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 Σκοπός της εργασίας είναι η ταυτοποίηση και ο µοριακός χαρακτηρισµός των 

φυτοπλασµάτων που προκαλούν την πρώιµη έκπτυξη των φύλλων σε πυρηνόκαρπα 

(δαµασκηνιές, βερικοκιές, αµυγδαλιές, ροδακινιές) της χώρας µας. Τo σύµπτωµα  

αυτό καθώς και µια σειρά άλλων (χλώρωση και καρούλιασµα των φύλλων, 

µεταχρωµατισµός καµβίου, νέκρωση του φυτού) έχουν αναφερθεί σε διάφορα είδη 

του γένους Prunus σε πολλές Ευρωπαϊκές χώρες και έχουν αποδοθεί στο φυτόπλασµα 

‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ που προκαλεί την ασθένεια του Ευρωπαϊκού 

Ίκτερου των Πυρηνοκάρπων, γνωστή διεθνώς ως European Stone Fruit Yellows 

(ESFY). Για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των φυτοπλασµάτων, επιλέχθηκαν οι 

µοριακές µέθοδοι της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης (PCR) µε 

γενικεύµένους εκκινητές για ανίχνευση φυτοπλασµάτων και εξειδιεκευµένους για την 

οµάδα Χ-Β (όπου ανήκει το φυτόπλασµα ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’) 

καθώς και του πολυµορφισµού µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP)   σε τµήµα 

των ριβοσωµικών γονιδίων (rRNAs). Επίσης, η µέθοδος της αλληλούχισης 

(sequencing) στην ίδια περιοχή του γενώµατος κρίθηκε σκόπιµο να συµπεριληφθεί 

για την ταυτοποίηση ώστε οι αλληλουχίες των φυτοπλασµάτων από τα δείγµατα  που 

συλλέχθησαν από διάφορες περιοχές της Ελλάδας να συγκριθούν µε τις αντίστοιχες 

αλληλουχίες  που έχουν καταχωρηθεί στη βάση δεδοµένων EMBL/Genbank. 
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I. Εισαγωγή & Βιβλιογραφική 

Ανασκόπηση 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1 Εισαγωγή 
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Τα φυτοπλάσµατα είναι προκαρυωτικά φυτοπαθογόνα που προσβάλλουν 

πληθώρα φυτών προκαλώντας ασθένειες µεγάλης οικονοµικής σηµασίας σε 

παγκόσµιο επίπεδο  (Bertaccini, 2007; Lee et al., 2000). Χαρακτηρίζονται ως 

υποχρεωτικά παράσιτα των φυτών, όπου διαβιούν στον ηθµό τους και απαιτούν 

έντοµο- φορέα για τη µετάδοσή τους (Whitcomb and Tully, 1989; Hogenhout et al., 

2008). Οι φορείς των φυτοπλασµάτων είναι νύσσοντος- µυζητικού τύπου έντοµα που 

ανήκουν στην τάξη των Ηµιπτέρων (Hemiptera) -Cicadellidae, Fulgoromorpha, 

Psyllidae- (Weintraub and Beanland, 2006). Τα φυτοπλάσµατα αποικίζουν τον ηθµό 

των φυτών καθώς και το στοµάχι, την αιµόλεµφο, τους σιελογόνους αδένες και άλλα 

όργανα των εντόµων- φορέων τους. (Lee et al.,2000).  

Τα φυτά που προσβάλλονται από φυτοπλάσµατα εµφανίζουν µία πλειάδα 

συµπτωµάτων εξαιτίας των διαταραχών στην φυσιολογική ισορροπία των ορµονών ή 

των ρυθµιστών ανάπτυξης τους. Τα συµπτώµατα αυτά περιλαµβάνουν τη χλωρανθία, 

τη φυλλωδία, τη βλαστοµανία, το νανισµό και τη βραχυγονάτωση, τη στειρότητα των 

ανθέων (γιγαντοφθαλµία), τον ίκτερο (κίτρινο, χρυσοκίτρινο ή κόκκινο 

µεταχρωµατισµό των φύλλων κατά θέσεις ή µε οµοιόµορφη παρουσία σε όλο το 

φύλλο), το καρούλιασµα των φύλλων, την παρακµή, τη µείωση της παραγωγής, την 

νέκρωση των προσβεβληµένων φυτών, ενώ εσωτερικά του φυτού παρουσιάζεται 

εκτεταµένη νέκρωση του φλοιού και συχνά σχηµατισµός βοθρίων. Το χρονικό 

διάστηµα που µεσολαβεί από τη µόλυνση των φυτών από τα έντοµα- φορείς έως την 

εµφάνιση των συµπτωµάτων ποικίλλει από λίγες µέρες έως αρκετούς µήνες (6-24), 

αναλόγως  του είδους του φυτοπλάσµατος και του φυτού (Lee et al.,2000; Hogenhout 

et al., 2008). Στα έντοµα –φορείς έχει παρατηρηθεί µείωση της γονιµότητάς  και της 

επιβίωσής τους (Hogenhout et al., 2008). 

Τέλος, όσον αφορά την αντιµετώπισή τους, τα φυτοπλάσµατα έχει βρεθεί ότι 

παρουσιάζουν ευαισθησία στις τετρακυκλίνες, αλλά όχι στην πενικιλίνη (IRPCM 

Phytoplama/ Spiroplasma Working Team- Phytoplasma taxonomy group, 2004). 

 

 

 

 

 

1.2 Μορφολογία και γενοτυπική δοµή φυτοπλασµάτων 
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Όπως ήδη αναφέρθηκε, τα φυτοπλάσµατα είναι προκαρυωτικοί οργανισµοί 

χωρίς κυτταρικό τοίχωµα, γεγονός που τους προσδίδει ευπλαστότητα και έντονο 

πλειοµορφισµό. Τα κύτταρα περιβάλλονται µόνο από κυτοπλασµατική µεµβράνη 

τριών στρωµάτων και όταν το σχήµα τους είναι σφαιρικό, η διαµετρός τους 

κυµαίνεται µεταξύ 220 και 800 µm (Lee et al.,2000). Το γενετικό τους υλικό είναι 

ένα κυκλικό δίκλωνο χρωµοσωµικό DNA µε µικρή περιεκτικότητα σε γουανίνη και 

κυτοσίνη (G+C 23-29% mol), το οποίο περιέχει δύο ριβοσωµικά RNA οπερόνια και 

µικρό αριθµό tRNA γονιδίων (IRPCM Phytoplama/ Spiroplasma Working Team- 

Phytoplasma taxonomy group, 2004; Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006). Το 

µέγεθος του γενώµατος είναι µικρό και κυµαίνεται µεταξύ 530 και 1200 kbp. 

Επιπλέον, έχουν χαρακτηρισθεί ως «η µικρότερη, αυτόνοµη οντότητα που µπορεί να 

αυτό-αντιγράφεται» κατά τον Maniloff (1996). Το Candidatus Phytoplasma 

cynodontis (Λεύκανση των φύλλων της αγριάδας, Bermuda grass white leaf 

phytoplasma) έχει το µικρότερο γένωµα (530 kbp)  που έχει παρατηρηθεί µέχρι 

στιγµής σε ζωντανό οργανισµό (Lee et al., 2000; Bai et al., 2006).  

 

 
Κατά την εξελικτική τους πορεία τα φυτοπλάσµατα υπέστησαν µείωση του 

γενώµατός τους και απώλεια αρκετών γονιδίων που ρυθµίζουν διάφορες µεταβολικές 

διεργασίες (Bai et al., 2006). Η απώλεια των γονιδίων που ελέγχουν την σύνθεση του 

ΑΤΡ, καθώς και τη σύνθεση αµινοξέων και νουκλεοτιδίων είναι ένας από τους πλέον 

πιθανούς λόγους που δεν µπορούµε να τα καλλιεργήσουµε σε τεχνητά θρεπτικά 

υποστρώµατα. Πιθανόν τα φυτοπλάσµατα να προσλαµβάνουν τους παραπάνω 

µεταβολίτες από το πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά περιβάλλον διαβίωσής τους 

εντός των ξενιστών τους, ενώ δεν τους παρέχονταν στα τεχνητά θρεπτικά 

Εικόνα 1.1. Κάθετη τοµή σε ηθµό του 
φυτού αλεξανδρινού προσβεβληµένου 
από φυτόπλασµα. Πολυάριθµα 
φυτοπλασµατικά κύτταρα διακρίνονται 
στα στοιχεία του ηθµού στην πάνω 
σειρά, ενώ το στοιχείο του ηθµού που 
βρίσκεται κάτω αριστερά είναι φανερά 
απαλλαγµένο από φυτοπλασµατικά 
κύταρα (ηλεκτρονική µικροσκοπία 
x6000).  
 
(Πηγή: 
http://www.apsnet.org/education/feature
/poinsettia/ ) 
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υποστρώµατα που έχουν δοκιµασθεί.  Πιθανόν, η αλληλούχιση του γενώµατος 

µερικών ειδών φυτοπλασµάτων να δώσει σηµαντικές πληροφορίες ώστε να 

αποτελέσει οδηγό για παρασκευή κατάλληλων µέσων καλλιέργειας (Oshima et 

al.,2004; Bai et al., 2006; Hogenhout et al., 2008).  

Στους προκαρυωτικούς οργανισµούς, συµπεριλαµβανοµένων και των 

φυτοπλασµάτων, το ριβόσωµα διαχωρίζεται σε µια µεγάλη (50S) και µια µικρή (30S) 

υποµονάδα. Η υποµονάδα 30S περιέχει 21 διαφορετικές πρωτεΐνες και ένα µόριο 

RNA 16S και η υποµονάδα 50S περιέχει 34 διαφορετικές πρωτεΐνες και δύο είδη 

µορίων RNA, ένα 23S και ένα 5S (Stryer, 1995). Τα γονίδια που εκφράζουν αυτά τα 

µόρια RNA του ριβοσώµατος χαρακτηρίζονται ως ριβοσωµικά RNA (rRNA) γονίδια, 

και η διάταξή τους στο γένωµα των φυτοπλασµάτων είναι παρόµοια µε αυτή των 

ευκαρυωτικών κυττάρων, δηλαδή:  5’ 16S rRNA – παρεµβαλλόµενη περιοχή µεταξύ 

γονιδίων (ITS 1) – 23S rRNA- ITS 2- 5S- 3’ όπως απεικονίζονται στο παρακάτω 

σχήµα (Εικόνα 1.2) (Lee et al., 2000). Οι Schneider και Seemuller (1994) διατύπωσαν 

την ύπαρξη δύο rRNA οπερονίων στα φυτοπλάσµατα, δηλαδή την παρουσία δύο 

οµάδων rRNA γονιδίων στο γένωµά τους, οι οποίες είναι ετερογενείς ως ένα βαθµό 

(Schneider and Seemuller, 1994; Liefting et al., 1996) 

 
Εικόνα 1.2. Σχηµατική απεικόνιση της οργάνωσης των ριβοσωµικών γονιδίων στο γονιδίωµα των 

φυτοπλασµάτων. 

 

Η αλληλούχιση της παρεµβαλλόµενης περιοχής µεταξύ των 16/23S rRNA 

γονιδίων (ITS1 -Internal Transcribe Spacer) αποκάλυψε την ύπαρξη αλληλουχίας 

µεταφορικού RNA ισολευκίνης (tRNAile) σε όλα τα φυτοπλάσµατα (Lim  and Sears, 

1989; Kuske et al., 1992). 

 

 

1.3 Ανίχνευση φυτοπλασµάτων 

 

5’ 

16S 23S 5S 

3

tRNAile 

ITS 1 ITS 2 
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 Μέχρι τη δεκαετία του 1980, η ανίχνευση των φυτοπλασµάτων βασίζονταν 

κυρίως στην µακροσκοπική παρατήρηση των συµπτωµάτων, στην επίδραση της 

τετρακυκλίνης και της πενικιλίνης στην εµφάνιση συµπτωµάτων, στη µετάδοση µε 

εµβολιασµό, στην µικροσκοπική παρατήρηση των φυτοπλασµατικών κυττάρων σε 

λεπτές τοµές φυτικών ιστών µετά από χρώση µε DAPI (4,6- διάµινο- φαινυλο- 

ινδόλη) (Lee et al., 2000; Musetti and Favali, 2004). Οι ορολογικές δοκιµές, όπως η 

ΕLISA και η ανοσοπροσροφητική µικροσκοπία αναπτύχθηκαν κυρίως τη δεκαετία 

του 1980 και διαδόθηκαν λόγω της µεγαλύτερης ευαισθησίας τους συγκριτικά µε τις 

έως τότε εφαρµοζόµενες µεθόδους (Lee et al., 2000). Σηµαντικό µειονέκτηµα των 

ορολογικών µεθόδων ήταν η παραγωγή εξειδικευµένου αντιορού µε υψηλό τίτλο 

καθώς και το γεγονός ότι είχαν  χαµηλή ευασθησία ανίχνευσης σε ξυλώδεις ξενιστές, 

λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης και της ανισοκατανοµής των φυτοπλασµάτων στον 

ηθµό των ασθενών φυτών (Seemuller et al., 1998). Επίσης,  στη δεκαετία του 1980 

αναπτύχθηκαν οι µοριακές τεχνικές που βασίζονται στον υβριδισµό των νουκλεικών 

οξέων όπως της σηµειακής εκτύπωσης (Dot blot) και  εκτύπωσης Southern στις 

οποίες χρησιµοποιήθηκαν κλωνοποιηµένα τµήµατα του DNA των φυτοπλασµάτων 

και έγινε φανερό ότι υπάρχει ανταλλαγή γενετικού υλικού µεταξύ των 

φυτοπλασµάτων (Kison et al., 1994; Ko and Lin, 1994; Lee et al., 1998). 

 Στα τέλη της δεκαετίας του 1980 και στις αρχές της δεκαετίας του  1990, η 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (PCR) άρχισε να εφαρµόζεται για τη 

διάγνωση των ασθενειών που οφείλονται σε φυτοπλάσµατα (Lee et al., 1992). Η 

αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης αποτελεί το πιο ευαίσθητο διαγνωστικό 

εργαλείο και επιτρέπει την ανίχνευση των φυτοπλασµάτων σε ιδιαίτερα χαµηλές 

συγκεντώσεις σε σύγκριση µε τις ορολογικές δοκιµές ή µε τις δοκιµές υβριδοποίησης 

του DNA (Lee et al., 2000). Αρχικά, οι εκκινητές που σχεδιάστηκαν βασίστηκαν στις 

αλληλουχίες τυχαίων κλωνοποιηµένων τµηµάτων DNA του γονιδιώµατος και 

χρησιµοποιήθηκαν για την ανίχνευση των φυτοπλασµάτων, ακόµη και σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις στους φυτικούς ιστούς µε αµφισβητούµενα, όµως, αποτελέσµατα. 

