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Περίληψη 

 

 Σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η µελέτη της παραλλακτικότητας του 

γονιδίου vmp1 φυτοπλασµάτων της οµάδας stolbur που προσβάλουν φυτά τοµάτας. 

Το vmp1 γονίδιο κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη 557 αµινοξέων που πιθανόν να εδράζεται 

στην µεµβράνη του φυτοπλάσµατος. Αρχικά πραγµατοποιήθηκε PCR µε το ζεύγος 

εκκινητών TYPH10 f/r για τον πολλαπλασιασµό µεγάλου µέρους του γονιδίου 

(1450bp). Στη συνέχεια µε RFLP ανάλυση (µε την ενδονουκλεάση Rsa I) 

διαχωρίστηκαν 8 διαφορετικά προφίλ πέψης που διαφέρουν ως προς την γεωγραφική 

εξάπλωση καθώς και ως προς το ποσοστό εµφάνισης αυτών ανα νοµό. Συγκεκριµένα 

το (vmp1/Rsa I) PV1 προφίλ βρέθηκε στους νοµούς Λάρισας, Φθιώτιδος, 

Θεσσαλονίκης, Μαγνησίας και Ηµαθίας. Το (vmp1/Rsa I) PV2 προφίλ βρέθηκε στους 

νοµούς Βοιωτίας, Μαγνησίας, Ηλείας, Λάρισας, Καρδίτσας, Θεσσαλονίκης, 

Φθιώτιδος και Ηµαθίας. Το (vmp1/Rsa I) PV3 προφίλ βρέθηκε στους νοµούς 

Λάρισας, Εύβοιας, Μαγνησίας, Θεσσαλονίκης, Βοιωτίας και Ηµαθίας. Το (vmp1/Rsa 

I) PV4 προφίλ βρέθηκε στους νοµούς Φθιώτιδος, Εύβοιας και Ηµαθίας. Το 

(vmp1/Rsa I) PV5 προφίλ βρέθηκε µόνο στο νοµό Θεσσαλονίκης. Το (vmp1/Rsa I) 

PV6 προφίλ βρέθηκε µόνο στο νοµό Εύβοιας. Το (vmp1/Rsa I) PV7 προφίλ βρέθηκε 

στους νοµούς Λάρισας, Μαγνησίας και Φθιώτιδος. Τέλος το (vmp1/Rsa I) PV8 

προφίλ βρέθηκε µόνο στο νοµό Λάρισας. Ως προς το ποσοστό εµφάνισης ανά νοµό 

στο Ν. Λάρισας το PV2 ήταν το επικρατέστερο µε ποσοστό 47,08%, στο Ν. 

Φθιώτιδος υπερίσχυσε το PV1 (53,86%), στο Ν. Θεσσαλονίκης υπερίσχυσε το PV1 

(50,02%), στο Ν. Μαγνησίας υπερίσχυσε το PV1 (41,68%) , στο Ν. Ηµαθίας 

υπερίσχυσε το PV1 (40%), στο Ν. Βοιωτίας υπερίσχυσε το PV2 (66,67%) , στο Ν. 

Ηλείας υπερίσχυσε το PV2 (100%), στο Ν. Καρδίτσας υπερίσχυσε το PV2 (100%) 

και τέλος στο Ν. Εύβοιας υπερίσχυσε το PV4 (61,55%). 
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1. Εισαγωγή 

1.1. Γενικά χαρακτηριστικά φυτοπλασµάτων 

Η πρώτη αναφορά για µικροοργανισµούς παρόµοιους µε µυκοπλάσµατα, που 

προκαλούν ίκτερο στα φυτά έγινε το 1967 από τους Doi et al., µετά από παρατήρηση 

σε ηλεκτρονικό µικροσκόπιο. Μέχρι τότε οι ασθένειες µε αυτή τη συµπτωµατολογική 

εικόνα είχαν αποδοθεί σε ιολογικές προσβολές (Lee et al., 2000, Bove and Garnier 

1998; Musseti and Favali, 2004). 

Αρχικά τα φυτοπλάσµατα ονοµάζονταν MLOs που είναι τα αρχικά του 

αρχικού όρου Mycoplasma-Like Organisms που σηµαίνει οργανισµοί που µοιάζουν 

µε µυκοπλάσµατα (που προσβάλουν τα θηλαστικά). Ο όρος αυτός αντικαταστάθηκε 

το 1994 στο 10
ο
 ∆ιεθνές Συνέδριο του ∆ιεθνούς Οργανισµού Μυκοπλασµατολογίας 

µε τον όρο φυτοπλάσµατα σαν έναν όρο που περιγράφει σωστότερα την ξεχωριστή 

οντότητα των φυτοπλασµάτων (Lee et al., 2001). 

Έχουν διάµετρο 200-800 µm, διαθέτουν µια κυτοπλασµατική µεµβράνη τριών 

στρωµάτων πάχους 8-10nm (Lee et al., 2000) ενώ στερούνται κυτταρικού 

τοιχώµατος, µε αποτέλεσµα να εµφανίζουν έντονο πολυµορφισµό καθώς και µεγάλη 

ελαστικότητα. (Lee et al., 2000; Musseti et al., 2004; Razin et al., 1998). Έχουν ένα 

κυκλικό δίκλωνο µόριο DNA (530-2200 kb) µε µικρή περιεκτικότητα σε γουανίνη 

και κυτοσίνη (Christensen et al., 2005; Kamoun and Hogenhout, 2001, Lee et al., 

2000). Η οµοιότητα ως προς την αλληλουχία βάσεων των φυτοπλασµάτων είναι 

µεγάλη και φθάνει το 88-90%. Επιπλέον έχουν ανιχνευθεί 2 πλασµίδια σε 

φυτοπλάσµατα των οµάδων I – Aster yellows group, III – X disease group, VI – 

Clover proliferation group, και XII – Stolbur group (Lee et al., 2000). Μεταξύ των 

φυτοπλασµάτων υπάρχει µεγάλη οµοιότητα ως προς την αλληλουχία βάσεων που 

φτάνει και το 88-90%, σε αντίθεση για τις οµοιότητες µεταξύ των φυτοπλασµάτων 

και των ειδών που ανήκουν στο γένος Acholeplasma το ποσοστό κυµαίνεται από 87 

µέχρι 88,5% (Gundersen et al., 1994; Seemuller et al., 1998). 

Μέχρι πρόσφατα θεωρούνταν υποχρεωτικά παράσιτα που διαβιούν στον ηθµό 

των φυτών. Η πιθανή εξήγηση για την αδυναµία να τα καλλιεργήσουµε σε τεχνητά 

θρεπτικά υποστρώµατα θεωρούνταν ότι οφείλεται στο γεγονός κατά την εξελικτική 

τους πορεία υπέστησαν µείωση του γονιδιώµατος  τους και απώλεια αρκετών 

γονιδίων που ρυθµίζουν διάφορες µεταβολικές διεργασίες. Η απώλεια των γονιδίων 
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αυτών που είναι υπεύθυνα για τη σύνθεση του ATP, καθώς επίσης και για την 

σύνθεση των αµινοξέων και των νουκλεοτιδίων είναι ένα λόγος που δεν διαθέτουν 

την ικανότητα ανάπτυξης σε τεχνητά υποστρώµατα (Bai et al., 2006). Πιθανόν τα 

φυτοπλάσµατα να προσλαµβάνουν τους παραπάνω µεταβολίτες από το πλούσιο σε 

θρεπτικά συστατικά περιβάλλον διαβίωσης τους στο εσωτερικό των ξενιστών, ενώ 

στα τεχνητά υποστρώµατα που έχουν δοκιµαστεί δεν τους παρέρχονταν οι 

συγκεκριµένες ουσίες (Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006; Hogenhout et al., 2008).  

