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Πρόλογος 

 Η παρούσα διατριβή εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας του Τµήµατος 

Φυτικής Παραγωγής του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών (Γ.Π.Α), υπό την επίβλεψη της 

Οµότιµης Καθηγήτριας κας. Π. Η. Κυριακοπούλου. Η διατριβή διακρίνεται σε πέντε µέρη. 

Στο πρώτο (Α) µέρος γίνεται ανασκόπηση της βιβλιογραφίας γενικά για τα ιοειδή και ειδικά 

για το ιοειδές της εσχαρώσεως του φλοιού του µήλου (Apple scar skin viroid, ASSVd), το 

ιοειδές του εξανθηµατικού έλκους της απιδιάς (Pear blister cancer viroid, PBCVd) και το 

ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd), 

ενώ αναλύονται επίσης οι στόχοι της διατριβής. Το δεύτερο (Β) µέρος αφορά την 

προκαταρκτική επισκόπηση για την παρουσία των ASSVd, PBCVd και PLMVd σε 

καλλιεργούµενα και αυτοφυή είδη µηλοειδών, πυρηνοκάρπων στην Ελλάδα, ενώ το τρίτο (Γ) 

αφορά αποκλειστικά το PLMVd στο οποίο επικεντρώθηκε η ερευνητική εργασία λόγω της 

µεγάλης του σηµασίας. Το µέρος αυτό διακρίνεται σε δύο επιµέρους κεφάλαια. Το πρώτο 

πραγµατεύεται τη ροδακινιά και άλλα είδη πυρηνοκάρπων και µηλοειδή ως ξενιστές του 

PLMVd, καθώς και την παρουσία του ιοειδούς στο φυτωριακό πολλαπλασιαστικό υλικό 

ροδακινιάς, ενώ το δεύτερο ασχολείται µε το µοριακό χαρακτηρισµό των ελληνικών 

παραλλαγών του ιοειδούς. Στο τέταρτο (Δ) µέρος αναλύεται η εφαρµογή καινοτόµων και 

πρωτοποριακών τεχνικών, όπως η αντίστροφη µεταγραφή-ισοθερµική ενίσχυση µε τη 

µεσολάβηση θηλειάς (Reverse Transcription-Loop mediated isothermal AMPlification, RT-

LAMP) (Κεφάλαιο 1ο) και η υγρής φάσεως επιτόπια αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης (Liquid Phase in situ Reverse Transcription Polymerase Chain 

Reaction, Liquid Phase IS RT-PCR) (Κεφάλαιο 2ο) στη διάγνωση των ιοειδών και ειδικότερα 

του PLMVd. Η διατριβή ολοκληρώνεται µε τη παράθεση των γενικών συµπερασµάτων στο 

πέµπτο (Ε) µέρος. 
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Περίληψη 

Tο ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, 

PLMVd) έχει ιδιαίτερη επιστηµονική και φυτοπαθολογική σηµασία µεταξύ των ιοειδών. Έχει 

µοναδικά µοριακά χαρακτηριστικά, είναι ευρέως διαδεδοµένο σοβαρό φυτοπαθογόνο 

διεθνώς και έχει ένα αµφισβητούµενο από κάποιους ερευνητές κύκλο ξενιστών πέραν της 

ροδακινιάς. Τα µηλοειδή και πυρηνόκαρπα, εξ άλλου, βασικές καλλιέργειες µεγάλης 

οικονοµικής σηµασίας διεθνώς και για την Ελλάδα, πέραν του PLMVd, προσβάλλονται και 

από άλλα σοβαρά φυτοπαθογόνα ιοειδή, όπως το ιοειδές της εσχαρώσεως του φλοιού του 

µήλου (Apple scar skin viroid, ASSVd) και το ιοειδές του εξανθηµατικού έλκους της απιδιάς 

(Pear blister cancer viroid, PBCVd). Οι πληροφορίες όµως σχετικά µε την παρουσία των 

ανωτέρω ιοειδών σε καλλιεργούµενα αλλά και αυτοφυή είδη µηλοειδών και πυρηνοκάρπων 

και άλλων Rosaceae στην Ελλάδα είναι περιορισµένες.  

Η παρούσα έρευνα άρχισε µε µία προκαταρκτική επισκόπηση στη Χώρα µας για την 

παρουσία των τριών αυτών ιοειδών στα µηλοειδή, πυρηνόκαρπα και αυτοφυή Rosaceae. Στη 

συνέχεια, επιλέχτηκε η αναλυτική µελέτη του PLMVd ως κύριο αντικείµενο της διατριβής, 

λόγω της ιδιαίτερης σηµασίας του, ενώ τα άλλα ιοειδή των µηλοειδών και πυρηνοκάρπων 

στην Ελλάδα αποτέλεσαν αντικείµενο άλλης διδακτορικής διατριβής.  

Το ASSVd ανιχνεύθηκε σε απιδιές και άγριες απιδιές, καθώς και σε µηλιές και άγριες 

µηλιές (Μalus sylvestris). Στα δύο τελευταία είδη αναφέρεται για πρώτη φορά στην Ελλάδα 

και διεθνώς, αντίστοιχα. Σε όλες τις περιπτώσεις οι καρποί των φυτών έφεραν τη 

χαρακτηριστική συµπτωµατολογία. Ως προς το PBCVd, καταγράφηκε υψηλή συχνότητα 

παρουσίας του σε φυτά καλλιεργούµενης και άγριας απιδιάς στη φύση, µε χαρακτηριστικά 

συµπτώµατα εξανθηµατικών ελκών στο φλοιό του κορµού και των βραχιόνων, ενώ 

ανιχνεύθηκε επίσης στην κυδωνιά και τον κράταιγο, στον οποίο η παρουσία του PBCVd 

µέχρι σήµερα είχε καταγραφεί µόνο πειραµατικά.  

Η αναλυτική µελέτη του PLMVd στην Ελλάδα περιλάµβανε την καταγραφή της 

παρουσίας του στη ροδακινιά και άλλα Rosaceae στον αγρό και στη φύση, καθώς και στο 

φυτωριακό πολλαπλασιαστικό υλικό ροδακινιάς της Χώρας, τον µοριακό χαρακτηρισµό των 

ελληνικών αποµονώσεων και τη µελέτη των φυλογενετικών τους σχέσεων και, τέλος, την 

υιοθέτηση, προσαρµογή, βελτίωση και εφαρµογή στην ανίχνευση του PLMVd 

πρωτοποριακών διαγνωστικών τεχνικών.  

Ο έλεγχος δειγµάτων ροδακινιάς από τις κυριότερες ροδακινοπαραγωγικές περιοχές 

της Ελλάδας αποκάλυψε την παρουσία του PLMVd σε ιδιαίτερα υψηλό ποσοστό (>75%) και 

σε αυτό σηµαντικό ρόλο φάνηκε να διαδραµατίζει το πολλαπλασιαστικό υλικό. Παράλληλα, 

επιβεβαιώθηκε η παρουσία του PLMVd στην άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά, ενώ 

καταγράφηκε, για πρώτη φορά στην Ελλάδα, η παρουσία του στη βερικοκιά, στη δαµασκηνιά 

και στην κερασιά και, για πρώτη φορά διεθνώς στην κυδωνιά. Με τη βοήθεια µάλιστα της 
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RT-PCR πραγµατικού χρόνου (real time RT-PCR), υπολογίστηκε ότι η ανιχνεύσιµη 

συγκέντρωση του ιοειδούς στα παραπάνω είδη ήταν κατά µέσο όρο 99.6 % µικρότερη από 

την αντίστοιχη συγκέντρωση του ιοειδούς στη ροδακινιά, εξού και η δυσκολία ανιχνεύσεως 

του PLMVd στα είδη αυτά.  

Επίσης, προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία 66 συνολικά κλώνων του 

PLMVd, το µέγεθος των οποίων κυµάνθηκε µεταξύ 337 και 340 nt, ενώ 62 από αυτούς 

αποτελούν νέες παραλλαγές του. Κατά την φυλογενετική ανάλυση δεν καταγράφηκε θετική 

συσχέτιση µεταξύ του ποσοστού οµολογίας-βαθµού συγγένειας των ελληνικών παραλλαγών 

(variants) του PLMVd µε την ποικιλία, το φυτικό είδος και τη γεωγραφική τους προέλευση. 

Παρόλ’ αυτά, οι παραλλαγές που δεν προήλθαν από ροδακινιές συναθροίστηκαν σε 

ξεχωριστή οµάδα, ενώ όλες µαζί οι ελληνικές παραλλαγές του PLMVd συναθροίστηκαν στην 

οµάδα ΙΙΙ κατά Ambros. Ανάλυση της δευτεροταγούς δοµής έδειξε ότι η διαµόρφωση των 

παραλλαγών του PLMVd ήταν διακλαδωτή (brunched conformation), πλησιάζοντας εκείνη 

της πρότυπης παραλλαγής Μ835451 και διατηρώντας στις περισσότερες περιπτώσεις έναν 

βασικό πυρήνα µε διάφορες δοµικές παραλλαγές. Προσδιορίστηκαν, µεταξύ άλλων, οι 

περιοχές του γενώµατος του PLMVd µε τις λιγότερες και τις περισσότερες µεταλλάξεις 

καθώς και η επίδραση αυτών στη διαµόρφωση των δοµών που συµµετέχουν στην διαδικασία 

αυτο-σχάσης κατά τον πολλαπλασιασµό του ιοειδούς. 

Στη συνέχεια, το ενδιαφέρον της µελέτης επικεντρώθηκε στην εφαρµογή της 

διαγνωστικής τεχνικής RT-LAMP. Μετά το σχεδιασµό και την αξιολόγηση διαφόρων 

οµάδων εκκινητών LAMP και τη βελτιστοποίηση του πρωτοκόλλου, ήταν δυνατή η 

ανίχνευση του PLMVd στη ροδακινιά και άλλα Rosaceae σε µόλις 30 λεπτά, τόσο στο 

εργαστήριο όσο και στον αγρό. 

Τέλος, εφαρµόστηκε για πρώτη φορά διεθνώς στη διάγνωση φυτοπαθογόνων, µια νέα 

τεχνική, η υγρής φάσεως in situ RT-PCR (liquid phase IS RT-PCR) βασιζόµενη στη χρήση 

της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green, µε τη βοήθεια της οποίας το PLMVd εντοπίστηκε 

στους χλωροπλάστες φύλλων ροδακινιάς όπου άλλωστε είναι γνωστό ότι το PLMVd 

πολλαπλασιάζεται και συσσωρεύεται. 
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Abstarct 

Peach latent mosaic viroid (PLMVd) is of high phytopathological and scientific 

significance among viroids. It shows very unique molecular characteristics among viroids and 

is a serious pathogen widely spread internationally, while its host range Apart from peach is 

questioned by some researchers. Pome and stone fruits, on the other hand, basic crops of great 

economical significance, in Greece and internationally, are also affected by other serious 

viroid pathogens, such as Apple scar skin viroid (ASSVd) and Pear blister cancer viroid 

(PBCVd). In Greece, our information about the presence of PLMVd, ASSVd and PBCVd in 

cultivated and wild pome and stone fruits and other Rosaceae is limited.  

This doctorate thesis started with a preliminary survey in Greece for the presence of 

the above mentioned three viroids in pome and stone fruit and spontaneous woody Rosaceae. 

Later, the analytical study of PLMVd was selected as the subject of this research, due to the 

particular significance of the viroid, while the other viroids of cultivated and wild pome and 

stone fruits species became the subject of another doctorate thesis.  

ASSVd was detected in pears and wild pears, as well as in apples and wild apples (Μ. 

sylvestris), in the last two species for the fist time in Greece and internationally, respectively. 

In all cases, the fruits of the plants examined showed the characteristic scar skin 

symptomatology. With respect to PBCVd, high frequency was recorded in nature in 

cultivated and wild pear with characteristic blister canker symptomatology on the bark of the 

trunk and branches, while it was also detected in quince and Crataegus; its presence in 

Crataegus  in nature is recorded for first time, while previous reports refered to experimental 

transmission. 

 The analytical study of PLMVd included the recording of its presence in peach, other 

Rosaceae in the field and in nature as well as in peach nurseries in various parts of Greece, the 

molecular characterization of its local isolates and the study of their phylogenetic 

relationships, and finally, the adoption/adjustment/improvement and practical application in 

the detection of PLMVd of novel and advanced diagnostic techniques. 

The examination of peach samples coming from the most important peach-producing 

regions in Greece revealed a high (75%) incidence of PLMVd, and, to this, peach germplasm 

seemed to play an important role. At the same time the presence of PLMVd in wild and 

cultivated pear was confirmed, while its presence in apricot, plum and sweet cherry was 

recorded for the first time in Greece, and in quince for the first time internationally. Moreover 

using the real time RT-PCR, it was estimated that the detectable viroid concentration in non-

peach samples was in average 99.6 % lower than in peach. This finding may explain the 

difficulty to detect PLMVd in species other than peach.  

 Sixty six (66) different PLMVd clones were obtained sizing 337 to 340 nt, and their 

sequence were identified. Sixty two (62) of these clones were identified as new PLMVd 
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variants. Phylogenetic analysis did not reveal any correlation between the homology of 

PLMVd Greek variants and their variety, host species or geographical origin. Nevertheless, 

almost all PLMVd variants of non-peach samples were grouped in a separate cluster, whereas 

all Greek variants obtained classified together in group III according to Ambros classification. 

Secondary structure analysis showed that the conformation of the PLMVd variants was 

brunched and close to that of the type variant, M835451, having in most cases a basic core 

with some local structural differences. Among others, the regions of PLMVd genome of 

lower and higher sequence variation were estimated, as well as their influence in 

conformations which take part in the self-cleavage mechanism during viroid replication.  

 Later, the interest of the study was focused on the application of the diagnostic 

technique called RT-LAMP. After the design and evaluation of several sets of LAMP primers 

and the improvement of the protocol, the detection of PLMVd in peach and other rosaceous 

species, both in the lab and in the field, within 30 min only, was possible.  

 Finally, a new technique called liquid phase in situ RT-PCR, based on the use of the 

SYBR Green fluorescent dye, was applied in PLMVd detection. PLMVd was detected in the 

chloroplasts of infected peach leaves where, it is known to multiply and concentrate. To our 

knowledge, the above technique is used for the first time internationally for the detection of 

plant pathogens.  
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1. Φυτοπαθολογία και ασθένεια 

 Φυτοπαθολογία είναι η µελέτη των µικροοργανισµών και των περιβαλλοντικών 

παραγόντων που προσβάλλουν τα φυτά καθώς και των µηχανισµών µέσω των οποίων 

προκαλείται µια ασθένεια και βασικός της σκοπός είναι η ανάπτυξη µεθόδων, εξοπλισµού και 

υλικών, µέσω των οποίων θα είναι δυνατή η πρόληψη και η αντιµετώπιση µιας ασθένειας 

(Agrios 2005). Ένα φυτό θεωρείται υγιές όταν οι φυσιολογικές του λειτουργίες 

πραγµατοποιούνται στο βέλτιστο σύµφωνα µε το γενετικό του υλικό. Αντίθετα, όταν σε ένα 

φυτό παρατηρείται διαταραχή της φυσιολογικής λειτουργίας των κυττάρων ή των ιστών του 

λόγω συνεχούς ή µακράς διάρκειας ερεθισµού από κάποιο παθογόνο µικροοργανισµό ή 

περιβαλλοντικό παράγοντα, η οποία εκδηλώνεται µε φυσιολογικές ή µορφολογικές 

αλλοιώσεις, τότε λέγεται ότι το φυτό ασθενεί. Μέχρι σήµερα, έχουν καταγραφεί 

περισσότερες από δέκα χιλιάδες ασθένειες των καλλιεργούµενων φυτών. Μάλιστα έχει 

υπολογιστεί ότι κάθε καλλιέργεια προσβάλλεται κατά µέσο όρο από 100 ή και περισσότερες 

ασθένειες. Η κατάταξη των φυτικών ασθενειών µπορεί να γίνει µε βάση τα συµπτώµατα που 

προκαλούνται, το φυτικό όργανο που προσβάλλεται ή τις ταξινοµικές οµάδες των 

προσβαλλοµένων φυτών. Συνήθως όµως η κατάταξη των ασθενειών γίνεται µε βάση το αίτιο. 

Το πλεονέκτηµα αυτού του τρόπου είναι ότι ασθένειες που οφείλονται σε παθογόνα της ίδιας 

οµάδας ακολουθούν περίπου την ίδια εξέλιξη και η αντιµετώπισή τους θεµελιώνεται στις 

ίδιες βασικές αρχές. Με βάση τα παραπάνω οι ασθένειες διακρίνονται σε: 

Α) Μεταδοτικές ή µολυσµατικές ασθένειες που οφείλονται σε βιοτικούς παράγοντες (Εικόνα 

1) 

i) Ασθένειες που οφείλονται σε µύκητες  

ii) Ασθένειες που οφείλονται σε προκαρυωτικούς οργανισµούς (βακτήρια, 

φυτοπλάσµατα) 

iii) Ασθένειες που οφείλονται σε ιούς και ιοειδή 

iv) Ασθένειες που προκαλούνται κατά τον παρασιτισµό από ανωτέρα φυτά 

(φανερόγαµα παράσιτα) 

Β) Μη µεταδοτικές ή µη µολυσµατικές ασθένειες που οφείλονται σε αβιοτικούς παράγοντες 

i) Ασθένειες που οφείλονται σε δυσµενείς συνθήκες του περιβάλλοντος   

ii) Ασθένειες που οφείλονται στην έλλειψη θρεπτικών στοιχείων 

Τα ιοειδή θεωρούνται τα µικρότερα φυτοπαθογόνα µόρια RNA, µε µέγεθος που 

κυµαίνεται µεταξύ 250 και 401 νουκλεοτιδίων. Βέβαια, δεν θα πρέπει να λησµονούνται και 

τα prions µε µέγεθος πολύ µικρότερο των ιοειδών. Τα prions όµως δεν αποτελούνται από 

νουκλεϊκό οξύ άλλα από µια σίαλο-γλυκοπρωτεΐνη (sialo-glycoprotein) PrP 27-30 (µοριακού 

βάρους 27000-30000 daltons) και έχει βρεθεί ότι προκαλούν τρεις τουλάχιστον εκφυλιστικές 

ασθένειες του ανθρώπου και την ασθένεια ‘scarpie’ στα πρόβατα, ενώ δεν προσβάλλουν τα 

φυτά. Βασικά, όµως, τα prions δεν είναι αυτόνοµα πολλαπλασιαζόµενα και δεν περιέχουν 
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γενετικό υλικό, ενώ τα ιοειδή είναι γενετικό υλικό. 

 
Εικόνα 1. Κατηγορίες βιοτικών παραγόντων που προκαλούν µολυσµατικές ασθένειες στα φυτά 
(Agrios 2005). 
 

2. Ιοειδή γενικά  

2.1. Ανακάλυψη   

 Τα ιοειδή ως φυτοπαθογόνα αναγνωρίστηκαν µόλις στα τέλη της δεκαετίας του 1960 

από τους Diener και Raymer (1967) κατά την προσπάθεια διερευνήσεως του αιτίου της 

ασθένειας των ατρακτοειδών κονδύλων της πατάτας (potato spindle tuber disease). Επί πολλά 

χρόνια η ασθένεια αυτή θεωρούταν ιολογικής φύσεως. Όµως, η χαµηλή ταχύτητα καθιζήσεως 

(µικρότερη από τους ιούς), η ευαισθησία στις ριβονουκλεάσες (ribonucleases), αλλά όχι στις 

δεοξυ-ριβονουκλεάσες (deoxy-ribonucleases), τη φαινόλη, το χλωροφόρµιο, την αιθανόλη 

και την n-βουτανόλη, οδήγησε στο συµπέρασµα πως αίτιο της ασθένειας αυτής είναι κάποιο 

µικρού µεγέθους ελεύθερο ριβονουκλεϊκό οξύ (ribonucleic acid, RNA) δίχως πρωτεϊνικό 

καψίδιο, στο οποίο αργότερα δόθηκε το όνοµα ιοειδές των ατρακτοειδών κονδύλων της 

πατάτας (Potato spindle tuber viroid, PSTVd). Σε παρόµοια συµπεράσµατα οδηγήθηκαν και 

οι Semancik και Weathers (1968) για το παθογόνο αίτιο της εξωκορτίδας των εσπεριδοειδών 

(citrus exocortis). Λίγα χρόνια µετά, το 1971, ο Diener (1971) πρότεινε τον όρο ιοειδές 

(viroid) για να περιγράψει µια νέα οµάδα φυτοπαθογόνων στην οποία ανήκουν µεταξύ άλλων 
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το PSTVd και το ιοειδές της εξωκορτίδας των εσπεριδοειδών (Citrus exocortis viroid, 

CEVd).  

Τα ιοειδή είναι µικρά µονονηµατιδιακά µόρια RNA, µοριακού βάρους (molecular 

weight, MW) 0.8-1.3 x 105 daltons και µήκους 246-401 νουκλεοτιδίων (nucleotides, nt), 

κυκλικά (οµοιοπολικά κλειστά), µε υψηλό βαθµό ενδοµοριακής συµπληρωµατικότητας που 

τους προσδίδει χαρακτηριστική δευτεροταγή δοµή ψευδοδινηµατικού ραβδίου, ελεύθερα 

(δίχως πρωτεϊνικό καψίδιο, coat protein) και αυτόνοµα πολλαπλασιαζόµενα (δίχως την 

ανάγκη βοηθού ιού [helper virus]), υποχρεωτικά παράσιτα των ανωτέρων φυτών στα οποία 

προκαλούν ασθένειες (Κυριακοπούλου, 1991). Σε σχέση µε τους ιούς, πέραν του µικρού τους 

µεγέθους, της χαρακτηριστικής τους δοµής και της ελλείψεως πρωτεϊνικού καψιδίου 

διαφέρουν και ως προς την αδυναµία κωδικεύσεως πρωτεϊνών (δεν έχουν δραστηριότητα 

αγγελιαφόρου RNA [messager RNA, mRNA]). Ως εκ τούτου, σε αντίθεση µε τους ιούς που 

θεωρούνται παράσιτα του µηχανισµού µεταφράσεως (translation apparatus) του φυτικού 

κυττάρου, τα ιοειδή θεωρούνται παράσιτα του µηχανισµού µεταγραφής (transcription 

apparatus) (Gora-Sochacka, 2004).  

 

2.2. Bιολογία  

Από τα τέλη της δεκαετίας του 1960 µέχρι σήµερα έχουν χαρακτηριστεί πολλά ιοειδή 

ως παθογόνα αίτια ασθενειών που προσβάλλουν µεγάλης οικονοµικής σηµασίας ποώδη και 

ξυλώδη φυτά, όπως πατάτα, αγγούρι, λυκίσκο, τοµάτα, εσπεριδοειδή, αµπέλι, κοκκοφοίνικα, 

οπωροφόρα δένδρα όπως αβοκάντο, ροδακινιά, δαµασκηνιά, βερικοκιά, αχλαδιά, µηλιά και 

καλλωπιστικά όπως το χρυσάνθεµο και το ωραιόφυλλο (Coleus sp.) (Singh et al., 2003β) 

(Πίνακας. 1).  

Ορισµένα από αυτά έχουν καταστρεπτικές επιπτώσεις, όπως αποδείχθηκε στην 

περίπτωση του ιοειδούς της φθίσεως του κοκοφοίνικα, Coconut cadang cadang viroid 

(CCCVd), που υπολογίζεται ότι από το 1930 ευθύνεται για τον  θάνατο περισσότερων από 30 

εκατοµµύρια δένδρα κοκκοφοίνικα στις Φιλιππίνες, µε τις απώλειες να ξεπερνούν τα 40 

εκατοµµύρια δολλάρια ετησίως (Randles and Rodriguez 2003). Τα ιοειδή προκαλούν 

επιναστία (epinasty), τραχύτητα (rugosity), χλώρωση και νέκρωση των φύλλων, σπάσιµο του 

χρώµατος των πετάλων, βραχυγονάτωση, νανισµό, εξανθηµατικό έλκος και σχισµές στον 

κορµό, παραµόρφωση, µεταχρωµατισµό στους καρπούς, καθυστέρηση της εκπτύξεως των 

φύλλων, της ανθήσεως και της ωριµάνσεως των καρπών, καθώς και πρόωρη γήρανση (Flores 

et al., 2006, Lawson 1987, Roistacher et al.,1977, Koganezawa et al. ,2003, Kyriakopoulou et 

al., 2001). Ορισµένα ιοειδή προκαλούν πολύ ήπια συµπτώµατα, κάποια παραµένουν 

ασυµπτωµατικά επί µεγάλο χρονικό διάστηµα π.χ. ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της 

ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) (Hernandez and Flores 1992), ενώ κάποια 
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άλλα δεν προκαλούν καθόλου συµπτώµατα στους φυσικούς τους ξενιστές, π.χ. λανθάνον 

ιοειδές του λυκίσκου (Hop latent viroid, HLVd) (Puchta et al.,1988). 

Πίνακας 1. Ονόµατα, συντοµογραφίες, γένη, οικογένειες, µεγέθη, και κύριοι ξενιστές, των ιοειδών 
(Flores 2001, Gora-Sochacka 2004, Singh et al.,2003) 
Οικογένεια Avsunviroidae  

Όνοµα είδους  Συντοµογραφία Γένος Μέγεθος Ξενιστής 

Avocado sunblotch viroid  ASBVd  Avsunviroid  246-250 Αβοκάντο 
Chrysanthemum chlorotic mottle viroid  CChMVd  398-401 Χρυσάνθεµο 
Peach latent mosaic viroid  PLMVd  Pelamoviroid  335-351 Ροδακινιά 
Eggplant latent viroid  ELVd  Elaviroid  332-335 Μελιτζάνα 

Οικογένεια Pospiviroidae  

Apple dimple fruit viroid  ADFVd   306 Μηλιά 
Apple scar skin viroid  ASSVd   329-334 Μηλιά 
Apple fruit crinkle viroid  AFCVd   368-375 Μηλιά 
Australian grapevine viroid  AGVd   369 Αµπέλι 
Citrus bent leaf viroid  CBLVd   315-329 Αβοκάντο 
Citrus viroid I LSSI  CVd-LSS  Apscaviroid  325-330 Εσπεριδοειδή 
Citrus viroid III  CVd-III   291-297 Εσπεριδοειδή 
Citrus viroid OS  CVd-OS   326-331 Εσπεριδοειδή 
Grapevine yellow speckle viroid-1  GYSVd-1   361-363 Αµπέλι 
Grapevine yellow speckle viroid-2  GYSVd-2   363 Αµπέλι 
Japanese citrus viroid I  JCVd   331 Εσπεριδοειδή 
Pear blister canker viroid  PBCVd   314-316 Απιδιά 
Coleus blumei viroid  
Coleus blumei viroid-1 
Coleus blumei viroid-2  
Coleus blumei viroid-3  

CbVd 
 CbVd-1  
CbVd-2  
CbVd-3  

Coleviroid  

295 
248-251 
295-301 
361-364 

Ωραιόφυλλο 
Ωραιόφυλλο 
Ωραιόφυλλο 
Ωραιόφυλλο 

Citrus viroid IV  
Coconut cadang-cadang viroid  
Coconut tinangaja viroid  
Hop latent viroid  

CVd IV  
CCCVd  
CTiVd  
HLVd  

Cocadviroid  

284-286 
246-301 
254 
255-256 

Εσπεριδοειδή 
Κοκκοφοίνικας 
Κοκκοφοίνικας 
Λυκίσκος 
 

Hop stunt viroid  HSVd  Hostuviroid  292-303 Λυκίσκος 

Chrysanthemum stunt viroid  CSVd   354, 356 Χρυσάνθεµο 

Citrus exocortis viroid  CEVd   370-375 Εσπεριδοειδή/ 
Τοµάτα 

Columnea latent viroid  CLVd   370, 372 Κολουµνέα 
Iresine viroid  IRVd   370 Iresine 
Mexican papita viroid  MPVd  Pospiviroid  359, 360 Τοµάτα 
Potato spindle tuber viroid  PSTVd   356-360 Πατάτα 
Tomato apical stunt viroid  TASVd   360-363 Τοµάτα 
Tomato chlorotic dwarf viroid  TCDVd   360 Τοµάτα 
Tomato planta macho viroid  TPMVd   360 Τοµάτα 

 

Ο πολλαπλασιασµός και η έκφραση των συµπτωµάτων στα ιοειδή ευνοείται από 

υψηλή θερµοκρασία και ένταση φωτός, γι’ αυτό και προκαλούν ασθένειες σε φυτά τροπικών 

και υπο-τροπικών περιοχών, καθώς και σε φυτά θερµοκηπίου (Singh et al., 2003, Singh 1989, 

Schlemmer et al., 1985).  
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Το εύρος ξενιστών µπορεί να διαφέρει σηµαντικά από ιοειδές σε ιοειδές, µε ορισµένα 

να προσβάλλουν και να προκαλούν ασθένεια σε µεγάλο αριθµό ειδών, όπως τα CEVd και 

PSTVd (Singh et al., 2003), ενώ άλλα σε ορισµένα µόνο συγγενή είδη του ιδίου γένους ή 

οικογένειας, π.χ. PLMVd (προσβάλει µόνο είδη της οικογένειας Rosaseae) (Singh et al., 

2003). Γενικά τα µέλη της οικογένειας Pospiviroidae έχουν πολύ µεγαλύτερο εύρος ξενιστών 

από εκείνα της οικογένειας Avsunviroidae.  

Τα ιοειδή στη φύση µεταδίδονται κυρίως µε τον εµβολιασµό, συµπεριλαµβανοµένου 

του φυσικού ριζοεµβολιασµού, και µηχανικά µε κοπτικά εργαλεία, εξαπλώνονται δε µε τον 

άνθρωπο µέσω της διακινήσεως και χρήσεως µολυσµένου αγενούς πολλαπλασιαστικού 

υλικού (Hadidi et al., 1997, Konganezawa et al., 2003). Ορισµένα ιοειδή µεταδίδονται µε το 

σπόρο και τη γύρη, όπως τα PSTVd (Hunter et al., 1969, Singh et al., 1992) και το ιοειδές του 

ηλιοεγκαύµατος του αβοκάντο (Avocado sunblotch viroid, ASBVd) (Allen et al., 1981), ενώ 

έχει αναφερθεί και η µετάδοση µε αφίδες στις περιπτώσεις των ιοειδών του νανισµού του 

κορυφαίου µεριστώµατος της τοµάτας (Tomato apical stunt viroid, TASVd) και των 

αρσενικών φυτών της τοµάτας (Tomato planta macho viroid, TPMVd) και συγκεκριµένα µε 

τα είδη Myzus persicae και Aphis craccivora αντίστοιχα (Galindo et al., 1986, Walter 1987).  

Όσον αφορά τη µετακίνηση των ιοειδών σε απόσταση εντός του ξενιστή τους 

αναφέρεται ότι αυτή πραγµατοποιείται, όπως και στην περίπτωση των ιών, µέσω του 

φλοιώµατος, µαζί µε τα προϊόντα φωτοσυνθέσεως, ενώ για τη µετακίνησή τους από κύτταρο 

σε κύτταρο χρησιµοποιούν τα πλασµοδέσµατα (Ding and Owens 2003).  

 

2.3. Δοµή 

Σύγκριση των αλληλουχιών των ραβδόµορφων ιοειδών οδήγησε στη δηµιουργία µιας 

πρότυπης δοµής που αφορά όλα τα ιοειδή-µέλη της οικογένειας Pospiviroidae (Εικόνα 2). 

Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό, υπάρχουν πέντε ξεχωριστές δοµικές-λειτουργικές περιοχές: Η 

κεντρική (central, C), η παθογένειας (pathogenicity, P), η ποικίλλουσα (variable, V) που 

παρουσιάζει το µικρότερο βαθµό οµολογίας µεταξύ συγγενών ειδών, και η δεξιά και 

αριστερή τερµατικές περιοχές (terminal right, TR, terminal left, TL). Η κεντρική 

συντηρηµένη περιοχή (central conserved region, CCR) βρίσκεται εντός του τµήµατος C, ενώ 

η τερµατική συντηρηµένη περιοχή (terminal conserved region, TCR) και η τερµατική 

συντηρηµένη φουρκέτα (terminal conserved hairpin, TCH) εντός της περιοχής TL. Η 

κεντρική περιοχή και το άνω τµήµα της CCR συµµετέχουν στην αναπαραγωγή, η περιοχή P 

σχετίζεται µε την παθογένεια και την έκφραση των συµπτωµάτων (Baumstark et al., 1997), 

ενώ οι περιοχές TR και TL ίσως παίζουν ρόλο στη µετακίνηση των ιοειδών (Hammond 1994, 

Maniataki et al., 2003). Τα µέλη της οικογένειας Avsunviroidae έχουν σχεδόν ραβδόµορφη 

δοµή (ASBVd και ELVd) ή έντονα διακλαδισµένη (PLMVd, CChMVd) (Εικόνα 2), 
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στερούνται CCR αλλά φέρουν συντηρηµένα τµήµατα που συµµετέχουν στο σχηµατισµό των 

σφυροκέφαλων ριβοενζύµων (hammerhaed riboenzymes) (Gora-Sochacka, 2004). 

 
Εικόνα 2. Σχηµατική αναπαράσταση της δοµής των ιοειδών των οικογενειών Pospiviroidae (Α) και 
Avsunviroidae (B) (Flores et al., 2004). 

 

2.4. Αναπαραγωγή 

Τα ιοειδή πολλαπλασιάζονται στα κύτταρα του ξενιστή αυτόνοµα, δίχως την ανάγκη 

βοηθού ιού. Λόγω του πολύ µικρού τους µεγέθους δεν φέρουν γενετικές πληροφορίες για τη 

σύνθεση πρωτεϊνών και κυρίως της πολυµεράσης-ρεπλικάσης του εαυτού τους. Ως εκ τούτου, 

η αναπαραγωγή τους βασίζεται σχεδόν αποκλειστικά στη συµµετοχή του γενετικού υλικού 

του ξενιστή. Λόγω της κυκλικής τους δοµής, θεωρείται ότι η αναπαραγωγή τους λαµβάνει 

χώρα µέσω ενός µηχανισµού κυλιόµενου κύκλου (rolling cycle), ο οποίος διακρίνεται σε δύο 

τύπους τον ασύµµετρο (asymmetric) και τον συµµετρικό (symmetric) (Branch and Robertson 

1984, Grill and Semancik, 1978). Στον πρώτο τύπο, ο οποίος συναντάται στα µέλη της 

οικογένειας Pospiviroiodae, το ιοειδικό µόριο θετικής πολικότητας (+RNA) αντιγράφεται 

συνεχώς µε τη βοήθεια DNA εξαρτώµενης-RNA πολυµεράσης II (DNA depended-RNA 

polymerase II) του φυτού ξενιστή, οδηγώντας έτσι στην παραγωγή συµπληρωµατικής 

αλυσίδας (-RNA) µήκους πολλαπλάσιου (ολιγοµερή, oligomeric) της µονάδας µήκους του 

ιοειδούς (µονοµερές, monomeric). Στη συνέχεια, η ολιγοµερής συµπληρωµατική αλυσίδα 

αποτελεί µε τη σειρά της το εκµαγείο για την σύνθεση της ολιγοµερούς οµόλογης αλυσίδας 

(+RNA), η οποία υφίσταται, σε ειδικές θέσεις, σχάση από µια επίσης φυτικής προελεύσεως 

RNase ενδονουκλεάση (endonuclease). Οι µονάδες µήκους της οµόλογης αλυσίδας, στη 

συνέχεια, µετατρέπονται στο αρχικό κυκλικό µόριο του ιοειδούς µε τη βοήθεια µιας RNA 

λιγάσης (RNA ligase) (Baumstark et al., 1997, Branch et al., 1982). Η παραπάνω διαδικασία 

λαµβάνει χώρα στον πυρήνα των κυττάρων. Αντίθετα, ο µηχανισµός του συµµετρικού 

κυλιόµενου κύκλου που υιοθετείται από τα µέλη της οικογένειας Avsunviroidae λαµβάνει 
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χώρα στους χλωροπλάστες. Σύµφωνα µε το µοντέλο αυτό υπάρχουν δύο κύκλοι (Daros et al., 

1994). Στον πρώτο κύκλο, όπως και στην περίπτωση του ασύµµετρου κύκλου, παράγονται 

ολιγοµερή της συµπληρωµατικής αλυσίδας (-RNA) µε µόνη διαφορά ότι η διαδικασία 

καταλύεται από την NEP πολυµεράση (nuclear encoded DNA depended-RNA polymerase) 

(Navarro et al., 2000). Στη συνέχεια, τα ολιγοµερή αυτά υφίστανται σε ειδικές θέσεις 

αυτοσχάση µε τη µεσολάβηση σφυροκέφαλων ριβοενζύµων (Hutchins et al., 1986, Forster 

and Symons, 1987), οδηγώντας στην παραγωγή µονοµερών αρνητικής πολικότητας. Αυτά µε 

τη σειρά τους στο δεύτερο κύκλο αντιγράφονται σε ολιγοµερή θετικής πολικότητας τα οποία 

υφίστανται και αυτά αυτοσχάση σε µονοµερή και τελικά, µετά την ένωσή τους µε την 

βοήθεια κάποιας φυτικής προελεύσεως RNA λιγάσης, οδηγούν στην παραγωγή αντιγράφων 

του αρχικού µορίου. 

 

2.5. Ταξινόµηση 

 Σύµφωνα µε τις οδηγίες της Διεθνούς Επιτροπής για την Ταξινόµηση των Ιών 

(International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV), τα ιοειδή µε βάση i) τη παρουσία 

κεντρικής συντηρηµένης περιοχής (central conserved region, CCR), ii) την ικανότητα 

αυτοσχάσης (self-cleavage) µε τη µεσολάβηση ριβοενζύµων iii) τον µηχανισµό και τη θέση 

πολλαπλασιασµού, διακρίνονται σε δύο οικογένειες: 

 1) Οικογένεια Pospiviroidae το όνοµα της οποίας προέρχεται από το τυπικό της µέλος 

PSTVd, στην οποία κατατάσσονται τα περισσότερα ιοειδή (30, βλ. Πίνακα 1) (Flores et al., 

2004). Τα µέλη της οικογένειας αυτής χαρακτηρίζονται από την παρουσία CCR, την απουσία 

ριβοενζύµων και τον πολλαπλασιασµό τους µέσω του ασύµµετρου κυλιόµενου κύκλου 

(assymetric rolling cycle) στους πυρήνες. Εντός της οικογένειας Pospiviroidae διακρίνονται 

πέντε γένη µε βάση τη φύση της CCR, την απουσία ή παρουσία της τερµατικής 

συντηρηµένης περιοχής (terminal conserved region, TCR) (υπάρχει στα µέλη των γενών 

Pospiviroid και Apscaviroid) και της τερµατικής συντηρηµένης φουρκέτας (terminal 

conserved hairpin, TCH) (υπάρχει στα µέλη των γενών Hostuviroid και Cocaviroid) (Elena et 

al., 2001, Kotunow and Rezaian, 1988, Flores et al., 1997).  

2) Οικογένεια Avsunviroidae, το όνοµα της οποίας προέρχεται από το ιοειδές του 

ηλιοεγκαύµατος του αβοκάντο (Avocando sunblotch viroid, ASBVd) που αποτελεί το τυπικό 

της µέλος, η οποία περιλαµβάνει µόνο τέσσερα είδη (Πίνακας 1). Η οικογένεια αυτή, σε 

αντίθεση µε την Pospiviroidae, χαρακτηρίζεται από την απουσία CCR, την αυτοσχάση µέσω 

ριβοενζύµων και τον πολλαπλασιασµό µέσω του συµµετρικού κυλιόµενου κύκλου στους 

χλωροπλάστες. Στην οικογένεια Avsunviroidae ανήκει το γένος Avsunviroid µε µοναδικό 

µέλος το ιοειδές ASBVd και το γένος Pelamoviroid µε µέλη το PLMVd και το ιοειδές του 

χλωρωτικής ποικιλοχρώσεως του χρυσανθέµου (Chrysanthemum chlorotic mottle viroid, 

CChMVd), µε κοινά χαρακτηριστικά την υψηλή περιεκτικότητα σε G-C, την ιδιαίτερα 
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διακλαδισµένη δευτεροταγή δοµή που σταθεροποιείται από έναν ψευδο-δεσµό (pseudoknot) 

(Flores 2001) και την αδιαλυτότητα σε διάλυµα υψηλής αλατότητας LiCl 2 M (Navarro and 

Flores 2000). Τέλος, για το λανθάνον ιοειδές της µελιτζάνας (Eggplant laten viroid, ELVd), 

µε χαρακτηριστικά ενδιάµεσα των δύο προηγούµενων γενών, προτάθηκε η κατάταξή του στο 

γένος Elaviroid (Flores et al., 1995).  

Γενικά για τα ιοειδή, βασικό κριτήριο για την διάκριση διαφορετικών ειδών εντός 

ενός γένους αποτελεί το ποσοστό οµοιότητας της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (συνήθως < 

90%) και οι διάφορες βιολογικές ιδιότητες, µεταξύ των οποίων το εύρος ξενιστών και τα 

συµπτώµατα (Flores et al., 2003γ). Ιδιαίτερο χαρακτηριστικό των ιοειδών είναι ότι 

απαντώνται εντός των ξενιστών τους ως µίγµα πληθυσµών (από τους οποίους ένας είναι ο 

κυρίαρχος) συγγενών αλλά όχι πανοµοιότυπων µεταξύ τους παραλλαγών (variants), οι οποίες  

συνθέτουν το λεγόµενο ‘σχεδόν είδος’ (quasi species) (Eigen, 1977). Το φαινόµενο αυτό 

πιθανότατα οφείλεται στα λάθη που κάνουν οι RNA πολυµεράσες φυτικής προελεύσεως που 

σχετίζονται µε τον πολλαπλασιασµό των ιοειδών (Domingo et al., 1996), ενώ επίσης µπορεί 

να προκύπτει ως αποτέλεσµα ανασυνδυασµού RNA ή πολλαπλών µολύνσεων ενός φυτού 

ξενιστή, όπως συµβαίνει στα πολυετή οπωροφόρα είδη µέσω των διαφόρων καλλιεργητικών 

εργασιών που διευκολύνουν τις επαναµολύνσεις π.χ. του εµβολιασµού (Flores et al., 2003γ).  

  

2.6. Ονοµατολογία 

 Η ονοµατολογία των ιοειδών, όπως και των ιών, βασίζεται στο αγγλικό τριώνυµο, 

του οποίου την πρώτη λέξη αποτελεί το όνοµα του ξενιστή στον οποίο αναφέρθηκε για 

πρώτη φορά το ιοειδές, τη δεύτερη το χαρακτηριστικό σύµπτωµα που προκαλεί και την τρίτη 

η λέξη ιοειδές (viroid) η οποία στη συντοµογραφία του ιοειδούς που αποτελείται από τα 

αρχικά γράµµατα των παραπάνω λέξεων, αντιπροσωπεύεται από τα γράµµατα Vd αντί του V 

(virus) για τους ιούς. Έτσι, το επίσηµο όνοµα του ιοειδούς του λανθάνοντος µωσαϊκού της 

ροδακινιάς είναι Peach latent mosaic viroid, (PLMVd). Σηµειώνεται ότι, όπως και στους 

ιούς, το τελικό, επίσηµα αποφασισµένο όνοµα ενός ιοειδούς γράφεται µε πλάγιους 

χαρακτήρες (italics) ενώ το αρκτικόλεξό του (συντοµογραφία, συντοµογράφηµα) µε όρθιους. 

Αντίστοιχα, τα γένη των ιοειδών παίρνουν το όνοµά τους το οποίο βέβαια είναι µονολεκτικό, 

από τα αρχικά γράµµατα του τυπικού είδους ακολουθούµενα από την κατάληξη viroid και, σε 

αντίθεση µε τα κλασικά της ταξινοµικής ονοµατολογίας γράφονται µε πλάγιους χαρακτήρες, 

π.χ. Pelamoviroid (Peach latent mosaic viroid (Flores et al., 2000).  

  

2.7. Προέλευση-εξέλιξη 

Το RNA θεωρείται πως προϋπήρχε του DNA και των πρωτεϊνών, λόγω της ιδιότητας 

του να αποθηκεύει και να εκφράζει γενετικές πληροφορίες (ριβοένζυµα). Έτσι λοιπόν τα 

ιοειδή, ως µόρια RNA, λόγω των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών τους (κυκλικό µόριο RNA 
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µικρού µεγέθους µε υψηλή περιεκτικότητα σε G:C) και κυρίως λόγω της ικανότητάς τους να 

δρουν ως ριβοένζυµα (µέλη της οικογένειας Avsunviroidae), θεωρείται ότι έχουν προέλευση 

ανεξάρτητη από τους ιούς και αρκετά πρωτόγονη, γι’ αυτό καλούνται ζωντανά απολιθώµατα 

ενός προ-κυτταρικού κόσµου (Diener, 2001). Παράλληλα το γεγονός ότι συχνά αυτοφυή είδη 

µολύνονται ασυµπτωµατικά από ιοειδή, υποδεικνύει τα είδη αυτά ως πιθανές πηγές των 

ιοειδών απ’ όπου αυτά µολύνουν στην συνέχεια  τα καλλιεργούµενα είδη (Gora-Sochacka 

2004).  

 

2.8. Αντιµετώπιση 

 Η αντιµετώπιση των ιοειδών όπως και των ιών βασίζεται σχεδόν αποκλειστικά στην 

εφαρµογή προληπτικών µέτρων. Η αποφυγή χρήσεως και διαδόσεως µολυσµένων 

φυτών/πολλαπλασιαστικού υλικού, µέσω της εφαρµογής συστηµάτων πιστοποιήσεως, 

αποτελεί θεµελιώδες µέτρο. Η επιτυχία αυτής της πρακτικής οφείλεται στο ότι τα ιοειδή δεν 

διαθέτουν φορείς, τουλάχιστον αποτελεσµατικούς, και η διάδοσή τους επιτυγχάνεται βασικά 

από τον ίδιο τον άνθρωπο µε τη χρησιµοποίηση και διακίνηση µολυσµένου αγενούς 

πολλαπλασιαστικού υλικού (φυτών, εµβολίων) και µηχανικά µε τα κοπτικά εργαλεία, 

εξαρτάται δε από την εφαρµογή αποτελεσµατικών διαγνωστικών µεθόδων που θα συµβάλουν 

στην έγκαιρη διάγνωση του παθογόνου, ιδιαίτερα στις περιπτώσεις ξενιστών µε λανθάνουσα 

µόλυνση. Οµοίως, η εξυγίανση του πολλαπλασιαστικού υλικού, η οποία αποτελεί το πρώτο 

στάδιο στο σχήµα παραγωγής υγιούς πολλαπλασιαστικού υλικού και η οποία επιτυγχάνεται 

µε την εφαρµογή θερµο-θεραπείας ή κρυο-θεραπείας σε συνδυασµό µε την καλλιέργεια 

ακραίου µεριστώµατος (meristem tip culture) ή τον µικρο-εµβολιασµό (shoot tip grafting) 

(Postman and Hadidi, 1995, Howell et al., 1998, Barba et al., 2003, Navarro et al., 1981) 

εξαρτάται βασικά από την εφαρµογή αποτελεσµατικών διαγνωστικών µεθόδων, µε τις οποίες 

επιλέγονται τα αµόλυντα φυτικά άτοµα. Σε ορισµένες περιπτώσεις, εφαρµόζονται και 

νοµοθετικά µέτρα, φυτοϋγειονοµικά (καραντίνα), όπως η απαγόρευση εισόδου ενός 

παθογόνου σε µία χώρα, η θέσπιση περιοχών καραντίνας για την αποφυγή µεταδόσεως του 

παθογόνου σε νέες περιοχές και η εξάλειψη του παθογόνου όταν εντοπισθεί σε µία περιοχή. 

Η απολύµανση των κοπτικών εργαλείων (εµβολιαστήρια, κλαδευτήρια) συνιστά σηµαντικό 

µέτρο προλήψεως και επιτυγχάνεται µε εµβάπτιση σε διάλυµα 2-10 % υποχλωριώδους 

νατρίου ή ασβεστίου µεταξύ µεταχειρίσεων ατοµικών φυτών (Roistacher et al., 1969). Σε 

ορισµένες περιπτώσεις εφαρµόζεται η σταυροειδής προστασία (cross protection) µε προ-

εµβολιασµό των φυτών µε κάποιο ήπιο στέλεχος ενός ιοειδούς µε σκοπό την προστασία 

(συνήθως µείωση της εντάσεως των συµπτωµάτων) από την προσβολή µε κάποιο ισχυρά 

παθογόνο στέλεχος του ιοειδούς αυτού π.χ. PSTVd (Fernow, 1967, Niblett et al., 1978). 

Επίσης, έχει εφαρµοστεί πειραµατικά η βελτίωση ποικιλιών µε εισαγωγή γόνων 

ανθεκτικότητας από άγρια συγγενή είδη, η επαγωγή επίκτητης αντοχής µε χηµικούς 
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(ribavirin, amantadin) ή βιολογικούς (Agrobacterium) παράγοντες και η χρήση του 

µηχανισµού σιγήσεως γόνων (gene silencing) (Singh et al., 2003α, 2003β , Sano et al., 2003).  

 

2.9. Διάγνωση 

Η ανίχνευση, η ταυτοποίηση, ο διαχωρισµός των συµπτωµάτων που προκαλεί ένα 

ιοειδές από εκείνα άλλων αιτίων, π.χ. ιών, η καταπολέµηση και ιδιαιτέρως η εφαρµογή 

προγραµµάτων παραγωγής υγιούς και πιστοποιηµένου πολλαπλασιαστικού υλικού απαιτούν 

την εφαρµογή δύο ή περισσότερων διαγνωστικών µεθόδων. Στα ιοειδή, λόγω των ιδιαίτερων 

χαρακτηριστικών τους, όπως η έλλειψη πρωτεϊνικού καψιδίου και το πολύ µικρό τους 

µέγεθος, αποκλείεται ή καθίσταται εξαιρετικά δύσκολη, αντίστοιχα, η εφαρµογή µεθόδων 

όπως η ανοσοενζυµική δοκιµή ELISA (enzyme-linked immonosorbent assay) και η 

ηλεκτρονική µικροσκοπία που χρησιµοποιούνται ευρύτατα στους ιούς.  

 

2.9.1. Βιοδοκιµές 

Οι βιοδοκιµές αποτελούν την παλαιότερη, κλασική και επί πολλές δεκαετίες 

µοναδική διαγνωστική µέθοδο ιοειδών, η οποία χρησιµοποιείται ακόµη και σήµερα, κυρίως 

σε συνδυασµό µε διάφορες µοριακές µεθόδους (Raymer and O’ Brien, 1962, Hodgson et al., 

1998). Κατά την εφαρµογή των βιοδοκιµών υπάρχουν πολλοί παράγοντες που θα πρέπει να 

λαµβάνονται υπόψη, όπως το εύρος ξενιστών και το είδος των συµπτωµάτων που προκαλεί 

το υπό µελέτη ιοειδές, το είδος ή είδη των φυτών-δεικτών που θα πρέπει να 

χρησιµοποιηθούν, η ύπαρξη εργαστηριακών και κυρίως ποωδών ξενιστών που περιορίζουν 

τον χρόνο εµφανίσεως των συµπτωµάτων, το γεγονός ότι συχνά ήπια στελέχη του ιοειδούς 

δεν προκαλούν συµπτώµατα ενώ σε άλλες περιπτώσεις ισχυρά παθογόνα στελέχη µπορεί να 

µην προκαλέσουν τα αναµενόµενα συµπτώµατα, ανάλογα µε τις συνθήκες του περιβάλλοντος 

(θερµοκρασία, ένταση, διάρκεια και ποσότητα του φωτός), τις συνθήκες θρέψεως και την 

ταυτόχρονη παρουσία άλλων παθογόνων (ιών ή ιοειδών) που επηρεάζουν το είδος και την 

ένταση των συµπτωµάτων (Singh and Ready, 2003). Η µετάδοση των ιοειδών στις βιοδοκιµές 

µπορεί να γίνει µε µολυσµένο φυτικό χυµό (µηχανικά), µε καθαρό παρασκεύασµα RNA ή 

συµπληρωµατικού DNA (complementary DNA, cDNA), καθώς και µε τις µονοµερείς ή 

διµερείς δοµές του ιοειδούς (Diener et al., 1972, Martinez et al., 2008). Ο εµβολιασµός, σε 

αντίθεση µε τη µετάδοση µε το φυτικό χυµό, θεωρείται γενικά ο πιο αποτελεσµατικός τρόπος 

µεταδόσεως, µαζί µε τις τοµές και τους ξυραφισµούς (Hadidi et al., 1997, Kim et al., 2006). 

Βασικό πλεονέκτηµα αυτής της µεθόδου είναι η υψηλή ευαισθησία. Οι βιοδοκιµές έχουν και 

αρκετά µειονεκτήµατα τα οποία συνέβαλαν στο περιορισµό της χρήσεως της στις ηµέρες µας. 

Τα κυριότερα µειονεκτήµατα είναι η µεγάλη χρονική διάρκεια (κυµαίνεται από µερικές 

εβδοµάδες έως έτη) που απαιτείται για την εµφάνιση των συµπτωµάτων, η αδυναµία 

εφαρµογής της µεθόδου σε µεγάλο αριθµό δειγµάτων, και η ανάγκη χρήσεως θερµοκηπιακών 
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εγκαταστάσεων και εξειδικευµένου προσωπικού που αυξάνουν σηµαντικά το κόστος 

εφαρµοηής της µεθόδου (Singh and Ready 2003).     

 

2.9.2. Ηλεκτροφόρηση σε πήγµα πολυακρυλαµίδης (Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis, PAGE) 

Η τεχνική της ηλεκτροφορήσεως σε πήγµα πολυακρυλαµίδης έχει παίξει σηµαντικό 

ρόλο στην ανακάλυψη των ιοειδών (Diener 1971, Semancik and Weathers 1972). Τα ιοειδή, 

λόγω της µοναδικής τους δευτεροταγούς δοµής, µπορούν να διαχωριστούν από άλλα RNA µε 

την ηλεκτροφόρηση σε πήγµα πολυακρυλαµίδης κάτω από συνθήκες χηµικής (ουρία, 

φορµαµίδη) ή θερµικής (70-80 °C) αποδιατάξεως. Στις συνθήκες αυτές τα ιοειδή περνούν 

από την υψηλής ενδοµοριακής συµπληρωµατικότητας δοµή ραβδίου στον ανοιχτό κύκλο, µε 

αποτέλεσµα να κινούνται πολύ πιο αργά από τα αντίστοιχου µεγέθους γραµµικά µόρια RNA 

και έτσι να διαχωρίζονται από αυτά (Schumacher et al., 1986). Συνδυάζοντας, σε ένα 

σύστηµα δύο διαστάσεων (two dimensional), ή δύο κατευθύνσεων (two directional) την 

ηλεκτροφόρηση σε πήγµα πολυακρυλαµίδης κάτω από φυσικές συνθήκες (20 °C, 1x TBE) µε 

την ηλεκτροφόρηση σε συνθήκες χηµικής ή θερµικής αποδιατάξεως, επιτυγχάνεται ο 

διαχωρισµός των ιοειδών από τα µικρού και µεγάλου µοριακού βάρους RNA φυτικής 

προελεύσεως και από τις χρωστικές. Η τεχνική αυτή ονοµάζεται διπλή ηλεκτροφόρηση σε 

πήγµα πολυακρυλαµίδης (double-PAGE, d-PAGE) και στην περίπτωση των δύο 

κατευθύνσεων διακρίνεται σε δύο τύπους, τη διαδοχική (sequential, S-PAGE) (Rivera-

Bustamante et al., 1986) και την επιστροφής (return, R-PAGE) (Schumacher et al., 1986, 

Singh and Boucher 1987) (Εικόνα 3).  
 

2.9.3. Μοριακός υβριδισµός (molecular hybridization) 

Ο µοριακός υβριδισµός αποτελεί µια εύχρηστη, όχι ιδιαίτερα χρονοβόρα 

(απαιτούνται δύο περίπου ηµέρες) και ικανής ευαισθησίας  (pg ή λιγότερο) (Owens and 

Deiner 1981, Singh et al., 1994) τεχνική που χρησιµοποιείται ευρύτατα στη διάγνωση των 

ιοειδών, καθώς προσφέρει τη δυνατότητα ελέγχου µεγάλου αριθµού δειγµάτων (Shamloul et 

al., 1995, Κyriakopoulou et al., 2001, Mandic et al., 2008). Σήµερα, σε αντίθεση µε το 

παρελθόν, χρησιµοποιούνται κυρίως µη ραδιενεργοί ιχνηλάτες (probes) cRNA, cDNA ή 

dsDNA (Palacio et al., 2000), καθώς παρέχουν ασφάλεια χρήσεως και αποθηκευτικότητα 

µεγάλης διάρκειας χωρίς να υστερούν ιδιαίτερα σε ευαισθησία (Αstruc et al., 1996, Podleckis 

et al., 1993). 
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Εικόνα 3. Σχηµατική παράσταση των δύο τύπων της αναλύσεως σε πήγµα πολυακρυλαµίδης (PAGE), 
της διαδοχικής (sequential, S-PAGE) (Α) και εκείνης της επιστροφής (return, R-PAGE) (B). Α). Όταν 
η ζώνη της xylene-cyanol φτάσει στη µέση του πρώτου πήγµατος, το τµήµα που ορίζεται µε τη 
διακεκοµµένη γραµµή αφαιρείται και τοποθετείται στη βάση του δεύτερου αποδιατακτικού πήγµατος 
(7%) που περιέχει ουρία (8 Μ) και ακολουθεί αναστροφή των ηλεκτροδίων και ηλεκτροφόρηση σε 
συνθήκες 25 °C, 0.25x TBE. Β) Η πρώτη ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται σε φυσικές συνθήκες (25 
°C, 1x TBE) µε κατεύθυνση όπως υποδεικνύει το βέλος. Όταν η ζώνη της xylene-cyanol φτάσει στο 
τέλος του πήγµατος ακολουθεί νέα ηλεκτροφόρηση µε αναστροφή των ηλεκτροδίων και σε συνθήκες 
που ευνοούν την αποδιάταξη του RNA (0.11 x TBE και θερµοκρασία >60 °C ) χωρίς να υπάρχει η 
ανάγκη µεταφοράς της ζώνης που περιέχει τα ιοειδή, από ένα πήγµα χωρίς, σε ένα πήγµα µε ουρία. Οι 
σκιαζόµενες περιοχές αντιπροσωπεύουν τις θέσεις όπου το RNA και άλλα  φυτικά συστατικά γίνονται 
ορατά δίχως να διαχωρίζονται σε σαφείς ζώνες. 
  

 Η σήµανση των ιχνηλατών γίνεται συνήθως µε τις χηµικές ενώσεις biotin και 

digoxigenin και για την ανίχνευσή τους χρησιµοποιούνται υποστρώµατα (substrates) 

χρωµογόνα (chromogenic) π.χ. 5-bromo-4chloro-3-indonyl phoshate ή χηµειοφωτογόνα 

(chemiluminescent) π.χ. CSPD. Η ευαισθησία και η εξειδίκευση του µοριακού υβριδισµού 

επηρεάζεται από το βαθµό ‘αυστηρότητας’ (stringency) των συνθηκών της αντιδράσεως 

(θερµοκρασία, παρουσία και συγκέντρωση αποδιατακτικών παραγόντων π.χ. φορµαµίδη 

[formamide], συγκέντρωση αλάτων), ο οποίος καθορίζεται µε τη σειρά του από το είδος του 

ανιχνευτή. Οι ανιχνευτές RNA έχουν το πλεονέκτηµα δηµιουργώντας πιο σταθερά υβρίδια να 

επιτρέπουν την εφαρµογή αυστηρότερων συνθηκών υβριδισµού σε σχέση µε τους ανιχνευτές 

DNA (Muhlbach et al., 2003, Sano et al., 1988). Ανάλογα µε το σκοπό για τον οποίο 

χρησιµοποιείται, ο µοριακός υβριδισµός εφαρµόζεται µε τη µορφή στυπώµατος κηλίδας 

φυτικού χυµού ή RNA (dot-blot hybridization)  ή ιστού (tissue blot ή imprint hybridization) 

όταν σκοπός είναι ο µαζικός έλεγχος µεγάλου αριθµού δειγµάτων για την παρουσία του 

ιοειδούς π.χ. PSTVd, HSVd, PLMVd (Mandic et al., 2008, Torres et al., 2004, Pallas et al., 

2003, Podleckis et al., 1993), ή ως µεταφορά κατά Northern ή Southern (Northern ή Southern 

hybridization) για το διαχωρισµό και την ταυτοποίηση ιοειδών µε παρόµοια 

ηλεκτροφορητική ικανότητα (Di Serio et al., 2001, Owens and Deiner, 1982) ή για τη µελέτη 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ 
 

 14 

του µηχανισµού αναπαραγωγής (Hadidi et al., 1981). Ο επιτόπιος µοριακός υβριδισµός (in 

situ hybridization) είναι ένας ακόµη τύπος µοριακού υβριδισµού ο οποίος επιτρέπει τον 

εντοπισµό συγκεκριµένων νουκλεοξικών αλληλουχιών σε κυτταρικό επίπεδο µε µεγάλη 

εξειδίκευση. Το τύπος αυτός έχει χρησιµοποιηθεί για το εντοπισµό του PSTVd και άλλων 

µελών της οικογένειας Pospiviroidae στην περιοχή του πυρήνα (Harders et al., 1989, 

Bonfiglioli et al., 1996) ή του ASBVd και του PLMVd στους χλωροπλάστες φύλλων 

αβοκάντο και ροδακινιάς αντίστοιχα (Lima et al., 1994, Bussiere et al., 1999). 

 

 2.9.4. Αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Reverse 

Transcription-Polymerase Chain reaction, RT-PCR) 

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Polymerase chain reaction, PCR) (Mullis 

et al., 1986, Saiki et al., 1985), χάρις την ακρίβεια, ευαισθησία, ταχύτητα και εξειδίκευση 

που παρέχει, αποτελεί την πιο διαδεδοµένη µοριακή τεχνική διαγνώσεως φυτοπαθογόνων και 

ειδικότερα των ιοειδών. Η τεχνική αυτή απαιτεί τη γνώση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 

του στόχου και όπως στους ιούς RNA έτσι και στα ιοειδή (κυκλικά µόρια RNA) προηγείται 

της PCR η διαδικασία της αντίστροφης µεταγραφής (reverse transcription, RT) του RNA σε 

συµπληρωµατικό DNA (complementary DNA, cDNA). Η αντίστροφη µεταγραφή 

επιτυγχάνεται µε τη χρήση δύο κυρίων αντίστροφων µεταγραφασών (reverse transcriptase, 

RTase), της AMV (Avian myeloblastosis virus RTase) και της M-MLV (Moloney murine 

leukemia virus RTase). Συνήθως, της αντίστροφης µεταγραφής, η οποία πραγµατοποιείται 

στους 37-60 °C ανάλογα µε το είδος της αντίστροφης µεταγραφάσης, προηγείται η 

αποδιάταξη του RNA. Η RT µπορεί να πραγµατοποιηθεί στον ίδιο (one tube) (Loreti et al., 

1999) ή διαφορετικό (two tube) (Kyriakopoulou et al., 2001) µικροσωλήνα µε την PCR, 

ταυτόχρονα (one step) (Raghozzino et al., 2004) ή σε διαφορετικό στάδιο (two step) (Fekih-

Hassen et al., 2006). Σε όλες τις περιπτώσεις δίδεται ιδιαίτερη σηµασία στην αποµάκρυνση 

των πολυσακχαριτών, φαινολών και άλλων ουσιών που απαντώνται σε υψηλές 

συγκεντρώσεις στους ξυλώδεις ξενιστές, καθώς και των ριβονουκλεασών (ribonuclease, 

RNAse) που δρουν ανασταλτικά της RT και της PCR. Στα πρωτόκολλα RT-PCR που έχουν 

αναπτυχθεί µέχρι σήµερα χρησιµοποιείται ως εκµαγείο ολικό RNA (total RNA, tRNA) και σε 

ορισµένες περιπτώσεις εκχύλισµα φυτικού χυµού σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (Fekih-

Hassen et al., 2006). Στην περίπτωση των ιοειδών, για την ολική ενίσχυση του γενώµατός 

τους, οι εκκινητές λόγω της κυκλικής φύσεως των ιοειδών δεν θα πρέπει να πληρούν µόνο τις 

βασικές αρχές σχεδιασµού τους, π.χ. να προέρχονται από υψηλά συντηρηµένες περιοχές, 

αλλά τα 3΄άκρα τους να αφίστανται αλλήλων (Hadidi and Yang, 1990, Pallas et al., 2001). 

Όσον αφορά την ευαισθησία της µεθόδου αναφέρεται πως είναι 2500 φορές πιο ευαίσθητη 

από την R-PAGE και 10-100 από τον µοριακό υβριδισµό (Hadidi and Yang, 1990), ενώ οι 

παραλλαγές RT-PCR ELISA (Shamloul et al., 2002) και RT-PCR πραγµατικού χρόνου (real 



ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΑΝΑΣΚΟΠΗΣΗ 
 

 15 

time RT-PCR) (Ruiz-Ruiz et al., 2009) είναι 100 και 1000 αντίστοιχα φορές πιο ευαίσθητες 

από την κλασική PCR. Πρόσφατα εφαρµόστηκε και σε ιοειδή (ASSVd) (Zhao and Niu 2008) 

η επιτόπια (in situ) RT-PCR η οποία επιτρέπει την ανίχνευση του ιοειδούς στο κυτταρικό 

επίπεδο, όπως και ο in situ υβριδισµός αλλά µε µεγαλύτερη ευαισθησία. 

  

3. Η καλλιέργεια των µηλοειδών και πυρηνοκάρπων στην Ελλάδα 

Στην οικογένεια των ροδοειδών (Rosaceae), µια από τις σηµαντικότερες του φυτικού 

βασιλείου µε περισσότερα από 100 γένη και 3000 είδη, ανήκουν οι υποοικογένειες 

Amygdalae (πρώην Amygdaloideae ή Prunoideae) και Pyreae (πρώην Maloideae ή 

Pomoideae) ή αλλιώς τα πυρηνόκαρπα και τα µηλοειδή αντίστοιχα. Πρόκειται για  

φυλλοβόλα δένδρα χαµηλού ως µέτριου µεγέθους ή θάµνους, µε φύλλα απλά οδοντωτά, µε ή 

χωρίς παράφυλλα, άνθη ερµαφρόδιτα, πενταµερή, περίγυνα (πυρηνόκαρπα) ή επίγυνα 

(µηλοειδή) και καρπούς δρύπες (γένος Prunus, πυρηνόκαρπα) ή ραγοειδείς (µηλοειδή) 

(Βαρδαβάκης, 1993).  

 Η καλλιέργεια των µηλοειδών και των πυρηνοκάρπων είναι ιδιαίτερα σηµαντική για 

την ελληνική οικονοµία, καθώς περιλαµβάνει 46 εκατοµµύρια δένδρα, εκτείνεται σε 1.3 

εκατοµµύρια στρέµµατα σε όλη σχεδόν την Ελληνική επικράτεια και αποδίδει περίπου 1.2 

εκατοµµύρια τόνους παραγόµενων καρπών (4% της Ευρωπαϊκής παραγωγής). Ένα µεγάλο 

ποσοστό της παραγωγής αυτής εξάγεται, αποδίδοντας µεγάλο οικονοµικό όφελος για τη χώρα 

µας. Ενδεικτικά αναφέρεται ότι µόνον οι εξαγωγές µεταποιηµένων ροδάκινων απέδωσαν το 

2007 περίπου 230 εκατοµµύρια ευρώ (ΕΣΥΕ, 2008).  

 

3.1. Η καλλιέργεια της ροδακινιάς στην Ελλάδα 

Η ροδακινιά (Prunus persica L.) είναι πυρηνόκαρπο, φυλλοβόλο οπωροφόρο δέντρο 

που ανήκει στο γένος Prunus (προύµνη), µε καταγωγή από τη Κίνα όπου ακόµα και σήµερα 

υπάρχει ως αυτοφυής. Στη συνέχεια η καλλιέργεια της επεκτάθηκε προς τις χώρες της 

Μεσογείου τον 4 ο π.Χ. αιώνα χάρη στον Μέγα Αλέξανδρο που την έφερε από την Περσία (εξ 

ού και το όνοµα του είδους). Η ροδακινιά πολλαπλασιάζεται µε εµβολιασµό της επιθυµητής 

ποικιλίας πάνω σε διάφορα υποκείµενα, όπως σπορόφυτα ροδακινιάς (ποικιλίες Εlberta, 

Halford, Lovell και Nemaguard) ή υβριδίων ροδακινιάς και αµυγδαλιάς (GF 677, GF 557) 

και κλώνους ηλικίας 1-2 ετών ροδακινιάς (GF 305) ή δαµασκηνιάς (GF 43, Damas 1869 ή 

GF 1869, St. Julien GF 655/2). Σε παραγωγή µπαίνει από το 2ο ως το 4ο έτος και ζει περίπου 

25 έτη, αν και στις εντατικές καλλιέργειες τα δέντρα αντικαθίστανται µε νέα κάθε 10-15 

χρόνια. Οι ποικιλίες της ροδακινιάς διακρίνονται µε βάση την εµπορική τους χρήση σε 

επιτραπέζιες (εκπύρηνες) και κονσερβοποιήσιµες (συµπύρηνες) που καλλιεργούνται κυρίως 

για την παρασκευή κοµπόστας, ή µε βάση το χρώµα της σάρκας τους σε κιτρινόσαρκες ή 

λευκόσαρκες. Επίσης, διακρίνονται µε βάση την εποχή ωριµάσεως τους σε υπερπρώιµες 
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(τέλος Μαΐου µε αρχές Ιουνίου), πρώιµες (µέσα Ιουνίου µε αρχές Ιουλίου), µεσοπρώιµες 

(Ιούλιος), κανονικής ωριµάσεως (τέλος Ιουλίου µε αρχές Αυγούστου) και όψιµες (Αύγουστος 

και µετά). Οι σπουδαιότερες ποικιλίες ροδακινιάς που καλλιεργούνται στην Ελλάδα  

παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.  

 

Πίνακας 2. Οι σηµαντικότερες ποικιλίες ροδακινιάς και νεκταρινιάς στην Ελλάδα (ΥΑΑΤ, 

2007). 