Αργότερα, η σχεδίαση γενικευµένων και εξειδικευµένων εκκινητών, µικρών σε 

µέγεθος στην υψηλά συντηρηµένη γενετικά περιοχή του 16S ριβοσωµικού RNA 

γονιδίου έκανε δυνατή την ανίχνευση ενός ευρέως φάσµατος διαφορετικών 

φυτοπλασµάτων (Deng and Hiruki, 1991; Lee  et al., 1992; Schaff et al., 1992; Lee et 

al., 1993a; Goodwin et al., 1994; Harisson et al., 1994; Jaraush et al., 1994; Harisson 

1996). 
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Ακολουθώντας την τάση που επικρατεί στην περιβαλλοντική µικροβιολογία 

να χρησιµοποιούν το οπερόνιο των ριβοσωµικών γονιδίων για τη φυλογενετική 

ταξινόµηση των προκαρυωτικών µικροοργανισµών µε µοριακές µεθόδους, έτσι και 

για την ανίχνευση και κατάταξη των φυτοπλασµάτων µε µοριακές µεθόδους 

(αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης,-PCR-, πολυµορφισµός µήκους τµηµάτων 

περιορισµού, -RFLP-, αλληλούχιση) χρησιµοποιείται αυτή η περιοχή (5’- 16S- ITS1- 

23S- ITS2- 5S- 3’) και ως επί το πλείστον το γονίδιο 16S rRNA. Ο λόγος είναι η 

εναλλαγή συντηρηµένων µε µη συντηρηµένες περιοχές στο γονίδιο 16S rRNA όσο 

και στο υπόλοιπο οπερόνιο, που επιτρέπουν το σχεδιασµό εκκινητων PCR για 

ανίχνευση φυτοπλασµάτων (γενικευµένοι εκκινητές) και για διαχωρισµό τους σε 

οµάδες και είδη (εξειδικευµένοι εκκινητές) (Ahrens and Seemuller, 1992; Davis and 

Lee, 1993; Firrao et al., 1993; Lee et al., 1993b; Lee et al., 1995; Lee et al., 1998). 

Τελευταία εκτός από το γονίδιο 16S rRNA διερευνάται και η δυνατότητα 

χρησιµοποίησης άλλων περιοχών του γονιδιώµατος για ενίσχυση µε PCR µε στόχο 

την ανίχνευση και φυλογενετική κατάταξη των φυτοπλασµάτων, όπως το γονίδιο 23S 

rRNA, η µη εκφραζόµενη περιοχή ITS1 µεταξύ των γονιδίων 16S rRNA και 23S 

rRNA, και τα γονίδια rp, tuf, secA (Hodgetts et al., 2008; Lorenz et al., 1995; Martini 

et al., 2007; Schneider et al., 1995; Smart et al., 1996)  

 Η µέθοδος των RFLPs ενισχυµένων αλληλουχιών του 16S rRNA γονιδίου 

µαζί µε ένα πλήθος ενζύµων, χρησιµοποιήθηκαν αρχικά από τους Lee et al. (1993b) 

και Schneider et al. (1993) για τη διαφοροποίηση των φυτοπλασµάτων. Η τεχνική 

αυτή αποδείχτηκε απλή, πρακτική και αξιόπιστη. Βάση της ανάλυσης των RFLP µε 

τα 15-18 περιοριστικά ένζυµα έχουν προταθεί έως και σήµερα τα διάφορα συστήµατα 

ταξινόµησης των φυτοπλασµάτων, όπως παρουσιάζονται στην ενότητα 1.4. 

 
 

 

 

 

 

 

 

1.4 Ταξινόµηση φυτοπλασµάτων 
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 Πριν το 1967, πολλές φυτοπλασµατικές ασθένειες αποδίδονταν σε ιούς λόγω 

του γεγονότος ότι δεν είχαν αποµονωθεί τα παθογόνα, η µετάδοση του αιτίου γινόταν 

µε έντοµα και τα συµπτώµατά τους ήταν όµοια µε τις ιολογικές ασθένειες (Lee et 

al.,2000). Το 1967, ο Doi και οι συνεργάτες του παροµοίασαν τα κύτταρα που 

εντόπισαν στον ηθµό των φυτών µε µυκοπλάσµατα και ο όρος  MLO (mycoplasma- 

like organisms, οργανισµοί που µοιάζουν µε µυκοπλάσµατα) χρησιµοποιήθηκε 

κατόπιν για την απόδοση του αιτίου πολλών ασθενειών µε συµπτώµατα ίκτερου, 

νανισµού και βλαστοµανίας. Οι Lim και Seers το 1989 πρότειναν την κατάταξη των 

φυτοπαθογόνων MLO’s στη τάξη των Mollicutes και διατύπωσαν τη συγγενική 

σχέση αυτών περισσότερο µε το γένος Acholeplasma spp., παρά µε το γένος 

Spiroplasma spp. ή τα µυκοπλάσµατα των ζωικών οργανισµών. Η φυλογενετική 

ανάλυση βασισµένη στην αλληλούχιση του16S rRNA γονιδίου αποδεικνύει την 

παραπάνω θέση, ότι δηλαδή τα MLO’s αντιπροσωπεύουν ένα ξεχωριστό, 

µονοφυλετικό κλάδο µέσα στην τάξη των  Mollicutes (Εικόνα 1.3) (Gundersen et al., 

1994; Hogenhout, 2008). 

 Μόλις, το 1994 κατά το 10ο ∆ιεθνές Συνέδριο του ∆ιεθνούς Οργανισµού 

Μυκοπλασµάτων ο όρος  «φυτόπλασµα» αντικατέστησε τον όρο MLO’s (Hogenhout 

et al., 2008) και πρόσφατα υιοθετήθηκε ο χαρακτηρισµός γένος (προσωρινό) γνωστό 

µε την ονοµασία ‘Candidatus Phytoplasma’ (IRPCM Phytoplama/ Spiroplasma 

Working Team- Phytoplasma taxonomy group, 2004). Για τη κατάταξη των 

φυτοπλασµάτων στα διάφορα γένη ‘Ca. Phytoplasma’ µεταξύ των κριτηρίων 

ταξινόµησης, έκτος από τα φυλογενετικά χαρακτηριστικά, ελήφθησαν υπόψη και τα 

βιολογικά χαρακτηριστικά καθώς και η οικολογία των οργανισµών (Firrao, et al., 

2005). 

 Βασιζόµενοι στη φυλογενετική ανάλυση του 16S rRNA γονιδίου, οι 

Seemuller et al. (1998) κατέταξαν τα φυτοπλάσµατα σε είκοσι ξεχωριστές οµάδες, 

ενώ οι Lee et al. (2000) σε δεκαέξι που περιλαµβάνουν συνολικά και 41 υποοµάδες. 

Ανάµεσα στα µέλη των υπό- οµάδων οι οµοιότητες της αλληλουχίας του γονιδίου 

16S rRNA κυµαίνονται µεταξύ 95% έως >99%, ενώ για µέλη διαφορετικών οµάδων 

οι οµοιότητες αυτές βρίσκονται στο 88% έως 94% (Lee et al.,2000).  

Το 2005, ο Firrao εισήγαγε τον όρο του φυτοπλασµατικού είδους και 

κατέταξε τα φυτοπλάσµατα σε 26 είδη (ή σύµφωνα µε την παλαιότερη κατάταξη σε 

16 οµάδες). Σύµφωνα µε την Οµάδα Ταξινόµησης των Φυτοπλασµάτων (IRPCM) τα 
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φυτοπλασµατα που παρουσιάζουν οµοιότητες µικρότερες από 97.5% στην 

αλληλουχία του 16S rRNA γονιδίου, κατατάσσονται σε διαφορετικά είδη. Όµως, δύο 

φυτοπλάσµατα που εµφανίζουν οµοιότητα µεγαλύτερη του 97.5% µπορεί να 

αντιπροσωπεύουν και διαφορετικά είδη  όταν εµφανίζουν τα παρακάτω κριτήρια:  

(i) µεταδίδονται µέσω διαφορετικού εντόµου- φορέα, (ii) έχουν διαφορετικό φυσικό 

ξενιστή(-ες) και (iii) υπάρχουν σαφείς ενδείξεις για µοριακή διαφοροποίηση 

(Bertaccini, 2007).  

Βάση της Bertaccini (2007), τα είδη των φυτοπλασµάτων φθάνουν τα 20, στα 

οποία ανήκουν 15 οµάδες και 59 υποοµάδες σύµφωνα µε την παλαιότερη κατάταξη 

(Πίνακας 1.1). Η τελευταία έρευνα που αφορά την κατάταξη των φυτοπλασµάτων 

από τους Wei et al. (2007) του USDA αναφέρει την ύπαρξη 26 ειδών  και 28 οµάδων 

µε 51 υποοµάδες. 
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Εικόνα 1.3. Φυλογενετικό δέντρο του γένους ‘Candidatus Phytoplasma’ βασισµένο στην ανάλυση του 
16S rRNA γονιδίου. (Πηγή: Firrao et al., 2005) 
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Πίνακας 1.1.  Κατάταξη των φυτοπλασµάτων σε 15 οµάδες που περιλαµβάνουν συνολικά 20 είδη, βάση της Bertaccini (2007) 

 

ΦΥΤΟΠΛΑΣΜΑ ΡΙΒΟΣΩΜΙΚΗ ΥΠΟ-ΟΜΑ∆Α 
ΓΕΩΓΡΑΦΙΚΗ 
ΚΑΤΑΝΟΜΗ 

Ίκτερος της αστήρος (Aster yellows) 16SrI  
Ίκτερος της αστήρος 16SrI-A Β. Αµερική 
Ίκτερος της αστήρος ‘Ca .P. asteris’ 16SrI-B Παγκοσµίως 
Φυλλωδία τριφυλλιού  16SrI-C Αµερική, Ευρώπη 
Βλαστοµανία Παυλοβνίας 16SrI-D Ασία 
Νανισµός βακαινίου 16SrI-E Β. Αµερική 
Ίκτερος της αστήρος - στέλεχος βερικοκιάς 16SrI-F Ισπανία 
Ίκτερος της αστήρος - στέλεχος AV976 16SrI-L Γερµανία 
Ίκτερος της αστήρος - στέλεχος AVUT 16SrI-M Γερµανία 
Βλαστοµανία Ιποµοίας της µαύρης 16SrI-N Ταιβάν 
Ίκτερος κρεµµυδιού 16SrI-O Η.Π.Α. 
Παρακµή ή καχεξία της λεύκας της Κροατίας 16SrI-P Κροατία 

Βλαστοµανία αραχίδας (Peanut witche’s broom) 16SrII  

Βλαστοµανία αραχίδας 16SrII-A Ασία 
Βλαστοµανία ‘Κίτρου Λιµεττίας’ ‘Ca. P. aurantifolia’ 16SrII-B Αραβική Χερσόνησος 
Φυλλωδία κουκιών 16SrII-C Αφρική, Ασία 
Ίκτερος µετά τραχύτητας φύλλων Καρικής παπάγυας 16SrII-D Αυστραλία, Αραβική Χερσόνησος 
Ίκτερος του φυτού αγριοζοχιού 16SrII-E Ιταλία 
Φυλλωδία βάµβακος 16SrII-F Αφρική 

Ασθένεια Χ της ροδακινιάς (Peach X disease) 16SrIII  

Ασθένεια Χ της ροδακινιάς ‘Ca. P. pruni’  16SrIII-A Β. Αµερική 
Επάκριος ίκτερος του τριφυλλιού  16SrIII-B Αµερική, Ασία, Ευρώπη 
Έκπτυξη ανθέων υπό µορφή µπουκέτου στο πεκάν 16SrIII-C Η.Π.Α. 
Ίκτερος του φυτού Σολιδάγου η χρυσόβεργα 16SrIII-D Η.Π.Α. 
Νανισµός του φυτού Σπειραίας 16SrIII-E Η.Π.Α. 
Ίκτερος Ασκληπιάδος 16SrIII-F Β. Αµερική 
Βλαστοµανία καρυδιάς 16SrIII-G Η.Π.Α. 
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ΦΥΤΟΠΛΑΣΜΑ ΡΙΒΟΣΩΜΙΚΗ ΥΠΟ-ΟΜΑ∆Α 
ΓΕΩΓΡΑΦΙΚΗ 
ΚΑΤΑΝΟΜΗ 

Έκπτυξη ξυλοφόρων  οφθαλµών της Ευφορβίας της κοµψοτάτης 16SrIII-H Παγκοσµίως 
Ίκτερος της αµπέλου της Βιρτζίνια 16SrIII-I Η.Π.Α. 
Ίκτερος Σέχιου του εδώδιµου 16SrIII-J Βραζιλία 

Νεκρωτικός ίκτερος καρύδας (Coconut lethal yellowing) 16SrIV  

Νεκρωτικός ίκτερος καρύδας ‘Ca. P. palmae’ 16SrIV-A Φλόριδα, Καραϊβική 
Νεκρωτικός ίκτερος καρύδας του Γιουκατάν  16SrIV-B Γιουκατάν (Μεξικό) 
Νεκρωτικός ίκτερος καρύδας της Τανζανίας 16SrIV-C Αφρική 
Ίκτερος Καρλουδοβίνης της φοινικοειδούς 16SrIV-D Μεξικό, Τέξας 
Βλαστοµανία καρυδιάς ‘Ca. P. castaneae’ 16SrIV-E Κορέα 

Ίκτερος της φτελιάς (Elm yellows) 16SrV  

Ίκτερος της φτελιάς  ‘Ca. P. ulmi’ 16SrV-A Β. Αµερική, Ευρώπη 
Βλαστοµανία τζιτζιφιάς  ‘Ca. P. ziziphi’ 16SrV-B Ασία 
Ίκτερος σκλήθρας 16SrV-C Ευρώπη 
Χρυσίζουσα χλώρωση ‘Ca. P. vitis’ 16SrV-D Ευρώπη 
Νανισµός φυτών του γένους Rubus spp. 16SrV-E Ευρώπη 

Βλαστοµανία τριφυλλιού (Clover proliferation) 16SrVI  

Βλαστοµανία τριφυλλιού ‘Ca. P. trifolii’ 16SrVI-A Β. Αµερική 
 16SrVI-B Καναδάς, Φλόριδα 
Φυλλωδία βίνκας του Σουδάν 16SrVI-C Αφρική 

Ίκτερος µελίας (Ash yellows) 16SrVII  

Ίκτερος µελίας ‘Ca. P. fraxini’ 16SrVII-A Αµερική, Ευρώπη 
Βλαστοµανία Ηριγέροντος 16SrVII-B Βραζιλία 

Βλαστοµανία Λούφφας (Loofah witches’ broom) 16SrVIII  

Βλαστοµανία λούφφας 16SrVIII-A  

Βλαστοµανία Καγίανου του ινδικού(Pigeon pea witches’ 
broom) 

16SrIX 
 

Βλαστοµανία Καγιάνου του ινδικού 16SrIX-A Β. Αµερική 
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ΦΥΤΟΠΛΑΣΜΑ ΡΙΒΟΣΩΜΙΚΗ ΥΠΟ-ΟΜΑ∆Α 
ΓΕΩΓΡΑΦΙΚΗ 
ΚΑΤΑΝΟΜΗ 

Βλαστοµανία αµυγδαλιάς ‘Ca. P. phoenicium’ 16SrIX-B Λίβανος 
Παρακµή ή καχεξία φυτών του γένους Ruscus  16SrIX-C Ιταλία 

Βλαστοµανία της µηλιάς (Apple proliferation) 16SrX  

Βλαστοµανία µηλιάς ‘Ca. P. mali’ 16SrX-A Ευρώπη 
Ευρωπαϊκός ίκτερος πυρηνοκάρπων ‘Ca. P. prunorum’ 16SrX-B Ευρώπη 
Παρακµή ή καχεξία αχλαδιάς  ‘Ca. P. pyri’ 16SrX-C Ευρώπη, Β. Αµερική 
Βλαστοµανία σπάρτου ‘Ca. P. spartii’ 16SrX-D Ιταλία, Ισπανία 