Η ανάπτυξη των φυτοπλασµάτων σε τεχνητά υποστρώµατα κατέστη δυνατή 

µετά από ενυδάτωση των προσβεβληµένων ιστών σε θρεπτικό διάλυµα PivL (η 

σύσταση του προστατεύεται από πατέντα), τεµαχισµό αυτών και επώαση στους 25
ο
C, 

ενώ στη συνέχεια το διάλυµα επωάστηκε σε τρυβλίο µε προσθήκη PivS (η σύσταση 

του προστατεύεται από πατέντα) για 5-7 ηµέρες στους 25
 ο

C, σε ατµόσφαιρα 5% CO2 

και 95%N2 (Contaldo et al., 2012). 
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1.2. Γενικά χαρακτηριστικά ασθενειών προκαλούµενων από 

φυτοπλάσµατα 

 

Στους ξενιστές φυτοπλασµάτων συµπεριλαµβάνονται πάνω από 300 είδη 

φυτών που ανήκουν στα γυµνόσπερµα, στα µονοκοτυλήδονα και στα δικοτυλήδονα 

(Bove et al., 1998; Chistensen et al., 2005). Η µετάδοση της ασθένειας γίνεται µε 

έντοµα των οικογενειών Cicadellidae, Fulgoridae, Psyllidae. Οι διατροφικές 

συνήθειες των εντόµων φορέων είναι ένας παράγοντας που καθορίζει το εύρος 

ξενιστών για κάθε φυτόπλασµα (Christensen et al, 2005). Ένας άλλος παράγοντας 

είναι η ευαισθησία ή ανθεκτικότητα των φυτών στα φυτοπλάσµατα (Gamier et al., 

2001; Lee et al., 1998a; Lee et al., 2000; Martin et al., 2003). 

Εκτός των εντόµων φορέων οι φυτοπλασµατικές ασθένειες µπορούν να 

µεταδοθούν µε εµβολιασµό, µε φανερόγαµα παράσιτα του γένους Cuscuta καθώς και 

µε αγενές πολλαπλασιαστικό υλικό (µοσχεύµατα, ριζώµατα, κονδύλους, βολβούς). Η 

αντιµετώπιση των ασθενειών που προκαλούνται από φυτοπλάσµατα βασίζονται στη 

ληψη προληπτικών µέτρων όπως η χρησιµοποίηση υγιούς πολλαπλασιαστικου 

υλικού, η καταπολέµηση των εντόµων φορέων, η εφαρµογή καλλιεργητικών µέτρων, 

η κατεργασία του εδάφους για καταστροφή των προνυµφών των εντόµων φορέων, η 

ζιζανιοκτονία για καταστροφή ζιζανίων δευτερευόντων ξενιστών, η καταστροφή ήδη 

προσβεβληµένων φυτών καθώς και η παρακολούθηση γειτονικών αγρών για πιθανές 

µολύνσεις φυτών από φυτοπλάσµατα (Bove and Garnier, 1998; EPPO/CABI, 2006; 

Garnier et al., 1999; McCoy et al., 1982; Batlle et al., 2000; Del Serrone et al., 

2001; Boudon-Padieu et al., 1999). 

 

1.3. ∆ιάγνωση ασθενειών προκαλούµενων από φυτοπλάσµατα 

Οι κυριότερες µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση-

χαρακτηρισµό των φυτοπλασµάτων είναι οι µοριακές µέθοδοι και συγκεκριµένα η 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR), η ‘nested’ PCR, ο συνδυασµός PCR 

µε πολυµορφισµό µήκους κλασµάτων περιορισµού DNA (RFLPs) και η PCR 

αληθούς χρόνου (qPCR) (Lee et al., 2001; Galetto et al., 2010). 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
18/06/2024 23:17:21 EEST - 18.227.0.167



ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ 

ΓΕΩΠΟΝΙΑ, ΦΥΤΙΚΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ & ΑΓΡΟΤΙΚΟΥ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΟΣ 

ΠΕΒΕΡΕΤΟΣ ΠΕΤΡΟΣ ΓΕΩΡΓΙΟΣ    ΜΕΤΑΠΤΥΧΙΚΗ ΠΤΥΧΙΑΚΗ ∆ΙΑΤΡΙΒΗ 

~ 9 ~ 

 

Για τις µεθόδους PCR, nested PCR και qPCR έχει σχεδιαστεί ένας µεγάλος 

αριθµός εκκινητών οι οποίοι είτε είναι γενικευµένοι (ανιχνεύεται η ύπαρξη 

φυτοπλάσµατος οποιαδήποτε οµάδας) είτε είναι εξειδικευµένοι για φυτοπλάσµατα 

µιας συγκεκριµένης οµάδας (Lee et al., 1999; Lee et al., 2000; Galetto et al., 2010). 

Η πιο συνηθισµένη περιοχή γονιδιώµατος που έχουν σχεδιαστεί να υβριδίζουν 

οι εκκινητές είναι το γονίδιο 16S rDNA. Η nested PCR βασίζεται κυρίως στο 

συνδυασµό µίας πρώτης PCR µε γενικευµένους εκκινητές και στη συνέχεια 

ακολουθεί µια δεύτερη µε εξειδικευµένους εκκινητές που υβριδίζουν στο προϊόν της 

πρώτης PCR (Lee et al., 1999). Ο συνδυασµός PCR και RFLP στην περιοχή του 

γονιδίου 16S rDNA έχει ιδιαίτερη σηµασία γιατί είναι ο κυριότερος και ο πλέον 

αποδεκτός τρόπος για κατάταξη των φυτοπλασµάτων σε συγκεκριµένη οµάδα. Οι 

Wei et al., το 2004 δηµιούργησαν µια ψηφιακή πλατφόρµα (λογισµικό) µε τη βοήθεια 

της οποίας γνωρίζοντας την αλληλουχία του 16S rDNA γίνεται πέψη µε 

συγκεκριµένα ένζυµα in silico ή και ταξινόµηση του σε συγκεκριµένη οµάδα 

(http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi). 

Η µέθοδος αυτή βασίζεται στην πέψη του προϊόντος της PCR µε 

ενδονουκλεάσες, διαχωρισµός των προϊόντων µε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζη 

ή συνηθέστερα πολυακριλαµίδης και σύγκριση του προφίλ της πέψης µε αυτό που 

δίνουν φυτοπλάσµατας ‘αναφοράς’ που ανήκουν σε διαφορετικές οµάδες (Lee et al., 

1998b; Maniatis et al., 1982). 

Άλλες µέθοδοι που χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση των φυτοπλασµάτων 

σε φυτικούς ιστούς ή σε έντοµα φορείς είναι η ηλεκτρονική µικροσκοπία και οι 

ορολογικές µέθοδοι (ανοσοφθορισµός, ανοσοενζυµική ELISA). Η ενζυµοσύνδετη 

ανοσοπροσροφητική µέθοδος (ELISA) είναι µια ορρολογική µέθοδος που 

χρησιµοποιείται ευρέως για διάγνωση ασθενειών προκαλούµενες από προκαρυωτικά 

φυτοπαθογόνα (Ward et. al., 2004). Για την εφαρµογή της απαιτείται υψηλής 

ποιότητας αντιορρός που έχει παρασκευαστεί µε τη χρήση καθαρής καλλιέργειας 

παθογόνου σε τεχνητό θρεπτικό υπόστρωµα. Αυτό δε µπορεί (ακόµα) να επιτευχθεί 

για όλα τα φυτοπλάσµατα µε συνέπεια ο αντιορρός που παρασκευάζονταν µέχρι τώρα 

να αντιδρά και µε πρωτεΐνες ή άλλα µακροµόρια του φυτού. Αυτός είναι και ο λόγος 

που η εφαρµογή της µεθόδου είναι περιορισµένη (Lee et al., 1999). 
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Τέλος, η ηλεκτρονική µικροσκοπία λογώ του υψηλού κόστους του 

εργαστηριακού εξοπλισµού, δεν εφαρµόζεται για το χαρακτηρισµό των 

φυτοπλασµάτων (απαιτείται αντιορρός) αλλά µόνο για την εξακρίβωση 

φυτοπλασµάτων στα αγγεία του ηθµού (Baker et al.,1985; Musetti and Favali 2004).  

 

1.4. Συστηµατική κατάταξη φυτοπλασµάτων 

Οι Lim και Seers το 1989 ήταν αυτοί που πρότειναν την κατάταξη των 

φυτοπαθογόνων MLO’s στη τάξη των Mollicutes και πρότειναν τη συγγενική σχέση 

αυτών περισσότερο µε το γένος Acholeplasma παρα µε το γένος Spiroplasma ή τα 

µυκοπλάσµατα των ζωικών οργανισµών. Για την κατάταξη τους εντός της κλάσης 

Mollicutes έχει προταθεί η δηµιουργία του προσωρινού (προκαταρτικού 

Candidatus:Ca) γένους Phytoplasma (Razin et al., 1998; IRPM: International 

Research Programme on Comparative Mycoplasmology). 

