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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στην παρούσα πτυχιακή εργασία µελετήσαµε την επίδραση της καταστολής 

διαφόρων πρωτεϊνών Dicer σε φυτά καπνού Nicotiana benthamiana, προσβεβληµένα 

από τρείς ιούς, τον ιό του πράσινου ποικολοχλωρωτικού µωσαϊκού της αγγουριάς 

(CGMMV), τον ιό του κροταλίσµατος του καπνού, τροποποιηµένο ώστε να εκφράζει 

τη φθορίζουσα πρωτεΐνη GFP (TRV-GFP) και τον ιό της ευλογίας της δαµασκηνιάς 

(PPV).  Επιλέξαµε φυτά N. benthamiana για την ευκολία της παρακολούθησης των 

συµπτωµάτων και για το µικρό βιολογικό κύκλο τους. Από τους τρεις ιούς, οι δυο  

πρώτοι (CGMMV και TRV-GFP) κανονικά δεν προκαλούν συµπτώµατα στο N. 

benthamiana, σε αντίθεση µε τον PPV ο οποίος προκαλεί συµπτώµατα, επειδή το 

είδος αυτό ανήκει στους πειραµατικούς του ξενιστές.  

Σκοπός της εργασίας ήταν η αξιολόγηση διαφόρων διαγονιδιακών φυτών N. 

benthamiana µε καταστολή των πρωτεϊνών DICER στην αντίδρασή τους στη 

µόλυνση  µε διάφορους ιούς (TRV-GFP, CGMMV, PPV) για να διαπιστωθεί ποιες 

από αυτές τις πρωτεΐνες είναι σηµαντικές για την άµυνα έναντι των παραπάνω ιών. 

Χρησιµοποιήσαµε τη σίγηση RNA (RNA silencing), ένα µηχανισµό άµυνας των 

φυτών που περιλαµβάνει την καταστολή της έκφρασης ξένου προς τον οργανισµό 

γονιδιακού υλικού όπως το προερχόµενο από ιούς, καθώς και µεταθετά στοιχεία, 

µέσω ενός συγκεκριµένου µηχανισµού αποδόµησης του RNA. Στη συνέχεια 

χρησιµοποιήσαµε φυτά N. benthamiana µε κατεσταλµένες τις πρωτεΐνες D1, D2, D3, 

D4, και το συνδυασµό των D2 και D4 (D2/4) για να παρατηρήσουµε πόσο 

σηµαντικές είναι αυτές οι πρωτεΐνες για τη σίγηση του ιικού RNA στα φυτά αυτά. 

Εξετάσαµε 3 παράγοντες: α) τα συµπτώµατα που εµφανίστηκαν σε φυτά µε 

κατεσταλµένη µια ή δυο διαφορετικές πρωτεΐνες Dicer β) τον φθορισµό στην 

υπεριώδη ακτινοβολία των παραπάνω φυτών όταν µολύνονται µε τον ιό TRV-GFP 

και γ) την εκτίµηση του τίτλου (συγκέντρωσης) των διαφόρων ιών µε ηµιποσοτική 

ELISA. 

Από τα αποτελέσµατα που πήραµε, είδαµε ότι η έλλειψη των πρωτεϊνών Dicer 2 και 4 

είτε µόνων τους, είτε και των δυο ταυτόχρονα, επηρεάζει σηµαντικά την σίγηση του 
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ιικού RNA στα φυτά. Τα φυτά στα οποία έλειπαν οι πρωτεΐνες αυτές και είχαν 

µολυνθεί µε τον TRV-GFP είχαν πολύ έντονο φθορισµό και συµπτώµατα µωσαϊκού 

και παραµόρφωσης. Εκείνα που είχαν µολυνθεί µε τον CGMMV παρουσίασαν ήπια 

συµπτώµατα παραµόρφωσης, όταν τα αντίστοιχα φυτά αγρίου τύπου δεν 

παρουσίασαν κανένα σύµπτωµα. Αντίθετα, η µόλυνση µε τον PPV δεν φάνηκε να 

επηρεάζεται σε ότι αφορά τη συµπτωµατολογία και τη συγκέντρωση του ιού από την 

έλλειψη των Dicers.  

Άρα τα συµπτώµατα που εµφανίζονται στο N. benthamiana δεν εξαρτώνται µόνο από 

το είδος των Dicer που καταστέλλονται ή λειτουργούν, αλλά και από το είδος του ιού.  
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1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 ΓΕΝΙΚΑ ΓΙΑ ΤΟΥΣ ΙΟΥΣ 
Οι ιοί είναι σοβαρά παθογόνα των φυτών, επιβλαβή στη γεωργική παραγωγή. 

Έρχονται δεύτεροι αµέσως µετά τους µύκητες όσον αφορά στον αριθµό και στην 

οικονοµική σηµασία των προκαλούµενων ασθενειών. Φυτά τα οποία προσβάλλονται 

από ιούς παρουσιάζουν τόσο ποσοτική όσο και ποιοτική υποβάθµιση της παραγωγής, 

που κάποιες φορές οδηγεί σε ολοσχερή καταστροφή του φυτικού κεφαλαίου (Agrios, 

2005). 

Οι ιοί είναι άθροισµα ενός ή περισσοτέρων πρότυπων γονιδιωµατικών  

µορίων νουκλεϊνικών οξέων, που περιβάλλονται από ένα προστατευτικό κάλυµµα 

πρωτεΐνης ή λιποπρωτεΐνης και είναι ικανά να οργανώσουν και να ολοκληρώσουν 

την αναπαραγωγή τους µέσα στα κύτταρα του καταλλήλου ξενιστή (Agrios, 2005; 

Τζάµος, 2004). 

Η αναπαραγωγή των ιών:  

• Είναι εξαρτηµένη από τον κυτταρικό µηχανισµό συνθέσεως πρωτεϊνών. 

• Οι ιοί προέρχονται από δεξαµενές απαραιτήτων δοµικών υλικών και όχι από 

δυαδική διαίρεση.  

• Πραγµατοποιείται σε  διάφορες θέσεις όπως στο πρωτόπλασµα ή στον πυρήνα 

των κυττάρων.  

Γενικά χαρακτηριστικά των ιών είναι το µέγεθος, η µορφολογία και η σύσταση του 

ιοσωµατίου, η δοµή του γονιδιώµατος και το είδος του γενετικού υλικού (RNA, 

DNA), ορισµένες φυσικοχηµικές ιδιότητες, όπως η σταθερότητα στο φυτικό χυµό, το 

σηµείο θερµικής αδρανοποίησης και η τελική αραίωση, η κυτταροπαθολογία και ο 

τρόπος µετάδοσης καθώς και οι ορρολογικές σχέσεις µε άλλους ιούς (Agrios, 2005; 

Τζάµος, 2004). 
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1.2 Ο ΙΟΣ ΤΟΥ ΠΡΑΣΙΝΟΥ ΠΟΙΚΙΛΟΧΛΩΡΩΤΙΚΟΥ 
ΜΩΣΑΪΚΟΥ ΤΗΣ ΑΓΓΟΥΡΙΑΣ 

1.2.1 Γενικά  
  Ο ιός του πράσινου ποικιλοχλωρωτικού µωσαϊκού της αγγουριάς (Cucumber 

green mottle mosaic virus,  CGMMV) ανήκει στο  γένος Tobamovirus που 

αποτελεί µία µεγάλη οµάδα ιών µε µεγάλο εύρος ξενιστών. Γενικά, οι 

Τobamo-ιοί αποτελούνται από επιµήκη κυλινδρικά σωµατίδια µήκους 300-

310 nm και διαµέτρου 18 nm. Οι Τobamo-ιοί είναι πολύ σταθεροί ιοί. 

Χαρακτηριστικό παράδειγµα το τυπικό είδος του γένους, ο ιός του µωσαϊκού 

του καπνού (Tobacco mosaic virus, TMV), ο οποίος  σε φυτικό υλικό µπορεί 

να διατηρήσει τη µολυσµατικότητά του έως και 50 χρόνια (Silber and Burk, 

1965). Οι ιοί του γένους αποτελούν απειλή για πολλά φυτά των οικογενειών 

Solanaceae, Brassicaceae, Cucurbitaceae και Μalvaceae. Μεταδίδονται 

µηχανικά και µε τον σπόρο (Gibbs,1977). 

Ο CGMMV αναφέρθηκε πρώτη φορά στην αγγουριά (Cucumis sativus) στη 

Μ. Βρετανία (Ainsworth, 1935). Ο CGMMV έχει εντοπιστεί στις περισσότερες 

ευρωπαϊκές χώρες, µεταξύ των οποίων και η Ελλάδα (Varveri et al., 2002), όπως και 

στην Ινδία, Ιαπωνία, Πακιστάν, Ισραήλ, Κορέα και Σαουδική Αραβία. 

 Ο ιός έχει κύκλο ξενιστών αποκλειστικά σχεδόν στην οικογένεια των 

κολοκυνθοειδών. Έτσι, µολύνει φυσικά την αγγουριά (Cucumis sativus), την 

καρπουζιά (Citrullus vulgaris), την πεπονιά (Cucumis melo) και την νεροκολοκυθιά 

(Lagenaria siceraria) η οποία χρησιµοποιείται σαν υποκείµενο της καρπουζιάς. 