Πρωιµότητα Ποικιλίες ροδακινιάς 

Επιτραπέζιες                      Συµπύρηνες  

Ποικιλίες νεκταρινιάς 

Πρώιµες Early Crest Κατερίνα Adriana 

 Early May Crest Fortuna Rita Star 

 Franciose  Rose Diamond 

 June Gold   

 May Crest   

 Rich May   

 Spring Bell   

 Spring Crest   

 Spring Lady   

Μέσοπρώιµες  Red Haven Ι.Φ.Δ. 1842 Big Top 

 Royal Glory  Spring Red 

 Ruby Rich   

 Sun Crest   

Όψιµες  Crest Haven Everts California 

 Hall  Fantasia 

 Honey Dew  Orion 

 Fayette   Sweet Lady 

 O’ Henry  Tasty Free 

 Symphony  Venus 

 

Η ροδακινιά αποτελεί για τη χώρα µας τη δεύτερη σε σπουδαιότητα δενδροκοµική 

καλλιέργεια µε πρώτη τα εσπεριδοειδή και τρίτη την µηλιά. Σήµερα, στη χώρα µας 

καλλιεργούνται περισσότερα από 400.000 στρέµµατα ροδακινιάς και 50.000 στρέµµατα 

νεκταρινιάς. Το 95% της εγχώριας παραγωγής είναι επικεντρωµένο στη Μακεδονία (Ηµαθία, 

Πέλλα, Κοζάνη κ.ά.), ενώ αξιόλογες εκτάσεις υπάρχουν στο Νοµό Λαρίσης. Η εγχώρια 

ετήσια παραγωγή ανέρχεται γύρω στους 800.000 - 950.000 τόνους, από τα οποία το 1/3 είναι 

επιτραπέζια και τα 2/3 για παραγωγή κοµπόστας. Επιπλέον η παραγωγή νεκταρινιών, που 

καλλιεργείται εντατικά από τη δεκαετία του '80, κυµαίνεται στους 100.000 τόνους ετησίως. 

Στην Ευρώπη, τα πρωτεία στην παραγωγή κατέχει η Ιταλία, µε την Ισπανία και την Ελλάδα 
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να ακολουθούν. Η χώρα µας είναι πρώτη στην εµπορία ροδάκινου κοµπόστας και πέµπτη σε 

εξαγωγές επιτραπέζιου ροδάκινου (ΥΑΑΤ 2007, Τσιπουρίδης 2009).  

 

4. Ιολογικές και άλλες εµβολιοµεταδιδόµενες ασθένειες των σηµαντικότερων µηλοειδών 

και πυρηνοκάρπων 

Μέχρι σήµερα έχουν αναφερθεί περισσότερες από 35 εµβολιοµεταδιδόµενες 

ασθένειες µηλοειδών (απιδιά, µηλιά) και πυρηνοκάρπων (βερικοκιά, δαµασκηνιά, κερασιά, 

ροδακινιά). Από αυτές 29 οφείλονται σε ιούς, επτά σε φυτοπλάσµατα και έξι σε ιοειδή, µε 

σηµαντικότερα τα ASSVd, PBCVd και PLMVd (Πίνακας 3).    

 

Πίνακας 3. Ιοί, ιοειδή και φυτοπλάσµατα των σηµαντικότερων µηλοειδών (απιδιά, µηλιά) 
και πυρηνοκάρπων (βερικοκιά, δαµασκηνιά, κερασιά, ροδακινιά), (Desvignes, 1999)  

Φυτικό 
είδος 

Ιοί  Ιοειδή Φυτοπλάσµατα/ 
Φυτοπλασµατώσεις 

Απιδιά • Apple stem grooving capillovirus, 
ASGV 

• Pear yellow vein virus, PeYVV 
• Apple chlorotic leaf spot trichovirus, 

ACLSV 
•  

• Peach latent mosaic 
viroid, PLMVd 

• Apple scar skin viroid, 
ASSVd 

• Pear blister canker 
viroid, PBCVd 

• Hop stunt viroid, HSVd 

• Candidatus 
Phytoplasma pyri 

Μηλιά • Apple chlorotic leaf spot trichovirus, 
ACLSV 

• Apple mosaic ilarvirus, ApMV 
• Apple stem pitting foveavirus, ASPV 
• Apple stem grooving capillovirus, 

ASGV 
• Cherry rasp leaf nepovirus, CRLV 
• Tulare apple mosaic ilarvirus, TAMV 
• Tomato ringspot nepovirus, ToRSV 

• Apple fruit crinkle 
viroid, AFCVd 

• Apple scar skin viroid, 
ASSVd 

• Apple dimple fruit viroid, 
ADFVd 

• Candidatus 
Phytoplasma mali 

Ροδακινιά/ 
Νεκταρινιά 

• Peach enation nepovirus, PEV 
• Apple chlorotic leaf spot trichovirus, 

ACLSV 
• Prunus necrotic ringspot ilarvirus, 

PNRSV 
• Apple mosaic ilarvirus, ApMV 
• Plum pox potyvirus, PPV 
• Tomato ringspot nepovirus, ToRSV 
• Prune dwarf ilarvirus, PDV 
• Peach rosette mosaic nepovirus, 

PRMV 
• Tomato black ring nepovirus, TBRSV 
• Strawberry latent ringspot nepovirus, 

SLRSV 
• Cherry mottle leaf trichovirus, CMLV 
•  Plum bark necrosis and stem pitting 

associated closterovirus, PBNSPV 
• Peach mosaic virus, PMV 

• Peach latent mosaic 
viroid, PLMVd 

• Hop stunt viroid, HSVd 

• Apricot chlorotic leaf roll, 
ACLR ή Enroulement 
chlorotique de l’ 
abricotier, ECA ή 
European stone fruit 
yellows ή Candidatus 
Phytoplasma prunorum 

• Peach vein clearing, PVC 
• Peach yellow leaf roll, 

PYLR ή Peach X  
• Peach yellows 

phytoplasma 
• Candidatus Phytoplasma 

phoenicium 
 

Βερικοκιά • Strawberry latent ringspot nepovirus, 
SLRSV 

• Apricot latent foveavirus, ApLV 
• Prunus necrotic ringspot ilarvirus, 

PNRSV 
• Plum pox potyvirus, PPV 
• Tomato ringspot nepovirus, ToRSV 
• Apple chlorotic leaf spot trichovirus, 

ACLSV 

• Peach latent mosaic 
viroid, PLMVd 

• Hop stunt viroid, HSVd 

• Apricot chlorotic leaf roll, 
ACLR ή Enroulement 
chlorotique de l’ 
abricotier, ECA ή 
European stone fruit 
yellows ή Candidatus 
Phytoplasma prunorum 

• Peach vein clearing, PVC 
• Peach yellows 
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• Prune dwarf ilarvirus, PDV 
• Cherry mottle leaf trichovirus, CMLV 
• Cherry green ring mottle foveavirus, 

CGRMV 
• Cherry twisted leaf virus, ChTLV 
• Plum bark necrosis and stem pitting 

associated closterovirus, PBNSPV 
• Peach mosaic virus, PMV 

phytoplasma 
• Candidatus Phytoplasma 

phoenicium 
 

Δαµασκηνιά • Raspberry ringspot nepovirus, RRSV 
• Prune dwarf ilarvirus, PDV 
• Plum pox potyvirus, PPV 
• Prunus necrotic ringspot ilarvirus, 

PNRSV 
• Tomato bushy stunt tombusvirus, 

TBSV 
• Plum bark necrosis and stem pitting 

associated closterovirus, PBNSPV 

• Peach latent mosaic 
viroid, PLMVd 

• Hop stunt viroid, HSVd 

• Apricot chlorotic leaf roll, 
ACLR ή Enroulement 
chlorotique de l’ 
abricotier, ECA ή 
European stone fruit 
yellows ή Candidatus 
Phytoplasma prunorum 

• Peach vein clearing, PVC 
• Peach yellow leaf roll, 

PYLR ή Peach X 
• Peach yellows 

phytoplasma 
 

Κερασιά • Raspberry ringspot nepovirus, RRSV 
• Apple chlorotic leaf spot trichovirus, 

ACLSV 
• Prunus necrotic ringspot ilarvirus, 

PNRSV 
• Apple mosaic ilarvirus, ApMV 
• Prune dwarf ilarvirus, PDV 
• Tomato bushy stunt tombusvirus, 

TBSV 
• Cherry leafroll nepovirus, CLRV 
• Tomato ringspot nepovirus, ToRSV 
• Cherry rasp leaf nepovirus, CRLV 
• Cherry green ring mottle foveavirus, 

CGRMV 
• Cherry necrotic rusty mottle 

foveavirus, CNRMV 
• Cherry capillovirus A, CVA 
• Little cherry closterovirus 1, LChV-1 
• Little cherry closterovirus 2, LChV-2 
• Cherry rusty mottle trichovirus, 

CRMV 
• Cherry twisted leaf virus, ChTLV 
• Plum bark necrosis and stem pitting 

associated closterovirus, PBNSPV 
• Cherry mottle leaf trichovirus, CLMV 

• Peach latent mosaic 
viroid, PLMVd 

• Hop stunt viroid, HSVd 

• Peach yellow leaf roll, 
PYLR ή Peach X 

• European stone fruit 
yellows ή Candidatus 
Phytoplasma prunorum 

 

4.1. Ιοειδές της εσχαρώσεως του φλοιού του µήλου (Apple scar skin viroid, ASSVd)  

 Η ασθένεια εσχάρωση του φλοιού του µήλου περιγράφηκε για πρώτη φορά το 1935 

στην επαρχία Manchuria της Κίνας (Ohtsuka 1935) και περίπου 50 χρόνια µετά 

προσδιορίστηκε ως αίτιό της το ιοειδές της εσχαρώσεως του φλοιού του µήλου (Apple scar 

skin viroid, ASSVd) (Hashimoto and Koganezawa 1987). Το ιοειδές αυτό έχει ραβδόµορφη 

δευτεροταγής δοµή (Εικόνα 4) µε µέγεθος γενώµατος που κυµαίνεται µεταξύ 329-334 nt και 

µαζί µε τα υποείδη, ιοειδές του παρδαλού µήλου (Dapple apple viroid, DAVd) (331 nt) και 

ιοειδές του σκουριασµένου φλοιού της απιδιάς (Pear rusty skin viroid PRSVd) (334 nt) 

αποτελούν µέλη του γένους Apscaviroid του οποίου ο ASSVd αποτελεί και τυπικό µέλος 
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(Hashimoto and Konganezewa 1987, Puchta et al., 1990, Yang et al., 1992, Zhu et al., 1995, 

Koganazewa et al., 2003). 

Ξενιστές του ιοειδούς αυτού αποτελούν καλλιεργούµενα αλλά και αυτοφυή είδη των 

γενών Malus, Pyrus, Sorbus, Cyndonia Chaenomeles και Pyronia (Desvignes et al., 1999), 

ενώ πρόσφατα αποµονώθηκε και από πυρηνόκαρπα όπως βερικοκιά και ροδακινιά στην Κίνα 

(Zhao and Niu 2006, 2008) και κερασιά στην Ελλάδα (Καπώνη 2009).  

 

 
Εικόνα 4. Δευτεροταγής δοµή ραβδίου της πρότυπης παραλλαγής Υ00435 του ASSVd (Hashimoto 
and Konganezawa,1987).   
 

Συµπτώµατα όπως ουλές, σχισµές, πράσινες κηλιδώσεις ή ποικιλοχλωρωτικά σχέδια 

αφορούν ως επί των πλέιστων τους καρπούς διαφόρων ποικιλιών µηλιάς και εντοπίζονται 

κυρίως στην περιοχή του κάλυκα (Εικόνα 5). Εξαίρεση αποτελούν ορισµένες ποικιλίες 

Ιαπωνικής αχλαδιάς (Pyrus pyrifolia Brum) και η ελληνική ποικιλία Κοντούλα, στις οποίες το 

ASSVd προκαλεί παραµόρφωση και εσχάρωση των καρπών, καθώς και ορισµένες ποικιλίες 

κινέζικης αχλαδιάς (P. ussuriensis L.) όπου το υποείδος PRSVd προκαλεί σκωριόχρωµες 

ταινίες και µπαλώµατα στους καρπούς (Zhu et al., 1995, Ozaki et al.,1996, Hadidi and Yang 

1990, Zhu et al., 1995). Η προσβολή από το ιοειδές επηρεάζει αρνητικά όχι µόνο την 

εξωτερική εµφάνιση των καρπών αλλά επίσης το µέγεθος και τη γεύση αυτών, µε 

αποτέλεσµα την µείωση της εµπορικής του αξίας. Στον Πίνακα 4 παρουσιάζονται ο βαθµός 

ευαισθησίας και τα συµπτώµατα που προκαλεί το ASSVd στις κυριότερες ποικιλίες µηλιάς.  

 
Εικόνα 5. Χαρακτηριστικά συµπτώµατα του ιοειδούς ASSVd σε καρπούς µηλιάς των ποικιλιών 
Belchard (A) and Braeburn (B) (από Desvignes et al., 1999) και καρπούς απιδιάς των ποικιλιών 
Κοντούλα (Γ) και Passacrassana (Δ) (από Kyriakopoulou et al., 2001) 
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Το ASSVd είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένο στην Ανατολική Ασία, δηλαδή στην Κίνα και 

Ιαπωνία, όπου προκαλεί µια από τις πιο καταστρεπτικές ασθένειες της µηλιάς, ενώ πρόσφατα 

αναφέρθηκε στην Ινδία και Νότιο Κορέα (Behl et al., 1998, Kwon et al., 2002). Η παρουσία 

του έχει ακόµη αναφερθεί στη Βόρειο Αµερική (Η.Π.Α. και Καναδά), Ευρώπη (Αγγλία, 

Γαλλία, Ελλάδα, Ιταλία) (Smith et al., 1956, Welsh and Keen 1961, Camplell and Sparks 

1976, Loreti et al., 1998, Desvignes et al., 1999β, Kyriakopoulou et al., 2001) και άλλες 

Μεσογειακές χώρες όπου εξαπλώνεται κυρίως µέσω της διακινήσεως µολυσµένου 

πολλαπλασιαστικού υλικού. Στον αγρό µεταδίδεται κυρίως µέσω του εµβολιασµού, ενώ στο 

εργαστήριο έχει διαπιστωθεί µετάδοση του µέσω ξυραφισµών, κλαδευτικών εργαλείων και 

του αγροβακτηρίου (Agrobacterium) (Koganezawa 1985, Zhu et al., 1998, Desvignes et al., 

1999β, Kim et al., 2006). Στον αγρό επίσης µπορεί πιθανότατα να µεταδοθεί µε τον φυσικό 

εµβολιασµό ριζών µεταξύ γειτονικών δένδρων (Konganezawa et al., 2003). Όσον αφορά το 

σπόρο, έχει αναφερθεί παρουσία του στο περισπέρµιο (seed coat) και στο ενδοσπέρµιο (sub 

coat) όχι όµως η σποροµετάδοσή του  (Howell et al., 1998). 

 
Πίνακας 4. Συµπτώµατα και ευπάθεια διαφόρων ποικιλιών µηλιάς  στο ιοειδές ASSVd 
(Desvignes 1999) 
Οµάδα ευπάθειας  Συµπτώµατα καρπών Ποικιλίες µηλιάς 

Α. Ανεκτική Σπάνια ή καθόλου κηλίδωση Golden Delicious, Smoothee, 

Granny Smith, Pink Lady 

Β1. Ελαφρώς ευαίσθητη Περιορισµένοι αποχρωµατισµοί  Akane, Ambassy, Redwinter, 

Spukoop 

Β2. Σχεδόν ευαίσθητη Έντονοι αποχρωµατισµοί Elstar, Festival, Querina, Sunrise 

C. Ευαίσθητη  Νεκρώσεις και αποχρωµατισµοί Red Delicious, Starkrimson, 

Charden 

D. Πολύ ευαίσθητη Νεκρώσεις, σχισµές στους καρπούς Braebum, Hillell, Belchard 

 

Για την αντιµετώπισή του συστήνονται κυρίως προληπτικά µέτρα, όπως η παραγωγή, 

διακίνηση και χρήση υγιούς πολλαπλασιαστικού υλικού (Hurtt et al., 1992). Εξυγίανση 

διαφόρων καλλιεργούµενων ποικιλιών έχει πραγµατοποιηθεί στο παρελθόν µε το συνδυασµό 

θερµοθεραπείας (thermotherapy) και της τεχνικής του εµβολιασµού ακραίου µεριστώµατος 

(shoot tip grafting) φυτών που είχαν προηγουµένως υποστεί στάδιο λήθαργου (Howell et al., 

1998), καθώς και µε το συνδυασµό θερµοθεραπείας ή κρυοθεραπείας µε την καλλιέργεια in 

vitro (Postman and Hadidi 1995). 

 

4.2. Ιοειδές του εξανθηµατικού έλκους της απιδιάς (Pear blister cancer viroid, 

PBCVd) 

Στην Ευρώπη και Αµερική από το 1960 έχουν περιγραφεί διάφορες ασθένειες που 
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σχετίζονται µε την εµφάνιση στο φλοιό του κορµού διαφόρων ευπαθών ποικιλιών απιδιάς 

συµπτωµάτων όπως φλύκταινες, σχισίµατα, ρωγµές και νεκρώσεις (Cropley 1960, Cordy and 

MacSwan 1961, Kelger 1965). Η ασθένεια που σχετίζεται µε το σύµπτωµα του 

εξανθηµατικού φλοιού στην απιδιά-δείκτη Α20 αρχικά συσχετίστηκε (Flores et al., 1991) και 

στη συνέχεια αποδείχθηκε ότι προκαλείται από το ιοειδές Pear blister cancer viroid, PBCVd 

(Hernandez et al., 1992α, 1992β, Ambros et al., 1995).  

Πρόκειται για ένα ιοειδές µε µέγεθος γενώµατος που κυµαίνεται µεταξύ 312 και 316 

nt µε ελάχιστη παραλλακτικότητα µεταξύ των παραλλαγών του (Hernandez et al., 1995α, 

Ambros et al., 1995). Η δευτεροταγής δοµή µε την µικρότερη ελεύθερη ενέργεια (free 

energy) είναι εκείνη του διακλαδισµένου ή σταυροειδούς ραβδίου (Hernandez et al., 1992α, 

Lolic et al., 2007) (Εικόνα 6). Το PBCVd έχοντας τµήµατα του γενώµατός του που 

εµφανίζουν οµολογία µε τµήµατα άλλων ιοειδών (τουλάχιστον πέντε), µεταξύ των οποίων το 

PLMVd και το ASBVd, θεωρείται ανασυνδυασµένο RNA (Hernandez et al., 1992α). Ως 

µέλος της οικογένειας Apscaviroidae περιέχει τη συντηρηµένη CCR και αριστερή TCR 

περιοχή (Hernandez et al., 1992α) (Εικόνα 6). 

 
Εικόνα 6. Δευτεροταγής δοµή σταυροειδούς ραβδίου της πρότυπης παραλλαγής D1823 του PBCVd 
(Hernandez et al., 1992).    
 

Η απιδιά (Pyrus communis L.) και η κυδωνιά (Cydonia oblonga Mill.) θεωρούνταν 

επί χρόνια ως οι µοναδικοί ξενιστές του PBCVd (Flores et al., 2003α). Πρόσφατα 

αναφέρθηκε η παρουσία του και σε άλλα µηλοειδή όπως η µηλιά (Malus domestica L.), η 

άγρια µηλιά (M. baccata L.), η άγρια απιδιά (P. amygdaliformis Vili) και η Κορέατικη απιδιά 

ή απιδιά nashi (P. serotina Rehd.) (Kyriakopoulou et al., 2001, Joyce et al., 2006, Καπώνη 

2009). Στο εργαστήριο έχει επιτευχθεί η µετάδοση του PBCVd σε αγγουριά (Cucumis sativus 

L.) (Flores et al., 1991), σε πέντε είδη Malus (από τα 13 που εξετάστηκαν), σε 15 είδη Pyrus 

και 16 εµπορικές ποικιλίες απιδιάς, καθώς επίσης και σε ορισµένα είδη των γενών 

Chaenomeles, Pyronia, Sorbus και Crataegus, ενώ δεν ήταν δυνατή η µετάδοσή του σε είδη 

των γενών Amelanchier, Aronia και Cotoneaster (Desvignes et al., 1999α). Οι ποικιλίες 

απιδιάς Williams, Comice, Laxton’s  Superb και ‘Κοντούλα’ θεωρούνται από τις πλέον 
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ευπαθείς (Giunchedi 1990, Kyriakopoulou et al., 2001).  

Το PBCVd δεν προκαλεί συµπτώµατα στην κυδωνιά και στις περισσότερες 

εµπορικές ποικιλίες απιδιάς (Desvignes 1999α). Γενικά η συµπτωµατολογία των ασθενών 

δένδρων επηρεάζεται από την εποχή του έτους και την ηλικία των δένδρων. Έτσι, νωρίς την 

άνοιξη παρατηρούνται στο φλοιό διετών βλαστών µικρές επιφανειακές φλύκταινες οι οποίες 

εξελίσσονται σε σχισµές, ρωγµές και έλκη που οδηγούν τελικά σε νέκρωση του φλοιού 

ακόµη και όλου του δένδρου (Εικόνα 7). Τα µολυσµένα δένδρα εµφανίζουν µειωµένη 

ανάπτυξη, ανθοφορία και τελικά παραγωγή  χωρίς να εµφανίζονται συνήθως συµπτώµατα 

στους καρπούς (Flores et al., 1991, Kyriakopoulou et al., 2001). Προσβολή του φυτού-δείκτη  

Α20 από το PBCVd οδηγεί στο θάνατο του δένδρου πέντε έως οκτώ χρόνια µετά την αρχική 

µόλυνση (Flores et al., 1991). 

Η χρήση µολυσµένου πολλαπλασιαστικού υλικού και ειδικότερα µολυσµένων 

υποκειµένων κυδωνιάς αποτελεί το κυριότερο µέσο µεταδόσεως του PBCVd στον αγρό. 

Φυσικά, στο εργαστήριο, όπως όλα τα ιοειδή, µεταδίδεται µε τον εµβολιασµό-ενοφθαλµισµό 

και τους ξυραφισµούς, ενώ ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει και η µετάδοσή του µηχανικά µε χυµό 

σε φυτά αγγουριάς (Flores et al., 1991). Το PBCVd δεν µεταδίδεται µε το σπόρο (Flores et 

al., 2003α).  

 
Εικόνα 7. Συµπτώµατα εξανθηµατικών ελκών που προκαλούνται από το ιοειδές PBCVd Α) στον 
φυτοδείκτη απιδιάς Α20 (από Flores et al., 2001) και Β) σε απιδιά ποικιλίας Κοντούλα (από 
Kyriakopoulou et al., 2001).   

 

Το PBCVd είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένο στην λεκάνη της Μεσογείου (Βοσνία και 

Ερζεγοβίνη, Γαλλία, Ελλάδα, Ισπανία, Ιταλία, Μάλτα και Τυνησία) (Desvignes 1970, 

Hernadez et al., 1992α, Loreti et al., 1998, Kyriakopoulou et al., 2001, Fekih-Hassen et al., 

2006, Afechtal et al., 2007), καθώς και σε άλλες χώρες όπως η Αυστραλία (Joyce et al., 

2006), η Ιαπωνία (Sano et al., 1997), η Κίνα και η Αµερική (Flores et al., 2003α). Στη Γαλλία 
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µάλιστα έχει βρεθεί πως περισσότερο από το 10 % 150 παλαιών ποικιλιών απιδιάς βρεθηκαν 

µολυσµένες µε το ιοειδές αυτό (Desvignes et al., 1999α). Το γεγονός αυτό συνδέεται µε το 

ότι οι περισσότερες ποικιλίες απιδιάς και κυδωνιάς είναι ανεκτικές, µε αποτέλεσµα να µην 

εµφανίζονται συµπτώµατα και, σε συνδυασµό µε το ότι τα συµπτώµατα που προκαλούνται 

στις ευπαθείς ποικιλίες συγχέονται µε εκείνα που προκαλούνται από βακτήρια και µύκητες, 

οδήγησε πιθανότατα στην υποεκτίµηση της εξαπλώσεως και της παθογόνου ικανότητας του 

ιοειδούς αυτού (Desvignes et al.,1999α).  

Τα προληπτικά µέτρα που συστήνονται για τον έλεγχο του PBCVd συνίστανται 

κυρίως στη χρήση υγιούς και πιστοποιηµένου πολλαπλασιαστικού υλικού, καθώς και στην 

απολύµανση των κοπτικών εργαλείων. Προσπάθειες εξυγιάνσεως πολλαπλασιαστικού υλικού 

µε θερµοθεραπεία υπήρξαν άκαρπες (Flores et al., 2003α).  

 

4.3. Ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, 

PLMVd) 

 4.3.1. Ιστορία 

Το 1976 στη Γαλλία ο Desvignes περιέγραψε για πρώτη φορά την ασθένεια του 

λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς µετά από φυτουγειονοµικό έλεγχο ρουτίνας, µε 

βιοδοκιµές στον φυτοδείκτη GF-305, σε πολλαπλασιαστικό υλικό ροδακινιάς που είχε 

εισαχθεί από τις Η.Π.Α. και την Ιαπωνία (Desvignes 1976). Στις χώρες αυτές είχαν 

προηγουµένως περιγραφεί ασθένειες µε ανάλογη συµπτωµατολογία, όπως το µωσαϊκό της 

ροδακινιάς (Hutchins, 1932, Hutchins et al., 1937) στις Η.Π.Α. και  το κίτρινο µωσαϊκό της 

ροδακινιάς στην Ιαπωνία (Kishi et al., 1973), χωρίς να είναι γνωστή η πραγµατική φύση του 

αιτίου που τις προκαλούσε, δεδοµένου ότι αρχικά θεωρήθηκε πως ήταν κάποιος ιός. 

Αργότερα όµως οι Monsion et al., 1988, οι Flores και Llacer, (1988) και οι Flores et al., 

(1990) απέδειξαν πως πρόκειται για ένα µικρού µοριακού βάρους κυκλικό µόριο RNA µε 

χαρακτηριστικά όµοια µε εκείνα των ιοειδών. Το παθογόνο αυτό ονοµάστηκε ιοειδές του 

λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) και η ασθένεια 

που προκαλεί αποτελεί διεθνώς την σηµαντικότερη ιοειδικής αιτολογίας ασθένεια της 

ροδακινιάς. Εξ άλλου, θα πρέπει να επισηµανθεί ότι, πλέον, ως αίτιο του αµερικάνικου 

µωσαϊκού της ροδακινιάς δεν θα πρέπει να θεωρείται το PLMVd, άλλα κάποιος πιθανότατα 

Clostero ιός (Shamloul et al., 1995, EPPO 2008).  

 

4.3.2. Συµπτώµατα  

  Ο όρος ‘λανθάνον’ (latent) στο όνοµα του PLMVd και της αντίστοιχης ασθένειας 

(Desvignes, 1976, 1980) προέρχεται από το γεγονός ότι στην πλειονότητα των φυσικών 

µολύνσεων ροδακινιάς δεν παρατηρούνται εµφανή συµπτώµατα στα φύλλα ή, στην 

περίπτωση που εµφανίζονται, αυτά είναι ασταθή και συχνά εξαφανίζονται µε το χρόνο. 
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Επίσης, ο όρος αυτός σχετίζεται και µε το µεγάλο χρονικό διάστηµα που απαιτείται για την 

έναρξη εµφανίσεως των συµπτωµάτων. Το PLMVd προκαλεί στη ροδακινιά µια πλειάδα 

διαφορετικών συµπτωµάτων πολλά από τα οποία είναι ιδιαίτερα χαρακτηριστικά. Τα πρώτα 

συµπτώµατα εµφανίζονται στον αγρό δύο χρόνια τουλάχιστον από τη µόλυνση ως 

ολιγοήµερη καθυστέρηση (4-6 ηµέρες) της ενάρξεως εκπτύξεως των φύλλων, της ανθοφορίας 

και της ωριµάσεως των καρπών σε σχέση µε τα υγιή δένδρα (Fideghelli et al., 2002). Η 

καθυστέρηση αυτή είναι πιο εµφανής στις πρώιµες ποικιλίες και αυξάνεται µε τον χρόνο 

(Desvignes 1986, Faggioli and Barba 2008) (Εικόνα 8Α-Γ). Επίσης, παρατηρείται σπάσιµο 

του χρώµατος των πετάλων, παραµορφώσεις και µεταχρωµατισµός των καρπών οι οποίοι 

επίσης συχνά παρουσιάζουν σχισµές στο σηµείο της ραφής και φέρουν ευµεγέθη και 

σφαιρικά σπέρµατα (Flores et al., 1990, Flores et al., 2006) (Εικόνα 8Δ-Ζ). Ανάλογα µε τον 

κυρίαρχο απλότυπο (haplotype) στον πληθυσµό των γενετικά συγγενών παραλλαγών του 

PLMVd σε ένα δένδρο ροδακινιάς, παρατηρούνται στα φύλλα συµπτώµατα χλωρώσεως, 

αποχρωµατισµού κατά µήκος της περιµέτρου του ελάσµατος ή µωσαϊκού (Εικόνα 8Η) (Xu et 

al., 2008). Χαρακτηριστική µάλιστα είναι η περίπτωση ορισµένων παραλλαγών του PLMVd 

που φέρουν µια ένθεση 12-13 nt, η οποία αναδιπλώνεται σε δοµή φουρκέτας (hairpin) µε 

θηλειά (loop) πλούσια σε ουρακίλες (uracil, U) και είναι υπεύθυνη για την έντονη χλώρωση 

(λεύκανση) µέρους ή του συνόλου του ελάσµατος των φύλλων (Εικόνα 8Θ). Το παραπάνω 

σύµπτωµα καλείται peach calico (PC), όπως και η παραλλαγή του ιοειδούς που το προκαλεί 

(Malfitano et al., 2003). Συχνά το PLMVd προκαλεί νέκρωση των οφθαλµών και των νεαρών 

βλαστών, ενώ σε ορισµένες περιπτώσεις εµφανίζεται και βοθρίωση του ξύλου (stem pitting) 

(Desvignes 1986) (Εικόνα 8Ι). Τα προσβεβληµένα δένδρα παρουσιάζουν ακόµη 

φυλλόπτωση, αποκτούν ‘ανοιχτή δοµή’ (Εικόνα 8ΙΑ) και γηράσκουν πρόωρα, ενώ επίσης 

αυξάνεται η ευπάθειά τους σε άλλους βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες. Στο θερµοκήπιο 

οι φυσικές αποµονώσεις του PLMVd διακρίνονται σε λανθάνουσες και σε ισχυρά παθογόνες 

ανάλογα µε την ένταση των συµπτωµάτων που προκαλούν στον φυτοδείκτη ροδακινιάς GF-

305 (Desvignes 1976, 1980).   

 

4.3.3. Ξενιστές 

Επί περισσότερα από 20 χρόνια η ροδακινιά/νεκταρινιά θεωρούνταν ο αποκλειστικός 

ξενιστής του PLMVd, καθώς διάφορες προσπάθειες ανιχνεύσεως (Desvignes 1982, 

Skrzeczkowski et al., 1996) ή µεταδόσεως µε εµβολιασµό (Desvignes 1976, 1982) σε 

διάφορα φυτικά είδη, κυρίως του γένους Prunus υπήρξαν ανεπιτυχείς. Όµως τα τελευταία 15 

χρόνια ερευνητές από διάφορες χώρες, χρησιµοποιώντας διαφορετικές διαγνωστικές 

µεθόδους, υπέδειξαν ως ξενιστές του και άλλα είδη όπως η αµυγδαλιά (P. dulcis Mill), η 

καλλιεργούµενη (P. communis L.) και άγρια απιδιά (P. amygdalifgormis L.), η βερικοκιά (P. 

armeniaca L.), η δαµασκηνιά (P. domestica L.), η Ιαπωνική δαµασκηνιά (P. salicina Lindl.), 
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η βερικοκιά (P. mume Sieb & Zucc.) και η κερασιά (P. avium L. ), όλα µέλη της οικογένειας 

Rosaceae (Faggioli et al., 1997, Hadidi et al., 1997, Giunchedi et al., 1998, Osaki et al., 1999, 

Kyriakopoulou et al., 2001, Fekih-Hassen 2006, 2007). 

 
Εικόνα 8. Χαρακτηριστικά συµπτώµατα που προκαλούνται σε φυτά ροδακινιάς από το PLMVd. 
Καθυστέρηση ανθήσεως (Α), εκπτύξεως φύλλων (Β) και ωριµάνσεως των καρπών (Γ), σπάσιµο 
χρώµατος των πετάλων (Δ), παραµόρφωση (Ε) και µεταχρωµατισµός και σχισµές στη ραφή των 
καρπών (ΣΤ), σφαιρικά και ευµεγέθη σπέρµατα (Ζ), µωσαϊκό (Η) και λεύκανση του ελάσµατος των 
φύλλων (Θ), βοθρίωση ή γλυφές του ξύλου (Ι), πρόωρη γήρανση και ανοιχτή δοµή φυτών (από: Flores 
et al., 2006, Desvignes 1999, αρχείο F. Faggioli).  
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Στις περισσότερες από τις παραπάνω περιπτώσεις η προσβολή από το PLMVd είναι 

λανθάνουσα, µε εξαίρεση την ποικιλία δαµασκηνιάς Angelino στην Ιταλία, όπου προκαλείται 

η ασθένεια του κηλιδωτού καρπού της δαµασκηνιάς (plum spotted fruit disease) (Giunchedi 

et al., 1998). Η ασθένεια χαρακτηρίζεται από την παρουσία πολυάριθµων αποχρωµατισµένων 

περιοχών µε ισοδιαµετρικό σχήµα (1-2 mm διαµέτρου) και αόριστη περίµετρο, διάσπαρτων 

στους καρπούς, ιδιαίτερα στην περιοχή του κάλυκα. Οι περιοχές αυτές συνενώνονται σε 

κηλίδες  διαµέτρου 6-8 mm και είναι περισσότερο εµφανείς την περίοδο Ιουλίου-Αυγούστου.  

 

4.3.4. Μετάδοση 

Το PLMVd µεταδίδεται στον αγρό κυρίως µε τον εµβολιασµό-ενοφθαλµισµό µέσω 

της χρήσεως µολυσµένου πολλαπλασιαστικού υλικού (Desvignes 1986) και ενδεχοµένως 

µολυσµένων κοπτικών εργαλείων καθώς στο εργαστήριο κατέστη δυνατή η µετάδοσή του σε 

υγιή φυτά µε τη χρήση λεπίδων που είτε προηγουµένως είχαν εµβαπτιστεί σε καθαρό 

παρασκεύασµα (Flores et al., 1990), είτε είχαν επιµολυνθεί µε φυτικό χυµό κόβοντας 

µολυσµένα φυτά (Hadidi et al., 1997). Όσον αφορά τη µετάδοσή του µε φορείς, έχει 

αναφερθεί από τους Flores et al., (1992) και Desvignes, (1986) µετάδοσή του, αν και σε 

µικρό ποσοστό, µε την πράσινη αφίδα της ροδακινιάς (Myzus persicae Sulzer), όχι όµως και 

µε τα είδη Aphis spiraecola Patch και Α. gossypii Glover. Σύµφωνα µε τους Barba et al., 

(2007), στον ετήσιο ρυθµό εξαπλώσεως του ιοειδούς, που κυµαίνεται µεταξύ 5 και 10% 

(Desvignes 1986), πέραν της χρήσεως µολυσµένου πολλαπλασιαστικού υλικού και ίσως 

κοπτικών εργαλείων, συµβάλλει και η γυρεοµετάδοση, ενώ δεν φαίνεται να υπάρχει 

σποροµετάδοση ούτε µε τον φυσικό ριζοεµβολιασµό.  

 

4.3.5. Γεωγραφική εξάπλωση 

Η παγκοσµιοποίηση της γεωργίας και ειδικότερα η ανταλλαγή και διακίνηση 

πολλαπλασιαστικού υλικού, σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι το PLMVd δεν προκαλεί συχνά 

συµπτώµατα στα φύλλα των µολυσµένων ποικιλιών, καθώς και το υψηλό ποσοστό (>50%) 

παρουσίας του στο φυτωριακό πολλαπλασιαστικό υλικό ροδακινιάς και νεκταρινιάς πολλών 

χωρών (Shamloul et al., 1995, Hadidi et al., 1997, Loreti et al.,1998, Flores and Llacer 1998), 

οδήγησαν στην ευρύτατη εξάπλωση του ιοειδούς αυτού σε όλο τον κόσµο. Από το 1976 

µέχρι σήµερα, η παρουσία του PLMVd έχει αναφερθεί σε πολλές χώρες της Βορείου και 

Νοτίου Αµερικής, στην Αυστραλία, Αυστρία, Γαλλία, Ελλάδα, Ιαπωνία, Ισπανία, Ιταλία, 

Κίνα, Κροατία, Λίβανο, Μαρόκο, Νεπάλ, Ρουµανία, Σερβία και Τυνησία (Desvignes 1986, 

Flores and Llacer, 1988, Shamloul et al., 1995, Hadidi et al., 1997, Οzaki et al., 1999, 

Kyriakopoulou et al., 2001, Fiore et al., 2003, Abou Ghanem and Choueiri 2003, Fekih-

Hassen et al., 2006, Mandic et al., 2008, Xu et al., 2008, Nieto et al., 2008).  
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4.3.6. Οικονοµικές ζηµιές 

Οι ζηµιές που προκαλούνται στην καλλιέργεια ροδακινιάς και νεκταρινιάς από το 

PLMVd είναι µεγάλες. Η µετατόπιση της εποχής ωριµάνσεως των καρπών στις 

προσβεβληµένες ποικιλίες δηµιουργεί προβλήµατα στην συγκοµιδή, ενώ η πρόωρη γήρανση 

των δένδρων αυξάνει το κόστος διαχειρίσεως και εγκαταστάσεως της καλλιέργειας. 

Παράλληλα παρατηρείται µείωση 20-40% της ποσότητας αλλά και της ποιότητας των 

παραγόµενων προϊόντων (Desvignes 1999). Οι προσβεβληµένοι καρποί είναι συνήθως 

παραµορφωµένοι, µε σχισµές στη ραφή, µαλακοί, άγευστοι και χωρίς άρωµα και συνεπώς µη 

εµπορεύσιµοι ή µειωµένης εµπορικής αξίας.  

 

4.3.7. Διάγνωση 

Όπως είναι γνωστό, τα ιοειδή δεν κωδικεύουν πρωτεΐνες, δεν φέρουν λοιπόν 

πρωτεϊνικό καψίδιο (coat protein) και ως εκ τούτου δεν µπορούν να εφαρµοστούν στη 

διάγνωσή τους πρωτεϊνικές µέθοδοι όπως η ELISA που αντίθετα χρησιµοποιείται ευρύτατα 

στη διάγνωση των ιών. Η διάγνωση του PLMVd όπως και των περισσότερων ιοειδών 

βασίστηκε και ακόµη βασίζεται στον συνδυασµό βιολογικών, βιοχηµικών και µοριακών 

µεθόδων. Η δοκιµή της σταυροειδούς προστασίας στον φυτοδείκτη ροδακινιάς GF-305 

αποτέλεσε την µέθοδο µε την οποία διαγνώστηκε για πρώτη φορά η ασθένεια του 

λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Desvignes 1976). Η διάρκεια της δοκιµής αυτής είναι 

περίπου τρεις µήνες και χρησιµοποιήθηκε αρκετά κατά τα πρώτα χρόνια από την ανακάλυψη 

της ασθένειας και την ταυτοποίηση ως αιτίου του PLMVd µέχρι την ανάγνωση της 

νουκλεοτιδικής του αλληλουχίας (Hernandez and Flores 1992), οπότε και ανοίχτηκε ο δρόµος 

για την εφαρµογή των µοριακών µεθόδων. Η ηλεκτροφόρηση δύο κατευθύνσεων (συνθήκες 

αποδιατάξεως και µη αποδιατάξεως) σε πήγµα πολυακρυλαµίδης και η χρώση µε νιτρικό 

άργυρο νουκλεϊκών οξέων αποτέλεσε στο παρελθόν (και λιγότερο στις µέρες µας) την κύρια 

βιοχηµική µέθοδο διαγνώσεως του PLMVd (Flores et al., 1992, Faggioli et al., 1997). Η 

µικρή ευαισθησία της µεθόδου αυτής σε συνδυασµό µε το γεγονός ότι, µε εξαίρεση τη 

ροδακινιά, ο τίτλος του PLMVd στα υπόλοιπα είδη ξενιστών είναι πιθανότατα πιο χαµηλός 

(Flores et al., 1990, 1992) την καθιστούν ακατάλληλη για γενική χρήση (Flores et al., 2003β). 

Σήµερα η διάγνωση του PLMVd βασίζεται κυρίως στη χρήση διαφόρων µοριακών µεθόδων 

και τεχνικών. Η µέθοδος του µοριακού υβριδισµού στυπώµατος κηλίδας (RNA ή φυτικού 

χυµού) (dot blot) ή ιστού (tissue print) µε τη χρήση ραδιενεργών ή µη ανιχνευτών (probes) 

cRNA ή cDNA χρησιµοποιείται ευρύτατα, καθώς επιτρέπει την ανίχνευση του ιοειδούς σε 

µεγάλο αριθµό δειγµάτων ταυτόχρονα µε ικανοποιητική ευαισθησία και εξειδίκευση 

(Hernandez and Flores 1992, Shamloul et al., 1995, Loreti et al., 1999, Kyriakopoulou et al., 

2001, Mandic et al., 2008). Πέραν του κλασικού µοριακού υβριδισµού, η παραλλαγή του 

‘επιτόπιος υβριδισµός’ (in situ hybridization) έχει χρησιµοποιηθεί για τον εντοπισµό του 
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ιοειδούς στους ιστούς των φυτών-ξενιστών (πασσαλώδες παρέγχυµα, ακραίο µερίστωµα) 

αλλά και σε υπo-κυτταρικό επίπεδο (χλωροπλάστες, πλαστίδια) (Bussiere et al., 1999, Rodio 

et al., 2007). Το 1995 οι Shamloul et al., (1995) εφάρµοσαν για πρώτη φορά στη διάγνωση 

του PLMVd την RT-PCR, µια νέα τότε τεχνική µε κύρια χαρακτηριστικά την υψηλή 

ευαισθησία και εξειδίκευση, χρησιµοποιώντας για τον σχεδιασµό των εκκινητών την 

νουκλεοτιδική αλληλουχία αναφοράς των Hernandez and Flores (1992). Από τότε µέχρι 

σήµερα που η τεχνική αυτή είναι ιδιαίτερα διαδεδοµένη, έχουν χρησιµοποιηθεί στη διάγνωση 

του PLMVd πολλές παραλλαγές της κλασικής RT-PCR όπως η πολλαπλή (multiplex) 

(Raggοzino et al., 2004), η RT-PCR ενός σταδίου (one tube) (Loreti et al., 1999) και η RT-

PCR ELISA η οποία προσφέρει 100 φορές µεγαλύτερη ευαισθησία (Shamloul et al., 2002). 

 

4.3.8. Αντιµετώπιση 

Μέχρι στιγµής δεν υπάρχει κανένα χηµικό προϊόν ή άλλο µέσο θεραπείας µε δράση 

αντι-ιοειδική που θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί για το έλεγχο του PLMVd στον αγρό. Η 

διάδοση της ασθένειας που προκαλεί µπορεί να περιοριστεί µόνο µε την εφαρµογή 

προληπτικών µέτρων, µε κυριότερο τη χρήση υγιούς και πιστοποιηµένου πολλαπλασιαστικού 

υλικού. Έτσι λοιπόν, σύµφωνα µε το παράρτηµα IV της υπ’ αριθµ. 289718 αποφάσεως του 

Υπουργείου Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων (ΥΑΑΤ), Φ.Ε.Κ 201952 Α. φύλλου 1952 

(23/9/2008), θα πρέπει να λαµβάνονται µέτρα για τον αποκλεισµό από τα µητρικά δένδρα 

ροδακινιάς και των ειδών ή υβριδίων που προορίζονται ως υποκείµενά της, µεταξύ άλλων και 

του PLMVd. Προς την κατεύθυνση αυτή η εξυγίανση και παραγωγή υγιούς 

πολλαπλασιαστικού υλικού αποτελεί το πρώτο βήµα. Εξυγίανση µολυσµένου από τον 

PLMVd, υλικού ροδακινιάς έχει επιτευχθεί µε το συνδυασµό θερµοθεραπείας (37 °C επί 35-

45 ηµέρες) και εµβολιασµού ακραίου µεριστώµατος (Desvignes 1986) καθώς και µε τον in 

vitro εµβολιασµό σε σπόροφυτα Nemaguard (Barba et al., 1995). Στην τελευταία περίπτωση 

ο βαθµός επιτυχίας της µεθόδου εξαρτάται από την ποικιλία και κυρίως από το µέγεθος του 

ακραίου µεριστώµατος (shoot tip apex) (Barba et al., 1995). Η διάδοση της ασθένειας θα 

µπορούσε επίσης να περιοριστεί µε την παρακολούθηση των καλλιεργειών ροδακινιάς, µε 

σκοπό τον έγκαιρο εντοπισµό εστιών µολύνσεως και εξάλειψη, καθώς και µε την αποφυγή 

χρησιµοποιήσεως εµβολίων αγνώστου υγείας και µε την υιοθέτηση από τους παραγωγούς 

ορισµένων καλλιεργητικών πρακτικών όπως η απολύµανση των κοπτικών και άλλων 

εργαλείων ή ο έλεγχος του πληθυσµού των αφίδων (Flores et al., 2003β). Βασικής σηµασίας, 

επίσης, είναι τα φυτουγειονοµικά µέτρα, αναφερόµενα κυρίως στην αποφυγή εισαγωγής στη 

χώρα µολυσµένου πολλαπλασιαστικού υλικού. 

 

4.3.9. Μοριακά χαρακτηριστικά 

Το PLMVd ανήκει στην οικογένεια Avsunviroidae και µαζί µε το CChMVd 
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συνιστούν το γένος Pelamoviroid (Navarro and Flores 1997). Το ιοειδές αυτό όπως και άλλα 

(PSTVd, HSVd, CEVd και ASBVd) (Visvader et al., 1985, Elena et al., 1991, Herold et al., 

1992, Polivka et al., 1996), πολλαπλασιάζεται στον ξενιστή του ως ένας πληθυσµός 

παρόµοιων αλλά όχι πανοµοιότυπων µεταξύ τους µοριακών παραλλαγών (molecular 

variants), πλησιάζοντας το µοντέλο του ‘σχεδόν είδους’ (quasi species) που προτάθηκε από 

τον Eigen (1993). Οι περισσότερες από τις παραλλαγές αυτές έχουν µέγεθος γενώµατος που 

κυµαίνεται µεταξύ 336 και 341 nt (Ambros et al., 1998, Ambros et al., 1999, Pelchat et al., 

2000, Hernandez and Flores 1999, Fekih-Hassen et al., 2007). Χαρακτηριστική όµως είναι η  

περίπτωση ορισµένων αποµονώσεων, το µέγεθος των οποίων κυµαίνεται µεταξύ 346 και 351 

nt καθώς φέρουν µια ένθεση 12-13 nt που σχηµατίζει µια φουρκέτα (hairpin) στο άκρο της 

θηλειάς Α του σφυροκέφαλου βραχίονα (hammerhead arm) (Ambros et al., 1998, Rodio et 

al., 2006). Οι παραλλαγές αυτές είναι γνωστές µε το όνοµα Peach Calico (PC) καθώς 

σχετίζονται µε την εµφάνιση του χαρακτηριστικού συµπτώµατος της λευκάνσεως των 

φύλλων της ροδακινιάς (Malfitano et al., 2003). Έχει αποδειχθεί ότι υπεύθυνη για το 

σύµπτωµα calico είναι η θηλειά (loop) τεσσάρων U (uracils) στην κορυφή της πρόσθετης 

αυτής φουρκέτας (Εικόνα 9Α) (Rodio et al., 2006). Η διακύµανση στο µέγεθος του 

γενώµατος µεταξύ των παραλλαγών του PLMVd είναι ένα ξεχωριστό χαρακτηριστικό, κοινό 

όµως και σε άλλα ιοειδή όπως τα PSTVd, HSVd, CEVd και ASBVd (Elena et al., 1991, 

Herold et al., 1992, Polivka et al., 1996, Visvader et al., 1985). Ιδιαίτερο ενδιαφέρον έχει η 

περίπλοκα διακλαδισµένη δευτεροταγής δοµή (διαµόρφωση) του PLMVd, η οποία πέραν του 

σφυροκέφαλου σχηµατισµού που λειτουργεί ως ριβοένζυµο απαραίτητο κατά τον 

πολλαπλασιασµό του (Hernadez and Flores 1999), φέρει και έναν έως τρεις ψευδοδεσµούς 

(pseudo-knots) (Ambros et al., 1998, Pelchat et al., 2000, Bussiere et al., 2000) οι οποίοι 

σταθεροποιούν την παραπάνω χαρακτηριστική διαµόρφωση που ευθύνεται για την 

αδιαλυτότητα του PLMVd σε συνθήκες υψηλής αλατότητας (2 M LiCl) (Pelchat et al., 2000). 

Η διατήρηση των παραπάνω δοµικών χαρακτηριστικών φαίνεται να συµβάλλει στην 

εξισορρόπηση της υψηλής γενετικής παραλλακτικότητας του PLMVd. Όσον αφορά την 

νουκλεοτιδική παραλλακτικότητα και την δευτεροταγή δοµή, αναφέρεται ότι το µόριο RNA 

του PLMVd διακρίνεται σε δύο περιοχές: α) την αριστερή περιοχή (P1, P2, P10, P11 ή P1, 

P6-P11) η οποία περιλαµβάνει τα σφυροκέφαλα µοτίβα αυτο-σχάσης (hammerhead self-

cleaving RNA motifs) και εµφανίζει συντηρηµένη µεν δευτεροταγή δοµή (σφυροκέφαλος 

βραχίονας) όχι όµως και αλληλουχία και β) την δεξιά περιοχή (P3-P9 ή P2-P5) η οποία 

αντίθετα, εµφανίζει συντηρηµένη αλληλουχία όχι όµως και δευτεροταγή δοµή. Οι δύο 

παραπάνω περιοχές πιθανότατα έχουν και διαφορετικό ρόλο, µε την αριστερή να συµµετέχει 

ενεργά στον πολλαπλασιασµό του ιοειδούς και την δεξιά πιθανότατα στην παθογένεια 

(Pelchat et al., 2000, Fekih-Hassen et al., 2007) (Εικόνα 9Β). Το PLMVd όπως και τα 

υπόλοιπα µέλη της οικογένειας Avsunvirodae εντοπίζονται σε υπο-κυτταρικό επίπεδο στους 
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χλωροπλάστες, όπου και πολλαπλασιάζονται µέσω του συµµετρικού κυλιόµενου κύκλου 

(symmetric rolling cycle), όπως αναφέρθηκε προηγουµένως (Bussiere et al., 1999). 

 
Εικόνα 9. Νουκλεοτιδική αλληλουχία και προβλεπόµενη δευτεροταγής δοµή ελάχιστης ελεύθερης 
ενέργειας δύο παραλλαγών του PLMVd, της Peach Calico (PC-40) (Malfitano et al., 2003) (A) και της 
τυπικής (Ambros et al., 1998, Hernandez and Flores 1992) (Β). Οι περιοχές που εµπλέκονται στο 
σχηµατισµό των σφυροκέφαλων δοµών αρνητικής και θετικής πολικότητας ορίζονται µε τις σηµαίες, 
οι συντηρηµένες περιοχές των σφυροκέφαλων δοµών ορίζονται µε τις ράβδους και οι θέσεις αυτό-
σχάσης µε τα βέλη.  
 

Στο µηχανισµό αυτό συµµετέχουν από πλευράς ιοειδούς τα σφυροκέφαλα µοτίβα 

(hammerhead motifs) που λειτουργώντας ως ριβοένζυµα καταλύουν τη σχάση του µορίου, 

και από την πλευρά του φυτού ξενιστή µια NEP πολυµεράση κωδικευόµενη στον πυρήνα 

(nuclear encoded polymerase) που υπάρχει στους χλωροπλάστες (Delgado et al., 2005) καθώς 

και µια RNA λίγαση (RNA ligase) (Kibestris et al., 1985).  

 

5. Σκοπός της εργασίας 

 Ο µικρός αριθµός πληροφοριών σχετικά µε την παρουσία ιοειδών σε καλλιέργειες 

µηλοειδών και πυρηνοκάρπων στην Ελλάδα, σε συνδυασµό µε τη σπουδαιότητα των 

καλλιεργειών αυτών για την ελληνική οικονοµία, συνέβαλε στο να προσδιοριστεί αρχικά ως 

βασικός σκοπός της παρούσας διατριβής η καταγραφή και µελέτη της παρουσίας στην 

Ελλάδα των σηµαντικότερων διεθνώς ιοειδών που προσβάλλουν τις καλλιέργειες αυτές, 

δηλαδή των ASSVd, PBCVd και PLMVd. Τα πρώτα αποτελέσµατα από την καταγραφή των 

παραπάνω ιοειδών στην Ελλάδα και ιδιαίτερα εκείνα που αφορούσαν τον PLMVd, σε 

συνδυασµό µε την διεθνώς εξέχουσα επιστηµονική και οικονοµική σηµασία του και την 
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έλλειψη πληροφοριών σχετικά µε την παρουσία του στην καλλιέργεια της ροδακινιάς στην 

Ελλάδα, την δεύτερη πιο σηµαντική µετά από αυτή των εσπεριδοειδών στην χώρα µας, 

οδήγησαν στην αλλαγή του αρχικού αντικειµένου της διατριβής που ήταν πλέον το ιοειδές 

PLMVd, ενώ τα υπόλοιπα ιοειδή των µηλοειδών και πυρηνοκάρπων στην Ελλάδα 

αποτέλεσαν το αντικείµενο άλλης διατριβής (Καπώνη, 2009). 

 Η παρούσα διατριβή επικεντρώθηκε στη λεπτοµερή καταγραφή της παρουσίας του 

PLMVd στη χώρα µας, στο µοριακό χαρακτηρισµό των ελληνικών αποµονώσεων, και στη 

µελέτη των φυλογενετικών τους σχέσεων καθώς και στη διαγνωστική του τεχνολογία.  

Λόγω της διχογνωµίας που υπάρχει διεθνώς µεταξύ σηµαντικών ερευνητών στον 

χώρο των ιοειδών, όπως οι R. Flores και Α. Hadidi, σχετικά µε την παρουσία ή όχι του 

PLMVd και σε άλλα φυτικά είδη πέραν της ροδακινιάς και των υβριδίων αυτής, ιδιαίτερη 

προσοχή δόθηκε στην αποµόνωση και τον χαρακτηρισµό τέτοιων αποµονώσεων.  

Μέχρι σήµερα η ταυτοποίηση του PLMVd σε φυτικά είδη πέραν της ροδακινιάς, 

όπως η καλλιεργούµενη και άγρια απιδιά, η βερικοκιά, η δαµασκηνιά και η κερασιά 

βασίστηκε κυρίως στην χρήση του µοριακού υβριδισµού (Faggioli et al., 1997, Hadidi et al., 

1997, Ozaki et al., 1999) και της RT-PCR (Giunchedi et al., 1998, Kyriakopoulou et al., 

2001, Fekih-Hassen et al., 2006, 2007), µέσω της οποίας έγινε γνωστή η αλληλουχία καθώς 

και τα χαρακτηριστικά των αποµονώσεων αυτών. Αναφέρεται στη βιβλιογραφία, µε εξαίρεση 

την ροδακινιά, η παρουσία του PLMVd στα παραπάνω είδη είναι περιστασιακή γεγονός που 

µπορεί να συνδεθεί µε την ανοµοιόµορφη κατανοµή και τον χαµηλό τίτλο του ιοειδούς σε 

αυτά τα είδη, δίχως όµως αυτό να έχει ποτέ προσδιοριστεί ποσοτικά (Flores et al., 2003β, 

Mandic et al., 2008). Έτσι λοιπόν, ο ποσοτικός προσδιορισµός της συγκεντρώσεως του 

PLMVd στη ροδακινιά και άλλους ξενιστές αποτέλεσε έναν ακόµη στόχο. 

 Σήµερα, πολλή συζήτηση γίνεται γύρω από το πολλαπλασιαστικό υλικό και 

ιδιαίτερα για την αναγκαιότητα της χρήσεως υγιούς και πιστοποιηµένου υλικού. Κάτι τέτοιο 

δεν θα µπορούσε να µην αφορά και την περίπτωση του PLMVd ενός ιδιαίτερα σοβαρού 

φυταπαθογόνου. Αν και γνωρίζουµε αρκετά για την παρουσία του στο φυτωριακό 

πολλαπλασιαστικό υλικό άλλων χωρών (Shamloul et al., 1995, Hadidi et al., 1997, Loreti et 

al., 1998, Flores and Llacer 1998), πλήρης άγνοια επικρατεί για το ποια είναι η κατάσταση 

στη χώρα µας. Γι’ αυτό λοιπόν, ο έλεγχος πολλαπλασιαστικού υλικού ροδακινιάς και 

νεκταρινιάς ελληνικών φυτωρίων αποτέλεσε επίσης στόχο της παρούσας διατριβής.  

Τέλος, στόχος ήταν και η υιοθέτηση, προσαρµογή και εφαρµογή στην διάγνωση του 

PLMVd νέων και πρωτοποριακών τεχνικών, που αφ’ ενός θα βελτίωναν τις γνώσεις µας 

σχετικά µε την βιολογία όχι µόνο του συγκεκριµένου ιοειδούς αλλά των ιοειδών γενικά, 

καθώς και τις µεθόδους εξυγιάνσεως (µικρο-εµβολιασµός, καλλιέργεια ακραίου 

µεριστώµατος), ενώ ευελπιστούµε πως οι πρωτοποριακές αυτές τεχνικές θα συµβάλουν στην 

εξέλιξη των συστηµάτων ελέγχου και πιστοποίησης του πολλαπλασιαστικού υλικού.  
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1. Περίληψη 

Tο ιοειδές της εσχαρώσεως του φλοιού του µήλου (Apple scar skin viroid, ASSVd), 

το ιοειδές του εξανθηµατικού έλκους της απιδιάς (Pear blister cancer viroid, PBCVd) και το 

ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) 

έχουν εξέχουσα φυτοπαθολογική σηµασία διεθνώς για τα µηλοειδή και πυρηνόκαρπα, οι 

πληροφορίες όµως σχετικά µε την παρουσία τους σε καλλιεργούµενα αλλά και αυτοφυή είδη 

µηλοειδών και πυρηνοκάρπων στην Ελλάδα είναι περιορισµένες. Η προκαταρκτική 

επισκόπηση της παρουσίας των παραπάνω ιοειδών στη χώρα µας βασίστηκε στην εφαρµογή 

της µεθόδου RT-PCR, η οποία για τον σκοπό αυτό βελτιστοποιήθηκε όσον αφορά τους 

εκκινητές, το είδος του εκµαγείου, την αντίστροφη µεταγραφάση και την προσθήκη 

αποδιατακτικών. Χρησιµοποιώντας τα ζεύγη εκκινητών ASSVdr4/ASSVdf3, 

PBCVdc/PBCVdh και PLMVdhL/PLMVdcL, ολικό RNA (µέθοδος εξαγωγής SiO2) ως 

εκµαγείο και TMSO ή DMSO ως αποδιατακτικά, η παρουσία των παραπάνω ιοειδών στη 

χώρα µας επιβεβαιώθηκε και παράλληλα καταγράφηκε σε νέες περιοχές της Βόρειας, 

Κεντρικής και Νότιας Ελλάδας, καθώς και σε νέα φυτικά είδη. Το PBCVd αποτέλεσε το πιο 

συχνά απαντώµενο ιοειδές και η παρουσία του καταγράφηκε σε δείγµατα απιδιάς, άγριας 

απιδιάς, κυδωνιάς και κράταιγου µε χαρακτηριστικά συµπτώµατα εξανθηµατικών ελκών στο 

φλοιό του κορµού. Το ASSVd ήταν το δεύτερο σε συχνότητα ιοειδές και η παρουσία του 

ήταν σχεδόν ταυτόσηµη µε το σύµπτωµα της εσχάρωσεως του φλοιού των καρπών απιδιάς, 

άγριας απιδιάς, καθώς και µηλιάς και άγριας µηλιάς, τα τελευταία δύο είδη αναφερόµενα εδώ 

για πρώτη φορά ως ξενιστές του ιοειδούς αυτού στην Ελλάδα και διεθνώς, αντίστοιχα. Όσον 

αφορά το PLMVd επιβεβαιώθηκε η παρουσία του στην άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά και 

καταγράφηκε για πρώτη φορά στην Ελλάδα η παρουσία του στη ροδακινιά και µάλιστα σε 

ιδιαίτερα υψηλό ποσοστό (66 %), καθώς και στη βερικοκιά. Τέλος, η παρουσία των 

παραπάνω ιοειδών σε ορισµένα νέα είδη ξενιστών επιβεβαιώθηκε µε την απ’ ευθείας 

αλληλούχηση των προϊόντων της PCR.  
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2. Εισαγωγή 

Τα ιοειδή είναι πολύ µικρά (246-401 νουκλεοτίδια) µονονηµατιδιακά, οµοιοπολικά 

κλειστά (κυκλικά) µόρια RNA µε υψηλό βαθµό ενδοµοριακής συµπληρωµατικότητας που 

τους προσφέρει χαρακτηριστική ραβδοειδή ή διακλαδισµένη δευτεροταγή δοµή. Μέχρι 

σήµερα έχουν χαρακτηρισθεί περισσότερα από 30 είδη ιοειδών τα οποία ταξινοµούνται στις 

οικογένειες Pospiviroidae και Avsunviroidae, µε την πρώτη να περιέχει τα περισσότερα µέλη. 

Μεταξύ των ξενιστών των ιοειδών συγκαταλέγονται και οπωροφόρα είδη, όπως η απιδιά 

(Pyrus communis L), η βερικοκιά (Prunus armeniaca L.), η δαµασκηνιά (P. domestica L.), η 

µηλιά (Malus pumila Mill.), η ροδακινιά (Prunus persica L), η κερασιά (P. avium L.) κ.ά., 

στα οποία προκαλούνται ασθένειες οικονοµικής σηµασίας (Randles 2003). Tο ιοειδές της 

εσχαρώσεως του φλοιού του µήλου (Apple scar skin viroid, ASSVd), το ιοειδές του 

εξανθηµατικού έλκους της απιδιάς (Pear blister cancer viroid, PBCVd) και το ιοειδές του 

λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) ξεχωρίζουν 

φυτοπαθολογικά, λόγω του ότι η παρουσία τους σχετίζεται µε την υποβάθµιση της ποιότητας 

(σχισµές, ρωγµές, παραµόρφωση κ.τ.λ.) και τη µείωση της ποσότητας των παραγόµενων 

προϊόντων, καθώς και µε την εξασθένηση, πρόωρη γήρανση ακόµη και θάνατο των 

προσβεβληµένων δένδρων µε συνέπεια σηµαντικές απώλειες. Τα ASSVd και PBCVd 

αποτελούν µέλη του γένους Apscaviroid της οικογένειας Pospiviroidae και προσβάλλουν, 

αντίστοιχα, κυρίως τη µηλιά και την απιδιά, ενώ το PLMVd ανήκει στο γένος Pelamoviroid 

της οικογένειας Avsunviroidae και έχει ως βασικό του ξενιστή τη ροδακινιά. Από την 

ανακάλυψη των παραπάνω ιοειδών µέχρι το 2006, έτος ενάρξεως της παρούσας διατριβής, 

πολλές ήταν οι διεθνείς µελέτες µε αντικείµενο τα παραπάνω ιοειδή. Αντίθετα, όσον αφορά 

τη χώρα µας οι µοναδικές πληροφορίες προέρχονται από τους Kyriakopoulou and Hadidi 

(1997) και Kyriakopoulou et al., (1998, 2001) και σχετίζονταν µε την παρουσία των 

παραπάνω ιοειδών στην άγρια (P. amygdaliformis Vill.) και καλλιεργούµενη απιδιά. Έτσι 

λοιπόν οι περιορισµένες πληροφορίες σχετικά µε την παρουσία των ASSVd, PBCVd και 

PLMVd σε καλλιεργούµενα αλλά και αυτοφυή είδη µηλοειδών και πυρηνοκάρπων στην 

Ελλάδα, σε συνδυασµό µε τη σπουδαιότητα των καλλιεργειών αυτών στην ελληνική 

οικονοµία, ώθησε στο να αποτελέσει η καταγραφή, στη χώρα µας, της παρουσίας των 

ιοειδών αυτών βασικό στόχο του παρόντος κεφαλαίου. Παράλληλα αναπτύχθηκε και 

βελτιστοποιήθηκε η τεχνική RT-PCR µε σκοπό την αποτελεσµατικότερη µελέτη της 

παρουσίας των παραπάνω ιοειδών και τη συµβολή στη ανίχνευσή τους.  

 

3. Υλικά και µέθοδοι 

 3.1. Φυτικό υλικό  

 Προκειµένου να πραγµατοποιηθεί µια πρώτη καταγραφή της παρουσίας των ιοειδών 
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ASSVd, PBCVd και PLMVd στη χώρα µας, πραγµατοποιήθηκαν κατά τη χρονική περίοδο 

Απρίλιος 2004-Σεπτέµβριος 2005 δειγµατοληψίες καλλιεργούµενων και ορισµένων 

αυτοφυών ειδών µηλοειδών και πυρηνοκάρπων από περιοχές της Βόρειας, Κεντρικής και 

Νότιας Ελλάδας (Πίνακας 1). Συλλέχθηκαν συνολικά 131 δείγµατα φύλλων, καρπών και 

κλαδίσκων από απιδιές, άγριες απιδιές, άγριες κοροµηλιές (P. spinosa), άγριες µηλιές (M. 

sylvestris Mill.), βερικοκιές, δαµασκηνιές, κερασιές, κράταιγους (Crataegus sp.), µηλιές, και 

ροδακινιές µε συµπτώµατα όπως περιγράφονται στον Πίνακα 1. Σε κάθε δένδρο 

τοποθετήθηκε µεταλλικό καρτελάκι µε κωδικό αριθµό ο οποίος αναγράφηκε και στο 

πλαστικό σακουλάκι που περιείχε τα δείγµατα από το συγκεκριµένο δένδρο. Τα δείγµατα 

µετά τη συλλογή τους µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο όπου αποθηκεύτηκαν µέχρι την 

εξέτασή τους στους -80 °C απ’ ευθείας ή στους 4 °C µετά από προηγούµενη λυοφυλίωση 

τους. Ως θετικοί µάρτυρες του ASSVd χρησιµοποιήθηκαν φύλλα και κλαδίσκοι απιδιάς της 

ποικιλίας cv spy 277 µολυσµένης µε την αποµόνωση ASSVdBel προερχόµενα από τη 

συλλογή του Πανεπιστηµίου Gembloux Faculté Universitaire des Sciences Agronomique, 

Unité di Phytopathologie, µε την ευγενική προσφορά της Dr. S. Roussel. Όσον αφορά τα 

PBCVd και PLMVd, ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν, αντίστοιχα, φύλλα/κλαδίσκοι 

του φυτοδείκτη απιδιάς Α20  µολυσµένου µε την ιταλική αποµόνωση PBCVd P8 και φύλλα 

του φυτοδείκτη ροδακινιάς GF-305 µολυσµένου µε την επίσης ιταλική αποµόνωση PLMVd 

P31. Οι ιταλικές αποµονώσεις προήλθαν από τη συλλογή του Ινστιτούτου CRA (Centro di 

Ricerca per la Pathologia Vegetale) στη Ρώµη µετά από ευγενική προσφορά των Dr. M. 

Barba και Dr. F. Faggioli.  

  

 3.2. Μεταχειρίσεις για την αδρανοποίηση των ριβονουκλεασών (ribonucleases, 

RNases) 

 Για την προστασία του RNA από τη δράση των ριβονουκλεασών (ribonucleases, 

RNases) ελήφθησαν τα παρακάτω µέτρα: i) Όλα τα γυάλινα σκεύη αποστειρώθηκαν στους 

180 °C ή επωάστηκαν µαζί µε τα επαναχρησιµοποιηθέντα πλαστικά σκεύη επί 12 ώρες στους 

37 °C σε διάλυµα 0.1 % (ο/ο) διαιθυλο-πυρανθρακικού οξέος (di-ethly-pyro-carbonic acid, 

DEPC) και ακολούθησε αποστείρωση. ii) Όλα τα διαλύµατα παρασκευάστηκαν µε 

απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό που είχε υποστεί µεταχείριση µε DEPC (νερό DEPC): 

Σε απεσταγµένο και αποστειρωµένο νερό προστέθηκε 0.1 % (ο/ο) DEPC, ακολούθησε 

επώαση στους 37 °C επί οχτώ ώρες και τελικά αποστείρωση στους 121 °C επί 25-30 λεπτά. 

iii) Τα χηµικά που χρησιµοποιήθηκαν προορίζονταν αποκλειστικά για τη µεταχείριση RNA. 
iv) Απαραίτητη σε όλα τα στάδια ήταν η χρήση και η συχνή αλλαγή εξεταστικών γαντιών 

προς αποφυγή των RNασων που προέρχονται από το δέρµα (Sambrook et al., 1989).  
 



  ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΩΝ ASSVd, PBCVd ΚΑΙ PLMVd 
 

 36 

Πίνακας 1. Δείγµατα καλλιεργούµενων και αυτοφυών µηλοειδών και πυρηνοκάρπων που 
ελέγχθηκαν για την παρουσία των ιοειδών ASSVd, PBCVd και PLMVd 

 

 

3.3. Αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Reverse Transcription-

Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 

 3.3.1. Εκµαγείο 

 Η RT-PCR αποτέλεσε στο παρόν κεφάλαιο τη βασική διαγνωστική µέθοδο των τριών 

ιοειδών. Για την εφαρµογή της µεθόδου αυτής χρησιµοποιήθηκαν δύο τύποι εκµαγείου: i) 

Εκχύλισµα φυτικού χυµού σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα και ii) ολικό RNA (total RNA, 

t-RNA) η εκχύλιση του οποίου έγινε µε δύο µεθόδους διαφέρουσες µεταξύ τους ως προς τη 

Φυτικό είδος  Ποικιλία  Αριθµός 
δειγµάτων  

Περιοχή  
(αριθµός δειγµάτων) 

Συµπτώµατα 

Μηλιά  
(Malus pumila Mill.)  

Red Delicious 
Golden Delicious 
Starking Delicious 

16 Μάννα Κορινθίας (5), 
Aνδρίτσαινα (3) Ηλείας, 
Ασσέα Αρκαδίας (4), 
Ζαγορά Μαγνησίας (4) 
 

Κοµµίωση κορµών, 
βραχιόνων, κλάδων 
Εσχάρωση, σχισµές καρπών 

Απιδιά  
(Pyrus communis L.) 

Κρυστάλλια 
Κοντούλα  
Άγνωστη 

20 Καρατζάς (5) και 
Βλαχεϊκα (2) Τροιζηνίας, 
Κλένια Κορινθίας (4), 
Καρύταινα Αρκαδίας (3), 
Στρούτζα Ναυπακτίας (3), 
Ζαγορά Μαγνησίας (3) 

Εσχάρωση, σχισµές καρπών 
(Εικόνα 1A,B) 
Εξανθηµατικά έλκη κορµών, 
βραχιόνων, κλάδων (Εικόνα 
2Α,Β) 
Ξήρανση κλάδων 
 

Κυδωνιά  
(Cyndonia oblonga 
Mill.) 

Υποκείµενο 4 Καρατζάς Τροιζηνίας (4) Εξανθηµατικά έλκη κορµών 
και κλάδων (2Δ) 

Άγρια µηλιά 
(Malus sylvesrtis Mill.) 