Με τις µοριακές µεθόδους που έχουν αναφερθεί στην παράγραφο 1.3 γίνεται η 

συστηµατική κατάταξη των φυτοπλασµάτων µε βάση την αλληλουχία βάσεων 

του16S rDNA γονιδίου και µέχρι σήµερα έχουν περιγραφεί 25 είδη του γένους 

Candidatus Phytoplasma (Firrao et al., 2005; Wei et al., 2007). Η περαιτέρω 

διαφοροποίηση των φυτοπλασµάτων σε υποοµάδες της οµάδας stolbur βασίζεται και 

σε άλλες γονιδιακές περιοχές, όπως η µεταξύ των γονιδίων της παρεµβαλόµενης 

περιοχής (Internal Transcribe Spacer-ITS) 16/23S rDNA (Lee et al., 1999; Seemuller 

et al., 1998) καθώς και µία οµάδα γονιδίων που έχουν συντηρηµένες περιοχές που 

µπορούν να σχεδιαστούν εκκινητές, αλλά έχουν επίσης και περιοχές που εµφανίζουν 

µεγάλη παραλλακτικότητα. Αυτά είναι τα γονίδια tuf, secY, secA, vmp1 που 

περιγράφονται στις επόµενες παραγράφους(Cimerman et al., 2009; Murolo et al., 

2010). 
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1.4.1. Γονίδιο tuf 

Το γονίδιο tuf, που κωδικοποιεί τον παράγοντα επιµήκυνσης EF-Tu, είναι ένα 

άλλο ιδιαίτερα διατηρηµένo γονίδιο που έχει συχνά χρησιµοποιηθεί για τη 

διαφοροποίηση και την ταξινόµηση των φυτοπλασµάτων. Το 1997, oι Schneider et. 

al., σχεδίασαν ζεύγη εκκινητών που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για αποµόνωση 

της tuf γονιδιακής αλληλουχίας από τις περισσότερες οµάδες φυτοπλασµάτων. 

Βρέθηκε ότι το γονίδιο tuf, όπως και το γονίδιο 16S rRNA, αντιπροσωπεύει ένα ικανό 

δείκτη για την ταξινόµηση των φυτοπλασµατικών οµάδων. Οι οµοιότητες στην 

αλληλουχία των νουκλεοτιδίων µεταξύ των Aster yellows (AY), της X-ασθένειας της 

ροδακινιάς και του stolbur (STOL) φυτοπλάσµατικών οµάδων κυµάνθηκαν σε 

ποσοστά από 87,8 έως 97,0%. Οι φυτοπλασµατικές οµάδες και υποοµάδες µπορούν 

να διαφοροποιηθούν µε βάση τις αναλύσεις µε την µέθοδο των RFLPς 

χρησιµοποιώντας διάφορα ένζυµα περιορισµού(π.χ. Hpa II). Η αποτελεσµατικότητά 

για το διαχωρισµό µεταξύ φυτοπλασµάτων είναι ελαφρώς χαµηλότερη από εκείνη 

του 16S rRNA γονιδίου (Schneider et al., 1997; Marcone et al., 2000). Ωστόσο, σε 

ορισµένες περιπτώσεις, το γονίδιο tuf βρέθηκε να είναι χρήσιµο στη διαφοροποίηση 

των διαφόρων οικολογικών στελεχών εντός των 16SrRNA υποοµάδων (Langer et al., 

2004). 

1.4.2. Γονίδιο secY 

Το γονίδιο secY, το οποίο κωδικοποιεί µία υποµονάδα πρωτεΐνης της 

µεταθετάσης, είναι ένας άλλος µοριακός δείκτης που είναι χρήσιµος για την 

αξιόπιστη διαφοροποίηση των στελεχών των φυτοπλασµάτων. Η µεταβλητότητα της 

αλληλουχίας του secY γονιδίου είναι παρόµοια µε εκείνη των rp γονιδίων.  Η 

ακολουθία του secY γονιδίου παρουσιάζει οµοιότητες µεταξύ των δύο 16Sr 

φυτοπλασµατικών υποοµάδων µε την οµοιότητα να κυµαίνεται απο 57,4 έως 76,0% 

(Lee et al., Αδηµοσίευτο). Οι υποοµάδες που οριοθετούνται µε το γονίδιο secY και µε 

την βοήθεια των αναλύσεων RFLP ταξινοµούν τα φυτοπλάσµατα στις οµάδες 16SrI 

και 16SrV φυτοπλασµάτων, γενικά συµφωνούσαν µε εκείνες που οριοθετούνται µε το 

rp γονίδιο (Lee et al, 2006; Martini et al., 2007). Εντούτοις, λόγω των πιο 

κατατοπιστικών χαρακτήρων του γονιδίου αυτού, η αξιοπιστία του secY γονιδίου 

είναι ελαφρώς καλύτερη από το rp γονίδιο. Το γονίδιο secY, όπως το γονίδιο rp, θα 
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µπορούσε να αποτελέσει έναν καλό υποψήφιο δείκτη για την  ταξινόµηση των 

στελεχών των φυτοπλασµάτων. 

1.4.3. Γονίδιο secA 

Μια ακόµα υποµονάδα πρωτεΐνης της µεταθετάσης που κωδικοποιείται από 

το secA γονίδιο βρέθηκε ότι µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την διαφοροποίηση των 

φυτοπλασµάτων. Μέρος της γονιδιακής αλληλουχίας, (περίπου 480bp), ενισχύθηκε 

µε PCR από διάφορα στελέχη φυτοπλασµάτων που αντιπροσωπεύουν 12 οµάδες 

16Sr. Οι οµοιότητες της αλληλουχίας κυµάνθηκαν σε ποσοστά από 69,7% έως 84,4% 

ανάµεσα σε δύο 16Sr οµάδες. Η ικανότητα του secA γονιδίου ως παράµετρος για την 

διαφοροποίηση των φυτοπλασµάτων είναι παρεµφερής µε των rp και secY γονιδίων 

(Hodgetts et. al., 2008). 

1.4.4. Γονίδιο vmp1 

Το γονίδιο vmp1 κωδικοποιεί µία πρωτεΐνη 557 αµινοξέων που πιθανόν 

εδράζεται στην µεµβράνη του φυτοπλάσµατος. Το γονίδιο vmp1 χρησιµοποιείται για 

την περαιτέρω οµαδοποίηση των φυτοπλασµάτων της οµάδας stolbur. Μια τέτοια 

προσπάθεια σε ευρεία κλίµακα, έγινε στο πλαίσιο του Ευρωπαϊκού προγράµµατος 

SEERA.NET µε τίτλο: Typing of stolbur phytoplasma isolates (group 16SrXII-

A)(Murolo et. al., 2010) µε τη δοκιµή ενός µεγάλου αριθµού φυτοπλασµάτων της 

οµάδας stolbur. Το αποτέλεσµα ήταν να διαχωριστούν 21 διαφορετικές οµάδες µετά 

από RFLPs µε συγκεκριµένα ένζυµα περιορισµού του προϊόντος PCR του vmp1. 

Αυτή η ποικιλοµορφία του γονιδίου vmp1 θα µπορούσε να επηρεάσει τη σχέση 

µεταξύ φυτοπλάσµατος-ξενιστή ή φυτοπλάσµατος-φορέα, διοτι µέρος της πρωτεΐνης-

προϊόντος του vmp1 γονιδίου είναι εκτεθειµένη εξωτερικά του κυττάρου του 

φυτοπλάσµατος (Murolo et. al., 2010). 
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1.5. Ασθένειες τοµάτας προκαλούµενες από φυτοπλάσµατα στην 

Ελλάδα 

 

1.5.1. Η καλλιέργεια της τοµάτας στην Ελλάδα 

Η τοµάτα είναι ένα από τα ποιο δηµοφιλή και ευρέως καλλιεργούµενα φυτά 

στην Ελλάδα. Οι καλλιεργούµενοι τύποι ανήκουν στο είδος Lycopersicon esculentum. 

Προέρχεται από την Νότια Αµερική. Η τοµάτα ανήκει στην οικογένεια Solanaceae 

και στο γένος Lycopersicon. Το γένος συµπεριλαµβάνει 12 είδη. Είναι φυτό που 

καλλιεργείται στην Ελλάδα σαν ετήσιο, έχει θαµνώδη ανάπτυξη καθώς, σχηµατίζει 

πολλούς βλαστούς, ενώ τα φύλλα του είναι σύνθετα πτερωτά διατεταγµένα 

κατ’εναλλαγη (Βαρδαβάκης, 1993).  