Επίσης, στη φύση ο ιός έχει ανιχνευθεί και στην πικραγγουριά (Ecballium elaterium) 

(Antignus et al., 2001). 

Επίσης, έχει βρεθεί ότι ο CGMMV  διατηρεί τη µολυσµατικότητά του στο 

έδαφος το λιγότερο για 10 µήνες, και επειδή συχνά χρησιµοποιείται η µέθοδος του 

εµβολιασµού στους καλλιεργούµενους ξενιστές του ιού, ο µολυσµένος σπόρος 

υποκειµένου αποτελεί σηµαντικό παράγοντα διάδοσης της ασθένειας  (Hollings et 

al.,1975). 

 

1.2.2 Συµπτωµατολογία 
   Οι φυλές της αγγουριάς προκαλούν σοβαρά προβλήµατα κυρίως στις 

αγγουριές θερµοκηπίου. Τα αρχικά συµπτώµατα περιλαµβάνουν ελαφρύ 
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αποχρωµατισµό και ζάρωµα των φύλλων, τα οποία καταλήγουν σε σκουροπράσινες 

ποικιλοχλωρώσεις και ελαφρές παραµορφώσεις. Ενίοτε, έχουµε ποικιλοχλώρωση και 

παραµόρφωση των προσβεβληµένων καρπών. Υπάρχουν και φυλές που προκαλούν 

στα φύλλα ανοιχτοκίτρινες κηλίδες µε άσπρες γραµµές, δακτυλίους ή αστεροειδείς 

κηλίδες. Τα φυτά εµφανίζονται µε καχεκτική ανάπτυξη. Συχνά εµφανίζεται πτώση 

καρπών, ενώ οι υπόλοιποι παραµένουν µικροί. Η µείωση της απόδοσης πολλές φορές 

φτάνει το 15%, ενώ το χειµώνα µπορεί να αγγίξει και το 30% (Hollings et al.,1975).  

 

α)   β)  

Εικόνα 1: Φυτά αγγουριάς µολυσµένα µε τον ιό CGMMV µε α) πράσινη 

ποικιλοχλώρωση και β) κίτρινo µωσαϊκό (aucuba)   

 

 

Εικόνα 2:  Συµπτώµατα CGMMV σε φύλλα αγγουριάς  
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1.2.3  Το σωµατίδιο του ιού 
   Το σωµατίδιο του CGMMV αποτελείται από την καψιδιακή πρωτεΐνη και 

ένα µόριο RNA µονής θετικής αλυσίδας. Το 1991 δηµοσιεύθηκε η πλήρης ανάλυση 

του γονιδιωµατικού RNA του CGMMV και συγκεκριµένα της φυλής SH (Ugaki et 

al., 1991). Το RNA διατάσσεται ελικοειδώς σε ακτίνα 40Å από τον κεντρικό άξονα 

µε 49 υποµονάδες πρωτεΐνης ανά τρεις περιελίξεις της έλικας. Η καψιδιακή 

πρωτεΐνη αποτελείται από 160 αµινοξέα και έχει µοριακό βάρος 17.261. 

Θεωρείται όξινη πρωτεΐνη και δεν περιέχει ιστιδίνη και τα αµινοξέα που 

περιέχουν θείο (µεθειονίνη και κυστεΐνη). Το γονιδιωµατικό RNA του CGMMV 

περιέχει 6421 νουκλεοτίδια.  

 

 

Εικόνα 3 : Ιοσωµάτια του CGMMV στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο (Hollings et al., 

1975)  

 

1.2.4  Μετάδοση  
   Ο ιός µεταδίδεται µηχανικά και µε τον σπόρο. Στη µετάδοση µε τον σπόρο ο 

ιός εντοπίζεται στο εξωτερικό περίβληµα του σπόρου και πολύ σπάνια στο 

ενδοσπέρµιο. Η µετάδοση αυτή γίνεται σε ποσοστό 5-8%. Στην αγγουριά η µετάδοση 

του ιού µε τον σπόρο ξεπερνά το 8% όταν η σπορά του γίνεται ένα µήνα µετά τη 

συγκοµιδή του, ενώ µειώνεται στο 1% όταν ο σπόρος αποθηκεύεται για µήνες πριν 

από την σπορά. Ωστόσο, η διάδοσή του στην καλλιέργεια στηρίζεται κυρίως στη 

µετάδοση µε την επαφή των µολυσµένων φύλλων µε υγιή, µε τις καλλιεργητικές 

φροντίδες (π.χ. µολυσµένα γεωργικά εργαλεία) και υπογείως µε τις ρίζες, όταν τα 

φυτά φυτευτούν σε χώµα όπου δεν έχουν αποµακρυνθεί µολυσµένα φυτικά 

υπολείµµατα (Hollings et al.,1975). 
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1.2.5  Αντιµετώπιση  
Η καταπολέµηση του ιού, όπως και όλων των ιώσεων, βασίζεται σε προληπτικά 

µέτρα.  Η πρόληψη ξεκινά από τη χρήση πιστοποιηµένου, υγιούς πολλαπλασιαστικού 

υλικού. Εξάλλου, ενδείκνυται η χρήση πιστοποιηµένων υποκειµένων καρπουζιάς, L. 

siceraria και C. pepo (Schmelzer &Wolf., 1975; Boubourakas et al., 2004). Για 

σπόρους αγνώστου προελεύσεως πρέπει να ακολουθείται έκθεσή τους σε 

θερµοκρασίες 70οC για 3 ηµέρες (Fletcher et al., 1969) ή εµβάπτισή τους σε διάλυµα 

Na3PO4 για 3 ηµέρες. Η χρήση της τελευταίας µεθόδου στην Πελοπόννησο είχε ως 

αποτέλεσµα τη µη επανεµφάνιση της ιώσεως αλλά πρέπει να χρησιµοποιείται µε 

προσοχή καθώς µπορεί να παρουσιαστούν προβλήµατα στο φύτρωµα των σπόρων. 

Στον αγρό πρέπει να γίνεται απολύµανση του σκελετού του θερµοκηπίου, των 

εργαλείων, υλικών και χεριών µε ψεκασµό ή εµβάπτιση σε Teepol ή διαλύµατα 

Na3PO4. Καλό είναι επίσης, όσο είναι δυνατό, να αποφεύγονται οι χειρισµοί που 

προκαλούν τραυµατισµούς στα φυτά. 

 

1.3 Ο ΙΟΣ ΤΟΥ ΚΡΟΤΑΛΙΣΜΑΤΟΣ ΤΟΥ ΚΑΠΝΟΥ 

1.3.1 Γενικά 
Ο ιός του κροταλίσµατος του καπνού (Tobacco rattle virus, TRV) είναι το 

τυπικό µέλος του γένους Tobravirus. Οι ιοί του γένους Tobravirus εκτός του TRV 

είναι ο Pea early browning virus (PEBV) και ο Pepper ring-spot virus (PepRSV) και 

µεταδίδονται στα φυτά µε νηµατώδεις των γενών Trichodorus και Paratrichodorus 

(Robinson, 2003).   

Περισσότερα από 400 είδη φυτών είναι γνωστά πως είναι ευπαθή σε προσβολή 

από τον TRV, που έχει έναν από τους πιο ευρείς κύκλους ξενιστών, 

συµπεριλαµβανοµένων αρκετών σηµαντικών εµπορικών καλλιεργειών όπως πατάτας,  

λαχανικών, καπνού και καλλωπιστικών. Στην Ελλάδα παρουσιάστηκε ζηµιά από τον 

TRV σε καπνά στο νοµό Πιερίας το 1987 σε ποσοστό 50-80%  (Μπεµ, 1987).Ο ιός 

είναι ευρέως διαδεδοµένος στην Ανατολική και ∆υτική Ευρώπη, στη Ρωσία και στη 

Βόρεια Αµερική και έχει επίσης αναφερθεί από την Κίνα, την Βραζιλία, την Ιαπωνία 

και τη Νέα Ζηλανδία (Κατής και Αυγελής, 1997; Zheng et al., 1990). 



 

 

Εικόνα

 

1.3.2 Συµπτωµατολογία
Ο TRV προκαλεί µικρές

κονδύλων της πατάτας και γρήγορη

είναι τοπική και όχι  τόσο

πατάτας (Potato virus Y, PV

συµπτώµατα του PVΥ, αλλά

Τα συµπτώµατα στον κόνδυλο

αλλά οι κηλίδες που προκαλούνται

(Robinson, 2003). 

