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 1. Εισαγωγή. 
1.1. Προέλευση, ιστορία της καλλιέργειας. 

Το γένος εσπεριδοειδή ανήκει στη οικογένεια Rutaceae, υπό-οικογένεια 

Aurantoideae. Αυτή η οικογένεια περιέχει πολλά εδώδιµα είδη, µερικοί µακρινοί 

συγγενείς  όπως τα white Sapote (Casimiroa edulis Llave & Lex.) και Wampee 

(Clausena lansium Skeels). 

Το κέντρο της ποικιλοµορφίας για  τα εσπεριδοειδή  κυµαίνεται από τη 

βορειοανατολική Ινδία, ανατολικά µέσω του αρχιπελάγους της Μαλαισίας, βόρεια  

προς την Κίνα και Ιαπωνία και νότια ως την Αυστραλία (Moore 2001). Τα γλυκά 

πορτοκάλια πιθανώς προέκυψαν στην Ινδία, το trifoliate πορτοκάλι και το µανταρίνι 

στην Κίνα, και οι όξινοι τύποι εσπεριδοειδών στη Μαλαισία. Οι ακριβείς διαδροµές της 

διασποράς των εσπεριδοειδών από την προέλευσή τους είναι άγνωστες (Moore 2001). 

Παρόλο αυτά, τα πορτοκάλια και τα pummelos αναφέρθηκαν στην κινεζική λογοτεχνία 

το 2400 Π.Χ., και αργότερα αναφέρθηκαν τα λεµόνια στις σανσκριτικές γραφές (800 

Π.Χ.). Ο Θεόφραστος, ο πατέρας της βοτανικής, έδωσε µια ταξινοµική περιγραφή του 

κίτρου το 310 Π.Χ., ταξινοµώντας το µε το όνοµα µήλο ως medica Malus  ή persicum 

Malus. Κατά τους πρώτους χρόνους του χριστιανισµού και έκτοτε, ο όρος 

"εσπεριδοειδή" προέκυψε από την  ελληνική λέξη για τους κώνους των κέδρων, 

"Kedros". Αυτή τη στιγµή, τα εσπεριδοειδή έχουν διαδοθεί  σε όλη την Ασία, τη βόρεια 

Αφρική, και την Ευρώπη κατά µήκος των εµπορικών δρόµων. 

Οι Κολόµβος, Ponce de Leon, και Juan de Grijavla µετέφεραν τα διάφορα 

εσπεριδοειδή στο νέο κόσµο προς το τέλος του 14ου αιώνα. Οι πορτογάλοι πιθανόν τον 

16ο αιώνα παρουσίασαν στην Ευρώπη περισσότερους από ένα  ανώτερους  τύπους  του 

γλυκού πορτοκαλιού. Παρόλο αυτά, στην Κίνα και στην Ιαπωνία καλλιεργούσαν τα 

µανταρίνια από τους αρχαίους χρόνους, οι πρώτες ποικιλίες µανταρινιάς µεταφέρθηκαν 

στην Αγγλία  το 1805  από τον  Abraham Hume και από εκεί στη συνέχεια διαδόθηκαν  

στην περιοχή της Μεσογείου (Moore 2001). Όλα τα εσπεριδοειδή εκτός του trifoliate 

είναι πολύ ευαίσθητα στoν παγετό µε αποτέλεσµα η καλλιέργεια των εσπεριδοειδών, 

στα περισσότερα τµήµατα της Ευρώπης, δεν είναι δυνατή.  Οι καλλιέργεια των 

εσπεριδοειδών διαδόθηκε ευρύτατα στη Φλώριδα των ΗΠΑ προς το τέλος του 17ου 

αιώνα, όταν έγιναν οι πρώτες εµπορικές αποστολές. Την ίδια περίοδο, τα εσπεριδοειδή 
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εισήχθησαν  στην  Καλιφόρνια, αν και άρχισε πολύ αργότερα η εµπορική παραγωγή 

στην Αµερικανική δύση. 
 

1.2.Ταξινοµική περιγραφή ποικιλιών Εσπεριδοειδών. 
Τα εσπεριδοειδή ανήκουν στην οικογένεια Rutaceae, στην υποοικογένεια 

Aurantioideae, στην φυλή Citrae και στην υποφυλή Citrinae (Reuther, et. al.1967). Η 

υποοικογένεια Aurantioideae  περιλαµβάνει το γένος Citrus και άλλα 32 συγγενή προς 

αυτό γένη. Τα είδη που ανήκουν στα Aurantioideae είναι δέντρα ή θάµνοι (σπάνια 

ποώδη) αειθαλή, µε εξαίρεση τα γένη Poncirus, Eagle, Feronia καθώς και 3 είδη του 

γένους Clausena και ενός του γένους Murraya, που είναι φυλλοβόλα (Βασιλακάκης, 

1996). Σήµερα υπάρχουν δύο κύρια συστήµατα ταξινοµήσεως του γένους Citrus, το 

σύστηµα κατά W.T. Swingle και το σύστηµα κατά T. Tanaka. Στο ταξινοµικό σύστηµα 

Swingle (1943) που θα ακολουθήσουµε το γένος Citrus ταξινοµείται σε δύο υπογένη, 

το υπογένος Citrus ή Eucitrus και το υπογένος Papeda. Στα υπογένη αυτά υπάγονται 16 

είδη, δέκα στο Citrus και έξι στο Papeda. Τα είδη αυτά διακρίνονται εύκολα από τους 

χαρακτήρες των φύλων, των ανθέων και των καρπών (Ποντίκης 1993). Αντιθέτως ο 

Tanaka που κατατάσσει τα εσπεριδοειδή σε 163 είδη (Πρωτοπαπαδάκης, 2004). Στον 

Πίνακα 1 περιέχεται η ταξινόµηση του γένους Citrus  κατά το σύστηµα του W. T. 

Swingle (1943). 

Εκτός από τα κύρια παραπάνω είδη υπάρχουν και υβρίδια µεταξύ των διάφορων 

ειδών των εσπεριδοειδών. Τα περισσότερα είδη του γένους Citrus διασταυρώνονται  

µεταξύ τους καθώς και µε τα είδη των Poncirus και Fortunella. Παρά την ευκολία µε 

την οποία τα είδη των εσπεριδοειδών µπορούν να διασταυρώνονται οι προσπάθειες των 

βελτιωτών να δηµιουργήσουν νέες ποικιλίες δεν έχουν αποδώσει, εκτός µερικών 

εξαιρέσεων (Βασιλακάκης, 1996). Ο Πίνακα 2 περιέχει παραδείγµατα υβριδίων του 

γένος Citrus.    

Επίσης τα εσπεριδοειδή υφίστανται µεταλλάξεις σχετικά εύκολα. Αυτές 

εµφανίζονται είτε πάνω στο δέντρο ως οφθαλµικές, είτε στα σπορόφυτα ως µεταλλάξεις 

του µητρικού ιστού των σπερµοβλαστών. Παράδειγµα αυτών τον µεταλλάξεων είναι οι 

ποικιλίες που ανήκουν στην οµάδα Clementine (κληµεντίνη) και οι περισσότερες 

Satsuma (Βασιλακάκης, 1996). 
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Πίνακας 1. Ταξινόµηση του γένους Citrus κατά το σύστηµα W.T. Swingle, 1943.  
 

Είδη 
Γένος Υπογένη 

Λατινικό όνοµα Κοινό όνοµα 

Citrus ή Eucitrus 

Medica 
Limon 
Aurantifolia 
Aurantium 
Sinensis 
Reticulata 
Grandis 
Paradisi 
Indica tachibana 

Κιτριά 
Λεµονιά 
Λιµεττιά 
Νεραντζιά 
Πορτοκαλιά 
Μανταρινιά 
Φράππα 
Βοτρυόκαρπος 
 
 

Citrus 

Papeda 

Ichagensis 
Latipes 
Micrantha 
Celebica 
Macroptera 
Hystrix 
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Πίνακας 2. Παραδείγµατα υβριδίων µεταξύ ειδών εσπεριδοειδών. 
 

Κοινό όνοµα Γονείς (είδη που διασταυρώθηκαν) 
Περγαµόντο Citrus aurantifolia x Citrus aurantium 
Citranges Citrus sinensis x Poncirus trifoliate 
Tangelos Citrus reticulata x Citrus paradisi 
Citremquats ή Citrangequats Poncirus Trifoliate x F. margarita 
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1.3. Περιγραφή χαρακτηριστικών επιλεγµένων ποικιλιών. 

1.3.1. Νεραντζιά cv. Brazillian (Citrus aurantium) 

Το δένδρο κυµαίνεται σε ύψος από 3 έως 9 µέτρα και έχει οµαλό καφετί φλοιό. Τα 

φύλλα είναι αρωµατικά, συνήθως ωοειδή (Morton, 1987). Τα ιδιαίτερα ευώδη άνθη, 

που αναπτύσσονται µεµονωµένα ή σε συστάδες στις µασχάλες των φύλλων, φέρουν 5 

λεπτά, λευκά πέταλα που περιβάλλουν µέχρι 24 κίτρινους στήµονες (Morton, 1987). Ο 

καρπός είναι χρώµατος πορτοκαλί ως κοκκινωπού, όταν υπερωριµάσει. Αντέχει στα 

βαριά εδάφη επίσης δείχνει ικανοποιητική αντοχή στο ασβέστιο. 

1.3.2. Πορτοκαλιά cv. Mariquite (Citrus sinensis). 

Η πορτοκαλιά Mariquite ανήκει στα οµφαλοφόρα πορτοκάλια. Είναι όψιµη 

ποικιλία, µπορεί να συγκοµισθεί µέχρι τέλος Μαΐου. Ξεχωρίζουν από τις άλλες 

ποικιλίες για τα µεγάλα φύλλα. Τα φύλλα είναι στιλπνά, σχήµατος ωοειδούς, µήκους 

7,5 µε 10 εκατοστά, έχουν µίσχο 1,5 µε 2,5 εκατοστά, και µικρό πτερύγιο. Τα ευώδη 

λευκά άνθη της πορτοκαλιάς φέρουν 4-5 σέπαλα, 4-5 πέταλα και 20 έως 25 στήµονες 

µε ευδιάκριτους κίτρινους ανθήρες. Η σάρκα των καρπών είναι κίτρινη-πορτοκαλί, 

αποτελείται από 10-14 τµήµατα τα οποία διαχωρίζονται εύκολα µεταξύ τους. Σε κάθε 

τµήµα µπορούν να υπάρξουν 2 έως 4 σπέρµατα (Morton, 1987). 

 

1.3.3. Clausellina Satsuma (Citrus unshiu). 

Η Clausellina δηµιουργήθηκε στην Ισπανία το 1962 από µια µεταλλαγή των 

οφθαλµών του Satsuma Owari. Είναι πρώιµη ποικιλία µε καρπό χωρίς 

κουκούτσια. Καµία ποικιλία µανταρινιάς δεν έχει µεγαλύτερη αντοχή στο ψύχος 

από αυτήν, ιδιαίτερα όταν είναι εµβολιασµένη πάνω στην Τρίφυλλη πορτοκαλιά 

(Πρωτοπαπαδάκης, 1992). Σαν δέντρο είναι µικρού µεγέθους, βραδείας 

αναπτύξεως, συνήθως πλαγιόκλαδη και κρεµοκλαδής, σχεδόν χωρίς αγκάθια 

και µε αραιό φύλλωµα. (Πρωτοπαπαδάκης, 1992). Ο καρπός της σατσούµα έχει 

µικρό έως µεγάλο µέγεθος, σχήµα ηµισφαιρικό, πλακέ και µερικές φορές µικρό 

λαιµό. Κατά τη ωρίµανση έχει χρώµα πορτοκαλί, αλλά συνήθως είναι ώριµη 
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προτού αναπτυχθεί ο χρωµατισµός αυτός. Ο φλοιός είναι λεπτός, δερµατώδης, 

µέτρια λείος και φέρει µεγάλους αιλεοφόρους αδένες (Ποντίκης, 1993).  

 

1.3.4. Κληµεντίνη cv. marisol (Citrus climentina). 

Υπερπρώιµη ποικιλία κληµεντίνης, προήλθε από την κληµεντίνη Oroval µε 

µετάλλαξη. Είναι ζωηρό ορθόκλαδο δένδρο µε µικρά-µέτρια αγκάθια. Σε σχέση 

µε τις άλλες κληµεντίνες κάνει µεγαλύτερους καρπούς και τα ποσοστά κιτρικού 

οξέος είναι υψηλότερο.  

Η Marisol είναι µια νέα πρώιµη ποικιλία µε ικανοποιητικό µέγεθος, καλό 

χρωµατισµό, αλλά δυστυχώς οι καρποί της παρουσιάζουν µεγάλα ποσοστά 

οξέων (Πρωτοπαπαδάκης, 2004). 

 

1.3.5. Κιτριά cv. Diamante (Citrus medica).  

Έχει στενή συγγένεια µε την λεµονιά, µε την οποία έχει διασταυρωθεί και 

έδωσε πολλά άτοµα µε ενδιάµεσα χαρακτηριστικά. Τόσο οι καρποί όσο και  τα 

φύλλα της κιτριάς είναι µεγαλύτερα από εκείνα της λεµονιάς (Βασιλακάκης, 

1996).  
Ο καρπός της έχει µεγάλο µέγεθος, σχήµα ωοειδές έως ελλειπτικό και 

πλατιά θηλή ενώ το βάρος των καρπών ποικίλλει από ένα µέχρι δύο κιλά. Ο 

φλοιός είναι πολύ παχύς, σαρκώδης, λείος και µε χρώµατα, κατά την ωρίµανση, 

λεµονοκίτρινο Το ενδοκάρπιο έχει χυµό ξινό.  Σαν δένδρο έχει µικρό µέγεθος, 

µέτριο αριθµό αγκαθιών (µερικά µεγάλα και ισχυρά) και είναι πλαγιόκλαδη. Οι 

οφθαλµοί, τα άνθη και οι νέες βλαστήσεις χαρακτηρίζονται από χρωµατισµό 

ιώδη (Πρωτοπαπαδάκης, 1987). 

 

1.3.6. Λεµονιά (Citrus limon var Zambettakis). 

Το δένδρο της λεµονιάς φθάνει σε ύψος µέχρι τα 3-6 µέτρα (Morton, 1987). 

Οι νεαροί βλαστοί είναι λείοι, µε τριγωνική διατοµή και ιώδους χρώµατος. Είναι 

ζωηροί και επεκτείνονται προς τα έξω περισσότερο από ότι των άλλων 
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εσπεριδοειδών. Φέρει αγκάθια και φλοιό γκρίζου χρώµατος (Βασιλακάκης, 

1996). Τα απαλά ευώδη άνθη µπορεί να είναι αποµονωµένα ή να υπάρχουν 2 ή 

περισσότερα συγκεντρωµένα στη µασχάλη των φύλλων (Morton, 1987).  

Η λεµονιά είναι το πιο ευαίσθητο εσπεριδοειδές στις χαµηλές θερµοκρασίες . 

Θερµοκρασίες -50 έως -70C προκαλούν µεγάλη ζηµιά στο ξύλο της λεµονιάς.  

Η λεµονιά Zambettakis σε σχέση µε τις άλλες ποικιλίες δίδει το µεγαλύτερο µέρος τις 

παραγωγής της τους καλοκαιρινούς µήνες. Η ποικιλία αυτή δηµιουργήθηκε από τον 

καθηγητή Ζαµπεττάκη (Πρωτοπαπαδάκης, 1994).  