Κίτρινος νανισµός του ρυζιού (Rice yellow dwarf) 16SrXI  

Κίτρινος νανισµός του ρυζιού ‘Ca. P. oryzae’ 16SrXI-A Ασία 
Λεύκανση φύλλων του ζαχαροκάλαµου 16SrXI-B Ασία 
Στέλεχος µεταδιδόµενο µε τζιτζικάκια- BVK 16SrXI-C Γερµανία 

Stolbur 16SrXII  

Stolbur ‘Ca. P. solani’ 16SrXII-A Ευρώπη, Β. Αµερική 
Ίκτερος της αµπέλου Αυστραλίας ‘Ca. P. australiense’ 16SrXII-B Αυστραλία 

Χλωρανθία βίνκας του Μεξικό(Mexican periwinkle virescence) 16SrXIII  

Χλωρανθία  βίνκας του Μεξικό  16SrXIII-A Μεξικό 
Πρασίνισµα πετάλων της φράουλας 16SrXIII-B Φλόριδα 

Λεύκανση φύλλων αγριάδας (Bermudagrass white leaf) 16SrXIV  

Λεύκανση φύλλων αγριάδας ‘Ca. P. cynodontis’ 16SrXIV-A Ασία, Ιταλία 

Βλαστοµανία Ιβίσκου (Hibiscus witches’ broom) 16SrXV  

Βλαστοµανία Ιβίσκου ‘Ca. P. brasilense’ 16SrXV-A Βραζιλία 
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1.5 Φυτοπλάσµατα που προσβάλλουν τα Πυρηνόκαρπα 

 

 Όπως έχει αποδειχθεί τα τελευταία χρόνια, τα φυτοπλάσµατα είναι το αίτιο 

πολλών ασθενειών των πυρηνοκάρπων που έχουν παρατηρηθεί σε χώρες της 

Αµερικής, της Ευρώπης και της Μεσογειακής ζώνης. Στη Β. Αµερική (Καναδάς, 

Η.Π.Α.) είναι επικρατέστερη η ασθένεια Χ (Χ- disease) σε κερασιές και ροδακινιές 

µε συµπτώµατα ίκτερου και καρουλιάσµατος των φύλλων και το φυτόπλασµα που 

την προκαλεί ανήκει στην 16SrIII-A οµάδα (Lee 1992; EPPO/CABI, 1997). Στην 

Ευρώπη, η κυριότερη φυτοπλασµατική ασθένεια των πυρηνοκάρπων είναι ο 

Ευρωπαϊκός Ίκτερος των Πυρηνοκάρπων (ΕSFY) που αποδίδεται στο παθογόνο ‘Ca. 

P. prunorum’ που ανήκει στη 16SrX-Β οµάδα (Seemuller et al., 1998; Seemuller and 

Schnaider, 2004). Tα συµπτώµατα και οι ξενιστές της συγκεκριµένης ασθένειας 

αναλύονται εκτενέστερα στη παράγραφο 1.6. Επίσης, µόλις το 2007 υπήρξε η πρώτη 

αναφορά της ασθένειας Χ στην Ευρώπη, και συγκεκριµένα σε δύο δέντρα κερασιάς 

στη Β. Ιταλία (Landi et al., 2007). 

 Σε έρευνες των Paltineiri et al. (2001) βρέθηκαν ότι φυτοπλάσµατα των 

οµάδων 16Sr X-A, I και XII-A προσβάλλουν δέντρα ροδακινιάς και των οµάδων Ι-Β, 

Χ-C, XII-A και ΙΙΙ δέντρα κερασιάς. Επιπροσθέτως, το φυτόπλασµα που προκαλεί 

την ασθένεια ‘βλαστοµανίας της µηλιάς’, συγγενές είδος του  ‘Ca. P. prunorum’ 

(οµάδα 16S rX-A), αποδείχτηκε κατά τους Mehle et al. (2007) ότι προσβάλλει και 

την κερασιά και τη δαµασκηνιά. Πρόσφατα, µία νέα φυτοπλασµατική ασθένεια της 

αµυγδαλιάς και της ροδακινιάς αναφέρθηκε από τους Verdin et al. (2004). H 

ασθένεια αυτή µε συµπτώµατα βλαστοµανία και ταχεία παρακµή των δέντρων 

εντοπίστηκε σε οπωρώνες της Μεσογειακής ζώνης του Λιβάνου και του Ιράν και 

αποδόθηκε στο φυτόπλασµα  ‘Candidatus Phytoplasma phoenicium’ της οµάδας 

16SrIX-A. Τέλος, σε κερασιές της Λιθουανίας ανιχνεύτηκε η παρουσία ενός νέου 

είδους φυτοπλάσµατος το οποίο προκαλεί συµπτώµατα πρώιµης έκπτυξης 

βλαστοφόρων οφθαλµών και µικροφυλλίας των δέντρων. Η νέα αυτή ασθένεια που 

ονοµάστηκε και ασθένεια της µικροφυλλίας της κερασιάς (cherry little leaf, ChLL) 

ταξινοµήθηκε σε µια νέα υποοµάδα της οµάδας 16SrI, την 16SrI-Q (Valiunas et al., 

2009).  
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1.6 Ευρωπαϊκός Ίκτερος των Πυρηνοκάρπων  

 

 1.6.1 Εύρος ξενιστών και συµπτώµατα 

Η ασθένεια των πυρηνοκάρπων, που σήµερα ονοµάζεται Ευρωπαϊκός  

Ίκτερος των Πυρηνοκάρπων (European Stone Fruit Yellows- ESFY) παρατηρήθηκε 

αρχικά το 1924 σε βερικοκιές της Γαλλίας και έπειτα σε δαµασκηνιές της Ιταλίας 

(Jaraush et al., 2000a). Λόγω της πληθώρας των συµπτωµάτων και των ξενιστών, της 

αποδόθηκαν αρχικά διάφορες ονοµασίες όπως ‘χλωρωτικό καρούλιασµα των φύλλων 

της βερικοκιάς’ (apricot chlorotic leaf roll- ACLR) (Morvan, 1977), ‘λεπτονέκρωση 

της δαµασκηνιάς’ (plum leptonecrosis- PLN) (Giunchedi et al., 1978), ‘ίκτερος της 

ροδακινιάς’ (Poggi Pollini et al., 1993), ‘ροζέτα της ροδακινιάς’ (Marcone et al., 

1995), καθώς και ‘παρακµή της αµυγδαλιάς, της κερασιάς και της δαµασκηνιάς’ 

(Dosba et al., 1991). Μέχρι σήµερα έχει αναφερθεί σε πολλές χώρες της 

Μεσογειακής ζώνης και των Βαλκανίων και πιο συγκεκριµένα στις Αλβανία, 

Αυστρία, Βουλγαρία, Τσεχία, Αγγλία, Γαλλία, Γερµανία, Ελλάδα, Ουγγαρία, Ιταλία, 

Ρουµανία, Σλοβενία, Ισπανία, Ελβετία και Τουρκία (Carraro and Osler, 2009). Στην 

Ελλάδα τα συµπτώµατα της ασθένειας περιγράφηκαν αρχικά σε δενδροκοµεία 

ροδακινιάς και βερικοκιάς στη Μακεδονία, το 1970 (Agrios, 1971) καθώς και 

αργότερα από τους Ρούµπο Ι. και Τσιαλή ∆. (Tsialis and Rumbos, 1980). 

Στο εύρος των ξενιστών συµπεριλαµβάνονται όλα τα φυτά τους γένους 

Prunus, αλλά µεγαλύτερη ευαισθησία παρουσιάζουν τα είδη P. armeniaca 

(βερικοκιά) και P. salicina (ιαπωνικές ποικιλίες δαµασκηνιάς) (Lorenz et al., 1994). 

Οι ευρωπαϊκές ποικιλίες της δαµασκηνιάς (P. domestica) είναι γενικά ανθεκτικές 

στην ασθένεια, κατά τον Carraro et al. (1998a), αλλά σύµφωνα µε τον Jarausch et al. 

(2000b) µερικές ποικιλίες εµφανίζουν ήπια συµπτώµατα και χαµηλά ποσοστά 

θνησιµότητας. Ωστόσο, η κερασιά (P. avium) και διάφορα συγγενή της είδη (P. 

mahaleb, P. padus, P. spinosa, P. tomentosa, P. cerasifera) παρουσιάζουν 

ανθεκτικότητα στον Ευρωπαϊκό Ίκτερο των Πυρηνοκάρπων (Carrao et. al., 2002; 

Jarausch et al., 1999), ενώ σε καλλιέργειες ροδακινιάς έχει αναφερθεί ότι η ασθένεια 

δεν είναι και τόσο διαδεδοµένη (Poggi Pollini et al., 2001).  Επιπλέον, το παθογόνο 

αίτιο έχει ανιχνευθεί µε µοριακές τεχνικές στα φυτά Fraxinus excelsior, Rosa canina, 

Celtis australis, Corylus avellana (Jarausch et al., 1998). 
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 Τα συµπτώµατα του Ευρωπαϊκού Ίκτερου των Πυρηνοκάρπων όπως 

αναφέρονται από τον Ευρωπαϊκό Οργανισµό Φυτοπροστασίας (ΕPPO/CABI, 1997) 

µπορούν να εντοπιστούν καθ’ όλη τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου. Τα 

συνηθέστερα αυτών είναι η πρώιµη έκπτυξη των βλαστοφόρων οφθαλµών 

(προγενέστερη της έκπτυξης των ανθέων) (εικόνα 1.5 α), χλώρωση και καρούλιασµα 

των φύλλων (Εικόνα 1.5 γ), πρώιµη καρπόπτωση, αυξηµένη ευαισθησία στον παγετό, 

µεταχρωµατισµός του καµβίου (Εικόνα 1.5 β), νεκρώσεις του φλοιού, βοθρίωση του 

κορµού και των χονδρών ριζών και απότοµη ή αργή νέκρωση του φυτού, εξαρτώµενη 

από τις επικρατούσες καιρικές συνθήκες. 

Εξαιτίας της εµφανούς οικονοµικής συνέπειας από τα παραπάνω συµπτώµατα 

ο Ευρωπαϊκός  Ίκτερος των Πυρηνοκάρπων έχει καταγραφεί ως παθογόνο 

καραντίνας και βρίσκεται στο νούµερο 142 της Α2 λίστας του ΕΡΡΟ (ΕPPO/CABI, 

1997). 

 

 

 
 

Εικόνα 1.4. Εξάπλωση του φυτοπλάσµατος ‘Ca. P. prunorum’ σύµφωνα µε τον Ευρωπαϊκό Οργανισµό 

Φυτοπροστασίας. Στην Ελλάδα φαίνεται ότι έχει περιορισµένη διάδοση. (πηγή: ΕPPO/CABI, 1997).  
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                               (α)                                                                             (β) 

 

         

                                    (γ)                                                                            (δ) 

Εικόνα 1.5 (α) Πρώιµη έκπτυξη των βλαστοφόρων οφθαλµών σε δέντρο αµυγδαλιάς. Το σύµπτωµα 

εντοπίζεται εδώ σε ένα µόνο βραχίονα στην αριστερή πλευρά του δέντρου που φέρει τα νεαρά φύλλα 

(Πηγή: EPPO gallery, http://photos.eppo.org/index.php/image/829-phyp16-01),  

(β) Καστανός µεταχρωµατισµός και νέκρωση του καµβίου σε βλαστό Πυρηνόκαρπου (Πηγή: EPP0 

gallery, http://photos.eppo.org/index.php/image/830-phyp16-02),  

(γ) Χαρακτηριστικό σύµπτωµα χλώρωσης και καρουλιάσµατος των φύλλων σε βλαστό βερικοκιάς 

(Πηγή: EPPO gallery, http://photos.eppo.org/index.php/image/831-phyp16-03),  

(δ) Αρσενικό (πάνω) και θηλυκό (κάτω) άτοµο του εντόµου Cacopsylla pruni, φορέα της ασθένειας του 

Ευρωπαϊκού Ικτέρου των Πυρηνοκάρπων (Πηγή: www.padil.gov.au/viewPest.aspx?id=617).  
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1.6.2  Το παθογόνο αίτιο 

 

Το παθογόνο αίτιο της ασθένειας ESFY είναι το φυτόπλασµα µε προσωρινό 

όνοµα ‘Candidatus Phytoplasma prunorum’ (Seemuler and Schneider, 2004) που 

κατά τους Seemuller et al. (1998) ανήκει στην οµάδα Χ και συγκεκριµένα στην Χ –Β 

υπο-οµάδα κατά τους Lee et al. (2000). Στην παραπάνω οµάδα ανήκουν και τα 

φυτοπλάσµατα της βλαστοµανίας της µηλιάς (Ca. P. mali, υπο-οµάδα Χ-Α) και της 

παρακµής της αχλαδιάς (Ca. P. pyri, υπο-οµάδα X-C). Τα τρία φυτοπλάσµατα 

διαφέρουν µεταξύ τους σε ποσοστό µικρότερο του 2,5% στην αλληλουχία του 

γονιδίου 16S rRNA (Seemuller and Schneider, 2004). Η αποµόνωση ESFY-G1 

αποτελεί αποµόνωση αναφοράς του ESFY, της οποίας το γένωµα είναι 630 kbp σε 

µέγεθος (Firrao et al., 2005). 

Η σύγκριση της αλληλουχίας του 16S rRNA γονιδίου του φυτοπλάσµατος, 

που προκαλεί την ασθένεια ESFY, µε αυτές άλλων φυτοπλασµάτων που ανήκουν 

στην 16S-X οµάδα, έδειξε ότι υπάρχουν περιοχές του γονιδίου που είναι 

χαρακτηριστικές για το συγκεκριµένο φυτόπλασµα, απουσιάζουν από τους άλλους 

προκαρυωτικούς οργανισµούς και το διαχωρίζουν από τα άλλα φυτοπλάσµατα της 

ίδιας οµάδας. Πιο συγκεκριµένα οι περιοχές αυτές είναι η 159-180 µε αλληλουχία 5’-

TGAAGTTTTGAGGCATCTCGAA-3’ και η 1393-1409 µε αλληλουχία 5’-

AATACCCGAAACCAGTA-3’ (Seemuller and Schneider, 2004). 

Τέλος, στο γονιδίωµα του παθογόνου υπάρχουν δύο ριβοσωµικά RNA 

οπερόνια τα οποία δεν συνδέονται µεταξύ τους (Marcone and Seemuller, 2001) και 

κατά τους  Seemuller και Schneider  (2004) το 16S rRNA γονίδιο απoτελείται  από 

1521 νουκλεοτίδια, ενώ η ΙΤS1 περιοχή µεταξύ του 16S και 23S από  210. 

Η µετάδοση του ‘Ca. P. prunorum’ µπορεί να γίνει µέσω του εντόµου φορέα 

Cacopsylla pruni Scopoli ή µέσω του εµβολιασµού (Carraro et al., 2001, Carraro et 

al., 2004). 