   

1.3.3 Οργάνωση γονιδιώµατος
Το γονιδίωµα του 

και θετικής πολικότητας, τα

ραβδόµορφα ιϊκά σωµατίδια

µήκη, µακριά (L – particles

particles, 45 – 115 nm) που

πρωτεΐνης του TRV αναπτύσσουν

Εικόνα 4 :  Συµπτώµατα TRV σε καπνό (N. tabacum

Συµπτωµατολογία 
προκαλεί µικρές, 1-20 χιλ., σκούρες καφέ κηλίδες στη

πατάτας και γρήγορη ξήρανση  των φύλλων.  Η νέκρωση

τόσο  ευρεία όσο η ζηµιά που προκαλείται από τον

PVΥ). Τα συµπτώµατα στα φύλλα εύκολα συγχέονται

Υ αλλά  δεν υπάρχουν µαυρισµένα νεύρα στα γειτονικά

στον κόνδυλο είναι παρόµοια µε τις φυσιολογικές κηλίδες

κηλίδες που προκαλούνται από τον ιό TRV είναι πολύ πιο

Οργάνωση γονιδιώµατος 
γονιδίωµα του TRV αποτελείται από δύο τµήµατα RNA µονής

πολικότητας, τα RNA1 και RNA2. Τα RNA1 και RNA2 περιέχονται

ιϊκά σωµατίδια, µε διάµετρο περίπου 23nm και δύο επικρατέστερα

particles, 180 – 210 nm ) που περιέχουν το RNA1 και

) που περιέχουν το RNA2. Οι υποµονάδες της

αναπτύσσουν µια σταθερή ελικοειδή διάταξη παρόµοια

6 

 

tabacum) 

κηλίδες στη σάρκα των 

Η νέκρωση των φύλλων 

προκαλείται από τον ιό Υ της 

εύκολα συγχέονται µε τα 

νεύρα στα γειτονικά φύλλα. 

φυσιολογικές κηλίδες σκουριάς, 

είναι πολύ πιο σκούρες 

µονής αλυσίδας 

2 περιέχονται σε 

και δύο επικρατέστερα 

1 και κοντά (S – 

υποµονάδες της καψιδιακής 

διάταξη παρόµοια µε αυτή 
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του TMV µε το αµινικό και το καρβοξυλικό άκρο τους τοποθετηµένο στην εξωτερική 

πλευρά του ιοσωµατίου (Goulden et al., 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: Ραβδόµορφα ιϊκά σωµατίδια του TRV τα οποία διακρίνονται σε κοντά και 

µακριά (Robinson, 2003). 

 

1.3.4 Αντιµετώπιση 

  Στα καπνά πρέπει να γίνεται η εγκατάσταση της  φυτείας αποφεύγοντας  

µολυσµένα αγροτεµάχια, να γίνεται σωστός  καθαρισµός των καλλιεργητικών 

εργαλείων από χώµατα, καθώς και να αποφεύγεται η µεταφορά χωµάτος από αγρούς 

µε νηµατώδεις-φορείς. Η σωστή  καταπολέµηση νηµατωδών φορέων είναι 

απαραίτητη, όπως και η χρησιµοποίηση ανθεκτικών ποικιλιών. Στην πατάτα 

συνιστάται η επιµελής ζιζανιοκτονία και η καλλιέργεια ειδών που δεν ευνοούν τους 

νηµατώδεις (Κατής και Αυγελής 1997) 

 

1.4  Ο ΙΟΣ ΤΗΣ ΕΥΛΟΓΙΑΣ ΤΗΣ ∆ΑΜΑΣΚΗΝΙΑΣ   

1.4.1  Γενικά 
             Ο ιός της ευλογιάς της δαµασκηνιάς (Plum pox virus, PPV), γένος Potyvirus, 

αποτελεί  τον  καταστροφικότερο  ιό των πυρηνοκάρπων (βερικοκιάς, ροδακινιάς, 

δαµασκηνιάς, νεκταρινιάς, κερασιάς, βυσσινιάς). Ως  παθογόνο αίτιο της ίωσης 
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σάρκας των πυρηνοκάρπων, προκαλεί σηµαντική µείωση της παραγωγής και καθιστά 

τους καρπούς µη εµπορεύσιµους µε αλλοιώσεις της εξωτερικής εµφάνισης και της 

εσωτερικής φυσικής και χηµικής σύστασής τους. To 2005 ο αριθµός των µολυσµένων 

δένδρων στην Ευρώπη υπολογίζονταν στα 100 εκ (Glasa & Candresse, 2005). 

 

1.4.2  Συµπτωµατολογία 
Τα συµπτώµατα του ιού εξαρτώνται από το είδος του ξενιστή και την 

ποικιλία,  από το στέλεχος του ιού, και από την εποχή και τοποθεσία της 

καλλιέργειας. Τα συµπτώµατα του ιού στα φύλλα είναι τυπικές χλωρωτικές κηλίδες, 

κηλίδες σαν λαδιές, χλωρωτικά σχέδια όπως δακτύλιοι και ζώνες. Τα συµπτώµατα 

εµφανίζονται στα νεαρά φύλλα και είναι ευδιάκριτα στο διάχυτο φως. Ανάλογα µε το 

γένος του ξενιστή, οι κηλίδες στον καρπό έχουν διαφορετική υφή και µέγεθος. Συχνά 

εκρέει ρητίνη. Οι προσβεβληµένοι ιστοί βαθουλώνουν. Σχέδια εµφανίζονται στο 

µέρος της σάρκας που έρχεται σε επαφή µε το κουκούτσι, και κυρίως κόκκινοι 

κόµποι σαν σκουριά. Στους περισσότερους καρπούς τα επιφανειακά συµπτώµατα 

είναι χαρακτηριστικά. Τα φύλλα και οι καρποί παραµορφώνονται. Το κουκούτσι 

αποκτά σχέδια σε σχήµα δέρµατος λεοπάρδαλης, ή καφέ δικτυωτό. Στα 

υπερευαίσθητα είδη επηρεάζεται και ο φλοιός, που σπάζει (Glasa & Candresse, 

2005). 

 

α) β)  γ)  

Εικόνα 6: α) ∆ακτυλιοειδείς χλωρωτικές κηλίδες σε φύλλο δαµασκηνιάς 

προσβεβλήµενο µε τον PPV,  β) καρπός ροδακινιάς µε κίτρινα δαχτυλίδια  

(ποικιλόχρωση), γ)  κηλίδωση σε πυρήνες βερικοκιάς. 
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1.4.3  Οργάνωση γονιδιώµατος 

Οι ιοί του γένους Potyvirus, διαθέτουν µονόκλωνο θετικής πολικότητας RNA 

το οποίο συνδέεται στο 5’ άκρο του µε την ιϊκή πρωτεΐνη διακυτταρικής µετακίνησης 

(VPg). Το ιοσωµάτιο είναι µονό, νηµατόµορφο, ελαφρώς εύκαµπτο, µεγέθους 15x750 

nm. Η µετάδοση µε αφίδες µε µη έµµονο τρόπο γίνεται µόνο παρουσία µιας 

βοηθητικής πρωτεΐνης η οποία κωδικοποιείται από τον ιό (Stam et al., 1993). Για 

επιτυχηµένη µεταφορά του ιού οι αφίδες πρέπει να έχουν πρόσβαση στην βοηθητική 

πρωτεΐνη πριν ή ταυτόχρονα µε τα ιοσωµάτια, γεγονός που σηµαίνει ότι η βοηθητική 

πρωτεΐνη έχει το ρόλο συνδέσµου ή γέφυρας µεταξύ των ιοσωµατίων και των 

στιλέτων της άνω γνάθου των εντόµων (Sasaya et al., 2000).  

 

 

Εικόνα 7: Ιοσωµάτια του PPV στο ηλεκτρονικό µικροσκόπιο (H. B.Schmidt: Kegler 

and Schade, 1971)  

  

1.4.4  Μετάδοση  
  Ο ιός µεταδίδεται µε τουλάχιστον 20 είδη αφίδων-φορέων κυρίως την άνοιξη 

και το φθινόπωρο µε µη έµµονο τρόπο. Η µετάδοση γίνεται συνήθως όχι στα διπλανά 

δένδρα αλλά σε αυτά που είναι λίγο αποµακρυσµένα (Βαρβέρη, 2003). Η εξάπλωση 

της ασθένειας σε µεγάλες αποστάσεις γίνεται µε τη διακίνηση µολυσµένου αγενούς 

πολλαπλασιαστικού υλικού (εµβόλια, εµβολιασµένα ή αυτόρριζα δενδρύλλια) 

(Kegler and Schade, 1971; Glasa and Candresse, 2005). 
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1.4.5  Αντιµετώπιση 
            Η αντιµετώπιση της ασθένειας στη χώρα µας, όπου αυτή έχει έντονα 

επιδηµικό χαρακτήρα, είναι πολύ δύσκολη. Συνιστάται η χρησιµοποίηση υγιούς 

πολλαπλασιαστικού υλικού (πιστοποιηµένου) ακόµη και σε µολυσµένες περιοχές 

µετά την εγκατάσταση,  η εκρίζωση των νεοεµφανισθέντων µολυσµένων δένδρων 

όταν η µόλυνση δεν ξεπερνά το 30%, η καταπολέµηση των αφίδων χωρίς ωστόσο να 

αναστέλλεται η εξάπλωση του ιού,  και η χρησιµοποίηση ανεκτικών ποικιλιών. Στον 

τελευταίο αυτόν τοµέα της γενετικής βελτίωσης µε κλασικές και σύγχρονες µεθόδους 

γίνεται έντονη έρευνα στην Ελλάδα και διεθνώς (Karayiannis. 2006; Manganaris et 

al., 2003; Varveri, 2004;)  

 

1.5  ΣΙΓΗΣΗ RNA  
   Η σίγηση RNA (RNA silencing) είναι ένας συντηρηµένος µηχανισµός 

αποδόµησης του RNA εξειδικευµένος ως προς την ακολουθία νουκλεοτιδίων. 