Συστηµατική ταξινόµηση 

Βασίλειο: Φυτά (Plantae) 

Συνοµοταξία: Αγγειόσπερµα (Magnoliophyta) 

Οµοταξία: ∆ικοτυλήδονα (Magnoliopsida) 

Υφοµοταξία: Αστερίδες (Asteridae) 

Τάξη: Στρυχνώδη (Solanales) 

Οικογένεια: Σολανώδη (Solanaceae) 

Γένος: Λυκοπερσικόν(Lycopersicon) 

Είδος: S. lycopersicum 

Πηγή: Βαρδαβάκης, 1993 

Παρά τη µείωση της καλλιεργούµενης έκτασης, η καλλιέργεια τοµάτας 

συνεχίζει να έχει µεγάλο οικονοµικό ενδιαφέρον για τη χώρα µας και θεωρείται ως 

µία καλλιέργεια που θα εξακολουθήσει να ενδιαφέρει και στο µέλλον τους Έλληνες 

παραγωγούς. Συγκεκριµένα το 2009 καλλιεργήθηκαν 323.500 στρέµµατα µε 

ποσότητα παραγωγής τους 1.561.311 τόνους, το 2010 καλλιεργήθηκαν 242.000 

στρέµµατα µε ποσότητα παραγωγής τους 1.406.200 τόνους και το 2011 

καλλιεργήθηκαν 198.000 στρέµµατα µε ποσότητα παραγωγής τους 1.169.900 τόνους 

(http://faostat.fao.org).  
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1.5.2. Ασθένειες προκαλούµενες από φυτοπλάσµατα στην Ελλάδα 

Στην Ελλάδα έχουν περιγραφεί δύο ασθένειες της τοµάτας µε παθογόνο αίτιο 

φυτόπλασµα, η ασθένεια stolbur και η ασθένεια γνωστή ως γιαντοφθαλµία της 

τοµάτας (big bud) (Alivizatos, 1989; Alivizatos, 1993). Κατόπιν έρευνας όµως στο 

Εργαστήριο Φυτοπαθολογίας του Πανεπιστηµίου Θεσσαλίας αποδείχθηκε ότι και 

αυτή προέρχεται από φυτοπλάσµατα της οµάδας stolbur. Άρα αποτελει διαφορετική η 

συµπτωµατολογική εικόνα της ίδιας ασθένειας που πιθανώς οφείλεται σε 

περιβαλλοντικούς παράγοντες ή σε διαφορετική αντίδραση στο παθογόνο 

διαφορετικών ποικιλιών τοµάτας (Alivizatos, 1993). Η πρώτη αναφορά της ασθένειας 

stolbur έγινε στην Τσεχοσλοβακία το 1932 και έκτοτε έχει αναφερθεί στην Ουγγαρία, 

Αυστρία, Γαλλία, Ελβετία, Ιταλία, πρώην Γιουγκοσλαβία, Βουλγαρία, Ρουµανία, 

Ηνωµένο Βασίλειο, Σαουδική Αραβία και Ιράκ. Τα φυτοπλάσµατα που προκαλούν 

την ασθένεια ανήκουν στην οµάδα XII µε εξαίρεση τα φυτά πιπεριάς όπου εµφάνισαν 

χαρακτηριστικά συµπτώµατα της ασθένειας και τα φυτοπλάσµατα ανήκαν στην 

οµάδα VI (Πίνακας 1) (Lee et al., 2000; Lee et al., 1998b; Lavina and Batlle, 2002; 

Seruga et al., 2000; Batlle et al.,, 2000; Martin et al., 2003; Castro and Romero, 2002; 

Bertaccini et al., 1999; Terlizzi et al., 2006). Εκτός από τα φυτά που αναφέρονται 

στον Πίνακα 1, ξενιστές φυτοπλασµάτων της οµάδας stolbur είναι ακόµα 18 είδη 6 

οικογενειών (Convolvulus arvensis), αγριοτοµάτα (Solanum nigrum), πεντάνευρο 

(Plantago lanceolata), βρωµολάχανο (Lepidium draba), τραχύ βλήτο (Amaranthus 

retroflexus), λουβουδιά (Chenopodium album), κίρσιο (Cirsium arvense), λεβάντα 

(Lavandula officinalis), αµυγδαλιά (Prunus dulcis) (Batlle et al., 2000; Maixner et al., 

1995; Schneider et al., 1997a), αµπέλι (Vitis vinifera), σέλινο (Apium graveolens), 

βυσσινιά (Prunus cerasus) (Marcone et al., 1999), αχλαδιά (Pyrus communis), 

νεκταρινιά – (Persica laevis), µηδική (Medicago sativa) (Pilkington et al., 2003), 

πράσο (Allium ampeloprasum) (Bertaccini et al., 1999), αβοκάντο (Persea 

americana) (Lavifia and Batlle, 2002) και φράουλα (Fragaria ananassa) (Terlizzi et 

al., 2006). 

Στα χαρακτηριστικά συµπτώµατα που εµφανίζουν τα προσβεβληµένα φυτά 

τοµάτας περιλαµβάνονται: η µικροφυλλία, η σκούπα της µάγισσας, τα 

παραµορφωµένα στείρα άνθη, (συνδεδεµένα ή χωριστά υπερµεγέθη σέπαλα µε 

νευρώσεις ερυθρού χρώµατος, επιµήκεις ύπερους, υποτυπώδεις στήµονες, 
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πεπαχυµένους ποδίσκου), η µικροκαρπία, η πάχυνση του ποδίσκου των καρπών 

(EPPO/CABI, 2006; Pracros et al., 2006; Alivizatos, 1989). Σε φυτά πιπεριάς έχουν 

παρατηρηθεί βραχυγονάτωση, γιγαντοφθαλµία, πρασίνισµα ή χλωρανθία, σέπαλα 

συνδεδεµένα µεταξύ τους, και αποτυχία καρπόδεσης (Castro and Romero, 2002).  

Αντίστοιχα σε φυτά τοµάτας µε υποτιθέµενη προσβολή από φυτόπλασµα της 

οµάδας big bud έχουν παρατηρηθεί: πάχυνση στελεχών και βλαστών, αναπτυξη 

µεγάλων ανθοφόρων κωνοειδών οφθαλµών, βλαστοµανία βραχέων και παχέων 

βλαστών, βραχυγονάτωση και φυλλωδία (Alivizatos, 1993).  

Πίνακας 1.Κατάταξη των φυτοπλασµάτων που προκαλούν την ασθένεια stolbur στη τοµάτα και σε 

άλλους ξενιστές 

Φυτό - Ξενιστής Χώρα 
Οµάδα 

φυτοπλάσµατος 
Βιβλιογραφία 

Αβοκάντο Ιταλία 16S rDNAXΙΙ 
Lavina and Batlle, 

2002 

Αµπέλι Κροατία 16S rDNAXII-A Seruga et al.,2000 

Αµπέλι Σερβία 16S rDNAXII-A Seruga et al.,2000 

Αµπέλι, 

περικοκλάδα, 

αγριοσίκαλη, 

λεβάντα, 

αγριοτοµάτα 

Ισπανία 16S rDNAXII-A Batlle et al., 2000 

Πιπεριά Ισπανία 16S rDNA VI 
Castro and 

Romero, 2002 

Πιπεριά Σερβία 16S rDNA XII 

Lee et al., 1998b; 

Schneider et al., 

1997b 

Πράσο Ιταλία, Τσεχία 16S rDNA XΙΙ-A 

Bertaccini et al., 

1999 

Τοµάτα Ιταλία 16S rDNA XII 

Del Serrone et al., 

2001 

Φράουλα Ιταλία 16SrDNAXII-A Terlizzi et al., 2006 
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1.2.6. Σκοπός της εργασίας 

Το θέµα που πραγµατεύεται η παρούσα εργασία είναι η µελέτη της 

παραλλακτικότητας του γονιδίου vmp1 των φυτοπλασµάτων της οµάδας Stolbur που 

προσβάλουν φυτά τοµάτας στην Ελλάδα. Για το σκοπό αυτό χρησιµοποιήθηκε η 

τεχνική PCR µε εκκινητές που υβριδίζουν στην αρχή και στο τέλος του γονιδίου 

vmp1 και στη συνέχεια το προϊόν της PCR υποβλήθηκε σε πέψη µε περιοριστικά 

ένζυµα (RFLPs). 
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2. Υλικά και µέθοδοι 

2.1. Προέλευση δειγµάτων ασθενών φυτών τοµάτας 

Τα δείγµατα από ασθενή φυτά τοµάτας συλλέχθηκαν κατά τα έτη 2006, 2007 

και 2008 από τους νοµούς Λάρισας, Φθιώτιδος, Θεσσαλονίκης, Μαγνησίας, Ηµαθίας, 

Βοιωτίας, Ηλείας, Καρδίτσας και Εύβοιας (Πίνακας 2) από την ερευνητική οµάδα 

του Εργαστηρίου Φυτοπαθολογίας. Τα δείγµατα διατηρήθηκαν σε βαθειά στην 

κατάψυξη (-80
ο
C) µέχρι να γίνει η εξαγωγή του ολικού DNA. Σε προηγούµενη 

εργασία είχε ταυτοποιηθεί η παρουσία φυτοπλασµάτων σε αυτά τα δείγµατα µε PCR 

(Κασσαβέτη, 2007).  

