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Πεξίιεςε 

Σα εζπενζδμεζδή ηαθθζενβμφκηαζ βζα ειπμνζηή πνήζδ ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία 

εδαθζηχκ ηαζ ηθζιαηζηχκ ζοκεδηχκ, ιε απμηέθεζια κα οπυηεζκηαζ ζε ηαηαπμκήζεζξ 

απυ πμθθμφξ αζμηζημφξ ηαζ ααζμηζημφξ πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ πενζμνίγμοκ ηδκ παναβςβή 

ηαζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ, ηαεζζημφκ απαβμνεοηζηή ηδ πνήζδ ζοβηεηνζιέκςκ 

οπμηεζιέκςκ ηαζ πμζηζθζχκ. Σμ ζμεζδέξ ηδξ ελςημνηίδαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus 

exocortis viroid, CEVd) πνμηαθεί έκημκα ζοιπηχιαηα ζηα δέκδνα πμο είκαζ 

ειαμθζαζιέκα ζημ οπμηείιεκμ Poncirus trifoliata (L.) Raf. ηαζ ηα οανίδζά ημο ηα μπμία, 

θυβς ηδξ ακεεηηζηυηδηάξ ημοξ ζηδκ ίςζδ ηνζζηέηζα, αλζμπμζμφκηαζ ηα ηεθεοηαία πνυκζα 

πνμξ ακηζηαηάζηαζδ ηδξ κενακηγζάξ (Citrus aurantium L.). Ζ πθέμκ απμηεθεζιαηζηή 

πνμζέββζζδ βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηςκ αζμηζηχκ ηαζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ ζηα θοηά 

είκαζ δ πνήζδ ακεεηηζηχκ πμζηζθζχκ. Πανυθα αοηά, δ έθθεζρδ θοζζηχκ πδβχκ 

ακεεηηζηυηδηαξ ζηζξ πενζζζυηενμ επζγήιζεξ αζεέκεζεξ, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ έθθεζρδ 

ααζζηήξ βκχζδξ ζπεηζηά ιε ημκ ηνυπμ ηθδνμκυιδζδξ ηςκ ηονζυηενςκ αβνμκμιζηχκ 

παναηηδνζζηζηχκ, ηαεζζηά επζηαηηζηή ηδκ ακάβηδ αλζμπμίδζδξ ηδξ βεκεηζηήξ 

ιδπακζηήξ ζηδ αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. Πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, δ εοπενήξ 

εθανιμβή ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ πνμτπμεέηεζ ηδκ φπανλδ εκυξ απμηεθεζιαηζημφ 

πνςημηυθθμο ζζημηαθθζένβεζαξ βζα ηάεε είδμξ ηαζ πμζηζθία εζπενζδμεζδμφξ, 

πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ ακαβέκκδζδ ζηακμπμζδηζημφ ανζειμφ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ. ηα πθαίζζα αοηά, δ πανμφζα ιεθέηδ ανπζηά 

επζηεκηνχεδηε ζημκ πνμζδζμνζζιυ ημο ηαηαθθδθυηενμο πνςηυημθθμο βεκεηζημφ 

ιεηαζπδιαηζζιμφ βζα ηαεέκα απυ ηα: P. trifoliata, Carrizo citrange (C. sinensis × P. 

trifoliata), Citrumelo 1452 (P. trifoliata × C. paradisi), κενακηγζά ηαζ «Μαβθδκή» 

θειμκζά (Citrus limon (L.) Burm. f.) (Κεθάθαζμ 1).  

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, ιία απυ ηζξ πθέμκ απμηεθεζιαηζηέξ ιεευδμοξ βζα ηδκ 

επίηεολδ ακεεηηζηυηδηαξ ζε ζμφξ ηαζ ζμεζδή είκαζ δ αλζμπμίδζδ ηςκ ιδπακζζιχκ ηδξ 

RNA ζζχπδζδξ (RNA silencing, RNAi). ηα πθαίζζα αοηά, ηαζ δεδμιέκδξ ηδξ 

δοζηνμπίαξ πμο παναηηδνίγεζ ηα εζπενζδμεζδή ςξ πνμξ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ηδκ 

ακαβέκκδζδ θοηχκ, ζηυπμ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ απμηέθεζε δ ακάπηολδ δζαβμκζδζαηήξ 

ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο ζμεζδμφξ CEVd ζημ θοηυ-ιμκηέθμ N. benthamiana πμο 

ςζηυζμ δεκ απμηεθεί λεκζζηή ημο CEVd. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ανπζηά επζπεζνήεδηε δ 

ιυθοκζδ θοηχκ N. benthamiana ιέζς δφμ δζαθμνεηζηχκ πνμζεββίζεςκ: α) 

αβνμειπμηζζιμφ ηαζ α) ζηαεενμφ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ, ιε πθαζιίδζμ πμο θένεζ 
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ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd (Κεθάθαζμ 2). Σα εονήιαηα ηαηέδεζλακ ημκ ανβυ νοειυ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζηα αβνμ-ειπμηζζιέκα θοηά, ζε ακηίεεζδ ιε ηα 

δζαβμκζδζαηά θοηά πμο πμθθαπθαζίαγακ επζηοπχξ ημ ζμεζδέξ. ηα ηεθεοηαία ςζηυζμ, 

παναηδνήεδηε ιεζςιέκδ ακάπηολδ ηαζ παναβςβή ζπυνμο ζε ζπέζδ ιε ηα αβνίμο ηφπμο 

θοηά. Πνμηεζιέκμο κα δζενεοκδεεί δ ζηακυηδηα δζαθυνςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd κα 

επάβμοκ ζζχπδζδ ηδξ έηθναζδξ ημο ζμεζδμφξ ηαζ ακαζημθή ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο, 

πναβιαημπμζήεδηε ιυθοκζδ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ιε δφμ ηιήιαηα ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ημο CEVd οπυ ιμνθή θμονηέηαξ (Κεθάθαζμ 3). Σα απμηεθέζιαηα 

πανείπακ ζζπονέξ εκδείλεζξ υηζ ηα ζοβηεηνζιέκα ηιήιαηα ημο CEVd ιπμνμφκ κα 

πνμηαθέζμοκ ζζχπδζδ ζημ ζμεζδέξ πενζμνίγμκηαξ ημ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ημο. Σα 

απμηεθέζιαηα επζαεααζχεδηακ ηαζ απυ ακηίζημζπδ δμηζιή πανμδζηήξ έηθναζδξ ζε 

θοηά N. benthamiana αβνίμο ηφπμο υπμο δ πανμοζία ημο ζμεζδμφξ πνμηάθεζε ιεζςιέκδ 

ζοζζχνεοζδ ηςκ δφμ ηιδιάηςκ ημο.  

Πνμηεζιέκμο κα δζενεοκδεεί εάκ μ θαζκυηοπμξ ακεεηηζηυηδηαξ ζημ θοηυ-ιμκηέθμ 

N. benthamiana ιπμνεί κα επζηεοπεεί ηαζ ζηα εζπενζδμεζδή, πμο απμηεθμφκ θοζζημφξ 

λεκζζηέξ ημο ζμεζδμφξ, επζπεζνήεδηε δ εκζςιάηςζδ, ιέζς βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ, 

ηςκ δφμ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζε βμκυηοπμοξ εζπενζδμεζδχκ (Κεθάθαζμ 

4). Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πναβιαημπμζήεδηε ιεηαζπδιαηζζιυξ ζε θοηά P. trifoliata, 

Carrizo citrange ηαζ Citrumelo 1452. Πανάθθδθμ ζηυπμ απμηέθεζε δ ακάπηολδ 

δζαβμκζδζαηήξ ακεεηηζηυηδηαξ ζηδκ αζεέκεζα ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, ιέζς 

έκεεζδξ ηιήιαημξ ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ ημο ζμφ ηδξ ρχνςζδξ (Citrus psorosis 

virus, CPsV) ζε Νενακηγζά ηαζ «Μαβθδκή» θειμκζά (Κεθάθαζμ 4). 

Γζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηςκ αζεεκεζχκ ηςκ εζπενζδμεζδχκ είκαζ πμθφ ζδιακηζηή δ 

πνήζδ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ. Μζα απμηεθεζιαηζηή ιέεμδμξ παναβςβήξ 

ελοβζαζιέκςκ θοηχκ είκαζ μ in vitro ιζηνμειαμθζαζιυξ ημνοθαίςκ ιενζζηςιάηςκ. 

Απυ ημκ έθεβπμ πμο δζεκενβήεδηε ζε θοηά θειμκζάξ, πμνημηαθζάξ ηαζ ιακηανζκζάξ πμο 

είπακ παναπεεί ιε ηδκ εθανιμβή ηδξ εκ θυβς ηεπκζηήξ, δζαπζζηχεδηε δ απμοζία απυ 

αοηά ηςκ ζδιακηζηυηενςκ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ, οπμδεζηκφμκηαξ υηζ πθέμκ οπάνπεζ ηαζ ζηδ 

πχνα ιαξ δ απαναίηδηδ ηεπκμβκςζία βζα ηδκ ελοβίακζδ ημο πμθφηζιμο 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Κεθάθαζμ 5). 

Σέθμξ, πναβιαημπμζήεδηε δ ιεθέηδ μνζζιέκςκ αθθδθμοπζχκ πμο οπενεηθνάγμκηαζ 

ζηδκ εθθδκζηή πμζηζθία θειμκζάξ «Αδαιμπμφθμο» ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ πμνημβαθζηή 

πμζηζθία «Lisbon» (Κεθάθαζμ 6). Ζ δζαθμνά ηςκ δφμ πμζηζθζχκ έβηεζηαζ ζημ βεβμκυξ 

υηζ δ «Αδαιμπμφθμο» είκαζ ακεηηζηή ζηδκ ημνοθμλήνα ηαζ ημ ρφπμξ ζε ακηίεεζδ ιε ηδ 
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«Lisbon». Ανηεηέξ απυ ηζξ οπυ ιεθέηδ αθθδθμοπίεξ πανμοζίαζακ μιμθμβία ιε 

πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ άιεζα ή έιιεζα ζημοξ αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ ηςκ θοηχκ 

έκακηζ αζμηζηχκ ηαζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ, εκχ δ δζαθμνά ζηδκ έηθναζδ ιεηαλφ 

ηςκ δφμ πμζηζθζχκ βζα επηά επζθεβιέκα βμκίδζα ηοιαίκεηαζ ζε δζάθμνα επίπεδα.  

 

Λέμεηο θιεηδηά 

Δζπενζδμεζδή; ζμεζδέξ ηδξ ελςημνηίδαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ; βεκεηζηή ιδπακζηή; RNA 

ζζχπδζδ; δζαβμκζδζαηή ακεεηηζηυηδηα; N.benthamiana; in vitro ιζηνμειαμθζαζιυξ; 

ηαηαζηαθηζηυξ αθαζνεηζηυξ οανζδζζιυξ 
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Exploitation of molecular methods in resistance improvement of citrus against 

Citrus exocortis viroid, health status testing of citrus under sanitation program, and 

studying differentially expressed genes in lemon cultivars. 

 

Abstract 

Citrus, commercially grown in a wide range of soil and climatic conditions, are 

subjected to substantial biotic and abiotic stresses which limit the production and in 

some cases, pose restrictions on the use of specific rootstocks and varieties. Citrus 

exocortis viroid (CEVd) causes severe symptoms in trees grafted on Poncirus trifoliata 

(L.) Raf. and its hybrids which, due to their tolerance to Citrus tristeza virus, are 

recently employed for the replacement of sour orange (Citrus aurantium L.). The most 

effective method of controlling both biotic and abiotic stresses in plants refers to the use 

of resistant varieties. Nevertheless, the lack of natural genetic sources of resistance to 

most severe diseases, along with the lack of basic knowledge on the inheritance pattern 

of main agronomic traits, render necessary the use of genetic engineering in citrus 

breeding. To this direction, the exploitation of genetic engineering requires the 

existence of an efficient tissue culture protocol for each citrus species, to ensure 

regeneration of sufficient number of transformed plants. In this framework, the present 

study initially focused on the determination of the most suitable genetic transformation 

protocol for each citrus species: P. trifoliata, Carrizo citrange (C. sinensis × P. 

trifoliata), Citrumelo 1452 (P. trifoliata × C. paradisi), sour orange and “Maglini” 

lemon (Citrus limon (L.) Burm. f.) (Chapter 1). 

In recent years, one of the most efficient methods for the generation of resistance 

against viruses and viroids refers to the exploitation of RNA silencing (RNAi). Towards 

this direction, and in view of the recalcitrant nature of citrus species which renders 

transformation and regeneration particularly difficult, aim of this study was the 

development of transgenic CEVd resistance in the model plant Nicotiana benthamiana 

which is a non-host of CEVd. In this line, the CEVd-inoculation of N. benthamiana 

plants was pursued by two different approaches: a) agroinfiltration and b) stable genetic 

transformation, using a plasmid harboring the dimeric CEVd molecule (Chapter 2). The 

results indicate a low rate of CEVd replication in the agro-infiltrated plants, in contrast 

to transgenic plants which were capable of CEVd replication. The latter though, were 

characterized by reduced growth and seed production compared to wild-type plants. 
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Towards investigating the capability of various segments of the CEVd genome in 

inducing silencing of its genome and subsequent suppression of its replication, 

transgenic plants replicating the viroid were inoculated with two different self-

complementary hairpin RNA fragments from the CEVd genome (Chapter 3). The 

results provided strong evidence that both CEVd regions are capable of triggering RNA 

silencing, thus causing a reduction to the viroid replication rate. These results were also 

confirmed by transient expression experiments in wild-type N. benthamiana plants, 

where viroid presence caused reduced accumulation of the selected CEVd fragments.  

As a means to investigate whether the observed resistant phenotype of the model 

plant N. benthamiana can be achieved in citrus species, which consist the natural viroid 

hosts, the introgression of two selected segments of the CEVd genome was pursued, by 

genetic transformation, in various citrus genotypes (Chapter 4). To this purpose, genetic 

transformation was performed in plants of P. trifoliata, Carrizo citrange and Citrumelo 

1452. Parallel aim was the generation of transgenic resistance against citrus psorosis 

disease, through the introgression of the viral coat protein of Citrus psorosis virus 

(CPsV) in sour orange and “Maglini” lemon (Chapter 4).  

The most important method to control citrus diseases is the use of healthy certified 

propagation material. An effective method for plant sanitation is in vitro micrografting 

of apical meristems. The study of in vitro micrografted lemon, orange and mandarin 

plants verified the absence of the most important viruses and viroids for Greek 

citriculture, indicating that the necessary expertise for sanitation of the precious citrus 

propagation material exists in our country (Chapter 5). 

Finally, this dissertation included the study of certain sequences which are 

overexpressed in the Greek lemon ”Adamopoulou” compared to the Portuguese 

”Lisbon” (Chapter 6). The difference between the two varieties is that ”Adamopoulou” 

is tolerant to mal secco and cold compared to “Lisbon”. Several of the sequences under 

study presented homology with proteins directly or indirectly involved in the defense 

mechanisms of plants against biotic and abiotic stresses, with the difference between the 

two varieties in expression of seven genes being at varying levels. 

 

Keywords 

Citrus; citrus exocortis viroid; genetic engineering; RNA silencing; transgenic 

resistance; N. benthamiana; in vitro micrografting; suppression subtractive 

hybridization 
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Δπραξηζηίεο 

Θα ήεεθα κα εηθνάζς ηζξ εενιυηενεξ εοπανζζηίεξ ιμο ζημκ Δπίημονμ Καεδβδηή 

Ακδνέα Δ. Βμθμοδάηδ, μοζζαζηζηυ Δπζαθέπμκηα ηαεδβδηή ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ, 

δζυηζ εηείκμξ ιε εκέπκεοζε βζα ηδκ επζθμβή ημο ζοβηεηνζιέκμο εέιαημξ, ιε 

ηαεμδδβμφζε ηαζ ιμο έδζκε πμθφηζιεξ ζοιαμοθέξ ζηα πέκηε πνυκζα πμο δζήνηδζε δ 

εηπυκδζδ ηςκ πεζναιάηςκ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ. Ζ ζοκενβαζία ιαξ ήηακ άνζζηδ ηαζ 

ημ εκδζαθένμκ ημο ζοκεπέξ ζε υθα ηα ζηάδζα, αθθά αηοπείξ ζοβηονίεξ δεκ επέηνερακ κα 

μθμηθδνχζμοιε ιαγί αοηή ηδκ πμνεία.     

Θα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ζδζαίηενα ημκ Καεδβδηή Γεχνβζμ ηανάηδ, ιέθμξ ελ 

ανπήξ ηδξ ηνζιεθμφξ ζοιαμοθεοηζηήξ επζηνμπήξ ηαζ ηεθζηά Δπζαθέπςκ ηαεδβδηή, βζα 

ηδ ζοιπανάζηαζή ημο ζε υθδ ηδ δζάνηεζα εηπυκδζδξ ηδξ ιεθέηδξ ηαζ ζδζαίηενα ημοξ 

ηεθεοηαίμοξ ιήκεξ ηδξ ζοββναθήξ ηαζ ηδξ οπμζηήνζλδξ ηδξ δζδαηημνζηήξ ιμο δζαηνζαήξ. 

Ζ ζοιαμθή ημο ήηακ ηαεμνζζηζηή βζα ηδκ επζηοπή έηααζδ αοηήξ ηδξ πμθοεημφξ 

πνμζπάεεζαξ.  

Δπίζδξ, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ημκ Δπίημονμ ηαεδβδηή Πέηνμ Ρμφζζμ, βζα 

ηδκ άνζζηδ ζοκενβαζία ηαζ ηζξ πνήζζιεξ ζοιαμοθέξ ημο ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ 

πεζναιάηςκ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ. Ηδζαίηενα, εα ήεεθα κα εοπανζζηήζς ηδ Λέηημνα 

ημο Πακεπζζηδιίμο Θεζζαθίαξ Οονακία Παοθή, βζα ηδκ πμθφηζιδ ζοιαμθή ηδξ ζηδκ 

ηεθζηή ιμνθή ημο πανυκημξ ηεζιέκμο. Οζ εφζημπεξ δζμνεχζεζξ ηαζ παναηδνήζεζξ ηδξ 

ζοκέααθθακ ζηδ δδιζμονβία ημο άνηζμο ηεθζημφ απμηεθέζιαημξ.  

Θα ήεεθα κα εηθνάζς ηζξ εοπανζζηίεξ ιμο ζηα οπυθμζπα ιέθδ ηδξ επηαιεθμφξ 

ελεηαζηζηήξ επζηνμπήξ, ηδκ Καεδβήηνζα Πδκεθυπδ Μπειπέθδ, ηδκ Δπίημονδ 

ηαεδβήηνζα Δθζζζάαεη Υαηγδααζζθείμο, ημκ Δπίημονμ ηαεδβδηή Διιακμοήθ 

Φθειεηάηδ ηαζ ηδ Λέηημνα Δθέκδ Σάκδ βζα ηζξ εφζημπεξ επζζδιάκζεζξ ηαζ δζμνεχζεζξ 

ημοξ ζημ ηείιεκμ ηαζ ηδκ πανμοζίαζδ ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ. Δπίζδξ, εοπανζζηχ ημ 

πνμζςπζηυ ημο Δνβαζηδνίμο Βεθηίςζδξ Φοηχκ ηαζ Γεςνβζημφ Πεζναιαηζζιμφ ημο 

Γ.Π.Α. βζα ηδκ άνζζηδ ζοκενβαζία ηαζ οπμζηήνζλδ πμο ιμο πνμζέθενακ ζηδ δζάνηεζα 

ηδξ εηπυκδζδξ ηδξ ενεοκδηζηήξ αοηήξ πνμζπάεεζαξ ηαεχξ ηαζ ηα ιέθδ ηςκ 

Δνβαζηδνίςκ Κδπεοηζηχκ Καθθζενβεζχκ ηαζ Γεκδνμημιίαξ ημο Γ.Π.Α βζα ηδ θζθμλεκία 

ζημοξ πχνμοξ ημοξ ηαζ ηδκ ειπζζημζφκδ πμο ιμο έδεζλακ βζα ηδ πνήζδ ημο 

ενβαζηδνζαημφ ημοξ ελμπθζζιμφ.  
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Δπίζδξ, εοπανζζηχ ημ ηθδνμδυηδια Πακ. Σνζακηαθοθθίδδ βζα ηδ πμνήβδζδ 

οπμηνμθίαξ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ δφμ πνχηςκ εηχκ εηπυκδζδξ ηδξ δζδαηημνζηήξ ιμο 

δζαηνζαήξ. 

Καζ επεζδή ζε έκα ιεβάθμ ηείιεκμ ημζηάιε πάκηα ηδκ ανπή ηαζ ημ ηέθμξ, εα ήεεθα 

κα ηθείζς ηδκ εκυηδηα ηςκ εοπανζζηζχκ ιε ηα άημια πμο έπαζλακ ημκ ηαεμνζζηζηυηενμ 

νυθμ βζα ηδκ επίηεολδ ημο ιεβάθμο ζηυπμο ηδξ εηπυκδζδξ ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ: 

ημοξ αβαπδιέκμοξ ιμο βμκείξ, πμο ιε ζηήνζλακ δεζηά, ροπμθμβζηά ηαζ μζημκμιζηά (βζα 

κα έπς ηδκ πμθοηέθεζα κα αθμζζςεχ απμηθεζζηζηά ζημ ζηυπμ ιμο), ημοξ θίθμοξ ιμο 

εκηυξ ηαζ εηηυξ Πακεπζζηδιίμο βζα ηδκ ροπμθμβζηή οπμζηήνζλδ ηαζ ηαηακυδζδ ηαζ 

θοζζηά ημκ άκενςπμ πμο βκχνζζα ζηδ ιέζδ ηδξ ιεβάθδξ «δζαδνμιήξ», ημ ζφγοβυ ιμο 

Γδιήηνδ, ημο μπμίμο δ ζοκδνμιή ήηακ ηαηαθοηζηή ηαζ μοζζαζηζηή βζα κα ακηζθδθεχ 

υηζ πνέπεζ κα οπάνπεζ ζζμννμπία ζηδ γςή ιαξ βζα κα είιαζηε εοηοπζζιέκμζ ηαζ 

ηαοηυπνμκα απμδμηζημί ζε υ,ηζ ηάκμοιε. 

αξ εοπανζζηχ υθμοξ απυ ηανδζάξ. 

 

Δοαββεθία Μανίκμο Κμοηζζμοιάνδ 
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Γεληθή εηζαγσγή 

Σα εζπενζδμεζδή ακήημοκ ζηδκ μζημβέκεζα Rutaceae, ζηδκ οπμμζημβέκεζα 

Aurantioideae, ζηδ θοθή Citrae ηαζ ζηδκ οπμθοθή Citrinae. Δίκαζ ζεαβεκή ηςκ 

οπμηνμπζηχκ ηαζ ηνμπζηχκ πενζμπχκ ηδξ κμηζμ-ακαημθζηήξ Αζίαξ (αμνεζμ-ακαημθζηή 

Ηκδία, κυηζα Κίκα) (Nicolosi, 2007). Ζ δζάδμζή ημοξ ζηδ Μεζυβεζμ πζεακυκ άνπζζε πνμξ 

ημ ηέθμξ ημο 4
μο

 αζχκα π.Υ. ηαηά ηδκ εηζηναηεία ημο Μεβάθμο Αθελάκδνμο πνμξ ηζξ 

πχνεξ ηδξ Αζίαξ, ιε ηδκ ηζηνζά (Citrus medica L.) κα απμηεθεί ημ πνχημ είδμξ πμο 

εζζήπεδ ζηδκ Δονχπδ (Nicolosi, 2007). Ζ ηαθθζένβεζά ηδξ ζηδκ Πενζία πενζβνάθεηαζ 

απυ ημ Θευθναζημ ημ 313 π.Υ. εκχ ζηζξ ακαημθζηέξ ιεζμβεζαηέξ πχνεξ δζαδυεδηε απυ 

ημοξ Δαναίμοξ. Ζ κενακηγζά (Citrus aurantium L.) ηαζ δ θειμκζά (Citrus limon Burm.) 

δζαδυεδηακ απυ ημοξ Άνααεξ ζηδκ Ακαημθζηή Μεζυβεζμ ηαηά ημ δέηαημ αζχκα ηαζ 

ανβυηενα έθηαζακ ζηδ αυνεζα Αθνζηή ηαζ ηδ Νυηζα Δονχπδ (Nicolosi, 2007). Ζ 

θνάππα (Citrus grandis Osb.) ηαηάβεηαζ απυ ηζξ ηνμπζηέξ πενζμπέξ ημο Μαθασημφ 

Ανπζπεθάβμοξ απυ υπμο ελαπθχεδηε ζηδκ Κίκα ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, ζηδκ ακαημθζηή 

Μεζυβεζμ ηαηά ημ δέηαημ αζχκα (Spiegel -Roy and Goldschmidt, 1996). Ζ πμνημηαθζά 

(Citrus sinensis L.) εζζήπεδ απυ ηδκ Κίκα ζηδκ Δονχπδ απυ ημοξ Γεκμοάηεξ ηαζ 

δζαδυεδηε απυ ημοξ Πμνημβάθμοξ ηαηά ημ δςδέηαημ αζχκα (Calabrese, 2002). Ζ  

θζιεηηία (Citrus aurantifolia Swing.) ηαηάβεηαζ απυ ηδκ ακαημθζηή Ηκδία ηαζ 

ακαθένεηαζ βζα πνχηδ θμνά ζηδκ Δονχπδ ηαηά ημκ δέηαημ ηνίημ αζχκα ηαζ δζαδυεδηε 

ηαηά ημκ ίδζμ ηνυπμ, ηαηά ημ πνχημ ήιζζο ημο δςδέηαημο αζχκα (Spiegel-Roy and 

Goldschmidt, 1996).Σέθμξ, δ ιακηανζκζά (Citrus reticulata Blanco) ηαθθζενβείηαζ ζηδκ 

Κίκα εδχ ηαζ 4000 πενίπμο πνυκζα, υιςξ ημ πνχημ δέκδνμ έθηαζε ζηδκ Δονχπδ ζηζξ 

ανπέξ ημο δέηαημο έκαημο αζχκα (Nicolosi, 2007).  

ήιενα, ηα εζπενζδμεζδή ηαθθζενβμφκηαζ ζε πμθθέξ πχνεξ ημο ηυζιμο (Πίκαηαξ 

1) αθθά δ παναβςβή είκαζ ζοβηεκηνςιέκδ ζε ζοβηεηνζιέκεξ πενζμπέξ (Δζη. 1). 

Καηάθθδθεξ πενζμπέξ βζα ηδκ ηαθθζένβεζα ηςκ εζπενζδμεζδχκ εεςνμφκηαζ μζ 

οπμηνμπζηέξ πενζμπέξ πμο ανίζημκηαζ ζηδ γχκδ ιεηαλφ 15° ηαζ 35° αυνεζμ ηαζ κυηζμ 

βεςβναθζηυ πθάημξ (Jackson, 1999). 

Ζ ιεβαθφηενδ πμζυηδηα πμνημηαθζχκ πανάβεηαζ ζηδ Βναγζθία εκχ δ Κίκα 

ηαηαηάζζεηαζ πνχηδ ζηδκ παναβςβή ιακηανζκζχκ. Ζ Δθθάδα ηαηαθαιαάκεζ ηδκ έηηδ 

εέζδ ιεηαλφ ηςκ πςνχκ ηδξ θεηάκδξ ηδξ Μεζμβείμο ζηδ ζοκμθζηή παναβςβή 

εζπενζδμεζδχκ (Πίκαηαξ 1). 



 16 

 
Δηθόλα 1. Οζ ζδιακηζηυηενεξ πενζμπέξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Πδβή: Wikipedia). 

 

 

Πίλαθαο 1. Οζ εηηάζεζξ πμο ηαηαθαιαάκμοκ ηα εζπενζδμεζδή ζηζξ ηφνζεξ πχνεξ 

ηαθθζένβεζάξ ημοξ. 

Καλλιεργοφμενθ ζκταςθ ςε χιλιάδεσ εκτάρια 

Μεςογειακζσ χϊρεσ   

Ιςπανία 295 

Ιταλία 173 

Αίγυπτοσ 157 

Σουρκία 101 

Μαρόκο 75 

Αλγερία 54 

Ελλάδα 52 

Συνθςία 32 

Ιςραιλ 17 

Κφπροσ 5 

Βόρειο Ημιςφαίριο   

Κίνα 2.118 

Ινδία 1.001 

Μεξικό 552 

Η.Π.Α. 334 

Ιαπωνία 56 

Νότιο Ημιςφαίριο   

Βραηιλία 897 

Αργεντινι 134 

Νότιοσ Αφρικι 70 

(τοιχεία: FAO, 2013) 
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Πίλαθαο 2. Κφνζεξ πχνεξ παναβςβήξ εζπενζδμεζδχκ ηαζ δ παναβςβή ημοξ ηδ πνμκζά 

2010-2011. 

 Παραγωγι ςε χιλιάδεσ τόνουσ 

 φνολο Πορτοκάλια Μανταρίνια Λεμόνια Γκρζιπφρουτ 

Μεςογειακζσ 
χϊρεσ           

Ιςπανία 6.627 3.345 2.290 927 65 

Αίγυπτοσ 3.610 2.430 787 333 60 

Ιταλία 3.203 1.950 758 488 7 

Σουρκία 3.077 1.260 687 860 270 

Μαρόκο 1.701 904 716 80 1 

Ελλάδα 1.094 922 120 46 6 

Αλγερία 571 415 111 44 - 

Ιςραιλ 466 93 132 56 186 

Συνθςία 352 202 52 47 50 

Κφπροσ 253 98 85 19 52 

Βόρειο Ημιςφαίριο           

Κίνα 22.940 5.900 14.000 - 2.800 

Η.Π.Α. 10.445 7.937 594 793 1.121 

Ινδία 8.267 5.319 - 2.749 198 

Μεξικό 6.744 4.100 450 1.800 394 

Ιαπωνία 1.038 62 968 - - 

Νότιο Ημιςφαίριο           

Βραηιλία 22.704 20.645 1.103 898 58 

Αργεντινι 2.490 580 280 1.490 140 

Νότιοσ Αφρικι 1.906 1.309 - 220 377 

(τοιχεία: FAO, 2012) 

 

Πμθθμί δζαθμνεηζημί βμκυηοπμζ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ηαθθζενβμφκηαζ βζα ειπμνζηή 

πνήζδ ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία εδαθζηχκ ηαζ ηθζιαηζηχκ ζοκεδηχκ. Γζα ημ θυβμ αοηυ, 

ηα θοηά οπμαάθθμκηαζ ζε ζδιακηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ απυ αζμηζημφξ ηαζ ααζμηζημφξ 

πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ πενζμνίγμοκ ηδκ παναβςβή ηαζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ 

δδιζμονβμφκ πενζμνζζιμφξ ζηδ πνήζδ ζοβηεηνζιέκςκ οπμηεζιέκςκ ηαζ πμζηζθζχκ. Οζ 

ηονζυηενμζ ααζμηζημί πανάβμκηεξ πμο δδιζμονβμφκ πνμαθήιαηα ζηδκ ηαθθζένβεζα ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ είκαζ ηα υλζκα, αθηαθζηά ηαζ αθαημφπα εδάθδ, μζ πθδιιφνεξ ηαζ δ 

λδναζία, μ παβεηυξ ηαζ μζ ορδθέξ εενιμηναζίεξ. Δπίζδξ, ηα εζπενζδμεζδή 

πνμζαάθθμκηαζ απυ πμθθμφξ επενμφξ ηαζ αζεέκεζεξ πμο πνμηαθμφκηαζ απυ κδιαηχδεζξ, 

ιφηδηεξ, ααηηήνζα, θοημπθάζιαηα, ζμφξ ηαζ ζμεζδή. Κάπμζεξ απυ ηζξ πθέμκ ζμαανέξ 

αζεέκεζεξ είκαζ αοηέξ πμο πνμηαθμφκηαζ απυ ιφηδηεξ ημο βέκμοξ Phytophthora sp. ηαζ 

ημκ ζυ ηδξ ηνζζηέηζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus tristeza virus, CTV). ε 
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πνμζαεαθδιέκεξ πενζμπέξ, μζ ακςηένς αζεέκεζεξ πνμηαθμφκ ζδιακηζηέξ απχθεζεξ ζηδκ 

παναβςβή ηαζ οπμαάειζζδ ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ ηανπχκ μνζζιέκςκ ζδιακηζηχκ 

πμζηζθζχκ εκχ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ απμηθείμοκ ηδ πνήζδ μνζζιέκςκ ελαζνεηζηχκ 

οπμηεζιέκςκ. Δπίζδξ, ηα ααηηήνζα Xylella fastidiosa (πνμηαθεί ηδκ αζεέκεζα ηδξ 

πμζηζθμπθςνςηζηήξ πθχνςζδξ) ηαζ Liberobacter asiaticum (πνμηαθεί ηδκ αζεέκεζα ημο 

πναζζκίζιαημξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ [citrus greening]) ηαηαζηνέθμοκ εηαημιιφνζα 

δέκδνα ηαζ δεκ οπάνπμοκ ιέπνζ ηχνα απμηεθεζιαηζημί ηνυπμζ εθέβπμο αοηχκ (Peña et 

al., 2007). 

Σα εζπενζδμεζδή απμηεθμφκ ημοξ θοζζημφξ λεκζζηέξ ανηεηχκ ζμεζδχκ, ηα μπμία 

ακήημοκ ζηδκ μζημβέκεζα Pospiviroidae. Σμ ζμεζδέξ ηδξ ελςημνηίδαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

(Citrus exocortis viroid, CEVd) ηαζ ημ ζμεζδέξ ημο κακζζιμφ ημο θοηίζημο (Hop stunt 

viroid, HSVd, ζοκ. CVd-II) πνμηαθμφκ ηζξ ζμαανέξ αζεέκεζεξ ηδξ ελςημνηίδαξ ηαζ ηδξ 

ηαπελίαξ, ακηίζημζπα. Άθθα ζμεζδή πμο πνμζαάθθμοκ ηα εζπενζδμεζδή είκαζ ημ ζμεζδέξ 

ηδξ ηάιρδξ ημο θφθθμο ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus bent leaf viroid, CBLVd, ζοκ. CVd-

I), ημ ζμεζδέξ ημο κακζζιμφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus dwarfing viroid, CDVd, ζοκ. 

CVd-III) ηαζ ημ ζμεζδέξ ημο ναβίζιαημξ ημο θθμζμφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus bark 

cracking viroid, CBCVd, ζοκ. CVd-IV). Σα δφμ πνχηα (CBLVd ηαζ CDVd) δεκ 

πνμηαθμφκ ζοβηεηνζιέκα ζοιπηχιαηα, αθθά ημ CDVd ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ ιείςζδ 

ημο ιεβέεμοξ ημο δέκδνμο ηαζ ηδξ παναβςβήξ, εκχ ημ CBCVd, ακ ηαζ θζβυηενμ 

δζαδεδμιέκμ ζε ζπέζδ ιε ηα οπυθμζπα ζμεζδή, πνμηαθεί ζμαανυ ζπίζζιμ ημο θθμζμφ ηςκ 

εοαίζεδηςκ εζδχκ (Vernière et al., 2004). Σμ CVd-V (Citrus viroid V) ζοκήεςξ 

ακζπκεφεηαζ ζε ιζηηέξ ιμθφκζεζξ υπμο έπεζ ζοκενβζζηζηή δνάζδ ιε άθθα ζμεζδή (Serra et 

al., 2008). Σέθμξ, ημ ζμεζδέξ CVd-OS (Citrus viroid original sample) έπεζ ακζπκεοηεί 

ηονίςξ ζηδκ Ηαπςκία ζε ιζηηέξ ιμθφκζεζξ ιε ημ CVd-II ηαζ ημ CVd-III (Ito et al., 

2002).  

Ζ ζδζυηδηα ηςκ ζμεζδχκ κα πνμηαθμφκ κακζζιυ ζηα δέκδνα πνμηάθεζε ημ 

εκδζαθένμκ ανηεηχκ ενεοκδηχκ ηα ηεθεοηαία 60 πνυκζα μζ μπμίμζ ηα πνδζζιμπμίδζακ 

ςξ πανάβμκηεξ εθέβπμο ημο φρμοξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, έπεζ ανεεεί 

υηζ δέκδνα ειαμθζαζιέκα ζε εοαίζεδημ οπμηείιεκμ ηαζ ιμθοζιέκα ιε ημ CDVd (ζοκ. 

CVd-III) έπμοκ ιζηνυηενμ ιέβεεμξ απυ ημ ηακμκζηυ, πςνίξ κα επδνεάγεηαζ δ πμζυηδηα 

ηαζ δ πμζυηδηα ηδξ παναβςβήξ (Hardy et al., 2007). Πνυζθαηα, έπμοκ δμηζιαζηεί ηα 

ιζηνά ιεηαδζδυιεκα πονδκζηά νζαμκμοηθεμηίδζα (transmissible small nuclear 

ribonucleic acids, TsnRNAs). Πνυηεζηαζ βζα πμθφ ηαθά παναηηδνζζιέκα RNA ζμεζδχκ 

ηα μπμία δεκ επάβμοκ ζοιπηχιαηα ζηα πενζζζυηενα εζπενζδμεζδή αθθά εκενβμφκ ςξ 
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νοειζζηζηά βεκεηζηά ζημζπεία πμο ιπμνμφκ κα ιεηααάθθμοκ ηάπμζα παναηηδνζζηζηά 

ημο δέκδνμο, υπςξ είκαζ ημ φρμξ (Vidalakis et al., 2007). Πνυηεζηαζ βζα ιζα ιέεμδμ 

εθέβπμο ηδξ ακάπηολδξ ηςκ δέκδνςκ πμο έπεζ παιδθυ ηυζημξ δδιζμονβίαξ ηαζ 

εθανιμβήξ ζε ζπέζδ ιε άθθεξ ιεευδμοξ (ππ. πνήζδ εκδζάιεζμο ειαμθίμο, πνήζδ 

πδιζηχκ μοζζχκ, έθεβπμξ ημο πμηίζιαημξ), πςνίξ αζμθμβζηυ ηίκδοκμ ηαεχξ δεκ 

πνδζζιμπμζμφκηαζ θοζζημί θμνείξ ιεηάδμζδξ ηαζ δεκ πενζθαιαάκεζ οθζηά πνμενπυιεκα 

απυ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ (Vidalakis et al., 2010). ηδκ Αιενζηή, έπεζ ήδδ 

επζηναπεί δ πνήζδ ηςκ TsnRNA-IIa ηαζ TsnRNA-IIIb βζα ειπμνζηή πνήζδ. 

Ηδζαίηενα εοαίζεδηα ζηα ζμεζδή είκαζ ημ ηνίπηενμ (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) 

ηαζ ηα οανίδζά ημο Carrizo citrange ηαζ Troyer citrange (P. trifoliata × C. sinensis) 

ηαεχξ ηαζ ημ Rangpur lime (Citrus limonia Osb.), ηα μπμία πνμςεμφκηαζ ζδζαίηενα ηα 

ηεθεοηαία πνυκζα πνμξ ακηζηαηάζηαζδ ημο πμθφ ηαθμφ ηαζ ακεεηηζημφ ζηα ζμεζδή 

οπμηεζιέκμο, ηδξ κενακηγζάξ. Σα οπυθμζπα εζπενζδμεζδή ιμθφκμκηαζ πςνίξ κα 

εηδδθχκμκηαζ ζοιπηχιαηα (Duran-Vila et al., 2000). 

Σα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ ιεηαδίδμκηαζ ιε ημκ ειαμθζαζιυ, υηακ 

πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ ειαυθζα αθαζημί απυ ιμθοζιέκα θοηά πμο δεκ εηδδθχκμοκ 

ζοιπηχιαηα. Δπζπθέμκ, δ ιεηάδμζδ ιπμνεί κα βίκεζ ηαζ ιδπακζηά, ιέζς ηςκ ενβαθείςκ 

ηθαδέιαημξ ηαζ ειαμθζαζιμφ. Σα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ δεκ ιεηαδίδμκηαζ ιε ημ 

ζπυνμ ή ιέζς εκηυιςκ θμνέςκ (Duran-Vila and Semancik, 2003).  

Οζ παναπάκς θυβμζ ηαεζζημφκ ζδιακηζηή ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηςκ ζμεζδχκ 

πνμηεζιέκμο κα δζαηδνδεμφκ οβζείξ μπςνχκεξ. Γεκζηά, ηα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

είκαζ πμθφ ακεεηηζηά ζηδκ απεκενβμπμίδζδ ιε εένιακζδ ηαεχξ ηαζ ζε πμθθά πδιζηά 

πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ βζα ηδκ απεκενβμπμίδζδ ηςκ ζχκ. Μπμνεί κα παναιείκμοκ 

ιμθοζιαηζηά βζα ιεβάθεξ πενζυδμοξ ζε λδνυ ζζηυ ή ζε λδνέξ επζθάκεζεξ. Σα ιυκα 

απμηεθεζιαηζηά ιέζα αδνακμπμίδζήξ ημοξ είκαζ ιε οδνυθοζδ, ιε ηδκ εθανιμβή 

νζαμκμοηθεαζχκ αθθά ηαζ ιε μζηζαηή πθςνίκδ (Roistacher et al., 1969). 

Ο πζμ απμηεθεζιαηζηυξ ηνυπμξ εθέβπμο ηςκ ζμεζδχκ είκαζ δ απμθοβή εζζυδμο 

ιμθοζιέκμο θοηζημφ οθζημφ ζημκ μπςνχκα ή ζημ εενιμηήπζμ, ηα αοζηδνά ιέηνα 

οβζεζκήξ ηαζ δ παναηήνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ βζα ζοιπηχιαηα πνμζαμθήξ. Γζα ημ θυβμ 

αοηυ είκαζ πμθφ ζδιακηζηή δ πνήζδ πζζημπμζδιέκμο ζπυνμο ηαζ πμθθαπθαζζαζηζημφ 

οθζημφ. Γζα κα απμθεοπεεί δ δζαζπμνά ηςκ ζμεζδχκ ζημοξ μπςνχκεξ, εα πνέπεζ κα 

βίκεηαζ απμθφιακζδ ηςκ ενβαθείςκ ηθαδέιαημξ ηαζ ειαμθζαζιμφ ιε δζάθμνα πδιζηά, 

υπςξ δζαθφιαηα 1-5% οπμπθςνζχδμοξ καηνίμο, 6% οπενμλεζδίμο ημο οδνμβυκμο ή  2% 

οδνμλεζδίμο ημο καηνίμο ιε 2% θμνιαθδεΰδδ (Kovalskaya and Hammond, 2014). 
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Όηακ ηα παναπάκς ιέηνα δεκ είκαζ απμηεθεζιαηζηά ζηδκ απμθοβή ελάπθςζδξ 

ηςκ ζμεζδχκ ή υηακ πνυηεζηαζ βζα ήδδ ιμθοζιέκμ βεκεηζηυ οθζηυ ιεβάθδξ ζδιαζίαξ, 

ηυηε εθανιυγμκηαζ άθθεξ ιέεμδμζ, υπςξ δ ηνομεεναπεία ζε ζοκδοαζιυ ιε ηαθθζένβεζα 

ιενζζηςιάηςκ in vitro. ε αοηή ηδκ πενίπηςζδ, ηα ιμθοζιέκα θοηά ημπμεεημφκηαζ βζα 

ηάπμζμοξ ιήκεξ ζε παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ αημθμοεεί in vitro ηαθθζένβεζα ηςκ 

ιενζζηςιάηςκ ηδξ κέαξ αθάζηδζδξ (Lizirraga et al., 1980). 

Μζα ελέθζλδ ηδξ παναπάκς ιεευδμο είκαζ μ in vitro ιζηνμειαμθζαζιυξ, μ μπμίμξ 

εθανιυζηδηε ιε ιεβάθδ επζηοπία ηα ηεθεοηαία πνυκζα ζηδκ Ηζπακία (Navarro, 1993) 

αθθά ηαζ ηδκ Κφπνμ (Καπανή-Ζζαΐα, 2006) ζηα πθαίζζα πνμβναιιάηςκ ελοβίακζδξ ιε 

ζηυπμ ηδκ δδιζμονβία οβζχκ ιδηνζηχκ θοηεζχκ εζπενζδμεζδχκ απυ υπμο πανάβεηαζ 

οβζέξ πμθθαπθαζζαζηζηυ οθζηυ. οκίζηαηαζ ζημκ ειαμθζαζιυ ημνοθαίςκ ιενζζηςιάηςκ 

(ιζηνυηενμο ιεβέεμοξ ζε ζφβηνζζδ ιε ηδκ πνμδβμφιεκδ ιέεμδμ) απυ ιμθοζιέκα θοηά 

ζε οπμηείιεκα ζπμνυθοηα, οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ. Ζ ιέεμδμξ απαζηεί ιεβαθφηενδ 

δελζμηεπκία ζηδκ εθανιμβή αθθά δίκεζ ιεβαθφηενα πμζμζηά ελοβζαζιέκςκ θοηχκ. 

Μζα άθθδ ιέεμδμξ ακηζιεηχπζζδξ ηςκ ζμεζδχκ είκαζ ιέζς ηδξ δζαζηαονςηήξ 

πνμζηαζίαξ. ηδνίγεηαζ ζηδκ παναηήνδζδ υηζ δ ιυθοκζδ ηςκ θοηχκ ιε ήπζεξ 

απμιμκχζεζξ εκυξ ζμφ ή ζμεζδμφξ ιπμνεί κα ηα πνμζηαηέρεζ απυ ζμαανέξ απμιμκχζεζξ 

ημο ίδζμο ή ζοββεκμφξ ζμφ/ζμεζδμφξ. Ζ ιέεμδμξ έπεζ εθανιμζηεί ιε επζηοπία βζα ημκ 

έθεβπμ ημο ζμφ ηδξ ηνζζηέηζαξ (Lee and Keremane, 2013). Δπζπθέμκ, έπεζ δμηζιαζηεί 

ηαζ βζα ημκ έθεβπμ ημο CEVd ζε θοηά πνοζάκεειμο αθθά δεκ εθανιυγεηαζ ζηδκ πνάλδ 

(Niblett et al., 1978). 

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, έπμοκ δμηζιαζηεί δζάθμνεξ ζηναηδβζηέξ ιε ζηυπμ κα 

πενζμνζζηεί ή κα απμθεοπεεί δ ιυθοκζδ απυ ηα ζμεζδή εθανιυγμκηαξ βεκεηζηυ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ζηα θοηά-λεκζζηέξ. Πνμξ αοηή ηδκ ηαηεφεοκζδ, βίκμκηαζ πνμζπάεεζεξ 

έκεεζδξ ζημ βμκζδίςια ημο θοημφ ηιδιάηςκ ημο παεμβυκμο πνμηεζιέκμο κα επζηφπμοκ 

πνμζηαζία ημο θοημφ-λεκζζηή. 

Όπςξ ακαθένεδηε παναπάκς, οπάνπμοκ πμθθέξ αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ πμο πθήηημοκ ημ ζφκμθμ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. Μένμξ αοηχκ είκαζ 

πενζζζυηενμ ζδιακηζηέξ βζα ηάπμζα είδδ θυβς ηδξ ιεβαθφηενδξ εοαζζεδζίαξ πμο 

πανμοζζάγμοκ. Αλζμζδιείςηδ είκαζ δ πενίπηςζδ ηδξ θειμκζάξ δ μπμία είκαζ ανηεηά 

εοαίζεδηδ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ζε ζπέζδ ιε άθθα είδδ εζπενζδμεζδχκ. Οζ 

θειμκζέξ, ζε ακηίεεζδ ιε ηα οπυθμζπα εζπενζδμεζδή, δεκ εζζένπμκηαζ ζε θήεανβμ ηαηά 

ηδ δζάνηεζα ημο πεζιχκα αθθά παναηηδνίγμκηαζ απυ ιζα ηάζδ ζοκεπμφξ αθάζηδζδξ ηαζ 

ηανπμθμνίαξ (Parker, 1948). Σμ βεβμκυξ αοηυ ηζξ ηαεζζηά ζδζαίηενα εοαίζεδηεξ ζημ 
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ρφπμξ. Οζ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ μζ παβεημί είκαζ μζ αζηίεξ ζδιακηζηχκ απςθεζχκ 

ζηδκ παναβςβή ηαζ μζημκμιζηχκ γδιζχκ ζημοξ παναβςβμφξ. Δπζπθέμκ, ιζα απυ ηζξ πζμ 

ηαηαζηνεπηζηέξ ιοηδημθμβζηέξ αζεέκεζεξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, πμο δδιζμονβεί 

ζμαανυηαηα πνμαθήιαηα ζηδκ ηαθθζένβεζα ηδξ θειμκζάξ, είκαζ δ ημνοθμλήνα πμο 

πνμηαθείηαζ απυ ημ ιφηδηα Phoma tracheiphila (Petri) Kant.&Gik. Ζ πνμζαμθή 

λεηζκάεζ είηε απυ ημοξ αθαζημφξ (mal secco) είηε απυ ηζξ νίγεξ (mal nerro) ηαζ ημ 

δέκδνμ απμλδναίκεηαζ ιέζα ζε 1-2 πνυκζα απυ ηδκ ειθάκζζδ ηδξ αζεέκεζαξ (Solel and 

Salerno, 2000). 

Οζ ηεπκζηέξ ηδξ ιμνζαηήξ αεθηίςζδξ ιπμνμφκ κα ζοιαάθθμοκ ζηδ αεθηίςζδ ηδξ 

θειμκζάξ έκακηζ αζμηζηχκ ηαζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ. Σμ πνχημ αήια πνμξ αοηή ηδκ 

ηαηεφεοκζδ είκαζ μ εκημπζζιυξ βμκζδίςκ πμο πζεακυκ ειπθέημκηαζ ζημοξ αιοκηζημφξ 

ιδπακζζιμφξ ηδξ θειμκζάξ έκακηζ ηςκ παιδθχκ εενιμηναζζχκ ηαζ ηδξ ημνοθμλήναξ. 

ηδ ζοκέπεζα, αοηέξ μζ βεκεηζηέξ πθδνμθμνίεξ εα ιπμνμφκ κα αλζμπμζδεμφκ ζηα 

πθαίζζα ηδξ ιμνζαηήξ αεθηίςζδξ βζα ηδ δδιζμονβία αεθηζςιέκςκ πμζηζθζχκ θειμκζάξ ιε 

ακεεηηζηυηδηα ζηδκ ημνοθμλήνα ή ημ ρφπμξ. 
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ηόρνη ηεο δηδαθηνξηθήο δηαηξηβήο 

ηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ έβζκε πνμζπάεεζα κα επζηεοπεμφκ μζ παναηάης 

ζηυπμζ: 

1) Να πνμζδζμνζζηεί δ ηαηαθθδθυηενδ ιέεμδμξ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ 

ζδιακηζηχκ οπμηεζιέκςκ ηαζ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ.  

2) Να παναπεμφκ θοηά N. benthamiana (ιδ λεκζζηήξ ημο CEVd) πμο 

πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ ηαζ κα ιεθεηδεεί δ επίδναζή ημο ζηα ιμνθμθμβζηά 

παναηηδνζζηζηά ηςκ ιμθοζιέκςκ θοηχκ. 

3) Να ιεθεηδεμφκ δζάθμνα ηιήιαηα ημο βμκζδζχιαημξ ημο CEVd ςξ πνμξ ηδκ 

ζηακυηδηα επαβςβήξ RNA ζζχπδζδξ ζημ ζμεζδέξ. 

4) Να παναπεμφκ δζαβμκζδζαηά θοηά οπμηεζιέκςκ εζπενζδμεζδχκ ιε εκζςιάηςζδ ζημ 

βμκζδίςιά ημοξ ηιδιάηςκ ημο βμκζδζχιαημξ ημο CEVd. 

5) Να παναπεμφκ δζαβμκζδζαηά θοηά εζπενζδμεζδχκ ιε εκζςιάηςζδ ζημ βμκζδίςιά 

ημοξ ηιήιαημξ ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ ημο ζμφ CPsV. 

6) Να εθεβπεμφκ ηα ιζηνμειαμθζαζιέκα θοηά εζπενζδμεζδχκ πμο πανάπεδηακ ιέζς 

ηδξ ηεπκζηήξ ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ζηα πθαίζζα εκυξ πνμβνάιιαημξ 

ελοβίακζδξ ηςκ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ πμο ηαθθζενβμφκηαζ ζηδκ Δθθάδα. 

7) Να ιεθεηδεεί δ έηθναζδ βμκζδίςκ δζαθμνζηά εηθναγμιέκςκ ζε αθαζημφξ θειμκζάξ 

πμο πζεακυκ ειπθέημκηαζ ζημοξ αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ έκακηζ ηδξ ημνοθμλήναξ ή 

ημο ρφπμοξ. 
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Κεθάιαην 1. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ εζπεξηδνεηδώλ 

 

1.1. ΔΗΑΓΩΓΖ 

1.1.1. Αλάγθεο βειηίσζεο ησλ εζπεξηδνεηδώλ 

Σα εζπενζδμεζδή ηαθθζενβμφκηαζ ζε ιζα ιεβάθδ πμζηζθία εδαθζηχκ ηαζ 

ηθζιαηζηχκ ζοκεδηχκ, ιε απμηέθεζια κα οπυηεζκηαζ ζε ηαηαπμκήζεζξ απυ πμθθμφξ 

αζμηζημφξ ηαζ ααζμηζημφξ πανάβμκηεξ. Άιεζμ απμηέθεζια απμηεθεί δ ακαβηαζυηδηα 

επζθμβήξ ηαηάθθδθμο βεκεηζημφ οθζημφ, ιε αάζδ ηδκ πενζμπή ηαθθζένβεζαξ. 

Δπζπνυζεεηα, μζ ζοκεπείξ αθθαβέξ ζηδκ επζδδιζμθμβία αβνμφ ηαζ ζηδ ιμνζαηή 

επζδδιζμθμβία ηςκ παεμβυκςκ ιζηνμμνβακζζιχκ, πμο ζοπκά έπμοκ ζακ απμηέθεζια ηδκ 

ειθάκζζδ παεμβυκςκ ζηεθεπχκ πμο παναηηδνίγμκηαζ απυ ορδθή ιμθοζιαηζηυηδηα, 

ηαεζζημφκ ακαβηαία ηδ δδιζμονβία βεκεηζηά αεθηζςιέκςκ πμζηζθζχκ.  

Ζ ειθάκζζδ ημο ηαηαζηνεπηζηυηαημο ζμφ ηδξ ηνζζηέηζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

(CTV) ζηζξ ανπέξ ημο 20μφ αζχκα μδήβδζε ζηδκ ακάβηδ ακηζηαηάζηαζδξ ηδξ, πμθφ 

ηαθήξ ηαζ εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκδξ ςξ οπμηείιεκμ, κενακηγζάξ ιε ηα οανίδζα ηδξ 

ηνίθοθθδξ πμνημηαθζάξ (Poncirus trifoliata). Σα ζοβηεηνζιέκα οανίδζα (C. sinensis x P. 

trifoliata) είπακ πνμηφρεζ απυ ιζα απμηοπδιέκδ πνμζπάεεζα εζζαβςβήξ ζηδκ 

πμνημηαθζά ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ημο ηνίπηενμο ζημ ρφπμξ (Peña et al., 2008). 

Οζ αεθηζςηζηέξ πνμζπάεεζεξ ηςκ οπμηεζιέκςκ ηςκ εζπενζδμεζδχκ έπμοκ ςξ 

ζηυπμοξ: ηδ αεθηίςζδ ηδξ πμζυηδηαξ ηαζ ηδξ πμζυηδηαξ ηδξ παναβςβήξ, ηδ ιείςζδ ημο 

ιεβέεμοξ ηςκ δέκδνςκ, ηδκ πνμζανιμβή ζηζξ δζάθμνεξ εδαθζηέξ ζοκεήηεξ, ηδκ 

ακεεηηζηυηδηα ζε αζεέκεζεξ ηαζ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζε ιζηνμμνβακζζιμφξ ημο εδάθμοξ 

(Khan and Kender, 2007). 

Όζμκ αθμνά ηζξ ηαθθζενβμφιεκεξ πμζηζθίεξ, μζ ζηυπμζ ηςκ αεθηζςηζηχκ 

πνμβναιιάηςκ αθμνμφκ: ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζημ ρφπμξ, ζε επενμφξ ηαζ αζεέκεζεξ, ηδ 

δοκαηυηδηα εθανιμβήξ ιδπακζηήξ ζοβημιζδήξ, ηδκ ειθάκζζδ ηαζ ηδκ πμζυηδηα ηςκ 

παναβυιεκςκ ηανπχκ, ηδκ πνςίιδζδ ή μρίιζζδ ηδξ παναβςβήξ, ηδκ απμοζία 

ζπενιάηςκ απυ ημοξ ηανπμφξ, ηδ δζάνηεζα απμεήηεοζδξ, ηδκ πμζυηδηα ηςκ 

παναβυιεκςκ ποιχκ η.ά. (Khan and Kender, 2007). Σοπζηά παναδείβιαηα πμζηζθζχκ 

πμο πνμέηορακ απυ πνμβνάιιαηα οανζδζζιμφ είκαζ μζ ιακηανζκζέξ «Nova», «Kinnow» 

ηαζ «Fortune», εκχ απυ αεθηζςηζηέξ πνμζπάεεζεξ ιε ηδ πνήζδ αηηίκςκ Υ πνμέηορακ μζ 

πμζηζθίεξ βηνέζπ-θνμοη «Star Ruby» ηαζ «Rio Red» ηαεχξ ηαζ δζάθμνεξ πμζηζθίεξ 

άζπενιςκ ιακηανζκζχκ (Peña et al., 2008). 
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Πανυθα αοηά, δ πθεζμρδθία ηςκ ηαθθζενβμφιεκςκ πμζηζθζχκ ηαζ οπμηεζιέκςκ 

πνμέηορε απυ ηοπαίεξ ιεηαθθάλεζξ, θοζζηά οανίδζα ή ηοπαία ζπμνυθοηα πμο 

επζθέπεδηακ ζηδ θφζδ ή ζε μπςνχκεξ. 

 

1.1.2. Παξαδνζηαθή βειηίσζε ησλ εζπεξηδνεηδώλ 

Ζ δδιζμονβία κέςκ αεθηζςιέκςκ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ ιε ηζξ ζοιααηζηέξ 

ιεευδμοξ είκαζ ελαζνεηζηά ανβή ηαζ ορδθμφ ηυζημοξ δζαδζηαζία. ηζξ πενζζζυηενεξ 

πενζπηχζεζξ, απαζημφκηαζ 20-35 πνυκζα απυ ηδ ζηζβιή πμο βίκεηαζ δ δζαζηαφνςζδ ηςκ 

επζθεβιέκςκ βμκέςκ ιέπνζ ηδ δζάεεζδ ηδξ αεθηζςιέκδξ πμζηζθίαξ βζα ειπμνζηή 

ηαθθζένβεζα. Δκδεζηηζηά ακαθένεηαζ υηζ ζηα πθαίζζα ακάπηολδξ ηδξ αεθηζςιέκδξ 

πμζηζθίαξ ιακηανζκζάξ Kinnow, δ πνχηδ δζαζηαφνςζδ πνμκμθμβείηαζ ημ 1915, δ 

ειπμνζηή ηδξ ηαθθζένβεζα έθααε πχνα ιεηά απυ 20 πνυκζα ηαζ πνεζάζηδηακ επζπθέμκ 

30 πνυκζα πνμηεζιέκμο κα εδναζςεεί ςξ επζηοπδιέκδ ηαθθζενβμφιεκδ πμζηζθία ζηζξ 

πενζμπέξ ημο Παηζζηάκ ηαζ ηδξ Ηκδίαξ (Khan ηαζ Kender, 2007). 

Καηά ημκ οανζδζζιυ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, ζηα πθαίζζα ηςκ παναδμζζαηχκ ιεευδςκ 

αεθηίςζδξ, ακαηφπημοκ πμθθά πνμαθήιαηα ηα μπμία μθείθμκηαζ ηονίςξ ζε (Peña et al., 

2007): 

i)    ορδθυ ααειυ εηενμγοβςηίαξ, 

ii) θοζζμθμβζηά θαζκυιεκα ηαηά ηδκ ακαπαναβςβή, υπςξ δ απυιεζλδ ηαζ δ 

πμθοειανομκία, πμο πενζμνίγμοκ ηδκ ακάπηολδ ηςκ γοβςηζηχκ ειανφςκ, 

iii) αζοιααηυηδηα, θυβς ζηεζνυηδηαξ ηδξ βφνδξ ή ηδξ ςμεήηδξ, βεβμκυξ πμο πενζμνίγεζ 

ηα θοηά πμο ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ςξ βμκείξ, 

iv) ιεβάθδ πενίμδμ κεακζηυηδηαξ, πμο ζε πμθθέξ πενζπηχζεζξ θηάκεζ ηα 5-10 πνυκζα 

ιέπνζ ηδκ πνχηδ άκεδζδ, 

v) πενζμνζζιέκδ παναβςβή οανζδίςκ, θυβς ακηαβςκζζιμφ ηςκ γοβςηζηχκ ειανφςκ ιε 

ηα ηοπαία έιανοα ημο κμοηέθθμο ηςκ ακαπηοζζυιεκςκ ςμεδηχκ. 

Δπζπθέμκ, δ αεθηίςζδ ηςκ εζδχκ αοηχκ απαζηεί ηδκ αλζμπμίδζδ ιεβάθμο ανζειμφ 

θοηανίςκ, βζα ηα μπμία δ δζαηήνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζάξ ημοξ ζοκεπάβεηαζ ιεβάθεξ 

εηηάζεζξ ηαζ χνεξ ενβαζίαξ. διακηζηυ πνυζεεημ ειπυδζμ απμηεθεί δ έθθεζρδ 

βμκμηφπςκ πμο κα απμηεθμφκ θοζζηέξ πδβέξ ακεεηηζηυηδηαξ ζε αζεέκεζεξ πμο 

πνμηαθμφκηαζ απυ ζδιακηζηά παεμβυκα, υπςξ ηα Candidatus asiaticum ηαζ Xylella 

fastidiosa (Peña et al., 2008). Σα ακςηένς, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ έθθεζρδ ααζζηήξ 

βκχζδξ ζπεηζηά ιε ημκ ηνυπμ πμο ηθδνμκμιμφκηαζ ηα ηονζυηενα αβνμκμιζηά 
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παναηηδνζζηζηά, απμηεθμφκ ζδιακηζημφξ πενζμνζζηζημφξ πανάβμκηεξ βζα ηδκ 

ακααάειζζδ ημο οπάνπμκημξ βεκεηζημφ οθζημφ εζπενζδμεζδχκ, ιέζς ηθαζζηχκ 

δζαδζηαζζχκ αεθηίςζδξ. 

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, ζδιακηζηά ενβαθεία ηδξ αζμηεπκμθμβίαξ ζοκεζζθένμοκ ζηδκ 

παναδμζζαηή αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δ αλζμπμίδζδ ηςκ 

ιμνζαηχκ δεζηηχκ ιπμνεί κα ζοιαάθεζ ηαεμνζζηζηά ζηδκ απυηηδζδ βκχζδξ ζπεηζηά ιε 

ημκ ηνυπμ ηθδνμκυιδζδξ ζδιακηζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ηαεχξ ηαζ ζηδκ επζηάποκζδ 

ηαζ ακααάειζζδ ηςκ δζαδζηαζζχκ επζθμβήξ επζεοιδηχκ βμκμηφπςκ. Δπζπθέμκ, μ 

ζςιαηζηυξ οανζδζζιυξ, ιέζς ηδξ ζφκηδλδξ πνςημπθαζηχκ, πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα 

άνζδξ ηςκ ειπμδίςκ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε θαζκυιεκα υπςξ δ βεκεηζηή αζοιααηυηδηα, δ 

πμθοειανομκία ηαζ δ ζηεζνυηδηα ηδξ βφνδξ ή ηδξ ςμεήηδξ ημοξ άκεμοξ (Grosser et al., 

2000). Αηυια, δ ειανομδζάζςζδ είκαζ πμθφ ζδιακηζηή βζα ηδκ απυηηδζδ ηνζπθμεζδχκ 

πμζηζθζχκ ζηδκ πνμζπάεεζα παναβςβήξ άζπενιςκ ηανπχκ (Navarro et al., 2003).  

 

1.1.3. Μνξηαθή βειηίσζε εζπεξηδνεηδώλ – Γελεηηθή Μεραληθή 

Δλαζηίαξ ηςκ παναπάκς πνμαθδιάηςκ πμο πνμηφπημοκ ηαηά ηδκ εθανιμβή ηςκ 

ηθαζζηχκ ιεευδςκ αεθηίςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, δ βεκεηζηή ιδπακζηή πνμζθένεζ ιζα 

εκαθθαηηζηή θφζδ ηαεχξ πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα εκζςιάηςζδξ επζεοιδηχκ 

βκςνζζιάηςκ ζε ήδδ αεθηζςιέκμοξ βμκμηφπμοξ, πςνίξ κα επδνεάγεηαζ ημ elite βεκεηζηυ 

οπυααενυ ημοξ. Σμ δζαβμκίδζμ ιπμνεί κα πνμένπεηαζ απυ άθθμ εζπενζδμεζδέξ, άθθμ 

θοηζηυ είδμξ ή αηυια ηαζ απυ άθθμ μνβακζζιυ, υπςξ απυ ηάπμζμ ααηηήνζμ, έκημιμ ή 

ζυ.  

Ζ πνχηδ πνμζπάεεζα δδιζμονβίαξ δζαβμκζδζαημφ εζπενζδμεζδμφξ έβζκε ημ 1989 ζε 

πνςημπθάζηεξ πμνημηαθζάξ ηαζ είπε ςξ απμηέθεζια ηδ δδιζμονβία ηάθθμο πμο πενζείπε 

ημ βμκίδζμ θςζθμηνακζθενάζδ ΗΗ ηδξ κεμιοηίκδξ nptII (ακεεηηζηυηδηα ζηδκ 

ηακαιοηίκδ) αθθά δεκ ιπυνεζακ κα ακαβεκκδεμφκ δζαβμκζδζαηά θοηά (Kobayashi and 

Uchimiya, 1989). Αημθμφεδζακ ανηεηέξ πνμζπάεεζεξ επζηοπμφξ ιεηαζπδιαηζζιμφ 

πνςημπθαζηχκ ηαζ ηοηηανζηχκ αζςνδιάηςκ ηα μπμία έδςζακ πμθφ θίβα ή ηαευθμο 

ακαβεκκδιέκα δζαβμκζδζαηά θοηά (Hidaka et al., 1990; Fleming et al., 2000; Olivares-

Fuster et al., 2003). Σμ 1992, μζ Moore et al. πέηοπακ ηδκ παναβςβή δφμ δζαβμκζδζαηχκ 

θοηχκ Carrizo πμο ελέθναγακ βμκίδζα-ιάνηονεξ. Ζ δζαθμνά ζε ζπέζδ ιε ηζξ 

πνμδβμφιεκεξ πνμζπάεεζεξ ήηακ υηζ πνδζζιμπμίδζακ ιεζμβμκάηζα δζαζηήιαηα 

αθαζημφ απυ θοηά πμο ακαπηφζζμκηακ in vitro. Σα επυιεκα πνυκζα, δζαδυεδηε δ πνήζδ 
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επζημηοθίςκ ηαζ ιεζμβμκαηίςκ δζαζηδιάηςκ θοηανίςκ πμο ακαπηφζζμκηακ in vitro ή 

ζημ εενιμηήπζμ ςξ έηθοηα ζηζξ πνμζπάεεζεξ παναβςβήξ δζαβμκζδζαηχκ εζπενζδμεζδχκ. 

Ζ ιεθέηδ ηςκ ζοκεδηχκ πμο επδνεάγμοκ ηδκ ζηακυηδηα ηςκ εζπενζδμεζδχκ κα 

ιεηαζπδιαηζζημφκ ηαζ κα ακαβεκκδεμφκ δζαβμκζδζαηά θοηά αφλδζε ζδιακηζηά ηα 

πμζμζηά επζηοπίαξ ηςκ ζπεηζηχκ πνμζπαεεζχκ (Gutiérrez et al., 1997; Cervera et al., 

1998c; Dutt and Grosser, 2009).  

Έηζζ, εκχ μζ πνχηεξ πνμζπάεεζεξ δδιζμονβίαξ δζαβμκζδζαηχκ εζπενζδμεζδχκ 

ζηυπεοακ ζηδκ εκζςιάηςζδ βμκζδίςκ-ιανηφνςκ, μζ ένεοκεξ πθέμκ έπμοκ ζηναθεί ζηδκ 

πνμζπάεεζα εζζαβςβήξ βμκζδίςκ πμο κα πνμζδίδμοκ αβνμκμιζημφ εκδζαθένμκημξ 

παναηηδνζζηζηά. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, έπμοκ βίκεζ πνμζπάεεζεξ εζζαβςβήξ ζηα 

εζπενζδμεζδή βμκζδίςκ πμο πνμηαθμφκ κακζζιυ ηςκ δέκδνςκ (Kaneyoshi and 

Kobayashi, 1999; Fagoaga et al., 2007), αφλδζδ ηδξ ακημπήξ ζηδκ αθαηυηδηα ηαζ ηδκ 

λδναζία (Cervera et al., 2000; Molinari et al., 2004), ιείςζδ ηδξ πενζυδμο κεακζηυηδηαξ 

(Peña et al., 2001; Endo et al., 2005) ή αεθηίςζδ ηδξ πμζυηδηαξ ηςκ παναβυιεκςκ 

ηανπχκ (Wong et al., 2001; Guo et al., 2005).   

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, μζ ένεοκεξ έπμοκ ζηναθεί ζηδ δδιζμονβία δζαβμκζδζαηχκ 

εζπενζδμεζδχκ ακεεηηζηχκ ζε ζδιακηζηέξ αζεέκεζεξ πμο μθείθμκηαζ ηονίςξ ζε ζμφξ ηαζ 

ααηηήνζα. Οζ πενζζζυηενεξ πνμζεββίζεζξ πνδζζιμπμζμφκ αθθδθμοπίεξ πμο πνμένπμκηαζ 

απυ ημ ίδζμ ημ παεμβυκμ (pathogen-derived resistance, PDR) εκχ πνυζθαηα, ημ 

ενεοκδηζηυ εκδζαθένμκ έπεζ ζηναθεί ζηδκ επίηεολδ ακεεηηζηυηδηαξ  ιέζς ημο 

ιδπακζζιμφ ηδξ RNA ζζχπδζδξ.  

Ο ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ έπεζ επζηεοπεεί ζε πνςημπθάζηεξ ιε ηδ 

πνήζδ ηδξ πμθοαζεοθεκζηήξ βθοηυθδξ (PEG) ή ιε δθεηηνμπυνςζδ. Πανυθα αοηά, δ 

ηφνζα πνδζζιμπμζμφιεκδ ιέεμδμξ ιεηαζπδιαηζζιμφ είκαζ ιέζς ηδξ πνήζδξ ημο 

Agrobacterium tumefaciens. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ζηα ααηηδνζαηά ηφηηανα 

εκζςιαηχκεηαζ έκα πθαζιίδζμ πμο θένεζ ημ επζεοιδηυ βμκίδζμ ηαεχξ ηαζ βμκίδζα πμο 

επζηνέπμοκ ηδκ επζθμβή ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηζηχκ ηοηηάνςκ. Ζ επζηοπία ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ελανηάηαζ απυ πμθθμφξ πανάβμκηεξ, υπςξ ημ έηθοημ, ημ ααηηδνζαηυ 

ζηέθεπμξ, ημ ενεπηζηυ οπυζηνςια, ημ θοηζηυ οθζηυ, μζ ζοκεήηεξ ζοβηαθθζένβεζαξ ηαζ 

επζθμβήξ ηθπ. Χζηυζμ, δ ηαηάζηαζδ ηςκ ηαιαζαηχκ ηοηηάνςκ ζηδκ επζθάκεζα ηςκ 

εηθφηςκ απμηεθεί ημκ πζμ ζδιακηζηυ πανάβμκηα βζα ηδκ επζηοπή εκζςιάηςζδ ημο 

«λέκμο» DNA ηαζ ηδ ιεηέπεζηα ακαβέκκδζδ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ. Γζα ημ θυβμ 

αοηυ, έπμοκ δμηζιαζηεί δζάθμνα είδδ εηθφηςκ, υπςξ ηιήιαηα θφθθςκ, ηιήιαηα 

επζημηοθίμο, ιεζμβμκάηζα δζαζηήιαηα, ηιήιαηα ηδξ νίγαξ η.ά. (Peña et al., 2008). 



 29 

Πανά ηζξ εκηαηζηέξ ενεοκδηζηέξ πνμζπάεεζεξ βζα ηδκ ακάπηολδ πνςημηυθθςκ πμο 

κα επζηνέπμοκ ημκ απμηεθεζιαηζηυ ηαζ ιε ζηακμπμζδηζηή ζοπκυηδηα ιεηαζπδιαηζζιυ, δ 

βεκεηζηή ηνμπμπμίδζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ πανμοζζάγεζ δοζημθίεξ πμο έβηεζηαζ ζε 

πμζηίθμοξ πανάβμκηεξ (Peña et al., 2007) πμο ζπεηίγμκηαζ ιε: 

i) ηδκ ακαπμηεθεζιαηζηυηδηα ηςκ ααηηδνζαηχκ θμνέςκ κα ιεηαζπδιαηίζμοκ ηα 

ηφηηανα ηςκ εζπενζδμεζδχκ, δζυηζ ηα εζπενζδμεζδή δε ζοκζζημφκ λεκζζηέξ ημο A. 

tumefaciens, 

ii) ηδκ αδοκαιία απμηεθεζιαηζηήξ επζθμβήξ ηαζ ακαβέκκδζδξ αθαζηχκ πμο 

πνμένπμκηαζ ιυκμ απυ ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα, 

iii) δοζημθίεξ ζηδ νζγμαμθία ηςκ δζαβμκζδζαηχκ αθαζηχκ. 

ε υθεξ ηζξ πνμζπάεεζεξ δδιζμονβίαξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ πνδζζιμπμζείηαζ 

ηάπμζμ βμκίδζμ-ιάνηοναξ πνμηεζιέκμο είηε κα ιεθεηδεεί δ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ 

ιεευδμο ιεηαζπδιαηζζιμφ ή κα δζεοημθοκεεί δ επζθμβή ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

θοηχκ. Σμ πθέμκ δζαδεδμιέκμ βμκίδζμ-ιάνηοναξ είκαζ αοηυ ηδξ θςζθμηνακζθενάζδξ ΗΗ 

ηδξ κεμιοηίκδξ (neomycin phosphotransferase II, nptII). Σμ βμκίδζμ nptII πνμένπεηαζ 

απυ ημ ααηηήνζμ E. coli K12 ηαζ έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα απεκενβμπμζεί ηα ακηζαζμηζηά ηδξ 

μιάδαξ ηςκ αιζκμβθοημζζδχκ (ηακαιοηίκδ, κεμιοηίκδ, G418 ηαζ πανμιμιοηίκδ) (Miki 

and McHugh, 2004). Ζ επζηοπήξ έηθναζδ ημο nptII επζηνέπεζ ηδκ ακάπηολδ 

απμηθεζζηζηά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ, πανμοζία ηςκ ακαθενυιεκςκ 

ακηζαζμηζηχκ, ηαζ ιε αοηυ ημκ ηνυπμ ελαζθαθίγεηαζ δ επζθμβή ημοξ. Ακηίζημζπα 

θεζημονβμφκ ηαζ άθθα βμκίδζα ιάνηονεξ πμο πανέπμοκ πνμζηαζία ζε άθθα ακηζαζμηζηά 

(hpt, cat) ή γζγακζμηηυκα (pat, bar). Έκα αηυια βμκίδζμ-ιάνηοναξ είκαζ αοηυ ηδξ α-

βθμοημονμκζδάζδξ (α- glucuronidase, uidA), ημ μπμίμ πνμένπεηαζ απυ ημ ααηηήνζμ E. 

coli ηαζ ηςδζημπμζεί ηδκ μιχκοιδ πνςηεΐκδ πμο έπεζ ηδκ ζδζυηδηα κα δζαζπά ηα 

ηαηάθθδθα οπμζηνχιαηα, πνμηαθχκηαξ ηεθζηά ημ πνςιαηζζιυ ή ημ θεμνζζιυ ημοξ 

(Jefferson et al., 1986). Σα ηεθεοηαία πνυκζα, έπεζ δζαδμεεί πμθφ δ πνήζδ ημο βμκζδίμο-

ιάνηονα ηδξ πνάζζκδξ θεμνίγμοζαξ πνςζηζηήξ (green fluorescent protein, GFP) ηαεχξ 

ελαζθαθίγεζ βνήβμνδ ηαζ αλζυπζζηδ επζθμβή ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ, πςνίξ ηδκ 

πανμοζία ακηζαζμηζημφ (nptII) ηαζ πςνίξ κα ηαηαζηνέθεηαζ μ οπυ ελέηαζδ ζζηυξ (uidA). 

Πνυηεζηαζ βζα έκα βμκίδζμ πμο πνμένπεηαζ απυ ημ είδμξ ιέδμοζαξ Aequorea victoria 

ηαζ, οπυ οπενζχδδ αηηζκμαμθία, πνμηαθεί ημ θεμνζζιυ ηςκ ηοηηάνςκ πμο ημ 

εηθνάγμοκ (Chalfie et al., 1994). Σα ηεθεοηαία πνυκζα βίκμκηαζ πνμζπάεεζεξ 

δδιζμονβίαξ κέςκ ζοζηδιάηςκ επζθμβήξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ, θυβς ηςκ 

πνμαθδιαηζζιχκ πμο πνμηφπημοκ βζα ηδκ πζεακή πανμοζία, αοηχκ ηςκ βμκζδίςκ ή ηςκ 
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πνςηεσκχκ πμο ηςδζημπμζμφκ, ζηα ηνυθζια ηαεχξ ηαζ ημοξ πζεακμφξ πενζααθθμκηζημφξ 

ηζκδφκμοξ πμο ακαηφπημοκ απυ ηδ ιεηαθμνά ηδξ βφνδξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ.  

 

1.1.4. Ηζηνθαιιηέξγεηα ησλ εζπεξηδνεηδώλ 

Ζ εοπενήξ αλζμπμίδζδ ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ πνμτπμεέηεζ ηδκ φπανλδ εκυξ 

απμηεθεζιαηζημφ πνςημηυθθμο ζζημηαθθζένβεζαξ βζα ηάεε είδμξ ηαζ πμζηζθία 

εζπενζδμεζδμφξ, πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ ακαβέκκδζδ ζηακμπμζδηζημφ ανζειμφ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ. Χξ έηθοηα ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ ηιήιαηα 

αθαζημφ, θφθθςκ, νίγαξ ή επζημηοθίμο θοηχκ πμο ακαπηφζζμκηαζ ζημ εενιμηήπζμ ή 

οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ. Αοηά ηα έηθοηα πνμένπμκηαζ απυ απμιεζηηζηά έιανοα ηα 

μπμία δζαηδνμφκ ημ βεκεηζηυ οπυαναενμ ηςκ ιδηνζηχκ θοηχκ ηαζ ακαπηφζζμκηαζ 

εφημθα, αθθά ηα δζαβμκζδζαηά θοηά πμο πανάβμκηαζ απυ αοηά δζαηδνμφκ ηα κεακζηά 

παναηηδνζζηζηά ημοξ (Peña et al., 2008). Σα ηεθεοηαία πνυκζα βίκμκηαζ πνμζπάεεζεξ 

ακαβέκκδζδξ θοηχκ απυ χνζιμοξ ζζημφξ, πνμηεζιέκμο κα παναηαιθηεί δ θάζδ 

κεακζηυηδηαξ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ χζηε αοηά κα ακείζμοκ ηαζ κα πανάβμοκ 

ηανπμφξ ζε θζβυηενμ απυ 14 ιήκεξ (Cervera et al., 1998a). Καηά ζοκέπεζα, ηα θοηά 

αοηά ιπμνμφκ κα πενάζμοκ πζμ βνήβμνα ζηδ θάζδ ηδξ αλζμθυβδζδξ ηςκ 

παναηηδνζζηζηχκ ημοξ ςξ παναβςβζηά θοηά. Πανυθα αοηά, μζ χνζιμζ ζζημί 

πανμοζζάγμοκ ιεβαθφηενδ δοζημθία ζηζξ ιεηαπεζνίζεζξ ηαηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ αθθά 

ηαζ ζηδκ ακαβεκκδηζηή ημοξ ζηακυηδηα, εκχ είκαζ δφζημθδ δ απμθφιακζή ημοξ βζα 

πνήζδ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ (Orbovic and Grosser, 2006). 

Γζα ηδκ επζηοπή ακαβέκκδζδ ηςκ θοηχκ ζδιακηζηυ νυθμ παίγμοκ ηα 

πνδζζιμπμζμφιεκα ενεπηζηά οπμζηνχιαηα ηαεχξ ηαζ μ ηφπμξ ηαζ μζ ζοκδοαζιμί ηςκ 

μνιμκχκ. Σμ πζμ εονέςξ πνδζζιμπμζμφιεκμ ενεπηζηυ οπυζηνςια είκαζ ημ MS 

(Murashige and Skoog, 1962) πμο πενζθαιαάκεζ ζοβηεηνζιέκεξ πμζυηδηεξ ηςκ πζμ 

ζδιακηζηχκ ιαηνμζημζπείςκ ηαζ ζπκμζημζπείςκ πμο είκαζ απαναίηδηα βζα ηδκ 

απνυζημπηδ ακάπηολδ ηςκ θοηχκ. Σμ ααζζηυ οπυζηνςια ειπθμοηίγεηαζ ιε αζηαιίκεξ 

(εεζαιίκδ, πονζδμλίκδ, κζημηζκζηυ μλφ) ζε δζάθμνεξ ζοβηεκηνχζεζξ. Συζμ μ ηφπμξ υζμ 

ηαζ μζ ζοβηεκηνχζεζξ ηςκ πνδζζιμπμζμφιεκςκ μνιμκχκ ζοκζζημφκ ηαεμνζζηζημφξ 

πανάβμκηεξ βζα ηδκ επζηοπή έηααζδ υθςκ ηςκ ζηαδίςκ ζζημηαθθζένβεζαξ. Δζδζηυηενα, 

βζα ηδ δδιζμονβία ηοπαίςκ μθεαθιχκ ζηα έηθοηα αθθά ηαζ βζα ηδ νζγμαμθία απαζηείηαζ 

δ ζςζηή ακαθμβία ηοημηζκίκδξ ηαζ αολίκδξ, δ μπμία ελανηάηαζ απυ ημ θοηζηυ είδμξ, ημ 

βμκυηοπμ ηαζ ημκ ηφπμ ημο εηθφημο (Gaspar et al., 1996). Οζ πζμ εονέςξ 
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πνδζζιμπμζμφιεκεξ ηοημηζκίκεξ  είκαζ μζ 6-benzylaminopurine (BAP), N-(2-chloro-4-

pyridyl)-N‟-phenylurea (4-CPPU), 6-(gamma, gamma-dimethylallylamino) purine (2iP) 

ηαζ δ ηζκεηίκδ, εκχ απυ ηζξ αολίκεξ είκαζ μζ 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D), 

indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid (IBA) ηαζ alpha-naphthaleneacetic 

acid (NAA). Σέθμξ, βζα ηδκ επζιήηοκζδ ηςκ κεανχκ αθαζηχκ πνδζζιμπμζμφκηαζ μζ 

βζααενεθθίκεξ (GA3).  

Άθθεξ μοζίεξ πμο πνμζηίεεκηαζ ζηα οπμζηνχιαηα ηδξ ζζημηαθθζένβεζαξ είκαζ μ 

εκενβυξ άκεναηαξ, μ μπμίμξ δίκμκηαξ ιαφνμ πνχια ζημ οπυζηνςια πνμςεεί ηδ 

νζγμαμθία. Δπζπθέμκ, ημ MES [2-(N-morpholino) ethanesulphonic acid] 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδ δζαηήνδζδ ημο pH ζε επζεοιδηά επίπεδα (pH 5,8 - 6), ηαεχξ ημ 

pH έπεζ ηδκ ηάζδ κα ιεζχκεηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηδξ δζαηήνδζδξ ηςκ εηθφηςκ ζημ 

ενεπηζηυ οπυζηνςια. 