Αναφέρεται γενικά στο µετα-µεταγραφικό έλεγχο της έκφρασης γονιδίων που έχει 

παρατηρηθεί σε φυτά, µύκητες αλλά και στα ζώα, και περιλαµβάνει την καταστολή 

ξένου προς τον οργανισµό γονιδιακού υλικού όπως ιοί και µεταθετά στοιχεία, µέσω 

ενός συγκεκριµένου µηχανισµού αποδόµησης RNA. Επειδή ο µηχανισµός αυτός 

γίνεται σε µετα-µεταγραφικό επίπεδο, δηλαδή έχουµε µεταγραφή και στη συνέχεια 

αυξηµένη αποδόµηση του αγγελιοφόρου RNA (mRNA) λέγεται και µετα-

µεταγραφική γονιδιακή αποσιώπηση ή σίγηση (Post-transcriptional gene silencing, 

PTGS). Ειδικότερα στα φυτά η σίγηση RNA αποτελεί τον βασικό µηχανισµό άµυνας 

ενάντια στους ιούς ενώ τελευταία πειραµατικά δεδοµένα δείχνουν την εµπλοκή της 

RNAi και στην αλληλεπίδραση των φυτών µε φυτοπαθογόνα βακτήρια και µύκητες. 

Η σίγηση RNA ενεργοποιείται ως αντίδραση στην ύπαρξη διπλής αλυσίδας 

RNA (dsRNA). Οι ιοί, καθώς και διαγονίδια που έχουν εισαχθεί ως αντίστροφες 

επαναλήψεις µπορούν απευθείας να παράγουν dsRNA, ενώ υψηλά µεταγραφόµενα 

διαγονίδια µονής εισδοχής παράγουν µη φυσιολογικά µεταγραφήµατα που 

χρησιµοποιούνται ως υπόστρωµα για την παραγωγή dsRNA. Στη συνέχεια, το 

dsRNA γίνεται στόχος για µια εξειδικευµένη dsRNA ριβονουκλεάση η οποία παράγει 

µικρά εµπλεκόµενα RNAs (small interfering, siRNAs) τα οποία λειτουργούν ως 

οδηγοί για την εξειδικευµένη αποδόµηση οµόλογων RNAs από ένα πρωτεϊνικό 

σύµπλοκο νουκλεάσης (Ding et al., 2004).  
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Χαρακτηριστικό της RNA σίγησης είναι η δηµιουργία διασυστηµατικού 

σήµατος και η ενεργοποίηση του µηχανισµού και σε ιστούς αποµακρυσµένους από 

αυτούς που πρώτο-ενεργοποιήθηκε ο µηχανισµός. 

Ο µηχανισµός της σίγησης RNA που επάγεται από dsRNA περιλαµβάνει δυο 

βήµατα: το εναρκτήριο βήµα και το βήµα υλοποίησης. Το εναρκτήριο βήµα 

περιλαµβάνει τον τεµαχισµό του dsRNA σε siRNAs µήκους 21-26 νουκλεοτιδίων 

που αντιστοιχούν στην κωδική και αντικωδική αλυσίδα του γονιδίου στόχου.  Τα 

dsRNAs πέπτονται µέσω εξειδικευµένων dsRNA ριβονουκλεασών, που ονοµάζονται 

Dicer Like από τα γονίδια Dicer της Drosophilla melanogaster (Tang et al., 2003, 

Hamilton et al., 2002). Στο βήµα υλοποίησης, τα siRNAs αποδιατάσσονται και 

ενσωµατώνονται σε ένα σύµπλοκο σίγησης που επάγεται από το RNA (RNA-induced 

silencing complex, RISC), το οποίο περιέχει τουλάχιστον ένα µέλος της οικογένειας 

των πρωτεϊνών Αργοναύτες. Η µονή αλυσίδα κλώνος siRNA που µένει είναι ένα 

αντινοηµατικό/µη κωδικευόµενο RNA συµπληρωµατικό µε το mRNA στόχο.  Το 

siRNA καθοδηγεί το σύµπλοκο RISC στο συµπληρωµατικό mRNA στόχο, το οποίο 

κόβεται στη περιοχή που έχει υβριδιστεί µε το siRNA και αποδοµείται. Οι πιο 

σύγχρονες µελέτες αναφέρονται στο βιοχηµικό µονοπάτι των microRNAs (miRNAs) 

τα οποία είναι µικρά µονόκλωνα µόρια RNA µήκους 21 νουκλεοτιδίων, και των 

οποίων ο ρόλος φαίνεται να είναι όχι η αποδόµηση του mRNA, αλλά η παρακώλυση 

της διαδικασίας µετάφρασης. Η σίγηση RNA δε δρα µόνο στους ιστούς του φυτού 

όπου ενεργοποιείται αρχικά. Η αρχή, βέβαια, γίνεται µε τη αποδόµηση του dsRNA 

των ιών αλλά και συγγενικών mRNAs, µε αποτέλεσµα την παραγωγή µεγάλου 

αριθµού siRNAs. Στη συνέχεια, ενεργοποιείται ένα διασυστηµατικό σήµα 

αποδόµησης οµόλογων mRNAs και στα αποµακρυσµένα κύτταρα, το οποίο οφείλεται 

στα siRNAs ή τα dsRNAs που κινούνται µέσω των πλασµοδεσµάτων µεταξύ των 

γειτονικών κυττάρων και µέσω του φλοιώµατος στα πιο αποµακρυσµένα. 
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1.6 Dicers  
Οι Dicers (DCLs) αποτελούν µια µικρή οικογένεια πρωτεϊνών στα φυτά των 

οποίων ο χρόνος διαφοροποίησης ανάγεται στην εµφάνιση των βρύων 

(Physcomitrella patens). Οι DCLs είναι πανταχού παρούσες, αλλά όχι οµοιόµορφα 

εκφραζόµενες στους διάφορους ιστούς, στα διαφορετικά στάδια ανάπτυξης, αλλά και 

κατά την αντιµετώπιση περιβαλλοντικών καταπονήσεων. Ωστόσο, διακριτά προφίλ 

έκφρασης για όλες τις DCL διαπιστώθηκαν κατά την ανάπτυξη των αναπαραγωγικών 

οργάνων, λουλουδιών και σπόρων. Οι αποκρίσεις των DCL στην ξηρασία, το κρύο, 

και το αλάτι είναι αρκετά διαφορετικές, ένδειξη ότι τα φυτά µπορεί να έχουν 

εξειδικευµένο ρυθµιστικό µηχανισµό για την αντιµετώπιση διαφορετικών αβιοτικών 

πιέσεων (Liu et al., 2009). 

H Dicer είναι µια ενδοριβονουκλεάση (ένζυµο που κόβει νουκλεοξέα 

εσωτερικά) της οικογένειας των RNασών III (ένζυµα που κόβουν RNA) η οποία 

κόβει τα dsRNA και πρόδροµα µόρια των microRNA (miRNA) σε siRNAs, µήκους 

περίπου 20-25 νουκλεοτιδίων, συνήθως µε δυο προεξοχές µήκους 2 βάσεων στο άκρο 

3' των αλυσίδων τους. Η Dicer περιέχει δυο τόπους όπου εστιάζεται η λειτουργία της 

ως RNase III (πράσινες περιοχές, Εικόνα 9), την "πλατφόρµα" πρόσδεσης του dsRNA 

(dsRBD, κόκκινη περιοχή) και µια περιοχή που λέγεται PAZ, σηµαντική για την 

πρόσδεση µονόκλωνων RNA(Εικόνα 9). Αυτές οι περιοχές θεωρείται ότι λειτουργούν 

στη δέσµευση και διάσπαση του dsRNA. Η απόσταση µεταξύ της RNase III και της 

ΡΑΖ ορίζεται από το µήκος και τη γωνία της έλικας που τα συνδέει (µπλε) και µπορεί 

να επηρεάσει το µήκος των παραγόµενων siRNAs (Macrae et al.,  ,2006) 

Η Dicer διευκολύνει το σχηµατισµό του συµπλέγµατος της σίγησης που 

επάγεται από RNA (RNA-induced silencing complex, RISC), του οποίου το 

καταλυτικό συστατικό, η πρωτεΐνη Αργοναύτης, είναι µια ενδονουκλεάση ικανή να 

διασπά αγγελιοφόρο RNA (mRNA) (Liu et al., 2009; Macrae et al., 2006; Ruiz-Ferrer 

and Voinnet, 2009).  
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Eικόνα 8:  Η Dicer του σκώληκα Giardia intestinalis (Από Macrae et al.,2006) 

Κάθε Dicer επεξεργάζεται το dsRNA σε διάφορα κλάσµατα και µεγέθη: η 

DCL-2 παράγει siRNAs 22nt, η DCL-3 siRNAs 24nt και η DCL-4  siRNAs 21nt 

(Donoyer et al.,  2005; Donaire et al., 2008). Κάθε  Dicer  είναι γνωστό ότι έχει έναν 

ιδιαίτερο ρόλο στο µηχανισµό του RNAi. Το dsRNA κόβεται από τη DCL4 σε µια 

σταδιακή αντίδραση που µπορεί να γίνει από τη DCL2 όταν η DCL4 είναι 

απενεργοποιηµένη. Οι DCL2 και DCL4 επίσης εµπλέκονται σε µεγάλο βαθµό στην 

προκαλούµενη από RNA και µεσολαβούµενη από dsRNA γενετική παρεµπόδιση  που 

χρησιµοποιείται και για πειραµατική καταστολή γονιδίων στα φυτά (Liu et al., 2009; 

Ruiz-Ferrer and Voinnet, 2009).  