Πίνακας 2. Προέλευση και κωδικοποίηση των δειγµάτων 

Κωδικός δειγµατοληψίας Περιοχή δειγµατοληψίας 

VIII Μικροθήβες Μαγνησίας 

IX Νεράιδα Μαγνησίας 

X Άγιος ∆ηµήτριος Βοιωτίας 

XI Ορχοµενός Βοιωτίας 

XII Βρυσιά Λάρισας 

XIII Λεβεντοχώρι Ηλείας 

XIV Κορακοχώρι Ηλείας 

XV Εφύρα Ηλείας 

XVII Αγιά Λάρισας 

XVIII Αχίλλειο Λάρισας 

XIX Ριζόµυλος Μαγνησίας 

XX Παλαµάς Φθιώτιδος 

XXI Ξυνιάδα Φθιώτιδος 

XXII Ψαχνά Εύβοιας 

XXIII Ψαχνά Εύβοιας 

XXIV Μαντούδι Εύβοιας 

XXV Μαντούδι Εύβοιας 

XVI Σταγαίικα Αχαΐας 

XXVI Νεοχώρι Εύβοιας 

XXVII Νεοχώρι Εύβοιας 
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XXVIII Αρέθουσα Θεσσαλονίκης 

XXIX Βελεστίνο Μαγνησίας 

XXXVI Σκουροχώρι Ηλείας 

XLI Μαντούδι Εύβοιας 

XLII Αύρα Θεσσαλονίκης 

XLIV Παλαµάς Φθιώτιδος 

XLV Παλαµάς Φθιώτιδος 

XLVI Παλαµάς Φθιώτιδος 

XLVII Στεφανοβίκειο Μαγνησίας 

XLVIII Σωτήριο Λάρισας 

XLIX Σωτήριο Λάρισας 

L Λοφίσκος Λάρισας 

LII Εργοστάσιο τοµάτας Λάρισας 

LIII Καρυές Φθιώτιδος 

LIV Καρυές Φθιώτιδος 

LV Πλάτανος Ηµαθίας 

LVI Χάλκη Λάρισας 

LVII Αγχίαλος Μαγνησίας 

LIX Πέτρα Καστοριάς 

LX Μαντούδι Εύβοιας 

LXI Σαλαµίνα Αττικής 

LXIV Παλαµάς Φθιώτιδος 

LXV Σοφάδες Καρδίτσα 

LXVIII Μελισσοχώρι Καρδίτσα 

LXIX ∆ασοχώρι Καρδίτσα 

LXX Λάρισα 

LVIII Παλαµάς Φθιώτιδος 

LXVII Φίλια Καρδίτσας 

LXXI Λάρισα 

LXXII Άνω κάµηλα Σερρών 
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2.2. Αποµόνωση ολικού DNA από τα προσβεβληµένα φυτά 

Το ολικό DNA φυτών προσβεβληµένων µε φυτοπλάσµατα, καθαρίστηκε µε 

βάση τις µεθόδους που περιγράφονται από τους Muhammad  et. al., (1994), και 

Doyle and Doyle µε µερικές τροποποιήσεις. Κατεψυγµένα φύλλα και βλαστοί (1 g 

περίπου) κονιορτοποιήθηκαν µε τη βοήθεια υγρού αζώτου. Η σκόνη που προέκυψε 

αναµίχθηκε µε 1 mL ρυθµιστικού διαλύµατος CTAB-1 (2% 

hexadecyltrimethylammonium bromide, 1.4M NaCl, 0.2% 2-mercaptoethanol, 20mM 

EDTA, 100mM Tris-HCl, pH=8,0) σε θερµοκρασία 60
 ο

C και 50mg PVPP 

(polyvinylpolypyrrolidone) και το µείγµα που προέκυψε επωάστηκε στους 60
 ο

C για 

30 min. Ακολούθησε καθαρισµός του δείγµατος µε προσθήκη µισού όγκου 

χλωροφορµίου και µισού όγκου φαινόλης, καλή ανάδευση και φυγοκέντρηση σε 

17900 xg για 5min. σε θερµοκρασία δωµατίου. Από τις 2 φάσεις που προέκυψαν 

παραλήφθηκε η υδατική φάση και προστέθηκε ποσότητα 5Μ NaCl ίση µε το µισό 

όγκο του αρχικού διαλύµατος και δύο όγκοι 95% αιθυλική αλκοόλη (EtOH) 

θερµοκρασίας -20
 ο

C. Το δείγµα καταψύχθηκε στη συνέχεια για 1hr και ακολούθησε 

φυγοκέντρηση σε 17.900 xg για 10 min. Μετά την απόρριψη της υπερκείµενης φάσης 

το ίζηµα υπέστη πλύση µε EtOH 70% και προσθήκη 100µl υπερκάθαρου νερού 

(milipore). Το RNA καταστράφηκε στη συνέχεια µετά από επώαση του δείγµατος µε 

0,5µg/ml RNase A στους 37
 ο

C για 30 min. Το ένζυµο αποµακρύνθηκε µε καθαρισµό 

του δείγµατος µε φαινόλη και χλωροφόρµιο όπως έχει ήδη περιγραφεί. Το DNA 

κατακρηµνίστηκε µε φυγοκέντρηση σε 17.900 xg για 10min αφού προηγουµένως 

είχαν προστεθεί στην υδατική φάση 3Μ οξικού νατρίου (όγκου ίσου µε το 1/10 του 

όγκου της υδατικής φάσης) και 100% EtOH (ποσότητας ίση µε 2,5 όγκους της 

υδατικής φάσης) και είχε ακολουθήσει κατάψυξη του δείγµατος (-20
 ο

C) για 1 hr. 

Τέλος το ίζηµα πλύθηκε δύο φορές µε 70% EtOH και µία φορά µε 100% EtOH και 

µετά την ξήρανση του σε θερµοκρασία δωµατίου επαναδιαλύθηκε σε 100µl 

υπερκάθαρου νερού και αποθηκεύτηκε στους -20
 ο
C. 
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2.3. PCR µε στόχο το γονίδιο vmp1 

Ως θετικός µάρτυρας χρησιµοποιήθηκε το πρώτο δείγµα που έδωσε θετική 

αντίδραση, ενώ ως αρνητικοί µάρτυρες χρησιµοποιήθηκαν α) DNA από υγιές φυτό 

τοµάτας και β) δείγµα χωρίς DNA. 

2.3.1. Επιλογή εκκινητών 

Η επιλογή των εκκινητών έγινε βάση της υπάρχουσας βιβλιογραφίας. 

Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκε το ζεύγος εκκινητών TYPH10 forward / TYPH10 

reverse του οποίου οι αλληλουχίες φαίνονται στον Πίνακα 3 (Fialova et. al., 2009). 

Το τµήµα του DNA που πολλαπλασιάζεται µε τη χρήση του συγκεκριµένου ζεύγους 

εκκινητών είναι 1450 bp και περιλαµβάνει σχεδόν όλο το vmp1 γονίδιο (Murolo et. 

al., 2010). 

Πίνακας 3. Αλληλουχία του ζεύγους TYPH10 εκκινητών 

Όνοµα εκκινητή Αλληλουχία εκκινητή 

TYPH10 forward AACGTTCATCAACAATCAGTC 

TYPH10 reverse CACTTCTTTCAGGCAACTTC 
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2.3.2. Συνθήκες PCR 

Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε µικροσωληνίσκους PCR 0.2 ml (Greiner 

bio-one) και ο συνολικός όγκος της αντίδρασης ήταν 50 µl. Τα αντιδραστήρια που 

χρησιµοποιήθηκαν  ήταν: 5 µl 10x PCR buffer (Standard Taq Reaction Buffer, New 

Englands Biolabs, NEB), 5 µl 2mM dNTPs (Invitrogen), 1 µl (20pmol/µl) από κάθε 

εκκινητή, 0,5 µl Taq πολυµεράση (5units/µl), 36.5 µl υπερκάθαρου (milipore) νερού 

και 1µl DNA (περίπου 50ng/µl). Στη συνέχεια, οι µικροσωληνίσκοι τοποθετήθηκαν 

σε θερµοκυκλοποιητή (Mastercycle gradient, Eppendorf, Ελλάδα) (Εικόνα 2.1). 