Όσον αφορά το έντοµο Cacopsylla pruni Scopoli (Εικόνα 1.4 δ), αναφέρεται 

µέχρι στιγµής ως ο µοναδικός φορέας του ‘Ca. P. prunorum’ και έχει εντοπιστεί στην 

Ιταλία (Carraro et al., 1998b), στη Γαλλία (Jarausch et al., 2001), στην Ισπανία 

(Lavina et al., 2004), στην Ελβετία (Ramel et al., 2001), στη Τσεχία (Fialova et al., 

2004) και στη Βοσνία- Ερζεγοβίνη (Delic et al., 2005).  
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Βέβαια σε πρόσφατη έρευνα αναφέρθηκε η ύπαρξη φυτοπλασµατικού DNA 

του είδους ‘Ca. P. prunorum’ σε 3 ενήλικα άτοµα C. peregrinα και 2 ενήλικα άτοµα 

C. affinis σε οπωρώνες της ΒΑ Ιταλίας. (Tedeschi et al., 2009). 

 Σχετικά µε την επιδηµιολογία της ασθένειας αναφέρεται ότι σε νέους 

οπωρώνες τα πρώτα 4-5 χρόνια µόλις το 1-3% των δέντρων ασθενούν και είναι 

δύσκολο να εντοπιστούν. Με την πάροδο του χρόνου η ετήσια αύξηση της 

προσβολής έχει υπολογισθεί ότι κυµαίνεται µεταξύ 1-20%. Πολλές αναφορές 

υπάρχουν, επίσης, για απώλειες δέντρων σε ποσοστό 60% έπειτα από 10-15 χρόνια. 

Τέλος, οι νέες προσβολές  εντοπίζονται σε γειτονικά δέντρα ή κατά µήκος του ορίου 

του οπωρώνα (Seemuller and Foster, 1995). 
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II. Υλικά & Μέθοδοι 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.1 Φυτικό Υλικό   
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 Η συλλογή των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε µε κριτήριο την πρόωρη 

έκπτυξη βλαστοφόρων οφθαλµών την αρχή της άνοιξης (Μάρτιος) του 2009 σε 

καλλιέργειες πυρηνοκάρπων (Εικόνες 2.1.1- 2.1.4). Συνολικά, συλλέχτηκαν δείγµατα 

από 70 δέντρα και πιο συγκεκριµένα από 22 δέντρα αµυγδαλιάς (Prunus amygdalus), 

40 δέντρα δαµασκηνιάς (Prunus salicina και αδιευκρίνιστου είδους), 6 δέντρα 

βερικκοκιάς (Prunus armeniaca) και 2 δέντρα ροδακινιάς (Prunus persica). Τα 

δείγµατα δαµασκηνιάς που συλλέχτηκαν στους νοµούς Ηµαθίας και Πέλλας και ένα 

µέρος των δειγµάτων από τη Μαγνησία συγκαταλέγονται στις Ιαπωνικές ποικιλίες 

δαµασκηνιάς (Prunus salicina), ενώ για τα υπόλοιπα δείγµατα που προέρχονται από 

τους νοµούς Μαγνησίας και Καρδίτσας δεν είναι απόλυτα γνωστή η ποικιλία τους.  Η 

δειγµατοληψία έλαβε χώρα σε διάφορες περιοχές της Ελλάδος και το κάθε δείγµα 

περιλάµβανε τουλάχιστον δύο ετήσιους βλαστούς µε συµπτώµατα (Πίνακας 2.1.1). 

Μετά την αποµόνωση του ηθµού των βλαστών, ακολουθούσε η αποθήκευση τους 

στους -800 C, έως ότου γινόταν η µετέπειτα επεξεργασία του. 

 

Πίνακας 2.1.1.  Αριθµός και είδος δειγµάτων που συλλέχθηκαν από διαφορετικές 

γεωγραφικές περιοχές 

Είδος φυτού 
Αριθµός δειγµάτων 

Νοµός 
ΣΥΝΟΛΟ Με συµπτώµατα Χωρίς συµπτώµατα 

δαµασκηνιά 

(Prunus salicina) 
35 

15 1 Ηµαθίας 

10 1 Πέλλας 

8 - Μαγνησίας 

δαµασκηνιά 

(αδιευκρίνιστο είδος) 
5 

3 1 Μαγνησίας 

1 - Καρδίτσας 

βερικοκιά 

(Prunus armeniaca) 
6 

1 1 Μαγνησίας 

2 - Κορινθίας 

2 - Ηλείας 

αµυγδαλιά 

(Prunus amygdalus) 
22 

8 2 Μαγνησίας 

7 1 Κορινθίας 

4 - Λαρίσης 

ροδακινιά 

(Prunus persica) 
2 2 - Μαγνησίας 

ΣΥΝΟΛΟ 70 64 6  
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Εικόνα 2.1.1 ∆έντρο δαµασκηνιάς µε εµφανή το σύµπτωµα της πρώιµης έκπτυξης των 

φυλλοφόρων οφθαλµών (αριστερά), σε σύγκριση µε δέντρο που έχει φυσιολογική έκπτυξη 

των ανθοφόρων οφθαλµών (δεξιά). 

 

 

Εικόνα 2.1.2 Οπωρώνας µε δαµασκηνιές απ’ όπου πραγµατοποιήθηκε δειγµατοληψία την 

εποχή της έκπτυξης των ανθοφόρων οφθαλµών πυρηνοκάρπων, όπου στο κέντρο µπορεί να 

διακριθεί δέντρο µε το σύµπτωµα της πρώιµης έκπτυξης των φυλλοφόρων οφθαλµών. 
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Εικόνα 2.1.3 Βλαστός δαµασκηνιάς που φέρει πρώιµη έκπτυξη φύλλων, πριν τη φυσιολογική 

έκπτυξη των ανθέων. 

 

Εικόνα 2.1.4. ∆έντρο δαµασκηνιάς µε εµφανές το σύµπτωµα της πρώιµης έκπυξης των 

φύλλων σε ένα τµήµα του, ενώ το υπόλοιπο ανθοφορεί φυσιολογικά.
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2.2 Αποµόνωση ολικού DNA από πυρηνόκαρπα 

 

Η αποµόνωση του DNA από τον ηθµό των προσβεβληµένων φυτών έγινε 

βάσει το  πρωτοκόλλου  που περιγράφεται από τους Maixner et al. (1995). 

 

 Πέντε ml ρυθµιστικού διαλύµατος ΤΕXDir (2% CTAB, 1,4 m NaCl, 20 mM 

EDTA, pH 8.0, 100 mM TrisHCl, pH 8.0, 2% PVP 25) προστέθηκαν στο δείγµα 

(ξύσµατα ηθµού βάρους 1 g) µέσα σε σακουλάκια τύπου ELISA (BIOREBA, 

Switzerland), και ακολούθησε οµογενοποίησή τους µε τη βοήθεια οµογενοποιητή 

χειρός (BIOREBΑ). Έπειτα, 2 ml από το χυµό που προέκυψε µεταφέρθηκαν σε 

σωλήνα τύπου Eppendorf® χωρητικότητας 2 ml και ακολούθησε φυγοκέντρηση για 4 

λεπτά (2200 g). Στη συνέχεια, 1 ml της υγρής φάσης επώαστηκε σε υδατόλουτρο 

θερµοκρασίας 65 0C για 30- 60 min. Ακολούθησε καθαρισµός του δείγµατος µε τη 

χρήση µίγµατος χλωροφορµίου: ισοαµυλικής αλκοόλης -CIA- (24:1) [96% (v/v) 

chloroform, 4% (v/v) isoamylalocohol], ως εξής: προστέθηκαν 1 ml µίγµατος CIA 

και ακολούθησε καλή ανάδευση ώστε το µίγµα να πάρει µορφή γαλακτώµατος. Στη 

συνέχεια το δείγµα φυγοκέντρηθηκε στα 19000 g για 5 min και παραλήφθηκε η 

υδατική φάση (περίπου 800 µl). Στην υδατική φάση προστέθηκε κρύα ισοπροπανόλη 

(640 µl) όπου ακολούθησε  γρήγορη ανάδευση (vortex) και το µίγµα επωάστηκε σε 

θερµοκρασία δωµατίου για 15 min, ώστε να πραγµατοποιηθεί η συµπύκνωση του 

DNA. Στη συνέχεια, το δείγµα φυγοκεντρήθηκε στα 19000 g για 15 min και σε 

θερµοκρασία 4 0C, έγινε απόρριψη της υπερκείµενης υδατικής φάσης και το ίζηµα 

ξεπλύθηκε µε 70% αιθανόλη (EtOH) (προσθήκη 500 µl EtOH 70%, φυγοκέντρηση 

στα 19000g για 10 min σε θερµοκρασία 4 0C και αποµάκρυνση της αιθανόλης). 

Κατόπιν σύντοµης παραµονής σε θερµοκρασία δωµατίου για να εξατµιστεί πλήρως η 

ΕtOH, το ίζηµα επαναδιαλύθηκε σε 100 µl αποστειρωµένου απιονισµένου νερού 

(sdiH2O) και αποθηκεύτηκε στους -20 0C.  
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Εικόνα 2.2.1. Οµογενοποιητής χειρός και σακουλάκια τύπου ELISA (BIOREBA) που χρησιµοποιήθηκαν       

στην οµογενοποίηση του φυτικού ιστού κατά την αποµόνωση του DNA βάση του πρωτοκόλλου Maixner 

(Πηγή: http://www.bioreba.ch/?idpage=2&CatID=2&ProduktID=114.01).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
21/09/2024 01:19:23 EEST - 18.225.92.225



 - 32 -

2.3 Ανίχνευση φυτοπλασµάτων µε  αλυσιδωτή αντίδραση της 

πολύµεράσης (PCR) 

 

2.3.1 Επιλογή της προς ενίσχυση περιοχής 

 

Όπως ήδη αναφερθήκαµε στην εισαγωγή, το οπερόνιο των ριβοσωµικών 

γονιδίων 5’-16S-ITS1- 23S- ITS2- 5S-3’και κυρίως το 16S rRNA γονίδιο είναι η 

περιοχή του γονιδιώµατος που χρησιµοποιείται ευρέως για την ανίχνευση και το 

διαχωρισµό των φυτοπλασµάτων µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της 

πολυµεράσης (PCR).   

 

2.3.2 Επιλογή εκκινητών 

 

Η επιλογή των εκκινητών έγινε βάση της υπάρχουσας βιβλιογραφίας για την 

ανίχνευση των φυτοπλασµάτων µε PCR. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκαν τα εξής 

ζεύγη εκκινητών: P1/P7, R16F2n/R16R2, fU5/rU4 και ECA1/ECA2 (Πίνακας 2.2.1). 

Από το πρώτο ζεύγος των εκκινητών, ο Ρ1 υβριδίζει στην αρχή του 16S rRNA 

γονιδίου και ο Ρ7 στην αρχή του 23S rRNA γονιδίου. Το τµήµα του DNA που 

ενισχύεται µε τη χρήση του συγκεκριµένου ζεύγους είναι 1800 bp και περιλαµβάνει 

σχεδόν όλο το 16S rRNA γονίδιο, την ITS1 περιοχή και ένα µικρό τµήµα του 23S 

rRNA. Τα δύο επόµενα ζεύγη (R16F2n/R16R2 και fU5/rU4), που µαζί µε το Ρ1/Ρ7 

αποτελούν τους γενικευµένους εκκινητές, υβριδίζουν στο 16S rRNA γονίδιο και 

ενισχύουν ένα µεγάλο µέρος αυτού, όπως φαίνεται και στην Εικόνα 2.2.2. To ζεύγος 

ECA1/ECA2 είναι εξειδικευµένοι εκκινητές για την ανίχνευση του ΕSFY. 

Σχεδιάστηκαν από τους Jarausch, et al. (2000) µετά από αλληλούχιση ενός τµήµατος 

1800 bp του γονιδιώµατος, που περιλαµβάνει ένα υποθετικό γονίδιο 

νιτρορεδουκτάσης, µια µη εκφραζόµενη περιοχή και µέρος ενός ανοιχτού πλαισίου 

ανάγνωσης (ORF, open reading frame) µε άγνωστη λειτουργία. Οι ECA1, ECA2 

υβριδίζουν εντός της περιοχής αυτής και ενισχύουν ένα µικρό τµήµα αυτής, 237 

ζευγών βάσεων, όπως παρουσιάζεται και στην εικόνα 2.2.3. 
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Πίνακας 2.2.1. Τα ζεύγη των εκκινητών (ίδιο χρώµα) που χρησιµοποιήθηκαν στην ενίσχυση τµηµάτων του DNA των φυτοπλασµάτων, η αλληλουχία τους, η θερµοκρασία 

υβριδισµού (Τm) του κάθε εκκινητή και το αναµενόµενο µέγεθος του προϊόντος της PCR για κάθε ζεύγος. 

 

Εκκινητές Στόχος Αλληλουχία (5'- 3') Tm (0C) 
Μέγεθος 

προιόντος  
Αναφορά 

P1 
16S rRNA- 

ITS- 
23SrRNA 
(µερικώς) 

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT 
57 

1800 bp 
Deng and Hiruki, 1991; Smart et al., 
1996 

P7 
CGTCCTTCATCGGCTCTT 

47 

R16F2n 
16S rRNA  

GAAACGACTGCTAAGACTGG  59 
1248 bp Gundersen et al., 1996; Lee et al., 1993b 

R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG  68 

rU4 
16S rRNA 

 GAAGTCGAGTTGCAGATTC 55 
942 bp Ahrens and Seemuller, 1992 

fU5  CGGCAATGGAGGAAACT 47 

ECA1 µη 
ριβοσωµική 

περιοχή   

AATAATCAAGAACAAGAAGT 49 
237 bp Jaraush et al, 2000a 

ECA2 GTTTATAAAAATTAATGACTC 45 
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Εικόνα 2.2.2. Απεικόνιση της θέσης των εκκινητών στο οπερόνιο των ριβοσωµικών γονιδίων των 

φυτοπλασµάτων καθώς και το µήκος των προϊόντων της κάθε αντίδρασης PCR. 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.2.3. Σχηµατική αναπαράσταση της  περιοχής του γονιδιώµατος που αλληλουχήθηκε από τους 

Jarausch et al. (2000) του φυτοπλάσµατος που προκαλεί την ασθένεια ‘σκούπα της µάγισσας’ της µηλιάς 

(16Sr X-A), των θέσεων που υβριδίζουν οι εκκινητές ECA1, ECA2, καθώς και του µήκους των προϊόντων 

της PCR. Τα χρωµατιστά πλαίσια υποδηλώνουν τρία θεωρητικά ORF (ανοιχτά πλαίσια 

ανάγνωσης).(Προσαρµογή από: Jarausch et al. 2000a). 

 

 

ORF 1 ORF 2 ORF 3 

nt 0 
nt 1812 

ECA1/ECA2 

237 bp 

R16F2n/ R16R2 

3’ 5’ 

16S rRNA 
ITS 

23S rRNA  

P1/P7 
1800 bp 

1248 bp 

fU5/ rU4 
942 bp 
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2.3.3 Συνθήκες Αντίδρασης 

 

Εκτός των δειγµάτων που προαναφέρθηκαν σε κάθε αντίδραση 

συµπεριλαµβάνονταν ένας θετικός µάρτυρας (το πρώτο δείγµα που έδωσε θετική 

αντίδραση), καθώς και ένα υγιές φυτό και ένα δείγµα χωρίς DNA ως αρνητικοί 

µάρτυρες. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε µικροσωληνίσκους PCR 0.2 ml 

(Greiner bio-one) και o συνολικός όγκος της αντίδρασης ήταν 50 µl. Τα αντιδρώντα 

διαλύµατα 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 (5,000 units/ml), (M0273S, NEB), 1 µl 

DNA και 36.5 µl αποινισµένου- αποστειρωµένου νερού. Στη συνέχεια, οι 

µικροσωληνίσκοι τοποθετήθηκαν σε θερµοκυκλοποιητή (Mastercycle Eppendorf) 

όπου και επωάστηκαν σύµφωνα µε τα παρακάτω στάδια αντίδρασης : 

 

� Για το ζεύγος των Ρ1/Ρ7 εκκινητών οι συνθήκες θέρµανσης/ψύξης της 

αντίδρασης ήταν οι εξής: 

Στάδιο I. Αρχική αποδιάταξη του DNA: επώαση του µίγµατος της αντίδρασης 

στους 94  0C για 2 min.  