Πιο αναλυτικά, οι DCLs στην αραβίδοψη επεξεργάζονται διαφορετικά το 

dsRNA διαφόρων ιών. H DCL4 προγραµµατίζει ένα σύµπλοκο παραγόντων αντιϊκής 

ανοσίας και παρεµποδίζει την µεταφορά των ιών από τον ηθµό, ενώ η 

απενεργοποίηση τόσο της DCL4, όσο και της DCL2 ήταν ικανή να αποκαταστήσει τη 

διασυστηµατική µόλυνση ιών στερούµενων καταστολέων της σίγησης (Deleris et al., 

2006). Η DCL3 εµποδίζει τη συσσώρευση ιϊκού RNA, αλλά η DCL4 φαίνεται να 

παίζει σηµαντικό ρόλο στην παραγωγή siRNAs 21 και 22 νουκλεοτιδίων σε Tobamo-

ιούς, όπως ο Oilseed rape mosaic virus (ORMV), ενώ η DCL2 την υποκαθιστά όταν 

παρεµποδίζεται ή µεταλλάσσεται (Blevins et al., 2006; Bouche et al., 2006; Deleris et 
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al., 2006). Επίσης, η ανοσία της αραβίδοψης σε ιούς του γένους Potyvirus µε έλλειψη 

του καταστολέα της σίγησης HC-Pro όπως ο Turnip mosaic potyvirus σχετίζεται 

άµεσα µε τη δράση των DCL2 και DCL4 σε συνδυασµό µε τις πολυµεράσες RDR1 

RDR6, αντιστοίχως (Garcia-Ruiz et al., 2010). Τα siRNA του TRV παράγονται  

κυρίως από τη DCL4 σε συνδυασµό και µε τις πρωτεΐνες DCL2, DCL3, RDR1, 

RDR2, και RDR6, µε τη DCL2 να είναι υπεύθυνη για την παραγωγή µιας µικρής 

οµάδας siRNA από το άκρο 3′ του RNA του TRV (Donaire et al., 2008). 

Συµπερασµατικά, κυρίως η πρωτεΐνη DCL4 και δευτερευόντως η DCL2 αποδοµούν 

τα RNA των παραπάνω ιών σε siRNA (Donoyer et al.,  2005; Donaire et al., 2008). 

 

2 ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 
 

Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια αξιολόγησης διαφόρων 

διαγονιδιακών φυτών Nicotiana benthamiana µε καταστολή των πρωτεϊνών DICER 

στην αντίδρασή τους στη µόλυνση  µε διάφορους ιούς (TRV-GFP, CGMMV, PPV) 

για να διαπιστωθεί ποιες από αυτές τις πρωτεΐνες είναι σηµαντικές για την άµυνα 

έναντι των παραπάνω ιών. Επιλέχτηκαν δύο ιοί, οι TRV και CGMMV οι οποίοι δεν 

προκαλούν συµπτώµατα  και ένας ιός, ο PPV, ο οποίος προκαλεί συµπτώµατα στη N. 

benthamiana. Από την βιβλιογραφία είναι γνωστό ότι από τις τέσσερις πρωτεΐνες 

τύπου Dicer,  η DCL4 και δευτερευόντως η DCL2 είναι οι πιο σηµαντικές. Η 

παρούσα µελέτη υποστηρίζει τα έως τώρα δεδοµένα. 

Πιο αναλυτικά, αξιολογήθηκαν φυτά καπνού N. benthamiana, ως προς την 

επίδραση της καταστολής των πρωτεϊνών Dicer στη µόλυνση µε τους ιούς TRV, 

CGMMV και PPV. Η µελέτη εστιάστηκε στα εξής: α) την παρακολούθηση των 

συµπτωµάτων που εµφανίστηκαν σε φυτά µε κατεσταλµένη µια ή δυο διαφορετικές 

πρωτεΐνες Dicer, όπως και σε φυτά αγρίου τύπου µετά τη µόλυνσή τους µε τους ιούς 

αυτούς, β) στη παρατήρηση του  φθορισµού στην υπεριώδη ακτινοβολία, των 

παραπάνω φυτών όταν µολύνονται µε τον ιό TRV-GFP ώστε να εκτιµηθεί µέσω του 

φθορισµού η επίδραση της έλλειψης των διαφόρων Dicers στον πολλαπλασιασµό και 

τη µετακίνηση του ιού και γ) στην εκτίµηση του τίτλου των διαφόρων ιών µε 

ηµιποσοτική ELISA, η οποία γινόταν σε τακτά χρονικά διαστήµατα για τον 

προσδιορισµό της αραίωσης µέχρι την οποία επιτυγχάνονταν η ανίχνευση. 
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3 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ  

3.1 Φυτά που χρησιµοποιήθηκαν και ιϊκές αποµονώσεις   
Χρησιµοποιήθηκαν διαγονιδιακά φυτά N. benthamiana µε  καταστολή 

έκφρασης των Dicer 1, 2, 3, 4, και των 2 και 4 ταυτόχρονα (οµάδες D1, D2, D3, D4 

και D2/4), καθώς και φυτά αγρίου τύπου (WT). Τα φυτά µε καταστολή των dicers 

παραχωρήθηκαν από τον Επίκουρο καθηγητή Κ. Καλαντίδη (Πανεπιστήµιο Κρήτης, 

ΙΤΕ). Τα αγρίου τύπου φυτά αναπαράγονταν στο Εργαστήριο Ιολογίας του 

Μπενάκειου Φυτοπαθολογικού Ινστιτούτου (ΜΦΙ).  

Τα φυτά σε όλα τα πειράµατα αναπτύχθηκαν στους 25oC/18oC ηµέρα/νύχτα, σε 

εντοµοστεγές θερµοκήπιο, µε φωτοπερίοδο 16 ωρών, εκτός αν ορίζεται  διαφορετικά. 

Ο CGMMV και ο PPV προέρχονταν από την εσωτερική συλλογή του 

Μπενάκειου Φυτοπαθολογικού Ινστιτούτου (ΜΦΙ) και διατηρούνταν σε φυτά καπνού 

(TRV, PPV) και αγγουριάς (CGMMV). Ο TRV έφερε το γονίδιο σήµανσης της 

πράσινης φθορίζουσας χρωστικής (Green Fluorescent Protein, GFP) αναφέρεται ως 

TRV-GFP και επιτρέπει την παρατήρηση της παρουσίας του ιού σε φυτικούς ιστού 

κάτω από έκθεση σε λυχνία που εκπέµπει στο υπεριώδες (UV) (MacFarlane and 

Popovich, 2000). Συγκεκριµένα, κάτω από UV ακτινοβολία η GFP φθορίζει πράσινη 

ενώ οι υγιείς φυτικοί ιστοί αυτοφθορίζουν κόκκινοι.   

 

3.2 Μηχανικές µολύνσεις 
Μηχανικές µολύνσεις πραγµατοποιήθηκαν σε νεαρά πλήρως αναπτυγµένα 

φύλλα µε µόλυσµα που προερχόταν από φύλλα φυτών µολυσµένα µε τους  

αντίστοιχους ιούς [1:3 w/v οµογενοποιηµένου φυτικού ιστού σε φωσφορικό 

ρυθµιστικό διάλυµα (KPO4 0.03M, pH 7.4, K2HPO4 1M, KH2PO4 1M)].  Στα φύλλα 

προηγήθηκε επίπαση µε σκόνη carborudum ώστε να δηµιουργηθούν πληγές εισόδου 

στα επιδερµικά κύτταρα, ενώ γινόταν άµεση πλύση των φύλλων µε νερό για αποφυγή 

νέκρωσής τους. Σε ένα γουδί τοποθετούνταν το µολυσµένο φύλλο µαζί µε 

φωσφορικό ρυθµιστικό διάλυµα και γινόταν οµογενοποίηση του µίγµατος. Στη 

συνέχεια µόλυσµα περάστηκε ελαφρά µε γάντια στην επιφάνεια του φύλλου, το οποίο 

ακολούθως ξεπλύθηκε µε νερό προσεκτικά.  Τα φυτά τοποθετήθηκαν στο θερµοκήπιο  

για  παρατήρηση εµφάνισης συµπτωµάτων και περαιτέρω ανάλυση. 
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3.2.1 Μέθοδος ELISA  
Η µέθοδος ELISA χρησιµοποιείται τόσο για την ανίχνευση όσο και τη µελέτη 