 

1.3.7. Λιµεττιά (Citrus aurantifolia cv. Mexican) 

Τα δένδρα είναι µέσου µεγέθους, µε θαµνώδη ανάπτυξη, λεπτούς βλαστούς και 

πολλά µικρά αγκάθια. Τα φύλλα είναι µικρά, χρώµατος ωχρό-κίτρινινου (Βασιλακάκης, 

1996). Τα ασθενώς ευώδη ή άοσµα άνθη είναι είτε µεµονωµένα είτε συγκεντρωµένα σε 

2 έως 7. Έχουν 4 έως 6 στενόµακρα πέταλα λευκού χρώµατος και 20-25 δεσµίδες 

λευκών στηµόνων µε κίτρινους ανθήρες (Morton, 1987). Ο καρπός είναι πολύ µικρός 

σε µέγεθος, στρογγυλός σε σχήµα ή λίγο ελλειπτικός. Μερικές φορές συνοδεύεται από 

πολύ µικρό λαιµό και συνήθως από µικρή θηλή. Ο φλοιός είναι πολύ λεπτός, λείος, 

δερµατώδεις και πρασινοκίτρινος κατά την ωρίµανση των καρπών. Η σάρκα είναι 

πρασινοκίτρινη, τρυφερή, χυµώδης και πολύ ξινή µε διακριτικό άρωµα. Από όλα τα 

εσπεριδοειδή θεωρείται το πλέον ευαίσθητο στις χαµηλές θερµοκρασίες γι’αυτό 

καλλιεργείται στις χώρες µε θερµό κλίµα Μεξικό, Κούβα και Αραβική Χερσόνησος 

(Πρωτοπαπαδάκης, 2004).  

 

1.3.8. Περγαµότο (Citrus bergamia) 

Η προέλευση καθώς και η γενετική σύσταση του είδους αυτού είναι άγνωστη και 

καλλιεργείται στην περιοχή Καλαβρία της Ιταλίας για την παραγωγή αιθέριων ελαίων.  

Θεωρούνταν γενικά ως υβρίδια Νεραντζιάς x Λεµονιάς ή λιµεττιάς. Οι καρποί τους 

διακρίνονται για το ευχάριστο και διακριτικό άρωµά τους, γι’αυτό χρησιµοποιούνται 

ευρύτατα στην αρωµατοποιία και την ζαχαροπλαστική (Πρωτοπαπαδάκης, 2004).  
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Το δένδρο είναι µέσης ζωηρότητας, πλαγιόκλαδο, χωρίς αγκάθια και όταν 

αναπτυχθεί πλήρως είναι µικρού-µεσαίου µεγέθους (Βασιλακάκης, 1996). Οι καρποί 

του έχουν µικρό έως µέτριο µέγεθος, σχήµα ωοειδές ή αχλαδόµορφο, µικρό οµφαλό και 

συνοδεύεται συνήθως από το στύλο του υπέρου. Ο φλοιός το καρπού µετρίως λεπτός 

και λείος ή µετρίως τραχύς. Η σάρκα έχει χρώµα χρυσαφί µε γεύση πολύ όξινη και 

πικρή, είναι πολύ χυµώδης και φέρει πάρα πολλά σπέρµατα (Βασιλακάκης 1996). Σε 

ορισµένες περιπτώσεις το χρησιµοποιούν σαν υποκείµενο (Πρωτοπαπαδάκης, et al. 

2001). 

 

1.3.9. Βολκαµεριάνα (Citrus Volkameriana). 

Είναι ένα φυσικό υβρίδιο της λεµονιάς. Η βολκαµεριάνα έχει µεγάλη ανεκτικότητα 

στα ασβεστώδη εδάφη και µέτρια ανεκτικότητα στο κρύο και την αλατότητα 

(Πρωτοπαπαδάκης, 2004 και Πρωτοπαπαδάκης, Αγγελάκης 1983). 

 

1.3.10. Citranges Carrizo (Poncirus trifoliate x Citrus sinensis).  

Είναι διγενερικά υβρίδια του P. trifoliate µε την πορτοκαλιά. Η επίδραση του P. 

trifoliate είναι εµφανής στα citranges και αυτό φαίνεται από το τρίφυλλο των φύλλων 

τους, από την οξύτητα και στυφάδα των καρπών τους και από την ανθεκτικότητα των 

δένδρα στο ψύχος. Η επίδραση της πορτοκαλιάς φαίνεται από το αείφυλλο των 

δένδρων, αν και µερικά είναι ηµιφυλλοβόλα, και από τη µεγαλύτερη ζωηρότητα τους. 

Το µεγάλο της µειονέκτηµα είναι η ευαισθησία στο υοειδές exocortis 

(Πρωτοπαπαδάκης, 2004). Τα πιο γνωστά από τα Citranges είναι τα Troyer και Carrizo, 

τα C-32 και C-35, ενώ λιγότερο γνωστά είναι τα Rusk, Morton και Benton. Τα υβρίδια 

της οµάδας αυτής είχαν επιτυχία ως υποκείµενα, από τότε που tristeza εξαπλώθηκε. 

Γενικώς τα Citranges δηµιουργούν δένδρα µέσης έως ζωηρής ανάπτυξης, µε υψηλή 

απόδοση (παραγωγή) και καρπούς καλής ποιότητας. Η ποιότητα των καρπών είναι 

όµοια µε εκείνη όταν το υποκείµενο είναι νεραντζιά.   
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1.3.11. Citrumelos  (Poncirus trifoliate x Citrus paradisi). 

Τα Citrumelos µοιάζουν µε τα citranges. Απ’αυτά το Sacaton παράγει µεγάλο 

αριθµό σπόρων, που περιέχουν µόνο νουκελλικά έµβρυα και εποµένως παράγουν της 

ίδιας γενετικής συστάσεως F1 σπορόφυτα σε µεγάλο αριθµό, ως το Troyer citrange 

(Πρωτοπαπαδάκης, Αγγελάκης 1983). Τα δένδρα χαρακτηρίζονται από το στενό 

ανάστηµά τους µε τους όµορφους κλάδους. Τα φύλλα τους είναι τρίφυλλα µε ανοιχτό 

πράσινο χρώµα. Η αντοχή των citrumelos στις χαµηλές θερµοκρασίες υποδεικνύονται 

από τον Bernhard Voss περίπου µέχρι τους -150C. 

 
1.4. Πολυεµβρυονία-απόµειξη στα εσπεριδοειδή.   

Πολυεµβρυονία είναι η δηµιουργία δύο ή περισσότερων εµβρύων µέσα σε ένα 

σπέρµα και εξαρτάται από το είδος και την ποικιλία (Βασιλακάκης, 1996). Στα 

εσπεριδοειδή, τα υπεράριθµα έµβρυα παράγονται κατά δύο τρόπους: α. Από σωµατικά 

κύτταρα του νούκελλου (αποµικτικά έµβρυα τα οποία βρίσκονται έξω από τον 

εµβρυόσακκο) και β. ∆ια της παραγωγής δυο ή περισσότερων ζυγωτικών εµβρύων, είτε 

δια διαιρέσεως ενός γονιµοποιηµένου ωοκυττάρου, ή από δύο ή περισσότερους 

λειτουργικούς εµβρυόσακκους σε µια σπερµατική βλάστη (Ποντίκης, 1993). Έτσι οι 

περισσότερες πολυεµβρυονικές ποικιλίες θεωρούνται αποµικτικές  σε αντίθεση µε τις 

µονοεµβρυονικές ποικιλίες που είναι ζυγωτικές (Garcia, 1999). 

Στα εσπεριδοειδή, ο πρώτος τρόπος παραγωγής εµβρύων σε ένα σπέρµα είναι ο πιο 

συνήθης. Τα έµβρυα σε  ένα πολυεµβρυονικό σπέρµα διαφέρουν σε µέγεθος και σχήµα, 

ο δε µέσος όρος του αριθµού των παραγόµενων σποριόφυτων κατά σπέρµα συνήθως 

είναι πολύ µικρότερος από το σύνολο των εµβρύων (Ποντίκης, 1993). Μετά την σπορά 

των πολυεµβρυονικών σπερµάτων, φυτρώνουν µερικά από τα έµβρυα και συνήθως 

µόνο τα µεγαλύτερα (εκτός αν γίνει τεχνητή καλλιέργεια σε θρεπτικό υγρό, για να 

φυτρώσουν όλα) αλλά τα ζυγωτικά δεν είναι κατά ανάγκη τα µεγαλύτερα. Αυτό 

οφείλεται στο ότι τα ζυγωτικά έµβρυα αναπτύσσονται µε βραδύτερο ρυθµό από 

τ’αποµικτικά και έτσι δεν προλαβαίνουν να γίνουν αρκετά µεγάλα (ανώνυµος). 

 Αλλά σε µία εργασία που έκανε ο Γάλλος Κασέν (Cassin) στο Μαρόκο, βρήκε 

µέσον όρο εµβρύων κατά σπέρµα νεραντζιάς µόνο 1,38. Άρα, µεγάλο ποσοστό από τα 

σπέρµατα της νεραντζιάς είναι µονοεµβρυονικά. Όµως το 85% των σποριόφυτων της 
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νεραντζιάς είναι αποµικτικής προέλευσης. Κι’αυτό δεν εξηγείται παρά αν 

παραδεχτούµε ότι, τα µονοεµβρυονικά αυτά σπέρµατα περιέχουν µόνο αποµικτικά 

έµβρυα και ότι το ζυγωτικό τους πυρώθηκα ή απορροφήθηκε (ανώνυµος). Γι’αυτό µε 

επιµεληµένη διαλογή των ισχυρότερων και τυπικότερων σποριόφυτων, µπορούµε να 

έχουµε τελείως οµοιόµορφα υποκείµενα για µπόλιασµα.  

Υπάρχουν τρεις τρόποι για την δηµιουργία των αποµικτικών εµβρύων, η 

σποροφυτική απόµιξη όπου τα έµβρυα δηµιουργούνται απευθείας από τα σποροφυτικά 

κύτταρα (νουκελλικά κύτταρα) τα οποία βρίσκονται έξω από τον εµβρυόσακκο, σε 

αντίθεση µε τους άλλους δύο τρόπους την διπλοσπορία και την αποσπορία όπου 

εµπλέκονται στις τροποποιήσεις της θηλυκής γαµετοφυτικής επέκτασης και 

περιγράφονται ως γαµετοφυτική απόµιξη (Spielman, 2003).  Πολλά µέλη του γένους 

Citrus και µερικοί κοντινοί συγγενείς που ανήκουν στην οικογένεια Rutaceae παράγουν 

αποµικτικά έµβρυα µέσω των νουκελλικών κυττάρων (σποροφυτική απόµιξη) (Garcia, 

1999).      

Τα νουκελλικά έµβρυα (αποµικτικά) προέρχονται από κυτταροδιαιρέσεις που 

γίνονται µέσα στον σπερµατικό πυρήνα (νούκελλο), καθώς ο υπόλοιπος σπερµατικός 

πυρήνας και το ενδοσπέρµιο απορροφούνται από αυτά, βρίσκονται τελικά όλα, µαζί µε 

το ζυγωτικό, µέσα στα περιβλήµατα (σπέρµα) (ανώνυµος ). 

Καθώς τα νουκελλικά έµβρυα δηµιουργούνται χωρίς σύζευξη ανδρικού µε θηλυκού 

γαµέτη, αλλά από µιτωτική διαίρεση των νουκελλικών κυττάρων όπου οι αρσενικοί 

γαµέτες δεν λαµβάνουν µέρος στην δηµιουργία τους, τα νουκελλικά σποριόφυτα είναι 

γενετικά ταυτόσηµα µε το µητρικό φυτό (Garcia, 1999). 

  

1.5. Σηµασία της απόµιξης στην καλλιέργεια των εσπεριδοειδών. 
Η απόµιξή µπορεί να παίξει σηµαντικό ρόλο στην βελτίωση των φυτών, ένας από 

αυτούς είναι η παραγωγή σπόρων υβριδίων. Η παραγωγή υβριδίων είναι πολύ 

πολύπλοκη και πολυέξοδη, για τον λόγο ότι απαιτεί πολλές διασταυρώσεις κάτω από 

ελεγχόµενες συνθήκες (Grimanelli, 2001). Η χρήση της απόµιξης µπορεί να µειώσει το 

κόστος της παραγωγής σπόρων και να επιτρέψει στους καλλιεργητές να αποθηκεύσουν 

σπόρους από την καλλιέργεια των υβριδίων για την επόµενη καλλιεργητική περίοδο και 
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να διατηρήσουν τα πλεονεκτήµατα των υβριδίων που κανονικά χάνονται στην επόµενη 

γενιά λόγο της διάσχισης των γονιδίων (Grimanelli, 2001).  

Τα νουκελλικά έµβρυα έχουν πολύ σηµαντικές συνέπειες για την εξέλιξη, την 

αναπαραγωγή και την καλλιέργεια των εσπεριδοειδών. Η διάδοση των υποκειµένων 

των εσπεριδοειδών εξαρτάται από την παραγωγή κλωνικών φυτών από τα νουκελλικά 

σπορόφυτα. Οι περισσότερες ποικιλίες υποκειµένων που χρησιµοποιούνται είναι 

πολυεµβρυονικές και παράγουν σπόρους που περιέχουν νουκελλικά και ζυγωτικά 

έµβρυα (Garcia, 1999). Αν οι εµβολιασµοί των φυτών γίνουν σε υποκείµενα που 

προέρχονται από τα ζυγωτικά σποριόφυτα τότε ίσως να επηρεάσουν την απόδοση τους. 

Έτσι, σε ένα πρόγραµµα παραγωγής υποκειµένων, θα πρέπει να ληφθεί σοβαρά υπόψη 

η παραγωγή υποκειµένων από αποµικτικούς σπόρους (Garcia, 1999). 

Στα εσπεριδοειδή, ο αγενής πολλαπλασιασµός θα µπορούσε να γίνεται µε σπορά για 

την παραγωγή κλωνικών φυτών, τα οποία δεν θα είναι φορείς ιώσεων, και αυτό 

πραγµατοποιείται µε την καλλιέργεια των αποµικτικών εµβρύων. Αυτό, για τους 

γενετιστές, είναι ένας στόχος (απραγµατοποίητος µέχρι τώρα) που ασχολούνται µε τα 

άλλα οπωροφόρα (ανώνυµος).  

Το κύριο πρόβληµα, το οποίο περιορίζει αυτή την προοπτική, είναι ότι τα 

σπορόφυτα που βρίσκονται σε νεαρό στάδιο είναι πολύ δύσκολο αν όχι αδύνατο να τα 

ξεχωρίσουµε µακροσκοπικά σε γαµικά ή αποµικτικά. Μόνο στην περίπτωση που ένας 

από τους δύο γονείς είναι Poncirus trifoliate (τρίφυλλη πορτοκαλιά) τότε και µόνο 

διακρίνουµε αν ένα από τα φυτά που θα αναπτυχθούν είναι γαµικό, δεδοµένου ότι θα 

έχει φύλλο σύνθετο (Πετούσης, 2002). Έτσι πολύ φυτωριούχοι εκµεταλλευόµενοι την 

ιδιότητα των αποµικτικών σπερµάτων να δίδουν οµοιόµορφα φυτά τόσο µεταξύ τους 

όσο και µε το µητρικό φυτό, τα καλλιεργούσαν µε αποτέλεσµα όµως να υπήρχαν φυτά 

τόσο στο φυτώριο όσο και στο χωράφι αργότερα, άλλοτε σε µεγαλύτερο και άλλοτε σε 

µικρότερο ποσοστό που ήταν ανοµοιόµορφα (Πετούσης, 2002).  

Από την άλλη οι µοριακοί δείκτες είναι αρκετά επαρκείς και δυναµικό εργαλείο στη 

διασταύρωση των φυτών αφού επιτρέπουν την γενετική ανάλυση των ποσοτικών 

χαρακτηριστικών και την προεπιλογή των επιθυµητών γoνοτύπων (Garcia, 1999). Ο 

Luro (1995) χρησιµοποίησε την τεχνική των µικροδορυφόρων για την αναγνώριση των 
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ζυγωτικών από τα αποµικτικά σποριόφυτα των οποίων µητρικό φυτό ήταν το C. 

volkameriana. 

Αν η µοριακή γνώση των γονιδίων που εµπλέκονται στην έναρξη και το έλεγχο της 

απόµιξης ήταν διαθέσιµη, τότε θα µπορούσαµε να τα µεταφέρουµε, στις καλλιέργειες 

που µας ενδιαφέρουν, µέσω µοριακού µετασχηµατισµού (Garcia, 1999).   

 

1.6. Μοριακοί δείκτες που έχουν χρησιµοποιηθεί στην ταξινόµηση των 
εσπεριδοειδών. 

Στο παρελθών οι µελέτες που αφορούσαν τις φυλογενετικές σχέσεις εντός και 

µεταξύ του γένους και των ειδών των εσπεριδοειδών περιλάµβαναν µόνο τα 

µορφολογικά χαρακτηριστικά τους (Nicolosi, 2000).  