Αυτοφυές  8 Σκρα Κιλκίς (8) Εσχάρωση, σχισµές καρπών 
Εξανθηµατικά έλκη κορµών, 
βραχιόνων, κλάδων 
 

Άγρια απιδιά  
(Pyrus amygdaliformis 
Vill.) 

Υποκείµενο 
Αυτοφυές 

36 Καρατζάς (4), Βλαχέϊκα 
(2) Τροιζηνίας, 
Ανδρίτσαινα Ηλείας (6), 
Καρύταινα Αρκαδίας (4), 
Σκρα Κιλκίς (11), 
Στρούτζα Ναυπακτίας (9) 

Εσχάρωση, σχισµές καρπών 
(Εικόνα 1Γ) 
Εξανθηµατικά έλκη κορµών, 
βραχιόνων, κλάδων (Εικόνα 
2Γ) 
 

Βερικοκιά 
(Prunus armeniaca L.) 

Διαµαντοπούλου 
Άγνωστη 

12 Κλένια (3), Μάννα (9) 
Κορινθίας  

Κοµµίωση 
Κίτρινη κηλίδωση φύλλων  
Νέκρωση οφθαλµών 
Δερµάτωση καρπών  

Ροδακινιά 
(Prunus persica L.) 

Spring Crest 
May Crest 
Άγνωστη 

15 Άγιος Βασίλειος (6), 
Κλένια (3), Μάννα (5) 
Κορινθίας 

Κοµµίωση 
Σχισµές, παραµόρφωση 
καρπών (Εικόνα 3Α) 
Κιτρινοπράσινο µωσαϊκό 
ορισµένων φύλλων (Εικόνα 
3Β) 

Κερασιά 
(Prunus avium L.) 
 

Άγνωστη 4 Ζαγορά Μαγνησίας (4) Κοµµίωση 
Ξήρανση κλαδίσκων 
Ερυθρές, νεκρωτικές κηλίδες 
στα φύλλα 

Κράταιγος 
(Crataegus sp.) 

Αυτοφυές 12 Σκρα Κιλκίς (7) 
Στρούτζα Ναυπακτίας (5) 

Εξανθηµατικά έλκη κορµών 

Άγρια  κοροµηλιά 
(Prunus spinosa L.) 

Αυτοφυές 4 Σκρα Κιλκίς (2) 
Στρούτζα Ναυπακτίας (2) 

Κοµµίωση 
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χρήση ή όχι επικίνδυνων οργανικών διαλυτών όπως η φαινόλη και το χλωροφόρµιο. Οι τρεις 

µέθοδοι περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω. 

  

 

Εικόνα 1. Συµπτώµατα έντονης (Α) και ήπιας (Β) 
εσχαρώσεως του φλοιού καρπών απιδιάς και 
άγριας απιδιάς (Γ) στον Καρατζά Τροιζηνίας και 
τα Κλένια Αργολίδας 

 

 
Εικόνα 2. Εξανθηµατικά έλκη σε κορµούς, βραχίονες και κλάδους απιδιάς (Α, Β), άγριας απιδιάς (Γ) 
και κυδωνιάς (Δ) στον Καρατζά Τροιζηνίας 
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Εικόνα 3. Συµπτώµατα σχισµών στη ραφή των καρπών (Α) και κιτρινοπράσινου µωσαϊκού στα φύλλα 
(Β) ροδακινιάς στον Άγιο Βασίλειο και τα Κλένια Αργολίδας  
 

 3.3.1.1. Εκχύλισµα φυτικού χυµού 

 Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου που 

περιγράφεται από τους Rowhani et al., (1995). Σύµφωνα µε αυτό, ποσότητα 0.1 gr φυτικού 

ιστού (φύλλο, φλοιός ή σάρκα καρπού, ξύσµα καµβίου κλαδίσκων) τοποθετήθηκε σε 

πλαστικό σακουλάκι που περιείχε 2 ml διαλύµατος οµογενοποιήσεως (500 mM Tris-HCl pH: 

8.3, 2 % [β/ο] Polyvinylpyrrolidone-40 [PVP-40), 1 % [β/ο] polyethylene glycol-6000 [PEG-

6000], 1.4 mM NaCl και 0.05 % [o/o] Tween-20). Στη συνέχεια, 500 µl του 

οµογενοποιήµατος µεταφέρθηκαν σε µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppendorf AG, Hamburg, 

Germany) και ακολούθησε φυγοκέντρηση (30 RF, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Germany) 

στις 10000 στροφές ανά λεπτό (revolutions per minute, rpm) επί 10 λεπτά. Διακόσια (200) µl 

του υπερκειµένου µεταφέρθηκαν σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppendorf) και 

αποθηκεύτηκαν στους -80 °C.  

 

 3.3.1.2. Eκχύλιση ολικού RNA (total RNA, tRNA) 

 α) Μέθοδος χλωροφορµίου-φαινόλης (Coffin and Coutts, 1992) 

 Σε ιγδίο που περιείχε µικρή ποσότητα υγρού αζώτου οµογενοποιήθηκαν 0.1 gr 

φυτικού ιστού (φύλλο, φλοιός ή σάρκα καρπού, ξύσµα καµβίου κλαδίσκων) παρουσία 2 ml 

διαλύµατος εκχυλίσεως Α (1 Μ  Tris-HCl pH: 7.5, 1 M sucrose, 500 mM MgOAc, 500 mM 

KCl και 10 % [β/ο] SDS). Στη συνέχεια, 1 ml του οµογενοποιήµατος µεταφέρθηκε σε 

µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppendorf) και φυγοκεντρήθηκε στις 10000 rpm επί 10 λεπτά. 

Πεντακόσια (500) µl υπερκειµένου µεταφέρθηκαν σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml και 

προστέθηκε ίσος όγκος µίγµατος 1/1 (ο/ο) χλωροφορµίου-φαινόλης (κορεσµένης µε νερό, 

pΗ: 7.0). Μετά από έντονη ανάδευση (vortex), το µίγµα φυγοκεντρήθηκε στις 14000 rpm επί 

15 λεπτά και το υπερκείµενο (υδατική φάση) µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml, στον 

οποίο προστέθηκαν επίσης 2.5 όγκοι παγωµένης αιθανόλης 100 % (ο/ο) και διάλυµα 2.5 Μ 
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ΝaΟΑc pΗ: 5.7 σε αναλογία 1/10 (ο/ο). Το µίγµα αναδεύτηκε και η κατακρήµνιση των 

νουκλεϊκών οξέων έλαβε χώρα στους -20 °C επί 12-18 ώρες ή στους -80 °C επί τουλάχιστον 

µια ώρα. Στη συνέχεια, µετά από φυγοκέντρηση στις 14000 rpm επί 20 λεπτά, το 

υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα νουκλεϊκών οξέων ξεπλύθηκε µε 1 ml 70 % (ο/ο) 

αιθανόλης και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 7000 rpm επί πέντε λεπτά. Οι µικροσωλήνες 

έπειτα τοποθετήθηκαν στο θάλαµο νηµατικής ροής προκειµένου να στεγνώσει το ίζηµα, το 

οποίο στη συνέχεια αναδιαλύθηκε σε 50 µl νερό DEPC.  

 

 β) Μέθοδος οξειδίου του πυριτίου (silica dioxide SiO2) (Rott and Jelkmann, 2001) 

 Ποσότητα 0.1 gr φυτικού ιστού (φύλλο, φλοιός ή σάρκα καρπού, ξύσµα καµβίου 

κλαδίσκων) κορνιοτοποιήθηκε µε τη βοήθεια υγρού αζώτου και οµογενοποιήθηκε µε 2 ml 

διαλύµατος εκχυλίσεως Β (4 Μ guanidine thiocyanate, 0.2 M NaOAc pH: 5.2, 25 mM EDTA 

pH: 8.0, 1 mM KOAc και  2.5 % [β/ο] PVP-40). Στη συνέχεια, 1 ml οµογενοποιήµατος 

µεταφέρθηκε σε µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppendorf) και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 1000 

rpm επί πέντε λεπτά. Σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppedorf) µεταφέρθηκαν 500 µl 

υπερκειµένου και προστέθηκαν 100 µl διαλύµατος 10 % (β/ο) N-lauryl sarkosyl και 5 µl 2-

mercaptoehanol. Ακολούθως, το διάλυµα επωάστηκε επί 10 λεπτά στους 70 °C µε δυο 

ενδιάµεσες αναδεύσεις, τοποθετήθηκε επί πέντε λεπτά στον πάγο και φυγοκεντρήθηκε στις 

13000 rpm επί 10 λεπτά. Έπειτα, 300 µl υπερκειµένου µεταφέρθηκαν σε νέο µικροσωλήνα 

1.5 ml που περιείχε 150 µl διαλύµατος 6 Μ ΝaΙ και 25 µl υδατικού αιωρήµατος SiO2. Το 

διάλυµα επωάστηκε σε θερµοκρασία δωµατίου επί 10 λεπτά µε δύο ενδιάµεσες αναδεύσεις 

και φυγοκεντρήθηκε στις 6000 rpm επί ένα λεπτό. Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 500 µl 

διαλύµατος πλύσεως (10 mM Tris-HCl pH: 7.5, 0.5 mM EDTA pH: 8.0, 50 mM NaCl, 50% 

[o/o] αιθανόλη) και φυγόκεντρηθηκε στις 6000 rpm για ένα λεπτό. Το στάδιο πλύσης 

επαναλήφθηκε ακόµη δύο φορές και το ίζηµα στέγνωσε µε τοποθέτηση των µικροσωλήνων 

στο θάλαµο νηµατικής ροής πριν την επαναδιάλυσή του σε 150 µl νερό DEPC. Το διάλυµα 

στη συνέχεια επωάστηκε επι τέσσερα λεπτά στους 70 °C και φυγοκεντρήθηκε στις 13000 

rpm επί τρία λεπτά. Έπειτα το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml και 

ακολούθησε κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων µε αιθανόλη και NaOAc όπως 

περιγράφηκε παραπάνω. Τελικά το ίζηµα νουκλεϊκών οξέων επαναδιαλύθηκε σε 50 µl νερό 

DEPC.  

 Για την παρασκευή του διαλύµατος, 6 Μ NaI 0.75 gr Na2SO3 και 36 gr NaI 

διαλύθηκαν σε 40 ml νερού DEPC και το τελικό διάλυµα αποθηκεύτηκε σε σκοτεινό δοχείο  

στους 4 °C. Η  προετοιµασία του υδατικού αιωρήµατος SiO2 έγινε µε την προσθήκη 60 gr 

SiO2 σε 500 ml απεσταγµένου και αποστειρωµένου νερού. Το SiO2 αναδεύτηκε καλά και 

αφέθηκε προς καθίζηση σε θερµοκρασία δωµατίου επί 24 ώρες. Στη συνέχεια, το 
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υπερκείµενο αποµακρύνθηκε (470 ml περίπου) και προστέθηκαν εκ νέου 500 ml νερού. Το 

αιώρηµα αναδεύτηκε καλά και αφέθηκε προς καθίζηση επί πέντε περίπου ώρες. Τελικά, 440 

ml περίπου του υπερκειµένου απορρίφθηκαν και τα εναποµείναντα 60 ml του αιωρήµατος 

ρυθµίστηκαν σε pΗ 2.0 µε HCl και αποθηκεύτηκαν στους 4 °C.  

 

 3.3.2. Εκκινητές  

 Στο παρόν κεφάλαιο, για τη διάγνωση των ιοειδών ASSVd, PBCVd και PLMVd µε 

την τεχνική RT-PCR, χρησιµοποιήθηκαν ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές (primers) που 

προήλθαν από τη διεθνή βιβλιογραφία ή σχεδιάστηκαν στην παρούσα µελέτη (Πίνακας 2). Ο 

σχεδιασµός του ζεύγους εκκινητών για κάθε ιοειδές βασίστηκε στην χρήση υψηλά 

συντηρηµένων περιοχών του γενώµατός του, οι οποίες αναγνωρίστηκαν µετά από 

ευθυγράµµιση (alignment) και σύγκριση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών όλων σχεδόν των 

διαθέσιµων στις βάσεις δεδοµένων αποµονώσεων κάθε ιοειδούς, µε τη βοήθεια του 

λογισµικού προγράµµατος WU-BLAST2 (Washington University Basic Logical Search 

Alignment Tool Version 2.0) (Altschul et al., 1990) (EMBL-EBI: http://www.ebi.ac.uk/ 

Tools/blast/nucleotide.htm). Θα πρέπει να επισηµανθεί ότι τα ζεύγη εκκινητών που 

σχεδιάστηκαν στη παρούσα εργασία προήλθαν από συντηρηµένες περιοχές του γενώµατος 

του κάθε ιοειδούς, αλλά µε βασική προϋπόθεση, ιδιαίτερα για την περιοχή σχεδιασµού των 

καθοδικών εκκινητών, τη χαµηλού βαθµού δευτεροταγή δοµή κυρίως της θέσεως που 

αντιστοιχεί στο άκρο 3΄. Η µε βάση το παραπάνω κριτήριο επιλογή των εκκινητών έγινε µε 

τη βοήθεια του λογισµικού προγράµµατος προβλέψεως δευτεροταγούς δοµής RNA, mFold 

(Zuker 2003) (http://mfold.bioinfo.rpi.edu/cgi-bin/rna-form1-2.3.cgi). Τα ζεύγη εκκινητών 

σχεδιάστηκαν µε αντίθετο εξωτερικό προσανατολισµό (αντιπαράλληλη κατεύθυνση) έχοντας 

υπόψη πως τα ιοειδή είναι οµοιοπολικά κλειστά (κυκλικά) µόρια RNA. Ο προσδιορισµός των 

ιδιοτήτων κάθε ζεύγους εκκινητών έγινε µε το λογισµικό πρόγραµµα OligoCalc: 

Oligonucleotide Properties Calculator (Kibbe 2007) (Northwestern University: 

http://www.basic.northwestern. edu/biotools/oligocalc.html). Η πλειονότητα των εκκινητών 

που χρησιµοποιήθηκαν στη παρούσα εργασία ενίσχυαν το σύνολο του γενώµατος του 

ιοειδούς-στόχου, µε εξαίρεση τους εκκινητές ASSVdf3/ASSVdr4 και PBCVdf5/PBCVdr6. 

Οι εκκινητές προήλθαν από την εταιρεία Invitrogen χωρίς να δοθεί ιδιαίτερη σηµασία στην 

καθαρότητά τους (desalted) και µετά τη παραλαβή τους επαναδιαλυτοποιήθηκαν σε νερό 

DEPC. 

 

3.3.3. Δοκιµές RT-PCR 

 Στο παρόν κεφάλαιο εφαρµόστηκαν δύο τύποι RT-PCR: Η RT-PCR δύο σταδίων σε 

δύο µικροσωλήνες (two step-two tubes) για την ανίχνευση των ASSVd, PBCVd και PLMVd 
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και η RT-PCR δύο σταδίων σε κοινό µικροσωλήνα (two step-one tube) για τη ανίχνευση του 

PLMVd.  

 
Πίνακας 2. Ζεύγη εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των ιοειδών ASSVd, 
PBCVd και PLMVd. 
Όνοµα 

εκκινητή 

Αλληλουχία Θέση Προϊόν (ζβ) Βιβλιογραφική 

αναφορά 

ASSVdc CCTTCGTCGACGACGA 82-97 

ASSVdh CCGGTGAGAAAGGAGCTGCCAGCAC 98-122 
330 

Hadidi and 

Yang, 1990 

ASSVdr4 GGTGAGTTCCTTCTTCTCCTCGTTTTC 53-79 

ASSVdf3 CTCGCACCAGTTCCGCTGTG 139-158 
272 

Παρούσα 

εργασία 

PBCVdc CCTTCGTCGACGACGA 82-97 

PBCVdh GTCTAGAAGCCTGGGCGCTGGCTGG 98-121 
315 

Shamloul et 

al.,2002 

PBVCdr6 CACCACAGGAACCTCAGGAAAGGGA 1-22 

PBCVdf5 GGAGAAGAAAACCAGCGTTGCTTCC 155-179 
187 

Παρούσα 

εργασία 

PLMVdc AACTGCAGTGCTCCGT 100-115 

PLMVdh CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCTCG 116-139 
337 

Shamloul et 

al.,1995 

PLMVdcL AACTGCAGTGCTCCGAATAGGGCAC 92-116 

PLMVdhL CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCTCG 117-141 
337 

Loreti et al., 

1999 

PLMVdr6 ACACCCCCCTCGGAACCAACC 180-200 

PLMVdf5 GATCCAGGTACCGCCGTAGAAACT 201-224 
337 

Παρούσα 

εργασία 

  

 α) RT-PCR δύο σταδίων σε δύο µικροσωλήνες (two step-two tubes) 

 Για την ενίσχυση του στόχου µε την PCR έπρεπε να προηγηθεί το στάδιο της 

µεταγραφής του RNA σε µονονηµατιδιακό συµπληρωµατικό DNA (complementary DNA, 

cDNA). Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιήθηκε στον πρώτο µικροσωλήνα παρουσία του 

ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση (reverse transcriptase, RTase). Η αντίδραση 

πραγµατοποιήθηκε σε µικροσωλήνα 0.2 ml (Costar Corporation, Cambridge MA, USA) σε 

τελικό όγκο 15 µl, µε τη χρησιµοποίηση τριών µl εκµαγείου (ολικό RNA ή εκχύλισµα 

φυτικού χυµού) το οποίο αποδιατάχθηκε παρουσία του καθοδικού εκκινητή (1 µl, 100 µΜ), 

µε θέρµανση στους 90 °C επί πέντε λεπτά, τοποθετήθηκε στο πάγο επί πέντε λεπτά και στη 

συνέχεια προστέθηκε στο διάλυµα της αντιδράσεως το οποίο αποτελούταν από 50 mM Tris-

HCl pH: 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCL2, 0.25 mM από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο (dNTP), 10 

mM DTT, 60 µονάδες αντίστροφης µεταγραφάσης M-MLV (Invitrogen Ltd., Paisley, 

England, UK), 8 µονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών Human Placental Ribonuclease 

Inhibitor (HT Biotechnology, Ltd., Cambridge, England, UK), 5% (o/o) DMSO και νερό 

DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Στη συνέχεια οι µικροσωλήνες τοποθετήθηκαν στον 

θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ-Research, Waltham, Massachusetts, USA) και η 
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αντίστροφη µεταγραφή πραγµατοποιήθηκε µε επώαση του διαλύµατος της αντιδράσεως επί 

55 λεπτά στους 42 °C και πέντε λεπτά στους 92 °C.  

 Μετά την ολοκλήρωση της αντίστροφης µεταγραφής, δύο µl cDNA προστέθηκαν σε 

µικροσωλήνες 0.2 ml (Costar) που περιείχαν το διάλυµα της αντιδράσεως PCR µε τελικό 

όγκο 20 µl. Το διάλυµα αντιδράσεως PCR αποτελείτο από 20 mM Tris-HCl pH: 8.4, 50 mM 

KCl, 2 mM MgCl2, 0.5 µM από κάθε ανοδικό και 0,5 µΜ από κάθε καθοδικό εκκινητή, 0.2 

mΜ dNTPs, 5% (o/o) DMSO, δύο µονάδες Taq DNA πολυµεράσης (Invitrogen) και νερό 

DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Στη συνέχεια οι µικροσωλήνες τοποθετήθηκαν στον 

θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ-Research) όπου επωάστηκαν σύµφωνα µε το παρακάτω 

πρωτόκολλο:   

 i). Αρχική αποδιάταξη εκµαγείου RNA-DNA: Επώαση διαλύµατος αντιδράσεως 

PCR στους 94 °C επί πέντε λεπτά. 

 ii). Αποδιάταξη του δινηµατιδιακού DNA-εκµαγείου: Επώαση διαλύµατος 

αντιδράσεως PCR στους 94 °C επί 45 δευτερόλεπτα. 

 iii). Επανασύνδεση του εκµαγείου µε τους εκκινητές: Υβριδοποίηση των εκκινητών 

µε το εκµαγείο µε επώαση διαλύµατος αντιδράσεως στους 60 °C επί 45 δευτερόλεπτα. 

 iv). Επιµήκυνση δεσµευµένων εκκινητών µε επώαση του διαλύµατος της 

αντιδράσεως στους 72 °C επί 45 δευτερόλεπτα. 

Ο κύκλος των σταδίων 2, 3, 4 επαναλήφθηκε 32 φορές και η διαδικασία ολοκληρώθηκε µε 

επώαση του διαλύµατος της αντιδράσεως στους 72 °C επί επτά λεπτά για την επιµήκυνση 

όλων των ηµιτελών αλυσίδων. 

 

 β) RT-PCR δύο σταδίων σε κοινό µικροσωλήνα (two step-one tube) 

 Το πρωτόκολλο της RT-PCR σε κοινό µικροσωλήνα εφαρµόστηκε για τη ανίχνευση 

του PLMVd µε τη χρήση του ζεύγους εκκινητών PLMVdcL/PLMVdhL (Loreti et al., 1999) 

(Πίνακας 2). Σύµφωνα µε το πρωτόκολλο αυτό, 1.5 µl ολικού RNA αποδιατάχθηκε παρουσία 

του καθοδικού εκκινητή PLMVdcL (1µl, 100 µl) µε θέρµανση στους 100 °C επί πέντε λεπτά, 

τοποθετήθηκε επί πέντε λεπτά στον πάγο και στη συνέχεια προστέθηκε στο διάλυµα της 

αντιδράσεως τελικού όγκου 15 µl. Το διάλυµα της αντιδράσεως αποτελείτο από 50 mM Tris-

HCl pH: 8.3, 75 mM KCl, 3 mM MgCl2, 1 mM dNTPs, 10 mM DTT, 60 µονάδες M-MLV 

(Invitrogen), 8 µονάδες Human Placental Ribonuclease Inhibitor (HT, Biotechnology), 5 % 

(ο/ο) DMSO και νερό DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Η αντίστροφη µεταγραφή 

πραγµατοποιήθηκε µε επώαση του διαλύµατος της αντιδράσεως στους 42 °C επί 55 λεπτά και 

92 °C επί πέντε λεπτά στον θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ-Research). Μετά το πέρας της 

αντιδράσεως σε κάθε µικροσωλήνα 0.2 ml (Costar) που περιείχε το προϊόν της RT 

προστέθηκαν 60 µl του διαλύµατος αντιδράσεως PCR το οποίο αποτελείτο από 20 mM Tris-
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HCl pH: 8.4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.4 µΜ ανοδικό εκκινητή, δύο µονάδες Taq DNA 

πολυµεράση (Invitrogen) και νερό DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Στη συνέχεια οι 

µικροσωλήνες τοποθετήθηκαν στον θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ-Research) όπου και 

επωάστηκαν σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που αναφέρθηκε παραπάνω.  

 Η πρώτη µέθοδος two tube-two step RT-PCR εφαρµόστηκε αρχικά για τη διάγνωση 

του ASSVd ξεκινώντας µε την επιλογή του κατάλληλου ζεύγους εκκινητών χρησιµοποιώντας 

ως εκµαγείο ολικό RNA. Στη συνέχεια ακολούθησε βελτιστοποίηση της µεθόδου όσον 

αφορά τον τύπο της αντίστροφης µεταγραφάσης (0.4 µονάδες AMV [Finnzymes, Oy, Espoo, 

Finland] ή M-MLV (Invitrogen), το είδος και τη συγκέντρωση των αποδιατακτικών στην RT 

(DMSO 5% [o/o], betaine 1 M, tetramethylene sulfoxide [TMSO] 0.4, 0.5, 0.6 M) και την 

PCR (DMSO 5% [o/o], betaine 1 M, tetramethylene sulfoxide [TMSO] 0.6 M) και το είδος 

του εκµαγείου (εκχύλισµα φυτικού χυµού ή t-RNA [µέθοδος φαινόλης-χλωροφορµίου, 

µέθοδος οξειδίου του πυριτίου). Στη συνέχεια το βελτιστοποιηµένο πρωτόκολλο 

εφαρµόστηκε για τη ανίχνευση των PBCVd και PLMVd µε σκοπό την επιλογή εκκινητών και 

τον έλεγχο δειγµάτων. 

 

 3.3.4. Ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR 

 Για την ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR χρησιµοποιήθηκε η τεχνική της 

ηλεκτροφορήσεως σε ουδέτερο πήγµα αγαρόζης. Για την παρασκευή του πήγµατος, αγαρόζη 

υψηλής καθαρότητας UltraPure™ (Inivitrogen) προστέθηκε σε τελική συγκέντρωση 1.5 % 

(β/ο) σε διάλυµα 1xTAE (40 mM Tris-Acetate, 1 mM EDTA pH: 8.3). Το διάλυµα 

θερµάνθηκε µέχρι βρασµού και αφού κρύωσε (50 °C) επιστρώθηκε σε συσκευή οριζόντιας 

ηλεκτροφορήσεως Wide Mini-Sub cell GT Gell (Biorad Laboratories Inc., California, USA) 

όπου µε τη βοήθεια ειδικών χτενιών δηµιουργήθηκαν τα φρεάτια εφαρµογής των δειγµάτων. 

Μετά την πλήρη πήξη του πήγµατος, η συσκευή πληρώθηκε µε διάλυµα 1xTAE και εν 

συνεχεία 10 µl του προϊόντος της αντιδράσεως PCR αναµίχθηκαν µε 2 µl διαλύµατος 

εφαρµογής δειγµάτων (loading buffer) (0.2 % [β/ο] xylene cyanol, 0.32 % [β/ο] bromophenol 

blue και 60 % [ο/ο] γλυκερόλη) και τοποθετήθηκαν στα φρεάτια. Σε κάθε πήγµα πέραν των 

δειγµάτων τοποθετήθηκε και ένας δείκτης µοριακών βαρών (molecular weight marker) που 

περιείχε τµήµατα DNA γνωστού µοριακού βάρους (100 ή 250 bp DNA ladder, New England 

Biolabs, Hertfordshire, England, UK). Η ηλεκτροφόρηση έγινε σε τάση 100 volt επί περίπου 

50 λεπτά. Στη συνέχεια το πήγµα εµβαπτίστηκε σε υδατικό διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου 

(Ethidium bromide, Et-Br) συγκεντρώσεως 0.5 mg/ml και επωάστηκε επί περίπου 20 λεπτά 

σε θερµοκρασία δωµατίου. Κατά τη διάρκεια της επωάσεως το βρωµιούχο αιθίδιο εισχωρεί 

µεταξύ των επάλληλων βάσεων του DNA. Η θέση του DNA γινόταν ορατή µε τοποθέτηση 

του πήγµατος κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία σε τράπεζα φθορισµού (UV Transilluminator, 
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Life Technologies, MD, USA). Το µέγεθος των τµηµάτων DNA καθορίστηκε µετά από 

σύγκρισή τους µε το δείκτη µοριακών βαρών. 

 

 3.4. Προσδιορισµός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας προϊόντων RT-PCR 

 3.4.1. Καθαρισµός των προϊόντων της RT-PCR 

 Προκειµένου να πραγµατοποιηθεί απ’ ευθείας προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας των προϊόντων της RT-PCR (δινηµατιδιακό DNA), έπρεπε να προηγηθεί 

καθαρισµός αυτών από διµερή εκκινητών (primer dimers), dNTPs, Taq DNA πολυµεράση 

και άλλα συστατικά της PCR. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε το κυτίο Microcon YM-

100 (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) (Εικόνα 4), το οποίο βασίζεται στη χρήση 

ειδικά σχεδιασµένων στηλών που περιέχουν εγκάρσια µεµβράνη που επιτρέπει την 

αποµάκρυνση προϊόντων δινηµατιδιακού DNA ή RNA (double stranded, ds DNA ή RNA) 

µεγέθους µέχρι και 125 ζευγών βάσεων (ζβ). Το πρωτόκολλο είχε αναλυτικά ως έξης: Αρχικά 

το διάλυµα κάθε αντιδράσεως PCR µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppedorf) 

(Εικόνα 4Α) και προστέθηκε νερό DEPC µέχρι τελικού όγκου 500 µl. Στη συνέχεια, το νέο 

διάλυµα µεταφέρθηκε µε προσοχή ώστε να µη διαταραχθεί η µεµβράνη εντός της στήλης 

(διαφανές τµήµα προς τα επάνω (Εικόνα 4Β), η οποία προηγουµένως είχε προσαρµοστεί σε 

ειδικό µικροσωλήνα 1.5 ml τύπου eppedorf και ακολούθησε φυγοκέντρηση στα 5000 g επί 12 

λεπτά. Το διήθηµα απορρίφθηκε και η στήλη αντιστράφηκε (λευκό τµήµα προς τα επάνω), 

τοποθετήθηκε σε νέο µικροσωλήνα (Εικόνα 4Γ|) και ακολούθησε εκ νέου φυγοκέντρηση στα 

1000 g επί τρία λεπτά. Στο καθαρό προϊόν που παραλήφθηκε µε το διήθηµα προστέθηκε νερό 

DEPC µέχρι τελικού όγκου 15 µl και 2 µl από αυτά χρησιµοποιήθηκαν για το προσδιορισµό 

της συγκεντρώσεως (οπτική πυκνότητα, optical density, OD) και της ποιότητας του DNA µε 

το φασµατοφωτόµετρο Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, 

USA) (Εικόνα 5). 

 
Εικόνα 4. Κυτίο YM-100 (Microcon) (Α) και στάδια καθαρισµού DNA (Β, Γ). 
 

3.4.2. Αλληλούχηση προϊόντων PCR 

 Ο απ’ ευθείας προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων της 

PCR έγινε µε τη µέθοδο αλληλουχήσεως Sanger et al., (1977), στο γενετικό αναλυτή ABI 
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3730 xi (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 96 θέσεων της εταιρείας Lark (Lark 

Technologies, Hope End, Essex, England, UK). Για την αλληλούχηση χρησιµοποιήθηκαν σε 

κάθε αντίδραση 50 ng/µl (10 µl τουλάχιστον) ή 50 ng καθαρού προϊόντος PCR και 0.8 µM 

(10 µl) κάθε εξειδικευµένου εκκινητή. Η ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας έγινε 

και προς τις δύο κατευθύνσεις χρησιµοποιώντας και τους δύο εκκινητές κάθε ζεύγους.  

Για την αλληλούχηση των παραλλαγών των 

ιοειδών ASSVd PBCVd και PLMVd 

χρησιµοποιήθηκαν αντίστοιχα οι εκκινητές 

ASSVdf3/ASSVdr4, PBCVdh/PBCVdc και 

PLMVdhL/PLMVdcL. Οι αλληλουχίες 

εξετάστηκαν για οµοιότητες µε τις ήδη 

καταχωρηµένες στη βάση δεδοµένων του 

NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, Bethesda, USA) µε την 

εφαρµογή του αλγόριθµου BLAST 

(http://www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Bast.cgi).  
Εικόνα 5. Φασµατοφωτόµετρο NanoDrop ND-
1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, 
DE, USA). 

 

4. Αποτελέσµατα 

 Στόχο του παρόντος κεφαλαίου αποτέλεσε ο έλεγχος της παρουσίας των ιοειδών 
ASSVd, PBCVd και PLMVd στην Ελλάδα. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε ως κύριο 

διαγνωστικό µέσο η RT-PCR. Ο έλεγχος των δειγµάτων ξεκίνησε µε το ASSVd και 

ακολούθησε για τα PBCVd και PLMVd αφού προηγήθηκε η επιλογή του κατάλληλου 

ζεύγους εκκινητών και η βελτιστοποίηση του πρωτοκόλλου two tube-two step RT-PCR όσον 

αφορά την αντίστροφη µεταγραφάση, τη χρήση αποδιατακτικών και το είδος του εκµαγείου. 

Ο έλεγχος των δειγµάτων ολοκληρώθηκε µε την επιβεβαίωση ορισµένων εκ των 

αποτελεσµάτων της RT-PCR µε απ’ ευθείας αλληλούχηση των προϊόντων αυτής.  

 

4.1. ASSVd 

4.1.1. Εκκινητές  

Από τα δύο ζεύγη εκκινητών που επιλέχτηκαν εδώ για τη διάγνωση του ASSVd µε τη 

βοήθεια της RT-PCR, τα ASSVdh/ASSVdc (Hadidi and Yang 1990) και ASSVdf3/ASSVdr4, 

µόνο το δεύτερο έδωσε τα αναµενόµενα αποτελέσµατα τόσο για το θετικό όσο και για τον 

αρνητικό µάρτυρα. Αντίθετα, το ζεύγος ASSVdh/ASSVdc δεν αντέδρασε καθόλου (Εικόνα 

6). 
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Εικόνα 6. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
ASSVd χρησιµοποιώντας τα ζεύγη εκκινητών ASSVdc/ASSVdh (Hadidi and Yang 1990 (1-4), και 
ASSVdr4/ASSVdf3 (5-8). Διαδροµές 1-3 και 5-7: ολικό RNA (tRNA) θετικού µάρτυρα ASSVd, 
διαδροµές 4, 8: αρνητικός µάρτυρας, Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 

 

4.1.2. Βελτιστοποίηση της RT-PCR 

Μπορεί το ζεύγος ASSVdf3/ASSVdr4 να αντέδρασε θετικά, η ένταση όµως του 

σήµατος ήταν χαµηλή και γι’ αυτό κρίθηκε σκόπιµη η βελτιστοποίηση της µεθόδου, 

επικεντρώνοντας στο στάδιο της αντίστροφης µεταγραφής. Αρχικά, εξετάστηκε η 

αποτελεσµατικότητα των αντίστροφων µεταγραφασών AMV και M-MLV µε ή χωρίς την 

παρουσία 5 % (ο/ο) του αποδιατακτικού DMSO. Σύµφωνα µε την Εικόνα 7, η µεγαλύτερη 

αποτελεσµατικότητα της M-MLV έναντι της AMV ήταν σαφής, ιδιαίτερα παρουσία του 

αποδιατακτικού το οποίο φάνηκε να βελτιώνει, εν µέρει όµως, και τη δράση της AMV. 

Δεδοµένης της θετικής επιδράσεως που είχε στην παραπάνω δοκιµή η προσθήκη 

αποδιατακτικού στην RT, αξιολογήθηκε η επίδραση της προσθήκης δύο ακόµη 

αποδιατακτικών, της betaine σε συγκέντρωση 1 Μ και του TMSO στις συγκεντρώσεις 0.4, 

0.5 και 0.6 Μ σε σύγκριση µε αυτή του 5 % (ο/ο) DMSO. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 8, η 

προσθήκη TMSO στο διάλυµα αντιδράσεως RT και ιδιαίτερα η συγκέντρωση 0.6 Μ 

βελτίωσε σηµαντικά την αποτελεσµατικότητα της µεθόδου για την ανίχνευση του ASSVd σε 

σχέση µε τα άλλα αποδιατακτικά. Η προσθήκη TMSO συνέβαλε όχι µόνο στην εξαφάνιση 

των µη-ειδικών προϊόντων αλλά και στην αύξηση της εντάσεως του σήµατος. 

 
Εικόνα 7. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
ASSVd µε το ζεύγος εκκινητών ASSVdr4/ASSVdf3 χρησιµοποιώντας στο στάδιο της αντίστροφης 
µεταγραφής την AMV (Finnzymes) (1-3, 7-9) ή την M-MLV (Invitrogen) (4-6, 10-11), χωρίς (1-6) ή 
µε (7-12) την παρουσία 5% (o/o) του αποδιατακτικού DMSO. Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ 
(New England Biolabs) 
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Εικόνα 8. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
ASSVd µε το ζεύγος εκκινητών ASSVdr4/ASSVdf3, χρησιµοποιώντας στο στάδιο της αντίστροφης 
µεταγραφής τα αποδιατακτικά: DMSO 5% (ο/ο) (1), µπεταϊνη 1 Μ (2), TMSO 0.4 M (3), 0.5 M (4), 
0.6 M (5). Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
 

Όταν το TMSO (0.6 M) χρησιµοποιήθηκε στην PCR, τα αποτελέσµατα ήσαν ιδιαίτερα 

ικανοποιητικά, ανεξάρτητα από το είδος του αποδιατακτικού που είχε προηγουµένως 

χρησιµοποιηθεί στην RT (Εικόνα 9).  

  

Η ανίχνευση του ASSVd ήταν δυνατή ανεξάρτητα από το είδος του εκµαγείου. Η 

χρήση εκχυλίσµατος φυτικού χυµού ήταν ικανοποιητική και επέτρεψε την ανίχνευση του 

ιοειδούς µέχρι την αραίωση 10-1, αποτέλεσµα παρόµοιο µε εκείνο της χρήσεως ολικού RNA 

που εκχυλίστηκε µε τη µέθοδο των Coffin and Coutts (1992). Μεγαλύτερη ευαισθησία της 

µεθόδου καταγράφηκε στην περίπτωση χρήσεως ολικού RNA που εκχυλίστηκε µε τη µέθοδο 

Rott and Jelkmann (2001) (Εικόνα 10). 

 

4.1.3. Έλεγχος δειγµάτων 

 Στον έλεγχο των δειγµάτων για την παρουσία του ASSVd που έγινε µε το 

παραπάνω βελτιωµένο πρωτόκολλο χρησιµοποιώντας τους εκκινητές ASSVdf3/ASSVdr4, 

 
Εικόνα 9. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
ASSVd µε το ζεύγος εκκινητών ASSVdr4/ASSVdf3 χρησιµοποιώντας στο στάδιο της PCR τα 
αποδιατακτικά DMSO 5% (ο/ο) (Α) και TMSO 0.6 M (Β). A, B) διαδροµή 1: αρνητικός µάρτυρας, 
διαδροµή 2: DMSO 5% (o/o) στο στάδιο της RT, διαδροµή 3: µπεταϊνη 1 Μ στο στάδιο της RT. Α) 
διαδροµές 4-6: συγκέντρωση TMSO στο στάδιο της RT 0.4 M (4), 0.5 M (5) και 0.6 M (6). Β) 
διαδροµές 4, 5: συγκέντρωση TMSO στο στάδιο της RT 0.5 M (4) και 0.6 M (5). Δ: δείκτης µοριακών 
βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
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M-MLV αντί της AMV και TMSO 0.6 M στην RT και την PCR, θετικά θεωρήθηκαν τα 

δείγµατα µε µέγεθος προϊόντων ανάλογο µε το αναµενόµενο (272-275 ζβ) (Εικόνα 11). 

 
Εικόνα 10. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
ASSVd µε το ζεύγος εκκινητών ASSVdr4/ASSVdf3 χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο διαδοχικές 
αραιώσεις: ολικού RNA (Rott and Jelkmann, 2001) (1-4), εκχυλίσµατος φυτικού χυµού (Rowhani et 
al.,1995) (5-8) και ολικού RNA (Coffin and Coutts 1992) (9-12). Διαδροµές 1, 5, 9: αραίωση 100, 
διαδροµές 2, 6, 10: αραίωση 10-1, διαδροµές 3, 7, 11: αραίωση 10-2, διαδροµές 4, 8, 12: αραίωση 10-3.  
Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
 

 
Εικόνα 11. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
ASSVd χρησιµοποιώντας το ζεύγος εκκινητών ASSVdr4/ASSVdf3. Διαδροµή 1: αρνητικός µάρτυρας, 
διαδροµή 2: θετικός µάρτυρας, διαδροµή 3-4: µηλιά, διαδροµή 5-6: απιδιά, διαδροµή 7: κυδωνιά, 
διαδροµή 8: άγρια απιδιά και διαδροµή 9: άγρια µηλιά. Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New 
England Biolabs) 
 

Το ASSVd ανιχνεύθηκε συνολικά σε 29 από τα 131 ελεχθέντα δείγµατα, που 

αντιστοιχεί σε ποσοστό 22 %. Συγκεκριµένα, ανιχνεύθηκε σε επτά µηλιές (σύνολο 16, 45 %), 

οχτώ απιδιές (σύνολο 20, 40 %), έξι άγριες µηλιές (σύνολο 8, 75%) και οχτώ άγριες απιδιές 

(σύνολο 36, 22 %), ενώ δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα καλλιεργούµενα ή αυτοφυή είδη 

πυρηνοκάρπων (Πίνακας 3). Όλα τα δείγµατα που έφεραν στους καρπούς τους 

χαρακτηριστικά συµπτώµατα εσχαρώσεως του φλοιού (Εικόνα 1) βρέθηκαν θετικά, µε 

εξαίρεση δύο δείγµατα µιας άγνωστης πράσινης ποικιλίας µηλιάς από την περιοχή 

Ανδρίτσαινας Ηλείας. Η µηλιά βρέθηκε ξενιστής του ASSVd στην Κορινθία (Μάννα), 
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Αρκαδία (Ασσέα) και Μαγνησία (Ζαγορά), η απιδιά στην Τροιζηνία (Καρατζάς), Κορινθία 

(Κλένια), Αρκαδία (Καρύταινα) και Μαγνησία (Ζαγορά), η άγρια απιδιά στην Τροιζηνία 

(Καρατζάς), το Κιλκίς (Σκρα) και την Αρκαδία (Καρύταινα) και, τέλος, η άγρια µηλιά στο 

Κιλκίς (Σκρα).  

 
Πίνακας 3. Αποτελέσµατα RT-PCR για την παρουσία των ιοειδών ASSVd, PBCVd και 
PLMVd σε καλλιεργούµενα και αυτοφυή είδη µηλοειδών και πυρηνοκάρπων 

Φυτικό είδος  

Αριθµός 

δειγµάτων που 

εξετάστηκαν  

Αριθµός  δειγµάτων που βρέθηκαν θετικά (%) 

ASSVd                   PBCVd                     PLMVd 

Μηλιά 16 7 (43%) 0 0 

Απιδιά 20 8 (40%) 8 (40%) 2 (10%) 

Κυδωνιά  4 0 4 (100%)  0 

Άγρια µηλιά   8 6 (75%)  0 0 

Άγρια απιδιά  36 8 (22%) 20 (55%) 2 (5%) 

Βερικοκιά 12 0 0 3 (25%) 

Ροδακινιά 15 0 0 10 (66%) 

Κερασιά  4 0 0 0 

Κράταιγος 12 0 2 (16%) 0 

Άγρια κοροµηλιά  4 0 0 0 

Σύνολο 131 29 (22%) 44 (35%) 17 (13%) 

 

 4.1.4. Aλληλούχηση προϊόντων PCR 

 Απ’ ευθείας προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων RT-PCR 

των δειγµάτων µηλιάς (Νο. 77, Ζαγορά), απιδιάς (Νο. 41, Καρατζάς), άγριας µηλιάς (Νο. 14, 

Σκρα), άγριας απιδιάς (Νο. 42, Καρατζάς) και µηλιάς (Νο. 84, Ασσέα) και σύγκρισή της µε 

τις γνωστές και ήδη δηµοσιευµένες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες ελληνικών και διεθνών 

αποµονώσεων του ASSVd έδειξε πως πρόκειται για παραλλαγές του ιοειδούς αυτού. 

Χρησιµοποιώντας τους εκκινητές ASSVdf3/ASSVdr4 δεν αλληλουχήθηκε το σύνολο του 

γενώµατος του ιοειδούς αλλά µέρος του το οποίο αποτελείτο από τα τµήµατα 1ο-79ο ή 80ο 

νουκλεοτίδιο (nucleotide, nt) και 138ο-329ο ή 330ο ή 332ο nt (Πίνακας 4). Οι παραλλαγές του 

ASSVd που αλληλουχήθηκαν στην παρούσα εργασία παρουσίασαν ιδιαίτερα υψηλό ποσοστό 

οµολογίας µεταξύ τους (100-99 %) όσο και µε την πρότυπη παραλλαγή Y00435 του ιοειδούς 

(Hashimoto and Koganezawa, 1987) (99-98 %). Όσον αφορά τις ήδη γνωστές ελληνικές 

παραλλαγές, το υψηλότερο ποσοστό οµολογίας (99 %) καταγράφηκε µε την FJ974104 (599 

άγρια µηλιά, Πέλλα, Kaponi et al., 2009). Οι αλληλουχίες ASSVd που προσδιορίστηκαν 

παρουσιάζονται στο Παράρτηµα.  

 



  ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΩΝ ASSVd, PBCVd ΚΑΙ PLMVd 
 

 50 



  ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΩΝ ASSVd, PBCVd ΚΑΙ PLMVd 
 

 51 

 

4.2. PBCVd 

4.2.1. Εκκινητές-έλεγχος δειγµάτων 

 Χρησιµοποιώντας το βελτιωµένο πρωτόκολλο που περιγράφηκε παραπάνω έγινε η 

επιλογή του ζεύγους εκκινητών για την ανίχνευση του PBCVd. Από τα ζεύγη εκκινητών 

PBCVdh/PBCVdc (Shamloul et al., 2002) και PBCVdf5/PBCvdr6 που εξετάστηκαν, αν και 

παρουσίασαν παρόµοια αποτελεσµατικότητα, επιλέχθηκε το πρώτο καθώς παρέχει επιπλέον 

τη δυνατότητα ενισχύσεως όλου του γενώµατος του ιοειδούς (315 nt) (Εικόνα 12). 

Εξετάστηκαν συνολικά 131 δείγµατα καλλιεργούµενων και αυτοφυών µηλοειδών και 

πυρηνοκάρπων από τα οποία τα 44 (35 %) βρέθηκαν µολυσµένα. Αναλυτικά το ιοειδές 

ανιχνεύθηκε σε οχτώ δείγµατα (40 %) απιδιάς στην Τροιζηνία (Καρατζάς), Κορινθία 

(Κλένια), Αρκαδία (Καρύταινα) και Ναυπακτία (Στρούτζα), σε τέσσερα (100 %) δείγµατα 

κυδωνιάς στη Τροιζηνία (Καρατζάς), σε 20 (50 %) δείγµατα άγριας απιδιάς σε όλες τις 

περιοχές δειγµατοληψίας (Αδρίτσαινα, Καρατζάς, Καρύρταινα, Σκρα, Στρούτζα) και σε δύο 

δείγµατα κράταιγου στο Κιλκίς (Σκρα) και τη Ναυπακτία (Στρούτζα) αντίστοιχα (Εικόνα 13). 

Όλα τα δείγµατα που βρέθηκαν θετικά στο ιοειδές έφεραν στον κεντρικό κορµό και τους 

κλάδους χαρακτηριστικά συµπτώµατα εξανθηµατικού φλοιού (Εικόνα 2).  

 
Εικόνα 12. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
PBCVd χρησιµοποιώντας τα ζεύγη εκκινητών PBCVdc/PBCVdh (Shamloul et al., 2002 (1-3), και 
PBCVdr6/PBCVdf5 (5-7). Διαδροµές 1,6 αρνητικός µάρτυρας και 2-3, 4-5: tRNA (Rott and Jelkmann, 
2001) θετικού µάρτυρα PBCVd. Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 

 

 
Εικόνα 13. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-PCR για την ανίχνευση του 
PBCVd χρησιµοποιώντας το ζεύγος εκκινητών PBCVdc/PBCVdh (Shamloul et al., 2002). Διαδροµές 
1-4: απιδιές, 5-8: άγριες απιδιές, 9-10: κράταιγοι και 11-12: κυδωνιές. Με (+) και (-) συµβολίζονται 
αντίστοιχα ο θετικό και αρνητικός µάρτυρας και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New 
England Biolabs) 
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4.2.2. Αλληλούχηση προϊόντων PCR 

 Απ’ ευθείας προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων RT-PCR 

των δειγµάτων απιδιάς (No. 40, Καρατζάς), κυδωνιάς (No. 40, Καρατζάς) και κράταιγου (No. 

23, Στρούτζα) και σύγκρισή της µε τις ήδη γνωστές αλληλουχίες ελληνικών και διεθνών 

παραλλαγών του PBCVd έδειξε ότι πρόκειται για παραλλαγές του ιοειδούς αυτού. Με τη 

βοήθεια των εκκινητών PBCVdh/PBCVdc αποκτήθηκε το σύνολο του γενώµατος µεγέθους 

314 περίπου νουκλεοτιδίων. Μεταξύ των τριών παραπάνω παραλλαγών η οµολογία 

κυµάνθηκε από 98 έως 95 %. Οι παραλλαγές PBCVd40pear και PBCVd23crataegus ήσαν οι 

πιο αποµακρυσµένες (17 διαφορές νουκλεοτιδίων, 95 % οµολογία), ενώ οι PBCVd40quince 

και PBCVd23crataegus οι πιο συγγενείς (6 διαφορές, 98 % οµολογία). Επίσης οι παραλλαγές 

διαφοροποιήθηκαν σηµαντικά από την αλληλουχία αναφοράς D12823 (Hernandez et al., 

1992) και η οµολογία κυµάνθηκε µεταξύ 90 % (PBCVd23crataegus) και 93 % 

(PBCVd40pear). Η παραλλαγή PBCVd40pear εµφάνισε υψηλό βαθµό οµολογίας µε την 

ελληνική παραλλαγή FJ974083 (290 απιδιά, Τροιζηνία) ενώ, οι παραλλαγές PBCVd40quince 

και PBCVd23crataegus µε την επίσης ελληνική παραλλαγή FJ974084 (292 κυδωνιά, 

Καρατζάς) (Kaponi et al., 2009) (Πίνακας 5). Οι αλληλουχίες PBCVd που προσδιορίστηκαν 

παρουσιάζονται στο Παράρτηµα. 

 

Πίνακας 5. Σχέση των παραλλαγών PBCVd που αποκτήθηκαν στην παρούσα εργασία 
µεταξύ τους και µε άλλες ήδη καταχωρηµένες στη βάση δεδοµένων 

Αριθµός νουκλεοτιδικών διαφορών / % οµολογίας 
Παραλλαγές PBCVd Μήκος (nt) 

PBCVd40pear PBCVd40quice  PBCVd23crataegus 

PBCVd40pear (απιδιά 

Καρατζάς) 
314 - 11 / 97 17 / 95 

PBCVd40quice (κυδωνιά 

Καρατζάς) 
314  - 6 / 98 

PBCVd23crataegus  

(Κράταιγος Στρούτζα) 
314   - 

D12823 (απιδιά Ισπανία, 

Hernandez et al.,1992) 
315 22 / 93 24 / 92 30 / 90 

FJ974083 (απιδιά 290 

Τροιζηνία, Kaponi et al., 

2009) 

314 1 / 99 12 /96 18 / 94 

FJ974084 (κυδωνιά 

Καρατζάς, Kaponi et al., 

2009 

314 12 /96  1 / 99  7 / 98 
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4.3. PLMVd 

 4.3.1. Εκκινητές-πρωτόκολλο RT-PCR-έλεγχος δειγµάτων 

Στο παρόν κεφάλαιο, για την επιλογή του κατάλληλου ζεύγους εκκινητών µεταξύ 

των τριών που παρουσιάζονται στον Πίνακα 2, εφαρµόστηκαν δύο ξεχωριστά πρωτόκολλα 

RT-PCR. Στο πρώτο (two-tube-two step), τα αποτελέσµατα δεν ήσαν ικανοποιητικά για 

κανένα ζεύγος εκκινητών. Στο πρωτόκολλο αυτό, το ζεύγος εκκινητών PLMVdhL/PLMVdcL 

(Loreti et al., 1999) έδωσε για τον θετικό µάρτυρα προϊόν µεγέθους ανάλογου µε το 

αναµενόµενο (337 ζβ), µε την ένταση των ζωνών να είναι χαµηλή, ενώ πολλά ήσαν τα 

παραπροϊόντα στην περίπτωση των εκκινητών PLMVdh/PLMVdc (Shamloul et al., 1995) και 

PLMVdf3/PLMVdr4 (Εικόνα 14). Όταν εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο RT-PCR σε κοινό 

µικροσωλήνα (one tube-two step) η απόδοση του ζεύγους PLMVdhL/PLMVdcL βελτιώθηκε 

σηµαντικά, κάτι το οποίο όµως δεν συνέβη και για τα άλλα δύο ζεύγη (Εικόνα 14). 

Χρησιµοποιώντας το παραπάνω ζεύγος εκκινητών και το πρωτόκολλο σε κοινό µικροσωλήνα 

ελέγχθηκαν συνολικά 131 δείγµατα, από τα οποία το PLMVd ανιχνεύθηκε στα 17 (Πίνακας 

3, Εικόνα 15). Το υψηλότερο ποσοστό 66 % (10/15) θετικών καταγράφηκε στα δείγµατα 

ροδακινιάς, ενώ επίσης θετικά βρέθηκαν τρία δείγµατα βερικοκιάς (σύνολο 12, 25 %), δύο 

απιδιάς (σύνολο 20, 10 %) και δύο άγριας απιδιάς (σύνολο 36, 5%). 

Όσον αφορά τα συµπτώµατα των θετικών δειγµάτων, ορισµένες ροδακινιές έφεραν 

στους καρπούς τους σχισµές στις ραφές και κάποιες άλλες κιτρινοπράσινο µωσαϊκό στα 

φύλλα (Εικόνα 3). Οι καλλιεργούµενες και άγριες απιδιές προήλθαν από την περιοχή 

Καρατζά Τροιζηνίας, ενώ οι βερικοκιές και ροδακινιές από οπωρώνες των περιοχών Κλένια, 

Μάννα και Άγιος Βασίλειος Κορινθίας.  

 
Εικόνα 14. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της two tube-two step RT-PCR (1-9) 
και one tube-two step RT-PCR (10-18) για την ανίχνευση του PLMVd χρησιµοποιώντας τα ζεύγη 
εκκινητών PLMVdcL/PLMVdhL (Loreti et al.,1999) (1-3, 10-12), PLMVdc/PLMVdh (Shamlou et 
al.,1995) (4-6, 13-15) και PLMVdr6/PLMVdf5 (7-9, 16-18). Διαδροµές 1-2, 4-5, 7-8, 10-11, 13-14, 
16-17: tRNA (Rott and Jelkmann, 2001) θετικού µάρτυρα PLMVd. Διαδροµές 3, 6, 9, 12, 15, 18: 
αρνητικός µάρτυρας, Δ: δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
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Εικόνα 15. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων one tube-two step RT-PCR για την 
ανίχνευση του PLMVd χρησιµοποιώντας το ζεύγος εκκινητών PLMVdcL/PLMVdhL (Loreti et al., 
1999). Διαδροµές 1-3: µηλιές, διαδροµές 4-5 κυδωνιές, διαδροµές 6-11: ροδακινιές, διαδροµές 12-13: 
βερικοκιές, διαδροµές 14-16: απιδιές. Με (+) και (-) συµβολίζονται αντίστοιχα ο θετικός και αρνητικός 
µάρτυρας και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 250 ζβ (New England Biolabs) 

 

4.3.2. Αλληλούχηση προϊόντων PCR 

Απ’ ευθείας προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας των προϊόντων RT-PCR 

των δειγµάτων  βερικοκιάς (Νο. 8, Κλένια), απιδιάς (Νο. 41, Καρατζάς), ροδακινιάς (Νο. 61, 

Κλένια), ροδακινιάς (Νο. 1, Άγιος Βασίλειος) και άγριας απιδιάς (Νο. 3, Καρατζάς) και 

σύγκρισή της µε τις ήδη γνωστές αλληλουχίες ελληνικών και διεθνών παραλλαγών του 

PLMVd έδειξε πως πρόκειται για παραλλαγές του ιοειδούς αυτού. Με τη βοήθεια των 

εκκινητών PLMVdhL/PLMVdcL αποκτήθηκαν πλήρεις αλληλουχίες του ιοειδούς µήκους το 

οποίο κυµάνθηκε µεταξύ 338 και 342 nt. Εξαίρεση αποτέλεσε η παραλλαγή 

PLMVd3wildpear, η οποία κάλυπτε τµήµα του γενώµατος του PLMVd από το 117ο ως και το 

338ο νουκλεοτίδιο. Η οµολογία µεταξύ των παραπάνω παραλλαγών κυµάνθηκε από 85 εως 

96 %, µε τις παραλλαγές PLMVd41pear, PLMVd61peach και PLMVd1peachKal να 

εµφανίζουν τον υψηλότερο βαθµό οµολογίας µεταξύ τους. Εξ άλλου, οι παραλλαγές 

PLMVd3wildpear και ιδιαίτερα η PLMVd8apricot ήσαν οι πιο αποµακρυσµένες. Μάλιστα η 

τελευταία παρουσίασε ποσοστό οµολογίας µε την τυπική παραλλαγή M835445 (Hernandez 

and Flores 1992) µόνο 83 % (> 60 διαφορές), ενώ οι υπόλοιπες 88-94 % (Πίνακας 6). 

Σύγκριση των νουκλεοτιδικών µας αλληλουχιών µε ήδη καταχωρηµένες στη βάση δεδοµένων 

έδειξε πως πιο συγγενής µε την παραλλαγή PLMVd8apricot ήταν η EU708823 (νεκταρινιά 

cv. Independence, Τουρκία) (Gazel et al., 2008) µε ποσοστό οµολογίας 88 %. Οι διεθνείς 

παραλλαγές που παρουσίασαν τον υψηλότερο βαθµό οµολογίας µε τις αποκτηθείσες στη 

παρούσα εργασία παρουσιάζονται στο Πίνακα 6. Οι αλληλουχίες PLMVd που 

προσδιορίστηκαν παρουσιάζονται στο Παράρτηµα. 

 

5. Συζήτηση 

Ένα από τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των ιοειδών ανεξάρτητα της ταξινοµικής 

οµάδας στην οποία αυτά ανήκουν είναι ο υψηλός βαθµός ενδοµοριακής 

συµπληρωµατικότητας, ο οποίος τους προσφέρει χαρακτηριστική δοµή ευθύγραµµου ή 

διακλαδισµένου δινηµατιδιακού ραβδίου.  



  ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΩΝ ASSVd, PBCVd ΚΑΙ PLMVd 
 

 55 

 



  ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΩΝ ASSVd, PBCVd ΚΑΙ PLMVd 
 

 56 

 Συχνά όµως η δευτεροταγής δοµή δηµιουργεί προβλήµατα στην RT όταν εµποδίζει 

την πρόσβαση και τον επιτυχή υβριδισµό του καθοδικού εκκινητή. Το πρόβληµα γίνεται 

ακόµη πιο οξύ όταν η δευτεροταγής δοµή εµποδίζει τον υβριδισµό του άκρου 3΄ του 

εκκινητή. Με βάση λοιπόν τα παραπάνω έγινε προσπάθεια, µε τη βοήθεια του λογισµικού 

προγράµµατος προβλέψεως της δευτεροταγούς δοµής mFold (Zuker 2003), να σχεδιαστούν 

εκκινητές από περιοχές των ιοειδών µε ανοιχτή δοµή (Εικόνα 16) σε θερµοκρασία περίπου 50 

°C ώστε να εξασφαλιστεί ο υβριδισµός του καθοδικού εκκινητή και ιδιαίτερα του  άκρου του 

3΄. Στην περίπτωση του ASSVd, η τακτική αυτή σε συνδυασµό µε τη χρήση αποδιατακτικών 

φαίνεται να απέδωσε καρπούς, καθώς το ζεύγος εκκινητών ASSVdf3/ASSVdr4 έδωσε θετικό 

αποτέλεσµα σε αντίθεση µε το ζεύγος ASSVdh/ASSVdc (Hadidi and Yang 1990). Αιτία 

φαίνεται να είναι ότι στη θερµοκρασία των 50 °C το τµήµα που υβριδίζεται ο καθοδικός 

εκκινητής ASSVdc παραµένει δινηµατιδιακό (Εικόνα 16).  

Σχετικά µε τη χρησιµοποίηση των αντίστροφων µεταγραφασών AMV και M-MLV, 

φάνηκε πως η δεύτερη είναι περισσότερο αποτελεσµατική (Εικόνα 7). Εκτός από τη 

δραστηριότητα πολυµεράσης, τα ένζυµα αυτά έχουν και ακόµη µια ανεξάρτητη 

δραστηριότητα, εκείνης της RNΑ-άσης 'Η', η οποία εξειδικευµένα αποικοδοµεί το RNA σε 

ένα υβρίδιο RNA/DNA (DeStefano et al., 1991, Wisniewski et al., 2000). 

Ένα ακόµη πρόβληµα κατά την 

αντίστροφη µεταγραφή µε τη 

χρησιµοποίηση ενζύµων (RTases) που 

προέρχονται από ρετροϊούς είναι οι 

παύσεις της µεταγραφής που κάνουν σε 

περιοχές δευτεροταγούς δοµής του RNA, 

µε επακόλουθο την αποδέσµευσή τους από 

το εκµαγείο µε παράλληλη δράση RNΑ-

άσης 'Η' (Harrison et al., 1998). Ορισµένες 

από τις παύσεις αυτές είναι µοναδικές για 

κάθε RTase (DeStefano et al., 1991). Η 

AMV παρουσιάζει σηµαντική 

δραστηριότητα RNA-άσης 'Η', ενώ η M-

MLV όχι. Η M-MLV έδωσε ικανοποιητικά 

αποτελέσµατα ανιχνεύσεως, πιθανώς γιατί 

συνεχίζει τη µεταγραφή σε περιοχές 

δευτεροταγούς δοµής του RNA όπου η 

AMV RΤase ίσως κάνει παύσεις. 

 
Εικόνα 16. Πρόβλεψη της δευτεροταγούς δοµής της 
πρότυπης παραλλαγής του ASSVd Y00435, µε το 
λογισµικό πρόγραµµα mFold (Zuker, 2003) στους 
50 °C. Με βέλη υποδεικνύεται η θέση του άκρου 
3΄των καθοδικών εκκινητών ASSVdr4, ASSVdc. 
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Επίσης, πιθανές παύσεις της µεταγραφής και αποδέσµευση του µορίου από το υβρίδιο 

RNA/DNA σε περιοχές δευτεροταγούς δοµής του RNA στην περίπτωση της M-MLV δεν 

ακολουθούνται από παράλληλη δράση RN-άσης 'Η', σε αντίθεση µε την AMV όπου η 

αποικοδόµηση του RNA εµποδίζει τη συνέχιση της αντίστροφης µεταγραφής από ένα 

επόµενο µόριο ενζύµου το οποίο θα δεσµευτεί στο σηµείο αποδεσµεύσεως του 

προηγούµενου µορίου. Ανάλογα αποτελέσµατα έχουν καταγραφεί και από τους Ragozzino et 

al., (2004). 

Συχνά προβλήµατα µειωµένης αποδόσεως της PCR και παραγωγής µη ειδικών 

προϊόντων συναντώνται στις περιπτώσεις εκµαγείων µε υψηλό βαθµό δευτεροταγούς δοµής 

και περιεκτικότητας σε G:C (MacDowell et al., 1998, Roux 1995) όπως τα ιοειδή. Το προφίλ 

αποδιατάξεως των προϊόντων RT-PCR των ASSVd, PBCVd και σε µικρότερο βαθµό του 

PLMVd, τα οποία υπολογίστηκαν µε τη χρήση του αλγόριθµου Poland (Steger 1994) 

(http://www.biophys.uniduesseldorf.de/local/POLAND/ poland.html), δείχνει ότι υπάρχουν 

περιοχές δινηµατιδιακού DNA (µε υψηλό ποσοστό % σε G:C) µε τοπικά υψηλή θερµοκρασία 

τήξεως (melting temperature, Tm), µε αναµενόµενη συνέπεια την παρεµπόδιση του 

πολλαπλασιασµού του DNA στην PCR (MacDowell et al., 1998) (Εικόνα 17). Δηλαδή, 

πιθανότατα οι περιοχές αυτές δεν αποδιατάσσονται πλήρως, µε αποτέλεσµα τη µείωση της 

αποδόσεως της PCR. Στην περίπτωση του ASSVd όπου έγινε η µελέτη της επιδράσεως των 

αποδιατακτικών, διαπιστώθηκε ότι προσθήκη DMSO (Εικόνα 7) συνέβαλε στη βελτίωση της 

αποδόσεως της PCR αποσταθεροποιώντας τη δευτεροταγή δοµή του DNA, κάτι το οποίο 

ισχύει και για την µπεταϊνη που δρα µε παρόµοιο τρόπο, όπως φάνηκε και στη περίπτωσή 

µας (Rees et al., 1993, Geiduschek and Herskovitz 1961) (Εικόνα 10Α). Παρ’ όλη τη χρήση 

των δύο παραπάνω αποδιατακτικών παραγόντων, τα αποτελέσµατα δεν ήσαν ιδιαίτερα 

ικανοποιητικά και γι’ αυτό ανατρέξαµε στη βιβλιογραφία, όπου το TMSO αναφέρεται ως ένα 

νέο είδος σουλφοξειδίου (sulfoxide) µε αποτελεσµατικότητα δράσεως σε εκµαγεία µε υψηλό 

ποσοστό % σε G:C πολύ καλύτερη της µπτεταϊνης και του DMSO (Chakrabarti and Schutt 

2002). Πράγµατι, η προσθήκη 0.6 Μ TMSO στην PCR βελτίωσε σηµαντικά την απόδοση 

της, όχι µόνο εξαφανίζοντας τα µη ειδικά προϊόντα, αλλά αυξάνοντας παράλληλα και την 

ένταση του σήµατος (Εικόνα 10Β). Όσον αφορά το PLMVd, η παρουσία τµηµάτων 

δινηµατιδιακού DNA µε λιγότερο υψηλή Tm σύµφωνα µε το προφίλ αποδιατάξεως του 

προϊόντος RT-PCR (Εικόνα 17Γ), σε σχέση µε τα άλλα δύο ιοειδή, δικαιολογεί το γεγονός ότι 

στην περίπτωσή του η χρήση 5% (ο/ο) DMSO ήταν επαρκής.  

Στην παρούσα εργασία επιλέχθηκαν και συγκρίθηκαν τρεις µέθοδοι εξαγωγής, δύο 

ολικού RNA (µέθοδος χλωροφορµίου-φαινόλης, µέθοδος οξειδίου του πυριτίου) και µια 

εκχυλίσµατος φυτικού χυµού. Από τα αποτελέσµατα φάνηκε ξεκάθαρα ότι πιο 

αποτελεσµατική µέθοδος ήταν αυτή της εξαγωγής ολικού RNA µε τη χρήση SiO2 (Rott and 
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Jelkmann 2001), µε τις άλλες δύο να παρουσιάζουν παρόµοια µεταξύ τους αλλά µικρότερη 

ευαισθησία. 

 
Εικόνα 17. Υπολογισµός του προφίλ αποδιατάξεως του προϊόντος RT-PCR των ιοειδών A) ASSVd µε 
τους εκκινητές ASSVdf3/ASSVdr4, B) PBCVd µε τους εκκινητές PBCVdh/PBCVdc και Γ) PLMVd 
µε τους εκκινητές PLMVdhL/PLMVdcL µε τη χρήση του λογάριθµου Poland (Steger 1994). 
 

Η εξαγωγή ολικού RNA µε τη µέθοδο των Coffin and Coutts (1992) αν και είχε δώσει 

ικανοποιητικά αποτελέσµατα στην περίπτωση ιών ποωδών ξενιστών, όπως ο ιός του ψευδο-

ίκτερου των τεύτλων (Beet pseudo-yellow virus, BPYV), (Coffin and Coutts 1992), ο ιός του 

αφιδοµεταδιδόµενου ίκτερου των κολοκυνθοειδών (Cucurbit aphid-borne yellows virus, 

CABYV) και ο ιός του χλωρωτικού νανισµού µε παραµόρφωση της αγγουριάς (Cucumber 

yellow stunting disorder virus, CYSDV) (Boubourakas et al., 2006), στη περίπτωσή µας δεν 

απέδωσε τα αναµενόµενα. Αυτό πιθανότατα σχετίζεται αφ’ ενός µε την παρουσία στους 

ξυλώδεις ξενιστές Malus, Pyrus και Prunus ουσιών όπως οι πολυσακχαρίτες και οι 

πολυφαινόλες που δρουν ανασταλτικά κατά των ενζύµων της RT-PCR (Fang et al., 1992, 

Pierpont 1996) και αφ’ έτερου µε την αδυναµία των µεθόδων που χρησιµοποιούν φαινόλη και 

SDS, όπως η παραπάνω, να αποµακρύνουν τις ουσίες αυτές οι οποίες δεσµεύονται στα 

νουκλεϊκά οξέα (Van Driessche et al., 1984). Αντίθετα στην περίπτωση του πρωτοκόλλου 

Rowhani et al., (1995), αν και πρόκειται για εκχύλισµα φυτικού χυµού και όχι για ολικό 

RNA, τα αποτελέσµατα ήσαν παρόµοια µε εκείνα του πρωτοκόλλου των Coffin and Coutts 

(1992). Αυτό συνέβη προφανώς επειδή το διάλυµα οµογενοποιήσεως περιέχει συστατικά 

όπως το PVP-40 και το Tween-20 τα οποία, αντίστοιχα, προσροφούν τις πολυφαινόλες 

(Pierpoint 1996) και αναστέλλουν τη δράση των όξινων πολυσακχαριτών, που αποδεδειγµένα 

δρουν ανασταλτικά στη δράση των ενζύµων της RT-PCR (Demeke and Adams 1992). Το 

πρωτόκολλο αυτό έχει εφαρµοστεί στο παρελθόν µε επιτυχία στη διάγνωση πολλών ιών 

ξυλωδών ξενιστών όπως το αµπέλι (Rowhani et al., 1995) και η ροδακινιά (Manganaris et al., 

2003). Παρ’ όλη την ταχύτητα και την ευκολία που προσέφερε το παραπάνω πρωτόκολλο, η 

ευαισθησία του ήταν 10 φορές µικρότερη εκείνης του πρωτοκόλλου εξαγωγής ολικού RNA 

των Rott and Jelkmann (2001). Στο τελευταίο συνδυάζεται µεταξύ άλλων η χρήση του PVP-
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40 και της ρητίνης ανταλλαγής κατιόντων (cation exchange resin) δηλαδή οξειδίου του 

πυριτίου (SiO2, silica) που δεσµεύει µη-αντιστρεπτά τους παρεµποδιστικούς παράγοντες, 

όπως συµβαίνει µε τα πολυµερή υλικά των κυτίων π.χ. RNeasy (Qiagen Inc.,Valencia CA, 

USA), αλλά µε πολύ µικρότερο κόστος. Έτσι λοιπόν το πρωτόκολλο αυτό, προσφέροντας 

ευαισθησία και χαµηλό κόστος και αποφεύγοντας τη χρήση επικίνδυνων οργανικών διαλυτών 

και φαινόλης, επιλέχθηκε για την εξαγωγή ολικού RNA από τα φυτικά είδη του Πίνακα 1, µε 

σκοπό τον έλεγχο της παρουσίας των ASSVd, PBCVd και PLMVd.  

Η παρουσία των ASSVd, PBCVd και PLMVd στην Ελλάδα είχε ήδη καταγραφεί από 

το 1997, 1998 και 2001 κατά τον έλεγχο δειγµάτων άγριας και καλλιεργούµενης απιδιάς που 

προήλθαν από περιοχές της Πελοποννήσου (Kyriakopoulou and Hadidi 1997, Kyriakopoulou 

et al., 1998, 2001). Στην παρούσα µελέτη, επιβεβαιώθηκε η παρουσία των παραπάνω ιοειδών 

στη χώρα µας και παράλληλα καταγράφηκε σε νέες περιοχές της Βόρειας, Κεντρικής και 

Νότιας Ελλάδας, καθώς και σε νέα είδη, κάποια από τα οποία αναφέρονται ως ξενιστές των 

ιοειδών αυτών για πρώτη φορά διεθνώς. Η παρουσία τους διαπιστώθηκε µε τη βοήθεια της 

RT-PCR και επιβεβαιώθηκε σε ορισµένα νέα είδη µε την απ’ ευθείας αλληλούχηση των 

προϊόντων της PCR.  