ιών και άλλων φυτοπαθογόνων οργανισµών (Clark και Adams, 1977). Η ηµιποσοτική 

ELISA χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό της αραίωσης πέρα από την οποία δε 

µπορούσαν να ανιχνευτούν οι ιοί ώστε να εκτιµηθεί η σχετική ποσότητα του 

εξεταζόµενου ιού µεταξύ των φυτών των διαφόρων οµάδων. Η µέθοδος ELISA 

περιελάµβανε  τα εξής στάδια:  

Τη πρώτη ηµέρα, γινόταν κάλυψη της πλάκας µε αντίσωµα  έναντι της 

καψιδιακής πρωτεΐνης του ιού σε ρυθµιστικό διάλυµα (coating buffer, 1,59 gr 

Na2CO3, 2,93gr NaHCO3, 0,2gr NaN3 /lt, pH 9.6). Στη συνέχεια η πλάκα τοποθετείται 

στον κλίβανο για 3 ώρες στους 37°C. Μετά την έξοδο της πλάκας από τον κλίβανο 

πραγµατοποιούνταν τρία ξεπλύµατα µε PBST Tween X 5 λεπτά  (PBS 10x, 0,05% - 

Tween 20 όπου PBS: phosphate buffered saline, 80gr NaCl, 2gr KCl, 14,24gr 

Na2HPO4*2H2O, 2gr KH2PO4, /lt, pH 7.4). Έπειτα γινόταν προετοιµασία των 

δειγµάτων [οµογενοποίηση 0,5 g ιστού  µε ρυθµιστικό διάλυµα εξαγωγής (extraction 

buffer, 100ml PBS 10x, 0,5ml Tween, 20gr PVP/lt, pH 9.6) σε αναλογία 1:10 w/v, 

καθώς και στις προβλεπόµενες κατά περίπτωση αραιώσεις] και προσθήκη των 

δειγµάτων στην πλάκα. Η πλάκα τοποθετείται στους 4°C  για όλη τη νύχτα. 

Την επόµενη µέρα, επαναλαµβανόντουσαν τρία ξεπλύµατα µε PBS-Tween 

των 5 λεπτών. Στη συνέχεια προστίθενται σε κάθε πηγαδάκι από 200µl σύζευγµα 

αντισώµατος και αλκαλικής φωσφατάσης (IgG- alkaline phosphatase conjugate), το 

οποίο προσκολλάται µόνο σε πηγαδάκια όπου προϋπάρχει δεσµευµένη ιϊκή πρωτεΐνη, 

αραιωµένο στην κατάλληλη συγκέντρωση, σε ρυθµιστικό διάλυµα εξαγωγής και η 

πλάκα τοποθετείται στους 37°C για 3 ώρες. Ακολούθησαν τρία ξεπλύµατα µε PBS-

Tween των 5 λεπτών. Στη συνέχεια γίνεται προσθήκη υποστρώµατος p-Nitrophenyl 

Phosphate (PNPP) σε διάλυµα διαιθανολαµίνης (diethalonamine 10% v/v, pH 9.8) 

1mg/ml και η πλάκα αφήνεται σε σκοτεινό σηµείο σε θερµοκρασία δωµατίου. Η 

επώαση διαρκεί περίπου 1 ώρα. Η πλάκα τοποθετείται σε φωτόµετρο και µετράται η 

απορρόφηση στα 405nm ανά 30λεπτά. Τα αποτελέσµατα της αντίδρασης 

λαµβάνονται µετρώντας στο φωτόµετρο την ένταση του χρώµατος σε κάθε πηγαδάκι 

η µε απλή οπτική παρατήρηση. Η παρουσία χρώµατος σε κάποιο πηγαδάκι 

καταδεικνύει ότι το συγκεκριµένο δείγµα περιέχει ιό.  
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4 ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

4.1 Αντίδραση των φυτών στον TRV-GFP 

4.1.1  ∆ιαφοροποίηση συµπτωµάτων   
Χρησιµοποιήθηκαν οι οµάδες D1, D2, D3, D4, D2/4 και WT. Γινόταν 

καθηµερινή παρατήρηση για την εµφάνιση συµπτωµάτων και παρατήρηση για την 

ύπαρξη φθορισµού κάθε τρεις µέρες έως 20 µέρες µετά την µόλυνση. 

Πραγµατοποιήθηκαν τρία διαφορετικά πειράµατα µε  10 φυτά ανά οµάδα. 

Σε ένα από τα τρία πειράµατα εµφανίστηκαν ήπια συµπτώµατα (ελαφρύ 

µωσαϊκό και παραµόρφωση) σε έξι από τα 10 φυτά  της οµάδας D2/4 στις 14 µέρες  

µετά τη µόλυνση σε αντίθεση µε τα φυτά του µάρτυρα και των υπολοίπων οµάδων 

στα οποία δε παρατηρήθηκαν συµπτώµατα καθ’ όλη τη διάρκεια των πειραµάτων  

(Εικόνα 9). 

 

Εικόνα 9:  Συµπτώµατα σε Ν. benthamiana µε κατεσταλµένη την έκφραση των 

πρωτεΐνων D2/4, µολυσµένα µε τον ιό TRV-GFP 
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4.1.2 ∆ιαφοροποίηση στον φθορισµό 
            Στις δύο µε τρεις ηµέρες µετά τη µόλυνση άρχισαν να γίνονται ευδιάκριτες 

µικρές φθορίζουσες κηλίδες στα φύλλα που έγινε η µόλυνση, που αντιστοιχούσαν σε 

περιοχές του φύλλου που πολλαπλασιαζόταν ο ιός. ∆εν παρατηρήθηκε 

διαφοροποίηση στον αριθµό και την ένταση των κηλίδων στα φύλλα των φυτών των 

διαφορετικών οµάδων που εξετάστηκαν. Επίσης, φθορισµός παρατηρήθηκε σε όλα τα 

φυτά υποδεικνύοντας µόλυνση των φυτών όλων των οµάδων από τον TRV-GFP. 

Εντούτοις, στις έξι µέρες µετά τη µόλυνση στα φυτά της οµάδας D2/4 σε 

διασυστηµατικό επίπεδο ο φθορισµός παρέµενε έντονος σε αντίθεση µε το φθορισµό  

των φυτών των υπολοίπων οµάδων που ήταν µειωµένος σε ένταση και παρόµοιος µε 

εκείνο των φυτών WT (Εικόνα 10).  Αντίστοιχα ήταν τα δεδοµένα και στις 13 ηµέρες 

µετά τη µόλυνση (Εικόνα 11). Οι παραπάνω διαφορές µεταξύ της οµάδας D2/4 και 

των υπολοίπων οµάδων στην ένταση και τη διάρκεια του φθορισµού παρατηρήθηκαν 

και στα τρία πειράµατα. 

 

Εικόνα 10: Φυτά Ν. benthamiana µολυσµένα µε τον ιό TRV-GFP και µε 

κατεσταλµένη (από αριστερά προς τα δεξιά) την έκφραση της πρωτεΐνης  D2, D3, D4 

και  D2/4 στις έξι µέρες µετά τη µόλυνση. Παρατηρείται πιο έντονος και 

διασυστηµατικος πράσινος φθορισµός στην οµάδα D2/4, ενώ στις υπόλοιπες οµάδες 

η ένταση είναι µειωµένη και παρόµοια µε το φθορισµό του WΤ. 
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Εικόνα 11 :Φυτά N. benthamiana µολυσµένα µε τον ιό TRV-GFP WT (αριστερά), 

και µε κατεσταλµένη την έκφραση των πρωτεΐνών D2/4 (δεξιά), στις 13 µέρες µετά 

την µόλυνση. Παρατηρείται µειωµένος σε ένταση φθορισµός στα φυτά WT σε σχέση 

µε τον φθορισµό των φυτών D2/4. Οι φθορίζουσες περιοχές αντιστοιχούν στην 

παρουσία του ιού.  

 

4.1.3 Επίδραση στην συγκέντρωση του ιού  
Με βάση τα δεδοµένα από την παρατήρηση του ιού µέσω του GFP έγινε 

ηµιποσοτική ELISA σε συνδυασµένα δείγµατα που προέρχονταν από 2 φυτά µόνο 

των οµάδων  D2/4 και WT. Τα δείγµατα (κορυφαία φύλλα) συλλέχθηκαν 7 µέρες 

µετά τη µόλυνση και εξετάστηκαν οι αραιώσεις:  1:100, 1:1000, 1:10000. Σε 

αντίθεση µε τη µακροσκοπική παρατήρηση του ιού µέσω της GFP και στις δύο 

οµάδες ανιχνεύτηκε ο ιός µέχρι την ίδια αραίωση 1: 10.000 υποδηλώνοντας ότι δεν 

υπήρχαν σηµαντικές διαφορές στη συγκέντρωσή του µεταξύ των δύο οµάδων.  
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4.2 Αντίδραση των φυτών στον CGMMV 

4.2.1 ∆ιαφοροποίηση συµπτωµάτων  
             Χρησιµοποιήθηκαν οι οµάδες D1, D2, D3, D4, D2/4 και WT. Σε 

καθηµερινή βάση παρατηρήθηκαν τα φυτά στο θερµοκήπιο για την εµφάνιση 

συµπτωµάτων. Πραγµατοποιήθηκαν δύο διαφορετικά πειράµατα µε 15 φυτά ανά 

οµάδα. 

