρπών ακολούθησε η εκχύλιση των πρωτεϊνών και οι μετρήσεις των ολικών τους

πρωτεϊνών.

Για την εκχύλιση των ολικών πρωτεϊνών τα δείγματα αφού τεμαχίστηκαν, τοποθετήθηκαν σε γουδί

μαζί με υγρό άζωτο. Ακολούθως, τα δείγματα λειοτριβήθηκαν. Για κάθε στάδιο αναμιγνυόταν συγ-

κεκριμένη ποσότητα (σε νωπό βάρος) καρπού με αντίστοιχο όγκο μέσου εκχύλισης (αναλογία 1:1).

Η όλη διαδικασία διαρκούσε έως ότου προκύψουν ομοιογενή εκχυλίσματα. Τελικά, τα εκχυλίσματα

τοποθετήθηκαν μέσα σε eppendorf στον πάγο.

Τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν στα 15000g για 15min και 4οC. Ακολούθησε ο προσδιορισμός

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

καν σε δύο μέρη. Στο ένα μέρος προστέθηκαν λίγοι κόκκοι κυανούν της βρωμοφαινόλης για

την ηλεκτροφόρηση. Το άλλο μέρος χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της δραστικότητας

της SPS.

Το διάλυμα εκχύλισης των πρωτεϊνών ήταν αυτό που προτείνεται από τους Stenzel et al. (2003).

Ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης πρωτεϊνών
50mM Tris- HCl pH 7.5

15% glycerol

0.02% BSA

2mM Ανοιγμένη γλουταθειόνη

4% PVP

0.1%Triton X

20mM Na2SO3

2.4 Η μέτρηση των ολικών πρωτεϊνών των εκχυλισμάτων

Για τη μέτρηση της δραστικότητας της SPS κρίθηκε απαραίτητος ο προσδιορισμός των ολικών

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

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

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

3. Προσθήκη 200ml αποσταγμένο νερό (dH2O).

4. Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των πρωτεϊνών γίνεται την επόμενη ημέρα.

Η πρότυπη καμπύλη εξάρτησης της απορρόφησης του δείγματος από τη συγκέντρωση των πρω-

τεϊνών (BSA) σχεδιάστηκε για ποσότητες BSA μεταξύ 5 και 50μg.

Μετά την εκχύλιση των πρωτεϊνών και τη φυγοκέντρηση ετοιμάσθηκαν 10 σωλήνες για κάθε

δείγμα (5mm και 15mm ανώριμου, ώριμου πράσινου, αλλαγή χρώματος, ώριμου κόκκινου για

ένσπερμους και άσπερμους καρπούς) που περιείχαν 1.5ml dH2O, 100μl εκχυλίσματος και 1.5ml

διαλύματος Bearden. Ως μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε ένας σωλήνας που περιείχε 1.5ml dH2O

και 1.5ml διαλύματος Bearden. Ακολούθως έγινε φωτομέτρηση στα 595nm. Μετά τις επανα-

ληπτικές μετρήσεις για κάθε δείγμα υπολογίζεται η συγκέντρωσης της συνολικής πρωτεΐνης

βάσει της πρότυπης καμπύλης.
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2.5 Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της SPS

Ο προσδιορισμός της δραστικότητας της συνθάσης της φωσφοροσακχαρόζης σε παρθενοκαρπι-

κούς και μη καρπούς τομάτας τύπου cherry βασίστηκε στους Babb and Haigler (2001). 

Σύμφωνα με τη μέθοδο, η SPS παράγει φωσφοροσακχαρόζη από UDP-γλυκόζη και φωσφοροφρου-

κτόζη. Συνεπώς η δραστηριότητα της SPS μπορεί να μετρηθεί με μέσο που περιέχει UDP-γλυκόζη,

φωσφοροφρουκτόζη και 6-φωσφορογλυκόζη, η οποία και θεωρείται ενεργοποιητής του ενζύμου.

Για καθένα από τα 10 δείγματα χρησιμοποιήθηκαν 200μl ενζυμικού εκχυλίσματος, 400μl απεσταγ-

μένου νερού και 400μl διαλύματος προσδιορισμού της δραστικότητας της SPS. Μετά την επώαση

του ενζυμικού εκχυλίσματος με τα αντιδραστήρια για ορισμένο χρόνο, παράγεται φωσφοροσακχα-

ρόζη. Ακολουθεί τοποθέτηση των δειγμάτων για 60min σε υδατόλουτρο στους 40οC και προσθήκη

200μl KOH με σκοπό τον τερματισμό της αντίδρασης και την απομάκρυνση των εξοζών. Έπειτα, τα

δείγματα τοποθετήθηκαν πάλι σε υδατόλουτρο για 10min στους 100οC και ακολούθησε προσθήκη

800μl HCl για την υδρόλυση της φωσφοροσακχαρόζης σε γλυκόζη και φρουκτόζη.

Στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση στα 15000g για 15min. Επειδή στα εκχύλισμα

των δειγμάτων παρατηρήθηκε συσσώρευση λιπιδίων στην επιφάνεια του υπερκείμενου υγρού ακο-

λούθησε φιλτράρισμα αυτών με τη χρήση ειδικών φίλτρων. Ακολούθησε προσθήκη 40μL 1% ρε-

σορκινόλης σε 30% HCl και τα δείγματα τοποθετήθηκαν και πάλι στο υδατόλουτρο για 10min στους

80οC. Η ρεσορκινόλη αντιδρά με φρουκτόζη και παράγει ροζ χρώμα και μετά από 10min ακολούθησε

η μέτρηση της δραστικότητας της SPS στα 520nm. Όλες οι φωτομετρήσεις έγιναν με σπεκτροφω-

τόμετρο UV-160A (Shimadzu).

Το διάλυμα προσδιορισμού της δραστικότητας της SPS, σύμφωνα με τους Babb and Haigler (2001)

περιείχε:

50mM Hepes- NaOH pH 7.4

8mM UDP-Glucose

4mM 6-P-Fructose

20mM Glucose-6-P

10mM MgCl26H2O

1mM EDTA

0.4mM EGTA

0.04% Triton X

Ο μάρτυρας δεν περιείχε UDP-Glucose και 6-P-Fructose.

2.6 Οι ηλεκτροφορήσεις των μη μετουσιωμένων πρωτεϊνών

Το διάλυμα που χρησιμοποιήθηκε για τον εντοπισμό της ενεργότητας του ενζύμου στις πηκτές έχει

δοθεί παραπάνω.

Η ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών έγινε σε πηκτή πολυακρυλαμίδης 8% ολικής συγκέντρωσης

ακρυλαμιδίου με 2,7% bis-ακρυλαμίδιο, σε ασυνεχές σύστημα του οποίου τα συστατικά αναφέρονται

παρακάτω. Ακολούθως φορτώθηκε με εκχύλισμα πρωτεϊνών που αντιστοιχούσε περίπου σε 40μg

πρωτεΐνης από κάθε ιστό.

Η τάση που εφαρμόστηκε ήταν 70V για δύο ώρες δηλαδή όσο χρόνο χρειάστηκε η χρωστική να

περάσει στην πηκτή ανάλυσης και 120V για τη συνέχεια μέχρι το πέρας της ηλεκτροφόρησης.