Δπζπθέμκ ηςκ παναπάκς ζοζηαηζηχκ, ηα οπμζηνχιαηα ηδξ ζζημηαθθζένβεζαξ πμο 

πνδζζιμπμζμφκηαζ ζηα πθαίζζα ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ πενζθαιαάκμοκ ηαζ 

άθθα ζοζηαηζηά. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, βζα ηδκ επζθμβή ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

ηοηηάνςκ πνδζζιμπμζμφκηαζ ακηζαζμηζηά, υπςξ δ ηακαιοηίκδ ηαζ δ οβνμιοηίκδ. Γζα ημκ 

πενζμνζζιυ ηδξ ακάπηολδξ ημο αβνμααηηδνίμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ακηζαζμηζηά, υπςξ δ 

ηεθμηαλίιδ, δ αακημιοηίκδ ηαζ ημ ηζιεκηίκ (ηζηανηζθθίκδ ηαζ ηθααμοθακζηυ μλφ). 

Σέθμξ, είκαζ πμθφ δζαδεδμιέκδ δ πνήζδ ηδξ αηεημζονζβηυκδξ (3′,5′-Dimethoxy-4′-

hydroxyacetophenone). Πνυηεζηαζ βζα έκα θαζκμθζηυ ζοζηαηζηυ πμο εηηνίκμοκ μζ 

ηναοιαηζζιέκμζ θοηζημί ζζημί ηαζ επάβεζ ηα βμκίδζα ηδξ πενζμπήξ vir ημο 

αβνμααηηδνίμο, ηα μπμία ζοκημκίγμοκ ηδ δζαδζηαζία ηδξ ιυθοκζδξ, ζοιαάθθμκηαξ ιε 

αοηυκ ημκ ηνυπμ ζηδκ αφλδζδ ηδξ ιμθοζιαηζηυηδηάξ ημο ηαζ ηαη‟ επέηηαζδ ζηδ 

ιεηαθμνά ημο DNA απυ ημ πθαζιίδζμ ζημ θοηζηυ ηφηηανμ (Sheikholeslam and Weeks, 

1987). 
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1.1.5. θνπόο 

Δνεοκδηζηυ ζηυπμ ημο πανυκημξ ηιήιαημξ ηδξ δζαηνζαήξ απμηέθεζε δ ελεφνεζδ 

εκυξ πνςημηυθθμο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ, αθαζημβέκεζδξ ηαζ νζγμαμθίαξ 

ηαηάθθδθμο βζα δζαθμνεηζημφξ βμκυηοπμοξ εζπενζδμεζδχκ: Carrizo, Citrumelo 1452, P. 

trifoliata, Νενακηγζά ηαζ Μαβθδκή θειμκζά. Πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, δζενεοκήεδηε 

δ απμηεθεζιαηζηυηδηα πέκηε δζαθμνεηζηχκ πνςημηυθθςκ ςξ πνμξ ηδ ζοπκυηδηα 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ παναβςβήξ ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ. Ζ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηςκ 

οπυ ιεθέηδ ιεευδςκ ιεηαζπδιαηζζιμφ αλζμθμβήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο GFP, ημ μπμίμ 

αλζμπμζήεδηε ςξ βμκίδζμ-ιάνηοναξ. 
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1.2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

Γζα ηδκ επζθμβή ημο ηαηαθθδθυηενμο πνςημηυθθμο ιεηαζπδιαηζζιμφ βζα ηάεε 

είδμξ εζπενζδμεζδμφξ δμηζιάζηδηακ πέκηε δζαθμνεηζηά πνςηυημθθα ζε πέκηε 

δζαθμνεηζημφξ βμκμηφπμοξ.  

 

1.2.1. Φοηζηυ οθζηυ ηαζ πνμεημζιαζία ημο 

ηα πεζνάιαηα αοηήξ ηδξ εκυηδηαξ πνδζζιμπμζήεδηακ ζπμνυθοηα ημο ηνζπηένμο 

(P. trifoliata) ηαζ ηςκ οανζδίςκ ημο Carrizo citrange (C. sinensis × P. trifoliata) ηαζ 

Citrumelo 1452 (P. trifoliata × C. paradisi). Δπζπθέμκ, πνδζζιμπμζήεδηακ ζπμνυθοηα 

θειμκζάξ πμζηζθίαξ «Μαβθδκή» (C. limon) ηαζ κενακηγζάξ (C. aurantium). 

Ζ ζοθθμβή ηςκ ηανπχκ βζκυηακ ηάεε πνυκμ απυ ημ Γεκδνμημιζηυ ηαειυ Πυνμο. 

ηδ ζοκέπεζα μζ ηανπμί απμθοιαίκμκηακ ιε ειαάπηζζδ βζα 15 θεπηά ζε δζάθοια 

πθςνίκδξ 30% ηαζ αθμφ ζηέβκςκακ ηαθά δζαηδνμφκηακ ζημ ροβείμ ιέπνζ ηδ πνήζδ 

ημοξ.  

Καηά ηδκ πνμεημζιαζία ηςκ πεζναιάηςκ, βζκυηακ ελαβςβή ηςκ ζπενιάηςκ απυ 

ημοξ ηανπμφξ ηαζ αημθμοεμφζε απμιάηνοκζδ ημο ελςηενζημφ πενζαθήιαημξ. ηδ 

ζοκέπεζα μζ ζπυνμζ ειααπηίγμκηακ βζα 15 θεπηά ζε δζάθοια 30% πθςνίκδξ ιε 0,1% 

Tween-20 ηαζ αημθμοεμφζε λέπθοια ηςκ ζπενιάηςκ ηνεζξ θμνέξ ιε απμζηεζνςιέκμ 

απζμκζζιέκμ κενυ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ. 

Ζ ζπμνά ηςκ ζπενιάηςκ βζκυηακ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ ζε δμηζιαζηζημφξ 

ζςθήκεξ πμο πενζείπακ 25 ml οπμζηνχιαημξ αθάζηδζδξ (4,4 g/l άθαηα MS, 30 g/l 

ζαηπανυγδ, 0,7 g/l άβαν, pH 5,7). ηδ ζοκέπεζα, μζ ζςθήκεξ ημπμεεημφκηακ ζημ 

ζημηάδζ ηαζ εενιμηναζία 25 °C βζα 3-6 εαδμιάδεξ, ακάθμβα ιε ημ πνδζζιμπμζμφιεκμ 

πνςηυημθθμ, ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ζημ εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ, ιε 16 χνεξ θςξ ηαζ 

εενιμηναζία 25 °C, βζα 1-2 εαδμιάδεξ. 

 

1.2.2. Πνμεημζιαζία ααηηδνίμο 

ε υθα ηα πνςηυημθθα ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

A. tumefaciens ΔΖΑ105, πμο θένεζ ημ πθαζιίδζμ pBin19-sgfp (Ghorbel et al., 1999) ηαζ 

ήηακ εοβεκζηή πμνδβία ημο Leandro Peña (Instituto Valenciano de Investigaciones 

Agrarias, IVIA, Valencia, Spain). Σμ ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ πενζθαιαάκεζ ημ βμκίδζμ 

nptII πμο ελαζθαθίγεζ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ηςκ δζαβμκζδζαηχκ ηοηηάνςκ ζημ ακηζαζμηζηυ 

ηακαιοηίκδ ηαεχξ ηαζ ημ βμκίδζμ sgfp (Chiu et al., 1996) πμο αμδεά ζημκ εκημπζζιυ 
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ηςκ δζαβμκζδζαηχκ ζζηχκ. Σμ ζηέθεπμξ αβνμααηηδνίμο ΔΖΑ105 εεςνείηαζ πμθφ 

ιμθοζιαηζηυ βζα ηα εζπενζδμεζδή (Cervera et al., 1998b). 

Σα ζηάδζα πνμεημζιαζίαξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ ημο A. tumefaciens, 

πνζκ ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, είκαζ ηα ελήξ: 

1) Λήρδ ιίαξ απμζηίαξ απυ ημ A. tumefaciens ΔΖΑ105 pBin19-sgfp. Σα ααηηήνζα 

επςάζηδηακ ζημοξ 28 °C ιε πενζζηνμθή βζα πενίπμο 18 χνεξ ζε οβνυ ενεπηζηυ 

οπυζηνςια LB πμο πενζείπε ηα ακηζαζμηζηά ηακαιοηίκδ (25 mg/l) ηαζ καθζδζλζηυ 

μλφ (25 mg/l).  

2) Σδκ επυιεκδ διένα, έβζκε θοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζηζξ 3.500 

ζηνμθέξ/θεπηυ βζα 20 θεπηά ηαζ επακαδζάθοζδ ζε δζάθοια Μυθοκζδξ (Πίκαηαξ 

1.2). Ζ ηεθζηή μπηζηή ποηκυηδηα ημο δζαθφιαημξ ήηακ πενίπμο OD600=0,3-0,5,  

ακάθμβα ιε ημ πνδζζιμπμζμφιεκμ πνςηυημθθμ. 

  

1.2.3. Γεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ εζπενζδμεζδχκ 

Ο βεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ έβζκε πνδζζιμπμζχκηαξ πέκηε 

δζαθμνεηζηά πνςηυημθθα: Peña et al. (2007), Orbovic and Grosser (2006), Orbovic and 

Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ ηαηά Roussos et al. (2011), Dutt and Grosser (2009), 

ηαζ Tan et al. (2009). ημκ Πίκαηα 1.1 πανμοζζάγμκηαζ ηα πνςηυημθθα πμο 

δμηζιάζηδηακ ακά θοηζηυ είδμξ.  

 

Πίλαθαο 1.1. Οζ ιέεμδμζ ιεηαζπδιαηζζιμφ πμο δμηζιάζηδηακ ζημοξ δζαθμνεηζημφξ 

βμκυηοπμοξ εζπενζδμεζδχκ (P. trifoliata, Carrizo, Citrumelo 1452, Μαβθδκή θειμκζά 

ηαζ Νενακηγζά). 

 Peña et 
al. (2007) 

Orbovic & 
Grosser 
(2006) 

Orbovic & Grosser 
(2006) με 

τροποποιιςεισ κατά 
Roussos et al. (2011) 

Dutt & 
Grosser 
(2009) 

Tan 
et al. 

(2009) 

P. trifoliata + + +  + 

Carrizo + + + +  

Citrumelo 
1452 

+ + + +  

Μαγλθνι 
λεμονιά 

+ + + +  

Νεραντηιά + + + +  
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ε υθα ηα πνςηυημθθα βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ έηθοηα 

ηιήιαηα ημο επζημηοθίμο ζπμνμθφηςκ πμο ακαπηφζζμκηακ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ. 

Σα έηθοηα εθήθεδζακ ηέζζενεζξ έςξ επηά εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ζπμνά.   

Ζ πνμεημζιαζία ηςκ εηθφηςκ βζκυηακ ςξ ελήξ: 

1) Απμιάηνοκζδ ηδξ νίγαξ, ηςκ ημηοθδδυκςκ ηαζ ηδξ ημνοθήξ ηςκ ζπμνμθφηςκ οπυ 

αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ. 

2) Κμπή ημο επζημηοθίμο ζε ηιήιαηα ιήημοξ 1-1,5 εηαημζηά ιε δζαβχκζεξ ημιέξ.  

3) Διαάπηζζδ ηςκ εηθφηςκ ζε δζάθοια οβηαθθζένβεζαξ (Πίκαηαξ 1.2), ιέπνζ ηδ 

ιυθοκζδ ιε ημ αβνμααηηήνζμ. 

ηδ ζοκέπεζα, ηα έηθοηα ειααπηίγμκηακ ζημ δζάθοια Μυθοκζδξ (Πίκαηαξ 1.2) βζα 

5-20 θεπηά. Ζ πενίζζεζα ημο αβνμααηηδνίμο απμιαηνοκυηακ ιεηά απυ εθαθνφ 

ζηέβκςια ζε απμζηεζνςιέκμ απμννμθδηζηυ πανηί ηαζ ηα έηθοηα ημπμεεημφκηακ 

μνζγυκηζα ζε ζηενευ οπυζηνςια οβηαθθζένβεζαξ (Πίκαηαξ 1.2). Σα ηνοαθία ιε ηα 

έηθοηα ημπμεεημφκηακ βζα 2-3 διένεξ ζε εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ, ιε εενιμηναζία 

25 °C, ζημ ζημηάδζ ή ζε 16 χνεξ θςξ. 

Αημθμοεμφζε ιεηαθμνά ηςκ εηθφηςκ ζε οπυζηνςια Δπζθμβήξ (Πίκαηαξ 1.2) πμο 

πενζεθάιαακε ακηζαζμηζηά βζα ηδκ επζθμβή ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ ηαζ βζα ημκ 

πενζμνζζιυ ηδξ ακάπηολδξ ημο αβνμααηηδνίμο. Σα έηθοηα πανέιεκακ ζε εάθαιμ 

ζηαεενχκ ζοκεδηχκ ιε εενιμηναζία 25 °C ηαζ 16 χνεξ θςξ ή ζημ ζημηάδζ ηζξ πνχηεξ 

2-4 εαδμιάδεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, ιεηαθένμκηακ ζε εάθαιμ ιε 16 χνεξ θςξ. Κάεε ηνεζξ 

εαδμιάδεξ βζκυηακ ιεηαθμνά ηςκ εηθφηςκ ζε θνέζημ οπυζηνςια Δπζθμβήξ. 

Πανάθθδθα, ηάπμζα έηθοηα δε δέπμκηακ ιεηαπείνζζδ ιε ημ αβνμααηηήνζμ. Απυ 

αοηά, ηα ιζζά ημπμεεημφκηακ ζε οπυζηνςια Δπζθμβήξ πςνίξ ακηζαζμηζηά ηαζ 

πνδζίιεοακ ςξ ιάνηονεξ ηδξ δοκαιζηήξ ηςκ εηθφηςκ κα πανάβμοκ ακαβεκκδιέκμοξ 

αθαζημφξ, εκχ ηα άθθα ιζζά έηθοηα ημπμεεημφκηακ ζε οπυζηνςια Δπζθμβήξ ιε 

ακηζαζμηζηά ςξ ιάνηονεξ ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηδξ ηακαιοηίκδξ κα ιδκ επζηνέπεζ 

ηδκ ακάπηολδ ηςκ ιδ-ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ. 

ηδ ζοκέπεζα, μζ ακεπηοβιέκμζ αθαζημί απμιαηνφκμκηακ απυ ηα έηθοηα ηαζ 

ιεηαθένμκηακ ζε οπυζηνςια Ακάπηολδξ (Πίκαηαξ 1.2) πνμηεζιέκμο κα επαπεεί δ 

αθαζηζηή ημοξ ακάπηολδ. Αημθμφεςξ, μζ ακεπηοβιέκμζ αθαζημί ιεηαθένμκηακ ζε 

οπυζηνςια Ρζγμαμθίαξ (Πίκαηαξ 1.3). Σέθμξ, ηα νζγμαμθδιέκα θοηάνζα 

ιεηαθοηεφμκηακ ζημ πχια.  

ηδκ Δζηυκα 1.1 πανμοζζάγεηαζ ιζα ζπδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ 

ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. 
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Δηθόλα 1.1. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ (Orbovic and Grosser, 2006).  

 

 

 

 

Απμθθμζςιέκμζ 

ζπυνμζ 

5 εαδμιάδεξ 

Φοηάνζμ ακαπηοζζυιεκμ 

in vitro 

διεία ημιχκ 

Έηθοηα 

Τβνυ οπυζηνςια 

ζοβηαθθζένβεζαξ 

Αζχνδια A. tumefaciens 

1-2 θεπηά 

ηενευ οπυζηνςια ζοβηαθθζένβεζαξ 

Έηθοηα ιε αθαζημφξ 

2 διένεξ 

5  wk 

Yπυζηνςια επζθμβήξ 

Ακαβεκκδιέκμζ 

αθαζημί 

Κάεεηεξ ημιέξ 

αθαζηχκ 

2-3 εαδμιάδεξ  

2-3 wk 

Μζηνμ-ειαμθζαζιυξ in vitro 

 

3-4 εαδμιάδεξ 

3-4 εαδμιάδεξ Τπυζηνςια 

νζγμαμθίαξ 

Γζαβμκζδζαηυ 

θοηυ ζημ 
πχια 

διείμ 

ειαμθζαζιμφ 

2 εαδμιάδεξ 
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Ζ ζφζηαζδ ηςκ οπμζηνςιάηςκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζε ηάεε πνςηυημθθμ 

πανμοζζάγεηαζ ακαθοηζηά ζημκ Πίκαηα 1.2.  

 

Πίλαθαο 1.2. Ζ ζφζηαζδ ηςκ ενεπηζηχκ οπμζηνςιάηςκ ζηα πνδζζιμπμζμφιεκα 

πνςηυημθθα βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ εζπενζδμεζδχκ.  

 
Peña et al. 

(2007) 
Orbovic & 

Grosser (2006) 
Orbovic & Grosser 

(2006) με 
τροποποιιςεισ κατά 
Roussos et al. (2011) 

Dutt & Grosser 
(2009) 

Tan et al. (2009) 

Διάλυμα Μόλυνςθσ 

Άλατα MS 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 

Θειαμίνθ 0,2 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 10 mg/l 

Πυριδοξίνθ 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 10 mg/l 

Νικοτινικό οξφ 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 5 mg/l 

Μυο-ινοςιτόλθ - 100 mg/l 100 mg/l 100 mg/l - 

Γλυκίνθ - 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 

ακχαρόηθ 3% w/v 3% w/v 3% w/v 3% w/v - 

BAP - 3 mg/l - 3 mg/l - 

NAA - 0,1 mg/l - 0,1 mg/l - 

2,4-D - 0,5 mg/l - 1 mg/l - 

MES - - - 500 mg/l - 

Ακετοςυριγκόνθ - 19,6 mg/l 19,6 mg/l - 2 mg/l 

pH 5,7 6 6 5,8 5,7 

Τπόςτρωμα υγκαλλιζργειασ 

Άλατα MS 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 

Θειαμίνθ 1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 10 mg/l 

Πυριδοξίνθ 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 10 mg/l 

Νικοτινικό οξφ 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 5 mg/l 

Μυο-ινοςιτόλθ - 100 mg/l 100 mg/l 100 mg/l - 

Γλυκίνθ - 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 

ακχαρόηθ 3% w/v 3% w/v 3% w/v 3% w/v 3% w/v 

Άγαρ 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 0,75% w/v 

BAP - 3 mg/l 3 mg/l 3 mg/l 1 mg/l 

2-iP 1 mg/l - - - - 

Κινετίνθ - - - - 0,5 mg/l 

NAA - 0,1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 

2,4-D 2 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 1 mg/l - 

IAA 2 mg/l - - - - 

MES - - - 500 mg/l - 

Ακετοςυριγκόνθ - 19,6 mg/l 19,6 mg/l 19,6 mg/l 20 mg/l 

pH 5,7 6 6 5,8 5,7 
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Πίλαθαο 1.2. (ζοκέπεζα)  

 
Peña et al. 

(2007) 
Orbovic & 

Grosser (2006) 
Orbovic & Grosser 

(2006) με 
τροποποιιςεισ κατά 
Roussos et al. (2011) 

Dutt & Grosser 
(2009) 

Tan et al. (2009) 

Τπόςτρωμα Επιλογισ Τ.Ε. #1 / Τ.Ε. #2 * 

Άλατα MS 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 

Θειαμίνθ 0,2 mg/l 0,1 mg/l 10 mg/l 0,1 mg/l 10 mg/l 

Πυριδοξίνθ 1 mg/l 0,5 mg/l 10 mg/l 0,5 mg/l 10 mg/l 

Νικοτινικό οξφ 1 mg/l 0,5 mg/l 5 mg/l 0,5 mg/l 5 mg/l 

Μυο-ινοςιτόλθ - 100 mg/l - 100 mg/l - 

Γλυκίνθ - 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 

ακχαρόηθ 3% w/v 3% w/v 3% w/v 3% w/v 3% w/v 

Άγαρ 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 0,75% w/v 

BAP 1-3 mg/l 3 mg/l - 3 mg/l 1 / 0,5 mg/l 

4-CPPU - - 0,05 mg/l - - 

Κινετίνθ - - - - 0,5 mg/l 

NAA 0-0,3 mg/l 0,5 mg/l - 0,5 mg/l 0,1 mg/l 

IAA - - 0,2 mg/l - - 

MES - - - 500 mg/l - 

Καναμυκίνθ 100 mg/l 70 mg/l 70 mg/l 70 mg/l 50 mg/l 

Βανκομυκίνθ 250 mg/l - - - - 

Κεφοταξίμθ 500 mg/l 333 mg/l 333 mg/l - 400 mg/l 

Σιμεντίν - - - 400 mg/l - 

pH 5,7 6 5,7 5,8 5,7 

Τπόςτρωμα Ανάπτυξθσ 

Άλατα MS 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 4,3 g/l 

Θειαμίνθ 0,2 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 0,1 mg/l 10 mg/l 

Πυριδοξίνθ 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 10 mg/l 

Νικοτινικό οξφ 1 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 0,5 mg/l 5 mg/l 

Μυο-ινοςιτόλθ - 100 mg/l 100 mg/l 100 mg/l - 

Γλυκίνθ - 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 2 mg/l 

ακχαρόηθ 3% w/v 2,5% w/v 2,5% w/v 2,5% w/v 3% w/v 

Άγαρ 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 0,75% w/v 

BAP 1-3 mg/l - - 0,2 mg/l 0,1 mg/l 

NAA 0-0,3 mg/l - - - - 

IBA - - - - 0,1 mg/l 

GA3 - - - 1 mg/l 0,25 mg/l 

MES - - - 500 mg/l - 

Ενεργόσ 
άνκρακασ - - - - 0,2 mg/l 

Καναμυκίνθ 100 mg/l 20 mg/l 20 mg/l 70 mg/l - 

Κεφοταξίμθ 500 mg/l 50 mg/l 50 mg/l - 200 mg/l 

Βανκομυκίνθ 250 mg/l - - - - 

Σιμεντίν - - - 200 mg/l - 

pH 5,7 5,8 5,8 5,8 5,7 

* Μετά τθ ςυγκαλλιζργεια με το αγροβακτιριο τα ζκφυτα μεταφζρονται ςτο Τπόςτρωμα Επιλογισ #1 και 
παραμζνουν ςτο ςκοτάδι για 2 εβδομάδεσ και ςτο φωσ για 3 εβδομάδεσ. τθ ςυνζχεια, μεταφζρονται ςτο 
Τπόςτρωμα Επιλογισ #2. 



 39 

Γζα ηδ νζγμαμθία ηςκ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ δμηζιάζηδηακ ηνία οπμζηνχιαηα 

πμο δζέθενακ ςξ πνμξ ηδκ πενζεηηζηυηδηα ζηζξ μνιυκεξ NAA ηαζ ΗΒΑ (Πίκαηαξ 1.3). 

Γζα ημοξ αθαζημφξ πμο ζπδιάηζζακ νίγα αθθά δεκ ακαπηοζζυηακ πενζζζυηενμ μ 

αθαζηυξ, δμηζιάζηδηε ιεηαθμνά ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ πςνίξ μνιυκεξ έκα ιήκα 

ιεηά ηδκ ημπμεέηδζδ ζημ πνχημ οπυζηνςια ή πνμζεήηδ 2-3 ζηαβυκςκ GA3 (1 ppm) 

πάκς απυ ηάεε αθαζηυ.  

 

Πίλαθαο 1.3. Ζ ζφζηαζδ ηςκ οπυ ιεθέηδ οπμζηνςιάηςκ νζγμαμθίαξ. 

 Τποςτρϊματα Ριηοβολίασ 

υςτατικά Τ.Ρ. 1 Τ.Ρ. 2 Τ.Ρ. 3 

Άλατα MS 2,2 g/l 2,2 g/l 2,2 g/l 

Θειαμίνθ 0,05 mg/l 0,05 mg/l 0,05 mg/l 

Πυριδοξίνθ 0,25 mg/l 0,25 mg/l 0,25 mg/l 

Νικοτινικό οξφ 0,25 mg/l 0,25 mg/l 0,25 mg/l 

Μυο-ινοςιτόλθ 50 mg/l 50 mg/l 50 mg/l 

Γλυκίνθ 1 mg/l 1 mg/l 1 mg/l 

ακχαρόηθ 2% w/v 2% w/v 2% w/v 

Άγαρ 0,8% w/v 0,8% w/v 0,8% w/v 

NAA - 1 mg/l 1 mg/l 

IBA 1 mg/l - 3 mg/l 

Καναμυκίνθ 20 mg/l 20 mg/l 20 mg/l 

Κεφοταξίμθ 50 mg/l 50 mg/l 50 mg/l 

pH 5,8 5,8 5,8 

 

1.2.4. Έθεβπμξ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά έβζκε 

απμιυκςζδ DNA ιε ηδ ιέεμδμ CTAB ηςκ Stewart ηαζ Via (1993). Γζα ηδκ 

απμιυκςζδ, πνδζζιμπμζήεδηακ πενίπμο 30 mg ζζημφ. Ζ επακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ 

έβζκε ζε 400 ιl δζαθφιαημξ ΣΝΔ (10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). 

Αημθμφεδζε ηαεανζζιυξ ημο DNA απυ ημ RNA ιε ηδκ πνμζεήηδ 5 ιl RNάζδξ 

(ζοβηέκηνςζδξ 4 mg/ml). Ζ RNάζδ απμιαηνφκεδηε απυ ηα δείβιαηα ιε θαζκυθδ ηαζ 

ηαείγδζδ ιε αζεακυθδ.  Ζ ηεθζηή επακαδζάθοζδ ημο ηαεανζζιέκμο DNA έβζκε ζε 50 ιl 

κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Αημθμφεδζε πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο 

απμιμκςεέκημξ DNA ιε θςημιέηνδζδ.  

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο (sgfp) πναβιαημπμζήεδηε 

ακηίδναζδ PCR ιε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ sGFP-F/sGFP-R (Πίκαηαξ 1.4). Σμ 

ακαιεκυιεκμ πνμσυκ ήηακ 661 γεφβδ αάζεςκ.  
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Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) Σελικι ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 19,25   

ThermoPol Buffer (10x) 2,5 1x 

dNTPs (10mM) 0,5 200μΜ/dNTP 

sGFP-F (10μM) 1 0,5 μΜ 

sGFP-R (10μM) 1 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,25 1,25 U 

Δείγμα DNA 0,5   

φνολο 25   
 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

94 °C - 3 λεπτά  

94 °C - 30 δευτ.  
 60 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 10 λεπτά  

 

Πίλαθαο 1.4. Οζ εηηζκδηέξ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο 

δζαβμκζδίμο (sgfp). 

Ονόματα εκκινθτϊν Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν  Μζγεκοσ προϊόντοσ (bp) 

sGFP-F  
(Ghorbel et al., 1999) 

ATGGTGAGCCAAGGGCGAGGA 
661 

sGFP-R  
(Ghorbel et al., 1999) 

GGACCATGTGATCGCGCTTC 
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1.3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ αλζμθμβήεδηε δ απμηεθεζιαηζηυηδηα πέκηε δζαθμνεηζηχκ 

ιεευδςκ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ πνμηεζιέκμο κα πνμζδζμνζζηεί ημ ηαηαθθδθυηενμ 

πνςηυημθθμ ιεηαζπδιαηζζιμφ βζα ημοξ πέκηε οπυ ιεθέηδ βμκυηοπμοξ εζπενζδμεζδχκ. 

Ζ επζθμβή ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ εζδχκ έβζκε ιε βκχιμκα ηδ πνήζδ ημοξ βζα ηδκ ακάπηολδ 

ακεεηηζηυηδηαξ ζε επζγήιζεξ αζεέκεζεξ, ιέζς βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ (Κεθάθαζμ 4 ηδξ 

πανμφζαξ ενβαζίαξ: ιεηαζπδιαηζζιυ ημο P. trifoliata ηαζ ηςκ οανζδίςκ ημο Carrizo ηαζ 

Citrumelo 1452 ιε ηιήιαηα ημο CEVd ηαζ ιεηαζπδιαηζζιυ ηδξ Μαβθδκήξ θειμκζάξ 

ηαζ ηδξ Νενακηγζάξ ιε ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο CPsV). 

Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ πνδζζιμπμζήεδηε ημ ζηέθεπμξ A. tumefaciens ΔΖΑ105 

πμο έθενε ημ πθαζιίδζμ pBin19-sgfp, ιε ημ βμκίδζμ sgfp κα απμηεθεί ιάνηονα ηδξ 

επζηοπμφξ έκεεζδξ ηδξ Σ-πενζμπήξ ημο πθαζιζδίμο ζημ βμκζδίςια ημο θοημφ. ηδκ 

Δζηυκα 1.2 πανμοζζάγμκηαζ ηα ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ. Χξ έηθοηα πνδζζιμπμζήεδηακ ηιήιαηα επζημηοθίμο πμο 

ακαπηφζζμκηακ in vitro, ηα μπμία ακηαπμηνίκμκηαζ ηαθφηενα ζημοξ πεζνζζιμφξ ηδξ 

ζζημηαθθζένβεζαξ ηαζ ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ (Moore et al., 1992). ηζξ ημιέξ 

ηςκ εηθφηςκ ακαπηφπεδηακ πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκμζ αθαζημί πμο πνμένπμκηακ είηε 

απυ ιζηνμφξ ηάθθμοξ είηε απεοεείαξ απυ ηδκ πενζμπή ημο ηαιαίμο. ηδ ζοκέπεζα, μζ 

ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ημπμεεηήεδηακ ζε ηαηάθθδθμ οπυζηνςια πμο πνμάβεζ ηδ 

αθαζηζηή ημοξ ακάπηολδ ή απεοεείαξ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ. Σα ηαθά ακεπηοβιέκα 

νζγμαμθδιέκα θοηά ιεηαθένεδηακ ζημ πχια. Ζ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ 

δζήνηδζε επηά έςξ δχδεηα ιήκεξ απυ ηδκ διένα ηδξ ιυθοκζδξ ηςκ εηθφηςκ ιέπνζ ηδ 

ιεηαθφηεοζδ ζημ πχια. 

Οζ δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ πνςημηυθθςκ εκημπίγμκηαζ ηονίςξ ζηδ ζφζηαζδ ηςκ 

ενεπηζηχκ οπμζηνςιάηςκ ηαζ εζδζηυηενα ζηδ ζοβηέκηνςζδ ηςκ δζαθυνςκ μνιμκχκ 

πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ. Άθθεξ δζαθμνέξ αθμνμφκ ηδκ δθζηία ηςκ πνδζζιμπμζμφιεκςκ 

εηθφηςκ (3-7 εαδμιάδςκ) ηαεχξ ηαζ ηζξ ζοκεήηεξ δζαηήνδζδξ ηςκ εηθφηςκ ζε 

ζοβηεηνζιέκα ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ (ζημηάδζ ή θςημπενίμδμξ 16-8). 
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Α) Β) Γ) 

Γ) Δ) 

 

 

 

 

                          

                  

 

 

 
 

 

Δηθόλα 1.2. Σα ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ επζημηοθίςκ εζπενζδμεζδχκ: Α) 

ζπμνυθοημ ακαπηοζζυιεκμ in vitro, Β) έηθοηα ιε θμλέξ ημιέξ ημπμεεηδιέκα ζε οπυζηνςια 

Δπζθμβήξ, Γ) ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ζηζξ ημιέξ ηςκ εηθφηςκ, Γ) νζγμαμθδιέκμξ 

ακαβεκκδιέκμξ αθαζηυξ, Δ) ιεηαζπδιαηζζιέκμ θοηυ ζε βθάζηνα. 

 

Πίλαθαο 1.5. Πμζμζηά ηςκ εηθφηςκ πμο ακέπηολακ αθαζηυ απυ ηδκ εθανιμβή ηςκ 

πέκηε ιεευδςκ ιεηαζπδιαηζζιμφ εζπενζδμεζδχκ. 

 Μζκοδοσ μεταςχθματιςμοφ 

Είδοσ Peña et al. 
(2007) 

Orbovic & 
Grosser 
(2006) 

Dutt & 
Grosser 
(2009) 

 

Orbovic & Grosser 
(2006) με 

τροποποιιςεισ κατά 
Roussos et al. (2011) 

Tan et al. 
(2009) 

Carrizo citrange 7% (2/29)* 20% (18/89) 46% (17/37) 6% (6/90) - 

Citrumelo 1452 3% (2/60) 11% (9/80) 4% (2/45) 0% (0/42) - 

P. trifoliata 3% (1/35) 73% (52/71) - 22% (20/89) 25% (9/36) 

Λεμονιά Μαγλθνι 0% (0/29) 0% (0/54) 0% (0/38) 10% (29/299) - 

Νεραντηιά 0% (0/111) 0% (0/61) 0% (0/28) 11% (34/309) - 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των εκφφτων που ανζπτυξαν βλαςτό ςτο ςφνολο των 
μολυνκζντων εκφφτων. 
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ημκ Πίκαηα 1.5 πανμοζζάγεηαζ μ ανζειυξ ηςκ εηθφηςκ πμο ιμθφκεδηακ ιε ημ 

αβνμααηηήνζμ ηαζ ακέπηολακ πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκμοξ αθαζημφξ. Ζ ηαθφηενδ 

ιέεμδμξ ιεηαζπδιαηζζιμφ βζα ημ Carrizo θαίκεηαζ κα είκαζ αοηή ηςκ Dutt and Grosser 

(2009), βζα ημ Citrumelo 1452 ηαζ ημ P. trifoliata αοηή ηςκ Orbovic and Grosser (2006), 

εκχ βζα ηδ Μαβθδκή θειμκζά ηαζ ηδ Νενακηγζά δ ηαθφηενδ ιέεμδμξ ήηακ αοηή ηςκ 

Orbovic and Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ ηαηά Roussos et al. (2011). 

Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ δ Μαβθδκή θειμκζά ηαζ δ Νενακηγζά δεκ ακέπηολακ 

πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκμοξ αθαζημφξ ζε ηακέκα άθθμ οπυζηνςια. 

Όζμκ αθμνά ημοξ ιάνηονεξ, ζπεδυκ ημ ζφκμθμ ηςκ εηθφηςκ Carrizo, Citrumelo 

1452 ηαζ P. trifoliata πμο δεκ είπακ ιμθοκεεί απυ ημ αβνμααηηήνζμ ηαζ ημπμεεηήεδηακ 

ζε οπμζηνχιαηα ηαηά Orbovic and Grosser (2006) ηαζ Dutt and Grosser (2009) πςνίξ 

ακηζαζμηζηά ζπδιάηζζακ ακαβεκκδιέκμοξ αθαζημφξ (Πίκαηαξ 1.6). Ακηίζημζπα ορδθά 

ήηακ ηα πμζμζηά ηαζ βζα ηα έηθοηα Μαβθδκήξ θειμκζάξ ηαζ Νενακηγζάξ πμο 

ημπμεεηήεδηακ ζε οπμζηνχιαηα ηαηά Orbovic and Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ 

ηαηά Roussos et al. (2011), βεβμκυξ πμο οπμδεζηκφεζ υηζ μζ μνιυκεξ 4-CPPU ηαζ ΗΑΑ 

είκαζ ηαηάθθδθεξ βζα ηδκ πνμχεδζδ ηδξ ακαβέκκδζδξ αοηχκ ηςκ δφμ εζδχκ πμο 

πανμοζζάγμοκ ζδζαίηενδ δοζημθία ζηδκ ακαβέκκδζδ ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ 

(Gutiérrez et al., 1997; Dutt et al., 2009). Σα παναπάκς εονήιαηα οπμδδθχκμοκ ζαθχξ 

ηδ βμκμηοπζηή ελάνηδζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ςξ πνμξ ηδκ ηαηαθθδθυηδηα ημο 

πνδζζιμπμζμφιεκμο οπμζηνχιαημξ ηαζ ηαοηυπνμκα οπμβναιιίγμοκ ηδ ζδιακηζηυηδηα 

ηδξ επζθμβήξ ηαηάθθδθμο πνςημηυθθμο ιεηαζπδιαηζζιμφ, ιε αάζδ ηζξ ελεζδζηεοιέκεξ 

ακάβηεξ ημο ηάεε είδμοξ εζπενζδμεζδμφξ.  

 

Πίλαθαο 1.6. Ζ ακαβεκκδηζηή ζηακυηδηα ηςκ εηθφηςκ πμο δεκ ιμθφκεδηακ ιε ημ 

αβνμααηηήνζμ. 

 Μζκοδοσ μεταςχθματιςμοφ 

Είδοσ Peña et al. 
(2007) 

Orbovic & 
Grosser 
(2006) 

Dutt & 
Grosser 
(2009) 

Orbovic & Grosser 
(2006) με 

τροποποιιςεισ κατά 
Roussos et al. (2011) 

Tan et al. 
(2009) 

Carrizo citrange 7% (5/7)* 100% (27/27) 100% (12/12) 73% (19/26) - 

Citrumelo 1452 66% (8/12) 100% (27/27) 64% (9/14) 66% (4/6) - 

P. trifoliata 0% (0/8) 100% (23/23) - 50% (14/28) 0% (0/10) 

Λεμονιά Μαγλθνι 0% (0/6) 0% (0/20) 0% (0/15) 96% (29/130) - 

Νεραντηιά 0% (0/21) 0% (0/19) 25% (2/8) 92% (34/120) - 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των εκφφτων που ανζπτυξαν βλαςτό ςτο ςφνολο των 
εκφφτων. 
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Οζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ιεηαθένεδηακ ζε οπυζηνςια Ακάπηολδξ ιε ζηυπμ ηδκ 

αφλδζδ ημο ιήημοξ ηςκ ιεζμβμκαηίςκ δζαζηδιάηςκ ημοξ, ηαεχξ υηακ ηυαμκηακ απυ 

ηα έηθοηα ήηακ ανηεηά ζοιπαβή. Πανυθα αοηά, δεκ επζηεφπεδηε ιεβάθδ ακάπηολδ ηςκ 

αθαζηχκ. 

Γζα ημ ζηάδζμ ηδξ νζγμαμθίαξ, ανπζηά έβζκε δμηζιή ηςκ οπμζηνςιάηςκ Τ.Ρ. 1 ηαζ 

Τ.Ρ. 2 πνδζζιμπμζχκηαξ ημοξ αθαζημφξ πμο πνμέηορακ απυ ηα έηθοηα πμο δεκ 

ιμθφκεδηακ ιε ημ αβνμααηηήνζμ. Όπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 1.7, ηα πμζμζηά 

νζγμαμθίαξ ήηακ ανηεηά ζηακμπμζδηζηά βζα ηα ηέζζενα είδδ ηαζ ζηα δφμ οπμζηνχιαηα 

(μζ αθαζημί ημο P. trifoliata δεκ ήηακ ανηεηά ακεπηοβιέκμζ ηαζ ζοκεπχξ, δεκ ηαηέζηδ 

δοκαηή δ δμηζιή ηςκ οπμζηνςιάηςκ νζγμαμθίαξ). Οζ αθαζημί πμο ημπμεεηήεδηακ ζημ 

οπυζηνςια Τ.Ρ. 1 (1 mg/l IBA) ζπδιάηζζακ ιία ιαηνζά νίγα (Δζη. 1.3, Α) εκχ 

ακηίεεηα, μζ αθαζημί πμο ημπμεεηήεδηακ ζημ οπυζηνςια Τ.Ρ. 2 (1 mg/l ΝΑΑ) 

ζπδιάηζζακ πμθθέξ, ημκηέξ ηαζ ανηεηά δζμβηςιέκεξ νίγεξ (Δζη. 1.3, Β). Ζ ηεθεοηαία 

ιμνθή νζγχκ δεκ είκαζ επζεοιδηή δζυηζ δοζπεναίκεζ ηδ ιεηαθφηεοζδ ηςκ θοηχκ ζημ 

πχια. 

 

Πίλαθαο 1.7. Πμζμζηά επζηοπίαξ ηδξ νζγμαμθίαξ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ πμο δεκ 

ιμθφκεδηακ ιε ημ αβνμααηηήνζμ.  

 Τπόςτρωμα Ριηοβολίασ 

Είδοσ Τ.Ρ. 1 Τ.Ρ. 2 

Carrizo citrange 62% (13/21)* 95% (19/20) 

Citrumelo 1452 90% (9/10) 100% (9/9) 

Λεμονιά Μαγλθνι 88% (7/8) 88% (7/8) 

Νεραντηιά 100% (4/4) 100% (4/4) 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των ριηοβολθμζνων βλαςτϊν ςτο 
ςφνολο των βλαςτϊν που τοποκετικθκαν για ριηοβολία. 

 

      

Δηθόλα 1.3. Οζ ιμνθέξ ηςκ ζπδιαηζγυιεκςκ νζγχκ ζηα οπμζηνχιαηα ιε: 

Α) 1 mg/l ΗΒΑ ηαζ Β) 1 mg/l ΝΑΑ. 
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ηδ ζοκέπεζα, πνδζζιμπμζήεδηακ ηα ίδζα οπμζηνχιαηα ηαεχξ ηαζ έκα ηνίημ πμο 

πενζείπε 3mg/l IBA ηαζ 1 mg/l ΝΑΑ βζα ηδ νζγμαμθία ηςκ πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

θοηχκ. Όπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 1.8, ηα πμζμζηά νζγμαμθίαξ ήηακ ζδιακηζηά 

παιδθυηενα ζε ζπέζδ ιε ημοξ ιάνηονεξ, βεβμκυξ πμο πζεακυκ μθείθεηαζ ζηδκ πανμοζία 

ηςκ δφμ ακηζαζμηζηχκ, ηαζ ηονίςξ ηδξ ηακαιοηίκδξ, ζημ οπυζηνςια (Vijaya Chitra et 

al., 2014). Σα παιδθά πμζμζηά νζγμαμθίαξ απμηεθμφκ ζδιακηζηυ πενζμνζζηζηυ 

πανάβμκηα ηαηά ηδ δζαδζηαζία ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ, ηαεχξ ιεζχκμοκ 

δναζηζηά ημ πμζμζηυ ηςκ θοηχκ πμο επζαζχκμοκ ηαζ ιπμνμφκ ηεθζηά κα 

ιεηαθοηεοημφκ ζημ πχια. Γζα ημ θυβμ αοηυ, είκαζ απαναίηδημ κα ζοκεπζζημφκ μζ 

πνμζπάεεζεξ ελεφνεζδξ εκυξ απμηεθεζιαηζημφ πνςημηυθθμο νζγμαμθίαξ ηςκ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ ή εκαθθαηηζηά κα εθανιμζηεί μ in vitro ειαμθζαζιυξ ζε 

οπμηείιεκα ζπμνυθοηα.  

 

Πίλαθαο 1.8. Πμζμζηά επζηοπίαξ ηδξ νζγμαμθίαξ ηςκ πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

αθαζηχκ. 

 Τπόςτρωμα Ριηοβολίασ 

Είδοσ Τ.Ρ. 1 Τ.Ρ. 2 Τ.Ρ. 3 

Carrizo citrange 50% (2/4)* 77% (10/13) 0% (0/3) 

Citrumelo 1452 14% (1/7) 0% (0/6) 0% (0/7) 

P. trifoliata 45% (5/11) 50% (5/10) 0% (0/3) 

Λεμονιά Μαγλθνι 0% (0/6) - 0% (0/7) 

Νεραντηιά 0% (0/7) - 0% (0/3) 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των ριηοβολθμζνων βλαςτϊν ςτο ςφνολο των βλαςτϊν 
που τοποκετικθκαν για ριηοβολία 

 

Δίκαζ αλζμζδιείςημ υηζ ζηα πενζζζυηενα απυ ηα θοηά πμο νζγμαυθδζακ 

ζηαιάηδζε κα ακαπηφζζεηαζ μ αθαζηυξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ, δμηζιάζηδηε ιεηαθμνά ηςκ 

αθαζηχκ ζε οπυζηνςια πςνίξ μνιυκεξ αθθά ηαζ δ πνμζεήηδ ιενζηχκ ζηαβυκςκ ηδξ 

μνιυκδξ GA3 (1mg/l) απεοεείαξ πάκς ζημ αθαζηυ, υιςξ πςνίξ απμηέθεζια. Σμ 

βεβμκυξ αοηυ είπε ζακ ζοκέπεζα ηα θοηά κα ιδκ είκαζ ανηεηά ακεπηοβιέκα βζα κα 

ιεηαθοηεοημφκ ζημ πχια.  

Δπζπνυζεεηα, ημ ιζηνυ ιέβεεμξ ημ αθαζηχκ έηακε αδφκαηδ ηδ θήρδ δεζβιάηςκ 

βζα απμιυκςζδ DNA βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο, ηαεχξ δ 

ιέεμδμξ CTAB απαζηεί θοηζηυ ζζηυ αάνμοξ ημοθάπζζημκ 30 mg. Δκαθθαηηζηή 

πνμζέββζζδ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ θφζδξ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ 

απμηέθεζε δ μπηζηή παναηήνδζδ ηδξ έηθναζδξ ημο βμκζδίμο ημο sgfp ηάης απυ 
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οπενζχδδ αηηζκμαμθία (θάιπα πεζνυξ). Μέζς ηδξ πνμζέββζζδξ αοηήξ ςζηυζμ δεκ 

ηαηέζηδ δοκαηυξ μ πνμζδζμνζζιυξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ.  

Δλαζηίαξ ηςκ παναπάκς πνμαθδιάηςκ, εθέβπεδηακ θίβα θοηά απυ ηάεε είδμξ. 

οβηεηνζιέκα, εθέβπεδηακ, ιέζς ακηζδνάζεςκ PCR, πέκηε θοηά Carrizo, έκα 

Citrumelo 1452, ηνία P. trifoliata, πέκηε Μαβθδκέξ θειμκζέξ ηαζ έλζ Νενακηγζέξ 

(Πίκαηαξ 1.9). Σα πνμσυκηα εκίζποζδξ ακαιεκυιεκμο ιεβέεμοξ βζα ημ δζαβμκίδζμ sgfp 

επζαεααίςζακ ηδκ επζηοπία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ζε πέκηε δζαβμκζδζαηά θοηά Carrizo 

(ιέεμδμξ ηαηά Orbovic & Grosser, 2006), ιία δζαβμκζδζαηή Μαβθδκή θειμκζά ηαζ ηνεζξ 

δζαβμκζδζαηέξ Νενακηγζέξ [ιέεμδμξ ηαηά Orbovic and Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ 

ηαηά Roussos et al. (2011)] (Δζη. 1.4). Γζα ηα Citrumelo 1452 ηαζ P. trifoliata, ηακέκα 

απυ ηα ζοκμθζηά ηέζζενα θοηά πμο εθέβπεδηακ δεκ είπε εκζςιαηχζεζ ημ δζαβμκίδζμ 

sgfp. 

 

 

 

Πίλαθαο 1.9. φκμρδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ εθέβπμο ηςκ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ βζα 

ηδκ πανμοζία ημο δζαβμκζδίμο sgfp.  

Είδοσ 
Αρικμόσ φυτϊν που 

ελζγχκθκαν 
Αρικμόσ φυτϊν που 

ιταν κετικά  

Carrizo citrange 5 5 

Citrumelo 1452 1 0 

P. trifoliata 3 0 

Λεμονιά Μαγλθνι 5 1 

Νεραντηιά 6 3 
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             Α) 

 

 

 

 

                 Β)  

 

Δηθόλα 1.4. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR βζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο δζαβμκζδίμο sgfp 

ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά: A) Carrizo, Β) Νενακηγζά ηαζ Μαβθδκή θειμκζά. -C: Ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ (Ζ2Ο), +C: εεηζηυξ ιάνηοναξ (πθαζιίδζμ pBin-sgfp), M: 100bp DNA ladder (NEB).  

 

 

Carrizo 

-C 1 2 3 4 5 7 8 +C M 

 

       Νεξαληδηά    Μαγιελή ιεκνληά 

-C 9 10 11 12 1 2 3 4 5 M 
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1.4. ΤΕΖΣΖΖ 

Σα εζπενζδμεζδή πνμζαάθθμκηαζ απυ δζάθμνα είδδ εκηυιςκ, ιοηήηςκ, ααηηδνίςκ 

ηαζ ζχκ. ηζξ πενζζζυηενεξ πενζπηχζεζξ, δ ακηζιεηχπζζδ ηςκ επενχκ ηαζ αζεεκεζχκ 

ζηδνίγεηαζ ζηδ πνήζδ ακεεηηζηχκ οπμηεζιέκςκ ηαζ πμζηζθζχκ. Αοηυ υιςξ δεκ είκαζ 

πάκημηε εθζηηυ θυβς ηδξ δοζημθίαξ πνμζανιμβήξ μνζζιέκςκ βμκμηφπςκ ζηζξ εηάζημηε 

εδαθζηέξ ηαζ ηθζιαηζηέξ ζοκεήηεξ. Ζ πθεζμρδθία ηςκ ηαθθζενβμφιεκςκ πμζηζθζχκ ηαζ 

οπμηεζιέκςκ πνμέηορε απυ επζθμβή ηοπαίςκ ιεηαθθάλεςκ εκχ δ εθανιμβή ηδξ 

ηθαζζηήξ αεθηίςζδξ ζηα εζπενζδμεζδή είκαζ πμθφ πνμκμαυνα ηαζ πανμοζζάγεζ ανηεηέξ 

δοζημθίεξ. Σα παναπάκς, ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ βεβμκυξ υηζ δ άκηθδζδ ακεεηηζηυηδηαξ 

απυ ημ βμκζδζαηυ απυεεια ηςκ εζπενζδμεζδχκ πενζμνίγεηαζ ζδιακηζηά απυ ηδ 

ζπακζυηδηα ηςκ θοζζηχκ πδβχκ ακεεηηζηυηδηαξ, ηαεζζημφκ ημ βεκεηζηυ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ιζα πμθθά οπμζπυιεκδ εκαθθαηηζηή θφζδ ηαεχξ ελαζθαθίγεζ ηδκ 

εζζαβςβή ηςκ επζεοιδηχκ παναηηδνζζηζηχκ ζημοξ ηαθθζενβμφιεκμοξ βμκμηφπμοξ 

πςνίξ κα αθθάγεζ ημ elite βεκεηζηυ ημοξ οπυααενμ.  

Απαναίηδηδ ςζηυζμ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ επζηοπία ημο βεκεηζημφ 

ιεηαζπδιαηζζιμφ απμηεθεί δ εθανιμβή ημο ηαηάθθδθμο πνςημηυθθμο ηαεχξ ηα 

εζπενζδμεζδή ζοβηαηαθέβμκηαζ ζηα δφζηνμπα ζημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ακαβέκκδζδ 

είδδ ηαζ ζοκεπχξ, δεκ ακηαπμηνίκμκηαζ ιε ημκ ίδζμ ηνυπμ ζηα δζάθμνα πνςηυημθθα 

ιεηαζπδιαηζζιμφ (Gutiérrez et al., 1997). Γζα ημ θυβμ, αοηυ πναβιαημπμζήεδηακ 

πνμηαηανηηζηά πεζνάιαηα ιεηαζπδιαηζζιμφ πέκηε εζδχκ εζπενζδμεζδχκ ιε ηδ πνήζδ 

ημο βμκζδίμο-ιάνηονα sgfp (Ghorbel et al., 1999). 

Απυ ηδ ζφβηνζζδ ηςκ πέκηε πνςημηυθθςκ πμο δμηζιάζηδηακ ανέεδηε υηζ αοηυ 

ηςκ Orbovic and Grosser (2006) ήηακ ανηεηά απμηεθεζιαηζηυ βζα ημ P.trifoliata ηαζ ηα 

οανίδζά ημο Carrizo ηαζ Citrumelo 1452. Σα ιεβαθφηενα πνμαθήιαηα πμο ακέηορακ 

ηαηά ηδ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ αθμνμφκ ηδκ ακάπηολδ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ 

αθαζηχκ ηαεχξ ηαζ ηδ νζγμαμθία ημοξ, βεβμκυξ πμο ακαθένεηαζ ηαζ ζηδ αζαθζμβναθία 

(Peña et al., 2008). Γζα ημ θυβμ αοηυ, μ έθεβπμξ βζα ηδκ πανμοζία ημο δζαβμκζδίμο 

ηαηέζηδ εθζηηυξ ζε ιζηνυ ανζειυ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ, ιε απμηέθεζια κα ιδκ 

ιπμνεί κα εηηζιδεεί αλζυπζζηα δ απμηεθεζιαηζηυηδηα ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ιε ημ 

βμκίδζμ-ιάνηονα sgfp.  

Όζμκ αθμνά ηδ θειμκζά ηαζ ηδ κενακηγζά, πνυηεζηαζ βζα δφμ είδδ πμο 

ακηαπμηνίκμκηαζ δφζημθα ζημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ζε ζφβηνζζδ ιε άθθα είδδ 

εζπενζδμεζδχκ (Ghorbel et al., 2001). Σμ βεβμκυξ αοηυ οπήνλε έκαοζια πθδεχναξ 
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ενεοκδηζηχκ ιεθεηχκ βζα ηδκ ακάπηολδ εκυξ απμηεθεζιαηζημφ πνςημηυθθμο βεκεηζημφ 

ιεηαζπδιαηζζιμφ (Gutiérrez et al., 1997; Ghorbel et al., 1999; Ghorbel et al., 2001; 

Dutt et al., 2009; Sohani et al., 2015; Hu et al., 2016). ηδκ πανμφζα ενβαζία, βζα ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηδξ Μαβθδκήξ θειμκζάξ ηαζ ηδξ Νενακηγζάξ δμηζιάζηδηακ ηέζζενα 

δζαθμνεηζηά πνςηυημθθα πμο έπμοκ εθανιμζηεί ζε άθθα εζπενζδμεζδή. Απυ αοηά, ημ 

πθέμκ απμηεθεζιαηζηυ ήηακ αοηυ πμο αημθμοεμφζε ηδ δζαδζηαζία ηςκ Orbovic and 

Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ, πμο αθμνμφζακ ηονίςξ ηδ ζφζηαζδ ηςκ ενεπηζηχκ 

οπμζηνςιάηςκ, ηςκ Roussos et al. (2011). Οζ ηεθεοηαίμζ ενεοκδηέξ, πνδζζιμπμίδζακ ηα 

ζοβηεηνζιέκα οπμζηνχιαηα βζα ηδκ ακαβέκκδζδ αθαζηχκ απυ επζημηφθζα Νενακηγζάξ. 

Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ οπμδεζηκφμοκ υηζ ηα οπμζηνχιαηα αοηά είκαζ 

ηαηάθθδθα βζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηδξ Νενακηγζάξ ηαζ ηδξ Μαβθδκήξ 

θειμκζάξ, δίκμκηαξ ζηακμπμζδηζηά πμζμζηά παναβςβήξ ακαβεκκδιέκςκ ηαζ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ αθαζηχκ. Πανά ημ βεβμκυξ υηζ μ πνμηεζκυιεκμξ ζοκδοαζιυξ 

πνςημηυθθςκ είκαζ ανηεηά απμηεθεζιαηζηυξ βζα ηα πνμακαθενεέκηα είδδ, είκαζ 

ζδιακηζηυ κα ζοκεπζζημφκ μζ πνμζπάεεζεξ αεθηζζημπμίδζήξ ημοξ πνμηεζιέκμο κα 

αολδεμφκ πεναζηένς μζ ζοπκυηδηεξ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ακαβέκκδζδξ μθυηθδνςκ 

θοηχκ. Ζ αφλδζδ ημο πμζμζημφ επζηοπίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηδξ θειμκζάξ ηαζ ηδξ 

κενακηγζάξ εα ακαααειίζεζ ζδιακηζηά ηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηςκ αεθηζςηζηχκ 

δζαδζηαζζχκ, ιέζς ηδξ εκζςιάηςζδξ βμκζδίςκ πμο πνμζδίδμοκ ακεεηηζηυηδηα ζε 

ζμαανέξ αζεέκεζεξ, υπςξ δ ημνοθμλήνα ηαζ δ ηνζζηέηζα, ακηίζημζπα.   

ηδκ πανμφζα ενβαζία, δυεδηε έιθαζδ ζηδκ παναβςβή δζαβμκζδζαηχκ 

εζπενζδμεζδχκ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ οπμηείιεκα, ιε ελαίνεζδ ηδ Μαβθδκή 

θειμκζά. Ζ ανκδηζηή ζηάζδ ημο ηαηακαθςηζημφ ημζκμφ απέκακηζ ζηα πνμσυκηα πμο 

πανάβμκηαζ απυ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκα θοηά μδδβεί ηδκ ένεοκα πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ 

ηδξ βεκεηζηήξ αεθηίςζδξ ηςκ οπμηεζιέκςκ ηαζ θζβυηενμ ηςκ ηαθθζενβμφιεκςκ 

πμζηζθζχκ. Ζ πανμοζία ημο δζαβμκζδίμο ζε θοηά πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ οπμηείιεκα 

ιπμνεί κα ζοιαάθθεζ ζηδ αεθηίςζδ ηςκ παναηηδνζζηζηχκ ημο ίδζμο ημο οπμηεζιέκμο 

(εδαθζηέξ ζοκεήηεξ, αζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ) αθθά ηαζ ζηδ αεθηίςζδ ηςκ 

παναηηδνζζηζηχκ ημο ειαμθζαγυιεκμο επί αοημφ θοημφ. Μεθέηεξ πμο έπμοκ βίκεζ ηυζμ 

ζε θαπακζηά υζμ ηαζ ζε δέκδνα έπμοκ δείλεζ υηζ ηα ζήιαηα ηδξ RNA ζζχπδζδξ, υπςξ 

ηα siRNAs, ιπμνμφκ κα ιεηαθενεμφκ απυ ημ δζαβμκζδζαηυ οπμηείιεκμ ζημ  

ιδ-δζαβμκζδζαηυ ειαυθζμ ηαζ ακηίζηνμθα, αολάκμκηαξ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ημο  

ιδ-ιεηαζπδιαηζζιέκμο ηιήιαημξ ζε ζμφξ ηαζ ζμεζδή (Kasai et al., 2013; Zhao and Song, 

2014; Song et al., 2015). ε αοηή ηδκ πενίπηςζδ, ημ ειαυθζμ ηαζ μζ παναβυιεκμζ ηανπμί 
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δεκ πενζέπμοκ ημ δζαβμκίδζμ ηαζ ηαη‟ επέηηαζδ δεκ οπάνπεζ ηίκδοκμξ απυ ηδκ πζεακή 

ελάπθςζδ ηδξ βφνδξ ζηζξ βεζημκζηέξ ηαθθζένβεζεξ (Lusser et al., 2012). Μζα ηέημζα 

πνμζέββζζδ εα ιπμνμφζε κα αλζμπμζδεεί ζηδ αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ηαεχξ ηα 

παναβυιεκα πνμσυκηα πνμένπμκηαζ απυ ημ ιδ-δζαβμκζδζαηυ ηιήια ημο θοημφ. Πανυθα 

αοηά, δεκ έπεζ απμζαθδκζζεεί εάκ ηα δζαβμκζδζαηά οπμηείιεκα εα πνέπεζ κα οπυηεζκηαζ 

ζηδ κμιμεεζία πμο δζέπεζ ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ηαθθζένβεζεξ θοηχκ (Song et al., 2015).  

 

 

Μένμξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο πανυκημξ ηεθαθαίμο πανμοζζάζηδηακ ζημ 25
μ
 

οκέδνζμ ηδξ Δθθδκζηήξ Δηαζνείαξ ηδξ Δπζζηήιδξ ηςκ Οπςνμηδπεοηζηχκ, Λειεζυξ 1-4 

Νμειανίμο, 2011. Ζ πενίθδρδ παναηίεεηαζ ζημ Πανάνηδια ΗΗΗ.  
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Κεθάιαην 2. Γεκηνπξγία θπηώλ N. benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ 

ην ηνεηδέο CEVd 

 
2.1. ΔΗΑΓΩΓΖ  

2.1.1. Ηδηόηεηεο ησλ ηνεηδώλ 

Σα ζμεζδή ζοκζζημφκ ηα ιζηνυηενα παεμβυκα πμο ιπμνμφκ κα πνμηαθέζμοκ 

αζεέκεζεξ ζε θοηά. Πνυηεζηαζ βζα ιζηνά (239-401 κμοηθεμηίδζα), βοικά, ιμκυηθςκα, 

ηοηθζηά ιυνζα RNA, ιε ορδθυ ααειυ δεοηενμηαβμφξ δμιήξ, πμο δεκ ηςδζημπμζμφκ 

ηαιία πνςηεΐκδ ή πεπηίδζμ. H αθθδθμοπία ημοξ ηαζ δ δμιή ημοξ πενζέπεζ υθεξ ηζξ 

πθδνμθμνίεξ πμο απαζημφκηαζ βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ, ηδ ιεηαηίκδζή ημοξ (ιέζα ζημ 

ηφηηανμ, ιεηαλφ ηςκ ηοηηάνςκ ηαζ ιέζα ζε μθυηθδνμ ημ θοηυ), ηαεχξ ηαζ ηδκ 

ζηακυηδηά ημοξ κα ακηζζηέημκηαζ ζημοξ αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ ηςκ θοηχκ ηαζ κα 

πνμηαθμφκ ζοιπηχιαηα ζηα πνμζαεαθδιέκα θοηά (Palukaitis, 2014).  

Σα ζμεζδή ηαηαηάζζμκηαζ ζε δφμ μζημβέκεζεξ, ιε αάζδ ηνία ηνζηήνζα: α) ημκ ηνυπμ 

ηαζ ηδκ ημπμεεζία ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημοξ, α) ηδκ πανμοζία ή απμοζία 

ζθονμηέθαθμο νζαμεκγφιμο (hammerhead ribozyme) ηαζ β) ηδ δμιή ημοξ. Σα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ Pospiviroidae πμθθαπθαζζάγμκηαζ ηαζ ζοζζςνεφμκηαζ ζημκ πονήκα ημο 

ηοηηάνμο πνδζζιμπμζχκηαξ ηδκ DNA-ελανηχιεκδ RNA πμθοιενάζδ ΗΗ (DNA-

dependent RNA polymerase II) ημο λεκζζηή ιέζς ημο ιδπακζζιμφ ημο αζφιιεηνμο 

ηοθζυιεκμο ηφηθμο (Δζη. 2.1). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ημ ιμκμιενέξ ηοηθζηυ RNA ημο 

ζμεζδμφξ (+) ιεηαβνάθεηαζ ζε βναιιζηά μθζβμιενή RNAs ανκδηζηήξ αθθδθμοπίαξ 

(πενζέπμοκ ιενζηέξ επακαθήρεζξ ηδξ ανκδηζηήξ αθοζίδαξ ημο ζμεζδμφξ ζηδ ζεζνά), ηα 

μπμία πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ εηιαβεία βζα ηδ ζφκεεζδ ηςκ εεηζηχκ αθοζίδςκ 

μθζβμιενχκ ημο ζμεζδμφξ. ηδ ζοκέπεζα, μζ εεηζηέξ αθοζίδεξ μθζβμιενχκ ηυαμκηαζ απυ 

ηζξ RNάζεξ ημο λεκζζηή (RNase III) ηαζ ζπδιαηίγμκηαζ βναιιζηέξ αθοζίδεξ ιμκμιενχκ, 

μζ μπμίεξ ιεηά ηδ δνάζδ ηδξ RNA θζβάζδξ ζπδιαηίγμοκ ηα ηοηθζηά χνζια ζμεζδή 

(Branch et al., 1988; Ding and Itaya, 2007; Flores et al., 2009). Ακηίεεηα, ηα ιέθδ ηδξ 

μζημβέκεζαξ Avsunviroidae πμθθαπθαζζάγμκηαζ ηαζ ζοζζςνεφμκηαζ ζημ πθςνμπθάζηδ 

ημο ηοηηάνμο ιέζς ημο ιδπακζζιμφ ημο ζοιιεηνζημφ ηοθζυιεκμο ηφηθμο (Δζη. 2.1), 

πνδζζιμπμζχκηαξ ηα έκγοια ημο λεκζζηή αθθά ηαζ ηα δζηά ημοξ ζθονμηέθαθα 

νζαμέκγοια (Branch et al., 1988; Hernandez and Flores, 1992). 
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Δηθόλα 2.1. Ο ιδπακζζιυξ ημο ηοθζυιεκμο ηφηθμο πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ζμεζδχκ. Οζ ηυηηζκεξ 

ηαζ ιπθε βναιιέξ ακαθένμκηαζ ζηζξ εεηζηέξ (+) ηαζ ανκδηζηέξ (-) αθοζίδεξ, ακηίζημζπα. Σα 

ηνίβςκα επζζδιαίκμοκ ηζξ εέζεζξ πενζμνζζιμφ ηδξ RNase III ή ηςκ νζαμεκγφιςκ (Rz). Ζ ανπζηή 

ιεηαβναθή βίκεηαζ απυ ηδκ RNA πμθοιενάζδ II (RNA pol II) ή ηδ πθςνμπθαζηζηή RNA 

πμθοιενάζδ πμο ηςδζημπμζείηαζ ζημκ πονήκα (nuclear-encoded chloroplastic RNA polymerase, 

NEP) (Flores et al., 2009). 

 

Ζ πνμζαμθή ηςκ θοηχκ απυ ηα ζμεζδή έπεζ ςξ απμηέθεζια ηδκ ειθάκζζδ ήπζςκ 

έςξ ζμαανχκ ζοιπηςιάηςκ αθθά οπάνπμοκ ηαζ πενζπηχζεζξ υπμο δεκ ειθακίγμκηαζ 

ζοιπηχιαηα ζηα θοηά. οκήεςξ, ηα ζοιπηχιαηα ηςκ πνμζαεαθδιέκςκ απυ ζμεζδή 

θοηχκ ιμζάγμοκ ιε αοηά ηςκ ζμθμβζηχκ πνμζαμθχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, παναηδνείηαζ 

κακζζιυξ, επζκαζηία, απμπνςιαηζζιυξ ηςκ αββείςκ, παναιυνθςζδ ηαζ ηδθίδςζδ ηςκ 

θφθθςκ, πθςνςηζηέξ ή κεηνςηζηέξ ηδθίδεξ, έθηδ, απμθέπζζδ ημο θθμζμφ, 

παναιμνθςιέκεξ νίγεξ-άκεδ-θνμφηα ηαζ ζπάκζα εάκαημξ ηςκ θοηχκ (Kovalskaya and 

Hammond, 2014).  

Ο ιδπακζζιυξ ιέζς ημο μπμίμο ηα ζμεζδή πνμηαθμφκ αζεέκεζα ζηα θοηά δεκ έπεζ 

πθήνςξ απμζαθδκζζεεί. Χζηυζμ, μ ηνυπμξ ιε ημκ μπμίμ πνδζζιμπμζμφκ ηζξ RNA 

πμθοιενάζεξ ημο λεκζζηή βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημοξ εκζζπφεζ ηδκ οπυεεζδ υηζ δ 

παεμβέκεζα είκαζ απυννμζα ημο ακαπαναβςβζημφ ημοξ ηφηθμο (Navarro et al., 2012). Σμ 

βμκζδζςιαηζηυ RNA ηςκ ζμεζδχκ ή/ηαζ ηα εκδζάιεζα πνμσυκηα ημο ακαπαναβςβζημφ 

ημοξ ηφηθμο εα ιπμνμφζακ κα απμηεθμφκ επαβςβείξ αθθά ηαζ ζηυπμοξ ημο ιδπακζζιμφ 

ηδξ RNA-ζζχπδζδξ ηςκ θοηχκ (Gómez et al., 2009). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ηάπμζα RNAs 

πμο πανάβμκηαζ ηαηά ηδ δζαδζηαζία ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηςκ ζμεζδχκ, ελάβμκηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ πζεακυκ εθέβπμοκ ηδκ απμδυιδζδ ιμνίςκ mRNA ημο λεκζζηή, 
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ζοβηεηνζιέκδξ αθθδθμοπίαξ, πμο είκαζ ζδιακηζηά βζα ηδ θοζζμθμβία ημο ηαζ επμιέκςξ 

επάβμοκ έιιεζα ηδκ έηθναζδ ζοιπηςιάηςκ (Wang et al., 2004). ε πεζνάιαηα πμο 

έπμοκ βίκεζ ιε ηα ζμεζδή ηςκ αηναηημεζδχκ ημκδφθςκ ηδξ παηάηαξ (Potato spindle tuber 

viroid, PSTVd) ηαζ ηδξ ελςημνηίδαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus exocortis viroid, 

CEVd) παναηδνήεδηακ αθθαβέξ ζε δζάθμνεξ ιεηααμθζηέξ δζενβαζίεξ ηαζ ζηα επίπεδα 

ηςκ δζαθυνςκ πνςηεσκχκ ηςκ λεκζζηχκ ημοξ (Kovalskaya and Hammond, 2014). Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, ζε θοηά ημιάηαξ ιμθοζιέκα ιε ημ PSTVd παναηδνήεδηακ αθθαβέξ 

ζηδκ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ απυηνζζδ ζε ηαηαπμκήζεζξ ηαζ ζε 

αζεέκεζεξ, ζηδ δμιή ηςκ ηοηηανζηχκ ημζπςιάηςκ, ζηδ θεζημονβία ηςκ πθςνμπθαζηχκ, 

ζημ ιεηααμθζζιυ ηςκ πνςηεσκχκ ηαζ ζε δζάθμνεξ άθθεξ θεζημονβίεξ (Itaya et al., 2002). 

Δπζπθέμκ, ζε θοηά ημιάηαξ ιμθοζιέκα ιε ημ CEVd ανέεδηε υηζ επδνεάγεηαζ δ 

έηθναζδ 45 πνςηεσκχκ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ ιζα εκδμπζηζκάζδ (endochitinase), ιζα α-

βθοηακάζδ ηαεχξ ηαζ πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ παεμβέκεζδ (pathogenesis-

related proteins) (Lisón et al., 2013). 

 

2.1.2 Σν ηνεηδέο CEVd 

Σμ ζμεζδέξ ηδξ ελςημνηίδαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus exocortis viroid, CEVd) 

ακήηεζ ζηδκ μζημβέκεζα Pospiviroidae ηαζ πνμηαθεί ηδκ μιχκοιδ αζεέκεζα ηδξ 

ελςημνηίδαξ, δ μπμία εηδδθχκεηαζ ιε απμθέπζζδ ημο θθμζμφ (Δζη. 2.2. A) ηαζ κακζζιυ 

ηςκ πνμζαεαθδιέκςκ δέκδνςκ (Δζη. 2.2. Β). Ηδζαίηενα εοαίζεδηα ζηδκ αζεέκεζα είκαζ 

ημ ηνίπηενμ (Poncirus trifoliata) ηαζ ηα οανίδζά ημο, υπςξ ηα Carrizo citrange ηαζ 

Troyer citrange, ηα μπμία πνμςεμφκηαζ ζδζαίηενα ηα ηεθεοηαία πνυκζα πνμξ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ κενακηγζάξ, εκυξ πμθφ ηαθμφ ηαζ ακεεηηζημφ ζηα ζμεζδή 

οπμηεζιέκμο. Οζ πμνημηαθζέξ, μζ ιακηανζκζέξ ηαζ ηα βηνέζπθνμοη εεςνμφκηαζ ακεηηζηά 

ζημ CEVd, δζυηζ ιμθφκμκηαζ αθθά δεκ εηδδθχκμοκ ζοιπηχιαηα πανά ιυκμ εάκ 

ειαμθζαζημφκ ζε εοαίζεδηα οπμηείιεκα. Πανυθα αοηά, οπάνπμοκ ηαζ πενζπηχζεζξ υπμο 

υηακ ακεεηηζηέξ πμζηζθίεξ ειαμθζάγμκηαζ ζε εοαίζεδηα οπμηείιεκα πανμοζζάγμοκ 

ηζηνίκζζια ηδξ ηυιδξ ηαζ βεκζηή ελαζεέκζζδ ηςκ δέκδνςκ, πςνίξ ειθακή ζοιπηχιαηα 

απμθέπζζδξ ημο θθμζμφ (Duran-Vila et al., 2000). Ανπζηά, ζημ θθμζυ ειθακίγμκηαζ 

ηαηαηυνοθεξ ζπζζιέξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα θέπζα απυ κεηνά ηιήιαηα ημο θθμζμφ. Σμ 

εζςηενζηυ ημο θθμζμφ παναιέκεζ γςκηακυ ηαζ ζοκεπίγεζ κα πανάβεζ θθμζυ, μ μπμίμξ ζηδ 

ζοκέπεζα κεηνχκεηαζ. Σα ζοιπηχιαηα ζοκήεςξ ειθακίγμκηαζ ζε θοηά δθζηίαξ άκς ηςκ 
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4-8 εηχκ. Σμ CEVd ιεηαδίδεηαζ ιε ηδ πνήζδ ιμθοζιέκςκ ειαμθίςκ αθθά ηαζ ιε ηα 

ενβαθεία ηθαδέιαημξ. 

 

Α)  Β)  

Δηθόλα 2.2. Α) Απμθέπζζδ ημο θθμζμφ οπμηεζιέκμο Troyer ιμθοζιέκμο ιε CEVd 

(Πδβή: Bové, 1995), Β) Έκημκμξ κακζζιυξ ζε δέκδνμ πμνημηαθζάξ δθζηίαξ 4 εηχκ 

ειαμθζαζιέκμ ζε ηνίπηενμ ιμθοζιέκμ ιε CEVd (Πδβή: Hardy et al., 2008). 

 

Σμ CEVd απμηεθείηαζ απυ ιζα ιμκυηθςκδ αθοζίδα RNA ιήημοξ 370-375 

κμοηθεμηζδίςκ. Όπςξ ηαζ ηα οπυθμζπα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ Pospiviroidae, έπεζ 

νααδμεζδή δεοηενμηαβή δμιή πμο πςνίγεηαζ ζε πέκηε δμιζημφξ ηαζ θεζημονβζημφξ 

ημιείξ (Δζη. 2.3): ημιέαξ ημο ανζζηενμφ άηνμο (left-terminal domain, TL), ημιέαξ 

παεμβέκεζαξ (pathogenicity domain), ηεκηνζηή ζοκηδνδιέκδ πενζμπή (central conserved 

region), ιεηααθδηυξ ημιέαξ (variable domain) ηαζ ημιέαξ ημο δελζμφ άηνμο (right 

terminal domain, TR) (Keese and Symons, 1985). Αοημί μζ ημιείξ παίγμοκ ζδιακηζηυ 

νυθμ ζηδκ ελέθζλδ ηςκ ζμεζδχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μνζζιέκεξ αθθδθμοπίεξ ζε έκακ ή 

πενζζζυηενμοξ ημιείξ είκαζ πμθφ ζδιακηζηέξ βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ, ηδκ ηίκδζδ ημο 

ζμεζδμφξ ιέζα ζημ ηφηηανμ ηαζ απυ ηφηηανμ ζε ηφηηανμ, ηδκ επαβςβή ηςκ 

ζοιπηςιάηςκ ηδξ αζεέκεζαξ, ηαεχξ ηαζ ηδκ είζμδμ ηαζ έλμδμ ημο ζμεζδμφξ ζημ 

αββεζαηυ ζφζηδια ημο θοημφ (Flores et al, 2012).  

 

 

Δηθόλα 2.3. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ πέκηε ημιέςκ ημο Citrus exocortis viroid, 

απμιυκςζδ Μ34917 (GΓ74) οπμθμβζζιέκμ ιε ημ θμβζζιζηυ Mfold (Martín et al., 2007). 
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Χξ ιέθμξ ηδξ μζημβέκεζαξ Pospiviroidae πμθθαπθαζζάγεηαζ ιε ημ ιδπακζζιυ ημο 

αζφιιεηνμο ηοθζυιεκμο ηφηθμο (Δζη. 2.1). Σα χνζια ζμεζδή ιεηαηζκμφκηαζ ζηα 

βεζημκζηά ηφηηανα ιέζς ηςκ πθαζιμδεζιάηςκ εκχ ιεηαθένμκηαζ ζε απμιαηνοζιέκα 

ιένδ ημο θοημφ ιέζς ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ (Ding et al., 2005). 

 

2.1.3. Σν θπηό-κνληέιν N. benthamiana 

Σμ Nicotiana benthamiana Domin απμηεθεί έκα απυ ηα πθέμκ δζαδμιέκα θοηά-

ιμκηέθα. Σμ βεβμκυξ αοηυ μθείθεηαζ ζε ηέζζενεζξ ηονίςξ θυβμοξ (Goodin et al., 2008): 

i. πνμζαάθθεηαζ απυ έκακ πμθφ ιεβάθμ ανζειυ θοημπαεμβυκςκ ζχκ, 

ii. είκαζ εοαίζεδημ ζε ιζα εονεία βηάια θοημπαεμβυκςκ παναβυκηςκ (ααηηήνζα, 

ιφηδηεξ, η.ά.), 

iii. οπάνπμοκ δζαεέζζια πνςηυημθθα πμο πανέπμοκ ορδθά πμζμζηά επζηοπίαξ ζημ 

βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ηδκ ακαβέκκδζδ μθυηθδνςκ θοηχκ, 

iv. πανμοζζάγεζ εοημθία ζημκ αβνμ-ειπμηζζιυ, ηαεζζηχκηαξ εθζηηή ηδ ιεθέηδ ηδξ 

έηθναζδξ βμκζδίςκ/πνςηεσκχκ ιέζς πανμδζηήξ έηθναζδξ.  

Σμ βεβμκυξ πμο ημ ηαηέζηδζε πενζζζυηενμ δζαδεδμιέκμ ζηζξ ζμθμβζηέξ ιεθέηεξ ζε 

ζπέζδ ιε ημ Arabidopsis thaliana είκαζ δ ιεβάθδ εοαζζεδζία ημο ζε πμθθμφξ ζμφξ 

(Quacquarelli and Avgelis, 1975). Αοηή δ εοαζζεδζία απμδίδεηαζ ζε ιζα θοζζηή 

ιεηάθθαλδ ημο βμκζδίμο ηδξ RNA-ελανηχιεκδξ RNA πμθοιενάζδξ (NbRdRP1m) πμο 

πανμοζζάγεζ ημ βμκζδίςια ημο N. benthamiana (Yang et al., 2004). Αοηή δ ιεηάθθαλδ 

μδδβεί ζε ιεζςιέκδ παναβςβή ηδξ πνςηεΐκδξ RDR1, δ μπμία παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ 

ζηδκ άιοκα ηςκ θοηχκ έκακηζ ηςκ ζμθμβζηχκ πνμζαμθχκ. 

Oζ παναπάκς ζδζυηδηεξ ηαεζζημφκ ημ N. benthamiana έκα εθηοζηζηυ θοηυ-

ιμκηέθμ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ δοκαηυηδηαξ επαβςβήξ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ηςκ ζμεζδχκ. 

Πζμ ζοβηεηνζιέκα, έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ζε πεζνάιαηα ιεθέηδξ ηδξ επαβςβήξ RNA 

ζζχπδζδξ βζα ημ ζμεζδέξ ηςκ αηναηημεζδχκ ημκδφθςκ ηδξ παηάηαξ (Potato spindle tuber 

viroid, PSTVd) (Itaya et al., 2007; Carbonell et al., 2008; Kasai et al., 2013; Adkar-

Purushothama et al., 2015). Δπζπθέμκ, μζ Gómez and Pallás (2007) πναβιαημπμίδζακ 

πεζνάιαηα ιε ημ ζμεζδέξ ημο κακζζιμφ ημο θοηίζημο (Hop stunt viroid, HSVd) ζημ N. 

benthamiana, ημ μπμίμ ςζηυζμ δεκ απμηεθεί λεκζζηή ημο ζοβηεηνζιέκμο ζμεζδμφξ. Γζα 

κα λεπενάζμοκ αοηυ ημ ειπυδζμ, δδιζμφνβδζακ δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana πμο 

εηθνάγμοκ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο HSVd ιε απμηέθεζια κα πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ 

(Gómez and Pallás, 2006). 
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ηδκ πανμφζα ενβαζία πνδζζιμπμζήεδηε ημ N. benthamiana βζα ηδκ ιεθέηδ ηδξ 

δοκαηυηδηαξ επαβςβήξ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο ζμεζδμφξ CEVd. Ζ επζθμβή ημο 

ζοβηεηνζιέκμο είδμοξ ςξ θοηυ-ιμκηέθμ ααζίζηδηε ζημ βεβμκυξ υηζ πανέπεζ ηδ 

δοκαηυηδηα εοπενμφξ ακάπηολδξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ, ζε ακηίεεζδ ιε ηα εζπενζδμεζδή 

ηα μπμία, υπςξ απμδείπεδηε ηαζ απυ ηα εονήιαηα ημο Κεθαθαίμο 1, ζοκζζημφκ 

δφζηνμπα είδδ ςξ πνμξ ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ηδκ ακαβέκκδζδ μθυηθδνςκ 

θοηχκ. Γεδμιέκμο υηζ ημ N. benthamiana δεκ είκαζ λεκζζηήξ ημο CEVd, ανπζηά 

εθέβπεδηε δ δοκαηυηδηα πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ζμεζδμφξ ζημ είδμξ αοηυ ηαζ ζηδ 

ζοκέπεζα, επζπεζνήεδηε δ δδιζμονβία δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ πμο πμθθαπθαζζάγμοκ 

εκδμβεκχξ ημ CEVd. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε έκα πθαζιίδζμ πμο θένεζ ημ 

δζιενέξ ιυνζμ ημο ζμεζδμφξ ηαζ έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ιε επζηοπία ζημ βεκεηζηυ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ημο A. thaliana, ημ μπμίμ απμηεθεί επίζδξ ιδ-λεκζζηή ημο 

ζοβηεηνζιέκμο ζμεζδμφξ (Daròs and Flores, 2004).  

 

2.1.4. θνπόο 

ηυπμ ηςκ πεζναιάηςκ ημο πανυκημξ ηιήιαημξ ηδξ δζαηνζαήξ απμηέθεζε δ 

δδιζμονβία θοηχκ N. benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγμοκ επζηοπχξ ημ ζμεζδέξ CEVd. 

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε ζηέθεπμξ ημο Agrobacterium tumefaciens πμο 

έθενε ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. Ζ ιεηαηνμπή ημο είδμοξ N. benthamiana ζε λεκζζηή 

ημο ζμεζδμφξ CEVd επζπεζνήεδηε ζε θοηά αβνίμο ηφπμο ιέζς δφμ δζαθμνεηζηχκ 

πνμζεββίζεςκ: α) απεοεείαξ ιυθοκζδ ηςκ θοηχκ ιε αβνμειπμηζζιυ ηαζ α) ιε ζηαεενυ 

βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ. Αημθμφεδζε αλζμθυβδζδ ηςκ ιμνθμθμβζηχκ 

παναηηδνζζηζηχκ ηςκ θοηχκ πμο πνμέηορακ απυ ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ 

πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί εάκ δ πανμοζία ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ 

πνμηαθεί ηα ηοπζηά ζοιπηχιαηα ηδξ αζεέκεζαξ ζηα ιεηαζπδιαηζζιέκα θοηά ημο είδμοξ 

N. benthamiana.  
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2.2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

2.2.1. Μόιπλζε θπηώλ N. benthamiana αγξίνπ ηύπνπ κε ην CEVd 

ηα πθαίζζα ιυθοκζδξ, ιέζς αβνμ-ειπμηζζιμφ, θοηχκ ημο είδμοξ N. benthamiana ιε 

ημ ζμεζδέξ CEVd, πνδζζιμπμζήεδηε πθαζιίδζμ πμο έθενε ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. 

 

2.2.1.1. Πνμεημζιαζία πθαζιζδίμο 

Υνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd πμο πενζέπεζ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο 

CEVd ηαζ ήηακ εοβεκζηή πμνδβία ημο Dr. J.A. Daròs (Δζη. 2.4) (Daròs and Flores, 

2004). Σμ pCdCEVd εζζήπεδ ζε επζδεηηζηά ηφηηανα A. tumefaciens ΔΖΑ105 (Hood et 

al., 1993) ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ δθεηηνμπυνςζδξ (Nagel et al., 1990). Γζα ηδ δζαδζηαζία 

πνδζζιμπμζήεδηε δ ζοζηεοή Micropulser ηδξ Biorad ιε ηζξ ηοαέηηεξ ιε ηεκυ 0,1 cm 

ηδξ ίδζαξ εηαζνείαξ. Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ πνδζζιμπμζήεδηακ 40 ιl ααηηδνζαημφ 

αζςνήιαημξ ηαζ 2 ιl απυ ημ πθαζιίδζμ. Ζ πνμεημζιαζία ηςκ επζδεηηζηχκ ααηηδνζαηχκ 

ηοηηάνςκ A. tumefaciens ΔΖΑ105 έβζκε αημθμοεχκηαξ έκα ηοπζηυ πνςηυημθθμ 

(www.bioguider.com). 

 

 

Δηθόλα 2.4. Γζαβναιιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο δζιενμφξ ιμνίμο ημο CEVd υπςξ έπεζ 

εκζςιαηςεεί ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα. Πνμένπεηαζ απυ ηδκ αθθδθμοπία M34917 ζηδκ μπμία 

θείπεζ έκα G ιεηαλφ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ 70 ηαζ 74 (Daròs and Flores, 2004). 

