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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

Στην εργασία αυτή μελετήθηκε η συχνότητα εμφάνισης καθώς και η γενετική 

παραλλακτικότητα του ιού της χλωρωτικής κηλίδωσης των φύλλων της μηλιάς 

(ACLSV) σε καλλιεργούμενα, καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη της οικογένειας 

Rosaceae. Εξ’ αιτίας του χαμηλού τίτλου του ιού η ορολογική δοκιμή ELISA δεν 

ήταν αξιόπιστη, ενώ συνδυάστηκαν δυο δημοσιευμένες μέθοδοι RT-PCR  ώστε να 

αυξηθεί η ευαισθησία ανίχνευσης της μεθόδου. Με την εστιασμένη PCR που 

αναπτύχθηκε, ο ιός ανιχνεύθηκε στα είδη μηλιά, αχλαδιά, κυδωνιά, ροδακινιά, 

κερασιά, αμυγδαλιά, γκορτσιά και καλλωπιστική κυδωνιά. Ο ιός ανιχνεύθηκε για 

πρώτη φορά στην Ελλάδα στη δαμασκηνιά, αγριοκερασιά, τριανταφυλλιά, 

κορομηλιά, Crataegus monogyna, τσαπουρνιά, καλλωπιστική δαμασκηνιά  και Rubus 

sp., καθώς και στο αυτοφυές Potentilla pindicola που αναφέρεται για πρώτη φορά ως 

ξενιστής του ιού παγκοσμίως. 

Η εφαρμογή της (PDO) RT-PCR για την ανίχνευση ιών που ανήκουν στα γένη 

Trichovirus, Capillovirus και Foveavirus ανέδειξε την παρουσία των ACLSV, ASPV 

και CGRMV σε μηλιά και κερασιά, και αποτελεί την πρώτη αναφορά του CGRMV 

στην Ελλάδα. Επίσης, αναπτύχθηκε μια αξιόπιστη και εξειδικευμένη εστιασμένη 

PCR για τη μελέτη της γενετικής παραλλακτικότητας τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 

και της 3΄αμετάφραστης περιοχής του ACLSV. Η σύγκριση αλληλουχιών μεταξύ 14 

Ελληνικών και άλλων απομονώσεων έδειξε ποσοστά ότι η παραλλακτικότητα του ιού 

στις απομονώσεις που μελετήθηκαν κυμαίνονταν από 3-14% σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων. Επιπλέον, η φυλογενετική ανάλυση κατέταξε τις περισσότερες 

απομονώσεις από καλλιεργούμενα πυρηνόκαρπα και γιγαρτόκαρπα σε διαφορετικές 

ομάδες, ενώ ομαδοποίηση μεταξύ απομονώσεων από καλλιεργούμενα, καλλωπιστικά 

και αυτοφυή είδη δεν ήταν εφικτή.  
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ABSTRACT 

 

Ιn this study the molecular variability of Apple chlorotic leaf spot virus 

(ACLSV) in cultivated, ornamental and wild species of the Rosaceae family, was 

investigated. The serological method ELISA was unreliable and two RT-PCR 

methods were combined in order to increase its sensitivity. Also, a survey was carried 

out for ACLSV incidence in apple, pear, quince, peach, cherry, almond, Pyrus 

amygdaliformis and Cydonia japonica by using the nested PCR developed in this 

study. The virus was detected for the first time in Greece in plum, wild cherry, Rosa 

canina, Prunus maliformis, Crataegus monogyna, Prunus spinosa, Prunus 

carassifera and Rubus sp., as well as in Potentilla pindicola which is reported for the 

first time as a natural host of ACLSV. 

The application of (PDO) RT-PCR for the detection of virus belonging to 

genera Trichovirus, Capillovirus and Foveavirus, arose the presence of ACLSV and 

CGRMV in cherry, and ASPV in apple. This is the first report of CGRMV in cherry 

trees in Greece. A reliable and virus specific PCR was developed for the study of 

ACLSV variability amplifying part of the CP encoding gene and the 3΄ untranslated 

area. Sequence comparison among 14 Greek isolates and isolates available in the 

database, ACLSV showed amino acid variability ranging between 3-14%. Moreover, 

the phylogenetic analysis revealed the clustering of most of the cultivated pome and 

stone fruits ACLSV isolates in different groups, though a clustering pattern able to 

separate isolates in cultivated, ornamental and wild species was not feasible.  
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POL  Πολυμεράση (polymerase) 
Poly-A tail Πολυαδενιλική ουρά 
P-PRO  Παπαΐνη με δομές σαν πρωτεάση (Papain-like protease) 
RdRp   RNA εξαρτώμενη RNA πολυμεράση  (RNA dependent RNA  
  polymerase)  
RNA  Ριβονουκλεϊκό οξύ (Ribonucleic acid) 
RT-PCR Αντίστροφη μεταγραφή Αλυσιδωτή Αντίδραση της πολυμεράσης  
  (Reverse Transcription PCR) 
sg RNA Yπογενωμικό RNA (subgenomic RNA) 
ss RNA  Μονής αλυσίδας μόριο RNA (single strand RNA) 
TGB   Triple Gene Block 
UGA   Κωδικόνιο λήξης  



 ix

UTR   Αμετάφραστη περιοχή (Untranslated region) 
ΟΑ   Σημείο οριακής αραίωσης (Dilution end point) 
ΣΘΑ   Σημείο θερμικής αδρανοποίησης (Thermal inactivation point) 
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         Κεφάλαιο 1 

Εισαγωγή 

1.1. Οικογένεια Flexiviridae 

1.1.1.  Γενικά 

 Είναι μια μεγάλη οικογένεια που περιλαμβάνει πολλά και σημαντικά γένη 

φυτικών ιών. Πιο συγκεκριμένα, στην οικογένεια ανήκουν τα γένη Allexivirus, 

Carlavirus, Capillovirus, Foveavirus, Mandarivirus, Potexvirus, Trichovirus, 

Vitivirus και Citrivirus, καθώς και ορισμένοι ιοί που δεν ομαδοποιούνται σε κανένα 

από αυτά (Πίνακας 1.1.Α, 1.1.Β) (Adams κ.ά., 2004; Martelli κ.ά., 2007). Η κατάταξη 

των ιών στην οικογένεια Flexiviridae βασίστηκε στη φυλογενετική ανάλυση των 

πρωτεϊνών της RNA εξαρτώμενης RNA πολυμεράσης (RdRp) και της καψιδιακής 

πρωτεΐνης (ΚΠ) (Adams κ.ά., 2004). Παρόμοια μορφολογικά χαρακτηριστικά με 

αυτά των ιών-μελών της οικογένειας Flexiviridae παρατηρούνται επίσης σε ιούς-μέλη 

των οικογενειών Closteroviridae και  Potyviridae. Αρχικά θεωρήθηκε ότι οι ΚΠ των 

νηματοειδών ιών σχετίζονται μεταξύ τους, και πιθανώς προέρχονται από μία κοινή 

πρωτεΐνη πρόγονο. Συγκρίσεις όμως του συνολικού γονιδιώματος έδειξαν ότι υπάρχει 

μεγάλη διαφοροποίηση ως προς την ΚΠ με αποτέλεσμα οι οικογένειες Flexiviridae, 

Closteroviridae να κατατάσσονται στην υπεροικογένεια των Alpha-like ιών και η 

οικογένεια Potyviridae στην υπεροικογένεια των Picorna-like ιών (Martelli κ.ά., 

2007) . 

1.1.2. Δομή των ιοσωματίων 

Τα μέλη της οικογένειας έχουν μονομερές γονιδίωμα και φέρουν στο 3΄άκρο 

μία πολύ-Α ουρά (Martelli κ.ά., 2007). Τα ιοσωμάτια τους είναι ιδιαίτερα εύκαμπτα, 

νηματοειδή και ελικοειδή, ιδιότητα από την οποία προέρχεται και η ονομασία της 

οικογένειας. Το γονιδίωμα των ιών που ανήκουν στην οικογένεια είναι θετικής 

πολικότητας μονόκλωνο RNA (+ss RNA) και συχνά εντοπίζονται σε 

συσσωματώματα στο κυτόπλασμα των προσβεβλημένων φυτικών κυττάρων (Adams 
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κ.ά., 2004). Παρουσιάζουν αρκετές διαφορές ως προς τον αριθμό και τη φύση των 

γονιδίων που κωδικοποιούν (Πίνακας 1.2). Οι ιοί που ανήκουν στα γένη Allexivirus, 

Carlavirus, Foveavirus, Mandarivirus και Potexvirus, καθώς και οι ελεύθεροι ιοί του 

ήπιου μωσαϊκού της μπανάνας (BanMMV), της πράσινης δακτυλιοειδούς 

ποικιλοχλώρωσης της κερασιάς (CGRMV), της καστανής νεκρωτικής κηλίδωσης της 

κερασιάς CNRMV και του ιού που σχετίζεται με το ραβδωτό μωσαϊκό του 

ζαχαροκάλαμου (SCSMaV), φέρουν στο γονιδίωμά τους μια ομάδα τριών 

αλληλεπικαλυπτώμενων Ανοιχτών Πλαισίων Ανάγνωσης (ΑΠΑ) που ονομάζεται 

Triple Gene Block (TGB) και είναι υπεύθυνα για την έκφραση πρωτεϊνών που 

σχετίζονται με τη διακυτταρική μετακίνηση (ΠΔΜ) των ιών. Στα άλλα γένη και 

ελεύθερους ιούς, υπεύθυνο για την κωδικοποίηση της ΠΔΜ είναι ένα μόνο ΑΠΑ 

(single protein SP) που ανήκει στην υπεροικογένεια των 30Κ πρωτεϊνών (Πίνακας 

1.2). Επίσης, ορισμένοι ιοί-μέλη της οικογένειας εκφράζουν δύο πρωτεάσες, ενώ 

άλλοι μόνο μία (Martelli κ.ά., 2007). 