Το PBCVd αποτέλεσε το πιο συχνά απαντώµενο ιοειδές, καθώς ανιχνεύθηκε στο 35 

% των δειγµάτων. Ιδιαίτερα υψηλή ήταν η συχνότητα παρουσίας του σε φυτά 

καλλιεργούµενης και άγριας απιδιάς (αυτοφυής ή υποκείµενο) που έφεραν χαρακτηριστικά 

συµπτώµατα εξανθηµατικών ελκών στο φλοιό του κορµού και των βραχιόνων (Εικόνα 2), 

σχεδόν σε όλες τις περιοχές δειγµατοληψίας. Στις περισσότερες περιπτώσεις µολυσµένων µε 

PBCVd φυτών απιδιάς εµβολιασµένων σε άγρια απιδιά, το ιοειδές ανιχνεύθηκε και στο 

υποκείµενο και στο εµβόλιο, όπως αναµενόταν άλλωστε λόγο της διασυστηµατικότητας των 

ιοειδών. Το ίδιο συνέβη και στην περίπτωση των τεσσάρων δειγµάτων κυδωνιάς που ως 

υποκείµενα µολυσµένων απιδιών βρέθηκαν επίσης µολυσµένα. Η παρουσία του PBCVd στην 

απιδιά αλλά και την κυδωνιά και η εξάπλωσή του στην Ελλάδα σχετίζεται µε τη παρουσία 

του στην άγρια απιδιά η οποία απαντάται συχνά σε ορεινές και ηµιορεινές περιοχές της 

χώρας και επί αιώνες αποτελούσε το υποκείµενο ποικιλιών απιδιάς πριν αντικατασταθεί 

πρόσφατα από άλλα είδη µεταξύ των οποίων και η κυδωνιά (Kyriakopoulou et al., 2001). Στο 

παρελθόν έχει διαπιστωθεί πειραµατικά στο εργαστήριο η παρουσία του PBCVd σε είδη του 

γένους Crataegus (Desvignes et al., 1999), ποτέ όµως µέχρι σήµερα δεν είχε καταγραφεί 

φυσική µόλυνση. Έτσι λοιπόν, η ανίχνευση του PBCVd στον κράταιγο στην ορεινή 

Ναυπακτία και στο Κιλκίς είναι ιδιαίτερα σηµαντική καθώς αποτελεί την πρώτη διεθνώς 

αναφορά. Το αυτοφυές αυτό δασικό είδος όπως και τα είδη των ξενιστών που αναφέρθηκαν 

παραπάνω ανήκουν στην υποοικογένεια Maloideae (µηλοειδή). Αντίθετα, το PBCVd δεν 

ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα εξετασθέντα είδη πυρηνοκάρπων επιβεβαιώνοντας 

προηγούµενες µελέτες (Καπώνη, 2009).  
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Το ASSVd ήταν το δεύτερο σε συχνότητα ιοειδές µετά το PBCVd. Ανιχνεύθηκε σε 

αρκετές περιοχές της χώρας σε απιδιές και άγριες απιδιές, είδη στα οποία η παρουσία του είχε 

διαπιστωθεί και στο παρελθόν (Kyriakopoulou et al., 1997, 2001), καθώς και σε µηλιές και 

άγριες µηλιές (Μ. sylvestris) τα οποία αναφέρονται για πρώτη φορά ως ξενιστές του ιοειδούς 

αυτού στην Ελλάδα και διεθνώς, αντίστοιχα.  

Η παρουσία του ASSVd αλλά και του PBCVd σε αυτοφυή είδη (Μ. sylvestris, P. 

amygdaliformis, Crataegus sp.) σε ορεινές και αποµακρυσµένες περιοχές µακριά από την 

ανθρώπινη επίδραση αποτελεί ένδειξη ότι τα ιοειδή αυτά είναι γηγενή στη χώρα µας και ότι 

συνυπάρχουν µε τα άγρια είδη Rosaceae επί µακρόν, ίσως επί χιλιετίες. 

Όσον αφορά τα συµπτώµατα, η παρουσία του ASSVd ήταν σχεδόν ταυτόσηµη µε το 

σύµπτωµα της εσχαρώσεως του φλοιού των καρπών των ύποπτων δένδρων, µε εξαίρεση την 

περίπτωση δύο δειγµάτων µηλιάς που αν και φαινοµενικά έφεραν τέτοιου είδους σύµπτωµα 

βρέθηκαν υγιή. Η πιο πιθανή εξήγηση που µπορεί να δοθεί στο τελευταίο είναι ότι ορισµένες 

φορές συµπτώµατα στους καρπούς φελλωδών κηλίδων που συνοδεύονται από ρωγµές και 

προκαλούνται από τον µύκητα Venturia inaequalis συγχέονται σε κάποιο βαθµό µε εκείνα 

του ASSVd (Εικόνα 18). 

 

 
Εικόνα 18. Συµπτώµατα προσβολής καρπών µηλιάς από τον µύκητα Venturia inaequalis από 
Wikipedia (http://commons.wikimedia.org/wiki). 
 

Μέχρι σήµερα στη χώρα µας δεν έχει γίνει καµία συστηµατική µελέτη για την 

παρουσία του PLMVd, ενός εκ των πιο σηµαντικών ιοειδών, επιστηµονικά και 

φυτοπαθολογικά. Το µόνο που γνωρίζαµε και επιβεβαιώθηκε στην παρούσα µελέτη ήταν η σε 

µικρό ποσοστό παρουσία του στην άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά στην οποία δεν 

προκαλεί κάποιο εµφανές σύµπτωµα (Kyriakopoulou et al., 2001, Fekih-Hassen et al., 2006). 

Ιδιαίτερη σηµασία όµως, έχει η καταγραφή του ιοειδούς αυτού για πρώτη φορά στην Ελλάδα 

στη βερικοκιά στην οποία η παρουσία του επίσης δεν συνδέεται πιθανότατα µε κάποιο 

συγκεκριµένο σύµπτωµα (Hadidi et al., 1997) και κυρίως στη ροδακινιά σε ιδιαίτερα µάλιστα 

υψηλό ποσοστό (66 %). Η παρουσία του PLMVd διαπιστώθηκε σε όλα τα δείγµατα 

ροδακινιάς που έφεραν στη ραφή των καρπών σχισµές, σύµπτωµα που έχει συνδεθεί µε την 



  ΠΡΟΚΑΤΑΡΚΤΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΤΩΝ ASSVd, PBCVd ΚΑΙ PLMVd 
 

 61 

παρουσία του ιοειδούς αυτού (Flores et al., 2006). Πρόκειται για ένα ιοειδές µε ιδιαίτερα 

µοριακά χαρακτηριστικά, παγκόσµια εξάπλωση και µεγάλη οικονοµική σηµασία, τόσο λόγω 

των συµπτωµάτων που προκαλεί (ποιοτική και ποσοτική υποβάθµιση της παραγωγής, 

πρόωρη γήρανση του δένδρου και αύξηση της ευπάθειάς του σε άλλους βιοτικούς και 

αβιοτικούς παράγοντες), όσο και λόγω της σπουδαιότητας για την παγκόσµια αλλά και την 

ελληνική οικονοµία του βασικού του ξενιστή, της ροδακινιάς. Έτσι λοιπόν, η καταγραφή του 

PLMVd για πρώτη φορά στην Ελλάδα στη ροδακινιά ώθησε στη διεξοδική µελέτη, στο τρίτο 

και κύριο µέρος της παρούσας διατριβής, της παρουσίας του ιοειδούς αυτού σε οπωρώνες-

φυτώρια ροδακινιάς και σε άλλα είδη Rosaceae, καθώς και των µοριακών χαρακτηριστικών 

των ελληνικών αποµονώσεών του. Εξ άλλου, η εξάπλωση στην Ελλάδα και ο µοριακός 

χαρακτηρισµός των ASSVd και PBCVd αποτέλεσε το αντικείµενο µελέτης µιας άλλης 

διδακτορικής διατριβής (Μ. Καπώνη, 2009).  
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ΜΕΡΟΣ Γ. 

Η ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΟΥ PLMVd ΣΤΗΝ ΕΛΛΑΔΑ 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1Ο  

Η ΡΟΔΑΚΙΝΙΑ ΚΑΙ ΑΛΛΑ ΕΙΔΗ ΠΥΡΗΝΟΚΑΡΠΩΝ ΚΑΙ ΕΙΔΗ ΜΗΛΟΕΙΔΩΝ  

ΩΣ ΞΕΝΙΣΤΕΣ ΤΟΥ PLMVd  ΣΤΗΝ ΕΛΛΑΔΑ ΚΑΙ Η ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΟΥ  

ΣΤΟ ΦΥΤΩΡΙΑΚΟ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ ΡΟΔΑΚΙΝΙΑΣ 
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1. Περίληψη 

Η οικονοµική σηµασία του PLMVd καθώς και του βασικού του ξενιστή, της 

ροδακινιάς, το εύρος ξενιστών του, η παγκόσµια εξάπλωσή του και τα ιδιαίτερα µοριακά του 

χαρακτηριστικά καθιστούν το PLMVd, από επιστηµονική και φυτοπαθολογική άποψη, ένα 

από τα σηµαντικότερα και πλέον µελετηµένα ιοειδή. Στη χώρα µας όµως οι πληροφορίες 

σχετικά µε το ιοειδές αυτό είναι ελάχιστες. Δεν γνωρίζουµε ποια είναι η διάδοση του 

ιοειδούς, τι συµβαίνει µε την παρουσία του σε φυτικά είδη πέραν της ροδακινιάς, πόσο συχνά 

απαντάται στο πολλαπλασιαστικό υλικό ροδακινιάς/νεκταρινιάς στα ελληνικά φυτώρια και 

σε ποιές ποικιλίες. Με τη βοήθεια της RT-PCR και του υβριδισµού στυπώµατος κηλίδας 

(dot-blot hybridization) βρέθηκε ιδιαίτερα υψηλή (>75 %) συχνότητα παρουσίας του PLMVd 

στη χώρα µας, ξεπερνώντας το 85 % στην περίπτωση ορισµένων πρώιµων επιτραπέζιων 

ποικιλιών ροδακινιάς όπως η May Crest και η Spring Crest. Η ευρεία διάδοση του PLMVd 

στους οπωρώνες ροδακινιάς πιθανότατα σχετίζεται µε την ικανότητα µεταδόσεως του µέσω 

των εργαλείων κοπής και ενδεχοµένως των αφίδων-φορέων. Όµως, ιδιαίτερα σηµαντικός 

φαίνεται να είναι ο ρόλος του πολλαπλασιαστικού υλικού, καθώς από τις 29 ποικιλίες 

φυτωριακού υλικού ροδακινιάς/νεκταρινιάς που εξετάστηκαν καµία δεν βρέθηκε ελεύθερη 

του ιοειδούς, αντίθετα, περισσότερο από το 50 % των συνολικών δειγµάτων που εξετάστηκαν 

βρέθηκαν µολυσµένα, µε το ποσοστό να φτάνει σε ορισµένες ποικιλίες το 86 % ή ακόµη και 

το 100 %. Παράλληλα, επιβεβαιώθηκε η παρουσία του PLMVd στην άγρια και 

καλλιεργούµενη απιδιά και τη βερικοκιά, ενώ καταγράφηκε, για πρώτη φορά στην Ελλάδα η 

παρουσία του στη δαµασκηνιά, στην κερασιά και στην κυδωνιά. Η τελευταία µάλιστα 

αναφέρεται εδώ για πρώτη φορά ως ξενιστής του PLMVd. Τέλος, την υπόθεση του 

µικρότερου φορτίου PLMVd στα παραπάνω φυτικά είδη, σε σχέση µε τη ροδακινιά, 

επιβεβαίωσε η εφαρµογή της ποσοτικής πραγµατικού χρόνου RT-PCR (quantitative real time 

RT-PCR), µε τη βοήθεια της οποίας υπολογίστηκε ότι η συγκέντρωση του ιοειδούς σε αυτά 

ήταν κατά µέσο όρο 99.6 % µικρότερη από τη συγκέντρωση του ιοειδούς στη ροδακινιά.  
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2. Εισαγωγή 

 Η ασθένεια του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (peach latent mosaic) 

αναφέρθηκε για πρώτη φορά στη Γαλλία το 1976 κατά το φυτοϋγειονοµικό έλεγχο 

πολλαπλασιαστικού υλικού ροδακινιάς που είχε εισαχθεί από τις Η.Π.Α. και την Ιαπωνία 

(Desvignes, 1976). Η ασθένεια αυτή έχει µεγάλη οικονοµική σηµασία για τη ροδακινιά και 

είναι υπεύθυνη για τη µείωση της ποσότητας (20-40%) και της ποιότητας των παραγόµενων 

προϊόντων, τη µείωση της ζωτικότητας των δένδρων και την αύξηση της ευπάθειάς τους σε 

άλλους βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες (Desvignes, 1986, Flores and Llacer 1988, 

Mandic et al., 2008, Ozaki et al., 1999, Shamloul et al., 1995). Αίτιο της ασθένειας αυτής 

αποτελεί το οµώνυµο ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent 

mosaic viroid, PLMVd) (Flores and Llacer, 1988) το οποίο ανήκει στην οικογένεια 

Avnsunviroidae και το γένος Pelamoviroid (Navarro and Flores, 1997) και χαρακτηρίζεται 

από έντονα διακλαδισµένη δευτεροταγή δοµή και ικανότητα αυτο-σχάσεως (self-cleavage) 

κατά τον πολλαπλασιασµό του µε τη µεσολάβηση σφυροκέφαλων (hammerhead) µοτίβων 

του µορίου του που δρουν ως ριβοένζυµα. Το µέγεθος του γενώµατος στις περισσότερες 

παραλλαγές (variants) κυµαίνεται µεταξύ 335 και 341 νουκλεοτιδίων (nucleotides, nt) (Flores 

et al., 2003), ενώ ορισµένες φέρουν επιπλέον µια ένθεση 12-13 nt (348-351nt) η οποία είναι 

υπεύθυνη για το σύµπτωµα της λευκάνσεως του ελάσµατος των φύλλων της ροδακινιάς 

γνωστό ως Peach Calico (PC) (Ambros et al., 1998, Rodio et al., 2006).  

 Ο όρος ‘λανθάνον’ στο όνοµα του ιοειδούς σχετίζεται µε το γεγονός ότι στην 

πλειονότητα των φυσικών µολύνσεων δεν παρατηρούνται εµφανή συµπτώµατα στα φύλλα 

της ροδακινιάς, ή, στην περίπτωση που αυτά εµφανίζονται, είναι ασταθή και εξαφανίζονται 

µε το χρόνο, επίσης δε, σχετίζεται µε το µεγάλο χρονικό διάστηµα που απαιτείται για την 

έναρξη της εµφανίσεώς τους. Χαρακτηριστικό σύµπτωµα θεωρείται η καθυστέρηση 

ενάρξεως του σταδίου της ανθήσεως, βλαστήσεως και ωριµάσεως των καρπών, η πρόωρη 

γήρανση των δένδρων, η νέκρωση των οφθαλµών, το σπάσιµο του χρώµατος των πετάλων 

και οι σχισµές στη ραφή των καρπών (Flores et al., 2006).  

 Επί περισσότερες από δύο δεκαετίες η ροδακινιά και τα υβρίδια αυτής θεωρήθηκαν 

ως οι µοναδικοί ξενιστές του PLMVd (Desvignes 1986, Flores et al., 2003).  Σχετικά 

πρόσφατα, όµως, η παρουσία του ιοειδούς αναφέρθηκε και σε άλλα είδη πυρηνοκάρπων, 

όπως η βερικοκιά, η δαµασκηνιά, η κερασιά και η αµυγδαλιά, αλλά και µηλοειδή όπως η 

καλλιεργούµενη και η άγρια απιδιά (Hadidi et al., 1997, Faggioli et al., 1997, Giunchedi et 

al., 1998, Ozaki et al., 1999, Kyriakopoulou et al., 2001, Fekih-Hassen et al., 2005, 2006,). 

Παρόλ’ αυτά, ορισµένοι ερευνητές όπως οι F. Flores και F. Di Serio συνεχίζουν να 

αµφιβάλλουν για τον κύκλο ξενιστών του PLMVd πέραν της ροδακινιάς (F. Flores και F. Di 

Serio, προσωπική επικοινωνία). Επιπλέον, το PLMVd παρουσιάζει ευρύτατη διάδοση σε όλο 

τον κόσµο και σ’ αυτό συνέβαλε τα µέγιστα η ανταλλαγή, διακίνηση και χρήση µολυσµένου 
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πολλαπλασιαστικού υλικού ροδακινιάς και υβριδίων αυτής σε συνδυασµό µε τη συχνή 

απουσία εµφανών συµπτωµάτων στα φύλλα.   

 Η οικονοµική σηµασία του PLMVd καθώς και του βασικού του  ξενιστή, της 

ροδακινιάς, το εύρος ξενιστών του, η παγκόσµια εξάπλωσή του και τα ιδιαίτερα µοριακά του 

χαρακτηριστικά καθιστούν το PLMVd, από επιστηµονική και φυτοπαθολογική άποψη,  ένα 

από τα σηµαντικότερα και πλέον µελετηµένα ιοειδή. Στη χώρα µας όµως οι πληροφορίες 

σχετικά µε το ιοειδές αυτό είναι ελάχιστες και περιορίζονται στην πρώτη αναφορά του στην 

άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά (Kyriakopoulou et al., 1998, 2001). Τι ισχύει όµως για τη 

ροδακινιά; Ήδη, όπως αναφέρθηκε στο προηγούµενο κεφάλαιο, διαπιστώθηκε η παρουσία 

του PLMVd στη ροδακινιά σε υψηλό ποσοστό. Ο αριθµός όµως των δειγµάτων ροδακινιάς 

που εξετάστηκε ήταν µικρός και προερχόταν µόνο από την Πελοπόννησο. Ποια είναι όµως η 

πραγµατική κατάσταση σε εθνική κλίµακα; Πόσο διαδεδοµένο είναι το PLMVd στη χώρα 

µας; Επιπλέον, δεδοµένου ότι η αντιµετώπιση του PLMVd ως γνωστόν θεµελιώνεται στην 

εφαρµογή προληπτικών µέτρων µε βασικότερο τη χρήση πιστοποιηµένου 

πολλαπλασιαστικού υλικού, γεννάται ένα ακόµη ερώτηµα. Πόσο συχνά απαντάται το 

PLMVd στο πολλαπλασιαστικό υλικό ροδακινιάς-νεκταρινιάς στα ελληνικά φυτώρια και σε 

ποιες ποικιλίες; Αν και γνωρίζουµε αρκετά για την κατάσταση στο φυτωριακό 

πολλαπλασιαστικό υλικό άλλων χωρών (Flores and Llacer 1988, Shamloul et al., 1995, 

Hadidi et al., 1997, Loreti et al., 1998,), πλήρης άγνοια επικρατεί για την κατάσταση στη 

χώρα µας. Αναφέρεται ότι η παρουσία του PLMVd σε φυτικά είδη πέραν της ροδακινιάς, όσα  

αναφέρθηκαν παραπάνω και ενδεχοµένως νέα, είναι περιστασιακή (Mandic et al., 2008), 

γεγονός που αποδίδεται στην ανοµοιόµορφη κατανοµή και στο χαµηλό τίτλο του ιοειδούς 

στα είδη αυτά (Flores et al., 2003), δίχως όµως αυτό να έχει ποτέ προσδιοριστεί ποσοτικά. 

Έτσι λοιπόν, στόχος του παρόντος κεφαλαίου ήταν να δοθούν απαντήσεις στα ερωτήµατα 

που τέθηκαν παραπάνω, επίσης δε να προσδιοριστεί ποσοτικά, µε τη βοήθεια της ποσοτικής 

πραγµατικού χρόνου RT-PCR (quantitative real time RT-PCR) η συγκέντρωση του PLMVd 

στον κύριο (ροδακινιά) αλλά και στους άλλους ξενιστές του (άλλα πυρηνόκαρπα-µηλοειδή).  

 

3. Υλικά και µέθοδοι 

 3.1. Φυτικό υλικό 

3.1.1. Δείγµατα αγρού 

 Κατά τα έτη 2006-2008 πραγµατοποιήθηκε ευρείας κλίµακας δειγµατοληψία 

δειγµάτων ροδακινιάς και άλλων πυρηνοκάρπων όπως βερικοκιάς, δαµασκηνιάς και 

κερασιάς, καθώς και ορισµένων µηλοειδών όπως απιδιάς, κυδωνιάς και άγριας απιδιάς, από 

οπωρώνες της Μακεδονίας, της Θεσσαλίας και της Πελοποννήσου. Οι δειγµατοληψίες 

πραγµατοποιήθηκαν κατά την εποχική χρονική περίοδο Φεβρουάριος-Οκτώβριος. Τα 

δείγµατα αποτέλεσαν φύλλα, άνθη και καρποί που συλλέχθηκαν τυχαία από συµπτωµατικά 
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δένδρα (Πίνακας 1), τοποθετήθηκαν σε πλαστικά σακουλάκια που έφεραν κωδικό αριθµό και 

αυτά αµέσως σε φορητό ψυγείο µέχρι τη µεταφορά τους στο εργαστήριο όπου 

αποθηκεύτηκαν στους -80°C µέχρι τη χρήση τους. Συνολικά συλλέχθηκαν 370 δείγµατα, από 

τα οποία 203 ροδακινιάς (10 ποικιλίες), 35 βερικοκιάς (τέσσερις ποικιλίες), 49 δαµασκηνιάς 

(πέντε ποικιλίες), 27 κερασιάς (τέσσερις ποικιλίες), 30 απιδιάς (µια ποικιλία), 23 κυδωνιάς, 

και τρία άγριας απιδιάς.  

 

Πίνακας 1. Δείγµατα ροδακινιάς και άλλων πυρηνοκάρπων και µηλοειδών που εξετάστηκαν 
για την παρουσία του PLMVd 

Φυτικό είδος Ποικιλία Αριθµός 

δειγµάτων 

(κωδικοί) 

Περιοχή  Συµπτώµατα 

Spring Crest 16 (1-16) Κλένια Αργολίδας 

May Crest 9 (17-25) Κλένια Αργολίδας 

Sun Crest 20 (26-45) Κλένια Αργολίδας 

Sun Crest 18 (46-63) Νάουσα Ηµαθίας 

Λευκόσαρκα 

(ποικιλία άγνωστη) 
15 (64-78) Επισκοπή Ηµαθίας 

June Gold 7 (79-85) Επισκοπή Ηµαθίας 

Symphony 12 (86-97) Μονόσπιτα Ηµαθίας 

Red Haven 21 (98-118) Μονόσπιτα Ηµαθίας 

Fortuna 13 (119-131) Νάουσα Ηµαθία 

Red Haven 16 (132-147) Μεγαπλάτανος Πέλλας 

May Crest 21 (148-168) Τύρναβος Λάρισας 

Sun Cloud 23 (169-191) Βελβεντός Κοζάνης 

Άγνωστη 12 (192-203) 
Άνω Λεχώνια Πηλίου 

Μαγνησίας 

Ροδακινιά 

Σύνολο 203  

Ερυθρίαση, µωσαϊκό, χλωρωτικές 

κηλίδες φύλλων, νέκρωση νεύρων, 

σπάσιµο χρώµατος των πετάλων, 

παραµόρφωση, µεταχρωµατισµός, 

σχισµές στη ραφή των καρπών, 

κοµµίωση (Εικόνα 1) 

Διαµαντοπούλου 13 (1-13) Κλένια Αργολίδας 

Αδαµοπούλου 10 (14-23) Κλένια Αργολίδας 

Μπεµπέκου 8 (24-31) Κυλλήνη Ηλείας 

Άγνωστη 4 (32-35) 
Άνω Λεχώνια Πηλίου 

Μαγνησίας 

Βερικοκιά 

Σύνολο 35  

Γενική χλώρωση, νεκρωτικές 

κηλίδες, χλωρωτικά στίγµατα 

φύλλων, αποφύλλωση, κοµµίωση 

Angelino 4 (1-4) Κλένια Αργολίδας 

Άγνωστη 20 (5-24) 
Άνω Λεχώνια Πηλίου 

Μαγνησίας 

Angelino 6 (25-30) Μεγαπλάτανος Πέλλας 

Angelino 11 (31-41) Νάουσα Ηµαθίας 

President 5 (42-46) Νάουσα Ηµαθίας 

Black Gold 3 (47-49) Νάουσα Ηµαθίας 

Δαµασκηνιά 

Σύνολο   49  

Ερυθρίαση, µωσαϊκό φύλλων, 

µικροφυλλία, έλκη, κοµµίωση, 

µικρές και ανοιχτόχρωµες κηλίδες 

στους καρπούς (Εικόνα 2) 
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Verona 6 (1-6) Μεγαπλάτανος Πέλλας 

Τραγανό Εδέσσης 4 (7-10) Μεγαπλάτανος Πέλλας 

Burla 8 (11-18) Μεγαπλάτανος Πέλλας 

Άγνωστη 9 (19-27) 
Άνω Λεχώνια Πηλίου 

Μαγνησίας 

Κερασιά 

Σύνολο 27  

Ερυθρίαση φύλλων, έλκη 

9 (1-5)*, (6-9) 
Καρατζάς Τροιζηνίας 

Πειραιάς 

12 (10, 11)*, 

(12-21) 
Κλένιας Αργολίδας Κοντούλα 

9 (22-30) 
Άνω Λεχώνια Πηλίου 

Μαγνησίας 

Απιδιά 

Σύνολο 30  

Εξανθηµατικά έλκη στον κορµό 

Υποκείµενο 4 (1-4)* 

Άγνωστη 3 (5-7) 

Καρατζάς Τροιζηνίας 

Πειραιάς 

Άγνωστη 16 (8-23) 
Άνω Λεχώνια Πηλίου 

Μαγνησίας 

Κυδωνιά 

Σύνολο 23  

Παραµόρφωση φύλλων 

µικροφυλλία 

Υποκείµενο 2 (1,3)* Καρατζάς Τροιζηνίας, 
Πειραιάς 

Αυτοφυές 1 (4)* Καρατζάς Τροιζηνίας, 
Πειραιάς 

Άγρια απιδιά 

Σύνολο 3  

Εξανθηµατικά έλκη στον κορµό 

*: Τα δείγµατα αυτά είχαν ελεγχθεί για την παρουσία του PLMVd (βλ. Πίνακα 1 στο Β µέρος της παρούσας 

διατριβής). 

3.1.2. Φυτώρια ροδακινιάς 

 Για τον έλεγχο της παρουσίας του PLMVd στο πολλαπλασιαστικό υλικό επιλέχθηκαν 

τρεις µεγάλες φυτωριακές µονάδες, δύο στα Μονόσπιτα Ηµαθίας και µια στο Νέο Φθιώτιδας. 

Οι δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν κατά τα έτη 2008-2009. Τα δείγµατα 

ροδακινιάς/νεκταρινιάς προήλθαν είτε από έτοιµα προς πώληση φυτά ενός έτους 

εµβολιασµένα στο υποκείµενο GF-677, είτε από µητρικά δένδρα ηλικίας 8-10 ετών επίσης 

εµβολιασµένα στο υποκείµενο GF-677. Από κάθε ποικιλία συλλέχθηκαν τουλάχιστον 20 

δείγµατα τα οποία τοποθετήθηκαν σε πλαστικά σακουλάκια που έφεραν κωδικό αριθµό και 

στη συνέχεια σε φορητό ψυγείο µέχρι τη µεταφορά τους στο εργαστήριο. Συνολικά 

συλλέχθηκαν 711 δείγµατα, 353 από φυτά ενός έτους και 358 από µητρικά δένδρα, που 

προήλθαν από 23 ποικιλίες ροδακινιάς και έξι νεκταρινιάς (Πίνακας 2).  

Ως θετικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν φύλλα φυτών του φυτοδείκτη GF-305 

µολυσµένων µε τις ιταλικές αποµονώσεις P31, P42, P34 (αποµόνωση Peach Calico) του 

PLMVd, ενώ ως αρνητικοί µάρτυρες φύλλα υγιών φυτών GF-305. Επιπλέον, ως αρνητικοί 

µάρτυρες στις δοκιµές εξειδικεύσεως της real time RT-PCR χρησιµοποιήθηκαν οι επίσης 

ιταλικές αποµονώσεις των ιοειδών ASSVd, PBCVd, HSVd, και PSTVd. Όλες οι ιταλικές 
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αποµονώσεις προήλθαν από τη συλλογή του ινστιτούτου CRA (Centro per la Pathologia 

Vegetale) στη Ρώµη µετά από ευγενική προσφορά των Dr. M. Barba και Dr. F. Faggioli.  

 
Εικόνα 1. Συµπτώµατα προσβολής φυτών ροδακινιάς από το PLMVd. Α, Β) παραµόρφωση και 
µεταχρωµατισµός του ελάσµατος και νέκρωση των νεύρων φύλλων, Γ) σπάσιµο του χρώµατος των 
πετάλων, Δ) παραµόρφωση και έναρξη σχισµών στη ραφή νεαρού καρπού, Ε, Ζ, ΣΤ) έντονες και ήπιες 
σχισµές στη ραφή, µεταχρωµατισµός και παραµόρφωση καρπών ροδακινιάς 

 

 
Εικόνα 2. Συµπτώµατα που πιθανότατα σχετίζονται µε την παρουσία του PLMVd σε φυτά 
δαµασκηνιάς και βερικοκιάς. Α) πολυάριθµες ισοδιαµετρικές ανοιχτόχρωµες κηλίδες  σε καρπούς 
δαµασκηνιάς (ποικιλία Angelino), Β) ανοιχτόχρωµες κηλίδες στο έλασµα φύλλου βερικοκιάς 

 

3.2. Μεταχειρίσεις για την αδρανοποίηση των ριβονουκλεασών 

Ισχύει ότι αναφέρθηκε στην παράγραφο 3.2 του Β µέρους. Επιπλέον, διαλύµατα 

ευαίσθητα στις υψηλές θερµοκρασίες αποστειρώθηκαν µε τη διέλευσή τους από φίλτρο µιας 

χρήσεως 0.45 µm Minisart (Santorius Stedim Biotech SA, Aubagne, France). 
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3.3. Αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 

3.3.1. Eκµαγείο 

Προ της εφαρµογής του πρωτοκόλλου one tube-two step RT-PCR για το µαζικό 

έλεγχο των παραπάνω δειγµάτων µε σκοπό την ανίχνευση του PLMVd, πραγµατοποιήθηκε 

σύγκριση διαφόρων πρωτοκόλλων εκχυλίσεως RNA µε σκοπό να βρεθεί το καταλληλότερο. 

Χρησιµοποιήθηκαν συνολικά πέντε µέθοδοι, οι δύο αφορούσαν την εκχύλιση φυτικού χυµού 

σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα και οι τρεις την εκχύλιση ολικού  RNA (total RNA, t-

RNA). Από τις παραπάνω µεθόδους, τα πρωτόκολλα εκχυλίσεως φυτικού χυµού των 

Rowhani et al., (1995) και t-RNA των Rott and Jelkmann (2001) (µέθοδος οξειδίου του 

πυριτίου) περιγράφονται στις παραγράφους 3.3.1.1. και 3.3.1.2. του Β µέρους. Οι υπόλοιπες 

τρεις µέθοδοι περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω.  

 

Πίνακας 2. Πολλαπλασιαστικό υλικό ροδακινιάς και νεκταρινιάς που εξετάστηκε για την 
παρουσία του PLMVd 

 Δενδρύλλια ενός έτους Μητρικά δένδρα 8-10 ετών 

Φυτώριο 1ο* Φυτώριο 2ο** Φυτώριο 3ο*** 

2008 2009 2009 

Π
οι
κι
λί
ες

 

Ποικιλία Αριθµός 

δειγµάτων 

Ποικιλία Αριθµός 

δειγµάτων 

Ποικιλία Αριθµός 

δειγµάτων 

Ποικιλία Αριθµός 

δειγµάτων 

Spring Crest 20 O’ Henry 20 Άνδρος 20 Hall 20 

Κατερίνα 24 Glantis 20 Spring Crest  20 Red Haven 20 

Α-37 21 Fayette 20 May Crest 20 May Rich  20 

May Crest 30 Spring 

Bell 

20 Royal Glory 20 Λεµονάτα 

Βόλου 

20 

Sun Crest 22 Fire Top 20   Cardinal 20 

Spring Bell 20     July Lady 20 

Άνδρος 28     Rubi du 20 

François  20     Spring Crest 20 

Fayette 20     Early Crest 20 

Ρο
δα
κι
νι
ές

 

      Honey 20 

Tasty Free 28 Orion 20 Big Top 20   

    Reg Gold 20   

    Galtezi 20   

Ν
εκ
τα
ρι
νι
ές

 

    Adrianna 18   
*: Φυτώριο Μίλη στα Μονόσπιτα Ηµαθίας, **: Φυτώριο Τσεσµελή στα Μονόσπιτα Ηµαθίας,  
***: Φυτώριο Παναγιωτόπουλος στο Νέο Φθιώτιδας  
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α) Εκχύλισµα φυτικού χυµού (SSC) 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου που 

περιγράφεται από τους Fekih-Hassen et al., (2006). Σύµφωνα µε αυτό, ποσότητα 0.1 gr 

φυτικού ιστού τοποθετήθηκε σε πλαστικό σακουλάκι που περιείχε 2 ml διαλύµατος 

οµογενοποιήσεως (2x SSC: 0.3 M NaCl, 0.03 M Na3C6H5O7 [sodium citate], pH: 7.0 και 1 % 

[β/ο] Na2SO3). Στη συνέχεια 500 µl του οµογενοποιήµατος µεταφέρθηκαν σε µικροσωλήνα 

1.5 ml (Eppedorf AG, Hamburg, Germany) φυγοκεντρήθηκαν στις 10000 στροφές ανά λεπτό 

(revolution per minute, rpm) επί 10 λεπτά και 200 µl υπερκειµένου µεταφέρθηκαν σε νέο 

µικροσωλήνα 1.5 ml και αποθηκεύτηκαν στους -80 °C.  

 

β) Εκχύλιση t-RNA, µέθοδος φαινόλης (Faggioli et al., 2001) 

 Ποσότητα 0.2 gr φυτικού ιστού κονιορτοποιήθηκε µε τη βοήθεια υγρού αζώτου και 

οµογενοποιήθηκε µε 927.5 µl διαλύµατος εκχυλίσεως (900 µl 0.2 Μ Tris-HCl pH: 8.2, 17.5 

µl 5 M NaCl, 8 µl 10% [o/o] Triton X-100 και 2 µl β-mercaptoethanol). Στη συνέχεια το 

οµογενοποίηµα µεταφέρθηκε σε µικροσωλήνα 1.5 ml και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 

9000 rpm στους 4° C επί 20 λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml 

και προστέθηκαν 500 µl κορεσµένης µε νερό φαινόλης (water saturated phenol pH: 7.0), 100 

µl 5% (β/ο) SDS και 100 µl 0.1 M EDTA pH: 7.0. Ακολούθησε έντονη ανάδευση και 

φυγοκέντρηση του διαλύµατος στις 9000 rpm στους 4° C επί 20 λεπτά. Το υπερκείµενο 

µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα και ακολούθησε κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων µε 

παγωµένη αιθανόλη 100 % και NaOAc όπως περιγράφηκε στην παράγραφο 3.3.1.2. του Β 

µέρους, και τελικά, το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 100 µl νερό DEPC.  

 

γ) Εκχύλιση ολικού RNA (t-RNA), µέθοδος TRIZOL (Invitrogen) 

Ποσότητα 0.1 gr φυτικού χυµού τοποθετήθηκε σε πλαστικό σακουλάκι και 

οµογενοποιήθηκε παρουσία 0.2 ml διαλύµατος (500 mM Tris-HCl pH: 8.3 , 2% [β/ο] PVP-

40, 1 % [β/ο] PEG-6000, 1.4 mM NaCl και 0.05% [o/o] Tween 20). Στη συνέχεια 200 µl 

οµογενοποιήµατος προστέθηκαν σε νέο µικροσωλήνα 1.5 ml που περιείχε 750 µl TRIZOL 

(Invitrogen), το µίγµα αναδεύτηκε καλά, επωάστηκε επί πέντε λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου, και στη συνέχεια προστέθηκαν 200 µl χλωροφορµίου. Το µίγµα αναδεύτηκε καλά 

και επωάστηκε επί δύο λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 

12000 rpm επί 15 λεπτά στους 4 °C. Έπειτα το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο 

µικροσωλήνα που περιείχε 1 µl γλυκερόλης και 500 µl ίσο-προπανόλης και το µίγµα αφού 

αναδεύτηκε καλά επωάστηκε επί 10 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Έπειτα 

πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση στις 12000 rpm επί 10 λεπτά στους 4 °C, το υπερκείµενο 

απορρίφθηκε και το ίζηµα των νουκλεϊκών οξέων ξεπλύθηκε µε 750 µl αιθανόλης 70% (ο/ο). 
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Το διάλυµα αναδεύτηκε έντονα, φυγoκεντρήθηκε στις 8500 rpm επί επτά λεπτά στους 4 °C 

και αφού απορρίφθηκε το υπερκείµενο, το ίζηµα νουκλεϊκών οξέων αφέθηκε να στεγνώσει 

επί 10-15 λεπτά στο θάλαµο νηµατικής ροής και επαναδιαλύθηκε σε 50 µl νερό DEPC. 

 

3.3.2. Εκκινητές  

Για την ανίχνευση του PLMVd µε την RT-PCR στο παρόν κεφάλαιο 

χρησιµοποιήθηκαν αποκλειστικά οι εκκινητές PLMVdhL/PLMVdcL (Loreti et al., 1999). 

 

3.3.3. RT-PCR ενός µικροσωλήνα δύο σταδίων (οne tube two step RT-PCR) 

Το πρωτόκολλο RT-PCR δύο σταδίων σε κοινό µικροσωλήνα που περιγράφεται στη 

παράγραφο 3.3.3. του Β µέρους υιοθετήθηκε στο παρόν κεφάλαιο για την ανίχνευση του 

PLMVd στα δείγµατα αγρού και στο φυτωριακό υλικό.  

 

3.3.4. Ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR 

Η ανάλυση των προϊόντων της RT-PCR πραγµατοποιήθηκε µε ηλεκτροφόρηση 10 µl 

προϊόντος της αντιδράσεως σε πήγµα αγαρόζης (Invitrogen) 1.5 % (β/ο) σε ρυθµιστικό 

διάλυµα 1x TAE και εν συνέχεια εµβάπτιση και επώαση επί 20 λεπτά σε διάλυµα 0.5 mg/ml 

βρωµιούχου αιθιδίου όπως περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 3.3.4. του Β µέρους.  

Σε ορισµένες περιπτώσεις, προκειµένου να εφαρµοστεί η τεχνική του µοριακού 

υβριδισµού κατά Southern πραγµατοποιήθηκε ανάλυση των προϊόντων RT-PCR σε πήγµα 

πολυακρυλαµίδης 5% (ο/ο). Για την παρασκευή του πήγµατος, 2.5 ml µίγµατος 

acrylamide/bis-acrylamide 23:1 40 % (β/ο) (Fisher Scientific Inc., PA Pittsburg, USA)  

αναµίχθηκε µε 4 ml διαλύµατος 5x TBE (Tris-Borate-EDTA: 450 mM Tris-Borate, 5 mM 

EDTA pH: 8.3), 20 µl TEMED (Biorad Laboratories Inc., California, USA) και 200 µl 10% 

(β/ο) APS (ammonium persulfate). Το διάλυµα αναµίχθηκε και στη συνέχεια τοποθετήθηκε 

σε συσκευή κάθετης ηλεκτροφορήσεως Mini-Protean Tetra (Biorad Laboratories Inc., 

California, USA), όπου µε τη βοήθεια ειδικών χτενιών δηµιουργήθηκαν τα φρεάτια 

εφαρµογής των δειγµάτων. Μετά την πλήρη πήξη του πήγµατος, η συσκευή πληρώθηκε µε 

διάλυµα 1x TBE και εν συνέχεια 10 µl των προϊόντων της αντιδράσεως αναµίχθηκαν µε 2 µl 

διαλύµατος εφαρµογής δειγµάτων (loading buffer) και τοποθετήθηκαν στα φρεάτια. Η 

ηλεκτροφόρηση έλαβε χώρα επί µια ώρα σε σταθερή ένταση 40 mA.  

 

3.4. Μοριακός υβριδισµός 

Για τον µαζικό έλεγχο δειγµάτων αγρού ροδακινιάς και άλλων Rosaceae για την 

ανίχνευση του PLMVd χρησιµοποιήθηκε η τεχνική του µοριακού υβριδισµού. Η τεχνική 

αυτή εφαρµόστηκε τόσο µε τη µορφή στυπώµατος κηλίδας RNA (dot ή spot blot 

hybridization), όσο και ως µεταφορά κατά Southern (Southern hybridization) 
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χρησιµοποιώντας ανιχνευτές (probes) dsDNA σηµασµένους µε διγοξιγενίνη (digoxigenin, 

dig).  

 

3.4.1. Υβριδισµός στυπώµατος κηλίδας RNA 

3.4.1.1. Προετοιµασία και τοποθέτηση δειγµάτων 

 Πέντε µl ολικού RNA από κάθε δείγµα προστέθηκαν σε µικροσωλήνα 0.2 ml (Costar 

Corporation, Cambridge MA, USA) που περιείχε 5 µl µίγµατος αποδιατάξεως (denaturation 

mixture: 3/2 [ο/ο] 37% [o/o] formaldehyde, 20x SSC). Μετά την ανάδευση των διαλυµάτων, 

οι µικροσωλήνες τοποθετήθηκαν στον θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ-Research, Waltham, 

Massachusetts, USA) και ακολούθησε αποδιάταξη του RNA µε θέρµανση στους 65 °C επί 30 

λεπτά. Αµέσως µετά οι µικροσωλήνες µεταφέρθηκαν στον πάγο όπου και παρέµειναν µέχρι 

την στύπωση των διαλυµάτων στην ενεργοποιηµένη και θετικά φορτισµένη νάυλον µεµβράνη 

(Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Η ενεργοποίηση της µεµβράνης 

πραγµατοποιήθηκε µε εµβάπτιση της αρχικά σε απεσταγµένο-αποστειρωµένο νερό επί 20 

λεπτά και στη συνέχεια σε διάλυµα 2x SSC επί άλλα 20 λεπτά. Όλες οι επωάσεις 

ενεργοποιήσεως της µεµβράνης έγιναν σε θερµοκρασία δωµατίου. Στη συνέχεια, πάνω στη 

µεµβράνη, σε προσχεδιασµένες θέσεις ανά δείγµα, διαστάσεων 1x1 cm, τοποθετήθηκε εις 

διπλούν ποσότητα πέντε µl διαλύµατος αποδιαταγµένου RNA και ακολούθησε δέσµευση-

προσήλωση των νουκλεϊκών οξέων επ’ αυτής µε σταυροδέσµωση (cross-linking) σε θάλαµο 

υπεριώδους ακτινοβολίας (ultra violet, UV) Spectrolinker XL-1000UV (Specrtonic 

Corporation, New York, USA) επί 30-45 δευτερόλεπτα σε 1200 x 100 µJoule/cm2. Μετά οι 

µεµβράνες τοποθετήθηκαν σε πλαστικό σακουλάκι και στη συνέχεια στο ψυγείο στους 4° C 

µέχρι την επαναχρησιµοποίησή τους. Σε κάθε δοκιµή πέραν των δειγµάτων 

συµπεριλαµβάνονταν ένας ή περισσότεροι θετικοί και αρνητικοί µάρτυρες. 

 

3.4.1.2. Υβριδισµός κατά Southern (Southern blot) 

Δέκα µl προϊόντος RT-PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 5% 

όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.3.4. του παρόντος κεφαλαίου, δίχως να ακολουθήσει 

χρώση σε διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου. Στη συνέχεια το πήγµα εµβαπτίστηκε δύο φορές επί 

15 λεπτά η κάθε µια σε διάλυµα αποδιατάξεως (denaturation buffer: 0.5 M NaOH, 1 M NaCl) 

προκειµένου να λάβει χώρα η αποδιάταξη του DNA και δύο φορές επί 15 λεπτά η κάθε µια 

σε διάλυµα ουδετεροποιήσεως (naturalization buffer: 0.5 M  Tris-HCl pH: 7.5, 1.5 mM 

NaCl). Ακολούθησε τριχοειδής µεταφορά του αποδιαταγµένου DNA σε ενεργοποιηµένη και 

θετικά φορτισµένη νάυλον µεµβράνη (Roche) όπως δείχνει η Εικόνα 3. Μετά το πέρας της 

διαδικασίας που έλαβε χώρα σε θερµοκρασία δωµατίου επί 8-10 ώρες, ακολούθησε 

σταυροδέσµωση των νουκλεϊκών οξέων.  
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Εικόνα 3. Σχηµατική παράσταση της µεθόδου τριχοειδούς µεταφοράς DNA από το πήγµα 
πολυακρυλαµίδης στη µεµβράνη υβριδισµού 
 

3.4.1.3. Σύνθεση ανιχνευτών dsDNA  

 Η σύνθεση των ανιχνευτών έγινε µε τη βοήθεια της PCR µε ενσωµάτωση του 

ανιχνευτή diogoxigenin (dig) ως dig-dUTP περιεχόµενης στο µίγµα ολιγονουκλεοτιδίων Dig 

labeling mix (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) στο προϊόν της PCR. Ως εκµαγείο 

χρησιµοποιήθηκε κλωνοποιηµένο πλασµίδιο pCRII  TOPO (Invitrogen Ltd., Paisley, 

England, UK) που περιείχε µονοµερές DNA του συνολικού γενώµατος της ιταλικής 

αποµονώσεως PLMVd P42, ευγενική προσφορά των Drs. M. Barba και F. Faggioli του 

ινστιτούτου CRA (Centro di Ricerca per la Pathologia Vegetale) στη Ρώµη. Η σύνθεση των 

ανιχνευτών πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε το παρακάτω πρωτόκολλο.  

Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 100 µl µε τη χρήση ενός µl αραιώσεως 1/10 του 

πλασµιδιακού DNA (15 ng/µl). Το διάλυµα της αντιδράσεως αποτελείτο από 20 mM Tris-

HCl pH: 8.4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, 0.5 µM εκκινητή PLMVdhL/PLMVdcL, 0.2 mM 

από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο dATP, dCTP, dGTP, 0.19 mM dTTP και 0.01 mM digoxigenin-

11-dUTP (Dig-11-dUTP) (Roche), 5 % (o/o) DMSO, δύο µονάδες ενζύµου Taq DNA 

πολυµεράση (Invitrogen) και νερό DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Στη συνέχεια και αφού 

προηγήθηκε ηλεκτροφορητική ανάλυση του προϊόντος της PCR, πραγµατοποιήθηκε 

καθαρισµός του από διµερή εκκινητών (primer dimers), dNTPs, Taq DNA πολυµεράση και 

άλλα συστατικά της PCR µε τη χρήση του κυτίου Microcon YM-100 (Millipore Corporation, 

Billeria, MA, USA) και ακολούθησε προσδιορισµός της συγκεντρώσεως  (οπτική πυκνότητα, 

optical density, OD) του ανιχνευτή (probe) µε το φασµατοφωτόµετρο Nanodrop ND-1000 

(Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE, USA).  

 

3.4.1.4. Προ-υβριδισµός/υβριδισµός 

 Η διαδικασία που ακολουθήθηκε αποτελεί παραλλαγή του πρωτοκόλλου των 

Palacio-Bielsa et al., (1999). Σύµφωνα µε αυτό, του υβριδισµού προηγήθηκε προ-υβριδισµός 

των νάυλον µεµβρανών που έφεραν τις κηλίδες των προς έλεγχο δειγµάτων.  Για το σκοπό 

αυτό οι µεµβράνες τοποθετήθηκαν σε γυάλινους περιέκτες που περιείχαν 20 ml διαλύµατος 
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προ-υβριδισµού (pre-hybridization buffer: 50 % απιοντισµένη φορµαµίδη [formamide], 6x 

SSC, 1 % [β/ο] SDS, 10 % [o/o] 50x Denhard’s και 100 µg/ml αποδιαταγµένου [100 °C, 10 

λεπτά] Herring sperm DNA [Promega, Madison, USA]) που είχε προθερµανθεί στους 50 °C 

και αποστειρωθεί µε διέλευσή του από φίλτρο 0.45 nm Minisart (Santorius). Στη συνέχεια, οι 

περιέκτες µεταφέρθηκαν στο θάλαµο υβριδισµού Problot (Labnet International Inc., Edison, 

NY, USA) και ο προ-υβριδισµός έλαβε χώρα στους 50° C επί τουλάχιστον δύο ώρες. Μετά 

την ολοκλήρωση του παραπάνω σταδίου, το διάλυµα προ-υβριδισµού απορρίφθηκε και 

αντικαταστάθηκε µε 20 ml προθερµασµένου στους 50 °C διαλύµατος υβριδισµού 

(hybridization buffer: 50% formamide, 6x SSC, 1 % [o/o] SDS και 100 µg/ αποδιαταγµένου 

[100 °C, 10 λεπτά] Herring sperm DNA που περίεχε 20 ng/cm2 µεµβράνης αποδιαταγµένου 

στους 100° C επί  πέντε λεπτά ανιχνευτή dig dsDNA). Ο υβριδισµός έλαβε χώρα στο θάλαµο 

υβριδισµού επί 18 περίπου ώρες στους 50 °C.  

 

3.4.1.5. Πλύσεις και ανίχνευση των προϊόντων 

 Μετά την ολοκλήρωση του υβριδισµού, οι µεµβράνες επωάστηκαν, µε ταυτόχρονη 

ανάδευση, σε 20 ml διαλύµατος πλύσεως 1 (wash buffer 1: 20x SSC, 0.1 % [β/ο] SDS) δύο 

φορές επί 15 λεπτά η κάθε µια σε θερµοκρασία δωµατίου και ακολούθησε µια πλύση σε 20 

ml διαλύµατος πλύσεως 2 (wash buffer 2: 0.1x SSC, 0.1 % [β/ο] SDS) επί µια ώρα στους 60 

°C. Στη συνέχεια οι µεµβράνες επωάστηκαν σε διάλυµα 1 (0.1 M maleic acid, 0.15 M NaCl, 

pH:7.5) που περιείχε 0.3 % (ο/ο) Tween-20 επί δύο λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου και οι 

πλύσεις ολοκληρώθηκαν µε την επώαση των µεµβρανών σε 20 ml διαλύµατος 2 (10 % [ο/ο] 

πυκνού διαλύµατος καλύψεως [stock blocking reagent buffer] σε διάλυµα 1) επί 45 λεπτά σε 

θερµοκρασία δωµατίου.  

 Για την ανίχνευση των θέσεων δεσµεύσεως των ανιχνευτών dsDNA, οι µεµβράνες 

επωάστηκαν επί 30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου σε διάλυµα 2 (0.2 ml/cm2 µεµβράνης) 

που περιείχε σε αναλόγια 1/5000 συζευγµένο µε αλκαλική φωσφατάση αντίσωµα (anti-Dig-

AP Conjugate) (Roche). Μετά την αποµάκρυνση της περίσσειας του αντισώµατος 

ακολούθησε εξισορρόπηση των µεµβρανών µε επώασή τους επί 30 λεπτά σε θερµοκρασία 

δωµατίου µε διάλυµα εξισορροπήσεως (equilibration buffer: 0.01 M Tris-HCl pH: 7.5, 0.05 

M MgCl2, 0.1 M NaCl). Στη συνέχεια και αφού αποµακρύνθηκε η περίσσεια του διαλύµατος 

εξισορροπήσεως, οι µεµβράνες τοποθετήθηκαν µε µέτωπο προς τα κάτω σε διαφάνεια που 

έφερε σταγόνες του χηµειοφωτογόνου υποστρώµατος CSPD (Roche). Μετά την 

αποµάκρυνση της περίσσειας του διαλύµατος και των φυσαλίδων, οι µεµβράνες 

τοποθετήθηκαν σε σκοτεινό θάλαµο στους 37 °C επί 15 λεπτά. Ο εντοπισµός των θέσεων 

υβριδισµού έγινε µε τοποθέτηση φιλµ ακτινογραφίας Amersham Hyperfilm (GE Healthcare 

Europe GmbH, Munich, Germany) επί των µεµβρανών και έκθεσή τους στις αντιδράσεις 
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χηµειοφωταύγειας (chemiluminescence) επί µια ώρα στους 37-42 °C εντός κασέτας 

αυτορραδιογραφίας Amersham Hypercassette Neutral (GE Healthcare). Η εµφάνιση έγινε σε 

σκοτεινό θάλαµο µε διαδοχική εµβάπτιση των φιλµ σε διάλυµα εµφανίσεως και στερεώσεως 

αντινογραφιών (Kodak rapid access dental developer, fixer) (Kodak, Chalon S/Saone, France) 

και έκπλυση τους µε απεσταγµένο νερό. 

 

 3.5. Διαδοχική ηλεκτροφόρηση σε πήγµα πολυακρυλαµίδης (Sequential 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis analysis, S-PAGE) 

 Προκειµένου να διαπιστωθεί η ιοειδική φύση του παθογόνου, ολικό RNA που 

εκχυλίστηκε από επιλεγµένα δείγµατα ροδακινιάς (No 21, 9), δαµασκηνιάς (No 1, 27), 

βερικοκιάς (No 2) και απιδιάς (No 3) αναλύθηκε σε σύστηµα διαδοχικής ηλεκτροφορήσεως 

δύο κατευθύνσεων σε πήγµα πολυακρυλαµίδης (Sequential PAGE) καθώς η τεχνική αυτή 

επιτρέπει την εξειδικευµένη ανίχνευση κυκλικών µορίων RNA όµοιων µε αυτά των ιοειδών. 

Ως µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν RNA των ιοειδών ASBVd, CEVd, PSTVd, PLMVd P51 και 

PLMVd P34 (Peach Calico), ευγενική προσφορά των Drs. M. Barba και F. Faggioli του 

ινστιτούτου CRA στη Ρώµη. 

 

3.5.1. Εκχύλιση ολικού RNA 

 Για την εφαρµογή της τεχνικής S-PAGE πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση t-RNA από 

ποσότητα 5 gr φυτικού ιστού (φύλλα ή φλοιός καρπών) σύµφωνα µε το πρωτόκολλο που 

περιγράφεται από τους Flores and Llacer (1988) µε ορισµένες τροποποιήσεις. Σύµφωνα µε το 

πρωτόκολλο αυτό, ο φυτικός ιστός κονιορτοποιήθηκε µε τη βοήθεια υγρού αζώτου και 

οµογενοποιήθηκε µε διάλυµα εκχυλίσεως (1/1 [ο/ο] 0.2 Μ Tris-HCl pH: 8.9, 1/4 [o/o] 5 % 

SDS,  1/4 [o/o] 0.1 M EDTA pH: 7.0, 1/8 [o/o] β-mercaptoethanol και 4/1 [ο/ο] water 

saturated phenol pH: 7.0). Ακολούθησε έντονη ανάδευση και φυγοκέντρηση στις 7000 rpm 

επί 15 λεπτά. Στη συνέχεια, το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε νέο περιέκτη (falcon 50 ml). 

προστέθηκε φαινόλη ίση µε το 1/2 του όγκου του υπερκειµένου και το διάλυµα 

φυγοκεντρήθηκε εκ νέου στις 7000 rpm επί 15 λεπτά. Στο νέο υπερκείµενο προστέθηκε 10 %  

(ο/ο) διάλυµα 10x STE (1 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl pH: 7.5, 10 mM EDTA pH: 7.0), 

αιθανόλη σε τελική συγκέντρωση 35 % (ο/ο) και 6.25 % (β/ο) µη ιοντική κυτταρίνη (non 

ionic cellulose) CF-11 (Whattman International Ltd., Kent UK). Ακολούθησε ανάδευση του 

µίγµατος σε θερµοκρασία δωµατίου επί περίπου δύο ώρες, φυγοκέντρησή του στις 7000 rpm 

επί 10 λεπτά και απόρριψη του υπερκειµένου. Το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 15 ml διαλύµατος 

πλύσεως (1x STE, 35 % [o/o] αιθανόλη) και το µίγµα φυγοκεντρήθηκε στις 7000 rpm επί 10 

λεπτά. Το στάδιο πλύσεως επαναλήφθηκε ακόµη δύο φορές και ακολούθησε έκπλυση των 

νουκλεϊκών οξέων από την κυτταρίνη µε 1.66 ml διαλύµατος 1x STE (το στάδιο αυτό 
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επαναλήφθηκε τρεις φορές). Η διαδικασία ολοκληρώθηκε µε την κατακρήµνιση των 

νουκλεϊκών οξέων µε αιθανόλη και NaOAc και επαναδιάλυσή τους σε 100 µl νερό DEPC. 

 

3.5.2. Πρωτόκολλο S-PAGE 

Κατά την εφαρµογή της τεχνικής S-PAGE, εκχύλισµα ολικών νουκλεϊκών οξέων 

αναλύθηκε ηλεκτροφορητικά σε δύο διαδοχικά πήγµατα πολυακρυλαµίδης, το πρώτο 5 % σε 

συνθήκες µη αποδιατάξεως RNA και το δεύτερο 7% σε συνθήκες χηµικής αποδιατάξεως 

(παρουσία ουρίας), σύµφωνα µε το πρωτόκολλο των Schumacher et al., (1983) και Rivera-

Bustamante et al., (1986) µε ορισµένες τροποποιήσεις. Για την παρασκευή του πρώτου 

πήγµατος ακολουθήθηκε η διαδικασία που περιγράφεται στην παράγραφο 3.3.4. του 

παρόντος κεφαλαίου. Οι µόνες διαφορές ήταν ότι χρησιµοποιήθηκε η συσκευή κάθετης 

ηλεκτροφόρησης Protean II (Biorad Laboratories Inc., California, USA) και ότι σε κάθε 

πηγαδάκι τοποθετήθηκαν 15 µl δείγµατος RNA τα οποία αναµίχθηκαν µε 5 µl διαλύµατος 

εφαρµογής δειγµάτων. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε σταθερή ένταση ρεύµατος 

40 mA επί δύο ώρες στους 4 ºC, χρονικό διάστηµα αρκετό για την µετακίνηση της χρωστικής 

xylene-cyanol στο µέσο περίπου του πήγµατος (Εικόνα 3Α, Γενικό µέρος). Στη συνέχεια, 

τµήµα του πήγµατος 4 cm πάνω και 4 cm κάτω από τη ζώνη xylene-cyanol αποµακρύνθηκε 

και µεταφέρθηκε στη βάση του δεύτερου πήγµατος που περιείχε 48% (β/ο) ουρία. Τα 

ηλεκτρόδια αντιστράφηκαν και η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε ένταση ρεύµατος 37 

mA επί 8-10 ώρες σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 

3.5.3. Χρώση πήγµατος µε νιτρικό άργυρο 

 Μετά το πέρας της ηλεκτροφορήσεως, το πήγµα εµβαπτίστηκε επί 30 λεπτά σε 

διάλυµα σταθεροποιήσεως (fixation buffer: 1% acetic acid, 10% [o/o] C2H2O). Ακολούθησε 

επώαση επί 30 λεπτά σε διάλυµα χρώσεως (coloration buffer: 0.2 % [β/ο] ArNO3), ξέπλυµα 

του πήγµατος τρεις φορές µε απεσταγµένο νερό και τελικά εµφάνιση των ζωνών µε 

εµβάπτιση σε διάλυµα εµφανίσεως (developing buffer: 2 % [β/ο] KOH, 0.4 % [o/o] 37 % 

HCOH) επί 20-30 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 

 3.6. Ποσοτική RT-PCR πραγµατικού χρόνου (quantitative real time RT-PCR) 

 Στο πλαίσιο του παρόντος κεφαλαίου αναπτύχθηκε και αξιολογήθηκε ένα 

πρωτόκολλο real time RT-PCR για την ανίχνευση του PLMVd, µε σκοπό τον ποσοτικό 

προσδιορισµό της συγκεντρώσεώς του στη ροδακινιά καθώς και σε άλλα είδη ξενιστών του 

ιοειδούς αυτού.  
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3.6.1. Εκκινητές και ανιχνευτής (probe) TaqMan 

 Η σχεδίαση των εκκινητών και του ανιχνευτή TaqMan για την εξειδικευµένη 

ανίχνευση του PLMVd βασίστηκε στην αλληλουχία της πρότυπης παραλλαγής του ιοειδούς 

Μ835451 (GeneBank accession number) (Hernandez and Flores 1992) και του λογισµικού 

σχεδιάσεως εκκινητών Primer Express software (Applied Biosystems Inc., Foster city, CA, 

USA). Η αλληλουχία του ανοδικού και του καθοδικού εκκινητή και του ανιχνευτή ήταν 

αντίστοιχα: PLMVdF: 5΄-CTCGCAATGAGGTAAGGTG-3΄ (αντιστοιχεί στις θέσεις: 138-

156), PLMVdR: 5΄-ACGTCGTAATCCAGTTTCTAC-3΄ (αντιστοιχεί στις θέσεις: 217-327) 

και PLMVd probe: 5΄-CTTCTGGAACCAACGGG-3΄ (αντιστοιχεί στις θέσεις: 166-182). Ο 

ανιχνευτής σηµάνθηκε στο άκρο 5΄ µε τη φθορίζουσα χρωστική αναφοράς (reporter dye) 

FAM (6-carboxyfluorescein) και το άκρο 3΄ µε τη χρωστική σβέσεως (quenching dye) 

TAMRA (6-carboxyl-tetra-methylrhoramine). Οι εκκινητές και ο ανιχνευτής προήλθαν από 

την εταιρεία Sigma-Aldrich, Saint Luis, MO, USA.  

 

3.6.2. Σύνθεση συµπληρωµατικού RNA (cRNA) του PLMVd 

 Για τις ανάγκες κατασκευής της καµπύλης αναφοράς (standard curve)  

χρησιµοποιήθηκαν εις τριπλούν διαδοχικές αραιώσεις µεταγραφηµάτων συµπληρωµατικού 

RNA (cRNA transcripts) γνωστής συγκεντρώσεως, η σύνθεση των οποίων έγινε in vitro από 

το κλωνοποιηµένο πλασµίδιο pCR2.1 TOPO (Invitrogen) που περιείχε µονοµερές DNA του 

συνολικού γενώµατος της ιταλικής αποµονώσεως PLMVd P42 µε τη χρήση του κυτίου 

SP6/T7 transcription kit (Roche Applied Science, Mannheim, Germany). Η διαδικασία αυτή 

περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω. 

 Για την γραµµικοποίηση (linearization) του πλασµιδίου µε σκοπό τη µεταγραφή του 

ιοειδικού DNA (ένθεση πλασµιδίου) σε συµπληρωµατικό RNA, επιλέχθηκε από το χάρτη 

αυτού (Εικόνα 4) το περιοριστικό ένζυµο Hind III (New England Biolabs, Hertfordshire, 

England, UK). Αφού επιβεβαιώθηκε ότι το ένζυµο αυτό δεν κόβει σε καµία θέση την ένθεση 

(ιοειδές), πραγµατοποιήθηκε η διαδικασία πέψεως επί τρεις ώρες στους 37 °C.  

 Στη συνέχεια προστέθηκε ίσος όγκος µίγµατος 25/24/1 φαινόλη 

/χλωροφόρµιο/ισοαµυλική αλκοόλη και το µίγµα αναδεύτηκε και φυγοκεντρήθηκε στις 

12000 rpm επί 10 λεπτά. Η υδατική φάση (40 µl) µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα 0.2 ml 

(Costar) που περιείχε 2.5 όγκους παγωµένης αιθανόλης, το µίγµα τοποθετήθηκε επί µια ώρα 

στους -80 °C και ακολούθησε κατακρήµνιση των νουκλεϊκών οξέων και επαναδιάλυσή τους 

σε 15 µl νερό DEPC. Η αντίδραση µεταγραφής πραγµατοποιήθηκε µε την προσθήκη 1 µg 

DNA σε µικροσωλήνα 0.2 ml που περιείχε το διάλυµα της αντιδράσεως (1 mM 

ολιγονουκλεοτιδίων dNTPs, 1x transcription buffer, 20 µονάδες ενζύµου Protector RNase 

Inhibitor και 40 µονάδες ενζύµου Τ7 RNA πολυµεράση, νερό DEPC µέχρι τελικού όγκου 20 

µl) και επώαση του διαλύµατος επί µία ώρα στους 37 °C. 
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Εικόνα 4. Χάρτης του πλασµιδίου pCR2.1 
TOPO (Invitrogen Ltd., Paisley, England, UK) 

  Μετά το πέρας της αντιδράσεως 

ακολούθησε πέψη µε 20 µονάδες ενζύµου 

DNase I για την αποµάκρυνση της περίσσειας 

DNA και κατακρήµνιση του RNA µε 4 Μ 

χλωριούχο λίθιο (Sambrook et al., 1989). Το 

ίζηµα των νουκλεϊκών οξέων αναδιαλύθηκε 

σε 15 µl νερό DEPC που περιείχαν 20 

µονάδες του ενζύµου Protector RNase 

Inhibitor (Roche) για την αποφυγή 

αποδοµήσεως του RNA από τις 

ριβονουκλεάσες. Δύο µl του τελικού  

προϊόντος χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό της συγκεντρώσεως και της ποιότητας 

του RNA µε το φασµατοφωτόµετρο Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Sceintific). 

 

3.6.3. Καµπύλη αναφοράς 

 Για τη χάραξη της καµπύλης αναφοράς (standard curve) µε σκοπό την απόλυτη 

ποσοτικοποίηση (absolute quantitation) αντιγράφων PLMVd σε άγνωστα δείγµατα, 

προετοιµάστηκαν διαδοχικές αραιώσεις (100-10-10), σε νερό DEPC, µεταγραφηµάτων RNA 

του PLMVd, που συντέθηκαν παραπάνω, αρχικής συγκεντρώσεως 10 ng/µl. Για τη 

µετατροπή των ng µονόκλωνου RNA αρχικά σε picomole και στην συνέχεια σε αριθµό 

αντιγράφων (copies) χρησιµοποιήθηκε ο µαθηµατικός τύπος: Αριθµός αντιγράφων 

(c)=(ssRNA/Nbx340)xAc. Όπου ssRNA: gr/µl µονονηµατιδιακό RNA (προϊόν µεταγραφής), 

Nb: µήκος µεταγραφήµατος (338 nt [PLMVd] + 150 nt [τµήµα του πλασµιδίου]), 340: 

µοριακό βάρος σε gr κάθε ριβονουκλεοτιδίου, Ac: 6.023x1023, σταθερά Avogardo (Avogardo 

1811). Η χάραξη της καµπύλης αναφοράς έγινε µε ανάλυση γραµµικής παλινδροµήσεως 

(linear regression analysis)  της µέσης τιµής οριακού κύκλου (average threshold cycle, ACt) 

των τριών επαναλήψεων των πρότυπων αραιώσεων σε σχέση µε το δεκαδικό λογάριθµο (log) 

του συνολικού αριθµού αντιγράφων που υπήρχαν σε κάθε δείγµα. Η λήψη των δεδοµένων 

και η ανάλυση αυτών έγινε µε τη βοήθεια του λογισµικού προγράµµατος SDS 1.2.3 (Applied 

Biosystems). Ο βαθµός αποδόσεως της real time RT-PCR υπολογίστηκε µε βάση τον 

µαθηµατικό τύπο Ε=eln10/-s-1. Όπου s: κλίση (slope) της καµπύλης αναφοράς. 

 

3.6.4. Πρωτόκολλο real time RT-PCR ενός σταδίου (one step real time RT-PCR) 

 Οι αντιδράσεις real time έγιναν σε πλάκα πολυπροπυλενίου (polypropylene plate) 

MicroAmp optical reaction plates (Applied Biosystems) 96 θέσεων χρησιµοποιώντας το κυτίο 
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TaqMan One Step RT-PCR Master Mix (Applied Biosystems) σε τελικό όγκο 25 µl. Σύµφωνα 

µε τις οδηγίες, το διάλυµα αντιδράσεως αποτελείτο από 12.5 µl 2x ampliTaq gold DNA 

polymerase mix, 0.625 µl multiscribe RNase inhibitor mix, 0.75 µl ανοδικού (PLMVdF) και 

0.75 καθοδικού εκκινητή (PLMVdR) (10 µΜ), 0.75 µl ανιχνευτή PLMVd TaqMan probe (5 

µΜ), 1 µl ολικό RNA ή cRNA transcripts και νερό DEPC µέχρι τελικού όγκου 25 µl. Οι 

αντιδράσεις έλαβαν χώρα στον θερµοκυκλοποιητή πραγµατικού χρόνου (real time 

thermocycler) ABI 7000 DNA sequence system (Applied Biosystems) σύµφωνα µε το 

προφίλ: 30 λεπτά στους 48 °C (στάδιο αντίστροφης µεταγραφής), 10 λεπτά στους 94 ° C και 

40 κύκλοι των 15 δευτερολέπτων στους 94 °C ενός λεπτού στους 60 °C.  

  

4. Αποτελέσµατα 

 4.1. Εκµαγείο one tube-two step RT-PCR 

 Προκειµένου να χρησιµοποιηθεί το πρωτόκολλο της one tube-two step RT-PCR για 

το µαζικό έλεγχο δειγµάτων για την παρουσία του PLMVd, πραγµατοποιήθηκε έλεγχος της 

αποτελεσµατικότητας-ευαισθησίας πέντε διαφορετικών µεθόδων εκχυλίσεως, 

χρησιµοποιώντας διαδοχικές αραιώσεις (100-10-3) ολικού RNA ή εκχυλίσµατος φυτικού 

χυµού σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα. Σύµφωνα µε την Εικόνα 5, το πρωτόκολλο 

εκχύλισης ολικού RNA των Faggioli et al., (2001) (µέθοδος φαινόλης) παρουσίασε την 

υψηλότερη ευαισθησία, µε τα πρωτόκολλα silica (Rott and Jelkmann, 2001) και TRIZOL 

(Invitrogen) να ακολουθούν. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασε η ανίχνευση του ιοειδούς 

ακόµη και στην αραίωση 10-3 µε εκµαγείο εκχύλισµα φυτικού χυµού σε dissolution buffer. 

Μειονέκτηµα στης µεθόδου ήταν η χαµηλή ένταση του σήµατος. Σε αντίθεση µε τα 

παραπάνω πρωτόκολλα, εκείνο της χρήσεως του ρυθµιστικού διαλύµατος SCC + Na2SO3 

αποδείχθηκε ανεπαρκές για την ανίχνευση του ιοειδούς. 

 

4.2. Δείγµατα αγρού 

 Η RT-PCR και ο µοριακός υβριδισµός στυπώµατος κηλίδας RNA χρησιµοποιήθηκαν 

παράλληλα για τον έλεγχο του συνόλου των δειγµάτων αγρού για την ανίχνευση του PLMVd. 