             Στο πρώτο πείραµα δεν παρατηρήθηκε εµφάνιση συµπτωµάτων στα φυτά 

καµίας οµάδας. Αντίθετα, στο δεύτερο πείραµα στις 20 µέρες µετά την µόλυνση 

παρατηρήθηκε µωσαϊκό και παραµόρφωση φύλλων, στα φυτά D2/4 και λιγότερο στα 

D1 ενώ τα φυτά WT, D2, D3, D4, δεν εµφάνισαν συµπτώµατα (Εικόνα 12). 

 α  β  γ  

Εικόνα 12: Φύλλα φυτών Ν. benthamiana µολυσµένα µε τον ιό CGMMV,  WT (α), 

και µε κατασταλµένη την έκφραση της πρωτεΐνης D1 (β) και D2/4 (γ) στις 20 ηµέρες 

µετά την µόλυνση. Παρατηρήθηκε µωσαϊκό και παραµόρφωση φύλλων, στα φυτά 

D2/4 και λιγότερο στα D1 ενώ τα φυτά WT , δεν εµφάνισαν συµπτώµατα . 

 

4.2.2  Επίδραση στην συγκέντρωση του ιού  
            Πραγµατοποιήθηκε ηµιποσοτική ELISA στα φυτά των οµάδων D1, D2, D3, 

D4, D2/4 και WT. Εξετάστηκαν δείγµατα  από το 2ο  νεώτερο πλήρως εκπτυγµένο 

φύλλο στις 14 και 20 µέρες µετά την µόλυνση, στις αραιώσεις 1:100, 1:1000, 

1:10000. Στο πρώτο πείραµα ο ιός ανιχνεύθηκε σε 10 φορές µεγαλύτερη 
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συγκέντρωση στα φυτά της οµάδας D2/4 (αραίωση 1:100) σε σχέση µε τα φυτά των 

υπολοίπων οµάδων (αραίωση 1:10) ενώ στο δεύτερο πείραµα ανιχνεύθηκε σε 10 

φορές µεγαλύτερη συγκέντρωση  τόσο στην οµάδα D2/4 όσο και σε φυτά της οµάδας 

D2 (αραίωση 1:100) σε σχέση µε τα φυτά των υπολοίπων οµάδων (αραίωση 1:10). 

 

4.3 Αντίδραση των φυτών στον PPV 

4.3.1  ∆ιαφοροποίηση συµπτωµάτων  
  Όπως και προηγουµένως χρησιµοποιήθηκαν φυτά από τις οµάδες  D1, D2, 

D3, D4, D2/4 και WT. Η παρακολούθηση των συµπτωµάτων ήταν καθηµερινή. 

Πραγµατοποιήθηκαν δύο πειράµατα  µε 10 φυτά ανά οµάδα. 

 Εµφανίστηκαν έντονα συµπτώµατα (παραµόρφωση, µωσαϊκό) στα φυτά 

όλων των οµάδων από τις 7-10 ηµέρες µετά τη µόλυνση (Εικόνα 13). 

 

4.3.2 Επίδραση στην συγκέντρωση του ιού 
             Τα δείγµατα (κορυφαία φύλλα) συλλέχθηκαν 33 µέρες µετά τη µόλυνση και 

εξετάστηκαν οι αραιώσεις: 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000. Και στα δύο πειράµατα ο 

ιός ανιχνεύτηκε µόνο µέχρι την αραίωση 1:10 στα φυτά όλων των οµάδων. 

                

 

Εικόνα  13: Φυτά N. benthamiana µολυσµένα µε τον ιό PPV και µε κατεσταλµένη 

την έκφραση  πρωτεϊνών Dicer στις 33 ηµέρες µετά τη µόλυνση (από αριστερά προς 

τα δεξιά: WT, D1, D2, D3, D4, D2/4).  
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5 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  
Η εργασία αυτή διερεύνησε το ερώτηµα αν η έλλειψη µιας από τις Dicer 1, 2, 

3, 4 ή ταυτόχρονα των Dicer 2 και 4 αυξάνει την ευπάθεια στους ιούς.  Επιλέχτηκαν 

δύο ιοί, οι TRV και CGMMV οι οποίοι δεν προκαλούν συµπτώµατα  και ένας ιός, ο 

PPV, ο οποίος προκαλεί συµπτώµατα στη N. benthamiana. Τα αποτελέσµατα της 

εργασίας έδειξαν ότι  η έλλειψη των Dicer 1 ή 3 δεν επηρεάζει την αντίδραση των 

φυτών στον TRV και CGMMV σε αντίθεση µε την έλλειψη των Dicer 2, 4 ξεχωριστά 

ή σε συνδυασµό. Υπενθυµίζεται ότι οι πρωτεΐνες αυτές παράγουν siRNAs µεγέθους 

21 ή 22 νουκλεοτιδίων και ότι το ιϊκό dsRNA κόβεται από τη DCL4 σε µια σταδιακή 

αντίδραση που µπορεί να γίνει από τη DCL2 όταν η DCL4 είναι απενεργοποιηµένη 

(Blevins et al., 2006; Bouche et al., 2006; Deleris et al., 2006). Εντούτοις, ενώ τα 

φυτά µε κατασταλµένη την έκφραση των Dicer 2 και 4  που είχαν µολυνθεί µε TRV-

GFP εµφάνισαν µεγαλύτερη ένταση και διάρκεια φθορισµού σε σχέση µε τα φυτά 

των υπόλοιπων οµάδων και τα φυτά αγρίου τύπου, στην ανάλυση µε ηµι-ποσοτική 

ELISA δεν παρουσίασαν µεγαλύτερο τίτλο ιού. Η παραπάνω αναντιστοιχία πιθανόν 

να οφείλεται στο ότι η διαφορά στη συγκέντρωση του ιού µεταξύ των φυτών των 

οµάδων D2, 4 και των υπολοίπων να ήταν µικρότερη από δέκα φορές και να µην 

έγινε ανιχνεύσιµη από την ηµι-ποσοτική ELISA που ήταν σχεδιασµένη σε δεκαδικές 

αραιώσεις. Η ανάλυση µε µία πιο λεπτοµερή  ηµι-ποσοτική ELISA ή/και µε τη χρήση 

αντίστροφης µεταγραφής- ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (RT-

qPCR) πιθανόν να διαλευκάνει το θέµα αυτό.      

Αντίθετα, η µόλυνση µε τον PPV δεν φάνηκε να επηρεάζεται σε ότι αφορά τη 

συµπτωµατολογία και την συγκέντρωση του ιού από την έλλειψη των Dicers. Η 

τελευταία διαπίστωση χρήζει περαιτέρω διερεύνησης µε τη χρήση πιο αναλυτικών 

µεθόδων όπως η RT-qPCR και την εξέταση της πορείας της µόλυνσης σε αρχικό 

στάδιο. Είναι πιθανό η καταστολή των Dicers να επηρεάζει τον τίτλο του PPV στα 

αρχικά στάδια της µόλυνσης, και οι όποιες διαφοροποιήσεις να εξισορροπούνται στη 

συνέχεια. 

Συµπερασµατικά, τα πειράµατα που έγιναν στην εργασία αυτή έδειξαν ότι η 

αντίδραση των φυτών  N. benthamiana στα οποία είχε κατασταλεί η έκφραση των 

πρωτεϊνών Dicer 1, 2, 3, και 4, και των  Dicer 2 και 4 ταυτόχρονα, στη µόλυνση µε 
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τρία διαφορετικά είδη ιών σχετίζεται όχι µόνο µε το είδος της Dicer όπως 

αναµενόταν, αλλά και µε το είδος του ιού.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

24 

 

6 ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ 
1. Agrios G. N., 2005. Plant Pathology. Κεφ.14,  Plant diseases caused by viruses, 

σελ 724-825. Academic Press, CA, USA, σελ. 990. 

2. Ainsworth G. C., 1935. Mosaic disease of cucumber. Annals of Applied. Biology 

22: 55-67  

3. Antignus Y., Wang Y., Pearlsman M., Lachman O., Lavi N., A. Gal-On. 2001. 

Biological and molecular characterization of a new cucurbit-infecting 

Tobamovirus  Phytopathology 91: 565-571  

4. Barbara D. J., Clark M. F., 1982. A Simple indirect ELISA using F(ab’)2 

fragments of immunoglobulin. Journal of General Virolocy 58: 315-322  

5. Blevins T., Rajeswaran R., Shivaprasad P. V., Beknazariants D., Si- Ammour A., 

Park H. S., Vazquez F., Robertson D., Meins F. Jr., Hohn T., Pooggin, M. M., 

2006. Four plant Dicers mediate viral small RNA biogenesis and DNA virus 

induced silencing. Nucleic Acids Research 34: 6233-6246  

6. Boubourakas I. N., Hatziloukas E., Antignus Y., Katis N. I., 2004.Etiology of leaf 

chlorosis and deterioration of fruit interior of watermelon plant. Journal of 

Phytopathology. 152: 580-588.  