 Πίνακας 1.1. Γένη (Α) και ελεύθεροι ιοί (Β) που περιλλαμβάνονται στην οικογένεια Flexiviridae 

(Adams κ.ά., 2004; Martelli κ.ά., 2007).  

 (Α)         (Β)          

            

 

 

 

 

                   

 

  

 

 

Γένος Τυπικό μέλος 

Allexivirus Ιός Χ του νωπού κρεμμυδιού (ShVX) 

Carlavirus 
Λανθάνων ιός της γαρυφαλλιάς 

(CLV) 

Capillovirus 
Ιός του αυλακωτού ξύλου της μηλιάς 

 (ASGV) 

Foveavirus 
Ιός της βοθρίωσης του  κορμού της 

μηλιάς (ASPV) 

Mandarivirus 
Ιός της δακτυλιοειδούς κηλίδωσης της 

κιτριάς (ICRSV) 

Potexvirus Ιός Χ της πατάτας (PVX) 

Trichovirus 
Ιός της χλωρωτικής κηλίδωσης των 

φύλλων της μηλιάς (ACLSV) 

Vitivirus Ιός  Α της αμπέλου (GVA) 

Citrivirus 
Ιός της παραμόρφωσης των φύλλων 

των εσπεριδοειδών (CLBV) 

Ελεύθεροι ιοί της 

οικογένειας Flexiviridae 

Ιός του ήπιου μωσαϊκού της 

μπανάνας (BanMMV) 

Ιός της πράσινης δακτυλιοειδούς 

ποικιλοχλώρωσης της κερασιάς 

(CGRMV) 

Ιός της καστανής νεκρωτικής 

κηλίδωσης της κερασιάς 

(CNRMV) 

Ιός που σχετίζεται με το 

ραβδωτό μωσαϊκό του 

ζαχαροκάλαμου (SCSMaV) 

Ιός Τ της πατάτας (ΡVT) 
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Πίνακας 1.2. Οργάνωση και δομή του γονιδιώματος των γενών και των ανεξάρτητων ιών που ανήκουν 

στην οικογένεια Flexiviridae (Adams κ.ά., 2004). Όπου ΑΠΑ: Ανοιχτό Πλαίσιο Ανάγνωσης, ΠΔΜ:  

Πρωτεΐνη διακυτταρικής μετατίνησης και ΚΠ: Καψιδιακή πρωτεΐνη.  

Γένος Μέγεθος ιοσωματίων 
(nm) 

Συνολικός αριθμός ΑΠΑ 

του γονιδιώματος 
Είδος ΠΔΜ Μέγεθος ΚΠ (kDa) 

Allexivirus 800 6 TGB 26-29 

Carlavirus 610-700 6 TGB 32-36 

Capillovirus 640-700 2 ή 3 30Κ 25-27 

Foveavirus 800 5 TGB 28-44 

Mandarivirus 650 6 TGB 34 

Potexvirus 470-580 5 ΤGB 22-27 

Trichovirus 640-760 3 ή 4 30Κ 20-22, 28 

Vitivirus 725-785 5 30Κ 18-22 

Citrivirus 960 3 30Κ 41 

BanMMV 580 5 TGB 27 

CGRMV 1000+ 5 TGB 30 

CNRMV 1000+ 5 TGB 30 

SCSMaV 640 3 30Κ 24 

ΡVT 950 5 TGB 23 

 

 

1.1.3. Βιολογικές ιδιότητες 

1.1.3.1. Εύρος ξενιστών  

 Προσβάλλουν έναν ευρύ κύκλο αυτοφυών, καλλωπιστικών και 

καλλιεργούμενων φυτών που περιλαμβάνει κυρίως ποώδη και ξυλώδη δικοτυλήδονα 

φυτά, ενώ σπανιότερα εντοπίζονται σε μονοκοτυλήδονα. Οι ιοί που ανήκουν στα γένη 

Capillovirus, Foveavirus, Mandarivirus, Trichovirus, Vitivirus, Citrivirus, καθώς και 

τα ελεύθερα μέλη CGRMV και CNRMV είναι παθογόνα των ξυλωδών φυτών, ενώ τα 

μέλη των γενών Allexivirus, Carlavirus, Potexvirus και οι υπόλοιποι ελεύθεροι ιοί-

μέλη της οικογένειας προσβάλλουν ποώδεις ξενιστές (Martelli κ.ά., 2007). 
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1.1.3.2. Επιδημιολογία  

 Οι ιοί της οικογένειας έχουν ευρεία γεωγραφική εξάπλωση που οφείλεται 

κυρίως στην διακίνηση προσβεβλημένου πολλαπλασιαστικού υλικού και απαντώνται 

σε όλες τις περιοχές του κόσμου που καλλιεργούνται ή ευδοκιμούν οι ξενιστές τους. 

Στα φυτά που πολλαπλασιάζονται αγενώς, καθώς και στα μέλη που δεν έχουν φορέα, 

η μετάδοσή τους βασίζεται αποκλειστικά στον εμβολιασμό. Οι ιοί που 

πολλαπλασιάζονται στα παρεγχυματικά κύτταρα, όπως αυτοί που ανήκουν στα γένη 

Potexvirus, Carlavirus και Allexivirus, έχει βρεθεί ότι μεταδίδονται μηχανικά στον 

αγρό ή στο εργαστήριο (Martelli κ.ά., 2007).  

 

1.2. Γένος Trichovirus 

1.2.1. Γενικά 

 Αρχικά στο γένος Trichovirus είχαν ταξινομηθεί πέντε ιοί, ο ACLSV που 

είναι και το τυπικό μέλος και οι ιός Τ της πατάτας (PVT), λανθάνων ιός του 

Heracleum (HLV), ιός της αμπέλου A (GVA) και ιός της αμπέλου Β (GVB) (Martelli 

κ.ά., 1994). Από αυτούς, οι ACLSV και PTV μεταδίδονται σχετικά εύκολα με φυτικό 

εκχύλισμα, εισβάλουν στους παρεγχυματικούς ιστούς όπου και πραγματοποιούν την 

αντιγραφή τους, και δεν έχουν γνωστούς φορείς (Lister, 1970α; Salazar κ.ά., 1978). 

Σε αντιδιαστολή, οι GVA και GVB μεταδίδονται μηχανικά με δυσκολία, 

περιορίζονται στο φλοίωμα των  ξενιστών τους, μεταδίδονται με ψευδόκοκους, και 

περιέχουν στο γονιδίωμα τους δυο περισσότερα ΑΠΑ (Boscia κ.ά., 1997; Minafra 

κ.ά., 1997). Ο HLV μεταδίδεται με αφίδες με ημι-έμμονο τρόπο με τη συμβολή του 

βοηθητικού ιού Heracleum Closterovirus 6 (Bem και Murant, 1980) φέρει στο 

γονιδίωμα του δύο περισσότερα ΑΠΑ, και προσβάλει μόνον έναν ξενιστή (Adams 

κ.ά., 2004). Οι διαφορές αυτές οδήγησαν στον επαναπροσδιορισμό των μελών του 

γένους με αποτέλεσμα οι HLV, GVA και GVB να ενταχθούν στο καινούριο γένος 

Vitivirus (James κ.ά., 2000). Επίσης ο PVT, ο οποίος φέρει στο γονιδίωμα του το 

TGB, δεν εντάσσεται πια στο γένος, αλλά αποτελεί ανεξάρτητο μέλος της 



  Εισαγωγή 

 

 

5

οικογένειας Flexiviridae, ενώ οι ιοί του  Trichovirus  φέρουν την 30Κ πρωτεΐνη 

(Adams κ.ά., 2004). Σύμφωνα με τις νεότερες συστηματικές κατατάξεις μέλη του 

γένους αποτελούν οι ACLSV, ιός της ποικιλοχλώρωσης των φύλλων της κερασιάς 

(CMLV) (James κ.ά., 1993), ιός της εσωτερικής νέκρωσης της αμπέλου (GINV) 

(Yoshikawa κ.ά., 1997), ιός του μωσαϊκού της ροδακινιάς (PcMV) (James και 

Howell, 1998)  και ιός της ψευδοχλωρωτικής κηλίδωσης των φύλλων της μηλιάς 

(APCLSV) (Liberti κ.ά., 2004; Liberti κ.ά., 2005).  

 

1.2.2. Δομή του ιοσωματίου 

 Τα ιοσωμάτια των μελών του γένους είναι ελικοειδή εύκαμπτα νηματοειδή 

μεγέθους 640-760 nm και πλάτους 12 nm και δεν περιέχουν λιπίδια και 

υδατάνθρακες. Τα νουκλεϊκά οξέα αποτελούν περίπου το 5% του συνολικού βάρους 

των ιοσωματίων, φέρουν μια πολύ-Α ουρά στο 3΄άκρο και το μέγεθός τους ανέρχεται 

στα 2.2-2.5 ×106  daltons (7.5-8.7kb). Η κλίση της έλικας του νουκλεϊκού οξέως είναι 

3.3-3.5 nm και σε κάθε στροφή της έλικας περιέχονται 10 υπομονάδες της ΚΠ 

(Martelli κ.ά., 1994). Τα μέλη του γένους με εξαίρεση τους PcMV και CMLV (James 

και Howell, 1998), και APCLSV και ACLSV (Liberti κ.ά., 2005) δεν παρουσιάζουν 

ορολογική συγγένεια (Martelli κ.ά., 1994). 