Μέτα το τέλος της παραπάνω διαδικασίας η πηκτή τοποθετήθηκε στα αντίστοιχα διαλύματα επώα-

σης. Στη συνέχεια αφέθηκε για λίγες ώρες μέχρι την εμφάνιση σήματος. Ακολούθως φωτογραφή-

θηκαν οι πηκτές. 
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A. Πηκτή ανάλυσης 8%T, 2.7%C
Μητρικό Διάλυμα Ακριλαμιδίου, Bis- Ακριλαμιδίου (30%, 2.7%) 2.87ml

Ρυθμιστικό Διάλυμα Ανάπτυξης 2.50ml

Αποσταγμένο Νερό     4.45ml

10% Υπερθειϊκό Αμμώνιο         50μl

TEMED 10μl

Ρυθμιστικό διάλυμα ανάλυσης 
378mM  Tris-HCl pH 8.9 

B. Πηκτή συσσώρευσης (Stacking Gel) 3%Τ, 2.7%C
Μητρικό Διάλυμα Ακριλαμιδίου, Bis- Ακριλαμιδίου (30%, 2.7%) 1.0ml

Ρυθμιστικό Διάλυμα συσσώρευσης 5.0ml

Αποσταγμένο Νερό                       3.76ml

10% Υπερθειϊκό Αμμώνιο         100μl

TEMED 10μl

Ρυθμιστικό διάλυμα συσσώρευσης
63mM Tris-HCl pH 6.8 

Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης πρωτεϊνών
25mM Tris 

192mM γλυκίνη

2.7 Η ανοσοβιοχημική μελέτη

Για τον ανοσοεντοπισμό του ενζύμου χρησιμοποιήθηκαν τομές από ένσπερμους και άσπερμους

καρπούς τομάτας τύπου cherry στα εξής στάδια ανάπτυξης: ανώριμος καρπός διαμέτρου 0,5cm και

1,5cm, ώριμος πράσινος καρπός, καρπός στην αλλαγή του χρώματος και ώριμος κόκκινος καρπός.

Τα δείγματα που χρησιμοποιήθηκαν είχαν υποστεί την παρακάτω επεξεργασία:

Προσήλωση
Οι τομές από τα πέντε στάδια των κανονικών και παρθενοκαρπικών καρπών προσηλώθηκαν σε

κατάλληλο διάλυμα που περιείχε 4% παραφολμαλδεΰδη και 0.5% γλουταραλδεΰδη για χρονικό διά-

στημα 48h σε θερμοκρασία δωματίου. 

Αφυδάτωση
Ακολούθως, οι τομές αφυδατώθηκαν σε διαλύματα αυξανομένων συγκεντρώσεων αιθανόλης

(50%, 70%, 80%, 90%, 95% και 100%) με σκοπό την απομάκρυνση του προσηλωτικού διαλύματος.

Ο χρόνος εμβάπτισης των δειγμάτων στα παραπάνω διαλύματα ήταν για μία ώρα το καθένα εκτός

από την καθαρή αλκοόλη όπου και παρέμειναν για 3h. 

Διαφανοποίηση
Στη συνέχεια ακολούθησε απομάκρυνση της αλκοόλης από τα δείγματα με εμβάπτιση τους σε δια-

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

ξυλένιο-50% αιθανόλη, 75% ξυλένιο-25% αιθανόλη, 100% ξυλένιο. Τα τρία πρώτα διαλύματα χρη-

σιμοποιήθηκαν για χρονικό διάστημα μίας ώρας το καθένα, ενώ εκείνο του καθαρού ξυλένιου χρη-
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σιμοποιήθηκε για τρεις εμβαπτίσεις της μίας ώρας.

Εγκλεισμός των δειγμάτων σε παραφίνη
Στις τομές των καρπών τομάτας τύπου cherry που βρίσκονταν μέσα σε μικρά γυάλινα δοχεία με

ξυλένιο, προστέθηκαν μικρά τεμάχια παραφίνης (Paramat BDH) σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά

το λιώσιμο της (2 με 3 κόκκοι την κάθε φορά) ακολούθησε διαδοχική προσθήκη παραφίνης μέχρι να

διαπιστωθεί πως αυτή δεν μπορούσε να διαλυθεί περαιτέρω. Κατόπιν τα μικρά δοχεία μεταφέρθηκαν

στους 42οC (hot plate), όπου συνεχίστηκε η προσθήκη παραφίνης έως ότου επέλθει κορεσμός του

διαλύματος. Στη συνέχεια, το μίγμα παραφίνης-ξυλένιου μεταφέρθηκε στους 60οC. Η λιωμένη πα-

ραφίνη αντικαταστάθηκε με καινούργια τρεις φορές τουλάχιστον. Για τον εγκλεισμό των δειγμάτων

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

τοποθέτηση των δειγμάτων έγινε με τέτοιο τρόπο ώστε αυτά να έχουν τον επιθυμητό προσανατο-

λισμό. Επίσης μεταφέρθηκε μικρή ποσότητα λιωμένης παραφίνης. Καθώς η παραφίνη έπηζε, και για

να αποφευχθεί ο εγκλεισμός φυσαλίδων αέρα, μια πυρακτωμένη ανατομική βελόνα, θέρμαινε την

περιοχή γύρω από τους ιστούς.

Προετοιμασία αντικειμενοφόρων
1. Οι αντικειμενοφόροι που πρόκειται να χρησιμοποιηθούν πλένονται σε διάλυμα 1% SDS για 2h

περίπου, για να απομακρυνθούν από αυτές οι τυχόν λιποδιαλυτές ουσίες.

2. Ξεπλένονται με απιονισμένο νερό σε συνεχή ροή.

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

4. Ξεπλένονται με απιονισμένο νερό και αποστειρώνονται.

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

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

7. Ακολουθεί φύλαξή τους στο ψυγείο. 

Μικροτομήσεις
Το δείγμα τοποθετείται σε χειροκίνητο μικροτόμο (LEIΚA). Οι τομές που έγιναν ήταν πάχους l0μm.

Ακολούθησε επιλογή των τομών σε οπτικό μικροσκόπιο. Οι επιλεγμένες τομές τοποθετήθηκαν σε

αντικειμεvoφόρoυς επεξεργασμένες με πολυλυσίνη. Σε αυτές προστέθηκε μικρή ποσότητα αποσταγ-

μένου-αποστειρωμένου νερού κατά τέτοιο τρόπο ώστε οι τομές να επιπλέουν στις αντικειμενοφό-

ρoυς. Έπειτα τοποθετήθηκαν σε θερμαινόμενη πλάκα στους 42οC. Μετά την πάροδο 10min το νερό

αφαιρέθηκε προσεκτικά με απορροφητικό χαρτί και οι αντικειμενοφόροι παρέμειναν στους 42οC για

48h για να εξατμιστεί το νερό και να προσκολληθούν οι τομές στις αντικειμενοφόρoυς.

Αποπαραφίνωση
Η αποπαραφίνωση έγινε με διαδοχική εμβάπτιση των ιστών σε διαλύματα που περιείχαν:

-100% ξυλένιο, 75% ξυλένιo-25% αιθανόλη, 50% ξυλένιo-50% αιθανόλη, 25% ξυλένιo-75% αι-

θανόλη και 100% αιθανόλη για 10min το καθένα.

2.8 Ο ανοσοεντοπισμός της SPS

Μετά την αποπαραφίνωση ακολουθούνται τα εξής βήματα:

• Οι τομές καλύπτονται με διάλυμα δεσμεύσεως μη ειδικών θέσεων και αφήνονται σε θερμο-

κρασία δωματίου για 1h.

• Ακολουθεί επώαση των τομών σε 1:500 αραίωση του αντισώματος, σε ρυθμιστικό διάλυμα
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TBST με 1% BSA (πρωτεΐνη του ορού του βοδιού), και οι αντικειμενοφόροι αφήνονται για τουλάχι-

στον 12h σε θερμοκρασία 4°C.

• Το μη δεσμευμένο αντίσωμα ξεπλένεται 2 φορές με διάλυμα TBST για 15min σε θερμοκρα-

σία δωματίου.

• Οι τομές επωάζονται σε διάλυμα TBST με 1% BSA, που περιέχει κατάλληλη αραίωση

(1:5000) δευτερογενούς αντισώματος, που φέρει συζευγμένη αλκαλική φωσφατάση (AP-Anti-

Rabbit, Promega), για 1h σε θερμοκρασία δωματίου. Το δευτερογενές αντίσωμα προέρχεται από

ποντίκι έναντι των αντισωμάτων κουνελιών (IgG).

• Η περίσσεια του δευτερογενούς αντισώματος ξεπλένεται με διάλυμα TBST για 15min σε

θερμοκρασία δωματίου. 

• Οι τομές εξισορροπούνται σε ρυθμιστικό διάλυμα Buffer 3 για 10min, και καλύπτονται με

διάλυμα χρωματικής αντίδρασης (25μl/ml).