 

2.2.1.2. Αβνμ-ειπμηζζιυξ (Agro-infiltration) θοηχκ N. benthamiana αβνίμο ηφπμο 

Σα ζηάδζα πνμεημζιαζίαξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ A. tumefaciens πνζκ ημκ αβνμ-

ειπμηζζιυ είκαζ ηα ελήξ: 

1) Λήρδ ιίαξ απμζηίαξ απυ ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα A. tumefaciens ΔΖΑ105-pCdCEVd. 

Σα ααηηήνζα επςάζηδηακ ζημοξ 28 °C ιε πενζζηνμθή βζα πενίπμο 18 χνεξ ζε οβνυ 

ενεπηζηυ οπυζηνςια LB πμο πενζείπε ηα ακηζαζμηζηά ηακαιοηίκδ (50 mg/l) ηαζ 

νζθαιπζηίκδ (100 mg/l).  

2) Σδκ επυιεκδ διένα, έβζκε οπμηαθθζένβεζα ζε θνέζημ οβνυ ενεπηζηυ οπυζηνςια LB 

ιε ηα ακηίζημζπα ακηζαζμηζηά πμο πενζείπε επζπθέμκ 10 mΜ MES (pH 5.7) ηαζ 20 

ιM acetosyringone. Σα ααηηήνζα επςάζηδηακ ζημοξ 28 °C ιε πενζζηνμθή βζα 

πενίπμο 18 χνεξ. 

http://www.bioguider.com/
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3) Σδκ διένα ημο αβνμ-ειπμηζζιμφ έβζκε θοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζηζξ 3.500 

ζηνμθέξ/θεπηυ βζα 20 θεπηά ηαζ επακαδζάθοζδ ζε δζάθοια ΜΜΑ (10 mM MES pH 

5.7, 10 mM MgCl2, 200 ιM asetosyringone).  

4) Σμ ζηάδζμ 3 επακαθήθεδηε ιία αηυια θμνά ηαζ πναβιαημπμζήεδηε δ ηεθζηή 

επακαδζάθοζδ ζε δζάθοια MMA, χζηε ημ ααηηδνζαηυ αζχνδια κα έπεζ 

απμννυθδζδ OD600: 0,5-0,6. ηδ ζοκέπεζα, ημπμεεηήεδηε ζημ ζημηάδζ βζα δφμ 

χνεξ. 

 

Ζ ιυθοκζδ ιε ημ αβνμααηηήνζμ έβζκε ζε θοηά N. benthamiana δθζηίαξ πέκηε 

εαδμιάδςκ. Υνδζζιμπμζήεδηακ έλζ θοηά βζα ηδ ιυθοκζδ, δ μπμία έβζκε ιε ηνεζξ 

δζαθμνεηζημφξ ηνυπμοξ (ιμθφκεδηακ δφμ θοηά ιε ηάεε ηνυπμ): 

1) Διπμηζζιυξ ζημ έθαζια ημο θφθθμο ιε ηδ πνήζδ ζφνζββαξ πςνίξ αεθυκα. Ο 

ειπμηζζιυξ έβζκε ζε πμθθά ζδιεία ημο εθάζιαημξ πνμηεζιέκμο κα ελαπθςεεί ημ 

ααηηδνζαηυ αζχνδια ζε μθυηθδνδ ηδκ επζθάκεζα. 

2) Έβποζδ ζε ζπζζιή ζηδ αάζδ ημο αθαζημφ. Έβζκε δζαβχκζα ζπζζιή ζηδ αάζδ ημο 

αθαζημφ ιε ηδ αεθυκα ηδξ ζφνζββαξ ηαζ έβποζδ ημο αζςνήιαημξ ιε ηδ πνήζδ ηδξ 

ζφνζββαξ πςνίξ αεθυκα. 

3) Έκεζδ ζηδ αάζδ ημο αθαζημφ. Έβποζδ ημο αζςνήιαημξ ζηδ αάζδ ημο αθαζημφ ιε 

ηδ πνήζδ ζφνζββαξ ιε αεθυκα.  

Σα ιμθοζιέκα θοηά δζαηδνήεδηακ ζε εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ ιε 

εενιμηναζία 24 °C ηαζ 18 χνεξ θςξ. Γεζβιαημθδρίεξ πναβιαημπμζήεδηακ ζε ιία, 

ηνεζξ, πέκηε ηαζ επηά εαδμιάδεξ ιεηά ημκ ειπμηζζιυ ιε θήρδ κεανχκ θφθθςκ πμο δεκ 

είπακ ειπμηζζηεί. Σα δείβιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ -80 °C ιέπνζ ηδκ επελενβαζία ημοξ. 

 

2.2.1.3. Απμιυκςζδ RNA ηαζ έθεβπμξ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζηα αβνμ-

ειπμηζζιέκα θοηά N. benthamiana 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ημο RNA πνδζζιμπμζήεδηε ημ ακηζδναζηήνζμ TRIzol Reagent 

(Ambion), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηάεε δείβια 

πνδζζιμπμζήεδηακ πενίπμο 70 mg ζζημφ. Ζ ηεθζηή επακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ημο 

RNA έβζκε ζε 50 ιl κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Αημθμφεδζε πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο απμιμκςεέκημξ RNA ιε θςημιέηνδζδ.  
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ηδ ζοκέπεζα, έβζκε απμιάηνοκζδ ημο DNA πμο πζεακυκ κα πενζείπακ ηα 

δείβιαηα RNA πνδζζιμπμζχκηαξ ιζα ακαζοκδοαζιέκδ DNase I (Takara). Σμ ιίβια 

ήηακ ςξ ελήξ:  

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 

Buffer (10x) 5 

DNase I 2  

RNA 43 

φνολο 50 

 

Ζ ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε ζημοξ 37 °C βζα 30 θεπηά. Αημθμφεδζε ηαεανζζιυξ 

ημο RNA ιε υλζκδ θαζκυθδ, ηαείγδζδ ιε αζεακυθδ ηαζ πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ηεθζηήξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο ηαεανζζιέκμο RNA ιε θςημιέηνδζδ. 

Αημθμφεδζε ακηίδναζδ RT ιε ηδ πνήζδ ηδξ Superscript II Reverse transcriptase 

(Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηδκ ακηίδναζδ 

ακαιίπεδηακ 300 ng μθζημφ RNA ιε ημκ εηηζκδηή CEVd-Pst-F (Πίκαηαξ 2.1). Με ημ 

ζοβηεηνζιέκμ εηηζκδηή ελαζθαθίγεηαζ δ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθή ηςκ 

πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ (οανζδίγεζ ζηδκ ανκδηζηή αθθδθμοπία (-) πμο πανάβεηαζ 

ηαηά ηδ δζαδζηαζία ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd, Δζη. 2.1) ηαζ υπζ ηςκ 

ιεηαβναθδιάηςκ ημο δζαβμκζδίμο. Σμ ιίβια ημπμεεηήεδηε ζημοξ 95 °C βζα 5 θεπηά, 

ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πάβμ βζα 2 θεπηά ηαζ αημθμφεδζε δ πνμζεήηδ ηςκ οπυθμζπςκ 

ζοζηαηζηχκ ηδξ ακηίδναζδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ (Ito et al., 2000). 

Σα πνμσυκηα ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηδκ PCR. Ζ ακηίδναζδ 

έβζκε ιε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-R (Πίκαηαξ 2.1). Σμ 

ακαιεκυιεκμ πνμσυκ ήηακ 174 γεφβδ αάζεςκ. Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 13,52   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

LIC1_298-70-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

LIC2_298-70-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα RNA 2,4   

φνολο 20   
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Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 60 °C - 30 δευτ. 33 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  

 

2.2.2. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ N. benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ ην 

CEVd 

Γζα ηδκ παναβςβή δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ πμο πμθθαπθαζζάγμοκ εκδμβεκχξ ημ CEVd 

πναβιαημπμζήεδηε ζηαεενυξ βεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ πνδζζιμπμζχκηαξ ημ 

πθαζιίδζμ pCdCEVd, πμο θένεζ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ, 

εθανιυζηδηε δ ιέεμδμξ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ θοθθζηχκ δίζηςκ (Horsch et al., 

1985). 

 

2.2.2.1. Πνμεημζιαζία ααηηδνίμο 

Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd, ημ μπμίμ 

εζζήπεδ ζε επζδεηηζηά ηφηηανα A. tumefaciens ΔΖΑ105 ηαζ C58C1 ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ 

δθεηηνμπυνςζδξ, υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.1.  

Σα ζηάδζα πνμεημζιαζίαξ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ A. tumefaciens πνζκ ημ 

βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ θοηχκ ημο είδμοξ N. benthamiana είκαζ ηα ελήξ: 

1) Λήρδ ιίαξ απμζηίαξ απυ ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα A. tumefaciens ΔΖΑ105-pCdCEVd 

ηαζ C58C1-pCdCEVd. Σα ααηηήνζα επςάζηδηακ ζημοξ 28 °C ιε πενζζηνμθή βζα 

πενίπμο 18 χνεξ ζε οβνυ ενεπηζηυ οπυζηνςια LB πμο πενζείπε ηα ακηζαζμηζηά 

ηακαιοηίκδ (50 mg/l) ηαζ νζθαιπζηίκδ (15 mg/l).  

2) Σδκ επυιεκδ διένα έβζκε θοβμηέκηνδζδ ηδξ ηαθθζένβεζαξ ζηζξ 3.500 ζηνμθέξ/θεπηυ 

βζα 20 θεπηά ηαζ επακαδζάθοζδ ζε δζάθοια πμο πενζείπε 4,4 g/l άθαηα MS ιε 

αζηαιίκεξ, 30 g/l ζαηπανυγδ ηαζ 19,6 mg/l αηεημζονζβηυκδ (pH 5.8). Ζ ηεθζηή 

μπηζηή ποηκυηδηα ημο δζαθφιαημξ ήηακ πενίπμο OD600=1.  

 

2.2.2.2. Γεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ θοηχκ N. benthamiana 

Ο βεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ έβζκε ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ (Horsch 

et al., 1985). Ζ ιέεμδμξ πενζβνάθεηαζ ζοκμπηζηά παναηάης. 
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Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ πνδζζιμπμζήεδηακ θοηά N. benthamiana αβνίμο ηφπμο 

δθζηίαξ 4-6 εαδμιάδςκ.  

Ζ πνμεημζιαζία ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ έπεζ ςξ ελήξ: 

1) Σα θφθθα πθέκμκηαζ ιε κενυ ανφζδξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα απμθοιαίκμκηαζ ιε 

ειαάπηζζδ βζα πέκηε θεπηά ζε δζάθοια πθςνίκδξ 20% ηαζ 0,1% Tween-20. 

2) Σα θφθθα λεπθέκμκηαζ ηέζζενεζξ θμνέξ ιε απμζηεζνςιέκμ απζμκζζιέκμ κενυ. 

3) Κυαμκηαζ θοθθζημί δίζημζ δζαιέηνμο πενίπμο 0,5 cm, ιε ηδ αμήεεζα 

απμζηεζνςιέκμο θεθθμηνοπδηήνα. 

Σα ζηάδζα ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ έπμοκ ςξ ελήξ: 

1) Οζ θοθθζημί δίζημζ ειααπηίγμκηαζ ζημ ααηηδνζαηυ αζχνδια βζα πενίπμο 30 θεπηά.    

2) Μεηά ηδ ιυθοκζδ, μζ θοθθζημί δίζημζ ημπμεεημφκηαζ ζε ενεπηζηυ οπυζηνςια 

πςνίξ ακηζαζμηζηά επζθμβήξ, ιε ηδκ ηάης επζθάκεζά ημοξ πνμξ ηα ηάης. Σμ 

οπυζηνςια ζοβηαθθζένβεζαξ απμηεθείηαζ απυ 4,4 g/l άθαηα MS ιε αζηαιίκεξ, 30 

g/l ζαηπανυγδ, 8 g/l άβαν, 1 mg/l αακγοθαιζκμπμονίκδ (BAP) ηαζ 0,1 mg/l 

καθεαθζκμλζηυ μλφ (NAA). Σμ pH ημο οπμζηνχιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 5.8. 

3) Σα ηνοαθία ιε ημοξ θοθθζημφξ δίζημοξ ημπμεεημφκηαζ ζε εάθαιμ ζηαεενχκ 

ζοκεδηχκ ιε εενιμηναζία 25 °C ηαζ 18 χνεξ θςξ. 

4) Μεηά απυ ηνεζξ διένεξ ζοβηαθθζένβεζαξ ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ ιε ημ 

αβνμααηηήνζμ, βίκεηαζ ιεηαθμνά ζε ενεπηζηυ οπυζηνςια ιε ακηζαζμηζηά επζθμβήξ 

βζα ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα ηαζ βζα ημ αβνμααηηήνζμ. Σμ οπυζηνςια 

επζθμβήξ απμηεθείηαζ απυ 4,4 g/l άθαηα MS ιε αζηαιίκεξ, 30 g/l ζαηπανυγδ, 8 g/l 

άβαν, 1 mg/l αακγοθαιζκμπμονίκδ (BAP), 0,1 mg/l καθεαθζκμλζηυ μλφ (NAA), 

250 mg/l ηανιπεκζηζθθίκδ ηαζ 10 mg/l οβνμιοηίκδ. Σμ pH ημο οπμζηνχιαημξ 

νοειίγεηαζ ζημ 5.8. 

5) Οζ θοθθζημί δίζημζ ιεηαθένμκηαζ ζε θνέζημ οπυζηνςια επζθμβήξ ηάεε ηνεζξ 

εαδμιάδεξ. 

6) ηζξ άηνεξ ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ ζπδιαηίγμκηαζ ιζηνμί ηάθθμζ. Όηακ ακαπηοπεμφκ 

αθαζημί απυ ημοξ ηάθθμοξ, μζ αθαζημί ηυαμκηαζ ηαζ ημπμεεημφκηαζ ζε 

ιεβαθφηενα δμπεία ιε οπυζηνςια επζθμβήξ πμο επζηνέπμοκ ηδκ απνυζημπηδ 

ακάπηολή ημοξ. 

7) Όηακ μζ αθαζημί απμηηήζμοκ ιήημξ 2-3 cm, ιεηαθένμκηαζ ζε δμπεία ιε 

οπυζηνςια νζγμαμθίαξ, ημ μπμίμ απμηεθείηαζ απυ 4,4 g/l άθαηα MS ιε αζηαιίκεξ, 

30 g/l ζαηπανυγδ, 5 g/l άβαν, 250 mg/l ηεθμηαλίιδ ηαζ 10 mg/l οβνμιοηίκδ. Σμ 

pH ημο οπμζηνχιαημξ νοειίγεηαζ ζημ 5.8. 
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8) Όηακ μζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί απμηηήζμοκ ζηακμπμζδηζηυ νζγζηυ ζφζηδια 

ιεηαθοηεφμκηαζ ζημ πχια. Σα θοηά δζαηδνμφκηαζ ζε εάθαιμ ιε 18 χνεξ θςξ ηαζ 

εενιμηναζία πενίπμο 22-26 °C.  

9) ημ ζηάδζμ ηδξ άκεδζδξ, ηα θοηά ηαθφπημκηαζ ιε πάνηζκα ζαημοθάηζα 

πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ αοημβμκζιμπμίδζδ ηαζ αημθμοεεί δ ζοθθμβή ημο 

ζπυνμο απυ ηάεε θοηυ λεπςνζζηά. 

Σέθμξ, πναβιαημπμζήεδηε δεζβιαημθδρία εκυξ έςξ δφμ θφθθςκ απυ ηάεε 

ακαβεκκδιέκμ θοηυ βζα ηδκ απμιυκςζδ DNA ηαζ RNA. Σα δείβιαηα απμεδηεφηδηακ 

ζημοξ -80 °C ιέπνζ κα πνδζζιμπμζδεμφκ. 

 

2.2.2.3. Έθεβπμξ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά, έβζκε 

απμιυκςζδ DNA ιε ηδ ιέεμδμ CTAB ηςκ Stewart and Via (1993). Γζα ηδκ 

απμιυκςζδ πνδζζιμπμζήεδηακ πενίπμο 50 mg ζζημφ. Ζ επακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ 

έβζκε ζε 400 ιl δζαθφιαημξ ΣΝΔ (10 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA). 

Αημθμφεδζε ηαεανζζιυξ ημο DNA απυ ημ RNA ιε ηδκ πνμζεήηδ 5 ιl RNάζδξ 

(ζοβηέκηνςζδξ 4 mg/ml). Ζ RNάζδ απμιαηνφκεδηε απυ ηα δείβιαηα ιε θαζκυθδ ηαζ 

ηαείγδζδ ιε αζεακυθδ.  Ζ ηεθζηή επακαδζάθοζδ ημο ηαεανζζιέκμο DNA έβζκε ζε 50 ιl 

κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Αημθμφεδζε πνμζδζμνζζιυξ ηδξ ζοβηέκηνςζδξ ημο 

απμιμκςεέκημξ DNA ιε θςημιέηνδζδ.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ πανμοζίαξ DNA ζηα δείβιαηα πναβιαημπμζήεδηε 

ακηίδναζδ PCR ιε ηδ πνήζδ ηςκ εηηζκδηχκ NADH-F/R (Πίκαηαξ 2.1). Σμ 

ακαιεκυιεκμ πνμσυκ ήηακ 1.453 γεφβδ αάζεςκ. Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 15,12   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

NADH-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

NADH-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα DNA 0,8   

φνολο 20   
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Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 60 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  

 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR 

ιε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ 35S-F/nosT-R (Πίκαηαξ 2.1). Σμ ακαιεκυιεκμ πνμσυκ ήηακ 

1.249 γεφβδ αάζεςκ. Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 15,12   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

35S-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

nosT-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα DNA 0,8   

φνολο 20   
 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 55 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 45 δευτ.  

72 °C - 5 λεπτά  

 

2.2.2.4. Έθεβπμξ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζηα ιεηαζπδιαηζζιέκα θοηά 

ηα ακαβεκκδιέκα θοηά N. benthamiana πμο ήηακ εεηζηά ζηδκ πανμοζία ημο 

δζαβμκζδίμο έβζκε απμιυκςζδ RNA ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο TRIzol Reagent 

(Ambion), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηάεε δείβια, 

πνδζζιμπμζήεδηακ πενίπμο 60 mg ζζημφ. Ζ ηεθζηή επακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ημο 

RNA έβζκε ζε 50 ιl κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Αημθμφεδζε πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο απμιμκςεέκημξ RNA ιε θςημιέηνδζδ.  

ηδ ζοκέπεζα, έβζκε απμιάηνοκζδ ημο DNA πμο πζεακυκ κα πενζείπακ ηα 

δείβιαηα RNA πνδζζιμπμζχκηαξ ιζα ακαζοκδοαζιέκδ DNase I (Takara). 

Αημθμοεήεδηε δ δζαδζηαζία πμο πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ απμοζίαξ DNA απυ ηα δείβιαηα RNA 

πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR ζημ RNA ιε ηδ πνήζδ ηςκ εηηζκδηχκ NADH-F/R 
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(Πίκαηαξ 2.1). Γζα ηδκ ακηίδναζδ αημθμοεήεδηε δ δζαδζηαζία πμο πενζβνάθεηαζ ζηδκ 

οπμεκυηδηα 2.2.2.3.  

Αημθμφεδζε ακηίδναζδ RT ιε ηδ πνήζδ ηδξ Superscript II Reverse transcriptase 

(Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηδκ ακηίδναζδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ 300 ng μθζημφ RNA ηαζ μ εηηζκδηήξ CEVd-Pst-F (Πίκαηαξ 2.1), 

υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3.  

Σα πνμσυκηα ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηδκ PCR. Ζ ακηίδναζδ 

έβζκε ιε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-R (Πίκαηαξ 2.1), υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3. Σμ ακαιεκυιεκμ πνμσυκ ήηακ 174 γεφβδ 

αάζεςκ.  

 

2.2.3. Μειέηε ησλ κνξθνινγηθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ δηαγνληδηαθώλ θπηώλ N. 

benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ ην CEVd 

Πνμηεζιέκμο κα δζενεοκδεεί εάκ δ ζοζζχνεοζδ ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ιμνίςκ 

RNA ημο ζμεζδμφξ πνμηαθεί ζοιπηχιαηα ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά, πναβιαημπμζήεδηακ 

ιεηνήζεζξ μνζζιέκςκ ιμνθμθμβζηχκ παναηηδνζζηζηχκ ζε θοηά ηδξ T1 βεκεάξ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα πνδζζιμπμζήεδηακ πέκηε ακελάνηδηεξ ζεζνέξ πμο ήηακ απυβμκμζ ηςκ 

θοηχκ πμο πανάπεδηακ απυ ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ιε ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο 

CEVd ηαζ είπε επζαεααζςεεί υηζ πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ. Σα ιμνθμθμβζηά 

παναηηδνζζηζηά πμο ιεηνήεδηακ ήηακ ημ φρμξ, μ πνυκμξ άκεδζδξ, μ ανζειυξ ηςκ 

ακεέςκ ηαζ ημ αάνμξ ημο παναβυιεκμο ζπυνμο ακά θοηυ. 

 

2.2.3.1. Φοηζηυ οθζηυ ηαζ ζοκεήηεξ ακάπηολδξ 

Πναβιαημπμζήεδηακ δφμ ακελάνηδηα πεζνάιαηα. ημ πνχημ, πνδζζιμπμζήεδηε 

ζπυνμξ απυ ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ N.b. 34-1, 36 ηαζ 39, εκχ ζημ δεφηενμ πείναια 

πνδζζιμπμζήεδηε ζπυνμξ απυ ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ  N.b. 32 ηαζ 38-2. Καζ ζηα δφμ 

πεζνάιαηα, πνδζζιμπμζήεδηακ ηαοηυπνμκα ςξ ιάνηονεξ ζπυνμζ απυ θοηά N. 

benthamiana αβνίμο ηφπμο (wt). Οζ ζπυνμζ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ήηακ απυβμκμζ 

αοημβμκζιμπμίδζδξ (Σ1 βεκζά) ηςκ θοηχκ πμο πνμέηορακ απυ ημ βεκεηζηυ 

ιεηαζπδιαηζζιυ πμο πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.2. 

Ζ ζπμνά έβζκε ζε ζπμνείμ ζε εάθαιμ ακάπηολδξ ιε εενιμηναζία 25-30 °C. 

Αημθμφεδζε ιεηαθφηεοζδ ζε αημιζηά βθαζηνάηζα, ηνεζξ εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ζπμνά, ηαζ 

ημπμεέηδζδ ζηδκ ίδζα εενιμηναζία ιε θςημπενίμδμ 18 χνεξ θςξ ηαζ 6 χνεξ ζημηάδζ. 
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Αοηέξ μζ ζοκεήηεξ δζαηδνήεδηακ ηαε‟ υθδ ηδ δζάνηεζα ηςκ ιεηνήζεςκ. Οζ ιεηνήζεζξ 

έβζκακ ζε δέηα θοηά απυ ηάεε δζαβμκζδζαηή ζεζνά ηαζ ζε δέηα θοηά αβνίμο ηφπμο. 

 

2.2.3.2. Δπζαεααίςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά Σ1 

βεκζάξ 

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά, 

έβζκε δεζβιαημθδρία εκυξ θφθθμο απυ ηάεε θοηυ, μηηχ εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ζπμνά. 

Αημθμφεδζε απμιυκςζδ RNA ιε ηδ πνήζδ ημο ακηζδναζηδνίμο TRIzol Reagent 

(Ambion), ζφιθςκα ιε ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηάεε δείβια, 

πνδζζιμπμζήεδηακ πενίπμο 70 mg ζζημφ. Ζ ηεθζηή επακαδζάθοζδ ημο ζγήιαημξ ημο 

RNA έβζκε ζε 50 ιl κενυ ορδθήξ ηαεανυηδηαξ. Αημθμφεδζε πνμζδζμνζζιυξ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο απμιμκςεέκημξ RNA ιε θςημιέηνδζδ.  

ηδ ζοκέπεζα, έβζκε απμιάηνοκζδ ημο DNA πμο πζεακυκ κα πενζείπακ ηα 

δείβιαηα RNA πνδζζιμπμζχκηαξ ιζα ακαζοκδοαζιέκδ DNase I (Takara). 

Αημθμοεήεδηε δ δζαδζηαζία πμο πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3.  

Αημθμφεδζε ακηίδναζδ RT ιε ηδ πνήζδ ηδξ Superscript II Reverse transcriptase 

(Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηδκ ακηίδναζδ 

πνδζζιμπμζήεδηακ 300 ng μθζημφ RNA ηαζ μ εηηζκδηήξ CEVd-Pst-F (Πίκαηαξ 2.1), 

υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3.  

Σα πνμσυκηα ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηδκ PCR. Ζ ακηίδναζδ 

έβζκε ιε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-R (Πίκαηαξ 2.1), υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3. Σμ ακαιεκυιεκμ πνμσυκ ήηακ 174 γεφβδ 

αάζεςκ. 

 

2.2.3.3. Μεηνήζεζξ ηαζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ 

Ζ ιέηνδζδ ημο φρμοξ λεηίκδζε ηέζζενεζξ εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ζπμνά ηαζ 

επακαθαιαακυηακ ηάεε ηνεζξ ιε ηέζζενεζξ διένεξ.  

πεηζηά ιε ηδκ άκεδζδ, ηαηαβνάθδηε δ διενμιδκία ειθάκζζδξ ημο πνχημο 

άκεμοξ ζε ηάεε θοηυ ηαζ αημθμφεδζε ιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ακεέςκ 12 διένεξ 

ιεηά. Ζ ιέηνδζδ ηςκ ακεέςκ επακαθαιαακυηακ ηάεε επηά διένεξ.  

Σέθμξ, πναβιαημπμζήεδηε ζοθθμβή ηαζ γφβζζια ημο ζπυνμο απυ ηάεε θοηυ 

λεπςνζζηά. 
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Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο ζηαηζζηζημφ 

παηέημο JMP (έηδμζδ 8). Ζ αλζμθυβδζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ έβζκε ιε ηδ δμηζιαζία t 

ημο Student (Student‟s t-test) βζα επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ 5% (p≤0.05). 

 

Πίλαθαο 2.1. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζημ πανυκ 

ηεθάθαζμ ηδξ ιεθέηδξ. 

Ονόματα εκκινθτϊν Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν  
Μζγεκοσ 

προϊόντοσ (bp) 

35S-F (Oraby, 2005) GCTCCTACAAATGCCATCA 
1249 

nosT-R (Oraby, 2005) TTATCCTAGTTTGCGCGCTA 

CEVd-Pst-F ACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA  

LIC1_298-70-F cgacgacaagaccctCAAACCGCTTTTCTT* 
174 

LIC2_298-70-R gaggagaagagccctCGCCGCCTCTT* 

NADH-F  
(Martin et al., 2013) 

GGACTCCTGACGTATACGAAGGATC 
1453 

NADH-R  
(Martin et al., 2013) 

AGTAGATGCTATCACACATACAAT 

* Σα μικρά γράμματα υποδεικνφουν τα νουκλεοτίδια που είναι ομόλογα με τθ αλλθλουχία 
του χρθςιμοποιοφμενου πλαςμιδίου.  
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2.3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

2.3.1. Έιεγρνο ηνπ πνιιαπιαζηαζκνύ ηνπ CEVd ζε θπηά αγξν-εκπνηηζκέλα κε ην 

πιαζκίδην pCdCEVd 

Σμ θοηυ N. benthamiana πνδζζιμπμζείηαζ εονέςξ ζε πεζνάιαηα πμο αθμνμφκ ηδ 

ιεθέηδ ηδξ αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ζχκ ηαζ θοηχκ. Γεδμιέκμο υηζ δεκ είκαζ λεκζζηήξ 

ημο CEVd, πνμτπυεεζδ αλζμπμίδζδξ ημο ζηα πεζνάιαηα αοηήξ ηδξ ιεθέηδξ απμηέθεζε 

δ πνμδβμφιεκδ ιυθοκζή ημο ιε ημ ζμεζδέξ.  

ηα πθαίζζα αοηά, επζπεζνήεδηε δ ιυθοκζδ θοηχκ αβνίμο ηφπμο, ιέζς αβνμ-

ειπμηζζιμφ, ιε ηδ πνήζδ εκυξ πθαζιζδίμο πμο πενζέπεζ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. 

Ανπζηά έβζκε πνμζπάεεζα κα ηαηαζηεοαζηεί ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd απυ ιζα 

εθθδκζηή απμιυκςζδ ημο ζμεζδμφξ, πςνίξ επζηοπία. Γζα ημ θυβμ αοηυ,  πνδζζιμπμζήεδηε 

ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd, ημ μπμίμ αθμνά ιζα ηαηαζηεοή πμο πενζθαιαάκεζ δφμ 

δζαδμπζηέξ αθθδθμοπίεξ ημο CEVd ημπμεεηδιέκεξ ιε ηδκ ίδζα ηαηεφεοκζδ. Σμ 

ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ιε επζηοπία απυ ημοξ Daròs ηαζ Flores 

(2004) βζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ θοηχκ A. thaliana, ημ μπμίμ ζοκζζηά επίζδξ ιδ-λεκζζηή 

ημο CEVd. Σα θοηά πμο πανάπεδηακ απυ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ είπακ ηδκ ζδζυηδηα κα 

πμθθαπθαζζάγμοκ εκδμβεκχξ ημ CEVd.  

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ, πνδζζιμπμζήεδηε ζηδκ 

ακηίζηνμθδ ιεηαβναθή έκαξ πνυζεζμξ εηηζκδηήξ ζε ακηίεεζδ ιε ηζξ ηοπζηέξ 

ακηζδνάζεζξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ζηζξ μπμίεξ πνδζζιμπμζείηαζ μ ακηίζηνμθμξ 

εηηζκδηήξ. Ο πνυζεζμξ εηηζκδηήξ πνμζδέκεηαζ ζηδκ ανκδηζηή (-) αθθδθμοπία ημο 

ζμεζδμφξ, δ μπμία πανάβεηαζ ιυκμ υηακ αοηυ πμθθαπθαζζάγεηαζ. Ακηίεεηα, μ 

ακηίζηνμθμξ εηηζκδηήξ πνμζδέκεηαζ, εηηυξ απυ ηδ εεηζηή (+) αθοζίδα ημο ζμεζδμφξ, ηαζ 

ζημ mRNA πμο πανάβεηαζ απυ ηδ ιεηαβναθή ημο εκεέιαημξ ημο πθαζιζδίμο.  

Σαοηυπνμκα, μ ηαεανζζιυξ ημο RNA απυ πζεακέξ επζιμθφκζεζξ ιε DNA απέηθεζζε ημ 

εκδεπυιεκμ πμθθαπθαζζαζιμφ, ιέζς PCR, ιμνίςκ DNA πνμενπυιεκςκ απυ ημ 

πθαζιίδζμ.  

Ο αβνμ-ειπμηζζιυξ έβζκε ιε ηνεζξ δζαθμνεηζημφξ ηνυπμοξ. φιθςκα ιε ηα 

απμηεθέζιαηα, ζηα θοηά πμο ιμθφκεδηακ ιε έβποζδ ζημ έθαζια, ημ ζμεζδέξ 

εκημπίζηδηε επηά εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ (Δζη. 2.5). ηα θοηά πμο ιμθφκεδηακ ιε 

έβποζδ ζε ζπίζζιμ πμο δδιζμονβήεδηε ζημ αθαζηυ, ημ ζμεζδέξ εκημπίζηδηε ηνεζξ 

εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ (Δζη. 2.6). Ακηίεεηα, ζηα θοηά πμο ιμθφκεδηακ ιε έκεζδ 
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ζημ αθαζηυ, δεκ ηαηέζηδ δοκαηυξ μ εκημπζζιυξ ημο ζμεζδμφξ, αηυιδ ηαζ επηά 

εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ (Δζη. 2.5).  

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Μ  

  
5 εβδνκάδεο 

 
7 εβδνκάδεο 

 

Δηθόλα 2.5. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR βζα ηδκ ακίπκεοζδ πμθθαπθαζζαγυιεκμο 

CEVd ζε αβνμ-ειπμηζζιέκα θοηά N. benthamiana, ζηζξ πέκηε (πάλσ) ηαζ ηζξ επηά (θάησ) 

εαδμιάδεξ ιεηά ημκ ειπμηζζιυ: 1: ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (Ζ2Ο), 2: N. benthamiana ιδ 

ειπμηζζιέκμ, 3-4: θοηά ειπμηζζιέκα ζημ έθαζια, 5-6: θοηά ειπμηζζιέκα ζε ζπζζιή ζημ 

αθαζηυ, 7-8: θοηά ειπμηζζιέκα ιε έκεζδ ζημ αθαζηυ, 9-10: Agro EHA105 pCdCEVd, M: 100 

bp DNA ladder (NEB). 

-C 1 3 5 7 +C Μ 

 

Δηθόλα 2.6. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR βζα ηδκ ακίπκεοζδ πμθθαπθαζζαγυιεκμο 

CEVd ζε θοηυ N. benthamiana αβνμ-ειπμηζζιέκμ ζε ζπζζιή ζημ αθαζηυ: -C: ανκδηζηυξ 

ιάνηοναξ (Ζ2Ο), 1: ιία εαδμιάδα ιεηά ηδ ιυθοκζδ, 3: ηνεζξ εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ, 5: 

πέκηε εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ, 7: επηά εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ, +C: Agro EHA105 

pCdCEVd, M: 100 bp DNA ladder (NEB). 

 

Απυ ηα παναπάκς θαίκεηαζ υηζ υηακ μ ειπμηζζιυξ βίκεηαζ ζημ έθαζια ημο θφθθμο 

οπάνπεζ ιεβάθδ ηαεοζηένδζδ ζηδ δζαζοζηδιαηζηή ιεηαθμνά ημο ζμεζδμφξ ιέζα ζημ 

θοηυ. Σμ βεβμκυξ αοηυ οπμδεζηκφεζ ιζα δοζημθία ζηδ ιεηαηίκδζδ ημο ζμεζδμφξ ζημ 

θοηυ ή αηυια ηαζ ακεπανηή νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ. Ακηίεεηα, υηακ δ έβποζδ βίκεηαζ 

ζε ζπζζιή ζημ αθαζηυ, πζεακυκ ημ αβνμααηηήνζμ πενκάεζ ηαηεοεείακ ζημ αββεζαηυ 

ζφζηδια ιέζς ημο μπμίμο δζαζπείνεηαζ ζε μθυηθδνμ ημ θοηυ ηαζ πμθθαπθαζζάγεηαζ ημ 

ζμεζδέξ. Σα παναπάκς επζαεααζχκμοκ ηα απμηεθέζιαηα πνμδβμφιεκςκ ενεοκχκ (Cress 

et al., 1983; Tabler and Sanger, 1984), υπμο ακαθένεηαζ υηζ ηα δζιενή ιυνζα ανηεηχκ 

ζμεζδχκ πμο ηαηαζηεοάγμκηαζ in vitro είκαζ ιμθοζιαηζηά βζα ημοξ λεκζζηέξ ημοξ ιεηά 
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απυ ιδπακζηή ιυθοκζδ. Σα εονήιαηα αοηά ζοκζζημφκ ηδκ πνχηδ ακαθμνά 

πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζε θοηά ημο είδμοξ N. benthamiana ηαζ επζπθέμκ 

πανέπμοκ ζζπονέξ εκδείλεζξ υηζ ημ είδμξ αοηυ δζαεέηεζ ημοξ εκγοιζημφξ ιδπακζζιμφξ 

πμο απαζημφκηαζ βζα ημκ in vivo πμθθαπθαζζαζιυ ημο CEVd.   

 

2.3.2. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ N. benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ ην 

CEVd 

ημ ζφκμθυ ημοξ, ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πνμδβμφιεκδξ πεζναιαηζηήξ εκυηδηαξ 

οπμβναιιίγμοκ ηδ δοζημθία ιυθοκζδξ ημο N. benthamiana ιε ημ CEVd, ιέζς ιεευδςκ 

αβνμ-ειπμηζζιμφ. Σα θοηά είκαζ ανηεηά βδναζιέκα υηακ ανπίγμοκ κα 

πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ ζε πμζυηδηεξ πμο κα ιπμνμφκ κα ακζπκεοημφκ ιε PCR 

(ηνεζξ έςξ επηά εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ) ηαζ επμιέκςξ, ηα θοηά αοημφ ημο ζηαδίμο 

δεκ είκαζ ηαηάθθδθα βζα πνήζδ ζε ζπεηζηέξ ιεθέηεξ. Δπζπθέμκ, πζεακμθμβείηαζ υηζ δ 

εθανιμβή ημο αβνμ-ειπμηζζιμφ δεκ μδδβεί ζε δζαζοζηδιαηζηή ιυθοκζδ, ιε 

απμηέθεζια δ δζαζπμνά ημο ζμεζδμφξ κα ιδκ είκαζ μιμζυιμνθδ ζε μθυηθδνμ ημ θοηυ 

(Zhu et al., 2001).  

Γζα ημοξ παναπάκς θυβμοξ, ηνίεδηε απαναίηδηδ δ ιεηαηνμπή ημο N. 

benthamiana ζε λεκζζηή ημο ζμεζδμφξ, ιέζς ζηαεενμφ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ. ηα 

πθαίζζα αοηά, ενεοκδηζηυ ζηυπμ ηδξ πανμφζαξ εκυηδηαξ απμηέθεζε δ δδιζμονβία 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ πμο πμθθαπθαζζάγμοκ εκδμβεκχξ ημ ζμεζδέξ ηαζ δ ιεηέπεζηα 

αλζμπμίδζή ημοξ ζε πεζνάιαηα ακάπηολδξ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο CEVd, ιέζς ηδξ 

εθανιμβήξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ (Κεθάθαζμ 3 ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ).   

Γζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ πνδζζιμπμζήεδηακ θοηά αβνίμο ηφπμο ημο 

είδμοξ N. benthamiana ηαζ εθανιυζηδηε δ ιέεμδμξ ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ (Horsch et 

al., 1985). Καηά ηδ δζαδζηαζία αοηή, δζενεοκήεδηε δ δοκαηυηδηα δφμ δζαθμνεηζηχκ 

ζηεθεπχκ ημο αβνμααηηδνίμο -EHA105-pCdCEVd ηαζ C58C1-pCdCEVd- ςξ πνμξ ηδ 

δοκαηυηδηά ημοξ κα ιεηαζπδιαηίζμοκ βεκεηζηά θοηά N. benthamiana. οκμθζηά, 

ιμθφκεδηακ 240 έηθοηα. Πανάθθδθα, εθέβπεδηε δ ακαβεκκδηζηή ζηακυηδηα ηςκ 

εηθφηςκ πνδζζιμπμζχκηαξ ςξ ιάνηονεξ θοθθζημφξ δίζημοξ απυ ηα ίδζα θφθθα, μζ 

μπμίμζ δεκ ιμθφκεδηακ ιε ηακέκα ααηηήνζμ ηαζ ημπμεεηήεδηακ ζηα ακηίζημζπα 

οπμζηνχιαηα πςνίξ ακηζαζμηζηά. Όπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 2.2, ηα δφμ ααηηδνζαηά 

ζηεθέπδ έπμοκ ιζηνή δζαθμνά ςξ πνμξ ημ πμζμζηυ ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ πμο 

ακέπηολακ αθαζημφξ.  
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Α) 
Β) 

Γ) Γ) 

Α) Α) 

Πίλαθαο 2.2. Σα πμζμζηά ηςκ θοθθζηχκ δίζηςκ πμο ακέπηολακ αθαζημφξ, ηαηά ηδ 

δζαδζηαζία ιεηαζπδιαηζζιμφ, ιε ηδ πνήζδ δφμ δζαθμνεηζηχκ ζηεθεπχκ ημο 

αβνμααηηδνίμο πμο έθενακ ημ ίδζμ πθαζιίδζμ. 

τζλεχοσ αγροβακτθρίου Ζκφυτα με βλαςτοφσ Ποςοςτό 

Μάρτυρασ 36/50 72% 

EHA105 pCdCEVd 32/145 22% 

C58C1 pCdCEVd 27/95 28% 

 

 Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζηυκα 2.7, ζε ηάεε έηθοημ ζπδιαηίζηδηακ πενζζζυηενμζ 

ημο εκυξ ηάθθμζ ηαζ ηάεε ηάθθμξ πανήβαβε ανηεημφξ αθαζημφξ, μζ μπμίμζ εεςνμφκηαζ 

ιεηαλφ ημοξ ηθχκμζ ηαεχξ πνμέηορακ απυ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ημο ίδζμο θοηζημφ 

ηοηηάνμο. 

 

  

                                             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 2.7. Σα ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ θοθθζηχκ δίζηςκ N. benthamiana: 

Α) μζ θοθθζημί δίζημζ, 1 εαδμιάδα ιεηά ηδ ιυθοκζδ, Β) ηάθθμζ ηαζ ιζηνμί αθαζημί επί ηςκ 

εηθφηςκ, 3 ιήκεξ ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ, Γ) αθαζημί ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ, 4 ιήκεξ ιεηά 

ημ ιεηαζπδιαηζζιυ, Γ) ιεηαθφηεοζδ ακαβεκκδιέκμο αθαζημφ ζε πχια. 
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Ζ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ δζήνηδζε ζοκμθζηά πενίπμο έλζ ιήκεξ, απυ 

ηδκ διένα ηδξ ιυθοκζδξ ηςκ εηθφηςκ ιέπνζ ηδ ιεηαθφηεοζδ ζημ πχια. Οζ 

ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ημπμεεηήεδηακ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ πενίπμο 3 ιήκεξ 

ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ιεηαθοηεφηδηακ ζημ πχια πενίπμο 3 ιήκεξ ανβυηενα. 

ημ πχια ιεηαθοηεφηδηακ ζοκμθζηά 45 θοηά εη ηςκ μπμίςκ επζαίςζακ ηα 35. ηδ 

ζοκέπεζα, πναβιαημπμζήεδηε ζοθθμβή ζπυνμο αοημβμκζιμπμίδζδξ ηαεχξ ηαζ 

δεζβιαημθδρία θφθθςκ απυ υθα ηα θοηά πμο επζαίςζακ. Αημθμφεδζε απμιυκςζδ 

DNA, βζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο (pCdCEVd) ηαζ  απμιυκςζδ RNA 

βζα ημκ έθεβπμ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd. 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ ηαηαθθδθυηδηαξ ηδξ ιεευδμο ηςκ Stewart ηαζ Via (1993) βζα 

ηδκ απμιυκςζδ DNA απυ δείβιαηα θφθθςκ N. benthamiana ηαζ ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ 

πανμοζίαξ DNA ζηα δείβιαηα έβζκε ακηίδναζδ PCR ιε ημοξ εηηζκδηέξ NADH-F/R 

(Δζη. 2.8) πμο πμθθαπθαζζάγμοκ έκα ηιήια ημο βμκζδίμο ηδξ δεφηενδξ οπμιμκάδαξ ηδξ 

αθοδνμβμκάζδξ ημο NADH (ndhB gene). Σμ βμκίδζμ αοηυ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ 

εζςηενζηυξ ιάνηοναξ (housekeeping gene) ηαεχξ πανμοζζάγεζ ζηαεενή έηθναζδ ηυζμ 

ζηα δζαθμνεηζηά ηφηηανα ηαζ ζζημφξ υζμ ηαζ ζηα δζαθμνεηζηά ζηάδζα ακάπηολδξ. 

 

-C +C M 34 35 36 37 40 43 

 

Δηθόλα 2.8. Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε ημοξ εηηζκδηέξ NADH-F/R βζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ πανμοζίαξ DNA ζηα δείβιαηα. -C: Ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (Ζ2Ο), +C: εεηζηυξ 

ιάνηοναξ (DNA απυ Ν. benthamiana). Οζ ανζειμί ζοιαμθίγμοκ ημκ ανζειυ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ 

ζεζνάξ. M: 100bp DNA ladder (ΝΔΒ). 

 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο, ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR ιε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ 35S-F/nosT-R (Δζη. 2.9). 

Οζ εηηζκδηέξ αοημί οανζδίγμοκ ζημκ οπμηζκδηή (promoter) 35S ημο ζμφ ημο ιςζασημφ 

ημο ημοκμοπζδζμφ (CaMV) ηαζ ζημκ ηενιαηζζηή (terminator) NOS 3‟ απυ ημ βμκίδζμ ηδξ 

ζοκεάζδξ ηδξ κμπαθίκδξ, ακηίζημζπα, μζ μπμίμζ ανίζημκηαζ εηαηένςεεκ ημο δζαβμκζδίμο 

ηαζ εθέβπμοκ ηδκ έηθναζή ημο ζημ θοηυ. 
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-C -C2 1 8 10 13 14 Μ 15 17 18 23 24 25 26 P Μ 

 

Δηθόλα 2.9. Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε ημοξ εηηζκδηέξ 35S-F/nosT-R βζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο pCdCEVd ζηα δείβιαηα. -C: Ανκδηζηυξ ιάνηοναξ 

(Ζ2Ο), -C2: ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (αβνίμο ηφπμο Ν. benthamiana), 1-26: μζ ανζειμί ζοιαμθίγμοκ 

ημκ ανζειυ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ ζεζνάξ. P: πθαζιίδζμ pCdCEVd, M: 100bp DNA ladder (NEB). 

 

Αημθμφεδζε απμιυκςζδ RNA απυ ηα δείβιαηα ζηα μπμία ακζπκεφηδηε δ 

πανμοζία ημο δζαβμκζδίμο. ηα δείβιαηα RNA, έβζκε ιεηαπείνζζδ ιε DNase 

πνμηεζιέκμο κα απμηθεζζηεί δ πανμοζία επζιμθφκζεςκ DNA (Δζη. 2.10). Όπςξ 

ακαθένεδηε ηαζ παναπάκς, ημ ζηάδζμ αοηυ είκαζ πμθφ ζδιακηζηυ βζα ηδ ιεηέπεζηα 

ακίπκεοζδ ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ ηαεχξ ελαζθαθίγεζ υηζ δ PCR δεκ 

πμθθαπθαζζάγεζ DNA πνμενπυιεκμ απυ ημ πθαζιίδζμ. 

 

-C 1 8 10 13 14 15 17 18 23 24 +C M 

 

Δηθόλα 2.10. Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε ημοξ εηηζκδηέξ NADH-F/R βζα ηδκ 

επζαεααίςζδ ηδξ απμοζίαξ επζιμθφκζεςκ DNA ζηα δείβιαηα. -C: Ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (Ζ2Ο), 

+C: ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (αβνίμο ηφπμο Ν. benthamiana), 1-24: μζ ανζειμί ζοιαμθίγμοκ ημκ 

ανζειυ ηδξ δζαβμκζδζαηήξ ζεζνάξ. M: 100bp DNA ladder (ΝΔΒ). 

 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ ζηα ιεηαζπδιαηζζιέκα N. 

benthamiana, πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ιε ημκ πνυζεζμ 

εηηζκδηή CEV-Pst-F. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ ελαζθαθίγεηαζ δ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθή 

ιυκμ ηςκ ανκδηζηχκ αθοζίδςκ (-) ημο CEVd πμο πανάβμκηαζ ηαηά ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ημο ζμεζδμφξ. ηδ ζοκέπεζα, μζ ακηζδνάζεζξ PCR έβζκακ ιε γεφβμξ 

εηηζκδηχκ πμο οανζδίγεζ ζε ηιήια ημο ζμεζδμφξ (Δζη. 2.11).  
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-C 8 10 13 14 17 18 23 24 26 27 28 Μ 

 

15 29 30 31 32 

33

1 

33

2 

34

1 35 36 37 +C M 

 

38 

1 

38

2 39 40 42 43 1 2 3 4 +C M 

 

Δηθόλα 2.11. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε ημοξ LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-

R βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ. Οζ ανζειμί ζοιαμθίγμοκ ημκ ανζειυ 

ηδξ δζαβμκζδζαηήξ ζεζνάξ. -C: Ανκδηζηυξ ιάνηοναξ (Ζ2Ο), +C: εεηζηυξ ιάνηοναξ (πθαζιίδζμ 

pCdCEVd), M: 100bp DNA ladder (ΝΔΒ).  

 

ημκ Πίκαηα 2.3 πανμοζζάγεηαζ ιζα ζφκμρδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ πμο αθμνμφκ ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ θοηχκ N. benthamiana ιε ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. Όπςξ 

θαίκεηαζ, δ πθεζμρδθία ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana πμθθαπθαζζάγμοκ ημ 

CEVd. Σμ βεβμκυξ αοηυ εκζζπφεζ ηδκ παναηήνδζδ πμο έβζκε ζηδκ εκυηδηα 2.3.1, υηζ ημ 

N. benthamiana δζαεέηεζ ηα απαναίηδηα έκγοια RNase ηαζ RNA θζβάζδ ηα μπμία 

ηαηαθφμοκ ηδκ ακηίδναζδ ημπήξ ηςκ δζιενχκ ιμνίςκ RNA ζε ιμκμιενή RNA πθήνμοξ 

αθθδθμοπίαξ ηαζ ημ ζπδιαηζζιυ ημο ηοηθζημφ ιμνίμο ημο ζμεζδμφξ, ακηίζημζπα. 

Απυ ηδ ζφκμρδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ, πνμηφπηεζ ζαθχξ υηζ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο 

CEVd έπεζ ηδκ ζηακυηδηα ιυθοκζδξ ηαηά ηδκ εκζςιάηςζή ημο ζε θοηά N. 

benthamiana, ιέζς ζηαεενμφ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ. Σα εονήιαηα αοηά, είκαζ 

ζφιθςκα ιε απμηεθέζιαηα ακηίζημζπςκ ενεοκχκ ζημ είδμξ A. thaliana (Daròs and 

Flores, 2004). Με αοηυ ημκ ηνυπμ, ημ ζμεζδέξ πμθθαπθαζζάγεηαζ ηαζ ελαπθχκεηαζ ζε 

μθυηθδνμ ημ θοηυ, λεπενκχκηαξ ημ ειπυδζμ ηδξ ιδ δζαζοζηδιαηζηήξ ιεηαηίκδζδξ πμο 

παναηδνείηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηδξ ιυθοκζδξ θοηχκ πμο δεκ είκαζ λεκζζηέξ ημο CEVd. 

Οζ απυβμκμζ ηςκ θοηχκ πμο πνμέηορακ απυ ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ εα 
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πνδζζιμπμζδεμφκ ζε πεζνάιαηα ζζχπδζδξ ημο CEVd (Κεθάθαζμ 3), αθμφ επζαεααζςεεί 

υηζ ημ ζμεζδέξ πμθθαπθαζζάγεηαζ ηαζ ζηζξ επυιεκεξ βεκεέξ. 

 

Πίλαθαο 2.3. Απμηεθέζιαηα πνμζπάεεζαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ θοηχκ N. benthamiana ιε 

ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd (pCdCEVd). 

Διαγονιδιακι ςειρά 
τζλεχοσ 

Agrobacterium 

Απομόνωςθ DNA 
από 

μεταςχθματιςμζνα 
φυτά 

Ζνκεςθ 
διαγονιδίου 

Παρουςία 
DNA ςτο 

RNA 

Παρουςία 
πολ/ηόμενου 
CEVd (RNA) 

N. benthamiana - wt - + - - - 

N.b. 1 EHA105 + + - + 

N.b. 2 EHA105 + - - - 

N.b. 3 EHA105 + - - - 

N.b. 4 EHA105 + - - - 

N.b. 6 EHA105 + -     

N.b. 8 EHA105 + + - + 

N.b. 10 EHA105 + + - + 

N.b. 13 EHA105 + + - + 

N.b. 14 EHA105 + + - + 

N.b. 15 EHA105 + - - - 

N.b. 17 EHA105 + + - + 

N.b. 18 EHA105 + + - + 

N.b. 19 EHA105 + -     

N.b. 23 C58C1 + + - + 

N.b. 24 C58C1 + + - + 

N.b. 25 C58C1 + -     

N.b. 26 EHA105 + + - + 

N.b. 27 EHA105 + + - + 

N.b. 28 C58C1 + - - - 

N.b. 29 C58C1 + + - + 

N.b. 30 C58C1 + + - + 

N.b. 31 C58C1 + - - - 

N.b. 32 EHA105 + + - + 

N.b. 33.1* EHA105 + + - + 

N.b. 33.2* EHA105 + + - + 

N.b. 34.1 C58C1 + + - + 

N.b. 35 C58C1 + + - + 

N.b. 36 C58C1 + + - + 

N.b. 37 C58C1 + + - + 

N.b. 38.1* C58C1 + + - + 

N.b. 38.2* C58C1 + + - + 

N.b. 39 C58C1 + + - + 

N.b. 40 C58C1 + + - + 

N.b. 42 C58C1 + + - + 

N.b. 43 EHA105 + + - + 

* Σα φυτά 33.1 και 33.2 προζρχονταν από τον ίδιο κάλλο. Σο ίδιο ςυμβαίνει και με τα φυτά 38.1 και 38.2. 
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2.3.3. Μειέηε ησλ κνξθνινγηθώλ ραξαθηεξηζηηθώλ δηαγνληδηαθώλ θπηώλ N. 

benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ ην CEVd  

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ ημ N. benthamiana δζαεέηεζ ηα απαναίηδηα έκγοια βζα ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ ημο CEVd, ημ είδμξ αοηυ δεκ απμηεθεί θοζζηυ λεκζζηή ημο ζμεζδμφξ 

ηαζ παναηηδνίγεηαζ απυ δοζημθία ηαηά ηδ ιεηαηίκδζδ ημο ηεθεοηαίμο ζημ θοηυ, 

βεβμκυξ πμο επζαεααζχεδηε ηαζ απυ ηα πεζνάιαηα ιυθοκζδξ ιέζς ημο αβνμ-

ειπμηζζιμφ. οκεπχξ, μ πζμ απμηεθεζιαηζηυξ ηνυπμξ ιυθοκζδξ εκυξ ιδ-λεκζζηή είκαζ 

ιέζς ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ. Γεδμιέκμο υηζ δ πανμοζία ημο ζμεζδμφξ 

επδνεάγεζ ηζξ ιεηααμθζηέξ δζενβαζίεξ ημο θοημφ, ακηζηείιεκμ ηδξ πανμφζαξ εκυηδηαξ 

απμηέθεζε δ ιεθέηδ ηδξ επίδναζδξ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ ζηδκ ακάπηολδ 

ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ιεθεηήεδηακ ηνία ιμνθμθμβζηά 

παναηηδνζζηζηά (φρμξ, άκεδζδ, παναβςβή ζπυνμο) ζε πέκηε δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ, ζε 

ζφβηνζζδ ιε θοηά αβνίμο ηφπμο (Δζη. 2.12). 

 

   

Δηθόλα 2.12. Σα αβνίμο ηφπμο ηαζ δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana πμο πνδζζιμπμζήεδηακ 

ζηα πεζνάιαηα ιεθέηδξ ηςκ ιμνθμθμβζηχκ παναηηδνζζηζηχκ.  

 

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ζμεζδμφξ ζε υθα ηα δζαβμκζδζαηά 

θοηά πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηα πεζνάιαηα, πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ 

ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ηαζ PCR. Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζηυκα 2.13, υθα ηα 

δζαβμκζδζαηά θοηά πμθθαπθαζίαγακ ημ CEVd, εκχ ζηα αβνίμο ηφπμο θοηά δεκ 

ακζπκεφηδηε ημ ζμεζδέξ. 
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(A)   (B)  

(Γ)   (Γ)  

(Δ)   (Σ)  

(Ε)  

Δηθόλα 2.13. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε ημοξ LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-

R βζα ηδκ επζαεααίςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζε δέηα θοηά ηςκ δζαβμκζδζαηχκ 

ζεζνχκ πμο ιεθεηήεδηακ ςξ πνμξ ηα ιμνθμθμβζηά ημοξ παναηηδνζζηζηά. (Α) θαη (Δ) θοηά 

αβνίμο ηφπμο. Γζαβμκζδζαηά θοηά ηςκ ζεζνχκ (Β) N.b. 34-1, (Γ) N.b. 36, (Γ) N.b. 39, (Σ) N.b. 

32, (Ε) N.b. 38-2, +C: εεηζηυξ ιάνηοναξ (DNA δζαβμκζδζαημφ θοημφ N.b. 40), M: 100bp DNA 

ladder (ΝΔΒ). 

 

Ζ εενιμηναζία ημο εαθάιμο ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ πεζναιάηςκ ήηακ ζημοξ  

25-30 °C, χζηε κα εοκμείηαζ δ ακάπηολδ ζοιπηςιάηςκ (Gómez et al., 2008). 

Σα ιμνθμθμβζηά παναηηδνζζηζηά ηςκ πέκηε δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ ιεθεηήεδηακ 

ζε δφμ ακελάνηδηα πεζνάιαηα. ημ πνχημ πείναια ιεθεηήεδηε δ επίδναζδ ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ ζηζξ ζεζνέξ N.b. 34-1, 36 ηαζ 39 ζε ζφβηνζζδ ιε θοηά 

αβνίμο ηφπμο (wt), εκχ ζημ δεφηενμ πείναια ιεθεηήεδηακ μζ ζεζνέξ 32 ηαζ 38-2 ζε 

ζφβηνζζδ ιε θοηά αβνίμο ηφπμο. ηδκ Δζηυκα 2.14, θαίκεηαζ δ επίδναζδ ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζημ φρμξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ. 

Ζ ιέηνδζδ ημο φρμοξ ηςκ θοηχκ λεηίκδζε πέκηε διένεξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ ζε 

αημιζηά πμηδνάηζα ηαζ επακαθαιαακυηακ ηάεε ηνεζξ ιε ηέζζενεζξ διένεξ. Απυ ημοξ 

ιέζμοξ υνμοξ ηςκ ιεηνήζεςκ ηςκ δέηα θοηχκ ηάεε ζεζνάξ πνμέηορε ημ Γζάβναιια 

2.1, ζημ μπμίμ θαίκεηαζ υηζ ηα δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana έπμοκ ζηαεενά 

ιζηνυηενμ φρμξ ζε ζπέζδ ιε ηα αβνίμο ηφπμο. 
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(Α)    (Β)   

(Γ)  

Δηθόλα 2.14. φβηνζζδ ημο φρμοξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ιε ηα θοηά αβνίμο ηφπμο ζηζξ:  

Α, Β: 12 διένεξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ (wt – N.b. 34-1, wt – N.b. 39) ηαζ Γ: ζηζξ 26 ιένεξ ιεηά 

ηδ ιεηαθφηεοζδ (wt – N.b. 32 – N.b. 38-2).     
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Γηάγξακκα 2.1. Δπίδναζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζημ φρμξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. 

benthamiana ζε ζφβηνζζδ ιε θοηά αβνίμο ηφπμο (wt).  
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Ζ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ ιεηνήζεςκ ημο φρμοξ πναβιαημπμζήεδηε ζηζξ 28 

διένεξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ, μπυηε παναηδνείηαζ εηεεηζηή αφλδζδ ημο νοειμφ 

ακάπηολδξ ηςκ θοηχκ ηαζ ζηζξ 56 διένεξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ, μπυηε ηα θοηά έπμοκ 

ζπεδυκ απμηηήζεζ ημ ηεθζηυ ημοξ φρμξ (Πίκαηαξ 2.4). Οζ ιεηνήζεζξ απυ ηα δφμ 

πεζνάιαηα ακαθφεδηακ ιαγί. Γζα ημ θυβμ αοηυ, βζα ηα αβνίμο ηφπμο θοηά οπήνπακ 20 

επακαθήρεζξ. Ζ ζφβηνζζδ ηςκ ιέζςκ υνςκ έβζκε ιε ηδ δμηζιαζία t ημο Student 

(Student‟s t-test) βζα επίπεδμ ζδιακηζηυηδηαξ 5% (p≤0.05). 

 

Πίλαθαο 2.4. ηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ ιεηνήζεςκ ημο φρμοξ ζηζξ 28 ηαζ 56 διένεξ 

ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ. 

  28 θμζρεσ 56 θμζρεσ 

ειρά Επαναλιψεισ 
Μζςοσ 
όροσ 

Συπικι 
απόκλιςθ t-test 

Μζςοσ 
όροσ 

Συπικι 
απόκλιςθ t-test 

wt 20 25,18 3,86 a 42,15 2,61 a 
N.b. 38-2 10 19,85 4,76 b 37,10 7,41 b 
N.b. 36 10 18,25 2,32 b 37,85 3,75 b 
N.b. 34-1 10 17,40 4,36 b 37,40 3,73 b 
N.b. 32 10 16,50 4,53 b 31,55 5,75 c 
N.b. 39 10 10,20 3,01 c 30,20 5,19 c 

   
υντελεςτισ 
παραλλακτικότθτασ: 21% 

υντελεςτισ 
παραλλακτικότθτασ: 13% 

   
Ελάχιςτθ ςθμαντικι διαφορά 
(α=0,05): 1,99 

Ελάχιςτθ ςθμαντικι διαφορά 
(α=0,05): 1,99 

 

Απυ ηα παναπάκς, θαίκεηαζ υηζ ημ πμθθαπθαζζαγυιεκμ CEVd επδνεάγεζ ημ φρμξ 

ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ζε υθεξ ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ μ ιέζμξ 

υνμξ ημο φρμοξ ηςκ δέηα θοηχκ ήηακ παιδθυηενμξ ζε ζπέζδ ιε ηα θοηά αβνίμο ηφπμο 

ζε υθεξ ηζξ διενμιδκίεξ ηςκ ιεηνήζεςκ (Γζάβναιια 2.1). Δπζπθέμκ, απυ ηδ ζηαηζζηζηή 

ακάθοζδ θαίκεηαζ υηζ ηυζμ ζηζξ 28 διένεξ υζμ ηαζ ζηζξ 56 διένεξ ιεηά ηδ 

ιεηαθφηεοζδ, υθα ηα δζαβμκζδζαηά θοηά είπακ ζηαηζζηζηά ζδιακηζηυ ιζηνυηενμ φρμξ 

ζε ζφβηνζζδ ιε ηα αβνίμο ηφπμο, εκχ οπάνπμοκ ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ ηαζ ιεηαλφ ηςκ 

οπυ ιεθέηδ δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ. Αοηέξ μζ δζαθμνέξ, ηαηαηάζζμοκ ηζξ ζεζνέξ ζε δφμ 

μιάδεξ: ζηδ ιία πενζθαιαάκμκηαζ μζ ζεζνέξ N.b. 34-1, 36 ηαζ 38-2, εκχ ζηδ δεφηενδ 

μιάδα ακήημοκ μζ ζεζνέξ N.b. 32 ηαζ 39 πμο έπμοκ παιδθυηενμοξ ιέζμοξ υνμοξ φρμοξ 

ζε ζπέζδ ιε ηδκ πνμδβμφιεκδ μιάδα. Σμ βεβμκυξ αοηυ, πζεακυκ κα μθείθεηαζ ζημ 

νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ζμεζδμφξ ζε ηάεε ζεζνά ή αηυια ηαζ ζε δζαθμνά ζημκ 

ανζειυ ηςκ ακηζβνάθςκ ημο δζαβμκζδίμο πμο έπμοκ εκζςιαηςεεί ζε ηάεε ιία απυ 

αοηέξ. 
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ηδ ζοκέπεζα, ιεθεηήεδηε δ επίδναζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζηδκ 

άκεδζδ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ηαηαβνάθδηε δ διενμιδκία ειθάκζζδξ ημο πνχημο άκεμοξ 

ζε ηάεε θοηυ ηαζ αημθμφεδζε ιέηνδζδ ημο ανζειμφ ηςκ ακεέςκ ζηζξ 12, 19, 26 ηαζ 33 

διένεξ ιεηά ηδκ ειθάκζζδ ημο πνχημο άκεμοξ ζε ηάεε θοηυ. Απυ ημ Γζάβναιια 2.2, 

θαίκεηαζ υηζ οπάνπμοκ ιζηνέξ δζαθμνέξ ζηδκ διένα ειθάκζζδξ ημο πνχημο άκεμοξ. 

ηδκ πθεζμρδθία ηςκ ιεθεημφιεκςκ ζεζνχκ, ηα πνχηα άκεδ ειθακίγμκηαζ ζηζξ 16 

διένεξ εκχ δ δζαβμκζδζαηή ζεζνά N.b. 39 θαίκεηαζ υηζ πανμοζζάγεζ ηδ ιεβαθφηενδ 

ηαεοζηένδζδ ζηδκ έκανλδ ηδξ άκεδζδξ.  
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Γηάγξακκα 2.2. Δπίδναζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζηδκ διένα ειθάκζζδξ ημο πνχημο 

άκεμοξ ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana ζε ζφβηνζζδ ιε θοηά αβνίμο ηφπμο (wt). ημ 

δζάβναιια πανμοζζάγεηαζ μ ανζειυξ ηςκ θοηχκ πμο ειθάκζζακ ημ πνχημ άκεμξ ζε 16, 20, 24 

ηαζ 31 διένεξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ.  

 

ημ Γζάβναιια 2.3 πανμοζζάγεηαζ μ νοειυξ ζπδιαηζζιμφ ακεέςκ. Καζ ζε αοηή ηδ 

ιέηνδζδ, μζ δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ είκαζ ιζηνέξ ηαζ δεκ θαίκεηαζ 

κα δζαθένμοκ ζδιακηζηά απυ ηα θοηά αβνίμο ηφπμο, ιε ελαίνεζδ ηδ ζεζνά N.b.32. Οζ 

παναηδνήζεζξ αοηέξ επζαεααζχκμκηαζ ηαζ απυ ηδ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ημο ανζειμφ ηςκ 

ακεέςκ πμο ηαηαβνάθμκηαζ βζα ηάεε θοηυ ζηζξ 33 διένεξ ιεηά ηδκ ειθάκζζδ ημο 

πνχημο άκεμοξ (Πίκαηαξ 2.5). 
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Γηάγξακκα 2.3. Δπίδναζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζημκ ανζειυ ηςκ ακεέςκ 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana ζε ζφβηνζζδ ιε ηα θοηά αβνίμο ηφπμο (wt).  

 

Πίλαθαο 2.5. ηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ ιεηνήζεςκ ημο ανζειμφ ηςκ ακεέςκ/θοηυ ζηζξ 

33 διένεξ απυ ηδκ ειθάκζζδ ημο πνχημο άκεμοξ ζε ηάεε θοηυ. 

ειρά Επαναλιψεισ Μζςοσ όροσ Συπικι απόκλιςθ t-test 

N.b. 34-1 10 12,40 1,96 a 
wt 20 12,25 1,89 a 
N.b. 36 10 11,50 2,46 ab 
N.b. 39 10 11,00 1,70 ab 
N.b. 38-2 10 10,40 2,01 b 
N.b. 32 10 8,40 2,27 c 

υντελεςτισ παραλλακτικότθτασ: 18% 
Ελάχιςτθ ςθμαντικι διαφορά (α=0,05): 1,99 

 

Όπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 2.5, ηα δζαβμκζδζαηά θοηά δεκ πανμοζζάγμοκ 

ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ ςξ πνμξ ημ ζοκμθζηυ ανζειυ ηςκ ακεέςκ ζε ζπέζδ ιε ηα αβνίμο 

ηφπμο θοηά. Με αάζδ ηα παναπάκς, πνμηφπηεζ υηζ ημ πμθθαπθαζζαγυιεκμ CEVd δεκ 

επδνεάγεζ ζδιακηζηά ηδκ διενμιδκία ειθάκζζδξ ημο πνχημο άκεμοξ αθθά μφηε ηαζ ημ 

ζοκμθζηυ ανζειυ ηςκ ακεέςκ ακά δζαβμκζδζαηυ θοηυ.  

Μεηά ηδκ άκεδζδ, ηα θοηά ηαθφθεδηακ ιε πάνηζκα ζαημοθάηζα πνμηεζιέκμο κα 

ελαζθαθζζηεί δ αοημβμκζιμπμίδζδ ηςκ ακεέςκ. Αημθμφεδζε ζοθθμβή ημο ζπυνμο απυ 

ηάεε θοηυ λεπςνζζηά ηαζ γφβζζδ ημο ζοκμθζημφ ζπυνμο απυ ηάεε θοηυ. ημ Γζάβναιια 
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2.4 πανμοζζάγεηαζ δ ιέζδ παναβςβή ζπυνμο ακά θοηυ εκχ ζημκ Πίκαηα 2.6 

πανμοζζάγεηαζ δ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ ημο ιέζμο αάνμοξ ηςκ ζπυνςκ ηδξ ηάεε ζεζνάξ.  
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Γηάγξακκα 2.4. Δπίδναζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζηδκ παναβςβή ζπυνμο απυ ηα 

δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana ζε ζφβηνζζδ ιε θοηά αβνίμο ηφπμο (wt). Οζ ηζιέξ αθμνμφκ 

ηδ ιέζδ παναβςβή ζπυνμο ακά ζεζνά. 

 

Πίλαθαο 2.6. ηαηζζηζηή ακάθοζδ ηςκ ιεηνήζεςκ ημο αάνμοξ ηςκ ζπυνςκ ακά θοηυ. 

 

ειρά Επαναλιψεισ Μζςοσ όροσ Συπικι απόκλιςθ t-test 

wt 20 185,25 46,97 a 
N.b. 36 10 133,10 51,24 b 
N.b. 34-1 10 102,00 45,05 bc 
N.b. 38-2 10 76,70 47,49 cd 
N.b. 32 10 70,10 43,16 cd 
N.b. 39 10 47,80 21,65 d 

υντελεςτισ παραλλακτικότθτασ: 38%   
Ελάχιςτθ ςθμαντικι διαφορά (α=0,05): 1,99 

 

Όπςξ θαίκεηαζ ζημ παναπάκς δζάβναιια αθθά ηαζ ζηδ ζηαηζζηζηή ακάθοζδ, ηα 

δζαβμκζδζαηά θοηά έπμοκ ζδιακηζηά ιζηνυηενδ παναβςβή ζπυνμο ζε ζφβηνζζδ ιε ηα 

θοηά αβνίμο ηφπμο. Πανάθθδθα, παναηδνήεδηε υηζ ζηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ πμθθά 

άκεδ ήηακ άβμκα ηαζ δεκ πανήβαβακ ηαευθμο ζπυνμ. Απυ ηδ ζφκμρδ ηςκ 

απμηεθεζιάηςκ πμο αθμνμφκ ηδκ άκεδζδ πνμηφπηεζ υηζ υθεξ μζ ζεζνέξ πανάβμοκ 
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πενίπμο ημκ ίδζμ ανζειυ ακεέςκ, αθθά δ παναβςβή ζπυνμο είκαζ ζδιακηζηά ιζηνυηενδ 

ζηα δζαβμκζδζαηά ζε ζφβηνζζδ ιε ηα αβνίμο ηφπμο θοηά. Δπζπθέμκ, παναηδνμφκηαζ ηαζ 

ζδιακηζηέξ δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ ςξ πνμξ ηδκ παναβςβή ημο 

ζπυνμο. Ζ πανμοζία άβμκςκ ακεέςκ ζηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ πζεακυκ μθείθεηαζ ζηδκ 

πανμοζία ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ. 

Δίκαζ αλζμζδιείςημ υηζ μ πμθθαπθαζζαζιυξ ημο ζμεζδμφξ ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά 

δεκ μδήβδζε ζηδκ ακάπηολδ ηςκ ηοπζηχκ ζοιπηςιάηςκ πμο πνμηαθεί ημ ζμεζδέξ ζηα 

εζπενζδμεζδή, υπςξ απμθέπζζδ ημο θθμζμφ ή επζκαζηία ηςκ θφθθςκ.    

οκμρίγμκηαξ, απυ ηδκ ακάθοζδ ηςκ ιεηνήζεςκ ηςκ ιμνθμθμβζηχκ 

παναηηδνζζηζηχκ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana πμο θένμοκ ημο δζιενέξ 

ιυνζμ ημο CEVd  πνμηφπηεζ ημ ζοιπέναζια υηζ δ πανμοζία ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο 

CEVd ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά πνμηαθεί ζδιακηζηή ιείςζδ ημο φρμοξ ηςκ θοηχκ. 

Σαοηυπνμκα, παναηδνείηαζ ιείςζδ ηδξ βμκζιυηδηαξ ηςκ ακεέςκ ιε επαηυθμοεμ ηδ 

ιεζςιέκδ παναβςβή ζπυνμο, πανά ημ βεβμκυξ υηζ ηα δζαβμκζδζαηά θοηά πανάβμοκ 

πενίπμο ημκ ίδζμ ανζειυ ακεέςκ ιε ηα αβνίμο ηφπμο θοηά.  
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2.4. ΤΕΖΣΖΖ 

Σα ζμεζδή απμηεθμφκ ζδιακηζημφξ επενμφξ ηςκ ηαθθζενβμφιεκςκ θοηχκ ηαζ δ 

ελάπθςζή ημοξ ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζε ιεβάθδ ιείςζδ ηδξ παναβςβήξ ζδιακηζηχκ 

ηαθθζενβμφιεκςκ θοηχκ, υπςξ δ παηάηα ηαζ δ ημιάηα. ηα εζπενζδμεζδή, πνμηαθμφκ 

ιζα εονεία βηάια ζοιπηςιάηςκ πμο πενζθαιαάκεζ ιείςζδ ημο ιεβέεμοξ ηςκ δέκδνςκ, 

παναιμνθχζεζξ ζημ θθμζυ, ιείςζδ ηδξ παναβςβήξ έςξ ηαζ βεκζηή ελαζεέκζζδ ημο 

δέκδνμο. Ζ απεζθή ηςκ εζπενζδμεζδχκ απυ ηα ζμεζδή θαιαάκεζ ιεβαθφηενεξ δζαζηάζεζξ 

θυβς ηδξ ηάζδξ ακηζηαηάζηαζδξ ημο οπμηεζιέκμο ηδξ κενακηγζάξ απυ ημ ακεεηηζηυ 

ζηδκ ηνζζηέηζα ηνίπηενμ ηαζ ηα οανίδζά ημο, ηα μπμία είκαζ πμθφ εοαίζεδηα ζηα ζμεζδή. 

Γζα ηδ πχνα ιαξ, ηα ζμεζδή ιπμνμφκ κα απμηεθέζμοκ ζδιακηζηυ επενυ βζα ηα 

εζπενζδμεζδή ηαεχξ έπεζ ακζπκεοεεί δ πανμοζία ημοξ ζηα δέκδνα ηδξ ζοθθμβήξ ημο 

Γεκδνμημιζημφ ηαειμφ ημο Πυνμο (Wang et al., 2013), απυ υπμο βίκεηαζ δ πνμιήεεζα 

ειαμθίςκ απυ θοηςνζμφπμοξ ηαζ παναβςβμφξ.   

ηδκ πθεζμρδθία ηςκ πεζναιάηςκ πμο πναβιαημπμζμφκηαζ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ 

αθθδθεπίδναζδξ ιεηαλφ ζχκ ηαζ θοηχκ πνδζζιμπμζείηαζ ημ θοηυ-ιμκηέθμ N. 

benthamiana, θυβς ηδξ εοημθίαξ πμο πανμοζζάγεζ ζε πμθθμφξ πεζναιαηζημφξ 

πεζνζζιμφξ, υπςξ ζημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ηδκ ακαβέκκδζδ μθυηθδνςκ 

θοηχκ, ζηδκ πανμδζηή έηθναζδ βμκζδίςκ ηαζ ζε εθανιμβέξ βμκζδζαηήξ ζζχπδζδξ 

(Goodin et al., 2008). Γζα αοημφξ ημοξ θυβμοξ, επζθέπεδηε δ αλζμπμίδζή ημο ζηδκ 

πανμφζα ιεθέηδ, πανά ημ βεβμκυξ υηζ δεκ είκαζ θοζζηυξ λεκζζηήξ ημο CEVd. 

Πνμηεζιέκμο κα ιεθεηδεεί δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ θοηχκ N. benthamiana ιε ημ CEVd, 

απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ απμηεθεί δ δοκαηυηδηα ημο in vivo πμθθαπθαζζαζιμφ ημο 

ζμεζδμφξ εκηυξ ηςκ θοηχκ. ηα πθαίζζα αοηά, ανπζηά επζπεζνήεδηε μ πανμδζηυξ 

πμθθαπθαζζαζιυξ ημο ζμεζδμφξ, ιέζς αβνμ-ειπμηζζιμφ ιε έκα πθαζιίδζμ πμο πενζέπεζ 

ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο ζμεζδμφξ. Σμ ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ιε 

επζηοπία απυ ημοξ Daròs and Flores (2004) βζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ θοηχκ A. 

thaliana, έκα θοηυ ιδ-λεκζζηή ημο CEVd ηαζ ηα θοηά πμο πανάπεδηακ είπακ ηδκ 

ζδζυηδηα κα πμθθαπθαζζάγμοκ ημ CEVd. ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, μ αβνμ-ειπμηζζιυξ 

θοηχκ N. benthamiana αβνίμο ηφπμο ιε ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd είπε ςξ απμηέθεζια 

ηδκ ακίπκεοζδ ιμνίςκ ημο ζμεζδμφξ ζε δζαζοζηδιαηζηά θφθθα ιεηά απυ ηνεζξ έςξ επηά 

εαδμιάδεξ, ακάθμβα ιε ημκ ηνυπμ ιυθοκζδξ. Σα εονήιαηα αοηά πανείπακ ζζπονέξ 

εκδείλεζξ υηζ ημ N. benthamiana δζαεέηεζ ηα εκγοιζηά ζοζηήιαηα πμο είκαζ απαναίηδηα 

βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο CEVd ηαεχξ ηαζ ημοξ απαναίηδημοξ ηοηηανζημφξ 
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πανάβμκηεξ πμο δζεοημθφκμοκ ηδ δζαζοζηδιαηζηή ηίκδζδ ημο ζμεζδμφξ ζημ θοηυ. 

Μάθζζηα, παναηδνήεδηε ηαπφηενδ ακίπκεοζδ ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ ζηα 

θοηά πμο ιμθφκεδηακ ιε έβποζδ ζημ αθαζηυ ζε ζπέζδ ιε ηδκ έβποζδ ζηα θφθθα, 

βεβμκυξ πμο οπμδεζηκφεζ υηζ δ δζαζοζηδιαηζηή ιεηαηίκδζδ ημοξ ζμεζδμφξ ιέζς ημο 

αββεζαημφ ζοζηήιαημξ είκαζ πμθφ πζμ βνήβμνδ ζε ζπέζδ ιε ηδ ιεηαηίκδζδ απυ 

ηφηηανμ ζε ηφηηανμ. Αοηυξ είκαζ ίζςξ ηαζ έκαξ ζδιακηζηυξ θυβμξ πμο ημ ζοβηεηνζιέκμ 

θοηυ είκαζ ιδ-λεκζζηήξ ημο CEVd, αθμφ πζεακυκ δ δοζημθία ζηδ ιεηαηίκδζδ ηςκ 

ζμεζδχκ ιεηαλφ βεζημκζηχκ ηοηηάνςκ, δ ιδ ζηαεενυηδηα ημο RNA ημο ζμεζδμφξ ηαζ μ 

παιδθυξ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ή ζοζζχνεοζδξ ηςκ ζμεζδχκ ιπμνμφκ κα 

πενζμνίζμοκ ηαζ ηεθζηά κα ειπμδίζμοκ ηδ δζαζοζηδιαηζηή ιυθοκζδ (Daròs and Flores, 

2004; Gómez and Pallás, 2006). Ακηίεεηα, ζε ιεθέηεξ πμο έπμοκ βίκεζ ιε αβνμ-

ειπμηζζιυ δζιενχκ ιμνίςκ ηςκ ζμεζδχκ CEVd ηαζ HSVd ζημ έθαζια θφθθςκ A. 

thaliana ηαζ N. benthamiana, ακηίζημζπα, δεκ ακζπκεφεδηε δ πανμοζία ημοξ 

δζαζοζηδιαηζηά ζηζξ ηέζζενεζξ εαδμιάδεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ (Daròs and Flores, 2004; 

Gómez and Pallás, 2006), βεβμκυξ πμο πζεακμθμβείηαζ υηζ μθείθεηαζ ζημοξ 

πνμακαθενεέκηεξ θυβμοξ. Γζαζοζηδιαηζηή ηίκδζδ ημο HSVd έπεζ παναηδνδεεί ιυκμ 

ιεηά απυ ειαμθζαζιυ επί δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana πμο ελέθναγακ ημ 

δζιενέξ ιυνζμ ημο HSVd (Gómez and Pallás, 2006). 

ε πεζνάιαηα πμο έπμοκ βίκεζ ιε αβνμ-ειπμηζζιυ θοηχκ ημιάηαξ ιε ημ ζμεζδέξ 

PSTVd, έπεζ παναηδνδεεί ακμιμζυιμνθδ ηαηακμιή ηςκ πμθθαπθαζζαγυιεκςκ ζμεζδχκ 

ζηα δζάθμνα θοηζηά ιένδ (Zhu et al., 2001). Ζ πζεακή ακμιμζυιμνθδ ηαηακμιή ηαεχξ 

ηαζ μ ανβυξ νοειυξ πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζηα αβνμ-ειπμηζζιέκα N. 

benthamiana ηα ηαεζζημφκ ιδ αλζυπζζημ οθζηυ βζα πεζνάιαηα εηηίιδζδξ ηδξ επαβςβήξ 

ακεεηηζηυηδηαξ ιε δζάθμνεξ ιεευδμοξ.    

Γζα ημοξ παναπάκς θυβμοξ, ηνίεδηε απαναίηδηδ δ ακάπηολδ δζαβμκζδζαηχκ 

θοηχκ N. benthamiana, ιέζς ζηαεενμφ βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ, πμο 

πμθθαπθαζζάγμοκ εκδμβεκχξ ημ ζμεζδέξ CEVd. Ο ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ θοηχκ έβζκε ιε 

ηδ πνήζδ ημο δζιενμφξ ιμνίμο ημο CEVd ηαζ μδήβδζε ζηδ δδιζμονβία 35 

ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ, εη ηςκ μπμίςκ ηα 26 πμθθαπθαζίαγακ ημ CEVd. Σμ βεβμκυξ 

αοηυ, εκζζπφεζ ηδκ πνμδβμφιεκδ δζαπίζηςζδ υηζ ημ N. benthamiana έπεζ ηα απαναίηδηα 

εκγοιζηά ζοζηήιαηα βζα ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο ζμεζδμφξ. ε πανυιμζα πεζνάιαηα, μζ 

Daròs and Flores (2004) ακαθένμοκ ημκ επζηοπή πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ζμεζδχκ CEVd, 

HSVd, CCCVd (Coconut cadang-cadang viroid), ASSVd (Apple scar skin viroid), 

CbVd-1 (Coleus blumei viroid 1) ηαζ ASBVd (Avocado sunblotch viroid) ζε 
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δζαβμκζδζαηά θοηά A. thaliana (ιδ-λεκζζηήξ ηςκ παναπάκς ζμεζδχκ). Ακηίζημζπα, μζ 

Gómez and Pallás (2006) ακαθένμοκ ηδκ παναβςβή δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. 

benthamiana πμο πμθθαπθαζίαγακ ημ ζμεζδέξ HSVd, ιεηά απυ ιεηαζπδιαηζζιυ ιε ημ 

δζιενέξ ιυνζμ ημο ζμεζδμφξ. Ζ πανμφζα απμηεθεί ηδκ πνχηδ ακαθμνά επζηοπμφξ 

πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd ζε δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana. Ζ πνμζέββζζδ 

ιεηαηνμπήξ ημο N. benthamiana ζε λεκζζηή ημο CEVd πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα 

αλζμπμίδζήξ ημο ςξ ιμκηέθμ βζα ηδ ιεθέηδ δζαβμκζδίςκ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα 

επάβμοκ ακεεηηζηυηδηα έκακηζ ημο ζμεζδμφξ.  