 

 1.2.3. Διαδικασία αντιγραφής 

 Η διαδικασία αντιγραφής των ιών του γένους πραγματοποιείται στο 

κυτόπλασμα των φυτικών κυττάρων, όπου συγκεντρώνονται και σχηματίζουν 

παρακρυσταλλικά συσσωματώματα. Στους ACLSV, APCLSV και GINV το 

γονιδίωμα αποτελείται από τρία αλληλοεπικαλυπτόμενα ΑΠΑ, τα οποία 

κωδικοποιούν την RdRp, την ΠΔΜ και την ΚΠ, ενώ στους CMLV και PcMV 

εντοπίζεται ένα επιπλέον ΑΠΑ με άγνωστη λειτουργία (James κ.ά., 2000; James και 

Howell, 1998). Τα ΑΠΑ της ΠΔΜ και ΚΠ εκφράζονται από υπογενωμικό RNA (sg 

RNA) (Martelli κ.ά., 1994). 
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1.2.4. Βιολογικές ιδιότητες 

1.2.4.1. Εύρος ξενιστών  

  Οι ιοί του γένους εντοπίζονται κυρίως σε πυρηνοκάρπα (βερικοκιά, κερασιά, 

αμυγδαλιά, ροδακινιά και δαμασκηνιά), ενώ τα γιγαρτόκαρπα προσβάλλει μόνον ο 

ACLSV. Ο GINV είναι ο μοναδικός ιός του γένους που προσβάλει την άμπελο. Στους 

ξενιστές παρατηρείται ποικιλομορφία συμπτωμάτων, όπως καθυστερημένη έκπτυξη 

οφθαλμών, νανισμός, κηλιδώσεις και παραμορφώσεις των φύλλων από τους PcMV, 

APCLSV και CMLV, ενώ ο ACLSV, συνήθως λανθάνων στην μηλιά, προκαλεί 

έντονα συμπτώματα στους καρπούς της κερασιάς. Ο GINV προκαλεί νεκρώσεις στις 

ράγες των προσβεβλημένων πρέμνων. 

1.2.4.2. Επιδημιολογία 

 Οι GINV,  PcMV και CMLV μεταδίδονται με ακάρεα (Martelli κ.ά., 2007), 

ενώ δεν έχει βρεθεί φορέας για τους APCLSV και ACLSV (Πίνακας 1.3) (Martelli 

κ.ά., 1994; Liberti κ.ά., 2005). Ο APCLSV που αποτελεί και το νεότερο μέλος του 

γένους, έχει εντοπιστεί μόνο σε μικτές προσβολές με τον ACLSV. Όλοι οι ιοί που 

ανήκουν στο γένος μεταδίδονται με εμβολιασμό, αλλά και μηχανικά με φυτικό 

εκχύλισμα στο εργαστήριο. 

 

   Πίνακας 1.3. Φορείς των ιών-μελών του γένους Trichovirus  

Ιός Φορέας

ACLSV Άγνωστος (Martelli κ.ά., 1994)

PcMV Eriophyes insidiosus (Keifer κ.ά., 1955) 
GINV Colomerus vitis (Kunugi κ.ά., 2000)

CMLV Eriophyes inequalis (Oldfield κ.ά., 1996) 
APCLSV Άγνωστος (Liberti κ.ά., 2005)
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1.3. Ιός της χλωρωτικής κηλίδωσης των φύλλων της μηλιάς (ACLSV) 

1.3.1. Γενικά 

Συνώνυμα: Apple chlorotic leaf spot virus, plum bark split strain, Apple latent virus 1, 

Bark split virus, Pear ring mosaic virus, Pear ring pattern mosaic virus (Cropley, 

1969α), Plum bark split virus, Plum bark spot virus, Plum pseudopox virus, Quince 

stunt virus. 

 Προσβολές από τον ιό έχουν αναφερθεί σε πολλές χώρες του κόσμου με 

μοναδική ίσως εξαίρεση την περιοχή της Ανατολικής Ασίας όπου δεν έχει ανιχνευθεί 

καθόλου σε καλλιέργειες βερικοκιάς (Sato κ.ά., 1993; Sipahioglu και Baloglu, 2006). 

Αρχικά εντάχθηκε στην οικογένεια Closteroviridae (Martelli κ.ά., 1994) εξ’ αιτίας 

των ομοιοτήτων των ιοσωματίων του με αυτά των ιών του γένους Closterovirus 

(Lister, 1970α; Yoshikawa κ.ά., 1989). Αργότερα, εντοπίστηκαν διαφορές στη δομή 

και άλλες ιδιότητες με τα άλλα μέλη του γένους Closterovirus και προτάθηκε η 

δημιουργία ενός νέου γένους του Trichovirus, με τυπικό μέλος τον ACLSV (Martelli 

κ.ά., 1994). 

 

1.3.1.1. Δομή του γονιδιώματος 

 Το μήκος των ιοσωματίων είναι 600nm και το πλάτος του 12nm (Lister, 1965; 

Lister, 1970α), ενώ το RNA του αποτελείται από 7.555 νουκλεοτίδια χωρίς την πολύ 

Α-ουρά (Satoh κ.ά., 1999). Τo καψίδιο του ιού δεν περιβάλλεται από φάκελο 

λιποπρωτεΐνης, είναι νηματοειδές με ελικοειδή συμμετρία και κλίση της έλικας 3.8-

3.9 nm (Martelli κ.ά., 1994). Στo 5΄ άκρο του γονιδιώματος πιθανώς διαθέτει μια 

μεθυλιωμένη νουκλεοτιδιακή καλύπτρα (cap) (Lister και Bar-Joseph, 1981). Η 

αναλογία των νουκλεοτιδικών βάσεων είναι περίπου: G 23.8%, A 31.5%, C 17.7%,  

U 27.0% (German κ.ά., 1990).  
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1.3.1.2. Μοριακές ιδιότητες 

 Στο 5΄άκρο του γονιδιώματος του ACLSV εντοπίζεται μια αμετάφραστη 

περιοχή μήκους 151 νουκλεοτιδίων (German κ.ά., 1990; Marini κ.ά., 2008). 

Ακολουθεί το κωδικόνιο έναρξης (AUG)  του ΑΠΑ 1 που εκτείνεται έως το 

κωδικόνιο λήξης (UGA) στη θέση 5.804 και κωδικοποιεί μια πολυπρωτεϊνη μεγέθους 

180-220 kDa που περιέχει μία μεθυλοτρανσφεράση (MET), μία πρωτεάση με δομή 

παρόμοια της παπαΐνης (P-PRO), μία ελικάση (HEL)  και μία πολυμεράση (POL) 

(Εικόνα 1.1). Το ΑΠΑ 2 που αλληλεπικαλύπτεται ελαφρώς με το ΑΠΑ 1, εκτείνεται 

από τη θέση 5.718 έως τη θέση 7.098 και κωδικοποιεί ένα πολυπεπτίδιο 40-50 kDa 

που αποτελεί την ΠΔΜ (MP) (Εικόνα 1.1) (German κ.ά., 1990). Το ΑΠΑ 3 

επικαλύπτεται σε μεγάλο βαθμό με το ΑΠΑ 2 καθώς ξεκινά από τη θέση 6.613 και 

τερματίζει στη θέση 7.366 και κωδικοποιεί την 22 kDa ΚΠ (CP) (Εικόνα 1.1) 

(Martelli κ.ά., 1994). Μετά το ΑΠΑ 3, ακολουθεί η 3΄ αμετάφραστη περιοχή μήκους 

189 νουκλεοτιδίων. Παρόλο που σε κάποιες απομονώσεις του ιού το μέγεθος του 

ΑΠΑ της ΚΠ είναι 28kDa, το σύνηθες μέγεθος της πρωτεΐνης είναι 22 kDa καθώς η 

μετάφραση του γονιδίου ξεκινά από το δεύτερο σε σειρά κωδικόνιο έναρξης 

(Candresse κ.ά., 1996; German- Renata κ.ά., 1997).   Φυλογενετικές αναλύσεις που 

βασίζονται στην αλληλουχία των αμινοξέων της ΚΠ έδειξαν ότι ο συνδυασμός των 

πέντε αμινοξέων στις θέσεις  40, 59, 75, 130 και 184 (Ala40-Val59-Phe75-Ser130- 

Met184 ή Ser40-Leu59-Tyr75-Thr130-Leu184) είναι πολύ συντηρημένος. Περεταίρω 

αναλύσεις κάθε ομάδας έδειξαν ότι ο συνδυασμός των δύο αμινοξέων (Ala40 -Phe75 ή 

Ser40- Tyr75) είναι σημαντικός για την μολυσματικότητα του ιού. Μεταλλαγμένα 

στελέχη του ιού, στις συγκεκριμένες θέσεις, διαθέτουν περιορισμένη 

μολυσματικότητα (Yaegashi κ.ά., 2007). 

 Αρχικά από προσβεβλημένα φυτά είχαν απομονωθεί 5 μόρια ιικού dsRNA 

(Yoshikawa κ.ά., 1988), ενώ αργότερα διαπιστώθηκε η παρουσία ενός ακόμη μορίου. 

Τα μεγέθη των 6 μοτίβων dsRNA εκτιμήθηκαν στα 7.5, 6.4, 5.4, 2.2, 1.1 και 1.0 kbps 

(German κ.ά., 1992). Εκτός από το dsRNA μεγέθους 7.5 kbps  που αντιστοιχεί σε 

ολόκληρο το ιικό γονιδίωμα, το μέγεθος και η θέση των 2.2 kbps, και 1.1 kbps 

δείχνουν ότι είναι μορφές υπογενωμικού RNA το οποίο επιτρέπει την έκφραση των 
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εσωτερικών Α.Π.Α που κωδικοποιούν την ΠΔΜ και την ΚΠ, αντίστοιχα. Τα dsRNA 

6.4 kbps, και 5.4 kbps απαντώνται συχνότερα και περιέχουν το 5΄ άκρο του 

γενωμικού RNA, ενώ το dsRNA μεγέθους 1.0 kbps είναι ένα εσωτερικό τμήμα του 

γονιδιώματος. 

 

 

Εικόνα 1.1. Οργάνωση του γονιδιώματος του ιού της χλωρωτικής κηλίδωσης της μηλιάς (ACLSV). 