• Η χρωματική αντίδραση γίνεται στο σκοτάδι και η ανάπτυξη του χρώματος ελέγχεται ανά

τακτά χρονικά διαστήματα στο μικροσκόπιο, ούτως ώστε να προληφθεί η ανάπτυξη μη εξειδικευμέ-

νου σήματος υποβάθρου.

• Η αντίδραση σταματά με καλό ξέπλυμα των αντικειμενοφόρων με αποσταγμένο νερό.

• Ακολουθεί αφυδάτωση με διαδοχικές εμβαπτίσεις, σε διαλύματα αυξανόμενης συγκέντρωσης

αιθανόλης 50%, 70%, 90%, 95% και δύο φορές σε 100% για ένα λεπτό σε κάθε διάλυμα. 

• Τέλος, αφού στεγνώσουν καλά οι τομές, καλύπτονται με DPX πριν την τοποθέτηση της κα-

λυπτρίδας, ώστε να μονιμοποιηθούν.

Ηλεκτρομεταφορά των πρωτεϊνών σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης
• Ενυδάτωση της μεμβράνης της νιτροκυτταρίνης με αποσταγμένο νερό.

• Αντικατάσταση του αποσταγμένου νερού με ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς και επώασή του

συμπεριλαμβανομένης της πηκτής για 10min.

• Τοποθέτηση 5 φύλλων χαρτιού 3ΜΜ που έχει κορεσθεί με ρυθμιστικό διάλυμα μεταφοράς.

Αφαίρεση τυχόν φυσαλίδων αέρα με χρήση πιπέτας.

• Τοποθέτηση των φύλλων νιτροκυτταρίνης και της πηκτής αντίστοιχα.

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

αέρα.

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

• Μετά την ηλεκτροφόρηση σημειώνεται το φύλλο νιτροκυτταρίνης που είχε τοποθετηθεί προς

την κάθοδο και φυλάσσεται μεταξύ δύο φύλλων διηθητικού χαρτιού. 

Έλεγχος της καταλληλότητας των αντισωμάτων
• Κόβονται ταινίες νιτροκυτταρίνης (πλάτους 5mm) από το φύλλο της νιτροκυτταρίνης απο-

φεύγοντας την επαφή με τα χέρια.

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

ώστε να μην παγιδευτεί αέρας.

• Δέσμευση των ελεύθερων θέσεων της νιτροκυτταρίνης σε 1% ζελατίνης (BDH).

• Επώαση της ταινίας με πολυκλωνικά αντισώματα παρασκευασθέντα εναντίον της συντηρη-

μένης περιοχής της SPS (rabbit anti-SPS, Agrisera AS03 035A) με αραίωση 1:1000. Οι αραιώσεις

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

• Ξέπλυμα των ταινιών με TBST 1% ζελατίνης.

• Απομάκρυνση της περίσσειας του πρωτογενούς αντισώματος με 3φορές επί 5min TBST 1%

ζελατίνης.

• Εφαρμογή του δευτερογενούς αντισώματος mouse anti-rabbit IgG (Fc) AP conjugated σε
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αραίωση 1:5000 για 1h και 30min.

• Απομάκρυνση της περίσσειας του δευτερογενούς αντισώματος με 3φορές επί 5min TBST

1% ζελατίνης.

• Ανίχνευση δραστηριότητας της αλκαλικής φωσφατάσης με την επώαση των ταινιών σε ρυθ-

μιστικό διάλυμα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης για 3min παρουσία χρωμοφόρου.

• Αφυδάτωση και φύλαξη της νιτροκυτταρίνης μεταξύ δύο φύλλων διηθητικού χαρτιού.

• Φωτογράφηση της νιτροκυτταρίνης μέσω σάρωσής τους με επίπεδο σαρωτή.

Ανοσοεντοπισμός του ενζύμου στις μεμβράνες της νιτροκυτταρίνης
• Δέσμευση των μη ενεργών θέσεων των τομών για 1h σε 1% ζελατίνη σε θερμοκρασία περι-

βάλλοντος.

• Επώαση των τομών με πολυκλωνικά αντισώματα παρασκευασθέντα εναντίον συντηρημένων

περιοχών της SPS (Agrisera AS03 035A, rabbit anti SPS) σε αραίωση 1:1000 σε TBST-1% BSA

για 12h σε θερμοκρασία δωματίου.

• Ξέπλυμα των τομών με διάλυμα TBST 3 φορές επί 5min για την απομάκρυνση του αδέσμευ-

του πρωτογενούς αντισώματος.

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

αραίωση 1:5000 για 1h και 30min.

• Ξέπλυμα των τομών με διάλυμα TBST 3 φορές επί 5min για την απομάκρυνση του αδέσμευ-

του δευτερογενούς αντισώματος.

• Εντοπισμός της SPS με NBT/BCIP (66 μl/33μl BCIP σε 10ml ρυθμιστικού διαλύματος ανί-

χνευσής της).

• Αφυδάτωση των τομών σε σειρά EtOH.

• Εφαρμογή DPX.

• Σε κάθε περίπτωση η χρώση του μάρτυρα έγινε με Orange G σε απόλυτη αλκοόλη.

Διαλύματα

Ρυθμιστικό διάλυμα TBST  
20mM Tris HCl pH 7.5

150mM NaCl

0.05% Tween 20

Ρυθμιστικό διάλυμα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης-Buffer3
10mM Tris-HCl pH 9.5

100mM NaCl

50 mM MgCl2

Διάλυμα χρωματικής αντίδρασης
10ml ρυθμιστικό διάλυμα ανίχνευσης της αλκαλικής φωσφατάσης 

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

66μl Νιτρομπλέ του τετραζωλίου (NBT)

Διάλυμα ηλεκτρομεταφοράς πρωτεϊνών
24mM  Tris

192mM  γλυκίνη

20% μεθανόλη



3.  Αποτελέσματα
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3.1 Ανοσοεντοπισμός της SPS

Ο ανοσοεντοπισμός της συνθάσης της φωσφοροσακχαρόζης δείχνει τους ιστούς στους οποίους

κατά τη στιγμή της προσήλωσης υπάρχει το ένζυμο καθώς και τη σχετική αφθονία του. Η παρουσία

μωβ-μπλε χρωματισμού σηματοδοτεί την παρουσία της συνθάσης της φωσφοροσακχαρόζης στους

φυτικούς ιστούς. 

3.1.1 Στάδιο ανώριμου καρπού διαμέτρου 5mm
Σε εγκάρσιες τομές στο στάδιο των 5mm του ένσπερμου (Εικόνα 8) και παρθενοκαρπικού (Εικόνα

9) ανώριμου καρπού βρέθηκε πως το ένζυμο εντοπίζεται κατά κύριο λόγο στις σπερματικές βλάστες

καθώς και στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες. Λιγότερο έντονο είναι το σήμα στην περιοχή του πλακούντα,

του ζελατινώδους παρεγχύματος καθώς και στα κύτταρα του περικαρπίου.

Εικόνα 8: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε εγκάρσια τομή έν-
σπερμου καρπού διαμέτρου 5mm. Η παρουσία του ενζύμου
φαίνεται από το μπλε-μωβ χρωματισμό. ΣΒ, σπερματικές
βλάστες, ΗΔ, ηθμαγγειώδης δεσμίδα, ΠΛ πλακούντας, ΖΠ
ζελατινώδες παρέγχυμα.

Εικόνα 9: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε εγκάρσια τομή
παρθενοκαρπικού καρπού διαμέτρου 5mm. Η παρουσία
του ενζύμου διακρίνεται από το μπλε-μωβ χρωματισμό. ΣΒ,
σπερματικές βλάστες, ΗΔ, ηθμαγγειώδης δεσμίδα, ΠΛ πλα-
κούντας, ΖΠ ζελατινώδες παρέγχυμα.