7. Bouche N., Lauressegues D., Gasciolli V., Vaucheret H., 2006. An antagonistic 

function for Arabidopsis DCL2 in development and new function for DCL4 in 

generating viral siRNAs. EMBO journal 25: 3347-3356.  

8. Brigneti G., Voinnet O., Li W. X., Ji L. H., Ding S. W., 1998. Viral pathogenicity 

determinants are suppressors of transgene silencing in Nicotiana benthamiana. 

EMBO Journal 17 :6739-6746. 

9. Clark M. F., Adams A. N., 1977. Characteristics of the microplate method of the 

enzyme-linked immunosorbent assay for the detection of plant viruses. Journal of 

General Virology. 34: 475-483 

10. Conti M., Gallitelli D., 2006. Οι κυριότεροι ιοί των κηπευτικών. Κεφ. 3. 

∆ιάγνωση των ιών των κηπευτικών, σελ. 74-78. Εκδόσεις Ζεύς, Αθήνα 2006, 

σελ.218. 



 

25 

 

11. Dalmay T., Hamilton A., Rudd S., Angell S., Baulcombe D., 2000. An RNA-

dependent RNA polymerase is required for posttranscriptional gene silencing 

mediated by a transgene by a transgene but not by a virus. Cell 101: 543-553 

12. Deleris A., Gallego-Bartolome J., Bao J., Kasschau K. D., Carrington J. C., 

Voinnet O., 2006. Hierarchical action and inhibition of plant Dicer-like proteins 

in antiviral defense. Science 313: 68-71  

13. Ding S., Li H., Lu R., Li F., Li W. X., 2004. RNA silencing a conserved antiviral 

immunity of plants and animals. Virus Research 102(1) : 109-115 

14. Donaire L., Barajas D., Martinez-Garcia B., Martinez-Priego L., Pagan I., Llave 

C., 2008. Structural and genetic requirements for the biogenesis of tobacco rattle 

virus-derived small interfering RNAs. Journal of Virology 82: 5167-5177. 

15. Dunoyer P., Himber ., Voinnet O., 2005. DICER-LIKE 4 is required for RNA 

interference and produces the 21-nucleotide small interfering RNA component of 

the plant cell-to-cell silencing signal. Nat. Genet. 37: 1356-1360. 

16. Fletcher J. T., George A.J., Green D. E., 1969. Cucumber green mottle mosaic 

virus, its effect on yield and its control in the Lea Valley, England. Plant 

Pathology, 18: 16-22 doi: 10.1111/j.1365-3059.1969 tb00457.x 

17. Garcia-Ruiz H., Takeda A., Chapman E. J., Sullivan C.M., Fahlgen N., Brempelis 

K. J., Carrington J. C., 2010. Arabidopsis RNA-dependent RNA polymerases and 

Dicer- Like proteins in antiviral defense and small interfering RNA biogenesis 

during Turnip mosaic virus infection. Plant Cell 22: 481-496 

18. Gibbs A. J., 1977. Tobamovirus group. CMI/AAB, Descriptio of Plant Viruses 

No.184 

19. Glasa M., Candresse T., 2005. Plum pox virus, CMI/AAB, Descriptios of Plant 

Viruses No. 410  

20. Goulden M. G., Davies J. W., Wood K. R., Lomonossoff G. P., 1992. Structure of 

tobraviral particles: a model suggested from sequence conservation in tobraviral 

and tobamoviral coat proteins. Journal of Molecular B;iology 227:1-8 

21. Hamilton A., Voinnet O., Chappell L., Baulcombe D., 2002. Two classes of 

shortinterfering  RNA in silencing EMBO Journal 21: 4671-4679. 

22. Hollings M., Komuro Y., Tochihara H., 1975. Cucumber green mottle mosaic 

virus. CMI/AAB, Descriptions of Plant Viruses No. 154 



 

26 

 

23. Karayiannis I., 2006. Breeding for resistance: conventional breeding for Plum pox 

virus resistans apricots (Prunus armeniaca L.) in Greece. Bulletin OEPP/EPPO 

36: 319-322. 

24. Κατής Ν., Αυγελής Α., 1997. Ιολογικές ασθένειες φυτών µεγάλης καλλιέργειας. 

Εκδόσεις Αγρότυπος. Σελ.197. 

25. Kegler H., Schade C., 1971. Plum pox virus. CMI/AAB, Descriptions of Plant 

viruses No.70 

26. Lindbo J. A., Silva Rosales L., Proebstting W. M., Dougherty W. G., 1993. 

Induction of a highly specific antiviral state in transgenic plants: Implication for 

the regulation of gene expression and virus resistance. Plant cell 5: 1749-1759. 

27. Liu Q., Feng Y., Zhu Z., 2009. Dicer-like (DCL) proteins in plants. Functional 

Integr. Genomics 9:277–286 (doi:10.1007/s10142-009-0111-5) 

28. MacFarlane S. A.,  Popovich A. H. 2000. Expression of foreign proteins in roots 

from tobravirus vectors. Virology 267: 29–35. 

29. Macrae I. J., Zhou K., Li F., Repic A., Brooks A. N., Cande W. Z., Adams P. D., 

Doudna J. A., 2006. Structural basis for double-stranded RNA processing by 

Dicer. Science 311: 195. 

30. Mallory A. C., Reinhart B. J., Bartel D. P., Vance V. B., Bowman L. H. 2002. A 

viral suppressor of RNA silencing differentially regulates the accumulation of 

short interfering RNAs and micro-RNAs in tobacco. Proceedings of the National 

Academy of Sciences USA 99: 15228–15233. 

31. Μπεµ Φ., 1987. Μια σοβαρή ασθένεια σε καλλιέργειες καπνού της Πιερίας, 

οφειλόµενη στον ιό Tobacco rattle. Περιλήψεις 4ου Πανελλήνιου 

Φυτοπαθολογικού Συνεδρίου, Αθήνα, σελ. 49. 

32. Robinson D. J., 1989. Tobacco rattle virus. CMI/AAB, Descriptions of Plant 

Viruses No. 398.  

33. Robinson D., Mumford R., Stevens M., Adams M., (Editors), 1970-2012. 

Descriptions of Plant Viruses. Association of Applied Biologists 

(www.dpvweb.net)  

34. Ruiz-Ferrer  V., Voinnet O., 2009. Roles of plant small RNAs in biotic stress 

responses. Annual Review of Plant Biology 60: 485–510. 



 

27 

 

35. Sasaya T., Torrance L., Cowan G., Ziegler A., 2000. Aphid transmission 

studies using helper component proteins of Potato virus Y expressed from a 

vector derived from Potato virus X. Journal of General Virology 81:1115-

1119. 

36. Schmelzer K., Wolf  P., 1975. Possibilities of control of virus diseases on 

cucumber and tomato under glass and plastics. Phytopathologische Zeitschrift 28: 

1-56. 

37. Tang G., Reinhart B. J., Bartel D. P., Zamore P. D., 2003. A biochemical 

framework for RNA silencing in plants. Genes & Dev. 17: 49–63. 

38. Τζάµος Ε. Κ., 2004. Φυτοπαθολογία. Κεφ. 6, Ιοί των φυτών, σελ. 293-326. 

Εκδόσεις Σταµούλη, Αθήνα, σελ. 557. 

39. Ugaki M., Tomiyama M., Kakutani T., Hidaka S., Kiguchi T., Nagata R., Sato T., 

Motoyoshi F., Nishiguchi M., 1991. The complete nucleotide sequence of 

Cucumber green mottle mosaic virus (SH strain) genomic RNA.  Journal of 

General Virology 72: 1487-1495. 

40. Varveri, C., Vassilakos, N., Bem, F., 2002. Characterization and detection of 

Cucumber green mottle mosaic virus in Greece. Phytoparasitica 30(5): 493-501. 

41. Varveri, C., 2004. Direct nested-RT-PCR for the detection of Plum pox virus. 

Acta Horticulturae 657: 155-158.  

42. Varveri C., Vassilakos N,. 2008. Preliminary biological and molecular 

characterization of mild PPV isolates naturally induced in N. benthamiana plants. 

Acta Horticulturae 781: 249-253. 

43. Vander Krol A .R., Mur L. A., Beld M., Mol J. N. M., and Stuitje A.R., 1990. 

Flavonoid genes in petunia: addition of limited number of gene copies may lead 

to a suppression of gene expression. Plant Cell 2: 291-299. 

44. Vaucheret H., Beclin C., Fagard M., 2001. Post-transcriptional gene silencing in 

plants. Journal of Cell Science 114: 3083–3091. 

45. Voinnet O., Lederer C., Baulcombe D.C., 2000. A viral movement protein 

prevents spread of the gene silencing signal in Nicotiana benthamiana. Cell 103: 

157-167. 



 

28 

 

46. Zheng X., Lin Q., Xie L., 1990. The identification of Tobacco rattle virus isolated 

from Narcissus (Narcissus tazetta var. chinensis) in Fujian [China]. Journal of 

Fujian Agricultural College: 19(1): 58-63 (abstract in English) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

29 

 

 

 

 

 
 