ΜΕΤ: μεθυλοτρανσφεράση, P-PRO: πρωτεάση με δομή παρόμοια της παπαΐνης, HEL: ελικάση, POL: 

πολυμεράση (RdRp), MP: πρωτεΐνη διακυτταρικής μετακίνησης, CP: Καψιδιακή πρωτεΐνη 

   

1.3.1.3. Βιοποικιλότητα του ACLSV  

1.3.1.3.1. Γενετική Παραλλακτικότητα  

 Τα γονίδια που κωδικοποιούν την ελικάση (HEL) και την πολυμεράση (POL), 

καθώς και οι αμετάφραστες περιοχές που τα περικλείουν, είναι αρκετά συντηρημένες 

περιοχές του γονιδιώματος και εμφανίζουν πάνω από 90% ομοιότητα σε επίπεδο 

αμινοξέων μεταξύ διαφόρων απομονώσεων του ιού. Φαίνεται όμως ότι υπάρχει μια 

μικρή περιοχή καθοδικά της μεθυλοτρανσφεράσης (MET) και πριν την πρωτεάση (P-

PRO) στην οποία παρατηρείται υψηλή παραλλακτικότητα (έως 80% σε αμινοξέα) 

μεταξύ όλων των απομονώσεων του ιού (German-Retana κ.ά., 1997). Τα μεγαλύτερα 

ποσοστά παραλλακτικότητας που κυμαίνονται από 15 έως 23% σε επίπεδο αμινοξέων 
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παρατηρούνται στο ΑΠΑ που κωδικοποιεί την ΠΔΜ και η μέγιστη στο C-ήμισυ της 

πρωτεΐνης (German-Retana κ.ά., 1997). Η πιο συντηρημένη πρωτεΐνη του ιού είναι η  

ΚΠ (7-13% παραλλακτικότητα σε αμινοξέα), γεγονός που ερμηνεύει και την 

ανίχνευση της πλειονότητας των απομονώσεων του ιού με τα ίδια αντισώματα. Όπως 

έχει ήδη αναφερθεί, σε ορισμένες απομονώσεις του ιού το μέγεθος της ΚΠ είναι 28 

kDa. Στις απομονώσεις αυτές, στην αμετάφραστη περιοχή που μεσολαβεί ανάμεσα 

στο πρώτο και στο δεύτερο κωδικόνιο AUG, παρατηρείται σημαντική γενετική 

παραλλακτικότητα που κυμαίνεται από 14 έως 17% σε αμινοξέα (German-Retana 

κ.ά., 1997). Η ομοιότητα του γονίδιου της ΚΠ μιας απομόνωσης (SX/2) από την 

Πολωνία ήταν πολύ μικρότερη (84%) με την ομόλογη περιοχή των υπολοίπων 

απομονώσεων γεγονός που εξηγεί και την αδυναμία ανίχνευσης της με την ELISA 

(Malinowski κ.ά., 1998; Rwahnih κ.ά., 2004). Η μεγαλύτερη παραλλακτικότητα της 

ΚΠ εντοπίζεται στο 5΄άκρο της, όπου και αλληλεπικαλύπτεται με την ΠΔΜ 

(Candresse κ.ά., 1995). Εξαίρεση αποτελούν τέσσερις απομονώσεις του ιού από την 

Ιταλία, την Ουγγαρία, την Ιορδανία και την Τουρκία οι οποίες εμφανίζουν υψηλή 

παραλλακτικότητα σε ολόκληρο το γονίδιο της ΚΠ (Rwahnih κ.ά., 2004). 

 Συνοψίζοντας θα μπορούσαμε να πούμε ότι στο γονιδίωμα του ACLSV οι 

μεγαλύτερες γενετικές διαφοροποιήσεις εντοπίζονται στην περιοχή που βρίσκεται 

ανάμεσα στην μεθυλοτρανσφεράση και την πρωτεάση, καθώς και στην περιοχή της 

ΠΔΜ που αλληλεπικαλύπτεται με την ΚΠ.  

1.3.1.3.2. Φυλογενετικές αναλύσεις  

 Έχουν γίνει αρκετές προσπάθειες ώστε να διερευνηθεί αν οι απομονώσεις του 

ACLSV ομαδοποιούνται μεταξύ τους με βάση τον ξενιστή που απομονώθηκαν ή την 

γεωγραφική τους προέλευση. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν φυλογενετικές 

αναλύσεις με εκκινητές που εδράζουν στο γονίδιο της ΚΠ (Candresse κ.ά., 1995; 

Menzel κ.ά., 2002). Η πρώτη φυλογενετική ανάλυση στηρίχτηκε σε ένα τμήμα 

358bps του γονιδίου της ΚΠ 16 απομονώσεων και διακρίθηκαν τρεις ομάδες 

(Candresse κ.ά., 1995). Στην πρώτη ομαδοποιήθηκαν απομονώσεις του ιού από 

πυρηνόκαρπα και γιγαρτόκαρπα, στη δεύτερη απομονώσεις από πυρηνόκαρπα και 

στην τρίτη απομονώσεις από γιγαρτόκαρπα, καθώς και μία απομόνωση από 
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ροδακινιά. Μια ακόμα φυλογενετική ανάλυση που αφορούσε την ίδια περιοχή της 

ΚΠ, πραγματοποιήθηκε σε 14 απομονώσεις του ιού (Ulubas Serce και Rosner, 2006). 

Και εδώ δημιουργήθηκαν τρεις ομάδες όπου, η πρώτη περιλάμβανε απομονώσεις από 

πυρηνόκαρπα και γιγαρτόκαρπα, η δεύτερη απομονώσεις από πυρηνόκαρπα και η 

τρίτη χωρίστηκε σε δύο υποομάδες, μία που περιλάμβανε απομονώσεις από 

πυρηνόκαρπα και η άλλη με απομονώσεις πυρηνοκάρπων και γιγαρτοκάρπων. 

Νεότερες μελέτες που βασίστηκαν σε μεγαλύτερο τμήμα της ΚΠ (677 bps) έδειξαν 

ότι οι απομονώσεις του ιού από τα πυρηνόκαρπα και τα γιγαρτόκαρπα ανήκαν 

φυλογενετικά σε ξεχωριστές ομάδες με εξαίρεση κάποιες απομακρυσμένες 

απομονώσεις πυρηνοκάρπων που εντάχθηκαν σε ομάδες γιγαρτοκάρπων και 

αντίστροφα (Rwahnih κ.ά., 2003; Rwahnih κ.ά., 2004; Candresse κ.ά., 2006; 

Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β). Σαφή συμπεράσματα ως προς τη γεωγραφική 

προέλευση των απομονώσεων δεν υπήρξαν εξαιτίας της ευρύτατης διακίνησης 

πολλαπλασιαστικού υλικού μεταξύ των χωρών (Candresse κ.ά., 1995; Rwahnih κ.ά., 

2003; Rwahnih κ.ά., 2004; Candresse κ.ά., 2006; Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β).           

1.3.1.3.3. Παραλλακτικότητα ως προς τη συμπτωματολογία 

 Οι απομονώσεις του ιού διαφοροποιούνται μεταξύ τους και ως προς τη 

συμπτωματολογία που προκαλούν στους διάφορους ξενιστές. Για παράδειγμα, η 

απομόνωση Balaton 1 του ιού προκαλεί παραμορφώσεις και αποχρωματισμό των 

φύλλων σε σπορόφυτα ροδακινιάς GF 305, συμπτωματολογία αρκετά διαφορετική 

από αυτή των άλλων απομονώσεων του ιού (German-Retana κ.ά., 1997).  

1.3.1.3.4. Παραλλακτικότητα με βάση το Μr (Migration rate) 

 Με βάση την ηλεκτροφορητική κινητικότητα (Μr)  της ΚΠ, απομονώσεις του 

ACLSV από την Ιταλία και την Ουγγαρία κατατάχθηκαν σε τρεις κύριες ομάδες με 

Μr 22.7 kDa, 21.5 kDa, και 19.7 kDa (Pasquini κ.ά., 1998; Krizbai κ.ά., 2001). Μια 

απομόνωση (SX/2) από την Πολωνία βρέθηκε να παρουσιάζει ταχύτερη Μr από όλες 

τις υπόλοιπες απομονώσεις του ACLSV (Rwahnih κ.ά., 2004). Είναι πιθανό η 

διαφοροποίηση αυτή να οφείλεται περισσότερο σε διαφορές στην σύνθεση των 
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αμινοξέων της SX/2 παρά στο μέγεθος της ΚΠ (Cieslinska κ.ά., 1994; Malinowski 

κ.ά., 1998; Rwahnih κ.ά., 2004). 

1.3.1.4. Ιδιότητες in vitro 

 Η πυκνότητα των ιοσωματιών σε Cs2So4 είναι 1,27gcm-3, ο συντελεστής 

καθίζησης είναι 96 S20w  και το σημείο θερμικής αδρανοποίησης (ΣΘΑ) ανέρχεται 

στους 52-55οC (Lister κ.ά., 1965). Η διάρκεια ζωής in vitro είναι 1 ημέρα στους 20οC 

και 10 ημέρες στους 4οC. Αν και η συγκέντρωση του ιού εξαρτάται από τον ξενιστή,  

το σημείο οριακής αραίωσης (ΟΑ) συνήθως είναι 10-4 (Paunović, 1988). Το RNA του 

ιού φαίνεται να είναι ευαίσθητο στη δράση ριβονουκλεασών, ενώ απουσία βασικών 

δισθενών κατιόντων (Mg2+, Ca2+) ή πολυαμινών, που θεωρούνται απαραίτητα για τη 

σταθερότητα της τεταρτοταγούς δομής των ιοσωματίων, έχει ως αποτέλεσμα την 

αποδόμησή τους και τον σχηματισμό συσσωματωμάτων (Lister και Hadidi, 1971). Ο 

ιός χάνει τη μολυσματικότητά του σε τιμές pH κάτω από 5.5 και πάνω από 9.5 

(Saksena και Mink, 1969).  