Στάδιο II. Μετουσίωση του DNA: επώαση του µίγµατος αντίδρασης στους  94  0C 

για 10sec. 

Στάδιο III. Υβριδισµός των εκκινητών: επώαση στους 50 0C για 20 sec και 

ακολουθεί δεύτερη επώαση στους 600C για 20 sec. 

Στάδιο IV. Πολυµερισµός των νέων µορίων DNA: επώαση στους 72 0C για 2min. 

Τα στάδια II, III, IV επαναλαµβάνονται 25 φορές.  

 

� Για το ζεύγος R16F2n/R16R2 οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν: 

Στάδιο I. Επώαση του µίγµατος της αντίδρασης στους 94  0C για 2 min.  

Στάδιο II. Επώαση του µίγµατος αντίδρασης στους  94  0C για 10sec. 

Στάδιο III. Επώαση στους 53 0C για 20 sec 

Στάδιο IV.  Επώαση στους 72 0C για 3 min 

Τα στάδια II, III, IV επαναλαµβάνονται 25 φορές 

 

� Για το ζεύγος fU5/rU4 οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν: 

Στάδιο I. Επώαση του µίγµατος της αντίδρασης στους 95  0C για 1 min. 
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Στάδιο II. Επώαση του µίγµατος αντίδρασης στους  95  0C για 15 sec 

Στάδιο III. Επώαση στους 55 0C για 20 sec 

Στάδιο IV.  Επώαση στους 72 0C για 45 sec 

Τα στάδια II, III, IV επαναλαµβάνονται 40 φορές και η αντίδραση ολοκληρώθηκε µε 

µια τελευταία επώαση στους 72 0C για 4 min, για τη συµπλήρωση τυχόν ηµιτελών 

αλυσίδων. 

 

� Για το ζεύγος ECA1/ECA2 οι συνθήκες της αντίδρασης ήταν: 

Στάδιο I. Επώαση του µίγµατος της αντίδρασης στους 95  0C για 1 min. 

Στάδιο II. Επώαση του µίγµατος αντίδρασης στους  95  0C για 15 sec 

Στάδιο III. Επώαση στους 55 0C για 20 sec 

Στάδιο IV.  Επώαση στους 72 0C για 30 sec 

Τα στάδια II, III, IV επαναλαµβάνονται 40 φορές και η αντίδραση ολοκληρώθηκε µε 

µια τελευταία επώαση στους 72 0C για 4 min, για τη συµπλήρωση τυχόν ηµιτελών 

αλυσίδων. 

 

 

2.3.4 Οριζόντια ηλεκτροφόρηση 

 

Τα προϊόντα της PCR αναλύθηκαν µε ηλεκτροφόρηση σε πήγµα αγαρόζης 

1,05% σε ρυθµιστικό διάλυµα 1x ΤΒΕ (5,4 g Tris base, 2,75 g βορικού οξέος, 0,5 

EDTA pH 8,0) µε τη χρήση συσκευής οριζόντιας ηλεκροφόρησης (horizontal 

electrophoresis mini unit, Sigma- Aldrich). Πέντε µl του προϊόντος της αντίδρασης 

της PCR αναµείχθηκαν µε 2 µl ρυθµιστικού διαλύµατος φόρτωσης πήγµατος (0.25% 

bromophenol blue, 0.25% xylene cyanol FF, 15% Ficoll Type 400, Pharmacia σε 

dH2O) και τοποθετήθηκαν στα βοθρία της πηκτής. Ως δείκτης µοριακού βάρους 

τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκε 1 kb DNA ladder (NEB, New England Biolabs) σε 

ποσότητα 7 µl. Η ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε σε σταθερή τάση 100 V και 

διήρκησε 40 min. Έπειτα, µε το τέλος της ηλεκτροφόρησης, η πηκτή εµβαπτίστηκε σε 

διάλυµα βρωµιούχου αιθυδίου (Sigma) (1,6 µg/ml) σε 1xΤΒΕ  για 40 min και 

ακολούθησε εβάπτιση σε sdiH2O για 30 min. Τέλος, για να γίνει ορατή η θέση του 

DNA, ακολούθησε απεικόνιση σε τράπεζα υπεριώδους ακτινοβολίας (312 nm) και 

φωτογράφιση της πηκτής. Το µέγεθος των τµηµάτων του DNA καθοριζόταν µε βάση 

τον δείκτη µοριακού βάρους. 
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2.4 Ταυτοποίηση φυτοπλασµάτων µε τη µέθοδο Πολυµορφισµού 

µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP) 

 

Τα προϊόντα της PCR R16F2n/R16R2 εξετάστηκαν µε τη µέθοδο 

πολυµορφισµού µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP). Τα περιοριστικά ένζυµα που 

χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2.2. και επιλέχτηκαν βάση 

βιβλιογραφίας. 

Η αντίδραση της πέψης του προϊόντος της PCR πραγµατοποιήθηκε σε 

σωλήνες Eppendorf 1,5 ml και σε συνολικό όγκο 20 µl για κάθε αντίδραση. Κάθε 

σωλήνας περιείχε: 2 µl ρυθµιστικό διάλυµα εξειδικευµένο για κάθε ένζυµο 

(1x NEBuffer, NEB), 0.5 µl ένζυµο περιορισµού (ΝΕΒ), 7.5 µL milipore H2O και 10 

µL προϊόν PCR R16F2n/R16R2. Για τα ένζυµα TaqI, MseI ήταν απαραίτητη η 

προσθήκη 0.2µl  βοείου αλβουµίνης (100x BSA, bovine serum albumin, ΝΕΒ) ως 

σταθεροποιητή του ενζύµου κατά τη διαδικασία της πέψης, οπότε και ο όγκος του 

νερού µειώθηκε στα 7.3 µl για τα δύο αυτά ένζυµα. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε 

σε θερµοκρασία κατάλληλη για την πέψη του κάθε ενζύµου (Πίνακας 2.2.3 ) και για 

διάρκεια 48h. 

 

 

Πίνακας 2.2.2. Ενζυµα περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για την πέψη των προιόντων της PCR 

R16F2n/R16R2, η αλληλουχία νουκλεοτιδίων που αναγνωρίζουν αυτά, το ρυθµιστικό διάλυµα που 

χρησιµοποιήθηκε για το κάθε ένζυµο και η θερµοκρασία στην οποία έγινε η επώαση της αντίδρασης. 

 

Ένζυµο 
Σηµείο 

αναγνώρισης/κοπής 

Ρυθµιστικό 

διάλυµα 

(ΝΕΒ) 

Θερµοκρασία 

επώασης 

TaqI (NEB) 
5'…T/CGA…3' 

3 650C 
3'…AGC/T…5' 

RsaI (NEB) 
5'…GT/AC…3' 

1 370C 
3'…CA/TG…5' 

MseI (NEB) 
5'…T/TAA…3' 

2 370C 
3'…AAT/T…5' 

HinfI(NEB) 
5'…G/ANTC…3' 

2 370C 
3'…CTNA/G…5' 

 

όπου Ν= Α ή Τα ή C ή G 
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2.4.1 Κάθετη ηλεκτροφόρηση 

 

H ανάλυση των φραγµάτων των RFLPs  έγινε µε κάθετη ηλεκτροφόρηση σε 

πήγµα πολυακρυκαµίδης 5% (PAGE) (8.3 ml ακρυλαµίδη: bis 30%, 10 ml 5x TBE, 

17.5 µL TEMED, 350 µL 10% AMPS και 31.35 ml di-H2O ώστε ο τελικός όγκος να 

φτάσει τα ml). Σε κάθε δείγµα (20.0 µl από τον προϊόν της πέψης) προστέθηκαν 3.0 

µl 10x ρυθµιστικού διαλύµατος φόρτωσης πήγµατος και ως δείκτες µοριακού βάρους 

των τµηµάτων DNA χρησιµοποιήθηκαν 25 µl φΧ174RFI DNA Hae III (NEB) και 10 

µl  Low Molecular Weight (NEB). H ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιήθηκε µέσα σε 

διάλυµα 1x TBE για 2 hr και σε τάση 60V. Με  το τέλος της ηλεκτροφόρησης η 

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

σε 1x TBE 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 

312 nm. 

 

 

Εικόνα  2.2.4. Κάθετη ηλεκτοφόρηση. Με το µπλέ χρώµα (ρυθµιστικό διάλυµα φόρτωσης) 

διακρίνονται τα δείγµατα στα πηγαδάκια του πήγµατος. 
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2.5 Αλληλούχιση της περιοχής 16S rRNA- ITS1- 23S rRNA του 

γονιδιώµατος φυτοπλασµάτων 

 

 Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των βάσεων του DNA πραγµατοποιήθηκε 

για τα προϊόντα της PCR Ρ1/Ρ7 τεσσάρων δειγµάτων από δαµασκηνιά και ενός από 

βερικοκιά (Πίνακας 2.2.3)  

 

Πίνακας 2.2.3. Τα δείγµατα στα οποία πραγµατοποιήθηκε αλληλούχηση του γενώµατος τους και η 

γεωγραφική περιοχή από την οποία προέρχονται. 

αρ. δείγµατος ξενιστής περιοχή 

9842 δαµασκηνιά  Ν. Μαγνησίας 

9947 βερικοκιά  Ν. Κορινθίας 

0034 δαµασκηνιά Ν. Ηµαθίας 

0090 δαµασκηνιά Ν. Πέλλας 

Ε353 δαµασκηνιά Ν. Καρδίτσας 
 

Η αντίδραση της αλληλούχισης εκτελέστηκε από την ιδιωτική εταιρεία 

‘Κέντρο Γενετικών Ερευνών & Αναλύσεων Α.Ε. BioGenomica’ µε τη µέθοδο των 

διδεοξύ- αναλόγων του Sanger. Τα δείγµατα που στάλθηκαν προς αλληλούχιση ήταν 

µη καθαρισµένο προϊόν της PCR Ρ1/Ρ7 και για την αλληλούχιση χρησιµοποιήθηκαν 

2 µL των εκκινητών Ρ1, Ρ7 συγκέντρωσης 10 pmol/µL.  

Οι αλληλουχίες που προέκυψαν επεξεργάστηκαν µε το πρόγραµµα BioEdit 

v7.0.9 (διαθέσιµο στην ιστοσελίδα http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 

και στη συνέχεια συγκρίθηκαν µε ήδη καταχωρηµένες αλληλουχίες της βάσης 

δεδοµένων του NCBI (National Center for Biotechnology Information), µε εφαρµογή 

του αλγορίθµου BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool)(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), αλλά και µέσω του BioEdit. 
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2.6 In silico πέψη µε περιοριστικά ένζυµα και αναπαράσταση σε 

εικονικό πήγµα 

 

 Για τα δείγµατα στα οποία έγινε αλληλούχιση µέρους του γενώµατος τους 

(Πίνακας 2.2.2) ακολούθησε in silico RFLP της αλληλουχίας των προϊόντων της PCR 

(R16F2n/R16R2) µε το πρόγραµµα εικονικής αναπαράστασης σε πήγµα  

iPhyClassifier που έχει αναπτυχθεί από τους Wei, et al. (2007) και η ιστοσελίδα 

προσφέρεται µέσω του USDA (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-

bin/resource/iphyclassifier.cgi).  

 Σε κάθε αλληλουχία DNA  έγινε ανάλυση µε 17 περιοριστικά ένζυµα -AluI, 

BamHI, BfaI, BstUI (ThaI), DraI, EcoRI, HaeIII, HhaI, HinfI, HpaI, HpaII, KpnI, 

Sau3AI (MboI), MseI, RsaI, SspI και TaqI- τα οποία χρησιµοποιούνται για το 

διαχωρισµό και την κατάταξη των φυτοπλασµάτων σε οµάδες και είδη (Lee, et al., 

1998). Έπειτα, ένα εικονικό πήγµα αγαρόζης 3.0% αναπαράστησε την παραπάνω 

διαδικασία και έγινε σύγκριση µε τα αποτελέσµατα των RFLPs που πήραµε in vitro 

(Πίνακας 2.2.3) 

Η αναλυτική αυτή εικόνα µε το πρότυπο πήγµα της ηλεκτροφόρησης 

χρησιµοποιήθηκε ως µοντέλο για την ανάλυση και σύγκριση των αποτελεσµάτων των 

RFLP στα επεξεργασµένα δείγµατα µετά τη χρήση πέντε περιοριστικών ενζύµων που 

χρησιµοποιήθηκαν (Πίνακας 2.2.3).  
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III. Αποτελέσµατα  
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3.1 Ανίχνευση φυτοπλασµάτων σε πυρηνόκαρπα 
 
 Φυτοπλασµατικό DNA ανιχνεύτηκε σε δείγµατα Πυρηνοκάρπων µε PCR 

χρησιµοποιώντας το ζεύγος των γενικευµένων εκκινητών Ρ1/Ρ7, όπως περιγράφηκε 

στην παράγραφο 2.2.2.3. Από τα 70 δείγµατα που εξετάστηκαν στα 28 διαπιστώθηκε 

η παρουσία φυτοπλάσµατος (Πίνακας 3.1), όπου το προϊόν όλων των αντιδράσεων 

είχε το αναµενόµενο µέγεθος των 1800 bp (όπως φαίνεται στην πηκτή αγαρόζης µετά 

από οριζόντια ηλεκτροφόρηση - Εικόνα 3.1). 

Τα παραπάνω 28 δείγµατα, που έδωσαν θετική αντίδραση PCR P1/P7, 

εξετάστηκαν εκ νέου µε τα ζεύγη των γενικευµένων εκκινητών R16F2n/R16R2, 

U4/U5 καθώς και µε το ζεύγος των εξειδικευµένων εκκινητών ECA1/ECA2. Από τα 

28 δείγµατα που εξετάστηκαν και τα 28 έδωσαν θετική αντίδραση µε τους εκκινητές  

U4/U5, ενώ 26 από τα 28 δείγµατα έδωσαν θετική αντίδραση µε τους εκκινητές 

R16F2n/R16R2 και τέλος κανένα δείγµα δεν έδωσε προϊόν µε τους εκκινητές 

ECA1/ECA2.   Η αδυναµία των  δύο δειγµάτων να δώσουν θετική αντίδραση PCR µε 

τους εκκινητές R16F2n/R16R2, ενώ έδωσαν θετικό αποτέλεσµα µε τα άλλα δύο 

ζεύγη εκκινητών, µπορεί να οφείλεται σε σηµειακή µετάλλαξη στην περιοχή όπου 

υβριδίζει κάποιος από τους δύο εκκινητές ή στη χαµηλή συγκέντρωση του 

φυτοπλασµατικού DNA στο φυτό. Η εξειδικευµένη PCR µε το ζεύγος  των 

ECA1/ECA2 δεν έδωσε προϊόν πιθανώς λόγω σηµειακής µετάλλαξης στην περιοχή 

υβριδισµού των εκκινητών.  