Δπζπνυζεεηα, ηα απμηεθέζιαηα οπμδεζηκφμοκ υηζ δ πανμοζία ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana έπεζ επζπηχζεζξ ζε 

μνζζιέκα ιμνθμθμβζηά παναηηδνζζηζηά ημο θοημφ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, παναηδνείηαζ 

ζδιακηζηή ιείςζδ ημο φρμοξ ηςκ θοηχκ, πμο απμηεθεί έκα απυ ηα ζοιπηχιαηα πμο 

ειθακίγμοκ ηα πνμζαεαθδιέκα απυ ημ ζμεζδέξ ηνίπηενα. Δπζπθέμκ, παναηδνήεδηε 

ιείςζδ ηδξ βμκζιυηδηαξ ηςκ ακεέςκ ιε επαηυθμοεμ ηδ ιεζςιέκδ παναβςβή ζπυνμο, 

πανά ημ βεβμκυξ υηζ ηα δζαβμκζδζαηά θοηά πανάβμοκ πενίπμο ημκ ίδζμ ανζειυ ακεέςκ ιε 

ηα αβνίμο ηφπμο θοηά. Δίκαζ αλζμζδιείςημ αέααζα ημ βεβμκυξ υηζ ηα δζαβμκζδζαηά θοηά 

δεκ πανμοζζάγμοκ ηα ηοπζηά ζοιπηχιαηα ηδξ αζεέκεζαξ πμο ειθακίγμοκ ηα 

εζπενζδμεζδή, υπςξ είκαζ δ απμθέπζζδ ημο θθμζμφ ηαζ δ επζκαζηία ηςκ θφθθςκ. 

Ακηίζημζπα ζοιπηχιαηα έπμοκ παναηδνδεεί ηαζ ζε δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana 

πμο ελέθναγακ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο ζμεζδμφξ HSVd (Martinez et al., 2008). Δπίζδξ, 

έπεζ παναηδνδεεί ζδιακηζηή ιείςζδ ημο φρμοξ θοηχκ N. benthamiana ιεηά απυ 

ιυθοκζδ ιε ημ ζμεζδέξ PSTVd (δεκ πνμηαθεί ζοιπηχιαηα ζημ N. benthamiana ιεηά 

απυ θοζζηή ιυθοκζδ) (Matoušek et al., 2007). Ζ ειθάκζζδ ζοιπηςιάηςκ ζηα 

δζαβμκζδζαηά θοηά πνμζμιμζάγεζ ηζξ ακςιαθίεξ ζε δζάθμνα ιεηααμθζηά ιμκμπάηζα πμο 

πνμηαθεί ζηα θοηά-λεκζζηέξ δ ιυθοκζδ απυ ηα ζμεζδή, ςξ επαηυθμοεμ ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA-ζζχπδζδξ ημο θοημφ (Wang et al., 2004). 

Ακηίεεηα ιε ηα παναπάκς, μζ Daròs ηαζ Flores (2004) παναηήνδζακ ιζηνή ιείςζδ ημο 

φρμοξ ζε ιία ιυκμ δζαβμκζδζαηή ζεζνά θοηχκ A. thaliana πμο πμθθαπθαζίαγακ ημ 

HSVd. 

Σα παναπάκς εκζζπφμοκ ηδκ άπμρδ υηζ ημ N. benthamiana απμηεθεί πμθφηζιμ 

θοηυ-ιμκηέθμ ζε πεζνάιαηα αθθδθεπίδναζδξ ιε ζμφξ ηαζ ζμεζδή, αηυια ηαζ ζηζξ 

πενζπηχζεζξ πμο δεκ απμηεθεί θοζζηυ λεκζζηή ημοξ. Αοηή δ παναηήνδζδ ακμίβεζ ημ 

δνυιμ βζα ηδκ αλζμπμίδζή ημο ζε ένεοκεξ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ιζαξ ιεβάθδξ βηάιαξ 

ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ιε ηδ πνήζδ δζαθυνςκ δζαβμκζδίςκ ηαζ ιεευδςκ. Δπζπθέμκ, ηα θοηά 
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αοηά απμηεθμφκ πμθφηζιμ ενβαθείμ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ ηςκ παναβυκηςκ ηςκ 

λεκζζηχκ πμο ειπθέημκηαζ ζημ αζμθμβζηυ ηφηθμ ηςκ ζμεζδχκ. 

  

 

Μένμξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο πανυκημξ ηεθαθαίμο πανμοζζάζηδηακ ζημ 10
μ
 

Πακεθθήκζμ οκέδνζμ Ημθμβίαξ, Αεήκα 27-28 Φεανμοανίμο 2015. Ζ πενίθδρδ 

παναηίεεηαζ ζημ Πανάνηδια ΗΗΗ. 
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Κεθάιαην 3. Αμηνιόγεζε ηκεκάησλ ηνπ CEVd σο πξνο ηελ ηθαλόηεηα 

επαγσγήο ηεο RNA ζηώπεζεο ζε θπηά N. benthamiana  

3.1. ΔΗΑΓΩΓΖ  

3.1.1. RNA ζηώπεζε θαη αληηκεηώπηζε ησλ ηνεηδώλ 

Ζ RNA ζζχπδζδ (RNA silencing) είκαζ ιζα νοειζζηζηή θεζημονβία πμο εθέβπεζ 

ηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ ηαζ πνμζηαηεφεζ ημοξ πενζζζυηενμοξ εοηανοςηζημφξ 

μνβακζζιμφξ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηαζ ηςκ θοηχκ, απυ ελςβεκή (ζμί ηαζ δζαβμκίδζα) 

ηαζ εκδμβεκή (ιεηαεεηά ζημζπεία) κμοηθεσηά μλέα. Ζ RNA ζζχπδζδ θεζημονβεί ζε 

ιεηαβναθζηυ, ιεηα-ιεηαβναθζηυ ηαζ ιεηαθναζηζηυ επίπεδμ. Υαναηηδνίγεηαζ απυ 

ελεζδίηεοζδ ζηζξ αθθδθμοπίεξ ηαζ επάβεηαζ απυ δίηθςκα ιυνζα RNA (dsRNAs), ιυνζα 

RNA ιε ηδ ιμνθή θμονηέηαξ (hairpin RNA, hpRNA) ηαζ πενίπθμηδξ δμιήξ 

ιμκυηθςκα RNAs (ssRNAs) απυ ηα μπμία πανάβμκηαζ ιζηνά RNAs (sRNAs) ιε ηδ 

δνάζδ ελεζδζηεοιέκςκ ζζμεκγφιςκ ηδξ εκγοιζηήξ μζημβέκεζαξ RNase III (dicer, dicer-

like, DCL) (Navarro et al., 2012). Οζ δφμ ηονζυηενεξ ηαηδβμνίεξ ιζηνχκ RNAs είκαζ ηα 

microRNAs (miRNAs, ιήημοξ 21 ηαζ 22 κμοηθεμηζδίςκ) ηαζ ηα ιζηνά πανειααθθυιεκα 

RNAs (small interfering RNAs, siRNAs, ιήημοξ 21, 22 ηαζ 24 κμοηθεμηζδίςκ). ηδ 

ζοκέπεζα, ηα sRNAs πνμζδέκμκηαζ ζηζξ πνςηεΐκεξ Ανβμκαφηεξ (Argonaute, AGO) ηαζ 

ηζξ μδδβμφκ ζημ ζηυπμ υπμο απεκενβμπμζμφκ ηα μιυθμβα ιυνζα RNA ή DNA (Mallory 

and Vaucheret, 2010). Οζ πνςηεΐκεξ Ανβμκαφηεξ απμηεθμφκ ημκ πονήκα ημο 

«ζοιπθέβιαημξ ηδξ RNA-επαβχιεκδξ ζζχπδζδξ» (RNA inducing silencing complex, 

RISC) (Δζη. 3.1). Ζ ιεηα-ιεηαβναθζηή βμκζδζαηή ζζχπδζδ (post-transcriptional gene 

silencing, PTGS) εεςνείηαζ ςξ έκαξ αιοκηζηυξ ιδπακζζιυξ ηςκ θοηχκ, ηαεχξ ζοιαάθεζ 

ζηδκ άιοκα έκακηζ ηςκ ζχκ ηαζ άθθςκ ελςβεκχκ RNAs, δζαζθαθίγεζ ηδ ζηαεενυηδηα 

ημο βμκζδζχιαημξ ιέζς ηδξ ηαηαζημθήξ ηδξ δνάζδξ ηςκ ιεηαεεηχκ ζημζπείςκ 

(transposon activity) ηαζ πανέπεζ έκακ επζπθέμκ ιδπακζζιυ βζα ηδ νφειζζδ ηςκ 

εκδμβμκζδίςκ (Baulcombe, 2004).  
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Δηθόλα 3.1. Ο ιδπακζζιυξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ. Δπάβεηαζ απυ δίηθςκα ιυνζα RNA (dsRNA) ή 

ιζηνά ιυνζα RNA οπυ ιμνθή θμονηέηαξ (shRNA), απυ ηα μπμία πανάβμκηαζ ιζηνά 

πανειααθθυιεκα RNAs (siRNAs) ιε ηδ δνάζδ ημο εκγφιμο Dicer. Σα siRNAs πνμζδέκμκηαζ 

ζηζξ πνςηεΐκεξ Ανβμκαφηεξ (Ago) ημο ζοιπθέβιαημξ ηδξ RNA-επαβχιεκδξ ζζχπδζδξ (RISC) 

ηαζ ιέζς αοημφ μδδβμφκηαζ ζηζξ μιυθμβεξ αθθδθμοπίεξ mRNA. Σμ ζφιπθεβια RISC ηυαεζ ημ 

mRNA ιε απμηέθεζια ηδ ζζχπδζδ ηδξ έηθναζήξ ημο. (πδβή: http://www.uni-

konstanz.de/FuF/chemie/jhartig/) 

 

ε ακηίεεζδ ιε ημοξ ζμφξ, πμο λεπενκμφκ ημοξ αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ ηςκ 

θοηχκ ιέζς ηδξ παναβςβήξ πνςηεσκχκ πμο ηαηαζηέθθμοκ ηδκ RNA ζζχπδζδ (RNA 

silencing suppression proteins), ηα ζμεζδή δεκ ηςδζημπμζμφκ ηαιία πνςηεΐκδ ηαζ 

επμιέκςξ ημ RNA ημοξ δεκ ιπμνεί κα πνδζζιμπμζδεεί ςξ ηαηαζημθέαξ ηδξ RNA 

ζζχπδζδξ (Itaya et al., 2007). Ακηίεεηα, ημ RNA ηςκ ζμεζδχκ ιπμνεί κα εκενβμπμζήζεζ 

ημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA ζζχπδζδξ ζηα θοηά (Itaya et al., 2001). Μέζς αοημφ ημο 

ιδπακζζιμφ, εζηάγεηαζ υηζ ηα ζμεζδή πνμηαθμφκ ηζξ αζεέκεζεξ ζηα θοηά (Conejero, 

2003). 

Οζ πενζζζυηενεξ ιεθέηεξ πμο αθμνμφκ ηα ζμεζδή ηδξ μζημβέκεζαξ Pospiviroidae 

έπμοκ βίκεζ ζημ ζμεζδέξ ηςκ αηναηημεζδχκ ημκδφθςκ ηδξ παηάηαξ (PSTVd), αθθά μζ 

παναηδνήζεζξ ημοξ πζεακυκ κα ζζπφμοκ ηαζ βζα ηα οπυθμζπα ιέθδ ηδξ μζημβέκεζαξ. ε 

θοηά ιμθοζιέκα ιε ημ PSTVd, ηα siRNAs πμο πανάβμκηαζ εκημπίγμκηαζ ζημ 

ηοηηανυπθαζια ηαζ υπζ ζημκ πονήκα ημο ηοηηάνμο (Denti et al., 2004). Δπίζδξ, ημ 
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ζφιπθεβια RISC θαίκεηαζ υηζ είκαζ εκενβυ ηονίςξ ζημ ηοηηανυπθαζια ηαζ υπζ ζημκ 

πονήκα υπμο πμθθαπθαζζάγεηαζ ηαζ ζοζζςνεφεηαζ ημ ζμεζδέξ (Itaya et al., 2007). Όιςξ, 

ηα ζμεζδή είκαζ εηηεεεζιέκα ζημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA ζζχπδζδξ ηαεχξ δζαζπίγμοκ ημ 

ηοηηανυπθαζια πνμηεζιέκμο κα ιεηαηζκδεμφκ ζε βεζημκζηά ηφηηανα αθθά ηαζ ιέζς 

ημο αββεζαημφ ζοζηήιαημξ ζε μθυηθδνμ ημ θοηυ. Πανυθα αοηά, ημ ζφζηδια RISC δεκ 

είκαζ απμηεθεζιαηζηυ ζηα χνζια RNAs ημο PSTVd ηαζ ημο HSVd (Gómez and Pallás, 

2007; Itaya et al., 2007). Οζ πζεακμί θυβμζ πμο ημ ζφιπθεβια RISC απμηοβπάκεζ κα 

πνμηαθέζεζ ζζχπδζδ ζημ RNA ηςκ ζμεζδχκ είκαζ: α) δ πενίπθμηδ δεοηενμηαβήξ δμιή 

ημοξ, α) δ πζεακή ζφκδεζή ημοξ ιε πανάβμκηεξ ημο λεκζζηή πμο πνμζηαηεφμοκ απυ ηδ 

ζζχπδζδ, β) δ δζαθμνεηζηή εέζδ πμθθαπθαζζαζιμφ ηαζ ζοζζχνεοζήξ ημοξ (πονήκαξ ή 

πθςνμπθάζηδξ) ζε ζπέζδ ιε ηδ εέζδ δνάζδξ ημο ζοιπθέβιαημξ RISC 

(ηοηηανυπθαζια) ηαζ δ) δ πζεακή εκενβμπμίδζδ εκυξ κέμο ακαζημθέα ηδξ ζζχπδζδξ 

(silencing suppressor) (Kovalskaya and Hammond, 2014).  

ηδ ζφβπνμκδ αζαθζμβναθία ακαθένμκηαζ δζάθμνεξ ζηναηδβζηέξ πμο είπακ ςξ 

ζηυπμ κα πενζμνζζηεί ή κα απμθεοπεεί δ ιυθοκζδ απυ ηα ζμεζδή εθανιυγμκηαξ βεκεηζηυ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ζηα θοηά-λεκζζηέξ. Σδ δεηαεηία ημο 1990, πναβιαημπμζήεδηακ μζ 

πνχηεξ ιεθέηεξ πμο αλζμπμίδζακ ιεευδμοξ ααζζζιέκεξ ζημ RNA βζα ηδκ απυηηδζδ 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ακεεηηζηχκ ζηα ζμεζδή. Ζ πνχηδ ιεθέηδ έβζκε απυ ημοξ Matoušek 

et al. (1994), ζηδκ μπμία δζαβμκζδζαηά θοηά παηάηαξ ελέθναγακ ηιήιαηα ηδξ 

ζοιπθδνςιαηζηήξ (antisense) αθθδθμοπίαξ ημο PSTVd ζπεδζαζιέκα χζηε κα 

οανζδίγμοκ είηε ζηδ εεηζηή (+) είηε ζηδκ ανκδηζηή (-) αθοζίδα ημο ζμεζδμφξ. ε αοηά ηα 

θοηά, παναηδνήεδηε ζδιακηζηή ηαεοζηένδζδ ζημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο ζμεζδμφξ 

αθθά ηεθζηά ανηεηά θοηά πανμοζίαζακ πμθφ έκημκδ πνμζαμθή έλζ έςξ μηηχ εαδμιάδεξ 

ιεηά ηδ ιυθοκζδ. Οζ Atkins et al. (1995) παναηήνδζακ ιενζηή ιείςζδ ηδξ 

ζοβηέκηνςζδξ ημο RNA ημο CEVd ζε δζαβμκζδζαηά θοηά ημιάηαξ πμο ελέθναγακ 

ζοιπθδνςιαηζηέξ αθθδθμοπίεξ (antisense constructs) ημο ζμεζδμφξ ηαζ ζηυπεοακ ζηδκ 

ανκδηζηή αθοζίδα ημο, ιεηά απυ ιυθοκζδ ιε ημ ζμεζδέξ. Ακηίεεηα, ζε δζαβμκζδζαηά 

θοηά ημιάηαξ πμο ελέθναγακ αθθδθμοπίεξ ημο ζμεζδμφξ ηαζ ζηυπεοακ ζηδ εεηζηή 

αθοζίδα ημο CEVd παναηδνήεδηε αφλδζδ ημο νοειμφ ζοβηέκηνςζδξ ημο ζμεζδμφξ. 

Ανβυηενα, μζ Yang et al. (1997) παναηήνδζακ υηζ δζαβμκζδζαηά θοηά παηάηαξ πμο 

ελέθναγακ έκα ζθονμηέθαθμ νζαμέκγοιμ πμο ζηυπεοε ηδκ ανκδηζηή (-) αθοζίδα ημο 

PSTVd ειθάκζγακ ορδθά επίπεδα ακημπήξ ζηδ ιυθοκζδ απυ ημ ζμεζδέξ. 

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, οπάνπμοκ ανηεηά παναδείβιαηα επζηοπμφξ εθανιμβήξ ηδξ 

RNA ζζχπδζδξ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηδξ άιοκαξ ηςκ θοηχκ έκακηζ ηςκ ζμεζδχκ. Οζ 
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Carbonell et al. (2008) πναβιαημπμίδζακ πεζνάιαηα ζε θοηά βοκμφναξ (Gynura 

aurantiaca) ηαζ ημιάηαξ ζηα μπμία έβζκε ηαοηυπνμκδ ιυθοκζδ ιε ηα ζμεζδή CEVd ή 

PSTVd ηαζ ακηίζημζπα ιυνζα dsRNA βζα ηάεε ζμεζδέξ. Συζμ ζημ ζφζηδια CEVd-

βοκμφνα υζμ ηαζ ζημ ζφζηδια CEVd-ημιάηα παναηδνήεδηε ειθακήξ ιείςζδ ηδξ 

πνμζαμθήξ πανμοζία ημο CEVd-dsRNA.  

Μζα ανηεηά δζαδεδμιέκδ ιέεμδμξ επαβςβήξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ είκαζ ιε ηδ 

πνήζδ πθαζιζδζαηχκ θμνέςκ πμο δδιζμονβμφκ ηαηαζηεοέξ θμονηέηαξ ιε εζχκζμ 

(intron-containing hairpin RNA, ihpRNA). Ζ θμονηέηα ζπδιαηίγεηαζ απυ ηδκ έκεεζδ 

ζημ πθαζιίδζμ δφμ επακαθήρεςκ ιζαξ αθθδθμοπίαξ ιε ακηίεεημ πνμζακαημθζζιυ 

ιεηαλφ ημοξ, έηζζ χζηε ιεηά ηδ ιεηαβναθή ημοξ ζε mRNA κα οανζδίζμοκ ηα δφμ 

ακηίβναθα ηαζ ημ ιυνζμ κα απμηηήζεζ ηδ δμιή θμονηέηαξ. Ζ αθθδθμοπία πμο εζζάβεηαζ 

ζημ πθαζιίδζμ είκαζ υιμζα ιε ηάπμζμ ηιήια ημο mRNA ημο πνμξ ζζχπδζδ βμκζδίμο-

ζηυπμο. Ζ πανμοζία ημο εζςκίμο ακάιεζα ζηα δφμ ακηίβναθα ηδξ αθθδθμοπίαξ αολάκεζ 

ηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ ζζχπδζδξ, ηαεχξ έπεζ ανεεεί υηζ ημ πμζμζηυ ηςκ 

ζζςπδιέκςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ιπμνεί κα θηάζεζ ημ 90-100% (Wesley et al., 2001). 

Οζ Schwind et al. (2009) έδεζλακ υηζ δζαβμκζδζαηά θοηά ημιάηαξ πμο ελέθναγακ 

αθθδθμοπίεξ ημο PSTVd οπυ ιμνθή θμονηέηαξ ήηακ ακεεηηζηά ζηδ ιυθοκζδ απυ ημ 

ζμεζδέξ. Ζ ακεεηηζηυηδηα ζοζπεηίζηδηε ιε ηδκ ακίπκεοζδ ορδθχκ επζπέδςκ siRNAs 

πμο πνμένπμκηακ απυ ημ ζμεζδέξ. ε ιζα άθθδ πνμζέββζζδ, μζ Kasai et al. (2013) 

παναηήνδζακ ιεζςιέκδ ζοζζχνεοζδ ημο PSTVd ζηα πνχηα ζηάδζα ηδξ ιυθοκζδξ ζε 

δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana πμο ελέθναγακ ιζα ζπεδυκ πθήνδ αθθδθμοπία ημο 

PSTVd, οπυ ιμνθή θμονηέηαξ, ελεζδζηεοιέκδξ ζηα ζοκμδά ηφηηανα (companion cells). 

Αοηή δ πνμζέββζζδ απμζημπμφζε ζηδκ αφλδζδ ηδξ παναβςβήξ ηςκ siRNAs ζηα 

ηφηηανα ημο δειμφ, ιέζς ημο μπμίμο ιεηαηζκείηαζ ημ ζμεζδέξ απυ ημ οπμηείιεκμ ζημ 

ειαυθζμ. 

 

3.1.2. θνπόο 

ηυπμ ηςκ πεζναιάηςκ ημο πανυκημξ ηιήιαημξ ηδξ δζαηνζαήξ απμηέθεζε δ 

δζενεφκδζδ ηδξ ζηακυηδηαξ δζαθυνςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd κα επάβμοκ ζζχπδζδ ηδξ 

έηθναζδξ ημο ζμεζδμφξ ηαζ ηαη‟ επέηηαζδ, ημκ πενζμνζζιυ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο. 

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ανπζηά πναβιαημπμζήεδηε αθθδθμφπδζδ δφμ εθθδκζηχκ 

απμιμκχζεςκ ημο CEVd ηαζ ζφβηνζζδ ηςκ κμοηθεμηζδζηχκ αθθδθμοπζχκ ημοξ ιε 

άθθεξ δδιμζζεοιέκεξ απμιμκχζεζξ ημο CEVd. Αημθμφεδζε επζθμβή δφμ ηιδιάηςκ ημο 
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βμκζδζχιαημξ ημο CEVd ηαζ ηαηαζηεοή βμκζδζαηχκ ηαηαζηεοχκ, οπυ ιμνθή 

θμονηέηαξ, ζηακχκ κα επάβμοκ ημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA ζζχπδζδξ ηαηά ηδκ έηθναζή 

ημοξ ζε θοηά. Ζ αλζμθυβδζδ ηδξ απμηεθεζιαηζηυηδηαξ ηςκ δφμ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ 

ημο ζμεζδμφξ κα επάβμοκ ακεεηηζηυηδηα πναβιαημπμζήεδηε αλζμπμζχκηαξ ημ ιδπακζζιυ 

ηδξ RNA ζζχπδζδξ: α) ζε δζαβμκζδζαηά θοηά Ν. benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγμοκ ημ 

ζμεζδέξ ιε αβνμειπμηζζιυ ηςκ οπυ ιεθέηδ ηιδιάηςκ ημο ζμεζδμφξ ιε ηδ ιμνθή 

θμονηέηαξ ηαζ α) ζε αβνίμο ηφπμο θοηά N. benthamiana ιε ηαοηυπνμκδ έβποζδ ημο 

ζμεζδμφξ ηαζ εκυξ ιμνίμο ακζπκεοηή ζοκδεδειέκμο ιε ηα οπυ ιεθέηδ ηιήιαηα ημο 

ζμεζδμφξ.  
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3.2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

3.2.1. Αιιεινύρεζε ειιεληθώλ απνκνλώζεσλ ηνπ CEVd 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ημο CEVd πνδζζιμπμζήεδηακ δείβιαηα θφθθςκ απυ έκα 

δέκδνμ θειμκζάξ πμζηζθίαξ «Αδαιμπμφθμο» ηαζ έκα δέκδνμ πμνημηαθζάξ πμζηζθίαξ 

«ΡO25» πμο πνμένπμκηακ απυ ημ Γεκδνμημιζηυ ηαειυ Πυνμο ηαζ είπακ εβηαηαζηαεεί 

ζημ Γεςπμκζηυ Πακεπζζηήιζμ Αεδκχκ. Σα δέκδνα είπακ εθεβπεεί ιε RT-PCR ηαζ ήηακ 

εεηζηά βζα ημ CEVd. 

Αημθμφεδζε απμιυκςζδ RNA ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ silica (Rott and Jelkmann, 2001). 

Ζ ακηίδναζδ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ (Reverse Transcription, RT) έβζκε ιε ηδ 

πνήζδ ηδξ Superscript II Reverse transcriptase (Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ 

ημο ηαηαζηεοαζηή ιε ιζα ιζηνή ηνμπμπμίδζδ. Γζα ηδκ ακηίδναζδ ακαιίπεδηε 1 ιg 

μθζημφ RNA ιε ημκ εηηζκδηή CEV-AM3 (Πίκαηαξ 3.1). Σμ ιίβια ημπμεεηήεδηε ζημοξ 

95 °C βζα 5 θεπηά, ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πάβμ βζα 2 θεπηά ηαζ αημθμφεδζε δ πνμζεήηδ 

ηςκ οπυθμζπςκ ζοζηαηζηχκ ηδξ ακηίδναζδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ (Ito et al., 2000). 

Σμ πνμσυκ ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εηιαβείμ βζα ηδκ αθοζζδςηή ακηίδναζδ 

πμθοιενάζδξ (Polymerase Chain Reaction, PCR). Ζ  ακηίδναζδ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηςκ 

εηηζκδηχκ CEV-AP3/CEV-AM3 (Πίκαηαξ 3.1) ηαζ ηδκ πμθοιενάζδ ορδθήξ 

πζζηυηδηαξ Phusion high-fidelity DNA polymerase (Finnzymes, Finland). Σμ ιίβια ηδξ 

PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 10,3   

HF buffer (5x) 4 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

DMSO 0,6 3% 

CEV-AP3 (10μM) 1 0,5 μΜ 

CEV-AM3 (10μM) 1 0,5 μΜ 

Phusion pol. 0,2 0,4 U 

Προϊόν RT 2,5   

φνολο 20   
 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

98 °C - 30 δευτ.  

98 °C - 10 δευτ.  

55 °C - 30 δευτ. 36 κφκλοι 

72 °C - 30 δευτ.  

72 °C - 10 λεπτά  
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Αημθμφεδζε πνμζεήηδ κμοηθεμηζδίςκ αδεκίκδξ (Α) ζηα 3‟- άηνα ηςκ πνμσυκηςκ 

ηδξ PCR. Σα δείβιαηα ημπμεεηήεδηακ ζημοξ 72 °C βζα 30 θεπηά. Με αοηυκ ημκ ηνυπμ, 

δζεοημθφκεηαζ δ έκεεζδ ηςκ πνμσυκηςκ ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα πμο θένεζ μονέξ απυ 

εοιίκεξ (Σ).  

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 

Η2Ο 14,7 

10x buffer 4 

dATP (10mM) 0,8 

Taq polymerase (NEB) 0,5 

Προϊόν PCR 20 

φνολο 40 

 

ηδ ζοκέπεζα έβζκε δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ζε πδηηή αβανυγδξ, 

ημπή ηδξ επζεοιδηήξ γχκδξ ηαζ ηαεανζζιυξ ημο DNA ιε ηδ πνήζδ ημο QIAquick Gel 

Extraction Kit (Qiagen, UK). 

Σα πνμσυκηα ηδξ PCR εζζήπεδζακ ζημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα pGEM-T Easy Vector 

(Promega, U.S.A), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. 

Αημθμφεδζε ιεηαζπδιαηζζιυξ επζδεηηζηχκ ηοηηάνςκ E.coli DH5α ιε ηδ ιέεμδμ 

ημο εενιζημφ shock (heat shock). Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ, πνδζζιμπμζήεδηακ 50 ιl 

ααηηδνζαημφ αζςνήιαημξ ηαζ 5 ιl δζαθφιαημξ πθαζιζδίμο. Ζ επζθμβή ηςκ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ααηηδνίςκ έβζκε ιε ηδ αμήεεζα ηδξ ακηίδναζδξ ζηδ α-

βαθαηημζζδάζδ (επζθμβή ιπθε-άζπνμ). 

Αημθμφεδζε απεοεείαξ ακηίδναζδ PCR απυ ηδκ απμζηία (colony PCR) ηαζ 

δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ακηίδναζδξ βζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ πανμοζίαξ ημο 

βμκζδζχιαημξ ημο CEVd ζηα επζθεβιέκα ααηηήνζα. 

ηδ ζοκέπεζα, έβζκε απμιυκςζδ ηςκ πθαζιζδίςκ απυ ηζξ ααηηδνζαηέξ 

ηαθθζένβεζεξ ιε αθηαθζηή θφζδ ιε ηδ πνήζδ SDS (Sambrook and Russell, 2006). 

Γζα αθθδθμφπδζδ, ζηάθεδηακ ζοκμθζηά ηέζζενα πθαζιίδζα: δφμ πμο πενζείπακ 

ηδκ αθθδθμοπία ημο CEVd απυ ηδ θειμκζά «Αδαιμπμφθμο» ηαζ δφμ απυ ηδκ 

πμνημηαθζά «ΡΟ25». Ζ αθθδθμφπδζδ πναβιαημπμζήεδηε απυ ηδκ εηαζνεία VBC 

(Αοζηνία) ιε ηδ πνήζδ ηςκ εηηζκδηχκ M13F ηαζ Μ13R, μζ μπμίμζ ελαζθαθίγμοκ ηδκ 

αθθδθμφπδζδ ηςκ δφμ κμοηθεμηζδζηχκ αθοζίδςκ μθυηθδνμο ημο εκεέιαημξ. 

Οζ απμηηδεείζεξ αθθδθμοπίεξ ζοβηνίεδηακ ιεηαλφ ημοξ αθθά ηαζ ιε ηδκ 

αθθδθμοπία ακαθμνάξ βζα ημ CEVd (GenBank: NC001464). Ζ εοεοβνάιιζζδ 

(alignment) ηςκ αθθδθμοπζχκ έβζκε ιε ημ θμβζζιζηυ Clustal Omega (Sievers et al., 

2011). Πανάθθδθα, έβζκε ηαζ ζφβηνζζδ ιε άθθεξ εθθδκζηέξ απμιμκχζεζξ ημο CEVd 
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(Wang et al., 2013) ηαεχξ ηαζ ιε ηδκ επζεεηζηή απμιυκςζδ CEVd-A (Genbank: 

M30868, Visvader and Symons, 1985) ηαζ ηδκ ήπζα απμιυκςζδ CEVd-Β (GenBank: 

K00965, Visvader and Symons, 1983). Απυ ηζξ πνμακαθενεείζεξ ζοβηνίζεζξ, 

ηαηαζηεοάζηδηε θοθμβεκεηζηυ δέκδνμ, ιε ηδ πνήζδ ημο θμβζζιζημφ MEGA 6 (Tamura 

et al., 2013) ηαζ ηδ ιέεμδμ Neighbor-joining. Ο έθεβπμξ ηδξ ζηαηζζηζηήξ εβηονυηδηαξ 

ηδξ ημπμθμβίαξ ημο δέκδνμο έβζκε ιε 10.000 bootstrap επακαθήρεζξ.     

 

3.2.2. Έιεγρνο ηκεκάησλ ηνπ CEVd σο πξνο ηελ ηθαλόηεηα επαγσγήο RNA 

ζηώπεζεο ζε δηαγνληδηαθά θπηά N. benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ ην ηνεηδέο 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ ζηακυηδηαξ δφμ ηιδιάηςκ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd κα επάβμοκ 

ημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA ζζχπδζδξ, πναβιαημπμζήεδηε ηθςκμπμίδζή ημοξ ζε εζδζηυ 

πθαζιζδζαηυ θμνέα πνμηεζιέκμο κα απμηηήζμοκ δμιή δίηθςκμο ιμνίμο (θμονηέηα). 

ηδ ζοκέπεζα, ηα πθαζιίδζα εζζήπεδζακ ιε αβνμ-ειπμηζζιυ ζε δζαβμκζδζαηά θοηά N. 

benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγμοκ ημ CEVd (Κεθάθαζμ 2 ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ) 

ηαζ αλζμθμβήεδηε δ ζηακυηδηά ημοξ κα επάβμοκ RNA ζζχπδζδ, ιέζς πμζμηζημπμίδζδξ 

ημο RNA ημο ζμεζδμφξ ζημ ιμθοζιέκμ ζζηυ. 

 

3.2.2.1. Πνμεημζιαζία πθαζιζδίςκ 

Σα ηιήιαηα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηδκ πανμφζα 

ιεθέηδ ακηζζημζπμφκ ζηζξ πενζμπέξ απυ ημ κμοηθεμηίδζμ 70 έςξ ημ 180 ηαζ απυ ημ 

κμοηθεμηίδζμ 298 έςξ ημ 70. Ζ επζθμβή ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ηιδιάηςκ έβζκε ιε αάζδ ηα 

εονήιαηα ηςκ Martín et al. (2007), μζ μπμίμζ ακαθένμοκ υηζ ζε θοηά ημιάηαξ 

ιμθοζιέκα ιε CEVd, ηα πενζζζυηενα CEVd sRNAs πμο πανάβμκηαζ είκαζ εεηζηήξ 

πμθζηυηδηαξ ηαζ πανάβμκηαζ απυ ημ δελί ήιζζο ηδξ RNA αθθδθμοπίαξ ημο CEVd  

(Δζη. 3.2). φιθςκα ιε ηα εονήιαηα ηςκ ενεοκδηχκ αοηχκ, δ πενζμπή CEV70-180 

θαίκεηαζ υηζ πανάβεζ πμθθά sRNAs, εκχ δ πενζμπή CEV298-70 πανάβεζ πμθφ θζβυηενα. 
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Δηθόλα 3.2. Οζ εέζεζξ ηςκ CEVd sRNAs πμο ακζπκεφηδηακ ζε θοηά ημιάηαξ ιμθοζιέκα ιε ημ 

CEVd ζε ακηζζημζπία ιε ημ βμκζδίςια ημο ζμεζδμφξ. Σμ πάπμξ ηςκ βναιιχκ ζοιαμθίγεζ ηδκ 

πμζυηδηα ηςκ απμιμκςεέκηςκ sRNAs (Martín et al., 2007). 

 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο ζμεζδμφξ πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εηιαβείμ ημ 

RNA απυ θφθθα ιμθοζιέκδξ ιε CEVd θειμκζάξ ηδξ πμζηζθίαξ «Αδαιμπμφθμο», πμο 

απμιμκχεδηε υπςξ ακαθένεδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 3.2.1.  

Ζ ακηίδναζδ RT έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηδξ Superscript II Reverse transcriptase 

(Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηδκ ακηίδναζδ 

ακαιίπεδηε 1 ιg μθζημφ RNA ιε ημκ εηηζκδηή CEVd-Pst-R βζα ημ ηιήια CEV70-180 ή 

ημκ εηηζκδηή CEVd-Bam-R βζα ημ ηιήια CEV298-70 (Πίκαηαξ 3.1). Ο πνχημξ 

εηηζκδηήξ πνμζδέκεηαζ ζηδ εέζδ CEV45-30 ηαζ μ δεφηενμξ ζηδ εέζδ CEV93-73. Ζ 

ακηίδναζδ RT πναβιαημπμζήεδηε υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 3.2.1. 

Σα πνμσυκηα ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηδκ PCR. Γζα ημ ηιήια 

CEV70-180 πνδζζιμπμζήεδηακ ηα γεφβδ εηηζκδηχκ LIC1_70-180-F/ LIC2_70-180-R 

ηαζ LIC4_70-180-F/ LIC3_70-180-R εκχ βζα ημ ηιήια CEV298-70 πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηα γεφβδ εηηζκδηχκ LIC1_298-70-F/ LIC2_298-70-R ηαζ LIC4_298-70-F/ LIC3_298-

70-R (Πίκαηαξ 3.1). Οζ ζοβηεηνζιέκμζ εηηζκδηέξ πνμζεέημοκ ζηα άηνα ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο ηιήιαημξ αθθδθμοπίεξ μιυθμβεξ ιε ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα 

pRNAi-LIC (Xu et al., 2010) ζημκ μπμίμ βίκεηαζ δ έκεεζδ.  
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Σμ ιίβια ηςκ ακηζδνάζεςκ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 13   

KAPA Hifi buffer (5x) 5 1x 

dNTPs (10mM) 0,75 300μΜ/dNTP 

DMSO 1,25 5% 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (10μM) 0,75 0,3 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (10μM) 0,75 0,3 μΜ 

KAPA Hifi polymerase 0,5 0,5 U 

Προϊόν RT 3   

φνολο 25   
 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 3 λεπτά  

98 °C - 20 δευτ.  

70 °C - 15 δευτ. 36 κφκλοι 

72 °C - 40 δευτ.  

72 °C - 5 λεπτά  

 

Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ζε πδηηή αβανυγδξ, ημπή ηςκ 

επζεοιδηχκ γςκχκ ηαζ ηαεανζζιυξ ημο DNA ιε ηδ πνήζδ ημο QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen, UK). 

Δπζπθέμκ, πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR βζα ηδκ εκίζποζδ ημο ηιήιαημξ 

PDK ημο πθαζιζδίμο pRNAi-LIC. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

ζοβηεηνζιέκμ πθαζιίδζμ ςξ εηιαβείμ ηαζ ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ PDK-LIC-F/R (Πίκαηαξ 

3.1). Σμ ιίβια ηδξ ακηίδναζδξ PCR ήηακ υπςξ παναπάκς.  

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 3 λεπτά  

98 °C - 20 δευτ.  

65 °C - 15 δευτ. 36 κφκλοι 

72 °C - 40 δευτ.  

72 °C - 5 λεπτά  

 

Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ζε πδηηή αβανυγδξ, ημπή ηδξ 

επζεοιδηήξ γχκδξ ηαζ ηαεανζζιυξ ημο DNA ιε ηδ πνήζδ ημο QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen, UK). 

Γζα δζαιυνθςζδ ηςκ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζε ιμνθή θμονηέηαξ 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pRNAi-LIC (Δζη. 3.3, Xu et al., 2010), πμο πανέπεζ ηδ 
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δοκαηυηδηα ηαηαζηεοήξ θμονηέηαξ ιέζς ηδξ έκεεζδξ δφμ ακεζηναιιέκςκ 

επακαθήρεςκ ηδξ επζεοιδηήξ αθθδθμοπίαξ εηαηένςεεκ ημο εζςκίμο PDK. 

 

 

Δηθόλα 3.3. (a) πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο pRNAi-LIC υπμο 

ζπδιαηίγεηαζ δ θμονηέηα. (b) πδιαηζηή πενζβναθή ημο ηνυπμο έκεεζδξ ηςκ επζεοιδηχκ 

αθθδθμοπζχκ ζημ πθαζιίδζμ. Ανπζηά, δ επζεοιδηή αθθδθμοπία πμθθαπθαζζάγεηαζ ιε 

ελεζδζηεοιέκμοξ εηηζκδηέξ πμο θένμοκ ζηα άηνα ημφξ πνμζανιμζηέξ LIC1/LIC2 (PCR πνμσυκ 

1) ηαζ LIC3/LIC4 (PCR πνμσυκ 2 - ακεζηναιιέκδ αθθδθμοπία). Αημθμοεεί ιεηαπείνζζδ ηςκ 

πνμσυκηςκ ιε ηδκ T4 DNA πμθοιενάζδ, οπυ ηδκ πανμοζία αδεκίκδξ (dATP). Μεηά ηδκ πέρδ 

ημο πθαζιζδίμο ιε ημ πενζμνζζηζηυ έκγοιμ SmaI, βίκεηαζ ιεηαπείνζζδ ιε T4 DNA πμθοιενάζδ 

οπυ ηδκ πανμοζία εοιίκδξ (dΣTP). ηδ ζοκέπεζα, υθα ηα πνμσυκηα ακαιζβκφμκηαζ ηαζ ημ ιίβια 

πνδζζιμπμζείηαζ βζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ επζδεηηζηχκ ηοηηάνςκ E.coli. ηζξ εέζεζξ OX13 ηαζ 

ΟΥ14 πνμζδέκμκηαζ μζ ακηίζημζπμζ εηηζκδηέξ βζα ηδκ αθθδθμφπδζδ ημο πθαζιζδίμο πμο θένεζ 

ηα εκεέιαηα (Xu et al., 2010).  
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Σμ ηυρζιμ ημο πθαζιζδίμο έβζκε ιε ημ πενζμνζζηζηυ έκγοιμ SmaI. Αημθμφεδζε 

ηαεανζζιυξ ιε θαζκυθδ ηαζ ηαείγδζδ ιε αζεακυθδ. Σμ ιίβια ηδξ πέρδξ είπε ςξ ελήξ: 

 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 

Η2Ο 82,5 

10x buffer N 10 

SmaI (NEB) 2,5 

Πλαςμίδιο pRNAi-LIC 5 

φνολο 100 

 

Γζα ηδκ έκεεζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζημ ημιιέκμ pRNAi-LIC δεκ 

πνδζζιμπμζήεδηε δ ιέεμδμξ πμο πενζβνάθεηαζ απυ ημοξ Xu et al. (2010) αθθά έβζκε ιε 

ηδ πνήζδ ημο In-Fusion HF Cloning Kit (Clontech), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο 

ηαηαζηεοαζηή. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ημ ιίβια ηδξ ακηίδναζδξ είπε ςξ ελήξ: 

 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 

Η2Ο 0,8 

Μίγμα ενηφμου In-Fusion 2 

Κομμζνο πλαςμίδιο (111 ng) 3  

Σμιμα CEVd με άκρα LIC1/2 (37 ng) 1 

Σμιμα CEVd με άκρα LIC3/4 (39 ng) 0,7 

Εςϊνιο PDK (71 ng) 2,5 

φνολο 10 

 

Ζ ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε ζημοξ 50 °C βζα 15 θεπηά. Απυ ηδκ ακηίδναζδ 

πνμέηορακ ηα πθαζιίδζα pRNA-LIC:CEV70-180 ηαζ pRNAi-LIC:CEV298-70.  

Αημθμφεδζε ιεηαζπδιαηζζιυξ επζδεηηζηχκ ααηηδνζαηχκ ηοηηάνςκ E.coli DH5α 

ιε ηδ ιέεμδμ ημο εενιζημφ shock (heat shock). Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ, 

πνδζζιμπμζήεδηακ 50 ιl ααηηδνζαημφ αζςνήιαημξ ηαζ 5 ιl απυ ημ πνμσυκ ηδξ 

ακηίδναζδξ.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ έκεεζδξ ηςκ ηιδιάηςκ ζημ πθαζιίδζμ ηαζ ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ ααηηδνίςκ, πναβιαημπμζήεδηε απεοεείαξ ακηίδναζδ PCR απυ 

ηδκ απμζηία (colony PCR) ιε ηδ πνήζδ ηςκ γεοβχκ εηηζκδηχκ LIC1_70-180-

F/LIC2_70-180-R ηαζ  LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-R (Πίκαηαξ 3.1).  
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Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 12,1   

Buffer (5x) 4 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

MgCl2 0,8 3% 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

GoTaq polymerase (Promega) 0,1 0,5 U 

Αποικία αραιωμζνθ ςε 100 μl Η2Ο 1   

φνολο 20   

 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 60 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  

 

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ έκεεζδξ ηαζ ημο ζςζημφ πνμζακαημθζζιμφ ηςκ 

επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζηα πθαζιίδζα pRNAi-LIC:CEV70-180 ηαζ pRNAi-

LIC:CEV298-70, έβζκε αθθδθμφπδζδ ηςκ πθαζιζδίςκ απυ ηδκ εηαζνεία Beckman 

Coulter Genomics (UK). Ζ απμιυκςζδ ηςκ πθαζιζδίςκ απυ ηζξ ααηηδνζαηέξ 

ηαθθζένβεζεξ έβζκε ιε αθηαθζηή θφζδ ιε ηδ πνήζδ SDS (Sambrook and Russell, 2006). 

Ζ αθθδθμφπδζδ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηςκ εηηζκδηχκ ΟΥ13 ηαζ ΟΥ14 (Πίκαηαξ 3.1). 

Σα απμιμκςεέκηα πθαζιίδζα πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ 

επζδεηηζηχκ ηοηηάνςκ A. tumefaciens EHA105 ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ δθεηηνμπυνςζδξ, 

υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.1. Δπζπθέμκ, πνδζζιμπμζήεδηε έκα άδεζμ 

πθαζιίδζμ pRNAi-LIC (pRNAi-LIC:empty), ςξ ανκδηζηυξ ιάνηοναξ ζηα πεζνάιαηα 

εθέβπμο ηδξ RNA ζζχπδζδξ, ημ μπμίμ εζζήπεδ ζημ ίδζμ ζηέθεπμξ ημο A. tumefaciens. 

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ηςκ ηοηηάνςκ A. tumefaciens, 

πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ PCR απεοεείαξ απυ επζθεβιέκεξ ααηηδνζαηέξ 

απμζηίεξ, υπςξ πενζβνάθεηαζ παναπάκς. 
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3.2.2.2. Αβνμ-ειπμηζζιυξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγμοκ 

ημ CEVd 

Γζα ηα πεζνάιαηα αοηήξ ηδξ εκυηδηαξ πνδζζιμπμζήεδηακ δζαβμκζδζαηά θοηά ηςκ 

ζεζνχκ N.b. 32 ηαζ N.b. 38-2, απυβμκμζ αοημβμκζιμπμίδζδξ (Σ1 βεκζά) ηςκ θοηχκ πμο 

πνμέηορακ απυ ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ (Κεθάθαζμ 2). Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ημο 

πμθθαπθαζζαζιμφ ημο ζμεζδμφξ ζε αοηά ηα θοηά έβζκε απμιυκςζδ RNA ηαζ ακηίδναζδ 

PCR, υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3. 

Ζ πνμεημζιαζία ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ A. tumefaciens πνζκ ημκ αβνμ-

ειπμηζζιυ έβζκε υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.2. Ζ ηαθθζένβεζα ηςκ 

αβνμααηηδνίςκ έβζκε ζε οβνυ ενεπηζηυ οθζηυ LB πμο πενζείπε ηα ακηζαζμηζηά 

ηακαιοηίκδ (25 mg/l), νζθαιπζηίκδ (100 mg/l) ηαζ πθςναιθεκζηυθδ (5 mg/l). 

Ζ ιυθοκζδ έβζκε ζε θοηά δθζηίαξ έλζ εαδμιάδςκ. Υνδζζιμπμζήεδηακ δφμ θοηά 

βζα ημκ ειπμηζζιυ ιε ηαεέκα απυ ηα πθαζιίδζα pRNAi-LIC:CEV70-180 ηαζ pRNAi-

LIC:CEV298-70. ε ηάεε θοηυ ιμθφκεδηακ δφμ θφθθα: ζηδκ ανζζηενή πθεονά ημο 

εθάζιαημξ έβζκε ειπμηζζιυξ ιε ημ άδεζμ pRNAi-LIC:empty εκχ ζηδ δελζά πθεονά ημο 

εθάζιαημξ έβζκε ειπμηζζιυξ ιε ημ pRNAi-LIC:CEV70-180 ή ημ pRNAi-LIC:CEV298-

70 (Δζη. 3.4). Ο αβνμ-ειπμηζζιυξ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ζφνζββαξ πςνίξ αεθυκα, ζφιθςκα 

ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ Schöb et al. (1997). Ο ειπμηζζιυξ έβζκε ζε πμθθά ζδιεία ημο 

εθάζιαημξ πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ ελάπθςζδ ημο ααηηδνζαημφ αζςνήιαημξ ζε 

μθυηθδνδ ηδκ επζθάκεζα ημο θφθθμο. Σα ιμθοζιέκα θοηά δζαηδνήεδηακ ζημοξ 20 °C 

ιε 16 χνεξ θςξ ηαζ έβζκε δεζβιαημθδρία ηςκ ιμθοζιέκςκ θφθθςκ ζηζξ 4 ηαζ ζηζξ 7 

διένεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ (ζε ηάεε δεζβιαημθδρία θήθεδηε έκα ιμθοζιέκμ θφθθμ). Σα 

δείβιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ -80 °C ιέπνζ ηδκ επελενβαζία ημοξ. 

 

 

Δηθόλα 3.4. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ πενζμπχκ ιυθοκζδξ ημο εθάζιαημξ θφθθμο 

δζαβμκζδζαημφ θοημφ N. benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγεζ ημ CEVd.  

pRNAi-LIC:CEV70-180  

ή  

pRNAi-LIC:CEV298-70 
pRNAi-LIC:empty 
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3.2.2.3. Έθεβπμξ ηδξ ζζχπδζδξ ιε Real-time PCR 

Ζ απμιυκςζδ ημο RNA απυ ηα δείβιαηα ηαζ δ ιεηαπείνζζή ημο ιε DNase έβζκε 

υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3. Σα δείβιαηα RNA πμο απμιμκχεδηακ 

πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ έθεβπμ ηδξ ζζχπδζδξ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο CEVd ιε 

Real-time PCR. 

Ανπζηά, πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ RT ιε ημ έκγοιμ SuperScript II 

(Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηζξ ακηζδνάζεζξ 

πνδζζιμπμζήεδηακ 500 ng μθζημφ RNA ηαζ μζ εηηζκδηέξ CEVd-Bam-F ηαεχξ ηαζ μ EF-

1α-R, ςξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ (Πίκαηαξ 3.1). 

Σα πνμσυκηα ηςκ ακηζδνάζεςκ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηζξ 

ακηζδνάζεζξ Real-time PCR. Οζ ακηζδνάζεζξ έβζκακ ζε ηνεζξ επακαθήρεζξ ιε ηα γεφβδ 

εηηζκδηχκ EF-1α-F/R ηαζ IF70-180-F/R (Πίκαηαξ 3.1) ηαζ ημ έκγοιμ KAPA SYBR 

FAST qPCR Kit ηδξ KapaBiosystems, πνδζζιμπμζχκηαξ ημ παναηάης ιίβια: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 2   

SuperMix (2x) 5 1x 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (2μM) 1 0,2 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (2μM) 1 0,2 μΜ 

Προϊόν RT 1   

φνολο 10   

 

Σμ πνυβναιια ηδξ Real-time PCR πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζημ εενιμηοηθζηυ ιδπάκδια 

PikoReal ηδξ Thermo ήηακ: 

95 °C - 3 λεπτά  

95 °C - 3 δευτ.  
 60 °C - 20 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 20 δευτ.  

διάβαςμα των δειγμάτων 

 

ημ ηέθμξ ημο πνμβνάιιαημξ οπήνλε έκα ζηάδζμ βζα ηδ δδιζμονβία ηδξ ηαιπφθδξ 

απμδζάηαλδξ (melt curve): 

 95 °C για 10 δευτερόλεπτα, 

 melt curve 65 °C to 95 °C, με αφξθςθ κατά 0,5 °C για 5 δευτερόλεπτα και διάβαςμα 

των δειγμάτων. 
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Μεηά ηζξ ακηζδνάζεζξ ηδξ Real-time PCR, έβζκε δεζβιαημθδπηζηά δθεηηνμθυνδζδ 

ζε πδηηή αβανυγδξ μνζζιέκςκ πνμσυκηςκ απυ ηάεε ακηίδναζδ πνμηεζιέκμο κα 

επζαεααζςεεί δ εκίζποζδ ηςκ επζεοιδηχκ βμκζδίςκ ηαζ δ απμοζία ιδ ελεζδζηεοιέκςκ 

γςκχκ.  

Ζ επελενβαζία ηςκ απμηεθεζιάηςκ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηςκ θμβζζιζηχκ PikoReal 

Software 2.2 ηαζ Microsoft Excel. Γζα ημκ οπμθμβζζιυ ηςκ ζπεηζηχκ επζπέδςκ 

έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ, εθανιυζηδηε δ ελίζςζδ 2
-ΓΓCt

 (Livak and Schmittgen, 2001). 

Ζ ιέεμδμξ έπεζ ςξ ελήξ:  

1. Σμ θμβζζιζηυ ημο ιδπακήιαημξ δίκεζ ημκ ανζειυ ημο ηφηθμο ηδξ ακηίδναζδξ 

ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο μπμίμο δ ηαιπφθδ ημο θεμνζζιμφ ηέικεζ ημκ άλμκα ημο μνίμο 

(threshold). Ο ανζειυξ αοηυξ ζοιαμθίγεηαζ ςξ Ct ή Cq.  

2. Τπμθμβίγεηαζ δ δζαθμνά ηςκ ηζιχκ Ct ζηα δείβιαηα cDNA ηςκ δφμ 

επειαάζεςκ: 

ΓCt επέιααζδ 1 = Ct (οπυ ιεθέηδ βμκίδζμ) – Ct (βμκίδζμ ακαθμνάξ) 

ΓCt επέιααζδ 2 = Ct (οπυ ιεθέηδ βμκίδζμ) – Ct (βμκίδζμ ακαθμνάξ) 

3. Αθαζνμφκηαζ μζ παναπάκς δζαθμνέξ ηαζ οπμθμβίγεηαζ ηαηά πυζεξ θμνέξ είκαζ 

δζαθμνεηζηή δ έηθναζδ εκυξ βμκζδίμο ζηδ ιία επέιααζδ ζε ζπέζδ ιε ηδκ άθθδ: 

ΓΓCt = ΓCt επέιααζδ 1 - ΓCt επέιααζδ 2 

4. Σα ζπεηζηά επίπεδα έηθναζδξ ζηζξ δφμ επειαάζεζξ οπμθμβίγμκηαζ απυ:  

2
-ΓΓCt

 

Με αοηυ ημκ ηνυπμ, δ έηθναζδ ημο οπυ ιεθέηδ RNA (ανκδηζηή αθοζίδα ημο 

RNA ημο ζμεζδμφξ ζημ πανυκ πείναια) ηακμκζημπμζείηαζ πνχηα ιε ηα επίπεδα 

έηθναζδξ ημο EF-1α (βμκίδζμ ακαθμνάξ) ηαζ ζηδ ζοκέπεζα, οπμθμβίγεηαζ δ έηθναζδ 

ημο RNA ηδξ επέιααζδξ 2 (pRNAi-LIC:CEV70-180 ή pRNAi-LIC:CEV298-70) ζε 

ζπέζδ ιε ηδκ έηθναζδ ημο RNA ηδξ επέιααζδξ 1 (pRNAi-LIC:empty).  

Ζ ηοπζηή απυηθζζδ (standard deviation, S.D.) ημο ιέζμο υνμο ηςκ ηνζχκ ηζιχκ Ct 

πμο πνμέηορακ απυ ηζξ ηνεζξ επακαθήρεζξ ημο ηάεε δείβιαημξ οπμθμβίζηδηε ιε ημκ 

ηφπμ: 

 

Σέθμξ, οπμθμβίζηδηε μ ζοκηεθεζηήξ παναθθαηηζηυηδηαξ απυ ημκ ηφπμ: 

C.V. = (S.D./ιέζδ ηζιή Ct) x 100 
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3.2.3. Έιεγρνο ηεο ηθαλόηεηαο επαγσγήο RNA ζηώπεζεο κέζσ παξνδηθήο 

έθθξαζεο ηκεκάησλ ηνπ CEVd 

Γζα ημκ έθεβπμ ηδξ δοκαηυηδηαξ επαβςβήξ RNA ζζχπδζδξ ιέζς πανμδζηήξ έηθναζδξ, 

δμηζιάζηδηακ ηα δφμ ηιήιαηα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd: CEV70-180 ηαζ CEV298-

70. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηακ θοηά N. benthamiana αβνίμο ηφπμο (wt) ζηα 

μπμία έβζκε ηαοηυπνμκδ έβποζδ ημο ηάεε ηιήιαημξ ημο ζμεζδμφξ ηαζ ημο δζιενμφξ 

ιμνίμο ημο CEVd.  

 

3.2.3.1. Πνμεημζιαζία πθαζιζδίςκ 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο ζμεζδμφξ, πνδζζιμπμζήεδηε ςξ εηιαβείμ ημ 

RNA απυ θφθθα ιμθοζιέκδξ θειμκζάξ ηδξ πμζηζθίαξ «Αδαιμπμφθμο», πμο 

απμιμκχεδηε υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 3.2.1.  

Ζ ακηίδναζδ RT έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηδξ Superscript II Reverse transcriptase 

(Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηδκ ακηίδναζδ, 

ακαιίπεδηε 1 ιg μθζημφ RNA ιε ημκ εηηζκδηή CEVd-Pst-R βζα ημ ηιήια CEV70-180 ή 

ημκ εηηζκδηή CEVd-Bam-R βζα ημ ηιήια CEV298-70 (Πίκαηαξ 3.1). Ο πνχημξ 

εηηζκδηήξ πνμζδέκεηαζ ζηδ εέζδ CEV45-30 ηαζ μ δεφηενμξ ζηδ εέζδ CEV93-73. Σμ 

ιίβια ημπμεεηήεδηε ζημοξ 95 °C βζα 5 θεπηά, ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πάβμ βζα 2 θεπηά ηαζ 

αημθμφεδζε δ πνμζεήηδ ηςκ οπυθμζπςκ ζοζηαηζηχκ ηδξ ακηίδναζδξ ακηίζηνμθδξ 

ιεηαβναθήξ (Ito et al., 2000). 

Σα πνμσυκηα ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηδκ PCR. Ζ ακηίδναζδ 

έβζκε ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ CEVd-Pst-F/R ηαζ CEVd-Bam-F/R (Πίκαηαξ 3.1). Σμ 

ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 10,3   

HF buffer (5x) 4 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

DMSO 0,6 3% 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (10μM) 1 0,5 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (10μM) 1 0,5 μΜ 

Phusion πολυμεράςθ 0,2 0,4 U 

Προϊόν RT 2,5   

φνολο 20   
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Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

98 °C - 30 δευτ.  

98 °C - 10 δευτ.  

55 °C - 30 δευτ. 36 κφκλοι 

72 °C - 30 δευτ.  

72 °C - 10 λεπτά  

 

Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ζε πδηηή αβανυγδξ, ημπή ηδξ 

επζεοιδηήξ γχκδξ ηαζ ηαεανζζιυξ ημο DNA ιε ηδ πνήζδ ημο QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen, UK). 

Σα πνμσυκηα ηδξ παναπάκς PCR αναζχεδηακ 100 θμνέξ ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ 

ςξ εηιαβεία βζα ηδκ επυιεκδ ακηίδναζδ PCR πμο έβζκε ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ IF 70-

180-F/R ηαζ IF 298-70-F/R (Πίκαηαξ 3.1). Οζ ζοβηεηνζιέκμζ εηηζκδηέξ ζπεδζάζηδηακ 

ιε αάζδ ηδκ αθθδθμοπία JX885864 ηαζ πνμζεέημοκ ζημ 5‟-άηνμ ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο ηιήιαημξ αθθδθμοπίεξ μιυθμβεξ ιε ημκ πθαζιζδζαηυ θμνέα 

pGDG (Goodin et al., 2002) ζημκ μπμίμ βίκεηαζ δ έκεεζδ ηαεχξ ηαζ δφμ εέζεζξ 

πενζμνζζιμφ βζα ηα έκγοια BglII ηαζ SalI. Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 11,3   

HF buffer (5x) 4 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

DMSO 0,6 3% 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (10μM) 1 0,5 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (10μM) 1 0,5 μΜ 

Phusion polymerase 0,2 0,4 U 

Προϊόν RT 1,5   

φνολο 20   

 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

98 °C - 30 δευτ.  

98 °C - 10 δευτ.  
 70 °C - 30 δευτ. 36 κφκλοι 

72 °C - 30 δευτ.  

72 °C - 10 λεπτά  

 

Αημθμφεδζε δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ζε πδηηή αβανυγδξ, ημπή ηδξ 

επζεοιδηήξ γχκδξ ηαζ ηαεανζζιυξ ημο DNA ιε ηδ πνήζδ ημο QIAquick Gel Extraction 

Kit (Qiagen, UK). 
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Γζα ηδκ πανμδζηή έηθναζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd, πνδζζιμπμζήεδηε ημ 

πθαζιίδζμ pGDG (Δζη. 3.5, Goodin et al., 2002) πμο θένεζ ημ βμκίδζμ-δείηηδ (reporter 

gene) rsGFP ηαζ ιζα εέζδ πμθθαπθήξ ηθςκμπμίδζδξ (multiple cloning site), οπυ ημκ 

έθεβπμ δφμ οπμηζκδηχκ 35S. 

Α)  

 

Β)  

Δηθόλα 3.5. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηιδιάηςκ ημο πθαζιζδζαημφ θμνέα pGDG. A) Ζ 

βμκζδζαηή «ηαζέηα» πμο πενζθαιαάκεζ ημ πνμξ εκζςιάηςζδ DNA ηαζ Β) δ εέζδ πμθθαπθήξ 

ηθςκμπμίδζδξ ιε ηα ακηίζημζπα πενζμνζζηζηά έκγοια (Goodin et al., 2002). 

 

Σμ ηυρζιμ ημο πθαζιζδίμο έβζκε ιε ημ πενζμνζζηζηυ έκγοιμ BamHI. Αημθμφεδζε 

ηαεανζζιυξ ιε θαζκυθδ ηαζ ηαείγδζδ ιε αζεακυθδ. Σμ ιίβια ηδξ πέρδξ είπε ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 

Η2Ο 32,6 

10x buffer 4 

BSA 0,4 

BamHI (NEB) 1 

Πλαςμίδιο pGDG 2 

φνολο 40 

 

Ζ έκεεζδ ηςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζημ ημιιέκμ pGDG έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο In-

Fusion HF Cloning Kit (Clontech), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 

Η2Ο 1 

Μίγμα ενηφμου In-Fusion 2 

Κομμζνο πλαςμίδιο (57 ng) 3  

Σμιμα CEVd (44 ng) 4 

φνολο 10 
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Ζ ακηίδναζδ πναβιαημπμζήεδηε ζημοξ 50 °C βζα 15 θεπηά. Απυ ηδκ ακηίδναζδ 

πνμέηορακ ηα πθαζιίδζα pGDG:CEV70-180 ηαζ pGDG:CEV298-70.  

Αημθμφεδζε ιεηαζπδιαηζζιυξ επζδεηηζηχκ ααηηδνίςκ E.coli DH5α ιε ηδ ιέεμδμ 

ημο εενιζημφ shock (heat shock). Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ πνδζζιμπμζήεδηακ 50 ιl 

ααηηδνζαημφ αζςνήιαημξ ηαζ 5 ιl απυ ημ πνμσυκ ηδξ ακηίδναζδξ.  

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ έκεεζδξ ηςκ ηιδιάηςκ ζημ πθαζιίδζμ ηαζ ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ ααηηδνίςκ, πναβιαημπμζήεδηε απεοεείαξ ακηίδναζδ PCR απυ 

ηδκ απμζηία (colony PCR) ιε ηδ πνήζδ ηςκ pGD-mcs-F/R εηηζκδηχκ (Πίκαηαξ 3.1). Σμ 

ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 13,1   

Buffer (5x) 4 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

MgCl2 0,8 3% 

pGD-mcs-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

pGD-mcs-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

GoTaq polymerase (Promega) 0,1 0,5 U 

Μικρι ποςότθτα αποικίασ -   

φνολο 20   
 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 55 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 45 δευτ.  

72 °C - 5 λεπτά  

 

Σα ακαιεκυιεκα πνμσυκηα βζα ηα πθαζιίδζα pGDG:CEV70-180 ηαζ 

pGDG:CEV298-70 ήηακ 225 ηαζ 258 γεφβδ αάζεςκ, ακηίζημζπα.  

Αημθμφεδζε απμιυκςζδ ηςκ πθαζιζδίςκ απυ ηζξ ααηηδνζαηέξ ηαθθζένβεζεξ ιε 

αθηαθζηή θφζδ ιε ηδ πνήζδ SDS (Sambrook and Russell, 2006). Σα απμιμκςεέκηα 

πθαζιίδζα πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ επζδεηηζηχκ ηοηηάνςκ 

Agrobacterium tumefaciens C58C1 ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ δθεηηνμπυνςζδξ, υπςξ 

πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.1. 

Δπζπθέμκ, πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd (Daròs and Flores, 2004) 

πμο πενζέπεζ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. Σμ pCdCEVd εζζήπεδ ζημ A. tumefaciens 

C58C1 ιε ηδ ιέεμδμ ηδξ δθεηηνμπυνςζδξ, υπςξ ακαθένεδηε ηαζ παναπάκς. 
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3.2.3.2. Αβνμ-ειπμηζζιυξ (agro-infiltration) θοηχκ N. benthamiana αβνίμο ηφπμο 

Ζ πνμεημζιαζία ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ A. tumefaciens πνζκ ημκ αβνμ-ειπμηζζιυ 

έβζκε υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.2. 

Ζ ιυθοκζδ έβζκε ζε θοηά N. benthamiana δθζηίαξ πέκηε εαδμιάδςκ. 

Υνδζζιμπμζήεδηακ δφμ θοηά βζα ηδ ιυθοκζδ ιε ηάεε ηιήια ημο CEVd. ε ηάεε θοηυ 

ιμθφκεδηε έκα θφθθμ: ζηδκ ανζζηενή πθεονά ημο εθάζιαημξ έβζκε ειπμηζζιυξ ιε ημ 

pGDG:CEV70-180 ή ημ pGDG:CEV298-70 εκχ ζηδ δελζά πθεονά ημο εθάζιαημξ έβζκε 

ειπμηζζιυξ ιε ιίβια ααηηδνίςκ πμο πενζείπακ ημ pCdCEVd ιαγί ιε ημ pGDG:CEV70-

180 ή ημ pGDG:CEV298-70 (Δζη. 3.6). Ο αβνμ-ειπμηζζιυξ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ζφνζββαξ 

πςνίξ αεθυκα ζφιθςκα ιε ηδ ιέεμδμ ηςκ Schöb et al. (1997). Ο ειπμηζζιυξ έβζκε ζε 

πμθθά ζδιεία ημο εθάζιαημξ πνμηεζιέκμο κα ελαπθςεεί ημ ααηηδνζαηυ αζχνδια ζε 

μθυηθδνδ ηδκ επζθάκεζα ημο θφθθμο. Σα ιμθοζιέκα θοηά δζαηδνήεδηακ ζημοξ  

20 °C ηαζ έβζκε δεζβιαημθδρία ηςκ ιμθοζιέκςκ θφθθςκ 4 διένεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ. Σα 

δείβιαηα δζαηδνήεδηακ ζημοξ -80 °C ιέπνζ ηδκ επελενβαζία ημοξ. 

 

 

Δηθόλα 3.6. πδιαηζηή ακαπανάζηαζδ ηςκ πενζμπχκ ιυθοκζδξ ημο εθάζιαημξ θφθθμο θοημφ 

N. benthamiana αβνίμο ηφπμο.  

 

3.2.3.3. Απμιυκςζδ RNA απυ ηα αβνμ-ειπμηζζιέκα θφθθα N. benthamiana 

Ζ απμιυκςζδ ημο RNA απυ ηα δείβιαηα ηαζ δ ιεηαπείνζζή ημο ιε DNase έβζκε 

υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 2.2.1.3. 

Γζα ηδκ επζαεααίςζδ ηδξ απμοζίαξ DNA απυ ηα δείβιαηα RNA 

πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR ζημ RNA ιε ηδ πνήζδ ηςκ εηηζκδηχκ NADH-F/R 

(Πίκαηαξ 3.1). Σμ ακαιεκυιεκμ πνμσυκ βζα ημ DNA είκαζ 1.453 γεφβδ αάζεςκ.  

 

pGDG:CEV70-180 

ή 

pGDG:CEV298-70 

pCdCEVd 

 

+ 

 

pGDG:CEV70-180 

ή 

pGDG:CEV298-70 
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Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 15,12   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

NADH-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

NADH-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα RNA 0,8   

φνολο 20   

 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 60 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  

 

3.2.3.4. Έθεβπμξ ζζχπδζδξ ιε διζ-πμζμηζηή ηαζ Real-time PCR 

Σα δείβιαηα RNA πμο απμιμκχεδηακ πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ 

ζζχπδζδξ ιε διζ-πμζμηζηή ηαζ Real-time PCR. 

Ανπζηά, πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ιε ημ έκγοιμ 

SuperScript II Reverse transcriptase (Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο 

ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηζξ ακηζδνάζεζξ πνδζζιμπμζήεδηακ 500 ng μθζημφ RNA ηαζ μζ 

εηηζκδηέξ pGD-mcs-R ηαεχξ ηαζ μ EF-1α-R, ςξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ (Πίκαηαξ 3.1). 

 

Α. Ακηζδνάζεζξ διζ-πμζμηζηήξ PCR 

Σα πνμσυκηα ηςκ ακηζδνάζεςκ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηζξ διζ-

πμζμηζηέξ PCR. Οζ ακηζδνάζεζξ έβζκακ ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ EF-1α-F/R ηαζ pGD-

mcs-F/R (Πίκαηαξ 3.1). Μεηά ημκ 18μ ηφηθμ ηδξ ακηίδναζδξ, έβζκε παφζδ ημο 

πνμβνάιιαημξ ηαζ θήρδ δείβιαημξ 5 ιl. Αημθμφεδζακ άθθεξ ηνεζξ παφζεζξ ηάεε 5 

ηφηθμοξ ηαζ θήρδ δείβιαημξ. Σμ πνυβναιια μθμηθδνχεδηε ζημοξ 38 ηφηθμοξ.  
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Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 22,68   

Buffer B (10x) 3 1x 

dNTPs (10mM) 0,6 200μΜ/dNTP 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (10μM) 1,2 0,5 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (10μM) 1,2 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,12 0,4 U 

Προϊόν RT 1,2   

φνολο 30   
 

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 60 °C - 30 δευτ. 38 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  

  

Tα δείβιαηα πμο εθήθεδζακ ηάεε πέκηε ηφηθμοξ ηδξ ακηίδναζδξ ακαθφεδηακ ιε 

δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή αβανυγδξ 1,5% ζε 0,5x ΣΑΔ buffer. Γζα ηδκ ειθάκζζδ ηςκ 

γςκχκ ζηδκ πδηηή, έβζκε πνχζδ ηδξ ιε ανςιζμφπμ αζείδζμ βζα 20 θεπηά ζημ ζημηάδζ ηαζ 

θςημβναθήεδηε ηάης απυ οπενζχδδ αηηζκμαμθία. 

 

B. Ακηζδνάζεζξ PCR πναβιαηζημφ πνυκμο (Real-time PCR) 

Δηηυξ απυ ηζξ διζ-πμζμηζηέξ PCR, ζηα ίδζα δείβιαηα πναβιαημπμζήεδηακ ηαζ 

ακηζδνάζεζξ PCR πναβιαηζημφ πνυκμο (Real-time PCR). Χξ εηιαβεία, 

πνδζζιμπμζήεδηακ ηα πνμσυκηα ηδξ ακηίδναζδξ RT. Οζ ακηζδνάζεζξ έβζκακ ζε ηνεζξ 

επακαθήρεζξ ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ EF-1α-F/R ηαζ pGD-mcs-F/R ηαζ ημ έκγοιμ KAPA 

SYBR FAST qPCR Kit ηδξ KapaBiosystems, πνδζζιμπμζχκηαξ ημ παναηάης ιίβια: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 2   

SuperMix (2x) 5 1x 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (2μM) 1 0,2 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (2μM) 1 0,2 μΜ 

Προϊόν RT 1   

φνολο 10   
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Σμ πνυβναιια ηδξ Real-time PCR πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζημ εενιμηοηθζηυ ιδπάκδια 

PikoReal ηδξ Thermo ήηακ: 

95 °C - 3 λεπτά  

95 °C - 3 δευτ.  
 55 °C - 20 δευτ.  

72 °C - 20 δευτ. 35 κφκλοι 

διάβαςμα των δειγμάτων 

 

ημ ηέθμξ ημο πνμβνάιιαημξ, οπήνλε έκα ζηάδζμ βζα ηδ δδιζμονβία ηδξ ηαιπφθδξ 

απμδζάηαλδξ (melt curve): 

 95 °C για 10 δευτερόλεπτα, 

 melt curve 65 °C to 95 °C, με αφξθςθ κατά 0,5 °C για 5 δευτερόλεπτα και διάβαςμα 

των δειγμάτων. 

 

Μεηά ηζξ ακηζδνάζεζξ ηδξ Real-time PCR, έβζκε δεζβιαημθδπηζηά δθεηηνμθυνδζδ 

ζε πδηηή αβανυγδξ υθςκ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ ηάεε επακάθδρδξ πνμηεζιέκμο κα 

επζαεααζςεεί δ εκίζποζδ ηςκ επζεοιδηχκ βμκζδίςκ ηαζ δ απμοζία ιδ ελεζδζηεοιέκςκ 

γςκχκ. 

Ζ επελενβαζία ηςκ απμηεθεζιάηςκ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηςκ θμβζζιζηχκ PikoReal 

Software 2.2 ηαζ Microsoft Excel, υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 3.2.2.3. 
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Πίλαθαο 3.1. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζημ πανυκ 

ηεθάθαζμ ηδξ ιεθέηδξ. 

Ονόματα εκκινθτϊν Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν  
Μζγεκοσ 

προϊόντοσ 
(bp) 

CEV-AP3  
(Ito et al., 2002) 

GGAAACCTGGAGGAAGTCGAG 
371 

CEV-AM3  
(Ito et al., 2002) 

CCGGGGATCCCTGAAGGACTT 

CEVd-Bam-F 
(Hajeri et al., 2011) 

CTCGGATCCCCGGGGAAACCT  

CEVd-Bam-R  
(Hajeri et al., 2011) 

CAAGGATCCCTGAAGGACTTCTTC  

CEVd-Pst-F ACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA  

CEVd-Pst-R TGCCTGCAGGGTCAGGTGA  

EF-1α-F  
(Asai et al., 2008) 

CCTCAAGAAGGTTGGATACAAC 
152 

EF-1α-R 
(Asai et al., 2008) 

TCTTGGGCTCATTAATCTGGTC 

IF70-180-F cgcgggcccgggatccAGATCTGGGGAAGAAGTCCTTCAG* 
155 

IF70-180-R tagatccggtggatccGTCGACCTCCTGTTTCTCCGCTGGA* 

IF298-70-F cgcgggcccgggatccAGATCTCAAACCGCTTTTCTTATATCTTC* 
188 

IF298-70-R tagatccggtggatccGTCGACCGCCGCCTCTTTTTTCTTTT* 

LIC1_70-180-F cgacgacaagaccctGGGGAAGAAGTCCTTC* 
141 

LIC2_70-180-R gaggagaagagccctCTCCTGTTTCTCCGC* 

LIC4_70-180-F agagcacacgaccctGGGGAAGAAGTCCTTAG* 
141 

LIC3_70-180-R ccagcacggaaccctCTCCTGTTTCTCCGCT* 

LIC1_298-70-F cgacgacaagaccctCAAACCGCTTTTCTT* 
174 

LIC2_298-70-R gaggagaagagccctCGCCGCCTCTT* 

LIC4_298-70-F agagcacacgaccctCAAACCGCTTTTCTT* 
174 

LIC3_298-70-R ccagcacggaaccctCGCCGCCTCTTTTTTCTTTT* 

NADH-F  
(Martin et al., 2013) 

GGACTCCTGACGTATACGAAGGATC 
1453 

NADH-R  
(Martin et al., 2013) 

AGTAGATGCTATCACACATACAAT 

OX13 (Xu et al., 2010) TCTTCTTCGTCTTACACATC  

OX14 (Xu et al., 2010) AAGACCGGCAACAGGATTC  

PDK-LIC-F GGGCTCTTCTCCTCAGGG 
1641 

PDK-LIC-R GGGTTCCGTGCTGGAACC 

pGD-mcs-F AGCTCAAGCTTCGAATTCTGC 78 
in empty 

vector pGD-mcs-R GATCAGTTATCTAGATCCGGTGGA 

* Σα μικρά γράμματα υποδεικνφουν τα νουκλεοτίδια που είναι ομόλογα με τθ αλλθλουχία 
του χρθςιμοποιοφμενου πλαςμιδίου.  
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3.3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

3.3.1. Απνκόλσζε ηνπ CEVd από κνιπζκέλα εζπεξηδνεηδή θαη αιιεινύρεζε ηνπ 

Ζ απμιυκςζδ ηδξ πθήνμοξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd, ιήημοξ πενίπμο 371 γεοβχκ 

αάζεςκ, πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο γεφβμοξ εηηζκδηχκ CEV-AP3/CEV-AM3 

(Δζη. 3.7).         

Μ 1 2 

 

Δηθόλα 3.7. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR 

βζα ηδκ απμιυκςζδ ημο CEVd απυ ιμθοζιέκα δέκδνα 

ηςκ πμζηζθζχκ: 1: «Αδαιμπμφθμο», 2: «ΡΟ25».  

M: 100 bp ladder (NEB). 

 

Γζα ηδκ αθθδθμφπδζδ, πνδζζιμπμζήεδηακ μζ εηηζκδηέξ M13F ηαζ M13R μζ μπμίμζ 

οανζδίγμοκ ελςηενζηά ηδξ πενζμπήξ ημο εκεέιαημξ ζημ πθαζιίδζμ pGEM-T Easy. Με 

αοηυ ημ γεφβμξ, επζηοβπάκεηαζ δ αθθδθμφπδζδ ηαζ ηςκ δφμ αθοζίδςκ ημο DNA.   

Οζ αθθδθμοπίεξ ηαηαηέεδηακ ζηδ αάζδ δεδμιέκςκ ημο NCBI ιε ημοξ ηςδζημφξ: 

«Αδαιμπμφθμο» JX885864 ηαζ JX885865 

«ΡΟ25» JX885866 ηαζ JX885867 

 

Οζ πθήνεζξ αθθδθμοπίεξ πανμοζζάγμκηαζ ζημ Πανάνηδια Η. 

ηδκ Δζηυκα 3.8, πανμοζζάγεηαζ δ εοεοβνάιιζζδ ηςκ ηεζζάνςκ αθθδθμοπζχκ 

ιαγί ιε ηδκ αθθδθμοπία ακαθμνάξ βζα ημ CEVd (GenBank: NC001464) απυ ηδκ 

Καθζθυνκζα (Gross et al., 1982). φιθςκα ιε ηα απμηεθέζιαηα, μζ θδθεείζεξ 

απμιμκχζεζξ πανμοζζάγμοκ δζαθμνέξ ζε μνζζιέκα κμοηθεμηίδζα ηυζμ ιεηαλφ ημοξ υζμ 

ηαζ ιε ηδκ αθθδθμοπία ακαθμνάξ.    



 120 

 

Δηθόλα 3.8. Δοεοβνάιιζζδ ηςκ απμιμκχζεςκ ημο CEVd απυ ηδ θειμκζά «Αδαιμπμφθμο» 

(JX885864 ηαζ JX885865) ηαζ ηδκ πμνημηαθζά «ΡΟ25» (JX885866 ηαζ JX885867), ζε 

ζφβηνζζδ ιε ηδκ αθθδθμοπία ακαθμνάξ NC001464. 

 

Αημθμφεδζε ζφβηνζζδ ηςκ απμηηδεεζζχκ αθθδθμοπζχκ ιε πέκηε εθθδκζηέξ 

απμιμκχζεζξ ημο CEVd πνμενπυιεκεξ απυ δζαθμνεηζηέξ πμζηζθίεξ θειμκζάξ ηαζ 

πμνημηαθζάξ (Πανάνηδια ΗΗ). Σα απμηεθέζιαηα ηςκ ακςηένς ζοβηνίζεςκ 

οπμδεζηκφμοκ υηζ δ πθεζμρδθία ηςκ δζαθμνχκ εκημπίγεηαζ ιεηαλφ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ 

60-100 ηαεχξ ηαζ ιεηαλφ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ 300-330, δδθαδή ηονίςξ εκηυξ ηςκ μνίςκ 

ηδξ πενζμπήξ παεμβέκεζαξ ηαζ ηδξ ηεκηνζηήξ πενζμπήξ (Δζηυκα 2.3) ημο βμκζδζχιαημξ 

ημο CEVd. Σέθμξ, μζ θδθεείζεξ αθθδθμοπίεξ ηαεχξ ηαζ μζ πνμενπυιεκεξ απυ ηζξ 
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δζαεέζζιεξ εθθδκζηέξ απμιμκχζεζξ ημο ζμεζδμφξ αλζμπμζήεδηακ βζα ηδκ ηαηαζηεοή 

θοθμβεκεηζημφ δέκδνμο (Δζηυκα 3.9). Υαναηηδνζζηζηή είκαζ δ μιαδμπμίδζδ ηςκ 

αθθδθμοπζχκ ςξ πνμξ ημ είδμξ ημο δέκδνμο απυ ημ μπμίμ απμιμκχεδηακ. Πζμ 

ζοβηεηνζιέκα, ζημ θοθμβεκεηζηυ δέκδνμ παναηδνμφιε δφμ μιάδεξ: ηζξ αθθδθμοπίεξ 

πμο πνμένπμκηαζ απυ ηζξ πμνημηαθζέξ (ΡΟ25, Όρζιμ Οιθαθμθυνμ Άνβμοξ) ηαζ ηζξ 

αθθδθμοπίεξ πμο πνμένπμκηαζ απυ ηζξ θειμκζέξ (Αδαιμπμφθμο, Εαιπεηάηδ, Nouvel 

Athos). Δλαίνεζδ απμηεθεί δ απμιυκςζδ απυ ηδκ πμνημηαθζά «Navelina» δ μπμία 

μιαδμπμζείηαζ ιε ηζξ θειμκζέξ. Δίκαζ επίζδξ αλζμζδιείςημ υηζ μζ αθθδθμοπίεξ ηδξ 

μιάδαξ ηςκ θειμκζχκ έπμοκ μιμζυηδηα ιε ηδκ επζεεηζηή απμιυκςζδ ημο CEVd (CEVd-

A), εκχ ζηδκ μιάδα ηςκ πμνημηαθζχκ ημπμεεηείηαζ δ ήπζα απμιυκςζδ ημο CEVd 

(CEVd-B). Αοηή δ μιαδμπμίδζδ επζαεααζχκεζ ηδκ παναηήνδζδ ηςκ Bernad et al. 

(2009) υηζ μ ηάεε λεκζζηήξ επζδνά δζαθμνεηζηά ζηδκ ελέθζλδ ημο παεμβυκμο. Ζ εζηυκα 

απυ ηδκ εοεοβνάιιζζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ ανίζηεηαζ ζημ Πανάνηδια ΗΗ. 

 

 Zabetaki(JX259395)

 Navelina (JX259393)

 Adam (JX885865)

 Nouvel Athos (JX259394)

 Adam (JX885864)

 Adam-Wang (JX259396)

 CEVd-A (M30868)

 CEVd-B (K00965)

 Opsimo Argous (JX259392)

 RO25 (JX885867)

 RO25 (JX885866)79

99

29

36
99

29

29

56

0.005  
Δηθόλα 3.9. Φοθμβεκεηζηυ δέκδνμ απυ ηδ ζφβηνζζδ ηςκ ηεζζάνςκ αθθδθμοπζχκ ηδξ πανμφζαξ 

ιεθέηδξ ιε πέκηε εθθδκζηέξ, ιζα επζεεηζηή (CEVd-A) ηαζ ιζα ήπζα (CEVd-B) απμιυκςζδ ημο 

CEVd. Γζα ηδκ ηαηαζηεοή πνδζζιμπμζήεδηε ημ θμβζζιζηυ MEGA6 ηαζ δ ιεεμδμθμβία 

Neighbor-joining. Ο έθεβπμξ ηδξ ζηαηζζηζηήξ εβηονυηδηαξ ηδξ ημπμθμβίαξ ημο δέκδνμο έβζκε ιε 

10.000 bootstrap επακαθήρεζξ. Με ηίηνζκμ ηφηθμ πθαζζζχκεηαζ δ μιάδα ηςκ θειμκζχκ ηαζ ιε 

πμνημηαθί ηφηθμ δ μιάδα ηςκ πμνημηαθζχκ.  

  
 



 122 

3.3.2. Έιεγρνο ηκεκάησλ ηνπ CEVd σο πξνο ηελ ηθαλόηεηα επαγσγήο RNA 

ζηώπεζεο ζε δηαγνληδηαθά θπηά N. benthamiana πνπ πνιιαπιαζηάδνπλ ην ηνεηδέο 

φιθςκα ιε ακαθμνέξ ζηδ αζαθζμβναθία, ημ βμκζδζςιαηζηυ RNA ηςκ ζμεζδχκ 

ή/ηαζ ηα εκδζάιεζα πνμσυκηα ημο ακαπαναβςβζημφ ημοξ ηφηθμο ιπμνεί κα απμηεθμφκ 

ηαοηυπνμκα επαβςβείξ αθθά ηαζ ζηυπμοξ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA-ζζχπδζδξ ηςκ 

θοηχκ (Gómez et al., 2009). Με αάζδ αοηή ηδ εεςνία, είκαζ πζεακυ μζ δζαθμνεηζηέξ 

πενζμπέξ ημο βμκζδζχιαημξ ημο CEVd κα παναηηδνίγμκηαζ απυ δζαθμνεηζηή ζηακυηδηα 

επαβςβήξ ημο ιδπακζζιμφ RNA ζζχπδζδξ. Γζα κα δζενεοκδεεί αοηή δ οπυεεζδ, 

επζθέπεδηακ δφμ ηιήιαηα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd, ημ CEV70-180 ηαζ ημ CEV298-

70, πνμηεζιέκμο κα δζαπζζηςεεί δ ζηακυηδηά ημοξ κα απμηεθμφκ πδβή ή/ηαζ ζηυπμ ηδξ 

RNA-ζζχπδζδξ.  