Την εποχή του 1970 άρχισαν να γίνονται οι πρώτες ταξινοµήσεις µε την χρήση 

βιοχηµικών χαρακτηριστικών µε τους Barrett και Rhodes καθώς και να εφαρµόζεται η 

µέθοδος των ισοενζύµων για την ταξινόµηση των εσπεριδοειδών (επισκόπηση στο 

Πρωτοπαπαδάκης, 2004). 

Μέχρι σήµερα έχουν χρησιµοποιηθεί πολλές µέθοδοι ταξινόµησης των 

εσπεριδοειδών αλλά οι πιο σύγχρονες είναι αυτές της χρήσης µοριακών δεικτών. Οι 

µοριακοί δείκτες που έχουν χρησιµοποιηθεί στη ταξινόµηση των εσπεριδοειδών κατά 

την Moore 2001 είναι : 

• Η επαναλαµβανόµενη απλή ακολουθία (ISSR): Ενίσχυση PCR του DNA 

χρησιµοποιώντας ένα µόνο εκκινητή  που αποτελείται από µια ακολουθία 

µικροδορυφόρων  όπως ο (CA)8 που προσφύεται στο 5’ ή στο 3’ άκρο από δύο 

ή τέσσερα αυθαίρετα  νουκλεοτίδια. 

• Οι µικροδορυφόρoι (SSR): Σύντοµες επαναλαµβανόµενες ακολουθίες 

νουκλεοτιδίων που χρησιµοποιούνται είτε ραδιενεργά σηµασµένoι για την 

υβριδοποίηση τους µε το περιορισµένο DNA εσπεριδοειδών είτε ως χωριστοί 

εκκινητές στην αντίδραση της PCR. 

• Οι τυχαία ενισχυµένο πολυµορφικό DNA (RAPD): Παραγωγή ενός 

χαρακτηριστικά κυρίαρχου δείκτη µέσω της χρήσης ενός απλού, δεκαµερούς, 

τυχαία υβριδίζοντος εκκινητή σε µια απλή αντίδραση PCR. 
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• Ο πολυµορφισµός µήκους περιορισµένων τµηµάτων DNA (RLFP): ∆ιαφορές 

στο µέγεθος των ζωνών µετά από την κοπή του DNA µε ένα συγκεκριµένο 

ένζυµο περιορισµού, ηλεκτροφόρηση και υβριδοποίηση σε µεµβράνη µε έναν 

συγκεκριµένο ιχνηλάτη. 

• Ενισχυµένη περιοχή χαρακτηρισµένης ακολουθίας (SCAR): Μια απλή 

πολυµορφική ζώνη, που ενισχύεται από συγκεκριµένους εκκινητές. Προέρχεται 

από µετατροπή δεικτών RAPD ή AFLP. 

Σε κάθε περίπτωση η ταξινόµηση των εσπεριδοειδών είναι πολύπλοκη, 

αµφισβητούµενη και σε κατάσταση αµφιβολίας, κυρίως λόγω της σεξουαλικής 

συµβατότητας ανάµεσα στα εσπεριδοειδή και τα συγγενή γένη, της υψηλής συχνότητας 

των µεταλλαγών στους οφθαλµούς, της µεγάλης ιστορίας της καλλιέργειας και της 

ευρείας διασπορά τους (Nicolosi, 2000). Ο Scora (1975) και οι Barrett και Rhodes 

(1976) υποστήριξαν ότι υπάρχουν µόνο τρία βασικά είδη εσπεριδοειδών µέσα στο 

υπογένος των εσπεριδοειδών τα C. medica, C. reticulatα και C. maxima καθώς τα 

υπόλοιπα είδη µέσα στο υπογένος ισχυρίζονται ότι προέρχονται από διασταυρώσεις 

ανάµεσα σ’αυτά τα τρία είδη ή µεταξύ αυτών και των ειδών του υπογένους Papeda 

(Federici, 1998). Κατά τον Nicolosi (2000) ο Scora πρόσθεσε αργότερα ένα ακόµα 

βασικό είδος το C. halimii. 

Τα τελευταία χρόνια όλο και περισσότεροι ερευνητές χρησιµοποιούν τους 

µοριακούς δείκτες για τον προσδιορισµό της φυλογενετικής και την γενετικής 

καταγωγή πολλών φυτών συµπεριλαµβανοµένων και των εσπεριδοειδών. Αρχικά οι 

µοριακοί δείκτες RAPD χρησιµοποιήθηκαν ευρέως για το λόγο ότι η τεχνική αυτή είναι 

πιο απλή και κοστίζει λιγότερο απ’ότι η τεχνική των RFLPs (Nicolosi, 2000). Ο 

Federici (1998)  χρησιµοποίησε δείκτες RAPD σε συνδυασµό µε δείκτες RLFP για τον 

προσδιορισµό της φυλογενετικής σχέσης ανάµεσα στο γένος Citrus και συγγενών 

γενών. Ο  Nicolosi (2000) χρησιµοποίησε διάφορους µοριακούς δείκτες (RAPD, RFLP 

και ανάλυση χλωροπλαστικού DNA) για τον προσδιορισµό της φυλογένεσης των 

εσπεριδοειδών και της γενετικής προέλευσης σηµαντικών ειδών των εσπεριδοειδών. 

Πολλοί άλλοι ερευνητές έχουν ασχοληθεί µε συγκεκριµένα είδη εσπεριδοειδών όπως ο 

Πρωτοπαπαδάκης (1998) που χρησιµοποίησε την τεχνική των  ισοενζύµων για την 

άντληση πληροφοριών όσο αναφορά την γενετική ποικιλοµορφία των 
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καλλιεργούµενων ειδών του Citrus medica, ο Matteo (1998) που χαρτογράφησε το 

γένωµα των C. aurantium και C.latipes µε την χρήση των AFLP, RAPD και RFLP, ο 

Coletta (1998) για να µελετήσει την γενετική παραλλακτικότητα µεταξύ των 

µανταρινιών µε RAPD καθώς και ο Breto (2001) για να διαφοροποιήσει τις ποικιλίες 

της Κληµεντίνης (C. clementina) µε τη χρήση των RAPD, AFLP, ISSR και SSR. 

Επίσης µοριακοί δείκτες χρησιµοποιήθηκαν από τον Guo (2001) για τον µοριακό 

χαρακτηρισµό σωµατικών υβριδίων των C. reticulate και Poncirus trifoliate 

χρησιµοποιώντας δείκτες RAPD και AFLP, καθώς και από τον Fu (2004) για την 

ανάλυση, µέσω δεικτών AFLP και PCR-RFLP, των σωµατικών υβριδίων των C. 

aurantium και  Poncirus trifoliate. 

 

1.7. ∆είκτες AFLP στα εσπεριδοειδή. 
Ο πολυµορφισµός µήκους ενισχυµένων τµηµάτων DNA (amplified fragment length 

polymorphisms AFLP) είναι µια σχετικά νέα τεχνική µοριακής ταυτοποίησης που 

µπορεί να εφαρµοστεί σε DNA οποιασδήποτε πηγής ή πολυπλοκότητας (Blears, 1998). 

Αυτή η σχετικά νέα τεχνική ταυτοποίησης του DNA σχεδιάσθηκε και εφαρµόσθηκε 

από τον Vos (1995) και βασίζεται στη επιλεκτική PCR ενίσχυση τµηµάτων που 

προκύπτουν από τη δράση περιοριστικών ενζύµων στο συνολικό γενωµικό DNA. Η 

τεχνική AFLP µπορεί να εφαρµοστεί σε οποιαδήποτε δείγµατα DNA 

συµπεριλαµβανοµένων των DNA ανθρώπων, ζώων, φυτών και µικροβίων (Blears, 

1998). 

Οι µοριακοί δείκτες AFLP είναι µια τεχνική µοριακών αποτυπωµάτων DNA που 

εντοπίζει περιορισµένα τµήµατα DNA, µοιάζει µε την τεχνική RFLP, η οµοιότητα αυτή 

είναι και ο λόγος της ονοµασίας AFLP, αλλά µε την σηµαντική διαφορά ότι αντί της 

υβριδοποίησης κατά Southern, στα AFLP, χρησιµοποιείται η ενίσχυση PCR για την 

ανίχνευση των τµηµάτων περιορισµού (Vos, 1995). Ο Vos (1995) καταλήγει στα 

συµπεράσµατα ότι η τεχνική AFLP παρέχει έναν αποδοτικό τρόπο έτσι ώστε να 

ενισχυθεί ταυτόχρονα µεγάλος αριθµός τµηµάτων, τα ενισχυµένα τµήµατα προέρχονται 

από τα τµήµατα περιορισµού. Ο αριθµός των τµηµάτων που αποκτήθηκαν αυξανόταν 

όσο αυξανόταν και το µέγεθος του γενώµατος και αντιστοιχούσε µε αυτό που 
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αναµενόταν θεωρητικά και τα εκλεκτικά νουκλεοτίδια στις άκρες των εκκινητών 

µείωσαν των αριθµό των ζωνών ακριβώς όπως αναµενόταν. 

Υπάρχει ένας εκτενής αριθµός εφαρµογών για αυτό το ουσιαστικά καθολικό 

σύστηµα δεικτών όπως η ανάλυση των µοριακών αποτυπωµάτων DNA, η 

χαρτογράφηση του DNA καθώς και η διερεύνηση µικροοργανισµών. 

Στα εσπεριδοειδή, όπως προαναφέραµε στο παραπάνω κεφάλαιο, οι µοριακοί 

δείκτες AFLP σε συνδυασµό µε άλλες µοριακές τεχνικές έχουν χρησιµοποιηθεί για την 

κατασκευή γενετικών χαρτών από τον Matteo (1998) ο οποίος µάλιστα αναφέρει ότι η 

τεχνική AFLP µέχρι τώρα είναι η ποίο αποδοτική τεχνική για την παραγωγή 

πολυµορφικών δεικτών στα εσπεριδοειδή. Τα AFLP, επίσης έχουν χρησιµοποιηθεί  για 

διαφοροποίηση ποικιλιών από τον Breto (2001) ενώ από τους Guo (2001) και Fu (2004) 

έχουν χρησιµοποιηθεί για τον µοριακό χαρακτηρισµό σωµατικών υβριδίων τα οποία 

παράχθηκαν από την σύντηξη πρωτοπλαστών εσπεριδοειδών. 

Σ’αυτή την εργασία θα παρουσιάσουµε την τεχνική των AFLPs όπως την 

χρησιµοποιήσαµε για των διαχωρισµό της καταγωγής υβριδίων εσπεριδοειδών που 

προέρχονται από τεχνητή διασταύρωση γνωστών ποικιλιών από τους γονείς που 

διασταυρώθηκαν καθώς και τον διαχωρισµό των ζυγωτικών από τα αποµικτικά φυτά.  

 

1.8.  Μεθυλίωση. 
Η µεθυλίωση του DNA είναι γνωστό ότι παίζει σηµαντικό ρόλο στη ρύθµιση της 

γονιδιακής έκφρασης στους ευκαριωτικούς οργανισµούς (Xiong, 1999). Επίσης η 

µεθυλίωση του DNA είναι ένα σηµαντικό φαινόµενο διότι προκαλεί επιγενετικά και 

µαταλλαξογόνα φαινόµενα τα οποία προκαλούν διαφορική γονιδιακή έκφραση, 

κυτταρική διαφοροποίηση, απενεργοποίηση της χρωµατίνης, γονιδιακό αποτύπωµα και 

καρκινογενέσεις Mingliang (2000). Σ’ αυτή την εργασία χρησιµοποιήσαµε την ανάλυση 

MSAP (methylation sensitive amplification polymorphisms) η οποία είναι βασισµένη 

στην τεχνική AFLP. Η τεχνική αυτή ανιχνεύει διαφοροποιήσεις στην µεθυλίωση 

τµηµάτων DNA µεταξύ των ειδών καθώς και του ποσοστού µεταφοράς του προτύπου 

της µεθυλίωσης από τους γονείς στα υβρίδια. Ένα συγκεκριµένο ερώτηµα µεγάλου 

ενδιαφέροντος είναι το κατά πόσο στα αποµικτικά σπορόφυτα έχει µεταφερθεί το 

πρότυπο µεθυλίωσης DNA της µητέρας. 
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Η µεθυλίωση του DNA, στους ευκαριωτικούς οργανισµούς, ειδικά αυτής της 

κιτοσίνης στη θέση 5 (5mC) έχει ληφθεί υπό αξιοσηµείωτης προσοχής τα τελευταία 

χρόνια Xiong (1999). Η ανάλυση MSAP βασίζεται στα ισοσχιζοµερή ένζυµα (HpaII και 

MspI) που διαφέρουν ως προς την ευαισθησία τους στη µεθυλίωση της αλληλουχίας 

αναγνώρισης τους. Βασισµένοι στο γεγονός ότι τα περισσότερα 5mC απαντώνται στη 

αλληλουχία νουκλεοτιδίων  CG, δύο περιοριστικά ένζυµα χρησιµοποιούνται τα HpaII 

και MspI για τον προσδιορισµό της µεθυλίωσης της κιτοσίνης. Και τα δύο ένζυµα 

αναγνωρίζουν την αλληλουχία 5΄-CCGG-3΄ όµως το ένζυµο HpaII είναι ανενεργό στη 

περίπτωση όπου η µία ή και οι δύο κιτοσίνες είναι πλήρως µεθυλιωµένες ενώ το ένζυµο 

MspI διαχωρίζει την µεθυλίωση της δεύτερης κιτοσίνης (CmCGG) αλλά όχι της πρώτης 

(mCCGG) Echeverria (2001). Στον παρακάτω εικόνα (Εικόνα 1) απεικονίζονται οι 

θεωρητικές ενισχύσεις σε αντιστοιχία µε τη µεθυλίωση των τµηµάτων CCGG. 
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Εικόνα 1. Σχηµατική αναπ
(προσαρµογή από  τον Bau
 
 
 
 
 
 
 
 

 

EcoRI/MspI
I
EcoRI/HpaI
aI
EcoRI/Hp
 Έλλειψη 
µεθυλίωσης
αράσταση της MSAP ανάλυσης δειγµάτων DNA 
rens F.C. 2003). 

22



 
 
 
 
 
 
 
1.9. Σκοπός της εργασίας 

Μετά από γονιµοποίηση µερικών ειδών στα εσπεριδοειδή έχουµε παραγωγή 

τόσο νουκελλικών όσο και ζυγωτικων εµβρύων. Σε νεαρή ηλικία δεν είναι 

δυνατός ο διαχωρισµός µεταξύ τους µε αποτέλεσµα ο φυτωριούχος να δεσµεύει 

πόρους µέχρι τα δενρύλια να ξεπεράσουν την µακρά φάση νεανικότητας όπου 

και τελικά αρχίζουν να διαφοροποιούνται τα νουκελλικά από τα ζυγωτικα 

σπορόφυτα. Έτσι, η ταυτοποίηση τους βάση των µορφολογικών 

χαρακτηριστικών µπορεί να γίνει όταν τα φυτά έχουν ηλικία πάνω από 5-6 

χρόνων και αρχίζουν να δίδουν παραγωγή. Το πρόβληµα αυτό µπορεί να 

επιλυθεί µε την γενετική ταυτοποίησή τους, σε µικρή ηλικία, µε την χρήση των 

µοριακών δεικτών. Με αυτό τον τρόπο µπορούµε να γνωρίζουµε από ποια 

έµβρυα προέρχονται τα σποριόφυτα (νουκελλικά ή ζυγωτικά) όταν αυτά 

βρίσκονται ακόµα στο σπορείο πριν φυτευτούν στην οριστική τους θέση στον 

αγρό.  

Σ’αυτή την εργασία χρησιµοποιήσαµε τους µοριακούς δείκτες AFLP για να 

διαχωρίσουµε νουκελλικά από ζυγωτικά φυτά. Επίσης χρησιµοποιήσαµε την 

ίδια τεχνική για να εκτιµήσουµε την έκταση της µεταφοράς των αντιστοιχών 

γονικών γονιδιωµάτων από τους γονείς προς τα παιδιά (ξεχωριστά για τα 

ζυγωτικά και για τα νουκελλικά). Επίσης ένα άλλο ερώτηµα που θα 

προσπαθήσουµε να απαντήσουµε είναι αν υπάρχει πλήρης ταύτιση του 

γενετικού αποτυπώµατος του νουκελλικού απογόνου µε το µητρικό γονέα. 