ΠΛΣΒ

ΗΔ

ΖΠ

ΗΔ

500μm

ΠΛ

ΣΒ
ΗΔ

ΖΠ

500μm

ΣΒ

ΗΔ

50μm

Εικόνα 10: Ανοσοεντοπισμός της συνθάσης της φωσφορο-
σακχαρόζης σε λεπτομέρεια σπερματικής βλάστης ένσπερ-
μου ανώριμου καρπού διαμέτρου 5mm. Η  παρουσία του
ενζύμου παρουσιάζεται πιο έντονη στα κύτταρα του εσωτε-
ρικού χιτώνα της σπερματικής βλάστης (ΣΒ) καθώς και στην
ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ).
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3.1.2 Στάδιο ανώριμου καρπού διαμέτρου 15mm

Στο στάδιο του ανώριμου καρπού διαμέτρου 15mm, τόσο στους ένσπερμους όσο και στους παρ-

θενοκαρπικούς καρπούς, το ένζυμο εντοπίζεται κατά κύριο λόγο στις σπερματικές βλάστες και στις

ηθμαγγειώδης δεσμίδες. Ασθενέστερο ήταν το σήμα στα κύτταρα του περικαρπίου, του πλακούντα

και στο ζελατινώδες παρέγχυμα (Εικόνες 13, 14, 15,16, 17 και 18).

Εικόνα 11: Ανοσοεντοπισμός της συνθάσης της φωσφο-
ροσακχαρόζης σε παρθενοκαρπικό ανώριμο καρπό διαμέ-
τρου 5mm σε μεγέθυνση. Διακρίνεται έντονος
χρωματισμός στα κύτταρα του εσωτερικού χιτώνα της
σπερματικής βλάστης (ΣΒ) καθώς και στις ηθμαγγειώδεις
δεσμίδες (ΗΔ) και λιγότερο στα κύτταρα του ζελατινώδους
παρεγχύματος (ΖΠ) και του πλακούντα (ΠΛ). Στα κύτταρα
του περικαρπίου (ΠΕ) η παρουσία του ενζύμου ήταν μικρό-
τερη.
Ένθετη εικόνα: Μάρτυρας που επωάστηκε με ορρό κουνε-
λιού προ της επαγωγής της ανοσοαντίδρασης Εγκάρσια
τομή ένσπερμου καρπού διαμέτρου 5mm. Για τη φωτογρά-
φηση οι τομές χρωματίστηκαν με Orange G.

Εικόνα 12: Λεπτομέρεια του ανοσοεντοπισμού της SPS
στην περιοχή του περικαρπίου ένσπερμου ανώριμου καρ-
πού διαμέτρου 5mm. Η παρουσία του ενζύμου εντοπίζεται
στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (ΗΔ) του περικαρπίου και λι-
γότερο στα κύτταρα του περικαρπίου (ΠΕ). 
Ένθετη εικόνα: Μάρτυρας που επωάστηκε με ορρό κου-
νελιού προ της επαγωγής της ανοσοαντίδρασης Εγκάρσια
τομή παρθενοκαρπικού καρπού διαμέτρου 5mm. Για τη
φωτογράφηση οι τομές χρωματίστηκαν με Orange G.

ΗΔ

ΗΔ

ΠΕ

ΠΕ

ΖΠ

ΣΒ

ΠΛ

100μm 50μm

Εικόνα 13: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε ένσπερμο ανώ-
ριμο καρπό διαμέτρου 15mm. Παρατηρείται έντονος χρω-
ματισμός στην περιοχή των σπερματικών βλαστών (ΣΒ)
και στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (ΗΔ). Αντίθετα, το σήμα
του ενζύμου ήταν μικρότερο στον πλακούντα (ΠΛ) και το
ζελατινώδες παρέγχυμα (ΖΠ).
Ένθετη εικόνα: Μάρτυρας που επωάστηκε με ορρό κουνε-
λιού προ της επαγωγής της ανοσοαντίδρασης Εγκάρσια
τομή ένσπερμου καρπού διαμέτρου 15mm. Για τη φωτο-
γράφηση οι τομές χρωματίστηκαν με Orange G.

ΗΔ

ΣΒ

ΖΠ

ΠΛ50μm
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Εικόνα 14: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε  παρθενο-
καρπικό ανώριμο καρπό διαμέτρου 15mm. Και στην
περίπτωση αυτή η παρουσία του ενζύμου εντοπίζεται
στις σπερματικές βλάστες (ΣΒ) καθώς και στις ηθμαγ-
γειώδεις δεσμίδες (ΗΔ), ενώ ανιχνεύεται λιγότερο
στην περιοχή του περικαρπίου (ΠΕ), του ζελατινώδους

παρεγχύματος (ΖΠ) και του πλακούντα (ΠΛ).
Ένθετη εικόνα: Μάρτυρας που επωάστηκε με ορρό κουνε-
λιού προ της επαγωγής της ανοσοαντίδρασης Εγκάρσια
τομή παρθενοκαρπικού καρπού διαμέτρου 15mm. Για τη
φωτογράφηση οι τομές χρωματίστηκαν με Orange G.

Εικόνα 15: Σπερματική βλάστη ένσπερμου ανώριμου καρ-
πού διαμέτρου 15mm. Διακρίνεται έντονη η παρουσία του
ενζύμου στην ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ), στο ενδοσπέρμιο
(ΕΝ) καθώς και στα κύτταρα του εσωτερικού χιτώνα της
σπερματικής βλάστης (ΣΒ).

Εικόνα 17: Λεπτομέρεια περικαρπίου ένσπερμου ανώριμου καρπού διαμέ-
τρου 15mm. Η δράση του ενζύ-
μου εντοπίζεται κυρίως στις
ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (ΗΔ)
και ασθενέστερα στα κύτταρα
του εσωτερικού περικαρπίου
(ΠΕ).

Εικόνα 18: Λεπτομέρεια περικαρ-
πίου παρθενοκαρπικού ανώριμου
καρπού διαμέτρου 15mm. Η
δράση του ενζύμου εντοπίζεται
κυρίως στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (ΗΔ) και ασθενέστερα στα κύτταρα του
εσωτερικού περικαρπίου (ΠΕ).

Εικόνα 16: Σπερματική βλάστη παρθενοκαρπικού ανώριμου
καρπού διαμέτρου 15mm. Διακρίνεται έντονη η παρουσία
του ενζύμου στην ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ) και στα κύτ-
ταρα του εσωτερικού χιτώνα της σπερματικής βλάστης
(ΣΒ). 

ΗΔ

ΣΒ

ΖΠ

ΠΕ

50μm

ΗΔ

ΣΒ

EΝ

50μm

ΗΔ

ΣΒ

50μm

ΗΔ

ΠΕ

50μm

ΗΔ

ΠΕ

25μm
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3.1.3 Στάδιο ώριμου πράσινου καρπού 

Κατά το στάδιο του ώριμου ένσπερμου πράσινου καρπού η συνθάση της φωσφοροασακχαρόζης

εντοπίστηκε κυρίως στους ιστούς του αναπτυσσόμενου εμβρύου (Εικόνες 19, 21, 23) καθώς και στις

ηθμαγγειώδης δεσμίδες. Στον παρθενοκαρπικό πράσινο ώριμο καρπό η παρουσία του ενζύμου εν-

τοπίστηκε στις ηθμαγγειώδης δεσμίδες και στα κύτταρα της σπερματικής βλάστης (Εικόνες 20, 22,

24). Και στις δύο περιπτώσεις η SPS εντοπίστηκε στο περικάρπιο και ιδιαίτερα στο εσωτερικό τμήμα

αυτού.

Εικόνα 19: Τομή από ένσπερμο πράσινο ώριμο καρπό. Η πα-
ρουσία της SPS εστιάζεται στο αναπτυσσόμενο έμβρυο
(ΕΜ), στην ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ) και στο ενδοσπέρμιο
(ΕΝ).
Ένθετη εικόνα:  Μάρτυρας.

Εικόνα 20: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε παρθενοκαρπικό
πράσινο ώριμο καρπό. Παρατηρείται έντονος χρωματισμός
στην ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ) καθώς και στα κύτταρα
της σπερματικής βλάστης (ΣΒ).
Ένθετη εικόνα:  Μάρτυρας.

Εικόνα 21: Λεπτομέρεια του αναπτυσσόμενου εμβρύου σε
ώριμο πράσινο καρπό. Η παρουσία του ενζύμου είναι έν-
τονη στην περιοχή του ενδοσπερμίου (ΕΝ), στη ρίζα (Ρ)
και στις κοτύλες (ΚΟ).