Στην RT-PCR ανιχνεύθηκαν προϊόντα, το µέγεθος των οποίων ήταν παρόµοιο µε εκείνο των 

θετικών µαρτύρων (337-340 ζβ) (Εικόνα 6) και η ένταση του σήµατος ήταν υψηλή στις 

περισσότερες περιπτώσεις θετικών δειγµάτων ροδακινιάς, αλλά χαµηλή έως πολύ χαµηλή 

όταν επρόκειτο για δείγµατα άλλων πυρηνοκάρπων (βερικοκιά, δαµασκηνιά, κερασιά) ή 

δείγµατα µηλοειδών (απιδιά, άγρια απιδιά, κυδωνιά) (Εικόνα 7). Παρόµοια ήταν η 

κατάσταση και στο µοριακό υβριδισµό, µε τα δείγµατα ροδακινιάς να δίνουν υψηλότερης 

εντάσεως σήµα σε σχέση µε τα άλλα είδη (Εικόνα 8). 
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Εικόνα 5. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων one tube-two step RT-PCR για την 
ανίχνευση του PLMVd χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο διαδοχικές αραιώσεις ολικού RNA: πρωτόκολλο 
silica (διαδροµές 1-4), πρωτόκολλο φαινόλη (διαδροµές 5-8), πρωτόκολλο TRIZOL (διαδροµές 9-12) 
ή εκχυλίσµατος φυτικού χυµού σε ρυθµιστικό διάλυµα dissolution (διαδροµές 13-16) και SSC 
(διαδροµές 17-20). Διαδροµές 1, 5, 9, 13, 17: αραίωση 100, Διαδροµές 2, 6, 10, 14, 18: αραίωση 10-1, 
Διαδροµές 3, 7, 11, 15, 19: αραίωση 10-2, Διαδροµές 4, 8, 12, 16, 20: αραίωση 10-3. Με (Δ) 
συµβολίζεται ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 

 

 
Εικόνα 6..Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων RT-PCR για τη διάγνωση του ιοειδούς 
PLMVd σε ροδακινιές. Οι κωδικοί των δειγµάτων από το 1-14 είναι: Νο 8, 9, 42, 47, 52, 54, 133, 135, 
140, 162, 167, 195, 198, 201. Με έντονη γραφή συµβολίζονται τα θετικά δείγµατα, µε (+), (-) ο θετικός 
µάρτυρας και ο αρνητικός µάρτυρας και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 250 ζβ (New England 
Biolabs, Hertfordshire, England, UK) 
 

 
Εικόνα 7. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων RT-PCR για τη διάγνωση του PLMVd 
σε διάφορα είδη πυρηνοκάρπων και µηλοειδών. Διαδροµές 1, 2, 6, 7, 9, 12: ροδακινιές (Νο 21, 23, 25, 
26, 29, 34), διαδροµές 3-5: βερικοκιές (Νο 2, 6, 9), διαδροµές 8, 10, 11: δαµασκηνιές (Νο 1, 3, 4), 
διαδροµές 13, 16, 17: απιδιές (Νο 6, 15, 2 ) διαδροµές 14, 15: άγριες απιδιές (Νο 3, 4) και διαδροµή 
18: κυδωνιά (Νο 4). Με έντονη γραφή συµβολίζονται τα θετικά δείγµατα, µε (+) συµβολίζεται ο 
θετικός µάρτυρας και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs, Hertfordshire, 
England, UK) 
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Εικόνα 8. Υβριδισµός ίχνους κηλίδας RNA (dot blot hybridization) διαφόρων δειγµάτων t-RNA 
ροδακινιάς, βερικοκιάς, δαµασκηνιάς, κερασιάς, απιδιάς και κυδωνιάς για την ανίχνευση του PLMVd 

 

Όσον αφορά τα 203 δείγµατα ροδακινιάς, αυτά ανήκαν σε 11 διαφορετικές ποικιλίες 

και το ιοειδές ανιχνεύθηκε στα 158 (77.8%) µε την RT-PCR και στα 130 (64%) µε υβριδισµό 

στυπώµατος κηλίδας (dot-blot) (Εικόνα 6, 8, Πίνακας 3). Το ιοειδές ανιχνεύθηκε και στις 11 

ποικιλίες ροδακινιάς, µε την May Crest να παρουσιάζει το υψηλότερο ποσοστό προσβολής, 

86.6 % (26/30) και τη Symphony το χαµηλότερο, 66% (8/12). Όλα τα δείγµατα που 

προήλθαν από ροδακινιές µε συµπτώµατα σχισµών στη ραφή των καρπών βρέθηκαν 

µολυσµένα µε το PLMVd (Eικόνα 1). Θετικά βρέθηκαν επίσης δείγµατα µε µωσαϊκό ή 

παραµόρφωση του ελάσµατος των φύλλων και σπάσιµο του χρώµατος των πετάλων των 

ανθέων ή και ακόµη δείγµατα δίχως εµφανή συµπτώµατα (Εικόνα 1). Τα τελευταία προήλθαν 

από δενδρύλλια δύο-τριών ετών που είχαν πρόσφατα φυτευτεί. Το σύµπτωµα της 

λευκάνσεως του ελάσµατος των φύλλων καθώς και προϊόν PCR µεγέθους περίπου 350 ζβ 

που παραπέµπουν στην παρουσία της παραλλαγής Peach Calico (PLMVd-PC) δεν 

παρατηρήθηκε σε κανένα από τα παραπάνω δείγµατα ροδακινιάς. Πέραν  όµως από τη 

ροδακινιά, η παρουσία του ιοειδούς καταγράφηκε και σε άλλα είδη πυρηνοκάρπων (20/111, 

18 %) και µηλοειδών (8/56, 14 %) τόσο µε την RT-PCR (28/168, 16.6%) όσο και µε τον 

υβριδισµό dot-blot, αλλά σε µικρότερο ποσοστό 8.3% (14/168). 
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Πίνακας 3. Συχνότητα παρουσίας του ιοειδούς PLMVd σε δείγµατα ροδακινιάς και άλλων 
πυρηνοκάρπων και µηλοειδών έτσι όπως καταγράφηκε µε τη βοήθεια των διαγνωστικών µεθόδων RT-
PCR και µοριακό υβριδισµό dot-blot 

Θετικά (%) 

Φυτικό είδος Ποικιλία 

Αριθµός 

δειγµάτων που 

εξετάστηκαν 
RT-PCR  Υβριδισµός 

dot-blot 

Περιοχή  

Spring Crest 16 14 12 Κλένια, Αργολίδα 

May Crest 9 8 8 Κλένια, Αργολίδα 

Sun Crest 20 16 15 Κλένια, Αργολίδα 

Sun Crest 18 14 14 Νάουσα, Ηµαθία 

Λευκόσαρκα (ποικιλία 

άγνωστη) 
15 12 10 Επισκοπή, Ηµαθία 

June Gold 7 5 5 Επισκοπή, Ηµαθία 

Symphony 12 8 5 Μονόσπιτα, Ηµαθία 

Red Haven 21 16 12 Μονόσπιτα, Ηµαθία 

Fortuna 13 10 8 

Red Haven 16 11 7 

Νάουσα, Ηµαθία 

Μεγαπλάτανος, Πέλλα 

Sun Cloud 23 17 13 Βελβεντός, Κοζάνη 

May Crest 21 18 15 Τύρναβος, Λάρισα 

Άγνωστη 12 9 6 
Άνω Λεχώνια Πηλίου, 

Μαγνησία 

Ροδακινιά 

Σύνολο 203 158 (77,8%) 130 (64%)  

Διαµαντοπούλου 13 4 2 Κλένια, Αργολίδα 

Αδαµοπούλου 10 1 0 Κλένια, Αργολίδα 

Μπεµπέκου 8 1 1 Κυλλήνη, Ηλεία 

Άγνωστη 4 0 0 
Άνω Λεχώνια Πηλίου, 

Μαγνησία 

Βερικοκιά 

Σύνολο 35 6 (17%) 3 (8,5%)  

Angelino 4 4 3 Κλένια, Αργολίδα 

Άγνωστη 20 3 1 
Άνω Λεχώνια Πηλίου, 

Μαγνησία 

Angelino 6 1 0 Μεγαπλάτανος, Πέλλα 

Angelino 11 2 1 Νάουσα, Ηµαθία 

President 5 1 0 Νάουσα, Ηµαθία 

Black Gold 3 0 0 Νάουσα, Ηµαθία 

Δαµασκηνιά 

Σύνολο  49 11 (22%) 5 (5%)  

Verona 6 0 0 Μεγαπλάτανος, Πέλλα 

Τραγανό Εδέσσης 4 1 1 Μεγαπλάτανος, Πέλλα 

Burla 8 1 1 Μεγαπλάτανος, Πέλλα 

Άγνωστη 9 1 0 
Άνω Λεχώνια Πηλίου, 

Μαγνησία 

Κερασιά 

Σύνολο 27 3 (11%) 2 (7%)  

Απιδιά Κοντούλα 9 (2/5)* 2  2 
Καρατζάς Τροιζηνίας, 

Πειραιάς 
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12 (0/4)* 1  0 Κλένια, Αργολίδα  

9 1 0 
Άνω Λεχώνια Πηλίου, 

Μαγνησία 

 

Σύνολο 30 4 (13%) 2 (6.6%)  

Υποκείµενο 4 (0/4)* 1  1 

Άγνωστη 3 0 0 

Καρατζάς Τροιζηνίας, 

Πειραιάς 

Άγνωστη 16 1 1 
Άνω Λεχώνια Πηλίου, 

Μαγνησία 

Κυδωνιά 

Σύνολο 23 2 (8,7%) 2 (8,7%)  

Υποκείµενο 2 (1/2)* 1 - Καρατζάς Τροιζηνίας, 
Πειραιάς 

Αυτοφυές 1 (1/1)* 1 - Καρατζάς Τροιζηνίας, 
Πειραιάς 

Άγρια απιδιά 

Σύνολο 3 2 -  

Σύνολο  370 186 (50%) 144 (38,9%)  

*: Τα αποτελέσµατα ελέγχου της παρουσία του PLMVd των δειγµάτων αυτών στο B µέρος (σελ. 49) 

 

Όσον αφορά τη βερικοκιά, το PLMVd ανιχνεύθηκε σε έξι δείγµατα (σύνολο 35, 17 

%) των ποικιλιών Αδαµοπούλου (Νο 17), Διαµαντοπούλου (Νο 2, 6, 8, 9) και Μπεµπέκου 

(Νο 28) στις περιοχές Κλένια Αργολίδας και Κυλλήνη Ηλείας, ενώ δεν ανιχνεύθηκε σε 

κανένα δείγµα από την περιοχή Άνω Λεχώνια Πηλίου. Το υψηλότερο ποσοστό  παρουσίας 

του PLMVd σε είδος διαφορετικό της ροδακινιάς καταγράφηκε µε τη βοήθεια της RT-PCR 

στην περίπτωση της δαµασκηνιάς (22%, 11/49). Αντίθετα το ποσοστό ήταν µόνο 5 % (5/49) 

όταν χρησιµοποιήθηκε ο µοριακός υβριδισµός. Η πλειονότητα των θετικών δειγµάτων (επτά) 

προήλθε από δείγµατα της ποικιλίας Angelino (No 1, 21, 3, 4, 27, 33, 36) και µόλις ένα από 

την ποικιλία President. Ιδιαίτερα υψηλό (100%) ήταν το ποσοστό προσβολής των δένδρων 

δαµασκηνιάς στη περιοχή Κλένια Αργολίδας. Θα πρέπει να επισηµανθεί ότι τα δείγµατα 

δαµασκηνιάς, στην περίπτωση αυτή, προήλθαν από οπωρώνα µε ροδακινιές May Crest  που 

παρουσίασαν υψηλό ποσοστό προσβολής (8/9, 90%). Σε γειτνίαση µε τον παραπάνω 

οπωρώνα ροδακινιάς βρισκόταν και ο οπωρώνας βερικοκιάς Αδαµοπούλου, στον οποίο 

καταγράφηκε το υψηλότερο ποσοστό (4/13, 30%) µολυσµένων µε PLMVd δένδρων 

βερικοκιάς (Πίνακας 3). Το ιοειδές ανιχνεύθηκε επίσης και σε τρία δείγµατα κερασιάς 

(σύνολο 27, 11%) των ποικιλιών Τραγανό Εδέσσης (1/4, Νο 9) και Burla (1/8, No 11) στο 

Μεγαπλάτανο Αριδαίας και σε ένα δείγµα µιας άγνωστης ποικιλίας στα Άνω Λεχώνια 

Πηλίου, ενώ δεν ανιχνεύθηκε στην ποικιλία Verona.  

Όσον αφορά τoν έλεγχο µηλοειδών, το ιοειδές ανιχνεύθηκε µε την RT-PCR σε 

τέσσερα δείγµατα απιδιάς ποικιλίας Κοντούλα (σύνολο 30, 13 %) στις περιοχές Καρατζάς 

Τροιζηνίας (Νο 2, 3), Κλένια Κορινθίας (Νο 15) και Άνω Λεχώνια Πηλίου (Νο 29). Με τον 

µοριακό υβριδισµό dot-blot, θετικά βρέθηκαν µόνο τα δείγµατα Νο 2 και 3 στα οποία είχε 

ανιχνευθεί το PLMVd κατά τον έλεγχο δειγµάτων απιδιάς που παρουσιάζεται στο Β µέρος 

(Πίνακας 3, σελ. 49). Το ιοειδές εντοπίστηκε επίσης τόσο µε RT-PCR όσο και µε υβριδισµό 
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dot-blot σε δύο δείγµατα κυδωνιάς (σύνολο 23, 8.7%) στον Καρατζά Τροιζηνίας (Νο 4) και 

στα Άνω Λεχώνια Πηλίου (Νο 12). Τέλος, όσον αφορά τα δείγµατα άγριας απιδιάς, 

επιβεβαιώθηκαν τα αποτελέσµατα που παρουσιάζονται στο Β µέρος. Θα πρέπει να 

επισηµανθεί ότι όλα τα θετικά δείγµατα που δεν ανήκαν στη ροδακινιά συλλέχθηκαν από 

οπωρώνες που γειτνίαζαν µε οπωρώνες ροδακινιάς στους οποίους ανιχνεύθηκε το PLMVd, 

µε εξαίρεση τον οπωρώνα στο Καρατζά Τροιζηνίας που ήταν αποµονωµένος.  

 

 4.3. Φυτωριακό υλικό 

 Ο έλεγχος του φυτωριακού υλικού (δενδρύλλια ενός έτους και µητρικά δένδρα 8-10 

ετών) πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση της δοκιµής RT-PCR (Εικόνα 9). Συνολικά 

εξετάστηκαν 711 δείγµατα ροδακινιάς (585) και νεκταρινιάς (126), τα οποία βρέθηκαν 

µολυσµένα µε το PLMVd σε ποσοστό 68.3 % (σύνολο 486: 404 ροδακινιάς, 82 νεκταρινιάς) 

(Πίνακας 4, Εικόνα 9). Αναλυτικά, όσον αφορά τα δενδρύλλια ενός έτους, η παρουσία του 

ιοειδούς καταγράφηκε σε 181 δείγµατα (σύνολο 353, 51.2 %), από τα οποία τα 172 

ροδακινιάς (σύνολο 305, 53 %) και τα 9 νεκταρινιάς (σύνολο 48, 18.8 %) Το PLMVd 

ανιχνεύθηκε σε όλες τις ποικιλίες, µε την Spring Bell (81.2 %), την Α37 (86 %) και την 

Fayette (80 %) να παρουσιάζουν τα υψηλότερα ποσοστά προσβολής και τις Orion (5 %) και 

May Crest (13.6 %) τα χαµηλότερα (Πίνακας 4). Ιδιαίτερο φυτοπαθολογικό ενδιαφέρον 

παρουσιάζει το υψηλότατο ποσοστό προσβολής των µητρικών δένδρων που ξεπερνά το 85 % 

(305/358). Στο δεύτερο µάλιστα φυτώριο ελεύθερα του ιοειδούς βρέθηκαν µόλις έξι φυτά 

ροδακινιάς και τέσσερα νεκταρινιάς από τα 158 συνολικά ελεγχθέντα, που αντιστοιχεί σε 

ποσοστό υγιών µόλις 6 %. Θα πρέπει επίσης να αναφερθεί πως, από τις 16 ποικιλίες 

ροδακινιάς και νεκταρινιάς, µητρικά δένδρα των οποίων εξετάστηκαν για την παρουσία του 

PLMVd, οι 14 βρέθηκαν µολυσµένες σε ποσοστό µεγαλύτερο του 70 %, εξ αυτών δε οι 

τέσσερις σε ποσοστό 100 % (Πίνακας 4).  

 
Εικόνα 9. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης προϊόντων RT-PCR για τη διάγνωση του PLMVd σε 
µητρικά δένδρα της ποικιλίας May Crest. Με (+) και (-) συµβολίζονται ο θετικός και αρνητικός 
µάρτυρας αντίστοιχα και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
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4.4. Υβριδισµός κατά Southern (Southern blot) 

 Ηλεκτροφορητική ανάλυση σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 5 %, προϊόντων RT-PCR µε 

τη χρήση των εκκινητών PLMVdhL/PLMVdcL (Loreti et al., 1999) σε δείγµατα ροδακινιάς 

(Νο 21, 9, 35), βερικοκιάς (Νο 2, 3), δαµασκηνιάς (Νο 1, 27), κερασιάς (9, 11), απιδιάς (Νο 

3), κυδωνιάς (Νο 12) και άγριας απιδιάς (Νο 3) έδειξε την παρουσία µιας κύριας ζώνης 

µεγέθους περίπου 340 ζβ, η ένταση της οποίας µε εξαίρεση τα δείγµατα ροδακινιάς (Εικόνα 

10Α διαδροµές 1, 8, 10) ήταν χαµηλή έως πολύ χαµηλή, όπως για παράδειγµα στα δείγµατα 

που αντιστοιχούν στις διαδροµές 3  (κερασιά Νο 11) και 4 (δαµασκηνιά Νο 1). Υβριδισµός 

κατά Southern µε τη χρήση του ιχνηλάτη dsDNA PLMVd-dig έδειξε πως τα προϊόντα της 

RT-PCR, όχι µόνο εκείνα των δειγµάτων ροδακινιάς αλλά και των άλλων φυτικών ειδών, 

αντιστοιχούν στο PLMVd (Εικόνα 10Β). Εξαίρεση αποτέλεσε το δείγµα απιδιάς Νο 3 

(διαδροµή 6) για το οποίο δεν καταγράφηκε σήµα υβριδισµού πιθανότατα λόγω απουσίας ή 

πολύ µικρής συγκεντρώσεως του προϊόντος της RT-PCR.  

 
Εικόνα 10. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα πολυακρυλαµίδης 5% A) και υβριδισµός κατά Southern B) 
προϊόντων RT-PCR για την ανίχνευση του ιοειδούς PLMVd. Διαδροµές 1, 8, 10: ροδακινιές (Νο 21, 9, 
135), διαδροµές 2, 3: κερασιές (Νο 9, 11)  διαδροµές 4, 11: δαµασκηνιές (Νο 1, 27), διαδροµές 5, 12: 
βερικοκιές (Νο 2, 9), διαδροµή 6: απιδιά (Νο 3), διαδροµή 7: κυδωνιά (Νο 12), διαδροµή 9: άγρια 
απιδιά (3). Με έντονη γραφή συµβολίζονται τα θετικά δείγµατα µε (+) και (-) συµβολίζονται ο θετικός 
και αρνητικός µάρτυρας και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
 

4.5. Δοκιµή Sequential PAGE (S-PAGE) 

Ηλεκτροφορητική ανάλυση εκχυλίσµατος νουκλεϊκών οξέων δειγµάτων ροδακινιάς 

(Νο 21, 9), δαµασκηνιάς (Νο 1, 27), βερικοκιάς (Νο 2) και απιδιάς (Νο 3) παρουσία θετικών 

µαρτύρων (PSTVd, ASBVd, CEVd, HSVd, PLMVd P42, PLMVd P34 [PC]) αρχικά σε 

πήγµα πολυακρυλαµίδης 5 % (συνθήκες µη αποδιατάξεως) και στη συνέχεια σε πήγµα 7 % 

κάτω από συνθήκες χηµικής αποδιατάξεως, αποκάλυψε µετά από χρώση του πήγµατος µε 

νιτρικό άργυρο (AgNO3) την παρουσία, σε ορισµένα από τα υπό µελέτη δείγµατα, ζωνών που 

πιθανότατα αντιστοιχούν στο PLMVd. Σαφής ήταν η ζώνη που αντιστοιχούσε στην κυκλική 

πιθανότατα µορφή του PLMVd στα δείγµατα ροδακινιάς Νο 21 και 9 (Εικόνα 11 διαδροµές 

2, 3). Αντίθετα, πολύ δύσκολα διακριτή ήταν η αντίστοιχη ζώνη των δειγµάτων δαµασκηνιάς 
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Νο 1 (διαδροµή 4) και βερικοκιάς 2 (διαδροµή 5). Καµία ζώνη δεν ανιχνεύθηκε στα δείγµατα 

δαµασκηνιά Νο 27 (διαδροµή 8) και απιδιά Νο 3 (διαδροµή 10).  

 
Εικόνα 11. Ηλεκτροφορητική ανάλυση νουκλεϊκών οξέων σε σύστηµα διαδοχικής PAGE (Sequential 
PAGE, S RAGE). Διαδροµή 1: PSTVd, Διαδροµές 2-3: ροδακινιές (Νο 21, 9), διαδροµή 4, 8: 
δαµασκηνιές (Νο 1, 27), διαδροµή 5: βερικοκιά (Νο 2), διαδροµή 6 : ASBVd, διαδροµή 7: CEVd, 
διαδροµή 9: µίγµα HSVd και PLMVd, διαδροµή 10: απιδιά (Νο 3), διαδροµή 11: PLMVd P42, 
διαδροµή 12: PLMVd P34 (PC) και διαδροµή 13: PTSVd. Με έντονη γραφή συµβολίζονται τα θετικά 
δείγµατα, µε c συµβολίζεται η κυκλική µορφή των ιοειδών 
  

4.6. Ποσοτική RT-PCR πραγµατικού χρόνου (quantitative real time RT-PCR) 

 4.6.1. Δοκιµές εξειδικεύσεως 

 Κατά την εφαρµογή δοκιµών εξειδικεύσεως της real time RT-PCR, σύµφωνα µε την 

Εικόνα 12 σήµα φθορισµού καταγράφηκε µόνο στις περιπτώσεις του δείγµατος ροδακινιάς 

Νο 9 (Spring Crest, Κλένια) και των ιταλικών αποµονώσεων P51 και P39 (PC) του PLMVd. 

Αντίθετα, σήµα δεν καταγράφηκε όταν ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκε RNA άλλων ιοειδών 

όπως το ASSVd, HSVd, PBCVd και PSTVd, καθώς και στην περίπτωση του υγιούς 

δείγµατος GF-305 και του Blank.  

 
Εικόνα 12. Γραφική παράσταση καµπυλών ενισχύσεως προϊόντων real time RT-PCR κατά την 
εφαρµογή δοµικής εξειδικεύσεως.  Καµπύλες 1-3: αποµονώσεις PLMVd (9 Spring Crest Κλένια, P51, 
P39), καµπύλη 4: υγιές GF-305, καµπύλη 5: ASSVd, καµπύλη 6: HSVd, καµπύλη 7: PBCVd, καµπύλη 
8: PSTVd και καµπύλη 9: blank. Η πράσινη γραµµή αντιστοιχεί στην οριακή (threshold) τιµή των 
επιπέδων φθορισµού 
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 4.6.2. Καµπύλη αναφοράς (standard curve) 

 Για την κατασκευή της καµπύλης αναφοράς της δοκιµής real time RT-PCR 

χρησιµοποιήθηκαν εις τριπλούν διαδοχικές, φθίνουσες ανά 10 φορές, αραιώσεις 

συµπληρωµατικών µεταγραφηµάτων RNA του PLMVd (PLMVd cRNA transcripts) που 

περιείχαν από 3.65 Ε+10 (3.65x1010) έως 3.65 αντίγραφα (copies). Τα αποτελέσµατα έδειξαν 

γραµµικότητα µεταξύ τιµής οριακού κύκλου (Ct) και log του αριθµού αντιγράφων από τον 

13ο έως τον 35ο κύκλο που αντιστοιχούσε σε 3.65 Ε+09 και 3.65 Ε+03 αντίγραφα, 

αντίστοιχα. Χαρακτηριστικές γραφικές παραστάσεις των καµπυλών ενισχύσεως και της 

αντίστοιχης καµπύλης αναφοράς παρουσιάζονται στην Εικόνα 13 και 14. Από την ανάλυση 

παλινδροµήσεως (regression analysis) προέκυψε συντελεστής συσχετίσεως (R2) µε τιµή 

0.9822, κλίση (slope, s) µε τιµή -3.4861 και σηµείο τοµής της γραµµικής εξισώσεως µε τιµή 

45.72. Με βάση την κλίση της καµπύλης αναφοράς, η τιµή Ε (efficiency) 1.868 αντιστοιχεί 

σε αποδοτικότητα της δοκιµής real time RT-PCR 93.4 %.  

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα, ήταν δυνατή η ανίχνευση έως και 3.65 Ε+02 

αντιγράφων του PLMVd. Όµως, η ποσοτικοποίηση τόσο µικρού αριθµού αντιγράφων δεν 

ήταν αξιόπιστη διότι αντιστοιχούσε στο µη γραµµικό τµήµα της καµπύλης αναφοράς, κάτι το 

οποίο ίσχυε και για τη µεγαλύτερη συγκέντρωση (3.65 Ε+10 αντίγραφα/µl). Έτσι τα 3.65 

Ε+03 αντίγραφα θεωρήθηκαν ως το όριο ανιχνεύσεως της µεθόδου µε τιµή οριακού κύκλου 

(Ct value) 35. Με βάση λοιπόν τα παραπάνω, θετικά θεωρήθηκαν τα δείγµατα των οποίων ο 

παρατηρούµενος φθορισµός (fluorescent signal) ξεπέρασε την οριακή τιµή (threshold) και η 

τιµή οριακού κύκλου (Ct) ήταν µικρότερη ή ίση του 35. 

 
Εικόνα 13. Γραφική παράσταση καµπυλών ενισχύσεως διαδοχικών φθινουσών κατά 10 φορές 
αραιώσεων µεταγραφηµάτων (transcripts) του PLMVd. Καµπύλες 1-7: αριθµός αντιγράφων 3.65Ε+09 
– 3.65Ε+03. 
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Εικόνα 14. Γραφική παράσταση καµπύλης αναφοράς της δοκιµής real time RT-PCR  

 

 4.6.3. Ποσοτική ανίχνευση του PLMVd σε άγνωστα δείγµατα ροδακινιάς και άλλων 

Rosaceae. 

 Μετά την ανάπτυξη της καµπύλης αναφοράς, πραγµατοποιήθηκε real time RT-PCR 

µε σκοπό την ποσοτική ανίχνευση του PLMVd σε δείγµατα βερικοκιάς (Νο 3), δαµασκηνιάς 

(Νο1, Νο 27), απιδιάς (Νο 2, 3), κυδωνιάς (Νο 4) και άγριας απιδιάς (Νο 3), που 

συλλέχθηκαν κατά τον µήνα Ιούνιο και στα οποία είχε ήδη διαπιστωθεί η παρουσία του 

ιοειδούς µε RT-PCR, υβριδισµό dot-blot και Southern και, σε ορισµένα, µε S-PAGE, 

συµπεριλαµβανοµένων των δειγµάτων ροδακινιάς 9 και 21 τα οποία συλλέχθηκαν κατά τους 

µήνες Φεβρουάριο, Μάρτιο, Απρίλιο, Μάιο και Ιούνιο του 2009. Η τιµή οριακού κύκλου για 

τα δείγµατα ροδακινιάς Νο 9 και Νο 21 κυµάνθηκε αντίστοιχα από 22.17 έως 17.01 και 23.26 

έως 16.91 για τους µήνες από Φεβρουάριο έως Ιούνιο (Εικόνα 15). Με βάση τον τύπο της 

γραµµικής εξισώσεως της καµπύλης αναφοράς, οι παραπάνω τιµές Ct αντιστοιχούν σε 5.68 

Ε+06 έως 1.72 Ε+08 αντίγραφα PLMVd για το δείγµα 21 (May Crest, Κλένια) και 2.77 Ε+06 

έως 1.83 Ε+08 για το δείγµα Νο 9 (Spring Crest, Κλένια) από τον Φεβρουάριο έως τον 

Ιούνιο, αντίστοιχα. Αντίθετα, η τιµή Ct για τα υπόλοιπα δείγµατα κυµάνθηκε µεταξύ 27.83 

(δαµασκηνιά Νο 1) και 34.99 (απιδιά Νο 3) που αντιστοιχούσε σε 1.3 Ε+05 και 1196 

αντίγραφα, αντίστοιχα.  Ο µεγαλύτερος αριθµός αντιγράφων προσδιορίστηκε στα δείγµατα 

δαµασκηνιά Νο 1 (1.3 Ε+05), κυδωνιά Νο 4 (1.28 Ε+05) και βερικοκιά Νο 2 (1.05 Ε+05) 

ενώ, ο µικρότερος στο δείγµα απιδιάς Νο 3 (1196) (Εικόνα 16).  

 

5. Συζήτηση 

 Μελέτες για τη συχνότητα εµφανίσεως του PLMVd έχουν πραγµατοποιηθεί σε 

διάφορες χώρες. Με εργαλείο συνήθως τον µοριακό υβριδισµό στυπώµατος κηλίδας φυτικού 

χυµού-RNA ή ιστού (dot-blot ή tissue print hybridization) και σε ένα βαθµό της RT-PCR 

διαπιστώθηκε ευρεία διάδοση του PLMVd στη ροδακινιά σε πολλές χώρες της Μεσογείου, 
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όπως η Ισπανία (88 %, Flores et al., 1992), η Ιταλία (70 %, Faggioli and Barba, 2008), 

Αλβανία  (52 %, Torres et al., 2004), η Τυνησία (70 %, Fekih-Hassen et al., 2007) και η 

Σερβία (54 %, Mandic et al., 2008). 

 
Εικόνα 15. Γραφική παράσταση καµπυλών ενισχύσεως προϊόντων real time RT-PCR για την ποσοτική 
ανίχνευση του PLMVd σε ροδακινιές και άλλα Rosaceae  
 

 
Εικόνα 16. Προσδιορισµός της συγκεντρώσεως (αριθµός αντιγράφων /µl) του PLMVd στη ροδακινιά 
και άλλα Rosaceae µε την ποσοτική RT-PCR πραγµατικού χρόνου (quantitative real time RT-PCR 
 

Στο παρόν κεφάλαιο, για τη µελέτη της συχνότητας εµφανίσεως του ιοειδούς PLMVd 

στην Ελλάδα εφαρµόστηκε, στο σύνολο των δειγµάτων, πέραν του µοριακού υβριδισµού 

(dot-blot) και η τεχνική της RT-PCR χρησιµοποιώντας τη µέθοδο της φαινόλης για την 

εκχύλιση t-RNA και το ζεύγος εκκινητών PLMVdhL/PLMVdcL τα οποία έχουν 

χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία στο παρελθόν για την ανίχνευση του ιοειδούς (Loreti et al., 1999, 

Faggioli et al., 2001). Η συχνότητα παρουσίας του PLMVd στη χώρα µας ήταν ιδιαίτερα 

υψηλή (>75 %) και στην περίπτωση ορισµένων πρώιµων επιτραπέζιων ποικιλιών ροδακινιάς 

όπως η May Crest και η Spring Crest ξεπέρασε το 85 %. Η ευρεία διάδοση του PLMVd 

στους οπωρώνες ροδακινιάς πιθανώς σχετίζεται µε την ικανότητα µεταδόσεως του µε τα 

εργαλεία κοπής (κλαδευτικά ψαλίδια) (Hadidi et al., 1997), ενώ δεν θα πρέπει να αγνοηθεί 
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και η ενδεχόµενη συµβολή των αφίδων M. persicae (Giunchedy et al., 1998, Flores et al., 

1992, Desvignes 1986). Ο Desvignes (1999) µάλιστα αναφέρει ότι το PLMVd αποτελεί ένα 

ιδιαίτερα ενδηµικό ιοειδές σε ακτίνα 20-30 µέτρων από ένα µολυσµένο δέντρο ροδακινιάς 

εάν λάβουµε υπόψη και τη δυνατότητα µεταδόσεώς του µέσω της γύρεως (Barba et al., 

2007). Μήπως όµως η αιτία της συχνότατης παρουσίας του PLMVd δεν κρύβεται µόνο στο 

τρόπο µεταδόσεως του στον αγρό, και κυρίως, ένα βήµα πιο πριν, στο φυτώριο; Μήπως τα 

δενδρύλλια που χρησιµοποιούν οι παραγωγοί είναι εξ αρχής µολυσµένα σε υψηλό ποσοστό 

και απλά η µετάδοση µε τα εργαλεία και ενδεχοµένως µε τις αφίδες απλά συµβάλλει στη 

περαιτέρω αύξηση του ποσοστού αυτού; Τα αποτελέσµατα του ελέγχου φυτωριακού υλικού 

ροδακινιάς-νεκταρινιάς επιβεβαίωσαν την υπόθεση αυτή, καθώς από τις 29 ποικιλίες που 

εξετάστηκαν καµία δεν βρέθηκε ελεύθερη του ιοειδούς, αντίθετα, περισσότερο από το 50 % 

των συνολικών δειγµάτων που εξετάστηκαν βρέθηκαν µολυσµένα, µε το ποσοστό να φτάνει 

σε ορισµένες περιπτώσεις το 86 % ή ακόµη και το 100 %, όπως για παράδειγµα στις ποικιλίες 

Α37 και Spring Bell, αντίστοιχα. Η άκρη όµως του νήµατος βρίσκεται ακόµη ένα βήµα πριν, 

στις µητρικές φυτείες που χρησιµοποιούνται ως πηγή των εµβολίων. Η παρούσα εργασία 

έδειξε πως ακόµη και σε υπερσύγχρονες κατά τ’ άλλα φυτωριακές µονάδες έλειπε το βασικό 

συστατικό, το υγιές µητρικό πολλαπλασιαστικό υλικό, καθώς το 85 % των µητρικών δένδρων 

βρέθηκε µολυσµένο. Εποµένως, αναπόφευκτα, τίθεται η ανάγκη άµεσης εξυγιάνσεως του 

πολλαπλασιαστικού υλικού ροδακινιάς/νεκταρινιάς και παράλληλα ενηµερώσεως των 

παραγωγών για την σηµασία χρήσεως υγιούς πολλαπλασιαστικού υλικού, καθώς και της 

εφαρµογής τεχνικών αποφυγής του PLMVd µέσω της απολυµάνσεως των κοπτικών 

εργαλείων, της παρακολουθήσεως των πληθυσµών των αφίδων και του εντοπισµού των 

πρώτων εστιών µολύνσεως.  

Πολύ υψηλή συσχέτιση καταγράφηκε µεταξύ της παρουσίας του ιοειδούς και του 

συµπτώµατος των σχισµών στη ραφή καρπών ροδακινιάς, σύµπτωµα το οποίο σε συνδυασµό 

µε το µεταχρωµατισµό και τη παραµόρφωση των καρπών ευθύνεται για την υποβάθµιση της 

ποιότητας και της εµπορικής τους αξίας. Όσον αφορά το µωσαϊκό ή την παραµόρφωση του 

ελάσµατος των φύλλων καθώς και το σπάσιµο του χρώµατος των πετάλων, αυτά µπορούν να 

αποδοθούν και σε άλλα αίτια κυρίως ιολογικής φύσεως, όπως ο ιός της ευλογιάς της 

δαµασκηνιάς (Plum pox potyvirus, PPV), οποίος άλλωστε σε προκαταρκτικά πειράµατα 

περιορισµένης εκτάσεως ανιχνεύθηκε σε αρκετά δείγµατα (τα αποτελέσµατα δεν 

παρουσιάζονται). 

Το PLMVd όµως ανιχνεύθηκε πέραν της ροδακινιάς και σε άλλα είδη, όπως η 

βερικοκιά, η δαµασκηνιά, η κερασιά, η άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά και η κυδωνιά.  Η 

κυδωνιά µάλιστα, σε αντίθεση µε τα υπόλοιπα είδη, δεν είχε αναφερθεί διεθνώς ως ξενιστής 

του PLMVd στο παρελθόν. Η βερικοκιά έχει αναφερθεί ως ξενιστής του PLMVd στην 

Ιαπωνία, Ιταλία (2 %), Αλβανία (3.3 %) και Αλγερία (17.7 %) (Hadidi et al., 1997, Torres et 
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al., 2004, Ferretti et al., 2004), η δαµασκηνιά στην πρώην Γιουγκοσλαβία (33%), τη 

Ρουµανία (33%), την Ιταλία (0.4 %), και την Αλβανία (Hadidi et al., 1997, Faggioli et al., 

1997, Ferretti et al., 2004), ενώ η κερασιά στην Ιαπωνία και την Ιταλία (Ozaki et al., 1999, 

Crescenzi et al., 2002). Η απιδιά και η άγρια απιδιά έχουν επίσης αναφερθεί ως ξενιστές του 

PLMVd στην Ελλάδα και την Τυνησία από τους Kyriakopoulou et al. (1998, 2001) και 

Fekih-Hassen et al. (2007) αντίστοιχα. Σε αντίθεση µε τη ροδακινιά, η παρουσία του PLMVd 

στα υπόλοιπα Rosaceae  στην Ελλάδα ήταν τυχαία, δεδοµένου ότι η δειγµατοληψία δεν 

συνδυάστηκε µε κάποιο χαρακτηριστικό σύµπτωµα, µε τη σηµείωση όµως ότι στην 

πλειονότητά τους τα δείγµατα προήλθαν από δένδρα διάσπαρτα εντός ροδακινεώνων στους 

οποίους ανιχνεύθηκε το ιοειδές ή ήσαν σε επαφή µε µολυσµένες ροδακινιές (π.χ. 

δαµασκηνιές Νο 1, 2, 3, 4, Κλένια Κορινθίας) ή προέρχονταν από γειτονικούς της ροδακινιάς 

οπωρώνες. H προσβολή των παραπάνω δένδρων µπορεί να αποδοθεί στη χρήση µολυσµένων 

εργαλείων ή ακόµη και στη µετάδοση µέσω των αφίδων-φορέων. 

 
Εικόνα 17. Μολυσµένα µε το ιοειδές PLMVd δένδρα 
ροδακινιάς και δαµασκηνιάς που βρίσκονται σε άµεση 
γειτνίαση µεταξύ τους. 

Από την άλλη πλευρά, η πιθανή 

µετάδοση του ιοειδούς µέσω των 

ριζών, όπως µπορεί κανείς να 

υποθέσει στην περίπτωση των 

τεσσάρων δένδρων δαµασκηνιάς 

(Νο 1-4 Κλένια Κορινθίας) που 

βρίσκονταν σε επαφή µε µολυσµένα 

δένδρα ροδακινιάς (Νο 3, 4, 5, 6) 

(Εικόνα 17) δεν φαίνεται να ισχύει, 

καθώς πειράµατα των Barba et al., 

(2007) έχουν αποδείξει την 

αδυναµία µεταδόσεως του PLMVd 

µέσω του ριζοεµβολιασµού. 

 

Όσον αφορά τη µετάδοση µέσω της γύρεως µολυσµένων δένδρων ροδακινιάς είναι γνωστό 

ότι η ροδακινιά δεν σταυρογονιµοποιείται µε άλλα είδη πυρηνοκάρπων, δεν µπορεί όµως να 

αποκλειστεί η πιθανότητα µεταδόσεως µέσω της βλαστήσεως του γυρεοσωλήνα στο άνθος 

του φυτού δέκτη. Η παρουσία του PLMVd σε αποµονωµένους από ροδακινιές οπωρώνες, 

όπως στον οπωρώνα απιδιάς επί υποκειµένων άγριας απιδιάς και κυδωνιάς στον Καρατζά 

Τροιζηνίας, µπορεί να εξηγηθεί µε τη χρησιµοποίηση µολυσµένων εµβολίων ή/και 

µολυσµένων υποκειµένων. Άλλωστε, τόσο η άγρια απιδιά (Kyriakopoulou et al., 1998), όσο 

και η κυδωνιά (παρούσα εργασία) έχουν βρεθεί φυσικοί ξενιστές του ιοειδούς αυτού. Όσον 

αφορά την προέλευση του PLMVd στην Ελλάδα, σύµφωνα µε τους Kyriakopoulou et al. 
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(2001), ενδεχοµένως το PLMVd µεταδόθηκε πολλά χρόνια πριν µέσω των αφίδων από τα 

είδη Prunus spp. στην άγρια απιδιά, δεδοµένης της φυσικής παρουσίας του σε αυτή στα δάση 

και από αυτή στην απιδιά, λαµβανοµένου υπ’ όψη ότι η άγρια απιδιά αποτελούσε το 

υποκείµενο της απιδιάς στην Ελλάδα επί αιώνες ή χιλιετηρίδες, µέχρι πρόσφατα που στην 

εµπορική δενδροκοµία αντικαταστάθηκε από τη κυδωνιά. Πρέπει να σηµειωθεί, βέβαια, ότι 

και η απιδιά είναι προϊόν εξηµερώσεως (επιλογής διά µέσου των χιλιετηρίδων) από την άγρια 

απιδιά. Έτσι, εναλλακτικά, το PLMVd µπορεί να προήλθε από την απιδιά ή την άγρια απιδιά 

και στη συνέχεια να µεταδόθηκε στα πυρηνόκαρπα και ειδικότερα στη ροδακινιά όπου και 

προσαρµόστηκε ή ακόµη και να προήλθε από έναν άγνωστο ξενιστή. 

 H διαπίστωση της παρουσίας του PLMVd σε άλλα είδη πέραν της ροδακινιάς στην 

παρούσα διατριβή έρχεται να επιβεβαιώσει τα ευρήµατα άλλων ερευνητών, να προσθέσει 

στον κατάλογο των φυσικών ξενιστών την κυδωνιά και να καταστήσει σαφές και επιτακτικό 

πως είναι πλέον καιρός για τη χώρα µας καθώς και για τις άλλες ευρωπαϊκές χώρες να 

συµπεριλάβουν το PLMVd στα συστήµατα πιστοποιήσεως και άλλων πυρηνοκάρπων πέραν 

της ροδακινιάς καθώς και των µηλοειδών απιδιάς και κυδωνιάς, διότι αναµφισβήτητα τα είδη 

αυτά µπορεί να λειτουργούν ως πηγές µολύνσεως για τον βασικό ξενιστή, την ροδακινιά, η 

οποία άλλωστε υφίσταται και τις µεγαλύτερες ζηµιές.   

Η περίπτωση του PLMVd που προσβάλλει φυτικά είδη που ανήκουν σε διαφορετικές 

ταξινοµικές οµάδες δεν είναι µοναδική στα ιοειδή. Αυτό ισχύει γενικώς για τα ιοειδή της 

οικογένειας Pospiviroidae, τα µέλη της οποίας πολλαπλασιάζονται µέσω του ασύµµετρου 

κυλιόµενου κύκλου στον πυρήνα των φυτικών κυττάρων του ξενιστή. Για παράδειγµα, οι 

ξενιστές του ιοειδούς του νανισµού του λυκίσκου (Hop stunt viroid, HSVd) ανήκουν στα 

πυρηνόκαρπα (Amygdaleae), εσπεριδοειδή (Rutaceae), µηλοειδή (Pyreae) και αµπελοειδή 

(Vitaceae). Αντίθετα, τα µέλη της οικογένειας Avsunviroidae, στην οποία ανήκει το PLMVd, 

πολλαπλασιάζονται στους χλωροπλάστες µέσω του συµµετρικού κυλιόµενου κύκλου και 

θεωρούνται ότι έχουν έναν ιδιαίτερα στενό κύκλο ξενιστών (Singh et al., 2003). Έτσι, το 

αβοκάντο αποτελεί τον µοναδικό φυσικό ξενιστή του ASBVd (Desjardins, 1980), ενώ σε 

εργαστηριακό επίπεδο έχει αναφερθεί η µετάδοσή του και σε άλλα είδη, τα οποία όµως 

ανήκουν αποκλειστικά στην οικογένεια Lauraceae (Da Graca and Van Vuuren, 1980). Κατ’ 

αναλογία όλα τα είδη φυσικών ξενιστών του PLMVd που αναφέρθηκαν παραπάνω ανήκουν 

αποκλειστικά στην οικογένεια Rosaceae.   

Εκείνοι που αµφισβητούν την παρουσία του PLMVd σε άλλα είδη πέραν της 

ροδακινιάς αποδίδουν τα θετικά αποτελέσµατα της έρευνας σε επιµολύνσεις κατά την 

εφαρµογή της RT-PCR ή σε µη εξειδικευµένες αντιδράσεις στην περίπτωση του µοριακού 

υβριδισµού και θέτουν ως βασική προϋπόθεση, για την απόδειξη της υπάρξεως ξενιστών 

πέραν της ροδακινιάς, την εφαρµογή βιοδοκιµών. Μπορεί βέβαια κατά τη διάρκεια των 

πρώτων ετών από την ανακάλυψη του PLMVd πειράµατα µεταδόσεως µε ενοφθαλµισµό 
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(chip budding) σε άλλα είδη, όπως βερικοκιά (Luiset), αµυγδαλιά (Ferragnes), κερασιά (Sam, 

Bing, P12-1), δαµασκηνιά (St. Julien, Damat, Krikon), κυδωνιά (C7-1) και απιδιά (Comice) 

να απέτυχαν (Desvignes, 1986), στη συνέχεια όµως αναφέρθηκε µετάδοση του PLMVd µε 

εµβολιασµό από µολυσµένα δένδρα δαµασκηνιάς των ποικιλιών Angelino και Black 

Diamond στο φυτοδείκτη GF-305 (Faggioli et al., 1997), από µολυσµένα δένδρα κερασιάς σε 

κερασιά καθώς και από κερασιά σε GF-305 (Crescenzi et al., 2002). Εξ άλλου, η παρουσία 

του PLMVd σε άλλα είδη πέραν της ροδακινιάς διαπιστώθηκε από έµπειρους ερευνητές 

(Hadidi et al., 1997, Kyriakopoulou et al., 2001, Faggioli et al., 1997,  Ozaki et al., 1999, 

Ferretti et al., 2004, Torres et al., 2004, Crescenzi et al., 2002, Fekih-Hassen et al., 2006, 

2007) χρησιµοποιώντας διαφορετικά πρωτόκολλα RT-PCR και µοριακού υβριδισµού (dot-

blot, tissue print, Southern και Northern), σε ανεξάρτητα µεταξύ τους εργαστήρια. Μπορεί ο 

µοριακός υβριδισµός στυπώµατος κηλίδας φυτικού χυµού (dot-blot) ή ιστού (imprint) να 

αφήνει υπόνοιες µη ειδικών αντιδράσεων λόγω πιθανής µη εξειδικευµένης δεσµεύσεως του 

ανιχνευτή σε φυτικής προελεύσεως πρωτεΐνες όταν δεν λαµβάνονται µέτρα για την 

αποµάκρυνσή τους (WenXing et al., 2009), κάτι τέτοιο όµως δεν ισχύει στη περίπτωση που 

χρησιµοποιείται RNA.  

Σε αντίθεση µε τη ροδακινιά, η ανίχνευση του PLMVd στα άλλα είδη θεωρείται 

περιστασιακή (occasional) (Mandic et al., 2008) και αποδίδεται στην ανοµοιόµορφη 

κατανοµή και τη χαµηλή συγκέντρωση του ιοειδούς στα είδη αυτά (Flores et al., 2003). Κάτι 

τέτοιο υποδεικνύει στην παρούσα µελέτη και το χαµηλής εντάσεως σήµα στην RT-PCR, στο 

µοριακό υβριδισµό dot-blot και Southern και στην S-PAGE, καθώς και τα χαµηλότερα 

επίπεδα φθορισµού στην real time RT-PCR στην περίπτωση ανιχνεύσεως του PLMVd σε 

άλλα Rosaceae  πλην της ροδακινιάς. Την υπόθεση του µικρότερου φορτίου PLMVd στα είδη 

αυτά επιβεβαίωσε η εφαρµογή της ποσοτικής πραγµατικού χρόνου RT-PCR (quantitative real 

time RT-PCR), µε τη βοήθεια της οποίας υπολογίστηκε ότι η συγκέντρωση του ιοειδούς στη 

ροδακινιά ήταν 99.6 % µεγαλύτερη σε σχέση µε αυτή στα άλλα βοτανικά είδη. Πρόσφατα 

διαπιστώθηκε για το ιοειδές των εσπεριδοειδών ΙΙΙ (Citrus viroid III, CVdIII), µε τη χρήση 

της quantitative real time RT-PCR πως τόσο ο ρυθµός αναπαραγωγής όσο και η 

συγκέντρωση του ποικίλλουν ανάλογα µε το είδος του ξενιστή και τις περιβαλλοντικές 

συνθήκες (Barbosa et al., 2002, Rizza et al., 2009). Επίσης καταγράφηκε αύξηση της 

συγκεντρώσεως του ιοειδικού φορτίου στη ροδακινιά στο τέλος της Ανοίξεως και τον Ιούνιο, 

περίοδο που οι αυξηµένες θερµοκρασίες ευνοούν το πολλαπλασιασµό του ιοειδούς, όπως 

είναι άλλωστε αναµενόµενο λαµβανοµένου υπ’ όψη ότι τα ιοειδή είναι θερµόφιλα.  

Με την real time RT-PCR να αποτελεί ένα σύστηµα κλειστό που επιτρέπει τη 

καταγραφή της συγκεντρώσεως των παραγόµενων προϊόντων σε πραγµατικό χρόνο, 

αποφεύχθηκε η ανάγκη για ηλεκτροφορητική ανάλυση των προϊόντων και η πιθανότητα 

επιµολύνσεων, εξασφαλίζοντας έτσι την αξιοπιστία των αποτελεσµάτων τα οποία συµπίπτουν 



  Η ΡΟΔΑΚΙΝΙΑ ΚΑΙ ΑΛΛΑ ΕΙΔΗ ΠΥΡΗΝΟΚΑΡΠΩΝ ΚΑΙ ΜΗΛΟΕΙΔΩΝ ΩΣ ΞΕΝΙΣΤΕΣ ΤΟΥ 
PLMVd  ΣΤΗΝ ΕΛΛΑΔΑ ΚΑΙ Η ΠΑΡΟΥΣΙΑ ΤΟΥ ΣΤΟ ΦΥΤΩΡΙΑΚΟ ΠΟΛΛΑΠΛΑΣΙΑΣΤΙΚΟ ΥΛΙΚΟ ΡΟΔΑΚΙΝΙΑΣ 

 

 96 

µε εκείνα της συµβατικής RT-PCR. Άλλωστε µε σκοπό την αυξηµένη εξειδίκευση της 

µεθόδου επιλέχθηκε η εφαρµογή της real time RT-PCR στηριζόµενης στη χηµεία TaqMan 

και όχι SYBR Green που σε ορισµένες περιπτώσεις οδηγεί σε λανθασµένη υπερεκτίµηση της 

συγκεντρώσεως της αλληλουχίας στόχου (Vandesompele et al., 2002) λόγω µη 

εξειδικευµένης προσδέσεως των µορίων Sybr Green σε όλα τα δινηµατιδιακά µόρια DNA.  
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1. Περίληψη 

Με σκοπό την επιβεβαίωση, σε επίπεδο νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, της παρουσίας 

του PLMVd στη ροδακινιά και άλλα Rosaceae και τον µοριακό χαρακτηρισµό των 

παραλλαγών των ελληνικών αποµονώσεων του ιοειδούς, προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία 66 κλώνων. Το µέγεθος του γενώµατος των κλώνων κυµάνθηκε µεταξύ 337 και 

340 nt και 62 από αυτούς αποτέλεσαν νέες παραλλαγές του PLMVd. Κατά την ανάλυση των 

αλληλουχιών διαπιστώθηκε η ύπαρξη 110 πολυµορφικών θέσεων που αντιστοιχούν στο 32 % 

των 343 θέσεων της ευθυγραµµίσεως, µε τις περισσότερες να εντοπίζονται στον 

σφυροκέφαλο βραχίονα (hammerhead arm) και στους κορµούς (stems) P1, P2, P3. Αντίθετα, 

στο τµήµα που περιέχονται οι κορµοί (stems) P4-P10 το 80 % των θέσεων είναι 

συντηρηµένες. Η φυλογενετική ανάλυση έδειξε ότι δεν υπάρχει θετική συσχέτιση µεταξύ του 

ποσοστού οµολογίας-βαθµού συγγένειας των ελληνικών παραλλαγών του PLMVd µε τη 

ποικιλία, το φυτικό είδος και τη γεωγραφική προέλευση. Παρόλ’ αυτά όµως, εκείνες που δεν 

προήλθαν από ροδακινιές συναθροίζονται σε ξεχωριστή οµάδα, ενώ όλες µαζί στην οµάδα ΙΙΙ 

κατά Ambros. Η διαµόρφωση των ελληνικών παραλλαγών του PLMVd ήταν διακλαδωτή 

(brunched conformation) πλησιάζοντας εκείνη της πρότυπης παραλλαγής Μ835451 

(Hernandez and Flores 1992) διατηρώντας στις περισσότερες περιπτώσεις έναν βασικό 

πυρήνα µε διάφορες δοµικές παραλλαγές. Παρόλο το µεγάλο αριθµό αλλαγών στη περιοχή 

του σφυροκέφαλου βραχίονα, η διαµόρφωση ραβδίου διατηρήθηκε και διακρίθηκε σε τρεις 

τύπους. Διαπιστώθηκε, επίσης, διατήρηση των σφυροκέφαλων δοµών στις αλυσίδες και των 

δύο πολικοτήτων, ακόµη και στην περίπτωση µεταλλάξεων αντικατοπτρίζοντας το σπουδαίο 

τους ρόλο στην αναπαραγωγή του ιοειδούς µέσω της διαδικασίας αυτο-σχάσεως (self-

cleavage) που καταλύουν. Τέλος, οι πλούσιες σε G:C περιοχές 178GGCG183 και 213CCGC216, οι 

οποίες εµπλέκονται στο σχηµατισµό του ψευδοδεσµού (pseudo-knot) Ρ8, µε εξαίρεση την 

παραλλαγή PLpear29.5, βρέθηκαν συνηρηµένες στο σύνολο των ελληνικών παραλλαγών. 
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2. Εισαγωγή 

 Τα ιοειδή είναι µικρού µεγέθους (240-401 νουκλεοτίδια), κυκλικά (οµοιοπολικά 

κλειστά) µόρια µονονηµατιδιακού RNA, τα οποία προσβάλλουν διάφορα φυτικά είδη 

προκαλώντας ασθένειες, µερικές από τις οποίες έχουν µεγάλη οικονοµική σηµασία (Daros et 

al., 2006). Επιπλέον, τα ιοειδή θεωρούνται ασταθείς οντότητες µε µεγάλη γενετική 

παραλλακτικότητα και πλαστικότητα. Πολλά ιοειδή, µεταξύ των οποίων και το PLMVd, 

πολλαπλασιάζονται στους ξενιστές τους ως ένας πληθυσµός παρόµοιων όχι όµως και 

πανοµοιότυπων µεταξύ τους παραλλαγών (variants), προσεγγίζοντας το µοντέλο του ‘σχεδόν 

είδου’ (quasi species) που εισήγαγε ο Eigen (1993).  

 Για τα ιοειδή, ως µόρια RNA που δεν κωδικεύουν πρωτεΐνες, η δοµή τους 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στη βιολογική τους λειτουργία. Για πολλά ιοειδή της 

οικογένειας Pospiviroidae έχουν καταγραφεί στη δευτεροταγή τους δοµή θέσεις 

αναγνωρίσεως (recognition sites) οι οποίες αλληλεπιδρούν µε τις φυτικής προελεύσεως DNA 

εξαρτώµενες RNA πολυµεράσες II (DNA dependent RNA polymerases II, DdRp II) ή 

λιγάσες (Ligases) που εµπλέκονται στο πολλαπλασιασµό τους (Gross et al., 1982). Στην 

περίπτωση των ιοειδών της οικογένειας Avsunviroidae, η ίδια η δευτεροταγής δοµή αποκτά 

τη δοµή σφυροκέφαλου ριβοενζύµου (hammerhead riboenzyme) που µεσολαβεί στη 

διαδικασία πολλαπλασιασµού τους (Flores et al., 2005). Έχει επίσης διαπιστωθεί για πολλά 

ιοειδή συσχέτιση της δευτεροταγούς δοµής µε την παθογένεια (Keese and Symons 1985). 

Είναι λοιπόν προφανές ότι η σωστή λειτουργία κάθε ιοειδούς εξαρτάται σε σηµαντικό βαθµό 

από τη κατάλληλη διαµόρφωση του γενώµατός του. Γι’ αυτό, συχνά, η φυσική 

παραλλακτικότητα περιλαµβάνει αντισταθµιστικές νουκλεοτιδικές αλλαγές που έχουν ως 

αποτέλεσµα τη διατήρηση της δευτεροταγούς δοµής (Sanjuan et al., 2006).   

 Το καλύτερο µέσο µελέτης της επιδράσεως της δοµής ενός µορίου RNA στις 

βιολογικές του λειτουργίες είναι η τρισδιάστατη απεικόνισή της. Κάτι τέτοιο όµως είναι 

δύσκολο, χρονοβόρο και υψηλού κόστους (Shapiro et al., 2007) και γι’ αυτό καταφεύγουµε 

συνήθως στη µελέτη της δευτεροταγούς δοµής. Η δευτεροταγής δοµή καθορίζεται από τους 

δεσµούς υδρογόνου µεταξύ των τριφωσφορικών βάσεων (A, U, C, G), εντός του RNA, που 

έχουν ως αποτέλεσµα το σχηµατισµό χαρακτηριστικών δοµών, όπως κορµοί (stems), 

αναδιπλώσεις φουρκέτας (hairpin loops), εσωτερικές θηλειές (internal loops) κ.ά. Μια από τις 

πιο γνωστές προσεγγίσεις προβλέψεως της δευτεροταγούς δοµής ενός µορίου RNA είναι 

εκείνη της ελάχιστης ελεύθερης ενέργειας (minimum free energy, MFE). Σύµφωνα µε την 

προσέγγιση αυτή, η σταθερότητα µιας δοµής καθορίζεται από τη ποσότητα της ελεύθερης 

ενέργειας που χρησιµοποιείται (ή ελευθερώνεται) κατά το σχηµατισµό της. Όσο πιο αρνητική 

είναι η τιµή αυτή τόσο πιο πιθανός είναι ο σχηµατισµός της συγκεκριµένης δοµής, καθώς 

ελευθερώνεται περισσότερη αποθηκευµένη ενέργεια κατά το γεγονός (CLC RNA Workbench 
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manual). Τα περισσότερα λογισµικά προγράµµατα προβλέψεως της δευτεροταγούς δοµής 

βασίζονται στον αλγόριθµο του Zuker (Zuker 1989).  

 Το ιοειδές PLMVd ένα από τα τέσσερα µέλη της οικογένειας Avsunviroidae, 

πολλαπλασιάζεται και συσσωρεύεται στους χλωροπλάστες του φυτού ξενιστή µέσω του 

µηχανισµού του συµµετρικού κυλιόµενου κύκλου (symmetric rolling cycle) µε τη 

µεσολάβηση σφυροκέφαλων µοτίβων (hammerhead motifs) που δρουν ως ριβοένζυµα και 

συµβάλλουν στην αυτοσχάση του µορίου RNA (Bussiere et al., 2000). Πρόκειται για ένα 

ιοειδές µε παγκόσµια εξάπλωση που προσβάλλει κυρίως τη ροδακινιά (Hadidi et al., 1997, 

Pelchat et al., 2000, Flores et al., 2003, Fekih-Hassen et al., 2006), ενώ περιστασιακά η 

παρουσία του έχει αναφερθεί και σε άλλα Rosaceae (βερικοκιά, δαµασκηνιά, κερασιά, 

απιδιά) (Faggioli et al., 1997, Hadidi et al., 1997, Kyriakopoulou et al., 1998, 2001, Osaki et 

al., 1999). Μοριακές παραλλαγές (molecular variants) Μεσογειακής (Ισπανία, Ιταλία, Σερβία, 

Τουρκία, Τυνησία) και Βορειοαµερικανικής προελεύσεως, το µέγεθος των οποίων κυµάνθηκε 

µεταξύ 335 και 351 nt, παρουσίασαν υψηλό φυσικό πολυµορφισµό ακόµη και στην 

περίπτωση που προέρχονταν από την ίδια αποµόνωση (isolate) (Hernandez and Flores 1992, 

Shamloul et al., 1995, Ambros et al., 1998, Pelchat et al., 2000, Malfitano et al., 2003, Fekih-

Hassen et al., 2007 Mandic et al., 2008). Η ετερογένεια αυτή πιθανότατα οφείλεται στην εκ 

νέου (de novo) εµφάνιση νέων παραλλαγών ως αποτέλεσµα των επιρρεπών σε λάθη RNA 

πολυµερασών του φυτικού κυττάρου που χρησιµοποιούν τα ιοειδή (Domingo and Holland 

1994) και στην ικανότητα του µορίου να συσσωρεύει τις αλλαγές αυτές και σε µικρότερο 

βαθµό στις επαναλαµβανόµενες φυσικές µολύνσεις του ιδίου ατόµου ιδιαίτερα στις 

περιπτώσεις των ξυλωδών ξενιστών όπως τα Rosaceae (Ambros et al., 1999). Δοµικά 

χαρακτηριστικά όπως ο σχηµατισµός σταθερών σφυροκέφαλων δοµών (hammerhead 

structures) στις αλυσίδες και των δύο πολικοτήτων (plus-minus strands), η διατήρηση της 

διακλαδισµένης διαµορφώσεως (branched conformation) ελάχιστης ελεύθερης ενέργειας και 

η παρουσία ενός ψευδο-δεσµού (pseudo-knot) µεταξύ των µονονηµατιδιακών αλληλουχιών 

179GCGG182 (κορµός, stem P6a) και 212CCGC213 (κορµός P7) (Εικόνα 9, Α µέρος) περιορίζουν 

την επίδραση της υψηλής γενετικής παραλλακτικότητας που παρατηρείται στο µόριο του 

PLMVd και εµποδίζουν έτσι την απώλεια σηµαντικών λειτουργιών του (Ambros et al., 1998, 

Bussiere et al., 2000).   

 Φυλογενετική ανάλυση µοριακών παραλλαγών τριών αποµονώσεων του PLMVd που 

διαφοροποιούντο ως προς το φαινότυπο των συµπτωµάτων οδήγησε στη κατάταξή τους σε 

τρεις οµάδες (clusters) (Ambros et al., 1998). Το παραπάνω πρότυπο οµαδοποιήσεως 

υιοθετήθηκε και από άλλους ερευνητές, µε την πλειονότητα των παραλλαγών να ανήκει στην 

οµάδα ΙΙΙ κατά Ambros (Mandic et al., 2008, Gazel et al., 2008).  

 Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του προηγούµενου κεφαλαίου, ιδιαίτερα συχνή και σε 

υψηλό ποσοστό ήταν η παρουσία του PLMVd σε διάφορες ποικιλίες ροδακινιάς στην 
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Ελλάδα, ενώ για πρώτη φορά καταγράφηκε ταυτόχρονη παρουσία του ιοειδούς σε πολλά 

διαφορετικά είδη Rosaceae όπως η βερικοκιά, η δαµασκηνιά, η κερασιά, η άγρια και 

καλλιεργούµενη απιδιά και η κυδωνιά. Ένας από βασικούς σκοπούς του παρόντος κεφαλαίου 

ήταν η επιβεβαίωση της παρουσίας του PLMVd στα παραπάνω είδη και σε επίπεδο 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Ταυτόχρονα επιχειρήθηκε, όσο αυτό ήταν δυνατό, µοριακός 

χαρακτηρισµός των παραλλαγών των ελληνικών αποµονώσεων όσον αφορά την πρωτοταγή 

και τη δευτεροταγή τους δοµή και την κατάταξή τους σύµφωνα µε το πρότυπο Ambros et al., 

(1998). 

  

3. Υλικά και µέθοδοι 

 3.1. Φυτικό Υλικό 

 Για τις ανάγκες του παρόντος κεφαλαίου, συλλέχθηκαν φύλλα από 19 δένδρα 

ροδακινιάς 13 διαφορετικών ποικιλιών, δύο δένδρα βερικοκιάς των ποικιλιών Αδαµοπούλου 

και Διαµαντοπούλου αντίστοιχα, δύο δένδρα κερασιάς των ποικιλιών Burla και Τραγανό 

Εδέσσης αντίστοιχα, ένα δένδρο δαµασκηνιάς ποικιλίας Angelino, ένα δένδρο απιδιάς 

ποικιλίας Κοντούλα και από ένα δένδρο άγριας απιδιάς και κυδωνιάς στα οποία σύµφωνα µε 

τα αποτελέσµατα του προηγούµενου κεφαλαίου διαπιστώθηκε η παρουσία του PLMVd. Τα 

παραπάνω δείγµατα προήλθαν τόσο από οπωρώνες όσο και από τα τρία φυτώρια στα οποία 

διεξήχθη η µελέτη για την παρουσία του ιοειδούς. Αναλυτικά, τα χαρακτηριστικά των 

αποµονώσεων που χρησιµοποιήθηκαν στο παρόν σκέλος της διατριβής παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 1.  

 

3.2. Αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 

 Με εκµαγείο ολικό RNA που εξάχθηκε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο TRISOL 

(Invitrogen Ltd., Paisley, England, UK), πραγµατοποιήθηκαν δοκιµές RT-PCR δύο σταδίων 

σε κοινό µικροσωλήνα (παράγραφος 3.3.3., Β µέρος) χρησιµοποιώντας το ζεύγος εκκινητών 

PLMVdhL/PLMVdcL (Loreti et al., 1999) και δύο µονάδες του ενζύµου Taq DNA 

πολυµεράση (Invitrogen). Εξαίρεση αποτέλεσαν τα δείγµατα ροδακινιάς Spring Bell 18 και 

Galtezi 10 που προήλθαν αντίστοιχα από το 1ο και το 2ο φυτώριο, για τα οποία η PCR 

επιπλέον πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας, αντί του ενζύµου Taq DNA πολυµεράση, 2.5 

µονάδες του ενζύµου Pfu DNA πολυµεράση (Fermentas Vinlius, Lithuania) το οποίο ανήκει 

στη κατηγορία των ενζύµων διορθωτικής αναγνώσεως (proof-reading enzymes). Ως 

αρνητικός µάρτυρας σε κάθε περίπτωση χρησιµοποιήθηκε µικροσωλήνας που αντί ολικού 

RNA περιείχε νερό DEPC, µε σκοπό τον έλεγχο των αντιδράσεων για τυχόν επιµολύνσεις. 

Μετά το πέρας των αντιδράσεων πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της συνολικής ποσότητας (75-
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100 µl) των προϊόντων της RT-PCR σε πήγµα αγαρόζης 1.5 % σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x 

TAE (παράγραφος 3.3.4., Β µέρος).  

Πίνακας 1. Αναλυτικός κατάλογος των ελληνικών παραλλαγών PLMVd. 

Α/Α Παραλλαγή 

(Variant) 

Μέγεθος 

(nt) 

Πολυµεράση 

(Taq/Pfu) 

Φυτικό είδος  Ποικιλία Αριθµός 

δείγµατος 

Προέλευση 

1 PLSprBel.pfu18.2 338 

2 PLSprBel.pfu18.4 338  

3 PLSprBel.pfu18.9 338  

Pfu 

4 PLSprBel18.1 338 

5 PLSprBel18.5 339 

6 PLSprBel18.6 339 

Taq 

Ροδακινιά Spring Bell 18 Φυτώριο 1ο  

7 PLGalt.pfu10.2 339 

8 PLGalt.pfu10.3 339 

9 PLGalt.pfu10.4 339 

10 PLGalt.pfu10.9 338 

Pfu 

11 PLGalt10.1 339 

12 PLGalt10.7 337 

13 PLGalt10.8 339 

Taq 

Ροδακινιά Galtezi 10 Φυτώριο 2ο  

14 PLFayet8.2  339 

15 PLFayet8.3  339  

16 PLFayet8.4  339 

17 PLFayet8.2G 339 

Taq Ροδακινιά Fayette 8 Φυτώριο 1ο 

18 PLRedGol8.3 339 

19 PLRedGol8.4 339 
Taq Νεκταρινιά Red Gold 8 Φυτώριο 2ο 

20 PLLemVol12.1 339 

21 PLLemVol12.2 338 

22 PLLemVol12.5 339 

Taq Ροδακινιά Λεµονάτα Βόλου 12 Φυτώριο 3ο 

23 PLRedHav5.1 339 

24 PLRedHav5.5 338 

25 PLRedHav5.6 339 

Taq Ροδακινιά Red Haven 5 Φυτώριο 3ο 

26 PLGlant18.1  339 

27 PLGlant18.2  338 

28 PLGlant18.3  339 

Taq Ροδακινιά Glantis 18 
Φυτώριο 1ο  

 

29 PLSCres42.1  338 

30 PLSCres42.2 339 

31 PLSCres42.3  337 

Taq Ροδακινιά Sun Crest  42 Κλένια 

32 PLSprCres9.2B  339 

33 PLSprCres9.2A  339 
Taq Ροδακινιά Spring Crest 9 Κλένια 

34 PLSCres34.1.2  338 

35 PLSCres34.1.1  338 

36 PLSCres34.2  338 

Taq Ροδακινιά Sun Crest 34 Κλένια 

37 PLAndros11.1 339  Taq Ροδακινιά Άνδρος 11 Φυτώριο 1ο   

38 PLMCres21.1 339 Taq Ροδακινιά May Crest 21 Κλένια 
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39 PLA-37 5.1 339 Taq Ροδακινιά A-37 5 Φυτώριο 1ο  

40 PLSCres15.1 340 Taq Ροδακινιά Sun Crest 15 Φυτώριο 1ο  

41 PLRedHav135.1 339 Taq Ροδακινιά Red Haven 135 Mεγαπλάτανος 

42 PLpeach195.1 338 Taq Ροδακινιά Άγνωστη 195 Άνω Λεχώνια 

43 PLSCres51.1 338 Taq Ροδακινιά Sun Crest 51 Νάουσα 

44 PLMCres162.1  338 Taq Ροδακινιά May Crest 162 Τύρναβος 

45 PLTastFr5.1 339 Taq Νεκταρινιά Tasty Free 5 Φυτώριο 1ο 

46 PLapricot2.1  338 

47 PLapricot2.1.1  337 
Taq Βερικοκιά Διαµαντοπούλου 2 Κλένια  

48 PLapricot17.1 339 

49 PLapricot17.2 339 
Taq Βερικοκιά Αδαµοπούλου 17 Κλένια 

50 PLplum1.1 339 

51 PLplum1.2  339 

52 PLplum1.3  339 

Taq Δαµασκηνιά Angelino 1 Κλένια 

53 PLpear29.1  339 

54 PLpear29.4 339 

55 PLpear29.5  339 

Taq Απιδιά Κοντούλα 29 Άνω Λεχώνια 

56 PLcherry11.1  338 

57 PLcherry11.2  338 

58 PLcherry11.5 338 

Taq Κερασιά Burla 11 Μεγαπλάτανος  

59 PLcherry9.3  338 

60 PLcherry9.4  338 

61 PLcherry9.5 338 

Taq Κερασιά Τραγανό Εδέσσης  9 Μεγαπλάτανος  

62 PLw pear4.1  339 

63 PLw pear4.2  339 

64 PLwpear4.3  339 

Taq Άγρια απιδιά Αυτοφυές 4 Καρατζάς  

64 PLquince4.1 339 

66 PLquince4.2 339 
Taq Κυδωνιά  Υποκείµενο 4 Καρατζάς  

 

 3.3. Εκχύλιση DNA από πήγµα αγαρόζης 

 Για την εκχύλιση του προϊόντος DNA της RT-PCR από το πήγµα αγαρόζης 

χρησιµοποιήθηκε το κυτίο Qiaquick gel extraction (Qiagen, Alameda, CA, USA). Μετά το 

πέρας της ηλεκτροφορήσεως, η επιθυµητή ζώνη DNA αποµακρύνθηκε µε αποστειρωµένη 

λεπίδα και τοποθετήθηκε σε µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppedorf, AG, Hamburg, Germany) που 

περιείχε τρεις όγκους διαλύµατος QG. Στη συνέχεια, ο µικροσωλήνας τοποθετήθηκε σε 

υδατόλουτρο όπου επωάστηκε στους 50 °C επί 10-15 λεπτά, µε ενδιάµεσα διαλείµµατα 

έντονης αναδεύσεως µέχρι πλήρους διαλυτοποιήσεως της αγαρόζης. Μετά από οπτική 

παρατήρηση της τιµής pΗ του διαλύµατος και ρύθµισή του στη περίπτωση που ήταν >7.5 µε 

την προσθήκη 10 µl διαλύµατος 3 Μ οξικού νατρίου, για κάθε 100 mg πήγµατος αγαρόζης 

προστέθηκαν 100 µl ισοπροπανόλης. Το διάλυµα αναδεύτηκε και τοποθετήθηκε σε στήλη 

κυτταρίνης Qiaquick spin. Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13000 rpm επί ένα λεπτό και 
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απόρριψη του διηθήµατος. Για την αποµάκρυνση κάθε ίχνους αγαρόζης, προστέθηκαν 

επιπλέον 0.5 ml διαλύµατος QG και η παραπάνω διαδικασία επαναλήφθηκε. Στη συνέχεια, 

πραγµατοποιήθηκε πλύση της στήλης µε προσθήκη 0.75 ml διαλύµατος PE και 

φυγοκέντρηση δύο φορές στις 13000 rpm επί ένα λεπτό. Η στήλη µεταφέρθηκε σε νέο 

µικροσωλήνα 1.5 ml (Epperorf) και ακολούθησε η έκλουση του DNA µε 30 µl διαλύµατος 

ΕΒ (10 mM Tris-HCl pH: 8.5). Μετά το πέρας της διαδικασίας εκχυλίσεως, 2 µl DNA 

χρησιµοποιήθηκαν για τον προσδιορισµό της συγκεντρώσεως (οπτική πυκνότητα, optical 

density, OD) και της ποιότητας του, µε το φασµατοφωτόµετρο Nanodrop ND-1000 (Thermo 

Fisher Scientific Inc., Wilmnington, DE, USA).  