Τέλος θα κάνουµε µια πρώτη εκτίµηση στην αλλαγή της µεθυλίωσης κατά την 

διάρκεια των δυο διαφορετικών τρόπων αναπαραγωγής στα εσπεριδοειδή. 
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Για τον σκοπό αυτό χρησιµοποιήσαµε 50 ατοµικά δένδρα (δείγµατα) 

εσπεριδοειδών τα οποία τα χωρίσαµε σε δύο οµάδες. Η πρώτη οµάδα 

αποτελείται από τους γονείς και τους απογόνους τους και στην οποία δεν 

γνωρίζαµε αν οι απόγονοι προέρχονται από ζυγωτικό ή νουκελλικό έµβρυο. 

Σ’αυτή την οµάδα η νεραντζιά ήταν το µητρικό δένδρο σε όλες τις 

διασταυρώσεις. Στη δεύτερη οµάδα έχει γίνει η αναγνώριση των ζυγωτικών και 

των νουκελλικών παιδιών βάση των µορφολογικών τους χαρακτηριστικών και 

είχαν ταυτοποιηθεί στην βάση του ισοένζυµικων τους χαρακτηριστικών από τον 

∆ρ. Ευτύχιο Πρωτοπαπαδάκη. Σ’αυτή την οµάδα η νεραντζιά έχει το ρόλο του 

πατρικού φυτού ενώ δυο αλλά δένδρα χρησιµοποιήθηκαν σαν µητρικά. Όταν 

λήφθηκαν δείγµατα προς ανάλυση όλα τα δένδρα-απόγονοι είχαν ηλικία άνω 

των δέκα ετών. 

 Στον Πίνακα 3 φαίνεται αναλυτικά ο βελτιωτικός σχεδιασµός από τον οποίο 

προήλθαν οι δύο οµάδες εσπεριδοειδών που χρησιµοποιήθηκαν στην τρέχουσα 

έρευνα.  

Το υποκείµενο 12 είναι ένα τοπικό υποκείµενο που ανήκει στην οµάδα των 

Citrus limonomedica, ενώ το 1452 είναι το Citrumelo (Poncirus trifoliate x Citrus 

sinensis). 
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Πίνακας 3. Γονείς των εσπεριδοειδών που χρησιµοποιήσαµε και οι διασταυρώσεις 
τους. 

 

Πρώτη οµάδα 
♀ ♂ ♀ Χ ♂ 

Νεραντζιά X  Πορτοκαλιά Ν1 
Νεραντζιά X  Πορτοκαλιά Ν2 
Νεραντζιά X  Πορτοκαλιά Ν3 
Νεραντζιά X  Πορτοκαλιά Ν4 

  
  
Πορτοκαλιά 
(Mariquito) 
  
  Νεραντζιά X  Πορτοκαλιά Ν5 

Νεραντζιά X Λεµονιά Ν1 Λεµονιά (var 
Zambetakis) Νεραντζιά X Λεµονιά Ν2 

Νεραντζιά X Carrizo Carrizo Νεραντζιά X Carrizo N22 
Νεραντζιά X Κληµεντίνη Κληµεντίνη (Marisol) Νεραντζιά X Κληµεντίνη Ν1 

Σατσούµα Νεραντζιά X Σατσούµα 
Κιτριά (Diamante) Νεραντζιά X Κιτριά 
Λιµεττιά (Mexican) Νεραντζιά X Lime 
Βολκαµεριάνα  Νεραντζιά X Βολκαµεριάνα 
Περγαµόντο Νεραντζιά X Περγαµόντο 

 
 
 
 
 
 
 
Νεραντζιά 
(Brazillian)  
 
 
 
 
 
 
 
 

Citrumelo Νεραντζιά X Citrumelo 
∆εύτερη οµάδα 

♀ ♂ ♀x♂ 
Νουκελλικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν1  
Νουκελλικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν2 
Νουκελλικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν3 
Νουκελλικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν4 
Ζυγωτικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν1 
Ζυγωτικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν2 
Ζυγωτικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν3 
Ζυγωτικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν4 
Ζυγωτικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν5 

 
 
 
 
Υποκείµενο 
12 
 
 
 
 
 Ζυγωτικό Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν6 

Νουκελλικό 1452 x Νεραντζιά Ν1 
Νουκελλικό 1452 x Νεραντζιά Ν2 
Νουκελλικό 1452 x Νεραντζιά Ν3 
Νουκελλικό 1452 x Νεραντζιά Ν4 
Ζυγωτικό 1452 x Νεραντζιά Ν1 
Ζυγωτικό 1452 x Νεραντζιά Ν2 
Ζυγωτικό 1452 x Νεραντζιά Ν3 
Ζυγωτικό 1452 x Νεραντζιά Ν4 

 
 
 
 
1452 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Νεραντζιά 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Ζυγωτικό 1452 x Νεραντζιά Ν5 
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2. Υλικά και µέθοδοι. 
2.1. Συλλογή και αποθήκευση φυτικού υλικού. 

Το φυτικό υλικό που χρησιµοποιήσαµε προέρχεται από το Ινστιτούτο Υποτροπικών 

Φυτών και Ελιάς στα Χανιά (Εθνικό Ίδρυµα Αγροτικής Έρευνας, ΕΘ.Ι.ΑΓ.Ε.). Τα 

δένδρα ανήκουν στην Εθνική Συλλογή Πολλαπλασιαστικού Υλικού Εσπεριδοειδών που 

διατηρείται από τον ∆ρ Ε. Πρωτοπαπαδάκη.. Συλλέξαµε νεαρά (εκπτυσόµενα) φύλλα 

από υβρίδια εσπεριδοειδών τα οποία προήλθαν από τεχνητή γονιµοποίηση (βελτιωτής 

∆ρ. Ε. Πρωτοπαπαδάκης) καθώς και από τα γονικά δένδρα. Αµέσως µετά την κοπή τα 

φύλλα βυθίστηκαν σε υγρό άζωτο, αφού πρώτα τα τυλίξαµε µε αλουµινόχαρτο µε 

επιγραφή, µέχρι την µεταφορά τους στο Ηράκλειο όπου τα αποθηκεύσαµε στους -800C 

µέχρι να  τα χρησιµοποιήσουµε για την εκχύλιση του DNA. 

 

2.2. Υλικά και µέθοδος για την εκχύλιση του DNA. 
Το ολικό γονιδιωµατικό DNA από τα νεαρά φύλλα των εσπεριδοειδών εκχυλίστηκε 

χρησιµοποιώντας το Plant Mini Kit της QIAGEN ακολουθώντας το πρωτόκολλο της 

ίδιας εταιρίας. Τα δείγµατα λειοτριβιθηκαν µε την βοήθεια υγρού αζώτου σε γουδιά 

απολυµασµένα µε αιθανόλη και αποστειρωµένα στον κλίβανο. Στην λιοτρίβηση 

χρησιµοποιήθηκε ένα δείγµα τι φορά και αφού είχαν αφαιρεθεί από τα νεαρά φύλλα το 

κεντρικό νεύρο και τυχών προσβολές από έντοµα π.χ. προνύµφες φυλλοκνήστη. Το 

κρίσιµο σηµείο στο στάδιο αυτό ήταν να µην ξεπαγώσει το φυτικό υλικό και για το 

λόγο αυτό η παροχή υγρού αζώτου ήταν συνεχείς (σε αντίθετη περίπτωση υπάρχει 

ενδεχόµενο αποικοδόµησης και συµπλοκοποιησης του γενωµικού DNA). Στη συνέχεια 

όταν ο ιστός είχε αλεστεί και δηµιούργησε µια καλή οµογενής σκόνη ζυγίσαµε περίπου 

100 mg από το κάθε δείγµα προσέχοντας και σ’αυτό το στάδιο να µην ξεπαγώσουν τα 

δείγµατα µας. Ακολουθώντας το πρωτόκολλο  της QIAGEN προχωρήσαµε στην 

εκχύλιση του DNA των δειγµάτων. 

Μετά την εκχύλιση το DNA αναλύθηκε σε διαγνωστικό πήκτωµα αγαρόζης 0,8%. 

Χρησιµοποιήθηκαν 20 µl DNA από το κάθε δείγµα µαζί µε 4 µl ρυθµιστικό διάλυµα 

(6%) για περίπου µια ώρα έτσι ώστε να διαπιστώσουµε αν το DNA των δειγµάτων µας 

είχε αποδοµηθεί. Η ανάλυση αυτή κρίθηκε αναγκαία γιατί η επαναληψιµότητα των 
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δεικτών AFLP εξαρτάται από την ποιότητα του γονιδιωµατικού DNA που 

χρησιµοποιείται. 

 

2.3. Φθοριζοµετρικός προσδιορισµός της συγκέντρωσης DNA.   
Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης του DNA πραγµατοποιήθηκε στο 

φθοριζόµετρο FluorometerTD-700 χρησιµοποιώντας την χρωστική Hoechst 33258 και 

καµπύλη αναφοράς. Το φθοριζόµετρο ήταν προγραµµατισµένο να αποδίδει την 

συγκέντρωση του DNA σε ng/µl. Για το προσδιορισµό της συγκέντρωσης 

χρησιµοποιήσαµε 1 µl DNA από κάθε δείγµα σε 99 µl διαλύµατος (90 ml απιονισµένο 

νερό, 10 ml ΤΑΕ και 10 µl Hoechst 33258). 

 

2.4. Ανάλυση φθοριζόντων πολυµορφισµών µήκους ενισχυµένων 
τµηµάτων DNA (fluorescent AFLP:  fAFLP). 

2.4.1. Πέψη του γενωµικού DNA. 

Η πέψη του γενωµικού DNA πραγµατοποιήθηκε σε 150 ng DNA από κάθε δείγµα 

χρησιµοποιώντας δύο περιοριστικά ένζυµα τα EcoRI και MseI. 

Ο όγκος της αντίδρασης ήταν 30 µl από τα οποία περιλάµβαναν 10x από το one-for-all-

buffer [100 mM Tris-acetate (pH 7.5), 100 mM magnesium acetate και 500 mM 

potasium acetate] (Amersham), 4 U από το ένζυµο EcoRI (Pharmacia) και 4 U από το 

ένζυµο MseI (ΝewEngland BioLabs), ο υπόλοιπος όγκος συµπληρώθηκε µε αραιωµένο 

DNA των δειγµάτων µε αραίωση ανάλογα την συγκέντρωση του DNA έτσι ώστε να 

έχουµε 150 ng DNA και απιονισµένο νερό µέχρι να συµπληρωθεί ο όγκος των 30 µl. Η 

πέψη πραγµατοποιήθηκε στους 37 0C για δύο ώρες. 

Το ένζυµο EcoRI είναι σπάνιας κοπής ενώ το ένζυµο MseI είναι συχνής κοπής για 

το λόγο ότι το ένζυµο MseI έχει ακολουθία αναγνώρισης ΤΤΑΑ την οποία συναντάµε 

πιο συχνά στο γονιδίωµα τον ευκαριωτικών κυττάρων. Από τον συνδυασµό αυτόν των 

ενζύµων παράγονται τρεις τύποι περιορισµένων τµηµάτων: 

I. Τµήµατα που κόβονται µε το περιοριστικό ένζυµο σπάνιας κοπής EcoRI και 

στις δύο άκρες (EcoRI-EcoRI). 
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II. Τµήµατα που κόβονται µε το περιοριστικό ένζυµο συχνής κοπής MseI και στις 

δύο άκρες (MseI-MseI). 

III. Τµήµατα που έχουν κοπεί από το σπάνιας EcoRI κοπής και από το συχνής 

κοπής MseI περιοριστικό ένζυµο (EcoRI-MseI). 

Περισσότερο από το 90% των τµηµάτων αναµένονται να έχουν κοπή και στις δύο 

άκρες από το περιοριστικό ένζυµο συχνής κοπής MseI, τα τµήµατα EcoRI-MseI θα 

είναι περίπου διπλάσια από αυτά των  EcoRI-EcoRI (Vos 1995). 

 

2.4.2. Λιγοποίηση (µάτισµα) των προσαρµοστών. 

Χρησιµοποιήσαµε δύο διαφορετικούς δίκλωνους προσαρµοστές οι οποίοι 

σχεδιάστηκαν έτσι ώστε να αποφύγουµε την αναδηµιουργία των περιορισµένων 

περιοχών, ένα για τα κολλώδη άκρα του EcoRI και ένα άλλο για τα κολλώδη άκρα του 

MseI. Ο προσαρµοστής του EcoRI αποτελείται από το συνδυασµό δύο 

ολιγονουκλοτιδίων: 5’-CTCGTAGACTGCGTACC-3’ και 3’-

CATCTGACGCATGGTTAA-5’ και ο προσαρµοστής του MseI αποτελείται και αυτός 

από άλλα δύο ολιγονουκλεοτίδια τα οποία είναι: 5’-TACTCAGGACTCAT-3’ και 3’-

GAGTCCTGAGTAGCAG-5’. 

Αυτούς τους δύο δίκλωνους προσαρµοστές τους επιδέσαµε στα κολλώδη άκρα των 

τµηµάτων περιορισµού µε την λιγάση DNA Τ4 προσθέτοντας στα προϊόντα της πέψης 

10µl του µίγµατος που περιείχε  5µM του EcoRI προσαρµοστή, 50µM του MseI 

προσαρµοστή, 100mM ATP, 10x one for all buffer (Amersham), 1U DNA Τ4 λιγάση 

(New England BioLabs) και απιονισµένο νερό µέχρι τον όγκο των 10µl. Η αντίδραση 

της λιγοποίησης πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία 370C για τρεις ώρες και αµέσως 

µετά στους 65 0C για πέντε λεπτά έτσι ώστε να σταµατήσει η δράση της λιγάσης. Τα 

προϊόντα της λιγοποίησης αραιώθηκαν προσθέτοντας 160 µl ΤΕ στη κάθε αντίδραση 

(αραίωση1:5) και τα αποθηκεύσαµε στους -20 0C. 

Η λιγοποίηση (επίδεση) δεν αποκαθιστά την αρχική ενζυµική περιοχή περιορισµού 

αλλά λόγω της αλλαγής των βάσεων ενσωµατώνεται η ακολουθία των προσαρµοστών, 

αυτή η αλλαγή στην περιοχή αναγνώρισης αποτρέπει την κοπή µετά την δράση της 
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λιγάσης, επιτρέποντας στις αντιδράσεις περιορισµού και λιγοποίησης να εκτελεστούν 

στον ίδιο σωλήνα (Blears 1998).  

 

2.4.3. Προ-επιλεκτική ενίσχυση (PCR).  

Οι εκκινητές που χρησιµοποιήσαµε στην τεχνική AFLP, για την προ-επιλεκτική 

ενίσχυση, αποτελούνται από τρία τµήµατα ακολουθιών DNA. Πρώτο την περιοχή στο 

5΄ άκρο που είναι συµπληρωµατική στον προσαρµοστή, δεύτερο την ακολουθία των 

περιοχών περιορισµού και τρίτο ένα επιλεκτικό  νουκλεοτίδιο στο 3΄ακρο το οποίο για 

τον εκκινητή EcoRI είναι το Α και για τον εκκινητή MseI είναι το C. Με αυτή την προ-

επιλεκτική ενίσχυση θα ενισχυθεί µόνο ένα υποσύνολο των τµηµάτων αυτών δηλαδή 

αυτά που θα έχουν πέρα από την περιοχή περιορισµού το επιπλέον επιλεκτικό 

νουκλεοτίδιο.  

Αυτό το στάδιο βασίζεται στην αντίδραση της PCR χρησιµοποιώντας τους 

προαναφερόµενους εκκινητές, ενισχύοντας µόνο τα επιθυµητά τµήµατα που θα φέρουν 

το επιπλέον νουκλεοτίδιο. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε σε 20 µl τα οποία 

περιείχαν 10x Red Taq DNA polymerase buffer, 25 mM MgCl2, 10mM dNTPs (New 

England BioLabs), 0,6 µl εκκινητή EcoRI+A 50ng/µl, 0,6 µl  εκκινητή MseI+C 50ng/µl, 

1U Red Taq Polymerase, 5µl από το περιορισµένο και λιγοποιηµένο DNA και 

απιονισµένο νερό µέχρι τον όγκο των 20 µl. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε 

σε µηχανή PCR της Perkin Elmer (9600 thermocycler) στους 940C για 30 

δευτερόλεπτα, για 23 κύκλους στους 940C για 30 δευτερόλεπτα, στους 560C για 30 

δευτερόλεπτα και στους 720C για 60 δευτερόλεπτα τέλος στους 720C για 300 

δευτερόλεπτα. Από τα 20 µl της αντίδρασης αναλύσαµε τα 5 µl σε διαγνωστικό 

πήκτωµα αγαρόζης 1.25% έτσι ώστε να διαπιστώσουµε αν είχαµε προϊόντα ενίσχυσης. 