Γζα ηδκ δδιζμονβία ηςκ βμκζδζαηχκ ηαηαζηεοχκ, οπυ ιμνθή θμονηέηαξ, 

πνδζζιμπμζήεδηε μ πθαζιζδζαηυξ θμνέαξ pRNAi-LIC (Xu et al., 2010). Γζα ηδκ 

πνμεημζιαζία ηςκ εκεειάηςκ/δζαβμκζδίςκ, πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ PCR 

πνδζζιμπμζχκηαξ δφμ δζαθμνεηζηά γεφβδ εηηζκδηχκ, υπμο ημ ηάεε γεφβμξ πνμζεέηεζ, 

ζηα άηνα ηςκ PCR πνμσυκηςκ, αθθδθμοπίεξ μιυθμβεξ ιε αοηέξ ημο πθαζιζδίμο ζηζξ 

εέζεζξ έκεεζδξ. Καη‟ αοηυκ ημκ ηνυπμ, πανάβμκηαζ δφμ πνμσυκηα PCR ιε δζαθμνεηζηά 

άηνα, βεβμκυξ πμο ελαζθαθίγεζ ηδκ έκεεζή ημοξ ζηδ ζςζηή εέζδ ηαζ ιε ημ ζςζηυ 

πνμζακαημθζζιυ. Ζ ηθςκμπμίδζδ ιε ηδ πνήζδ ημο πθαζιζδίμο pRNAi-LIC 

παναηηδνίγεηαζ ςξ ιέεμδμξ ηθςκμπμίδζδξ απαθθαβιέκδξ απυ ημ έκγοιμ θζβάζδ 

(ligation-independent cloning) ηαζ οπενηενεί ζδιακηζηά έκακηζ άθθςκ 

πνδζζιμπμζμφιεκςκ ιεευδςκ. οβηεηνζιέκα, δ ιέεμδμξ αοηή είκαζ πζμ απμηεθεζιαηζηή 

ηαζ βνήβμνδ ζε ζπέζδ ιε ηα ζοζηήιαηα πμο πνδζζιμπμζμφκ θζβάζδ, αθθά ηαζ παιδθμφ 

ηυζημοξ ζε ζπέζδ ιε ηδκ πμθφ δζαδεδμιέκδ ιέεμδμ GATEWAY (Wesley et al., 2001).   

Ανπζηά, βζα ηδκ έκεεζδ ηςκ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζημ pRNA-LIC, 

εθανιυζηδηε ημ πνςηυημθθμ ηςκ Xu et al. (2010), πμο ααζίγεηαζ ζηδ πνήζδ ηδξ T4 

DNA πμθοιενάζδξ βζα ηδ δδιζμονβία ιμκυηθςκςκ άηνςκ ζηα PCR πνμσυκηα ηαζ ζημ 

ημιιέκμ πθαζιίδζμ (αθέπε θεγάκηα Δζη. 3.3). Χζηυζμ, δεκ ηαηέζηδ εθζηηή δ έκεεζδ ιε 

ηδκ ηεπκζηή αοηή, βζα αδζεοηνίκζζημοξ θυβμοξ. 

Σεθζηά, δ έκεεζδ πναβιαημπμζήεδηε ιε ηδ πνήζδ ημο In-Fusion HF Cloning Kit 

(Clontech), πνδζζιμπμζχκηαξ ηα PCR πνμσυκηα πμο πανάπεδηακ ιε ημοξ εηηζκδηέξ πμο 

πενζβνάθμκηαζ απυ ημοξ Xu et al. (2010), ιε ημ πνδζζιμπμζμφιεκμ έκγοιμ κα 

πανμοζζάγεζ δνάζδ ακάθμβδ ιε ηδκ T4 DNA πμθοιενάζδ. Αλίγεζ κα ζδιεζςεεί υηζ δ 
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ηθςκμπμίδζδ ιε ηδ ιεεμδμθμβία αοηή απαζηεί ηδ ιεζμθάαδζδ θζβυηενςκ ζηαδίςκ ηαζ 

ηαοηυπνμκα, ελαζθαθίγεζ ορδθή απμηεθεζιαηζηυηδηα. Απυ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ 

επζδεηηζηχκ ηοηηάνςκ DH5α απμηηήεδηε ιζηνυξ ανζειυξ απμζηζχκ, βζα ηζξ μπμίεξ 

επζαεααζχεδηε δ πανμοζία ηςκ επζεοιδηχκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζημ πθαζιίδζμ ιε ηδκ 

εθανιμβή ηδξ άιεζδξ PCR απυ ηδκ απμζηία.  

Αημθμφεδζε αθθδθμφπδζδ ηςκ πθαζιζδίςκ pRNAi-LIC:CEV70-180 ηαζ pRNAi-

LIC:CEV298-70 ηαζ επζαεααζχεδηε δ πανμοζία ημο ζςζημφ ηιήιαημξ ημο CEVd ζε 

ηάεε πθαζιίδζμ ηαζ ιε ημ ζςζηυ πνμζακαημθζζιυ. Δπζπθέμκ, δζαπζζηχεδηε δ ζπεδυκ 

πθήνδξ μιμθμβία ηςκ δφμ επακαθήρεςκ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd ζημ ηάεε 

πθαζιίδζμ, βεβμκυξ πμο ελαζθαθίγεζ ημκ πθήνδ οανζδζζιυ ιεηαλφ ημοξ βζα ηδ 

δδιζμονβία ημο ημνιμφ (stem) ηδξ θμονηέηαξ (Δζη. 3.10). Ζ δζαθμνά πμο οπάνπεζ ζε 

έκα κμοηθεμηίδζμ ζημ pRNAi-LIC:CEV70-180, πζεακυκ μθείθεηαζ ζε θάεμξ ηδξ 

πμθοιενάζδξ ηαηά ηδκ ακηζβναθή ημο DNA ή ζε θάεμξ ηαηά ηδκ αθθδθμφπδζδ. 

 

(Α) 

 

(Β) 

 

Δηθόλα 3.10. Δοεοβνάιιζζδ ηςκ δφμ επακαθήρεςκ ηςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd πμο εζζήπεδζακ 

ζημ (Α) pRNAi-LIC:CEV70-180 ηαζ (Β) pRNAi-LIC:CEV298-70. Ζ εοεοβνάιιζζδ έβζκε ιε ημ 

θμβζζιζηυ Pair-Blast ιεηά ηδκ αθθδθμφπδζδ ιε ημοξ εηηζκδηέξ ΟΥ13 (query) ηαζ ΟΥ14 (sbjct).  

 

ηδ ζοκέπεζα, ηα εθεβιέκα πθαζιίδζα εζζήπεδζακ ζε επζδεηηζηά ααηηδνζαηά 

ηφηηανα A. tumefaciens ΔΖΑ105 ηαζ ηα ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα πνδζζιμπμζήεδηακ 
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βζα ημκ ειπμηζζιυ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana ηςκ ζεζνχκ N.b. 32 ηαζ N.b. 

38-2. Σα θοηά ήηακ απυβμκμζ αοημβμκζιμπμίδζδξ (Σ1 βεκζά) ηςκ θοηχκ πμο 

ακαβεκκήεδηακ ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ιε ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd, πμο θένεζ ημ 

δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. ηα θοηά πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζηα πεζνάιαηα αλζμθυβδζδξ 

ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ επζαεααζχεδηε μ επζηοπήξ πμθθαπθαζζαζιυξ ημο ζμεζδμφξ CEVd, 

ιέζς ακηζδνάζεςκ RT-PCR πμο πναβιαημπμζήεδηακ ζε δείβιαηα RNA ιε ηδ πνήζδ 

ελεζδζηεοιέκςκ εηηζκδηχκ.  

Ο αβνμ-ειπμηζζιυξ (agroinfiltration) απμηεθεί ιζα βνήβμνδ ηαζ εοέθζηηδ ιέεμδμ 

πανμδζηήξ έηθναζδξ δζαβμκζδίςκ, δ μπμία ηαεζζηά εθζηηή ηδ ιεθέηδ ηδξ επίδναζδξ ηδξ 

έηθναζήξ ημοξ in planta. Σα ηεθεοηαία πνυκζα, δ πνμζέββζζδ αοηή αλζμπμζείηαζ 

ζοζηδιαηζηά βζα ημκ έθεβπμ ηδξ ζηακυηδηαξ πμζηίθςκ δζαβμκζδίςκ κα πνμηαθέζμοκ  

ακεεηηζηυηδηα, ιέζς ηδξ RNA ζζχπδζδξ, έκακηζ παεμβυκςκ ιζηνμμνβακζζιχκ. Ζ 

ιέεμδμξ πενζθαιαάκεζ ηδκ αλζμπμίδζδ αθμπθζζιέκςκ πθαζιζδίςκ, πμο θένμοκ ηα οπυ 

ιεθέηδ δζαβμκίδζα, ηαζ ηδ ιεηέπεζηα εκζςιάηςζή ημοξ ζε ηφηηανα ημο αβνμααηηδνίμο 

πμο δφκακηαζ κα ιεηαθένμοκ ηδκ T-DNA πενζμπή ζημκ πονήκα ημο θοηζημφ ηοηηάνμο. 

Με αοηυκ ημκ ηνυπμ, επζηοβπάκμκηαζ πμθφ ορδθά επίπεδα έηθναζδξ ηςκ δζαβμκζδίςκ 

ζηδκ αβνμ-ειπμηζζιέκδ επζθάκεζα ηςκ θφθθςκ (Helm et al., 2011). 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, πναβιαημπμζήεδηε αβνμ-ειπμηζζιυξ ζε δζαβμκζδζαηά θοηά 

N. benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ CEVd ιε ηα πθαζιίδζα pRNAi-

LIC:CEV70-180 ή pRNAi-LIC:CEV298-70. ημ ίδζμ θφθθμ, ειπμηίζηδηε, ςξ 

ιάνηοναξ, ημ άδεζμ πθαζιίδζμ pRNAi-LIC:empty. Αημθμφεδζε δεζβιαημθδρία εκυξ 

θφθθμο, ζηζξ 4 ηαζ ζηζξ 7 διένεξ ιεηά ημκ ειπμηζζιυ.  

Γζα ημκ έθεβπμ εκδεπυιεκδξ RNA ζζχπδζδξ ημο ζμεζδμφξ -θυβς ηδξ έηθναζδξ 

επζθεβιέκςκ αθθδθμοπζχκ ημο- ζε θοηά πμο πμθθαπθαζζάγμοκ εκδμβεκχξ ημ CEVd, 

πναβιαημπμζήεδηε πμζμηζημπμίδζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ, ιέζς 

ακηζδνάζεςκ Real-time PCR. Οζ ακηζδνάζεζξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ έβζκακ ιε ημκ 

εηηζκδηή CEVd-Bam-F, πνμηεζιέκμο κα ελαζθαθζζηεί δ ακηίζηνμθδ ιεηαβναθή ιυκμ 

ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ (ανκδηζηή αθοζίδα RNA ημο ζμεζδμφξ) ηαζ υπζ ημ 

ιεηαβνάθδια ημο δζαβμκζδίμο ημο πθαζιζδίμο ή ημο δζαβμκζδζαημφ θοημφ. Ζ 

ηακμκζημπμίδζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ ακίπκεοζδξ έβζκε αάζεζ ηδξ έηθναζδξ ημο 

εκδμβεκμφξ βμκζδίμο EF-1α, βζα ημ μπμίμ έπεζ ανεεεί υηζ δεκ επδνεάγεηαζ δ έηθναζή 

ημο απυ ηδκ πανμοζία ημο CEVd (Lisón et al., 2013).  

Ζ ακάθοζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηςκ ακηζδνάζεςκ ηδξ Real-time PCR έβζκε βζα 

ηάεε θοηυ ηαζ ηάεε δζαβμκζδζαηή ζεζνά λεπςνζζηά δζυηζ μ πενζμνζζιέκμξ ανζειυξ 
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δεζβιάηςκ (δφμ θοηά ακά δζαβμκζδζαηή ζεζνά) δεκ επέηνεπε ηδκ εθανιμβή ζηαηζζηζηήξ 

ακάθοζδξ ηαζ ηδκ ελαβςβή αλζυπζζηςκ απμηεθεζιάηςκ. Σα απμηεθέζιαηα ηςκ 

ακηζδνάζεςκ ηδξ Real-time PCR οπμδεζηκφμοκ ιεζςιέκδ ζοζζχνεοζδ ημο 

πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ ζηα θφθθα πμο εηθνάγμοκ ηα πνμενπυιεκα απυ ημ 

CEVd δζαβμκίδζα. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μ ειπμηζζιυξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ιε ημ 

ηιήια CEV70-180 πνμηάθεζε ιεζςιέκα επίπεδα ζοζζχνεοζδξ ημο ζμεζδμφξ ηαηά 16% 

έςξ 45% ζηζξ ηέζζενεζξ διένεξ ηαζ ηαηά 41% έςξ 98% ζηζξ επηά διένεξ ιεηά ημκ 

ειπμηζζιυ (Γζάβναιια 3.1). Ακηίζημζπα είκαζ ηα απμηεθέζιαηα ηαζ απυ ημκ ειπμηζζιυ 

ιε ημ ηιήια CEV298-70, ημ μπμίμ πνμηάθεζε ιείςζδ ηδξ ζοζζχνεοζδξ ημο ζμεζδμφξ 

ηαηά 15% έςξ 30% ζηζξ ηέζζενεζξ διένεξ ηαζ ηαηά 41% έςξ 92% ζηζξ επηά διένεξ 

ιεηά ημκ ειπμηζζιυ (Γζάβναιια 3.2). 

Σα παναπάκς απμηεθέζιαηα πανέπμοκ ζζπονέξ εκδείλεζξ υηζ ηα επζθεβιέκα 

ηιήιαηα ημο CEVd (70-180 ηαζ 298-70) έπμοκ ηδ δοκαηυηδηα κα δζεβείνμοκ ημ 

ιδπακζζιυ ηδξ RNA ζζχπδζδξ εκακηίμκ ημο ίδζμο ζμεζδμφξ, υηακ αοηά εηθνάγμκηαζ in 

planta οπυ δμιή θμονηέηαξ. Ζ δζαπίζηςζδ υηζ δ ακαζημθή ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο 

ζμεζδμφξ ηοιάκεδηε ζε πανυιμζα επίπεδα βζα ηα δομ ηιήιαηα, οπμδεζηκφεζ υηζ δ εέζδ 

ημοξ ζημ βμκζδίςια ημο ζμεζδμφξ δεκ επδνεάγεζ ζδιακηζηά ηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα 

πνμηαθέζμοκ ζζχπδζδ ημο CEVd. Δίκαζ αλζμζδιείςημ υηζ ζηζξ επηά διένεξ ιεηά ημκ 

ειπμηζζιυ, παναηδνήεδηε πεναζηένς ιείςζδ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ, 

βεβμκυξ πμο οπμδδθχκεζ αφλδζδ ηδξ δνάζδξ ζζχπδζδξ ιε ηδκ πάνμδμ ηςκ διενχκ 

ιεηά ημκ ειπμηζζιυ. 
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Εμποηιζμός με pRNAi-LIC:CEV 70-180 - 4 dpi
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empty-4 LIC-4

empty-4 1,00 1,00 1,00 1,00

LIC-4 0,83 0,84 0,79 0,55

32-Φ1 32-Φ2 38-Φ1 38-Φ2

 

 

Εμποηιζμός με pRNAi-LIC:CEV 70-180 - 7 dpi
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empty-7 LIC-7

empty-7 1,00 1,00 1,00 1,00

LIC-7 0,02 0,24 0,59 0,44

32-Φ1 32-Φ2 38-Φ1 38-Φ2

 

Γηάγξακκα 3.1. πεηζηά επίπεδα ακίπκεοζδξ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ ζε 

δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana ειπμηζζιέκα ιε ηα πθαζιίδζα pRNAi-LIC:empty ηαζ 

pRNAi-LIC:CEV70-180, ζηζξ ηέζζενεζξ (επάκς) ηαζ ζηζξ επηά (ηάης) διένεξ ιεηά ημκ 

ειπμηζζιυ. Ζ πμζυηδηα ημο ζμεζδμφξ ζηα δείβιαηα πμο ειπμηίζηδηακ ιε ημ pRNAi-LIC:empty 

μνίγεηαζ ςξ 1. ηα βναθήιαηα πανμοζζάγμκηαζ μζ ιέζμζ ηςκ ηνζχκ ηεπκζηχκ επακαθήρεςκ ιε 

ηζξ ηοπζηέξ απμηθίζεζξ.  
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Εμποηιζμός με pRNAi-LIC:CEV 298-70 - 4 dpi
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LIC-4 0,75 0,85 0,70 0,82
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Εμποηιζμός με pRNAi-LIC:CEV 298-70 - 7 dpi
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empty-7 LIC-7

empty-7 1,00 1,00 1,00 1,00

LIC-7 0,08 0,59 0,23 0,53

32-Φ3 32-Φ4 38-Φ3 38-Φ4

 

Γηάγξακκα 3.2. πεηζηά επίπεδα ακίπκεοζδξ ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ ζε 

δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana ειπμηζζιέκα ιε ηα πθαζιίδζα pRNAi-LIC:empty ηαζ 

pRNAi-LIC:CEV298-70, ζηζξ ηέζζενεζξ (επάκς) ηαζ ζηζξ επηά (ηάης) διένεξ ιεηά ημκ 

ειπμηζζιυ. Ζ πμζυηδηα ημο ζμεζδμφξ ζηα δείβιαηα πμο ειπμηίζηδηακ ιε ημ pRNAi-LIC:empty 

μνίγεηαζ ςξ 1. ηα βναθήιαηα πανμοζζάγμκηαζ μζ ιέζμζ ηςκ ηνζχκ ηεπκζηχκ επακαθήρεςκ ιε 

ηζξ ηοπζηέξ απμηθίζεζξ.  
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3.3.3. Έιεγρνο ηεο ηθαλόηεηαο επαγσγήο RNA ζηώπεζεο κέζσ παξνδηθήο 

έθθξαζεο ηκεκάησλ ηνπ CEVd 

Ζ ιέεμδμξ εθέβπμο ηδξ δοκαηυηδηαξ ηςκ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd κα 

επάβμοκ ακεεηηζηυηδηα, ιέζς RNA ζζχπδζδξ, ζημ είδμξ N. benthamiana πνμτπμεέηεζ 

ημκ πνμδβμφιεκμ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ θοηχκ, χζηε κα ηαηαζημφκ ζηακά κα 

πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ. Γεδμιέκμο ημο πνυκμο πμο απαζηεί δ δδιζμονβία ηςκ 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ, είκαζ ζαθχξ επζηαηηζηή δ ακάβηδ ακάπηολδξ ιζαξ ιεεμδμθμβίαξ-

πνςημηυθθμο βζα ημκ απμηεθεζιαηζηυ έθεβπμ ιεβαθφηενμο ανζειμφ αθθδθμοπζχκ ςξ 

οπμρήθζςκ επαβςβέςκ ηδξ RNA ζζχπδζδξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, εθανιυζηδηε μ 

ηαοηυπνμκμξ ειπμηζζιυξ (co-infiltration), ιέζς ημο μπμίμο δίκεηαζ δ δοκαηυηδηα κα 

ιεθεηδεεί δ αθθδθεπίδναζδ δζαθμνεηζηχκ δζαβμκζδίςκ ζε έκα θοηζηυ ηφηηανμ. ηδκ 

πανμφζα ενβαζία, ιεθεηήεδηε δ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ πνμζέββζζδξ αοηήξ ςξ 

εκαθθαηηζηυ ενβαθείμ εθέβπμο ηδξ ζηακυηδηαξ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd κα 

επάβμοκ RNA ζζχπδζδ ζε ιδ δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana.  

ηα πθαίζζα αοηά, μζ επζθεβιέκεξ αθθδθμοπίεξ ημο CEVd εζζήπεδζακ ζε εζδζηυ 

πθαζιζδζαηυ θμνέα ηαζ ζοκδέεδηακ ιε έκα βμκίδζμ-δείηηδ (sensor). Δζδζηυηενα, 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ πθαζιίδζμ pGDG (Goodin et al., 2002) πμο θένεζ ημ βμκίδζμ 

rsGFP. Ζ επζθμβή ημο ζοβηεηνζιέκμο πθαζιζδίμο έβηεζηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ δ εέζδ ημο 

βμκζδίμο-δείηηδ είκαζ ζημ 5‟- άηνμ ηδξ εέζδξ έκεεζδξ ηήξ οπυ ιεθέηδ αθθδθμοπίαξ, 

δζάηαλδ πμο είκαζ ζδιακηζηή ζε πεζνάιαηα ιε ζμεζδή ηαεχξ δεκ δζαεέημοκ ηςδζηυκζμ 

έκανλδξ ζηδκ αθθδθμοπία ημοξ.  

Απυ ηδ πνήζδ ηςκ γεοβχκ εηηζκδηχκ IF 70-180-F/R ηαζ IF 298-70-F/R 

πνμέηορακ ηιήιαηα ημο CEVd (Δζη. 3.11, 3.12) ειπθμοηζζιέκα ζημ 5‟- άηνμ ιε 

κμοηθεμηίδζα ζοιπθδνςιαηζηά ιε ηα άηνα ημο ημιιέκμο ιε ημ BamHI πθαζιζδίμο 

pGDG (οπμβναιιζζιέκεξ αθθδθμοπίεξ). Δπζπθέμκ, ζηα άηνα ηςκ ηιδιάηςκ ημο 

ζμεζδμφξ πνμζηέεδηακ ηαζ δφμ εέζεζξ βζα ηα έκγοια πενζμνζζιμφ BglII (κμοηθεμηίδζα ιε 

ιπθε πνχια) ηαζ SalI (κμοηθεμηίδζα ιε ηυηηζκμ πνχια), βζα πζεακή ιεθθμκηζηή πνήζδ. 
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CEV 70-180 

cgcgggcccgggatccAGATCTGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTG

GAGGAAGTCGAGGTCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCA

GCGGAGAAACAGGAGGTCGACggatccaccggatcta 

 

CEV 298-70 

cgcgggcccgggatccAGATCTCAAACCGCTTTTCTTATATCTTCACTGCTCTCCGGGC

GAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTAGATTGGGTCCCTCGGGATCTTTCTTGAGGTTCCT

GTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAAAAGAGGCGGCGGTCGACggatc

caccggatcta 

Δηθόλα 3.11. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ ηιδιάηςκ CEV70-180 ηαζ CEV298-70, υπςξ 

πνμεημζιάζηδηακ βζα ηδκ έκεεζδ ζημ πθαζιίδζμ pGDG. Οζ οπμβναιιζζιέκεξ αθθδθμοπίεξ 

ακηζζημζπμφκ ζηα μιυθμβα άηνα ημο ημιιέκμο ιε BamHI πθαζιζδίμο. Σα κμοηθεμηίδζα ιε ιπθε 

πνχια ακηζζημζπμφκ ζηζξ εέζεζξ πενζμνζζιμφ ιε ημ έκγοιμ BglII εκχ ηα κμοηθεμηίδζα ιε 

ηυηηζκμ πνχια ακηζζημζπμφκ ζηζξ εέζεζξ πενζμνζζιμφ ιε ημ έκγοιμ SalI.    

 

1 Μ 2 

 
Δηθόλα 3.12. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR ιε ημοξ εηηζκδηέξ IF 70-180-F/R ηαζ IF 

298-70-F/R βζα ηδκ απμιυκςζδ ηςκ ακηίζημζπςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd. 1: CEV70-180,  

2: CEV298-70, M: Low MW ladder (NEB). 

 

Απυ ηδ δζαδζηαζία ηδξ ηθςκμπμίδζδξ ηςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ζε επζδεηηζηά 

ααηηδνζαηά ηφηηανα DH5α πνμέηορακ πμθθέξ απμζηίεξ ζηζξ μπμίεξ έβζκε 

δεζβιαημθδπηζηυξ έθεβπμξ, ακηίδναζδ PCR ηαζ δθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ υπμο 

επζαεααζχεδηε δ πανμοζία ημο εκεέιαημξ.  

ηδ ζοκέπεζα, πναβιαημπμζήεδηακ ανηεηέξ δμηζιαζηζηέξ πνμζπάεεζεξ αβνμ-

ειπμηζζιμφ ιε ηα πθαζιίδζα pGDG:CEV70-180 ηαζ ιε ιδ ιεηαζπδιαηζζιέκα ζηεθέπδ 

αβνμααηηδνίμο C58C1, EHA105 ηαζ GV3101. ε αοηά ηα θοηά, έβζκε έθεβπμξ ζηζξ 3 

ηαζ 7 διένεξ ιεηά ηδ ιυθοκζδ ιε ηδ πνήζδ θάιπαξ UV πεζνυξ αθθά δεκ οπήνπε μπηζηή 

δζαθμνά ιεηαλφ ηςκ δφμ επειαάζεςκ. Γεδμιέκμο υηζ δεκ ηαηέζηδ εθζηηή δ μπηζηή 

παναηήνδζδ ηδξ έηθναζδξ ημο GFP, δ ακίπκεοζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ ηιδιάηςκ ημο 

CEVd έβζκε ιε ηδκ εθανιμβή ακηζδνάζεςκ PCR. Πζεακυκ, δ ζοβηεηνζιέκδ αθθδθμοπία 

ημο GFP (rsGFP) κα ιδκ έπεζ ανηεηά ζζπονή έηθναζδ βζα παναηήνδζδ ιε βοικυ 
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μθεαθιυ ζε ακηίεεζδ ιε ηδ πνήζδ ζοκεζηζαημφ ιζηνμζημπίμο ζάνςζδξ ιε αηηίκεξ 

laser (laser-scanning confocal microscope), υπςξ πνμηείκεηαζ απυ ημοξ Goodin et al 

(2002) πμο ηαηαζηεφαζακ ημ πθαζιίδζμ pGDG. 

Αημθμφεδζε ηαοηυπνμκμξ αβνμ-ειπμηζζιυξ θοηχκ N. benthamiana αβνίμο ηφπμο 

ιε ααηηδνζαηά ηφηηανα A. tumefaciens C58C1 πμο θένμοκ ημ πθαζιίδζμ 

pGDG:CEV70-180 ή pGDG:CEV298-70 ηαζ ημ πθαζιίδζμ pCdCEVd, ζημ μπμίμ είκαζ 

εκζςιαηςιέκμ ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. Σμ πθαζιίδζμ pCdCEVd πνδζζιμπμζήεδηε 

ςξ ιυθοζια. Αημθμφεδζε δεζβιαημθδρία, 4 διένεξ ιεηά ημκ ειπμηζζιυ, απμιυκςζδ 

RNA ηαζ ηαεανζζιυξ ιε DNase. ηδ ζοκέπεζα, πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ PCR 

ιε ημοξ NADH εηηζκδηέξ ιε ηζξ μπμίεξ επζαεααζχεδηε δ απμοζία DNA απυ ηζξ RNA 

απμιμκχζεζξ. Χξ εεηζηυξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε DNA απυ θοηυ N. benthamiana. 

Σα απμιμκςεέκηα δείβιαηα RNA πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία ζε ακηζδνάζεζξ 

διζ-πμζμηζηήξ PCR. Γζα υθα ηα δείβιαηα πνδζζιμπμζήεδηε ίζδ ανπζηή πμζυηδηα RNA. 

Οζ ακηζδνάζεζξ PCR έβζκακ ιε ηδ πνήζδ ηςκ mcs-F/R εηηζκδηχκ πμο πμθθαπθαζζάγμοκ 

ηδκ πενζμπή ημο εκεέιαημξ ημο πθαζιζδίμο pGDG, ζηδκ πνμηεζιέκδ πενίπηςζδ ηζξ 

αθθδθμοπίεξ CEV70-180 ηαζ CEV298-70. Με ημοξ ζοβηεηνζιέκμοξ εηηζκδηέξ 

επζαεααζχκεηαζ υηζ δ ιεζςιέκδ ακίπκεοζδ μθείθεηαζ ζε ελεζδζηεοιέκμ ηυρζιμ ημο 

mRNA ημο εκεέιαημξ ηαζ υπζ ζε ακαζημθή ηδξ ιεηάθναζήξ ημο. Χξ ιάνηοναξ βζα ηδ 

πνήζδ ίζδξ πμζυηδηαξ RNA πνδζζιμπμζήεδηε ημ βμκίδζμ EF-1α. 

 

 

Δηθόλα 3.13. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ διζ-πμζμηζηήξ PCR. ηδκ πδηηή αβανυγδξ 

θμνηχεδηακ 5 ιl δείβιαημξ πμο θήθεδηε ζημοξ 18, 23, 28, 33 ηαζ 38 ηφηθμοξ εκίζποζδξ. Χξ 

ιάνηοναξ βζα ηδ πνήζδ ίζδξ πμζυηδηαξ RNA πνδζζιμπμζήεδηε ημ βμκίδζμ EF-1α. 

 

Όπςξ θαίκεηαζ ζηδκ Δζηυκα 3.13, μ ηαοηυπνμκμξ ειπμηζζιυξ ηςκ δφμ πθαζιζδίςκ 

(pGDG:CEVxx + pCdCEVd) είπε ςξ απμηέθεζια ηδ ιείςζδ ζηδκ ακίπκεοζδ ημο 

εκεέιαημξ (CEVxx). Σμ ίδζμ πνμθίθ ζοζζχνεοζδξ ηςκ εκεειάηςκ ζδιεζχεδηε ηαζ ζηα 

δφμ θοηά ηάεε πεζνάιαημξ, ηαεχξ ηαζ ζημοξ δφμ δζαθμνεηζημφξ ζοκδοαζιμφξ 

πθαζιζδίςκ.  
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Αημθμφεδζε ιζα πζμ θεπημιενήξ ακάθοζδ ηςκ παναπάκς δεζβιάηςκ ιε ηδκ 

εθανιμβή ακηζδνάζεςκ Real-time PCR, μζ μπμίεξ πανέπμοκ ηδ δοκαηυηδηα 

πμζμηζημπμίδζδξ ηδξ ζπεηζηήξ έηθναζδξ ηςκ εκεειάηςκ. Οζ ακηζδνάζεζξ Real-time 

PCR επζαεααίςζακ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ διζ-πμζμηζηήξ PCR. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δ 

ηαοηυπνμκδ έβποζδ ημο δζιενμφξ ιμνίμο ημο CEVd (pCdCEVd) ιε ημ πθαζιίδζμ 

pGDG:CEV70-180 μδήβδζε ζε ιεζςιέκδ έηθναζδ ημο δζαβμκζδίμο CEV 70-180 ηαηά 

61% ηαζ 76% ζε ζπέζδ ιε ημ ιάνηονα ζηα θοηά 1 ηαζ 2, ακηίζημζπα (Γζάβναιια 3.3 

Α). Πανυιμζα ήηακ ηα απμηεθέζιαηα ηαζ απυ ηδκ ηαοηυπνμκδ έβποζδ ημο pCdCEVd ιε 

ημ πθαζιίδζμ pGDG:CEV298-70, μπυηε παναηδνήεδηε ιείςζδ ηδξ έηθναζδξ ημο 

δζαβμκζδίμο CEV298-70 ηαηά 69% έςξ ηαζ 91% ζε ζπέζδ ιε ημ ιάνηονα (Γζάβναιια 

3.3 Β). 

Σα εονήιαηα απυ ηδκ πνμζέββζζδ αοηή ζοιπίπημοκ πθήνςξ ιε αοηά πμο 

πνμέηορακ απυ ημκ ειπμηζζιυ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana πμο 

πμθθαπθαζίαγακ ημ CEVd ιε ηα επζθεβιέκα ηιήιαηα ημο ζμεζδμφξ οπυ ιμνθή 

θμονηέηαξ. Σμ βεβμκυξ αοηυ οπμδεζηκφεζ υηζ μ ηαοηυπνμκμξ ειπμηζζιυξ ιπμνεί κα 

πνδζζιμπμζδεεί ζε πνμηαηανηηζηά πεζνάιαηα βζα ημκ βνήβμνμ έθεβπμ ηδξ δοκαηυηδηαξ 

επαβςβήξ ζζχπδζδξ απυ επζθεβιέκεξ κμοηθεμηζδζηέξ αθθδθμοπίεξ. Ζ εθανιμβή αοηήξ 

ηδξ ιεευδμο εα ήηακ αηυια θζβυηενμ πνμκμαυνα εάκ είπε επζηεοπεεί δ μπηζηή 

παναηήνδζδ ηδξ ζζχπδζδξ ημο GFP. 
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Γηάγξακκα 3.3. Πμζμηζηή ζφβηνζζδ ηδξ έηθναζδξ ηςκ ηιδιάηςκ (Α) CEV70-180 ηαζ  

(Β) CEV298-70, ηέζζενεζξ διένεξ ιεηά ημκ αβνμ-ειπμηζζιυ. Ζ έηθναζδ ζημοξ ιάνηονεξ 

(pGDG:CEV70-180 ηαζ pGDG:CEV298-70) μνίγεηαζ ςξ 1. Σα επίπεδα έηθναζδξ ηςκ 

ειπμηζζιέκςκ ηαζ ιε ημ pCdECVd θοηχκ εηθνάγμκηαζ ζε ζπέζδ ιε ηδκ ηζιή ημο ιάνηονα. ηα 

βναθήιαηα πανμοζζάγμκηαζ μζ ιέζμζ ηςκ ηνζχκ ηεπκζηχκ επακαθήρεςκ ιε ηζξ ηοπζηέξ 

απμηθίζεζξ.  

 

 

(Α) 

(Β) 
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3.4. ΤΕΖΣΖΖ 

Σα ζμεζδή απμηεθμφκ ζζπονμφξ επαβςβείξ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA ζζχπδζδξ 

ελαζηίαξ ημο ορδθμφ ααειμφ ζοιπθδνςιαηζηυηδηαξ ηςκ κμοηθεμηζδίςκ ημοξ ηαζ ημο 

ηνυπμο πμθθαπθαζζαζιμφ ημοξ. Χξ απμηέθεζια, ζε πμθθά ιμθοζιέκα θοηά ακαθένεηαζ 

δ φπανλδ ιζηνχκ RNAs, ιεβέεμοξ 21-24 κμοηθεμηίδζα, πμο πνμένπμκηαζ απυ ηα ζμεζδή 

(viroid-derived sRNAs) (Itaya et al., 2001; Gómez and Pallas, 2007). Σα εκ θυβς RNAs 

είκαζ πζεακυκ οπεφεοκα βζα ηδκ εηδήθςζδ ζοιπηςιάηςκ ζε θοηά-λεκζζηέξ, ελαζηίαξ ηδξ 

ζζχπδζδξ πμο πνμηαθμφκ ζηα μιυθμβα mRNAs ημοξ (Papaefthimiou et al., 2001). 

Πανυθα αοηά, έπεζ δζαπζζηςεεί υηζ ηα ιζηνά RNAs δεκ είκαζ ζηακά κα ακαζηείθμοκ 

πθήνςξ ημκ in planta πμθθαπθαζζαζιυ ηςκ ζμεζδχκ, ελαζηίαξ ιδπακζζιχκ άιοκαξ πμο 

δζαεέημοκ ηα ηεθεοηαία, μζ μπμίμζ ςζηυζμ παναιέκμοκ αδζεοηνίκζζημζ (Itaya et al., 

2007). Ακηίεεηα, έπεζ ανεεεί υηζ υηακ ηα ιζηνά RNAs πανάβμκηαζ ιεηά απυ έκεεζδ ζημ 

θοηυ αθθδθμοπζχκ ημο ζμεζδμφξ οπυ ιμνθή θμονηέηαξ (hp-siRNAs) πνμηαθμφκ 

ζζχπδζδ ημο RNA βμκζδζχιαημξ ημο ζμεζδμφξ (Schwind et al., 2009). οκεπχξ, δ 

αλζμπμίδζδ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA ζζχπδζδξ απμηεθεί ίζςξ έκακ απμηεθεζιαηζηυ 

ηνυπμ ακάπηολδξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ πμο πανμοζζάγμοκ ορδθή ακεεηηζηυηδηα έκακηζ 

ηςκ ζμεζδχκ.   

Ζ αλζυπζζηδ επζθμβή ηιδιάηςκ ημο CEVd πμο δφκακηαζ κα πνμηαθέζμοκ RNA 

ζζχπδζδ ημο ζμεζδμφξ απαζηεί ανπζηά ηδκ απμιυκςζδ ηαζ αθθδθμφπδζδ ζηεθεπχκ ημο 

CEVd πμο έπμοκ ακζπκεοηεί ζε δζαεέζζια δεκδνφθθζα. Πνμξ αοηή ηδκ ηαηεφεοκζδ, 

αθθδθμοπήεδηακ μζ απμιμκχζεζξ ημο CEVd απυ δφμ δζαθμνεηζηά είδδ εζπενζδμεζδχκ, 

ιζα θειμκζά ηαζ ιζα πμνημηαθζά. Σα απμηεθέζιαηα ηαηέδεζλακ ηδκ φπανλδ δζαθμνχκ, 

ηυζμ ιεηαλφ ηςκ απμιμκχζεςκ πμο πνμένπμκηακ απυ ημ ίδζμ είδμξ υζμ ηαζ απυ ηα δφμ 

δζαθμνεηζηά είδδ, βεβμκυξ πμο είκαζ εκδεζηηζηυ ηςκ ιεηαθθάλεςκ πμο οθίζηακηαζ ηα 

ζμεζδή ηαηά ηδκ πμνεία ζοκελέθζλήξ ημοξ ιε ηα θοηά-λεκζζηέξ (Bernad et al., 2009). Ζ 

παναηήνδζδ αοηή επζαεααζχκεηαζ ηαζ απυ ηα απμηεθέζιαηα ζοβηνίζεςκ ιε άθθεξ 

εθθδκζηέξ απμιμκχζεζξ ημο CEVd πμο πνμένπμκηακ απυ δζαθμνεηζηέξ πμζηζθίεξ 

θειμκζάξ ηαζ πμνημηαθζάξ. Σα απμηεθέζιαηα είκαζ ζφιθςκα ιε πνμδβμφιεκεξ ένεοκεξ 

υπμο ακαθένεηαζ υηζ δ πθεζμρδθία ηςκ δζαθμνχκ εκημπίγεηαζ ζηδκ πενζμπή 

παεμβέκεζαξ (Owens et al., 2003; Bernad et al., 2009). Ζ πενζμπή αοηή εεςνείηαζ υηζ 

ειπθέηεηαζ ζηδκ έηθναζδ ηςκ ζοιπηςιάηςκ αθθά ηαζ ζηδκ άιοκα ηςκ ζμεζδχκ έκακηζ 

ηδξ RNA ζζχπδζδξ. Δπζπθέμκ, μνζζιέκεξ ιεηαθθάλεζξ, υπςξ δ πανμοζία ιίαξ επζπθέμκ 
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αδεκίκδξ ζηδ εέζδ 62 (ζηζξ αθθδθμοπίεξ JX885864 ηαζ JX885865), θαίκεηαζ υηζ 

ζπεηίγμκηαζ ιε αολδιέκμ νοειυ πμθθαπθαζζαζιμφ ημο CEVd (Hajeri et al., 2011). 

Δπζπνυζεεηα, ζημ θοθμβεκεηζηυ δέκδνμ πμο ηαηαζηεοάζηδηε δζαπζζηχκεηαζ 

μιαδμπμίδζδ ηςκ απμιμκχζεςκ ιε αάζδ ημ θοηζηυ είδμξ. Ζ παναηήνδζδ αοηή 

εκζζπφεζ ηδκ άπμρδ υηζ δ ελέθζλδ ηςκ ζμεζδχκ επδνεάγεηαζ ζδιακηζηά απυ ημκ λεκζζηή 

ζημκ μπμίμ θαιαάκεζ πχνα μ πμθθαπθαζζαζιυξ ημοξ, βεβμκυξ πμο πζεακυηαηα 

απμδίδεηαζ ζηδκ αζημφιεκδ πίεζδ επζθμβήξ απυ ιένμοξ ημο λεκζζηή. Ζ ηεθεοηαία, δνα 

ζοκήεςξ οπέν ηδξ αφλδζδξ ημο νοειμφ ιεηαθθάλεςκ ζημ RNA ημο ζμεζδμφξ ηαζ ηδκ 

εδναίςζδ ηςκ παεμβυκςκ ηφπςκ πμο ειθακίγμοκ ζδιακηζηυ πθεμκέηηδια 

πνμζανιμβήξ (Bernad et al., 2009). Αλζμζδιείςημ είκαζ ηαζ ημ βεβμκυξ υηζ μζ εθθδκζηέξ 

απμιμκχζεζξ ημο CEVd πμο έπμοκ απμιμκςεεί απυ ηζξ θειμκζέξ μιαδμπμζμφκηαζ ιε ιζα 

επζεεηζηή θοθή ημο CEVd, εκχ δ μιάδα ηςκ πμνημηαθζχκ, ιε ελαίνεζδ ηδ Navelina, 

μιαδμπμζείηαζ ιε ιζα ήπζα θοθή ημο ζμεζδμφξ. ημ ζφκμθυ ημοξ, ηα εονήιαηα αοηά 

οπμδεζηκφμοκ ηδκ φπανλδ ζδιακηζηήξ βεκεηζηήξ παναθθαηηζηυηδηαξ ιεηαλφ ηςκ 

εθθδκζηχκ απμιμκχζεςκ ημο CEVd, δ μπμία ιάθζζηα ακηακαηθάηαζ ηαζ ζημ 

δζαθμνεηζηυ ααειυ ιμθοζιαηζηυηδηαξ. Σα ακςηένς, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ 

παναηδνμφιεκδ ηάζδ ακηζηαηάζηαζδξ ηδξ ακεεηηζηήξ κενακηγζάξ απυ ηα εοαίζεδηα ζηα 

ζμεζδή οανίδζα ηήξ ηνίπηενδξ πμνημηαθζάξ, ηαεζζημφκ επζηαηηζηή ηδκ ακάβηδ ελεφνεζδξ 

απμηεθεζιαηζηχκ θφζεςκ βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηςκ πνμαθδιάηςκ πμο ακαηφπημοκ 

απυ αζεέκεζεξ πμο μθείθμκηαζ ζηα ζμεζδή. 

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, είκαζ ζαθχξ έηδδθδ ιία ζοκεπχξ αολακυιεκδ ηάζδ 

αλζμπμίδζδξ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA ζζχπδζδξ βζα ηδκ ακάπηολδ δζαβμκζδζαηήξ 

ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ πθδεχναξ αζεεκεζχκ. Πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, έπεζ 

απμδεζπεεί υηζ δ απμηεθεζιαηζηή επαβςβή ηδξ RNA ζζχπδζδξ απαζηεί ηδκ πανμοζία 

δίηθςκςκ ιμνίςκ RNA, ηα μπμία εεςνείηαζ υηζ επάβμοκ ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο 

ιδπακζζιμφ. Σα ηεθεοηαία, ιπμνεί κα έπμοκ δζάθμνεξ ιμνθέξ, ςζηυζμ δ δμιή 

θμονηέηαξ εεςνείηαζ ςξ δ πζμ απμηεθεζιαηζηή (Helliwell and Waterhouse, 2005). ηδκ 

πανμφζα ενβαζία, βζα ηδκ ηαηαζηεοή ηςκ θμονηεηχκ πνδζζιμπμζήεδηακ ηιήιαηα ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ημο CEVd ηαζ υπζ μθυηθδνμ ημ βμκζδίςιά ημο ηαεχξ έπεζ απμδεζπεεί υηζ 

δζαβμκζδζαηά θοηά πμο εηθνάγμοκ ηδκ πθήνδ ή ζπεδυκ πθήνδ αθθδθμοπία ημο PSTVd, 

οπυ ηδ ιμνθή θμονηέηαξ, πανμοζίαγακ ζοιπηςιαημθμβία ακάθμβδ ιε αοηή ηςκ 

ιμθοζιέκςκ ιε ημ ζμεζδέξ θοηχκ αβνίμο ηφπμο (Wang et al., 2004).  

Σα ηιήιαηα πμο επζθέπεδηακ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ πζεακήξ επαβςβήξ RNA 

ζζχπδζδξ πνμένπμκηακ απυ δφμ δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ ημο βμκζδζχιαημξ ημο CEVd. Σμ 
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ηιήια CEV 70-180 πενζέπεζ ηδκ ηεκηνζηή ζοκηδνδιέκδ πενζμπή (central), ημ ιεηααθδηυ 

ημιέα (variable) ηαζ ημκ ημιέα ημο δελζμφ άηνμο (right terminal) ηαζ έπεζ ανεεεί υηζ 

πανάβεζ ιεβάθμ ανζειυ sRNAs (Martín et al., 2007). Ακηίεεηα, ημ ηιήια CEV 298-70, 

ημ μπμίμ πενζθαιαάκεζ ηδκ πενζμπή παεμβέκεζαξ (pathogenicity) ηαζ ημ ανζζηενυ άηνμ 

(left terminal), πανάβεζ πμθφ θζβυηενα sRNAs, βεβμκυξ πμο οπμδεζηκφεζ υηζ αοηή δ 

πενζμπή είκαζ πενζζζυηενμ ακεεηηζηή ζηδ δνάζδ ηςκ εκγφιςκ DICER (Martín et al., 

2007; Bernad et al., 2009). Δπζπθέμκ, έπεζ δζαπζζηςεεί δ φπανλδ ελεζδίηεοζδξ ηςκ 

δζαθμνεηζηχκ ηφπςκ πνςηεσκχκ Ανβμκαοηχκ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηα πνυζδεζήξ ημοξ 

ιε ζοβηεηνζιέκα sRNAs (δζαθμνεηζηυ κμοηθεμηίδζμ ζημ 5‟- άηνμ) (Mi et al., 2008). 

Δίκαζ ζοκεπχξ ακαιεκυιεκμ, δ ζοζζχνεοζδ sRNAs απυ δζαθμνεηζηέξ πενζμπέξ ημο 

βμκζδζχιαημξ ημο CEVd κα ζπεηίγεηαζ ιε ηδκ in planta δζαεεζζιυηδηα ηςκ δζαθυνςκ 

ηφπςκ ηςκ πνςηεσκχκ Aνβμκαοηχκ (Schwind et al., 2009).  

Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ παναπάκς, ζε πμθθέξ ιεθέηεξ έπεζ δζαπζζηςεεί υηζ δ 

πανμοζία εκυξ ζμεζδμφξ πνμηαθεί ηδ ζοζζχνεοζδ ιζηνχκ RNAs, πνμενπυιεκςκ απυ ημ 

ζμεζδέξ (viroid-derived siRNAs), ηα μπμία ιπμνμφκ κα πνμηαθέζμοκ ζζχπδζδ ζε 

αθθδθμοπίεξ ημο ζμεζδμφξ αθθά υπζ ζηζξ αζμθμβζηέξ ιμνθέξ αοημφ, πζεακυκ θυβς ηδξ 

δεοηενμηαβμφξ δμιήξ ημο (Itaya et al., 2007; Gómez and Pallás, 2007). Ακάθμβα 

εονήιαηα επζηοπμφξ ζζχπδζδξ ζδιεζχεδηακ ηαζ ζηα πεζνάιαηα πανμδζηήξ έηθναζδξ 

ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, υπμο έβζκε ηαοηυπνμκμξ ειπμηζζιυξ ημο δζιενμφξ ιμνίμο ημο 

CEVd ηαζ ηςκ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο ζμεζδμφξ ζογεοβιέκα ιε έκα βμκίδζμ-δείηηδ. 

Απυ ηα απμηεθέζιαηα πνμηφπηεζ υηζ ημ ζμεζδέξ απμηεθεί οπυζηνςια βζα ηδκ παναβςβή 

siRNAs, ηα μπμία πνμένπμκηαζ απυ δζαθμνεηζηά ηιήιαηα ημο ζμεζδμφξ, 

ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηςκ επζθεβιέκςκ πενζμπχκ. Απμηέθεζια ηςκ ακςηένς είκαζ δ 

επαβςβή ζζχπδζδξ ηςκ ακηίζημζπςκ ηιδιάηςκ. Δπζπθέμκ, ηα εονήιαηα αοηά πανέπμοκ 

ζζπονέξ εκδείλεζξ υηζ μ ηαοηυπνμκμξ ειπμηζζιυξ ιπμνεί κα απμηεθέζεζ αλζυπζζηδ 

ιέεμδμ βζα ημκ πνμηαηανηηζηυ έθεβπμ ηδξ ζηακυηδηαξ επζθεβιέκςκ αθθδθμοπζχκ ηςκ 

ζμεζδχκ κα επάβμοκ ηα αζμπδιζηά ιμκμπάηζα ηδξ RNA ζζχπδζδξ.    

ε κευηενεξ ιεθέηεξ, δζαπζζηχεδηε υηζ ηαζ ηα χνζια RNAs ηςκ ζμεζδχκ 

(αζμθμβζηέξ ιμνθέξ) ιπμνμφκ κα απμηεθμφκ ζηυπμοξ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA 

ζζχπδζδξ. ημ πθαίζζμ αοηυ, μζ Carbonell et al. (2008) παναηήνδζακ ζδιακηζηή 

ιείςζδ ηδξ ιμθοζιαηζηυηδηαξ ηςκ ζμεζδχκ, έπεζηα απυ ειπμηζζιυ ημο ζμεζδμφξ 

ηαοηυπνμκα ιε α) ιεβάθδ πμζυηδηα μιυθμβμο δίηθςκμο RNA ή α) siRNAs πμο 

πνμένπμκηακ απυ ηα ζμεζδή ηαζ είπακ παναπεεί in vitro. Σα εονήιαηα αοηά ζοκδβμνμφκ 

ζηδκ οπυεεζδ υηζ ηα siRNAs (πμο πανέπμκηαζ άιεζα ζημ θοηυ ή πανάβμκηαζ απυ ηδκ 
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επελενβαζία ημο δίηθςκμο RNA) πνμζδέκμκηαζ ζημ ζφιπθεβια RISC ηαζ απμδμιμφκ 

ημ μιυθμβμ RNA ημο ζμεζδμφξ εκηυξ ημο ηοηηανμπθάζιαημξ ηαηά ηδ θάζδ ηδξ 

δζαηοηηανζηήξ ηίκδζήξ ημο ηαζ υπζ ζημκ πονήκα, υπμο θαιαάκεζ πχνα δ ακαπαναβςβή 

ηαζ ζοζζχνεοζή ημο (Carbonell et al., 2008). Χξ εκαθθαηηζηή πνμζέββζζδ, μζ Schwind 

et al. (2009) πέηοπακ απμηεθεζιαηζηή ζζχπδζδ ιέζς ηδξ έηθναζδξ ηδξ αθθδθμοπίαξ 

ημο ζμεζδμφξ, οπυ ιμνθή θμονηέηαξ (hpRNA), ζημ θοηυ. Απυ ηα παναπάκς είκαζ ζαθέξ 

υηζ δ απμηεθεζιαηζηή ζζχπδζδ πνμτπμεέηεζ ηδ δζαεεζζιυηδηα επανημφξ πμζυηδηαξ 

siRNAs ζημ ηαηάθθδθμ ζηάδζμ ηδξ ιυθοκζδξ ηαζ ζημ ζςζηυ οπμηοηηανζηυ δζαιένζζια 

(Schwind et al., 2009).  

Ακηίζημζπα εονήιαηα απμηεθεζιαηζηήξ ζζχπδζδξ ζδιεζχεδηακ ζηα πεζνάιαηα 

ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ, υπμο μ ειπμηζζιυξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ N. benthamiana πμο 

πμθθαπθαζζάγμοκ ημ ζμεζδέξ ιε δίηθςκα ιυνζα ημο CEVd (hpRNA) μδήβδζε ζε ιείςζδ 

ημο πμθθαπθαζζαγυιεκμο ζμεζδμφξ. Ζ ιείςζδ αοηή είκαζ εκδεζηηζηή ηδξ παναβςβήξ 

ελεζδζηεοιέκςκ siRNAs ηα μπμία είκαζ οπεφεοκα βζα ηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ιδπακζζιμφ 

ζζχπδζδξ πμο ηεθζηά μδδβεί ζηδκ εηδήθςζδ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο ζμεζδμφξ. Σμ 

πμζμζηυ ακαζημθήξ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ηοιάκεδηε ζε πανυιμζμ επίπεδμ βζα ηα δφμ 

επζθεβιέκα ηιήιαηα ημο CEVd. Ακηίζημζπα πεζνάιαηα ιε θοηά N. benthamiana πμο 

ελέθναγακ ηιήιαηα ημο PSTVd οπυ ιμνθή θμονηέηαξ, ηαηέδεζλακ ηδκ επίηεολδ 

ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο ζμεζδμφξ ζε υθεξ ηζξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ, ιε ιζηνέξ 

δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ ηιδιάηςκ ημο ζμεζδμφξ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηα επαβςβήξ ηδξ 

RNA ζζχπδζδξ (Adkar-Purushothama et al., 2015). Χζηυζμ, είκαζ πζεακυ ζε 

ιεηαβεκέζηενα ζηάδζα κα ιεζχκεηαζ δ επίδναζδ ηδξ ζζχπδζδξ, βεβμκυξ πμο έπεζ 

παναηδνδεεί ηαζ ζε άθθεξ πενζπηχζεζξ, αθθά παναιέκεζ ακελήβδημ (Carbonell et al., 

2008; Kasai et al., 2013; Adkar-Purushothama et al., 2015). 

οκμθζηά, ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενεοκδηζηήξ εκυηδηαξ εκζζπφμοκ ηδκ 

οπυεεζδ υηζ μ ιδπακζζιυξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ ιπμνεί κα αλζμπμζδεεί ςξ ιία 

απμηεθεζιαηζηή ζηναηδβζηή βζα ηδκ ακάπηολδ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ηςκ ζμεζδχκ. 

Δπζπνυζεεηα, πανέπμκηαζ ζζπονέξ εκδείλεζξ ςξ πνμξ ηδκ ζηακυηδηα ηςκ δφμ 

επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd κα επάβμοκ ζζχπδζδ ζημ πμθθαπθαζζαγυιεκμ 

ζμεζδέξ. Γεδμιέκμο υηζ μζ ζπεηζηέξ ακαθμνέξ ζηδ αζαθζμβναθία αθμνμφκ ζε ιυκμ δφμ 

ενβαζίεξ, μζ μπμίεξ ςζηυζμ πνδζζιμπμζμφκ παθαζυηενεξ ιεεμδμθμβίεξ (Atkins et al., 

1995; Carbonell et al., 2008), δ πανμφζα ιεθέηδ ζοιαάθεζ ηαεμνζζηζηά ζηδκ απυηηδζδ 

ααζζηήξ βκχζδξ ζπεηζηά ιε ηδ δοκαηυηδηα εθανιμβήξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ εκακηίμκ ημο 

CEVd. Ακ ηαζ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ οπμβναιιίγμοκ ηδκ 
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απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ πνδζζιμπμζμφιεκδξ πνμζέββζζδξ βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ημο 

ζμεζδμφξ CEVd, δ ελαζθάθζζδ ηδξ αλζμπζζηίαξ ηδξ ιεευδμο απαζηεί ζαθχξ ηδκ 

αλζμθυβδζδ ιεβαθφηενμο ανζειμφ θοηχκ ή/ηαζ βμκζδζςιαηζηχκ ηιδιάηςκ ημο ζμεζδμφξ.  

Δπίζδξ, ηνίκεηαζ ζηυπζιδ δ ακίπκεοζδ ηςκ παναβυιεκςκ siRNAs ζηα ακεεηηζηά ζημ 

ζμεζδέξ θοηά, πνμηεζιέκμο κα επζαεααζςεεί υηζ δ ακεεηηζηυηδηα έβηεζηαζ ζηδκ 

εκενβμπμίδζδ ημο ιδπακζζιμφ RNA ζζχπδζδξ. 

Σέθμξ, δ παναβςβή θοηχκ ζηα μπμία είκαζ a priori εκενβμπμζδιέκμξ μ 

ιδπακζζιυξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα ακίπκεοζδξ ελεζδζηεοιέκςκ 

siRNAs πνζκ απυ ηδ ιυθοκζδ ηαζ ιεθέηδξ ηδξ ελέθζλδξ ηδξ αζεέκεζαξ. Γεδμιέκμο 

αέααζα υηζ ημ είδμξ Ν. benthamiana δεκ ιμθφκεηαζ ιδπακζηά ιε ημ ζμεζδέξ, δ 

πνμζέββζζδ αοηή ιπμνεί κα θάαεζ πχνα ζηα εζπενζδμεζδή πμο ζοκζζημφκ θοζζημφξ 

λεκζζηέξ ημο ζμεζδμφξ CEVd.  
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Κεθάιαην 4. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ εζπεξηδνεηδώλ πνπ εθθξάδνπλ 

ηκήκαηα ηνπ ηνεηδνύο CEVd ή ηκήκα ηεο θαςηδηαθήο πξσηεΐλεο ηνπ 

ηνύ CPsV 

 

4.1. ΔΗΑΓΩΓΖ  

4.1.1. Ζ εθαξκνγή ηεο RNA ζηώπεζεο ζηηο δελδξώδεηο θαιιηέξγεηεο 

Δλαζηίαξ ηδξ ιεβάθδξ δζάνηεζαξ γςήξ ημοξ, μζ δεκδνχδεζξ ηαθθζένβεζεξ 

πανμοζζάγμοκ ζδζαίηενδ εοαζζεδζία ζηζξ ζμθμβζηέξ αζεέκεζεξ. Οζ Scorza et al. (2001) 

ήηακ μζ πνχημζ πμο απέδεζλακ υηζ μ ιδπακζζιυξ ηδξ ιεηα-ιεηαβναθζηήξ ζζχπδζδξ 

(PTGS) ιπμνεί κα θεζημονβήζεζ απμηεθεζιαηζηά ζηδ αεθηίςζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ 

δεκδνςδχκ ηαθθζενβεζχκ έκακηζ ηςκ ζχκ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δζαβμκζδζαηά θοηά 

δαιαζηδκζάξ πμο ελέθναγακ ημ βμκίδζμ ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ ημο ζμφ ηδξ Δοθμβζάξ 

ηςκ πονδκμηάνπςκ (plum pox virus, PPV) πανμοζίαγακ ορδθή ακεεηηζηυηδηα ζημκ ζυ 

(Scorza et al., 2001). ε θοηά ηανοδζάξ, δ RNA ζζχπδζδ δφμ ζοκηδνδιέκςκ βμκζδίςκ 

ημο μβημβυκμο ααηηδνίμο A. tumefaciens, ζοκέααθθε ζηδκ αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηά 

ημοξ ζηδκ αζεέκεζα ημο υβημο ημο θαζιμφ (crown gall) (Escobar et al., 2002). Δπζπθέμκ, 

δ ζζχπδζδ ηςκ ίδζςκ βμκζδίςκ ζε δζαβμκζδζαηά θοηά ιδθζάξ είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ 

πθήνδ ακεεηηζηυηδηα ζηδκ αζεέκεζα (Viss et al., 2003). 

ηδκ ζζημνία ηςκ δζαβμκζδζαηχκ εζπενζδμεζδχκ, μζ πενζζζυηενεξ ιεθέηεξ 

αθμνμφκ ηδ δδιζμονβία θοηχκ ακεεηηζηχκ ζηδκ πμθφ ηαηαζηνεπηζηή αζεέκεζα ηδξ 

ηνζζηέηζαξ (CTV). Ζ πνχηδ πνμζπάεεζα έβζκε ημ 2000 απυ ημοξ Domínguez et al., 

αθθά μζ ιεθέηεξ ζοκεπίγμκηαζ ιέπνζ ζήιενα απυ δζάθμνεξ ενεοκδηζηέξ μιάδεξ ηαεχξ 

δεκ έπεζ ανεεεί αηυια ιζα ιέεμδμξ πμο κα ελαζθαθίγεζ πθήνδ ηαζ ζηαεενή 

ακεεηηζηυηδηα ζημκ ζυ. Δπζπθέμκ, δ αλζμθυβδζδ ηςκ παναβυιεκςκ δζαβμκζδζαηχκ 

θοηχκ ηαεοζηενεί πμθφ ελαζηίαξ ηδξ ανβήξ ακάπηολδξ ηαζ ηδξ ιαηνάξ πενζυδμο 

κεακζηυηδηαξ πμο παναηηδνίγεζ ηα εζπενζδμεζδή. Δκακηίμκ ηδξ ηνζζηέηζαξ έπμοκ 

δμηζιαζηεί δζάθμνα δζαβμκίδζα, υπςξ δ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ, ιζα ιδ-ιεηαθναγυιεκδ 

εηδμπή ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ, δ RNA-ελανηχιεκδ RNA πμθοιενάζδ ημο ζμφ, ηα 

βμκίδζα ημο ζμφ p20, p23 ηαζ p27, ημ 3′ άηνμ ημο βμκζδζςιαηζημφ RNA ημο ζμφ ηαεχξ 

ηαζ ζοκδοαζιμί ηςκ παναπάκς (Domínguez  et al., 2002; Febres et al., 2003; López et 

al., 2010). Δπζπθέμκ, έπεζ ανεεεί υηζ δζαβμκζδζαηά θοηά πμνημηαθζάξ πμο θένμοκ, ζε 

ιμνθή θμονηέηαξ, ηδκ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ (CP) ημο 
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ζμφ ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus psorosis virus, CPsV) πανμοζζάγμοκ 

αολδιέκδ ακεεηηζηυηδηα ζημκ ζυ (Reyes et al., 2011a). Σα ηεθεοηαία πνυκζα, μζ ένεοκεξ 

έπμοκ ζηναθεί ηαζ ζε άθθα παεμβυκα, υπςξ ημ θοηυπθαζια Candidatus Liberibacter 

asiaticus ηαζ ημ ααηηήνζμ Xanthomonas axonopodis pv. citri, έκακηζ ηςκ μπμίςκ έπεζ 

δμηζιαζηεί πθδεχνα βμκζδίςκ πνμενπυιεκςκ απυ έκημια, ααηηήνζα αθθά ηαζ απυ θοηά 

ημο είδμοξ A. thaliana ηαζ N. benthamiana (Boscariol et al., 2006; Barbosa-Mendes et 

al., 2009; Dutt et al., 2015; Hao et al., 2015). 

Πανά ηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ RNA ζζχπδζδξ ζηδκ ακααάειζζδ ηδξ 

ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ζμθμβζηχκ αζεεκεζχκ, δ θφζδ ηςκ πμθοεηχκ θοηχκ δοζπεναίκεζ 

ηα ζπεηζηά πεζνάιαηα ιε απμηέθεζια ηδκ αλζμπμίδζδ θοηχκ-ιμκηέθςκ. Σμ ίδζμ ζζπφεζ 

ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ ηςκ ζμεζδχκ, υπμο υθεξ μζ δδιμζζεοιέκεξ ενβαζίεξ αθμνμφκ 

πεζνάιαηα ζε πμχδδ ιμκμεηή θοηά, υπςξ ηα N. benthamiana, N. tabacum, A. thaliana, 

Lycopersicon esculentum, Gynura aurantiaca ηαζ Dendranthema grandiflora. 

 

4.1.2. Ζ αζζέλεηα ηεο ςώξσζεο ησλ εζπεξηδνεηδώλ 

Ζ ρχνςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ πνμηαθείηαζ απυ ημκ μιχκοιμ ζυ Citrus psorosis 

virus (CPsV). Πνυηεζηαζ βζα ηδκ πνχηδ ίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ πμο ιεθεηήεδηε ηαζ 

πενζβνάθδηε ζηδκ Καθζθυνκζα ηδ δεηαεηία ημο 1930. Σμ ηοπζηυ ζφιπηςια ηδξ 

αζεέκεζαξ είκαζ δ απμθέπζζδ ημο θθμζμφ ημο ημνιμφ ηαζ ηςκ ηθάδςκ πμο ζοπκά 

ζοκμδεφεηαζ απυ έηηνζζδ ηυιιεςξ απυ ημ λφθμ (Roistacher, 1993). Άθθα ζοιπηχιαηα 

πενζθαιαάκμοκ ηδκ ειθάκζζδ πθςνςηζηχκ ηδθίδςκ ηαζ δαηηοθίςκ ζηα κεανά θφθθα 

ηαζ ημοξ ηανπμφξ (Martín et al., 2004). Έπμοκ πενζβναθεί δφμ είδδ ρχνςζδξ: δ Α ηαζ δ 

Β. Ζ ρχνςζδ Α είκαζ δ πζμ δζαδεδμιέκδ ιεηαλφ ηςκ δφμ ηαζ παναηηδνίγεηαζ ηονίςξ 

απυ ηα ζοιπηχιαηα ζημ θθμζυ, εκχ δ ρχνςζδ Β είκαζ πζμ επζεεηζηή ηαζ πνμηαθεί 

έκημκα ζοιπηχιαηα ζημ θθμζυ, ζηα χνζια θφθθα ηαζ ημοξ ηανπμφξ. Ζ επζδδιζμθμβζηή 

ελέθζλδ ηδξ αζεέκεζαξ οπυ ζοκεήηεξ αβνμφ, είκαζ ζδζαζηένςξ ανβή, ιε απμηέθεζια 

ζοπκά ηα ζοιπηχιαηα κα ειθακίγμκηαζ 10-15 πνυκζα ιεηά ηδ ιυθοκζδ. Σα είδδ πμο 

πνμζαάθθμκηαζ πενζζζυηενμ είκαζ δ πμνημηαθζά, δ ιακηανζκζά ηαζ ημ βηνέζπ-θνμοη, 

αθθά πμθθά αηυια είδδ, ζοιπενζθαιαακμιέκςκ ηδξ θειμκζάξ ηαζ ηδξ κενακηγζάξ, 

πανμοζζάγμοκ ηα ηοπζηά ζοιπηχιαηα ζηα θφθθα πςνίξ αθθμζχζεζξ ζημ θθμζυ (Milne et 

al., 2003). οκήεςξ, ηα δέκδνα δεκ κεηνχκμκηαζ απυ ηδκ αζεέκεζα αθθά πανμοζζάγμοκ 

ζηαδζαηά εκημκυηενα ζοιπηχιαηα ιαναζιμφ ηαζ ηεθζηά ηαείζηακηαζ ιδ παναβςβζηά 

(Achachi et al., 2014). 
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Α)           Β)    

Δηθόλα 4.1. Σοπζηά ζοιπηχιαηα ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ: Α) απμθέπζζδ θθμζμφ ζε 

ημνιυ πμνημηαθζάξ, Β) πθςνςηζηέξ ηδθίδεξ ζε κεανυ θφθθμ. (Πδβή: Milne et al., 2003) 

 

Ο ζυξ ηδξ ρχνςζδξ ιεηαδίδεηαζ ιέζς ιμθοζιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ 

πμο πνμένπεηαζ απυ αζοιπηςιαηζηά δέκδνα. Μδπακζηή ιεηάδμζδ έπεζ ακαθενεεί 

ηονίςξ ζε πμχδδ θοηά (Chenopodium quinoa, Gomphrena globosa), εκχ δεκ οπάνπμοκ 

απμδείλεζξ βζα ιεηάδμζδ ιέζς ημο ζπυνμο (Roistacher, 1993; Milne et al., 2003). 

Χζηυζμ, οπάνπμοκ ανηεηέξ ακαθμνέξ βζα θοζζηή ιεηάδμζδ ημο ζμφ ζημκ αβνυ. ημκ 

πανεθευκ, δζαηοπχεδηε δ οπυεεζδ υηζ μζ αθίδεξ είκαζ πζεακμί θμνείξ ημο ζμφ ζηδκ 

Ανβεκηζκή (Derrick and Barthe, 2000). ε πζμ πνυζθαηδ ένεοκα ακαθένεηαζ υηζ μ ζυξ 

ηδξ ρχνςζδξ ιεηαδίδεηαζ θοζζηά ιέζς εκυξ ςμιφηδηα ημο βέκμοξ Olpidium πμο 

πνμζαάθθεζ ηζξ νίγεξ ηςκ δέκδνςκ (Palle et al., 2005). 

ηδκ Δθθάδα, δ εκ θυβς ζμθμβζηή αζεέκεζα είκαζ βκςζηή ήδδ απυ ηδ δεηαεηία ημο 

1950 ηαζ είκαζ ανηεηά δζαδεδμιέκδ ζε παθαζμφξ μπςνχκεξ πμνημηαθζάξ ηαζ 

ιακηανζκζάξ, ζε υθεξ ζπεδυκ ηζξ πενζμπέξ ηαθθζένβεζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Ανβμθίδα, 

Κμνζκεία, η.α.) (Κονζαημπμφθμο ηαζ Γήιμο, 2008). Σα ηεθεοηαία πνυκζα, δ ακακέςζδ 

ηςκ θοηεζχκ ιε ειαυθζα πνμενπυιεκα απυ πνμβνάιιαηα ελοβίακζδξ ηδξ Κμνζζηήξ ηαζ 

ηδξ Καθζθυνκζαξ ζοκέααθθε μοζζαζηζηά ζημκ πενζμνζζιυ ηδξ αζεέκεζαξ ζημοξ 

εθθδκζημφξ μπςνχκεξ (Kyriakopoulou, 2002). 

Ζ απμηεθεζιαηζηή ακηζιεηχπζζδ ηδξ ρχνςζδξ παναδμζζαηά ααζίγεηαζ ηονίςξ 

ζηδ πνήζδ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ. Ζ απυηηδζδ ηέημζμο οθζημφ 

ελαζθαθίγεηαζ ιε ηδκ εθανιμβή εενιμεεναπείαξ ζε ιμζπεφιαηα ζε ζοκδοαζιυ ιε ημκ 

in vitro ειαμθζαζιυ ιενζζηςιάηςκ (Carvalho et al., 2002). Δπζπθέμκ, δ ζςιαηζηή 

ειανομβέκεζδ ιπμνεί κα ελαζθαθίζεζ ηδκ παναβςβή θοηχκ απαθθαβιέκςκ απυ ημ 

CPsV (D‟Onghia et al., 2001).  
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Ζ δζαζηαονςηή πνμζηαζία είκαζ ιζα αηυια πναηηζηή πμο έπεζ δμηζιαζηεί ιε 

επζηοπία ζηδκ ακηζιεηχπζζδ ημο CPsV. Ζ ιυθοκζδ ηςκ θοηχκ ιε έκα θζβυηενμ 

ιμθοζιαηζηυ ζηέθεπμξ, πμο ζοκεπάβεηαζ ειθάκζζδ πζμ ήπζςκ ζοιπηςιάηςκ ηαζ 

αναδεία ελέθζλδ ηδξ αζεέκεζαξ, ζοπκά πανέπεζ απμηεθεζιαηζηή πνμζηαζία έκακηζ  

πενζζζυηενμ ιμθοζιαηζηχκ ζηεθεπχκ ημο ίδζμο ή/ηαζ ζοββεκχκ ζχκ (Roistacher, 1993).   

Οζ ζμαανέξ μζημκμιζηέξ επζπηχζεζξ πμο πνμηαθεί δ ρχνςζδ, ζε ζοκδοαζιυ ιε 

ηδκ έθθεζρδ θοζζηχκ πδβχκ ακεεηηζηυηδηαξ, έπμοκ μδδβήζεζ ηα ηεθεοηαία πνυκζα ζηδκ 

εκηαηζηή αλζμπμίδζδ ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ βζα ηδκ παναβςβή θοηχκ ακεεηηζηχκ 

ζηδκ αζεέκεζα. ημ πθαίζζμ αοηυ, ηφνζα πνμζέββζζδ απμηεθεί δ επαβςβή 

ακεεηηζηυηδηαξ πμο πνμένπεηαζ απυ ημ ίδζμ ημ παεμβυκμ (pathogen-derived resistance, 

PDR). Ζ πνχηδ ακαθμνά αλζμπμίδζδξ ηδξ PDR βζα ηδ δδιζμονβία ακεεηηζηχκ ζηδκ 

ρχνςζδ εζπενζδμεζδχκ αθμνά ηδκ εκζςιάηςζδ ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ ημο CPsV 

ζε δζαβμκζδζαηά θοηά πμνημηαθζάξ (Zanek et al., 2008). Πανά ημ βεβμκυξ υηζ δεκ 

παναηδνήεδηε αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηάξ ημοξ ζημκ ζυ, ηα εονήιαηα ηδξ ιεθέηδξ 

πανείπακ ηδκ πνχηδ έκδεζλδ υηζ δ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο ζμφ ιπμνεί κα δζεβείνεζ ημ 

ιδπακζζιυ ηδξ ιεηα-ιεηαβναθζηήξ ζζχπδζδξ (PTGS). Ζ δζαπίζηςζδ αοηή 

αλζμπμζήεδηε απυ ημοξ Reyes et al. (2011b) ζηδ δδιζμονβία δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ 

πμνημηαθζάξ πμο ελέθναγακ ηνία δζαθμνεηζηά ηιήιαηα ημο βμκζδζχιαημξ ημο CPsV 

οπυ ιμνθή θμονηέηαξ (ihpRNA): ηα βμκίδζα cp, 54Κ ηαζ 24Κ. Σα απμηεθέζιαηα 

έδεζλακ υηζ δ εκζςιάηςζδ ημο ihpCP ζε δζαβμκζδζαηά θοηά πμνημηαθζάξ αφλδζε 

ζδιακηζηά ηδκ ακεεηηζηυηδηά ημοξ ζημκ ζυ, ζε ακηίεεζδ ιε ηα ihp54K ηαζ ihp24K πμο 

πνμζέδςζακ ιενζηή ή ηαευθμο ακεεηηζηυηδηα ζημ CPsV (Reyes et al., 2011a). 

Αλζμζδιείςημ ήηακ ημ εφνδια υηζ δ a priori πανμοζία ιζηνχκ πανειααθθυιεκςκ 

RNAs (siRNAs) ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά πμο είπακ εκζςιαηχζεζ ημ ihpCP ζοκέααθθε 

ζηδκ εκενβμπμίδζδ ημο ιδπακζζιμφ ηδξ RNA ζζχπδζδξ, πςνίξ ςζηυζμ δ πμζυηδηα 

ηςκ ζοζζςνεοιέκςκ siRNAs κα ζπεηίγεηαζ άιεζα ιε ημ επίπεδμ ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ 

δζαβμκζδζαηχκ ζεζνχκ (Reyes et al., 2011a).  

 

4.1.3. θνπόο 

Δνεοκδηζηυ ζηυπμ ημο πανυκημξ ηεθαθαίμο απμηέθεζε δ δδιζμονβία 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ οπμηεζιέκςκ εζπενζδμεζδχκ πμο εηθνάγμοκ ηιήιαηα ημο CEVd 

οπυ ιμνθή θμονηέηαξ. Πανάθθδθα, επζπεζνήεδηε δ δδιζμονβία δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ 

θειμκζάξ ηαζ κενακηγζάξ πμο εηθνάγμοκ ηιήια ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ ημο ζμφ 
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CPsV οπυ ιμνθή θμονηέηαξ. Ζ πανμοζία αοηχκ ηςκ ιμνίςκ ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά 

πζεακυκ κα μδδβεί ζηδκ ακααάειζζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηάξ ημοξ ζημ ζμεζδέξ CEVd ηαζ 

ζημκ ζυ ηδξ ρχνςζδξ. 
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4.2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

4.2.1. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ εζπεξηδνεηδώλ πνπ εθθξάδνπλ ηκήκαηα 

ηνπ CEVd 

ηα πθαίζζα ηδξ πνμζπάεεζαξ δδιζμονβίαξ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ ακεεηηζηχκ ζημ 

ζμεζδέξ CEVd, έβζκε έκεεζδ ηςκ ηιδιάηςκ CEV70-180 ηαζ CEV298-70 (Κεθάθαζμ 3) 

οπυ ιμνθή θμονηέηαξ ζηα οπμηείιεκα P. trifoliata, Carrizo citrange ηαζ Citrumelo 

1452. 

 

4.2.1.1. Φοηζηυ οθζηυ  

Γζα ηδκ εθανιμβή ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ ιε ηιήιαηα ημο CEVd 

πνδζζιμπμζήεδηακ ζπμνυθοηα ημο P. trifoliata ηαζ ηςκ οανζδίςκ ημο Carrizo citrange 

ηαζ Citrumelo 1452. Οζ ηανπμί πνμένπμκηακ απυ ημ Γεκδνμημιζηυ ηαειυ Πυνμο. Ζ 

πνμεημζιαζία βζα ηδ ζπμνά οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ ηαεχξ ηαζ ημ οπυζηνςια 

αθάζηδζδξ ηςκ ζπενιάηςκ έβζκε υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 1.2.1. Οζ 

ζςθήκεξ ιε ηα ζπένιαηα ημπμεεηήεδηακ ζημ ζημηάδζ ηαζ εενιμηναζία 25 °C βζα 5 

εαδμιάδεξ. 

 

4.2.1.2. Πνμεημζιαζία ααηηδνίμο 

Γζα ηδκ παναβςβή θοηχκ πμο κα εηθνάγμοκ ηιήιαηα ημο CEVd 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ A. tumefaciens ΔΖΑ105 (Hood et al., 1993) 

πμο έθενε ημ πθαζιίδζμ pRNA-LIC:CEV70-180 ή pRNAi-LIC:CEV298-70. Ζ 

πνμεημζιαζία αοηχκ ηςκ πθαζιζδίςκ πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά ζηδκ οπμεκυηδηα 3.2.2.1. 

Σα ζηάδζα πνμεημζιαζίαξ ημο αβνμααηηδνίμο βζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ 

πενζβνάθμκηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 1.2.2. Ζ ηαθθζένβεζα ηςκ αβνμααηηδνίςκ έβζκε ζε 

οβνυ ενεπηζηυ οθζηυ LB πμο πενζείπε ηα ακηζαζμηζηά ηακαιοηίκδ (25 mg/l), 

νζθαιπζηίκδ (100 mg/l) ηαζ πθςναιθεκζηυθδ (5 mg/l). Ζ ηεθζηή μπηζηή ποηκυηδηα ημο 

Γζαθφιαημξ Μυθοκζδξ ήηακ πενίπμο OD600=0,5. 

 

4.2.1.3. Γεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ εζπενζδμεζδχκ 

Γζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ επζθεβιέκςκ εζδχκ εθανιυζηδηε ημ 

πνςηυημθθμ ηαηά Orbovic and Grosser (2006). Πζμ ακαθοηζηά, βζα ηδκ πνμεημζιαζία 

ηςκ εηθφηςκ απμιαηνφκεδηακ δ νίγα, μζ ημηοθδδυκεξ ηαζ δ ημνοθή ηςκ ζπμνμθφηςκ. 
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Σμ επζημηφθζμ ηυπδηε ζε ηιήιαηα ιήημοξ 1-1,5 εηαημζηά ιε δζαβχκζεξ ημιέξ ηα μπμία 

ειααπηίζηδηακ ζε δζάθοια οβηαθθζένβεζαξ (Πίκαηαξ 1.2, Κεθάθαζμ 1), ιέπνζ ηδκ χνα 

ηδξ ιυθοκζδξ ιε ημ αβνμααηηήνζμ. Αημθμφεδζε ειαάπηζζδ ζημ δζάθοια Μυθοκζδξ 

(Πίκαηαξ 1.2) ιε ημ αβνμααηηήνζμ βζα 5 θεπηά ηαζ ιεηαθμνά ζε ηνοαθία ιε οπυζηνςια 

οβηαθθζένβεζαξ, υπμο πανέιεζκακ βζα δφμ διένεξ ζε εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ ιε 

εενιμηναζία 25 °C ηαζ 16 χνεξ θςξ. ηδ ζοκέπεζα, ηα έηθοηα ιεηαθένεδηακ ζε 

οπυζηνςια Δπζθμβήξ (Πίκαηαξ 1.2) ηαζ πανέιεζκακ ζε εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ ιε 

εενιμηναζία 25 °C ηαζ 16 χνεξ θςξ. Κάεε ηνεζξ εαδμιάδεξ βζκυηακ ακακέςζδ ηςκ 

οπμζηνςιάηςκ Δπζθμβήξ.  

Οζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί πανέιεζκακ επί ηςκ εηθφηςκ ιέπνζ κα ακαπηοπεμφκ 

ανηεηά ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιεηαθένεδηακ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ πμο ήηακ 

παναθθαβή ημο Τ.Ρ.2 (Πίκαηαξ 1.3, Κεθάθαζμ 1), ηαεχξ πενζείπε ηδ ιζζή πμζυηδηα ηδξ 

μνιυκδξ ΝΑΑ (0,5 mg/l). Οζ αθαζημί πανέιεζκακ ζε αοηυ ημ οπυζηνςια βζα ιία έςξ 

δφμ εαδμιάδεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιεηαθένεδηακ ζε οπυζηνςια πμο δεκ πενζείπε 

ηαευθμο μνιυκεξ, ημ μπμίμ ακακεςκυηακ ηάεε ηνεζξ εαδμιάδεξ. Ζ νζγμαμθία 

πναβιαημπμζήεδηε ζε εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ ιε εενιμηναζία 25 °C ηαζ 16 χνεξ 

θςξ. 

  

4.2.1.4. In vitro ειαμθζαζιυξ 

ημοξ αθαζημφξ πμο ημπμεεηήεδηακ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ ηαζ απέηοπακ κα 

νζγμαμθήζμοκ εθανιυζηδηε ιζηνμ-ειαμθζαζιυξ αημθμοεχκηαξ ηδ ιέεμδμ ηςκ Peña et 

al. (1995). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, ςξ οπμηείιεκα πνδζζιμπμζήεδηακ ζπμνυθοηα 

Νενακηγζάξ πμο ακαπηφζζμκηακ in vitro. Ζ πνμεημζιαζία βζα ηδ ζπμνά οπυ αζδπηζηέξ 

ζοκεήηεξ ηαεχξ ηαζ ημ οπυζηνςια αθάζηδζδξ ηςκ ζπενιάηςκ έβζκε υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 1.2.1. Σα ζπμνυθοηα πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ 

ειαμθζαζιυ ήηακ δθζηίαξ πενίπμο ηεζζάνςκ έςξ έλζ εαδμιάδςκ.  

Καηά ηδκ πνμεημζιαζία ηςκ οπμηεζιέκςκ, απμιαηνφκεδηακ μζ ημηοθδδυκεξ ηαζ 

μζ πθάβζεξ νίγεξ εκχ δ ηεκηνζηή νίγα πενζμνίζηδηε ζηα 4-5 εηαημζηά. Σμ επζημηφθζμ 

ηαναημιήεδηε ζε φρμξ 2-3 εηαημζηχκ πάκς απυ ηζξ ημηοθδδυκεξ. ηδκ ημνοθή έβζκε 

ηαηαηυνοθδ ημιή, πενίπμο ζηδ ιέζδ ηδξ δζαιέηνμο, αάεμοξ 2-3 πζθζμζηχκ. 

ε ηάεε ακαβεκκδιέκμ αθαζηυ πμο απέηοπε κα νζγμαμθήζεζ έβζκε ακακέςζδ ηδξ 

ημιήξ ηδξ αάζδξ ημο βζα κα πάνεζ ηδ ιμνθή ζθήκαξ ηαζ ημπμεεηήεδηε ζηδκ 

ηαηαηυνοθδ ημιή ημο οπμηεζιέκμο. Όθμζ μζ πεζνζζιμί βίκμκηακ οπυ αζδπηζηέξ 
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ζοκεήηεξ. Σα ειαμθζαζιέκα θοηά ημπμεεηήεδηακ ζε δμηζιαζηζημφξ ζςθήκεξ πμο 

πενζείπακ οβνυ ενεπηζηυ οπυζηνςια ηαζ ζηδνίπηδηακ ζηδκ επζθάκεζα ιε ηδ αμήεεζα 

πάνηζκδξ «βέθοναξ». Σμ οπυζηνςια ακάπηολδξ ηςκ ιζηνμ-ειαμθζαζιέκςκ θοηχκ 

απμηεθείημ απυ 4,4 g/l άθαηα MS, 75 g/l ζαηπανυγδ, 0,2 mg/l εοαιίκδ, 1 mg/l 

πονζδμλίκδ, 1 mg/l κζημηζκζηυ μλφ ηαζ 100 mg/l ιομ-ζκμζζηυθδ (pH 5,7). Σα θοηά 

εθέβπμκηακ ακά ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα ηαζ απμιαηνφκμκηακ μζ αθαζημί πμο 

ακαπηφζζμκηακ απυ ημ οπμηείιεκμ. 