1.3.1.5. Διακυτταρική μετακίνηση  

 Η μετακίνηση από κύτταρο σε κύτταρο γίνεται μέσω των πλασμοδεσμάτων 

που αποτελούν το κανάλι επικοινωνίας του κυτοπλάσματος των γειτονικών κυττάρων 

(Υoshikawa κ.ά., 1999; Satoh κ.ά., 2000). Οι ΠΔΜ που εκφράζουν οι ιοί, δεσμεύουν 

τα μονής αλυσίδας μόρια RNA (ssRNA) και τα μεταφέρουν σε γειτονικά υγιή 

κύτταρα (Fujiwara κ.ά., 1993). Προς το παρόν, αυτό πραγματοποιείται με δύο 

τρόπους. Στην πρώτη περίπτωση η ΠΔΜ αλληλεπιδρά με τα πλασμοδέσματα στο 

σημείο της μόλυνσης και επάγει μια αξιοσημείωτη αύξηση της διαμέτρου τους, 

επιτρέποντας έτσι τη μετακίνηση του συμπλόκου ΠΔΜ-ssRNA στα γειτονικά 

κύτταρα (Atkins κ.ά., 1991; Reichel κ.ά., 1999). Στην κατηγορία των ιών που 

μετακινούνται με τον τρόπο αυτό ανήκει και ο ACLSV (Υoshikawa κ.ά., 1999). 

Μελέτες όπου χρησιμοποιήθηκε η ΠΔΜ του ACLSV συζευγμένη με την GFP-

πρωτεΐνη έδειξαν ότι η ενδοκυτταρική της μετακίνηση από το σημείο σύνθεσης της 

στο κυτόπλασμα έως τα πλασμοδέσματα, γίνεται μέσω του κυτοσκελετού και του 

ενδοπλασματικού δικτυωτού (ΕΔ) (Huang και Zhang, 1999). Τέλος, θα πρέπει να 
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αναφερθεί ότι η ΠΔΜ του ιού δεν παρουσιάζει εξειδίκευση ως προς τη θέση 

δέσμευσης της στο ssRNA (Isogai και Yoshikawa, 2005). 

 

1.3.1.6. Μετάδοση 

 Ο ACLSV έχει ευρύτατη γεωγραφική εξάπλωση και απαντάται σε 

καλλιέργειες γιγαρτοκάρπων και πυρηνοκάρπων στις αρκετές περιοχές του κόσμου 

(Lister, 1970α; Rwahnih κ.ά., 2004). Μεταδίδεται με εμβολιασμό, πιθανώς με 

εμβολιασμό ριζών (Gilmer κ.ά., 1971), ενώ είχε αναφερθεί μετάδοσή του με 

νηματώδεις χωρίς ωστόσο να επιβεβαιωθεί (Fritzsche και Kegler, 1968). Σε 

πειράματα που έγιναν στο παρελθόν δεν παρατηρήθηκε μετάδοση του ιού με το 

σπόρο μηλιάς ή με την αφίδα Myzus persicae (Sweet κ.ά., 1980α). 

1.3.2. Ξενιστές  

 Ο ACLSV προσβάλλει μεγάλο αριθμό φυτικών ειδών (καλλιεργούμενων,  

αυτοφυών και καλλωπιστικών) που ανήκουν στην οικογένεια Rosaceae. Από τα 

γιγαρτόκαρπα προσβάλει τη μηλιά, την αχλαδιά και την κυδωνιά, ενώ από τα 

πυρηνόκαρπα την αμυγδαλιά, τη βερικοκιά, την κερασιά, τη ροδακινιά και τη 

δαμασκηνιά. 

1.3.2.1. Καλλιεργούμενοι ξενιστές 

    1.3.2.1.1. Γιγαρτόκαρπα 

Μηλιά 

 Αποτελεί τον ξενιστή  στον οποίο εντοπίστηκε ο ιός για πρώτη φορά (Mink 

και Shay, 1959; Mink και Shay, 1962; Lister κ.ά., 1965). Στη μηλιά, είναι συνήθως 

λανθάνων καθώς στις περισσότερες ποικιλίες δεν προκαλεί συμπτώματα ενώ όταν 

παρατηρούνται συμπτώματα, αυτά διαφοροποιούνται ανάλογα με την ποικιλία 

(Luckwill και Campbell, 1959; Verma και Sharma, 1999; Rwahnih κ.ά., 2004). Για 

παράδειγμα, στην ποικιλία Northen Spy (καλλιεργείται στις ΗΠΑ) παρατηρείται 

συστροφή και χλωρωτικές κηλίδες στα φύλλα, νανισμός καθώς και βοθρίωση του 
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κορμού, ενώ στην ποικιλία Virginia βοθρίωση του κορμού (Mink και Shay, 1959). 

Συχνά παρατηρούνται στους καρπούς δακτύλιοι ως αποτέλεσμα προσβολής από 

ορισμένες απομονώσεις, ενώ σε κάποιες ποικιλίες όπως η Granny Smith στους 

καρπούς εμφανίζονται κυρίως γραμμώσεις και χλωρωτικοί δακτύλιοι (Εικόνα 1.2.) 

(Desvignes και Boyé, 1988). Ορισμένα στελέχη του ιού που εντοπίστηκαν στην 

Ολλανδία (Van der Meer, 1986) και τη Νέα Ζηλανδία (Wood, 2001) προκαλούν 

κηλίδες με μορφή «νιφάδας» στα φύλλα των ποικιλίων ‘Golden Delicious’ και ‘Lord 

Lambourne’. 

           

Εικόνα 1.2. Χλωρωτικά και κοκκινωπά 

δακτυλιοειδή σχέδια σε καρπούς μηλιάς από 

τον ACLSV 

 

 

Κυδωνιά  

 Στην κυδωνιά ο ιός είναι συνήθως λανθάνων (Mathioudakis κ.ά., 2007). 

Παρόλα αυτά, όταν υπάρχουν συμπτώματα, συνήθως αφορούν χλωρωτικούς 

δακτυλίους και κηλιδώσεις στα φύλλα ενώ οι καρποί μπορεί να φέρουν 

παραμορφώσεις (Cropley κ.ά., 1963; Cropley κ.ά., 1969α; Fridlund, 1986). Στην 

Ελλάδα, η κυδωνιά καλλιεργείται κυρίως ως υποκείμενο της αχλαδιάς και όχι τόσο 

για τους καρπούς της (Βασιλακάκης και Θεριός, 2001) με αποτέλεσμα, όταν τα φυτά 

δεν εμφανίζουν συμπτώματα, ο ιός να μεταδίδεται μέσω του εμβολιασμού στο 

εμβόλιο της αχλαδιάς. Συχνά παρατηρείται και ασυμφωνία εμβολίου-υποκειμένου 

(Rana κ.ά.,  2008β).  

Αχλαδιά 

 Τα κυριότερα συμπτώματα είναι δακτυλιοειδή σχέδια στα φύλλα και μωσαϊκό 

(Posnette κ.ά., 1957; Cropley κ.ά., 1969α; Salem κ.ά., 2005). Αρχικά ονομάστηκε ως 
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ιός του δακτυλιοειδούς μωσαϊκού της αχλαδιάς (Pear ring line pattern mosaic virus) 

που αποτελεί πλέον συνώνυμη ονομασία (Zahi κ.ά., 2000). 

 

   1.3.2.1.2. Πυρηνόκαρπα 

Αμυγδαλιά 

 Τα συμπτώματα είναι μωσαϊκό, ανοιχτοί κίτρινοι έως και χλωρωτικοί 

αποχρωματισμοί, τοπικές νεκρώσεις και συστροφή των φύλλων, αποτυχία έκπτυξης 

των οφθαλμών, δεσμιώσεις και σχηματισμός ροζέτας στους βλαστούς, νανισμός και 

θαμνώδης ανάπτυξη (Zahi κ.ά., 2000). Με τη συμπτωματολογία αυτή σχετίζονται οι 

ApMV, PDV, και PNRSV που ανήκουν στο γένος Illarvirus καθώς και ο ACLSV, 

που συνήθως συναντάται σε μικρότερη συχνότητα και σπανίως προκαλεί 

προβλήματα στην καλλιέργεια (Martelli και Savino, 1997).   

 

Βερικοκιά 

 Αν και ο PPV (ιός της ευλογιάς των πυρηνοκάρπων) προκαλεί την πιο 

σημαντική ασθένεια της βερικοκιάς, αρκετά συχνά συναντάται και ο ACLSV όπως 

και οι PDV και PNRSV, τόσο σε συμπτωματικά όσο και σε φαινομενικά υγιή φυτά. 

Συχνά ο ιός δεν προκαλεί συμπτώματα, ενώ ορισμένες απομονώσεις του ACLSV 

προκαλούν σοβαρές ασθένειες όπως είναι η ασθένεια ‘butteratura’ (Ragozzino και 

Pugliano, 1974) στην Ιταλία και η ‘viruela’  στην Ισπανία (Peña- Iglesias και Ayuso, 

1975; Cañizares κ.ά., 2001α). Η συμπτωματολογία του ιού ποικίλει ανάλογα με το 

γενότυπο και με βάση αυτή, ο τύπος αντίδρασης των προσβεβλημένων φυτών 

διακρίνεται σε τρεις κατηγορίες (Πίνακας 1.4.). 
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Πίνακας 1.4. Τύποι αντίδρασης ποικιλιών βερικοκιάς σε προσβολές από ACLSV (Desvignes και Boyé 

1988). 

 

 

Κερασιά  

  Οι περισσότερες ποικιλίες συνήθως δεν παρουσιάζουν συμπτώματα του ACLSV 

(Desvignes και Boyé, 1988). Στις ευπαθείς ποικιλίες τα συμπτώματα που συνήθως 

παρατηρούνται είναι χλωρωτικοί δακτύλιοι, χλωρωτικές και νεκρωτικές κηλίδες και 

κίτρινο μωσαϊκό στα φύλλα, ενώ στους καρπούς παρατηρούνται αποχρωματισμοί, 

σκοτεινές κηλίδες, βαθουλώματα,  νεκρώσεις και παραμορφώσεις (Εικόνα 1.4.) (Savino, 

1997; Desvignes κ.ά., 1999). Ορισμένες απομονώσεις του ιού προκαλούν ρωγμές στον 

φλοιό (Εικόνα 1.3.) και σταδιακή κατάπτωση των δέντρων (Desvignes και Boyé, 1988).        