Τα υπόλοιπα 15 µl της αντίδρασης τα αραιώσαµε 10 φορές µε 0.1x ΤΕ και τα 

αποθηκεύσαµε στους -20 0C. 

Η προ-επιλεκτική ενίσχυση µειώνει τη γενική πολυπλοκότητα του µίγµατος µέχρι 

16 φορές, επιτρέποντας στην επιθυµητή ακολουθία να γίνει κυρίαρχη στο µίγµα (Blears 

1998).  
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2.4.4. Επιλεκτική ενίσχυση (PCR). 

Για την επιλεκτική ενίσχυση χρησιµοποιήθηκαν δύο συνδυασµοί εκκινητών οι 

οποίοι πέρα από την συµπληρωµατικότητα τους στο προσαρµοστή και την περιοχή 

περιορισµού περιέχουν και τρία επιπλέον νουκλεοτίδια στο 3’ άκρο τους. Για τον 

εκκινητή EcoRI χρησιµοποιήσαµε τα επιλεκτικά νουκλεοτίδια AGC και για τους δύο 

συνδυασµούς εκκινητών ενώ για τον εκκινητή MseI χρησιµοποιήσαµε τα CAG για τον 

πρώτο συνδυασµό και CCA για τον δεύτερο συνδυασµό. Έτσι θα ενισχυθούν µόνο τα 

τµήµατα που θα έχουν αυτά τα επιπλέον νουκλεοτίδια. Επιπλέον ο εκκινητής 

EcoRI+AGC ήταν σηµασµένος µε την φθορίζουσα ουσία IRDye800. Η αντίδραση της 

PCR πραγµατοποιήθηκε σε 20 µl τα οποία περιείχαν 10x Red Taq DNA polymerase 

buffer, 25 mM MgCl2, 10mM dNTPs (New England BioLabs), 0,1 µl εκκινητή 

EcoRI+AGC 50ng/µl, 0,6 µl  εκκινητή MseI+(CAG και CCA) 50ng/µl, 1U Red Taq 

Polymerase, 5µl από την προ-επιλεκτική ενίσχυση και απιονισµένο νερό µέχρι τον όγκο 

των 20 µl. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στο PCR µηχάνηµα της Perkin 

Elmer 9600 thermocycler όπως περιγράφεται στο άρθρο του Vos (1995). 

Από τα 20 µl της αντίδρασης αναλύθηκαν τα 5 µl σε διαγνωστικό πήκτωµα 

αγαρόζης 1,25% για να ελεγχθεί εάν υπήρχαν προϊόντα ενίσχυσης.  

Αν και τα τµήµατα που κόβονται µόνο από το συχνό περιοριστικό ένζυµο 

(π.χ. τµήµατα MseI-MseI) είναι τα κυρίαρχα είδη (> 90%), τελικά ενισχύονται 

κατά προτίµηση τα τµήµατα που έχουν κοπεί και από τα δύο ένζυµα (δηλ. 

τµήµατα EcoRI-MseI). Υπάρχουν δύο λόγοι για αυτή την αποδοτικότητα: (I) Ο 

εκκινητής που είναι συµπληρωµατικός στη σπάνια περιοχή περιορισµού και 

στον αντίστοιχο προσαρµογέα  (δηλαδή εκκινητής EcoRI) έχει υψηλότερη 

θερµοκρασία υβριδισµού από τον εκκινητή του συχνού περιοριστικού ενζύµου 

(δηλαδή του εκκινητή MseI) και (II) τα τµήµατα που έχουν κοπεί και από τα δύο 

ένζυµα (δηλαδή εκκινητές EcoRI-MseI) ενισχύονται χρησιµοποιώντας δύο 

διαφορετικούς εκκινητές (δηλαδή εκκινητές MseI και EcoRI) που αποτρέπει το 

σχηµατισµό επαναλήψεων στις άκρες. Η ένωση της βάσης στα άκρα των 

τµηµάτων διαµορφώνει µια δοµή µίσχος-βρόχος που ανταγωνίζεται µε την 

υβριδοποίηση των εκκινητών. Οι περισσότερες τεχνικές πέψης περιορισµού 

παράγουν τέτοια πολύ σύνθετα πρότυπα όπου οι διαφορές τους δεν µπορούν 
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να διακριθούν (λόγω του πολύ µεγάλου αριθµού των τµηµάτων περιορισµού). 

Εντούτοις, µε την αύξηση της αποδοτικότητας του συµπληρωµατικού εκκινητή 

στο σπάνιο περιοριστικό τµήµα, µόνο ένα µικρό υποσύνολο των τµηµάτων (< 

10%) ενισχύεται αποτελεσµατικά (δηλ. µόνο τα τµήµατα EcoRI-MseI) έτσι ώστε 

να αποκαλυφθεί ο πολυµορφισµός. 

 

2.4.5. Ανάλυση σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης.  

Για την τελική ανάλυση των AFLP στα 15 µl του µίγµατος της επιλεκτικής 

ενίσχυσης προσθέσαµε τον ίδιο όγκο βαφής φορµαµίδης και στη συνέχεια τα αφήσαµε 

σε θερµοκρασία 940C για τρία λεπτά για να µετουσιωθούν. Έτσι αποτρέπεται ο 

σχηµατισµός των διπλών ζωνών στο πήκτωµα λόγω της άνισης κινητικότητας των δύο 

κλώνων των ενισχυµένων τµηµάτων, έτσι µόνο το ένα σκέλος αναλύεται. Το πήκτωµα 

της πολυακρυλαµίδης (8%) αναλύεται στο Εργαστήριο Μικροχηµείας του Ινστιτούτου 

Τεχνολογίας και Έρευνας (ΙΤΕ) στον αυτοποιηµένο αλληλουχητή της Li-Cor IR2. Το 

πήκτωµα έτρεξε σε 1x TBE µε σταθερές συνθήκες 40 W, 40 mA και στα 1500 V για 

τρεις ώρες. Τόσο η διαχείριση της ηλεκτροφόρησης όσο και η συλλογή της εικόνας του 

πηκτώµατος διαχειρίζονται µέσω του λογισµικού της Licor Eseq. 

 

2.5. MSAP Ανάλυση (Methylation-sensitive amplification polymorphism). 
Η ανάλυση της µεθυλίωσης πραγµατοποιήθηκέ µόνο στα δείγµατα της δεύτερης 

οµάδας. Η µέθοδος αυτή προσαρµόσθηκε στις δικές µας απαιτήσεις βάση του 

πρωτοκόλλου που χρησιµοποίησε η Cervera (2002). Kάθε δείγµα, αναλύθηκε 

χρησιµοποιώντας δύο συνδυασµούς περιοριστικών ενζύµων την φορά, τα EcoRI/HpaII 

και EcoRI/MspI. Η πέψη πραγµατοποιήθηκε µε 150 ng DNA µε τα ένζυµα EcoRI και 

HpaII σε όγκο 30 µl από τα οποία περιλαµβάνονται 10x από το one for all buffer, 4 U 

του ενζύµου EcoRI και 3 U του ενζύµου HpaII για δύο ώρες στους 37 0C. Η πέψη µε το 

δεύτερο συνδυασµό περιοριστικών ενζύµων πραγµατοποιήθηκε ακριβώς µε τον ίδιο 

τρόπο µε την διαφορά ότι στη θέση του ενζύµου HpaII χρησιµοποιήθηκε το ένζυµο 

MspI (3 U). 
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Αµέσως µετά την πέψη προχωρήσαµε κατευθείαν στην λιγοποίηση όπου 

χρησιµοποιήσαµε δύο διαφορετικούς δίκλωνους προσαρµοστές ,για να αποφύγουµε την 

αναδηµιουργία των περιορισµένων περιοχών, ο πρώτος προσδενόταν στα κολλώδη 

άκρα του EcoRI και ο δεύτερος στα κολλώδη άκρα των HpaII/MspI. Ο προσαρµοστής 

του EcoRI αποτελείται από το συνδυασµό δύο ολιγονουκλοτιδίων: 5’-

CTCGTAGACTGCGTACC-3’ και  3’-CATCTGACGCATGGTTAA-5’ και ο 

προσαρµοστής των HpaII/MspI αποτελείται και αυτός από άλλα δύο ολιγονουκλεοτίδια 

τα οποία είναι: 5’-GACGATGAGTCTCGAT-3’ και 3’-TACTCAGAGCTAGC-5’. 

Αυτούς τους δύο δίκλωνους προσαρµοστές τους επιδέσαµε στα κολλώδη άκρα των 

τµηµάτων περιορισµού µε την λιγάση DNA Τ4 προσθέτοντας στα προϊόντα της πέψης 

10 µl του µίγµατος που περιείχε 5 µM του EcoRI προσαρµοστή, 50µM των HpaII/MspI 

προσαρνοστή, 100 mM ATP, 10x one for all buffer, 1 U DNA Τ4 λιγάση και 

απιονισµένο νερό µέχρι τον όγκο των 10µl. Η αντίδραση της λιγοποίησης 

πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία 370C για τρεις ώρες και αµέσως µετά στους 65 0C 

για πέντε λεπτά έτσι ώστε να σταµατήσει η δράση της λιγάσης. Τα προϊόντα της 

λιγοποίησης αραιώθηκαν προσθέτοντας 160 µl 0.1x ΤΕ στη κάθε αντίδραση 

(αραίωση1:5) και αποθηκεύτηκαν στους -20 0C. 

Για την προ-επιλεκτική ενίσχυση χρησιµοποιήσαµε ένα µίγµα το οποίο περιείχε  5µl 

από το περιορισµένο και λιγοποιηµένο  DNA, 10x Red Taq DNA polymerase buffer, 25 

mM MgCl2, 10mM dNTPs, 0,6 µl εκκινητή EcoRI+A 50ng/µl, 0,6 µl  εκκινητή 

HpaII/MspI+A 50ng/µl, 1U Red Taq Polymerase και απιονισµένο νερό µέχρι τον όγκο 

των 20 µl. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στην µηχανή PCR της Perkin 

Elmer 9600 thermocycler στους 940C για 30 δευτερόλεπτα, για 23 κύκλους στους 940C 

για 30 δευτερόλεπτα, στους 560C για 30 δευτερόλεπτα και στους 720C για 60 

δευτερόλεπτα τέλος στους 720C για 300 δευτερόλεπτα. Από τα 20 µl της αντίδρασης 

αναλύθηκαν τα 5 µl σε διαγνωστικό πήκτωµα αγαρόζης 1.25% έτσι ώστε να 

διαπιστώσουµε αν είχαµε προϊόντα από την αντίδραση. Στη συνέχεια αραιώσαµε τα 

προϊόντα της PCR 10 φορές µε 0,1x TE. 

Για την επιλεκτική ενίσχυση χρησιµοποιήσαµε δύο διαφορετικούς εκκινητές ο ένας 

για τον προσαρµοστή του EcoRI και ο άλλος για τον προσαρµοστή των HpaII/MspI. 

Για τον εκκινητή του EcoRI χρησιµοποιήσαµε τρία επιπλέoν νουκλεοτίδια τα AGC και 
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για τον εκκινητή των HpaII/MspI χρησιµοποιήσαµε επίσης τρία επιπλέoν νουκλεοτίδια 

τα AAT. Ο εκκινητής του EcoRI+AGC ήταν σηµασµένος µε την φθορίζουσα ουσία 

IRDye800. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε σε 20 µl τα οποία περιείχαν 10x 

Red Taq DNA polymerase buffer, 25 mM MgCl2, 10mM dNTPs, 0,1 µl εκκινητή 

EcoRI+AGC 50ng/µl, 0,6 µl  εκκινητή HpaII/MspI+AAT 50ng/µl, 1U Red Taq 

Polymerase, 5µl από την προ-επιλεκτική ενίσχυση και απιονισµένο νερό µέχρι τον όγκο 

των 20 µl. Η αντίδραση της PCR πραγµατοποιήθηκε στην µηχανή PCR της Perkin 

Elmer 9600 thermocycler όπως περιγράφεται στο άρθρο του Vos (1995). Από τα 20 µl 

της αντίδρασης αναλύθηκαν τα 5 µl σε διαγνωστικό πήκτωµα αγαρόζης 1,25% για να 

διαπιστώσουµε αν έχουµε προϊόντα από την αντίδραση της PCR.  

Στα 15 µl του µίγµατος της επιλεκτικής ενίσχυσης προσθέσαµε τον ίδιο όγκο βαφής 

φορµαµίδης και στη συνέχεια τα αφήσαµε σε θερµοκρασία 940C για τρία λεπτά για να 

µετουσιωθούν. Η τελική ανάλυση των methylation sensitive fAFLP έγινε όπως και για 

τα κλασσικά AFLP.  

 

2.6. Ανάλυση δεδοµένων. 
Τα δεδοµένα των αποτελεσµάτων της τεχνικής AFLP και της ανάλυσης MSAP 

συλλέχθηκαν και καταγράφθηκαν κατά την διάρκεια της ηλεκτροφόρισης υπό την 

µορφή εικόνας TIFF στο Eργαστήριο Mικροχηµείας του Ινστιτούτου Τεχνολογίας και 

Έρευνας (ΙΤΕ). Η επεξεργασία των εικόνων πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο 

Βιοτεχνολογίας Φυτών του Εθνικού Ιδρύµατος Αγροτικής Έρευνας Ηρακλείου. Τα 

ενισχυµένα τµήµατα των AFLP και MSAP καταγράφηκαν σαν παρόντα (1) ή απόντα 

(0) και αποθηκεύτηκαν σε µια µήτρα δυαδικών δεδοµένων. Βάση αυτής της µήτρας 

δηµιουργήσαµε το δενδρόγραµµα συγγένειας των ειδών που χρησιµοποιήσαµε ως 

γονείς µη περιλαµβάνοντας τους απογόνους της F1 γενιάς. Για των διαχωρισµό των 

νουκελλικών από τους ζυγωτικούς απογόνους προσµετρήσαµε τους πολυµορφισµούς 

εντός κάθε οικογένειας ξεχωριστά (µητρικό, πατρικό δένδρο και απόγονοι F1 γενεάς).    
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3. Αποτελέσµατα. 
3.1. Προσδιορισµός των γενετικών σχέσεων των γονέων. 

Για τον προσδιορισµό της γενετικής καταγωγής  των εσπεριδοειδών 

χρησιµοποιήσαµε δύο συνδυασµούς εκκινητών (E+AGC/M+CAG και 

E+AGC/M+CCA) οι οποίοι αποκάλυψαν 97 συνολικούς µοριακούς τόπους AFLP από 

τους οποίους προσµετρήσαµε 56 ισχυρούς πολυµορφικούς τόπους AFLP. Το µέγεθος 

των τόπων AFLP που προσµετρήσαµε κυµαίνονται από 50 έως 400 bp. Η Εικόνα 2 

παρουσιάζει µια αντιπροσωπευτική εικόνα πηκτώµατος πολυακρυλαµίδης ορισµένων 

ατόµων που ενισχύθηκαν µε το συνδυασµό εκινητών  E+AGC/M+CAG. 

Το επί τοις εκατό ποσοστό των πολυµορφικών τόπων AFLP (σε σχέση µε τους 

συνολικούς τόπους που έδωσαν και οι δύο συνδυασµοί εκκινητών) είναι 57,7%. Το 

µεγαλύτερο ποσοστό πολυµορφικών τόπων το παρουσιάζει ο συνδυασµός εκκινητών  

E+AGC/M+CCA µε 59,2% ενώ ο συνδυασµός εκκινητών E+AGC/M+CAG έχει 

56,2%.  