 

4.2.1.5. Έθεβπμξ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

ηα ακαβεκκδιέκα θοηά εθανιυζηδηε δ ιέεμδμξ ηδξ άιεζδξ PCR (direct PCR) 

βζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο δζαβμκζδίμο ιεηά απυ ιζα ζφκημιδ επελενβαζία. Ζ 

δεζβιαημθδρία έβζκε ηαηά ηδκ ημπμεέηδζδ ηςκ αθαζηχκ ζημ οπυζηνςια νζγμαμθίαξ ή 

ηαηά ημκ ειαμθζαζιυ.  

Σμ ηάεε δείβια απμηεθείημ απυ έκα ιζηνυ θοθθάνζμ ιήημξ ιέπνζ 0,5 εηαημζηά. Ζ 

επελενβαζία ηςκ δεζβιάηςκ πνζκ απυ ηδκ PCR απμηεθεί ιζα παναθθαβή ηδξ ιεευδμο 

ηςκ Wang et al. (1993). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μ ζζηυξ ημπμεεηείηαζ ζε ιζηνμζςθδκίζημ 

ηαζ θεζμηνζαείηαζ πανμοζία 20 ιl NaOH (1M). Αημθμοεεί πνμζεήηδ 20 ιl Tris.HCl 

(100mM, pH 8) ηαζ ακάδεοζδ. ηδ ζοκέπεζα, ημ δείβια θοβμηεκηνείηαζ βζα 5 θεπηά ζηζξ 

10.000 ζηνμθέξ/θεπηυ ηαζ 5 ιl απυ ημ οπενηείιεκμ ιεηαθένμκηαζ ζε ιζηνμζςθδκίζημ 

πμο πενζέπεζ 200 ιl Tris.HCl (100mM, pH 8). 

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο δζαβμκζδίμο CEV70-180 ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ LIC1_70-180-F/LIC2_70-

180-R (Πίκαηαξ 4.1), ιε ακαιεκυιεκμ πνμσυκ 141 γεφβδ αάζεςκ, εκχ βζα ημ δζαβμκίδζμ 

CEV298-70 πνδζζιμπμζήεδηε ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ LIC1_298-70-F/LIC2_298-70-R 

(Πίκαηαξ 4.1), ιε ακαιεκυιεκμ πνμσυκ 174 γεφβδ αάζεςκ. Σαοηυπνμκα, 

πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ ημ γεφβμξ εηηζκδηχκ NADH-F/R ςξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ ζε 

ηάεε ακηίδναζδ, ιε ακαιεκυιεκμ πνμσυκ 1453 γεφβδ αάζεςκ.  
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Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 13,52   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

LIC1_xx-xx-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

LIC1_xx-xx-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

NADH-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

NADH-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα DNA 0,8   

φνολο 20   

  

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 62 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 30 δευτ.  

72 °C - 5 λεπτά  

 

4.2.2. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ εζπεξηδνεηδώλ πνπ εθθξάδνπλ ηελ 

θαςηδηαθή πξσηεΐλε ηνπ ηνύ CPsV 

ηα πθαίζζα ηδξ πνμζπάεεζαξ δδιζμονβίαξ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ ακεεηηζηχκ ζημκ ζυ 

ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, έβζκε έκεεζδ ηιήιαημξ ηδξ αθθδθμοπίαξ πμο 

ηςδζημπμζεί ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο ζμφ CPsV οπυ ιμνθή θμονηέηαξ ζε 

ζπμνυθοηα Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ θειμκζάξ. 

 

4.2.2.1. Φοηζηυ οθζηυ  

Γζα ηδκ εθανιμβή ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ ιε ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ 

ημο ζμφ ηδξ ρχνςζδξ πνδζζιμπμζήεδηακ ζπμνυθοηα Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ 

θειμκζάξ. Οζ ηανπμί πνμένπμκηακ απυ ημ Γεκδνμημιζηυ ηαειυ Πυνμο. Ζ 

πνμεημζιαζία βζα ηδ ζπμνά οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ ηαεχξ ηαζ ημ οπυζηνςια 

αθάζηδζδξ ηςκ ζπενιάηςκ έβζκε υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 1.2.1. Οζ 

ζςθήκεξ ιε ηα ζπένιαηα ημπμεεηήεδηακ ζημ ζημηάδζ ηαζ εενιμηναζία 25 °C βζα έλζ 

εαδμιάδεξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιεηαθένεδηακ ζε εάθαιμ ζηαεενχκ ζοκεδηχκ ιε 

εενιμηναζία 25 °C ηαζ 16 χνεξ θςξ, βζα ιία εαδμιάδα. 
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4.2.2.2. Πνμεημζιαζία ααηηδνίμο 

Γζα ηδκ παναβςβή θοηχκ πμο κα εηθνάγμοκ ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο ζμφ ηδξ 

ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ πνδζζιμπμζήεδηε ημ ααηηδνζαηυ ζηέθεπμξ A. tumefaciens 

ΔΖΑ105 πμο έθενε ημ πθαζιίδζμ p35S-ihpCP (Reyes et al., 2011a). Σμ πθαζιίδζμ ήηακ 

ιζα εοβεκζηή πμνδβία ηδξ Dr. Maria-Laura Garcia (Instituto de Biotecnología y Biologia 

Molecular, La Plata, Argentina). Σμ πθαζιίδζμ p35S-ihpCP πενζθαιαάκεζ έκα ηιήια 

ιήημοξ 372 γεοβχκ αάζεςκ ημο βμκζδίμο πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο 

CPsV ζε δφμ ακηίβναθα ακηίεεημο πνμζακαημθζζιμφ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ 

πανειαάθθεηαζ έκα εζχκζμ (Δζη. 4.2).   

 

 

Δηθόλα 4.2. Γζαβναιιαηζηή ακαπανάζηαζδ ημο ηιήιαημξ ημο πθαζιζδίμο p35S-ihpCP πμο 

θένεζ ημ βμκίδζμ πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο CPsV οπυ ιμνθή θμονηέηαξ 

(Reyes et al., 2009). 

 

Σα ζηάδζα πνμεημζιαζίαξ ημο αβνμααηηδνίμο βζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ 

πενζβνάθμκηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 1.2.2. Ζ ηαθθζένβεζα ηςκ αβνμααηηδνίςκ έβζκε ζε 

οβνυ ενεπηζηυ οθζηυ LB πμο πενζείπε ηα ακηζαζμηζηά ηακαιοηίκδ (100 mg/l) ηαζ 

καθζδζλζηυ μλφ (25 mg/l). Ζ ηεθζηή μπηζηή ποηκυηδηα ημο Γζαθφιαημξ Μυθοκζδξ ήηακ 

πενίπμο OD600=0,5. 

 

4.2.2.3. Γεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ εζπενζδμεζδχκ 

Γζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ επζθεβιέκςκ εζδχκ εθανιυζηδηε ημ 

πνςηυημθθμ ηαηά Orbovic and Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ ηαηά Roussos et al. 

(2011). Ζ δζαδζηαζία πμο αημθμοεήεδηε πενζβνάθεηαζ ακαθοηζηά ζηδκ οπμεκυηδηα 

4.2.1.3.  

Οζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί δεκ ημπμεεηήεδηακ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ αθθά 

ιζηνμ-ειαμθζάζηδηακ ζε οπμηείιεκα ζπμνυθοηα Troyer citrange (C. sinensis x P. 

trifoliata), υπςξ πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 4.2.1.4. 
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4.2.2.4. Έθεβπμξ ηδξ πανμοζίαξ ημο δζαβμκζδίμο ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

ηα ακαβεκκδιέκα θοηά εθανιυζηδηε δ ιέεμδμξ ηδξ άιεζδξ PCR (direct PCR) 

βζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο δζαβμκζδίμο ιεηά απυ ιζα ζφκημιδ επελενβαζία, υπςξ 

πενζβνάθεηαζ ζηδκ οπμεκυηδηα 4.2.1.5. Ζ δεζβιαημθδρία έβζκε ηαηά ημκ ιζηνμ-

ειαμθζαζιυ.  

Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ημο δζαβμκζδίμο ihpCP ζηα ακαβεκκδιέκα θοηά 

πναβιαημπμζήεδηε ακηίδναζδ PCR ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ hpCP1a/pdk2 (Πίκαηαξ 4.1) 

ιε ακαιεκυιεκμ πνμσυκ 600 γεφβδ αάζεςκ. Σαοηυπνμκα πνδζζιμπμζήεδηε ηαζ ημ 

γεφβμξ εηηζκδηχκ NADH-F/R ςξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ ζε ηάεε ακηίδναζδ ιε 

ακαιεκυιεκμ πνμσυκ 1453 γεφβδ αάζεςκ.  

Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 13,52   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

hpCP1a (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

pdk2 (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

NADH-F (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

NADH-R (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα DNA 0,8   

φνολο 20   

  

Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 55 °C - 30 δευτ. 35 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  
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Πίλαθαο 4.1. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ ζημ πανυκ 

ηεθάθαζμ ηδξ ιεθέηδξ. 

Ονόματα εκκινθτϊν Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν  
Μζγεκοσ 

προϊόντοσ 
(bp) 

hpCP1a 
(Reyes et al., 2011a) 

AAGGATCCGAATTCGTTCAAGATGGAGCAAGT 
600 

pdk2 
(Reyes et al., 2011a) 

AATATACAAAGCGCAAGATC 

LIC1_70-180-F cgacgacaagaccctGGGGAAGAAGTCCTTC* 
141 

LIC2_70-180-R gaggagaagagccctCTCCTGTTTCTCCGC* 

LIC1_298-70-F cgacgacaagaccctCAAACCGCTTTTCTT* 
174 

LIC2_298-70-R gaggagaagagccctCGCCGCCTCTT* 

NADH-F  
(Martin et al., 2013) 

GGACTCCTGACGTATACGAAGGATC 
1453 

NADH-R  
(Martin et al., 2013) 

AGTAGATGCTATCACACATACAAT 

* Σα μικρά γράμματα υποδεικνφουν τα νουκλεοτίδια που είναι ομόλογα με τθ 
αλλθλουχία του χρθςιμοποιοφμενου πλαςμιδίου.  
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4.3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

4.3.1. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ εζπεξηδνεηδώλ πνπ εθθξάδνπλ ηκήκαηα 

ηνπ CEVd 

ημ ζφκμθυ ημοξ, ηα απμηεθέζιαηα ημο Κεθαθαίμο 3 πανέπμοκ εκδείλεζξ υηζ ηα 

ηιήιαηα CEV70-180 ηαζ CEV298-70 ιπμνμφκ κα πνμηαθέζμοκ ζζχπδζδ ζημ CEVd, 

ιεζχκμκηαξ ζδιακηζηά ημκ πμθθαπθαζζαζιυ ημο ζε δζαβμκζδζαηά θοηά ημο είδμοξ N. 

benthamiana. Ζ δζαπίζηςζδ αοηή απμηέθεζε ημ έκαοζια βζα ηδκ παναβςβή 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ πμο εηθνάγμοκ αοηά ηα δφμ ηιήιαηα οπυ ιμνθή 

θμονηέηαξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πνδζζιμπμζήεδηακ ηα πθαζιίδζα pRNA-LIC:CEV70-

180 ηαζ pRNAi-LIC:CEV298-70 πμο ημ ηαεέκα πενζθαιαάκεζ δφμ ακηίβναθα ημο 

επζθεβιέκμο ηιήιαημξ ημο CEVd ιε ακηίεεημ πνμζακαημθζζιυ, ιεηαλφ ηςκ μπμίςκ 

πανειαάθθεηαζ έκα εζχκζμ.   

Σα έηθοηα πνμένπμκηακ απυ ζπμνυθοηα ημο P. trifoliata ηαζ ηςκ οανζδίςκ ημο 

Carrizo citrange ηαζ Citrumelo 1452. Σα είδδ αοηά είκαζ ζδζαίηενα εοαίζεδηα ζηα ζμεζδή 

ηαζ αλζμπμζμφκηαζ ηα ηεθεοηαία πνυκζα ζηδ πχνα ιαξ ςξ οπμηείιεκα βζα ηδκ 

ακηζηαηάζηαζδ ηδξ Νενακηγζάξ. Γζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ, πνδζζιμπμζήεδηε δ 

ιέεμδμξ ηςκ Orbovic and Grosser (2006) ηαεχξ δζαπζζηχεδηε δ απμηεθεζιαηζηυηδηά 

ηδξ (Κεθάθαζμ 1), ιε αάζδ ημκ ανζειυ ηςκ εηθφηςκ πμο πανήβαβακ ακαβεκκδιέκμοξ 

αθαζημφξ ιεηά απυ ηδ ιυθοκζδ ιε ημ αβνμααηηήνζμ, ηαζ βζα ηα ηνία οπυ ιεθέηδ είδδ.  

Σμ πμζμζηυ ηςκ εηθφηςκ πμο ακέπηολακ πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκμοξ αθαζημφξ ήηακ 

ανηεηά ορδθυ (Πίκαηαξ 4.2). ηδκ Δζηυκα 4.3, θαίκμκηαζ μζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί 

πμο ακαπηφζζμκηαζ ζηα έηθοηα ηςκ ηνζχκ εζδχκ ζε οπυζηνςια Δπζθμβήξ.  

 

Πίλαθαο 4.2. Πμζμζηά ηςκ εηθφηςκ πμο ακέπηολακ αθαζηυ ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ 

ιε ηα pRNA-LIC:CEV70-180 ηαζ pRNAi-LIC:CEV298-70. 

 CEV70-180 CEV298-70 

P. trifoliata 55% (24/44)* 57% (25/44) 

Carrizo 60% (56/94) 65% (65/100) 

Citrumelo 1452 24% (14/57) 35% (18/52) 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των εκφφτων που ανζπτυξαν 
βλαςτό ςτο ςφνολο των μολυνκζντων εκφφτων. 

 



 155 

Α)   Β)    Γ)  

Δηθόλα 4.3. Οζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ζηζξ ημιέξ ηςκ εηθφηςκ Α) P. trifoliata, Β) Carrizo ηαζ 

Γ) Citrumelo 1452. 

 

Όηακ μζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί έθηαζακ ζε φρμξ πενίπμο 1 εηαημζημφ 

ιεηαθένεδηακ ζε εζδζηά δμπεία ιε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ. Βάζεζ ηςκ απμηεθεζιάηςκ 

ημο Κεθαθαίμο 1, μζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ακηαπμηνίκμκηαζ ηαθφηενα πανμοζία ημο 

ΝΑΑ, αθθά μζ ακαπηοζζυιεκεξ νίγεξ είκαζ πμθθέξ, ημκηέξ ηαζ ανηεηά δζμβηςιέκεξ. Γζα 

κα πενζμνζζηεί δ ακάπηολδ ηςκ νζγχκ ιε ιδ θοζζμθμβζηυ θαζκυηοπμ, μζ αθαζημί 

ημπμεεηήεδηακ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ Τ.Ρ. 2 ιε ηδ ιζζή πμζυηδηα ΝΑΑ (0,5 mg/l) 

ηαζ πανέιεζκακ εηεί βζα ιία έςξ δφμ εαδμιάδεξ. ηδ ζοκέπεζα, ιεηαθένεδηακ ζημ ίδζμ 

οπυζηνςια νζγμαμθίαξ πςνίξ μνιυκεξ (Yu et al., 2002). 

Οζ πεζνζζιμί αοημί μδήβδζακ ζε ζδιακηζηή αφλδζδ ημο πμζμζημφ αθαζηχκ πμο 

νζγμαυθδζακ, ζπδιαηίγμκηαξ ιία ή δφμ ιαηνζέξ νίγεξ θοζζμθμβζημφ πάπμοξ (Πίκαηαξ 

4.3, Δζη. 4.4). Σαοηυπνμκα, δ ακάπηολδ ημο οπένβεζμο ηιήιαημξ ήηακ ζηακμπμζδηζηή 

ζπεδυκ ζημ ζφκμθμ ηςκ νζγμαμθδιέκςκ θοηχκ. Πανά ημ βεβμκυξ υηζ ηα ιζζά πενίπμο 

έηθοηα έδςζακ ακαβεκκδιέκμοξ αθαζημφξ, μζ πενζζζυηενμζ απυ αοημφξ δεκ 

ακαπηφπεδηακ ανηεηά χζηε κα ιεηαθενεμφκ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ (Πίκαηεξ 4.2 

ηαζ 4.3). 

 

Πίλαθαο 4.3. Πμζμζηά επζηοπίαξ ηδξ νζγμαμθίαξ ηςκ πζεακά ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

αθαζηχκ. 

 CEV70-180 CEV298-70 

P. trifoliata 8% (1/12)* ** 

Carrizo 68% (23/34) 53% (8/15) 

Citrumelo 1452 0% (0/4) 50% (7/14) 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των ριηοβολθμζνων βλαςτϊν ςτο ςφνολο των 
βλαςτϊν που τοποκετικθκαν για ριηοβολία 

** Δεν αναπτφχκθκαν αρκετά οι βλαςτοί για να τοποκετθκοφν για ριηοβολία  
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Δηθόλα 4.4. Ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί Carrizo ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ πςνίξ μνιυκεξ. 

 

Σα θοηά πμο δεκ νζγμαυθδζακ ζημ παναπάκς οπυζηνςια ειαμθζάζηδηακ ζε 

ζπμνυθοηα Νενακηγζάξ (Δζη. 4.5). Ζ πνήζδ ημο ζοβηεηνζιέκμο οπμηεζιέκμο 

δζεοημθφκεζ ηδκ ακαβκχνζζδ ημο ειαμθίμο ηαεχξ πμθθέξ θμνέξ απυ ηδκ ημιή 

ειαμθζαζιμφ ακαπηφζζμκηαζ αθαζημί ημο οπμηεζιέκμο. Έηζζ, ημ ειαυθζμ λεπςνίγεζ απυ 

ημ οπμηείιεκμ ηαεχξ ηαζ ηα ηνία είδδ έπμοκ ζφκεεηα θφθθα απμηεθμφιεκα απυ ηνία 

θοθθάνζα, ζε ακηίεεζδ ιε ηδ Νενακηγζά πμο έπεζ απθά θφθθα. 

 

 

Δηθόλα 4.5. Βθαζηυξ Carrizo ιζηνμ-ειαμθζαζιέκμξ επί ζπμνμθφημο Νενακηγζάξ. 

Σμ ειαυθζμ ζηδνίγεηαζ ζηδκ επζθάκεζα ημο οβνμφ ενεπηζημφ οθζημφ ιε πάνηζκδ 

βέθονα. 

 

Σα ακαβεκκδιέκα νζγμαμθδιέκα θοηάνζα πανέιεζκακ ζε δμπεία ιε οπυζηνςια 

νζγμαμθίαξ πςνίξ μνιυκεξ ιέπνζ κα θηάζμοκ ζε φρμξ πενίπμο 2 εηαημζηχκ, μπυηε 

ιεηαθένεδηακ ζημ πχια (Δζη. 4.6). Ακηίζημζπα, ηα ιζηνμ-ειαμθζαζιέκα θοηά 

πανέιεζκακ ζημοξ ζςθήκεξ ιέπνζ κα βίκεζ ηαθή ζοβηυθθδζδ ειαμθίμο-οπμηεζιέκμο ηαζ 

ανπίζεζ δ ακάπηολδ ημο ειαμθίμο. οκμθζηά, ιεηαθοηεφηδηακ ζημ πχια 2 θοηά P. 

trifoliata, 29 θοηά Carrizo ηαζ 8 θοηά Citrumelo 1452 (Πίκαηαξ 4.4). Αλζμζδιείςημ 

είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ μ ιζηνμειαμθζαζιυξ δε ζοκέααθε ζδιακηζηά ζηδκ αφλδζδ ημο 

ανζειμφ ηςκ θοηχκ πνμξ ιεηαθφηεοζδ πζεακχξ θυβς ηδξ ηαηαπυκδζδξ πμο οπέζηδζακ 

μζ άννζγμζ αθαζημί ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ νζγμαμθίαξ. Ζ δζαδζηαζία ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ δζήνηδζε ζοκμθζηά πενίπμο έκηεηα ιήκεξ απυ ηδκ διένα ηδξ 

ιυθοκζδξ ηςκ εηθφηςκ ιέπνζ ηδ ιεηαθφηεοζδ ζημ πχια. Δζδζηυηενα, μζ αθαζημί 
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ημπμεεηήεδηακ ζε οπυζηνςια νζγμαμθίαξ πενίπμο επηά ιήκεξ ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ 

ηαζ ιεηαθοηεφηδηακ ζημ πχια πενίπμο ηέζζενεζξ ιήκεξ ανβυηενα. 

 

Α)     Β)   

Δηθόλα 4.6. Μεηαθμνά αοηυννζγςκ ή ιζηνμειαμθζαζιέκςκ θοηχκ ζημ πχια: Α) ηαθοιιέκα ιε 

πθαζηζηά πμηήνζα αιέζςξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ, Β) έλζ ιήκεξ ιεηά ηδ ιεηαθφηεοζδ.  

 

Πίλαθαο 4.4. Ανζειυξ ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ πμο ιεηαθοηεφηδηακ ζημ πχια.  

 
Αυτόρριηα 

Μικρο-
εμβολιαςμζνα 

P. trifoliata 1 1 

Carrizo 25 4 

Citrumelo 1452 7 1 

 

ημ ζηάδζμ ηδξ ημπμεέηδζδξ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ ζημ οπυζηνςια 

νζγμαμθίαξ ή ηαηά ημκ ειαμθζαζιυ, βζκυηακ δεζβιαημθδρία εκυξ ιζηνμφ θφθθμο. Σα 

δείβιαηα ιεηά απυ ζφκημιδ πνμεημζιαζία πνδζζιμπμζήεδηακ ζε ακηίδναζδ άιεζδξ 

PCR (direct PCR), πςνίξ κα απαζηείηαζ δ πνμκμαυνα δζαδζηαζία ηδξ απμιυκςζδξ ημο 

DNA. Δπζπθέμκ, ζε ακηίεεζδ ιε ηδ ιέεμδμ CTAB, απαζηείηαζ ιζα πμθφ ιζηνή πμζυηδηα 

θοηζημφ ζζημφ. Με ηδκ εθανιμβή αοηήξ ηδξ ιεευδμο δίκεηαζ δ δοκαηυηδηα κα ελεηαζηεί 

πμθφ βνήβμνα έκαξ πμθφ ιεβάθμξ ανζειυξ θοηχκ αηυια ηαζ ζηδκ πενίπηςζδ πμο ημ 

δείβια ημο θοηζημφ ζζημφ είκαζ πμθφ πενζμνζζιέκμ. ηδκ πανμφζα ενβαζία, δ 

αλζμπζζηία ηδξ ιεευδμο εκζζπφεηαζ ηαζ απυ ηδκ πανάθθδθδ ακηίδναζδ πμο 

πναβιαημπμζείηαζ ζημκ ίδζμ ιζηνμζςθδκίζημ ιε εηηζκδηέξ βζα έκακ εζςηενζηυ ιάνηονα 

(NADH-F/R) (Δζη. 4.7). Με ημκ ηνυπμ αοηυ, επζαεααζχκεηαζ δ πανμοζία DNA ζημ 

δείβια ηαεχξ ηαζ δ απμοζία απυ ημ έλαβια παναβυκηςκ πμο ηαηαζηέθθμοκ ηδ δνάζδ 

ηδξ πμθοιενάζδξ. Έηζζ, ιε ηδκ εθανιμβή ηδξ άιεζδξ PCR δυεδηε δ δοκαηυηδηα κα 

ελεηαζηεί έκαξ ιεβάθμξ ανζειυξ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ χζηε κα εηηζιδεεί δ 



 158 

απμηεθεζιαηζηυηδηα ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ, πανυθμ πμο πμθθά απυ αοηά ηα θοηά δεκ 

ηαηάθενακ κα νζγμαμθήζμοκ χζηε κα ιεηαθοηεοημφκ ζημ πχια. 

 

-C 

Carrizo κεηαζρεκαηηζκέλα κε  

pRNAi-LIC:CEV298-70 +C M 

 

Δηθόλα 4.7. Ζθεηηνμθυνδζδ πνμσυκηςκ ηδξ άιεζδξ PCR ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ NADH-F/R 

(ακχηενδ γχκδ) ηαζ LIC1_CEV298-70-F/LIC2_CEV298-70-R (ηαηχηενδ γχκδ).  

-C: Carrizo-wt, +C: πθαζιίδζμ pRNAi-LIC:CEV298-70, M: 100bp DNA ladder (NEB). 

 

Όθα ηα ακαβεκκδιέκα θοηά P. trifoliata πμο ελεηάζηδηακ είπακ εκζςιαηχζεζ ημ 

ηιήια CEV70-180 (Πίκαηα 4.5). Ακηίεεηα, μζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ημο ίδζμο είδμοξ 

πμο ιεηαζπδιαηίζηδηακ ιε ημ  ηιήια CEV298-70 δεκ ακαπηφπεδηακ ανηεηά χζηε κα 

ημπμεεηδεμφκ βζα νζγμαμθία ή κα ιζηνμειαμθζαζημφκ, ιε απμηέθεζια κα ιδκ βίκεζ 

δεζβιαημθδρία. Γζα ημ θυβμ αοηυ δεκ οπάνπμοκ ζημζπεία βζα ηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα 

ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ζε αοηυ ημ ζοκδοαζιυ. Γζα ημ Carrizo, ηα πμζμζηά ήηακ ανηεηά 

ορδθά ηαζ βζα ηα δφμ ηιήιαηα ημο CEVd. Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ 

ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί ημο Carrizo ακαπηφπεδηακ ανηεηά ιε απμηέθεζια κα 

εθεβπεμφκ ζοκμθζηά 102 αθαζημί, εη ηςκ μπμίςκ μζ 67 ήηακ εεηζημί. Σέθμξ, βζα ημ 

Citrumelo 1452, ηα πμζμζηά επζηοπίαξ ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ ήηακ ζηακμπμζδηζηά 

ηαεχξ απμηηήεδηακ ζοκμθζηά πέκηε ιεηαζπδιαηζζιέκα θοηά. 

 

Πίλαθαο 4.5. Πμζμζηά επζηοπίαξ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηνζχκ οπμηεζιέκςκ εζπενζδμεζδχκ 

ιε δφμ ηιήιαηα ημο CEVd οπυ ιμνθή θμονηέηαξ. 

 CEV70-180 CEV298-70 

P. trifoliata 100% (12/12) * 

Carrizo 74% (42/57) 55% (25/45) 

Citrumelo 1452 25% (1/4) 25% (4/16) 

* Δεν ζγινε δειγματολθψία. 

 

οκμρίγμκηαξ ηα παναπάκς, θαίκεηαζ υηζ δ ιέεμδμξ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαηά 

Orbovic and Grosser (2006), ζε ζοκδοαζιυ ιε ημ ιμθοζιαηζηυ βζα ηα εζπενζδμεζδή 



 159 

ζηέθεπμξ ημο A. tumefaciens EHA105, ιπμνμφκ κα εθανιμζημφκ επζηοπχξ βζα ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ βμκμηφπςκ P. trifoliata ηαζ ηςκ οανζδίςκ ημο, Carrizo ηαζ 

Citrumelo 1452. Δπζπνυζεεηα, δ ηαηαζηεοή ηςκ θμονηεηχκ ηαηέζηδ δοκαηή ιε ηδ 

πνήζδ ημο πθαζιζδίμο pRNAi-LIC. Ζ πεζναιαηζηή αοηή πνμζέββζζδ μδήβδζε ζηδκ 

επζηοπή έκεεζδ ηςκ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd ζημ βμκζδίςια 

ημο P. trifoliata ηαζ ηςκ οανζδίςκ ημο, Carrizo ηαζ Citrumelo 1452, ηαζ ηδκ απυηηδζδ 

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ. 

 

4.3.2. Παξαγσγή δηαγνληδηαθώλ θπηώλ εζπεξηδνεηδώλ πνπ εθθξάδνπλ ηελ 

θαςηδηαθή πξσηεΐλε ηνπ ηνύ CPsV 

ε παθαζυηενεξ ιεθέηεξ έπεζ ανεεεί υηζ ηα δζαβμκζδζαηά θοηά πμνημηαθζάξ πμο 

εηθνάγμοκ ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο ζμφ ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ οπυ 

ιμνθή θμονηέηαξ πανμοζζάγμοκ ορδθυ ααειυ ακεεηηζηυηδηαξ ζημκ ζυ (Reyes et al., 

2011a). ηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ, δμηζιάζηδηε δ εζζαβςβή ημο πθαζιζδίμο 

p35S-ihpCP, ημ μπμίμ θένεζ ηιήια ημο βμκζδίμο ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ ημο ζμφ οπυ 

ιμνθή θμονηέηαξ, ζε ζπμνυθοηα Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ θειμκζάξ. Σα 

ζοβηεηνζιέκα είδδ πνμζαάθθμκηαζ απυ ημκ ζυ ηδξ ρχνςζδξ ηαζ ειθακίγμοκ 

ζοιπηχιαηα ζηα κεανά θφθθα, εκχ δεκ παναηδνείηαζ απμθέπζζδ ημο θθμζμφ, υπςξ 

ζοιααίκεζ ζηζξ πμνημηαθζέξ ηαζ ηα βηνέζπ-θνμοη (Bové, 1995). Γζα ημ ιεηαζπδιαηζζιυ 

εθανιυζηδηε ημ πνςηυημθθμ ηςκ Orbovic and Grosser (2006) ιε ηνμπμπμζήζεζξ ηαηά 

Roussos et al. (2011), ημ μπμίμ ήηακ ημ ιυκμ απμηεθεζιαηζηυ βζα ηδκ παναβςβή 

ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ θειμκζάξ, ζφιθςκα ιε ηα 

απμηεθέζιαηα ημο Κεθαθαίμο 1. Σα πμζμζηά παναβςβήξ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ 

ήηακ ανηεηά ζηακμπμζδηζηά, ηαεχξ πενίπμο ημ 30% ηςκ εηθφηςκ πμο ιμθφκεδηακ ιε 

ημ αβνμααηηήνζμ ακέπηολακ αθαζημφξ (Πίκαηαξ 4.6).  

 

Πίλαθαο 4.6. φκμρδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ απυ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηδξ Νενακηγζάξ ηαζ 

ηδξ Μαβθδκήξ θειμκζάξ ιε ημ p35S-ihpCP. 

 
Ζκφυτα με βλαςτό 

Επιτυχείσ μικρο-
εμβολιαςμοί 

Μεταςχθματιςμζνοι 
βλαςτοί 

Νεραντηιά 19% (29/153)* 74% (14/19) 0/19 

Μαγλθνι λεμονιά 17% (28/166) 65% (13/20) 2/20 

* τισ παρενκζςεισ φαίνεται ο αρικμόσ των εκφφτων που ανζπτυξαν βλαςτό ςτο ςφνολο 
των μολυνκζντων εκφφτων. 
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Σα εονήιαηα ημο Κεθαθαίμο 1, πμο αθμνά ηδκ ακάπηολδ εκυξ αέθηζζημο 

πνςημηυθθμο βζα ηδκ παναβςβή δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ, οπμδεζηκφμοκ 

ζαθχξ ηδκ αδοκαιία ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ αθαζηχκ ηδξ Νενακηγζάξ ηαζ ηδξ 

Μαβθδκήξ θειμκζάξ κα νζγμαμθήζμοκ ζηα οπμζηνχιαηα πμο δμηζιάζηδηακ. Πνμξ 

απμθοβή πανυιμζςκ θαζκμιέκςκ, μζ ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί πμο πνμέηορακ απυ ημ 

ιεηαζπδιαηζζιυ ιε ημ p35S-ihpCP ηαζ είπακ ζηακμπμζδηζηυ ιήημξ ιζηνμ-

ειαμθζάζηδηακ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ ζε ζπμνυθοηα Troyer (Δζη. 4.8 Α). Σμ Troyer 

είκαζ έκα οανίδζμ ημο P. trifoliata, ημ μπμίμ έπεζ ζφκεεηα θφθθα ιε ηνία θοθθάνζα. Ζ 

πνήζδ ημο ζοβηεηνζιέκμο οπμηεζιέκμο δζεοημθφκεζ ηδκ ακαβκχνζζδ ημο αθαζημφ ημο 

ειαμθίμο ημ μπμίμ έπεζ απθά θφθθα. Πανυθα αοηά, ανηεημί ακαβεκκδιέκμζ αθαζημί δεκ 

ιζηνμ-ειαμθζάζηδηακ δζυηζ ήηακ ανηεηά ζοιπαβείξ ιε ημκηά ιεζμβμκάηζα δζαζηήιαηα 

(Δζη. 4.8 Β), βεβμκυξ πμο δοζπέναζκε ηδ δδιζμονβία ηδξ απαζημφιεκδξ ζθήκαξ ζηδ 

αάζδ ημο ειαμθίμο. Ζ δζαδζηαζία ημο ιεηαζπδιαηζζιμφ δζήνηδζε πενίπμο δέηα ιήκεξ 

απυ ηδκ διένα ηδξ ιυθοκζδξ ηςκ εηθφηςκ ιέπνζ ηδ ιεηαθφηεοζδ ζημ πχια. 

Δζδζηυηενα, μζ αθαζημί ειαμθζάζηδηακ ζε οπμηείιεκα ζπμνυθοηα πενίπμο ηέζζενεζξ 

ιήκεξ ιεηά ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ιεηαθοηεφηδηακ ζημ πχια πενίπμο έλζ ιήκεξ 

ανβυηενα. 

 

Α)    Β)  

Γ)  

Δηθόλα 4.8. Α) ςθήκεξ ιε ιζηνμ-ειαμθζαζιέκμοξ αθαζημφξ Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ 

θειμκζάξ, Β) ζοιπαβήξ ακαβεκκδιέκμξ αθαζηυξ απυ έηθοημ Νενακηγζάξ, Γ) 

ιζηνμειαμθζαζιέκα θοηά Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ θειμκζάξ πμο ιεηαθοηεφηδηακ ηαζ 

εβηαηαζηάεδηακ ζε επζηοπία ζημ πχια. 
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Σα πμζμζηά επζηοπίαξ ημο ιζηνμ-ειαμθζαζιμφ ήηακ ανηεηά ορδθά (Πίκαηαξ 4.6, 

Δζη. 4.8 Γ). Πανυθα αοηά, μζ ακηζδνάζεζξ PCR απμηάθορακ υηζ ιυκμ δφμ αθαζημί ηδξ 

Μαβθδκήξ θειμκζάξ είπακ εκζςιαηχζεζ ημ δζαβμκίδζμ, εκχ απυ ηζξ Νενακηγζέξ δεκ 

απμηηήεδηε ηακέκα ιεηαζπδιαηζζιέκμ θοηυ (Δζη. 4.9). Σα απμηεθέζιαηα αοηά ήηακ 

ακαιεκυιεκα ηαεχξ είκαζ βκςζηυ υηζ ηυζμ μζ κενακηγζέξ υζμ ηαζ μζ θειμκζέξ 

εεςνμφκηαζ είδδ πμο ιεηαζπδιαηίγμκηαζ δφζημθα ηαζ ηα πμζμζηά επζηοπίαξ ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ημοξ δεκ λεπενκμφκ ημ 4% ηαζ 3%, ακηίζημζπα (Ghorbel et al., 2001). 

Έηζζ, πανά ημ βεβμκυξ υηζ δ εθανιμβή ημο ιζηνμ-ειαμθζαζιμφ αφλδζε ηα πμζμζηά 

επζαίςζδξ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ ηεθζηά δ πθεζμρδθία αοηχκ δεκ ήηακ 

ιεηαζπδιαηζζιέκμζ.   

 

   Μαγιελή Νεξαληδηά   

-C1 -C2 -C3 3 6 7 8 17 18 20 22 +C M 

 

Δηθόλα 4.9. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ άιεζδξ PCR ιε ηα γεφβδ εηηζκδηχκ NADH-

F/R (ακχηενδ γχκδ) ηαζ hpCP1a/pdk2 (ηαηχηενδ γχκδ). –C1: Ζ2Ο, –C2: Νενακηγζά-wt, –C3: 

Μαβθδκή-wt, +C: πθαζιίδζμ p35S-ihpCP, M: 100bp DNA ladder (NEB). 

 

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ ημ πμζμζηυ ηςκ αθαζηχκ πμο επζαίςζακ ζημ οπυζηνςια 

επζθμβήξ ηαζ ζηδ ζοκέπεζα ιζηνμ-ειαμθζάζηδηακ ιε επζηοπία ήηακ ζηακμπμζδηζηυ, 

ζπεδυκ ζημ ζφκμθμ αοηχκ δεκ ηαηέζηδ δοκαηή δ επζαεααίςζδ επζηοπμφξ 

ιεηαζπδιαηζζιμφ. Πανάθθδθα, ημ βεβμκυξ υηζ ζε ηακέκα απυ ηα ιδ-ιμθοζιέκα έηθοηα 

πμο ημπμεεηήεδηακ ζε οπυζηνςια ιε ακηζαζμηζηά δεκ ακαβεκκήεδηακ αθαζημί, 

οπμδεζηκφεζ ηδκ απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ πνδζζιμπμζμφιεκδξ πίεζδξ επζθμβήξ. 

Πανυιμζα θαζκυιεκα ρεοδχξ εεηζηχκ (false positives) ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ έπμοκ 

ακαθενεεί ηαζ ζε παθαζυηενεξ ιεθέηεξ (Peña et al., 1995; Gutiérrez et al., 1997; Yu et 

al., 2002).  
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4.4. ΤΕΖΣΖΖ 

Σα εονήιαηα απυ ηδ δμηζιή ειπμηζζιμφ ηςκ ηιδιάηςκ ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο 

CEVd 70-180 ηαζ 298-70 ζε θοηά N. benthamiana (Κεθάθαζμ 3) ηαηέδεζλε υηζ μζ 

επζθεβιέκεξ αθθδθμοπίεξ ημο CEVd ιπμνμφκ κα πνμηαθέζμοκ ζζχπδζδ ημο ζμεζδμφξ 

ηαζ ιείςζδ ημο πμθθαπθαζζαζιμφ ημο. Ζ δζαπίζηςζδ αοηή απμηέθεζε ημ έκαοζια βζα 

ηδ δδιζμονβία δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ ιε εκζςιάηςζδ ζημ βμκζδίςιά 

ημοξ ηςκ επζθεβιέκςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd. Απχηενμ ζημπυ απμηεθεί δ ιεθέηδ ηδξ 

δοκαηυηδηαξ ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ ηιδιάηςκ κα επάβμοκ ημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA 

ζζχπδζδξ, ζοιαάθθμκηαξ έηζζ ζηδκ αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ζημ 

ζμεζδέξ. Όπςξ είκαζ βκςζηυ, ημ P.trifoliata ηαζ ηα οανίδζά ημο Carrizo ηαζ Citrumelo 

1452 είκαζ εοαίζεδηα ζηα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ ηαζ εζδζηυηενα ζημ CEVd (Bové, 

1995). 

Γζα ηδκ παναβςβή δζαβμκζδζαηχκ εζπενζδμεζδχκ (P.trifoliata, Carrizo ηαζ 

Citrumelo 1452) πμο κα εηθνάγμοκ ηα ηιήιαηα CEV70-180 ηαζ CEV298-70 

πνδζζιμπμζήεδηε ημ πνςηυημθθμ ηςκ Orbovic and Grosser (2006), ημ μπμίμ ζφιθςκα 

ιε ηα απμηεθέζιαηα ημο Κεθαθαίμο 1, πανέπεζ ηα ορδθυηενα πμζμζηά 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ακαβέκκδζδξ ζηα ζοβηεηνζιέκα είδδ. Ζ εθανιμβή ημο ιζηνμ-

ειαμθζαζιμφ (Peña et al., 1995) μδήβδζε ζε αολδιέκμ πμζμζηυ επζαίςζδξ ηςκ 

ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ, εκχ δ αλζμπμίδζδ ηδξ ακηίδναζδξ άιεζδξ PCR (Wang et al., 

1993) πανείπε ηδ δοκαηυηδηα αλζυπζζηδξ εηηίιδζδξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ιε ηα ηιήιαηα ημο CEVd. Ζ πανμφζα ενβαζία απμηεθεί ηδκ πνχηδ 

ακαθμνά ζε δζαβμκζδζαηά θοηά εζπενζδμεζδχκ πμο εηθνάγμοκ ηιήιαηα ηδξ 

αθθδθμοπίαξ ημο CEVd ιε ζημπυ ηδκ αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηά ημοξ ζημ ζμεζδέξ. 

ε ζοκέπεζα αοηχκ ηςκ πεζναιάηςκ, ηα θοηά πμο απμηηήεδηακ απυ ημκ 

ιεηαζπδιαηζζιυ εα πνέπεζ κα πμθθαπθαζζαζημφκ αβεκχξ έηζζ χζηε κα απμηηδεεί έκαξ 

ζηακμπμζδηζηυξ ανζειυξ βζα ηδ δζελαβςβή πεζναιάηςκ αλζμθυβδζδξ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ 

ζημ ζμεζδέξ, ιεηά απυ ηεπκδηέξ ιμθφκζεζξ. ημ ζηάδζμ αοηυ εα πνέπεζ κα ιεθεηδεεί ηαζ 

δ επίδναζδ ηδξ πανμοζίαξ ηςκ ηιδιάηςκ CEV70-180 ηαζ CEV298-70 ζηδ ιμνθμθμβία 

ηαζ θοζζμθμβία ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ. Δπζπθέμκ, είκαζ ζδιακηζηυ κα ιεηνδεεί δ 

ζοβηέκηνςζδ ηςκ siRNAs πμο πανάβμκηαζ ελαζηίαξ ηδξ έηθναζδξ δίηθςκςκ ιμνίςκ 

ημο CEVd ζημ θοηζηυ βμκζδίςια, ηαεχξ δ πανμοζία ημοξ είκαζ εκδεζηηζηή ηδξ 

επαβυιεκδξ ακεεηηζηυηδηαξ ζημ ζμεζδέξ. ε ακηίζημζπα πεζνάιαηα ηςκ Schwind et al. 

(2009) ιε δζαβμκζδζαηά θοηά ημιάηαξ πμο ελέθναγακ ημ δζαβμκίδζμ PSTVd-hpRNA 
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δζαπζζηχεδηε υηζ ηα θοηά πμο είπακ ορδθή ζοβηέκηνςζδ hp-siRNAs ήηακ ακεεηηζηά 

ζημ PSTVd, εκχ αοηά πμο είπακ παιδθά επίπεδα hp-siRNAs ήηακ εοαίζεδηα ζηδ 

ιυθοκζδ ιε ημ PSTVd. 

Με αάζδ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ, πνμηείκεηαζ έκα 

μθμηθδνςιέκμ πνςηυημθθμ βζα ημ βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ ηςκ P.trifoliata, Carrizo 

ηαζ Citrumelo 1452 πμο πενζθαιαάκεζ ηδ ιέεμδμ ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαηά Orbovic and 

Grosser (2006), ημ ιμθοζιαηζηυ ζηα εζπενζδμεζδή A. tumefaciens EHA105 (Ghorbel et 

al., 2001), ημ πθαζιίδζμ pRNAi-LIC βζα ηδκ ηαηαζηεοή θμονηεηχκ (Xu et al., 2010), 

ηδ ιεηαθμνά ηςκ αθαζηχκ απυ ημ οπυζηνςια νζγμαμθίαξ ιε μνιυκδ ζε ακηίζημζπμ 

οπυζηνςια πςνίξ μνιυκδ ζε ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια (Yu et al., 2002), ημ ιζηνμ-

ειαμθζαζιυ in vitro (Peña et al., 1995) ηαζ ηδκ εθανιμβή άιεζδξ ακηίδναζδξ PCR 

(Wang et al., 1993). Αοηυ ημ πνςηυημθθμ ιπμνεί κα εθανιμζηεί βζα ηδκ εκζςιάηςζδ 

άθθςκ ηιδιάηςκ ημο CEVd ηαεχξ ηαζ αθθδθμοπζχκ απυ άθθα ζμεζδή ζημ βμκζδίςια 

ηςκ ζοβηεηνζιέκςκ εζδχκ ή/ηαζ άθθςκ εζπενζδμεζδχκ, πνμηεζιέκμο κα ελεηαζηεί δ 

δοκαηυηδηά ημοξ κα αεθηζχζμοκ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζηα παεμβυκα αοηά. Σέημζεξ 

ιεθέηεξ εα ήηακ πμθφ ζδιακηζηέξ ζηα πθαίζζα ηδξ αεθηίςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ηαεχξ 

ιέπνζ αοηή ηδ ζηζβιή ζηδκ παβηυζιζα επζζηδιμκζηή αζαθζμβναθία δεκ οπάνπεζ ηαιία 

ακαθμνά ζε δζαβμκζδζαηά θοηά εζπενζδμεζδχκ πμο εηθνάγμοκ αθθδθμοπία 

πνμενπυιεκδ απυ ζμεζδή.  

ηδ ζοκέπεζα, αλζμπμζήεδηε δ ιέεμδμξ ηςκ Orbovic and Grosser (2006), ιε ηα 

οπμζηνχιαηα ηςκ Roussos et al. (2011), βζα ηδκ εκζςιάηςζδ ζημ βμκζδίςια ηδξ 

Νενακηγζάξ ηαζ ηδξ Μαβθδκήξ θειμκζάξ εκυξ ηιήιαημξ ημο βμκζδίμο πμο ηςδζημπμζεί 

ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ ημο ζμφ ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, οπυ ιμνθή 

θμονηέηαξ. Σμ ζοβηεηνζιέκμ δζαβμκίδζμ ζοιαάθθεζ ζηδκ αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ 

ζημκ ζυ υηακ εηθνάγεηαζ ζε δζαβμκζδζαηά θοηά N. benthamiana ηαζ πμνημηαθζάξ (Reyes 

et al., 2009; Reyes et al., 2011b). ηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ, απμηηήεδηε 

ιεβάθμξ ανζειυξ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ ανηεημί απυ ημοξ μπμίμοξ ειαμθζάζηδηακ 

επζηοπχξ ζε οπμηείιεκα ζπμνυθοηα. Πανυθα αοηά, ηα πμζμζηά επζηοπίαξ ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ήηακ πμθφ παιδθά, ηαεχξ ζε πμθθά απυ ηα ακαβεκδιιέκα θοηά δεκ 

εκζςιαηχεδηε επζηοπχξ ημ πνμξ ιεηαθμνά βμκίδζμ. Ζ φπανλδ ρεοδχξ εεηζηχκ 

ακαβεκκδιέκςκ θοηχκ εζηάγεηαζ υηζ μθείθεηαζ ζηδκ ζηακυηδηα ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ 

ηοηηάνςκ κα πανέπμοκ πνμζηαζία έκακηζ ηδξ ηακαιοηίκδξ ζηα ιδ-ιεηαζπδιαηζζιέκα 

ηφηηανα πμο πενζαάθθμοκ. Δκαθθαηηζηά, δ πζεακή πανμοζία ακεεηηζηχκ ααηηδνζαηχκ 

απμζηζχκ ζηα άηνα ηςκ εηθφηςκ ιπμνεί κα έπεζ πνμζηαηεοηζηή επίδναζδ ζηα ιδ-
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ιεηαζπδιαηζζιέκα θοηζηά ηφηηανα, εοκμχκηαξ έηζζ ηδκ παναβςβή ιδ-

ιεηαζπδιαηζζιέκςκ αθαζηχκ (Domínguez et al., 2004). 

Γζα ηδκ απμθοβή ακάπηολδξ ρεοδχξ εεηζηχκ θοηχκ απυ ηδ δζαδζηαζία ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ έπεζ πνμηαεεί δ ακάπηολδ ζηναηδβζηχκ πμο απμζημπμφκ ζημκ 

πενζμνζζιυ ηδξ παναιμκήξ ημο αβνμααηηδνίμο ζηα έηθοηα αθθά ηαζ δ ακηζηαηάζηαζδ 

ηςκ ακηζαζμηζηχκ ιε βμκίδζα-ιάνηονεξ πμο είηε δεκ εηθνάγμκηαζ ζηα ααηηήνζα είηε 

ηςδζημπμζμφκ πανάβμκηεξ επζθμβήξ πμο δεκ επζηνέπμοκ ηδκ απυδναζδ ζηα βεζημκζηά 

ιδ-ιεηαζπδιαηζζιέκα ηφηηανα (Domínguez et al., 2004). Σα ζοζηήιαηα πμο έπμοκ 

δμηζιαζηεί ιε επζηοπία ζηα εζπενζδμεζδή πενζθαιαάκμοκ ημ βμκίδζμ manA, πμο 

ηςδζημπμζεί ηδκ ζζμιενάζδ ηδξ θςζθμιακυγδξ (phosphomannose isomerase, PMI), ηαζ 

ηδκ επζθμβή ιέζς ημο βμκζδίμο ηδξ ηνακζθενάζδξ ημο ζζμπεκηεκοθίμο (isopentenyl 

transferase, ipt) (Boscariol et al., 2003; Ballester et al., 2007). Ζ πνήζδ ζοζηδιάηςκ 

επζθμβήξ απαθθαβιέκςκ απυ ακηζαζμηζηά οπενέπμοκ ηαεχξ δεκ εβείνμοκ 

πνμαθδιαηζζιμφξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ πνυηθδζδ πζεακχκ αθθενβζχκ ηαζ πζεακήξ 

μνζγυκηζαξ ιεηαθμνάξ ηςκ βμκζδίςκ ζε ααηηήνζα ημο βαζηνεκηενζημφ ζοζηήιαημξ 

(Peña et al., 2008). Σέθμξ, οπάνπεζ ηαζ δ δοκαηυηδηα παναβςβήξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ 

πςνίξ ηδ πνήζδ ηακεκυξ ζοζηήιαημξ επζθμβήξ. ηδκ πενίπηςζδ αοηή απαζηείηαζ μ 

έθεβπμξ ιε PCR υθςκ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ. Πανυθα αοηά, έπεζ ανεεεί υηζ 

απμοζία επζθμβήξ μ ανζειυξ ηςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ θάζι ζηα μπμία παναηδνείηαζ 

ζζχπδζδ ημο δζαβμκζδίμο ιπμνεί κα αολδεεί ιέπνζ ηαζ ηαηά 30%, ιε απμηέθεζια κα 

ιδκ εηθνάγεηαζ ηεθζηά ημ επζεοιδηυ παναηηδνζζηζηυ (Domínguez et al., 2002).  

ε ζοκέπεζα αοηχκ ηςκ πεζναιάηςκ, εα πνέπεζ κα εκηαηζημπμζδεμφκ μζ 

πνμζπάεεζεξ βζα ηδκ παναβςβή ιεβαθφηενμο ανζειμφ θοηχκ Νενακηγζάξ ηαζ Μαβθδκήξ 

θειμκζάξ πμο κα εηθνάγμοκ ημ δζαβμκίδζμ ihpCP, πνμηεζιέκμο κα  πνδζζιμπμζδεμφκ βζα 

ηδκ αλζμθυβδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ζημκ ζυ, ιεηά απυ ηεπκδηέξ ιμθφκζεζξ. Ζ εθανιμβή 

ηςκ πναηηζηχκ πμο πνμακαθένεδηακ πζεακυκ κα αολήζεζ ηα πμζμζηά επζηοπίαξ ημο 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ηδξ ακαβέκκδζδξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ. Σέθμξ, ηνίκεηαζ 

ζηυπζιμξ μ ιεηαζπδιαηζζιυξ χνζιςκ ζζηχκ ηαεχξ βζα ηα ζοβηεηνζιέκα είδδ, ζε 

ακηίεεζδ ιε ηα οπμηείιεκα, είκαζ πμθφ ζδιακηζηυ κα λεπεναζηεί βνήβμνα ημ πμθοεηέξ 

ζηάδζμ ηδξ κεακζηυηδηαξ. Ζ πναηηζηή αοηή εα επζηνέρεζ ηδκ πνχζιδ αλζμθυβδζδ ηαζ 

ηαη‟ επέηηαζδ ηδκ ειπμνζηή δζάεεζδ ηςκ ακαβεκκδιέκςκ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ.  

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ δ βεκεηζηή ιδπακζηή είκαζ ιζα πμθθά οπμζπυιεκδ ηεπκμθμβία 

παναβςβήξ ακεεηηζηχκ θοηχκ, είκαζ ανηεηά πνμκμαυνα, ζδζαίηενα ζηζξ πμθοεηείξ 

ηαθθζένβεζεξ, ηαζ πανμοζζάγεζ ανηεηέξ δοζημθίεξ. Δπζπθέμκ, δ ανκδηζηή ζηάζδ ημο 
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ηαηακαθςηζημφ ημζκμφ, ζδζαίηενα εκηυξ ηδξ ΔΔ, απέκακηζ ζε υ,ηζ πνμένπεηαζ απυ 

δζαβμκζδζαηά θοηά ηαεδθχκεζ ηζξ ένεοκεξ ζε ενβαζηδνζαηυ επίπεδμ. Έηζζ, δ πνήζδ 

οβζμφξ ηαζ πζζημπμζδιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ 

εθανιμβή ηδξ ηανακηίκαξ, απμηεθεί πνμξ ημ πανυκ ιμκυδνμιμ βζα ηδκ απμθοβή ηδξ 

ελάπθςζδξ ηδξ ηαηαζηνεπηζηήξ ίςζδξ ηδξ ηνζζηέηζαξ ηαεχξ ηαζ άθθςκ ζχκ, ζμεζδχκ 

ηαζ ααηηδνίςκ πμο απεζθμφκ ηδκ εζπενζδμηαθθζένβεζα.  
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Κεθάιαην 5. Έιεγρνο γηα ηελ παξνπζία ηώλ θαη ηνεηδώλ ζε 

κηθξνεκβνιηαζκέλα εζπεξηδνεηδή ππό εμπγίαλζε 

 

5.1. ΔΗΑΓΩΓΖ  

5.1.1. Αζζέλεηεο ησλ εζπεξηδνεηδώλ πνπ πξνθαινύληαη από ηνύο θαη ηνεηδή 

Σα εζπενζδμεζδή δέπμκηαζ ζδιακηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ απυ αζμηζημφξ ηαζ ααζμηζημφξ 

πανάβμκηεξ μζ μπμίμζ πενζμνίγμοκ ηδκ παναβςβή ηαζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ, 

ηαεζζημφκ απαβμνεοηζηή ηδ πνήζδ ζοβηεηνζιέκςκ οπμηεζιέκςκ ηαζ πμζηζθζχκ. Λυβς 

ηδξ έθθεζρδξ απμηεθεζιαηζηχκ ιέηνςκ βζα ηδκ ηαηαπμθέιδζδ ηςκ αζεεκεζχκ πμο 

πνμηαθμφκηαζ απυ ζμφξ ηαζ ζμεζδή, ηα παεμβυκα αοηά εεςνμφκηαζ ελαζνεηζηά επζγήιζα 

βζα ηδκ ηαθθζένβεζα ηςκ εζπενζδμεζδχκ. 

Ζ αζεέκεζα ηνζζηέηζα ηςκ εζπενζδμεζδχκ πνμηαθείηαζ απυ ημκ ζυ Citrus tristeza 

virus (CTV). Aπμηεθεί έκα απυ ηα πθέμκ ηαηαζηνμθζηά παεμβυκα ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

ηαεχξ έπεζ πνμηαθέζεζ ηδκ απχθεζα εηαημιιονίςκ δέκδνςκ ζε Ανβεκηζκή, Βναγζθία, 

Ζ.Π.Α., Ηζπακία η.α. (Bar-Joseph et al., 1989; Cambra et al., 2000a). Ζ έηθναζδ ηςκ 

ζοιπηςιάηςκ ηδξ αζεέκεζαξ ελανηάηαζ απυ πμθθμφξ πανάβμκηεξ, υπςξ δ επζεεηζηυηδηα 

ημο ζηεθέπμοξ ημο ζμφ, μζ επζηναημφζεξ πενζααθθμκηζηέξ ζοκεήηεξ, ημ είδμξ ημο 

εζπενζδμεζδμφξ ηαζ μ ζοκδοαζιυξ οπμηεζιέκμο-ειαμθίμο. Υαναηηδνζζηζηά 

ζοιπηχιαηα ηδξ ηνζζηέηζαξ είκαζ μ κακζζιυξ, δ ακαζηνμθή ηςκ θφθθςκ πνμξ ηα άκς, δ 

δζαθάκεζα ηαζ πθχνςζδ ηςκ κεονχζεςκ, δ αμενίςζδ ηςκ αθαζηχκ ηαζ δ ιζηνμηανπία. 

Χζηυζμ, ημ πθέμκ ζμαανυ ζφιπηςια ηδξ αζεέκεζαξ είκαζ δ ηαηάπηςζδ ηςκ δέκδνςκ 

πμο είκαζ ειαμθζαζιέκα ζε κενακηγζά (EPPO). Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μζ πμνημηαθζέξ, μζ 

ιακηανζκζέξ ηαζ ηα βηνέζπ-θνμοη πμο είκαζ ειαμθζαζιέκα ζε κενακηγζά παναιέκμοκ 

κάκα, πθςνςηζηά ηαζ ζοπκά λδναίκμκηαζ ιεηά απυ θίβμοξ ιήκεξ ή πνυκζα, εκχ ζηδκ 

πενίπηςζδ ηδξ απμπθδλίαξ, ηα δέκδνα πεεαίκμοκ ιενζηέξ διένεξ ιεηά ηδκ ειθάκζζδ 

ηςκ πνχηςκ ζοιπηςιάηςκ (Lee and Bar-Joseph, 2000). Ζ λήνακζδ ηςκ δέκδνςκ 

μθείθεηαζ ζηδ κέηνςζδ ημο δειμφ, ζημ ζδιείμ αηνζαχξ ηάης απυ ηδκ ημιή 

ειαμθζαζιμφ (EPPO). Κάπμζα ζηεθέπδ ημο CTV είκαζ ήπζαξ ιμθοζιαηζηυηδηαξ ηαζ δεκ 

πνμηαθμφκ ειθακή ζοιπηχιαηα ζηα δέκδνα. Ακεηηζηά ζηδκ ηνζζηέηζα οπμηείιεκα 

είκαζ ηα οανίδζα ημο ηνζπηένμο (P. trifoliata) αθθά ζε πενίπηςζδ ζζπονά ιμθοζιαηζηχκ 

ζηεθεπχκ ιπμνεί κα εηδδθςεμφκ ζοιπηχιαηα αηυια ηαζ ζε δέκδνα ειαμθζαζιέκα ζε 

ακεηηζηά οπμηείιεκα (EPPO). Ο CTV ιεηαδίδεηαζ ιε ημκ ειαμθζαζιυ (ιμθοζιέκμ 
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αβεκέξ πμθθαπθαζζαζηζηυ οθζηυ) αθθά ηαζ δζάθμνα είδδ αθίδαξ, εκχ δ ελάπθςζή ημο 

ζε ιεβάθεξ απμζηάζεζξ μθείθεηαζ ζηδ δζαηίκδζδ ιμθοζιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ 

οθζημφ. Ο απμηεθεζιαηζηυηενμξ θμνέαξ ιεηάδμζδξ είκαζ ημ είδμξ Toxoptera citricida 

ημ μπμίμ δεκ έπεζ ακαθενεεί αηυια ζηδκ Δθθάδα, πανυθμ πμο πνυζθαηα εκημπίζηδηε 

ζηδκ Πμνηαβαθία ηαζ ηδκ Ηζπακία (Hermoso de Mendoza et al., 2008). Ζ αθίδα Aphis 

gossypii ιπμνεί επίζδξ κα ιεηαδχζεζ ημκ CTV, αθθά ιε ιζηνυηενδ 

απμηεθεζιαηζηυηδηα (EPPO).  

Ζ ρχνςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ είκαζ ιζα αζεέκεζα πμο μθείθεηαζ ζημκ ζυ Citrus 

psorosis virus (CPsV) ηαζ εκημπίγεηαζ ηονίςξ ζε μπςνχκεξ ιεβάθδξ δθζηίαξ. ηα 

πνμζαεαθδιέκα δέκδνα, ηονίςξ πμνημηαθζάξ, βηνέζπ-θνμοη ηαζ ιακηανζκζάξ, 

παναηδνείηαζ απμθέπζζδ ημο θθμζμφ ημο ημνιμφ, ηςκ αναπζυκςκ ηαζ ηςκ ηθάδςκ, πμο 

ζοπκά ζοκμδεφεηαζ ηαζ απυ έηηνζζδ ηυιιεςξ (Derrick and Barthe, 2000). Σα 

πνμζαεαθδιέκα δέκδνα πανμοζζάγμοκ ζοιπηχιαηα ελαζεέκζζδξ ηαζ λήνακζδ ηδξ 

ηυιδξ, δ μπμία ζοκμδεφεηαζ απυ ζδιακηζηή ιείςζδ ηδξ παναβςβήξ ηαζ ηεθζηά ηδκ 

λήνακζδ μθυηθδνμο ημο δέκδνμο (Achachi et al., 2014). Δπζπθέμκ, ζοπκά ειθακίγμκηαζ 

ζοιπηχιαηα ζηα κεανά θφθθα ημο δέκδνμο ηδκ άκμζλδ, υπμο παναηδνείηαζ ζηζηηή 

πθχνςζδ ηςκ κεφνςκ ή αηακυκζζηεξ πθςνςηζηέξ πενζμπέξ ζημ έθαζια (Derrick and 

Barthe, 2000). Γεδμιέκμο υηζ μ ζυξ ιεηαδίδεηαζ ιέζς ιμθοζιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ 

οθζημφ, δ φπανλδ αζοιπηςιαηζημφ οθζημφ ζοπκά εοεφκεηαζ βζα ηδκ ελάπθςζδ ηδξ 

αζεέκεζαξ. ημ πθαίζζμ αοηυ, ημ πνμζαεαθδιέκμ πμθθαπθαζζαζηζηυ οθζηυ κενακηγζάξ 

ηαζ θειμκζάξ πμο, ακ ηαζ ειθακίγεζ ζοιπηχιαηα ζηα κεανά θφθθα, δεκ πανμοζζάγεζ 

απμθέπζζδ ημο ημνιμφ ή ηςκ ηθάδςκ, ζοκζζηά ζδιακηζηή εζηία ιεηάδμζδξ ημο ζμφ. 

Άθθεξ αζεέκεζεξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ πμο ειθακίγμκηαζ ζπμναδζηά ζημοξ 

εθθδκζημφξ μπςνχκεξ ηαζ μθείθμκηαζ ζε ζμφξ είκαζ δ ημίθδ ηαζ δ εοθαημεζδήξ ρχνςζδ, 

δ θζείαζδ ή πέηνςια  ηςκ ηανπχκ, δ ηνζζηαημνηίδα, μζ λοθχδεζξ υβημζ ηδξ κενακηγζάξ, 

ημ γανςιέκμ θφθθμ ηαζ δ ιμθοζιαηζηή πμζηζθμπθχνςζδ (Κονζαημπμφθμο ηαζ Γήιμο, 

2008). Ο ζυξ Citrus tatter leaf virus (CTLV), πανυθμ πμο δεκ έπεζ ακαθενεεί ζηδκ 

Δθθάδα ηαζ ζηδκ Δονχπδ βεκζηυηενα, πνμηαθεί ζμαανά ζοιπηχιαηα ζηα δέκδνα πμο 

είκαζ ειαμθζαζιέκα ζημ P. trifoliata ηαζ ηα οανίδζά ημο. Ζ ζοιπηςιαημθμβία 

πενζθαιαάκεζ ακςιαθίεξ ζημ ζδιείμ ειαμθζαζιμφ, ιε απμηέθεζια ηα δέκδνα κα 

βίκμκηαζ πθςνςηζηά ηαζ κα παναιέκμοκ κάκα (Miyakawa and Ito, 2000). 

Όπςξ ακαθένεδηε ηαζ ζηδ βεκζηή εζζαβςβή, ηα εζπενζδμεζδή απμηεθμφκ ημοξ 

θοζζημφξ λεκζζηέξ πέκηε ζμεζδχκ,  ιε ηδκ ελςημνηίδα ηαζ ηδκ ηαπελία-λοθμπυνςζδ κα 

πνμηαθμφκ ηζξ πζμ ζμαανέξ αζεέκεζεξ. ηδ θφζδ ςζηυζμ, μζ πενζζζυηενμζ ζοκδοαζιμί 
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ζμεζδμφξ-λεκζζηή είκαζ αζοιπηςιαηζημί ηαζ δ αθθδθεπίδναζή ημοξ μδδβεί ζε εηδήθςζδ 

αζεέκεζαξ ιυκμ υηακ έκαξ εοαίζεδημξ λεκζζηήξ ιμθοκεεί ιε έκα ζμεζδέξ. οκεπχξ, δ 

αλζμπμίδζδ ηδξ κενακηγζάξ ςξ οπμηείιεκμ ελαζθαθίγεζ ηδκ απμοζία ζοιπηςιάηςκ, ζε 

ακηίεεζδ ιε άθθα εοαίζεδηα ζε ζμεζδή οπμηείιεκα, υπςξ ημ P. trifoliata ηαζ ηα οανίδζά 

ημο, υπμο εηδδθχκμκηαζ ζοιπηχιαηα ηδξ αζεέκεζαξ ζηζξ ειαμθζαγυιεκεξ επί αοηχκ 

πμζηζθίεξ (Duran-Vila and Semancik, 2003; Vernière et al., 2004). Γεδμιέκμο υηζ οπυ 

ζοκεήηεξ αβνμφ ηα ζμεζδή ζοκήεςξ εκημπίγμκηαζ ςξ ιζηηέξ ιμθφκζεζξ, απμηεθμφιεκεξ 

απυ δφμ ή πενζζζυηενα ζμεζδή, ζημ πανεθευκ δ πθεζμρδθία ηςκ ζοιπηςιάηςκ 

απμδζδυηακ ζημ ζμεζδέξ ηδξ ελςημνηίδαξ (Vernière et al., 2002). Ζ ιεηάδμζδ ηςκ 

ζμεζδχκ βίκεηαζ ιέζς ημο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ (ιμθοζιέκα ειαυθζα πςνίξ 

ζοιπηχιαηα) ηαζ ηςκ ενβαθείςκ ηθαδέιαημξ ηαζ ειαμθζαζιμφ (Duran-Vila et al., 

2000). 

Ζ αζεέκεζα ηδξ ελςημνηίδαξ μθείθεηαζ ζημ ζμεζδέξ ηδξ ελςημνηίδαξ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ (Citrus exocortis viroid, CEVd). Υαναηηδνζζηζηυ ζφιπηςια ηδξ 

αζεέκεζαξ είκαζ δ απμθέπζζδ ημο θθμζμφ ηάης απυ ηδκ ειαμθζαζηζηή ημιή, πμο έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ημ κακζζιυ ηςκ δέκδνςκ. Πανάθθδθα, παναηδνείηαζ επζκαζηία ηαζ 

παναιυνθςζδ ηςκ θφθθςκ (Duran-Vila and Semancik, 2003). ε ακεεηηζηέξ πμζηζθίεξ 

ειαμθζαζιέκεξ ζε εοαίζεδηα οπμηείιεκα, παναηδνείηαζ ηζηνίκζζια ηδξ ηυιδξ ηαζ 

βεκζηή ελαζεέκζζδ ηςκ δέκδνςκ, πςνίξ ειθακή ζοιπηχιαηα απμθέπζζδξ ημο θθμζμφ 

(Duran-Vila et al., 2000). Ζ πανμοζία ημο ζμφ ηδξ ελςημνηίδαξ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ 

ζδιακηζηή ιείςζδ ηδξ παναβςβήξ υηακ ιζα ιμθοζιέκδ πμζηζθία ειαμθζάγεηαζ ζε 

εοαίζεδημ οπμηείιεκμ (Vernière et al., 2004). 

Ζ αζεέκεζα ηδξ ηαπελίαξ πνμηαθείηαζ απυ ημ ζμεζδέξ ΗΗ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus 

viroid II, CVd-II), πμο απμηεθεί εζδζηυ ζηέθεπμξ ημο ζμεζδμφξ ημο κακζζιμφ ημο 

θοηίζημο (Hop stunt viroid, HSVd). Έπμοκ ανεεεί ηνεζξ απμιμκχζεζξ ημο CVd-II, μζ 

ΗΗa, IIb ηαζ ΗΗc, εη ηςκ μπμίςκ μζ δφμ ηεθεοηαίεξ είκαζ αοηέξ πμο εεςνμφκηαζ 

ιμθοζιαηζηέξ ηαζ πνμηαθμφκ ηα ζοιπηχιαηα ηδξ ηαπελίαξ (Duran-Vila et al., 2000). 

Σα πζμ εοαίζεδηα είδδ είκαζ δ ιακηανζκζά ηαζ ηα οανίδζά ηδξ (tangors ηαζ tangelos), ημ 

Citrus macrophylla (alemow), ημ θάζι ηαζ ημ ημοι-ημοάη (Duran-Vila et al., 2000). 

Υαναηηδνζζηζηά ζοιπηχιαηα ηδξ ηαπελίαξ είκαζ δ αμενίςζδ ημο λφθμο ηαζ μ 

ειπμηζζιυξ ημο θθμζμφ ιε ηυιιζ πάκς απυ ηδκ ειαμθζαζηζηή ημιή, εκχ έπμοκ 

παναηδνδεεί ηαζ ναβίζιαηα ζημ θθμζυ ημο οπμηεζιέκμο P. trifoliata (Vernière et al., 

2004). Σα ιμθοζιέκα θοηά πανμοζζάγμοκ δζάθμνμο ααειμφ κακζζιυ, πθχνςζδ ηςκ 

θφθθςκ, ηαηάπηςζδ ημο δέκδνμο ηαζ εάκαημ (Duran-Vila et al., 2000). 
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Σμ ζμεζδέξ ηδξ ηάιρδξ ημο θφθθμο ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus bent leaf viroid, 

CBLVd, ζοκ. CVd-I) πνμηαθεί παναηηδνζζηζηή ηάιρδ ημο εθάζιαημξ ημο θφθθμο ηδξ 

ηζηνζάξ Etrog εκχ ζημ οπμηείιεκμ P. trifoliata παναηδνείηαζ έκημκδ αμενίςζδ ημο 

λφθμο ηαζ ζδιακηζηή ιείςζδ ηδξ αθάζηδζδξ (Roistacher et al., 1993). Σμ ζμεζδέξ ημο 

κακζζιμφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus dwarfing viroid, CDVd, ζοκ. CVd-III) πνμηαθεί 

ζδιακηζηή ιείςζδ ζημ ιέβεεμξ ημο δέκδνμο ηαζ ηδξ παναβςβήξ. Πανυθα αοηά, έπεζ 

ανεεεί υηζ ζε ιμθοζιέκα ιε ημ CDVd θοηά πμνημηαθζάξ «Valencia» ειαμθζαζιέκα ζε 

P. trifoliata, δ παναβςβή ακά υβημ αθάζηδζδξ είκαζ ζδιακηζηά αολδιέκδ ζε ζπέζδ ιε 

ηα οβζή θοηά (Semancik et al., 1997). Γζα ημ θυβμ αοηυ, ημ ζμεζδέξ CDVd 

πνδζζιμπμζείηαζ ηαζ ςξ πανάβμκηαξ κακζζιμφ ηςκ δέκδνςκ ζηα ζοζηήιαηα ποηκήξ 

θφηεοζδξ (Hutton et al., 2000). Όζμκ αθμνά ημ ζμεζδέξ ημο ναβίζιαημξ ημο θθμζμφ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ (Citrus bark cracking viroid, CBCVd, ζοκ. CVd-IV), εεςνείηαζ 

θζβυηενμ δζαδεδμιέκμ ζε ζπέζδ ιε ηα οπυθμζπα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ ηαζ πνμηαθεί 

έκημκμ νάβζζια ζημ θθμζυ ημο P. trifoliata (Bernad and Duran-Vila, 2006; Vernière et 

al., 2004). 

Σέθμξ, έπμοκ ακαθενεεί ηαζ δφμ αηυια ζμεζδή πμο ανίζημκηαζ οπυ παναηηδνζζιυ. 

Πνυηεζηαζ βζα ηα Citrus viroid V (CVd-V) ηαζ Citrus viroid VI (παθαζυηενδ μκμιαζία 

Citrus viroid original source, CVd-OS). Σμ CVd-V πνμηαθεί ιζηνέξ κεηνςηζηέξ 

ηδθίδεξ ηαζ ζπζζίιαηα ζημ αθαζηυ ημο θοημφ-δείηηδ (ηζηνζά Etrog), πμο μνζζιέκεξ 

θμνέξ πενζέπμοκ ηυιιζ (Serra et al., 2008b). Σα ζοιπηχιαηα πμο πνμηαθεί ημ 

ζοβηεηνζιέκμ ζμεζδέξ ζηα ειπμνζηά είδδ ηαζ πμζηζθίεξ δεκ είκαζ βκςζηά, αθθά έπεζ 

ανεεεί κα έπεζ ζοκενβζζηζηή δνάζδ ζε ιζηηέξ ιμθφκζεζξ ιε ηα ζμεζδή CBLVd ηαζ CDVd 

ζηζξ ηζηνζέξ Etrog (Serra et al., 2008a). Σμ  CVd-VI πνμηαθεί ιυκμ ήπζα ηάιρδ ηςκ 

θφθθςκ ηαζ κέηνςζδ ημο ιίζπμο ζε θοηά ηζηνζάξ Etrog (Ito et al., 2001). 

 

5.1.2. Γηάγλσζε ησλ ηώλ θαη ηνεηδώλ 

Ζ παναδμζζαηή ιέεμδμξ ακίπκεοζδξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ είκαζ δ αζμδμηζιή ιε ηδ 

πνήζδ θοηχκ-δεζηηχκ. Γζα ηδκ ακίπκεοζδ ηδξ ηνζζηέηζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

πνδζζιμπμζείηαζ ημ Mexican lime, βζα ημκ ζυ ηδξ ρχνςζδξ δ πμνημηαθζά ηαζ δ 

ιακηανζκζά, βζα ηα πενζζζυηενα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ πνδζζιμπμζείηαζ δ επζθμβή 

Arizona 861-S1 ηδξ ηζηνζάξ Etrog, εκχ βζα ημ CVd-II πνδζζιμπμζείηαζ δ ιακηανζκζά 

Parson‟s special ειαμθζαζιέκδ ζε ηάπμζμ γςδνυ οπμηείιεκμ (IOCV, 1968; Duran-Vila 

et al., 2000). Σα θοηά-δείηηεξ ιμθφκμκηαζ ιέζς ειαμθζαζιμφ εκυξ ηιήιαημξ απυ ημ 



 174 

θθμζυ, απυ έκα θφθθμ ή απυ έκακ μθεαθιυ ημο οπυ ελέηαζδ θοημφ ηαζ ηάεε ζυξ ή 

ζμεζδέξ δίκεζ δζαθμνεηζηυ ζοκδοαζιυ ζοιπηςιάηςκ ιεηά ηδκ πανέθεοζδ ανηεηά 

ιεβάθμο πνμκζημφ δζαζηήιαημξ. 

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, δ αζμδμηζιή ζοκδοάγεηαζ ιε ηζξ μνμθμβζηέξ ή ηζξ ιμνζαηέξ 

ιεευδμοξ ιε ζημπυ ηδ ιείςζδ ημο πνυκμο πμο απαζηείηαζ βζα ηδ δζάβκςζδ, ηδ 

δοκαηυηδηα εθέβπμο πενζζζυηενςκ δεζβιάηςκ ηαζ ηδκ αφλδζδ ηδξ αηνίαεζαξ ηδξ 

δζάβκςζδξ. Απυ ηζξ μνμθμβζηέξ ιεευδμοξ, δ πθέμκ δζαδεδμιέκδ βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ 

ζχκ ηςκ εζπενζδμεζδχκ είκαζ δ ακμζμθμβζηή δμηζιή ELISA (enzyme linked 

immunosorbent assay, εκγοιζηή ακμζμπνμζνμθδηζηή ιέεμδμξ πνμζδζμνζζιμφ). Ζ 

ααζζηή ανπή ηδξ ιεευδμο ζηδνίγεηαζ ζηδ πνήζδ ελεζδζηεοιέκςκ ακηζζςιάηςκ πμο 

ακαβκςνίγμοκ ηαζ πνμζδέκμκηαζ ζε ζοβηεηνζιέκμ ακηζβυκμ-ζηυπμ (ζυ). Σα ακηζζχιαηα 

είκαζ ζογεοβιέκα ιε έκα έκγοιμ ημ μπμίμ ακηζδνά ιε ηαηάθθδθμ οπυζηνςια ηαζ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ ειθάκζζδ ηίηνζκμο πνχιαημξ ζηα εεηζηά δείβιαηα (Clark and Adams, 

1977). Μζα ελέθζλδ αοηήξ ηδξ ιεευδμο είκαζ δ εθανιμβή ηδξ ELISA ζε ζηοπχιαηα 

ζζηχκ (tissue print-ELISA) ηαηά ηδκ μπμία δ αάζδ απυ δείβιαηα θφθθςκ ή αθαζηχκ 

απμηοπχκεηαζ απεοεείαξ ζε ιειανάκδ κζηνμηοηηανίκδξ, πςνίξ κα απαζηείηαζ 

πνμεημζιαζία θοηζημφ ελάβιαημξ (Lin et al., 1990). Ζ ιέεμδμξ έπεζ εθανιμζηεί ιε 

ιεβάθδ επζηοπία βζα ηδ δζάβκςζδ ημο ζμφ ηδξ ηνζζηέηζαξ, ηαεχξ δίκεζ ηδ δοκαηυηδηα 

εθέβπμο ιεβάθμο ανζειμφ δεζβιάηςκ ζε πμθφ ζφκημιμ πνμκζηυ δζάζηδια ηαζ πςνίξ κα 

απαζηεί ελεζδζηεοιέκμ ενβαζηδνζαηυ ελμπθζζιυ (Cambra et al., 2000b). 

Οζ μνμθμβζηέξ ιέεμδμζ δεκ ιπμνμφκ κα πνδζζιμπμζδεμφκ βζα ηδ δζάβκςζδ ηςκ 

ζμεζδχκ θυβς ηδξ απμοζίαξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ. Έηζζ βζα ηα ζμεζδή, εηηυξ απυ ηδ 

αζμθμβζηή ιέεμδμ, εθανιυγμκηαζ ιμνζαηέξ ηεπκζηέξ ακίπκεοζδξ ηδξ πανμοζίαξ ημο 

RNA ημοξ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, δ πανμοζία ζμεζδχκ ζε έκα δείβια ιπμνεί κα εκημπζζηεί 

ιε δθεηηνμθυνδζδ ελάβιαημξ RNA ζε πδηηή πμθοαηνοθαιίδδξ (PolyAcrylamide Gel 

Electrophoresis, PAGE) ηαζ ιε ιμνζαηυ οανζδζζιυ. Γζα ηα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ, 

έπεζ ακαπηοπεεί δ δζαδμπζηή δθεηηνμθυνδζδ ζε πδηηή πμθοαηνοθαιίδδξ (sequential 

PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, sPAGE) ηαηά ηδκ μπμία, ιεηά ηδκ ανπζηή 

δθεηηνμθυνδζδ ημο RNA ημο θοηζημφ δείβιαημξ, δ πενζμπή πμο πενζέπεζ ημ RNA ζημ 

ιέβεεμξ ημο ζμεζδμφξ απμιμκχκεηαζ ηαζ πνδζζιμπμζείηαζ ςξ δείβια ζε δεφηενδ 

δθεηηνμθυνδζδ πμο πναβιαημπμζείηαζ οπυ απμδζαηαηηζηέξ ζοκεήηεξ (Rivera-

Bustamante et al., 1986; Duran-Vila et al., 1993). Σμ πθεμκέηηδια ηδξ ιεευδμο sPAGE 

έκακηζ ηςκ οπμθμίπςκ ιμνζαηχκ ιεευδςκ ακίπκεοζδξ ηςκ ζμεζδχκ είκαζ υηζ δεκ 

πνμτπμεέηεζ ηδ βκχζδ ηδξ κμοηθεμηζδζηήξ αθθδθμοπίαξ ημο ζμεζδμφξ. Όζμκ αθμνά ημ 
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ιμνζαηυ οανζδζζιυ, ηα οπυ ελέηαζδ δείβιαηα ζηαεενμπμζμφκηαζ ζε ηαηάθθδθεξ 

ιειανάκεξ ηαζ δ ακίπκεοζδ επζηοβπάκεηαζ ιε ηδ πνήζδ ιμνίςκ ακζπκεοηχκ (probes) πμο 

οανζδίγμοκ ελεζδζηεοιέκα ιε ηζξ αθθδθμοπίεξ ηςκ ζμεζδχκ. Σαοηυπνμκα, ηα ιυνζα 

ακζπκεοηέξ είκαζ ζδιαζιέκα ηαζ ακηζδνχκηαξ ιε ζοβηεηνζιέκα οπμζηνχιαηα 

εηπέιπμοκ ηάπμζμ ζήια ζηα εεηζηά δείβιαηα (Meinkoth and Wahl, 1984). οκήεςξ, ςξ 

δείβια βζα ημκ οανζδζζιυ πνδζζιμπμζείηαζ ποιυξ απυ ημκ ζζηυ (dot blot), ηαεανυ RNA 

(Northern blot) ή βίκεηαζ απεοεείαξ απμηφπςζδ ζηδ ιειανάκδ ιζαξ θνεζημημιιέκδξ 

επζθάκεζαξ αθαζημφ, θφθθμο ή θνμφημο (tissue print) (Mühlbach et al., 2003). 

ημ πθαίζζμ δζάβκςζδξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ηα ηεθεοηαία πνυκζα έπεζ δζαδμεεί εονέςξ 

δ αλζμπμίδζδ ηδξ PCR ηαεχξ ελαζθαθίγεζ ορδθή εοαζζεδζία ηαζ εοημθία ζηδκ 

εθανιμβή ηδξ ζε ζπέζδ ιε ηζξ πνμδβμφιεκεξ ιεευδμοξ. ηδκ πενίπηςζδ ηςκ ζμεζδχκ, 

δεκ απαζηείηαζ δ ιυθοκζδ θοηχκ-δεζηηχκ πμο αολάκμοκ ηδ ζοβηέκηνςζδ ημο ζμεζδμφξ, 

αθθά θυβς ηδξ ορδθήξ εοαζζεδζίαξ ιπμνεί κα εθανιμζηεί απεοεείαξ ζε RNA απυ 

δείβιαηα αβνμφ. Σμ πνχημ ζηάδζμ ηδξ ακίπκεοζδξ απαζηεί ηδκ απμιυκςζδ ημο RNA 

ημο οπυ ελέηαζδ θοηζημφ ζζημφ ηαζ ηδκ εθανιμβή ακηίδναζδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ 

βζα ηδκ παναβςβή cDNA, ηαεχξ μζ ζμί ηαζ ηα ζμεζδή πμο πνμζαάθθμοκ ηα εζπενζδμεζδή 

έπμοκ RNA βμκζδίςια. ηδ ζοκέπεζα ημ cDNA πνδζζιμπμζείηαζ ςξ εηιαβείμ ζε 

ακηίδναζδ απθήξ PCR ή PCR πναβιαηζημφ πνυκμο (real-time PCR) βζα ηδκ εκίζποζδ 

ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο παεμβυκμο ιε ηδ πνήζδ ελεζδζηεοιέκςκ εηηζκδηχκ. Ζ ακίπκεοζδ 

ηςκ ζμεζδχκ ιε ηδ πνήζδ ηδξ RT-PCR απαζηεί εθάπζζηδ πμζυηδηα RNA ηαζ εεςνείηαζ 

10-100 θμνέξ πζμ εοαίζεδηδ απυ ημ ιμνζαηυ οανζδζζιυ ηαζ 2500 θμνέξ πζμ εοαίζεδηδ 

απυ ηδκ δθεηηνμθυνδζδ (Hadidi and Yang, 1990). 