 

Εικόνα 2.1 Θερµοκυκλοποιητής Mastercycle Eppendorf 

Το θερµοκρασιακό προφίλ της αντίδρασης PCR (Murolo et. al., 2010) ήταν 

ως εξής: 94 
ο
C για 4 min για τον πρώτο κύκλο και στη συνέχεια στους 94 

ο
C για 30 

sec, στους 55 
ο
C για 30 sec και72 

ο
C για 2 min για 35 κύκλους. Η αντίδραση 

ολοκληρωνόταν µε ένα τελευταίο κύκλο στους 72 
ο
C για 7 min. 
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2.3.3. Ηλεκτοφόρηση των προϊόντων της PCR (TYPH10f/r) σε πηκτή 

αγαρόζης 

Μετά το πέρας της ηλεκτροφόρησης των προϊόντων της PCR σε πηκτή 

αγαρόζης 1,05% σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x ΤΒΕ (10,8 g Tris base, 5,5 g βορικού 

οξέος, 4 ml 0,5 M EDTA pH=8,0) σε συσκευή οριζόντιας ηλεκροφόρησης (horizontal 

electrophoresis mini and big unit, Sigma- Aldrich). Πέντε µικρόλιτρα (5µl) του 

προϊόντος της PCR αναµείχθηκαν µε 3 µ l  ρυθµιστικού διαλύµατος φόρτωσης 

δείγµατος ( Loading buffer: 0,25% bromophenol blue, 0,25% xylene cyanol, 15% 

Ficoll Type 400, Pharmacia) και τοποθετήθηκαν στα βοθρία της πηκτής. Ως δείκτης 

µοριακού βάρους τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκε 1 kb DNA ladder (0.5, 1, 1.5, 2, 

3, 4, 5, 6, 8, 10 kb, NEB, New England Biolabs) σε ποσότητα 7 µl. Η ηλεκτροφόρηση 

πραγµατοποιήθηκε σε σταθερή τάση 100 V και διήρκησε 40 min. Κατόπιν, η πηκτή 

εµβαπτίστηκε σε διάλυµα βρωµιούχου αιθυδίου (1,6 µg/ml) σε ρυθµιστικό διάλυµα 

ΤΒΕ για 40 min και µετά πραγµατοποιήθηκε πλύσιµο µε τρεχούµενο νερό βρύσης. 

Τέλος, για να γίνει ορατή η ζώνη των προϊόντων της PCR, ακολούθησε έκθεση σε 

τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας (µήκος κύµατος 312 nm) και φωτογράφιση της 

πηκτής.  

 

2.4. Ταυτοποίηση φυτοπλασµάτων µε την µέθοδο του πολυµορφισµού 

µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP) 

 

2.4.1. Πέψη προϊόντων PCR 

Το προϊόν της PCR (µε εκκινητές TYPH10 f/r) υπέστη πέψη µε την 

ενδονουκλεάση Rsa I (Murolo et. al., 2010). 

Η αντίδραση της πέψης πραγµατοποιήθηκε σε σωλήνες Eppendorf 1,5 ml και 

σε συνολικό όγκο 20 µl. Τα αντιδρώντα ήταν: 2 µl ρυθµιστικό διάλυµα εξειδικευµένο 

για το Rsa I ένζυµο (NEBuffer, NEB1), 0,5 µl ένζυµο Rsa I, 7,5 µl, milipore Η2O και 

10 µl προϊόν PCR (TYPH10f/r). Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκρασία 

37
o
C για 18-20 ώρες. 
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2.4.2. Ηλεκτοφόρηση των προϊόντων της πέψης σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης 

Η ανάλυση των κλασµάτων των RFLPs έγινε µε κάθετη ηλεκτροφόρηση 

πηκτής πολυακρυκαµίδης 5%, πάχους 1mm (PAGE) σε ρυθµιστικό διάλυµα TBE. 

Για την παρασκευή 5% πολυακριλαµίδης αρχικά παρασκευάστηκε διάλυµα 

ακρυλαµίδη 30% αναµιγνύοντας 29% w/v ακρυλαµίδη και 1% w/v N,N- 

methyllenebisacrylamide. Στη συνέχεια παρασκευάστηκε η πηκτή αναµειγνύοντας 

16,6% v/v διάλυµα ακρυλαµίδης 30% µε 62,7% v/v diH2O, 20% v/v 5xTBE(54 g Tris 

base, 27,5 g Boric acid και 20ml 0,5 M EDTA, pH=8), 0.035% TEMED και 0,070% 

AMPS. Σε κάθε δείγµα (20,0 µ l  από τον προϊόν της πέψης) προστέθηκαν 3 µl 10x 

ρυθµιστικού διαλύµατος φόρτωσης δείγµατος και ως δείκτες µοριακού βάρους των 

τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκαν 20 µ l  ΦX174 DNA-Hae III Ladder (72, 118, 

194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1.078, 1.353 bp NEB) και 20 µl Low Molecular 

Weight DNA Ladder (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 500, 766 bp NEB). Η 

ηλεκτροφόρηση διήρκησε 2 hr σε τάση 60V (Εικόνα 2.2). Με το τέλος της 

ηλεκτροφόρησης η πηκτή πολυακριλαµίδης εµβαπτίστηκε σε διάλυµα βρωµιούχου 

αιθυδίου (1,6 µg/ml) σε ΤΒΕ για 1 hr και ακολούθησε έκπλυση αυτής σε di-H2O για 

30 min. Τέλος, όπως και στην οριζόντια ηλεκτροφόρηση, οι θέσεις του DNA έγιναν 

ορατές µε τοποθέτηση της πηκτής σε τράπεζα φθορισµού και έκθεση σε υπεριώδη 

ακτινοβολία µήκους κύµατος 312 nm. 

 

 

Εικόνα 2.2 Ηλεκτροφόρησης της πηκτής πολυακριλαµίδης  
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3.Αποτελέσµατα 

3.1. Ανίχνευση του vmp1 γονιδίου του φυτοπλάσµατος stolbur µε PCR 

(TYPH10f/r) 

Από τα 77 δείγµατα που εξετάστηκαν όλα έδωσαν προϊόν στην PCR µε το 

ζεύγος των εκκινητών TYPH10f/r. Τα προϊόντα της PCR είχαν το αναµενόµενο 

µέγεθος των 1450bp (Εικόνα 3.1). Ο θετικός µάρτυρας έδινε σταθερά το ίδιο προϊόν 

επιβεβαιώνοντας την οµαλή εξέλιξη της αντίδρασης ενώ κανένας από τους 

αρνητικούς µάρτυρες (υγιές φυτό, αντίδραση χωρίς προσθήκη DNA-No DNA) δεν 

έδωσε προϊόν (Εικόνα 3.1). 
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Εικόνα 3.1 Προϊόντα PCR µε χρήση εκκινητών TYPH

DNA: αρνητικοί µάρτυρες (PCR µε DNA από υγιές φυτό τοµάτας και χωρίς προσθήκη 

το αναµενόµενο προϊόν (1450bp). 7624…7887 DNA 
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TYPH10 f/r σε πηκτή αγαρόζης (1,05% σε TBE). Ladder 1kb (0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 

από υγιές φυτό τοµάτας και χωρίς προσθήκη DNA αντίστοιχα). +µάρτυρας : PCR µε 

7624…7887 DNA από φυτά τοµάτας που φέρουν συµπτώµατα. 