 

 3.4. Κλωνοποίηση 

 Η παραγωγή ιοειδικών κλώνων ενός αρχικού µορίου cDNA πλήρους αλληλουχίας 

πραγµατοποιήθηκε µε το σύστηµα κλωνοποιήσεως θυµιδίνης-αδενοσίνης (Thymidine-

Adenosine, TA)  pGEM®-T easy (Promega, Madison, WI, USA), το οποίο βασίζεται στη µη 

εξαρτώµενη από το εκµαγείο ιδιότητα της Taq DNA πολυµεράσης να προσθέτει µια βάση 

τριφωσφορικής αδενοσίνης (Α) σε κάθε ένα από τα δύο άκρα του προϊόντος της PCR που  

συνθέτει (Mead et al., 1991). Επίσης, ο πλασµιδιακός φορέας pGEM®-T easy παρέχεται σε 

γραµµική µορφή µε µια βάση τριφωσφορικής θυµιδίνης (Τ) σε κάθε άκρο του µε σκοπό την 

εξειδικευµένη υβριδοποίησή του µε τα προϊόντα της PCR. Όταν όµως χρησιµοποιούνται στη 

PCR πολυµεράσες διορθωτικής αναγνώσεως (proof-reading polymerases) όπως η pfu DNA 

πολυµεράση, τότε τα τελικά προϊόντα έχουν άκρα ‘τυφλά’ (blunt ends). Στη περίπτωση αυτή, 

προκειµένου να χρησιµοποιηθεί το σύστηµα ΤΑ, προηγείται της κλωνοποιήσεως η 

διαδικασία τοποθετήσεως µιας βάσεως αδενοσίνης (Α) σε κάθε άκρο του προϊόντος PCR, 

γνωστή ως Α-tailing (Kobs 1996) η οποία περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω.  

 

3.4.1. Διαδικασία Α-tailing 

 Σε µικροσωλήνα PCR 0.2 ml (Costar) που περιείχε 10 µl προϊόντος PCR, µετά την 

εκχύλισή του από το πήγµα αγαρόζης, προστέθηκαν 10 µl διαλύµατος αντιδράσεως 

αποτελούµενου από 20 mM Tris-HCl pH: 8.4, 50 mM KCl, 2 mM MgCl2, πέντε µονάδες Taq 

DNA πολυµεράση (Invitrogen), 0.2 mM dATP και νερό DEPC µέχρι του τελικού όγκου και 

το διάλυµα τοποθετήθηκε επί 30 λεπτά στον θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ-Research) 

στους 70 °C, προκειµένου να γίνει η τοποθέτηση από την Taq DNA πολυµεράση της βάσεως 

Α στα άκρα του προϊόντος της PCR.  
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3.4.2. Ένθεση του προϊόντος της PCR στον πλασµιδιακό φορέα (αντίδραση λιγάσης) 

 Προ της πραγµατοποίησεως της διαδικασίας υπολογίστηκε σε ng η βέλτιστη 

ποσότητα (x) του προϊόντος PCR σύµφωνα µε τον τύπο x (ng)= [ng φορέα (50 ng)xµέγεθος 

σε Kb της ενθέσεως-προϊόντος PCR (0.34 Kb)]/µέγεθος σε Kb του φορέα (3Kb). Η ένθεση 

του προϊόντος PCR στον πλασµιδιακό φορέα pGEM®-T easy (Promega) πραγµατοποιήθηκε 

σε µικροσωλήνα 1.5 ml (Eppedorf) µε τη προσθήκη 5 µl 2x διαλύµατος λιγάσης (ligation 

buffer), 50 ng φορέα, 0.53 ng προϊόντος PCR και νερό DEPC µέχρι τελικού όγκου 10 µl. Η 

αντίδραση έλαβε χώρα στου 4 °C επί τουλάχιστον οχτώ ώρες. 

 

3.4.3. Μετασχηµατισµός επιδεκτικών (competent) βακτηριακών κυττάρων  

 Αρχικά, για κάθε αντίδραση λιγάσης προετοιµάστηκαν δύο τρυβλία petri που 

περιείχαν 20-25 ml θρεπτικό διάλυµα LB (Luria Bertani: 1 % [β/ο] τρυπτόνη, 0.5 % [β/ο] 

εκχύλισµα ζύµης, 1 % [β/ο] NaCl, pH: 7.0, 1.5 % [β/ο] άγαρ) συγκεντρώσεως 0.1 mg/ml σε 

αµπικιλίνη (Sigma-Aldrich, Saint Luis, Missouri, USA). Τα τρυβλία τοποθετήθηκαν σε 

θάλαµο επωάσεως επί περίπου 30 λεπτά στους 37 °C, επιστρώθηκαν µε 100 µl IPTG (100 

mM) και 25 µl X-Gal (100 mg/ml) προκειµένου να γίνει οπτική διάκριση των αποικιών 

µετασχηµατισµένων βακτηρίων από µη µετασχηµατισµένα και επωάστηκαν στους 37 °C 

µέχρι τη χρησιµοποίησή τους. Παράλληλα, σε µικροσωλήνα που περιείχε 25 µl επιδεκτικών 

κυττάρων J109 (Promega), προστέθηκαν 2 µl αντιδράσεως λιγάσης και µετά από ήπια 

ανάδευση το διάλυµα επωάστηκε στον πάγο επί 30 λεπτά. Στη συνέχεια, ο µικροσωλήνας 

τοποθετήθηκε σε υδατόλουτρο στους 42 °C επί 30 δευτερόλεπτα χωρίς ανάδευση και αµέσως 

µετά στον πάγο επί δύο λεπτά. Στον µικροσωλήνα προστέθηκαν 950 µl θρεπτικού διαλύµατος 

SOC (Super Optimum broth with Catabolite repression) (Sigma-Aldrich) θερµοκρασίας 

δωµατίου και κατόπιν ο σωλήνας µεταφέρθηκε σε οριζόντιο αναδευτήρα (150 rpm) εντός 

θαλάµου επωάσεως στους 37 °C επί δύο ώρες. Μετά το πέρας της επωάσεως, 50 και 100 µl 

διαλύµατος µετασχηµατισµένων βακτηρίων επιστρώθηκαν, µε τη βοήθεια κυρτής γυάλινης 

ράβδου, στα δύο τρυβλία ανά αντίδραση λιγάσης. Στη συνέχεια τα τρυβλία επωάστηκαν 

αντεστραµµένα στους 37 °C επί 18 ώρες.  

 

3.4.4. Επιλογή και ανάλυση λευκών αποικιών 

 Μετά την ολοκλήρωση της επωάσεως και την εµφάνιση των αποικιών, επιλέχθηκαν 

ανά αντίδραση λιγάσης πέντε λευκές αποικίες (το λευκό χρώµα υποδηλώνει την εισαγωγή 

του πλασµιδίου στο βακτήριο) οι οποίες µεταφέρθηκαν σε αποστειρωµένους πλαστικούς 

περιέκτες 50 ml (Falcon) που περιείχαν 15 ml θρεπτικό υγρό LB συγκεντρώσεως 0.1 mg/ml 
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σε αµπικιλίνη. Στη συνέχεια, οι περιέκτες τοποθετήθηκαν σε οριζόντιο αναδευτήρα (250 

rpm) στους 37 °C επί 18 ώρες. 

 Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η επιτυχής ένθεση του ιοειδικού cDNA στο πλασµίδιο, 

πραγµατοποιήθηκαν αντιδράσεις PCR χρησιµοποιώντας ως εκµαγείο 2 µl υγρής καλλιέργειας 

µετά από βρασµό στους 95 °C επί πέντε λεπτά (Holmes and Quigley 1981). Οι αντιδράσεις 

πραγµατοποιήθηκαν έτσι όπως περιγράφεται στη παράγραφο 3.3.3. του Β µέρους 

χρησιµοποιώντας το ζεύγος εκκινητών PLMVdhL/PLMVdcL (Loreti et al., 1999). Η 

ανάλυση των προϊόντων έγινε µε ηλεκτροφόρηση σε πήγµα αγαρόζης (1.5 % σε 1x TAE) και 

χρώση µε βρωµιούχο αιθίδιο. 

 Για τη συντήρηση των επιλεγµένων κλώνων επί µεγάλο χρονικό διάστηµα 

προστέθηκαν σε µικροσωλήνες 1.5 ml (Eppedorf) 500 µl γλυκερόλης και 500 µl υγρής 

καλλιέργειας του κάθε κλώνου και ακολούθησε αποθήκευσή τους στους -80 °C.  

 

 3.4.5. Εκχύλιση πλασµιδιακού DNA 

 Η εκχύλιση του πλασµιδιακού DNA πραγµατοποιήθηκε µε το σύστηµα (κυτίο) 

NucleoSpin® Plasmid Quick Pure (Macherey-Nagel, Duren, Germany). Η διαδικασία 

περιελάµβανε αρχικά τη συλλογή των βακτηριακών κυττάρων που περιέχονταν σε τρία ml 

υγρής καλλιέργειας, µε φυγοκέντρηση στις 9200 rpm επί 30 δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια, το 

υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και το ίζηµα των κυττάρων επαναδιαλύθηκε µε έντονη 

ανάδευση σε 250 ml διαλύµατος Α1. Ακολούθησε προσθήκη 250 ml διαλύµατος Α2 

(διάλυµα λύσεως κυττάρων, lysis buffer) που περιείχε RNase I, οι σωλήνες αναδεύτηκαν ήπια 

και αφέθηκαν επί πέντε λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Κατόπιν προστέθηκαν 300 ml 

διαλύµατος Α3 (διάλυµα ουδετεροποιήσεως, naturalization buffer). Οι µικροσωλήνες 

αναδεύτηκαν ήπια και τα συστατικά των βακτηριακών κυττάρων διαχωρίστηκαν µε 

φυγοκέντρηση στις 9500 rpm επί πέντε λεπτά. Το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε ειδική στήλη 

όπου το DNA δεσµεύτηκε ειδικά, ενώ τα υπόλοιπα συστατικά του αποµακρύνθηκαν µε 

φυγοκέντρηση στις 9500 rpm επί ένα λεπτό. Ακολούθησε πλύση της στήλης µε 450 µl 

διαλύµατος AQ (διάλυµα πλύσεως, wash buffer), φυγοκέντρηση στις 9500 rpm επί τρία 

λεπτά και έκλουση του πλασµιδιακού DNA µε 50 µl διαλύµατος ΑΕ.  

 

 3.5. Αλληλούχηση 

 Μετά την εκχύλιση του πλασµιαδιακού DNA, ο προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας πραγµατοποιήθηκε στον γενετικό αναλυτή ΑΒΙ 3730 (Applied Biosystems 

Foster City, CA, USA) 48 θέσεων της εταιρείας Biogenomica (Χαλάνδρι, Ελλάδα) µε τη 

µέθοδο τερµατισµού των διδεοξυ-αναλόγων του Sanger (Sanger et al., 1977). Για την 

αλληλούχηση χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε αντίδραση 80 ng/µl (τουλάχιστον 900 ng) καθαρού 



ΜΟΡΙΑΚΟΣ ΧΑΡΑΚΤΗΡΙΣΜΟΣ ΤΩΝ ΕΛΛΗΝΙΚΩΝ ΑΠΟΜΟΝΩΣΕΩΝ ΤΟΥ PLMVd 
 

 107 

πλασµιδιακού DNA. Για την ανάγνωση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του πλασµιδίου 

χρησιµοποιήθηκε ο εκκινητής T7. 

 

 3.6. Φυλογενετική  ανάλυση 

 Η πολλαπλή ευθυγράµµιση (multi alignment) των αλληλουχιών και η σύγκρισή τους 

ανά ζεύγος (pairwise comparison) πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του λογισµικού πακέτου 

CLC RNA Workbench 4.3 (CLC bio, Katinebjerg, Denmark) καθώς και µε το λογισµικό 

πρόγραµµα πολλαπλής ευθυγραµµίσεως αλληλουχιών ClustalW2 (Thompson et al., 1994), 

διαθέσιµο στο διαδίκτυο από το Ευρωπαϊκό Ινστιτούτο Βιο-πληροφορικής (European Bio-

informatics Institute, EBI: www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2). Τα αποτελέσµατα της 

ευθυγράµµισης του λογισµικού ClustalW2 χρησιµοποιήθηκαν ως δεδοµένα εισόδου (input 

data) για τη φυλογενετική ανάλυση των αλληλουχιών µε το λογισµικό πρόγραµµα Molecular 

Evolutionary Genetic Analysis, MEGA 4.0.2 (Kumar et al., 2008, Tamura et al., 2007), 

χρησιµοποιώντας τους αλγόριθµους οµαδοποιήσεως αστάθµητων ζευγών µε αριθµητικούς 

µέσους όρους (Unweighted Pair Group method with Arithmetic Mean, UPGMA) (Sneath and 

Sokal 1973) και ελάχιστης εξελίξεως (Minimum Evolution, ME) (Saitou and Imanishi 1989, 

Rzhetsky and Nei 1992) που ακολουθούν το µοντέλο των γενετικών αποστάσεων, ή 

ιεραρχικής οµαδοποιήσεως (hierarchial clustering) και τον αλγόριθµο µέγιστης 

φειδωλότητας-οικονοµίας (Maximum Parsimony, MP) (Sourdis and Nei 1988, Camin and 

Sokal 1965, Swofford 1993) που ακολουθεί το µοντέλο των διακριτών χαρακτήρων. 

Προκειµένου να προσδιοριστούν οι φυλογενετικές σχέσεις των αλληλουχιών µε τη 

µεγαλύτερη δυνατή αξιοπιστία, πραγµατοποιήθηκε στατιστική ανάλυση της δυναµικής των 

κόµβων (bootstrap analysis), που περιελάµβανε την κατασκευή ενός πιθανού αριθµού 

δένδρων όπου κάθε κόµβος εµφανιζόταν 1000 φορές (bootstrap value 1000), από τα οποία 

τελικά επιλέχθηκε το συναινετικό δένδρο (consensus tree). 

 Με βάση τον βαθµό νουκλεοτιδικής οµολογίας και τις φυλογενετικές σχέσεις, 

αποκλείστηκαν από τις ελληνικές παραλλαγές του PLMVd που αποκτήθηκαν στη παρούσα 

διατριβή οι πανοµοιότυπες και εκείνες µε υψηλό βαθµό συγγένειας µεταξύ τους. Οι 

υπόλοιπες αναλύθηκαν εκ νέου χρησιµοποιώντας παράλληλα αντιπροσωπευτικές παραλλαγές 

PLMVd των οµάδων I (ls18b, ls 17b, ls14b, ls6b), II (esc10, esc14, esc8, ls16b) και III 

(gds18, gds6, gds19, gds13) κατά Ambros (Ambros et al., 1998), προκειµένου να διαπιστωθεί 

σε ποια ή ποιες από τις παραπάνω οµάδες κατατάσσονται οι ελληνικές παραλλαγές του 

PLMVd.  

 

 3.7. Δευτεροταγής δοµή 

 Οι δευτεροταγείς δοµές των ελληνικών παραλλαγών (variants) του PLMVd 

προσδιορίστηκαν µε τη χρήση του λογισµικού προγράµµατος προβλέψεως δευτεροταγούς 
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δοµής RNA που περιέχεται στο πακέτο CLC RNA Workbench (CLC bio) και βασίζεται στη 

βελτιωµένη έκδοση του αλγόριθµου του Zuker (Zuker 1989). Κατά τη ρύθµιση των 

παραµέτρων του προγράµµατος επιλέχθηκε i) η αποφυγή αποµονωµένων ζευγών βάσεων 

(isolated base pairs), ii) η εφαρµογή διαφορετικών κανόνων για τις µεικτές ασύµµετρες 

εσωτερικές θηλειές (Grossly symmetric Interior Loops, GAIL) και iii) η χρήση κανόνων 

οµοαξονικού στοιβάγµατος (coaxial stacking energy rules).  

 

4. Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 4.1. Ανάλυση της πρωτοταγούς δοµής 

 Για τις ανάγκες του παρόντος κεφαλαίου, σκοπός του οποίου ήταν η µελέτη των 

µοριακών χαρακτηριστικών των ελληνικών παραλλαγών (variants) του PLMVd, 

χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα φύλλων διαφόρων ποικιλιών ροδακινιάς και άλλων Rosaceae 

(άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά, βερικοκιά, δαµασκηνιά, κερασιά, κυδωνιά), στα οποία 

ανιχνεύθηκε το ιοειδές σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα του προηγούµενου κεφαλαίου, από 

διάφορες περιοχές της χώρας, ώστε να αποκτηθεί µια πιο ολοκληρωµένη εικόνα για το 

PLMVd στην Ελλάδα.  

 Με τη βοήθεια της RT-PCR η παρουσία του PLMVd διαπιστώθηκε για ακόµη µια 

φορά σε όλα τα επιλεγέντα δείγµατα (Πίνακας 1). Όπως στα προηγούµενα κεφάλαια της 

παρούσας διατριβής έτσι και σε αυτό, η δοκιµή RT-PCR εφαρµόστηκε χρησιµοποιώντας το 

ζεύγος εκκινητών PLMVdhL (117-141 nt) / PLMVdcL (92-116 nt) (Loreti et al., 1999). Το 

συγκεκριµένο ζεύγος επιλέχθηκε διότι, όπως διαπιστώθηκε µετά από σύγκριση των 

αλληλουχιών αυτών µε τις αντίστοιχες όλων σχεδόν των διαθέσιµων στο διαδίκτυο 

παραλλαγών του PLMVd, µε το λογισµικό πρόγραµµα BLAST (Basic Logical Alignment 

Search Tool: http://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi), το ζεύγος αυτό προέρχεται από µια από 

τις πλέον συντηρηµένες περιοχές του γενώµατος του ιοειδούς. 

 Από τις διαθέσιµες DNA πολυµεράσες που δοκιµάστηκαν στο παρόν κεφάλαιο, 

χρησιµοποιήθηκε σχεδόν αποκλειστικά η Taq. Η συγκεκριµένη πολυµεράση επιλέχθηκε για 

δύο κυρίως λόγους: i) Η Taq, παρ’ όλη τη µεγαλύτερη συχνότητα λαθών (8.0Ε-06 bp/cycle) 

στα οποία υποπίπτει σε σχέση µε τη διορθωτικής αναγνώσεως Pfu DNA πολυµεράση (1.3E-

06 bp/cycle) (Cline et al., 1996), προσφέρει µεγαλύτερη ταχύτητα και ευκολία στη 

κλωνοποίηση µέσω του συστήµατος TA. Αντίθετα η Pfu DNA πολυµεράση λόγω της 

συνθέσεως προϊόντων µε ‘τυφλά’ άκρα (blunt ends) απαιτεί είτε την εφαρµογή επιπλέον 

σταδίων (A tailing) προκειµένου να εφαρµοστεί το παραπάνω σύστηµα, είτε την εφαρµογή 

του συστήµατος κλωνοποιήσεως τυφλών άκρων το οποίο συχνά χαρακτηρίζεται από 

µειωµένη αποτελεσµατικότητα (Promega pGEM®
 T easy vector system technical manual), ii) 

Η Taq έχει χρησιµοποιηθεί στο παρελθόν σε πληθώρα µελετών γενετικής παραλλακτικότητας 

και δοµής πληθυσµών διαφόρων ιών και ιοειδών, µεταξύ των οποίων και το PLMVd, όπου 
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αποδείχθηκε ότι η συχνότητα µεταλλάξεων που οφείλονται σ’ αυτή δεν είχε καµία επίδραση 

στα τελικά αποτελέσµατα (Szychowski et al., 1998, Palacio and Duran-Vila 1999, Kong et 

al., 2000, Pelchat et al., 2000, Palacio-Biesla et al., 2003, Fekih-Hassen et al., 2007, Xu et al., 

2008). Η πολυµεράση Pfu όµως χρησιµοποιήθηκε παράλληλα µε την Taq DNA πολυµεράση 

στην περίπτωση των αποµονώσεων PLSprBell18 και PLGalt10. Τα αποτελέσµατα ήταν 

ανεξάρτητα από το είδος της πολυµεράσης. Για παράδειγµα, το ποσοστό οµολογίας των 

παραλλαγών PLGalt.pfu10.2, 10.3, 10.4 και 10.9, για τη σύνθεση των οποίων 

χρησιµοποιήθηκε η Pfu DNA πολυµεράση, ήταν 96-93 %, ενώ στην περίπτωση των 

παραλλαγών PLGalt10.1, 10.7 και 10.8, όπου χρησιµοποιήθηκε η Taq ήταν 99.7-98.8 % 

(Πίνακας 1, Εικόνα 1). Πιθανότατα λοιπόν η παρατηρηθείσα νουκλεοτιδική 

παραλλακτικότητα δεν οφείλεται σε τεχνικά αίτια (είδος DNA πολυµεράσης), αλλά είναι 

φυσική.  

 Ένας έως οχτώ κλώνοι αλληλουχήθηκαν για κάθε µια από τις 27 αποµονώσεις του 

PLMVd που χρησιµοποιήθηκαν. Συνολικά προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία 66 

κλώνων (Πίνακας 1, Παράρτηµα Ι) οι οποίοι στο σύνολό τους αποδείχθηκε ότι αποτελούν 

παραλλαγές του PLMVd. Το µέγεθος του γενώµατος των κλώνων αυτών ήταν 337 (τρεις 

κλώνοι), 338 (18 κλώνοι), 339 (44 κλώνοι) ή 340 (ένας κλώνος). Σε κανένα ελληνικό κλώνο 

δεν ανιχνεύθηκε η ένθεση 12-14 νουκλεοτιδίων που διαµορφώνονται στην κορυφή του 

σφυροκέφαλου βραχίονα (hammerhead arm) ως φουρκέτα µε θηλειά (hairpin loop) 

χαρακτηριστική των αποµονώσεων Peach Calico (PC) (Malfitano et al., 2003, Rodio et al., 

2006). Ακόµη και κλώνοι της ίδιας αποµονώσεως (π.χ. PLGalt10) διέφεραν ως προς το 

µέγεθος του γενώµατός τους (Πίνακας 1). Τα παραπάνω υποδεικνύουν για ακόµη µια φορά 

πως η παραλλακτηκότητα και όχι η διατήρηση ενός συγκεκριµένου µεγέθους γενώµατος 

αποτελεί βασικό χαρακτηριστικό του PLMVd (Mandic et al., 2008, Ambros et al., 1998, 

Fekih-Hassen et al., 2007, Gazel et al., 2008).  

Η ευθυγράµµιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των 66 κλώνων της παρούσας 

διατριβής µε τις ήδη καταχωρηµένες στη βάση δεδοµένων του Ευρωπαϊκού Ινστιτούτου Βιο-

πληροφορικής µε το λογισµικό πρόγραµµα ClustalW έδειξε ότι οι 62 κλώνοι αποτελούν νέες 

παραλλαγές του PLMVd. Επιπλέον, σύγκριση των παραπάνω αλληλουχιών µε την πρότυπη 

(M835451, GenBank assecion number) (Hernandez and Flores 1992), µε το λογισµικό πακέτο 

CLC RNA Workbench (CLC bio), έδειξε την ύπαρξη 110 πολυµορφικών θέσεων που 

αντιστοιχούν στο 32 % των 343 θέσεων της ευθυγραµµίσεως (Εικόνα 2), ενώ οι υπόλοιπες 

233 ήσαν υψηλά συντηρηµένες. Από τις 110 πολυµορφικές θέσεις, οι 48 (43.6 %) αφορούσαν 

την απλή αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου µε ένα άλλο. Οι περισσότερες (90) από τις 

παραπάνω θέσεις εντοπίστηκαν στα τµήµατα 1-136 nt και 284-343 nt που αντιστοιχούν στο 

σφυροκέφαλο βραχίονα (hammerhead arm) και στους κορµούς (stems) P1, P2, P3 (Εικόνα 3).  
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Εικόνα 1. Σύγκριση κατά ζεύγη (pairwise comparison) των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των ελληνικών παραλλαγών και 
της πρότυπης παραλλαγής (M835451) του PLMVd. 

 

Αντίθετα, στο τµήµα 137-283 nt στο οποίο περιέχονται οι κορµοί (stems) P4-P10 (Εικόνα 3) 

το 80 % (118/146) των θέσεων ήσαν συντηρηµένες, ενώ από τις 28  πολυµορφικές θέσεις οι 

10 αφορούσαν την απλή αντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου µε ένα άλλο.  

Το ποσοστό οµολογίας εντός των ελληνικών παραλλαγών κυµάνθηκε µεταξύ 100 και 

87.98 % (Εικόνα 2). Ακόµη και αλληλουχίες κλώνων της ίδιας αποµονώσεως διαφέραν 

µεταξύ τους σε µεγαλύτερο (PLGalt10.3-PLGalt10.4: 93.2 %, PLScrest34.1.2 - 

PLSCrest34.1: 92.4%, PLSCrest34.1.2 - PLSCrest34.2: 91.8 %) ή µικρότερο βαθµό  

(PLSpr.Bell18.2 - PLSpr.Bell18.5: 98.5 %, PLRedHav5.5 - PLRedHav5.6 97.3 %, PLplum1.1 

- PLplum1.2: 95 %), µε µοναδικές εξαιρέσεις τις περιπτώσεις PLSpr.Bell pfu18.2 - 

PLSpr.Bell pfu18.1, PLSpr.Crest9.2A - PLSpr.Crest9.2B, PLcherry11.1 - PLcherry11.2 και 

PLw.pear4.2 - PLw.pear4.3, όπου το ποσοστό οµολογίας ήταν 100 %. Η παραπάνω γενετική 
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παραλλακτικότητα των ελληνικών πληθυσµών του PLMVd συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα 

πρότερων µελετών άλλων πληθυσµών (Ambros et al., 1998, Pelchat et al., 2000, Fekih- 

Hassen et al., 2007, Mandic et al., 2008, Gazel et al., 2008) και, σε συνδυασµό µε αυτές, 

επιβεβαιώνει την υιοθέτηση του µοντέλου ‘σχεδόν είδους’ (quasi species) (Eigen 1993) για το 

PLMVd.  

Η σύγκριση των ελληνικών παραλλαγών µε την πρότυπη (Μ835451) (Hernandez and 

Flores 1992) έδειξε πως το ποσοστό οµολογίας κυµάνθηκε µεταξύ 95 % (PLRedHav5.5) και 

91.2 % (PLSCrest34.1.2, PLSCrest42.3), ενώ το αντίστοιχο ποσοστό µεταξύ των ελληνικών 

παραλλαγών, που προερχόνταν από διαφορετικές αποµονώσεις, κυµάνθηκε µεταξύ 99.71 % 

(µια αλλαγή) έως 87.98 % (41 αλλαγές). Υψηλό ποσοστό οµολογίας καταγράφηκε µεταξύ 

παραλλαγών που προήλθαν από διαφορετικές ποικιλίες ροδακινιάς και διαφορετικές περιοχές 

(PLRedHav5.5 [Red Haven, Νέο Φθιώτιδας] - PLMCrest21.1 [May Crest, Κλένια 

Κορινθίας]: 99.8 %, PLAndros11.1 [Andros, Μονόσπιτα Ηµαθίας] - PLLemVol12.1,12.5 

[Λεµονάτα Βόλου, Νέο Φθιώτιδας]: 98.23 %) ή µεταξύ διαφορετικών ειδών που προήλθαν 

από διαφορετικές περιοχές (PLSpr.Bell18 [ροδακινιά Spring Bell, Μονόσπιτα Ηµαθίας] - 

PLcherry11 [κερασιά Burla, Μεγαπλάτανος Αριδαίας]: 98.5 %, PLplum1.1 [δαµασκηνιά 

Angelino, Κλένια Κορινθίας] - PLquince4.1 (κυδωνιά, Καρατζάς Τροιζηνίας): 97 %, 

PLw.pear4 [άγρια απιδιά, Καρατζάς Τροιζηνίας] - PLcherry9.4 [Κερασιά Τραγανό Εδέσσης, 

Μεγαπλάτανος Αριδαίας]: 99.71 %). Από την άλλη πλευρά, πολύ χαµηλά ποσοστά οµολογίας 

καταγράφηκαν µεταξύ παραλλαγών που προήλθαν από την ίδια ποικιλία και οπωρώνα π.χ. 

PLSCrest34.1.2–PLSCrest42.3 (87.8 %) ή συγγενών ειδών που προήλθαν από γειτονικούς 

οπωρώνες π.χ. PLplum1.3 (δαµασκηνιά) - PLapricot17.2 (βερικοκιά) (92 %). Τα παραπάνω 

υποδεικνύουν ότι πιθανότατα δεν υπάρχει θετική συσχέτιση µεταξύ του ποσοστού 

οµολογίας/βαθµού συγγένειας των παραλλαγών µε τη ποικιλία, το φυτικό είδος και τη 

γεωγραφική τους προέλευση. Παρόλ’ αυτά, όπως θα αναφερθεί και στη συνέχεια, η 

φυλογενετική ανάλυση έδειξε πως οι παραλλαγές που δεν προήλθαν από ροδακινιές 

συναθροίστηκαν, µε ορισµένες εξαιρέσεις, σε ξεχωριστή οµάδα από εκείνες που προήλθαν 

από ροδακινιές.   

 

4.2. Φυλογενετική ανάλυση 

  Η φυλογενετική ανάλυση του συνόλου των παραλλαγών που αποκτήθηκαν 

πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας αφενός τους αλγόριθµους UPGMA και Minimum 

Evolution (ΜΕ) οι οποίοι βασίζονται στη γενετική απόσταση και αφ΄ έτερου τον αλγόριθµο 

Maximum Parsimony (ΜΡ) που στηρίζεται στη χρήση διακριτών χαρακτήρων.  
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Εικόνα 2. Ευθυγράµµιση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των  ελληνικών παραλλαγών και της 
πρότυπης (Μ835451) παραλλαγής του PLMVd. Με πράσινη σκίαση επισηµαίνονται οι πληροφοριακές 
αλλαγές (informative changes). 
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Εικόνα 3. Πρωτοταγής και δευτεροταγής δοµή της τυπικής παραλλαγής (Μ835451) του PLMVd (Hernandez and 
Flores 1992) έτσι όπως προβλέφθηκε µε τη βοήθεια του λογισµικού πακέτου CLC RNA Workbench (CLC bio). 
Με µπλε οι νουκλεοτιδικές µεταλλάξεις-ελλείψεις (Δ) των ελληνικών παραλλαγών σε σχέση µε την πρότυπη. Ο 
υποδείκτης υποδηλώνει τη συχνότητα µε την οποία εµφανίζεται κάθε µετάλλαξη. Οι περιοχές που εµπλέκονται 
στο σχηµατισµό των σφυροκέφαλων δοµών αρνητικής (-) και θετικής (+) πολικότητας ορίζονται µε τις σηµαίες, οι 
συντηρηµένες περιοχές των σφυροκέφαλων δοµών ορίζονται µε τις ράβδους και οι θέσεις αυτό-σχάσης µε τα βέλη 
 
Παρατηρώντας τα φυλογενετικά δένδρα που αποκτήθηκαν µε τους παραπάνω αλγόριθµους 

(Εικόνα 4A, B, Εικόνα 5) διαπιστώθηκε ότι σε γενικές γραµµές οι παραλλαγές που δεν 
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προήλθαν από ροδακινιές αλλά από άλλα είδη Rosaceae (non peach) συναθροίζονται σε 

κοινή οµάδα στην οποία ανήκουν και οι παραλλαγές PLSpr.Bell18. Εξαίρεση αποτέλεσαν οι 

παραλλαγές PLplum1.1, 2, 3 και PLpear29.5 στα φυλογενετικά δένδρα UPGMA και ΜΕ και 

το σύνολο των παραλλαγών των αποµονώσεων PLplum1 (έκτος του PLplum1.2), PLquince4 

και PLpear29 στο φυλογενετικό δένδρο MP (Εικόνες 4A, B, Εικόνα 5). 

Κατά τη πολλαπλή ευθυγράµµιση διαπιστώθηκε η παρουσία 46 πληροφοριακών 

θέσεων, έξι από τις οποίες φαίνεται να συνδέονται µε τα παραπάνω αποτελέσµατα. Οι 

πληροφοριακές θέσεις και το περιεχόµενο αυτών περιγράφονται αναλυτικά παρακάτω. 

 Θέση 2: C/T στο σύνολο των παραλλαγών non peach έκτος από τις πιο 

αποµακρυσµένες PLplum1.1 και PLpear29.5 που φέρουν Α. 

 Θέση 42: Α στο σύνολο των παραλλαγών non peach, εκτός από το σύνολο των 

παραλλαγών των αποµονώσεων PLpear29, PLquince4 και PLplum1 που φέρουν Τ. 

 Θέση 66: Α στο σύνολο των παραλλαγών non peach, εκτός από τις PLplum1.1 και 

PLpear29.5 που φέρουν G. 

 Θέση 92: Α στο σύνολο των παραλλαγών non peach, εκτός από τη PLpear29.1 που 

φέρει G. 

 Θέση 298: Τ στο σύνολο των παραλλαγών non peach, εκτός από το σύνολο των 

παραλλαγών των αποµονώσεων PLpear29, PLquince4 και PLplum1 που φέρουν Α. 

 Θέση 340: C στο σύνολο των παραλλαγών non peach, εκτός από PLplum1.1 και 

PLplum1.2 που φέρουν Α. 

 Επίσης διαπιστώθηκε πως οι παραλλαγές της αποµονώσεως PLSCerst34 ήταν οι 

πλέον αποµακρυσµένες (Εικόνες 4, 5).  

 Με εξαίρεση την κοινή οµαδοποίηση των περισσοτέρων παραλλαγών που δεν 

προήλθαν από ροδακινιές, δεν προέκυψε µέσω της φυλογενετικής αναλύσεως συσχέτιση 

µεταξύ φυλογενετικής σχέσεως των παραλλαγών ροδακινιάς µε τη ποικιλία ή τη γεωγραφική 

προέλευση. 

 Από τις 66 αποκτηθείσες παραλλαγές, επιλέχθηκαν µε βάση το ποσοστό οµολογίας 

και το βαθµό φυλογενετικής σχέσεως οι 45 πιο αποµακρυσµένες οι οποίες αναλύθηκαν 

φυλογενετικά εκ νέου συµπεριλαµβάνοντας επιλεγµένες παραλλαγές-αντιπροσωπευτικά µέλη 

των οµάδων Ι, ΙΙ και ΙΙΙ κατά Ambros (Ambros et al., 1998). Η φυλογενετική ανάλυση, και 

πάλι ανεξάρτητα από τον τύπο του αλγορίθµου που χρησιµοποιήθηκε, έδειξε ότι οι ελληνικές 

παραλλαγές οµαδοποιούνται στο σύνολό τους στην οµάδα ΙΙΙ (Εικόνα 6Α, Β, Εικόνα 7, 

Εικόνα 8). Στην συγκεκριµένη ταξινοµική οµάδα, η οποία αποτελεί και την πολυπληθέστερη, 

ταξινοµήθηκε επίσης το σύνολο των πρόσφατα αποκτηθεισών παραλλαγών του PLMVd δύο 

γειτονικών µας χωρών, της Σερβίας (Mandic et al., 2008) και της Τουρκίας (Gazel et al., 

2008) υποδεικνύοντας πιθανή κοινή προέλευση των παραλλαγών αυτών µε τις ελληνικές. 
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Εικόνα 4. Φυλογενετικά δένδρα ταξινοµήσεως των ελληνικών παραλλαγών µε  τη µέθοδο UPGMA 
(A) και minimum evolution (B). Τιµή bootstrap: 1000. Στο κίτρινο πλαίσιο περιλαµβάνονται οι 
παραλλαγές που δεν προήλθαν από ροδακινιές και οµαδοποιούνται σε κοινή οµάδα µε εξαίρεση 
εκείνες µε το κόκκινο χρώµα. Στο πράσινο πλαίσιο περιλαµβάνονται οι πιο αποµακρυσµένες 
παραλλαγές. 
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Εικόνα 5. Φυλογενετικό δένδρο ταξινοµήσεως των ελληνικών παραλλαγών µε  τη µέθοδο maximum 
parsimony. Τιµή bootstrap: 1000. Στο κίτρινο πλαίσιο περιλαµβάνονται οι παραλλαγές που δεν 
προήλθαν από ροδακινιές και οµαδοποιούνται σε κοινή οµάδα µε εξαίρεση εκείνες µε το κόκκινο 
χρώµα. Στο πράσινο πλαίσιο περιλαµβάνονται οι πιο αποµακρυσµένες παραλλαγές 
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Εικόνα 6. Φυλογενετικά δένδρα ταξινοµήσεως των ελληνικών παραλλαγών κατά Ambros (Ambros et al., 1998) 
µε  τη µέθοδο UPGMA (A) και minimum evolution (B). Τιµή bootstrap: 1000. Στα πλαίσια περιέχονται 
επιλεγµένες παραλλαγές-αντιπροσωπευτικά µέλη των οµάδων I, II, III κατά Ambros  
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Εικόνα 7. Φυλογενετικό δένδρο (δίχως ρίζα) (unrooted) ταξινοµήσεως των ελληνικών παραλλαγών 
κατά Ambros (Ambros et al., 1998). Η φυλογενετική ανάλυση πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο 
minimum evolution (τιµή bootstrap 1000) 
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Εικόνα 8. Φυλογενετικό δένδρο ταξινoµήσεως των ελληνικών παραλλαγών κατά Ambros (Ambros et 
al., 1998) µε τη µέθοδο maximum parsimony. Τιµή bootstrap: 1000. Στα πλαίσια περιέχονται 
επιλεγµένες παραλλαγές-αντιπροσωπευτικά µέλη των οµάδων I, II, III κατά Ambros. 
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Εν τούτοις, θα πρέπει να σηµειωθεί ότι οι πληροφοριακές αλλαγές (informative 

changes) που χαρακτηρίζουν την οµάδα ΙΙΙ (θέση 2: A/C, θέση 5: Τ, θέση 340: Τ) (Ambros et 

al., 1998), όπως συνέβη και στο παρελθόν (Mandic et al., 2008, Gazel et al., 2008), δεν 

διατηρήθηκαν, στο ακέραιο, στις ελληνικές παραλλαγές. Στη θέση 2 των περισσοτέρων 

παραλλαγών υπήρχε C/A µε εξαίρεση τις PLSCrest15.1, PLRedGold8.3, 8.4, PLScrest9.4A, 

9.2B, PLSpr.Bell1pfu8.4, 18.9, 18.2 και PLcherry11.1, 11.2, 11.5 στις οποίες υπήρχε Τ. 

Αντίθετα, η παρουσία Τ στη θέση 5 διατηρήθηκε σε όλες τις παραλλαγές έκτος των 

PLcherry11.1, 11.2, 11.5 και της PLSCrest34.1.2 όπου υπήρχε Α. Τέλος µεγάλη 

παραλλακτικότητα καταγράφηκε στη θέση 338 όπου 21 παραλλαγές έφεραν Τ, 17 C, 

τέσσερις A (χαρακτηριστικό της οµάδας ΙΙ) και τρεις G (χαρακτηριστικό της οµάδας Ι).   

 

4.3. Δευτεροταγής δοµή 

 Η δευτεροταγής δοµή ελάχιστης ελεύθερης ενέργειας προβλέφθηκε για όλες τις 

παραλλαγές µε τη βοήθεια του λογισµικού πακέτου CLC RNA Workbench (CLC bio). Η 

διαµόρφωση των παραλλαγών του PLMVd ήταν διακλαδωτή (brunched conformation) 

πλησιάζοντας εκείνη της πρότυπης παραλλαγής Μ835451 (Hernandez and Flores 1992) 

(Εικόνα 3) διατηρώντας στις περισσότερες περιπτώσεις έναν βασικό πυρήνα µε διάφορες 

δοµικές παραλλαγές. Στις περισσότερες περιπτώσεις, τον βασικό πυρήνα αποτελούσαν πέραν 

του σφυροκέφαλου βραχίονα (hammerhead arm), οι κορµοί (stems) P1 (παρών στο 84.5 % 

των παραλλαγών), Ρ7 (παρών στο 92 % των παραλλαγών), Ρ9 (παρών στο 87.5 % των 

παραλλαγών) και Ρ10 (παρών στο 97 % των παραλλαγών). Αντίθετα, ποικίλος ήταν ο τύπος 

αναδιπλώσεως για τους κορµούς (stems) P2-P6. Χαρακτηριστικά αναφέρεται ότι οι κορµοί 

Ρ2 και Ρ4 προβλέφθηκαν µόνο στο 22 και 26 % των παραλλαγών αντίστοιχα. Όσον αφορά το 

κορµό Ρ8 δεν ήταν δυνατή η πρόβλεψή του διότι το λογισµικό πακέτο CLC RNA Workbench 

(CLC bio) δεν υποστήριζε την πρόβλεψη ψευδο-δεσµών (pseudo-knots), για τη διαπίστωση 

της παρουσίας των οποίων άλλωστε απαιτούνται ειδικά λογισµικά προγράµµατα ή δόκιµες 

nuclease probing (Bussiere et al., 2000).  

Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, ο µεγαλύτερος αριθµός πολυµορφικών θέσεων 

καταγράφηκε στις περιοχές 1-136 nt και 284-343 nt, στις περιοχές δηλαδή οι οποίες 

εµπλέκονται στο σχηµατισµό των θετικής και αρνητικής πολικότητας σφυροκέφαλων δοµών 

και ειδικότερα στις µονονηµατιδιακές περιοχές των θηλειών (loops) A και Β καθώς και στο 

βραχίονα Pst I (Pst I arm) (Εικόνα 3). Το γεγονός αυτό υποδεικνύει την παρουσία στο µόριο 

του PLMVd περιοχών όπως οι παραπάνω, οι οποίες ανέχονται µεγάλο αριθµό 

νουκλεοτιδικών αλλαγών (Ambros et al., 1998). Ειδικότερα για την θηλειά A, ο αριθµός 

νουκλεοτιδίων από τα οποία αποτελείτο στις παραλλαγές µας, εποίκιλλε αρκετά. Στις 

περισσότερες (49) παραλλαγές, η θηλειά Α αποτελείτο από 12-13 nt, ενώ καταγράφηκαν 

επίσης περιπτώσεις µε 15, 14, 11, επτά, ακόµη και τρία νουκλεοτίδια. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
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είχε η περίπτωση των παραλλαγών PLSCrest 9.2A, 9.2B, PLRedGold8.3, 8.4 και PL plum1.1. 

Οι πρώτες τέσσερις παραλλαγές δεν έφεραν καθόλου θηλειά Α, ενώ στην τελευταία η θηλειά 

είχε µετατραπεί σε διακλάδωση παρόµοια µε εκείνη του ASBVd (Εικόνα 9, τύπος III) (Flores 

et al., 2000). Παρόλο το µεγάλο αριθµό αλλαγών στη περιοχή του σφυροκέφαλου βραχίονα, 

η βασική του διαµόρφωση (ραβδίο) διατηρήθηκε και διακρίθηκε σε τρεις τύπους: i) 

σταυροειδής (τύπος Ι, 56 παραλλαγές), ii) µη σταυροειδής (τύπος ΙΙ, οχτώ παραλλαγές) και 

iii) διακλαδωτός (τύπος ΙΙΙ, PLplum1.1). Ο σταυροειδής τύπος µε τη σειρά του διακρίθηκε 

στον α) απλό τύπο Ια µε θηλειά στο άκρο (52 παραλλαγές) και β) τον τύπο Ιβ δίχως θηλειά 

στο άκρο (PLSCrest9.2A, 9.2B, PLRedGold8.3, 8.4) (Εικόνα 9). 

 
Εικόνα 9. Τύποι διαµορφώσεως του σφυροκέφαλου βραχίονα και της θηλειάς Α. Με πράσινη σκίαση: 
τυπική µορφή θηλειάς, µε µπλε σκίαση απουσία θηλειάς και µε κίτρινη σκίαση διακλαδωτή  θηλειά Α 
 

 Με εξαίρεση τις παραλλαγές PLSCrest42.1, PLpear29.5, PLwpear4.1, οι µεταλλάξεις 

που παρατηρήθηκαν εντός των αλληλουχιών που σχηµατίζουν τις θετικής και αρνητικής 

πολικότητας σφυροκέφαλες δοµές δεν επηρεάσαν τα συντηρηµένα νουκλεοτίδια µεταξύ των 

άλλων γνωστών φυσικών σφυροκέφαλων δοµών (Εικόνα 3, 10) (Bruening 1989, Di Serio et 

al., 1997, Hernandez and Flores 1992, Hernandez et al., 1992, Hatchins et al., 1986). Αυτό 

συνέβαλε στη διατήρηση των σφυροκέφαλων δοµών (Εικόνα 10) αντικατροπτίζοντας το 

σπουδαίο τους ρόλο στην αναπαραγωγή του ιοειδούς µέσω της διαδικασίας αυτοσχάσης 

(self-cleavage) που καταλύουν (Bussiere et al.,2000, Pelchat et al., 2000, Fekih-Hassen et al., 

2007). Στην περίπτωση της θετικής αλυσίδας οι µεταλλάξεις στη θέση 308 (G⇒A), 333 

(Α⇒G) (παραλλαγή PLpear29.5) και 312 (Α⇒G) (PLw.pear4.1) δεν αλλοίωσαν τη 

διαµόρφωση (Εικόνα 10). Το ίδιο συνέβη και στην αρνητικής πολικότητας αλυσίδα στη 

περίπτωση της παραλλαγής PLSCrest42.1, η οποία στη θέση 34 έφερε τη µετάλλαξη A⇒G 

(Εικόνα 10). Στο παρελθόν έχει επίσης αναφερθεί, σε περιορισµένο αριθµό παραλλαγών 

PLMVd, η παρουσία µεταλλάξεων στα συντηρηµένα νουκλεοτίδια τόσο της θετικής όσο και 
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της αρνητικής πολικότητας αλυσίδας των σφυροκέφαλων δοµών (Ambros et al., 1998, Xu et 

al., 2008, Gazel et al., 2008, Mandic et al., 2008, Rodio et al., 2006, Malfitano et al., 2003). 

Κάποιες από τις µεταλλάξεις αυτές, όπως για παράδειγµα στη θέση 12 (G⇒U), επηρεάσαν 

αρνητικά την ικανότητα αυτο-σχάσεως (Ambros et al., 1998), όπως και η αλλαγή στη θέση 

307 (U⇒A/G), σε αντίθεση µε την αλλαγή U⇒C στην ίδια θέση, που δεν είχε καµία 

απολύτως επίδραση (Ambros and Flores 1998). Επίσης, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η  

έλλειψη στη θέση 293 (U) στις παραλλαγές PLapricot2.1, 2.1.1, PLquince4.1 και 

PLLemVol12.2. Σύµφωνα µε τους Ambros et al. (1998), η παραπάνω µετάλλαξη µειώνει την 

ικανότητα αυτο-σχάσεως, ενώ σύµφωνα µε τους Fekih-Hassen et al. (2007) έχει ακριβώς το 

αντίθετο αποτέλεσµα. Είναι, επίσης, γνωστό ότι η έλλειψη στη θέση 293 επηρεάζει, στις 

παραλλαγές gds2 και gds16, αρνητικά την παθογένεια, παρόλο που αυτές προέρχονται από 

την ισχυρά παθογόνο αποµόνωση D168 (Ambros et al., 1998). Προκειµένου να διαπιστωθεί 

όµως η ακριβής επίδραση όλων των παραπάνω µεταλλάξεων στην περίπτωση των ελληνικών 

παραλλαγών, απαιτείται η εφαρµογή δοκιµών αυτό-σχάσης (self-cleavage assays) καθώς και 

βιοδοκιµών.  

 
Εικόνα 10. Σφυροκέφαλες δοµές της θετικής και της αρνητικής αλυσίδας των ελληνικών παραλλαγών του 
PLMVd. Με µπλε οι νουκλεοτιδικές µεταλλάξεις-ελλείψεις (Δ) των ελληνικών παραλλαγών σε σχέση µε την 
πρότυπη M835451 (Hernandez and Flores 1992). Ο υποδείκτης υποδηλώνει τη συχνότητα µε την οποία 
εµφανίζεται κάθε µετάλλαξη. Εντός των πλαισίων βρίσκονται οι συντηρηµένες περιοχές των σφυροκέφαλων 
δοµών. Με  το ψαλίδι συµβολίζονται οι θέσεις αυτo-σχάσης (self-cleavage sites) 

 

Οι πλούσιες σε GC περιοχές: 178GGCG183 και 213CCGC216 οι οποίες εµπλέκονται στο 

σχηµατισµό του ψευδοδεσµού (pseudo-knot) Ρ8 (Ambros et al., 2000), ήσαν συντηρηµένες 

στο σύνολο των ελληνικών παραλλαγών. Εξαίρεση αποτέλεσε µόνο η περίπτωση της 

παραλλαγής PLpear29.5 η οποία έφερε στη θέση 214 τη µετάλλαξη C⇒A. Ο υψηλός βαθµός 

συντηρήσεως των παραπάνω αλληλουχιών υποδηλώνει τη σπουδαιότητα του σχηµατισµού 

του ψευδοδεσµού. Από την άλλη πλευρά, το γεγονός ότι στο παρελθόν, παρόµοια µετάλλαξη 

(214C⇒U) δεν επηρέασε αρνητικά τον σχηµατισµό του ψευδοδεσµού (Gago et al., 2005) 

δείχνει την αναγκαιότητα της παρουσίας του στο µόριο του PLMVd, διότι συµβάλλει στη 

σταθεροποίηση της δοµής τού (Pelchat et al., 2000).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1Ο  

ΑΝΤΙΣΤΡΟΦΗ ΜΕΤΑΓΡΑΦΗ-ΙΣΟΘΕΡΜΙΚΗ ΕΝΙΣΧΥΣΗ ΜΕ ΤΗ ΜΕΣΟΛΑΒΗΣΗ ΘΗΛEΙΑΣ 

REVERSE TRANSCRIPTION-LOOP  MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION, RT-LAMP 
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1. Περίληψη 

Η µέθοδος της αντίστροφης µεταγραφής ισόθερµης ενισχύσεως µε τη µεσολάβηση 

θηλειάς (Reverse Transcription Loop-Mediated Isothermal AMPlification RT-LAMP) 

αναπτύχθηκε για την ανίχνευση του ιοειδούς του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς, 

(Peach latent mosaic viroid, PLMVd). Η RT LAMP είναι µια νέα και αρκετά απλή µέθοδος 

ενισχύσεως νουκλεϊκών οξέων, που πραγµατοποιείται σε ισοθερµικές συνθήκες (60-65ºC) µε 

τη χρήση τεσσάρων διαφορετικών εκκινητών οι οποίοι αναγνωρίζουν έξι διαφορετικές 

περιοχές της αλληλουχίας-στόχου. Αρχικά, σχεδιάστηκαν τέσσερις οµάδες εκκινητών (OLD, 

OLD1, NEW, FUCUTA) και µε βάση προκαταρκτικά πειράµατα επιλέχθηκε η οµάδα OLD1 

για περαιτέρω αξιολόγηση. Επίσης, πραγµατοποιήθηκε η απλή (δίχως εκκινητές θηλειάς) και 

η επιταχυνόµενη παραλλαγή της µεθόδου µε τη χρήση µη εκφυλισµένων και εκφυλισµένων 

εκκινητών θηλειάς (F-Loop και B-Loop) οι οποίοι και επιλέχθηκαν ως οι καταλληλότεροι. 

Κατά την εφαρµογή της µεθόδου παρουσία των εκκινητών θήλειας, στις βέλτιστες συνθήκες 

0.8 Μ µπεταϊνης και 62.5 °C και µε εκµαγείο τόσο ολικό RNA (t-RNA) όσο και ίχνος 

φυτικού ιστού, το οποίο λήφθηκε µε αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα, το PLMVd ανιχνεύθηκε 

σε µόλις 30 λεπτά αντί των 180 λεπτών που απαιτούνται για την RT-PCR. Επίσης, 

διαπιστώθηκε πως η RT-LAMP είναι µέθοδος απλή, πρακτική, φθηνή, 100 φορές πιο 

ευαίσθητη από την RT-PCR, ταχεία και µε υψηλό βαθµό εξειδικεύσεως. Εφαρµογή της 

µεθόδου τόσο στο εργαστήριο όσο και στον αγρό οδήγησε στην ανίχνευσή του PLMVd στη 

ροδακινιά, βερικοκιά, δαµασκηνιά, άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά και κυδωνιά.  
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2. Εισαγωγή 

Το ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, 

PLMVd) αποτελεί µέλος της οικογένειας Avsunviroidae και του γένους Pelamoviroid 

(Navarro and Flores 1997) και αναφέρθηκε για πρώτη φορά στην Γαλλία το 1976 από τον 

Desvignes (1976) κατά τον έλεγχο πολλαπλασιαστικού υλικού ροδακινιάς που είχε εισαχθεί 

από τις Η.Π.Α. και την Ιαπωνία. Ο όρος λανθάνον που υπάρχει στο όνοµα του ιοειδούς αυτού 

υποδεκνύει πως πρόκειται για ένα παθογόνο που στην πλειονότητα των φυσικών µολύνσεων 

δεν προκαλεί εµφανή συµπτώµατα στα φύλλα. Είναι επίσης γνωστό ότι ακόµη και στην 

περίπτωση που εµφανίζονται συµπτώµατα αυτά είναι ασταθή και συχνά εξαφανίζονται µε τον 

χρόνο. Επίσης, ο όρος ‘λανθάνον’ σχετίζεται και µε το µεγάλο χρονικό διάστηµα που 

απαιτείται για την έναρξη εµφανίσεως των συµπτωµάτων (Flores et al., 2006). Το παραπάνω 

χαρακτηριστικό του PLMVd, σε συνδυασµό µε την παγκοσµιοποίηση της γεωργίας και 

ειδικότερα την ανταλλαγή και διακίνηση πολλαπλασιαστικού υλικού, οδήγησαν στην 

ευρύτατη διάδοση του σε όλο τον κόσµο (Hadidi et al., 1997, Flores και Llacer 1998, 

Kyriakopoulou et al., 2001, Desvignes 1986, Mandi et al., 2008, Ozaka et al., 1999, Shamloul 

et al., 1995, Fekih-Hassen et al., 2006, Xu et al., 2008, Nieto et al., 2008, Fiore et al., 2003, 

Abou-Ghanem et al., 2003, Gazel et al., 2008).  

Έχοντας λοιπόν υπόψιν ότι η µετάδοση και διάδοση του PLMVd γίνεται κυρίως 

µέσω του µολυσµένου αγενούς πολλαπλασιαστικού υλικού, θα πρέπει το σχέδιο 

αντιµετωπίσεως του να στηριχθεί σχεδόν αποκλειστικά στην χρήση υγιούς και 

πιστοποιηµένου αγενούς πολλαπλασιαστικού υλικού. Για να καταστεί αυτό εφικτό, πέραν της 

αποτελεσµατικής µεθόδου εξυγιάνσεως απαιτείται και η ύπαρξη κατάλληλων διαγνωστικών 

µεθόδων που θα καταστήσουν το σύστηµα πιστοποιήσεως ασφαλές. Κατάλληλη θεωρείται 

µια διαγνωστική µέθοδος όταν συνδυάζει χαρακτηριστικά όπως ευαισθησία, 

αποτελεσµατικότητα, αξιοπιστία, εξειδίκευση, ταχύτητα, ικανότητα µαζικών ελέγχων και 

οικονοµικότητα, τα τελευταίο χαρακτηριστικό σηµαντικό για τις αναπτυσσόµενες και όχι 

µόνο χώρες, ιδιαίτερα σήµερα λόγω οικονοµικής κρίσεως.  

Από τις µεθόδους που έχουν χρησιµοποιηθεί µέχρι σήµερα στη διάγνωση του 

PLMVd, η ηλεκτροφόρηση δύο κατευθύνσεων νουκλεϊκών οξέων σε πήγµα 

πολυακρυλαµίδης (d-PAGE) (Flores et al., 1992, Faggioli et al., 1997) και ο µοριακός 

υβριδισµός (Hernandez and Flores 1992, Shamloul et al., 1995, Kyriakopoulou et al., 2001, 

Mandic et al., 2008) µπορεί να χαρακτηρίζονται αντίστοιχα από χαµηλό κόστος και 

δυνατότητα µαζικών ελέγχων αλλά αποτελούν παράλληλα χρονοβόρα πρωτόκολλα µε 

σχετικά µικρή ευαισθησία. Η RT-PCR, και συγκεκριµένα οι παραλλαγές multiplex και one 

tube (Shamloul et al., 1995, Loreti et al., 1999, Raggozino et al., 2004) και ειδιαίτερα η RT-

PCR ELISA (Shamloul et al., 2002) συνδυάζουν από την µία πλευρά την ευαισθησία µε την 



REVERSE TRANSCRIPTION-LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION, RT-LAMP 
 

 132 

εξειδίκευση, αλλά από την άλλη απαιτούν για την εφαρµογή τους δαπανηρό και 

εξειδικευµένο εξοπλισµό π.χ. θερµοκυκλοποιητές και δεν µπορούν να εφαρµοστούν στον 

αγρό.  

Στις αρχές του 2000, στην Ιαπωνία και συγκεκριµένα στα εργαστήρια της Eiken 

Chemical Ltd., οι Notomi et al., (2000) εφηύραν µια νέα µοριακή διαγνωστική τεχνική, την 

ισοθερµική ενίσχυση µε τη µεσολάβηση θηλειάς (Loop Mediated Isothermal AMPlification, 

LAMP), η οποία αποτελεί µέθοδο πολλαπλασιασµού DNA, ή RNA όταν συνδυαστεί 

προηγουµένως µε την εφαρµογή αντίστροφης µεταγραφής (reverse transcription, RT) οπότε 

και ονοµάζεται RT-LAMP. Στη µέθοδο αυτή, µε την χρήση µιας πολυµεράσης µε δράση 

εκτοπισµού αλυσίδας (strand displacement activity) χωρίς να υπάρχει ανάγκη θερµικής 

αποδιατάξεως του εκµαγείου (όπως στην περίπτωση της κλασσικής PCR) και τεσσάρων 

εκκινητών που αναγνωρίζουν όµως έξι περιοχές στην αλληλουχία-στόχο, είναι δυνατός, σε 

ισοθερµικές συνθήκες (60-65°C) και σε χρονικό διάστηµα 20-60 λεπτών, ο αναδιπλασιασµός 

της αλληλουχίας-στόχου 109-1010 φορές (Notomi et al., 2000, Mori et al., 2001). Τα προϊόντα 

της µεθόδου είναι µόρια δινηµατιδιακού DNA µε χαρακτηριστική µορφή κορµών (stems) µε 

θηλειές (loops) που περιέχουν ανάστροφες επαναλήψεις της αλληλουχίας-στόχου και κατά τη 

διάρκειά της παράγονται υψηλές ποσότητες άλατος πυροφωσφωρικού µαγνησίου 

(magnesium pyrophoshpate) που συµβάλλουν στη θολότητα του τελικού διαλύµατος της 

αντιδράσεως (Nagamine et al., 2002, Notomi et al., 2000). Η µέθοδος αυτή είναι πραγµατικά 

ξεχωριστή, καθώς συνδυάζει την υψηλή εξειδίκευση (χρησιµοποιούνται τέσσερις έως έξι 

εκκινητές) και ευαισθησία που σε ορισµένες περιπτώσεις είναι παρόµοια µε εκείνη της Real 

Time RT-PCR (Vargas and James 2006, Dukes et al., 2006, Fukuda et al., 2006) µε την 

ταχύτητα (20-60 λεπτά), το χαµηλό κόστος (µισό από το κόστος της RT-PCR [S. Fukuta 

προσωπική επικοινωνία]) καθώς δεν απαιτούνται ακριβά αντιδραστήρια και εξειδικευµένος 

εξοπλισµός, αντίθετα ένα απλό υδατόλουτρο ή θερµαντική πλάκα (heatblock) είναι αρκετό 

(Pham et al., 2005) και την εύκολη και γρήγορη καταγραφή των αποτελεσµάτων, µε οπτική 

παρατήρηση της θολότητας του τελικού διαλύµατος ή την χρήση εσωτερικών φθοριζουσών 

χρωστικών (internal fluorescent dyes) (Nagamine et al., 2002, Notomi et al.,2000). Μέχρι 

σήµερα, η RT-LAMP έχει χρησιµοποιηθεί στη διάγνωση σηµαντικών ιών (Human 

immunodeficiency virus HIV, Severe acute respiratory syndrome virus, SARS) και βακτηρίων 

(Salmonella enterica) που προσβάλλουν τον άνθρωπο και τα ζώα, αλλά και ορισµένων 

φυτοπαθογόνων όπως ο ιός του κηλιδωτού µαρασµού της τοµάτας (Tomato spotted wilt virus, 

TSWV), ο ιός Υ της πατάτας (Potato virus Y, PVY) και το βακτήριο Liberibacter asiaticus 

υπεύθυνο για την ασθένεια citrus greening (πρασίνισµα των εσπεριδοειδών) και ενός ιοειδούς 

αυτού του νανισµού του χρυσανθέµου (Chrysanthemum stunt viroid, CSVd) (Okuda et al., 

2005, Ohtsuka et al., 2005, Curtis et al., 2008, Nie., 2005, Fukuta et al., 2004, Minekawa et 

al., 2004, Fucuta et al., 2005). Με βάση τα παραπάνω, η τεχνική RT-LAMP συνδυάζει πολλά 
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από τα βασικά χαρακτηριστικά µιας διαγνωστικής µεθόδου ‘κατάλληλης’ για ένα σύστηµα 

πιστοποιήσεως.  

Σκοπό του κεφαλαίου αυτού της ερευνητικής αυτής ενότητας της παρούσας 

διατριβής αποτέλεσε η ανάπτυξη, βελτιστοποίηση και υιοθέτηση της τεχνικής RT-LAMP στη 

διάγνωση του PLMVd στη ροδακινιά και άλλους ξενιστές. Για το σκοπό αυτό 

πραγµατοποιήθηκαν αναλυτικά τα κάτωθι: 

i)   Σχεδιασµός και σύγκριση - αξιολόγηση διαφόρων οµάδων εκκινητών. 

ii) Ανάπτυξη – εφαρµογή απλού και επιταχυνόµενου πρωτοκόλλου RT-LAMP 

µε τη χρήση εκκινητών θηλειάς (loop primers). 

iii) Αξιολόγηση της επιδράσεως διαφόρων παραγόντων της αντιδράσεως 

(εκµαγείο, τύπος αντίστροφης µεταγραφάσης, συγκέντρωση µπεταϊνης κ.ά. 

iv) Εκτίµηση ευαισθησίας και εξειδικεύσεως της µεθόδου. 

v) Εφαρµογή της τεχνικής RT-LAMP στη διάγνωση του PLMVd στην 

ροδακινιά και άλλα είδη στο εργαστήριο και στον αγρό. 

 

3. Υλικά και µέθοδοι 

 3.1. Φυτικό υλικό 

Για τις ανάγκες του παρόντος κεφαλαίου χρησιµοποιήθηκαν οι ελληνικές 

αποµονώσεις PLMVd 8 και 9 (βλ. Πίνακα 1 Κεφάλαιο 1, Γ µέρος) οι οποίες προήλθαν από 

φυσικά µολυσµένα δένδρα ροδακινιάς ποικιλίας Spring Crest µε χαρακτηριστικές σχισµές 

στις ραφές των καρπών καθώς και οι Ιταλικές αποµονώσεις PLMVd P31 και P39 

(αποµόνωση Peach Calico) στον φυτοδείκτη ροδακινιάς GF-305. Προκειµένου να εκτιµηθεί η 

εξειδίκευση της µεθόδου χρησιµοποιήθηκαν ακόµη ιταλικές αποµονώσεις των ιοειδών 

ASSVd, HSVd, PBCVd και PSTVd καθώς και υγιή φυτά GF-305. Οι Ιταλικές αποµονώσεις 

προήλθαν από την συλλογή του Ινστιτούτου CRA (Centro di Ricerca per la Pathologia 

Vegetale) στην Ρώµη µετά από ευγενική προσφορά των Dr. M. Barba και Dr. F. Faggioli. 

Τέλος, µε σκοπό την ανίχνευση του PLMVd µε τη τεχνική RT-LAMP και σε άλλα φυτικά 

είδη πέραν της ροδακινιάς (Νο 1, 6, 8, 9, 11, 15), χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα φύλλων ή 

καρπών από άγρια (Νο 3, 4) και καλλιεργούµενη απιδιά (Νο 2, 3), βερικοκιά (Νο 2 ,8), 

δαµασκηνιά (Νο 1, 4) και κυδωνιά (Νο 4) που συλλέχθηκαν από οπωρώνες στις περιοχές 

Καρατζάς Τροιζηνίας και Κλένια Κορινθίας (βλ. Πίνακα 1 Κεφάλαιο 1, Γ µέρος).  

 

 3.2. Προετοιµασία των δειγµάτων για την RT-LAMP και RT-PCR 

 Aρχικά ως εκµαγείο για την ανίχνευση του PLMVd µε τη RT-LAMP και την RT-

PCR χρησιµοποιήθηκε oλικό RNA (total RNA, t-RNA), το οποίο εκχυλίστηκε µε την µέθοδο 

των Rott and Jelkmann (2001) που χρησιµοποιεί διοξείδιο του πυριτίου (SiO2), έτσι όπως 

περιγράφηκε στην παράγραφο 3.3.1.2 του Β µέρους,. Επίσης δοκιµάστηκε η 
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αποτελεσµατικότητα δύο ακόµη τύπων εκµαγείου: i) ακατέργαστο (crude) εκχύλισµα 

φυτικού χυµού σε κατάλληλο ρυθµιστικό διάλυµα (dissolution buffer ή SSC) έτσι όπως 

περιγράφηκε στην παράγραφο 3.3.1. του Γ µέρους και ii) ίχνος φυτικού ιστού από το έλασµα 

φύλλων των προς έλεγχο φυτών το οποίο µεταφέρθηκε στο διάλυµα της αντιδράσεως µε τη 

βοήθεια αποστειρωµένης οδοντογλυφίδας (Εικόνα. 1).  

 
Εικόνα 1. Λήψη µε αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα ίχνους φυτικού ιστού από το έλασµα φύλλου 
ροδακινιάς (A) και µεταφορά του σε µικροσωλήνα για εξέταση. 
 

3.3. Αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Reverse 

Transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) 

 Για την επαλήθευση των αποτελεσµάτων της µεθόδου RT-LAMP εφαρµόστηκε το 

πρωτόκολλο της RT-PCR δύο σταδίων σε ένα µικροσωλήνα  (one tube two step RT-PCR) µε 

το ζεύγος εκκινητών Loreti c/Loreti h, (Πίνακας 1), έτσι όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

3.3.3. του Β µέρους.   

 

3.4. Αντίστροφη µεταγραφή-ισοθερµική ενίσχυση µε τη µεσολάβηση θηλειάς 

(Reverse Transcription-Loop  mediated isothermal AMPlification, RT-LAMP) 

 3.4.1. Σχεδιασµός εκκινητών 

Σύµφωνα µε την αρχή λειτουργίας της µεθόδου RT-LAMP, απαιτείται ο σχεδιασµός 

τουλάχιστον δύο ζευγών εκκινητών, σε αντίθεση µε το ένα της µεθόδου RT-PCR. Το πρώτο 

ζεύγος αποτελούν οι εκκινητές πρόσθιος εξωτερικός (outer forward, F3) και οπίσθιος 

εξωτερικός (outer backward, B3) και το δεύτερο ζεύγος οι εκκινητές πρόσθιος εσωτερικός 

(forward inner primer, FIP) και οπίσθιος εσωτερικός (backward inner primer, BIP), καθένας 

από τους οποίους αποτελείται από δύο επιµέρους εκκινητές τους F1c, F2 και B1, B2c 

αντίστοιχα. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα οι τέσσερις εκκινητές στην RT-LAMP να 

αναγνωρίζουν όχι τέσσερις αλλά έξι περιοχές στην αλληλουχία-στόχο (Notomi et al., 2000). 

Συχνά, προκειµένου να αυξηθεί ο βαθµός εξειδικεύσεως της µεθόδου και να µειωθεί ο 

συνολικός χρόνος της αντιδράσεως, είναι δυνατή η χρήση ενός επιπλέον ζεύγους εκκινητών, 

των εκκινητών θηλειάς (loop primers)  (Nagamine et al., 2002). 