Βρέθηκαν µερικά τµήµατα που ήταν εξειδικευµένα σε ορισµένα είδη µεταξύ µόνο 

των γονέων (δηλ. παρουσιάστηκαν µόνο σε έναν από αυτούς). Τα εξειδικευµένα 

(µοναδικά) αυτά ενισχυµένα τµήµατα βρέθηκαν µόνο στο συνδυασµό εκκινητών 

E+AGC/M+CCA. Τα είδη αυτά είναι τα Υποκείµενο 12 µε  
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Εικόνα 2. Πήκτωµα πολυακρυλαµίδης που αποκτήθηκε από τον αυτοποιηµένο 
αλληλουχητή της Li-Cor IR2, και απεικονίζει  µοριακά αποτυπώµατα διάφορων 
εσπεριδοειδών που παρήχθησαν µε φθορίζοντες δείκτες AFLP (L=πρότυπα µεγέθη). 
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συνολικά ένα τµήµα, ο µητρικός γονέας Νεραντζιά Brazillian µε ένα τµήµα και 

Λιµεττιά Mexican µε ένα τµήµα επίσης.Εκτός αυτών των µοναδικών τµηµάτων 

παρατηρήσαµε ότι ο αρσενικός γονέας Νεραντζιά της δεύτερης οµάδας δεν έχει 

οκτώ συνολικά ενισχυµένα τµήµατα ενώ όλοι οι υπόλοιποι γονείς έχουν 

ενισχύσει τα αντίστοιχα τµήµατα. 

Τα δεδοµένα της ανάλυσης AFLP χρησιµοποιήθηκαν για την δηµιουργία 

ενός δενδρογράµµατος που περιλαµβάνει µόνο τους γονείς. Χρησιµοποιήσαµε 

τον συντελεστής οµοιότητας Ζακάρ (Jaccard)  για την οµαδοποίηση των 

δεδοµένων µε βάση τον αλγόριθµο UPGMA (unweighted pair group method 

with arithmetic average clustering). Για τον σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκε το 

στατιστικό πρόγραµµα SPSS και η πολυµεταβλητή διαδικασία ανάλυσης κατ’ 

οµάδας (CLUSTER). Το δενδρόγραµµα αυτό απεικονίζεται στην Εικόνα 3. 

Από το δενδρόγραµµα της Εικόνας 3 µπορούµε να διαχωρίσουµε τρεις 

οµάδες που σχηµατίζουν οι γονείς εκτός από την Νεραντζιά της δεύτερης 

οµάδας, που χρησιµοποιήθηκε ως πατρικός γονέας, η οποία διαχωρίζεται 

απ’όλα τα υπόλοιπα και απέχει φυλογενετικά περισσότερο. Στην πρώτη οµάδα 

κατατάσσονται το Carrizo και τα δύο Citrumelo τα οποία έχουν κοινό τον ένα 

γονέα το Poncirus trifoliate. Στην δεύτερη οµάδα κατατάσσονται η Πορτοκαλιά, 

η Νεραντζιά, η Κληµεντίνη, η Σατσούµα και η Βολκαµεριάνα. Τέλος στην τρίτη 

οµάδα κατατάσσονται η Λιµµετιά, η   Κιτριά,  η Λεµονιά, το Περγαµόντο και το 

υποκείµενο 12. 
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Εικόνα 3. ∆ενδρόγραµµα των γονέων από τον αλγόριθµο UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic average 
clustering) µε βάση τα δεδοµένα της ανάλυσης AFLP. 
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3.2. ∆ιαχωρισµός νουκελλικών από ζυγωτικούς απογόνους.  
Για τον διαχωρισµό των νουκελλικών από τους ζυγωτικούς απογόνους 

χρησιµοποιήσαµε τους ίδιους συνδυασµούς εκκινητών (E+AGC/M+CAG και 

E+AGC/M+CCA) αλλά η εκτίµηση της πολυµορφικότητας των τόπων AFLP 

πραγµατοποιήθηκε εντός της κάθε οικογένειας ξεχωριστά. Στον Πίνακα 4 

φαίνεται ο αριθµός των πολυµορφικών τόπων για κάθε οικογένεια, το σύνολο 

των ενισχυµένων τόπων που παράχθηκαν και το επί τοις εκατό ποσοστό των 

πολυµορφικών τόπων. 

Όπως έχουµε αναφέρει παραπάνω, τα άτοµα της τρέχουσας εργασίας έχουν 

χωριστεί σε δύο οµάδες (βλέπε Πίνακα 3). Από την ανάλυση των 

αποτελεσµάτων των ατόµων της πρώτης οµάδας προκύπτουν οι παρακάτω 

πίνακες. 

Ο Πίνακας 5 αναφέρεται στα άτοµα της πρώτης οµάδας των οποίων η 

γενετική ταυτότητα (αποµικτικό ή ζυγωτικό άτοµο) είναι άγνωστη. Φαίνεται, για 

κάθε απόγονο ξεχωριστά, το άθροισµα των τόπων AFLP αποκλειστικά 

πατρικής προέλευσης καθώς και δύο εκατοστιαίοι µέσοι όροι.  

Μ’αυτό τον τρόπο θελήσαµε να διαχωρίσουµε, µε µοριακό τρόπο, τους 

απογόνους σε ζυγωτικούς ή νουκελλικούς. Οι απόγονοι που δεν θα έχουν 

κανένα τόπο αποκλειστικά πατρικής προέλευσης θεωρήσαµε ότι είναι 

νουκελλικοί (π.χ. ο Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν4).  

Στους γενετικούς τόπους AFLP που ανιχνεύσαµε εντοπίσαµε στους 

απογόνους ένα ποσοστό εκ νέου ανασυνδυασµένων τόπων AFLP οι οποίοι δεν 

βρίσκονται σε κανένα γονέα. Στον Πίνακα 6 φαίνεται το άθροισµα των 

ανασυνδυασµένων τόπων των απογόνων καθώς και το επί τοις εκατό ποσοστό 

του µέσου όρου αυτών. 

Τα δεδοµένα της ανάλυσης AFLP των ατόµων της δεύτερης οµάδας 

χρησιµοποιήθηκαν για την δηµιουργία του δενδρογράµµατος των δύο 

οικογενειών που χρησιµοποιήθηκαν στην οµάδα αυτή. Χρησιµοποιήσαµε τον 

συντελεστής οµοιότητας Ζακάρ (Jaccard)  για την οµαδοποίηση των δεδοµένων 

µε βάση τον αλγόριθµο UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic 

average clustering). Για τον σκοπό αυτό, χρησιµοποιήθηκε το στατιστικό  
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Πίνακας 4. Αριθµός πολυµορφικών τόπων ανά οικογένεια. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Μητρικός 
γονέας 

Πατρικός 
γονέας 

Αριθµός 
πολυµορφικών 

τόπων 

Σύνολο 
ενισχυµένων 

τόπων 

Μέσος όρος % 
πολυµορφικών 

τόπων 

Πορτοκαλιά 9 97 9,3 
Λεµονιά 26 97 26,8 
Carrizo 24 97 24,7 
Σατσούµα 28 97 28,9 
Κιτριά 26 97 26,8 
Κληµεντίνη 31 97 32,0 
Lime 26 97 26,8 
Βολκαµεριάνα 24 97 24,7 
Περγαµόντο 16 97 16,5 

Νεραντζιά 

Citrumelo 26 97 26,8 
Υποκείµενο 12 35 97 36,1 
1452 

Νεραντζιά 
49 97 50,5 
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Πίνακας 5. Μοναδικοί τόποι απογόνων πατρικής προέλευσης.  
 

Πατρικοί γονείς 
(µητρικός γονέας 

Νεραντζιά) 

Απόγονοι (Νουκελλικοί ή 
Ζυγωτικοί) 

Σύνολο 
µοναδικών 
τόπων 
πατρικής 

προέλευσης

Μέσος όρος  
µοναδικών 

πατρικών τόπων 
που πέρασαν στο 
γένωµα όλων των 
απογόνων (% 

µοναδικών 
πατρικών)  

Μέσος όρος  
µοναδικών τόπων 
στο συνολικό 

γένωµα όλων των 
απογόνων 

(νουκελλικών και 
ζυγωτικών) % 

Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν1 4 100 

Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν2 4 100 
Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν3 4 100 
Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν4 0 0 

Πορτοκαλιά 

Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν5 4 100 

35,5 

Νεραντζιά X Λεµονιά Ν1 7 87,5 Λεµονιά 
Νεραντζιά X Λεµονιά Ν2 8 100 

28,8 

Νεραντζιά X Carrizo 6 54,5 Carrizo 
Νεραντζιά X Carrizo N22 8 72,7 

29,2 

Σατσούµα Νεραντζιά X Σατσούµα 3 75 10,7% 
Κιτριά Νεραντζιά X Κιτριά 8 100 30,8% 

Νεραντζιά X Κληµεντίνη 3 75 Κληµεντίνη 
Νεραντζιά X Κληµεντίνη Ν1 2 50 

8,1% 

Lime Νεραντζιά X Lime 7 63,6 26,9% 
Βολκαµεριάνα Νεραντζιά X Βολκαµερ. 5 83,3 20,8% 
Περγαµόντο Νεραντζιά X Περγαµόντο 5 62,5 31,2% 
Citrumelo Νεραντζιά X Citrumelo 5 45,5 19,2% 
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Πίνακας 6. Ανασυνδυασµένοι τόποι AFLP των απογόνων. 
 

Πατρικοί γονείς 
(µητρικός γονέας 

Νεραντζιά) 

Απόγονοι (Νουκελλικοί ή 
Ζυγωτικοί) 

Σύνολο 
ανασυνδυασµένων 

τόπων 

Μέσος όρος 
αναυνδυασµένων 
τόπων (% επί του 
συνολικών τόπων 
κάθε ατόµου) 

Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν1 0 
Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν2 0 
Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν3 0 
Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν4 1 

Πορτοκαλιά 

Νεραντζιά X Πορτοκ. Ν5 0 

2,2 

Νεραντζιά X Λεµονιά Ν1 5 Λεµονιά 
Νεραντζιά X Λεµονιά Ν2 4 

17,3 

Νεραντζιά X Carrizo 0 Carrizo 
Νεραντζιά X Carrizo N22 1 

2,1 

Σατσούµα Νεραντζιά X Σατσούµα 10 35,7 
Κιτριά Νεραντζιά X Κιτριά 2 7,7 

Νεραντζιά X Κληµεντίνη 1 Κληµεντίνη 
Νεραντζιά X Κληµεντίνη Ν1 11 

19,3 

Lime Νεραντζιά X Lime 2 7,7 
Βολκαµεριάνα Νεραντζιά X Βολκαµερ. 4 16,7 
Περγαµόντο Νεραντζιά X Περγαµόντο 1 6,2 
Citrumelo Νεραντζιά X Citrumelo 3 11,5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 41



πρόγραµµα SPSS και η πολυµεταβλητή διαδικασία ανάλυσης κατ’ οµάδας 

(CLUSTER). Το δενδρόγραµµα απεικονίζεται στην Εικόνα 4.  

Από το δενδρόγραµµα της Εικόνας 4 µπορούµε να διακρίνουµε τρεις οµάδες (µε 

ξεχωριστό χρώµα ή κάθε µία) ει. Η οµάδα µε το κόκκινο χρώµα περιέχει όλα τα 

νουκελλικά και ζυγωτικά άτοµα που προέρχονται από την διασταύρωση του 

υποκειµένου 12 µε την Νεραντζιά καθώς και το µητρικό φυτό (υποκείµενο 12). Η 

οµάδα µε το κυανό χρώµα περιέχει τέσσερα νουκελλικά και δύο ζυγωτικά άτοµα που 

προέρχονται από την διασταύρωση του 1452 (µητρικό φυτό) µε την Νεραντζιά καθώς 

και το µητρικό φυτό. Στην οµάδα µε το πράσινο χρώµα περιέχονται τα τρία ζυγωτικά 

άτοµα της διασταύρωσης του 1452 µε την Νεραντζιά καθώς και το πατρικό φυτό 

Νεραντζιά. Επιπλέον την οµάδα µε το κόκκινο χρώµα µπορούµε να την χωρίσουµε σε 

δύο υποοµάδες, στην πρώτη υποοµάδα περιέχονται όλα τα νουκελλικά άτοµα του 

υποκειµένου 12 µαζί µε το µητρικό φυτό υποκείµενο 12 ενώ στη δεύτερη υποοµάδα 

περιέχονται όλα τα ζυγωτικά άτοµα της διασταύρωσης του υποκείµενου 12 µε την 

Νεραντζιά. 

Ο Πίνακας 7 περιέχει τα αθροίσµατα των µοναδικών τόπων AFLP αποκλειστικά 

πατρικής προέλευσης (δεν υπάρχουν στο µητρικό φυτό). Μ’αυτό τον τρόπο θέλαµε να 

διαχωρίσουµε τους νουκελλικούς από τους ζυγωτικούς απογόνους. Επίσης θέλαµε να 

εξετάσουµε κατά πόσο τα άτοµα που έχουν έστω και ένα µόνο τόπο πατρικής 

προέλευσης µπορεί να θεωρηθούν ως ζυγωτικά.  

Στον Πίνακα 8 φαίνονται οι τόποι AFLP που προέρχονται από 

ανασυνδυασµό (που δεν προϋπήρχαν σε κανένα γονέα και εµφανίστηκαν στους 

απογόνους) και το αντίστοιχο εκατοστιαίο ποσοστό τους - επί του µέσου όρου 

των απογόνων της δεύτερης οµάδας.   

Επίσης παρατηρήσαµε ένα ποσοστό ενισχυµένων τόπων στο µητρικό φυτό 

οι οποίοι δεν είναι  ενισχυµένοι σους νουκελλικούς απογόνους. Ο Πίνακας 9 

περιέχει το άθροισµα των µη ενισχυµένων τόπων AFLP των νουκελλικών 

απογόνων. Οι δύο µη ενισχυµένοι τόποι των νουκελλικών του µητρικού φυτού 

Υποκείµενο 12 προέρχονται από ένα µόνο άτοµο. Όλα τα υπόλοιπα νουκελλικά 

άτοµα έχουν όλους τους τόπους µητρικής προέλευσης (συν τους 

ανασυνδυασµένους). 
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    2 

Εικόνα 4. ∆ενδρόγραµµα των δύο οικογενειών της δεύτερης οµάδας που παράχθηκε από τον αλγόριθµο UPGMA (unweighted pair 
group method with arithmetic average clustering) µε βάση τα δεδοµένα της ανάλυσης AFLP. 
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Πίνακας 7. Μοναδικοί τόποι πατρικής προέλευσης στους απογόνους.  
 

Μητρικοί 
γονείς 

(πατρικός 
γονέας 

Νεραντζιά) 

Απόγονοι 

Αριθµός 
διαφορετικών 
γενοτύπων 
(ατόµων) 

Σύνολο µοναδικών 
τόπων πατρικής 
προέλευσης 

Μέσος όρος (%) 
µοναδικών τόπων 

πατρικής 
προέλευσης που 
πέρασαν στο 
γένωµα των 
απογόνων 

Μέσος όρος (%), 
στο σύνολο των 
τόπων κάθε 
απογόνου, 

µοναδικών τόπων 
πατρικής 

προέλευσης  
Νουκελλικοί  4 0 0 0,0 Υποκείµενο 

12 Ζυγωτικοί 6 6 50 2,9 
Νουκελλικοί  4 8 50 4,1 1452 
Ζυγωτικοί  5 8 40 3,3 
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Πίνακας 8. Ανασυνδυασµένοι τόποι AFLP των απογόνων – δεύτερη οµάδα. 
 

Θηλυκοί γονείς 
(αρσενικός γονέας 

Νεραντζιά) 
Απόγονοι 

Αριθµός 
διαφορετικών 
γενοτύπων 
(ατόµων) 

Άθροισµα 
ανασυνδυασµένων 
τόπων (επι όλων των 

ατόµων) 

Μέσος όρος 
ανασυνδυασµένων 
τόπων – επί του 

συνόλου των ατόµων 
(%) 

Νουκελλικοί 4 14 10,0 Υποκείµενο 12 
Ζυγωτικοί  6 46 21,9 
Νουκελλικοί 4 13 6,6 

1452 
Ζυγωτικοί 5 18 6,1 
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Πίνακας 9. Τόποι µητρικής προέλευσης που δεν ενισχύονται στους νουκελλικούς 
απογόνους. 
   