Εικόνα 22: Σπερματική βλάστη πράσινου ώριμου παρθε-
νοκαρπικού καρπού σε λεπτομέρεια. Ο εντοπισμός της
SPS εστιάζεται στα κύτταρα της σπερματικής βλάστης
(ΣΒ).

ΗΔ

ΗΔ
ΣΒ

ΕΜ

ΕN

100μm 100μm

ΣΒ

Ρ
ΚΟ

ΕΝ

50μm 50μm
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Εικόνα 23:  Λεπτομέρεια του περικαρπίου από ένσπερμο
ώριμο πράσινο καρπό. Η παρουσία του ενζύμου εντοπίζε-
ται στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (ΗΔ) και λιγότερο στο
περικάρπιο (ΠΕ).

Εικόνα 24: Λεπτομέρεια του περικαρπίου από παρθενοκαρ-
πικό ώριμο πράσινο καρπό. Η παρουσία του ενζύμου εντο-
πίζεται στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (ΗΔ) και λιγότερο στο
περικάρπιο (ΠΕ).

ΗΔ

ΠΕ

100μm

ΗΔ
ΠΕ

100μm

3.1.4 Στάδιο αλλαγής χρώματος

Στον κανονικό καρπό κατά το στάδιο της αλλαγής χρώματος η SPS εντοπίστηκε κυρίως στο εσω-

τερικό του αναπτυσσόμενου σπέρματος καθώς και στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (Εικόνες 25, 27).

Αντίθετα, στους παρθενοκαρπικούς καρπούς η πρωτεΐνη εντοπίστηκε κυρίως στις ηθμαγγειώδεις δε-

σμίδες (Εικόνες 26, 28).

Εικόνα 25: Λεπτομέρεια ανοσοεντοπισμού της SPS σε έν-
σπερμο καρπό στο στάδιο της αλλαγής χρώματος. Η πα-
ρουσία του ενζύμου είναι έντονη στο εσωτερικό του
αναπτυσσόμενου εμβρύου και ιδιαίτερα στο ενδοσπέρμιο
(ΕΝ), στην Ρίζα (Ρ) και στις κοτύλες (ΚΟ). Η SPS δεν εντο-
πίζεται στον κεντρικό κύλινδρο της ρίζας.

Εικόνα 26: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε σπερματική βλά-
στη (ΣΒ) παρθενοκαρπικού καρπού στο στάδιο της αλλα-
γής χρώματος. Δεν διακρίνεται η παρουσία του ενζύμου.

Ρ

ΚΟ

ΕΝ

100μm

ΣΒ

100μm
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Εικόνα 27: Ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ) από ένσπερμο
καρπό στο στάδιο αλλαγής χρώματος.  Η παρουσία του
ενζύμου διακρίνεται από το μπλε-μωβ χρωματισμό.
Ένθετη εικόνα:  Μάρτυρας.

Εικόνα 28: Λεπτομέρεια ηθμαγγειώδους δεσμίδας (ΗΔ)
από παρθενοκαρπικό καρπό στο στάδιο αλλαγής χρώμα-
τος. Η παρουσία του ενζύμου διακρίνεται από το μπλε-μωβ
χρωματισμό.
Ένθετη εικόνα: Μάρτυρας.

ΗΔ ΗΔ

100μm 100μm

3.1.5 Στάδιο ώριμου κόκκινου καρπού

Στο στάδιο του ένσπερμου ώριμου κόκκινου καρπού η παρουσία του ενζύμου ήταν έντονη στο

εσωτερικό των αναπτυσσόμενων σπερμάτων καθώς επίσης και στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (Εικόνες

29, 31, 32). Στον παρθενοκαρπικό καρπό το σήμα ήταν ασθενέστερο και εντοπίστηκε κυρίως στις

ηθμαγγειώδεις δεσμίδες (Εικόνα 30).

Εικόνα 29: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε εγκάρσια τομή
αναπτυσσόμενου σπέρματος από κόκκινο ώριμο καρπό. Η
παρουσία του ενζύμου διακρίνεται από το μπλε-μωβ χρω-
ματισμό. Ενδοσπέρμιο (ΕΝ), Ρίζα (Ρ) και κοτύλη (ΚΟ).
Ένθετη εικόνα:  Μάρτυρας.

Εικόνα 30: Ανοσοεντοπισμός της SPS σε εγκάρσια τομή
παρθενοκαρπικού κόκκινου ώριμου καρπού. Η παρουσία
του ενζύμου στην ηθμαγγειώδη δεσμίδα (ΗΔ) διακρίνεται
από το μπλε-μωβ χρωματισμό.
Ένθετη εικόνα:  Μάρτυρας.

ΗΔ

ΚΟ

ΕΝ

P

50μm 50μm
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3.2 Έλεγχος της καταλληλότητας των χρησιμο-
ποιηθέντων αντισωμάτων

Τα αποτελέσματα της ανοσοανίχνεσης των πρωτεϊνικών εκχυλισμάτων

καρπού τομάτας cherry στο στάδιο της αλλαγής χρώματος μετά την ηλε-

κτρομεταφορά τους σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης φαίνονται στην Ει-

κόνα 33. Τα χρησιμοποιηθέντα αντισώματα κατά της συνθάσης της

φωσφοροσακχαρόζης αναγνώρισαν δύο πεπτίδια (βέλη). 

ΦΠ

ΚΕ

25μm

ΗΔ

50μm

Εικόνα 31: Λεπτομέρεια ανοσοεντοπισμού της  SPS σε εγ-
κάρσια τομή αναπτυσσόμενου σπέρματος στην περιοχή
της ρίζας από κόκκινο ώριμο καρπό. Η παρουσία του εν-
ζύμου διακρίνεται από το μπλε-μωβ χρωματισμό. Ο εντο-
πισμός της SPS εστιάζεται στο φλοιώδες παρέγχυμα (ΦΠ)
της ρίζας καθώς και στην μεριστωματική περιοχή (ΜΠ)
αυτής.

Εικόνα 32: Λεπτομέρεια ανοσοεντοπισμού της  SPS σε εγ-
κάρσια τομή ηθμαγγειώδους δεσμίδας (ΗΔ) από ένσπερμο
κόκκινο ώριμο καρπό. Η παρουσία του ενζύμου διακρίνεται
από το μπλε-μωβ χρωματισμό.

Εικόνα 33:  Ανοσοεντοπισμός της SPS σε μεμβράνη νιτροκυτταρίνης μετά την ηλεκτρομε-
ταφορά τους από πηκτή πολυακρυλαμίδης. Με βέλη σημειώνονται οι 2 ζώνες που αναγνω-
ρίζονται από τα αντισώματα.
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3.3 Ο προσδιορισμός της in vitro δραστικότητας της SPS

Η δραστικότητα της συνθάσης της φωσφορογλυκόζης προσδιορίστηκε φωτομετρικά στα 5 υπό

εξέταση στάδια ανάπτυξης (ανώριμος καρπός διαμέτρου 5mm και 15mm, ώριμος πράσινος καρπός,

καρπός στην αλλαγή χρώματος και ώριμος κόκκινος καρπός) τόσο στους ένσπερμους όσο και στους

παρθενοκαρπικούς καρπούς (Σχήμα 1). Τα αποτελέσματα των μετρήσεων φανερώνουν πως η δρα-

στικότητα του ενζύμου είναι πιο έντονη στους κανονικούς καρπούς σε σχέση με τους παρθενοκαρ-

πικούς. Πιο συγκεκριμένα, στους ένσπερμους καρπούς η δραστικότητα του ενζύμου είναι υψηλότερη

κατά το στάδιο του ώριμου πράσινου και στην αλλαγή του χρώματος, μικρότερη κατά τα πρώτα στά-

δια ανάπτυξης (5mm) και ακόμη πιο μικρή στα 15mm του ανώριμου και στον κόκκινο ώριμο καρπό.