Επιπλέον, τυχαία επιλεγµένα δείγµατα που είχαν δώσει αρνητική αντίδραση 

PCR P1/P7 ελέγχθηκαν εκ νέου µε το ζεύγος εκκινητών U4/U5. Οι αντιδράσεις και σ’ 

αυτή την περίπτωση ήταν αρνητικές. 
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Εικόνα 3.1 Ηλεκτροφόρηµα προϊόντων PCR µε χρήση των εκκινητών Ρ1/Ρ7 σε πηκτή 

αγαρόζης (1,05% σε ΤΒΕ 1x). 1: Ladder 1 Kb (10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1.5, 1, 0,5), 2: αρνητικός 

µάρτυρας χωρίς DNA, 3: θετικός µάρτυρας, 4: αρνητικός µάρτυρας από υγιές φυτό 

δαµασκηνιάς, 5: αρνητικός µάρτυρας από υγιές φυτό βερικοκιάς, 6-40: ∆είγµατα. 

Αναµενόµενο µέγεθος προιόντων PCR: 1800 bp.  

Σηµειώνεται ότι τα δείγµατα 6-9, 11-14 προέρχονται από δέντρα αµυγδαλιάς, τα 10 και 15 

από δέντρο βερικοκιάς ενώ τα υπόλοιπα 16-40 από δαµασκηνιά. 
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3.2 Ανάλυση πολυµορφισµού µήκους τµηµάτων περιορισµού (RFLP) 

 

 Για την ταυτοποίηση του φυτοπλάσµατος (ή των φυτοπλασµάτων) που 

ανιχνεύτηκαν στα 26 δείγµατα πυρηνοκάρπων έγινε RFLP ανάλυση στα προϊόντα της 

PCR R16F2n/R16R2 µε τα ένζυµα περιορισµού TaqI, MseI, HinfI και RsaI. Όλα τα 

δείγµατα που εξετάστηκαν έδωσαν παρόµοια εικόνα RFLP.  

 Ο πολυµορφισµός των τµηµάτων περιορισµού που προέκυψε για όλα τα 

ένζυµα που εξετάστηκαν ήταν όµοιος µε την εικόνα που δίνει το φυτόπλασµα το 

οποίο προκαλεί τον Ευρωπαικό Ίκτερο των Πυρηνοκάρπων (‘Ca. P. prunorum’, 

οµάδα 16Sr X-B) (Lee et al., 1998). Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν φαίνονται στις 

εικόνες 3.2- 3.5. 

 Το φυτόπλασµα ‘Ca. P. prunorum’ που προκαλεί την ασθένεια Ευρωπαϊκός 

Ίκτερος των Πυρηνοκάρπων, ταυτοποιήθηκε µετά από PCR- RFLP ανάλυση σε 

δείγµατα δαµασκηνιάς και βερικοκιάς , ενώ δεν ανιχνεύτηκε στην αµυγδαλιά και στη 

ροδακινιά. Φυτόπλασµα ανίχνευτηκε στο 57,5% σε σύνολο των δειγµάτων 

δαµασκηνιάς και στο 50% των δειγµάτων βερικοκιάς. Τα ποσοστά ασθενών δέντρων 

ανά ξενιστή και ανά νοµό παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1 

  Το φυτόπλασµα ‘Ca. P. prunorum’ ανιχνεύτηκε και σε βερικοκιά του Ν. 

Μαγνησίας και είναι το µόνο από τα 4 δείγµατα χωρίς συµπτώµατα που συλλέχθηκαν 

και στο οποίο ταυτοποιήθηκε η ύπαρξη του φυτοπλάσµατος. 
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Πίνακας 3.1 Φυτά στα οποία ανιχνεύτηκε φυτόπλασµα στο σύνολο των δειγµάτων. 

Περιοχή Ξενιστές % ασθενών δέντρων 

Ν. Μαγνησίας 

δαµασκηνιά (P. salicina) 8/8 (100%) 

δαµασκηνιά (αδιευκρίνιστο είδος) 3/4 (75%) 

αµυγδαλιά (P. amygdalus) 0/10 (0%) 

ροδακινιά (P. persica) 0/2 (0%) 

βερικοκιά (P. armeniaca) 2/2 (100%) 

Ν. Κορινθίας 
αµυγδαλιά (P. amygdalus) 0/8 (0%) 

βερικοκιά (P. armeniaca) 1/2 (50%) 

Ν. Ηµαθίας δαµασκηνιά (P. salicina) 8/16 (50%) 

Ν. Πέλλας δαµασκηνιά (P. salicina) 5/11 (45,45%) 

Ν. Λαρίσης αµυγδαλιά (P. amygdalus) 0/4 (0%) 

Ν. Καρδίτσας δαµασκηνιά (αδιευκρίνιστο είδος) 1/1 (100%) 

Ν. Ηλείας βερικοκιά (P. armeniaca) 0/2 (0%) 

ΣΥΝΟΛΟ  37,14% 
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 1          2          3          4           5            6           7            8      9        10 

Εικόνα 3.2. RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR R16F2n/R16R2 στα οποία έγινε πέψη µε 

το ένζυµο MseI. 1: Low Molecular Weight Ladder, 2-9: δείγµατα, 10: φΧ174RFI DNA Hae III 

digest Ladder (NEB). 

 

1       2       3      4      5       6       7      8       9    10    11     12    13    14 

Εικόνα 3.3. RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR F2n/R2 στα οποία έγινε πέψη 

µε το ένζυµο RsaI. 1: Low Molecular Weight Ladder, 2-13 δείγµατα, 14: φΧ174RFI DNA Hae 

III digest Ladder. 
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     1              2            3             4             5              6             7             8            9 

 

Εικόνα 3.4. RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR F2n/R2 στα οποία πραγµατοποιήθηκε 

πέψη µε το ένζυµο HinfI. 1-8: δείγµτα, 9: Low Molecular Weight Ladder 

 

 

 

Εικόνα 3.5. RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR F2n/R2 στα οποία πραγµατοποιήθηκε 

πέψη µε το ένζυµο RsaI και TaqI.  1-4: δείγµατα. 
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3.3 Ανάλυση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας φυτοπλασµατικού 

DNA. 

  

 Σε πέντε δείγµατα έγινε αλληλούχιση του τµήµατος του φυτοπλασµατικού 

γονιδιώµατος που ανιχνεύτηκε µε τους εκκινητές Ρ1/Ρ7 (µέρος γονιδίου 16S rRNA- 

ITS1- µέρος γονιδίου 23S rRNA). Οι πέντε νουκλεοτιδικές αλληλουχίες δε διέφεραν 

µεταξύ τους και έτσι επιλέχτηκε µία (9842) –ξενιστής: δαµασκηνιά, προέλευση: Ν. 

Μαγνησίας- για περαιτέρω ανάλυση (Εικόνα 3.6).  

 Η αλληλουχία αυτή συγκρίθηκε µε όλες τις αλληλουχίες φυτοπλασµάτων που 

έχουν καταχωρηθεί στη βάση δεδοµένων του NCBI/ Genbank και βρέθηκε ότι είναι 

πανοµοιότυπη µε αλληλουχίες αυτής της γονιδιωµατικής περιοχής των αποµονώσεων, 

ESFY-G2 και ESFY-215, µε προέλευση Γερµανία και Ισπανία αντίστοιχα (ξενιστής 

P. armeniaca και στις δυο) (Πίνακας 3.3). 

 Επίσης µε τις αποµονώσεις PRUNE 143B, ESFY-422, ESFY- CCP2 υπάρχει 

πλήρης ταύτιση σε τµήµα του γονιδίου 16S rRNA, ενώ δεν υπάρχουν δεδοµένα για 

την υπόλοιπη γονιδιωµατική περιοχή (ITS1- 23S rRNA) αυτών των αποµονώσεων. 

 Τέλος, έχουν καταχωρηθεί αλληλουχίες στη βάση δεδοµένων NCBI/ Genbank 

µε µικρό µέγεθος (181-711 νουκλεοτίδια) που και αυτές ταυτίζονται πλήρως µε τη 

γενωµική περιοχή 9842 (κωδ. EMBL: EF560638, EF560639, EF560643, EF560647, 

EU168783, U54988). 

 Επιπλέον, στον Πίνακα 3.2 φαίνεται η σύγκριση µεταξύ της αλληλουχίας 

9842 και αλληλουχιών της ίδιας περιοχής γενώµατος από συγγενικά φυτοπλάσµατα 

‘Ca. P. pyri’ (16Sr X-C) και ‘Ca. P. mali’ (16Sr X-Α). Παρατηρούµε ότι η 

αλληλουχία 9842 µε τις καταχωρηµένες αλληλουχίες που προέρχονται από 

φυτοπλάσµατα του είδους ‘Ca. P. prunorum’ έχουν οµοιότητα µεταξύ τους πάνω από 

99.6%, ενώ µε τα συγγενικά είδη έχει οµοιότητα µικρότερη του 99%, αλλά και 

µεγαλύτερη από 98%. 
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         10         20         30         40         50         60                 
GTCGAACGGA AACTTTTAGT TTCAGTGGCG AACGGGTGAG TAACACGTAA GTAACCTGCC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
         70         80         90        100        110        120              
TCTCAGACGA GGATAACAGT TGGAAACGAC TGCTAAGACT GGATATGAAG TTTTGAGGCA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        130        140        150        160        170        180           
TCTCGAAACT TTTAAAAGAC CCGCAAGGGT ATGCTGAGAG ATGGGCTTGC GGCACATTAG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        190        200        210        220        230        240           
TTAGTTGGTA AGGTAATGGC TTACCAAGAC TATGATGTGT AGCTGGACTG AGAGGTTGAA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        250        260        270        280        290        300           
CGGCCACATT GGGACTGAGA TACGGCCCAA ACTCCTACGG GAGGCAGCAG TAAGGAATTT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        310        320        330        340        350        360           
TCGGCAATGG AGGAAACTCT GACCGAGCAA CGCCGCGTGA ACGATGAAGT ATTTAGGTAC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        370        380        390        400        410        420           
GTAAAGTTCT TTTATTAAAG AAGAAAAAAT GATGGAAAAA TCATTCTGAC GGTATTTAAT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        430        440        450        460        470        480           
GAATAAGCCC CGGCTAACTA TGTGCCAGCA GCTGCGGTAA TACATGGGGG GCAAGCGTTA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        490        500        510        520        530        540           
TCCGGATTTA TTGGGCGTAA AGGGTGCGTA GGCGGTTAAA TAAGTCTATG GTATAAGTTC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        550        560        570        580        590        600           
AACGCTTAAC GTTGTGATGC TATAGAAACT GTTTGACTAG AGTTGGATAG AGGCAAGTGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        610        620        630        640        650        660           
AATTCCATGT GTAGCGGTAA AATGCGTAAA TATATGGAGG AACACCAGTA GCGAAGGCGG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        670        680        690        700        710        720           
CTTGCTGGGT CTTAACTGAC GCTGAGGCAC GAAAGCGTGG GGAGCAAACA GGATTAGATA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        730        740        750        760        770        780           
CCCTGGTAGT CCACGCCGTA AACGATGAGT ACTAAGTGTT GGGTTAAACC AGTGCTGAAG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        790        800        810        820        830        840           
TTAACACATT AAGTACTCCG CCTGAGTAGT ACGTACGCAA GTATGAAACT TAAAGGAATT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        850        860        870        880        890        900           
GACGGGACTC CGCACAAGCG GTGGATCATG TTGTTTAATT CGAAGATACA CGAAAAACCT  
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....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        910        920        930        940        950        960           
TACCAGGTCT TGACATACTC TGCAAAGCTA TAGAAATATA GTGGAGGTTA TCAGGGATAC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        970        980        990        1000       1010       1020          
AGGTGGTGCA TGGTTGTCGT CAGCTCGTGT CGTGAGATGT TGGGTTAAGT CCCGCAACGA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1030       1040       1050       1060       1070       1080          
GCGCAACCCT TATCACTAGT TACCATCATT TAGTTGGGCA CTTTAGTGAG ACTGCCAATG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1090       1100       1110       1120       1130       1140          
ATAAATTGGA GGAAGGTGGG GATTACGTCA AATCATCATG CCCCTTATGA CCTGGGCTAC  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1150       1160       1170       1180       1190       1200          
AAACGTGATA CAATGGCTGT TACAAAGAGT AGCTGAAACG TGAGTTTTTA GCAAATCTCA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1210       1220       1230       1240       1250       1260          
AAAAAACAGT CTCAGTTCGG ATTGAAGTCT GCAACTCGAC TTCATGAAGT CGGAATCGCT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1270       1280       1290       1300       1310       1320          
AGTAATCGCG AATCAGCATG TCGTGGTGAA TACGTTCTCG GGGTTTGTAC ACACCGCCCG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1330       1340       1350       1360       1370       1380          
TCAAACCACG AAAGTTGACA ATACCCAAAA CCAGTAGCCT AACTTGCAAA AGAGGGAACT  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1390       1400       1410       1420       1430       1440          
GTCTAAGGTA GGGTTGATGA TTGGGGTTAA GTCGTAACAA GGTATCCCTA CCGGAAGGTG  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1450       1460       1470       1480       1490       1500          
GGGATGGATC ACCTCCTTTC TAAGGAAAAT ATCATCTTCA GTTGTGAAAG ACTTAAAAAA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1510       1520       1530       1540       1550       1560          
AGTTTTTTAT TTTTTAAGAT AAAAATCAAT AATGGCTTGG GCCTATAGCT CAGTTGGTTA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....|  
        1570       1580       1590       1600       1610       1620          
GAGCACACGC CTGATAAGCG TGAGGTCGAT GGTTCGAGTC CATTTAGGCC CACCAAAATA  
 
....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....|....| ....| 
        1630       1640       1650       1660       1670                
TTTATTTTAA AAAAACAAGC TCTTTGAAAA GTAGATAAAT TAAGGTTAGA AGAAT 

 
 

Εικόνα 3.6. Νουκλεοτιδική αλληλουχία του δείγµατος 9842 που περιλαµβάνει µέρος του 
γονιδίου 16S rRNA, την ITS1 περιοχή και µέρος γονιδίου 23S rRNA.
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Πίνακας 3.2. Σύγκριση µεταξύ της αλληλουχίας 9842 και όλων των καταχωρηµένων αλληλουχιών στη βάση δεδοµένων NCBI/ Genbank που αφορούν το ‘Ca. 
P. prunorum’ (το ποσοστό οµοιότητας αφορά τη κοινή περιοχή της αλληλουχίας). 
 

∆είγµα ή 
αποµόνωση 

no. EMBL Περιοχή γονιδιώµατος 
Αρ. 