(0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 kb). Υγιές φυτό, No

µε DNA από το πρώτο φυτό που έδωσε 
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3.2. RFLPs προϊόντος PCR (TYPH10 f/r) 

 Για τη µελέτη παραλλακτικότητας του γονιδίου vmp1, του φυτοπλάσµατος 

της οµάδας Stolbur που προσβάλλει φυτά τοµάτας στην Ελλάδα, έγινε πέψη του 

προϊόντος της PCR (TYPH10 f/r) των υπό εξέταση δειγµάτων (77) µε την 

ενδονουκλεάση Rsa I. ∆ιαχωρίστηκαν οκτώ διαφορετικά προφίλ (PV1, PV2, PV3, 

PV4, PV5, PV6, PV7, PV8). Το προφίλ PV1 αντιπροσωπεύει το 23,37% των 

δειγµάτων (18 από τα 77), το προφίλ PV2 αντιπροσωπεύει το 35,06% των δειγµάτων 

(27 από τα 77), το προφίλ PV3 αντιπροσωπεύει το 16,88% των δειγµάτων (13 από τα 

77), το προφίλ PV4 αντιπροσωπεύει το 12,98% των δειγµάτων (10 από τα 77), το 

προφίλ PV5 αντιπροσωπεύει το 1,29% των δειγµάτων (1 από τα 77), το προφίλ PV6 

αντιπροσωπεύει το 1,29% των δειγµάτων (1 από τα 77), το προφίλ PV7 

αντιπροσωπεύει το 7,79% των δειγµάτων (6 από τα 77) και το προφίλ PV8 

αντιπροσωπεύει το 1,29% των δειγµάτων (1 από τα 77). Τα αποτελέσµατα φαίνονται 

στις εικόνες 3.2-3.4. 
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Εικόνα 3.2 RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR TYPH10 f/r στα οποία έγινε 

πέψη µε το ένζυµο Rsa I. Low Molecular Weight Ladder (25, 50, 75, 100, 150, 

200, 250, 300, 350, 500, 766 bp) και  φX174 DNA – Hae III Digest Ladder (72, 

118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1078, 1353 bp). PV7 :872, 300, 281, 200, 

118 bp. PV2: 766, 300, 281, 194, 118, 75 bp 

Pair Bases 

PV7 

872 

  

300 

281 

200 

118 
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Εικόνα 3.3 RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR TYPH10 f/r στα οποία έγινε πέψη µε το ένζυµο 

Rsa I. Low Molecular Weight Ladder (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 500, 766 bp) και  

φX174 DNA – Hae III Digest Ladder (72, 118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1078, 1353 

bp).PV4: 370, 250, 150, 100 bp. PV8: 700, 400, 250, 100, 75 bp. PV1:700, 500, 250, 100 bp. PV2:603, 

250, 150, 100, 65 bp. PV3: 766, 603 bp. 

Pair Bases 

PV4 PV8 PV1 PV2 PV3 

 700 700  766 

   603 603 

  500   

 400    

370     

250 250 250 250  

150   150  

100 100 100 100  

 75    

   65  
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Εικόνα 3.4 RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR 

TYPH10 f/r στα οποία έγινε πέψη µε το ένζυµο Rsa I. Low 

Molecular Weight Ladder (25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 

300, 350, 500, 766 bp) και  φX174 DNA – Hae III Digest 

Ladder (72, 118, 194, 234, 271, 281, 310, 603, 872, 1078, 

1353 bp). PV5: 1353, 300, 194, 175 bp. PV6: 1353, 350, 

350, 281, 194, 175, 75 bp 

Pair Bases 

PV5 PV6 

1353 1353 

 350 

300 300 

 281 

194 194 

 75 
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 Όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.1 τα διαφορετικά προφίλ του γονιδίου vmp1, 

µετά από πέψη µε την ενδονουκλεάση RsaI (προφιλ vmp1/Rsa I), δεν εµφανίζονται µε 

την ίδια συχνότητα σε όλες τις περιοχές της Ελλάδας (Πίνακας 3.1 και Εικόνες 3.5-

3.12). 

Πίνακας 3.1:Ποσοστό (%) των δειγµάτων τα οποία έδωσαν προφίλ vmp1/Rsa I PV1-PV8. 

Γενετικό Προφίλ Ποσοστό επι των 

δειγµάτων(%) 

Νοµοί της Ελλάδος που 

εµφανίζεται 

PV1 23,37 

Λάρισας, Φθιώτιδος, 

Θεσσαλονίκης, 

Μαγνησίας, Ηµαθίας 

PV2 35,06 

Βοιωτίας, Μαγνησίας, 

Ηλείας, Λάρισας, 

Καρδίτσας, 

Θεσσαλονίκης, Φθιώτιδος, 

Ηµαθίας 

PV3 16,88 

Λάρισας, Εύβοιας, 

Μαγνησίας, 

Θεσσαλονίκης, Βοιωτίας, 

Ηµαθίας 

PV4 12,98 
Φθιώτιδος, Εύβοιας, 

Ηµαθίας 

PV5 1,29 Θεσσαλονίκης 

PV6 1,29 Εύβοιας 

PV7 7,79 
Λάρισας, Μαγνησίας, 

Φθιώτιδος 

PV8 1,29 Λάρισας 
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Εικόνα 3.5 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV1. 
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Εικόνα 3.6 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV2. 
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Εικόνα 3.7 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV3. 
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Εικόνα 3.8 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV4. 
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Εικόνα 3.9 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV5. 
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Εικόνα 3.10 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV6. 
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Εικόνα 3.11 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV7. 
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Εικόνα 3.12 Γεωγραφική εξάπλωση του φυτοπλάσµατος Stolbur µε RFLP προφίλ vmp1/Rsa I PV8. 
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Η συχνότητα εµφάνισης καθώς και τα προφίλ πέψης των προϊόντων της PCR 

διαφέρουν ανάλογα τον νόµο (Εικόνες 3.13-3.19). Τα αποτελέσµατα φαίνονται 

αναλυτικά στον Πίνακα 3.2. 

 

 

Πίνακας 3.2: Συχνότητα (%) εµφάνισης προφίλ πέψης vmp1/Rsa I ανά νοµό. 

Νοµός PV1 PV2 PV3 PV4 PV5 PV6 PV7 PV8 

Λάρισας 5,88 47,08 23,52 - - - 17,64 5,88 

Φθιώτιδος 53,86 23,07 - 7,69 - - 15,38 - 

Θεσσαλονίκης 50,02 16,66 16,66 - 16,66 - - - 

Μαγνησίας 41,68 33,33 16,66 - - - 8,33  

Ηµαθίας 40,00 20,00 20,00 20,00 - - - - 

Βοιωτίας - 66,67 33,33 - - - - - 

Ηλείας - 100 - - - - - - 

Καρδίτσας - 100 - - - - - - 

Εύβοιας - - 30,76 61,55 - 7,69 - - 
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Εικόνα 3.13: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I) στον Ν. Λάρισας. 

 

 

 

Εικόνα 3.14: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I)στον Ν. Φθιώτιδος. 
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Εικόνα 3.15: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I) στον Ν. Θεσσαλονίκης. 

 

 

 

Εικόνα 3.16: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I) στον Ν. Μαγνησίας. 
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Εικόνα 3.17: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I) στον Ν. Ηµαθίας. 

 

 

 

Εικόνα 3.18: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I) στον Ν. Βοιωτίας. 
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Εικόνα 3.19: Συχνότητα εµφάνισης προφίλ πέψης (vmp1/Rsa I) στον Ν. Εύβοιας. 
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4. Συζήτηση και συµπεράσµατα 

Στην παρούσα εργασία πρωταρχικός στόχος ήταν η αποµόνωση του vmp1 

γονιδίου από φυτά προσβεβληµένα µε φυτόπλασµα stolbur καθώς επίσης και η 

µελέτη της παραλλακτικότητας του γονιδίου που είναι ικανή να επιτρέψει τη 

δηµιουργία προφίλ πέψης µε ενδονουκλεάσες. 

Τα δείγµατα συλλέχθηκαν από διάφορες περιοχές της Ελλάδας µε 

συµπτώµατα προσβολής από φυτοπλάσµατα και ελέγχθηκαν µε PCR. Τα 

προσβεβληµένα φυτά είχαν τυπικά συµπτώµατα της ασθένειας stolbur και της 

ασθένειας big bud, όπου και στις δυο περιπτώσεις ανιχνεύθηκαν φυτοπλάσµατα της 

οµάδας stolbur (16Sr XII). Αρχικά στα φυτά τοµάτας πραγµατοποιήθηκε PCR µε το 

ζεύγος εκκινητών TYPH10f/r που υβριδίζουν εσωτερικά του γονιδίου vmp1. Από την 

PCR προέκυψαν προϊόντα µε το αναµενόµενο µέγεθος (1450bp). Όλα τα δείγµατα 

έδωσαν θετική αντίδραση PCR TYPH10f/r. Το προαναφερθέν ζεύγος εκκινητών ήταν 

ικανό να πολλαπλασιάσει το vmp1 γονίδιο.  