Τύπος αντίδρασης Ορολογική Δοκιμή ELISA Ποικιλία 

Τα ασθενή δέντρα εμφανίζουν  ροζέτα. 

Ήπιες βοθριώσεις στον κορμό. 
Αρνητική 

Luizet 

Bergeron 

Hatif Colomer 

Prianα 

Προσβάλλονται από τον ιό αλλά είναι 

ανεκτικές (Λανθάνουσα μόλυνση: δεν 

παρατηρούνται συμπτώματα). 

Θετική 

Canino 

Rouge de 

Roussillon 

Tardif de Bordaneil 

Κάποια φυτά σχηματίζουν ροζέτα, ενώ άλλα 

αναπτύσσονται κανονικά. 

Ακανόνιστη  συγκέντρωση και κατανομή του 

ιού στο ασθενές δέντρο. 

Άλλοτε θετική και άλλοτε αρνητική 
Polonais 

Houcall 
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Εικόνα 1.4. Αποχρωματισμοί και παραμορφώσεις 
καρπών κερασιάς που οφείλονται σε προσβολή των 
δέντρων από στελέχη του ACLSV.     

           Εικόνα 1.3. Ρωγμές στο φλοιό κερασιάς  

            προσβεβλημένης από τον ACLSV. 

 

Ροδακινιά 

 Η ροδακινιά θεωρείται γενικώς ανθεκτική στον ACLSV, ωστόσο έχουν 

εντοπιστεί ορισμένα στελέχη του ιού που προκαλούν το σχηματισμό δαχτυλιδιών 

(παρόμοια με αυτά που προκαλεί ο PPV) και κηλίδων στους καρπούς, ενώ άλλα 

προκαλούν χλωρωτικά γραμμικά σχέδια στα φύλλα (Εικόνα 1.5.) (Desvignes και 

Boyé, 1988).   

 

 

Εικόνα 1.5. Συμπτώματα προσβολής από τον ACLSV σε 

φύλλα και καρπούς ροδακινιάς. Στους κσρπούς 

διακρίνονται τα δακτυλιοειδή σχέδια και στα φύλλα οι 

χλωρωτικοί μεταχρωματισμοί. 
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Δαμασκηνιά 

 Στην δαμασκηνιά προκαλεί την ασθένεια ψευδοευλογιά (Németh, 1986) που 

προκαλεί συμπτώματα παρόμοια με τον PPV.  

 

Άλλα είδη του γένους Prunus 

 Ο  ACLSV έχει επίσης ανιχνευθεί και σε καλλωπιστικά φυτά του γένους 

Prunus (Gilmer, 1967; Cropley, 1968β; Cropley, 1969β; Cropley, 1974; Colin και 

Verhoyen, 1975). Η συμπεριφορά των διαφόρων ειδών  στην προσβολή από τον ιό 

μοιάζει με αυτή της βερικοκιάς (Πίνακας 1.5.). 

 

Πίνακας 1.5. Αντίδραση ειδών του γένους Prunus σε προσβολές του ACLSV (Desvignes και Boyé, 

1988). 

Τύπος αντίδρασης Είδος του γένους Prunus 
Παρουσία 
συμπτωμάτων 

Η καλλιέργεια παρουσιάζει 
συμπτώματα ιολογικής προσβολής. 

P. maliformis (κορομηλιά) 

Απουσία 
συμπτωμάτων, 
παρουσία του  ιού 

Aφορά κυρίως καλλωπιστικά φυτά 
στα οποία είναι λανθάνων (Colin 
και Verhoyen, 1975). 

P. cerasifera, P. insititia, 

P. salicina, P. blireana 

Διαφορετικές 
αντιδράσεις 

Ορισμένα είδη αντιδρούν στον ιό 
με τοπικές νεκρώσεις, 
ψευδοευλογιά στους καρπούς, 
ρωγμές και βοθρίωση του κορμού. 

Υποκείμενο GF 677 

 

 

1.3.2.2. Αυτοφυείς ξενιστές 

 Οι πληροφορίες σχετικά με την παρουσία του ιού σε αυτοφυή φυτά είναι 

σχετικά περιορισμένες. Ευπαθή στον ιό είναι η αγριοκερασιά (German-Retana κ.ά., 

1997; Rana κ.ά., 2008γ), η αγριαχλαδιά, η γκορτσιά, η αγριομηλιά, η αγριοβερικοκιά 

(Rana κ.ά., 2007), η τσαπουρνιά (Sweet, 1980α), η αγριοαμυγδαλιά (Zahi κ.ά., 2000) 
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και τα είδη που ανήκουν στο γένος  Sorbus sp (Sorbus hybrid, Sorbus aucuparia) 

(Ramsfjell, 1957; Kengler, 1960; Kralikova, 1961; Sweet και Campbell, 1976) καθώς 

και Rubus sp (Citir και Ilbagi, 2008). 

1.3.2.3.  Καλλωπιστικά 

 Ο ACLSV εντοπίστηκε επίσης και σε πολλά καλλωπιστικά είδη με ποικίλη 

συμπτωματολογία. Ανιχνεύθηκε σε είδη του γένους Crataegus που εμφάνιζαν 

χλωρωτικά δακτυλιοειδή σχέδια στα φύλλα (Posnette κ.ά., 1957), σε είδη του γένους  

Amelanchier που εκδηλώνουν δακτυλιοειδή σχέδια και μωσαϊκό στα φύλλα (Van 

Katwijk, 1957) και στο είδος Pyronia veitchii με συμπτώματα χλώρωσης και 

νανισμού (Sweet, 1980β). Επίσης εντοπίστηκε και σε είδη τροπικής προέλευσης που 

ανήκουν στα γένη Chaenomeles, Cydonia και Mespilus (Schimanski και Schmelzer, 

1974; Sweet, 1976; Sweet και Campbell, 1976; Sweet, 1980β), καθώς και στο 

Amelanchier canadensis (Ramsfjell, 1957). Ο ACLSV ανιχνεύθηκε και σε 

καλλωπιστικά είδη των γενών Malus και Pyrus sp (Campbell, 1971; Sweet και 

Campbell, 1973). Τέλος, ο ιός ανιχνεύθηκε και σε τριανταφυλλιά (Rosa canina) 

καθώς και στην καλλωπιστική αμυγδαλιά Prunus glandulosa (Sweet, 1980β; Spiegel 

κ.ά., 2005). 

 

1.3.3. Διάγνωση  

  Για τη διάγνωση του ιού χρησιμοποιούνται οι παρακάτω μέθοδοι: 

Α. Χρήση κατάλληλων φυτοδεικτών   

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί ο ACLSV μεταδίδεται μηχανικά με φυτικό 

εκχύλισμα στο εργαστήριο. Οι πλέον κατάλληλοι φυτοδείκτες ανήκουν στις 

οικογένειες Chenopodiaceae, Leguminosae- Papilionoideae, Rosaceae. Οι κυριότεροι 

από αυτούς είναι: Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Crataegus sp, Cydonia 

oblonga (C7/1), Malus platycarpa (Εικόνα 1.6.), Malus sylvestris (Εικόνα 1.7.), 

Prunus armeniaca, P. domestica, P. persica, Phaseolus vulgaris, Pyronia veitchii, 

Pyrus communis. Η συμπτωματολογία του ιού ποικίλει ανάλογα με το είδος του 
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φυτοδείκτη (Πίνακας 1.6.) (Lister, 1970α). Για τη διατήρηση και αναπαραγωγή του 

ιού χρησιμοποιείται το C. quinoa στο οποίο προκαλεί διασυστηματική μόλυνση. 

Αρχικά παρατηρούνται τοπικές κηλίδες που σταδιακά γίνονται νεκρωτικές και  

χλωρωτικές, 5-7 ημέρες μετά τη μόλυνση και ακολουθούν τα συμπτώματα μωσαϊκού 

στα ανώτερα φύλλα, σε 10-13 μέρες (Satoh κ.ά., 1999).  

 Η μηχανική μετάδοση του ιού σε ξυλώδεις φυτοδείκτες πραγματοποιείται με 

τον εμβολιασμό ή τον ενοφθαλμισμό του υπό μελέτη δείγματος, ενώ οι ποώδεις 

φυτοδείκτες μολύνονται μηχανικά με πρόκληση πληγών. Ο ιστός από 

προσβεβλημένα φυτά ομογενοποιείται με τη βοήθεια ρυθμιστικού διαλύματος 

(φωσφορικό διάλυμα που περιέχει: KH2Po4 και Na2HPO4 σε αναλογία 2:3 και τελική 

συγκέντρωση 0,1M με pH 7,0 και 0,01M Na2SO3) με ιγδίο και ύπερο (Dijkstra και De 

Jager, 1998) ή με 2% polyvinyl pyrrolidone (PVP) (Rana κ.ά., 2008α) ή με νικοτίνη 

2,5% (Terlizzi, 1998), ώστε να αποφεύγεται η αδρανοποίηση του ιού κατά την 

εκχύλιση. Ακολουθεί ομοιόμορφη επίπαση των φύλλων των φυτοδεικτών με 

ανθρακοπυρίτιο για τη δημιουργία πληγών και τέλος, γίνεται επάλειψη του 

εκχυλίσματος στα φύλλα με τη βοήθεια βαμβακοφόρου. Καταλληλότερο, για τη 

μηχανική μόλυνση, τμήμα του φυτού θεωρούνται τα άνθη (Lister κ.ά., 1965) και οι 

καρποί (Cropley, 1968α) εξαιτίας της μικρότερης περιεκτικότητας σε φαινολικές 

ουσίες σε σχέση με τους υπόλοιπους ιστούς.   