βάσεω
ν (bp) 

Ξενιστής/φορέας περιοχή 

Αριθµός 
διαφορών σε 

επίπεδο 
βάσεων 

Βαθµός 
οµοιότητας 

(%) 

9842 - 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1675 P. salicina Ελλάδα - - 

ALBERC421 AJ311020 16SrRNA (µερικώς) 763 P. armeniaca 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

4 99.76 

ALBERC420 AJ311021 16SrRNA (µερικώς) 763 P. armeniaca 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

3 99.82 

PRUNE380 AJ311022 16SrRNA (µερικώς) 756 P. salicina 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

2 99.88 

PRUNE379 AJ311023 16SrRNA (µερικώς) 761 P. salicina 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

1 99.94 

PRUNE378 AJ311024 16SrRNA (µερικώς) 762 P. salicina 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

2 99.88 

PRUNE143B AJ311025 16SrRNA (µερικώς) 718 P. salicina 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

- 100.00 

ESFY-G1 AJ542544 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1784 P. persica Γερµανία 1 99.94 

ESFY-G2 AJ542545 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1784 P. armeniaca Γερµανία - 100.00 

ESFY-215 AJ575105 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1736 P. armeniaca Ισπανία - 100.00 

ESFY-173 AJ575106 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1736 P. armeniaca Ισπανία 1 99.94 

 AJ575107 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1688 P. armeniaca Ισπανία 2 99.88 

ESFY-142 AJ575108 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1556 P. armeniaca Ισπανία 1 99.94 
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∆είγµα ή 
αποµόνωση 

no. EMBL Περιοχή γονιδιώµατος 

Αριθµό
ς 

βάσεω
ν (bp) 

Ξενιστής/φορέας περιοχή 

Αριθµός 
διαφορών σε 

επίπεδο 
βάσεων 

Βαθµός 
οµοιότητας 

(%) 

ESFY-422 AJ575109 16SrRNA (µερικώς) 1180 P. armeniaca Ισπανία - 100.00 
ESFY-379 AJ575110 16SrRNA (µερικώς) 1183 P. salicina Ισπανία 1 99.94 
ESFY-377 AJ575111 16SrRNA (µερικώς) 1183 P. salicina Ισπανία 1 99.94 

ESFY-CCP2 AM404163 16SrRNA (µερικώς) 972 
Cacopsylla 
peregrina 

Ιταλία - 100.00 

ESFY-CCP1 AM404164 16SrRNA (µερικώς) 911 
Cacopsylla 
peregrina 

Ιταλία 8  

ESFY-CCΑ1 AM746983 16SrRNA (µερικώς) 990 
Cacopsylla 
affinis 

Ιταλία 6 99.64 

ESFY-CCΑ2 AM746984 16SrRNA (µερικώς) 986 
Cacopsylla 
affinis 

Ιταλία 3 99.82 

ESFY-3237 AM933140 16SrRNA (µερικώς) 1095 P. amygdalus 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

- 100.00 

ESFY-1112 AM933141 16SrRNA (µερικώς) 1159 P. cerasifera 
Καταλονία/ 
Ισπανία 

1 99.94 

ESFY-2102 AM933142 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1784 P. salicina 

Καταλονία/ 
Ισπανία 

6 99.64 

 AY029540 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1784   6 99.64 

 EF560638 
16SrRNA(µερικώς)-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
234 

Cacopsylla 
pruni 

Γαλλία - 100.00 

 EF560639 
16SrRNA(µερικώς)-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 234 
Cacopsylla 

pruni 
Γαλλία - 100.00 

 EF560643 ITS1(µερικώς)-23SrRNA (µερικώς) 231 P. marianna Γαλλία - 100.00 

 EF560647 ITS1-23SrRNA (µερικώς) 181 P. domestica Γαλλία - 100.00 

 EU168783 
16SrRNA(µερικώς)-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 711   - 100.00 

 U54988 ITS1 230 P. persica  - 100.00 

 Y11933 
16SrRNA-ITS1-23SrRNA 

(µερικώς) 
1777 P. armeniaca Τσεχία 2 99.88 
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Πίνακας 3.3. Σύγκριση µεταξύ της αλληλουχίας 9842 και αλληλουχιών κατά χωρηµένων στη 
βάση δεδοµένων NCBI/Genbank που αφορούν τα ‘Ca. P. mali’ και ‘Ca. P. pyri’. 
 

∆είγµα ή 
αποµόνωση 

φυτόπλασµα 
οµοιότητα 

(%) 
περιοχή γονιδιώµατος 

µήκος 
(bp) 

9842 Ca. Phytoplasma prunorum - 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1675 

DQ011588 Ca. Phytoplasma pyri 98.9 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

PD1 Ca. Phytoplasma pyri 98.6 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1785 

Y16392 Pear Decline Phytoplasma 98.7 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1673 

973PD Ca. Phytoplasma pyri 98.5 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

AT Ca. Phytoplasma mali 98.4 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

AT1/93 Ca. Phytoplasma mali 98.4 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

EF392656 Ca. Phytoplasma mali 98.4 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

AP15 Ca. Phytoplasma mali 98.3 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

T-3 Ca. Phytoplasma mali 98.3 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1784 

Y16394 
Peach yellow leafroll 

phytoplasma 
98.3 16S-ITS1-23S (µερικώς) 1675 

 
PD1 (EMBL accession no. AJ542543), 973PD (EMBL accession no. AJ964959), AT (EMBL 
accession no. X68375), AT1/93 (EMBL accession no. AJ542542), AP15 (EMBL accession no. 
AJ542541), T-3 (EMBL accession no. EF392654). 
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3.4 In silico RFLPs 
 
 Το εικονικό RFLP που βασίστηκε στην αλληλουχία των νουλεοτιδίων της 

περιοχής 16S rRNA (µερικώς) (προϊόν PCR R16F2n/R16R2) των πέντε δειγµάτων δε 

διέφερε από τα πραγνµατικά RFLPs που έγιναν στο εργαστήριο και ταυτίζονταν 

πλήρως µε το είδος ‘Ca. P. prunorum’. Εποµένως, επιβεβαιώνεται η υπόθεσή µας και 

µε αυτόν τον τρόπο ότι τα δείγµατα µας ήταν προσβεβληµένα από φυτόπλασµα του 

είδους ‘Ca. P. prunorum’ 

 

 

Εικόνα 3.7. Προφίλ των 15 περιοριστικών ενζύµων του φυτοπλάσµατος ‘Ca. P. prunorum’ σε 
εικονικό πήγµα αγαρόζης, έπειτα από in silico ανάλυση. 
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IV. Συζήτηση- Συµπεράσµατα 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1 Συζήτηση 
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 Ο Ευρωπαϊκός Ίκτερος των Πυρηνοκάρπων είναι µια φυτοπλασµατική 

ασθένεια που προσβάλλει τουλάχιστον 18 είδη του γένους Prunus σε διάφορες 

Ευρωπαϊκές χώρες (Jarausch et al., 2000a) και αποτελεί µια από τις σοβαρότερες 

ασθένειες των πυρηνοκάρπων, κύρια αιτία της παρακµής και νέκρωσης των 

παραγωγικών δέντρων στην Ευρώπη. Στη Γαλλία, αποτελεί έναν από τους 

περιοριστικούς παράγοντες της καλλιέργειας της βερικοκιάς και της Ιαπωνικής 

δαµασκηνιάς (Lichou, 1999), ενώ περίπου 5% των δέντρων βερικοκιάς νεκρώνονται 

κάθε χρόνο (Desvignes et al., 1999). Επίσης, σε έρευνες που έγιναν στην Ισπανία 

(Καταλωνία) αναφέρεται ότι ο µέσος όρος των νέων προσβεβληµένων δέντρων από 

την ασθένεια κυµαίνεται στο 2% περίπου κάθε έτος (Torres et al., 2004). 

 Στην Ελλάδα τα συµπτώµατα της ασθένειας αναφέρθηκαν αρχικά από τον 

Άγριο το 1971 και έπειτα περιγράφηκαν και από άλλους ερευνητές σε οπωρώνες της 

βόρειας και κεντρικής Ελλάδος (Αgrios, 1971; Rumbos  and Bosabalidis, 1985). Ως 

κύριο σύµπτωµα της ασθένειας αναφέρεται η πρώιµη έκπτυξη των φύλλων που στη 

χώρα µας παρατηρείται στα µέσα Φεβρουαρίου µε αρχές Μαρτίου, περίοδος που 

πραγµατοποιήθηκε και η δειγµατοληψία της παρούσας εργασίας. Επίσης, η χλώρωση 

και το καρούλιασµα των φύλλων, η πρώιµη καρπόπτωση, ο µεταχρωµατισµός του 

καµβίου και τελικώς η καχεξία των δέντρων είναι συµπτώµατα που εµφανίζονται 

κατά τη διάρκεια της καλλιεργητικής περιόδου. Τη µεγαλύτερη ευαισθησία στην 

ασθένεια φαίνεται να παρουσιάζουν οι Ιαπωνικές ποικιλίες δαµασκηνιάς (P. salicina) 

και η βερικοκιά (P. armeniaca). Οι Ευρωπαϊκές ποικιλίες δαµασκηνιάς (P. 

domestica) είναι γενικά ανθεκτικές στην ασθένεια, αλλά µερικές ποικιλίες 

εµφανίζουν ήπια συµπτώµατα και χαµηλά ποσοστά θνησιµότητας. Αντιθέτως, η 

κερασιά (P. avium) και διάφορα συγγενή της είδη παρουσιάζουν ανθεκτικότητα στον 

Ευρωπαϊκό Ίκτερο των Πυρηνοκάρπων, ενώ σε καλλιέργειες ροδακινιάς (P. persica) 

έχει αναφερθεί ότι η ασθένεια δεν είναι και τόσο διαδεδοµένη. 

 Η µετάδοση της ασθένειας γίνεται µέσω του εµβολιασµού και µέσω του 

εντόµου- φορέα Cacopsylla pruni. Τελευταία αναφέρθηκε η ύπαρξη 

φυτοπλασµατικού DNA και στα είδη C. affinis και C. peregrina . Αξίζει να 

αναφερθεί εδώ ότι τα παραπάνω είδη δεν έχουν καταγραφεί ως προς την ύπαρξη τους 

ακόµα στη χώρα µας, αλλά έχουν παρατηρηθεί σε γειτονικές χώρες όπως η Ιταλία. Τα 

είδη ψύλλας που έχουν αναφερθεί στην Ελλάδα είναι τα εξής: C. melaneura, C. mali, 

C. pyri, C. pyricola και C. pyrisuga που προσβάλλουν καλλιέργειες µηλοειδών. 
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 Σύµφωνα µε τον Thebaud et al. (2006), που µελέτησε µέσω ενός µοντέλου 

παλινδρόµησης τους παράγοντες που συσχετίζονται µε την πρόκληση και τη διάδοση 

της ασθένειας σε οπωρώνες βερικοκιάς και Ιαπωνικής δαµασκηνιάς στη Γαλλία, η 

ηλικία των δέντρων, το είδος του ξενιστή, η πυκνότητα φύτευσης και το υποκείµενο 

είναι οι κύριοι παράγοντες  που αιτιολογούν την εξάπλωση της ασθένειας σ’ έναν 

οπωρώνα. Οι ιαπωνικές ποικιλίες δαµασκηνιάς ηλικίας 6-8 χρόνων αποτέλεσαν τον 

πιο σηµαντικό παράγοντα του πειράµατος στη ταχεία διάδοση της ασθένειας. Η 

διαφοροποίηση αυτή στα δύο είδη ξενιστών της έρευνας, ίσως έχει να κάνει µε την 

προτίµηση του εντόµου φορέα C. pruni. Επίσης, διαφορές στην εξέλιξη της 

ασθένειας παρατηρήθηκαν και ανάµεσα σε διαφορετικές ποικιλίες, σε οπωρώνες µε 

µικρότερη πυκνότητα φύτευσης συγκριτικά µε αυτούς µε µεγαλύτερη πυκνότητα 

καθώς και σε δέντρα που έφεραν υποκείµενο συγγενές µε το υπερκείµενο-εµβόλιο.  

 Το φυτόπλασµα βρίσκεται σε χαµηλή συγκέντρωση στον ηθµό του φυτού, 

ενώ η παρουσία του στα διαφορετικά όργανα των δέντρων υπόκειται τόσο σε 

περιβαλλοντικές, όσο και σε εποχιακές διακυµάνσεις  (Jarausch et al., 1999).  

 Όσο αφορά την παρούσα µελέτη, η συλλογή των δειγµάτων 

πραγµατοποιήθηκε την εποχή της εµφάνισης των συµπτωµάτων της πρώιµης 

έκπτυξης των φύλλων. Συλλέχθηκαν δείγµατα (ετήσιοι βλαστοί που έφεραν τα 

συµπτώµατα) από διάφορες περιοχές της Ελλάδας (Μακεδονία, Θεσσαλία, 

Πελοπόννησος) και  από διάφορα είδη πυρηνοκάρπων  (Ιαπωνικές και Ευρωπαϊκές 

ποικιλίες δαµασκηνιάς, βερικοκιές, αµυγδαλιές, ροδακινιές). Μετά τη συλλογή των 

70 δειγµάτων, ακολούθησε η απόσπαση του ηθµού των βλαστών και η αποµόνωση 

του DNA. 

 Για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των φυτοπλασµάτων η πιο ευαίσθητη και 

αξιόπιστη µέθοδος είναι η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµέρασης (PCR) που 

συγκαταλέγεται στις µοριακές διαγνωστικές µεθόδους. Η τάση που επικρατεί στην 

περιβαλλοντική µικροβιολογία είναι να χρησιµοποιούν το οπερόνιο των ριβοσωµικών 

γονιδίων για τη φυλογενετική ταξινόµηση των προκαρυωτικών µικροοργανισµών µε 

µοριακές µεθόδους. Έτσι και για την ανίχνευση και κατάταξη των φυτοπλασµάτων µε 

µοριακές µεθόδους (αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης,-PCR-, πολυµορφισµός 

µήκους τµηµάτων περιορισµού, -RFLP-, αλληλούχιση) χρησιµοποιείται αυτή η 

περιοχή (5’- 16S- ITS1- 23S- ITS2- 5S- 3’) και ως επί το πλείστον το γονίδιο 

16SrRNA. Η περιοχή αυτή είναι η πλέον αποδεκτή για διάγνωση και ταξινόµηση, 

διότι: α) είναι µια υψηλά συντηρηµένη γενετικά περιοχή, που επιτρέπει το σχεδιασµό 
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εκκινητών PCR για ανίχνευση φυτοπλασµάτων (γενικευµένοι εκκινητές) και για 

διαχωρισµό/ταξινόµησή τους σε οµάδες και είδη (εξειδικευµένοι εκκινητές) και 

 β) επαναλαµβάνεται στο γονιδίωµα των φυτοπλασµάτων (2 φορές), δηλαδή 

υπάρχουν δύο οπερόνια  ριβοσωµικού γονιδίου. 

 Στην παρούσα εργασία, για τη διάγνωση, µε χρήση PCR, πιθανών 

φυτοπλασµατικών προσβολών στα δείγµατα πυρηνοκάρπων επιλέχτηκε να γίνει 

ενίσχυση τµήµατος του ριβοσωµικού γονιδίου. Στη διεθνή βιβλιογραφία για τη 

µοριακή ανίχνευση και ταξινόµηση των φυτοπλασµάτων (και γενικά των 

προκαρυωτικών οργανισµών) χρησιµοποιούν προς ενίσχυση το 16S rRNA γονίδιο 

(Lee et al., 1993b, Schneider et al., 1995; Lee et al., 1998; Seemuller  et al., 1998), 

ενώ τα τελευταία χρόνια διερευνάται και η δυνατότητα χρησιµοποίησης άλλων 

περιοχών, όπως τα γονίδια 23SrRNA, rp, tuf, secA και η διαγονιδιακή µη 

µεταγραφόµενη περιοχή µεταξύ 16S- 23SrRNA (ITS1). Η ανίχνευση στις 

διαφορετικές αυτές περιοχές, αποτελεί συµπληρωµατικό εργαλείο στη διάγνωση και 

κατάταξη των φυτοπλασµάτων (Gundersen et al., 1994; Lee, et al., 2000, Lee et al., 

2006; Martini et al., 2007). 