Στη συνέχεια τα δείγµατα υπέστησαν RFLP ανάλυση. Τα προϊόντα της PCR 

υπέστησαν πέψη µε το περιοριστικό ένζυµο Rsa I ώστε να µελετηθεί η 

παραλλακτικότητα του γονιδίου vmp1 του φυτοπλάσµατος Stolbur. Μετά την RFLP 

ανάλυση προέκυψαν 8 διαφορετικά προφίλ πέψης µε διαφορετική γεωγραφική 

εξάπλωση. Το PV1 γενετικό προφίλ εµφανίστηκε στο 23,37% των δειγµάτων και 

βρέθηκε στους νοµούς Λάρισας, Φθιώτιδος, Θεσσαλονίκης, Μαγνησίας και Ηµαθίας. 

Το PV2 γενετικό προφίλ βρέθηκε στο 35,06% των δειγµάτων και βρέθηκε στους 

νοµούς Βοιωτίας, Μαγνησίας, Ηλείας, Λάρισας, Καρδίτσας, Θεσσαλονίκης, 

Φθιώτιδος και Ηµαθίας. Το PV3 γενετικό προφίλ βρέθηκε στο 16,88% των 

δειγµάτων και βρέθηκε στους νοµούς Λάρισας, Εύβοιας, Μαγνησίας, Θεσσαλονίκης, 

Βοιωτίας και Ηµαθίας. Το PV4 γενετικό προφίλ βρέθηκε στο 12,98% των δειγµάτων 

και βρέθηκε στους νοµούς Φθιώτιδος, Εύβοιας και Ηµαθίας. Το PV5 γενετικό προφίλ 

βρέθηκε στο 1,26% των δειγµάτων και βρέθηκε µόνο στο νοµό Θεσσαλονίκης. Το 

PV6 γενετικό προφίλ βρέθηκε στο 1,29% των δειγµάτων και βρέθηκε µόνο στο νοµό 

Εύβοιας. Το PV7 γενετικό προφίλ βρέθηκε στο 7,79% των δειγµάτων και βρέθηκε 

στους νοµούς Λάρισας, Μαγνησίας και Φθιώτιδος. Τέλος το PV8 γενετικό προφίλ 

βρέθηκε στο 1,29% των δειγµάτων και βρέθηκε µόνο στο νοµό Λάρισας. Τα προφίλ 

παρουσίασαν µεγάλη διαφοροποίηση ακόµα και σε επίπεδο νοµών. Στο Ν. Λάρισας 
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υπερίσχυσε το PV2 (47,08%), στο Ν. Φθιώτιδος υπερίσχυσε το PV1 (53,86%), στο 

Ν. Θεσσαλονίκης υπερίσχυσε το PV1 (50,02%), στο Ν. Μαγνησίας υπερίσχυσε το 

PV1 (41,68%), στο Ν. Ηµαθίας υπερίσχυσε το PV1 (40%), στο Ν. Βοιωτίας 

υπερίσχυσε το PV2 (66,67%), στο Ν. Ηλείας υπερίσχυσε το PV2 (100%), στο Ν. 

Καρδίτσας υπερίσχυσε το PV2 (100%) και τέλος στο Ν. Εύβοιας υπερίσχυσε το PV4 

(61,55%). Από την παραλλακτικότητα του γονιδίου vmp1 συµπεραίνουµε ότι πιθανόν 

συνυπάρχουν ‘πληθυσµοί’ φυτοπλασµάτων της οµάδας stolbur (16Sr XII). Αυτοί 

εµφανίζονται µε διαφορετική συχνότητα σε διαφορετικές γεωγραφικές περιοχές της 

Ελλάδας και επίσης είναι 3 περιπτώσεις όπου τα φυτοπλάσµατα µε συγκεκριµένο 

προφίλ πέψης vmp1/Rsa I (PV5, PV6, PV8) βρέθηκαν µόνο σε ένα νοµό. Γενικά η 

ανοµοιόµορφη κατανοµή των φυτοπλασµάτων stolbur (16Sr XII) στον ελλαδικό 

χώρο µπορεί να εξηγηθεί είτε µε την εισαγωγή πολλαπλασιαστικού υλικού από το 

εξωτερικό είτε µε τα έντοµα φορείς που δεν µεταναστεύουν και άρα δε διασπείρουν 

τα φυτοπλασµατικά κύτταρα σε µεγάλες αποστάσεις που φέρουν συγκεκριµένες 

σηµειακές µεταλλάξεις στο γονίδιο vmp1. 

Τα προαναφερθέντα προφίλ πέψης των προϊόντων της PCR αποτελούν νέα 

δεδοµένα ως προς την ταξινόµηση των φυτοπλασµάτων µε τη βοήθεια της 

παραλλακτηκότητας του vmp1 γονιδίου. Αυτή η σηµαντική ποικιλοµορφία του vmp1 

γονιδίου πιστεύεται ότι συµβαίνει λόγω της ισχυρής θετικής επιλογής που ασκείται σε 

αυτό το γονίδιο, που ενδεχοµένως προκύπτει από τις αναγκαίες προσαρµογές του 

φυτοπλάσµατος stolbur στις πολύπλοκες αλλαγές του περιβάλλοντος. Επίσης η 

ποικιλοµορφία του γονιδίου αυτού να οφείλεται σε διαφορετικούς αλληλόµορφους 

του vmp1 γονιδίου, οι οποίοι δίνουν διαφορετικό προφίλ µετά από πέψη του 

προιοντος της PCR TYPH10 f/r µε το περιοριστικό ένζυµο Rsa I. Η πρωτεΐνη που 

εκφράζει το συγκεκριµένο γονίδιο µπορεί πιθανότατα να επηρεάζει το εύρος των 

ξενιστών (αλληλεπίδραση παθογόνου-ξενιστή) ή το εύρος των φορέων 

(αλληλεπίδραση φυτοπλάσµατος-εντόµου) µιας και εδράζεται στη µεµβράνη των 

φυτοπλασµατικών κυττάρων και ένα µέρος της είναι εκτεθειµένο στο εξωτερικό 

περιβάλλον. Το γονίδιο vmp1 χρησιµοποιήθηκε και για την ταξινόµηση του 

φυτοπλάσµατος stolbur σε αµπέλι και διάφορα λαχανικά καταφέρνοντας να 

διαχωρίσει οχτώ διαφορετικά προφίλ πέψης του προϊόντος της PCR στην Ιταλία 

(Murolo et. al., 2010).  
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Στο µέλλον θα ήταν ενδιαφέρον να διερευνηθεί περαιτέρω εάν το γονίδιο 

vmp1 συνδέεται µε το εύρος των ξενιστών και των φορέων του φυτοπλάσµατος που 

προκαλεί την ασθένεια stolbur.  
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Abstract 

The aim of this study was to detect the variability of the vmp1 gene of the 

phytoplasma stolbur group that infect tomato plants in Greece. The vmp1 gene 

encodes a protein of 557 aa which is probably located at the phytoplasma membrane. 

At first a PCR took place with TYPH10 f/r pairs of primmers for the reproduction of a 

large portion of the gene (1450bp). Then followed RFLP analysis (with RsaI 

endonuclease) and 8 different patterns were detected. The geographical distribution of 

each pattern as well as the percentage of each at the total number of the diseased 

plants in each prefecture, differed greatly. The (vmp1/Rsa I) PV1 patern was detected 

at Larissa, Fthiotida, Thessaloniki, Magnesia and Imathia prefectures. PV2 was 

detected in diseased plants from Voiotia, Magnesia, Ileia, Larissa, Karditsa, 

Thesaloniki, Fthiotida and Imathia prefectures. The (vmp1/Rsa I) PV3 was detected at 

Larissa, Evoia, Magnesia Thessaloniki, Viotia, and Imathia prefectures. The 

(vmp1/Rsa I) PV4 located at Fthiotida, Imathia and, Evoia prefectures. The (vmp1/Rsa 

I) PV5 was detected at Thessaloniki prefecture. The (vmp1/Rsa I) PV6 was detected at 

Evoia prefecture. The (vmp1/Rsa I) PV7 was detected at Larissa, Magnesia and 

Fthiotida prefectures. The (vmp1/Rsa I) PV8 was detected at Larissa prefecture. 

Regarding the percentage of each pattern in various prefectures, PV2 was the 

dominant restriction profile at Larissa (47.08%), PV1 was the dominant restriction 

profile at Fthiotida (53.86%), at Thessaloniki (50.02%), Magnesia (41,68%), Imathia 

(40%), PV2 was the dominant restriction profile at Voiotia (66,67%), Ilia and 

Karditsa (100%) and PV4 was the dominant restriction profile at Evoia (61.55%). 
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