Αντίθετα,  στους παρθενοκαρπικούς καρπούς η δραστικότητα του ενζύμου ήταν πιο έντονη στα 5mm

του ανώριμου και στον ώριμο πράσινο καρπό, μικρότερη στην αλλαγή του χρώματος και πολύ μικρή

στο στάδιο των 15mm. Στο στάδιο του ώριμου κόκκινου δεν κατέστη δυνατό να ανιχνευτεί η δρα-

στικότητα της SPS.

Σχήμα 1: Δραστικότητα της
SPS σε 5 στάδια ανάπτυξης
(ανώριμος καρπός διαμέτρου
5mm και 15mm, ώριμος πρά-
σινος καρπός, καρπός στην αλ-
λαγή χρώματος και ώριμος
κόκκινος καρπός) παρθενοκαρ-
πικών και μη καρπών τομάτας
τύπου cherry. Οι μπάρες δεί-
χνουν το τυπικό σφάλμα του
μέσου όρου.
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Η συνθάση της 6-φωσφοροσακχαρόζης (SPS) καταλύει μία σημαντική και ρυθμιζόμενη αντίδραση

στο μονοπάτι της βιοσύνθεσης της σακχαρόζης τόσο στους αυτότροφους όσο και στους ετερότρο-

φους ιστούς (Stitt et al., 1987). Στους φωτοσυνθετικούς ιστούς το ένζυμο διαδραματίζει σημαντικό

ρόλο στη ρύθμιση της σύνθεσης σακχαρόζης και του ρυθμού καθήλωσης του CO2, καθώς και στο

ρυθμό με τον οποίον ο άνθρακας εξέρχεται από το χλωροπλάστη, μέσω της επίτευξης μιας ισορρο-

πίας ανάμεσα σε μηχανισμούς μείωσης της 2,6 διφωφορο-φρουκτόζης (και συνεπώς ενεργοποίησης

της SPS) και μηχανισμών ανάδρομης ανάσχεσης που αυξάνουν την 2,6 διφωφορο-φρουκτόζης (και

αναστέλλουν την SPS) (Obiadalla-Ali et al., 2003).

Η σακχαρόζη που παράγεται στους φωτοσυνθετικούς ιστούς μεταφέρεται μέσω του ηθμού στα

κύτταρα των ετερότροφων ιστών. Κατά τους Sonnewald and Willmitzer (1992) υπάρχουν δύο είδη

ετερότροφων ιστών: οι ιστοί που χρησιμοποιούν τη σακχαρόζη και οι όποιοι χαρακτηρίζονται από

υψηλή μεταβολική δραστηριότητα (όπως μεριστώματα και εκπτυσσόμενα φύλλα) καθώς και οι απο-

θησαυριστικοί ιστοί, όπως κόνδυλοι, καρποί, ρίζες που αποταμιεύουν υδατάνθρακες ως αποθησαυ-

ριστικές ενώσεις.

Η άμεση μετακίνηση του αφομοιώσιμου άνθρακα προς ένα συγκεκριμένο φυτικό όργανο καθορί-

ζεται από το ρυθμό φωτοσύνθεσης των φωτοσυνθετικών ιστών καθώς και από τη δυναμική της κα-

ταβόθρας, δύο παράγοντες που είναι πολύ σημαντικοί για την παραγωγικότητα της καλλιέργειας

(Dali et al., 1992). Η δυναμική της καταβόθρας είναι ουσιαστικά η ικανότητα του συγκεκριμένου ορ-

γάνου να προσελκύσει τα φωτοσυνθετικά προϊόντα (Ho, 1996). Οι Gifford and Evans (1981) ανα-

φέρουν ότι οι μεταβολικές δραστηριότητες που πραγματοποιούνται στις καταβόθρες καθορίζουν

την κατανομή των μεταβολιτών προς αυτές. Συνεπώς, ο προσδιορισμός και η κατανόηση αυτών των

δραστηριοτήτων θα μπορούσαν να αυξήσουν τη μεταφορά προς την καταβόθρα και κατ’ επέκταση

να αυξήσουν την παραγωγικότητα (Dali et al., 1992). 

Οι αναπτυσσόμενοι καρποί της τομάτας, αμέσως μετά την άνθηση τους, μετατρέπονται σε σημαν-

τικές καταβόθρες. Άλλωστε, ένα από τα χαρακτηριστικά του καρπού της τομάτας είναι ότι αρχικά

περιέχει χλωροπλάστες, οι οποίοι είναι φωτοσυνθετικά ενεργοί, ενώ προς την ωριμότητα του αυτοί

διαφοροποιούνται προς χρωμοπλάστες.

Στα πρώτα στάδια ανάπτυξης του ο νεαρός καρπός συσσωρεύει άμυλο (Ho and Hewitt, 1986). Η

συσσώρευση αυτή είναι πιο έντονη στο εσωτερικό περικάρπιο και στον πλακούντα του αναπτυσσό-

μενου καρπού (Wang et al., 1994) και μπορεί να φτάσει μέχρι και το 20% του ξηρού του βάρους,

αλλά είναι αμελητέα στον ώριμο κόκκινο. Οι Dinar and Stevens (1981) αναφέρουν πως η συσσώ-

ρευση αμύλου λειτουργεί και ως αποθήκη υδατανθράκων κατά τη διάρκεια ανάπτυξης του καρπού

και συνεισφέρει στο επίπεδο των διαλυτών εξοζών στον ώριμο καρπό. 

Η σακχαρόζη, η γλυκόζη και η φρουκτόζη αποτελούν τα κυρίως σάκχαρα που απαντούν στον καρπό

της τομάτας (Ho and Hewitt, 1986). Η μεγαλύτερη συγκέντρωση εξοζών αποτελεί χαρακτηριστικό

της καλλιεργούμενης τομάτας (Solanum lycopersicon), ενώ η συγκέντρωση της σακχαρόζης μειώνεται

απότομα από το 1% νωπού βάρους κατά την καρπόδεση σε λιγότερο από 0.1%, ενώ στη συνέχεια

παραμένει σταθερή μέχρι την ωρίμανση (Ho and Hewitt, 1986; Yelle et al., 1988). Αντίθετα, σε πολλά

άγρια είδη τομάτας, όπως τα S. hisrutum, S. chmielewskii και S. peruvianum η συγκέντρωση της σακ-

χαρόζης υπερβαίνει εκείνη των εξοζών κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης και τελικά φτάνει το 70%

με 90% των σακχάρων στον ώριμο καρπό (Yelle et al., 1991). 

4.1 Η SPS στους ένσπερμους καρπούς 

Στο στάδιο του ανώριμου καρπού (διαμέτρου 5 και 15mm) η πρωτεΐνη εντοπίστηκε κυρίως στις

ηθμαγγειώδεις δεσμίδες και στις σπερματικές βλάστες. Αντίθετα, το σήμα εντοπισμού της πρωτεΐνης
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ήταν ασθενέστερο στην περιοχή του πλακούντα, του ζελατινώδους παρεγχύματος και του περικαρ-

πίου (Εικόνες 8, 10, 12, 13, 15 και 17).

Στο στάδιο του ώριμου πράσινου καρπού ο εντοπισμός του ενζύμου ήταν έντονος στις ηθμαγγει-

ώδεις δεσμίδες καθώς και στο εσωτερικό της σπερματικής βλάστης (περιοχή ενδοσπερμίου, ρίζας

και κοτύλες). Στην περιοχή του περικαρπίου το ένζυμο της SPS εντοπίστηκε κυρίως στις ηθμαγγει-

ώδεις δεσμίδες και λιγότερο στα κύτταρα του εσωτερικού περικαρπίου (Εικόνες 19, 21, 23). 

Επίσης, η SPS εντοπίστηκε έντονα στα αναπτυσσόμενα έμβρυα, το ενδοσπέρμιο και στις ηθμαγ-

γειώδεις δεσμίδες τόσο κατά την αλλαγή χρώματος όσο και κατά το στάδιο του ώριμου καρπού (Ει-

κόνες 25, 27, 29, 31 και 32). Άλλωστε, ο εντοπισμός του ενζύμου στο ενδοσπέρμιο δεν είναι μη

αναμενόμενος επειδή το ενδοσπέρμιο στα δικότυλα φυτά είναι παροδικός ιστός που σχηματίζεται

αρχικά και καταναλώνεται καθώς αυξάνεται το έμβρυο. Είναι λοιπόν πιθανόν να συμβαίνει σύνθεση

της σακχαρόζης στον ιστό αυτό και διοχέτευση της στο έμβρυο μέσω  φορέων σακχαρόζης οι οποίοι

έχουν καταγραφεί στην τομάτα, όπως για παράδειγμα ο LeSUT2 (Barker et al., 2000).