 Εποµένως, για την ανίχνευση φυτοπλασµατικών προσβολών στα δείγµατά µας 

πραγµατοποιήθηκε, αρχικά, PCR µε το ζεύγος των γενικευµένων εκκινητών Ρ1/Ρ7, 

απ’ όπου και προέκυψαν προϊόντα µε το αναµενόµενο µέγεθος (1800 bp). Τα 28 

δείγµατα που έδωσαν θετική αντίδραση PCR P1/P7 επεξεργάστηκαν εκ νέου µε PCR 

και τα ζεύγη των γενικευµένων εκκινητών F2n/R2 και U4/U5 και το ζεύγος των 

εξειδικευµένων εκκινητών ECA1/ECA2. Και τα 28 δείγµατα έδωσαν θετική 

αντίδραση PCR U4/U5 (µέγεθος προϊόντων 942 bp), ενώ τα 26 ήταν θετικά στη PCR 

R16F2n/R16R2 (1248 bp). Η διαφορά αυτή προφανώς οφείλεται στη χαµηλή 

συγκέντρωση DNA στο τελικό προϊόν της PCR R16F2n/R16R2 και στην τελικώς µη 

ορατή αποτύπωση στη πηκτή αγαρόζης. Όσο αφορά την εξειδικευµένη για το ESFY 

φυτόπλασµα PCR ECA1/ECA2, δεν πήραµε προϊόν. Το αποτέλεσµα αυτό δεν 

συµβαδίζει µε τα υπόλοιπα αποτελέσµατα της εργασίας, διότι µε τη χρήση των 

µεθόδων των RFLP και της αλληλούχισης, αποδεικνύεται η παρουσία του 

φυτοπλάσµατος ESFY στα δείγµατα µας. Η αδυναµία να πάρουµε προϊόν σ’ αυτή τη 

PCR ίσως να έχει να κάνει µε τη µεγάλη εξειδίκευση των εκκινητών αυτών, καθώς 

και µε το γεγονός ότι υβριδίζουν σε περιοχή του γονιδιώµατος που περιλαµβάνει ένα 

υποθετικό γονίδιο νιτρορεδουκτάσης. Η συγκεκριµένη περιοχή είναι µη εκφραζόµενη 
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και αποτελεί µέρος ενός ανοιχτού αναγνωστικού πλαισίου (ORF) µε άγνωστη 

λειτουργία, δηλαδή µια περιοχή που πιθανόν δεν παρουσιάζει γενετική σταθερότητα. 

 Με την παραπάνω διαδικασία (PCR) ανιχνεύτηκε η ύπαρξη φυτοπλάσµατος 

στα δείγµατα, αλλά για την ταυτοποίηση του φυτοπλάσµατος (δηλαδή σε ποια οµάδα 

ή είδος ανήκει) εφαρµόστηκε η µέθοδος των RFLP και της αλληλούχισης. Οι 

παραπάνω µέθοδοι δεν είναι απαραίτητο και οι δύο να ακολουθούν τη διαδικασία της 

PCR, αλλά και η κάθε µία µόνη της µε βάση το προϊόν της PCR, µπορούν να δώσουν 

αποτέλεσµα για την ταυτοποίηση των ειδών.   

 Όσον αφορά τα RFLP χρησιµοποιήθηκαν τέσσερα περιοριστικά ένζυµα για να 

γίνει η πέψη των προϊόντων PCR  R16F2n/R16R2. Οι οµάδες φυτοπλασµάτων που 

προσβάλλουν πυρηνόκαρπα και ήταν πιθανόν να ανιχνευτούν στο πείραµα είναι οι:    

I (Aster yellows group), III (X disease group) και X (Apple proliferation group). Τα 

ένζυµα MseI και RsaI έχουν διαφορετικά προφίλ για καθεµιά από τις παραπάνω 

οµάδες και εποµένως µπορούν να τις διαχωρίσουν. Το HinfI µπορεί να διαχωρίσει την 

I από τις III και X. Επίσης, µε τα RsaI και TaqI γίνεται διάκριση των τριών 

φυτοπλασµάτων που ανήκουν στην οµάδα X (AP, PD, ESFY) . Το RsaI  ξεχωρίζει το 

Ca. Phytoplasma mali από τα υπόλοιπα, ενώ το TaqI ξεχωρίζει και τα τρία είδη 

µεταξύ τους. Μετά από την εφαρµογή κάθετης ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

πολυακρυλαµίδης και σύγκριση των προφίλ των ενζύµων µε βάσεις δεδοµένων του 

USDA, ταυτοποιήθηκε η παρουσία του Ca. Phytoplasma prunorum που ανήκει στην 

οµάδα Χ-Β και προκαλεί την ασθένεια του Ευρωπαϊκού Ίκτερου των Πυρηνοκάρπων. 

Όσον αφορά τη διαδικασία της αλληλούχισης, αυτή πραγµατοποιήθηκε στον 

προϊόν PCR (P1/P7), δηλαδή περιλάµβανε το ριβοσωµικό γονίδιο 16S, την περιοχή 

µεταξύ των 16S-23S ριβοσωµικών γονιδίων και µέρος του 23S γονιδίου.  Τα πέντε 

δείγµατα στα οποία έγινε η αλληλουχίση, είχαν το ίδιο γονιδίωµα και λόγω του 

γεγονότος ότι όλα τα δείγµατα έδωσαν το ίδιο RFLP προφίλ, συµπεραίνουµε ότι δεν 

υπάρχουν διαφορές σ΄ αυτή την περιοχή του γονιδιώµατος όλων των δειγµάτων. 

Επιπλέον, ακολούθησε η σύγκριση των αλληλουχιών των δειγµάτων µε τις 

αλληλουχίες που καταγράφονται στη βάση δεδοµένων του NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Βάση αυτής, οι αποµονώσεις µας παρουσιάζουν το 

µεγαλύτερο ποσοστό οµοιότητας (>97,5% που είναι και το όριο για κατάταξη των 

φυτοπλασµάτων στο ίδιο είδος) µε τις διεθνείς αποµονώσεις που κατατάσσονται στην 

Χ οµάδα. Λόγω της γνωστής γενετικής και βιολογικής συγγένειας των 

φυτοπλασµάτων της Χ οµάδας (AP, PD, ESFY),  ο διαχωρισµός τους µπορεί να γίνει 
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µε βάση τους ξενιστές (Ahrens et al., 1993; Seemuller et al., 1998; Seemuller and 

Schnaider, 2004). Ο Ευρωπαϊκός ‘Ικτερος των Πυρηνοκάρπων προσβάλλει όλα τα 

είδη Prunus, ενώ οι ασθένειες ‘σκούπα της µάγισσας της µηλιάς’ και ‘παρακµή ή 

καχεξία της απιδιάς’ έχουν ανιχνευτεί µόνο σε είδη Malus και Pyrus αντίστοιχα. 

Σύµφωνα µε τους Jarausch et al. (2000a) το διαφορετικό εύρος των ξενιστών τους 

οφείλεται στα διαφορετικά έντοµα- φορείς. Και επειδή η δειγµατοληψία 

πραγµατοποιήθηκε σε είδη Prunus, αναλόγως προκύπτει και η ταυτοποίηση του 

φυτοπλάσµατος ESFY στα δείγµατα µας.  

 

4.2 Συµπεράσµατα 

 

 Τα αποτελέσµατα λοιπόν, καταδεικνύουν την παρουσία του φυτοπλάσµατος 

σε ποσοστό 57,5% και 50% των δειγµάτων δαµασκηνιάς και βερικοκιάς, παρά το ότι 

όλα σχεδόν παρουσίαζαν συµπτώµατα. Αυτό πιθανώς οφείλεται στον µικρό αριθµό 

φυτοπλασµατικών κυττάρων στους ιστούς- εποµένως και µη ανιχνεύσιµους- που 

πιθανώς οφείλεται στο γεγονός ότι η µετακίνηση των φυτοπλασµάτων από τους 

παλαιούς στους ετήσιους βλαστούς παρεµποδίζεται από µορφολογικά στοιχεία του 

ηθµού και ότι η αποδόµηση του φλοιώµατος των βλαστών αυτών περιορίζει τον 

αριθµό των φυτοπλασµάτων. Επίσης, η εµφάνιση των συµπτωµάτων κατά τους 

χειµερινούς µήνες (όπου το φυτόπλασµα συνήθως µετακινείται στον ηθµό των ριζών 

των δέντρων) δικαιολογείται µε την δραστηριότητα κάποιων αποµεινάντων 

ηθµαγγειώδων δεσµίδων των παλαιών βλαστών κάτω από ήπιες κλιµατικές συνθήκες 

(Jarausch et al., 1999).  Με βάση τα παραπάνω, θεωρείται επιβεβληµένη η λήψη 

δειγµάτων από διαφορετικά σηµεία της κόµης των δέντρων και από τις ρίζες  αυτών 

κατά τη διάρκεια των χειµερινών µηνών, αλλά και η επανάληψη της δειγµατοληψίας 

κατά τακτά χρονικά διαστήµατα. 

Η ταυτοποίηση του ESFY στη χώρα µας στηρίχτηκε µέχρι τώρα στη 

µετάδοση µε εµβολιασµό (Συργιαννίδης κ.α.,  1978), στη χορήγηση υδροχλωρικής 

οξυτετρακυκλίνης (Tsialis and Rumbos, 1980) και στην ηλεκτρονική µικροσκοπία 

(Rumbos and Bosalidis, 1985).  Εποµένως, η παρούσα εργασία αποτελεί την πρώτη 

µελέτη που ανιχνεύεται η ασθένεια ESFY µε µοριακές µεθόδους στην Ελλάδα. 

Επίσης, καταδεικνύονται δύο ευαίσθητες, αξιόπιστες και γρήγορες µέθοδοι για τη 

διάγνωση του ESFY που µπορούν να διευκολύνουν την επιδηµιολογική µελέτη της 

ασθένειας στη χώρα µας, δεδοµένου ότι µέχρι σήµερα ελάχιστα είναι γνωστά.  
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Τέλος, κρίνεται απαραίτητο να γίνουν εκτενέστερες δειγµατοληψίες από 

διάφορα είδη Prunus (µε συµπτώµατα και όχι) και από περισσότερες περιοχές της 

Ελλάδας, ώστε να γίνει µια πλήρη καταγραφή εξάπλωσης της ασθένειας στον 

ελλαδικό χώρο και ανιχθευθεί η πηγή προέλευσης της µετάδοσης (πιθανός φορέας 

και ταυτοποίηση αυτού ή ασθενές πολλαπλασιαστικό υλικό) του φυτοπλάσµατος στα 

πυρηνόκαρπα που καλλιεργούνται ή ευδοκιµούν στη χώρα µας.. 
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ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ σελ. 

ΕΙΚΟΝΕΣ 

Εικόνα 1.1 

Κάθετη τοµή σε ηθµό του φυτού αλεξανδρινού προσβεβληµένου 
από φυτόπλασµα. Πολυάριθµα φυτοπλασµατικά κύτταρα 
διακρίνονται στα στοιχεία του ηθµού στην πάνω σειρά, ενώ το 
στοιχείο του ηθµού που βρίσκεται κάτω αριστερά είναι φανερά 
απαλλαγµένο από φυτοπλασµατικά κύταρα (ηλεκτρονική 
µικροσκοπία x6000). 

9 
 

Εικόνα 1.2 
Σχηµατική απεικόνιση της οργάνωσης των ριβοσωµικών γονιδίων 
στο γονιδίωµα των φυτοπλασµάτων. 10 
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Φυλογενετικό δέντρο του γένους ‘Candidatus Phytoplasma’ 
βασισµένο στην ανάλυση του 16S rRNA γονιδίου 15 

Εικόνα 1.4 
Εξάπλωση του φυτοπλάσµατος ‘Ca. P. prunorum’ σύµφωνα µε 
τον Ευρωπαϊκό Οργανισµό Φυτοπροστασίας. Στην Ελλάδα 
φαίνεται ότι έχει περιορισµένη διάδοση 22 

Εικόνα 1.5 (α) 

Πρώιµη έκπτυξη των βλαστοφόρων οφθαλµών σε δέντρο 
αµυγδαλιάς. Το σύµπτωµα εντοπίζεται εδώ σε ένα µόνο 
βραχίονα στην αριστερή πλευρά του δέντρου που φέρει τα 
νεαρά φύλλα 23 
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Πυρηνοκάρπων 23 

Εικόνα 2.1.1 

∆έντρο δαµασκηνιάς µε εµφανή το σύµπτωµα της πρώιµης 
έκπτυξης των φυλλοφόρων οφθαλµών (αριστερά), σε σύγκριση 
µε δέντρο που έχει φυσιολογική έκπτυξη των ανθοφόρων 
οφθαλµών (δεξιά) 28 

Εικόνα 2.1.2 

Οπωρώνας µε δαµασκηνιές απ’ όπου πραγµατοποιήθηκε 
δειγµατοληψία την εποχή της έκπτυξης των ανθοφόρων 
οφθαλµών πυρηνοκάρπων, όπου στο κέντρο µπορεί να διακριθεί 
δέντρο µε το σύµπτωµα της πρώιµης έκπτυξης των 
φυλλοφόρων οφθαλµών 28 

Εικόνα 2.1.3 
Βλαστός δαµασκηνιάς που φέρει πρώιµη έκπτυξη φύλλων, πριν 
τη φυσιολογική έκπτυξη των ανθέων 29 

Εικόνα 2.1.4 
∆έντρο δαµασκηνιάς µε εµφανές το σύµπτωµα της πρώιµης 
έκπυξης των φύλλων σε ένα µέρος των βλαστών του, ενώ το 
υπόλοιπο ανθοφορεί φυσιολογικά 29 

Εικόνα 2.2.1 

Οµογενοποιητής χειρός και σακουλάκια τύπου ELISA (BIOREBA) 
που χρησιµοποιήθηκαν       στην οµογενοποίηση του φυτικού 
ιστού κατά την αποµόνωση του DNA βάση του πρωτοκόλλου 
Maixner 31 

Εικόνα 2.2.2 
Απεικόνιση της θέσης των εκκινητών στο οπερόνιο των 
ριβοσωµικών γονιδίων των φυτοπλασµάτων καθώς και το µήκος 
των προϊόντων της κάθε αντίδρασης PCR 34 

Εικόνα 2.2.3 

Σχηµατική αναπαράσταση της  περιοχής του γονιδιώµατος που 
αλληλουχήθηκε από τους Jarausch et al. (2000) του 
φυτοπλάσµατος που προκαλεί την ασθένεια ‘σκούπα της 
µάγισσας’ της µηλιάς (16Sr X-A), των θέσεων που υβριδίζουν οι 
εκκινητές ECA1, ECA2, καθώς και του µήκους των προϊόντων 
της PCR. Τα χρωµατιστά πλαίσια υποδηλώνουν τρία θεωρητικά 
ORF (ανοιχτά πλαίσια ανάγνωσης) 34 

Εικόνα 2.2.4 Κάθετης ηλεκτοφόρηση. Με το µπλέ χρώµα (ρυθµιστικό διάλυµα 38 
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πήγµατος 
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RFLP ανάλυση των προϊόντων της PCR R16F2n/R16R2 στα 
οποία έγινε πέψη µε το ένζυµο MseI. 46 
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πραγµατοποιήθηκε πέψη µε το ένζυµο RsaI και TaqI 47 
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Νουκλεοτιδική αλληλουχία του δείγµατος 9842 που περιλαµβάνει 

µέρος του γονιδίου 16S rRNA, την ITS1 περιοχή και µέρος 

γονιδίου 23S rRNA 50 
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εκκινητή και το αναµενόµενο µέγεθος του προϊόντος της PCR για 
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Ενζυµα περιορισµού που χρησιµοποιήθηκαν για την πέψη των 
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