Θηλυκοί γονείς 
(αρσενικός γονέας 

Νεραντζιά) 

Άθροισµα µη ενισχυµένων 
τόπων νουκελλικών 

απογόνων 

Αριθµός 
διαφορετικών 
γενοτύπων 
(ατόµων) 

Μέσος όρος  µη 
ενισχυµένων τόπων 

νουκελλικών απογόνων (%)

Υποκείµενο 12 2 4 1,4 
1452 35 4 17,8 
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3.3. MSAP ανάλυση. 
Για την ανάλυση MSAP χρησιµοποιήθηκαν οι συνδυασµοί περιοριστικών ενζύµων / 

εκκινητών EcoRΙ+AGC/MspI+AAT και EcoRI+AGC/HpaII+AAT. Παράχθηκαν 

συνολικά 34 και 51 τόποι AFLP αντίστοιχα οι οποίοι ήταν όλοι πολυµορφικοί (100%). 

Το µέγεθος των τόπων MSAP που προσµετρήσαµε κυµαίνονταν από 50 έως 700 

βάσεις. Η Εικόνα 5 είναι αντιπροσωπευτική ενός πηκτώµατος πολυακριλαµίδης 

τεσσάρων ατόµων τις ίδιας οικογένειας (δύο γονείς και δύο απόγονοι) που ενισχύθηκαν 

από την τεχνική MSAP µε τον παραπάνω συνδυασµό εκινητών. 

Οι παραγόµενοι πολυµορφισµοί από τους δύο συνδυασµούς περιοριστικών 

ενζύµων ανά άτοµο φαίνονται στον παρακάτω πίνακα 10. 
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Εικόνα 5. Πήκτωµα πολυακρυλαµίδης που αποκτήθηκε από τον αυτοποιηµένο 
αλληλουχητή της Li-Cor IR2, και απεικονίζει  µοριακά αποτυπώµατα τεσσάρων ατόµων 
που παρήχθησαν µε την MSAP ανάλυση (Μ1: Μητρικό φυτό υποκείµενο 12, Μ2: 
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Μητρικό φυτό 1452, P: Πατρικό φυτό Νεραντζιά, N1: Νουκελλικό φυτό υποκείµενο 12 X 
Νεραντζιά και L: Πρότυπο µέγεθος). 
Πίνακας 10. Ενισχυµένοι τόποι AFLP παραγόµενοι από τα δύο ισοσχιζοµερή 
περιοριστικά ένζυµα. 
 

Ενισχυµένοι τόποι  

Άτοµα 

Γενετική σύσταση 
ατόµου 

(Νουκελλικό’ Ν, 
ζυγωτικό’ Ζ) 

EcoRI/MspI EcoRI/HpaII 

Γονέας Υποκείµενο 12 ♀  31 51 

Γονέας 1452 ♀  31 41 

Γονέας Νεραντζιά ♂  34 13 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν1 Ν 30 23 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν2 Ν 12 25 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν3 Ν 8 9 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν4 Ν 9 23 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν1 Ζ 6 12 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν2 Ζ 15 16 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν3 Ζ 16 29 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν4 Ζ 11 20 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν5 Ζ 21 24 

Υποκείµενο 12 x Νεραντζιά Ν6 Ζ 7 14 

1452 x Νεραντζιά Ν1 Ν 9 29 

1452 x Νεραντζιά Ν2 Ν 6 25 

1452 x Νεραντζιά Ν3 Ν 11 17 

1452 x Νεραντζιά Ν4 Ν 13 13 

1452 x Νεραντζιά Ν1 Ζ 9 14 

1452 x Νεραντζιά Ν2 Ζ 5 14 

1452 x Νεραντζιά Ν3 Ζ 8 21 

1452 x Νεραντζιά Ν4 Ζ 5 11 

1452 x Νεραντζιά Ν5 Ζ 7 21 

Σύνολο  304 465 
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4. Συµπεράσµατα και συζήτηση. 
4.1. Προσδιορισµός των γενετικών σχέσεων των γονέων. 

Οι δύο συνδυασµοί εκκινητων AFLP ήταν αρκετοί για να µας αποδώσουν αρκετούς 

ισχυρούς πολυµορφισµούς, 56 στο σύνολο, µε τους οποίους αποκτήσαµε µια σαφή 

εικόνα για την φυλογενετική σχέση µεταξύ των γονέων. Με βάση το δενδρόγραµµα της 

Εικόνας 3 οι γονείς διαχωρίστηκαν σε τρεις µεγάλες ταξινοµικές οµάδες εκτός από την 

Νεραντζιά της δεύτερης οµάδας τις οποίας η φυλογενετική απόσταση ήταν µεγαλύτερη 

από αυτή των άλλων γονέων.  

Στην πρώτη ταξινοµική οµάδα κατατάσσονται το Carrizo και τα δύο Citrumelo τα 

οποία είναι υβρίδια µε κοινό µητρικό γονέα το Poncirus trifoliate. Το Carrizo έχει 

διαφορετικό πατρικό γονέα από τα Citrumelo αν και από το διάγραµµα διαπιστώνουµε 

ότι τα δύο  Citrumelo έχουν µεγαλύτερη φυλογενετική απόσταση από αυτή του Carrizo 

µε το πατρικό γονέα Citrumelo των οποίων η απόσταση είναι πολύ µικρή και η 

κοντινότερη από όλων των υπόλοιπων γονέων. 

Στην δεύτερη ταξινοµική οµάδα παρατηρούµε ότι όλα τα άτοµα έχουν κοινή 

βοτανική καταγωγή την Μανταρινιά (Citrus reticulate) η οποία είναι γνήσιο άγριο είδος 

των εσπεριδοειδών. Η Σατσούµα και η Κληµεντίνη είναι Μανταρινιές διαφορετικής 

ποικιλίας ενώ η Νεραντζιά και η Πορτοκαλιά είναι υβρίδια µε κοινούς γονείς, 

διαφορετικής ποικιλίας, των οποίων ο πατρικός γονέας είναι η Μανταρινιά. Όµως σε 

αυτή την ταξινοµική οµάδα κατατάσσεται και η Βολκαµεριάνα η οποία είναι ένα 

φυσικό υβρίδιο της λεµονιάς αν και αναµέναµε να καταταχθεί στην τρίτη ταξινοµική 

οµάδα µαζί µε την λεµονιά.  

Στην τρίτη ταξινοµική οµάδα κατατάχθηκαν τα άτοµα µε βοτανική καταγωγή είτε 

από την Κιτριά (Citrus medica) είτε από την Λιµµετιά (Citrus lime). Σε αυτή τη οµάδα 

η Κιτριά και η Λιµµετιά ανήκουν στα γνήσια άγρια είδη των εσπεριδοειδών. Η Λεµονιά 

που κατατάσσεται στην τρίτη ταξινοµική οµάδα είναι υβρίδιο από την διασταύρωση της 

Κιτριάς µε την Λιµµετιά. Το Περγαµόντο που κατατάσσεται επίσης σε αυτή την οµάδα 

έχει άγνωστη προέλευση και γενετική σύσταση αλλά θεωρείται ως υβρίδιο Νεραντζιάς 

x Λεµονιάς ή Λιµεττίας. Τέλος το υποκείµενο 12, το οποίο όπως είπαµε ανήκει στην 
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οµάδα των lιmonomedica, κατατάχθηκε στην τρίτη ταξινοµική οµάδα και απέχει 

φυλογενετικά περισσότερο από τα υπόλοιπα άτοµα αυτής της οµάδας (Εικόνα 3).  

Από αυτά τα αποτελέσµατα διαπιστώνουµε ότι οι δείκτες AFLP είναι µια δυναµική 

τεχνική όπου δύο µόνο συνδυασµοί εκκινητών µας δίδουν ένα ικανοποιητικό αριθµό 

πολυµορφικών τµηµάτων (γενετικών τόπων) αρκετό ώστε να δώσουν µια πλήρη εικόνα 

για την µοριακή διαφοροποίηση και φυλογενετική καταγωγή του πολλαπλασιαστικού 

υλικού των εσπεριδοειδών . Η διαπίστωση αυτή ενισχύεται αν συγκρίνουµε τα AFLP 

µε άλλες µοριακές τεχνικές ταυτοποίησης που δίδουν πολύ µικρότερο αριθµό 

πολυµορφικών τόπων. Για παράδειγµα, για τον προσδιορισµό της φυλογενετικής 

σχέσης ειδών του γένους Citrus ο Federici (1998) χρησιµοποίησε δείκτες RAPD και 

προσδιόρισε 197, τµήµατα χρησιµοποιώντας 23 εκκινητές RAPD. Καθ’ένας από 

αυτούς τους εκκινητές έδωσε από 5 έως 15 πολυµορφικά τµήµατα. 

∆είκτες AFLP έχει χρησιµοποιήσει και ο Chao (2004) για τον προσδιορισµό των 

Μανταρινιών της ποικιλίας Σατσούµα χρησιµοποιώντας δεκατέσσερα άτοµα της 

ποικιλίας Σατσούµα Ιαπωνικής καλλιέργειας τέσσερα άτοµα της ποικιλίας Σατσούµα 

κινέζικης καλλιέργειας και τρία άτοµα της ποικιλίας Σατσούµα άγνωστης καταγωγής µε 

έξι συνδυασµούς εκκινητών. Από αυτή την εργασία του  Chao (2004) τα είκοσι 

Μανταρίνια της ποικιλίας Σατσούµα χωρίστηκαν  σε πέντε υποοµάδες και  καταλήγει 

στο συµπέρασµα ότι οι δείκτες AFLP είναι µια αποτελεσµατική τεχνική για τον 

προσδιορισµό της φυλογενετικής σχέσης ανάµεσα στην ποικιλία των Σατσούµα καθώς 

και χρήσιµο εργαλείο για µελλοντικό  προσδιορισµό νέων ποικιλιών Σατσούµα. 

Θεωρούµε ότι οι δείκτες AFLP είναι µια αποτελεσµατική και αρκετά πληροφοριακή 

τεχνική για τον προσδιορισµό της γενετικής καταγωγής όχι µόνο για τις Μανταρινιές 

της ποικιλίας Σατσούµα όπως διατύπωσε ο Chao (2004) αλλά γενικότερα για όλα τα 

είδη των εσπεριδοειδών καθώς µε την χρήση δύο συνδυασµών εκκινητών 

αποκαλύπτονται αρκετοί ισχυροί πολυµορφισµοί οι οποίοι αντιπροσωπεύουν ένα 

µεγάλο µέρος του συνολικού γενώµατος των ατόµων. Αυτό συµβαίνει γιατί και ένας 

µόνο συνδυασµός εκκινητών µπορεί να αποδώσει ένα υψηλό αριθµό γενετικών τόπων.         
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4.2. ∆ιαχωρισµός των νουκελλικών από τα ζυγωτικά σπορόφυτα. 
Από το δενδρόγραµµα της Εικόνας 4 όπως είδαµε µπορούµε να διακρίνουµε 

τρεις ταξινοµικές οµάδας στις οποίες χωρίζονται τα άτοµα της δεύτερης οµάδας 

που χρησιµοποιήσαµε σε αυτή την εργασία. Στην µια ταξινοµική οµάδα (κόκκινη 

όπως αναφέρεται στα αποτελέσµατα) κατατάχθηκαν όλοι η απόγονοι των 

διασταυρώσεων του υποκειµένου 12 µε την Νεραντζιά καθώς και το µητρικό 

φυτό υποκείµενο 12 ενώ στις άλλες δύο ταξινοµικές οµάδες κατατάχθηκαν όλοι 

απόγονοι της διασταύρωσης του 1452 µε την Νεραντζιά καθώς και το πατρικό 

φυτό Νεραντζιά. Επίσης διακρίνουµε τις δύο υποοµάδες της «κόκκινης» οµάδας 

που αποτελούνται η µία από τα νουκελλικά και το µητρικό τους φυτό και η άλλη 

από τα ζυγωτικά άτοµα της διασταύρωσης του υποκειµένου 12 µε την 

Νεραντζιά όπως αναµενόταν αν και µε βάση την βιβλιογραφία αναµέναµε τα 

νουκελλικά άτοµα µαζί µε το µητρικό τους φυτό να είναι ταυτόσηµα και όχι να 

παρουσιάζουν διαφοροποιήσεις. Εποµένως µπορούµε να πούµε ότι αυτά τα 

νουκελλικά άτοµα είναι πολύ κοντά στο µητρικό τους φυτό αλλά δεν είναι όµοια. 

Επίσης παρατηρούµε ότι, γενετικά, οι ζυγωτικοί απόγονοι είναι πιο κοντά στο 

µητρικό παρά στο πατρικό. 

Τα άτοµα όµως της διασταύρωσης 1452 µε την Νεραντζιά δεν 

δηµιούργησαν µια κοινή ταξινοµική οµάδα αλλά χωρίστηκαν σε δύο οµάδες. 

Επίσης τα νουκελλικά δεν διαχωρίζονται από τα ζυγωτικά άτοµα (σε αντίθεση 

µε την πρώτη οικογένεια). Στην πρώτη οµάδα αυτής της οικογένειας 

ευρίσκονται τρία ζυγωτικά άτοµα µαζί µε το πατρικό φυτό και στην άλλη οµάδα 

κατατάσσονται τα τέσσερα νουκελλικά µαζί µε τα δύο αλλά ζυγωτικά άτοµα και 

το µητρικό φυτό το οποίο απέχει περισσότερο από τα υπόλοιπα άτοµα σε αυτή 

την ταξινοµική οµάδα. Εποµένως µπορούµε να πούµε ότι το πατρικό φυτό 

Νεραντζιά έχει υψηλότερη συγγένεια µε τα τρία ζυγωτικά άτοµα (Ν3, Ν4 και Ν5)  

(έναντι του µητρικού φυτού 1452) ενώ συµβαίνει το αντίθετο µε  τα υπόλοιπα 

δύο ζυγωτικά άτοµα και µε όλα τα νουκελλικά άτοµα της ίδιας διασταύρωσης.     

Από τον Πίνακα 4 συµπεραίνουµε ότι το ποσοστό πολυµορφισµού ανά 

οικογένεια ποικίλεί ανάλογα το είδος του πατρικού φυτού. Θεωρούµε ότι το 
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ποσοστό πολυµορφισµού σε κάθε οικογένεια εξαρτάται από το είδος των 

διασταυρούµενων φυτών και την φυλογενετική τους συγγένεια.  

Για το διαχωρισµό των απογόνων σε νουκελλικά ή ζυγωτικά σπορόφυτα, της 

πρώτης οµάδας ατόµων, µε την τεχνική των AFLP προσδιορίσαµε το ποσοστό επί της 

εκατό του µέσου όρου των µοναδικών τόπων AFLP πατρικής προέλευσης. Με τον 

τρόπο αυτό θεωρούµε ότι οι απόγονοι που έχουν έστω και ένα µοναδικό τόπο πατρικής 

προέλευσης προέρχονται από ζυγωτικό έµβρυο γιατί όπως αναφέραµε το µέχρι τώρα 

δόγµα αποδέχεται ότι τα νουκελλικά σπορόφυτα έχουν πανοµοιότυπο γένωµα τόσο µε 

το µητρικό φυτό όσο και µεταξύ τους. Εποµένως  τα σπορόφυτα που θα έχουν έστω και 

ένα µοναδικό τόπο που προέρχεται από το πατρικό γένωµα (δηλαδή που δεν υπάρχει 

στο µητρικό φυτό) σηµαίνει ότι προέρχονται από έµβρυο που δηµιουργήθηκε από τον 

συνδυασµό των γενωµάτων και των δύο γονέων.    

Στην διασταύρωση της Νεραντζιάς µε την πορτοκαλιά (Πίνακας 5) 

παρατηρούµε ότι οι τέσσερις από τους πέντε απογόνους έχουν ο καθένας από 

τέσσερις µοναδικούς πολυµορφικούς τόπους πατρικής προέλευσης και κανένα 

µητρικής προέλευσης. Μόνο ο πέµπτος απόγονος (Νεραντζιά x Πορτοκαλιά 

Ν04) έχει τρεις µοναδικούς τόπους µητρικής προέλευσης και κανένα πατρικής. 