Τέλος, ο εντοπισμός της SPS στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες σε παρθενοκαρπικούς και ένσπερμους

καρπούς πιθανόν να σχετίζεται με τη σύνθεση της σακχαρόζης κοντά στον ηθμό από εξόζες οι οποίες

«αποφορτίζονται» από τους ηθμοσωλήνες. Πράγματι, οι Gear et al. (2000) έχουν εντοπίσει cDNA

κλώνους (LeHT1, LeHT2 και LeHT3) που κωδικοποιούν τρείς πιθανούς φορείς εξοζών στη τομάτα.

Ο LeHT1 εκφράζεται στους νεαρούς καρπούς, στα ακρορρίζια καθώς και στα νεαρά φύλλα. Ο LeHT2

εκφράζεται στα ώριμα φύλλα, στα άνθη και στις ώριμες ρίζες και ο LeHT3 στους νεαρούς καρπούς

και στα ακρορρίζια. 

Η δραστικότητα της συνθάσης της φωσφοροσακχαρόζης μελετήθηκε για τους ένσπερμους καρπούς

τομάτας στα πέντε στάδια ανάπτυξης και κυμάνθηκε από 2 έως 23 nM σακχαρόζης/mg

πρωτεϊνών*min (Σχήμα 1). 

Στα αρχικά στάδια ανάπτυξης των ένσπερμων καρπών η δραστικότητα του ενζύμου ήταν χαμηλή.

Αυτό συμφωνεί και με τα αποτελέσματα του ανοσοεντοπισμού που δείχνουν μικρή έως ελάχιστη

παρουσία του ενζύμου στο περικάρπιο (Εικόνες 12 και 17), το οποίο αποτελεί το μεγαλύτερο μέρος

του καρπού. 

Στο στάδιο του πράσινου ώριμου καρπού το ένζυμο παρουσίασε τη μέγιστη δραστικότητά του (πε-

ρίπου 22 nM σακχαρόζης/mg πρωτεϊνών*min) (Σχήμα 1). Η υψηλή δραστικότητα του ενζύμου σε

αυτό το στάδιο είναι δυνατό να αποδοθεί σε δύο παράγοντες. Αφενός στη φωτοσύνθεση του περι-

καρπίου αλλά κυρίως στη σύνθεση της σακχαρόζης από τους ιστούς του εμβρύου (Εικόνες 19, 21)

όπως προκύπτει από τη σύγκριση της δραστικότητα του ενζύμου μεταξύ παρθενοκαρπικών και μη

καρπών (Σχήμα 1) . Άλλωστε, το περικάρπιο του καρπού της τομάτας αποτελεί ένα φωτοσυνθετικά

ενεργό ιστό (Smillie et al., 1999). Στο περικάρπιο η φωτοσυνθετική δέσμευση του 14CO2 εμφανίζεται

σε υψηλότερους ρυθμούς σε σχέση με τα φύλλα, όταν εκφράζεται με βάση τη συγκέντρωση των

χλωροφυλλών (Laval-Martin et al., 1977). Οι ίδιοι ερευνητές αναφέρουν επίσης ότι η φωτοσυνθε-

τική δέσμευση του CO2 ήταν εξαιρετικά χαμηλή στο ζελατινώδες παρέγχυμα παρόλο που ο συγκε-

κριμένος ιστός διαθέτει μεγαλύτερη συγκέντρωση χλωροφύλλης σε σχέση με το περικάρπιο. 

Επίσης, οι Geromel et al. (2006) αναφέρουν ότι στο περικάρπιο καρπού καφέ (Coffea arabica) η

δραστηριότητα της SPS ήταν αμελητέα στην πρώιμη φάση ανάπτυξης του καρπού, κατόπιν αυξήθηκε

μέχρι μια μέγιστη τιμή (205 μέρες μετά την άνθηση) και μειώθηκε μέχρι την ωρίμανση. Τα αποτελέ-

σματα αυτά συμφωνούν τόσο με τα δεδομένα του ανοσοεντοπισμού του ενζύμου όσο και με το πρό-

τυπο μεταβολών της δραστικότητάς του που προσδιορίστηκε στα πειράματά μας.

Στο στάδιο της αλλαγής του χρώματος προσδιορίστηκε σχετικά μεγάλη δραστικότητα του ενζύμου,

περίπου 9 nM σακχαρόζης/mg πρωτεϊνών*min (Σχήμα 1). Η μείωση της δραστικότητας είναι δυνα-

τόν να αποδοθεί στη μερική μετατροπή των χλωροπλαστών σε χρωμοπλάστες, όπως άλλωστε ανα-

φέρεται και από τους Piechulla et al. (1987). Η σχετικά αυξημένη τιμή σε αυτό το στάδιο σχετίζεται
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με την πιθανή αυξημένη δραστικότητα του ενζύμου στα έμβρυα. 

Αύξηση της δραστικότητας της SPS από 7 μmol/h/gr νωπού βάρους μέχρι και 32 μmol/h/gr νωπού

βάρους αναφέρουν και οι Hubbard et al. (1989) κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης των πεπονιών (Cu-

cumis melo L.). Επίσης, οι Lingle and Dunlap (1987) σε παρόμοια πειράματα στο πεπόνι αναφέρουν

ότι η δραστικότητα της SPS ήταν αυξημένη κατά την ωρίμανση, και η αύξησή της μπορούσε να συ-

σχετιστεί με τη συσσώρευση σακχαρόζης. Ωστόσο, η μέτρηση της δραστικότητας του ενζύμου βρέ-

θηκε μια τάξη μεγέθους χαμηλότερη (3 μmol/h/gr νωπού βάρους) από ότι στην προηγούμενη μελέτη.

Οι Miron and Schaffer (1991) προσδιόρισαν τη δραστικότητα της SPS στο άγριο είδος S. hirsutum

οι καρποί του οποίου δεν αποδομούν τη χλωροφύλλη κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης. Η δραστι-

κότητα του ενζύμου προσδιορίστηκε στα 5μmol σακχαρόζης/g νωπού βάρους*h κατά τα πρώιμα

στάδια της ανάπτυξης του καρπού και 40μmol σακχαρόζης/g νωπού βάρους*h κατά τα τελευταία

στάδια ανάπτυξης. Τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν με το γενικό πρότυπο της δραστικότητας του

ενζύμου που προσδιορίσαμε στους ένσπερμους καρπούς. Η διαφορά που εντοπίζεται στο τελευταίο

στάδιο (ώριμος κόκκινος καρπός) μπορεί να αποδοθεί στην αποδόμηση της χλωροφύλλης που συμ-

βαίνει στα καλλιεργούμενα είδη. Επίσης, στο S. peruvianum (πρασινόκαρπη άγρια ποικιλία που συσ-

σωρεύει σακχαρόζη) η μέγιστη δραστικότητα της SPS παρατηρήθηκε στα μετέπειτα στάδια της

ανάπτυξης του καρπού, ήταν όμως τουλάχιστον πέντε φορές μικρότερη από την αντίστοιχη του S.

hirsutum (Miron and Schaffer, 1991). Επιπλέον, ο Stommel (1992) αναφέρει ότι η δραστικότητα

της SPS σε διάφορα στάδια ανάπτυξης της καλλιεργούμενης τομάτας S. lycopersicon ήταν χαμηλή

(δεν ξεπέρασε τα 50 μmol σακχαρόζης/ h/g νωπού βάρους). Αν υποτεθεί ότι συγκέντρωση των πρω-

τεϊνών στον καρπό της τομάτας είναι περίπου 0.1% επί του νωπού βάρους, οι παραπάνω μετρήσεις

της δραστικότητας του ενζύμου είναι 29-133 nM σακχαρόζης/mg πρωτεϊνών*min τιμές που βρί-

σκονται στη περιοχή των μετρήσεών μας δεδομένης της διαφοράς των ποικιλιών. 