 

5.1.3. Μέζνδνη εμπγίαλζεο ηνπ πνιιαπιαζηαζηηθνύ πιηθνύ 

Γεδμιέκμο υηζ ηα εζπενζδμεζδή πνμζαάθθμκηαζ απυ ζδιακηζηυ ανζειυ ζχκ ηαζ 

ζμεζδχκ, ζδιακηζηυ νυθμ βζα ηδ δδιζμονβία ιζαξ μζημκμιζηά ηαζ αζμθμβζηά αζχζζιδξ 

ηαθθζένβεζαξ είκαζ δ πνήζδ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ζε ζοκδοαζιυ ιε 

πναηηζηέξ απμθοβήξ ελάπθςζδξ ηςκ ζμθμβζηχκ ηαζ ζοκαθχκ αζεεκεζχκ. Σα ιέηνα πμο 

θαιαάκμκηαζ αθμνμφκ: α) ηδ πνήζδ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ, α) ηδ πνήζδ 

ακεεηηζηχκ πμζηζθζχκ, β) ηδκ εηνίγςζδ ηαζ ηαηαζηνμθή ηςκ πνμζαεαθδιέκςκ 

δέκδνςκ, δ) ηδκ απαβυνεοζδ εζζαβςβήξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ απυ πχνεξ υπμο 

οπάνπεζ δ αζεέκεζα, ε) ηδκ απμηνμπή εζζυδμο ή ηαηαπμθέιδζδ ηςκ εκηυιςκ-θμνέςκ 

ηςκ αζεεκεζχκ (Garnsey, 1999).  
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Γζα ηζξ δεκδνχδεζξ ηαθθζένβεζεξ, υπςξ ηα εζπενζδμεζδή, πμο πμθθαπθαζζάγμκηαζ 

αβεκχξ μζ ιυκεξ ιέεμδμζ ελοβίακζδξ πμο ιπμνμφκ κα εθανιμζημφκ είκαζ αοηέξ πμο 

αθμνμφκ ημκ «ηαεανζζιυ» ηςκ ήδδ πνμζαεαθδιέκςκ ηαθθζενβμφιεκςκ πμζηζθζχκ απυ 

ηα παεμβυκα ηαζ ηδ δζαηήνδζδ ηςκ οβζχκ θοηχκ. Οζ ιέεμδμζ πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ 

είκαζ δ εενιμεεναπεία, δ ζζημηαθθζένβεζα ιενζζηςιάηςκ, μ in vitro ιζηνμειαμθζαζιυξ, 

δ in vitro πδιεζμεεναπεία, δ ηνομεεναπεία αθθά ηαζ μ ζοκδοαζιυξ ηςκ παναπάκς 

ιεευδςκ (Varveri et al., 2015).  

Ζ πθέμκ δζαδεδμιέκδ ιέεμδμξ βζα ηδκ ελοβίακζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ είκαζ μ in 

vitro ιζηνμειαμθζαζιυξ ημνοθαίςκ ιενζζηςιάηςκ (shoot-tip grafting in vitro), μ 

μπμίμξ ελαζθαθίγεζ ηδκ παναβςβή θοηχκ απαθθαβιέκςκ απυ ζμφξ ηαζ ζμεζδή ηαζ ηα κέα 

θοηά δεκ επακένπμκηαζ ζε θάζδ κεακζηυηδηαξ υπςξ ζοιααίκεζ ιε άθθεξ ιεευδμοξ 

ζζημηαθθζένβεζαξ (Navarro et al., 1975). Ζ ηεπκζηή ακαπηφπεδηε απυ ημοξ Murashige et 

al. (1972) ηαζ αεθηζχεδηε απυ ημοξ Navarro et al. (1975) ηαζ ααζίγεηαζ ζηδ βκχζδ υηζ 

ημ ημνοθαίμ ιενίζηςια δεκ έπεζ αββεζαηή ζφκδεζδ ιε ημ οπυθμζπμ θοηυ (Roistacher et 

al., 1976). Δπζπθέμκ, ηα ζπμνυθοηα πμο πνδζζιμπμζμφκηαζ ςξ οπμηείιεκα είκαζ οβζή 

ηαεχξ μζ ζμί ηαζ ηα ζμεζδή ηςκ εζπενζδμεζδχκ δεκ ιεηαδίδμκηαζ ιε ημ ζπυνμ (Murashige 

et al., 1972; Timmer et al., 2000). Ζ ηεπκζηή έπεζ εθανιμζηεί ιε ιεβάθδ επζηοπία ζε 

πνμβνάιιαηα δδιζμονβίαξ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ εζπενζδμεζδχκ ζηδκ 

Αιενζηή, ηδκ Ηζπακία, ηδκ Κφπνμ, η.α. (Roistacher et al., 1976; Navarro, 1993; 

Καπανή-Ζζαΐα, 2006).  

οκμπηζηά, ηα ζηάδζα ηδξ δζαδζηαζίαξ ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ημνοθαίςκ 

ιενζζηςιάηςκ ζοκίζηακηαζ ζηα ελήξ: 

1. Ακάπηολδ ζπμνμθφηςκ ηνίπηενςκ οπμηεζιέκςκ (Carrizo, Citrumelo, Troyer) οπυ 

αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ ζε δμηζιαζηζηυ ζςθήκα (Δζη. 5.1, Α). 

2. Λήρδ κεανχκ αθαζηχκ απυ αζεεκή δέκδνα αβνμφ ή εενιμηδπίμο (Δζη. 5.1, Β). 

3. Απμιυκςζδ ημο ημνοθαίμο ιενζζηχιαημξ ηδξ κεανήξ αθάζηδζδξ ηαζ ημπμεέηδζδ, 

οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ, ζε ημιή ακεζηναιιέκμο Σ ζηδκ ημνοθή ημο οπμηεζιέκμο 

ηάης απυ ημ ζηενεμζηυπζμ (Δζη. 5.1, Γ, Γ). 

4. Σμπμεέηδζδ ημο ιζηνμειαμθζαζιέκμο θοημφ ζε ζςθήκα ιε ενεπηζηυ οπυζηνςια, 

εηαθάζηδζδ ημο ιενζζηχιαημξ ηαζ ακάπηολδ κεανμφ αθαζημφ (Δζη. 5.1, Δ). 

5. Μεηαθφηεοζδ ζημ πχια ηςκ επζηοπδιέκςκ ιζηνμειαμθζαζεέκηςκ θοηχκ ζε 

εκημιμζηεβή ηθςαυ ζημ εενιμηήπζμ (Δζη. 5.1,  Σ). 

6. Έθεβπμξ ηςκ κεανχκ θοηχκ βζα ηδκ πανμοζία παεμβυκςκ. 
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Α)      Β)      Γ)  

Γ)    Δ)     Σ)  

Δηθόλα 5.1. Σα ζηάδζα ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ημνοθαίςκ ιενζζηςιάηςκ:  

Α) οπμηείιεκμ ζπμνυθοημ ακαπηοζζυιεκμ in vitro, B) κεανή αθάζηδζδ ιμθοζιέκμο δέκδνμο, 

Γ) ημνοθαίμ ιενίζηςια αθαζημφ (εζηυκα απυ ζηενεμζηυπζμ), Γ) ημνοθαίμ ιενίζηςια 

ημπμεεηδιέκμ ζε ημιή ακεζηναιιέκμο Σ ημο οπμηεζιέκμο (εζηυκα απυ ζηενεμζηυπζμ),  

Δ) εηαθάζηδζδ ημο ειαμθίμο, Σ) ιεηαθοηεοιέκα ιζηνμειαμθζαζιέκα θοηάνζα ζε πχια ζε 

εκημιμζηεβή ηθςαυ (υθεξ μζ θςημβναθίεξ είκαζ απυ πνμζςπζηυ ανπείμ). 

 

Σα δεκδνφθθζα πμο πανάβμκηαζ απυ ηδ δζαδζηαζία ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ, 

ηαζ αθμφ επζαεααζςεεί δ απμοζία επζαθααχκ μνβακζζιχκ, θοθάζζμκηαζ ζε 

εκημιμζηεβείξ ηθςαμφξ ζε εενιμηήπζμ ηαζ απμηεθμφκ ημ πνμααζζηυ πμθθαπθαζζαζηζηυ 

οθζηυ. οκήεςξ, ηδκ εοεφκδ δζαηήνδζδξ ηδξ πνμααζζηήξ θοηείαξ έπεζ ηάπμζμξ δδιυζζμξ 

θμνέαξ. ηδ ζοκέπεζα, ημ πνμααζζηυ οθζηυ πνδζζιμπμζείηαζ βζα ηδκ εβηαηάζηαζδ ηδξ 

ααζζηήξ θοηείαξ απυ ηδκ μπμία εα δδιζμονβδεεί δ πζζημπμζδιέκδ θοηεία. Ζ ηεθεοηαία, 

απμηεθεί ηδκ πδβή ιμζπεοιάηςκ βζα ηδκ παναβςβή ηςκ δεκδνοθθίςκ πμο εα 

δζμπεηεοημφκ ζηδκ αβμνά. Όθεξ μζ θοηείεξ εθέβπμκηαζ ακά ηαηηά πνμκζηά δζαζηήιαηα 

βζα ηδκ πανμοζία επζαθααχκ μνβακζζιχκ. Σα παναπάκς πνμαθέπμκηαζ ζημκ «Σεπκζηυ 

Κακμκζζιυ Δθέβπμο ηαζ Πζζημπμίδζδξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ μπςνμθυνςκ θοηχκ 

ηαζ ηςκ μπςνμθυνςκ δέκδνςκ πμο πνμμνίγμκηαζ βζα ηδκ παναβςβή θνμφηςκ, 

ηαηδβμνζχκ ακχηενςκ ηδξ ηαηδβμνίαξ CAC (Conformitas Agraria Communitatis − 
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Δθαπίζηςκ Κμζκμηζηχκ Πνμδζαβναθχκ) πμο πανάβεηαζ ζηδ πχνα» (ΦΔΚ 1952/28-9-

2008).  

Ζ δζαδζηαζία πμο πενζβνάθδηε απμηεθεί έκα απυ ηα ηνία ζηάδζα πμο 

εθανιυγμκηαζ ιε επζηοπία ζηδκ Αιενζηή, ηδκ Ηζπακία, ηδκ Κφπνμ η.α. ηαζ είκαζ 

απαναίηδηα βζα ηδ δζαηήνδζδ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

ηαζ άθθςκ μπςνμθυνςκ δέκδνςκ. Έκα μθμηθδνςιέκμ ζφζηδια πνμζηαζίαξ ημο 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ πενζθαιαάκεζ ηα παναηάης πνμβνάιιαηα (Lee et al., 1999): 

1. Πνυβναιια ηανακηίκαξ, πμο αθμνά ηδκ αζθαθή εζζαβςβή πμθθαπθαζζαζηζημφ 

οθζημφ απυ άθθεξ πχνεξ. Σα εζζαβυιεκα θοηά δζαηδνμφκηαζ ζε ζοκεήηεξ 

ηανακηίκαξ ιέπνζ κα μθμηθδνςεεί μ έθεβπυξ ημοξ ηαζ εάκ πνεζαζηεί, οπυηεζκηαζ 

ζηδ δζαδζηαζία ηδξ ελοβίακζδξ.  

2. Πνυβναιια παναβςβήξ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ, πμο αθμνά ημκ έθεβπμ 

ημο οπάνπμκημξ οθζημφ ηαζ ηδκ ελοβίακζή ημο. Ανπζηά, βίκεηαζ επζθμβή ημο 

ιδηνζημφ οθζημφ, έθεβπμξ βζα ηδκ πανμοζία επζαθααχκ μνβακζζιχκ, αημθμοεεί δ 

ελοβίακζή ημο, μ έθεβπμξ ηςκ κέςκ θοηχκ ηαζ δ δζαηήνδζή ημοξ οπυ ζοκεήηεξ 

πμο ελαζθαθίγμοκ ηδ θοημτβεία.   

3. Πνυβναιια πζζημπμίδζδξ, πμο αθμνά ηδκ ακάπηολδ ηαζ δζαηήνδζδ οβζμφξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ βζα ειπμνζηή πνήζδ. ημπυξ αοημφ ημο 

πνμβνάιιαημξ είκαζ δ ελαζθάθζζδ ηδξ οβείαξ ηαζ ηδξ ηαοηυηδηαξ ημο 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ πμο πανάβεηαζ ζηα ζδζςηζηά θοηχνζα ηαζ δζμπεηεφεηαζ 

ζηδκ αβμνά.  

 

5.1.4. Αλίρλεπζε ησλ ηώλ θαη ηνεηδώλ ζηελ Διιάδα θαη παξαγσγή άλνζνπ 

πνιιαπιαζηαζηηθνύ πιηθνύ 

Ζ πνήζδ ιμζπεοιάηςκ απαθθαβιέκςκ απυ ζμφξ ηαζ ζμεζδή λεηίκδζε ζηδκ Δθθάδα 

ζηζξ ανπέξ ηδξ δεηαεηίαξ ημο 1970 ιε ηδκ εζζαβςβή οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ 

απυ ηδκ Κμνζζηή ηαζ ηδκ Καθζθυνκζα βζα ηδκ εβηαηάζηαζδ ιδηνζηχκ θοηεζχκ ζημ 

Γεκδνμημιζηυ ηαειυ Πυνμο, Ξοθμηάζηνμο ηαζ Υακίςκ (Kyriakopoulou, 2002). Οζ 

ζηαειμί αοημί πνμιήεεοακ ημοξ παναβςβμφξ ηαζ ημοξ θοηςνζμφπμοξ 

πμθθαπθαζζαζηζηυ οθζηυ απαθθαβιέκμ ζχζεςκ. Έηημηε, δ έθθεζρδ εκυξ αοζηδνμφ 

ζοζηήιαημξ πζζημπμίδζδξ ηαζ δ εθεφεενδ δζαηίκδζδ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ εκηυξ 

ηδξ Δονςπασηήξ Έκςζδξ μδήβδζακ ζηδ δζάδμζδ αζεεκεζχκ πμο μθείθμκηαζ ζε ζμφξ, 

υπςξ δ ηνζζηέηζα ηαζ δ ρχνςζδ. Όζμκ αθμνά ηα ζμεζδή, αοηά πζεακυκ κα πνμτπήνπακ 
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ζημ οθζηυ πμο εζζήπεδ απυ ηδκ Κμνζζηή ηαζ ηδκ Καθζθυνκζα ηαεχξ ηυηε δεκ είπακ 

αηυια ηαοημπμζδεεί ςξ παεμβυκμζ μνβακζζιμί ηαζ δεκ είπε ακαπηοπεεί ηάπμζα ιέεμδμξ 

ελοβίακζδξ (Boubourakas et al., 2010).  

ε ιζα πνμζπάεεζα εβηαηάζηαζδξ εκυξ «πνμβνάιιαημξ παναβςβήξ οβζμφξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ» βζα ηα εζπενζδμεζδή ζηδκ Δθθάδα, ημ πνχημ αήια ήηακ μ 

έθεβπμξ ηδξ πανμοζίαξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζηζξ ιδηνζηέξ θοηείεξ. Έηζζ, ζηα πθαίζζα ημο 

ενεοκδηζημφ πνμβνάιιαημξ «Δπζζηυπδζδ, ακίπκεοζδ ηαζ ιεθέηδ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζηδκ 

Δθθάδα» - ΠΤΘΑΓΟΡΑ ΗΗ (Δπζζηδιμκζηυξ Τπεφεοκμξ η. Καε. Π. Κονζαημπμφθμο), 

πμο πναβιαημπμζήεδηε ζημ Γεςπμκζηυ Πακεπζζηήιζμ Αεδκχκ ζε ζοκενβαζία ιε ημ 

πακεπζζηήιζμ ηδξ Καθζθυνκζαξ (Dr. Γ. Βζδαθάηδξ), εθέβπεδηακ ηα ιδηνζηά δέκδνα ημο 

Γεκδνμημιζημφ ηαειμφ Πυνμο, μ μπμίμξ απμηεθεί ηδ ααζζηυηενδ οπδνεζία 

παναβςβήξ ηαζ δζάεεζδξ ειαμθζμθυνςκ αθαζηχκ ζε θοηςνζμφπμοξ ηαζ παναβςβμφξ 

εζπενζδμεζδχκ ηδξ πχναξ. Ακαθμνζηά ιε ημκ έθεβπμ πανμοζίαξ ζχκ, ακζπκεφηδηε ιυκμ 

μ ζυξ ηδξ ρχνςζδξ (CPsV) ζε θίβα ιυκμ απυ ηα οπυ ιεθέηδ δείβιαηα. Ακηίεεηα, 

ακζπκεφηδηακ υθα ηα ζμεζδή (CEVd, CVd-II, CBLVd, CDVd, CBCVd), ιειμκςιέκα ή 

ζε ιζηηέξ ιμθφκζεζξ, ζπεδυκ ζημ ζφκμθμ ηςκ ελεηαγυιεκςκ δέκδνςκ (Boubourakas et 

al., 2010; Wang et al., 2013).  

Πανά ηδκ επζαεααζςιέκδ πθέμκ πανμοζία ζμεζδχκ ζηζξ ιδηνζηέξ θοηείεξ 

εζπενζδμεζδχκ, μζ πνμηαθμφιεκεξ απυ ζμεζδή αζεέκεζεξ δεκ οπήνλακ επζγήιζεξ ζημ 

πανεθευκ, θυβς ηδξ πνήζδξ ηδξ κενακηγζάξ ςξ οπμηείιεκμ, ημ μπμίμ ελαζθαθίγεζ ηδκ 

απμοζία ζοιπηςιάηςκ ζηζξ ειαμθζαγυιεκεξ επί αοημφ πμζηζθίεξ. Ζ πνυζθαηδ ςζηυζμ 

είζμδμξ ηδξ ηνζζηέηζαξ ζηδκ Δθθάδα (Dimou et al., 2002) ηαζ δ ακαβηαζηζηή ζηνμθή 

πνμξ ηδκ αλζμπμίδζδ οπμηεζιέκςκ ακεεηηζηχκ ζηδκ ηνζζηέηζα αθθά εοαίζεδηςκ ζηα 

ζμεζδή -υπςξ ημ P. trifoliata ηαζ ηα οανίδζά ημο ηαεχξ ηαζ δ ιακηανζκζά (Βové, 1995)- 

εέημοκ ζε ηίκδοκμ ηδκ εθθδκζηή εζπενζδμεζδμηαθθζένβεζα, θυβς ημο ορδθμφ πμζμζημφ 

ιμθφκζεςκ ηςκ ιδηνζηχκ δέκδνςκ ιε ζμεζδή. Απυ ηα παναπάκς, είκαζ ζαθέξ υηζ δ 

ελαζθάθζζδ ηδξ μζημκμιζηήξ αζςζζιυηδηαξ ηςκ ηαθθζενβεζχκ αοηχκ απαζηεί ηδκ 

φπανλδ ζηδκ Δθθάδα οβζμφξ ηαζ πζζημπμζδιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ, υπςξ πνμαθέπεηαζ απυ ημκ «Σεπκζηυ Κακμκζζιυ Δθέβπμο ηαζ 

Πζζημπμίδζδξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ μπςνμθυνςκ θοηχκ ηαζ ηςκ μπςνμθυνςκ 

δέκδνςκ πμο πνμμνίγμκηαζ βζα ηδκ παναβςβή θνμφηςκ, ηαηδβμνζχκ ακχηενςκ ηδξ 

ηαηδβμνίαξ CAC (Conformitas Agraria Communitatis − Δθαπίζηςκ Κμζκμηζηχκ 

Πνμδζαβναθχκ) πμο πανάβεηαζ ζηδ πχνα» (ΦΔΚ 1952/28-9-2008).  
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Πνμξ αοηήκ ηδκ ηαηεφεοκζδ, οθμπμζήεδηε ζημ Γεςπμκζηυ Πακεπζζηήιζμ Αεδκχκ 

ηδ δζεηία 2007-2008 ημ ενεοκδηζηυ πνυβναιια «Δλοβίακζδ εθθδκζηχκ πμζηζθζχκ 

εζπενζδμεζδχκ ηαζ δζάβκςζδ ζμεζδχκ ζε in vitro ηαθθζένβεζα» (Δπζζηδιμκζηυξ 

Τπεφεοκμξ Δπίη. Καε. Ακδνέαξ Βμθμοδάηδξ) ζε ζοκενβαζία ιε ημ Ηκζηζημφημ 

Γεςνβζηχκ Δνεοκχκ ηδξ Κφπνμο (Θ. Καπανή-Ζζαΐα). ηυπμξ ημο πνμβνάιιαημξ ήηακ 

δ παναβςβή δεκδνοθθίςκ εζπενζδμεζδχκ, απαθθαβιέκςκ απυ ειαμθζμιεηαδζδυιεκα 

παεμβυκα, πνμηεζιέκμο κα εβηαηαζηαεμφκ ζηδκ πνμααζζηή θοηεία θήρδξ 

ειαμθζμθυνςκ αθαζηχκ. ηα πθαίζζα ημο πνμβνάιιαημξ, εθανιυζηδηε απυ ηδ 

βνάθμοζα δ ηεπκζηή ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ιενζζηςιάηςκ. Σα ειαυθζα πμο 

πνδζζιμπμζήεδηακ πνμένπμκηακ απυ ημ Γεκδνμημιζηυ ηαειυ Πυνμο ηαζ έκα ζδζςηζηυ 

θοηχνζμ ζηδ ηάθα Λαηςκίαξ. Δζδζηυηενα, ηα πνδζζιμπμζμφιεκα ειαυθζα πνμένπμκηακ 

απυ δέκδνα θειμκζάξ (Αδαιμπμφθμο, Βφγα, Εαιπεηάηδ, Interdonato, Nouvel Athos), 

ιακηανζκζάξ (Κθδιεκηίκδ Πυνμο, Υζχηζημ, Nova) ηαζ πμνημηαθζάξ (Oval Valencia 

Πυνμο, Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ, Newhall, ΡΟ25, Washington navel). Χξ 

οπμηείιεκα ζημ ιζηνμειαμθζαζιυ πνδζζιμπμζήεδηακ ηα ηνίπηενα Carrizo citrange, 

Troyer citrange ηαζ Citrumelo 1452. οκμθζηά, πναβιαημπμζήεδηακ 290 

ιζηνμειαμθζαζιμί, απυ ημοξ μπμίμοξ πνμέηορακ 61 δέκδνα πμο ηεθζηά 

εβηαηαζηάεδηακ ζε εκημιμζηεβή ηθςαυ. Σμ πνυβναιια αοηυ απμηεθεί ηδκ πνχηδ 

ιεβάθδ πνμζπάεεζα ελοβίακζδξ ημο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

ζηδκ Δθθάδα. Παθαζυηενα, είπε εθανιμζηεί μ in vitro ιζηνμειαμθζαζιυξ ιυκμ βζα ηδκ 

ελοβίακζδ ηδξ ιακηανζκζάξ Κθδιεκηίκδ Πυνμο (Πθαζηήνα, 1987). 

 

5.1.5. θνπόο 

Δπζιένμοξ ζηυπμ ηδξ πανμφζαξ δζαηνζαήξ απμηέθεζε δ πνμζπάεεζα ελοβίακζδξ 

εθθδκζηχκ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ απυ ηδκ πανμοζία ηςκ πενζζζυηενμ δζαδεδμιέκςκ 

ηαζ επζγήιζςκ βζα ηδ πχνα ζχκ ηαζ ζμεζδχκ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, ηα δεκδνφθθζα πμο 

πνμέηορακ απυ ηδκ εθανιμβή ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ιενζζηςιάηςκ, 

εθέβπεδηακ, ιέζς ακηζδνάζεςκ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ηαζ PCR ιε ηδ πνήζδ 

ελεζδζηεοιέκςκ εηηζκδηχκ, βζα ηδκ πανμοζία ηςκ ζχκ CTV, CPsV ηαζ CTLV, ηαζ ηςκ 

ζμεζδχκ CEVd, CBLVd, HSVd, CDVd ηαζ CBCVd. 
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5.2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

5.2.1. Φοηζηυ οθζηυ 

Σμ θοηζηυ οθζηυ πνμενπυηακ απυ ιζηνμειαμθζαζιέκα θοηά πμο πανάπεδηακ ηαηά 

ηδ δζεηία 2007-2008. Οζ ιζηνμειαμθζαζιμί έβζκακ απυ ηδ βνάθμοζα ζηα πθαίζζα ημο 

πνμβνάιιαημξ «Δλοβίακζδ εθθδκζηχκ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ ηαζ δζάβκςζδ ζμεζδχκ 

ζε in vitro ηαθθζένβεζα». Οζ δεζβιαημθδρίεξ δζελάβμκηακ ιία θμνά ημ πνυκμ, ζηζξ ανπέξ 

ηαθμηαζνζμφ. Σα δείβιαηα απμηεθμφκηακ απυ πθήνςξ ακεπηοβιέκα θφθθα ιαγί ιε ημ 

ιίζπμ ημοξ ηαζ θοθάζζμκηακ ζημοξ -80 °C ιέπνζ ηδ πνήζδ ημοξ.  

οκμθζηά, εθέβπεδηακ εκκέα θειμκζέξ (ηνεζξ Αδαιμπμφθμο, δφμ Βφγα, ιία 

Εαιπεηάηδ, ιία Interdonato, δφμ Nouvel Athos), δέηα πμνημηαθζέξ (ηνεζξ ΡΟ25, δφμ 

Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ, δφμ Washington navel, ηνεζξ Newhall) ηαζ δφμ 

ιακηανζκζέξ ηδξ πμζηζθίαξ Υζχηζημ. 

 

5.2.2. Γζάβκςζδ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ 

Γζα ηδκ απμιυκςζδ ημο RNA απυ ηα οπυ ελέηαζδ δείβιαηα πνδζζιμπμζήεδηε μ 

ιίζπμξ ηαζ δ αάζδ ημο θφθθμο. Ζ απμιυκςζδ ημο RNA έβζκε ιε ηδ πνήζδ ημο RNeasy 

Plant Mini Kit ηδξ Qiagen, αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή ιε ιζα ιζηνή 

ηνμπμπμίδζδ. Γζα ηδκ ακηίδναζδ ακαιίπεδηε 1 ιg μθζημφ RNA ιε δζάθοια πμο 

πενζείπε ηοπαία ελαιενή (Random Hexamers, Invitrogen). Σμ ιίβια ημπμεεηήεδηε 

ζημοξ 95 °C βζα 5 θεπηά, ζηδ ζοκέπεζα ζημκ πάβμ βζα 2 θεπηά ηαζ αημθμφεδζε δ 

πνμζεήηδ ηςκ οπυθμζπςκ ζοζηαηζηχκ ηδξ ακηίδναζδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ (Ito et 

al., 2000). 

Σα πνμσυκηα ηδξ RT πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ εηιαβεία βζα ηζξ PCR. Οζ ακηζδνάζεζξ 

έβζκακ ιε ηδ πνήζδ γεοβχκ εηηζκδηχκ ελεζδζηεοιέκςκ βζα ηάεε ζυ ή ζμεζδέξ (Πίκαηαξ 

5.1). Σμ ιίβια ηδξ PCR ήηακ ςξ ελήξ: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 13,52   

Buffer B (10x) 2 1x 

dNTPs (10mM) 0,4 200μΜ/dNTP 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (10μM) 0,8 0,5 μΜ 

KAPA Taq polymerase (KAPA) 0,08 0,4 U 

Δείγμα RNA 2,4   

φνολο 20   
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Σμ πνυβναιια ηδξ PCR ήηακ: 

95 °C - 2 λεπτά  

95 °C - 30 δευτ.  
 60 °C* - 30 δευτ. 33 κφκλοι 

72 °C - 1 λεπτό  

72 °C - 5 λεπτά  

* Για τθν ανίχνευςθ των ιϊν θ κερμοκραςία υβριδιςμοφ ρυκμίςτθκε ςτουσ 55 °C 

 

Χξ εεηζημί ιάνηονεξ βζα ηα ζμεζδή, πνδζζιμπμζήεδηακ δείβιαηα θφθθςκ απυ θοηά 

αβνμφ πμο είπακ ανεεεί ιμθοζιέκα ηαηά ημκ έθεβπμ ηςκ ιδηνζηχκ δέκδνςκ (Wang et 

al., 2013). Χξ εεηζημί ιάνηονεξ βζα ημοξ ζμφξ CPsV ηαζ CTLV, πνδζζιμπμζήεδηακ 

δείβιαηα θφθθςκ απυ ιμθοζιέκα θοηά πμο δζαηδνμφκηακ ζε ζοκεήηεξ ηανακηίκαξ ζε 

εενιμηήπζμ ημο Δνβαζηδνίμο Φοημπαεμθμβίαξ ημο ΓΠΑ, εκχ βζα ημ ημκ CTV 

πνδζζιμπμζήεδηε RNA απυ ιμθοζιέκμ θοηυ απυ ηδκ Ηκδία (Munmi Borah).    
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Πίλαθαο 5.1. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ημκ έθεβπμ ηδξ 

πανμοζίαξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζηα οπυ ιεθέηδ δεκδνφθθζα. 

Ονόματα εκκινθτϊν 
Ιόσ/ ιοειδζσ 

ςτόχοσ 
Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν  

Μζγεκοσ 
προϊόντοσ 

(bp) 

CEV-AP3 (+) 
(Ito et al., 2002) 

CEVd 

GGAAACCTGGAGGAAGTCGAG 

371 
CEV-AM3 (-) 
(Ito et al., 2002) 

CCGGGGATCCCTGAAGGACTT 

CVd-I-F 

CBLVd 

CTCAGCCCTACCTGCGAAAG 

170 

CVd-I-R AAGGRGACCGGTCCGGTTAC 

CV2-AP (+) 
(Ito et al., 2002) 

HSVd 

GGCAACTCTTCTCAGAATCCAGC 

302 
CV2-AM (-) 
(Ito et al., 2002) 

CCGGGGCTCCTTTCTCAGGTAAGT 

CV3-AP (+) 
(Ito et al., 2002) 

CDVd 

CTCCGCTAGTCGGAAAGACTCCGC 

271 
CV3-AM (-) 
(Ito et al., 2002) 

TCACCAACTTAGCTGCCTTCGTC 

CV4-AP4 (+)  
(Ito et al., 2002) 

CBCVd 

TCTGGGGAATTTCTCTGCGGGACC 

209 
CV4-AM3 (-) 
(Ito et al., 2002) 

TCTATCTCAGGTCGCGAAGGAAGAAGC 

AR18-F 
(Roy et al., 2005) 

CTV 

ATGTCAGGCAGCTTGGGAAATT 

511 
AR18-R 
(Roy et al., 2005) 

TTCGTGTCTAAGTCRCGCTAAACA 

CTLV-AP (+) 
(Ito et al., 2002) 

CTLV 

CCTGAATTGAAAACCTTTGCTGCCACTT 

456 
CTLV-AM (-) 
(Ito et al., 2002) 

TAGAAAAACCACACTAACCCGGAAATGC 

CPV-F 
(Vidalakis et al., 2006) 

CPsV 

CAGTGACTCTTGATGATGAATC   

546 
CPV-R 
(Vidalakis et al., 2006) 

CAGGAGTTGCACCAACAG   
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5.3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ 

ηδκ πανμφζα ιεθέηδ, έβζκε έθεβπμξ ζοκμθζηά 21 δεκδνοθθίςκ εζπενζδμεζδχκ 

πμο πνμέηορακ απυ ηδκ πνμζπάεεζα παναβςβήξ ελοβζαζιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ 

οθζημφ. Σα πενζζζυηενα δεδμιέκα βζα ηδκ ηαηάζηαζδ ηςκ ιδηνζηχκ δέκδνςκ 

πνμένπμκηαζ απυ ηδκ ενβαζία ηςκ Wang et al. (2013), εκχ ηα οπυθμζπα ιδηνζηά δέκδνα 

εθέβπεδηακ ζηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ.  

Σα ιδηνζηά δέκδνα πμο εθέβπεδηακ πνμένπμκηακ απυ ημ Γεκδνμημιζηυ ηαειυ 

Πυνμο ηαζ είπακ εβηαηαζηαεεί ζημ Γ.Π.Α. βζα ηζξ ακάβηεξ ημο πνμβνάιιαημξ 

ελοβίακζδξ (Αδαιμπμφθμο, Βφγα, ΡΟ25) ή πνμένπμκηακ απυ ημ ζδζςηζηυ θοηχνζμ ζηδ 

ηάθα Λαηςκίαξ (Interdonato, Newhall, Υζχηζημ).  

ηζξ δθεηηνμθμνήζεζξ ηδξ Δζηυκαξ 5.2, πανμοζζάγμκηαζ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ 

ακίπκεοζδξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζε μνζζιέκεξ πμζηζθίεξ θειμκζάξ ηαζ πμνημηαθζάξ πμο 

πνμέηορακ απυ ημ ιζηνμειαμθζαζιυ in vitro. Γζα μνζζιέκεξ πμζηζθίεξ επεηεφπεδ δ 

παναβςβή ελοβζαζιέκςκ θοηχκ, εκχ ζε ηάπμζεξ πμζηζθίεξ ηα κέα δεκδνφθθζα 

πανέιεζκακ ιμθοζιέκα.  

Ζ ζφκμρδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ηδξ ακίπκεοζδξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζηα 

ιζηνμειαμθζαζιέκα δεκδνφθθζα πανμοζζάγεηαζ ζημκ Πίκαηα 5.2. Σα απμηεθέζιαηα 

οπμδεζηκφμοκ υηζ δ εθανιμβή ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ιενζζηςιάηςκ ιπμνεί κα 

ζοιαάθεζ μοζζαζηζηά ζηδκ παναβςβή ελοβζαζιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ηςκ 

πμζηζθζχκ Βφγα, Εαιπεηάηδ, Nouvel Athos, ΡΟ25, Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ, 

Washington Navel ηαζ Newhall. Αλζμζδιείςημ είκαζ ημ βεβμκυξ υηζ μζ πμζηζθίεξ 

θειμκζάξ Βφγα ηαζ Εαιπεηάηδ, ηαζ πμνημηαθζάξ ΡΟ25 ηαζ Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ 

είκαζ εθθδκζηέξ ηθςκζηέξ επζθμβέξ βζα ηζξ μπμίεξ δεκ οπάνπεζ άθθδ πδβή θήρδξ οβζμφξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ. 
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Δηθόλα 5.2. Ζθεηηνμθυνδζδ ηςκ πνμσυκηςκ ηδξ PCR βζα ηδκ έθεβπμ ηδξ πανμοζίαξ πέκηε 

ζμεζδχκ (CBLVd, HSVd, CDVd, CBCVd, CEVd) ηαζ ηνζχκ ζχκ (CPsV, CTLV, CTV) ζε 

ιζηνμειαμθζαζιέκα δεκδνφθζα. 1: Ζ2Ο, 2: Εαιπεηάηδ (Δ63), 3: Nouvel Athos (Δ69),  

4: Αδαιμπμφθμο (Δ31), 5: Interdonato (E112), 6: ΡΟ25 (Δ161), 7: Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ 

(Δ40), 8: Βφγα (Δ216), 9: Βφγα (Δ276), C: εεηζηυξ ιάνηοναξ, M: 100bp DNA ladder (NEB).   

 

  

 

 

 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 C M  

 
CBLVd 

 
HSVd 

 
CDVd 

 
CBCVd 

 
CEVd 

 
CPsV 

 
CTLV 

 CTV 
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Πίλαθαο 5.2. Απμηεθέζιαηα ηδξ ακίπκεοζδξ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζε δεκδνφθθζα πμο 

πανάπεδηακ απυ ηδκ εθανιμβή ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ιενζζηςιάηςκ. 

 Ιοειδι Ιοί 

 
CBLVd  

(CVd-Ib) 
HSVd  

(CVd-II) 
CDVd 

(CVd-III) 
CBCVd 

(CVd-IV) 
CEVd CTV CPsV CTLV 

Λεμονιζσ                 

Αδαμοποφλου (μθτρικό δζνδρο) - + + + + - - - 

Αδαμοποφλου (E30)* - + + + + - - - 

Αδαμοποφλου (E31) - + + - - - - - 

Αδαμοποφλου (E295) - + + + + - - - 

Βφηα (μθτρικό δζνδρο) - + + - + - - - 

Βφηα (E216) - - - - - - - - 

Βφηα (E276) - + + - - - - - 

Ζαμπετάκθ (μθτρικό δζνδρο)** - + + + + - - - 

Ζαμπετάκθ (E63) - - - - - - - - 

Interdonato (μθτρικό δζνδρο) + + + - - - - - 

Interdonato (E112) + + + - - - - - 

Nouvel Athos (μθτρικό δζνδρο)** - + + + + - - - 

Nouvel Athos (E69) - - - - - - - - 

Nouvel Athos (E73) - + + + + - - - 

Πορτοκαλιζσ                 

ΡΟ25 (μθτρικό δζνδρο) - + + + - - - - 

ΡΟ25 (E161) - - - - - - - - 

ΡΟ25 (E166) - - - - - - - - 

ΡΟ25 (E167) - - - - - - - - 

Όψιμο ομφαλ. Άργουσ  
(μθτρικό δζνδρο)** - + + + + - - - 

Όψιμο ομφαλ. Άργουσ (Ε40) - - - - - - - - 

Όψιμο ομφαλ. Άργουσ (Ε42) - - - - - - - - 

Washington navel  
(μθτρικό δζνδρο)** + - - - - - - - 

Washington navel (E127) - - - - - - - - 

Washington navel (E129) - - - - - - - - 

Newhall (μθτρικό δζνδρο) - + + + + - - - 

Newhall (E136) - - - - - - - - 

Newhall (E145) - - - - - - - - 

Newhall (E148) - - - - - - - - 

Μανταρινιζσ                 

Χιϊτικο (μθτρικό δζνδρο) - + + + - - - - 

Χιϊτικο (E78) - + + + - - - - 

Χιϊτικο (E257) - + + + - - - - 

* τθν παρζνκεςθ αναφζρεται ο αφξων αρικμόσ του μικροεμβολιαςμζνου φυτοφ. 

** Wang et al., 2013. 
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Όπςξ είκαζ βκςζηυ, ημ ιέβεεμξ ημο ιζηνμειαμθίμο παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ 

επζηοπία ημο ειαμθζαζιμφ. Έηζζ, ημ ιεβάθμ ιέβεεμξ ιζηνμειαμθίμο αολάκεζ ηα 

πμζμζηά επζηοπίαξ ημο ιζηνμειαμθζαζιμφ αθθά ηαοηυπνμκα, ιεζχκεηαζ ημ πμζμζηυ ηςκ 

ελοβζαζιέκςκ θοηχκ (Navarro et al., 1976). ηδκ πενίπηςζδ ηδξ Αδαιμπμφθμο – Δ31 

ηαζ ηδξ Βφγα – Δ276, θαίκεηαζ υηζ ηαηά ηδ δζαδζηαζία ηδξ ελοβίακζδξ ηα κέα 

δεκδνφθθζα είκαζ απαθθαβιέκα απυ έκα ή δφμ ιυκμ απυ ηα ζμεζδή ιε ηα μπμία είκαζ 

ιμθοζιέκα ηα ιδηνζηά θοηά. Σμ βεβμκυξ αοηυ πζεακυκ κα μθείθεηαζ ζηδκ 

ακμιμζυιμνθδ ηαηακμιή ηςκ δζαθυνςκ ζμεζδχκ ζηδκ πενζμπή ημο ημνοθαίμο 

ιενζζηχιαημξ ηαηά ηδ ζηζβιή ηδξ θήρδξ ηςκ ιζηνμειαμθίςκ (Juárez et al., 1990; 

Flores, 2016). 

Απυ ηα παναπάκς απμηεθέζιαηα θαίκεηαζ υηζ δ εθανιμβή ημο ιζηνμειαμθζαζιμφ 

ημνοθαίςκ ιενζζηςιάηςκ in vitro είκαζ απμηεθεζιαηζηή ζηδκ απαθθαβή ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ απυ ηα ζμεζδή, πςνίξ κα απαζηείηαζ μ ζοκδοαζιυξ ιε άθθεξ ιεευδμοξ 

υπςξ δ ηνομεεναπεία. Δπζπθέμκ, ηα εονήιαηα ηδξ ιεθέηδξ αοηήξ πανέπμοκ ζζπονέξ 

εκδείλεζξ υηζ δ ακηίδναζδ ηδξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ αημθμοεμφιεκδ απυ ακηίδναζδ 

PCR ιπμνεί κα εθανιμζηεί ιε επζηοπία βζα ηδκ ακίπκεοζδ ηςκ ζμεζδχκ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ. Πένακ ηδξ αλζμπζζηίαξ, ηδξ ηαπφηδηαξ ηαεχξ ηαζ ηδξ εοημθίαξ 

εθανιμβήξ ηδξ, δ ιέεμδμξ αοηή οπενέπεζ ηαεχξ δεκ απαζηείηαζ δ πνήζδ θοηχκ-δεζηηχκ 

βζα ηδκ αφλδζδ ημο ηίηθμο (titer) ημο ζμεζδμφξ ζημ δείβια (Garnsey et al., 2002; Guardo 

et al., 2005; Bernad and Duran-Vila, 2006). 
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5.4. ΤΕΖΣΖΖ 

Οζ ζμθμβζηέξ αζεέκεζεξ δδιζμονβμφκ ζμαανά πνμαθήιαηα ζηζξ ηαθθζένβεζεξ ηυζμ 

θυβς ηςκ ζμαανχκ απςθεζχκ πμο πνμηαθμφκ υζμ ηαζ ηδξ δοζημθίαξ ζηδκ 

ακηζιεηχπζζή ημοξ. ηα εζπενζδμεζδή, δ πζμ ηαηαζηνεπηζηή ζμθμβζηή αζεέκεζα 

πνμηαθείηαζ απυ ημκ ζυ ηδξ ηνζζηέηζαξ. Ζ ακηζιεηχπζζή ηδξ απαζηεί ηδ θήρδ 

πνμθδπηζηχκ ηονίςξ ιέηνςκ πμο πενζθαιαάκμοκ ηδ πνήζδ ακεεηηζηχκ ειαμθίςκ ηαζ 

οπμηεζιέκςκ, ημκ έθεβπμ ηςκ εζζαβμιέκςκ θοηχκ αθθά ηαζ ηδκ άιεζδ ηαηαζηνμθή ηςκ 

ιμθοζιέκςκ δέκδνςκ. Πανυθα αοηά, ημ πζμ ζδιακηζηυ ιέηνμ βζα ηδκ απμθοβή 

ελάπθςζδξ ηδξ ηνζζηέηζαξ ηαζ ηςκ άθθςκ αζεεκεζχκ πμο μθείθμκηαζ ζε ζμφξ ηαζ ζμεζδή 

είκαζ δ πνήζδ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ.    

Ζ εθανιμβή ημο «Σεπκζημφ ηακμκζζιμφ εθέβπμο ηαζ πζζημπμίδζδξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ μπςνμθυνςκ θοηχκ ηαζ ηςκ μπςνμθυνςκ δέκδνςκ πμο 

πνμμνίγμκηαζ βζα ηδκ παναβςβή θνμφηςκ, ηαηδβμνζχκ ακχηενςκ ηδξ ηαηδβμνίαξ CAC 

(Conformitas Agraria Communitatis − Δθαπίζηςκ Κμζκμηζηχκ Πνμδζαβναθχκ) πμο 

πανάβεηαζ ζηδκ Δθθάδα» (ΦΔΚ1952/23-9-2008) ηάκεζ επζηαηηζηή ηδκ φπανλδ οβζμφξ 

πνμααζζημφ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ζηδ πχνα ιαξ. Δπζπθέμκ, ζφιθςκα ιε ημ κέμ 

κυιμ (ΦΔΚ 889/13-5-2009) απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ βζα ηδκ εββναθή ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ ζημκ Δεκζηυ Καηάθμβμ Πμζηζθζχκ είκαζ ιεηαλφ άθθςκ κα είκαζ 

απαθθαβιέκα απυ ημοξ πζμ ζδιακηζημφξ ζμφξ ηαζ ζμεζδή, υπςξ πνμαθέπεηαζ απυ ημ 

Πνςηυημθθμ βζα ημοξ εθέβπμοξ δζαηνζηυηδηαξ, μιμζμιμνθίαξ ηαζ ζηαεενυηδηαξ πμο 

εηδίδεηαζ απυ ημ Κμζκμηζηυ Γναθείμ Φοηζηχκ Πμζηζθζχκ (CPVO, 2004). 

Δκυρεζ υθςκ ηςκ παναπάκς, είκαζ πνμθακήξ δ ακαβηαζυηδηα δδιζμονβίαξ ζηδ 

πχνα ιαξ εκυξ «Πνμβνάιιαημξ παναβςβήξ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ» βζα ηα 

εζπενζδμεζδή. Σμ πνχημ αήια έβζκε ιε ηδκ επζζηυπδζδ ηαζ ακίπκεοζδ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ 

ζηζξ ιδηνζηέξ θοηείεξ εζπενζδμεζδχκ ημο Γεκδνμημιζημφ ηαειμφ Πυνμο, εκχ ημ 

δεφηενμ αήια ήηακ δ ελοβίακζδ ηςκ πζμ ζδιακηζηχκ ηαθθζενβμφιεκςκ πμζηζθζχκ 

εζπενζδμεζδχκ ζηδ πχνα ιαξ (Βμθμοδάηδξ η.ά., 2008, Boubourakas et al., 2010). Οζ 

έθεβπμζ ηςκ θοηχκ πμο πνμέηορακ πναβιαημπμζήεδηακ ζηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ 

ιεθέηδξ. Αοηή ήηακ δ πνχηδ ιεβάθδ πνμζπάεεζα ελοβίακζδξ ημο πμθθαπθαζζαζηζημφ 

οθζημφ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ πμο ηαθθζενβμφκηαζ ζηδκ Δθθάδα ηαζ υπςξ θάκδηε 

απυ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ ζηέθεδηε απυ επζηοπία. 

Απυ ηζξ πμζηζθίεξ βζα ηζξ μπμίεξ επεηεφπεδ δ παναβςβή ελοβζαζιέκμο 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ μζ θειμκζέξ Βφγα ηαζ Εαιπεηάηδ, ηαζ μζ πμνημηαθζέξ ΡΟ25 
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ηαζ Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ είκαζ εθθδκζηέξ ηθςκζηέξ επζθμβέξ βζα ηζξ μπμίεξ δεκ 

έπεζ βίκεζ άθθδ πνμζπάεεζα ελοβίακζδξ ζηδκ Δθθάδα. Οζ πμζηζθίεξ αοηέξ έπμοκ πμθφ 

ηαθά αβνμκμιζηά παναηηδνζζηζηά (πνςζιυηδηα-μρζιυηδηα) ηαζ δ φπανλδ οβζμφξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ιπμνεί κα ζοιαάθθεζ ζηδκ ελάπθςζδ ηδξ ηαθθζένβεζάξ 

ημοξ, αηυια ηαζ ζε ζοκδοαζιυ ιε εοαίζεδηα ζηα ζμεζδή οπμηείιεκα.  

Απυ ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ θαίκεηαζ υηζ πθέμκ οπάνπεζ ηαζ ζηδ 

πχνα ιαξ δ ηεπκμβκςζία βζα υθα ηα ζηάδζα ηδξ ελοβίακζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ, απυ ηδκ 

εθανιμβή ηδξ «θεπηήξ» ηεπκζηήξ ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ημνοθαίςκ 

ιενζζηςιάηςκ ιέπνζ ημκ έθεβπμ βζα ηδκ πανμοζία ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζηα παναβυιεκα απυ 

ηδ δζαδζηαζία αοηή κεανά δεκδνφθθζα. Δπυιεκμ ζδιακηζηυ αήια βζα ηα θοηά αοηά είκαζ 

δ δζαηήνδζή ημοξ οπυ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ ηαζ μ ιεηέπεζηα πμθθαπθαζζαζιυξ ημοξ, 

ηαεχξ απμηεθμφκ ημ οθζηυ πονήκα απυ ημ μπμίμ εα πνμηφρεζ ημ πνμααζζηυ ηαζ ημ 

ααζζηυ οθζηυ βζα ηδκ παναβςβή ζηδκ Δθθάδα οβζμφξ ηαζ πζζημπμζδιέκμο 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ εζπενζδμεζδχκ. Πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, είκαζ 

ζδιακηζηυ κα ζοκεπζζημφκ μζ πνμζπάεεζεξ βζα ηδκ ελοβίακζδ ηαζ ηςκ οπυθμζπςκ 

πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ πμο ηαθθζενβμφκηαζ ζηδ πχνα ιαξ. Σέθμξ, ηνίκεηαζ ζηυπζιδ δ 

εθανιμβή ηδξ ηεπκζηήξ ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ηαζ ςξ ιένμξ εκυξ ζοζηήιαημξ 

ελοβίακζδξ κέςκ πμζηζθζχκ πμο εζζάβμκηαζ ζηδ πχνα ιαξ. 

 

Μένμξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο πανυκημξ ηεθαθαίμο πανμοζζάζηδηακ ζημ 1
st
 General 

Meeting ημο COST FA1306, Gatersleben 22-24 Ημοκίμο, 2015. Ζ πενίθδρδ παναηίεεηαζ 

ζημ Πανάνηδια ΗΗΗ. 

 
Γζηηομηήπζμ ημο Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA) υπμο θοθάζζεηαζ δ 

ηνάπεγα βεκεηζημφ οθζημφ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ηδξ Ηζπακίαξ. Ζ ηεθεοηαία, πενζθαιαάκεζ 653 

βμκμηφπμοξ πμο πνμέηορακ απυ in-vitro ιζηνμειαμθζαζιυ Ηζπακζηχκ ηαζ λέκςκ πμζηζθζχκ 

(Moncada, Valencia) (πνμζςπζηυ ανπείμ). 
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Κεθάιαην 6. Πνζνηηθνπνίεζε ηεο έθθξαζεο γνληδίσλ δηαθνξηθά 

εθθξαδνκέλσλ ζε βιαζηνύο δύν πνηθηιηώλ ιεκνληάο 

 

6.1. ΔΗΑΓΩΓΖ 

6.1.1. Παξάγνληεο θαηαπόλεζεο ζηε ιεκνληά 

Ζ θειμκζά (Citrus limon Burm.) ήθεε ζηδ Μεζυβεζμ ιε ημοξ Άνααεξ αθθά δ 

ελάπθςζή ηδξ βφνς απυ ηδ Μεζυβεζμ ηαεχξ ηαζ δ ειπμνζηή ηδξ ελέθζλδ έβζκε απυ ημοξ 

Γεκμοάηεξ ηαζ ημοξ Βεκεημφξ (Πνςημπαπαδάηδξ, 1994). ηδκ Δθθάδα, μζ πνχηεξ 

πενζμπέξ ζηζξ μπμίεξ ηαθθζενβήεδηε ήηακ δ Ρυδμξ ηαζ δ Κςξ (Γεκκάδζμξ, 1997). 

ήιενα, δ ηαθθζένβεζα ηδξ θειμκζάξ είκαζ δ ηνίηδ ζδιακηζηυηενδ ηαθθζένβεζα 

εζπενζδμεζδχκ ζηδ πχνα ιαξ, ιε ηδκ παναβςβή κα ακένπεηαζ ζημοξ 46.000 ηυκμοξ 

(FAO, 2012). Οζ ιεβαθφηενεξ εηηάζεζξ ηαθθζένβεζαξ ηδξ θειμκζάξ ανίζημκηαζ ζημ 

Νμιυ Κμνζκείαξ, ιε ηδ Μαβθδκή κα απμηεθεί ηδ ζδιακηζηυηενδ ηαθθζενβμφιεκδ 

πμζηζθία (Γεςνβία-Κηδκμηνμθία, 2008). 

Ζ θειμκζά οπμθένεζ απυ πθδεχνα αζμηζηχκ ηαζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ πμο 

ιεζχκμοκ ηυζμ ηδκ πμζυηδηα υζμ ηαζ ηδκ πμζυηδηα ηςκ παναβυιεκςκ πνμσυκηςκ, εκχ 

πμθθέξ θμνέξ μδδβμφκ ηαζ ζε ιείςζδ ηδξ δζάνηεζαξ γςήξ ημο δέκδνμο. ηζξ αζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ ζοιπενζθαιαάκμκηαζ ανηεηά έκημια, ιφηδηεξ ηαζ ζμί εκχ ζε επίπεδμ 

ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ, δ θειμκζά πθήηηεηαζ πενζζζυηενμ απυ ηζξ παιδθέξ 

εενιμηναζίεξ ηαζ ηδκ έθθεζρδ ζδιακηζηχκ ζπκμζημζπείςκ.   

Μζα απυ ηζξ πενζζζυηενμ επζγήιζεξ ιοηδημθμβζηέξ αζεέκεζεξ ηδξ θειμκζάξ είκαζ δ 

ημνοθμλήνα πμο πνμηαθείηαζ απυ ημ ιφηδηα Phoma tracheiphila (Petri) Kant.&Gik. 

(EPPO). Ζ αζεέκεζα εηδδθχκεηαζ ιε ιαναζιυ ηαζ λήνακζδ ηςκ θφθθςκ ζε ιενζημφξ 

αθαζημφξ ηαζ εκ ζοκεπεία, ιε ηδκ απμλήνακζδ απυ ηδκ ημνοθή πνμξ ηδ αάζδ ηςκ 

ηθαδίζηςκ ηαζ αναπζυκςκ ημο δέκδνμο (Πακαβυπμοθμξ, 1997). Υαναηηδνζζηζηυ 

παεμβκςιμκζηυ ζφιπηςια ηδξ αζεέκεζαξ είκαζ μ ιεηαπνςιαηζζιυξ ημο λφθμο ηςκ 

πνμζαεαθδιέκςκ ηθάδςκ. ηα ανπζηά ζηάδζα ηδξ πνμζαμθήξ, υπμο μζ ηθάδμζ είκαζ 

αηυια πνάζζκμζ ή διίλδνμζ, ημ λφθμ απμηηά πνχια νυδζκμ έςξ πμνημηαθί, εκχ ζε 

πνμπςνδιέκμ ζηάδζμ ιεηαπνςιαηίγεηαζ ζε ηαζηακυ (Πακαβυπμοθμξ, 1997). Γζα ηδκ 

ακηζιεηχπζζδ ηδξ ημνοθμλήναξ ζοκίζηαηαζ δ αθαίνεζδ ηαζ ημ ηάρζιμ ηςκ λδνχκ 

ηθάδςκ ιαγί ιε ηιήια ημο οβζμφξ αθαζημφ, δ εηνίγςζδ ηαζ ημ ηάρζιμ ηςκ δέκδνςκ 

πμο λδναίκμκηαζ απυ ηδκ αζεέκεζα, δ απμθοβή ηναοιαηζζιμφ ηςκ νζγχκ, ημο ημνιμφ 
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ηαζ ηςκ ηθάδςκ ηςκ δέκδνςκ ηαηά ηδκ εηηέθεζδ ηαθθζενβδηζηχκ ενβαζζχκ ηαεχξ ηαζ 

ρεηαζιμί ιε παθημφπα ζηεοάζιαηα απυ ημ θεζκυπςνμ ιέπνζ ηζξ ανπέξ ηζξ άκμζλδξ 

(Solel and Salerno, 2000). Πανυθα αοηά, δ απμηεθεζιαηζηή ακηζιεηχπζζδ ηδξ 

αζεέκεζαξ πνμτπμεέηεζ ηδ πνήζδ ακεεηηζηχκ πμζηζθζχκ θειμκζάξ, υπςξ μζ εθθδκζηέξ 

Αδαιμπμφθμο, Βαηάθμο ηαζ Κανοζηζκή ηαζ μζ λέκεξ Ziacara Bianca, Interdonato, 

Λαπήεμο Κφπνμο, Monachello ηαζ Nouvel Athos (Πνςημπαπαδάηδξ, 2004). Χζηυζμ, δ 

πναηηζηή αοηή πενζμνίγεζ ζδιακηζηά ηδ δοκαηυηδηα αλζμπμίδζδξ μνζζιέκςκ πμθφ 

ηαθχκ πμζηζθζχκ, υπςξ δ Lisbon, δ Eureka ηαζ δ Μαβθδκή, ζδζαίηενα ζε πενζμπέξ υπμο 

ημ πνυαθδια ηδξ ημνοθμλήναξ είκαζ έκημκμ. 

Γεφηενμξ ζε ζδιακηζηυηδηα πανάβμκηαξ ηαηαπυκδζδξ ηδξ θειμκζάξ είκαζ ημ 

ρφπμξ. Ζ εοαζζεδζία ζημ ρφπμξ έβηεζηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ μζ θειμκζέξ, ζε ακηίεεζδ ιε ηα 

άθθα εζπενζδμεζδή, δεκ εζζένπμκηαζ ζε θήεανβμ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο πεζιχκα αθθά 

παναηηδνίγμκηαζ απυ ιζα ηάζδ ζοκεπμφξ αθάζηδζδξ ηαζ ηανπμθμνίαξ (Πμκηίηδξ, 

2003). οκεπχξ, μζ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ μζ παβεημί ζοκζζημφκ αζηίεξ ζμαανχκ 

απςθεζχκ ζηδκ παναβςβή ηαζ μζημκμιζηχκ γδιζχκ ζημοξ παναβςβμφξ. Δπζπνυζεεηα, μζ 

γδιζςιέκμζ απυ ημκ παβεηυ αναπίμκεξ, ηθάδμζ ηαζ αθαζημί απμηεθμφκ εζηίεξ 

δεοηενμβεκχκ ιμθφκζεςκ, ιε απμηέθεζια κα πνμζαάθθμκηαζ ζοπκά απυ ιφηδηεξ ηαζ 

ααηηήνζα πμο ιπμνμφκ κα μδδβήζμοκ ηεθζηά ζηδ κέηνςζή ημοξ (Timmer et al., 2000). 

Γζα πανάδεζβια, μζ ζπζζιέξ ζημ θθμζυ ηςκ αθαζηχκ απμηεθμφκ πμθφ ζδιακηζηέξ πφθεξ 

εζζυδμο ζημ οπένβεζμ ιένμξ ημο θοημφ ημο ιφηδηα P. tracheiphila. Απυ ηζξ δζάθμνεξ 

πμζηζθίεξ θειμκζάξ, δ πθέμκ ακεεηηζηή ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ημο πεζιχκα είκαζ δ 

Nouvel Athos, εκχ ζπεηζηή ακεεηηζηυηδηα ζημ ρφπμξ πανμοζζάγμοκ: δ Eureka SRA4, δ 

Ziacara Bianca ηαζ απυ ηζξ εθθδκζηέξ πμζηζθίεξ δ Αδαιμπμφθμο (Πνςημπαπαδάηδξ, 

1994). 

  

6.1.2. Βειηίσζε ηεο ιεκνληάο γηα αλζεθηηθόηεηα ζε παξάγνληεο θαηαπόλεζεο 

Ζ ηθαζζηή αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ είκαζ πνμκμαυνα ηαζ ορδθμφ ηυζημοξ 

δζαδζηαζία, δζυηζ ηα εζπενζδμεζδή είκαζ πμθοεηή θοηά, παναηηδνίγμκηαζ απυ ιεβάθδ 

πενίμδμ κεακζηυηδηαξ, έπμοκ ορδθυ ααειυ εηενμγοβςηίαξ ηαζ ειθακίγμοκ ηα 

θαζκυιεκα ηδξ πμθοειανομκίαξ ηαζ ηδξ απμιζλίαξ (Khan ηαζ Kender, 2007). Γζα ημοξ 

θυβμοξ αοημφξ, μζ πνμζεββίζεζξ ιμνζαηήξ αεθηίςζδξ απμηεθμφκ ιζα απμηεθεζιαηζηή 

εκαθθαηηζηή θφζδ, ηαεχξ επζηνέπμοκ ηδκ εκζςιάηςζδ επζεοιδηχκ βκςνζζιάηςκ ζε 

οπάνπμκηεξ ηαθμφξ βμκμηφπμοξ πςνίξ κα επδνεάγμκηαζ ηα οπυθμζπα παναηηδνζζηζηά 
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ημοξ (Peña et al. 2007). Πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, είκαζ ζδιακηζηυξ μ πνμζδζμνζζιυξ 

ηαζ δ απμιυκςζδ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ άιοκα ηςκ εζπενζδμεζδχκ ζε αζμηζηέξ 

ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ. Οζ ζπεηζηέξ ιεθέηεξ δφκακηαζ κα αλζμπμζδεμφκ ζηα 

πθαίζζα ηδξ ιμνζαηήξ αεθηίςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ βζα ηδ δδιζμονβία αεθηζςιέκςκ 

ακεεηηζηχκ πμζηζθζχκ. 

Δίκαζ εονέςξ βκςζηυ υηζ δ αθθδθεπίδναζδ ηςκ λεκζζηχκ ιε ημοξ παεμβυκμοξ 

ιζηνμμνβακζζιμφξ έπεζ ζακ απμηέθεζια ηδκ εκενβμπμίδζδ πθήεμοξ ιεηααμθζηχκ 

ιμκμπαηζχκ άιοκαξ. Οζ επζηείιεκεξ ιεηααμθέξ πενζθαιαάκμοκ ηδκ παναβςβή 

εθεοεένςκ νζγχκ μλοβυκμο (reactive oxygen species, ROS), ηδκ επαβςβή ημο 

ιδπακζζιμφ ηδξ επίηηδηδξ δζαζοζηδιαηζηήξ ακεεηηζηυηδηαξ (systemic acquired 

resistance, SAR) ηαζ ζε μνζζιέκεξ πενζπηχζεζξ, ηδκ πονμδυηδζδ ηδξ ακηίδναζδξ 

οπενεοαζζεδζίαξ (hypersensitive response, HR). Ζ ηεθεοηαία,  αθμνά ηδ κέηνςζδ ηςκ 

ηοηηάνςκ ημο λεκζζηή πθδζίμκ ημο ζδιείμο εζζυδμο ημο παεμβυκμο ηαζ έπεζ ςξ 

απμηέθεζια ηδκ πανειπυδζζδ ηδξ εβηαηάζηαζδξ ηαζ ελάπθςζδξ ημο παεμβυκμο 

(Hammond-Kosack and Jones, 1996). Δπζπθέμκ, ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ άιοκα ηςκ 

θοηχκ έκακηζ ηςκ παεμβυκςκ παίγεζ δ ζοζζχνεοζδ μοζζχκ υπςξ μζ θοημαθελίκεξ ηαζ 

μζ πνςηεΐκεξ παεμβέκεζδξ (pathogenesis-related proteins, PR). Απυ ηα ακςηένς είκαζ 

θακενυ υηζ μ εκημπζζιυξ ηςκ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ 

αιοκηζηχκ ιδπακζζιχκ ή επάβμοκ ηδκ παναβςβή ελεζδζηεοιέκςκ μοζζχκ είκαζ 

εειεθζχδμοξ ζδιαζίαξ βζα ηδ αεθηίςζδ ηδξ ακημπήξ ηςκ θοηχκ βεκζηυηενα ηαζ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ εζδζηυηενα ζηζξ αζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ.  

Όζμκ αθμνά ηδ ιμνζαηή αάζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ζημ ιφηδηα P. tracheiphila, μζ 

Recupero et al. (1997) δζαηφπςζακ ηδκ οπυεεζδ ηδξ φπανλδξ ηνζχκ εκαθθαηηζηχκ 

(alternative) βμκζδίςκ (A, B ηαζ C) πμο ειθακίγμοκ ηονζανπζηή δνάζδ. Ζ φπανλδ έζης 

ηαζ εκυξ ηονίανπμο αθθδθμιυνθμο μδδβεί ζηδκ εηδήθςζδ ακεεηηζηυηδηαξ ζηδκ 

ημνοθμλήνα. Χζηυζμ, ακαθένεηαζ δ φπανλδ εκυξ ηέηανημο βμκζδίμο (Η) ημ μπμίμ ζηδκ 

ηονίανπδ ιμνθή ημο θεζημονβεί ςξ επζζηαηζηυ, ιε απμηέθεζια κα επάβεζ εοαζζεδζία 

αδνακμπμζχκηαξ ηδκ ηονζανπία ημο Β αθθδθμιυνθμο (Recupero et al., 1997). Όιςξ, 

είκαζ πμθφ πζεακυ ζημ βκχνζζια ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ζηδκ ημνοθμλήνα κα ειπθέηεηαζ 

ιεβαθφηενμξ ανζειυξ βμκζδίςκ.  

Οζ Gentile et al. (2007) δδιζμφνβδζακ δζαβμκζδζαηά θοηά θειμκζάξ πμο ελέθναγακ 

ημ βμκίδζμ chit42 απυ ημ ιφηδηα Trichoderma harzianum ηαζ ανήηακ υηζ αολήεδηε δ 

ακεεηηζηυηδηά ημοξ ζημοξ ιφηδηεξ P. tracheiphila and Botrytis cinerea. Ζ 

παναηδνδεείζα αφλδζδ ζηδκ έηθναζδ ηνζχκ βμκζδίςκ (allene oxide synthase, fatty acid 
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hydroperoxide lyase ηαζ phenylalanine-ammonia lyase), πμο ειπθέημκηαζ ζημ 

ιδπακζζιυ ηδξ επαβυιεκδξ δζαζοζηδιαηζηήξ ακεεηηζηυηδηαξ (induced systemic 

resistance, ISR),  πζεακμθμβείηαζ υηζ εοεφκεηαζ βζα ηδκ αολδιέκδ ακεεηηζηυηδηα ηςκ 

δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ ζημοξ δφμ ιφηδηεξ (Distefano et al., 2008). Σα ηεθεοηαία πνυκζα, 

δ ένεοκα έπεζ ζηναθεί πενζζζυηενμ πνμξ ηδκ ακάπηολδ ακεεηηζηυηδηαξ ιέζς ηδξ 

πνήζδξ αζμθμβζηχκ παναβυκηςκ (αάηζθθμζ, εκδυθοηα ηθπ.). Γζα ημ θυβμ αοηυ, δεκ 

οπάνπμοκ κευηενα δεδμιέκα ζπεηζηά ιε ηα βμκίδζα πμο πζεακυκ ειπθέημκηαζ ζηδκ 

άιοκα ηδξ θειμκζάξ εκακηίμκ ηδξ ημνοθμλήναξ. 

Όζμκ αθμνά ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ, είκαζ ιζα ζδζυηδηα 

πμο ιπμνεί κα αολήζεζ ηδ γχκδ ηαθθζένβεζαξ ηδξ θειμκζάξ ηαζ κα ιεζχζεζ ηζξ 

μζημκμιζηέξ γδιζέξ πμο πνμηφπημοκ απυ ηδκ ηαηαζηνμθή ηςκ δέκδνςκ έπεζηα απυ ηδκ 

επίδναζδ παιδθχκ εενιμηναζζχκ. Ζ έηεεζδ ηςκ θοηχκ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ 

επδνεάγεζ ηδκ έηθναζδ πθήεμοξ βμκζδίςκ πμο ηςδζημπμζμφκ νοειζζηζηέξ αθθά ηαζ 

θεζημονβζηέξ πνςηεΐκεξ. Σα θοηά πνμζανιυγμκηαζ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ 

εκενβμπμζχκηαξ ιζα ζεζνά απυ αζμπδιζηά βεβμκυηα πμο μδδβμφκ ζε θοζζμθμβζηέξ ηαζ 

αζμπδιζηέξ αθθαβέξ. Καηά ηδ δζάνηεζα ημο εβηθζιαηζζιμφ πανάβμκηαζ κέεξ πνςηεΐκεξ, 

αθθάγεζ δ ζφζηαζδ ηςκ θζπζδίςκ ηαζ ηςκ οδαηακενάηςκ, ζοζζςνεφμκηαζ ςζιςθφηεξ, 

υπςξ δ πνμθίκδ, δ αεηαΐκδ ηαζ δζαθοηά ζάηπανα, ηαζ εκενβμπμζμφκηαζ ηα ηακάθζα 

ζυκηςκ (Zhang et al. 2005). Σμ Poncirus trifoliata (L.) Raf. ηαζ ημ Citrus unshiu είκαζ 

απυ ηα πθέμκ ακεεηηζηά ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ εζπενζδμεζδή. Γζα ημ θυβμ αοηυ, ημ 

πνχημ έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ζε ανηεηά αεθηζςηζηά πνμβνάιιαηα ιε ζηυπμ ηδκ αφλδζδ 

ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ζημ ρφπμξ, υιςξ πςνίξ ιεβάθδ επζηοπία (Sahin-Cevik and Moore, 

2006). Ζ ιμνζαηή ακάθοζδ ηςκ δφμ ζοβηεηνζιέκςκ εζδχκ έδεζλε υηζ οπυ ηδκ επίδναζδ 

παιδθχκ εενιμηναζζχκ επάβεηαζ δ έηθναζδ βμκζδίςκ πμο ειπθέημκηαζ ζε πμθθέξ 

ηοηηανζηέξ θεζημονβίεξ, υπςξ δ ιεηαβναθή ηςκ βμκζδίςκ, μ ιεηααμθζζιυξ, δ άιοκα ηςκ 

ηοηηάνςκ, δ ιεηάδμζδ ζδιάηςκ ηαζ μ ιδπακζζιυξ ιεηαθμνάξ πνςηεσκχκ, βεβμκυξ πμο 

οπμδεζηκφεζ υηζ ημ βκχνζζια ηδξ ακημπήξ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ πανμοζζάγεζ 

ζφκεεηδ βεκεηζηή αάζδ (Lang et al., 2005; Sahin-Cevin and Moore, 2006).  

Αλζμζδιείςημ είκαζ υηζ πμθθά βμκίδζα πμο ειπθέημκηαζ ζηδκ ακηαπυηνζζδ ηςκ 

θοηχκ ζημ ρφπμξ εκενβμπμζμφκηαζ ηαζ ζε ζοκεήηεξ λδναζίαξ, βεβμκυξ πμο απμδίδεηαζ 

ζημ υηζ δ ηαηαπυκδζδ πμο πνμηαθείηαζ απυ παιδθέξ εενιμηναζίεξ είκαζ ακηίζημζπδ 

αοηήξ πμο μθείθεηαζ ζηδκ λδναζία ηαζ ηδκ αθοδάηςζδ. Μζα μιάδα βμκζδίςκ πμο 

θαίκεηαζ κα παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδκ πνμζανιμβή ηςκ θοηχκ ζηζξ παιδθέξ 

εενιμηναζίεξ αθθά ηαζ ζηδκ λδναζία είκαζ μζ αθοδνίκεξ. Πνυηεζηαζ βζα πνςηεΐκεξ πμο 
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πνμζδέκμκηαζ ζηα ηοηηανζηά ιαηνμιυνζα, εζδζηυηενα ζηζξ ιειανάκεξ ηαζ ηζξ πνςηεΐκεξ, 

ειπμδίγμκηαξ ηδκ πήλδ ημοξ ηαζ ζοιαάθθμκηαξ ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ θεζημονβζηυηδηάξ 

ημοξ οπυ ζοκεήηεξ πενζααθθμκηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ (Close, 1997). ηα εζπενζδμεζδή, 

έπεζ απμιμκςεεί δ αθοδνίκδ CuCOR19, δ μπμία θαίκεηαζ υηζ εκενβμπμζείηαζ απυ ηζξ 

παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ έπεζ ηνομ-πνμζηαηεοηζηή δνάζδ (Hara et al., 2001). 

Ζ ηαηαζηεοή ηαζ ακάθοζδ αθαζνεηζηχκ αζαθζμεδηχκ ιεηαλφ δφμ πθδεοζιχκ πμο 

δζαθένμοκ ςξ πνμξ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζε αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ είκαζ ιζα 

απμηεθεζιαηζηή ιέεμδμξ εκημπζζιμφ ηςκ βμκζδίςκ πμο πζεακυκ ειπθέημκηαζ ζημοξ 

αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ ηςκ θοηχκ. Ζ ζφβηνζζδ ιεηαλφ δφμ πθδεοζιχκ mRNA 

ιπμνεί κα βίκεζ ιε πμθθέξ ιεευδμοξ, υπςξ δ δζαθμνζηή έηθναζδ (differential display, 

DD), μ ηαηαζηαθηζηυξ αθαζνεηζημφξ οανζδζζιυξ (suppression subtractive hybridization, 

SSH), μζ ιζηνμζοζημζπίεξ (microarrays) ηαζ δ αθθδθμφπδζδ ημο RNA (RNA-Seq) 

(Cassasola et al., 2013). 

 

6.1.3. Αλίρλεπζε δηαθνξηθά εθθξαδνκέλσλ γνληδίσλ ζηηο πνηθηιίεο ιεκνληάο 

Αδακνπνύινπ θαη Lisbon 

Δίκαζ εονέςξ απμδεηηυ υηζ δ ιεθέηδ ηδξ δζαθμνζηήξ έηθναζδξ βμκζδίςκ πμο 

εθέβπμοκ ζδιακηζηά αβνμκμιζηά βκςνίζιαηα δζεοημθφκεηαζ ζδιακηζηά απυ ηδ 

δζαεεζζιυηδηα βεκεηζημφ οθζημφ πμο παναηηδνίγεηαζ απυ ζοββεκζηυ βεκεηζηυ οπυααενμ 

ηαζ δζαθμνζηυ θαζκυηοπμ ςξ πνμξ ηα οπυ ιεθέηδ βκςνίζιαηα. ηα πθαίζζα αοηά, μζ 

πμζηζθίεξ θειμκζάξ «Αδαιμπμφθμο» ηαζ «Lisbon», πμο πανμοζζάγμοκ ορδθυ ααειυ 

ζοββέκεζαξ (δ «Αδαιμπμφθμο» εεςνείηαζ ηθχκμξ ηδξ «Lisbon») ηαζ επζπθέμκ 

εεςνμφκηαζ ακεηηζηή ηαζ εοαίζεδηδ ακηίζημζπα ζηδκ ημνοθμλήνα ηαζ ζημ ρφπμξ 

(Πνςημπαπαδάηδξ, 1994), ζοκζζημφκ ζδακζηυ βεκεηζηυ οθζηυ βζα ηδ ιεθέηδ ηδξ 

δζαθμνζηήξ έηθναζδξ βμκζδίςκ (Παζζίζδξ ηαζ Κεναιίδαξ, 1983). Γζα ημ ζημπυ αοηυ, 

πνμδβμφιεκεξ ιεθέηεξ επζηεκηνχεδηακ ζηδ ζφβηνζζδ ζε ιεηαβναθζηυ επίπεδμ 

(mRNA) ηςκ βμκζδίςκ πμο εηθνάγμκηαζ ζημ αθαζηυ ηςκ πμζηζθζχκ «Αδαιμπμφθμο» 

ηαζ «Lisbon», μζ μπμίεξ δζαθένμοκ ιεηαλφ ημοξ ςξ πνμξ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζηδκ 

ημνοθμλήνα ηαζ ημ ρφπμξ (Κμοηζζμοιάνδ, 2007; Κμοηζζμοιάνδ, 2009). Απυ ημοξ 

αθαζημφξ ηςκ δφμ πμζηζθζχκ απμιμκχεδηε RNA, ημ μπμίμ πνδζζιμπμζήεδηε βζα ηδκ 

ηαηαζηεοή δφμ αθαζνεηζηχκ (subtracted) cDNA αζαθζμεδηχκ ιε ηδκ εθανιμβή ηδξ 

ηεπκζηήξ ημο Καηαζηαθηζημφ Αθαζνεηζημφ Τανζδζζιμφ. Σα πνμσυκηα ηςκ 

«αθαζνέζεςκ» ηθςκμπμζήεδηακ, αθθδθμοπήεδηακ ηαζ μζ απμηηδεείζεξ αθθδθμοπίεξ 
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ηαηαηέεδηακ ζηδ δζεεκή αάζδ δεδμιέκςκ NCBI ιε ανζειμφξ πνυζααζδξ GO256630-

GO256710. ηδ ζοκέπεζα, μζ αθθδθμοπίεξ ζοβηνίεδηακ ιε αοηέξ πμο ανίζημκηαζ 

ηαηαηεεεζιέκεξ ζηζξ δζεεκείξ αάζεζξ δεδμιέκςκ. Απυ ηα απμηεθέζιαηα πνμέηορε υηζ μζ 

δφμ πμζηζθίεξ θειμκζάξ ειθακίγμοκ δζαθμνέξ ζηδκ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ ημοξ ιε ηζξ 

αθθδθμοπίεξ ηδξ «Αδαιμπμφθμο» κα πανμοζζάγμοκ μιμθμβία ιε πνςηεΐκεξ πμο 

ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ άιοκα ηςκ θοηχκ ζε αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ 

(Κμοηζζμοιάνδ, 2009).  

 

6.1.4. θνπόο 

ηυπμξ ηςκ πεζναιάηςκ ημο πανυκημξ ηιήιαημξ ηδξ δζαηνζαήξ ήηακ δ πεναζηένς 

ιεθέηδ ηςκ αθθδθμοπζχκ πμο εηθνάγμκηαζ δζαθμνζηά ζηδκ πμζηζθία «Αδαιμπμφθμο». 

Γζα ημ ζημπυ αοηυ, πναβιαημπμζήεδηε ηαηδβμνζμπμίδζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ ςξ πνμξ ηδ 

θεζημονβζηυηδηά ημοξ ζημ θοηυ ηαζ ιεηνήεδηε δ ζπεηζηή έηθναζδ μηηχ επζθεβιέκςκ 

cDNAs ιεηαλφ ηςκ δφμ πμζηζθζχκ ιε ηδκ εθανιμβή ακηζδνάζεςκ PCR πναβιαηζημφ 

πνυκμο (Real-time PCR). 
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6.2. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ  

6.2.1. Καηδβμνζμπμίδζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ 

Οζ απμηηδεείζεξ αθθδθμοπίεξ (Κμοηζζμοιάνδ, 2009) επελενβάζηδηακ ιε ηδ 

πνήζδ ημο θμβζζιζημφ BLAST-X (NCBI, USA), πνμηεζιέκμο κα επζηαζνμπμζδεεί μ 

πίκαηαξ ιε ηζξ πζμ πνυζθαηεξ μιμζυηδηεξ ιε πνςηεΐκεξ πμο είκαζ ηαηαηεεεζιέκεξ ζηδ 

δζεεκή αάζδ δεδμιέκςκ ημο NCBI βζα ημ ααζίθεζμ ηςκ Viridiplantae. Χξ ηαηχηαημ υνζμ 

μιμζυηδηαξ (e-value cutoff) μνίζηδηε ημ 10
-3

. Σα απμηεθέζιαηα εζζήπεδζακ ζημ 

θμβζζιζηυ Blast2Go (Conesa et al., 2005), ιε ημ μπμίμ έβζκε ηαηδβμνζμπμίδζδ ηςκ 

αθθδθμοπζχκ ιε αάζδ ηδ θεζημονβία ημοξ ζημ θοηυ.  

 

6.2.2. Ακάθοζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ ιε ηδκ εθανιμβή ηδξ αθοζζδςηήξ ακηίδναζδξ 

πμθοιενάζδξ πναβιαηζημφ πνυκμο (Real-time PCR) 

Δπζθέπεδηακ μηηχ αθθδθμοπίεξ ηδξ αθαζνεηζηήξ αζαθζμεήηδξ «Αδαιμπμφθμο-

Lisbon» ηαζ ζπεδζάζηδηακ εηηζκδηέξ ιε ηδ πνήζδ ημο θμβζζιζημφ Beacon Designer 5 

(Πίκαηαξ 6.1). Χξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε ημ βμκίδζμ ηδξ δεφηενδξ 

οπμιμκάδαξ ηδξ αθοδνμβμκάζδξ ημο NADH (ndhB gene). Ζ ηαηαθθδθυθδηα ημο εκ 

θυβς βμκζδίμο ςξ εζςηενζημφ ιάνηονα (housekeeping gene) έβηεζηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ 

εηθνάγεηαζ ζηαεενά ζε δζαθμνεηζημφξ ζζημφξ ηαζ ακαπηολζαηά ζηάδζα ημο θοημφ 

(Maloukh et al., 2009). 

Ανπζηά, πναβιαημπμζήεδηακ ακηζδνάζεζξ ακηίζηνμθδξ ιεηαβναθήξ ιε ημ έκγοιμ 

SuperScript II (Invitrogen), αημθμοεχκηαξ ηζξ μδδβίεξ ημο ηαηαζηεοαζηή. Γζα ηζξ 

ακηζδνάζεζξ πνδζζιμπμζήεδηε 1ιg μθζημφ RNA απυ δείβιαηα αθαζημφ ηςκ πμζηζθζχκ 

Αδαιμπμφθμο ηαζ Lisbon. 

Σα πνμσυκηα ηςκ ακηζδνάζεςκ RT αναζχεδηακ 1:10 ηαζ πνδζζιμπμζήεδηακ ςξ 

εηιαβεία βζα ηζξ ακηζδνάζεζξ Real-time PCR. Οζ ακηζδνάζεζξ έβζκακ ζε δφμ επακαθήρεζξ 

ιε ημ έκγοιμ KAPA SYBR FAST qPCR Kit ηδξ KapaBiosystems ζημ παναηάης ιίβια: 

υςτατικά Ποςότθτεσ (μl) 
Σελικι 

ςυγκζντρωςθ 

Η2Ο 2   

SuperMix (2x) 5 1x 

Πρόςκιοσ εκκινθτισ (2μM) 1 0,2 μΜ 

Αντίςτροφοσ εκκινθτισ (2μM) 1 0,2 μΜ 

Προϊόν RT 1   

φνολο 10   
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Σμ πνυβναιια ηδξ Real time PCR πμο πνδζζιμπμζήεδηε ζημ εενιμηοηθζηυ ιδπάκδια 

MJ MiniOpticon ηδξ Biorad ήηακ: 

95 °C - 3 λεπτά  

95 °C - 3 δευτ.  
 50 °C - 20 δευτ. 40 κφκλοι 

72 °C - 20 δευτ.  

διάβαςμα των δειγμάτων 

 

ημ ηέθμξ ημο πνμβνάιιαημξ οπήνλε έκα ζηάδζμ βζα ηδ δδιζμονβία ηδξ ηαιπφθδξ 

απμδζάηαλδξ (melt curve): 

 95 °C για 10 δευτερόλεπτα, 

 melt curve 65 °C to 95 °C, με αφξθςθ κατά 0,5 °C για 5 δευτερόλεπτα και διάβαςμα 

των δειγμάτων. 

 

Ζ επελενβαζία ηςκ απμηεθεζιάηςκ έβζκε ιε ηδ πνήζδ ηςκ θμβζζιζηχκ Bio-Rad 

CFX Manager ηαζ ημο Microsoft Excel. Γζα ημκ οπμθμβζζιυ ηςκ ζπεηζηχκ επζπέδςκ 

έηθναζδξ ηςκ βμκζδίςκ εθανιυζηδηε δ ελίζςζδ 2
-ΓΓCt

 (Livak and Schmittgen, 2001), 

υπςξ πενζβνάθδηε ζηδκ οπμεκυηδηα 3.2.2.3. ημο Κεθαθαίμο 3.  

 

Πίλαθαο 6.1. Οζ αθθδθμοπίεξ ηςκ εηηζκδηχκ πμο πνδζζιμπμζήεδηακ βζα ηδκ εκίζποζδ 

ηςκ οπυ ιεθέηδ δζαθμνζηά εηθναγυιεκςκ βμκζδίςκ. 

Ονόματα εκκινθτϊν Αλλθλουχίεσ εκκινθτϊν Μζγεκοσ 
προϊόντοσ (bp) 

CLAdsh-42-F GATGCCGAAGGTGGAAAGG 129 
CLAdsh-42-R AAGGTGCTGTCGTGTATCTAC 

CLAdsh-115-F GATGGTCACGCACTCACG 136 
CLAdsh-115-R GCCTGCCGCCCATAATTTC 

CLAdsh-160-F ACGCTTAACAGGATCAAAGTTG 91 
CLAdsh-160-R CTTCTTGCTCTGTATAGTTGCTG 

CLAdsh-252R-F AAGAAGACAACGAAGGCATC 120 
CLAdsh-252R-R GGAAGCAAACCTGAATACGC 

CLAdsh-254-F TTCGTGGACACCATCAGC 138 
CLAdsh-254-R CAGGATCAGCAGGCGTTC 

CLAdsh-282R-F ACATAAACCAAACACATT 77 
CLAdsh-282R-R TCTGTTACTGCTGCTTTTC 

CLAdsh-583-F TGCCGCCGACATAGAAGG 110 
CLAdsh-583-R CGAAATGCCGAACACCAAC 

CLAdsh-591-F CAGGGTGTCATAGGCGTAG 101 
CLAdsh-591-R ACCAGACCTTCGTGTTCC 

qNADH-F TCCCACTCCAGTCGTTGC 120 
qNADH-R TCCAGAAGAAGATGCCATTCG 
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6. 3. ΑΠΟΣΔΛΔΜΑΣΑ  

6.3.1. Καηεγνξηνπνίεζε ησλ αιιεινπρηώλ 

ηα πθαίζζα ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ έβζκε εη κέμο δζαθμβή ηςκ αθθδθμοπζχκ ηδξ 

αθαζνεηζηήξ αζαθζμεήηδξ «Αδαιμπμφθμο-Lisbon» ηαζ πνμέηορακ 56 ιμκαδζηέξ 

αθθδθμοπίεξ, μζ μπμίεξ εζζήπεδζακ ζημ θμβζζιζηυ BLAST-X πνμηεζιέκμο κα 

εκημπζζηεί πζεακή μιμθμβία ιε πνςηεΐκεξ πμο είκαζ ηαηαηεεεζιέκεξ ζηδ αάζδ 

δεδμιέκςκ ημο NCBI. Χξ ηαηχηαημ υνζμ μιμζυηδηαξ (e-value cutoff) μνίζηδηε ημ 10
-3

. 