Αυτός ο απόγονος θεωρούµε ότι προέρχεται από νουκελλικό έµβρυο ενώ οι 

υπόλοιποι απόγονοι από ζυγωτικό έµβρυο. Το θεωρούµενο όµως νουκελλικό 

σπορόφυτο έχει ανασυνδυάσει ένα τόπο AFLP ενώ έχει ένα µη ενισχυµένο ένα 

τόπο που υπάρχει στο µητρικό φυτό. Οι υπόλοιποι τόποι του απόγονου είναι 

πανοµοιότυποι µε το µητρικό φυτό (77,8%). Εποµένως ο εκ νέου 

ανασυνδυασµένος τόπος έχει άµεση σχέση µε το µη ενισχυµένο τόπο.  

Οι υπόλοιποι απόγονοι έχουν 100% πανοµοιότυπους τόπους αποκλειστικής 

πατρικής προέλευσης αλλά και µεταξύ τους. Η οµοιότητα αυτή των ζυγωτικών 

απογόνων µε το πατρικό φυτό εξηγείται από το γεγονός ότι οι δύο 

διασταυρούµενοι γονείς (Νεραντζιά και Πορτοκαλιά) είναι υβρίδια και 

προέρχονται από την διασταύρωση των ίδιων γονέων διαφορετικής ποικιλίας σε 

κάθε διασταύρωση. 

Σε όλες τις υπόλοιπες οικογένειες της πρώτης οµάδας δεν παρατηρήσαµε κανένα 

απόγονο ο οποίος να µην έχει µοναδικούς τόπους AFLP πατρικής προέλευσης. 
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Εποµένως θεωρούµε ότι όλοι αυτοί οι απόγονοι προέρχονται από ζυγωτικά έµβρυα. 

Αυτό τον τρόπο διαχωρισµού των απογόνων σε νουκελλικά και ζυγωτικά άτοµα δεν 

µπορούµε να τον θεωρήσουµε αξιόπιστο λόγο των εκ νέου ανασυνδυασµών που 

παρατηρούνται σε όλους τους απόγονους είτε νουκελλικούς είτε ζυγωτικούς. Για τον 

λόγο ότι αυτοί οι ανασυνδυασµοί είναι τυχαίοι τότε ένα νουκελλικό άτοµο θα µπορούσε 

τυχαία να επιδείξει τόπους όµοιους µε εκείνους του πατρικού φυτού σε ορισµένες 

θέσεις. Αυτό θα µπορούσε να συµβαίνει σε απογόνους που έχουν µεγάλο αριθµό  

ανασυνδυασµένων τόπων και µικρό αριθµό µοναδικών τόπων πατρικής προέλευσης. 

Μια τέτοια περίπτωση είναι ο απόγονος Νεραντζιά X Σατσούµα µε  ποσοστό 35,7% (10 

τόποι AFLP) ανασυνδυασµένων τόπων και µόνο 10,7% (3 τόποι AFLP) µοναδικών 

τόπων πατρικής προέλευσης. Με βάση τα παραπάνω δηµιουργείται το ερώτηµα αν η 

χρήση των δεικτών AFLP ως τεχνική διαχωρισµού των νουκελλικών από τους 

ζυγωτικούς απογόνους στα εσπεριδοειδή είναι αποτελεσµατική. Το ερώτηµα αυτό θα 

απαντηθεί παρακάτω.   

Βάση της βιβλιογραφίας αναµέναµε ότι οι νουκελλικοί απόγονοι της δεύτερης 

οµάδας, που έχουν προσδιοριστεί ως νουκελλικά σπορόφυτα µε βάση τα µορφολογικά 

και ισοενζυµικά χαρακτηριστικά, να  έχουν πανοµοιότυπο γένωµα µε το µητρικό φυτό 

αλλά και µεταξύ τους. Όµως στην βάση των αποτελεσµάτων της τρέχουσας εργασίας 

προσδιορίσαµε ένα ποσοστό µοριακών τόπων AFLP οι οποίοι δεν προέρχονται από 

κανένα γονέα και το οποίο δικαιολογεί την µικρή διαφορά στο δενδρόγραµµα της 

Εικόνας 4. Εκεί φαίνονται οι γενετικές σχέσεις των νουκελλικών ατόµων της 

διασταύρωσης του υποκειµένου 12 µε την Νεραντζιά µε το µητρικό φυτό υποκείµενο 

12. Το ποσοστό των µοριακών τόπων AFLP στα νουκελλικά σπορόφυτα που 

δηµιουργήθηκαν από τους θηλυκούς γονείς υποκείµενο 12 και 1452 είναι της τάξεως 

του 10% και 6,6% αντιστοίχως. Το υπόλοιπο ποσοστό (90%) των µοριακών τόπων 

AFLP στα νουκελλικά που προέρχονται από το θηλυκό γονέα υποκείµενο 12 είναι 

πλήρως ταυτόσηµοι µε το αντίστοιχο µητρικό ποσοστό τόπων AFLP. Αυτοί οι τόποι 

AFLP (10% και 6,6%) θεωρούµε ότι προέρχονται από τον εκ νέου ανασυνδυασµό του 

γενετικού υλικού της µητέρας και τους ονοµάζουµε ανασυνδυασµένους τόπους. Αυτοί 

οι τόποι πρέπει να προκύπτουν κατά την διάρκεια της σωµατικής νουκελλικής 

εµβρυογένεσης χωρίς δηλαδή να υπάρχει µείωση. Εάν η παραπάνω υπόθεση ευσταθεί 
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τότε ο µηχανισµός της σποροφυτικής απόµιξης στα εσπεριδοειδή λειτουργεί σαν ένας 

εναλλακτικός φυσικός µηχανισµός δηµιουργίας γενετικής παραλλακτικότητας.  

Οι ανασυνδυασµένοι αυτοί τόποι στην πλειοψηφία τους είναι όµοιοι (ίδιου 

µεγέθους), στα νουκελλικά σπορόφυτα, µε εξαίρεση ενός µικρού αριθµού που 

εµφανίζονται µόνο σε ένα άτοµο. Εποµένως µπορούµε να προτείνουµε ότι δεν 

είναι τυχαία ανασυνδυασµένοι τόποι ανάµεσα στα νουκελλικά σπορόφυτα αλλά 

ότι οι ανασυνδυασµοί αυτοί συµβαίνουν µε ελεγχόµενο και καθορισµένο τρόπο 

και σε συγκεκριµένα σηµεία του µητρικού γενώµατος. Επίσης παρατηρούµε ότι 

η έκταση του παραπάνω φαινοµένου διαφοροποιείται ανάµεσα στα διαφορετικά 

διασταυρούµενα είδη των εσπεριδοειδών. Αν το φαινόµενο αυτό (των de novo 

ανασυνδυασµών) ελέγχεται από τον πατρικό ή µητρικό γονέα και πόσα γονίδια 

ελέγχουν την ένταση και έκταση του φαινοµένου αυτού είναι ερωτήµατα που 

χρειάζονται ευρύτερο γενετικό σχεδιασµό για να απαντηθούν.  

Όµως στα νουκελλικά του γονέα 1452 προσδιορίσαµε ένα ποσοστό 4% µοναδικών 

τόπων AFLP πατρικής προέλευσης ενώ το υπόλοιπο ποσοστό (89.4%) είναι πλήρως 

πανοµοιότυπο µε αυτό του µητρικού γονέα δικαιολογώντας έτσι την µη οµαδοποίηση 

των νουκελλικών αυτών ατόµων στο δενδρόγραµµα της Εικόνας 4 και την κατάταξή 

τους µε τα ζυγωτικά άτοµα. Εποµένως τα νουκελλικά του θηλυκού γονέα 1452, που 

είχαν αρχικά χαρακτηριστεί νουκελλικά (στην βάση των µορφολογικών και 

ισοενζυµικών χαρακτήρων) πρέπει να καταταχθούν τελικά στους ζυγωτικούς 

απογόνους µε βάση τους δείκτες AFLP. Σε αυτό το σηµείο πρέπει να αναφέρουµε ότι 

σύµφωνα µα τον  Ruiz (2000) η ισοενζυµική ποικιλότητα είναι περιορισµένη και 

υπάρχουν λίγοι διαθέσιµοι ισοενζυµικοί τόποι για την χρήση τους ως δείκτες ανάλυσης 

πατρότητας στα εσπεριδοειδή. Επίσης  ένα άλλο µειονέκτηµα των ισοενζύµων, σε 

σύγκριση µε τους µοριακούς δείκτες, είναι ότι διαφοροποιούνται τόσο από το 

φαινοτυπικό στάδιο των φυτών Ruiz (2000) όσο και από τις περιβαλλοντικές συνθήκες 

ανάπτυξής τους δηλαδή από την διαφορική ρύθµιση της γονιδιακής έκφρασης των 

φυτών. Σε αντίθεση µε τα παραπάνω οι δείκτες AFLP που έχουν υψηλή ποικιλοµορφία, 

ανιχνεύουν πολύ µεγαλύτερο αριθµό διαθέσιµων τόπων εγκατασπαρµένων σε όλο το 

γονιδίωµα και δεν επηρεάζονται από το στάδιο ανάπτυξης των φυτών. 
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Σε άλλες µελέτες που έχουν γίνει για τον διαχωρισµό των νουκελλικών από τα 

ζυγωτικά σπορόφυτα όπως των Scarano (2003), Ruiz (2000) και Luro (1995) δεν έχουν 

αναφερθεί ανασυνδυασµένοι τόποι στα νουκελλικά σπορόφυτα. Σε όλες τις παραπάνω 

περιπτώσεις ο αριθµός και η πολυµορφικότητα των χρησιµοποιούµενων δεικτών ήταν 

τέτοια που δεν θα επέτρεπε την ανακάλυψη de novo πολυµορφισµών παρά µόνο σε 

πολύ πιο εκτεταµένες µελέτες. Αντιθέτως, µε την δική µας περίπτωση των AFLP είχαµε 

το πλεονέκτηµα  να εντοπίσουµε µεγαλύτερο αριθµό πολυµορφικών τόπων σε µια 

µελέτη µικρής έκτασης (µε ένα ή δύο συνδυασµούς εκκινητών) που όµως απέδωσε 

υψηλό  πληροφοριακό περιεχόµενο. Για παράδειγµα στην εργασία µας προσδιορίσαµε 

20 περίπου πολυµορφικούς τόπους ανά συνδυασµό εκκινητων την στιγµή που οι 

δείκτες RAPD προσδιόρισαν από πέντε έως δέκα πολυµορφικούς τόπους. Από την άλλη 

υπάρχει πάντα η πιθανότητα στις διασταυρώσεις των συγκεκριµένων ειδών των 

εργασιών άλλων ερευνητών να µην συµβαίνει το φαινόµενο του ανασυνδυασµού κατά 

την δηµιουργία των νουκελλικών εµβρύων που παρατηρήσαµε στις δικές µας 

οικογένειες νουκελλικών. 

Όµως κατά τον Ruiz (2000) οι δείκτες SSR είναι συγκυρίαρχοι δείκτες (όπως και τα 

ισοένζυµα). Επίσης παρουσιάζουν τα πρόσθετα πλεονεκτήµατα ότι έχουν υψηλότερο 

πληροφοριακό περιεχόµενο -τόσο στο αριθµό των πολυµορφικών τόπων όσο και στον 

αριθµό των αλληλόµορφων του κάθε τόπου- ενώ είναι ανεπηρέαστοι από την 

φυσιολογική κατάσταση του ιστού και απολύτως επαναλήψηµοι. Αντιθέτως, οι δείκτες 

RAPD και AFLP λόγω της κυρίαρχης φύσης τους δεν µπορούν να διαχωρίσουν 

ετεροζύγωτα και οµοζύγωτα άτοµα, είναι λιγότερο πληροφοριακοί ανά µοριακό τόπο 

και εποµένως µειώνουν στο µισό την δυνατότητα να προσδιορίσουν τα ζυγωτικά 

σπορόφυτα ενώ πρέπει να προσµετρηθεί µεγαλύτερος αριθµός τόπων.      

∆είκτες AFLP έχουν χρησιµοποιηθεί για τον διαχωρισµό των νουκελλικών από τα 

ζυγωτικά σπορόφυτα που προέρχονται από την διασταύρωση διπλοειδών σωµατικών 

υβριδίων και διπλοειδών υβριδίων από τη Scarano (2003) η οποία χρησιµοποίησε µια 

άλλη εκδοχή των AFLP χρησιµοποιώντας  ένα ένζυµο κοπής, ένα προσαρµοστή και ένα 

εκκινητή. Η Scarano (2003) αναφέρει ότι η ανάλυση των µοριακών αποτυπωµάτων που 

προέκυψαν από την τροποποιηµένη τεχνική AFLP ήταν πιο πολύπλοκη από την 

ανάλυση των αντίστοιχων µοριακών αποτυπωµάτων των δεικτών SSR. Επίσης η 
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ταχύτητα, η υψηλή επαναληψηµότητα, η τεχνική απλότητα και η σταθερή ποιότητα του 

DNA που απαιτείται µετατρέπουν την διαδικασία των SSR πιο κατάλληλη, από την 

τροποποιηµένη αυτή εκδοχή των AFLP, για των χαρακτηρισµό των ζυγωτικών φυτών 

(Scarano, 2003). 

Συµπερασµατικά, η χρήση της τεχνικής AFLP για τον διαχωρισµό των 

νουκελλικών από τους ζυγωτικούς απογόνους των εσπεριδοειδών επιτυγχάνει 

κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες ενώ τα αποτελέσµατα της πρέπει να 

εξετάζονται εντός της κάθε διασταύρωσης ξεχωριστά. Πρέπει επίσης να 

αναφέρουµε ότι για να έχουµε στατιστικώς έγκυρα συµπεράσµατα θα έπρεπε 

να αναλύσουµε ένα µεγαλύτερο αριθµό απογόνων των οικογενειών της πρώτης 

οµάδας και ένα µεγαλύτερο αριθµό οικογενειών, µε διαχωρισµένα νουκελλικά 

και ζυγωτικά σπορόφυτα, της δεύτερης οµάδας. 

 

4.3. MSAP ανάλυση. 
Η µεθυλίωση του DNA είναι ένα από τα σπουδαιότερα µοντέλα χαρακτηρισµού για 

τον προσδιορισµό των επιγενετικών αλλαγών στην γονιδιακή έκφραση. Σ’αυτή την 

εργασία χρησιµοποιήσαµε την ανάλυση MSAP για να ελέγξουµε την οµοιότητα του 

πρότυπου µεθυλίωσης του DNA ανάµεσα στο µητρικό φυτό και τα νουκελλικά 

σπορόφυτα. Όλοι οι απόγονοι έχουν ηλικία άνω των δέκα ετών. Είναι πιθανόν, σ’αυτά 

τα δέκα χρόνια, να έχουν συσσωρευτεί αλλαγές στο πρότυπο µεθυλίωσης του DNA  

των απογόνων όσο και του µητρικού φυτού. Αυτό δεν µας επιτρέπει άµεσες συγκρίσεις 

µεταξύ των νουκελλικών απογόνων και του µητρικού φυτού. Παρ’όλα αυτά τα 

νουκελλικά σπορόφυτα τείνουν να έχουν κοινό πρότυπο µεθυλίωσης µε το µητρικό 

φυτό σε αντίθεση µε τα ζυγωτικά σπορόφυτα τα οποία φαίνονται να έχουν λιγότερες 

ενισχυµένους τόπους από το µητρικό φυτό (µικρότερο ποσοστό µεθυλιωµένου DNA). 

Γενικά παρατηρείται ότι όταν η ευαισθησία των AFLP στην µεθυλίωση αυξάνεται τότε 

αυξάνονται οι παρατηρούµενες διαφορές (συνολικά αθροίσµατα , Πίνακας 10) .  

Παρόµοιες αναλύσεις µε την δική µας -για την µεθυλίωση του DNA στα 

εσπεριδοειδή- βρήκαµε µόνο από τον Hao (2003). Ο ερευνητής αυτός αποτίµησε την 

διαφοροποίηση που δηµιουργείται κατά την διάρκεια ιστοκαλλιέργειας σε κάλους 
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εσπεριδοειδών (κλωνική σταθερότητα). Εκτίµησε την διαφοροποίηση τόσο σε γενετικό 

όσο και σε επιγενετικό επίπεδο αναλύοντας τα πρότυπα µεθυλίωσής των κάλων. 
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