Στο στάδιο του ώριμου κόκκινου καρπού η δραστικότητα του ενζύμου μειώθηκε στα επίπεδα της

δραστικότητας των πρώτων σταδίων της ανάπτυξής του (Σχήμα 1), όπως άλλωστε συμβαίνει και

στις προηγούμενες αναφορές. Αυτό συμφωνεί με τα ευρήματα του Pischa (1987) που αναφέρει ότι

στην τομάτα τύπου cherry η φρουκτόζη και η γλυκόζη αποτελούν τα κύρια σάκχαρα του καρπού με

τη φρουκτόζη να απαντάται σε υψηλότερα επίπεδα από αυτά της γλυκόζης ιδιαίτερα στα στάδια της

ωρίμανσης. Η σακχαρόζη, αν και υπάρχει σε χαμηλές συγκεντρώσεις στον καρπό, εντούτοις είναι

υψηλότερη στον ανώριμο πράσινο σε σχέση με τον ώριμο καρπό.

4.2 Η SPS στους παρθενοκαρπικούς καρπούς 

Στους παρθενοκαρπικούς καρπούς η πρωτεΐνη εντοπίστηκε κατά κύριο λόγο στις ηθμαγγειώδεις

δεσμίδες και στις σπερματικές βλάστες. Αντίθετα, το σήμα εντοπισμού της πρωτεΐνης ήταν ασθενέ-

στερο στην περιοχή του πλακούντα, του ζελατινώδους παρεγχύματος καθώς και του περικαρπίου

(Εικόνες 9, 11, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 28 και 30). 

Η δραστικότητα της SPS μελετήθηκε και στους παρθενοκαρπικούς καρπούς τομάτας σε πέντε στά-

δια ανάπτυξης. Η δραστικότητα του ενζύμου στους παρθενοκαρπικούς καρπούς ήταν χαμηλότερη

σε σχέση με τους ένσπερμους, σε όλα τα στάδια εκτός από εκείνο του ανώριμου καρπού μεγέθους

5mm (Σχήμα 1). Τα αποτελέσματα αυτά μπορεί να αποδοθούν στο γεγονός ότι στους ένσπερμους

καρπούς η ανάπτυξη του σπέρματος δημιουργεί μια καταβόθρα μεγάλης ισχύος για τους υδατάν-

θρακες που οδηγεί στην αυξημένη δραστικότητα της SPS. Ο Basra (2006) αναφέρει ότι κατά τη

διάρκεια ανάπτυξης του σπέρματος είναι πιθανή η επανασύνθεση σακχαρόζης στο έμβρυο ή στο εν-

δοσπέρμιο από τις εισαγόμενες εξόζες διαμέσου της δράσης της SPS. Για παράδειγμα, η δράση της

SPS αυξήθηκε απότομα κατά το τέλος της φάσης της κυτταρικής διαίρεσης στις κοτυληδόνες του
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Vicia faba. Η αυξημένη παρουσία του ενζύμου στο στάδιο αυτό μπορεί να σχετίζεται με τη σύνθεση

σακχαρόζης και ως εκ τούτου με τη μείωση του πηλίκου εξόζη προς σακχαρόζη (Webber et al., 1997).

Παρόμοια, η SPS έχει εντοπιστεί στη βασική περιοχή του αναπτυσσόμενου ενδοσπερμίου καλαμπο-

κιού, εκεί όπου εκφράζεται μια ιμβερτάση συνδεδεμένη με το κυτταρικό τοίχωμα (Cheng and

Chourey, 1999). Πιθανόν η σακχαρόζη να επανασυντίθεται στη συγκεκριμένη περιοχή από τα προ-

ϊόντα της δράσης της ιμβερτάσης, ενώ μέρος της υδρολυόμενης σακχαρόζης, ως εξόζες,  έχει απο-

δειχθεί ότι προάγουν την αύξηση του σπάδικα (Cheng and Chourey, 1999). Άλλωστε, μεταβολικά, η

σακχαρόζη είναι πιο σταθερή από τις εξόζες, και γι’ αυτό το λόγο πιθανολογείται ότι η επανασύνθεση

της σακχαρόζης ίσως είναι ο τρόπος μεταφοράς άνθρακα προς το ανώτερο μέρος του ενδοσπερμίου

όπου και συσσωρεύεται άμυλο. Κατά το στάδιο του κόκκινου ώριμου καρπού δεν κατέστη δυνατόν

να προσδιοριστεί η δραστικότητα του ενζύμου (Σχήμα 1).

Αναφορές σχετικές με τη δραστικότητα της SPS σε παρθενοκαρπικούς καρπούς τομάτας δεν εν-

τοπίστηκαν στη διεθνή βιβλιογραφία. Σε παρθενοκαρπικούς καρπούς της μουσμουλιάς (Eriobotrya

japonica Lindl. ‘Ninghai Bai’), όμως, οι οποίοι προήλθαν από ορμονικό χειρισμό, η δραστικότητα της

SPS βρέθηκε σημαντικά μειωμένη σε σχέση με εκείνη των ένσπερμων καρπών (Junwei et al., 2006). 

Η σχετικά μεγάλη δραστικότητα του ενζύμου που παρατηρείται στους παρθενοκαρπικούς καρπούς

των 5mm (Σχήμα 1) πιθανόν να οφείλεται σε διαφορετικό ρυθμό διάσπασης της εισερχόμενης στον

καρπό σακχαρόζης και ανασύνθεσης της (Ν’tchobo et al., 1999, Nguyen-Quoc et al., 1999).

Παρά το γεγονός ότι η δραστικότητα του ενζύμου παραμένει σε χαμηλά επίπεδα, εντούτοις πα-

ρουσιάζεται μικρή αύξηση της κατά τα στάδια του ώριμου πράσινου καρπού και του σταδίου αλλαγής

του χρώματος. Αυτό είναι δυνατόν να συνδέεται με την μεγάλη υδρόλυση του αμύλου που παρατη-

ρείται κατά τη διάρκεια των σταδίων αυτών, και τη μετατροπή μέρους του σε σακχαρόζη. Στον καρπό

της μπανάνας, ο οποίος είναι επίσης παρθενοκαρπικός, και στον οποίο συμβαίνει ταχύτατη μετατροπή

του αμύλου σε σάκχαρα κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης, η SPS παρουσιάζει αυξημένη δραστικότητα

συμβάλλοντας στη σύνθεση σακχάρων από άμυλο (Hubbard et al., 1990). Από τα αποτελέσματά

μας όμως, φαίνεται ότι στην τομάτα η συμβολή της SPS στη μετατροπή του αμύλου σε σάκχαρα

είναι σχετικά περιορισμένη.
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• Η μέγιστη δραστικότητα της συνθάσης της φωσφοροσακχαρόζης στους ένσπερμους καρπούς το-

μάτας εμφανίστηκε στο στάδιο του ώριμου πράσινου καρπού, ενώ στους παρθενοκαρπικούς πα-

ρατηρήθηκε σε πρώιμο στάδιο ανάπτυξης.

• Η διαφορά της δραστικότητας του ενζύμου που παρουσιάζεται κατά τη σύγκριση των αποτελε-

σμάτων παρθενοκαρπικών και μη καρπών τομάτας μπορεί να αποδοθεί στην ανάπτυξη του εμ-

βρύου.

• Η σχετικά αυξημένη δραστικότητα της SPS που παρουσιάζεται στους παρθενοκαρπικούς καρπούς

στο στάδιο του ώριμου πράσινου και κατά την αλλαγή χρώματος μπορούν να συσχετιστούν με

την υδρόλυση του αμύλου.

• Η παρουσία του ενζύμου στις ηθμαγγειώδεις δεσμίδες φαίνεται να σχετίζεται με τη σύνθεση σακ-

χαρόζης στον ιστό αυτό.

• Κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης του εμβρύου η SPS εντοπίζεται σε όλα τα όργανά του. Στα τε-

λευταία όμως στάδια, η SPS δεν εντοπίστηκε στον κεντρικό κύλινδρο του εμβρυακού ριζιδίου. 
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