 Παρόλο που ο εμβολιασμός σε φυτοδείκτες αποτελεί την τεχνική ανίχνευσης 

που χρησιμοποιείται ευρύτερα σε προγράμματα πιστοποίησης, παρουσιάζει αρκετά 

μειονεκτήματα. Απαιτεί θερμοκηπιακές εγκαταστάσεις και μεγάλο αριθμό 

φυτοδεικτών την κατάλληλη χρονική στιγμή, είναι ακριβή, χρονοβόρα, και συχνά 

απαιτείται επιβεβαίωση των αποτελεσμάτων με άλλη διαγνωστική τεχνική (Mink 

κ.ά., 1971; Yanase, 1974; Spiegel κ.ά., 2006).  
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            Εικόνα 1.6.  Χλωρωτικοί δακτύλιοι σε                    Εικόνα 1.7. Χλωρωτικές κηλίδες σε φύλλα 

           φύλλα του είδους  M. platycarpa                        του είδους M. sylvestris cv. R12740-7A                         

 

 

Πίνακας 1.6. Οι κυριότεροι φυτοδείκτες που χρησιμοποιούνται για τη διάγνωση του ACLSV και 

συμπτώματα που εκδηλώνονται σε αυτούς (Lister, 1970α). 

Είδος Φυτοδείκτη Συμπτώματα 

Malus sylvestris cv. R12740-7A 
Ασύμμετρες κηλίδες 
Δυσμορφία των νεαρών φύλλων 

Malus platycarpa (κλώνος Long 
Aston) 

Ακανόνιστοι χλωρωτικοί δακτύλιοι 
Γραμμικά σχέδια  
Μικρά φύλλα που αποβάλλονται πρόωρα 
Δυσμορφία φύλλων 

Chenopodium quinoa 
Τοπικές κηλίδες που σταδιακά γίνονται νεκρωτικές ή χλωρωτικές 
 Μωσαϊκό  
Δακτυλιοειδή και γραμμικά σχέδια 

C.  amaranticolor 
Χλωρωτικές τοπικές κηλίδες που περιβάλλονται από νεκρωτική 
ζώνη 

Prunus sp. 
Πράσινες μικρές κηλίδες  
Ήπιες  παραμορφώσεις της φυλλικής επιφάνειας  
Σοβαρές κηλιδώσεις και παραμορφώσεις (ορισμένες απομονώσεις) 

Phaseolus vulgaris 
Καστανές ή πορφυρές νεκρωτικές κηλίδες  
Δακτύλιοι μεγέθους 1-3 mm 
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Β. Ηλεκτρονική μικροσκοπία (ΗΜ) 

 Χρησιμοποιείται για τον έλεγχο περιορισμένου αριθμού δειγμάτων. Βασίζεται 

στην παρατήρηση των νηματοειδών ιοσωματίων με ‘αρνητική χρώση’ στο 

μικροσκόπιο (Yoshikawa και Takahashi, 1988). Οι πιο αποτελεσματικές χρωστικές 

που χρησιμοποιούνται στην ηλεκτρονική μικροσκοπία για τη μελέτη του ιού είναι το 

οξικό ουρανύλιο και το μυρμηγκικό ουρανύλιο (Εικόνα 1.8. α, β), ενώ η χρήση 

φωσφορικών αλάτων του βολφραμικού οξέος προκαλεί θραύση των ιοσωματίων 

(Lister, 1970α). Ο τίτλος του ιού στους ιστούς ξυλωδών ξενιστών του είναι γενικώς 

χαμηλός (Candresse κ.ά., 1995; Kinard κ.ά., 1996) γεγονός που καθιστά τη χρήση της 

Η.Μ. ως διαγνωστικό εργαλείο αρκετά επισφαλή.    

     
α.                                                                                                          β. 

Εικόνα 1.8. Ηλεκτρονιομικροφωτογραφίες ιοσωματίων του ACLSV μετά από ‘αρνητική χρώση’ με 

οξικό ουρανύλιο. Η μαύρη γραμμή αντιπροσωπεύει τα 100nm. 

   

Γ. Ορολογικές μέθόδοι  

 Αρχικά, η ανίχνευση του ιού βασίστηκε στον εμβολιασμό ξυλωδών 

φυτοδεικτών ενώ αργότερα, παρασκευάστηκαν μονοκλωνικά και πολυκλωνικά 

αντισώματα και αναπτύχθηκαν ορολογικές δοκιμές όπως η Ανοσοπροσροφητική 

ηλεκτρονική μικροσκοπία (ISEM) (Kerlan κ.ά., 1981; Kalashjan και Lipartia, 1986) 

και η ELISA (Pena-Iglesias και Ayuso, 1973; Flegg και Clark, 1979; Detienne κ.ά., 

1980; Pracros κ.ά., 1981; Acer κ.ά., 1985; Lemmety, 1988; Poul κ.ά., 1990; Wu κ.ά., 

1998; Caglayan κ.ά., 2006). Διαφορετικές μελέτες έδειξαν ανόμοια κατανομή του ιού 

στην κόμη των ασθενών δέντρων, ενώ η μεγαλύτερη συγκέντρωσή του εντοπίστηκε 
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στα άνθη και κυρίως στα πέταλα (Karešová και Paprštein, 1997; Karešová και 

Paprštein, 2001; Borisova, 2005). Η συγκέντρωση του ιού στα φυτά επηρεάζεται από 

τις συνθήκες του περιβάλλοντος και κυρίως τη θερμοκρασία γεγονός που καθιστά μη 

αξιόπιστη την ανίχνευσή του με τις ορολογικές μεθόδους κατά τη διάρκεια του 

θέρους, λόγω του μειωμένου τίτλου του (Candresse κ.ά., 1995; Kinard κ.ά., 1996; 

Kummert κ.ά.,1998; Menzel κ.ά., 2002; Salmon κ.ά., 2002; Borisova, 2005). Για τους 

λόγους αυτούς συνιστάται η δειγματοληψία να γίνεται την άνοιξη ή αργά το 

φθινόπωρο, και να χρησιμοποιούνται  κυρίως τα άνθη των φυτών (Varveri κ.ά., 1997; 

Borisova, 2005). Κατά τους χειμερινούς μήνες αξιόπιστη ορολογική ανίχνευση του 

ιού επιτυγχάνεται με χρήση ιστού από μονοετείς ή διετείς βλαστούς (Topchiiska, 

1995). 

 

Δ. Μοριακές Μέθοδοι 

Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του ACLSV από τους German 

κ.ά. (1990), επέτρεψε την ανάπτυξη διάφορων μοριακών δοκιμών όπως είναι η RT-

PCR, IC-RT-PCR και Real time RT-PCR που παρουσιάζουν υψηλή ευαισθησία και 

εξειδίκευση και επιτρέπουν την αξιόπιστη ανίχνευση του ιού καθ’ όλη τη διάρκεια 

του έτους (Candresse κ.ά., 1995; Kinard κ.ά., 1996; Menzel κ.ά., 2003; Myrta κ.ά., 

2003; Ulubas και Ertunc, 2005; Sanchez Navarro κ.ά., 2005; Mohamed κ.ά., 2006). 

Έκτοτε έχουν σχεδιαστεί αρκετά ζεύγη εκκινητών που εδράζουν στις συντηρημένες 

περιοχές του γονιδιώματος, με μικρά ποσοστά διαφοροποίησης μεταξύ των 

απομονώσεων του ιού, όπως αυτή της RdRp (Kummert κ.ά., 2000; Jan κ.ά., 2003) και 

της ΚΠ ( Dunez κ.ά., 1994; Candresse, 1995; Menzel κ.ά., 2002; Μαθιουδάκης κ.ά. 

2006γ,δ). Για την ανίχνευση του ACLSV προτιμήθηκαν οι εκκινητές που εδράζουν 

στην ΚΠ, καθώς η περιοχή της RdRp είναι πολύ συντηρημένη μεταξύ των ιών της 

οικογένειας Flexiviridae καθιστώντας αδύνατη την εξειδικευμένη ανίχνευση του ιού 

(Foissac κ.ά., 2005; Spiegel κ.ά., 2006). Παρόλα αυτά, προβλήματα αξιοπιστίας στην 

ανίχνευση του ιού παρατηρούνται συχνά και με τις μοριακές μεθόδους εξ’ αιτίας της 

μεγάλης παραλλακτικότητας του ιού που καθιστά αδύνατη την ανίχνευση ορισμένων  

απομονώσεων (Candresse κ.ά., 1995; Malinowski κ.ά., 1998). 
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1.3.4 Εξυγίανση πολλαπλασιαστικού υλικού  

 Για την εξυγίανση προσβεβλημένων φυτών έχουν χρησιμοποιηθεί διάφορες 

μέθοδοι όπως η καλλιέργεια ακραίων μεριστωμάτων, η χημειοθεραπεία και η 

θερμοθεραπεία μόνες τους ή σε συνδυασμό (Wood, 1973; Juárez κ.ά., 1988; Wood, 

2001; Cieslinska, 2002; Paunovic κ.ά., 2007). Η θερμοθεραπεία από μόνη της δεν 

έδωσε ικανοποιητικά αποτελέσματα καθώς μόνο το 20% των εκφύτων ήταν 

απαλλαγμένα από τον ιό. Η εξυγίανση σε γενοτύπους μηλιάς και ειδών του γένους 

Prunus επιτυγχάνεται σχετικά εύκολα με συνδυασμό θερμοθεραπείας και 

καλλιέργειας ακραίων μεριστωμάτων. Ανάλογα με τη διάρκεια της θερμοθεραπείας, 

στους 37o C τα ποσοστά επιτυχίας κυμαίνονταν από 60-100%. Σε in vitro καλλιέργεια 

ακραίου μεριστώματος το ποσοστό επιτυχίας άγγιζε το 100%, ενώ κυττάρων 

μασχαλιαίων οφθαλμών ήταν πολύ μικρότερο (Monette, 1983; Knapp κ.ά., 1995; 

Gella και Errea, 1998; Liping κ.ά., 2006). Η χημειοθεραπεία (εφαρμογή αντιικών 

ουσιών) μπορεί επίσης να συμβάλλει στην εξυγίανση πολλαπλασιαστικών υλικών 

(Paunovic κ.ά., 2007). Κυρίως χρησιμοποιείται η ριμπαβιρίνη (ribavirin), που είναι 

ένα συνθετικό ανάλογο της γουανοσίνης και έχει αντιϊική δράση (Hansen, 1988).  Με 

την εφαρμογή ριμπαβιρίνης  σε προσβεβλημένα με τον ACLSV φυτά αχλαδιάς σε 

δόσεις 25 και 50 mg/L επιτεύχθηκε εξυγίανση από τον ιό 78% και 88%, αντίστοιχα 

(Cieslinska, 2002). Συνδυασμός της μεθόδου με τη θερμοθεραπεία δεν έδωσε 

καλύτερα αποτελέσματα (Cieslinska, 2002). 