Στον σχεδιασµό των εκκινητών επιλέχθηκε τυχαία ως αλληλουχία αναφοράς η 

σερβική αποµόνωση PL101 (GenBank Accession no EF151296) (Mandic et al., 2008). 
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Πίνακας 1. Νουκλεοτιδική αλληλουχία των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν στις δοκιµές 
RT-LAMP και των εκκινητών της RT-PCR 
Όνοµα εκκινητή Μήκος (nt) Θέση Αλληλουχία 

PLMVdc 25 nt 92-116 AACTGCAGTGCTCCGAATAGGGCAC 

PLMVdh 25 nt 117-141 CCCGATAGAAAGGCTAAGCACCTCG 

F3 OLD 23 nt 29-51 TCATCAGTGGGCTAAGCCCAGAC 

B3 OLD 25 nt 226-249 TGAATCCCGGGTAGACGTCGTAATC 

FIP OLD 45 nt 123-146,  

69-89 

TCATTGGCGAGGTTCTTAGCCTTTC 

CTCTCAGCCCCTCCACCTTG 

BIP OLD 43 nt 151-175, 

 201-223 

AGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAAC 

CCTACGGCGGTACCTGGAT 

F3 NEW 24 nt 110-133 CTTAGCCTTTCTATCGGAACTGCA 

B3 NEW 23 nt 196-218 GGTGTGATCCAGGTACCGCCGTA 

FIP NEW 44 nt 28-51, 

 70-89 

CTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGAC 

CAAGGTGGAGGGGCTGAGAG 

BIP NEW 50 nt 255-279,  

219-243 

CCAGAATCACTTCTGGAGGGGACCG 

GAAACTGGATTACGACGTCTACCCG 

F3 OLD1 18 nt 32-49 TCAGTGGGCTAAGCCCAG 

B3 OLD1 19 nt 232-249 TGAATCCCGGGTAGACGTC 

FIP OLD1 36 nt 123-141,  

71-88 

GCGAGGTGCTTAGCCTTTC 

TCTCAGCCCCTCCACCT 

BIP OLD1 38 nt 153-173,  

201-217 

GTGGGACTTTTCCTTCTGGAA 

ACGGCGGTACCTGGATC 

F3 FUKUTA 20 nt 7-26 AGTTTCGCCGTATCTCAACG 

B3 FUKUTA 19 nt 227-245 CCCGGGTAGACGTCGTAAT 

FIP FUKUTA 38 nt 80-99,  

36-53 

TAGGGCACCCCAAGGTGGAG-

TGGGCTAAGCCCAGACTT 

BIP FUKUTA 40 nt 135-156,  

198-215 

                       ACCTCGCAATGAGGTAAGGTGG- 

                      GGCGGTACCTGGATCACA 

Loop F 20 nt 104-120 TCGAGACTGCAGTGCCTCGA 

Loop B 19 nt 176-194 AAGCGGTTGGTTCCGAGGG 

Loop F degenerated 21 nt 89-109 GTGCYYCGAATAGGGCACYCC 

Loop B degenerated 21 nt 176-196 AAGCGGTTGGTTCCGAGGGGG 

 
Σχεδιάστηκαν συνολικά τέσσερις οµάδες εκκινητών (F3, FIP, B3, BIP) και δύο οµάδες 

ζευγών εκκινητών θήλειας (Πίνακας 1). Ο σχεδιασµός των εκκινητών που ανήκουν στις 

οµάδες OLD, NEW και OLD1 καθώς και των δύο εκκινητών θηλειάς έγινε από 

συντηρηµένες περιοχές του γενώµατος του PLMVd µε βάση τα κριτήρια θερµοκρασία 

τήξεως, σταθερότητα άκρου 3΄, ποσοστό % των εκκινητών σε γουανίνη (guanine, G) και 

κυτοσίνη (cytosine, C), δευτεροταγής δοµή, αποστάσεις µεταξύ των εκκινητών, που 
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περιγράφονται αναλυτικά στον οδηγό σχεδιάσεως εκκινητών LAMP της Eiken Chemical Ltd. 

(2006).  

Ιδιαίτερη σηµασία δόθηκε στη θερµοκρασία τήξεως, µε αυτή να κυµαίνεται για τους 

εκκινητές F2, B2, F3, B3 και loop µεταξύ 59 και 61 °C και τους F1c, B1 τέσσερις έως πέντε 

°C υψηλότερη. Επίσης, έµφαση δόθηκε και στην τήρηση του ορίου των αποστάσεων µεταξύ 

των εκκινητών, µε τα άκρα 5΄ των F2 και Β2 να απέχουν µεταξύ τους 120-180 νουκλεοτίδια 

(nucleotides, nt), τους εκκινητές F3-F2 ή Β3c-B2c να απέχουν µεταξύ τους 0-60 nt και τα 

άκρα 5΄F2-3΄F1c ή 5΄B2c-3΄B1 να απέχουν µεταξύ τους 40-60 nt. Από το τελευταίο τµήµα 

έπρεπε στη συνέχεια να επιλεγεί η αλληλουχία των εκκινητών loop (Εικόνα 2). Στην 

παρούσα εργασία σχεδιάστηκαν δύο ζεύγη εκκινητών loop σε συνδυασµό µε  την οµάδα 

OLD1. Το πρώτο ζεύγος LoopF/LoopB αντιστοιχούσε στις θέσεις 104-120 nt και 174-197 nt 

και το δεύτερο LoopFdeg/LoopBdeg στις θέσεις 82-109 nt και 176-196 nt. Ο εκκινητής 

LoopFdeg φέρει στις θέσεις 5, 6 και 21 εκφυλισµό τύπου Υ (C/T) (Πίνακας 1). Ιδιαίτερη 

σηµασία δόθηκε στη καθαρότητα των εκκινητών οι οποίοι στο σύνολό τους προήλθαν από 

την εταιρεία Intergraded DNA Technologies (IDT, Coralville, IA, USA). Οι εκκινητές κατά 

την παραλαβή τους  επαναδιαλύθηκαν σε διάλυµα ΤΕ (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM 

EDTA pH 8.0) και αποθηκεύτηκαν στους -20 °C. 

 

 
Εικόνα 2. Σχηµατική αναπαράσταση των εκκινητών της RT-LAMP  
 

3.4.2. Πρωτόκολλο RT-LAMP 

Με σκοπό την επιλογή της καταλληλότερης οµάδας εκκινητών (F3, FIP, B3, BIP) και 

τη µελέτη της επιδράσεως των εκκινητών θήλειας, η αντίδραση RT-LAMP 

πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τις οδηγίες των Mori et al. (2001), Nagamine et al. (2002), 

Notomi et al. (2000). Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 25 µl µε τη χρησιµοποίηση ενός µl 

εξάγµατος t-RNA. Κάθε µικροσωλήνας 0.2 ml (Costar) περιείχε 20 mM Tris HCl pH 8.8, 10 

mM KCl, 10 mM (NH4)2SO4, 8 mM MgSO4, 0.8 M Betaine (Sigma-Aldrich, Saint Luis, 

Missouri, USA), 0.8 mM από κάθε ολιγονουκλεοτίδιο dNTP, 5 mM DTT, 1.6 µM από κάθε 
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εκκινητή FIP, BIP, 0.2 µΜ από κάθε εκκινητή F3, B3 και 0.8 µΜ από κάθε εκκινητή loop, 8 

µονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών (Ribonuclease inhibitor) (Promega, Madison, USA), 4 

µονάδες αντίστροφης µεταγραφάσης AMV (Avian myeloblastosis virus reverse transcriptase) 

(Promega, Madison, USA), 8 µονάδες Bst-DNA πολυµεράση (New England Biolabs, 

Hertforshire, England, UK) και νερό DEPC µέχρι τελικού όγκου 25 µl. 

 
Εικόνα 3. Συσκευή µετρήσεως θολότητας σε 
πραγµατικό χρόνο (Real Time turbiditymeter) 
LA-200 (Teramecs Co., Ltd, Kyoto. Japan).   

Οι µικροσωλήνες στην συνέχεια 

τοποθετήθηκαν στην θερµαινόµενη πλάκα της 

συσκευής µετρήσεως θολότητας σε πραγµατικό 

χρόνο (Real Time turbiditymeter) LA-200 

(Teramecs Co., Ltd, Kyoto. Japan) (Εικόνα 3) ή 

στον θερµοκυκλοποιητή PTC-200(MJ 

Research, Waltham, Massachusetts, USA) όπου 

επωάστηκαν στους 63 °C επί µια ώρα και στη 

συνέχεια στους 80 °C επί δύο λεπτά 

προκειµένου να τερµατιστεί η αντίδραση. 

 

 Ως αρνητικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε µικροσωλήνας που περιείχε µόνο το διάλυµα της 

αντιδράσεως (blank).  

Μετά την επιλογή των κατάλληλων εκκινητών έγινε προσπάθεια βελτιστοποιήσεως 

της τεχνικής ως προς τη συγκέντρωση της µπεταϊνης (betaine) (0.2, 0.4, 0.8 M), τη 

θερµοκρασία επωάσεως (60, 62.5, 65, 67 °C), τον τύπο της αντίστροφης µεταγραφάσης [4 

µονάδες AMV (Promega) ή 4 µονάδες Thermoscript (Invirtogen Ltd, Paisley, England, UK)], 

το είδος του εκµαγείου (t-RNA, φυτικός χυµός, φυτικός ιστός) καθώς και την ανάγκη ή όχι 

θερµικής αποδιατάξεως του εκµαγείου πριν από την προσθήκη του στο διάλυµα της 

αντιδράσεως. Σε όλα τα πειράµατα  βελτιστοποιήσεως χρησιµοποιήθηκε η οµάδα εκκινητών 

OLD1 σε συνδυασµό µε το ζεύγος εκκινητών θηλειάς LoopFdeg/LoopBdeg. 

 

3.4.3. Ανάλυση των προϊόντων RT-LAMP 

 Η καταγραφή και ερµηνεία των αποτελεσµάτων έγινε µε τη χρήση των παρακάτω 

µεθόδων: 

i) Μέτρηση σε πραγµατικό χρόνο (real time) της θολότητας του διαλύµατος της 

αντιδράσεως µε την συσκευή LA-200. Η θολότητα υπολογίζεται ως έξης: Θολότητα = ένταση 

προσπίπτοντος φωτός/ένταση εκπεµπόµενου φωτός (Fukuta et al., 2004).  

ii) Οπτική παρατήρηση της θολότητας ή του ιζήµατος πυροφωσφωρικού µαγνησίου 

µετά από φυγοκέντρηση στις 6000 rpm (30RF, Hettich Zentrifugen, Tuttligen, Germany) επί 

δύο λεπτά. 
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iii) Προσθήκη ενός µl της παρεµβαλλόµενης (intercalating) φθορίζουσας χρωστικής 

loopamp fluorescent dye (Eiken Chemical Ltd, Tochigi, Japan) και παρατήρηση πράσινου 

φθορισµού µετά από έκθεση των µικροσωλήνων σε υπεριώδη ακτινοβολία (Ultra Violet, 

UV). Το αντιδραστήριο αυτό περιέχει τον χηλικό παράγοντα calcein, ο οποίος 

εξουδετερώνεται κατά την προσθήκη του στο διάλυµα της αντιδράσεως από τα κατιόντα 

µαγνησίου (Mg++). Καθώς όµως η αντίδραση εξελίσσεται, παράγονται µεγάλες ποσότητες 

πυροφωσφωρικών ανιόντων που δεσµεύουν τα κατιόντα µαγνησίου για να σχηµατίσουν 

πυροφωσφωρικό µαγνήσιο, µε αποτέλεσµα την απελευθέρωση του χηλικού παράγοντα και 

την εµφάνιση πράσινου φθορισµού µετά από έκθεση σε φως UV (Boehme et al., 2007).  

iv) Ηλεκτροφόρηση ποσότητας πέντε µl προϊόντος της αντιδράσεως RT-LAMP σε 

πήγµα αγαρόζης (Invitrogen) 2% σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x TAE (Tris-acetate-EDTA) και εν 

συνεχεία εµβάπτιση και επώαση επί 20 λεπτά σε διάλυµα 0.5 mg/ml βρωµιούχου αιθιδίου 

(ethidium bromide, EtBr) όπως περιγράφεται αναλυτικά στην παράγραφο 3.3.4. του Β 

µέρους. Η θέση του DNA γίνεται ορατή µετά από τοποθέτηση του πήγµατος κάτω από 

υπεριώδη ακτινοβολία σε τράπεζα φθορισµού (UV transilluminator) (Life Technologies, MD, 

USA).  

 

3.4.3.1. Ανάλυση µε τη χρήση περιοριστικών ενζύµων (restriction enzyme analysis) 

Προκειµένου να εξακριβωθεί εάν τα παραγόµενα προϊόντα ήταν τα αναµενόµενα, 

επιλέχθηκε η τεχνική αναλύσεως που βασίζεται στη χρήση περιοριστικών ενζύµων. Με τη 

βοήθεια του λογισµικού προγράµµατος NEBCutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/) 

(New England Biolabs, Hertforshire, England, UK), επιλέχθηκε το περιοριστικό ένζυµο RsaI 

το οποίο αναγνωρίζει τη θέση GT⇓AC εντός του εκκινητή B2c και τεµαχίζει τα προϊόντα της 

RT-LAMP σε επιµέρους τµήµατα µε µέγεθος 131, 171, 198 και 225 nt (Eικόνα 4).  

 

3.4.3.1.1. Πρωτόκολλο πέψεως 

Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 10 µl µε τη χρησιµοποίηση τριών µl προϊόντος RT-

LAMP. Κάθε µικροσωλήνας (Costar) 0.2 ml περιείχε 20 mM Tris HCl pΗ: 9.0, 50 mM KCl, 

0.1% TritonX-100, 10 µονάδες περιοριστικού ενζύµου RsaI (Promega, Madison, USA) και 

νερό DEPC µέχρι τελικού όγκου 10 µl. Στη συνέχεια, οι µικροσωλήνες τοποθετήθηκαν στον 

θερµοκυκλοποιητή PTC-200 στους 37 °C επί µια ώρα και στη συνέχεια στους 65 °C επί 20 

λεπτά προκειµένου να τερµατιστεί η αντίδραση. Ακολούθησε ανάλυση των προϊόντων σε 

πήγµα αγαρόζης 2% σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x TAE. Το προϊόν θετικής αντιδράσεως RT-

LAMP για την ανίχνευση του ιοειδούς PSTVd σε πατάτα χρησιµοποιήθηκε ως αρνητικός 

µάρτυρας.  
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Εικόνα 4. Α. Νουκλεοτιδική αλληλουχία της σερβικής αποµονώσεως PL101 του PLMVd που 
χρησιµοποιήθηκε για την σχεδίαση των εκκινητών της οµάδας OLD1 και του ζεύγους Floop/Bloop. 
Με πλαίσιο παρουσιάζεται η αλληλουχία που αναγνωρίζει το περιοριστικό ένζυµο RsaI. B. Σχηµατική 
αναπαράσταση, σε γραµµική µορφή, της δοµής (συστάσεως) των αναµενόµενων προϊόντων της 
οµόλογης (i) και της συµπληρωµατικής (ii) αλυσίδας του PLMVd. Με βέλος παρουσιάζονται οι θέσεις 
όπου το ένζυµο RsaI κόβει το προϊόν της RT-LAMP και µε πλαίσιο τα αναµενόµενα προϊόντα 
 

3.5. Εφαρµογή της RT-LAMP στο αγρό 

Προκειµένου να διαπιστωθεί η δυνατότητα εφαρµογής της RT-LAMP στον αγρό 

οργανώθηκε το παρακάτω πείραµα. Αρχικά, στο εργαστήριο προετοιµάστηκαν 15 

µικροσωλήνες 1.5 ml (Eppendorf AG Hamburg Germany) που περιείχαν 25 µl διαλύµατος 

της αντιδράσεως - όπως περιγράφηκε παραπάνω συν ένα µl φθορίζουσας χρωστικής loopamp 

fluorescent dye (Eiken Chemical Ltd)] - χωρίς το εκµαγείο, µε εξαίρεση τους δύο θετικούς 

µάρτυρες που περιείχαν ο πρώτος t-RNA και ο δεύτερος φυτικό χυµό, από µολυσµένο µε 

PLMVd δένδρο ροδακινιάς. Οι µικροσωλήνες αµέσως µετά τοποθετήθηκαν σε 

θρυµµατισµένο πάγο εντός κυτίου διογκωµένης πολυστερίνης (φελιζόλ, styrofoam) που 

κλείστηκε ερµητικά µέχρι και την άφιξη στον αγρό δύο ώρες αργότερα. Κατά την άφιξη στον 

αγρό όπου προηγουµένως είχε διαπιστωθεί η παρουσία του ιοειδούς, έγινε αρχικά συλλογή 

και τοποθέτηση σε πλαστικά σακουλάκια δειγµάτων ροδακινιάς (Νο 1, 6, 11, 15), βερικοκιάς 

(Νο 8, 9), δαµασκηνιάς (Νο 1, 3, 4) και απιδιάς (Νο 15) (βλ. Πίνακα 1 Κεφάλαιο 1, Γ µέρος) 

και στη συνέχεια στήθηκε το υπαίθριο «κινητό εργαστήριο» στο χώρο αποσκευών του 

αυτοκινήτου. Το εργαστήριο αποτελείτο από: i) πρίζα 12 V αυτοκινήτου, ii) θερµική πλάκα 
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(heat block) Accublock (Labnet,, International Inc., Edison, NJ, USA), iii) χρονόµετρο, iv) 

µεταλλάκτη τάσεως 12 V DC-230 150 Watt GP-12-150 (Drow Entreprise Co. Ltd., Taoyuan, 

Taiwan), v) φωτιστικό σώµα µε λαµπτήρα υπεριώδους ακτινοβολίας (UV) 15 Watt και vi) 

ποτήρι ζέσεως µε αποστειρωµένες οδοντογλυφίδες (Εικόνα 5).  

 
Εικόνα 5. Εργαστήριο RT-LAMP αγρού   

 
Η θερµική πλάκα ρυθµίστηκε στους 63 °C και το χρονόµετρο στα 60 λεπτά και, µετά 

την µεταφορά ίχνους φυτικού ιστού µε τη βοήθεια αποστειρωµένων οδοντογλυφίδων στους 

αντίστοιχους µικροσωλήνες, άρχισε η αντίστροφη µέτρηση. Ως υγιείς µάρτυρες 

χρησιµοποιήθηκαν ένας µικροσωλήνας που περιείχε µόνο το διάλυµα της αντιδράσεως 

(blank) και δύο ακόµη στους οποίους είχε µεταφερθεί ίχνος φυτικού ιστού από υγιή 

φυτοδείκτη GF-305. Με την ολοκλήρωση των 60 λεπτών οι µικροσωλήνες αποµακρύνθηκαν 

από τη θερµική πλάκα και τοποθετήθηκαν σε λαµπτήρα υπεριώδους ακτινοβολίας για την 

παρατήρηση φθορισµού. 

 

4. Αποτελέσµατα 

4.1 Δοκιµές RT-PCR 

Κατά τον έλεγχο των δειγµάτων ροδακινιάς, άγριας και καλλιεργούµενης απιδιάς, 

βερικοκιάς, δαµασκηνιάς και κυδωνιάς που χρησιµοποιήθηκαν στο παρόν κεφάλαιο 

καταγράφηκε η παρουσία ζώνης µεγέθους περίπου 337 ζβ, µε εξαίρεση τον αρνητικό 

µάρτυρα (GF-305) όπως αναµενόταν (Εικόνα 6). Χαρακτηριστική ήταν η υψηλότερη ένταση 
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της ζώνης στην περίπτωση των δειγµάτων ροδακινιάς σε σχέση µε τα υπόλοιπα θετικά 

δείγµατα. 

 
Εικόνα 6. Ηλεκτροφόρηµα των προϊόντων της RT-PCR σε πήγµα αγαρόζης για τον έλεγχο της 
παρουσίας του PLMVd σε διάφορα είδη πυρηνοκάρπων και µηλοειδών. Διαδροµές 1, 6, 8, 11: 
ροδακινιές (Νο 1, 6, 11, 15), διαδροµές 2, 3: βερικοκιές (Νο 2, 8), διαδροµές 4, 5: δαµασκηνιές (Νο 1, 
4), διαδροµή 7: κυδωνιά (Νο 4), διαδροµές 9, 10: απιδιές (Νο 2, 3), διαδροµές 12, 13: άγριες απιδιές 
(Νο 3, 4). Με (+) και (-) συµβολίζονται αντίστοιχα ο θετικός και αρνητικός µάρτυρας, και µε (Δ) ο 
δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs, Hertfordshire, England, UK) 
 

4.2. Δοκιµές RT-LAMP 

4.2.1. Εκκινητές (F3, FIP, B3, BIP) 

Η επιλογή της κατάλληλης οµάδας εκκινητών (F3, FIP, B3, BIP) έγινε µετά από 

σύγκριση τεσσάρων οµάδων σε πρότυπες συνθήκες αντιδράσεως, έτσι όπως περιγράφονται 

από τους Notomi et al. (2000), Nagamine et al. (2002), Mori et al. (2001), Fukuta et al. 

(2004) µε την χρήση του Real Time turbiditymeter LA-200 το οποίο για κάθε δείγµα 

κατέγραφε την τιµή θολότητας ανά έξι δευτερόλεπτα µέχρι και το ενενηκοστό λεπτό της 

αντιδράσεως. Για κάθε οµάδα εκκινητών χρησιµοποιήθηκαν δύο θετικά δείγµατα ροδακινιάς 

(Νο 8, Νο 9, βλ. Πίνακας 1, Κεφάλαιο 1, Γ µέρος) και ένας αρνητικός µάρτυρας (blank) που 

περιείχε µόνο το διάλυµα της αντιδράσεως. Θετικά θεωρήθηκαν τα δείγµατα µε τιµή 

θολότητας µεγαλύτερη ή ίση του 0.1. Στην Εικόνα 7 διακρίνεται ότι στην περίπτωση των 

εκκινητών NEW κανένα δείγµα δεν αντέδρασε θετικά, ενώ στην οµάδα OLD η θολότητα 

αυξήθηκε άνω του 0.1 για έναν από τους δύο θετικούς µάρτυρες (Νο 9). Αντίθετα, όταν 

χρησιµοποιήθηκαν οι οµάδες εκκινητών FUKUTA και OLD1, η θολότητα στο διάλυµα της 

αντιδράσεως και των δύο θετικών δειγµάτων ξεπέρασε την τιµή 0.1. Αυτό συνέβη για την 

οµάδα FUKUTA µετά το 48ο και 53ο λεπτό για τα δείγµατα No 8 και No 9 αντίστοιχα, ενώ 

για την οµάδα OLD1 µετά το 51ο και 72ο λεπτό. Όσον αφορά τον αρνητικό µάρτυρα η τιµή 

θολότητάς του παρέµεινε σε όλες τις περιπτώσεις κοντά στο µηδέν µε εξαίρεση την 

περίπτωση των εκκινητών FUKUTA µετά το 80ο λεπτό.  

 

4.2.2 Εκκινητές θηλειάς (loop primers) 

Οι εκκινητές θηλειάς LoopF/LoopB (χωρίς εκφυλισµό) και LoopFdeg/LoopBdeg (µε 

εκφυλισµό) σχεδιάστηκαν µε σκοπό να χρησιµοποιηθούν σε συνδυασµό µε την οµάδα 

εκκινητών OLD1 (Εικόνα 4Α). Ο προσδιορισµός της επιδράσεως τους και η επιλογή του 
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καταλληλότερου ζεύγους έγινε κάτω από τις ίδιες πρότυπες συνθήκες µε την επιλογή των 

οµάδων εκκινητών (F3, FIP, B3, BIP). 

 
Εικόνα 7. Παρακολούθηση της θολότητας στο διάλυµα αντιδράσεως για την επιλογή της 
καταλληλότερης οµάδας εκκινητών RT-LAMP 
 

Σύµφωνα µε την Εικόνα 8, στις περιπτώσεις που χρησιµοποιήθηκαν εκκινητές 

θηλειάς, η θολότητα του διαλύµατος της αντιδράσεως ξεπέρασε την τιµή 0.1 σε µόλις 

περίπου 30 λεπτά, χρόνο υποδιπλάσιο από εκείνον (55 λεπτά) που χρησιµοποιήθηκαν µόνο οι 

εκκινητές OLD1.  

 
Εικόνα 8. Επίδραση της χρήσεως εκφυλισµένων και µη εκκινητών θηλειάς (loop prιmers) στην RT-
LAMP 
 

4.2.3. Βελτιστοποίηση της µεθόδου RT-LAMP  

α) Συγκέντρωση µπεταϊνης και θερµοκρασία επωάσεως 

Ο συνδυασµός των συγκεντρώσεων µπεταϊνης 0.4 και 0.8 Μ µε τις θερµοκρασίες 

62.5 και 65 °C έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα (Εικόνα 9). Στη συνέχεια, χρήση 

διαδοχικών αραιώσεων tRNA (100-10-6) στους παραπάνω συνδυασµούς υπέδειξε ως όριο 

ανιχνεύσεως της µεθόδου την αραίωση 1.00Ε-05 όταν συνδυάστηκαν συγκέντρωση 

µπεταϊνης 0.8 Μ και θερµοκρασία επωάσεως 62.5 °C (Εικόνα 10).  
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Εικόνα 9. Επίδραση της συγκεντρώσεως µπεταϊνης  και της θερµοκρασίας στην αντίδραση RT-LAMP 
 

 
Εικόνα 10. Ευαισθησία της RT-LAMP κάτω από συνθήκες 62.5 °C και 0.8 Μ µπεταϊνη 
 

β) Αντίστροφη µεταγραφάση 

Στην περίπτωση χρήσεως της αντίστροφης µεταγραφάσης AMV (Promega) 

καταγράφηκε επαναληψιµότητα ανιχνεύσεως και υψηλότερη ένταση σήµατος του τυπικού 

µοτίβου τύπου ανεµόσκαλας (ladder-like pattern) των προϊόντων της RT-LAMP κατά την 

ηλεκτροφόρησή τους σε πήγµα αγαρόζης, σε σύγκριση µε την περίπτωση χρήσεως της 

Thermoscript (Invitrogen) (Εικόνα 11).  

 

γ) Εκµαγείο 

Η ανίχνευση του PLMVd ήταν δυνατή ανεξάρτητα από τον τύπο του εκµαγείου 

(Εικόνα 12). Όταν χρησιµοποιήθηκε ακατέργαστος φυτικός χυµός, τα αποτελέσµατα ήταν 
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παρόµοια και για τα δύο είδη ρυθµιστικών διαλυµάτων που χρησιµοποιήθηκαν (SSC και 

dissolution). 

 
Εικόνα 11. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-LAMP χρησιµοποιώντας ως 
αντίστροφη µεταγραφάση (reverse transcriptase) την AMV (Promega) (1-4) και την Thermoscript 
(Invitrogen) (5-8). 4, 8 οι αρνητικοί µάρτυρες και Δ ο δείκτης µοριακών βαρών 100ζβ (New England 
Biolabs) 
 

Κοινό χαρακτηριστικό και των δύο ρυθµιστικών διαλυµάτων ήταν η αδυναµία ανιχνεύσεως 

του ιοειδούς στην αραίωση 1/1 (β/ο). Αντίθετα, τα αποτελέσµατα ήταν ικανοποιητικά µετά 

από αραίωση του φυτικού χυµού µε το αντίστοιχο ρυθµιστικό διάλυµα. Στην περίπτωση του 

SSC αραίωση του φυτικού χυµού 50 φορές βελτίωσε την ένταση του σήµατος. Επιτυχής ήταν 

η αντίδραση της RT-LAMP ακόµη και στην περίπτωση που ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκε 

ίχνος φυτικού ιστού (έλασµα φύλλου) το οποίο µεταφέρθηκε στο διάλυµα της αντιδράσεως 

µε αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα. Η ένταση του σήµατος στην περίπτωση αυτή ήταν 

παρόµοια µε εκείνη της χρήσεως t-RNA (Εικόνα 12), ενώ από την Εικόνα 13 είναι εµφανής 

µια χρονοκαθυστέρηση όσον αφορά τη χρονική στιγµή που η τιµή της θολότητας ξεπέρασε 

την τιµή 0.1 στην περίπτωση της χρήσεως ίχνους φυτικού ιστού.  

 
Εικόνα 12. Ανάλυση µε ηλεκτροφόρηση σε πήγµα αγαρόζης προϊόντων RT-LAMP που προέρχονται 
από τη χρήση διαφορετικών τύπων εκµαγείου. Διαδροµή 1-3: αραιώσεις  ακατέργαστου εκχυλίσµατος 
φυτικού χυµού σε διάλυµα SSC; διαδροµή 4-6: αραιώσεις  ακατέργαστου εκχυλίσµατος φυτικού χυµού 
σε διάλυµα dissoloution, 7, 8: ίχνος ελάσµατος φύλλων, διαδροµή 9: tRNA. Με (-) συµβολίζονται ο 
αρνητικός µάρτυρας, αντίστοιχα και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs) 
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Εικόνα 13. Παρακολούθηση διακυµάνσεως της θολότητας του διαλύµατος RT-LAMP ανάλογα µε το 
είδος του εκµαγείου 

 

δ) Βρασµός εκµαγείου  

Σύµφωνα µε την Εικόνα 14, η θερµική αποδιάταξη του εκµαγείου (εκχύλισµα 

φυτικού χυµού σε dissolution ή tRNA) δεν διαφοροποίησε σηµαντικά το αποτέλεσµα της RT-

LAMP σε σχέση µε την περίπτωση της µη αποδιατάξεως.  

 

 
Εικόνα 14. Επίδραση της θερµικής αποδιατάξεως του εκµαγείου. Α, Ανάλυση µε ηλεκτροφόρηση σε 
πήγµα αγαρόζης προϊόντων RT-LAMP. Διαδροµή 1-2: το εκµαγείο, φυτικός χυµός (1) ή tRNA (2),  
δεν έχει υποστεί θερµική αποδιάταξη. Διαδροµή 3-4: το εκµαγείο, φυτικός χυµός (3) ή tRNA (4), έχει 
υποστεί θερµική αποδιάταξη (94 °C επί πέντε λεπτά). Με (-) συµβολίζεται ο αρνητικός µάρτυρας και 
µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 100 ζβ (New England Biolabs, Hertfordshire, England, UK). Β, 
Οπτική παρατήρηση της θολότητας του διαλύµατος µετά το τέλος της αντιδράσεως. Τα νούµερα των 
µικροσωλήνων αντιστοιχούν στις διαδροµές του πήγµατος αγαρόζης 
 

4.2.4. Δοκιµές εξειδικεύσεως 

Χαρακτηριστικό µοτίβο τύπου ανεµόσκαλας καταγράφηκε µετά από ηλεκτροφόρηση 

προϊόντων RT-LAMP, όταν ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκαν αποµονώσεις του PLMVd από 

την Ελλάδα (Εικόνα 15, διαδροµή 1) και την Ιταλία (διαδροµή 5, 6), συµπεριλαµβανοµένης 

της παραλλαγής που είναι υπεύθυνη για το σύµπτωµα calico (διαδροµή 6). Όπως αναµενόταν, 
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αρνητική ήταν η αντίδραση όταν ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκε RNA άλλων ιοειδών όπως τα 

ASSVd, HSVd, PBCVd και PSTVd (Εικόνα 15).   

 
Εικόνα 15. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-LAMP αποµονώσεων των 
ιοειδών PLMVd Νο 9 (1), PLMVd P31 (5) PLMVd P39, PC (6), PBCVd (2), ASSVd (3), HSVd (4), 
και PSTVd (7). Με (-) συµβολίζεται ο αρνητικός µάρτυρας και µε (Δ) ο δείκτης µοριακών βαρών 
100ζβ (New England Biolabs) 

 

4.2.5. Ανάλυση µε τη χρήση περιοριστικών ενζύµων 

 
Εικόνα 16. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των 
προϊόντων της RT-LAMP προερχόµενων από την 
ανίχνευση των ιοειδών PLMVd (1, 2) και PSTVd (3, 
4) µετά από πέψη τους µε το περιοριστικό ένζυµο 
RsaI (Promega) (2, 4). Δ: δείκτης µοριακών βαρών 
50 ζβ (New England Biolabs) 

Ηλεκτροφορητική ανάλυση σε 

πήγµα αγαρόζης 2 % των προϊόντων της 

RT-LAMP τα οποία προηγουµένως είχαν 

υποστεί πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο 

RsaI, που αναγνωρίζει την αλληλουχία 

GTAC εντός του εκκινητή Β2c, έδειξε την 

παρουσία τεσσάρων ζωνών αντί του 

µοτίβου τύπου ανεµόσκαλας (Εικόνα 16). 

Το µέγεθος των τεσσάρων νέων ζωνών, 

που προσδιορίστηκε µε τη βοήθεια δείκτη 

µοριακών βαρών (50 ζβ New England 

Biolabs, Hertforshire, England, UK), ήταν 

130, 170, 200 και 255 ζβ, αντίστοιχα. 

Αντίθετα, η πέψη µε το ένζυµο RsaI δεν 

είχε καµία επίδραση στον αρνητικό 

µάρτυρα (προϊόν RT-LAMP, PSTVd). 

 

4.3. Ανίχνευση του PLMVd µε τη δοκιµή RT-LAMP σε ροδακινιά και άλλα φυτικά 

είδη 

Η ανίχνευση του PLMVd µε την δοκιµή RΤ-LAMP κατέστη δυνατή σε όλα τα 

εξετασθέντα δείγµατα ροδακινιάς (Νο 1, 6, 11, 15), αλλά και άλλων Rosaceae, όπως η άγρια 
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(Νο 3, 4) και η καλλιεργούµενη (Νο 2, 3) απιδιά, η βερικοκιά (Νο 2, 8), η δαµασκηνιά (Νο 1, 

4) και η κυδωνιά (Νο 4). Τα αποτελέσµατα αυτά ήσαν σε συµφωνία µε εκείνα της RT-PCR 

που αναφέρθηκαν παραπάνω. Για τα περισσότερα δείγµατα η θολότητα ξεπέρασε την τιµή 

0.1 µεταξύ 25ου και 40ου λεπτού, µε εξαίρεση τα δείγµατα άγριας απιδιάς (Νο 3, 4), απιδιάς 

(Νο 3) και βερικοκιάς (Νο 8), όπου η θολότητα ξεπέρασε την τιµή 0.1 µετά το 50ο λεπτό 

(Εικόνα 17), υποδεικνύοντας την µικρότερη ενδεχοµένως συγκέντρωση του ιοειδούς στα 

δείγµατα αυτά.  

 
Εικόνα 17. Παρακολούθηση της θολότητας αντιδράσεων RT-LAMP κατά τον έλεγχο παρουσίας του 
PLMVd σε διάφορα είδη ξενιστών.    
 

4.4. Εφαρµογή της RT-LAMP στον αγρό 

Κατά την εφαρµογή της τεχνικής RT-LAMP στον αγρό, µε τη βοήθεια της 

φθορίζουσας χρωστικής Loopamp fluorescent dye (Eiken) και µε έκθεση των µικροσωλήνων 

σε υπεριώδη ακτινοβολία µετά το πέρας της αντιδράσεως, το PLMVd ανιχνεύθηκε σε όλα τα 

αναµενόµενα δείγµατα, µε εξαίρεση το δείγµα απιδιάς (Νο 15) που θεωρήθηκε αρνητικό 

(Εικόνα 18Α). Στη συνέχεια όµως ηλεκτροφορητική ανάλυση των προϊόντων σε πήγµα 

αγαρόζης έδειξε την παρουσία του χαρακτηριστικού µοτίβου τύπου ανεµόσκαλας και στο 

δείγµα αυτό µε αποτέλεσµα να θεωρηθεί και αυτό θετικό (Εικόνα 18Β).  
 

5. Συζήτηση 

 Η µέθοδος RT-LAMP έτσι όπως περιγράφηκε στο εισαγωγικό µέρος του παρόντος 

κεφαλαίου αποτελεί την ιδανική υποψήφια διαγνωστική µέθοδο για το σύστηµα 

πιστοποιήσεως πολλαπλασιαστικού υλικού, καθώς φέρει πολλά από τα χαρακτηριστικά 

εκείνα που καθιστούν µια διαγνωστική µέθοδο κατάλληλη για έναν τέτοιο σκοπό, όπως η 

ευαισθησία, η εξειδίκευση, η αξιοπιστία, η αποτελεσµατικότητα, η ταχύτητα, η πρακτικότητα 

και η οικονοµικότητα. Στο παρόν κεφάλαιο αναφέρεται η προσπάθεια βελτιστοποιήσεως και 

εφαρµογής της τεχνικής RT-LAMP στην διάγνωση του PLMVd. 



REVERSE TRANSCRIPTION-LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION, RT-LAMP 
 

 148 

 
Εικόνα 18. Ανίχνευση του PLMVd σε ροδακινιές, βερικοκιές, απιδιά και δαµασκηνιές στον αγρό. Α) 
Χρήση φθορίζουσας χρωστικής Loopamp fluorescent dye (EIKEN Chemical Ltd.) και έκθεση των 
προϊόντων σε UV. B) Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης των προϊόντων της RT-LAMP. 
Μικροσωλήνες-διαδροµές 1-4: ροδακινιές (Νο 1, 6, 11, 15), µικροσωλήνες 5, 6: βερικοκιές (Νο 8, 9), 
µικροσωλήνας 7: απιδιά (Νο 15), µικροσωλήνες 8-10: δαµασκηνιές (Νο 1, 3, 4). Blank: µάρτυρας 
χωρίς εκµαγείο, Υ: υγιής µάρτυρας GF-305 (α: φυτικός χυµός, β: φυτικός ιστός), Θ: θετικός µάρτυρας 
(α: tRNA, β: φυτικός χυµός) 
 

  Ο σχεδιασµός και η επιλογή της κατάλληλης οµάδας εκκινητών LAMP αποτελεί 

διαδικασία επίπονη αλλά θεµελιώδους σηµασίας για την επιτυχία της µεθόδου (Notomi et al., 

2000, Fukuta et al., 2003, Parida et al., 2004). Στην προσπάθεια ανευρέσεως των κατάλληλων 

εκκινητών, σχεδιάστηκαν τέσσερις οµάδες οι οποίες στο σύνολο τους θα µπορούσαν 

θεωρητικά να χρησιµοποιηθούν στην ανίχνευση του PLMVd, αλλά µόνο µια, η οµάδα OLD1, 

αποδείχθηκε κατάλληλη. Οι οµάδες NEW και OLD οι οποίες σχεδιάστηκαν κατά τα πρώιµα 

στάδια εφαρµογής της µεθόδου δεν απέδωσαν τα αναµενόµενα. Η αποτυχία της οµάδας NEW 

µπορεί πιθανότατα να αποδοθεί στον λάθος προσανατολισµό των εκκινητών, καθώς 

ακολουθήθηκε, αντί του προβλεπόµενου µοντέλου (Notomi et al., 2000), η αρχή σχεδιασµού 

εκκινητών RT-PCR για τα ιοειδή, σύµφωνα µε την οποία οι εκκινητές έχουν αντίθετο 

εξωτερικό προσανατολισµό (αντιπαράλληλη κατεύθυνση) (Εικόνα 19).  

 
Εικόνα 19. Προσανατολισµός εκκινητών RT-LAMP της οµάδας NEW (κόκκινο) και όλων των 
υπολοίπων (OLD, OLD1, FUKUTA) (µαύρο) 
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Η αποτυχία της οµάδας OLD συνδέθηκε µε το µεγαλύτερο µήκος και την υψηλότερη κατά 4-

5 °C θερµοκρασία τήξεως (Tm) των εκκινητών-µελών της οµάδας αυτής σε σχέση µε 

αντίστοιχους της οµάδας OLD1. Από την άλλη πλευρά, ο υψηλότερος βαθµός δευτεροταγούς 

δοµής των FIP και BIP εκκινητών της οµάδας FUKUTA (Εικόνα 20), σε σχέση µε 

αντίστοιχους της οµάδας OLD1, ευθύνεται πιθανότατα, εάν εξαιρέσουµε την πιθανότητα 

επιµολύνσεως, για την µη-ειδική αύξηση της θολότητας του αρνητικού µάρτυρα που οδήγησε 

τελικά στην απόρριψη και αυτής της οµάδας εκκινητών.  

 
Εικόνα 20. Δευτεροταγής δοµή των εκκινητών FIP και BIP των οµάδων OLD1 (A) και Fukuta (B). 
 

 Όσον αφορά τους εκκινητές θηλειάς (loop primers), η χρήση τους (επιταχυνόµενο 

πρωτόκολλο, accelerated protocol) δεν συνέβαλε µόνο στην αύξηση της εξειδικεύσεως (λόγω 

της προσθήκης ενός ακόµη ζεύγους εκκινητών) αλλά και στον υποδιπλασιασµό του χρόνου 

αντιδράσεως (25-30 αντί για 50-55 λεπτά), µέσω της αυξήσεως των θέσεων της ενάρξεως 

συνθέσεως DNA, επιβεβαιώνοντας έτσι τα αποτελέσµατα άλλων ερευνητών σχετικά µε την 

επίδρασή τους (Nagamine et al., 2002, Fukuta et al., 2004, Vargas and James 2006, Kubota et 

al., 2008). Όλοι οι εκκινητές των παραπάνω οµάδων προήλθαν από υψηλά συντηρηµένες 

περιοχές του γενώµατος του PLMVd, κάτι το οποίο δεν ισχύει και στην περίπτωση της 

περιοχής 5’F2-3F1c  απ’ όπου θα σχεδιαζόταν ο εκκινητής LoopF. Έτσι σχεδιάστηκαν δύο 

ζεύγη εκκινητών loop, από τα οποία το ένα έφερε τρεις εκφυλισµούς τύπου Y στις θέσεις 5, 6 

και 21 (εκκινητής LoopFdeg). Με δεδοµένη την µη διαφοροποίηση µεταξύ των δύο ζευγών 

εκκινητών σύµφωνα µε την Εικόνα 8 ως προς αποτελεσµατικότητα ανιχνεύσεως του PLMVd, 

επιλέχθηκε το ζεύγος LoopFdeg/LoopBdeg µε σκοπό την ανίχνευση περισσότερων 

αποµονώσεων του ιοειδούς.  



REVERSE TRANSCRIPTION-LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION, RT-LAMP 
 

 150 

  Πέραν από τους εκκινητές των οποίων η νουκλεοτιδική αλληλουχία εξασφαλίζει την 

εξειδίκευση της µεθόδου και η δοµή τους την παραγωγή προϊόντων χαρακτηριστικής µορφής, 

σηµαντικό ρόλο στην επιτυχία της µεθόδου παίζουν αναµφισβήτητα, µεταξύ άλλων, η 

θερµοκρασία υβριδισµού, η µπεταϊνη, το εκµαγείο και η αντίστροφη µεταγραφάση (reverse 

transcriptase RTase) (Notomi et al., 2000). Οι παραπάνω παράγοντες αποτέλεσαν αντικείµενο 

βελτιστοποιήσεως του επιταχυνόµενου (accelerated) πρωτοκόλλου µε τη χρήση της οµάδας 

εκκινητών OLD1 και το ζεύγος εκκινητών loop LoopFdeg/LooopBdeg. Ο συνδυασµός 0.8 Μ 

µπεταϊνης και 62.5 °C έδωσε τα καλύτερα αποτελέσµατα και αύξησε σηµαντικά το όριο 

ανιχνεύσεως της µεθόδου σε σχέση µε τους άλλους συνδυασµούς. Η προσθήκη µπεταϊνης 

κρίνεται απαραίτητη γιατί σύµφωνα µε τους Rees et al., (1993) συµβάλλει στην 

αποσταθεροποίηση του ζεύγους βάσεων G:C και δυσχεραίνει το σχηµατισµό δευτεροταγούς 

δοµής σε περιοχές µε υψηλό ποσοστό G:C (Henke et al., 1997) και αυξάνοντας έτσι την 

πιθανότητα επιτυχούς υβριδισµού των εκκινητών και ειδικότερα των FIP και BIP (Notomi et 

al., 2000). Όσον αφορά τη θερµοκρασία, η βέλτιστη τιµή των 62.5 °C συµπίπτει µε το 

βέλτιστο δράσεως της Bst DNA πολυµεράσης. Η RT-LAMP αποδείχθηκε τουλάχιστον 100 

φορές πιο ευαίσθητη από την µέθοδο one step-two tube RT-PCR που χρησιµοποιήθηκε στην 

παράγραφο 4.1, Κεφάλαιο 1ο, µέρος Γ, συµφωνώντας µε τα αποτελέσµατα άλλων ερευνητών 

κατά τα οποία η RT-LAMP ήταν περισσότερο ευαίσθητη από την RT-PCR (Fukuta et al., 

2004), εξίσου ή περισσότερο ευαίσθητη από την εστιασµένη (nested) RT-PCR (Kono et al., 

2004, Gunimalavedi et al., 2005) και, σε ορισµένες περιπτώσεις, αντίστοιχης ευαισθησίας µε 

την πραγµατικού χρόνου (Real time) RT-PCR (Vargas and James 2006).  

 Έχει βρεθεί πως η Bst DNA πολυµεράση και κατ’ επέκταση η RT-LAMP είναι 

λιγότερο ευαίσθητη σε παρεµποδιστές σε σχέση µε την RT-PCR. Δεν υπάρχουν όµως 

πληροφορίες σχετικά µε την ευαισθησία της σε πολυφαινόλες και πολυσακχαρίτες φυτικής 

προελεύσεως που δρουν επίσης ανασταλτικά της RT-PCR (Demeke and Adams 1992). 

Σύµφωνα λοιπόν µε την Εικόνα 12, πυκνό (1/1 β/ο) παρασκεύασµα φυτικού χυµού 

µολυσµένων φύλλων ροδακινιάς και µε τα δύο είδη ρυθµιστικών διαλυµάτων (SSC και 

dissolution) δεν έδωσε θετικά αποτελέσµατα. Αντίθετα, η αντίδραση ήταν θετική µετά από 

αραίωση του φυτικού χυµού 10-50 φορές. Αυτό πιθανότατα λόγω αραιώσεως των 

παρεµποδιστών. Η δυνατότητα εφαρµογής της µεθόδου µε τη χρήση ακατέργαστου φυτικού 

χυµού ως εκµαγείου σε συνδυασµό µε την µη αναγκαιότητα θερµικής αποδιατάξεως του 

µειώνει ακόµη περισσότερο τον συνολικό χρόνο της αντιδράσεως καθώς δεν απαιτείται 

εξαγωγή ολικού RNA. Παρ’ όλα αυτά, η χρήση φυτικού χυµού δεν µπορεί να συγκριθεί σε 

ευκολία µε την εφαρµογή απλά ίχνους φυτικού ιστού που µεταφέρεται στον µικροσωλήνα 

της αντιδράσεως µε τη βοήθεια αποστειρωµένης οδοντογλυφίδας. Το γεγονός αυτό το οποίο 

συνδέεται µε την υψηλή ευαισθησία της RΤ-LAMP, σε συνδυασµό µε την χρήση απλώς 
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θερµαντικής πλάκας αντί θερµοκυκλοποιητή, την καθιστά εφαρµόσιµη ακόµη και στον αγρό, 

δηλαδή ιδιαίτερα πρακτική  

 Συνήθως για το στάδιο της αντίστροφης µεταγραφής σε µια αντίδραση RT-LAMP 

επιλέγεται η αντίστροφη µεταγραφάση AMV λόγω της µεγαλύτερης θερµικής της 

σταθερότητας έναντι της M-MLV. Στην παρούσα έρευνα η AMV χρησιµοποιήθηκε σε 

σύγκριση µε την Thermoscript (γενετικά τροποποιηµένη AMV αντίστροφη µεταγραφάση µε 

µειωµένη δράση RNAase H) και βρέθηκε πιο αποτελεσµατική. Το γεγονός αυτό συνδέεται 

πιθανότατα µε την δράση RNAase H της AMV, που καταλύει την αποικοδόµηση της 

αλυσίδας RNA του υβριδίου RNA-DNA απελευθερώνοντας την αρνητική αλυσίδα DNA 

(DNA minus strand) η οποία αποτελεί το εκµαγείο για το επόµενο στάδιο (Krug and Berger 

1988). 

Η τεχνική της RT-LAMP που περιγράφηκε στο παρόν κεφάλαιο, µε την χρήση της 

οµάδας εκκινητών OLD1 και το ζεύγος LoopFdeg/LoopBdeg, χαρακτηρίζεται, πέρα από την 

ταχύτητα (25-30 λεπτά) και την ευαισθησία, από ένα ακόµη βασικό πλεονέκτηµα, την υψηλή 

εξειδίκευση καθώς έδωσε θετικά αποτελέσµατα µόνο µε το PLMVd (συµπεριλαµβανοµένης 

και µιας από τις πλέον αποµακρυσµένες του αποµονώσεις την Peach Calico, PC) και µε 

κανένα άλλο από τα εξετασθέντα είδη ιοειδών. Το χαρακτηριστικό µοτίβο τύπου 

ανεµόσκαλας των προϊόντων της RT-LAMP σε αντίθεση µε τη µια και µοναδική 

συγκεκριµένου µεγέθους ζώνη στην RT-PCR, δηµιουργεί µια αµφιβολία σχετικά µε την 

ορθότητα των αποτελεσµάτων. Γι’ αυτό το λόγο σε ορισµένες περιπτώσεις ακολουθείται η 

διαδικασία πέψης των προϊόντων µε περιοριστικά ένζυµα (Parida et al., 2004, Kubota et al., 

2008, Curtis et al., 2008). Στην περίπτωσή µας, η πέψη µε το RsaI οδήγησε στην παραγωγή 

προϊόντων συγκεκριµένων µεγεθών σύµφωνων µε τα αναµενόµενα, υποδεικνύοντας την 

εξειδίκευση της µεθόδου η οποία οφείλεται στην καταλληλότητα των εκκινητών. 

Η ικανότητα της RT-LAMP να πραγµατοποιείται απλά µε τη χρήση µιας 

θερµαντικής πλάκας, µε εκµαγείο ίχνος φυτικού ιστού, καθώς και η εύκολη καταγραφή των 

αποτελεσµάτων µε οπτική παρατήρηση της θολότητας ή την χρήση φθοριζουσών χρωστικών, 

οδήγησε στην ιδέα εφαρµογής της τεχνικής αυτής στον αγρό για την ανίχνευση του PLMVd 

σε ροδακινιά και άλλα είδη. Η προσπάθεια αυτή στέφθηκε από επιτυχία, µε εξαίρεση το 

δείγµα Νο. 15 (απιδιά) το οποίο βρέθηκε θετικό µόνο µετά από ηλεκτροφόρηση σε πήγµα 

αγαρόζης στο εργαστήριο, προφανώς λόγω µικρής συγκεντρώσεως του ιοειδούς στο δείγµα. 

Η περίπτωση αυτή δείχνει την ανάγκη χρήσεως µιας χρωστικής πιο ευαίσθητης από την 

loopamp fluorescent dye (Eiken), όπως η hydroxynaphthol blue (Sigma-Aldrich, Saint Luis, 

Missouri, USA) η οποία παρέχει επίσης την δυνατότητα καταγραφής των αποτελεσµάτων 

δίχως την ανάγκη χρήσης υπεριώδους ακτινοβολίας (Tomita et al., 2008).  

Έχοντας στην διάθεσή µας ένα τέτοιο διαγνωστικό εργαλείο είναι δυνατή η γρήγορη 

και εξειδικευµένη ανίχνευση του PLMVd στο πολλαπλασιαστικό υλικό στα φυτώρια και σε 
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ύποπτα δένδρα σε οπωρώνες, συµβάλλοντας έτσι στον περιορισµό της διαδόσεως και 

µεταδόσεως του ιοειδούς κι ως εκ τούτου στην αποτελεσµατικότερη αντιµετώπισή του.    

 

6. Συµπεράσµατα – προοπτικές  

 Στο παρόν κεφάλαιο κατέστη δυνατή η ανάπτυξη, βελτιστοποίηση και εφαρµογή 

ενός εξειδικευµένου και υψηλής ευαισθησίας (100 φορές πιο ευαίσθητου της RT-PCR) 

επιταχυνόµενου πρωτοκόλλου RT-LAMP για την διάγνωση του PLMVd σε ροδακινιά και 

άλλα είδη, στο εργαστήριο και τον αγρό σε µόλις 25-50 λεπτά, µε µικρό κόστος και δίχως την 

ανάγκη ακριβού και εξειδικευµένου εξοπλισµού. Η µελέτη αυτή, τµήµατα της οποίας 

δηµοσιεύτηκαν στο περιοδικό Journal of Virological Methods 160 (2009) µε τίτλο: Sensitive 

and rapid detection of Peach latent mosaic viroid by the reverse trascription loop-mediated 

isothermal amplification, και στο Berichte aus dem JKI (Julius Kunh Institut) µε τίτλο: 

Improvement of the everse trascription loop-mediated isothermal amplification for the 

detection of Peach latent mosaic viroid, αποτελεί την πρώτη διεθνώς διεξοδική εφαρµογή της 

τεχνικής RT-LAMP σε ιοειδή και ανοίγει το δρόµο για την εφαρµογή της µεθόδου και σε 

άλλα ιοειδή και γενικώς σε άλλα φυτοπαθογόνα στη χώρα µας, στην οποία εφαρµόζεται για 

πρώτη φορά. Θα πρέπει να επισηµανθεί ότι επίσης για πρώτη φορά εφαρµόστηκε εδώ η 

τεχνική RT-LAMP µε επιτυχία στον αγρό για την διάγνωση κάποιου φυτοπαθογόνου, 

γεγονός που ενδεχοµένως να αποτελέσει τη βάση πάνω στην οποία µπορεί να αναπτυχθεί ένα 

νέο διαγνωστικό κυτίο ασθενειών πολύ σηµαντικών για την γεωργία όπως για παράδειγµα 

της τριστέτσας των εσπεριδοειδών (Citrus tristeza virus, CTV), κατ’ αναλογία µε το κυτίο για 

την υψηλής υγειονοµικής σηµασίας ασθένεια της σαλµονέλας (Salmonella detection kit, 

Eiken, Japan).  
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1. Περίληψη 

Με απώτερο σκοπό τη µελέτη των αλληλεπιδράσεων του ιοειδούς του λανθάνοντος 

µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd) µε τη ροδακινιά και την 

εξακρίβωση της παρουσίας του στα κορυφαία τµήµατα των µεριστωµατικών ιστών 

αναπτύχθηκε µια νέα τεχνική, η υγρής φάσεως in situ RT-PCR (liquid phase IS RT-PCR), 

βασιζόµενη στη χρήση της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green για την ανίχνευση του 

PLMVd στη ροδακινιά. Χρησιµοποιήθηκαν φύλλα υγιών και µολυσµένων µε το PLMVd 

φυτών ροδακινιάς συµπεριλαµβανοµένου ενός φυτού GF-305 µε χαρακτηριστικά 

συµπτώµατα λευκάνσεως των φύλλων, µολυσµένου µε την παραλλαγή Peach Calico (PC). 

Όλα τα στάδια της µεθόδου, µε εξαίρεση εκείνο της ανιχνεύσεως του σήµατος 

πραγµατοποιήθηκαν σε υγρή φάση εντός µικροσωλήνων PCR. Η φθορίζουσα χρωστική 

SYBR Green χρησιµοποιήθηκε σε συνδυασµό µε την αντίστροφη µεταγραφή-αλυσιδωτή 

αντίδραση της πολυµεράσης (Reverse transcription-Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) σε 

τοµές καθηλωµένων µε φορµόλη (formalin) φύλλων ροδακινιάς που είχαν υποστεί 

µεταχείριση µε πεψίνη (pepsin) και DNase I. Παρατήρηση των τοµών µε µικροσκόπιο επι-

φθορισµού οδήγησε στην καταγραφή σήµατος έντονου πράσινου φθορισµού στη περιοχή των 

κυττάρων του πασσαλώδους παρεγχύµατος. Σε κυτταρικό επίπεδο το σήµα εντοπίστηκε 

στους χλωροπλάστες, τα οργανίδια όπου ως γνωστό το PLMVd συσσωρεύεται και 

πολλαπλασιάζεται. Αν και η µέθοδος αποδείχθηκε αποτελεσµατική για την ανίχνευση του 

ιοειδούς, ένα κιτρινο-πράσινο υπόβαθρο (background), που οφειλόταν πιθανότατα σε µικρής 

εκτάσεως αυτο-φθορισµό λόγω χλωροφύλλης, καταγράφηκε στην περίπτωση των πράσινων 

ιστών, σε αντίθεση µε την περίπτωση ιστών µε λεύκανση. Αυτή είναι η πρώτη διεθνώς 

αναφορά εφαρµογής της τεχνικής SYBR Green IS RT-PCR για την ανίχνευση φυτοπαθογόνου 

οργανισµού. 
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2. Εισαγωγή 

 Το ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, 

PLMVd) ανήκει στο γένος Pelamoviroid της οικογένειας Avsunviroidae και προσβάλλει 

κυρίως τη ροδακινιά (Prunus persica L.), ως ένα σύµπλεγµα παρόµοιων όχι όµως και 

πανοµοιότυπων µεταξύ τους παραλλαγών (variants), οι περισσότερες από τις οποίες 

αποτελούνται από 335-351 νουκλεοτίδια (nucleotides, nt) (Flores et al., 2003). Ορισµένες 

από τις παραλλαγές αυτές φέρουν µια ένθεση 12-13 νουκλεοτιδίων που διαµορφώνεται σε 

φουρκέτα (hairpin) µε µια θηλειά (loop) πλούσια σε ουρακίλες (uracils, U) στην κορυφή της. 

Η διαµόρφωση αυτή είναι υπεύθυνη για το σύµπτωµα της λευκάνσεως των φύλλων της 

ροδακινιάς (Peach Calico, PC) από το οποίο παίρνει το όνοµα της η συγκεκριµένη 

παραλλαγή (Ambros et al., 1998, Malfitano et al., 2003, Rodio et al., 2006). Η προσβολή της 

ροδακινιάς από το PLMVd έχει µεγάλη οικονοµική σηµασία, λόγω κυρίως των συµπτωµάτων 

που προκαλούνται στους καρπούς (παραµόρφωση, σχισµές στη ραφή κ.τ.λ.), της πρόωρης 

γηράνσεως και της αυξηµένης ευπάθειας του φυτού σε άλλους βιοτικούς και αβιοτικούς 

παράγοντες (Flores et al., 2006). Η αντιµετώπιση του ιοειδούς συνίσταται στην εφαρµογή 

προληπτικών µέτρων, µε βασικότερο τη χρήση υγιούς και πιστοποιηµένου 

πολλαπλασιαστικού υλικού. Προσπάθειες εξυγιάνσεως πολλαπλασιαστικού υλικού 

ροδακινιάς µέσω της τεχνικής του in vitro εµβολιασµού ακραίου µεριστώµατος (shoot tip 

apex) σε σπορόφυτα Nemaguard έδειξαν ότι η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου εξαρτάται 

από την ποικιλία και, κυρίως, από το µέγεθος του χρησιµοποιούµενου ακραίου 

µεριστώµατος. Η εξυγίανση ήταν δυνατή όταν χρησιµοποιήθηκαν µικρού µεγέθους (0.3-0.4 

mm) ακραία µεριστώµατα, αλλά αρκετά δύσκολη ή αδύνατη όταν το µέγεθός τους 

κυµάνθηκε µεταξύ 0.6 και 0.8 mm (Barba et al., 1995). Τα παραπάνω αποτελέσµατα 

συνδέονται µε τα ευρήµατα των Rodio et al., (2007) σύµφωνα µε τα οποία το PLMVd, µε τη 

βοήθεια του επιτόπιου υβριδισµού (in situ hybridization), εντοπίστηκε στη περιοχή του 

ακραίου µεριστώµατος συµπεριλαµβανοµένων των πρώτων φυλλικών καταβολών (leaf 

primordia), µε εξαίρεση ορισµένα στρώµατα κυττάρων στην κορυφή του ακραίου 

µεριστώµατος. Τα κύτταρα αυτά θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή υγιών 

φυτών, όµως η παρουσία του PLMVd δεν θα µπορούσε να αποκλειστεί εάν προηγουµένως 

δεν χρησιµοποιηθεί µια επιτόπια (in situ) διαγνωστική τεχνική µεγαλύτερης ευαισθησίας από 

αυτή του in situ υβριδισµού (Rodio et al., 2007). Ο in situ υβριδισµός είναι µια τεχνική η 

οποία, βασιζόµενη στην άµεση οπτική παρατήρηση σήµατος, επιτρέπει τον εξειδικευµένο 

εντοπισµό σε κυτταρικό επίπεδο νουκλεοξικών αλληλουχιών, µε µειωµένη όµως ευαισθησία, 

η οποία σε ορισµένες περιπτώσεις περιορίζει την αποτελεσµατικότητά της (O’ Leary et al., 

1996). Για να αντιµετωπιστεί το πρόβληµα αυτό, αναπτύχθηκαν αρχικά σε ζωικούς (Nuovo 

2001) και στη συνέχεια σε φυτικούς ιστούς (Urbanczyk-Wochniak et al., 2002) in situ 

τεχνικές διαγνώσεως που βασίζονται στην εφαρµογή της αλυσιδωτής αντιδράσεως της 
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πολυµεράσης (polymerase chain reaction, PCR). Η επιτόπια αντίστροφη µεταγραφή-

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (in situ reverse transcription-polymerase chain 

reaction, IS RT-PCR) αποτελείται από το στάδιο της αντίστροφης µεταγραφής του στόχου 

ακολουθούµενο από το στάδιο της ενισχύσεως µε PCR του παραγόµενου συµπληρωµατικού 

DNA (complementary DNA, cDNA), µε αποτέλεσµα την ανίχνευση ακόµη και πολύ µικρού 

αριθµού αντιγράφων του στόχου, αλλά αυτό επί τόπου (in situ) στο κύτταρο. Η τεχνική αυτή 

διακρίνεται σε δύο τύπους: i) την άµεση (direct) όπου η σήµανση του προϊόντος π.χ. µε 

διγοξυγενίνη (digoxigenin) γίνεται κατά τη διάρκεια της PCR (Koltai and Bird 2001) και ii) 

την έµµεση (indirect) όπου µετά το πέρας της PCR ακολουθεί ανίχνευση του προϊόντος µε 

υβριδισµό του µε σηµασµένο ανιχνευτή (probe) (Steinhoff et al., 2001). Στον πρώτο τύπο 

(άµεσο) η σήµανση του προϊόντος µπορεί να επιτευχθεί µε τη χρήση: i) σηµασµένων µε 

digoxigenin ολιγονουκλεοτιδίων (Pesquet et al., 2004), ii) σηµασµένων εκκινητών (Koltai και 

Bird 2001) και iii) φθοριζουσών χρωστικών (Gal et al., 2006, Gray-Mitsumune et al., 2003).  

Σε αντίθεση µε τη συνήθη εφαρµογή της IS RT-PCR επί αντικειµενοφόρων πλακών (‘on 

slide’ method), η εφαρµογή της τεχνικής σε υγρή φάση εντός των µικροσωλήνων της PCR 

έχει αρκετά πλεονεκτήµατα όπως: i) δεν είναι αναγκαίοι ειδικά σχεδιασµένοι 

θερµοκυκλοποιητές (in situ thermocyclers), ii) ο αριθµός των τοµών που τοποθετούνται εντός 

των µικροσωλήνων µπορεί να είναι µεγάλος, iii) δεν υπάρχουν επιπρόσθετα στάδια µετά την 

καθήλωση (fixation) των ιστών (οι καθηλωµένοι ιστοί θα πρέπει απλά να εµβαπτιστούν σε 

αγαρόζη πριν την πραγµατοποίηση των τοµών και στη συνέχεια είναι έτοιµοι προς χρήση). 

Τα παραπάνω συµβάλλουν στον περιορισµό του συνολικού χρόνου που απαιτείται για την 

αντίδραση και στην αύξηση του αριθµού και των τύπων των προς ανάλυση ιστών και των 

γόνων-στόχων.  

Στο παρελθόν έχουν χρησιµοποιηθεί διάφορες µέθοδοι για τον κυτταρικό εντοπισµό 

ιοειδών. Οι περισσότερες από τις µεθόδους αυτές ήσαν παραλλαγές του in situ υβριδισµού 

(PLMVd, [Bussiere et al., 1999, Rodio et al., 2007], ASBVd και CCCVd [Bonfiglioli et al., 

1994, 1996]), της ηλεκτρονικής µικροσκοπίας διελεύσεως (transmission electron microscopy, 

TEM) (CCCVd και CEVd [Bonfiglioli et al., 1996]) και της on slide IS RT-PCR (ASSVd 

[Zhao and Νiu 2008]). Δεδοµένου ότι οι περισσότερες από τις παραπάνω µεθόδους είναι 

επίπονες, χρονοβόρες, υψηλού κόστους και ορισµένες µικρής ευαισθησίας, σε συνδυασµό µε 

την αναγκαιότητα για πρωτόκολλα in situ ανιχνεύσεως ιοειδών, π.χ. για τη µελέτη των 

αλληλεπιδράσεων φυτού-ξενιστή και ιοειδούς και την εξακρίβωση της παρουσίας ή µη 

ιοειδών στα κορυφαία τµήµατα των µεριστωµατικών ιστών µε σκοπό την παραγωγή υγιών 

φυτών, αναπτύχθηκε στο παρόν κεφάλαιο µια νέα τεχνική υγρής φάσεως in situ RT-PCR 

(liquid phase IS RT-PCR) βασιζόµενη στην χρήση της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green 

για την ανίχνευση του PLMVd στη ροδακινιά. 
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3. Υλικά και µέθοδοι 

 3.1. Φυτικό υλικό 

Για τις ανάγκες του παρόντος κεφαλαίου χρησιµοποιήθηκαν ως πηγές PLMVd i) 

ασυµπτωµατικά φύλλα ροδακινιάς που προήλθαν από φυσικά µολυσµένα, µε την αποµόνωση 

Νο 9 του PLMVd (βλ. Πίνακας 1 κεφάλαιο 1ο, Γ µέρος), δένδρα ποικιλίας Spring Crest µε 

χαρακτηριστικές σχισµές στη ραφή των καρπών (Εικόνα 1) και ii) φύλλα µε χαρακτηριστικά 

συµπτώµατα λευκάνσεως του φυτoδείκτη ροδακινιάς GF-305 µολυσµένου µε την ιταλική 

αποµόνωση P39 του PLMVd PC. Η αποµόνωση αυτή επιλέχθηκε προκειµένου να 

αποφευχθούν τυχόν προβλήµατα λόγω αυτοφθορισµού της χλωροφύλλης (chlorophyll auto-

fluorescence) των πράσινων ιστών. Τα δείγµατα PC προήλθαν από τη συλλογή του 

Ινστιτούτου CRA (Centro per la Pathologia Vegetale) στη Ρώµη µετά από ευγενική 

προσφορά των Dr. M. Barba και Dr. F. Faggioli. Ως αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν 

φύλλα υγιών φυτών GF-305. 

 
Εικόνα 1. Συµπτώµατα που προκαλούνται στη ροδακινιά από το PLMVd (Α) και την παραλλαγή του 
Peach Calico (PC) (Β). A) Ροδακινιά ποικιλίας Spring Crest µε σχισµές στην ραφή του καρπού και 
ασυµπτωµατικά φύλλα. Β) Ροδακινιά GF-305 µε συµπτώµατα λευκάνσεως των φύλλων 
 

 3.2. Καθήλωση ιστών και τοµές (tissue fixation and sectioning)  

 Η καθήλωση των ιστών έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο των Koltai and Bird 

(2001), µε ορισµένες τροποποιήσεις. Τα φύλλα ροδακινιάς, αµέσως µετά την κοπή τους από 

το δένδρο, τεµαχίστηκαν σε µικρά τεµάχια διαστάσεων 1x1 cm και τοποθετήθηκαν σε 

φρέσκο υδατικό διάλυµα καθηλώσεως (fixation buffer) FAA (63% [ο/ο] αιθανόλη [ethanol], 

5% [o/o] οξικό οξύ [acetic acid], και 2% [ο/ο] φορµαλίνη [formalin]) όπου και παρέµειναν 

επί 24-48 ώρες στους 4 °C. Στη συνέχεια, οι καθηλωµένοι ιστοί, αφού εµβαπτίστηκαν σε 

φρέσκο υδατικό διάλυµα πλύσεως (washing buffer) (63% [ο/ο] αιθανόλη [ethanol], 5% [o/o] 

οξικό οξύ [acetic acid]) τρεις φορές επί 15 λεπτά, ή εναλλακτικά, παρέµειναν στο διάλυµα 

πλύσεως επί 72-96 ώρες, τοποθετήθηκαν επί 10 λεπτά σε φωσφορικό διάλυµα 1x PBS (3.2 

mM Na2HPO4, 0.5 mM KH2PO4, 1.3 mM KCl, 135 mM NaCl, pH7.4). Τελικά οι ιστοί 

µεταφέρθηκαν σε πλαστικά τρυβλία petri και καλύφθηκαν µε θερµό διάλυµα 6% (β/ο) 
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αγαρόζης (Invitrogen Ltd, Paisley England, UK) σε 1x PBS (Εικόνα 2). Μετά την 

σταθεροποίηση (πήξη) της αγαρόζης τα τρυβλία τοποθετήθηκαν στους 4 °C όπου και 

παρέµειναν µέχρι και επί µια εβδοµάδα µέχρι την χρησιµοποίηση των ιστών.  

 
Εικόνα 2. Τµήµατα φύλλων ροδακινιάς που έχουν υποστεί καθήλωση µε FAA εµβαπτισµένα σε πήγµα 
αγαρόζης εντός πλαστικών τρυβλίων petri 
 

 Προκειµένου να πραγµατοποιηθούν οι τοµές, µικροί κύβοι αγαρόζης που περιείχαν 

φυτικό ιστό αποκόπηκαν από το τρυβλίο petri µε τη βοήθεια αποστειρωµένου νυστεριού και 

προσκολλήθηκαν στην τράπεζα-δίσκο δειγµάτων (specimen disk) του κρυο-µικροτόµου 

(freezing microtome) Leica CM1850 Cryostat (Leica Microsystems Nussluch GmbH 

Heidelberger, Germany) (Εικόνα 3) µε τη βοήθεια της προσκολλητικής ουσίας OCT 

(Optimum cutting temperature compound).  

 
Εικόνα 3. Κρυοτόµος Leica CM 1850 
Cryostat (Leica Microsystems Nussloch 
GmbH Heidelberger Germany) 

Κάθε τοµή πάχους 20-25 µm συλλέχθηκε µε 

αποστειρωµένη τσιµπίδα και µεταφέρθηκε πάνω 

σε µερικές σταγόνες 1x PBS σε αντικειµενοφόρο 

πλάκα. Στη συνέχεια 4-5 τοµές, από τις οποίες είχε 

προηγουµένως αποµακρυνθεί η αγαρόζη µε τη 

βοήθεια αποστειρωµένων µυκητολογικών 

βελονών (Εικόνα 4), µεταφέρθηκαν σε 

µικροσωλήνες PCR 0.2 ml (Costar Corporation, 

Cambridge MA, USA) που είχαν πληρωθεί µε 

150-200 µl διαλύµατος 1x PBS και παρέµειναν 

εκεί σε θερµοκρασία δωµατίου µέχρι την επόµενη 

µεταχείριση.  