Απυ αοηή ηδκ ακάθοζδ πνμέηορε υηζ ιυκμ μζ 16 αθθδθμοπίεξ (28,6%) είπακ μιμθμβία 

ιε βκςζηά βμκίδζα εκχ μζ οπυθμζπεξ 40 αθθδθμοπίεξ (71,4%) δεκ είπακ μιμθμβία ιε 

ηακέκα βμκίδζμ ηδξ αάζδξ δεδμιέκςκ.  

ηδ ζοκέπεζα, μζ 16 αθθδθμοπίεξ ηαλζκμιήεδηακ ζε επηά ηαηδβμνίεξ ιε αάζδ ηδ 

θεζημονβία ηδξ μιυθμβδξ πνςηεΐκδξ. Όπςξ θαίκεηαζ ζημκ Πίκαηα 6.2, μζ αθθδθμοπίεξ 

πζεακυκ ηςδζημπμζμφκ πνςηεΐκεξ πμο ζπεηίγμκηαζ ιε ημ ιεηααμθζζιυ, ηδ ιεηαθμνά, ηδ 

ιεηαβναθή, ηδκ απυηνζζδ ζε ηαηαπμκήζεζξ, εκχ ηάπμζεξ έπμοκ άβκςζηδ ή οπμεεηζηή 

θεζημονβία. Απυ ηα απμηεθέζιαηα πνμηφπηεζ υηζ δ πθεζμρδθία ηςκ αθθδθμοπζχκ έπεζ 

μιμθμβία ιε πνςηεΐκεξ πμο ειπθέημκηαζ άιεζα ή έιιεζα ζημοξ αιοκηζημφξ 

ιδπακζζιμφξ ηςκ θοηχκ έκακηζ αζμηζηχκ ηαζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ. 

Αημθμφεδζε ακάθοζδ ηςκ 16 αθθδθμοπζχκ ιε ημ θμβζζιζηυ Blast2Go, ιε ημ 

μπμίμ έβζκε ηαλζκυιδζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ ιε αάζδ ηδ ιμνζαηή ημοξ θεζημονβία, ηδκ 

πανμοζία ημοξ ζηα οπμηοηηανζηά μνβακίδζα ηαζ ηδ ζοιιεημπή ημοξ ζε αζμθμβζηέξ 

δζενβαζίεξ ημο θοημφ (Γζάβν. 6.1).  
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Πίλαθαο 6.2. φβηνζζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ πμο εηθνάγμκηαζ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο» ιε αθθδθμοπίεξ ηαηαηεεεζιέκεξ ζηζξ δζεεκείξ αάζεζξ 

δεδμιέκςκ ηςκ θοηχκ βζα ηζξ πνςηεΐκεξ (BLAST-X) ηαζ ηαηδβμνζμπμίδζδ ιε αάζδ ημ νυθμ ημοξ ζημ θοηυ. 

Κλϊνοσ 
Αρικμόσ 
πρόςβαςθσ 
ςτο NCBI 

Αρικμόσ πρόςβαςθσ 
ομόλογθσ πρωτεΐνθσ 

Πλθςιζςτερθ ομόλογθ πρωτεΐνθ E-value 
Μζγεκοσ 
DNA (bp) 

Φυτικό είδοσ 

Μεταβολιςμόσ 

CLAdsh-32 GO256645 AGT17357 cytochrome P450 monooxygenase 1.12E-14 167 Saccharum hybrid 

CLAdsh-115 GO256655 XP_008228875 Predicted: 4-coumarate--CoA ligase 1-like 3.00E-04 408 Prunus mume 

CLAdsh-583 GO256689 AGZ15401 allantoinase 8.99E-09 356 Phaseolus vulgaris 

CLAdsh-590 GO256693 XP_008239696 
Predicted: acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase 
subunit alpha, chloroplastic 

2.49E-05 245 Prunus mume 

CLAdsh-591 GO256694 AEL95440 polyphenol oxidase 2.00E-03 203 Populus euphratica 

Μεταβολιςμόσ νουκλεϊκϊν οξζων 

CLLish-362 GO256703 XP_009355254 Tyrosine--tRNA ligase, mitochondrial isoform X1 7.80E-15 199 Pyrus x bretschneideri 

CLLish-546 GO256705 XP_002538985 werner helicase interacting protein, putative 5,90E-04 97 Ricinus communis 

Μεταφορά 

CLAdsh-133 GO256658 XP_003614380 Cytochrome P450 like TATA box binding protein 6.00E-04 112 Medicago truncatula 

CLAdsh-159 GO256659 YP_004237259 cytochrome c biogenesis FN (mitochondrion) 1.60E-09 170 Ricinus communis 

Μεταγραφι 

CLAdsh-254 GO256676 XP_004153449 Predicted: transcriptional regulatory protein TyrR-like 1.11E-15 309 Cucumis sativus 

  XP_002948320 nitrogen assimilation regulatory protein 5.50E-03 309 
Volvox carteri f.  
nagariensis 

CLAdsh-c60 GO256698 XP_002539363 Transcription elongation protein nusA, putative 8.00E-03 99 Ricinus communis 

Απόκριςθ ςε καταπονιςεισ 

CLAdsh-160 GO256660 NP_001148021 ultraviolet-B-repressible protein 4.00E-03 124 Zea mays 

CLAdsh-248 GO256672 AEX55694 betaine aldehyde dehydrogenase 3.61E-21 356 
Brassica rapa subsp. 
oleifera 

Άγνωςτθ λειτουργία 

CLAdsh-45 GO256650 XP_003588355 Mitochondrial protein, putative 2.00E-03 82 Medicago truncatula 

CLAdsh-230 GO256666 XP_003614391 Tar1p 5.87E-22 195 Medicago truncatula 

Τποκετικζσ πρωτεΐνεσ 

CLAdsh-26 GO256641 XP_002534842 conserved hypothetical protein 2.00E-12 197 Ricinus communis 

CLAdsh-42 GO256649 CBI15784 unnamed protein product  1,02E-08 360 Vitis vinifera 

CLAdsh-585 GO256690 XP_002536774 conserved hypothetical protein 1.11E-06 274 Ricinus communis 
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Γηάγξακκα 6.1. Καηδβμνζμπμίδζδ ηςκ αθθδθμοπζχκ πμο εηθνάγμκηαζ δζαθμνζηά ζηδκ 

«Αδαιμπμφθμο» ιε αάζδ ηδ θεζημονβία ημοξ ζημ θοηυ, ζφιθςκα ιε ημ θμβζζιζηυ Blast2Go. 

 

6.3.2. Αλάιπζε ησλ αιιεινπρηώλ κε ηελ εθαξκνγή ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

πνιπκεξάζεο πξαγκαηηθνύ ρξόλνπ (Real-time PCR) 

Οζ ακηζδνάζεζξ Real-time PCR πναβιαημπμζήεδηακ ιε ζηυπμ κα επαθδεεοηεί δ 

εβηονυηδηα ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο Καηαζηαθηζημφ Αθαζνεηζημφ Τανζδζζιμφ αθθά 

ηαζ βζα κα εηηζιδεεί δ δζαθμνά ηδξ ζπεηζηήξ έηθναζδξ ηςκ επζθεβιέκςκ βμκζδίςκ ζηζξ 

δφμ πμζηζθίεξ θειμκζάξ.  

Ανπζηά, ζπεδζάζηδηακ εηηζκδηέξ βζα ηζξ 16 αθθδθμοπίεξ πμο πανμοζίαζακ 

ζδιακηζηή μιμθμβία ιε πνςηεΐκεξ ηδξ αάζδξ δεδμιέκςκ ημο NCBI. Οζ επζθεβιέκμζ 

εηηζκδηέξ αλζμθμβήεδηακ εθανιυγμκηαξ δμηζιαζηζηέξ ακηζδνάζεζξ απθήξ PCR ηαζ 

Real-time PCR οπυ δζάθμνεξ ζοκεήηεξ ηαζ ηα πνμσυκηα ακαθφεδηακ ζε πδηηή 

αβανυγδξ. Οζ εηηζκδηέξ βζα δέηα αθθδθμοπίεξ δεκ έδςζακ ζηακμπμζδηζηά απμηεθέζιαηα 

ηαεχξ ζπδιάηζγακ δζιενή εηηζκδηχκ (primer-dimer), απμοζία ηδξ ακαιεκυιεκδξ γχκδξ 

ή πανμοζία επζπθέμκ γςκχκ, ηαζ βζα ημ θυβμ απμννίθεδηακ. Οζ εηηζκδηέξ βζα ηζξ 

οπυθμζπεξ έλζ αθθδθμοπίεξ έδςζακ ηα ακαιεκυιεκα πνμσυκηα, εκχ πνδζζιμπμζήεδηακ 

ηαζ εηηζκδηέξ βζα δφμ αθθδθμοπίεξ βζα ηζξ μπμίεξ δεκ ανέεδηε ζδιακηζηή μιμθμβία 

(πάκς απυ 10
-3

) ζηζξ αάζεζξ δεδμιέκςκ. 

Βιολογική λειηοσργία Μοριακή λειηοσργία Κσηηαρικό ζηοιτείο 
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Οζ ακηζδνάζεζξ Real-time PCR έβζκακ ζε δείβιαηα cDNA απυ αθαζημφξ 

«Αδαιμπμφθμο» ηαζ «Lisbon» ηαζ εηηζιήεδηε δ δζαθμνά ζηδ ζπεηζηή έηθναζδ ιεηαλφ 

ηςκ δφμ πμζηζθζχκ (Γζάβν. 6.2). Απυ ημ δζάβναιια θαίκεηαζ υηζ ηα επηά απυ ηα μηηχ 

βμκίδζα πμο ιεθεηήεδηακ οπενεηθνάγμκηαζ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο». Σδ ιεβαθφηενδ 

δζαθμνά ζηδκ έηθναζδ πανμοζζάγμοκ μζ αθθδθμοπίεξ CLAdsh-160, CLAdsh-252R ηαζ 

CLAdsh-583. Ζ αθθδθμοπία CLAdsh-583, πμο πανμοζίαζε ηαζ ηδ ιεβαθφηενδ δζαθμνά 

ζηδκ έηθναζδ, πζεακυκ ηςδζημπμζεί ημ έκγοιμ αθθακημσκάζδ. Ζ αθθδθμοπία CLAdsh-

160 έπεζ ορδθή μιμθμβία ιε ιζα πνςηεΐκδ πμο ηαηαζηέθθεηαζ απυ ηδκ Β-οπενζχδδ 

αηηζκμαμθία, εκχ βζα ηδκ αθθδθμοπία CLAdsh-252R δεκ ανέεδηε μιμθμβία ιε ηάπμζα 

βκςζηή πνςηεΐκδ ηαζ επμιέκςξ πνήγεζ πεναζηένς ιεθέηδξ. 

Ακηίεεηα, βζα ηδκ αθθδθμοπία CLAdsh-42 ανέεδηε υηζ εηθνάγεηαζ 10 θμνέξ 

πενζζζυηενμ ζηδ «Lisbon» ζε ζπέζδ ιε ηδκ «Αδαιμπμφθμο», βεβμκυξ πμο οπμδεζηκφεζ 

υηζ μζ αθαζνεηζηέξ αζαθζμεήηεξ ιπμνεί κα πενζθαιαάκμοκ ηαζ έκα πμζμζηυ ρεοδχξ 

εεηζηχκ αθθδθμοπζχκ (false positives) ηαζ βζα ημ θυβμ αοηυ είκαζ απαναίηδημ κα βίκεηαζ 

επζαεααίςζδ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο Καηαζηαθηζημφ Αθαζνεηζημφ Τανζδζζιμφ.  
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Γηάγξακκα 6.2. Ακάθοζδ ηδξ έηθναζδξ μηηχ ESTs ηδξ αθαζνεηζηήξ αζαθζμεήηδξ 

«Αδαιμπμφθμο-Lisbon». Σα απμηεθέζιαηα εηθνάγμκηαζ ςξ ζπεηζηή δζαθμνά ζηδκ έηθναζδ 

ιεηαλφ ηςκ δφμ πμζηζθζχκ. Χξ εζςηενζηυξ ιάνηοναξ πνδζζιμπμζήεδηε ημ βμκίδζμ ndhB. Οζ 

ανζειμί οπμδεζηκφμοκ ημοξ ηθχκμοξ CLAdsh υπςξ ακαθένμκηαζ ζημκ Πίκαηα 6.2. 
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6.4. ΤΕΖΣΖΖ 

Ζ θειμκζά απμηεθεί ιζα ζδιακηζηή ηαθθζένβεζα βζα ηδ πχνα ιαξ. Όιςξ ηα 

ηεθεοηαία πνυκζα μζ ηαθθζενβμφιεκεξ εηηάζεζξ ιεζχεδηακ ζδιακηζηά ελαζηίαξ ηδξ 

ηαηαζηνμθήξ πμθθχκ δέκδνςκ απυ ηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ ηδκ ημνοθμλήνα. 

Ηδζαίηενα ζηδκ πενζμπή ηδξ Κμνζκείαξ, πμο απμηεθμφζε παναδμζζαηά ημ ιεβαθφηενμ 

ηέκηνμ ηαθθζένβεζαξ ηδξ θειμκζάξ, μζ γδιζέξ απυ ημκ παβεηυ ημο 2004 ηαζ ηδκ 

ημνοθμλήνα ήηακ πμθφ ιεβάθεξ, ελαζηίαξ ηδξ πνήζδξ ηδξ παναδμζζαηήξ πμζηζθίαξ 

Μαβθδκήξ πμο είκαζ πμθφ εοαίζεδηδ ζε αιθυηενεξ ηζξ ηαηαπμκήζεζξ. Απυ ημ 2004 ηαζ 

ιεηά, έκα ιεβάθμ ιένμξ ηςκ εηηάζεςκ εβηαηαθείθεδηε ηαζ δ παναβςβή ιεζχεδηε, ιε 

απμηέθεζια κα αολδεμφκ πμθφ μζ εζζαβςβέξ θειμκζχκ. Σμ βεβμκυξ αοηυ ζδιαημδυηδζε 

ηδ ζηνμθή ηδξ θειμκμηαθθζένβεζαξ πνμξ ηδ πνήζδ κέςκ πμζηζθζχκ πενζζζυηενμ 

ακεεηηζηχκ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ ζηδκ ημνοθμλήνα, ιε ηζξ μπμίεξ 

ελαζθαθίγεηαζ ηαοηυπνμκα ηαζ δ ηθζιάηςζδ ηδξ ζοβημιζδήξ. 

Ζ αεθηίςζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ 

έπεζ απαζπμθήζεζ πμθθμφξ επζζηήιμκεξ. Ζ δζαπίζηςζδ υηζ ημ ζοββεκέξ είδμξ Poncirus 

trifoliata είκαζ ζδζαίηενα ακεεηηζηυ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ, είπε ςξ απμηέθεζια ηδκ 

αλζμπμίδζή ημο ζε ζπεηζηέξ αεθηζςηζηέξ δζαδζηαζίεξ πμο απέθενακ ηδκ παναβςβή 

ιενζηχκ πμθφ ηαθχκ οπμηεζιέκςκ, πςνίξ ςζηυζμ κα επζηεοπεεί δ δδιζμονβία ιζαξ 

ηαθήξ πμζηζθίαξ (Sahin-Cevik and Moore, 2006). Με ηδκ πνυμδμ ηδξ αζμηεπκμθμβίαξ, δ 

ένεοκα ζηνάθδηε πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ ηδξ εφνεζδξ ηςκ βμκζδίςκ πμο πνμζδίδμοκ 

ακεεηηζηυηδηα ζηα εζπενζδμεζδή, ηυζμ ζε ααζμηζηέξ υζμ ηαζ ζε ααζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ. Πανυθα αοηά, ιέπνζ ζήιενα, δεκ έπεζ απμζαθδκζζεεί πθήνςξ μ ηνυπμξ 

ηθδνμκυιδζδξ βζα ηακέκα ζπεδυκ ζδιακηζηυ παναηηδνζζηζηυ, χζηε κα ηαηαζηεί 

δοκαηή δ εκζςιάηςζδ βμκζδίςκ ακεεηηζηυηδηαξ ζε οπένηενμοξ βμκυηοπμοξ 

εζπενζδμεζδχκ (Pena et al., 2007). Δζδζηυηενα, βζα ηδ θειμκζά δεκ οπάνπμοκ ακαθμνέξ 

ζηδ δζεεκή αζαθζμβναθία πμο κα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζηζξ παιδθέξ 

εενιμηναζίεξ, εκχ βζα ηδκ ακεεηηζηυηδηα ημνοθμλήνα ακαθένεηαζ ιία ιυκμ ιεθέηδ, 

υπμο δ αεθηίςζδ ημο βκςνίζιαημξ πνμζεββίγεηαζ ιέζς ιεευδςκ ιμνζαηήξ αεθηίςζδξ 

(Distefano et al., 2008). Ο ελαζνεηζηά πενζμνζζιέκμξ ανζειυξ ζπεηζηχκ ενεοκχκ 

πζεακχξ απμδίδεηαζ ζηδκ ανκδηζηή ζηάζδ ημο ηαηακαθςηζημφ ημζκμφ ζηα πνμσυκηα πμο 

πανάβμκηαζ απυ βεκεηζηά ηνμπμπμζδιέκμοξ μνβακζζιμφξ ηαζ ημ απαβμνεοηζηυ κμιζηυ 

πθαίζζμ πμο δζέπεζ ηζξ ηαθθζένβεζεξ αοηέξ εκηυξ ηδξ Δονςπασηήξ Έκςζδξ.  
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ε ζοκέπεζα πνμδβμφιεκςκ ενεοκχκ (Κμοηζζμοιάνδ, 2007; Κμοηζζμοιάνδ, 

2009), δ πανμφζα ενβαζία αθμνά ηδκ εηηεκή ιεθέηδ ηςκ βμκζδίςκ πμο εηθνάγμκηαζ 

δζαθμνζηά ζε αθαζημφξ θειμκζάξ ηδξ, ακεηηζηήξ ζηδκ ημνοθμλήνα ηαζ ημ ρφπμξ, 

πμζηζθίαξ «Αδαιμπμφθμο». Απυ ηδκ εη κέμο ακάθοζδ ηςκ 56 ιμκαδζηχκ αθθδθμοπζχκ 

ιε ημ θμβζζιζηυ BLAST-X ηαζ ηαηχηαημ υνζμ μιμζυηδηαξ (e-value cutoff) ημ 10
-3 

πνμέηορε υηζ μζ 40 απυ ηζξ 56 αθθδθμοπίεξ (71,4%) δεκ είπακ ζδιακηζηή μιμθμβία ιε 

αθθδθμοπίεξ πμο είκαζ ηαηαηεεεζιέκεξ ζηδ δζεεκή αάζδ δεδμιέκςκ ημο NCBI. Σμ 

βεβμκυξ αοηυ οπμδεζηκφεζ υηζ δ ηεπκζηή ημο Κ.Α.Τ. είκαζ ηαηάθθδθδ βζα ηδκ εφνεζδ 

«κέςκ» αθθδθμοπζχκ απυ μνβακζζιμφξ πμο δεκ έπμοκ ιεθεηδεεί εηηεκχξ ζε ιμνζαηυ 

επίπεδμ.  

Πανά ημ βεβμκυξ υηζ μ Κ.Α.Τ. απμηεθεί έκα πνήζζιμ ενβαθείμ βζα ηδκ απμιυκςζδ 

δζαθμνζηά εηθναγμιέκςκ βμκζδίςκ, οπάνπμοκ ακαθμνέξ υηζ ηα πνμσυκηα ηδξ PCR 

ζοπκά πενζθαιαάκμοκ ηαζ αθθδθμοπίεξ ημζκέξ ή ιε πανυιμζα επίπεδα έηθναζδξ ζημοξ 

δφμ οπυ ελέηαζδ πθδεοζιμφξ (Peng et al., 2012; Liu et al., 2012). Πνμηεζιέκμο κα 

δζενεοκδεεί δ αλζμπζζηία ηςκ απμηεθεζιάηςκ πμο πνμέηορακ ιέζς ηδξ πνήζδξ ημο 

Κ.Α.Τ. (Κμοηζζμοιάνδ, 2007; Κμοηζζμοιάνδ, 2009), πναβιαημπμζήεδηε δ ιεθέηδ 

επζθεβιέκςκ βμκζδίςκ πμο πζεακυκ εηθνάγμκηαζ δζαθμνζηά ζηζξ δφμ πμζηζθίεξ.  

Απυ ηα απμηεθέζιαηα ηςκ ακηζδνάζεςκ Real-time PCR θάκδηε υηζ μ ηθχκμξ 

CLAdsh-583 εηθνάγεηαζ 140 θμνέξ πενζζζυηενμ ζημ αθαζηυ ηδξ «Αδαιμπμφθμο» ζε 

ζπέζδ ιε ηδ «Lisbon». Αοηή δ αθθδθμοπία έπεζ ορδθή μιμθμβία ιε ηδκ αθθακημσκάζδ 

(allantoinase), έκα έκγοιμ πμο ηαηαθφεζ ηδκ οδνυθοζδ ηδξ αθθακημΐκδξ (allantoin) ζε 

αθθακημσηυ μλφ (allantoic acid). Οζ Watanabe et al. (2014) απέδεζλακ υηζ ζε θοηά A. 

thaliana ιεηαθθαβιέκα βζα ημ βμκίδζμ ηδξ αθθακημσκάζδξ δ ζοζζχνεοζδ ηδξ 

αθθακημΐκδξ πνμηάθεζε αφλδζδ ηςκ επζπέδςκ ημο αιπζζζζημφ μλέμξ (ΑΒΑ) ιέζς ηδξ 

εκενβμπμίδζδξ ημο ιεηααμθζζιμφ ημο. Γζάθμνεξ πνμζεββίζεζξ έπμοκ πνδζζιμπμζδεεί 

βζα ηδ δζενεφκδζδ ηδξ επίδναζδξ ημο ΑΒΑ ζηδκ αθθδθεπίδναζδ θοημφ-παεμβυκμο ιε 

ηα απμηεθέζιαηα κα οπμδεζηκφμοκ ηδκ φπανλδ ακηαβςκζζηζηήξ ζπέζδξ ιεηαλφ ημο 

ΑΒΑ ηαζ ημο ζαθζηοθζημφ μλέμξ (SA) (Anderson et al., 2004; Yasuda et al., 2008; Jiang 

et al., 2010). Σμ SA απμηεθεί έκα ζδιακηζηυ ιυνζμ ζδιαημδυηδζδξ ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ηςκ αιοκηζηχκ απμηνίζεςκ ηςκ θοηχκ ζε αζμηνμθζηά ηαζ διζ-αζμηνμθζηά παεμβυκα. 

Δπζπθέμκ, ημ SA ζοιαάθθεζ ζηδκ επαβςβή ηδξ επίηηδηδξ δζαζοζηδιαηζηήξ 

ακεεηηζηυηδηαξ, δ μπμία πανέπεζ ιαηνάξ δζάνηεζαξ ηαζ ιεβάθμο εφνμοξ ακεεηηζηυηδηα 

έκακηζ ηςκ παεμβυκςκ (Cao et al., 2011). Σα ορδθά επίπεδα έηθναζδξ ηδξ 

αθθακημσκάζδξ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο» πζεακυκ κα ζπεηίγμκηαζ ιε ηδκ ακεεηηζηυηδηά ηδξ 
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ζε αζεέκεζεξ ηαεχξ ηα επίπεδα ημο ΑΒΑ ιπμνεί κα είκαζ παιδθά πενζμνίγμκηαξ έηζζ 

ηδκ ανκδηζηή επίδναζδ πμο έπεζ ημ ΑΒΑ ζηδκ ακεεηηζηυηδηα ηςκ θοηχκ ζηα 

παεμβυκα. 

Σα βμκίδζα ημο ηοημπνχιαημξ P450 (cytochrome P450) έπμοκ απμιμκςεεί ηαζ 

παναηηδνζζηεί απυ δζάθμνα είδδ θοηχκ. Αοηά ηα βμκίδζα ειπθέημκηαζ ζημ 

αζμζοκεεηζηυ ιμκμπάηζ ηςκ θαζκοθπνμπακμσδχκ, ιέζς ημο μπμίμο πανάβεηαζ πθδεχνα 

δεοηενμβεκχκ ιεηααμθζηχκ πμο ειπθέημκηαζ ζηδ δζαθμνμπμίδζδ ηαζ ηδκ πνμζηαζία 

ηςκ θοηζηχκ ζζηχκ έκακηζ ηςκ πενζααθθμκηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ (Yang et al., 2005). Σα 

έκγοια cinnamate-4-hydroxylase (C4H), phenylalanine ammonia lyase (PAL) and 4-

coumarate CoA ligase (4CL) έπμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζημ ααζζηυ (core) ιμκμπάηζ ηςκ 

θαζκοθπνμπακμσδχκ. Ζ αθθδθμοπία CLAdsh-115 πμο εηθνάγεηαζ ζηδκ 

«Αδαιμπμφθμο» 3,6 θμνέξ πενζζζυηενμ ζε ζπέζδ ιε ηδ «Lisbon» πανμοζζάγεζ 

μιμθμβία ιε ηδ θζβάζδ ημο 4-ημοιανζημφ: ζοκέκγοιμ Α (4-coumarate CoA ligase). 

Γμκίδζα πμο ηςδζημπμζμφκ ημ παναπάκς έκγοιμ έπμοκ απμιμκςεεί απυ πμθθά θοηά 

πμο ανίζημκηαζ ζε ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ. Ζ έηθναζδ ηςκ βμκζδίςκ πμο ηςδζημπμζμφκ 

ημ 4CL παίγμοκ ζδιακηζηυ νυθμ ζημκ πνμζδζμνζζιυ ηδξ πενζεηηζηυηδηαξ ηαζ ηδξ 

ζφζηαζδξ ηςκ ιμκμιενχκ ιμνίςκ ηδξ θζβκίκδξ ημο ηοηηανζημφ ημζπχιαημξ (Kajita et 

al., 1996). Ζ θζβκίκδ, ςξ ζφιπθμημ θαζκμθζηυ πμθοιενέξ, εκζζπφεζ ηα ηοηηανζηά 

ημζπχιαηα ζηα ακχηενα θοηά πανέπμκηαξ απμηεθεζιαηζηή άιοκα έκακηζ πνμζαμθχκ 

απυ παεμβυκα (Kawasaki et al., 2006). Δίκαζ αλζμζδιείςημ ημ βεβμκυξ υηζ μζ Cristofani-

Yaly et al (2007) δζαπίζηςζακ οπενέηθναζδ ημο 4CL ζε θοηά P. trifoliata πμο ήηακ 

πνμζαεαθδιέκα απυ έκα επζεεηζηυ ζηέθεπμξ ημο ζμφ ηδξ ηνζζηέηζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. 

Δπζπθέμκ, δ αθθδθμοπία CLAdsh-32 πανμοζζάγεζ μιμζυηδηα ιε ηδκ ιμκμ-μλοβεκάζδ 

ημο ηοημπνχιαημξ P450 (cytochrome P450 monooxygenase). Αοηή δ πνςηεΐκδ 

ζοιιεηέπεζ ζε έκα πμθφ ιεβάθμ ανζειυ αζμπδιζηχκ ιμκμπαηζχκ πμο πενζθαιαάκμοκ ηδ 

αζμζφκεεζδ θζβκίκδξ, πνςζηζηχκ μοζζχκ (pigments), αιοκηζηχκ μοζζχκ, θζπανχκ 

μλέςκ, μνιμκχκ, ιμνίςκ ζδιαημδυηδζδξ, θαζκοθπνμπακμσδχκ, αθηαθμεζδχκ, 

ηενπεκμεζδχκ, θζπζδίςκ ηαζ θοημνοειζζηζηχκ μοζζχκ, υπςξ μζ βζααενεθθίκεξ, ημ 

βζαζιμκζηυ μλφ ηαζ ηα ιπναζζκμζηενμεζδή (Zhou et al., 1999; Pan et al., 2009). Ζ 

έηθναζδ ημο βμκζδίμο ηδξ ιμκμ-μλοβεκάζδξ ημο ηοημπνχιαημξ P450 ηαηά ηδ δζάνηεζα 

ιοηδημθμβζηχκ πνμζαμθχκ έπεζ απμδεζπεεί ζε πμθθέξ ιεθέηεξ. Πζμ ζοβηεηνζιέκα, μζ 

Beyer et al. (2001) απμιυκςζακ ημ βμκίδζμ ηδξ ιμκμ-μλοβεκάζδξ ημο ηοημπνχιαημξ 

P450 ζε αθαζνεηζηή αζαθζμεήηδ πμο πνμέηορε απυ εθανιμβή ημο Κ.Α.Τ. ζε θφθθα 

παηάηαξ ιμθοζιέκα ιε ημ ιφηδηα Phytophthora infenstans. Δπζπθέμκ, βμκίδζα ημο 
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ηοημπνχιαημξ Ρ450 έπμοκ ανεεεί υηζ οπενεηθνάγμκηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ηςκ πνχηςκ 

ζηαδίςκ ηδξ ακηίδναζδξ οπενεοαζζεδζίαξ θοηχκ Coffea arabica πνμζαεαθδιέκα απυ 

ημ ιφηδηα Hemileia vastatrix (Fernandez et al., 2004). Δπίζδξ, δ ιμκμ-μλοβεκάζδ ημο 

ηοημπνχιαημξ P450 παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ αζμζφκεεζδ ηδξ ηαιαθελίκδξ, ιζαξ 

θοημαθελίκδξ πμο έπεζ ανεεεί υηζ πανάβεηαζ ζε θοηά A. thaliana ηαζ εεςνείηαζ 

ζδιακηζηή βζα ηδκ άιοκα ηςκ θοηχκ έκακηζ κεηνμηνμθζηχκ παεμβυκςκ ιοηήηςκ, υπςξ 

μζ Alternaria brassicicola ηαζ Botrytis cinerea (Nafisi et al., 2007). Ζ αθθδθμοπία 

CLAdsh-133 έπεζ μιμθμβία ιε έκα άθθμ βμκίδζμ ημο ηοημπνχιαημξ Ρ450, ηδκ 

cytochrome P450-like TBP (TATA box binding protein), δ μπμία ακήηεζ ζηδκ μιάδα 

ηςκ μλεζδμακαβςβζηχκ πνςηεσκχκ πμο ηαηαθφμοκ δζάθμνεξ μλεζδςηζηέξ ακηζδνάζεζξ 

(Isin and Guengerich, 2007). Αοηυ ημ έκγοιμ εεςνείηαζ υηζ ειπθέηεηαζ ζηζξ απμηνίζεζξ 

ηςκ θοηχκ ζηζξ αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ, ζοιπενζθαιαακμιέκδξ ηδξ 

ακηίδναζδξ οπενεοαζζεδζίαξ εκακηίςκ ηςκ πνμζαμθχκ απυ παεμβυκα, ηαζ έπεζ ανεεεί 

υηζ επάβεηαζ πνχζια ζε θοηά ααμηάκημ πνμζαεαθδιέκα απυ ημ ιφηδηα Phytophthora 

cinnamomi (Cheng et al., 2010; Mohamed and van den Berg, 2011). 

Οζ πμθοθαζκμθμλεζδάζεξ (polyphenol oxidases, PPOs) είκαζ πμθφ δζαδεδμιέκεξ 

ζηα αββεζυζπενια ηαζ πζζηεφεηαζ υηζ ειπθέημκηαζ ζηδκ άιοκα ηςκ θοηχκ εκακηίςκ 

επενχκ ηαζ αζεεκεζχκ (Li and Steffens, 2002). Οζ πμθοθαζκμθμλεζδάζεξ ηαηαθφμοκ ηςκ 

μλοβμκμ-ελανηχιεκδ μλείδςζδ ηςκ θαζκμθχκ ζε ηζκίκεξ. ηδκ πανμφζα ενβαζία, δ 

αθθδθμοπία CLAdsh-591 πανμοζζάγεζ μιμζυηδηεξ ιε ηδκ PPO ηαζ ανέεδηε υηζ 

εηθνάγεηαζ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο» 1,5 θμνέξ πενζζζυηενμ ζε ζφβηνζζδ ιε ηδ «Lisbon». 

ε δζαβμκζδζαηά θοηά ημιάηαξ πμο οπενεηθνάγμοκ ηςκ PPO παναηδνήεδηε ιεβάθδ 

αφλδζδ ηδξ ακημπήξ ζηδκ πνμζαμθή απυ ημ ααηηήνζμ Pseudomonas syringae, 

ζοκμδεουιεκδ απυ ιζηνυηενδξ έκηαζδξ ζοιπηχιαηα ζηα θφθθα εκχ δ ακάπηολδ ημο 

ααηηδνίμο ήηακ πμθφ πενζμνζζιέκδ (Li and Steffens, 2002). Πζζηεφεηαζ υηζ δ αολδιέκδ 

μλείδςζδ ηςκ εκδμβεκχκ θαζκμθζηχκ μοζζχκ πμο μθείθεηαζ ζηδ δνάζδ ηδξ PPO 

μδήβδζε ζημκ πενζμνζζιυ ηδξ ελάπθςζδξ ηδξ αζεέκεζαξ. Δπζπθέμκ, ζηδκ πμζηζθία 

ιπακάκαξ «Calcutta-4», δ μπμία είκαζ ακεεηηζηή ζημ ιφηδηα Fusarium oxysporum, 

παναηδνήεδηε αφλδζδ ηδξ έηθναζδξ ηδξ PPO ζηα πνμζαεαθδιέκα ζε ζπέζδ ιε ηα οβζή 

θοηά (Swarupa et al., 2013). 

Οζ παιδθέξ εενιμηναζίεξ πνμηαθμφκ αθθαβέξ ζηδ δζαεεζζιυηδηα κενμφ ζηα θοηά 

μδδβχκηαξ ζε ςζιςηζηή ηαηαπυκδζδ δ μπμία δζαηυπηεζ ηζξ θοζζμθμβζηέξ ηοηηανζηέξ 

θεζημονβίεξ ηαζ ιπμνεί κα πνμηαθέζεζ ιέπνζ ηαζ εάκαημ ημο θοημφ (Xiong and Zhu, 

2002). Γζα ημ θυβμ αοηυ, δ ςζιςνφειζζδ απμηεθεί ζδιακηζηυ πνμζανιμζηζηυ 
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ιδπακζζιυ δζυηζ επζηνέπεζ ζηα θοηά κα ακεπεμφκ παναηεηαιέκεξ πενζυδμοξ 

επζηνάηδζδξ παιδθχκ εενιμηναζζχκ. Ζ ζφκεεζδ ηαζ δ ζοζζχνεοζδ ςζιςθοηχκ 

παιδθμφ ιμνζαημφ αάνμοξ, υπςξ είκαζ ηα ζάηπανα, ζαηπανμαθημυθεξ, μζ πμθουθεξ ηαζ 

ηα αιζκμλέα, ζοιαάθμοκ ζδιακηζηά ζηδκ ςζιςνφειζζδ ηςκ θοηχκ (Peng et al., 2012). 

Ζ βθοηίκδ-αεηαΐκδ απμηεθεί έκακ απυ ημοξ πζμ ζδιακηζημφξ ςζιςθφηεξ πμο πανάβεηαζ 

ζε πμθθά θοηά ςξ ακηίδναζδ ζε ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ (ρφπμξ, λδναζία, αθαηυηδηα) 

ηαζ παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζηδ δζαηήνδζδ ηδξ ςζιςηζηήξ ζζμννμπίαξ ηαζ ζηδκ 

πνμζηαζία ηςκ ηοηηανζηχκ ιειανακχκ (Majahan and Tuteja, 2005). Ζ αεηαΐκδ 

ζοζζςνεφεηαζ ςξ ακηίδναζδ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ δ ζοζζχνεοζή ηδξ ηαηά 

ηδ δζάνηεζα ημο εβηθζιαηζζιμφ ζπεηίγεηαζ, ςξ έκα ααειυ, ιε ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζημ 

ρφπμξ (Kishitani at al., 1994). Ζ αθθδθμοπία CLAdsh-248 πανμοζζάγεζ ορδθή 

μιμθμβία ιε ημ βμκίδζμ ηδξ αθοδνμβμκάζδξ ηδξ αθδεΰδδξ ηδξ αεηαΐκδξ πμο είκαζ ημ 

ηεθεοηαίμ έκγοιμ ημο αζμζοκεεηζημφ ιμκμπαηζμφ ηδξ βθοηίκδξ-αεηαΐκδξ. Αολδιέκα 

επίπεδα ιεηαβναθδιάηςκ ημο παναπάκς βμκζδίμο έπμοκ ακζπκεοηεί ςξ ακηίδναζδ ζηδκ 

ορδθή αθαηυηδηα, ηδκ λδναζία ηαζ ηαηά ηδ δζάνηεζα ημο εβηθζιαηζζιμφ ζημ ρφπμξ 

(McCue and Hanson, 1992; Kishitni et al., 1994; Kumar et al., 2004), ιε ακηίζημζπδ 

αφλδζδ ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ θοηχκ ζηζξ ηαηαπμκήζεζξ.     

Μζα αηυια αθθδθμοπία πμο απμιμκχεδηε ζηδκ πανμφζα ιεθέηδ είκαζ δ CLAdsh-

160 πμο εηθνάγεηαζ 34 θμνέξ πενζζζυηενμ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο» ζε ζφβηνζζδ ιε ηδ 

«Lisbon» ηαζ είκαζ πανυιμζα ιε ημ βμκίδζμ πμο ηςδζημπμζεί ιζα πνςηεΐκδ πμο 

ηαηαζηέθθεηαζ απυ ηδκ Β-οπενζχδδ αηηζκμαμθία (ultraviolet–B repressible protein). Σμ 

ζοβηεηνζιέκμ βμκίδζμ έπεζ απμιμκςεεί ιαγί ιε άθθα βμκίδζα ςξ ακηίδναζδ ζε ααζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ. Δζδζηυηενα, δ αφλδζδ ηδξ έηθναζήξ ημο ζοκδέεηαζ ιε ζοκεήηεξ 

αθαηυηδηαξ ηαζ αθοδάηςζδξ αθθά επάβεηαζ ηαζ ςξ ακηίδναζδ ζε παιδθέξ 

εενιμηναζίεξ (Luo et al., 2005; Chung et al., 2009; Hernández-Lucero et al., 2014). 

Οζ αθθδθμοπίεξ CLAdsh-252R ηαζ CLAdsh-282R, πμο εηθνάγμκηαζ 45 ηαζ 1,5 

θμνέξ πενζζζυηενμ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο» ζε ζπέζδ ιε ηδ «Lisbon», δεκ έπμοκ 

ζδιακηζηή μιμθμβία ιε βκςζηά βμκίδζα ζηδ αάζδ δεδμιέκςκ ημο NCBI ηαζ απαζηείηαζ 

πεναζηένς ιεθέηδ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ αοηχκ ηςκ ιεηαβναθδιάηςκ. 

ε ακηίεεζδ ιε ηζξ επηά αθθδθμοπίεξ βζα ηζξ μπμίεξ επζαεααζχεδηε δ 

οπενέηθναζή ημοξ ζηδκ «Αδαιμπμφθμο», δ αθθδθμοπία CLAdsh-42, πμο ηςδζημπμζεί 

ιζα άβκςζηδ πνςηεΐκδ, εηθνάγεηαζ ζηδ «Lisbon» 10 θμνέξ πενζζζυηενμ ζε ζπέζδ ιε 

ηδκ «Αδαιμπμφθμο». Σμ βεβμκυξ αοηυ ηαηαδεζηκφεζ ηδ ζδιακηζηυηδηα ηδξ 

επζαεααίςζδξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο Κ.Α.Τ. 
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Σα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ηαεχξ ηαζ πνμδβμφιεκςκ ιεθεηχκ απυ ημοξ 

ίδζμοξ ενεοκδηέξ ειπθμοηίγμοκ ηδ αζαθζμβναθία ηαζ ηζξ δζεεκείξ αάζεζξ δεδμιέκςκ ιε 

βμκίδζα ηδξ θειμκζάξ πμο πζεακυκ ειπθέημκηαζ ζημοξ αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ έκακηζ 

ηδξ ημνοθμλήναξ ηαζ ημο ρφπμοξ. Δπζπθέμκ, ιεθεηχκηαζ βζα πνχηδ θμνά βμκίδζα ηδξ 

εθθδκζηήξ πμζηζθίαξ Αδαιμπμφθμο ηαζ ζοβηνίκεηαζ δ έηθναζή ημοξ ζε ζπέζδ ιε ηδκ 

πμνημβαθζηή πμζηζθία Lisbon. 

ε ζοκέπεζα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ εα ήηακ ζηυπζιμ κα ιεθεηδεεί δ έηθναζδ 

ηςκ βμκζδίςκ πμο ακαθφεδηακ ζηδκ πανμφζα ενβαζία οπυ ζοκεήηεξ ηαηαπυκδζδξ 

(έηεεζδ ζε παιδθέξ εενιμηναζίεξ, ιυθοκζδ ιε P. tracheiphila) πνμηεζιέκμο κα 

δζενεοκδεεί δ πζεακή ζοιαμθή ημοξ ζηδκ εκενβμπμίδζδ ηςκ ιδπακζζιχκ άιοκαξ ηδξ 

θειμκζάξ ζηζξ παιδθέξ εενιμηναζίεξ ηαζ ηδκ ημνοθμλήνα. Ζ εφνεζδ βμκζδίςκ πμο 

ζπεηίγμκηαζ άιεζα ιε ηα βκςνίζιαηα αοηά ιπμνεί κα μδδβήζεζ ζηδκ πναηηζηή 

αλζμπμίδζή ημοξ ζημ ιέθθμκ ςξ θεζημονβζημφξ ιμνζαημφξ δείηηεξ βζα ημκ εοπενή 

πνμζδζμνζζιμφ βεκεηζημφ οθζημφ θειμκζάξ πμο πανμοζζάγεζ ακεεηηζηυηδηα ζηδκ 

ημνοθμλήνα ή/ηαζ ημ ρφπμξ. Δπζπθέμκ, ηνίκεηαζ ζηυπζιδ δ ιεθέηδ βζα ημκ πθήνδ 

παναηηδνζζιυ ηςκ αθθδθμοπζχκ πμο θαίκεηαζ υηζ οπενεηθνάγμκηαζ ζηδκ 

«Αδαιμπμφθμο» αθθά δεκ έπμοκ μιμθμβία ιε ηάπμζα βκςζηή πνςηεΐκδ.  

 

Μένμξ ηςκ απμηεθεζιάηςκ ημο πανυκημξ ηεθαθαίμο πανμοζζάζηδηακ ζημ 12
th 

International Citrus Congress, Valencia 18-23 Νμειανίμο 2012. Ζ πενίθδρδ 

παναηίεεηαζ ζημ Πανάνηδια III. 

 

Tα απμηεθέζιαηα ημο πανυκημξ ηεθαθαίμο απμηεθμφκ ιένμξ ηδξ δδιμζίεοζδξ ζημ 
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Γεληθή ζπδήηεζε 

Σα εζπενζδμεζδή ηαθθζενβμφκηαζ βζα πενζζζυηενα απυ 4000 πνυκζα ζηδκ Κίκα ηαζ 

ζηζξ οπυθμζπεξ ηνμπζηέξ ηαζ οπμηνμπζηέξ πενζμπέξ ηδξ κμηζμ-ακαημθζηήξ Αζίαξ 

(Nicolosi, 2007). Ζ εζζαβςβή ηαζ ελάπθςζή ημοξ ζε πενζμπέξ εηηυξ ηδξ γχκδξ 

ηαηαβςβήξ ημοξ ζοκμδεφηδηε απυ ηδκ ειθάκζζδ κέςκ αζεεκεζχκ ηαζ ηαηαπμκήζεςκ 

πμο δεκ ήηακ βκςζηέξ ζηζξ ανπζηέξ πενζμπέξ ηαθθζένβεζάξ ημοξ, υπμο δ ελέθζλή ημοξ 

οπυ ηδκ δνάζδ ηδξ θοζζηήξ επζθμβήξ μδήβδζε ζηδκ πνμζανιμβή ημοξ ζηζξ οπάνπμοζεξ 

αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ.  

Ανπζηά, δ ακηζιεηχπζζδ ηςκ αζμηζηχκ ηαζ ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ πμο 

ζπεηίγμκηακ ιε εδαθζημφξ πανάβμκηεξ ααζίζηδηε ζηδ πνήζδ βμκμηφπςκ ιε επζεοιδηά 

παναηηδνζζηζηά ςξ οπμηεζιέκςκ. Γζα ηζξ οπυθμζπεξ αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ, ηφνζμ νυθμ δζαδναιάηζζε δ επζθμβή απυ ημκ ηαθθζενβδηή θοηχκ πμο 

πνμένπμκηακ απυ ηοπαίεξ ιεηαθθάλεζξ ηαζ πανμοζίαγακ ακεεηηζηυηδηα ζε ιζα δεδμιέκδ 

ηαηαπυκδζδ. Υαναηηδνζζηζηυ πανάδεζβια απμηεθεί δ πενίπηςζδ εκυξ δέκδνμο 

θειμκζάξ, ημ μπμίμ πζεακυκ πνμήθεε απυ ηοπαία ιεηάθθαλδ, πμο επζαίςκε ακάιεζα ζε 

δέκδνα ηδξ πμζηζθίαξ Lisbon πμο είπακ ηαηαζηναθεί απυ ηδκ ημνοθμλήνα ζημκ 

Γεκδνμημιζηυ ηαειυ ημο Πυνμο (Παζζίζδξ ηαζ Κεναιίδαξ, 1983). Ζ επζθμβή ημο 

ζοβηνζιέκμο δέκδνμο ηαζ δ ζοζηδιαηζηή ιεθέηδ ημο ηαηέθδλακ ζηδκ ηαθθζένβεζα ιζαξ 

κέαξ ελαζνεηζηήξ πμζηζθίαξ θειμκζάξ, ηδξ «Αδαιμπμφθμο». Ακηίζημζπεξ πενζπηχζεζξ 

ειπεζνζηήξ επζθμβήξ απυ ηαθθζενβδηέξ οπάνπμοκ ζε υθμ ημκ ηυζιμ βζα ιεβάθμ ανζειυ 

ζδιακηζηχκ αθθά ηαζ θζβυηενμ δζαδεδμιέκςκ πμζηζθζχκ ηαζ οπμηεζιέκςκ 

εζπενζδμεζδχκ.     

Οζ δφμ πνμακαθενεείζεξ πμζηζθίεξ δζαθένμοκ ζδιακηζηά ςξ πνμξ ηδκ 

ακεεηηζηυηδηά ημοξ ζηδκ ημνοθμλήνα ηαζ ημ ρφπμξ. Ζ «Αδαιμπμφθμο» εεςνείηαζ 

ακεηηζηή ζηζξ ζοβηεηνζιέκεξ ηαηαπμκήζεζξ ζε ακηίεεζδ ιε ηδ «Lisbon», δ μπμία είκαζ 

ζδζαίηενα εοαίζεδηδ (Πνςημπαπαδάηδξ, 1994). Αοηή δ βκχζδ, ζε ζοκάνηδζδ ιε ημ 

βεβμκυξ υηζ δ «Αδαιμπμφθμο» είκαζ ηθχκμξ ηδξ «Lisbon» (Παζζίζδξ ηαζ Κεναιίδαξ, 

1983), ηζξ ηαεζζημφκ ζδακζηυ ζοκδοαζιυ βζα ημκ εκημπζζιυ βμκζδίςκ ηδξ θειμκζάξ πμο 

πζεακυκ ειπθέημκηαζ ζημοξ αιοκηζημφξ ιδπακζζιμφξ ημο θοημφ έκακηζ ηδξ 

ημνοθμλήναξ ή ημο ρφπμοξ. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, εθανιυζηδηε ιζα ιμνζαηή αθαίνεζδ 

ζε επίπεδμ cDNA ιεηαλφ ηςκ πμζηζθζχκ «Αδαιμπμφθμο» ηαζ «Lisbon», μζ μπμίεξ 

δζαθένμοκ ςξ πνμξ ηδκ ακεεηηζηυηδηα ζηζξ ζοβηεηνζιέκεξ ηαηαπμκήζεζξ (Koutsioumari 

and Voloudakis, 2016). Αοηή δ πνμζπάεεζα είπε ςξ απμηέθεζια ημκ εκημπζζιυ 
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βμκζδίςκ μιυθμβςκ ιε βμκίδζα πμο οπενεηθνάγμκηαζ οπυ ζοκεήηεξ αζμηζηχκ ηαζ 

ααζμηζηχκ ηαηαπμκήζεςκ ζε δζάθμνμοξ θοηζημφξ μνβακζζιμφξ. Ζ εηηίιδζδ ηδξ 

ζπεηζηήξ έηθναζδξ ηςκ επζθεβιέκςκ βμκζδίςκ, πμο πναβιαημπμζήεδηε ζηα πθαίζζα ηδξ 

πανμφζαξ ενβαζίαξ, επζαεααίςζε ηδκ αολδιέκδ έηθναζή ημοξ ζηδκ ακεεηηζηή πμζηζθία 

«Αδαιμπμφθμο».   

Σα ηεθεοηαία πνυκζα, δ εκηαηζηή ηαθθζένβεζα ηςκ εζπενζδμεζδχκ ζε ζοκδοαζιυ 

ιε ηδκ εοπενή δζαηίκδζδ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ηαζ ηανπχκ ζε μθυηθδνμ ηςκ 

ηυζιμ, έπεζ μδδβήζεζ ζηδκ ελάπθςζδ ζμαανχκ παεμβυκςκ (Citrus tristeza virus, 

Xylella fastidiosa, Liberobacter asiaticum) βζα ηα μπμία δεκ οπάνπεζ ιέεμδμξ 

απμηεθεζιαηζηήξ ακηζιεηχπζζδξ. Γζα ημ θυβμ αοηυ, έκα απυ ηα ζδιακηζηυηενα ιέηνα 

είκαζ δ πνυθδρδ εζζαβςβήξ ηαζ ελάπθςζδξ ηςκ αζεεκεζχκ ιέζς ηδξ πνήζδξ οβζμφξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ζε ζοκδοαζιυ ιε έκα μθμηθδνςιέκμ ζφζηδια 

πζζημπμίδζδξ ηαζ ζοκεπχκ εθέβπςκ. ε αοηά ηα πθαίζζα, πναβιαημπμζήεδηε ζηδ πχνα 

ιαξ ιζα ιεβάθδ πνμζπάεεζα ακάπηολδξ εκυξ πνμβνάιιαημξ παναβςβήξ οβζμφξ 

πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ ιε ζημπυ κα θεζημονβεί επζημονζηά ιε ημ πνυβναιια 

ηανακηίκαξ πμο ήδδ εθανιυγεηαζ ιε ιεβάθδ επζηοπία έκακηζ ζμαανχκ παεμβυκςκ ηςκ 

εζπενζδμεζδχκ (ηνζζηέηζα, X. fastidiosa). Ζ πνμζέββζζδ αοηή, πμο αθμνμφζε ημκ 

έθεβπμ ηςκ ιδηνζηχκ δέκδνςκ ημο Γεκδνμημιζημφ ηαειμφ Πυνμο, ηαηέδεζλε ηδκ 

πανμοζία ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ζημ ζφκμθμ ζπεδυκ ηςκ ελεηαγυιεκςκ δεζβιάηςκ 

(Boubourakas et al., 2010; Wang et al., 2013). Πανάθθδθα, επζπεζνήεδηε δ ελοβίακζδ 

ηςκ ζδιακηζηυηενςκ πμζηζθζχκ εζπενζδμεζδχκ πμο ηαθθζενβμφκηαζ ζηδ πχνα ιαξ ιε 

ηδκ εθανιμβή ημο in vitro ιζηνμειαμθζαζιμφ ημνοθαίςκ ιενζζηςιάηςκ (Βμθμοδάηδξ 

et al., 2008). Ζ δζαδζηαζία αοηή ζηέθηδηε απυ επζηοπία ηαεχξ, υπςξ οπμδεζηκφμοκ ηα 

απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ, επζηεφπεδηε δ παναβςβή ελοβζαζιέκςκ 

δεκδνοθθίςκ θειμκζάξ πμζηζθζχκ: Βφγα, Εαιπεηάηδ ηαζ Nouvel Athos, ηαζ πμνημηαθζάξ 

πμζηζθζχκ: ΡΟ25, Όρζιμ μιθαθμθυνμ Άνβμοξ, Washington Navel ηαζ Newhall. Ζ 

δζαηήνδζδ ηςκ ελοβζαζιέκςκ δεκδνοθθίςκ οπυ ηαηάθθδθεξ ζοκεήηεξ, ζε ζοκδοαζιυ 

ιε ηδκ οθμπμίδζδ πνυζεεηςκ δνάζεςκ πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, ιπμνεί κα μδδβήζεζ 

ζηδ πνήζδ ημο ελοβζαζιέκμο οθζημφ ςξ πονήκα βζα ηδκ ακάπηολδ πνμααζζημφ ηαζ 

ααζζημφ οθζημφ πμο εα απμηεθέζεζ ηδ αάζδ βζα ηδκ παναβςβή ζηδκ Δθθάδα οβζμφξ ηαζ 

πζζημπμζδιέκμο πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ εζπενζδμεζδχκ.    

Γεδμιέκμο ςζηυζμ ηδξ ζοπκά παναηδνμφιεκδξ ακεπάνηεζαξ ηςκ πνμβναιιάηςκ 

παναβςβήξ ηαζ πζζημπμίδζδξ οβζμφξ πμθθαπθαζζαζηζημφ οθζημφ κα πανέπμοκ πθήνδ 

ηάθορδ έκακηζ επενχκ ηαζ αζεεκεζχκ, εζδζηά εκ υρεζ ηδξ δζάδμζδξ ζδιακηζηχκ 
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αζεεκεζχκ ιε έκημια-θμνείξ, δ πθέμκ απμηεθεζιαηζηή ακηζιεηχπζζή ημοξ πνμτπμεέηεζ 

ηδκ ηαθθζένβεζα βεκεηζημφ οθζημφ ακεεηηζημφ ζε επενμφξ ηαζ αζεέκεζεξ. Πνμξ αοηή ηδκ 

ηαηεφεοκζδ, δ δζελαβςβή ζπεηζηχκ αεθηζςηζηχκ πνμβναιιάηςκ ηαζ δ αλζμπμίδζδ υθςκ 

ηςκ δζαεέζζιςκ ιεευδςκ ηαζ ενβαθείςκ ιπμνεί κα απμηεθέζεζ ιία πμθθά οπμζπυιεκδ 

πνμζέββζζδ βζα ηδ δδιζμονβία αεθηζςιέκςκ πμζηζθζχκ ακεεηηζηχκ ζε επενμφξ ηαζ 

αζεέκεζεξ. ημ πανεθευκ, δ παναβςβή αεθηζςιέκςκ πμζηζθζχκ ααζίζηδηε ελ μθμηθήνμο 

ζε ιεευδμοξ ηθαζζηήξ αεθηίςζδξ. Πανά ηδκ πνυμδμ πμο έπεζ επζηεοπεεί, δ εθανιμβή 

ηςκ ιεευδςκ αοηχκ ζοκμδεφεηαζ απυ ζδιακηζηά ιεζμκεηηήιαηα ηαζ δοζημθίεξ πμο 

έβηεζκηαζ ηονίςξ ζημ ιεβάθμ πνμκζηυ δζάζηδια πμο απαζηείηαζ βζα ηδκ επζηοπή 

εκζςιάηςζδ εκυξ παναηηδνζζηζημφ ζε ιζα πμζηζθία. Γζα ημοξ θυβμοξ αοημφξ είκαζ 

πνμθακέξ υηζ δ αλζμπμίδζδ ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ ζηδ αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

απμηεθεί ζδιακηζηή εκαθθαηηζηή θφζδ βζα ηδκ ηαπφηενδ παναβςβή πμζηζθζχκ ιε 

αεθηζςιέκα παναηηδνζζηζηά ηαζ ακεεηηζηυηδηα ζε ζδιακηζηέξ αζμηζηέξ ηαζ ααζμηζηέξ 

ηαηαπμκήζεζξ. 

Ζ αάζδ βζα ηδκ εθανιμβή ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ είκαζ μ βεκεηζηυξ 

ιεηαζπδιαηζζιυξ, μ μπμίμξ πενζθαιαάκεζ ηδκ εκζςιάηςζδ ημο επζεοιδημφ βμκζδίμο 

ζημ θοηζηυ βμκζδίςια ηαζ ηδκ ακαβέκκδζδ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ ηοηηάνςκ βζα ηδ 

δδιζμονβία μθμηθδνςιέκςκ θοηχκ (Singh and Rajam, 2009). Σα εζπενζδμεζδή 

εκηάζζμκηαζ ζηδκ ηαηδβμνία ηςκ δφζηνμπςκ ςξ πνμξ ημ ιεηαζπδιαηζζιυ ηαζ ηδκ 

ακαβέκκδζδ μθυηθδνςκ θοηχκ, εκχ πανάθθδθα ειθακίγμοκ ζδιακηζηή βμκμηοπζηή 

ελάνηδζδ ςξ πνμξ ηδκ επζδεηηζηυηδηά ημοξ ιε απμηέθεζια κα οπάνπμοκ ιεβάθεξ 

δζαθμνέξ ιεηαλφ ηςκ δζαθμνεηζηχκ εζδχκ ηαζ πμζηζθζχκ (Bond and Roose, 1998; 

Ghorbel et al., 2001). Σα ακςηένς ζοκδβμνμφκ ζημ ζοιπέναζια υηζ δ ελεφνεζδ εκυξ 

απμηεθεζιαηζημφ πνςημηυθθμο ιεηαζπδιαηζζιμφ βζα ηάεε είδμξ ηαζ πμζηζθία 

λεπςνζζηά απμηεθεί απαναίηδηδ πνμτπυεεζδ επζηοπίαξ ημο βεκεηζημφ ιεηαζπδιαηζζιμφ 

ηςκ εζπενζδμεζδχκ. 

ηδκ πανμφζα ενβαζία, μ βεκεηζηυξ ιεηαζπδιαηζζιυξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ έβζκε ιε 

ηδ πνήζδ εζδζημφ ζηεθέπμοξ ημο Αβνμααηηδνίμο ζε έηθοηα ζπμνμθφηςκ 

ακαπηοζζυιεκςκ οπυ αζδπηζηέξ ζοκεήηεξ. Ζ δμηζιή πέκηε δζαθμνεηζηχκ 

πνςημηυθθςκ ιεηαζπδιαηζζιμφ επέηνερε ηδκ επζθμβή ηδξ ηαηαθθδθυηενδξ ιεευδμο 

βζα ηαεέκα απυ ηα πέκηε είδδ πμο δμηζιάζηδηακ. Δπζπθέμκ, μ πνμζδζμνζζιυξ ημο 

ηαηαθθδθυηενμο οπμζηνχιαημξ νζγμαμθίαξ, ζε ζοκδοαζιυ ιε ηδκ εθανιμβή ημο in 

vitro ειαμθζαζιμφ, μδήβδζε ζηδκ αφλδζδ ηςκ πμζμζηχκ επζαίςζδξ ηςκ 
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ακαβεκκδιέκςκ αθαζηχκ. Σέθμξ, δ εθανιμβή ιζαξ ζφκημιδξ δζαδζηαζίαξ απμιυκςζδξ 

DNA ηαηέζηδζε δοκαηή ηδκ ηαπφηενδ αλζμθυβδζδ ηςκ ιεηαζπδιαηζζιέκςκ θοηχκ.  

Ζ εθανιμβή ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ ζηδ αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ 

πνμτπμεέηεζ ηδκ φπανλδ παναηηδνζζιέκςκ βμκζδίςκ πνμενπυιεκςκ απυ βκςζηέξ πδβέξ 

πνμηεζιέκμο κα ηαηαζηεί εθζηηή δ εκζςιάηςζή ημοξ ζημ θοηζηυ βμκζδίςια ηαζ δ 

δδιζμονβία βμκμηφπςκ ιε επζεοιδηά παναηηδνζζηζηά. Ζ παναβςβή θοηχκ ακεεηηζηχκ 

ζε αζμηζηέξ ηαηαπμκήζεζξ πενζθαιαάκεζ ηδκ αλζμπμίδζδ βμκζδίςκ ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ 

μπμίςκ δ πνμέθεοζδ ζοκδεέζηενα αθμνά ηάπμζμ θοηζηυ είδμξ (natural resistance) ή ημ 

ίδζμ ημ παεμβυκμ (pathogen-derived resistance). ηδκ πνχηδ πενίπηςζδ, ακήηεζ ημ 

βμκίδζμ NPR1 (non-expressor of pathogenesis related 1) απυ ημ θοηυ A. thaliana. 

Πνυηεζηαζ βζα έκα βμκίδζμ πμο παίγεζ ζδιακηζηυ νυθμ ζημκ έθεβπμ ηδξ ιεηαβναθήξ ηςκ 

βμκζδίςκ άιοκαξ ηαζ ζηδ ιεηαβςβή ημο ζήιαημξ μδδβχκηαξ ζηδκ εηδήθςζδ ημο 

ιδπακζζιμφ ηδξ επίηηδηδξ δζαζοζηδιαηζηήξ ακεεηηζηυηδηαξ (SAR) (Despres et al., 

2000; Zhang et al., 1999). Σμ βμκίδζμ NPR1 έπεζ πνδζζιμπμζδεεί ιε επζηοπία ζημ 

βεκεηζηυ ιεηαζπδιαηζζιυ δζαθυνςκ εζπενζδμεζδχκ ηαζ δ οπενέηθναζή ημο μδήβδζε ζε 

αολδιέκδ έηθναζδ βμκζδίςκ παεμβέκεζδξ (pathogenesis-related genes) ηαζ αεθηίςζδ 

ηδξ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο citrus canker (Zhang et al., 2010; Febres, 2011).  

Απυ ημ ζφκμθμ ηςκ αζμηζηχκ παναβυκηςκ, αοημί πμο ηαηαπμκμφκ πενζζζυηενμ ηα 

εζπενζδμεζδή είκαζ μζ ζμί ηαζ ηα ζμεζδή. Οζ ιδπακζζιμί άιοκαξ πμο έπμοκ ακαπηφλεζ ηα 

θοηά εκακηίμκ ημοξ (RNA ζζχπδζδ) έπμοκ ζοιαάθθεζ ζηδ δδιζμονβία πθήεμοξ 

ιεηαθθάλεςκ ζηα βμκζδζχιαηα ζχκ ηαζ ζμεζδχκ ιε απμηέθεζια κα ακζπκεφμκηαζ μθμέκα 

ηαζ ιμθοζιαηζηυηενεξ θοθέξ. ε πμθθέξ πενζπηχζεζξ έπεζ ανεεεί υηζ ημ είδμξ ημο 

λεκζζηή επδνεάγεζ ηδκ ελέθζλδ ηςκ ζχκ ηαζ ζμεζδχκ αολάκμκηαξ ημ νοειυ ιεηαθθάλεςκ 

ζημ RNA ημο παεμβυκμο ιε απμηέθεζια ηδκ εδναίςζδ ηςκ παεμβυκςκ ηφπςκ πμο 

ειθακίγμοκ ζδιακηζηυ πθεμκέηηδια πνμζανιμβήξ (Bernad et al., 2009; Cheng et al., 

2014). Ζ άπμρδ αοηή επζαεααζχκεηαζ ηαζ ζηδκ πανμφζα ενβαζία υπμο δ ηαηαζηεοή 

θοθμβεκεηζημφ δέκδνμο ιε εθθδκζηέξ απμιμκχζεζξ ημο CEVd απυ δζάθμνμοξ λεκζζηέξ 

μδήβδζε ζε μιαδμπμίδζή ημοξ ιε αάζδ ημ θοηζηυ είδμξ. Δπζπθέμκ, δ ιία μιάδα 

πενζεθάιαακε ιζα ιμθοζιαηζηή απμιυκςζδ ημο ζμεζδμφξ, εκχ δ άθθδ μιάδα 

πενζεθάιαακε ιζα θζβυηενμ ιμθοζιαηζηή απμιυκςζδ. 

Ο ορδθυξ νοειυξ ιεηαθθάλεςκ πμο πανμοζζάγμοκ μζ ζμί ηαζ ηα ζμεζδή, ζε 

ζοκδοαζιυ ιε ημ βεβμκυξ υηζ ζε πμθθέξ πενζπηχζεζξ δεκ οπάνπμοκ θοζζηέξ πδβέξ 

ακεεηηζηυηδηαξ, ηάκεζ επζηαηηζηή ηδκ ακάβηδ αλζμπμίδζδξ ηςκ ιεευδςκ ηδξ βεκεηζηήξ 

ιδπακζηήξ ζηδ αεθηίςζδ ηςκ εζπενζδμεζδχκ. Ζ πνχηδ πνμζπάεεζα εκακηίμκ ηδξ 
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ηνζζηέηζαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ ιε ηδκ αλζμπμίδζδξ ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ έβζκε απυ 

ημοξ Domínguez et al. (2000). Χζηυζμ, μζ ιεθέηεξ ζοκεπίγμκηαζ ιέπνζ ζήιενα απυ 

δζάθμνεξ ενεοκδηζηέξ μιάδεξ ηαεχξ δεκ έπεζ ανεεεί αηυια ιζα ιέεμδμξ πμο κα 

ελαζθαθίγεζ πθήνδ ηαζ ζηαεενή ακεεηηζηυηδηα ζημκ ζυ. Δκακηίμκ ηδξ ηνζζηέηζαξ έπμοκ 

δμηζιαζηεί δζάθμνα δζαβμκίδζα, υπςξ δ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ, ιζα ιδ-ιεηαθναγυιεκδ 

εηδμπή ηδξ ηαρζδζαηήξ πνςηεΐκδξ, δ RNA-ελανηχιεκδ RNA πμθοιενάζδ ημο ζμφ, ηα 

βμκίδζα ημο ζμφ p20, p23 ηαζ p27, ημ 3′ άηνμ ημο βμκζδζςιαηζημφ RNA ημο ζμφ ηαεχξ 

ηαζ ζοκδοαζιμί ηςκ παναπάκς (Domínguez  et al., 2002; Febres et al., 2003; López et 

al., 2010). Δπζπθέμκ, έπεζ ανεεεί υηζ δζαβμκζδζαηά θοηά πμνημηαθζάξ πμο θένμοκ, ζε 

ιμνθή θμονηέηαξ, ηδκ αθθδθμοπία πμο ηςδζημπμζεί ηδκ ηαρζδζαηή πνςηεΐκδ (CP) ημο 

ζμφ ηδξ ρχνςζδξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ (Citrus psorosis virus, CPsV) πανμοζζάγμοκ 

αολδιέκδ ακεεηηζηυηδηα ζημκ ζυ (Reyes et al., 2011). Σα ηεθεοηαία πνυκζα, μζ ένεοκεξ 

έπμοκ ζηναθεί ηαζ ζε άθθα παεμβυκα, υπςξ ημ θοηυπθαζια Candidatus Liberibacter 

asiaticus ηαζ ημ ααηηήνζμ Xanthomonas axonopodis pv. citri, έκακηζ ηςκ μπμίςκ έπεζ 

δμηζιαζηεί πθδεχνα βμκζδίςκ πνμενπυιεκςκ απυ έκημια, ααηηήνζα αθθά ηαζ απυ θοηά 

ηςκ εζδχκ A. thaliana ηαζ N. benthamiana (Boscariol et al., 2006; Barbosa-Mendes et 

al., 2009; Dutt et al., 2015; Hao et al., 2015). 

Βαζζηυ ενεοκδηζηυ ακηζηείιεκμ ηδξ πανμφζαξ ιεθέηδξ ήηακ δ αεθηίςζδ ηδξ 

ακεεηηζηυηδηαξ ηςκ εζπενζδμεζδχκ έκακηζ ημο ζμεζδμφξ ηδξ ελςημνηίδαξ. Δζδζηυηενα, δ 

επίηεολδ ημο ζηυπμο αοημφ πνμζεββίζηδηε ιέζς ηδξ αλζμπμίδζδξ ηςκ πνυζθαηα 

απμζαθδκζζιέκςκ ιδπακζζιχκ ηδξ RNA ζζχπδζδξ. διακηζηυξ ακαζηαθηζηυξ 

πανάβμκηαξ πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή οπήνλε δ ηεηιδνζςιέκδ, αάζεζ αζαθζμβναθίαξ, 

δοζημθία ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ακαβέκκδζδξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ. 

Πνμηεζιέκμο κα λεπεναζηεί ημ ειπυδζμ αοηυ, δ πνμηαηανηηζηή αλζμθυβδζδ ηδξ 

επζδζςηυιεκδξ ζηναηδβζηήξ ακεεηηζηυηδηαξ ααζίζηδηε ζηδκ αλζμπμίδζδ ημο θοημφ-

ιμκηέθμο N. benthamiana. Σμ ζοβηεηνζιέκμ είδμξ, ακ ηαζ πανμοζζάγεζ πθεμκεηηήιαηα 

πμο αθμνμφκ ηονίςξ ζηδ δζαεεζζιυηδηα απμηεθεζιαηζηχκ πνςημηυθθςκ 

ιεηαζπδιαηζζιμφ ηαζ ακαβέκκδζδξ, δε ζοκζζηά θοζζηυ λεκζζηή ημο CEVd. ηα πθαίζζα 

αοηά, ανπζηά επζπεζνήεδηε μ in planta πμθθαπθαζζαζιυξ ημο ζμεζδμφξ, ιέζς 

πεζναιάηςκ αβνμειπμηζζιμφ ιε ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd. Χζηυζμ, ηα εονήιαηα ηδξ 

πνμζέββζζδξ αοηήξ ηαηέδεζλακ ηδ δοζημθία πμο παναηηδνίγεζ ηυζμ ημκ 

πμθθαπθαζζαζιυ υζμ ηαζ ηδκ δζαζοζηδιαηζηή ιεηαηίκδζδ ημο ζμεζδμφξ, δ μπμία 

ελεθίζζμκηακ πμθφ ανβά. Γζα ημ θυβμ αοηυ, πναβιαημπμζήεδηε ζηαεενυξ 

ιεηαζπδιαηζζιυξ θοηχκ N. benthamiana ιε ημ δζιενέξ ιυνζμ ημο CEVd, ιε 
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απμηέθεζια κα παναπεεί ζηακμπμζδηζηυξ ανζειυξ θοηχκ πμο πμθθαπθαζζάγμοκ ημ 

ζμεζδέξ. Ζ πανμοζία ημο CEVd ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά θαίκεηαζ υηζ επδνεάγεζ ημ νοειυ 

ακάπηολήξ ημοξ ηαεχξ ηαζ ηδ ζοκμθζηή παναβςβή ζπυνμο.    

ημ πθαίζζμ ακάπηολδξ ακεεηηζηυηδηαξ έκακηζ ημο ζμεζδμφξ, δφμ επζθεβιέκα 

ηιήιαηα ημο βμκζδζχιαημξ ημο CEVd, οπυ δμιή θμονηέηαξ, αλζμθμβήεδηακ ςξ πνμξ 

ηδκ ζηακυηδηά ημοξ κα επάβμοκ ημ ιδπακζζιυ RNA ζζχπδζδξ ζηα δζαβμκζδζαηά θοηά 

N. benthamiana πμο πμθθαπθαζζάγμοκ ημ CEVd. Σα απμηεθέζιαηα ήηακ ζδζαίηενα 

εκεαννοκηζηά ηαεχξ παναηδνήεδηε ζδιακηζηή ιείςζδ ημο νοειμφ πμθθαπθαζζαζιμφ 

ημο ζμεζδμφξ απυ ηδκ πανμοζία ηςκ δφμ ηιδιάηςκ ημο βμκζδζχιαηυξ ημο. ημ ζφκμθυ 

ημοξ, ηα απμηεθέζιαηα ηδξ πανμφζαξ ενβαζίαξ μδδβμφκ ζημ ζοιπέναζια υηζ ηα 

επζθεβιέκα ηιήιαηα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd θαίκεηαζ υηζ απμηεθμφκ ηαοηυπνμκα 

ζηυπμοξ ηαζ επαβςβείξ ηδξ RNA ζζχπδζδξ. Αοηή δ βκχζδ ιπμνεί κα απμηεθέζεζ ηδ 

αάζδ βζα ηδκ παναβςβή θοηχκ ιε a priori εκενβμπμζδιέκμ ημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA 

ζζχπδζδξ, ηα μπμία εα έπμοκ ζοζζςνειέκα siRNAs απαναίηδηα βζα ηδκ εηδήθςζδ 

άιεζδξ απυηνζζδξ ημο θοημφ ζε ιυθοκζδ απυ ημ ζμεζδέξ. 

  Γεδμιέκμο ςζηυζμ υηζ ημ Ν. benthamiana δεκ ιμθφκεηαζ ιδπακζηά ιε ημ 

ζμεζδέξ, ηνίκεηαζ απαναίηδηδ δ αλζμθυβδζδ ηδξ παναηδνδεείζαξ ακεεηηζηυηδηαξ ζηα 

εζπενζδμεζδή πμο ζοκζζημφκ θοζζημφξ λεκζζηέξ ημο ζμεζδμφξ CEVd. Γζα ημ ζημπυ αοηυ, 

επζπεζνήεδηε δ παναβςβή δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ πμο εηθνάγμοκ ηα δφμ 

επζθεβιέκα ηιήιαηα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd ιε ηδ ιμνθή θμονηέηαξ. Ζ ενβαζία 

αοηή απμηεθεί ηδκ πνχηδ ακαθμνά δδιζμονβίαξ δζαβμκζδζαηχκ θοηχκ εζπενζδμεζδχκ 

πμο εηθνάγμοκ δίηθςκα ιυνζα ηδξ αθθδθμοπίαξ ημο CEVd ιε ζημπυ ηδκ αφλδζδ ηδξ 

ακεεηηζηυηδηά ημοξ ζημ ζμεζδέξ. Μεθθμκηζηά, εα πνέπεζ κα ιεθεηδεμφκ πεναζηένς μζ 

παναπεείζεξ δζαβμκζδζαηέξ ζεζνέξ ηαζ, έπεζηα απυ ηεπκδηέξ ιμθφκζεζξ ιε ημ ζμεζδέξ, κα 

αλζμθμβδεεί δ ζηακυηδηά ημοξ κα επάβμοκ ακεεηηζηυηδηα ζημ CEVd, ιέζς RNA 

ζζχπδζδξ.  

Δίκαζ πθέμκ εονέςξ απμδεηηυ υηζ δ αλζμπμίδζδ ηςκ επζηεοβιάηςκ ηδξ 

αζμηεπκμθμβίαξ ηαζ ηδξ βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ ιπμνεί κα ζοιαάθεζ ηαεμνζζηζηά ζηδκ 

ακααάειζζδ ηςκ αεθηζςηζηχκ πνμβναιιάηςκ βεκζηυηενα ηαζ ζηδ δδιζμονβία 

ακεεηηζημφ βεκεηζημφ οθζημφ εζπενζδμεζδχκ εζδζηυηενα. Γεδμιέκμο ςζηυζμ υηζ δ 

Δονςπασηή Έκςζδ απαβμνεφεζ νδηά ηδκ ηαθθζένβεζα θοηζηχκ εζδχκ πμο είκαζ πνμσυκηα 

βεκεηζηήξ ιδπακζηήξ, ηα ηεθεοηαία πνυκζα δ ένεοκα έπεζ ζηναθεί πνμξ ηδκ ακάπηολδ 

εκαθθαηηζηχκ ιεευδςκ βζα ηδκ ακηζιεηχπζζδ ηςκ πθέμκ επζγήιζςκ επενχκ ηαζ 

αζεεκεζχκ. Πνμξ ηδκ ηαηεφεοκζδ αοηή, ιία οπμζπυιεκδ πνμζέββζζδ αθμνά ηδ πνήζδ 
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ιμνίςκ RNA (ssRNAs, dsRNAs, siRNAs, amiRNAs ηαζ πνυδνμιεξ ιμνθέξ ημοξ) πμο 

εθανιυγμκηαζ ελςβεκχξ είηε ιε ιδπακζηή ιυθοκζδ είηε ιε ρεηαζιυ ηαζ έπμοκ ηδκ 

ζηακυηδηα κα επάβμοκ ημ ιδπακζζιυ ηδξ RNA ζζχπδζδξ έκακηζ ζχκ ή ζμεζδχκ (Tenllado 

et al., 2004). Δπζπθέμκ, ηα ηεθεοηαία πνυκζα είκαζ ειθακχξ δζαηνζηή δ ηάζδ επζζηνμθήξ 

ζηδ πνήζδ ιεηαθθάλεςκ βζα ηδ αεθηίςζδ ηςκ θοηχκ. ηα πθαίζζα αοηά, δ ηεπκμθμβία 

TILLING (Targeting Induced Local Lesions in Genomes), πμο ζοκζζηά ιζα ιαγζηή ηαζ 

παιδθμφ ηυζημοξ ιέεμδμ πμο επζηνέπεζ ηδκ εφνεζδ ςθέθζιςκ ιεηαθθάλεςκ έπεζηα απυ 

ηδκ εθανιμβή ιεηαθθαλζβυκμο πανάβμκηα (Tadele et al., 2010), έπεζ εθανιμζηεί ιε 

επζηοπία ζε ιεβάθμ ανζειυ ιμκμεηχκ πμςδχκ θοηχκ (Sikora et al., 2011). Ζ 

απμηεθεζιαηζηυηδηα ηδξ ιεευδμο έβηεζηαζ ζημ βεβμκυξ υηζ πανέπεζ ηδ δοκαηυηδηα 

αλζυπζζημο πνμζδζμνζζιμφ ηδξ θεζημονβίαξ βμκζδίςκ (gene-function) ηαζ αλζμπμίδζδξ 

ηςκ ιεηαθθάλεςκ ζε αεθηζςηζηά πνμβνάιιαηα. ηα εζπενζδμεζδή, έπεζ ακαθενεεί δ 

πνήζδ ηδξ ζοβηεηνζιέκδξ ηεπκμθμβίαξ βζα ημκ πνμζδζμνζζιυ βμκζδίςκ πμο εοεφκμκηαζ 

βζα ηδκ αθθαβή ημο πνχιαημξ ηςκ ηανπχκ ηδξ ιακηανζκζάξ Κθδιεκηίκδ ζημ ζηάδζμ ηδξ 

ςνίιακζδξ (Rios et al., 2009).  
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ 

Η. Αιιεινπρίεο CEVd 

> JX885864 (Αδακνπνύινπ-1)  

CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAA

AAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAG

GTCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAG

GAGCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACG

CCCCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAAC

CCCAAACCGCTTTTCTTATATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAA

CCCTAGATTGGGTCCCT 

 

> JX885865 (Αδακνπνύινπ-2) 

CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAA

AAAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGA

GGTCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACA

GGAGCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCAC

GCCCCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAA

CCCCAAACCGCTTTTCTTGTATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGA

ACCCTAGATTGGGTCCCT 

 

> JX885866 (ΡO25-1) 

CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGTAAAAGAAAA

AAGAGGCGGGGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAG

GTCGGGGGGAGCAACTGCCTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGG

AGCTCGACTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCCTGCGCG

CCCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACC

CCGTACCGCTTTTCTTGATCTTAGCTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACC

CTAGAGTGGGTCCCT 

 

> JX885867 (ΡO25-2) 

CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGTAAAAGAAAA

AAGAGGCGGGGGGGAAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGAGGAAGTCGAG

GTCGGGGGGAGCAACTGCCTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGG

AGCTCGACTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCCTGCGCG

CCCCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACC

CCGTACCGCTTTTCTTGATTCTCAGCTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAAC

CCTAGAGTGGGTCCCT 
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ΗΗ. Δπζπγξάκκηζε ησλ αιιεινπρηώλ ηνπ CEVd. 

 

CLUSTAL O(1.2.1) multiple sequence alignment 

 

 
M30868        CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAAA 60 

JX885865      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAAAAA 60 

JX259394      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA-AA 59 

JX259393      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA-AA 59 

JX259395      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA-AA 59 

JX885864      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA-AA 59 

JX259396      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGGAAAAGAA-AA 59 

K00965        CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGAAAAAGAAAAA 60 

JX885867      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGTAAAAGAAAAA 60 

JX885866      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGTAAAAGAAAAA 60 

JX259392      CGGGATCTTTCTTGAGGTTCCTGTGGTGCTCACCTGACCCTGCAGGCAGTAAAAGAAAAA 60 

              ************************************************* ******* ** 

 

M30868        AGAGGCGGCGGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 120 

JX885865      AAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 120 

JX259394      AAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 119 

JX259393      AAGAGGCGGCGGGGAAAAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 119 

JX259395      AAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 119 

JX885864      AAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 119 

JX259396      AAGAGGCGGCGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 119 

K00965        GATGGCGGGTGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCGCCGGGGAAACCTGGAGGAAGTCGAGG 120 

JX885867      AGAGGCGGGGGGGAAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAAC-CTGAGGAAGTCGAGG 119 

JX885866      AGAGGCGGGGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACC-TGGAGGAAGTCGAGG 119 

JX259392      AGAGGCGGGGGGGAAGAAGTCCTTCAGGGATCCCCGGGGAAACC-TGGAGGAAGTCGAGG 119 

                  *  *  *** *  *   * *   **   * * *** ** *   ************* 

 

M30868        TCGGG-GGGGACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

JX885865      TCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 180 

JX259394      TCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

JX259393      TCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

JX259395      TCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

JX885864      TCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

JX259396      TCGGGGGGGTACAGCTGCTTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

K00965        TCGGG-GGGAGCTTCTGCCTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 179 

JX885867      TCGGG-GGGAGCAACTGCCTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 178 

JX885866      TCGGG-GGGAGCAACTGCCTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 178 

JX259392      TCGGG-GGGAGCAACTGCCTCGGTCGCCGCGGATCACTGGCGTCCAGCGGAGAAACAGGA 178 

              ***** ***  *  **** ***************************************** 

 

M30868        GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCTCGCCC 239 

JX885865      GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCC 240 

JX259394      GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCC 239 

JX259393      GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCC 239 

JX259395      GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCC 239 

JX885864      GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCC 239 

JX259396      GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAAGCGCCACGCCC 239 

K00965        GCTCGTCTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCGTCGCCACC 239 

JX885867      GCTCGACTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCCTGCGCGCC 238 

JX885866      GCTCGACTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCCTGCGCGCC 238 

JX259392      GCTCGACTCCTTCCTTTCGCTGCTGGCTCCACATCCGATCGTCGCTGAGGCCTGCGCGCC 238 

              ***** ****************************************** **       ** 

 

M30868        CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGAGACTACCCGGTGGAAACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

JX885865      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 300 

JX259394      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGATACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

JX259393      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

JX259395      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

JX885864      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

JX259396      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

K00965        CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGATACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCA 299 

JX885867      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCG 298 

JX885866      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCG 298 

JX259392      CCTCGCCCGGAGCTTCTCTCTGGCTACTACCCGGTGGATACAACTGAAGCTTCAACCCCG 298 

              ***********************  ************* ********************  
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M30868        AACCGCTTTTCTTGTATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

JX885865      AACCGCTTTTCTTGTATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 360 

JX259394      AACCACTTTTCTTATATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

JX259393      AACCGCTTTTCTTGTATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

JX259395      AACCGCTTTTCTTGTATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

JX885864      AACCGCTTTTCTTATATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

JX259396      TACCGCTTTTCTTATATCTTCACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

K00965        GTACCGCTTTTCTTGATCTCTACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 359 

JX885867      TACCGCTTTTCTTGATTCTCAGCTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 358 

JX885866      TACCGCTTTTCTTGATC-TTAGCTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 357 

JX259392      TACCGCTTTTCTTGATTCTCAACTGCTCTCCGGGCGAGGGTGAAAGCCCTCGGAACCCTA 358 

                 *   ***  *     *   ************************************** 

 

M30868        GATTGGGTCCCT 371 

JX885865      GATTGGGTCCCT 372 

JX259394      GATTGGGTCCCT 371 

JX259393      GATTGGGTCCCT 371 

JX259395      GATTGGGTCCCT 371 

JX885864      GATTGGGTCCCT 371 

JX259396      GATTGGGTCCCT 371 

K00965        GATTGGGTCCCT 371 

JX885867      GAGTGGGTCCCT 370 

JX885866      GAGTGGGTCCCT 369 

JX259392      GATTGGGTCCCT 370 

              ** ********* 
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III. Πεξηιήςεηο εξγαζηώλ πνπ παξνπζηάζηεθαλ ζε ζπλέδξηα. 
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