 

Στο στάδιο αυτό και πριν από την εφαρµογή της IS RT-PCR έγινε εκτίµηση της 

συνοχής και µορφολογίας των τοµών µε χρώση αυτών µε διάλυµα 0.1% (β/ο) µπλε της 

τολουιδίνης (tolouidine blue) και παρατήρησή τους µε το οπτικό µικροσκόπιο Olympus BX-
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60. Παραλλήλως, σε τοµές που δεν είχαν υποβληθεί σε PCR (αµεταχείριστες τοµές), 

προκειµένου να εντοπιστεί η θέση των πυρήνων έγινε χρώση επί 30 λεπτά µε 100 µl 0.3 µΜ  

 
Εικόνα 4. Αποµάκρυνση αγαρόζης από τις τοµές µε 
τη βοήθεια µυκητολογικών βελονών 

διαλύµατος 4΄, 6-diamino-2-phenylindone 

(DAPI) (Molecular probes, Poottgebouw, 

Netherlands) σε 1x PBS και παρατήρηση 

αυτών µε φίλτρο υπεριώδους ακτινοβολίας 

(ultra violet, UV). Επίσης, αµεταχείριστες 

τοµές παρατηρήθηκαν µε το φίλτρο WBS 

(420 nm διέγερση [excitation], >500 nm 

εκποµπή [emission]), προκειµένου να 

εκτιµηθεί ο βαθµός αυτοφθορισµού λόγω 

χλωροφύλλης (chlorophyll auto-

fluorescence). 

 

 3.3. Μεταχείριση των τοµών µε πρωτεάση (protease) και δεοξυριβονουκλεάση 

(deoxybironuclease, DNase) 

 Προκειµένου να επιτευχθεί η πρόσβαση της DNασης και των αντιδραστηρίων της 

RT-PCR στο στόχο εντός του κυττάρου, έπρεπε να προηγηθεί µεταχείριση των τοµών µε µία 

πρωτεάση. Πέψη των πρωτεϊνών πραγµατοποιήθηκε µε επώαση των τοµών επί 30 λεπτά σε 

θερµοκρασία 37 °C µε 100 µl διαλύµατος πεψίνης (pepsin) (Applichem, GmbH, Darmstad, 

Germany) συγκεντρώσεως 2 mg/ml σε διάλυµα 0.01 Μ HCl. Μετά το πέρας της µισής ώρας 

η αντίδραση τερµατίστηκε µε πλύση των τοµών δύο φορές επί 15 λεπτά µε διάλυµα 1x PBS.  

 Στη συνέχεια έγινε πέψη του γενωµικού DNA µε επώαση των τοµών µε DNAase I 

(Fermentas, Vilnius, Lithuania) στους 37 °C επί 12 ώρες. Η αντίδραση έγινε σε τελικό όγκο 

30 µl και κάθε µικροσωλήνας περιείχε 3 µl διαλύµατος αντιδράσεως 10x (100 mM Tris-HCl 

pH 7.5, 25 mM MgCl2, 1 mM CaCl2), 20 µονάδες ενζύµου DNase I και απεσταγµένο και 

αποστειρωµένο νερό που είχε υποστεί µεταχείριση µε DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Μετά 

το πέρας της αντιδράσεως το περίσσιο ένζυµο αποµακρύνθηκε µε πλύση των τοµών τρεις 

φορές επί 10 λεπτά µε διάλυµα 1x PBS.  

 

 3.4. Εκκινητές  

 Για την ανίχνευση του PLMVd µε τη µέθοδο της IS RT-PCR, σχεδιάστηκε από 

συντηρηµένες περιοχές ένα νέο ζεύγος εκκινητών: IB-Rev (5΄ -GGT TTG AAT CCC GGG 

TAG A-3΄) (αντιστοιχεί στις θέσεις 236-254 nt) και IB-Fw (5΄-ACC TCG CAA TGA GGT 

AAG GT-3΄) (αντιστοιχεί στις θέσεις 136-155 nt) που ενισχύει τµήµα του γενώµατος του 

ιοειδούς µεγέθους 118 ζβ. Παράλληλα, προκειµένου να εκτιµηθεί η αξιοπιστία της µεθόδου, 



LIQUID PHASE IN SITU RT-PCR 
 

 160 

χρησιµοποιήθηκε ως θετικός µάρτυρας ο πλαστιδιακός γόνος της πρωτεΐνης µεγάλη rubisco 

(rbcL plastid gene) για την ανίχνευση του οποίου χρησιµοποιήθηκαν οι εκκινητές rbcL-Rev 

(5΄ -ATA AAC TGC TCT ACC GTA ATT CTT AGC G-3΄) και rbcL-Fw (5΄ -ACT GAC 

GGG CTT ACT TAC TAG TC TTG AC-3΄) που περιγράφονται από τους Rodio et al., 

(2007) και ενισχύουν τµήµα του γόνου µεγέθους 360 ζβ.  

 

 3.5. RT-PCR ενός σταδίου (one step RT-PCR) 

 Μετά την επεξεργασία των τοµών µε πεψίνη και DNAαση Ι ακολούθησε η RT-PCR. 

Αντί της κλασσικής RT-PCR δύο σταδίων (two step RT-PCR), επιλέχθηκε αυτή του ενός 

σταδίου (one step RT-PCR) µε απώτερο σκοπό τον περιορισµό του απαιτούµενου χρόνου 

αλλά κυρίως τον περιορισµό των µεταχειρίσεων που συµβάλλει στη διατήρηση των τοµών σε 

καλύτερη κατάσταση. Η εφαρµογή της IS RT-PCR έγινε µε χρήση του κυτίου Power SYBR 

Green RNA-to-Ct-1 step (Applied Biosystems, Foster City USA). Οι αντιδράσεις 

πραγµατοποιήθηκαν σε τελικό όγκο 20 µl και σύµφωνα µε τις οδηγίες περιείχαν 10 µl 2x 

Power SYBR Green mix, 0.16 µl αντίστροφης µεταγραφάσης (reverse transcriptase, RTase), 

0.75 µl ανοδικού εκκινητή (IB-Fw ή rbcL-Fw) συγκεντρώσεως 10 µΜ, 0.75 µl καθοδικού 

εκκινητή (IB-Rev ή rbcL-Rev) συγκεντρώσεως 10 µΜ και απεσταγµένο και αποστειρωµένο 

νερό που είχε υποστεί µεταχείριση µε DEPC µέχρι του τελικού όγκου. Στη συνέχεια οι 

µικροσωλήνες µεταφέρθηκαν στον θερµοκυκλοποιητή PTC-200 (MJ Reseasch, Waltham, 

Massachussetts, USA) όπου επωάστηκαν επί 30 λεπτά στους 50 °C (στάδιο RT). 

Ακολούθησε επώαση ενός κύκλου στους 95 °C επί 10 λεπτά και 40 κύκλοι των 15 

δευτερολέπτων στους 95 °C και ενός λεπτού στους 60 °C (στάδιο PCR). Μετά το τέλος της 

IS RT-PCR, το διάλυµα της αντιδράσεως µεταφέρθηκε σε νέο µικροσωλήνα PCR 0.2 ml και 

1-2 µl αυτού χρησιµοποιήθηκαν ως εκµαγείο σε νέα αντίδραση PCR. Στόχος αυτής ήταν η 

διαπίστωση τυχόν διαχύσεως των προϊόντων της IS RT-PCR από τα κυτταρικά τοιχώµατα, 

περίπτωση κατά την οποία θα ήταν επιπλέον δυνατή η επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων της 

IS RT-PCR και µέσω ηλεκτροφορητικής αναλύσεως των προϊόντων της νέας PCR σε πήγµα 

αγαρόζης 2% (β/ο) σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x ΤΑΕ, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 

3.3.4. του Β µέρους. 

 

 3.6. Επιτόπια (in situ) ανίχνευση των προϊόντων της RT-PCR 

 Μετά το τέλος της IS RT-PCR και την µεταφορά του διαλύµατος της αντιδράσεως σε 

νέο µικροσωλήνα, ακολούθησε πλύση των τοµών µε 150 µl διαλύµατος 1x PBS και 

µεταφορά τους προσεχτικά µε µυκητολογικές βελόνες σε µια-δύο σταγόνες 1x PBS πάνω σε 

αντικειµενοφόρο πλάκα αποψύξεως (super-frost). Οι πλάκες σκεπάστηκαν µε καλυπτρίδες, 

σφραγίστηκαν µε διάφανο βερνίκι νυχιών και τοποθετήθηκαν σε υγρό θάλαµο-κυτίο (humid 
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box) όπου και παρέµειναν το πολύ επί µια ώρα. Στη συνέχεια, ακολούθησε παρατήρηση των 

τοµών µε το µικροσκόπιο Olympus BX-60 εξοπλισµένο µε το σύστηµα επί-φθορισµού BX-

FLA (epi- fluorescence microscopic system) και το φίλτρο WBS και φωτογράφισή τους µε 

την ψηφιακή φωτογραφική µηχανή Olympus DP-71 αναλύσεως 1024x708 pixels. Το 

συγκεκριµένο φίλτρο επιλέχθηκε καθώς είναι το κατάλληλο για την παρατήρηση του 

σήµατος φθορισµού της χρωστικής SYBR Green µε τις µέγιστες τιµές διεγέρσεως και 

εκποµπής της 497 και 520 nm αντίστοιχα. 

 

4. Αποτελέσµατα και συζήτηση 

 Η τεχνική της IS RT-PCR που αναπτύχθηκε και εφαρµόστηκε στο παρόν κεφάλαιο 

βασίστηκε στην υγρής φάσεως (liquid phase) in situ RT-PCR που περιγράφεται από τους 

Koltai and Bird (2001) µε βασική διαφορά την αντικατάσταση της διγοξεγενίνης 

(digoxigenin) από την χρωστική SYBR Green για την σήµανση του προϊόντος της PCR. Η 

ανάγκη της αντικαταστάσεως αυτής σχετίζεται µε τα αυξηµένα στάδια που απαιτεί η χρήση 

της digoxigenin, δηλαδή αυξηµένες µεταχειρίσεις (πλύσεις, προσθήκη διαλύµατος καλύψεως 

[blocking buffer], αντισώµατος [anti dig IgG] κ.ά.), που συχνά οδηγούν σε καταστροφή των 

τοµών καθώς και σε επιµολύνσεις. Επίσης, στο παρελθόν η χρήση digoxigenin έχει συνδεθεί 

µε προβλήµατα σχετικά µε την παρουσία αυξηµένου υπόβαθρου (background) (Nuovo 1995) 

και µη ειδικών αντιδράσεων (Rodio et al., 2007). Αντίθετα, η φθορίζουσα χρωστική SYBR 

Green προσφέρει ευκολία χρήσεως και ανιχνεύσεως των προϊόντων και παράλληλα δίνει τη 

δυνατότητα αναλύσεως των αποτελεσµάτων σε φωτογραφίες υψηλής ευκρίνειας όταν 

συνδυαστεί µε συν-εστιακό µικροσκόπιο σαρώσεως ακτίνων Laser (confocal laser scanning 

microscope, CLSM) (Gray-Mitsumune et al., 2004). Είναι γεγονός ότι στις περισσότερες 

περιπτώσεις ανάλογων τεχνικών χρησιµοποιείται σχεδόν αποκλειστικά το CLSM, καθώς 

επιτρέπει την τρισδιάστατη παρατήρηση τοµών µε πάχος µεγαλύτερου των 50 µm (Claxton et 

al., 2008). Παρ’ όλα αυτά, επειδή στην περίπτωσή µας δεν ήταν διαθέσιµο ενός τέτοιου 

είδους µικροσκόπιο, χρησιµοποιήθηκαν τοµές πάχους µικρότερου των 25 µm και η 

παρατήρηση των δειγµάτων έγινε µε µικροσκόπιο, επιφθορισµού µε ικανοποιητικά 

αποτελέσµατα.  

 Πριν από την εφαρµογή της IS RT-PCR, παρατήρηση στο οπτικό µικροσκόπιο τοµών 

φύλλων ροδακινιάς του ιδίου σταδίου αναπτύξεως µε σκοπό να διαπιστωθεί ο βαθµός 

συνεκτικότητας και η µορφολογία των τοµών, έδειξε ότι φύλλα µε συµπτώµατα λευκάνσεως 

(λόγω προσβολής από την παραλλαγή PC του PLMVd) είχαν µικρότερο πάχος σε σχέση µε 

εκείνα που προήλθαν από υγιή ή µολυσµένα µε το κοινό PLMVd φυτά (Εικόνα 5). Αυτό 

συσχετίστηκε µε τη διαφοροποίηση στο σχήµα (πιο κοντά και παχειά) των κυττάρων που 

συνιστούν το πασσαλώδες (δρυφρακτοειδές) παρέγχυµα (palisade parenchyma) στα φύλλα µε 

συµπτώµατα λευκάνσεως, γεγονός το οποίο αποδίδεται σύµφωνα µε τους Rodio et al., (2007) 
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στο ότι τα κύτταρα αυτά περιέχουν χλωροπλάστες η ανάπτυξη των οποίων αναστέλλεται σε 

πρώιµο στάδιο λόγω της προσβολής από την παραλλαγή PC.  

 
Εικόνα 5. Φωτογραφία οπτικού µικροσκοπίου τοµών φύλλων ροδακινιάς πράσινων ασυµπτωµατικών 
µολυσµένων µε το κοινό PLMVd (A) και µε συµπτώµατα λευκάνσεως µολυσµένων την παραλλαγή 
του Peach Calico (PC) (B). α.ε: άνω επιδερµίδα, π.π: πασσαλώδες παρέγχυµα, σ.π: σπογγώδες 
παρέγχυµα και κ.ε: κάτω επιδερµίδα. 
 

 Αναλύοντας αρχικά ένα προς ένα τα στάδια της IS RT-PCR αναφέρουµε ότι, για την 

καθήλωση των ιστών επιλέχθηκε το διάλυµα 2% (ο/ο) φορµαλίνης (formalin), λόγω της 

ιδιότητας της να σταυρo-συνδέει (cross-link) τις αµινο-οµάδες (amino-groups) των 

πρωτεϊνών και των νουκλεϊκών οξέων δηµιουργώντας ένα φυσικό φράγµα (barrier) που 

εµποδίζει την διάχυση αφ’ ενός των συστατικών του κυττάρου και αφ’ έτερου των προϊόντων 

της PCR που σε διαφορετική περίπτωση θα οδηγούσαν σε µη ειδικά αποτελέσµατα (Johansen 

1997, Nuovo 1996).  

 Όσον αφορά τη µεταχείριση των ιστών µε DNαση Ι και πρωτεάση, διαπιστώθηκε ότι, 

στην περίπτωση του αρνητικού µάρτυρα που δεν περιείχε εκκινητές ΙΒ,  παράλειψη από τη 

διαδικασία του σταδίου της DNασης Ι οδήγησε στην εµφάνιση χαρακτηριστικών σηµάτων 

πράσινου φθορισµού (Εικόνα 6Α) που παραπέµπουν σε θέσεις πυρήνων. Αυτό πιθανότατα 

οφείλεται  στις εντοµές (nicks) του γενωµατικού DNA λόγω της µεταχειρίσεως µε φορµόλη 

(formalin) (O’ Leary et al., 1996), οι οποίες από τη στιγµή που δεν έχουν τυφλά άκρα 

λειτουργούν ως θέσεις ενάρξεως (priming sites) δράσεως της Taq πολυµεράσης οδηγώντας 

έτσι στη σύνθεση µη ειδικών προϊόντων. Αυτό καθιστά την πέψη του γενωµατικού DNA 

απολύτως απαραίτητη για τη µελέτη µας. Η επιβεβαίωση πως πρόκειται για θέσεις που 

αντιστοιχούν σε πυρήνες έγινε µετά από χρώση τοµών µε την χρωστική DAPI (δεσµεύεται 

ισχυρά στο DNA) (Εικόνα 6Β). Το γεγονός ότι το παραπάνω αποτέλεσµα αφορούσε την 

περίπτωση που πέραν της DNασης παραλείφθηκε και η µεταχείριση µε πρωτεάση οδηγεί στο 

συµπέρασµα ότι το τρισδιάστατο δίκτυο που δηµιουργήθηκε από τη δράση της φορµόλης, 

είναι πιθανότατα διαπερατό στα συστατικά της RT-PCR (O’ Leary et al., 1996).  Παρ’ όλα 

αυτά, κρίθηκε σκόπιµη και στην περίπτωσή µας, όπως συνηθίζεται άλλωστε, η εφαρµογή της 

µεταχειρίσεως µε πρωτεάση, λόγω της σπουδαιότητας που έχει για την επιτυχία της µεθόδου 

η εξασφάλιση της διαπερατότητας του κυττάρου στα συστατικά της RT-PCR και στην 
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απαραίτητη για την πέψη του γενωµατικού DNA DNασης Ι (Johansen 1997, Nuovo 1996, 

Pesquet et al., 2004). Η διαπερατότητα των κυττάρων στην περίπτωσή µας επιτεύχθηκε µε 

µεταχείριση των τοµών µε την πρωτεάση πεψίνη (pepsin) αντί της πρωτεάσης Κ διότι η 

δεύτερη οδηγεί συνήθως σε υπερβολική πέψη των τοµών (Nuovo 1996).  

 
Εικόνα 6. Φωτογραφία µικροσκοπίου επι-φθορισµού τοµών φύλλων ροδακινιάς µε συµπτώµατα 
λευκάνσεως που δεν είχαν υποστεί µεταχείριση µε DΝαση και πεψίνη, Α) µετά την εφαρµογή in situ 
RT-PCR απουσία εκκινητών IB Rev/Ib Fw και Β) µετά από χρώση µε DAPI. Με το βέλος 
υποδεικνύεται η θέση των πυρήνων 
 

 Συχνά κατά την εφαρµογή πειραµάτων τύπου in situ (hybridization, PCR) η αιτία 

αρνητικών αποτελεσµάτων δεν είναι ξεκάθαρη, καθώς µπορεί να αποδοθεί σε διάφορους 

παράγοντες. Το πιθανότερο αίτιο είναι συνήθως η απουσία του στόχου ή  η παρουσία του σε 

πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις, χωρίς να αποκλείεται η αποτυχία λόγω περιορισµένης 

προσβάσεως των συστατικών της RT-PCR (Pesquet et al., 2004). Έτσι, κρίθηκε απαραίτητο 

να συµπεριληφθεί στα πειράµατα της IS RT-PCR ένας θετικός µάρτυρας. Τον ρόλο αυτό 

κλήθηκε να παίξει ο γόνος rbcL, αφ’ ενός διότι πρόκειται για ένα βασικό δοµικό 

(λειτουργικό) γόνο των φυτικών κυττάρων και αφ’ ετέρου λόγω της κοινής µε το PLMVd 

θέσεως εντοπισµού της έκφρασής του εντός του φυτικού κυττάρου στους χλωροπλάστες 

(Johansen 1997, Bussiere et al., 1999).  

 Η ενσωµάτωση χρωστικής SYBR Green, κατά τη διάρκεια της IS RT-PCR, στα 

προϊόντα συνθέσεως των εκκινητών IB-Rev/IB-Fw, για τον PLMVd, και rbcL-Rev/ rbcL-Fw 

για τον γόνο rbcL οδήγησε στην καταγραφή σήµατος έντονου πράσινου φθορισµού που 

εντοπίστηκε κυρίως στη περιοχή των κυττάρων του πασσαλώδους παρεγχύµατος (Εικόνα 

7Α-Ε). Σε κυτταρικό επίπεδο το σήµα εντοπίστηκε στους χλωροπλάστες οι οποίοι 

διακρίνονται από τα λοιπά κυτταρικά οργανίδια λόγω του µεγέθους τους και του 

χαρακτηριστικού τους σχήµατος (Pallardy 2008). Το παραπάνω αποτέλεσµα είναι σε 

συµφωνία µε τα ευρήµατα in situ υβριδισµού σχετικά µε τη θέση εντοπισµού του PLMVd 

(Bussierte et al., 1999, Rodio et al., 2007). Στην περίπτωση των πράσινων ιστών 

καταγράφηκε φθορίζον σήµα που συνοδευόταν όµως από κιτρινο-πράσινο υπόβαθρο (Εικόνα 

7Γ) που οφειλόταν πιθανότατα σε µικρής εκτάσεως αυτο-φθορισµό λόγω χλωροφύλλης (Gal 

et al., 2006). Σε ορισµένες περιπτώσεις η ένταση του υποβάθρου ήταν αυξηµένη λόγω υπερ-
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εκθέσεως (over-exposure) της φωτογραφίας.  

 

 
Εικόνα 7. Φωτογραφίες µικροσκοπίας επι-φθορισµού τοµών φύλλων ροδακινιάς µετά την εφαρµογή 
in situ RT-PCR για τον εντοπισµό του γόνου rbcL (A, B) και του PLMVd (Γ-Ε, ΣΤ). Α, Β: ο γόνος 
rbcL εντοπίστηκε στους χλωροπλάστες µολυσµένου φύλλου ροδακινιάς µε συµπτώµατα λευκάνσεως, 
Γ: το PLMVd εντοπίστηκε στους χλωροπλάστες πράσινου φύλλου ροδακινιάς, Δ, Ε: το PLMVd 
εντοπίστηκε στους χλωροπλάστες φύλλου ροδακινιάς GF-305 µε συµπτώµατα λευκάνσεως, Ζ: 
αρνητικός µάρτυρας (απουσία εκκινητών IB), η τοµή προέρχονται από φύλλο ροδακινιάς GF-305 
µολυσµένο µε την παραλλαγή PC του PLMVd, ΣΤ: αρνητικός µάρτυρας, η τοµή προέρχεται από υγιές 
φύλλο ροδακινιάς GF-305, Η: αρνητικός µάρτυρας (απουσία εκκινητών IB), η τοµή προέρχεται από 
πράσινο φύλλο ροδακινιάς µολυσµένο µε το PLMVd. Τα λευκά βέλη υποδεικνύουν τις θέσεις  
χλωροπλαστών, ενώ τα κίτρινα θέσεις πυρήνων. Η µεγέθυνση των φωτογραφιών Α, Γ, Δ, Ζ-Η είναι 20 
x, ενώ των Β, Ε είναι 100 x.   
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Αντίθετα, στην περίπτωση ιστών µε λεύκανση (απουσία χλωροφύλλης) δεν καταγράφηκαν 

προβλήµατα έστω και µειωµένης εντάσεως, όπως στην παραπάνω περίπτωση και η παρουσία 

του PLMVd στους χλωροπλάστες ήταν σαφής (Εικόνα 7Δ-Ε).  

Όσον αφορά τους αρνητικούς µάρτυρες που περιείχαν i) τοµές φύλλων ροδακινιάς 

GF-305 µε συµπτώµατα λευκάνσεως στις οποίες δεν είχε προστεθεί το ζεύγος εκκινητών IB 

(Εικόνα 7Ζ) και ii) τοµές πράσινων φύλλων από υγιή φυτά GF-305 µε εκκινητές ΙΒ (Εικόνα 

7ΣΤ), δεν καταγράφηκε σε καµία περίπτωση φθορίζον σήµα. Εξαίρεση αποτέλεσε µία και 

µοναδική περίπτωση αρνητικού µάρτυρα που περιείχε τοµές πράσινων φύλλων µολυσµένων 

µε το PLMVd χωρίς την παρουσία εκκινητών, στην οποία διαπιστώθηκε η παρουσία 

φθορίζοντος σήµατος σε θέσεις που αντιστοιχούν σε πυρήνες. Το αποτέλεσµα αυτό ήταν 

µεµονωµένο και πιθανότατα συνδέεται µε ανεπαρκή πέψη του γενωµατικού DNA από την 

DNαση Ι.  

Στην Εικόνα 8 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της PCR µε εκµαγείο 2 µl του 

διαλύµατος αντιδράσεως της IS RT-PCR. Με βάση αυτά (διαδροµές 3, 4) επιβεβαιώνονται τα 

θετικά αποτελέσµατα της IS RT-PCR σχετικά µε τον εντοπισµό στους ιστούς των PLMVd-

PC και PLMVd. To παραπάνω αποτέλεσµα σχετίζεται πιθανότατα µε την υπερβολική πέψη 

των ιστών αυτών µε πεψίνη ή την ανεπαρκή καθήλωση αυτών που οδήγησε στη δηµιουργία 

ηµιτελούς φράγµατος µε αποτέλεσµα την διάχυση των προϊόντων της RT-PCR στο διάλυµα 

της αντιδράσεως, κάτι το οποίο δεν φαίνεται να ισχύει στην περίπτωση του rbcL. Το 

αποτέλεσµα αυτό, δεδοµένου ότι όλοι οι ιστοί είχαν υποστεί τις ίδιες µεταχειρίσεις, 

αποδίδεται πιθανότατα στην αδυναµία του προϊόντος της IS RT-PCR να περάσει από τους 

πόρους του φράγµατος λόγω µεγέθους (360 ζβ, τρεις φορές µεγαλύτερο από εκείνο του 

PLMVd [118 ζβ]).  

Σχετικά µε τους πράσινους ιστούς που χρησιµοποιήθηκαν στα πειράµατα της IS RT-

PCR, παρατηρήθηκε ότι ιστοί ροδακινιάς που παρέµειναν επί αρκετές ώρες (>72) στο 

διάλυµα πλύσεως παρουσίασαν σηµαντικά µικρότερης εντάσεως αυτο-φθορισµό (Εικόνα 9Α) 

λόγω χλωροφύλλης, σε σχέση µε τους ιστούς που εµβαπτίστηκαν στο διάλυµα πλύσεως τρεις 

φορές επί 15 λεπτά η κάθε µια (Εικόνα 9Β). Το γεγονός αυτό συνδέεται µε την υψηλή 

περιεκτικότητα (65% [ο/ο]) του διαλύµατος πλύσεως σε αιθανόλη στην οποία είναι ευδιάλυτη 

η χλωροφύλλη, µε αποτέλεσµα την αποµάκρυνσή της από τους ιστούς µε το διάλυµα 

πλύσεως. Η παραπάνω παρατήρηση αξιοποιήθηκε καθιστώντας δυνατή την χρήση και 

πράσινων ιστών για τον εντοπισµό του PLMVd µε το σύστηµα SYBR Green IS RT-PCR, 

χωρίς να υπάρχει σηµαντικό πρόβληµα λόγω αυτο-φθορισµού (Εικόνα 7Γ). Αντίθετα µε τους 

πράσινους ιστούς δεν παρατηρήθηκε ούτε ίχνος αυτο-φθορισµού στην περίπτωση τοµών 

φύλλων µε συµπτώµατα λευκάνσεως (Εικόνα 9Γ). Επίσης, θα πρέπει να επισηµανθεί ότι η 

τεχνική αυτή µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε µεριστωµατικούς ιστούς για την επιβεβαίωση ή 

όχι των αποτελεσµάτων των Rodio et al., (2007) σχετικά µε την παρουσία του PLMVd στα 



LIQUID PHASE IN SITU RT-PCR 
 

 166 

κορυφαία στρώµατα κυττάρων του ακραίου µεριστώµατος, χωρίς προβλήµατα αυτο-

φθορισµού, λόγω της πολύ µικρής συγκεντρώσεως αυτού σε χλωροφύλλη (Albrechtova et al., 

2001).  

 

 

Εικόνα 8. Ηλεκτροφόρηµα σε πήγµα αγαρόζης 
των προϊόντων PCR µε εκµαγείο 2µl διαλύµατος 
in situ RT-PCR (2-6) ή one tube RT-PCR (1). 
Διαδροµή 1: PLMVd θετικός µάρτυρας, 
διαδροµή 2: υγιής µάρτυρας (GF-305), διαδροµή 
3: τοµές φύλλων GF-305 µε λεύκανση λόγω 
προσβολής µε την παραλλαγή PC του PLMVd, 
διαδροµή 4: τοµές πράσινων φύλλων ροδακινιάς 
προσβεβληµένης µε PLMVd, διαδροµή 5: rbcL 
και διαδροµή 6: αρνητικός µάρτυρας που δεν 
περιέχει εκκινητές IB. Δ) ο δείκτης µοριακών 
βαρών 100 ζβ (New England Biolabs). 

 

  

 

Εικόνα 9. Φωτογραφίες µικροσκοπίας επι-
φθορισµού τοµών φύλλων ροδακινιάς GF-305 
καθηλωµένων µε FAA, Α) που παρέµειναν επί 
αρκετές ώρες (>72) στα διάλυµα πλύσης, Β) 
που εξετάστηκαν αµέσως και Γ) µε 
συµπτώµατα λευκάνσεως λόγω µόλυνσης από 
παραλλαγή Peach calico (PC) του PLMVd 
µετά από τρεις πλύσεις των 15 λεπτών η κάθε 
µια. 

 

5. Συµπεράσµατα – προοπτικές 

 Στο παρόν κεφάλαιο κατέστη δυνατή µε επιτυχία η εφαρµογή της τεχνικής liquid 

phase IS RT-PCR για την ανίχνευση του PLMVd και της παραλλαγής του PC σε ιστούς 

φύλλων ροδακινιάς.  Η τεχνική αυτή, η οποία εφαρµόστηκε εδώ για πρώτη φορά διεθνώς 

στην ανίχνευση φυτοπαθογόνου οργανισµού, προσφέρει ταχύτητα, µε τον καθαρό χρόνο για 

την εφαρµογή της να υπολογίζεται στα 180 λεπτά, µεγαλύτερη  ευαισθησία σε σχέση µε τον 

υβριδισµό in situ, οικονοµικότητα λόγω της δυνατότητας που προσφέρει να µην είναι 
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αναγκαία η χρήση εξειδικευµένου θερµοκυκλοποιτή και δυνατότητα ποσοτικού 

προσδιορισµού σε πραγµατικό χρόνο (real time) της συγκεντρώσεως του στόχου 

αξιοποιώντας τη χρήση του SYBR Green. Τέλος, η τεχνική αυτή θα µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί για τον εντοπισµό και τη µελέτη της µετακινήσεως άλλων ιοειδών αλλά και 

ιών στα φυτά-ξενιστές και τους φορείς τους. Η µελέτη αυτή έγινε πρόσφατα δεκτή για 

δηµοσίευση στο περιοδικό Plant Pathology µε τίτλο: Cellular localization of Peach latent 

mosaic viroid in peach sections by liquid phase in situ RT-PCR.  

 



ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

 168 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ΜΕΡΟΣ E  

ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 



ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

 169 

 

Από τα 30 και πλέον ιοειδή που έχουν µέχρι σήµερα καταγραφεί διεθνώς, στα 

µηλοειδή και τα πυρηνόκαρπα ξεχωριστή θέση κατέχουν λόγω της φυτοπαθολογικής τους 

σηµασίας το ιοειδές της εσχαρώσεως του φλοιού του µήλου (Apple scar skin viroid, ASSVd), 

το ιοειδές του εξανθηµατικού έλκους της απιδιάς (Pear blister cancer viroid, PBCVd) και το 

ιοειδές του λανθάνοντος µωσαϊκού της ροδακινιάς (Peach latent mosaic viroid, PLMVd). Η 

παρουσία των παραπάνω ιοειδών σχετίζεται συχνά µε την υποβάθµιση της ποιότητας 

(σχισµές, ρωγµές, παραµόρφωση κ.τ.λ.) και τη µείωση της ποσότητας των παραγόµενων 

προϊόντων, καθώς και µε την εξασθένηση, πρόωρη γήρανση ακόµη και θάνατο των 

προσβεβληµένων δένδρων, µε συνέπεια σηµαντικές απώλειες (Randles 2003). Από την 

ανακάλυψη των παραπάνω ιοειδών, οι µοναδικές πληροφορίες που αφορούν την παρουσία 

τους στη χώρα µας προέρχονται από τους Kyriakopoulou and Hadidi (1997) και 

Kyriakopoulou et al., (1998, 2001) και σχετίζονται µε την παρουσία των ιοειδών αυτών στην 

άγρια (P. amygdaliformis Vill.) και καλλιεργούµενη απιδιά.  

Στην παρούσα µελέτη, αρχικά έγινε µια επισκόπηση για την παρουσία των παραπάνω 

ιοειδών στη χώρα µας και στη συνέχεια αντικείµενό της αποτέλεσε το PLMVd λόγω της 

µεγάλης του σηµασίας. Η παρουσία τους στην Ελλάδα επιβεβαιώθηκε και παράλληλα 

καταγράφηκε σε νέες περιοχές της Βόρειας, Κεντρικής και Νότιας Ελλάδας, καθώς και σε 

νέα είδη, κάποια από τα οποία αναφέρονται ως ξενιστές των ιοειδών αυτών για πρώτη φορά 

διεθνώς.  

Το σύµπτωµα της εσχαρώσεως του φλοιού των καρπών συνδέθηκε µε την παρουσία 

του ASSVd τόσο διότι αποτελεί κλασικό σύµπτωµα στη µηλιά, όσο και διότι το ιοειδές 

ανιχνεύθηκε σε όλα τα συµπτωµατικά δείγµατα µηλοειδών. Το ιοειδές αυτό ανιχνεύθηκε σε 

Αρκαδία, Κορινθία, Κιλκίς, Μαγνησία και Τροιζηνία, σε απιδιές και άγριες απιδιές, είδη στα 

οποία η παρουσία του είχε διαπιστωθεί και στο παρελθόν (Kyriakopoulou et al., 1997, 2001), 

καθώς και σε µηλιές και άγριες µηλιές (Μ. sylvestris) που αναφέρονται για πρώτη φορά ως 

ξενιστές του ιοειδούς αυτού στην Ελλάδα και διεθνώς αντίστοιχα. Η παρουσία του ASSVd 

αλλά και του PBCVd σε αυτοφυή είδη (Μ. sylvestris, P. amygdaliformis, Crataegus sp.) σε 

ορεινές και αποµακρυσµένες περιοχές µακριά από την ανθρώπινη επίδραση αποτελεί ένδειξη 

ότι τα ιοειδή αυτά είναι γηγενή στη χώρα µας και ότι συνυπάρχουν µε τα άγρια είδη Rosaceae 

επί µακρόν, ίσως επί χιλιετίες.  

Ιδιαίτερα υψηλή ήταν η συχνότητα παρουσίας του PBCVd σε φυτά καλλιεργούµενης 

και άγριας απιδιάς µε χαρακτηριστικά συµπτώµατα εξανθηµατικών ελκών στο φλοιό του 

κορµού και των βραχίονων, ενώ ανιχνεύθηκε επίσης στην κυδωνιά και τον κράταιγο, στον 

οποίο η παρουσία του PBCVd µέχρι σήµερα είχε καταγραφεί µόνο πειραµατικά (Desvignes 

et al., 1999). Η παρουσία του PBCVd στην απιδιά αλλά και την κυδωνιά και η εξάπλωσή του 

στην Ελλάδα σχετίζεται µε τη παρουσία του στην άγρια απιδιά η οποία απαντάται συχνά σε 
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ορεινές και ηµιορεινές περιοχές της χώρας και η οποία επί αιώνες αποτελούσε το υποκείµενο 

ποικιλιών απιδιάς πριν αντικατασταθεί πρόσφατα από άλλα είδη µεταξύ των οποίων και η 

κυδωνιά (Kyriakopoulou et al., 2001).  

Όσον αφορά το PLMVd, όπως αναφέρεται στο Β µέρος της διατριβής αυτής, αρχικά 

επιβεβαιώθηκαν οι αναφορές του στην άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά (Kyriakopoulou and 

Hadidi 1997, Kyriakopoulou et al., 2001, Fekih-Hassen et al., 2006), ενώ για πρώτη φορά 

καταγράφηκαν ως ξενιστές του στην Ελλάδα η βερικοκιά και η ροδακινιά, η δεύτερη µάλιστα 

σε ποσοστό 66% των εξετασθέντων δειγµάτων (ροδακινιάς). Η µεγάλη οικονοµική σηµασία 

του PLMVd καθώς και του βασικού του  ξενιστή, της ροδακινιάς, το εύρος ξενιστών του, η 

παγκόσµια εξάπλωσή του και τα ιδιαίτερα µοριακά του χαρακτηριστικά ώθησαν στο να 

αποτελέσει το PLMVd το βασικό αντικείµενο της παρούσας διατριβής. Η εξέταση δειγµάτων 

συνεχίστηκε και η παρουσία του PLMVd καταγράφηκε σε νέες, κατ’ εξοχή 

ροδακινοπαραγωγικές περιοχές, όπως η Ηµαθία, η Κοζάνη, η Λάρισα και η Πέλλα.  

Η συχνότητα παρουσίας του PLMVd στη ροδακινιά βρέθηκε ιδιαίτερα υψηλή (>75 

%), ενώ στην περίπτωση ορισµένων πρώιµων επιτραπέζιων ποικιλιών όπως η May Crest και 

η Spring Crest βρέθηκε ανώτερη του 85 %. Πολύ υψηλή συσχέτιση καταγράφηκε και στην 

παρούσα µελέτη µεταξύ της παρουσίας του ιοειδούς και του συµπτώµατος των σχισµών στη 

ραφή καρπών ροδακινιάς, σε βαθµό που θα µπορούσε να θεωρείται πλέον παθογνωµονικό 

σύµπτωµα. Η ευρεία διάδοση του PLMVd στους οπωρώνες ροδακινιάς αποδόθηκε 

θεωρητικά, εν µέρει, στην ικανότητα µεταδόσεώς του µε τα εργαλεία κοπής (κλαδευτικά 

ψαλίδια) (Hadidi et al., 1997) και σε κάποιο βαθµό στη µετάδοσή του µέσω των πιθανών του 

φορέων, των αφίδων M. persicae (Desvignes 1986, Flores et al., 1992, Giunchedy et al., 

1998). Διαπιστώθηκε, όµως, πως η συχνότατη παρουσία του PLMVd στους ελληνικούς 

ροδακινεώνες συνδέεται άρρηκτα µε έναν βασικό παράγοντα, το πολλαπλασιαστικό υλικό. 

Καµία από τις 29 ποικιλίες ροδακινιάς-νεκταρινιάς που ελέγχθηκαν δεν βρέθηκε ελεύθερη 

του ιοειδούς, αντίθετα, περισσότερο από το 50 % των δενδρυλλίων ενός έτους που 

εξετάστηκαν βρέθηκαν µολυσµένα, µε το ποσοστό να φτάνει το 86 % ή ακόµη και το 100 %, 

όπως στις ποικιλίες Α37 και Spring Bell (φυτώριο 1ο, 2009), αντίστοιχα. Η κατάσταση 

αποδείχθηκε ακόµη πιο τραγική στην περίπτωση των µητρικών δένδρων, όπου από τα 358 

που εξετάστηκαν συνολικά το 85% βρέθηκε µολυσµένο. Έτσι, γίνεται καταφανής η ανάγκη 

άµεσης εξυγιάνσεως του πολλαπλασιαστικού υλικού ροδακινιάς/νεκταρινιάς και παράλληλα 

ενηµερώσεως των παραγωγών για τη σηµασία χρησιµοποιήσεως υγιούς πολλαπλασιαστικού 

υλικού.  

Με τη βοήθεια της RΤ-PCR πραγµατικού χρόνου καταγράφηκε αύξηση της 

συγκεντρώσεως του ιοειδικού φορτίου στη ροδακινιά στο τέλος της ανοίξεως και τον Ιούνιο, 

περίοδο που οι αυξηµένες θερµοκρασίες ευνοούν το πολλαπλασιασµό του ιοειδούς, όπως 

είναι άλλωστε αναµενόµενο λαµβανοµένου υπ’ όψη ότι τα ιοειδή είναι θερµόφιλα. 
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Με σκοπό την επιβεβαίωση, σε επίπεδο νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, της παρουσίας 

του PLMVd στη ροδακινιά και άλλα Rosaceae, και τον µοριακό χαρακτηρισµό των 

παραλλαγών των ελληνικών αποµονώσεών του, προσδιορίστηκε η νουκλεοτιδική αλληλουχία 

66 κλώνων του PLMVd, από τους οποίους οι 62 αποτέλεσαν νέες παραλλαγές. Το µέγεθος 

του γενώµατος αυτών κυµάνθηκε µεταξύ 337 και 340 nt. Επισηµαίνεται πως σε πολλές 

περιπτώσεις κλώνοι της ίδιας αποµονώσεως διέφεραν ως προς το µέγεθος του γενώµατος 

υποδεικνύοντας για ακόµη µια φορά πως η παραλλακτικότητα ως προς το µέγεθος και όχι η 

διατήρηση ενός συγκεκριµένου µεγέθους γενώµατος αποτελεί βασικό χαρακτηριστικό του 

PLMVd (Ambros et al., 1998, Fekih-Hassen et al., 2007, Mandic et al., 2008, Gazel et al., 

2008).  

Το ποσοστό οµολογίας µεταξύ των ελληνικών παραλλαγών κυµάνθηκε από 100 έως 

87.98 %. Η γενετική παραλλακτικότητα που καταγράφηκε µεταξύ κλώνων των ίδιων 

αποµονώσεων, ανεξάρτητα από το είδος της DNA πολυµεράσης που χρησιµοποιήθηκε 

(διορθωτικής αναγνώσεως ή µη), συµφωνεί µε τα αποτελέσµατα πρότερων µελετών (Ambros 

et al., 1998, Pelchat et al., 2000, Fekih- Hassen et al., 2007, Mandic et al., 2008, Gazel et al., 

2008) και σε συνδυασµό µε αυτές επιβεβαιώνει την υιοθέτηση του µοντέλου ‘σχεδόν είδος’ 

(quasi species) (Eigen 1993) για το PLMVd. 

Σε αρκετές περιπτώσεις υψηλό ποσοστό οµολογίας καταγράφηκε µεταξύ 

παραλλαγών που προήλθαν από διαφορετικές ποικιλίες ροδακινιάς και διαφορετικές περιοχές 

της χώρας, ενώ πολύ χαµηλά ποσοστά καταγράφηκαν µεταξύ παραλλαγών που προήλθαν 

από την ίδια ποικιλία και τον ίδιο οπωρώνα, υποδηλώνοντας ότι πιθανότατα δεν υπάρχει 

θετική συσχέτιση µεταξύ του ποσοστού οµολογίας ή του βαθµού συγγένειας των 

παραλλαγών µε τη ποικιλία, το φυτικό είδος και τη γεωγραφική τους προέλευση.  

Φυλογενετική ανάλυση µε βάση τη γενετική απόσταση (UPGMA, Minimum 

Evolution) και τους διακριτούς χαρακτήρες (Maximum Parsimony) κατέταξε το σύνολο των 

ελληνικών παραλλαγών του PLMVd στην οµάδα ΙΙΙ κατά Ambros (Ambros et al., 1998). 

Παρόµοιο ήταν το αποτέλεσµα των φυλογενετικών αναλύσεων των πρόσφατα αποκτηθεισών 

παραλλαγών του PLMVd δύο γειτονικών µας χωρών, της Σερβίας (Mandic et al., 2008) και 

της Τουρκίας (Gazel et al., 2008), υποδεικνύοντας πιθανή κοινή προέλευση των παραλλαγών 

αυτών µε τις ελληνικές. 

Η διαµόρφωση των παραλλαγών του µορίου του PLMVd ήταν διακλαδωτή 

(brunched conformation), πλησιάζοντας εκείνη της πρότυπης παραλλαγής Μ835451 

(Hernadez and Flores 1992), διατηρώντας στις περισσότερες περιπτώσεις έναν βασικό 

πυρήνα τον οποίο αποτελούσαν πέραν του σφυροκέφαλου βραχίονα (hammerhead arm), οι 

κορµοί (stems) P1, Ρ7, Ρ9 και Ρ10. Οι περισσότερες πολυµορφικές θέσεις εντοπίστηκαν στις 

περιοχές που εµπλέκονται στο σχηµατισµό των θετικής και αρνητικής πολικότητας 
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σφυροκέφαλων δοµών και ειδικότερα στις µονονηµατιδιακές περιοχές των θηλειών (loops) A 

και Β καθώς και στο βραχίονα Pst I (Pst I arm). 

Παρόλο τον µεγάλο αριθµό αλλαγών στη περιοχή του σφυροκέφαλου βραχίονα, η 

διαµόρφωση ραβδίου του βραχίονα αυτού διατηρήθηκε και διακρίθηκε σε τρεις τύπους. Στην 

περίπτωση µάλιστα των παραλλαγών PLSCrest9.2A, 9.2B, PLRedGold8.3 και 8.4 που 

ανήκαν στον διακλαδωτό τύπο σφυροκέφαλου βραχίονα, αναφέρθηκε για πρώτη φορά 

διεθνώς η απουσία της θηλειάς Α. Διαπιστώθηκε επίσης διατήρηση των σφυροκέφαλων 

δοµών στις αλυσίδες και των δυο πολικοτήτων, ακόµη και στην περίπτωση µεταλλάξεων, 

αντικατροπτίζοντας το σπουδαίο τους ρόλο στην αναπαραγωγή του ιοειδούς µέσω της 

διαδικασίας αυτο-σχάσεως (self-cleavage) που καταλύουν. Βέβαια, η επίδραση των 

µεταλλάξεων εντός των συντηρηµένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών των σφυροκέφαλων 

δοµών είναι άγνωστη, διότι η πρόβλεψή τους απαιτεί την εφαρµογή δοκιµών αυτο-σχάσεως 

(self-cleavage assays) καθώς και βιοδοκιµών. Τέλος, οι πλούσιες σε GC περιοχές 178GGCG183 

και 213CCGC216 οι οποίες εµπλέκονται στο σχηµατισµό του ψευδοδεσµού (pseudo-knot) Ρ8, 

µε εξαίρεση την παραλλαγή PLpear29.5, ήσαν συνηρηµένες στο σύνολο των ελληνικών 

παραλλαγών υποδηλώνοντας τη σπουδαιότητα του ψευδοδεσµού για τη διατήρηση της 

χαρακτηριστικής διακλαδισµένης διαµορφώσεως του PLMVd. Η διαµόρφωση αυτή µαζί µε 

τον σφυροκέφαλο σχηµατισµό που λειτουργεί ως ριβοένζυµο απαραίτητο κατά τον 

πολλαπλασιασµό του συµβάλλουν στην εξισορρόπηση της υψηλής γενετικής 

παραλλακτικότητας του PLMVd (Pelchat et al., 2000). 

Με τη συνδυασµένη χρήση της RT-PCR, του υβριδισµού (hybridization) στυπώµατος 

κηλίδας RNA (dot blot RNA) και Southern blot και της d-DAGE, επιβεβαιώθηκε η παρουσία 

του PLMVd στην άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά και καταγράφηκε, για πρώτη φορά στην 

Ελλάδα, στη βερικοκιά, στη δαµασκηνιά, στην κερασιά και στην κυδωνιά. Η κυδωνιά 

µάλιστα, σε αντίθεση µε τα υπόλοιπα είδη, καταγράφηκε για πρώτη φορά διεθνώς ως 

φυσικός ξενιστής του PLMVd. Παράλληλα η παρουσία του PLMVd στη βερικοκιά, τη 

δαµασκηνιά, την άγρια και καλλιεργούµενη απιδιά και την κυδωνιά επιβεβαιώθηκε µέσω της 

real time RT-PCR. Τα αποτελέσµατα της real time RT-PCR υποδεικνύουν ότι πιθανότατα η 

περιστασιακή ανίχνευση του ιοειδούς στα είδη αυτά, έτσι όπως καταγράφεται µέσα από τη 

διεθνή βιβλιογραφία, σχετίζεται µε την πολύ χαµηλή συγκέντρωση του ιοειδούς στα είδη 

αυτά σε σύγκριση µε τη ροδακινιά. Κάτι ανάλογο, άλλωστε υποδεικνύει και το χαµηλής 

εντάσεως σήµα της RT-PCR, του µοριακού υβριδισµού και των άλλων µεθόδων που 

εφαρµόστηκαν για την ανίχνευση του PLMVd. Η παρουσία βέβαια του PLMVd στα 

παραπάνω είδη επικυρώθηκε τέλος µε τα αποτελέσµατα του προσδιορισµού της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας. Η φυλογενετική ανάλυση µάλιστα του συνόλου των 

παραλλαγών του PLMVd που αποκτήθηκαν στην παρούσα διατριβή έδειξε πως οι 

παραλλαγές που δεν προήλθαν από ροδακινιές αλλά από άλλα είδη Rosaceae (non peach) 
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συναθροίζονται σε κοινή οµάδα. Έτσι έγινε ένα σηµαντικό βήµα για την κατανόηση του 

εύρους των φυσικών ξενιστών του PLMVd. Είναι πλέον δεδοµένο ότι στην οµάδα των 

φυσικών ξενιστών του ιοειδούς αυτού πέραν της ροδακινιάς η οποία επί µακρόν εθεωρείτο 

επιµόνως από κάποιους ερευνητές ως ο µοναδικός φυσικός ξενιστής, ανήκουν και άλλα 

Rosaceae, τόσο πυρηνόκαρπα (βερικοκιά, δαµασκηνιά, κερασιά) όσο και µηλοειδή (απιδιά, 

άγρια απιδιά, κυδωνιά). Παράλληλα, γίνεται σαφές πως πλέον είναι καιρός για τη χώρα µας, 

καθώς και για τις άλλες ευρωπαϊκές χώρες, να συµπεριλάβουν το PLMVd στα συστήµατα 

πιστοποιήσεως και άλλων πυρηνοκάρπων πέραν της ροδακινιάς καθώς και των µηλοειδών 

απιδιάς και κυδωνιάς, διότι αναµφισβήτητα τα είδη αυτά µπορεί να λειτουργούν ως πηγές 

µολύνσεως για τον βασικό ξενιστή, τη ροδακινιά, η οποία βέβαια υφίσταται και τις 

µεγαλύτερες ζηµιές. 

Στο πλαίσιο της παρούσας διατριβής υιοθετήθηκαν, προσαρµόστηκαν και 

εφαρµόστηκαν στη διάγνωση του PLMVd νέες και πρωτοποριακές τεχνικές. Η µέθοδος RT-

LAMP, σύµφωνα µε τα ευρήµατα που αναφέρονται στο αντίστοιχο κεφαλαίο, αποτελεί την 

ιδανική υποψήφια διαγνωστική µέθοδο για το σύστηµα πιστοποιήσεως πολλαπλασιαστικού 

υλικού, καθώς φέρει πολλά από τα χαρακτηριστικά εκείνα που καθιστούν µια µέθοδο 

κατάλληλη για έναν τέτοιο σκοπό, όπως η ευαισθησία, η εξειδίκευση, η αξιοπιστία, η 

αποτελεσµατικότητα, η ταχύτητα, η πρακτικότητα και η οικονοµικότητα. Με το σχεδιασµό 

και την επιλογή της κατάλληλης οµάδας εκκινητών (F3, B3, FIP, BIP, LoopF, LoopB) να 

αποτελεί τη βασική πρόκληση, η εφαρµογή της RT-LAMP οδήγησε στην ανίχνευση του 

PLMVd σε µόλις 30 λεπτά, µε ευαισθησία 100 φορές µεγαλύτερη από εκείνη της RT-PCR. 

Επίσης, η ικανότητα της RT-LAMP να πραγµατοποιείται απλά µε τη χρήση µιας θερµαντικής 

πλάκας, µε εκµαγείο ίχνος µόνο φυτικού ιστού, καθώς και η εύκολη καταγραφή των 

αποτελεσµάτων µε οπτική παρατήρηση της θολότητας ή την χρήση φθοριζουσών χρωστικών, 

οδήγησε στην εφαρµογή της τεχνικής αυτής στον αγρό, όπου το PLMVd ανιχνεύθηκε µε 

επιτυχία στη ροδακινιά, βερικοκιά, δαµασκηνιά και απιδιά. Η RT-LAMP µπορεί συνεπώς να 

χρησιµοποιηθεί για την ανίχνευση του PLMVd στο πολλαπλασιαστικό υλικό στα φυτώρια 

και σε ύποπτα δένδρα σε οπωρώνες, εύκολα, γρήγορα, αποτελεσµατικά και οικονοµικά, 

συµβάλλοντας έτσι στον περιορισµό της διαδόσεως και µεταδόσεως του ιοειδούς και ως εκ 

τούτου στην αποτελεσµατικότερη αντιµετώπισή του. 

Για την αντιµετώπιση του PLMVd, η εξυγίανση του πολλαπλασιαστικού υλικού 

αποτελεί βασική προϋπόθεση. Από τις µεθόδους που έχουν εφαρµοστεί, η τεχνική του in 

vitro εµβολιασµού ακραίου µεριστώµατος (shoot tip apex) (Barba et al., 1995) εξαρτάται από 

το µέγεθος του ακραίου µεριστώµατος. Αυτό συνδέθηκε µε τα ευρήµατα των Rodio et al., 

(2007), σύµφωνα µε τα οποία το PLMVd εντοπίζεται ακόµη και στο ακραίο µερίστωµα 

συµπεριλαµβανοµένων των πρώτων φυλλικών καταβολών (leaf primordia). Εξαίρεση 

αποτέλεσαν ορισµένα στρώµατα κυττάρων στην κορυφή του ακραίου µεριστώµατος, τα 



ΓΕΝΙΚΗ ΣΥΖΗΤΗΣΗ-ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

 174 

οποία θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή υγιών φυτών, αφού 

προηγουµένως χρησιµοποιηθεί µια διαγνωστική τεχνική περισσότερο ευαίσθητη από τον in 

situ υβριδισµό (Rodio et al., 2007). Η in situ RT-PCR προσφέρει τη δυνατότητα αυτή, αλλά 

µε την µορφή που εφαρµόζεται σήµερα στην φυτοπαθολογία επί αντικειµενοφόρου (on 

slide), είναι επίπονη, χρονοβόρα και υψηλού κόστους. Λύση φαίνεται να αποτελεί η 

παραλλαγή της in situ RT-PCR (IS RT-PCR) που πραγµατοποιείται σε υγρή φάση (διάλυµα 

RT-PCR) εντός µικροσωλήνων, µε τη χρήση της φθορίζουσας χρωστικής SYBR Green αντί 

της διγοξιγενίνης (digoxigenin). H µέθοδος SYBR Green liquid phase IS RT-PCR φάνηκε πως 

αποδίδει ικανοποιητικά σε µολυσµένα µε το PLMVd φύλλα ροδακινιάς, καθώς σήµα έντονου 

πράσινου φθορισµού καταγράφηκε στην περιοχή των κυττάρων του πασσαλώδους 

παρεγχύµατος και υποκυτταρικά στους χλωροπλάστες, τα οργανίδια όπου ως γνωστόν το 

PLMVd πολλαπλασιάζεται και συσσωρεύεται. Αυτό που υπολείπεται πλέον είναι η εφαρµογή 

της µεθόδου στην περιοχή του ακραίου µεριστώµατος. Η τεχνική SYBR Green liquid phase IS 

RT-PCR, η οποία εφαρµόστηκε εδώ για πρώτη φορά διεθνώς στην ανίχνευση 

φυτοπαθογόνου οργανισµού, προσφέρει ταχύτητα, µε τον καθαρό χρόνο για την εφαρµογή 

της να υπολογίζεται στα 180 λεπτά, µεγαλύτερη ευαισθησία σε σχέση µε τον in situ 

υβριδισµό, οικονοµικότητα λόγω της δυνατότητας που προσφέρει να µην είναι αναγκαία η 

χρήση εξειδικευµένων θερµοκυκλοποιητών και δυνατότητα ποσοτικού προσδιορισµού σε 

πραγµατικό χρόνο (real time) της συγκεντρώσεως του στόχου αξιοποιώντας τη χρήση του 

SYBR Green. 
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Αλληλουχίες ASSVd  
1.>ASSVd77apple (271 nt) 

GGTAAACACCGTGCGGTTCCTGTGGTTCGCCCCGCCAACGCAGATAGATAAAGAAAACGA

GGAGAAGAAGGAACTCACCACTCGCACCAGTTCCGCTGTGGGTTCGCCTACAAGAACGTA

CGGTGTTGAGGCCCTGTCCGCCGCTGCGCTGCCCCTACTCTCGCGCCGCTAGTCGAGCGGA

CTCCGGGTGGAGCCCCCTGTTCTCTCACGCTCTTTTTCTTTGACGCAGCGGCGGGTGGGTT

CCCAGGGTAAAACACAATAGGTGTTTCCC 

 

2.>ASSVd41pear (271 nt) 

GGTAAACACCGTGCGGTTCCTGTGGTTCGCCCCGCCAACGCAGATAGATAAAGAAAACGA

GGAGAAGAAGGAACTCACCACTCGCACCAGTTCCGCTGTGGGTTCGCCTACAAGAACTAC

GGTGTTGAGGCCCTGTCCGCCGCTGCGCTGCCACCTACTCTCGCGCCGCTAGTCGAGCGGA

CTCCGGGTGGAGCCCCCTGTTCTCTCACGCTCTTTTTCTTTGACGCAGCGGCGGGTGGGTT

CCCAGGGTAAAACACAATAGGTGTTTCCC 

 

3.>ASSVd14wildapple (272 nt) 

GGTAAACACCGTGCGGTTCCTGTGGTTCGCCCCGCCAACGCAGATAGATAAAGAAAACGA

GGAGAAGAAGGAACTCACCACTCGCACCAGTTCCGCTGTGGGTTCGCCTACAAGAACGTA

CGGTGTTGAGGCCCTGTCCGCCGCTGCGCTGCCACCTACTCTCGCGCCGCTAGTCGAGCGG

ACTCCGGGTGGAGCCCCCTGTTCTCTCACGCTCTTTTTCTTTGACGCAGCGGCGGGTGGGT

TCCCAGGGTAAAACACAATAGGTGTTTCCC 

 

4.>ASSVd42wildpear (271 nt) 

GGTAAACACCGTGCGGTTCCCTGGTTCGCCCCGCCAACGCAGATAGATAAAGAAAACGAG

GAGAAGAAGGAACTCACCACTCGCACCAGTTCCGCTGTGGGTTCGCCTACAAGAACGTAC

GGTGTTGAGGCCCTGTCCGCCGCTGCGCTGCCACCTACTCTCGCGCCGCTAGTCGAGCGGA

CTCCGGGTGGAGCCCCCTGTTCTCTCACGCTCTTTTTCTTTGACGCAGCGGCGGGTGGGTT

CCCAGGGTAAAACACAATAGGTGTTTCCC 

 

5.>ASSVd84apple (275) 

GGTAAACACCGTGCGGTTCCTGTGGTTCGCCCCGCCAACGCAGATAGATAAAGAAAACGA

GGAGAAGAAGGAACTCACCACTCGCACCAGATTCCGCTGTGGGTTCGCCTACAAGTAACG

TACGGTGTTGAGGCCCTGTCCGCCGCTGCGCTGCCACCTACTCTCGCGCCGCATAGTCGAG

CGGACTCCGGGTGGAGCCCCCTGTTCTCTCACGCTCTTTTTCTTTGACGCAGCGGCGGGTG

GGTTCCCAGGGTAAAACACAATAGGTGTTTCCC  
 

Αλληλουχίες PBCVd  
1.>PBCVd41pear (314 nt) 

CTTTCCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCCCCTGACCTGCATTCCAAAACGCAAAAAAAGTGAG

AGGCCCTAGGGGCTTCTCGGCTCGTCGTCGACGAAGGGTCTAGAAGCCTGGGCTGGCTGG
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AGCGCGCGGCTGCGCAGTGATCGCTCCTCTGGAGAAGAAAACCAGCGTTGCTTCCTGCCT

GAGCCTCGTCTTCTGTCCCGCTAGTCGAGCGGACAACCCGAGCACCGCCGAAGGCCTTTTT

TCTTTTAAGCTGCTTGGTGGTGCGGCGAGGGTGGAAGTCTCCGCGGATCTCCTAGAAGGA

GGCCCTCGGGTC 

 

2.>PBCVd40quince (314 nt) 

CTTTCCTTGAGGTTCCTGTGGTACTCCCCTGACCTGCATTCCAAAACGCAAAAAAAGTGAG

AGGCCCTAGGGGCTTCTCGGCTCGTCGTCGACGAAGGGTCTAGAAGCCAGGGCGCTGGCG

GAGCGCGCGGCTGTGGGTAATTGCTCCTCTGGAGAAGAAAACCAGCGTTGCTTCCCGCCT

GAGCCTCGTCTTCTGTCCCGCTAGTCGAGCGGACAACCCGAGCACCGCCGAAGGCCTTTTT

TCTTTTAAGCTGCTTGGTGGTGCGGCGAGGGTGGAAGTCTCCGCGGATCTCCTAGAAGGA

GGCCCTCGGGTC 

 

3.>PBCVd23crataegus (314 nt) 

CTTTCCTTGAGGTTCCTGTGGTACTCCACTGACCTGCATTCCAAAACGCAAAAAAAGTGAG

AGGCCCTAGGGGCTTCTCGGCTCGTCGTCGACGAAGGGTCTAGAAGCCAGGGCGCTGGCG

GAGCGCGCGGCTGTGGGTAATTGCTCCTCTGGAGAAGAAAACCTGCGCTGCTTCCCGCCT

GAGCCTCGTCTTCTGTCCCGCTAGTCGAGCGGACAACCCGAGCACCGCCGATGGCCTTTTT

TCTTTTAAGCTGCTTGGTGGTGCGGCGAGGGTGGAAGTCTCGGCGGATCTCCTAGAAGGA

GGCCCACGGGTC 

 

Αλληλουχίες PLMVd  

A) Απ’ ευθείας αλληλούχηση των RT-PCR προϊόντων  

1.>PLMVd8apricot (340 nt) 

TAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTTTAAAAAATGAT

GACCCTCTCACCCCCCCCCCCTGGGGTGGCCCAATTCGAACACTGGCATTTACCCGATAGA

AAGGGTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGGGGGAATTTTCCTTTCGGAACCAAGCGGTTG

GTTTCGAGGGGGGTGTGGTCCCGGGACCCCCGTAGAAAATGGAATAAGAAGTTTACCCGG

GGTTCAAACCCGGTCCCCTCCCGAAGTGAATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTAAGCACAC

TGATGAGTTTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCATCA 

 

2.>PLMVd61peach (338 nt) 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTTTGAGAGAG

TGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGATA

GAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGGGCTTAGCCCC

CTGATGAGTCTCTGAAATGAAACGAAACTCTTTTCA  
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3.>PLMVd41pear (342 nt) 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAAACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCACCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCGAGGCG

GCTTGGATTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCT

ACCCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAG

CACACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

4.>PLMVd52peach (339 nt) 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTTTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

5.>PLMVd3wild pear (221nt) 

TCCCGATAGAAAGGGTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTTTGGAAC

CAAGCGGTTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGAC

GTTTACCCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGAATTTGGGAGAAGGGTTTGTGCT

TAGCCCCATGATGAGTTTTTGAAATGGGGCGAAACTTTTT 

 

B) Κλωνοποίηση και αλληλούχηση 

1.>PLSprBel.pfu18.2 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

2.>PLSprBel.pfu18.4 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCTAT

AGTAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 
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3.>PLSprBel.pfu18.9 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

ATAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

4.>PLSprBel18.1 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

5.>PLSprBel18.5 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

ATTAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTTCA 

 

6.>PLSprBel18.6 

TCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCtAGACTTATGAGAGAG

TGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGATA

TTAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTcTGAAATGAGACGAAACTCTTTTTCA 

 

7.>PLGalt.pfu10.2 

AACATAAGTTTCGCCGCATCTCAGCGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGTGAGA

GTTTAAGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGTAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCAGGAGCCAAGCG

GTTGGCTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGCGCTAAGCG

CACTGATGAGTCTCTGAGATGAGACGAAACTCTTCTT 
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8.>PLGalt.pfu10.3 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGATAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAGCCTAGCG

GTAGGCTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

9.>PLGalt.pfu10.4 

TACATAAGTTTCGCCGCATCTCAGCGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGTGAGA

GTTTAACACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCTATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCG

GTTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGCGCTAAGCG

CACTGATGAGTCTCTGAGATGAGACGAAACTCTTTGT 

 

10.>PLGalt.pfu10.9 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGATA

GATAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTATAA 

 

11.>PLGalt10.1 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAGCCTAGCG

GTAGGCTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGACGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

12.>PLGalt10.7 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAG

AGTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCAGCAGTTCCCGATA

GAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAGCCTAGCGGT

AGGCTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 
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13.>PLGalt10.8 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTTGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAGCCTAGCG

GTAGGCTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGACGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

14.>PLFayet8.2 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCTAT

AGATAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTAA 

 

15.>PLFayet8.3 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCGTCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGACGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTGA 

 

16.>PLFayet8.4 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGTTAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTTGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTAA 

 

17.>PLFayet8.2G 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTTACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTAA 
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18.>PLRedGol8.3 

CTCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

TTAGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTGA 

 

19.>PLRedGol8.4 

CTCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

TTAGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGTAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTAGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTTATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAAAGAGACGAAACTCTTTTGA 

 

20.>PLLemVol12.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCGTCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGCCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGACGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

21.>PLLemVol12.2 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGGGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCGTGCTAAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

22.>PLLemVol12.5 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCTCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTACAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAAGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTAAGTAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 
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23.>PLRedHav5.1 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTGGTTACCTCTCAGCCCTTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCG

GTTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTAA 

 

24.>PLRedHav5.5 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCcTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

25.>PLRedHav5.6 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTGGTTACCTCTCAGCCCTTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCG

GTTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTAA 

 

26.>PLGlant18.1 

TCCATAGGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTGTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

27>PLGlant18.2 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTGTTCCTTCAGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 
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28.>PLGlant18.3 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAAGGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACCTTTCTGA 

 

29.>PLSCres42.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCGGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGAAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTGTTCCTTCGGGAACCTAGCGG

TAGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTGTCA 

 

30.>PLSCres42.2 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCTAGCG

GTAGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATAAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTGAAA 

 

31.>PLSCres42.3 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTTTTCCCTCGGTCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGATAG

AAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCTAGCGGTA

GGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCCG

GGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAAAAGAGTCTGTGCTTAGCACAC

TGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTGTCA 

 

32.>PLSprCres9.2B 

CTCATAAGTTTCGCCGCGTCCCAGCGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

ATTAGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCTAGCG

GCAGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTGCCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTGA 

 



ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
 

 204 

33.>PLSprCres9.2A 

CTCATAAGTTTCGCCGCGTCCCAGCGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

ATTAGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGA

TAGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCTAGCG

GCAGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTGCCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTAC

CCGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCA

CACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTGA 

 

34.>PLSCres34.1.2 

ACCAAATGTTTCGCCTTATCTCAAAGGCTCGTCAGTGGGCTTAGCCCAGACATTTGGGAGA

TTAAACACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGAGGCACTGCAGCTTCGATA

GAAAGGCTAAGAACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGAATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGACGAGTCTTTGAAATAAGACGAAACTCTTCTA 

 

35.>PLSCres34.1.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCGTCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGAGGCACTGCAGTCTCGATA

GAAAGGCTAAGAACCTCGCGATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCACA

CTGACGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACCCTTTTCA 

 

36.>PLSCres34.2 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

AGTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGAGGCACTGCAGTCTCGAT

AGAAAGGCTAAGAACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA  

 

37.>PLAndros11.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 
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38.>PLMCres21.1 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCAAAGCAC

ACTGATGAGTCTTTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

39>PLA-37 5.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCACCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGGTAAGCACCTCGCCATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

40.>PLSCres15.1 

CTCATAAGTTTCGCCGTATTTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTTACACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGATA

GAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCTAGCGGT

AGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGCGCTTAGCGCA

CTGATGAGTCTTTGAAATAAGACGAAACTCTTCGATTT 

 

41.>PLRedHav135.1 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCGTCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGTTTACCTTTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGTCTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGACGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTAA 

 

42.>PLpeach195.1 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAAACTTATGAGAGA

GTGGTGACCTCTCAACCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAACACTGGAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAGTGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGCGCTAAGCGCA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTGA 
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43.>PLSCres51.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

44.>PLMCres162.1 

TCCGTAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCGTCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTACGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCTTCCACCTTAGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTCCTTCAGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGACCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGGTTACGACGTCTACCC

GGGATTCCAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAATGAGAGTCTGTGCTAAGCACA

CTGACGAGTCTTTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

45.>PLTastFr5.1 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAG

ATTAGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCTAGCGG

TAGGTTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTGA 

 

46.>PLapricot2.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

TTAGTCACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCGTGCTTAGCACA

CTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCATATCA 

 

47.>PLapricot2.1.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGAGCACTGCAGTTCCCGATA

GAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGGT

TGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACCC

GGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCGTGCTTAGCACAC

TGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCATATCA 
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48.>PLapricot17.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGGAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCATATCA 

 

49.>PLapricot17.2 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAAGAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTGTCTGAAATGAGACGAAACTCATATCA 

 

50>PLplum1.1 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTTGTGACCTCTCAGCCCTTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCAGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGCGCTAAGCGC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGAGGAAACTCTTCTCA 

 

51.>PLplum1.2 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTTACCTCTCAGCCTTTCCACCTTAGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCATTGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGCGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACCCTTCTAA 

 

52.>PLplum1.3 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCGTCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGGTTACCTCTCAGCCCTTCCACCTTAGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGGCTTTTCCTTCAGGAACCAAGCGG

TTGGGTCCGAGGGGGGTGTGACTCAGGTACCGCCGTAGAAACTGAGTTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGACGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTAA 
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53.>PLpear29.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGGGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TGGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

54.>PLpear29.4 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

55.>PLpear29.5 

CACATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTTGTGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCAGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCACCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGCGCTAAGCGC

ACTAATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAGCTCTTCTCA 

 

56.>PLcherry11.1 

TCAAAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTTTGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCAGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

57.>PLcherry11.2 

TCAAAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTTTGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCAGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 
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58.>PLcherry11.5 

TCAAAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTTTGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

59.>PLcherry9.3 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTATGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

60.>PLcherry9.4 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 

 

61.>PLcherry9.5 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGGCTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCATATCA 

 

62.>PLw pear4.1 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGGGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTCTCA 
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63.>PLw pear4.2 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTAGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTATGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

64.>PLwpear4.3 

TCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTAAGCCCAGACTTATGGGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTAGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGACGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCGGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTATGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGAAGAAGAGTCTGTGCTTAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 

 

65.>PLquince4.1 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACCACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGACGAGTCTCTGAAATGATACGAAACTCTTTTCA  

 

66.>PLquince4.2 

CCCATAAGTTTCGCCGTATCTCAACGGCTCATCAGTGGGCTTAGCCCAGACTTATGAGAGA

GTGATGACCTCTCAGCCCCTCCACCTTGGAGTGCCCTATTCGGAGCACTGCAGTTCCCGAT

AGAAAGGCTAAGCACCTCGCAATGAGGTAAGGTGGGACTTTTCCTTCTGGAACCAAGCGG

TTGGTTCCGAGGGGGGTGTGATCCAGGTACCGCCGTAGAAACTGGATTACGACGTCTACC

CGGGATTCAAACCCGGTCCCCTCCAGAAGTGATTCTGGATGAAGAGTCTGTGCTAAGCAC

ACTGATGAGTCTCTGAAATGAGACGAAACTCTTTTCA 
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