 

     1.3.5. Παρουσία του ACLSV στην Ελλάδα 

 Έχουν πραγματοποιηθεί διάφορες μελέτες για την εκτίμηση της συχνότητας 

της εμφάνισης του ιού. Ο ιός εντοπίστηκε για πρώτη φορά σε φυτείες μηλιάς στην 

Πιάνα Αρκαδίας (Ανώνυμος, 1971) και αργότερα στη Νάουσα, τη Βέροια και τη 

Σκύδρα (Συργιαννίδης, 1977). Ακολούθησε ορολογικός έλεγχος φυτειών 

πυρηνοκάρπων και γιγαρτοκάρπων, όπου διαπιστώθηκε υψηλή συχνότητα εμφάνισης 

του ιού σε φυτείες  μηλιάς (29,4-100%), ροδακινιάς (25,9%) και αχλαδιάς (20,4-

27,7%), ενώ μικρότερη σε φυτείες βερικοκιάς (11,5%) και κερασιάς (12,5%) 



  Εισαγωγή 

 

 

25

(Βαρβέρη και Μπέμ, 1994; Varveri και Bem, 1995; Varveri, 1998). Πρόσφατα 

μελετήθηκε η συχνότητα εμφάνισης του ιού με τη χρήση μοριακών μεθόδων 

ανίχνευσης σε φυτείες αχλαδιάς (16,0%), μηλιάς (74,0%), καλλωπιστικής κυδωνιάς 

(50%) (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α), κυδωνιάς (11,5%) (Mathioudakis κ.ά., 2007) και 

αμυγδαλιάς (21,5%) (Χαρού κ.ά., 2006; Χαρού, 2008). Τέλος, πραγματοποιήθηκε 

μοριακός έλεγχος σε περιορισμένο αριθμό αυτοφυών και καλλωπιστικών φυτών όπου 

και διαπιστώθηκε η παρουσία του ιού σε γκορτσιές (Pyrus amygdaliformis) και στο 

είδος Pyrus calleryana (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α). 

 

 

1.4. Σκοπός της εργασίας 

Ο σκοπός της παρούσας εργασίας ήταν η μελέτη της συχνότητας εμφάνισης 

και του εύρους ξενιστών του ιού της χλωρωτικής κηλίδωσης των φύλλων της μηλιάς 

(ACLSV). Αξιολογήθηκαν διαθέσιμες ορολογικές (ELISA) και μοριακές (PDO RT-

PCR, PCR) μέθοδοι ώστε να διαπιστωθεί η ευαισθησία τους, και χρησιμοποιήθηκαν 

για την ανίχνευση του ACLSV καθώς και άλλων ιών της οικογένειας Flexiviridae.  

Στα πλαίσια της μελέτης συλλέχθηκαν στελέχη του ACLSV από 

καλλιεργούμενα (οπωροφόρα και καλλωπιστικά) και άγρια είδη της οικογένειας 

Rosaceae, με στόχο την ανάλυση της γενετικής τους παραλλακτικότητας. Για το 

σκοπό αυτό προσδιορίστηκε η αλληλουχία τμήματος του γονιδίου της καψιδιακής 

πρωτεΐνης και της 3΄αμετάφραστης περιοχής διαφόρων στελεχών και ακολούθησε 

φυλογενετική ανάλυση προκειμένου να διαπιστωθεί τυχόν ομαδοποίηση είτε ως προς 

τον ξενιστή από τον οποίο απομονώθηκαν, είτε ως προς τη γεωγραφική τους 

προέλευση.    
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                                                                                  Κεφάλαιο 2 
 
Συχνότητα εμφάνισης του ACLSV σε καλλιεργούμενα, 
καλλωπιστικά  και αυτοφυή φυτά της οικογένειας Rosaceae  
 
 
2.1. Εισαγωγή 

 

Ο ACLSV είναι ένας από τους διαδεδομένους ιούς των καρποφόρων δέντρων 

καθώς ο ευρύς κύκλος ξενιστών που προσβάλλει, η ιδιότητα του να παραμένει 

λανθάνων σε ορισμένα είδη, καθώς και η ανεξέλεγκτη διακίνηση προσβεβλημένου 

πολλαπλασιαστικού υλικού, ευνοούν την παγκόσμια διασπορά του. 

 Στην Ελλάδα μέχρι σήμερα έχουν πραγματοποιηθεί διάφορες μελέτες που 

βασίστηκαν κυρίως σε ορολογικές μεθόδους ανίχνευσης προκειμένου να εκτιμηθεί η 

συχνότητα του ιού σε φυτείες πυρηνοκάρπων και γιγαρτοκάρπων (Βαρβέρη και 

Μπέμ, 1994; Varveri και Bem, 1995; Varveri, 1998). Πρόσφατα μελετήθηκε η 

συχνότητα εμφάνισης του ιού με τη χρήση μοριακών μεθόδων ανίχνευσης σε φυτείες 

αχλαδιάς, μηλιάς, καλλωπιστικής κυδωνιάς (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α), κυδωνιάς  

(Mathioudakis κ.ά., 2007) και αμυγδαλιάς (Χαρού κ.ά., 2006; Χαρού, 2008).  

Μοριακός έλεγχος έχει πραγματοποιηθεί επίσης και σε περιορισμένο αριθμό 

αυτοφυών όπου διαπιστώθηκε η παρουσία του ιού σε γκορτσιές (Pyrus 

amygdaliformis) και στο είδος Pyrus calleryana (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α). 

Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η συχνότητα εμφάνισης του ACLSV σε 

διάφορα καλλιεργούμενα, αυτοφυή και καλλωπιστικά είδη των οικογενειών Rosaceae 

Moraceae, Ulmaceae, Asteraceae, Fagaceae, Simmondsiaceae, Betulacea, 

Punicaceae και Lauraceae με την ορολογική δοκιμή ELISA αλλά και την μοριακή 

μέθοδο RT-PCR. 
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2.2. Υλικά και μέθοδοι  

 

2.2.1. Δειγματοληψία 

Οι δειγματοληψίες ήταν τυχαίες και πραγματοποιήθηκαν τους μήνες Ιούνιο 

και Ιούλιο του 2007 και Απρίλιο, Μάϊο και Ιούνιο του 2008. Η πλειονότητα των 

φυτών από τα οποία λήφθηκαν δείγματα δεν εκδήλωναν συμπτώματα ιολογικών 

προσβολών στα φύλλα και στους καρπούς. Συνολικά συλλέχθηκαν 743 δείγματα 

καλλιεργούμενων, καλλωπιστικών και αυτοφυών φυτών που ανήκουν στις 

οικογένειες Rosaceae, Moraceae, Ulmaceae, Asteraceae, Fagaceae, 

Simmondsiaceae, Betulacea, Punicaceae και Lauraceae (Πίνακας 2.1) από διάφορους 

νομούς της Κεντρικής και Βόρειας Ελλάδας (Πίνακας 2.2, Πίνακας 2.3).  

 

2.2.2. Φυτικό υλικό 

Για την ορολογική ανίχνευση του ιού χρησιμοποιήθηκε ιστός καρπών, 

ανθέων, και φύλλων, ενώ για την μοριακή ανίχνευση του χρησιμοποιήθηκε επιπλέον 

και φλοιός ετήσιων βλαστών.  

 

2.2.3. Προετοιμασία φυτικού υλικού 

Για την ορολογική ανίχνευση του ιού η εκχύλιση του φυτικών ιστών έγινε σε 

PBS- Tween  με 2% PVP (Polyvinypyrrolidone, Acros organics) (Βλέπε Παράρτημα 

1). 

Για τη μοριακή ανίχνευση η εκχύλιση του ολικού RNA έγινε σύμφωνα με το 

πρωτόκολλο των Rott και Jelkmann (2001α) ( Βλέπε Παράρτημα 2).  

 

2.2.4. Ορολογική δοκιμή ELISA  

Για την ορολογική ανίχνευση του ACLSV εφαρμόστηκε η δοκιμή DAS- 

ELISA. Χρησιμοποιήθηκαν δύο πολυκλωνικά αντισώματα, ένα από το Ινστιτούτο 

INRA (Bordeaux) της Γαλλίας (ευγενική προσφορά του Dr.Thierry Candresse) και ο 

δεύτερος από τη συλλογή του ινστιτούτου BIOREBA (Bioreba AG, Reinach, 

Switzerland) (Βλέπε Παράρτημα 1). 
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Πίνακας 2.1. Είδη και αριθμός φυτών που συλλέχθηκαν και ελέγχθηκαν για την παρουσία του 

ACLSV 

 

11ΚέλτιςaustralisCeltisUlmaceae

2ΡοδιάgranatumPunicaPunicaceae

1ΤζιτζιφιάchinensisSimmondsiaSimmondsiaceae

1ΦουντουκιάavellanaCorylusBetulaceae

1ΚαστανιάsativaCastaneaFagaceae

2-huljakiiCentaureaAsteraceae

1Καλλωπιστική δάφνηsp.LaurusLauraceae

1Μουριάsp.MorusMoraceae

23Σορβιάsp.Sorbus

2-sp.Rubus

1-chamaedryfoliaSpiraea

29ΠυράκανθοςcoccineaPyracantha

40ΚράταιγοςmonogynaCrataegus

2-reptans

7-pindicola
Potentilla

43Αγριαχλαδιάpyraster

16Αχλαδιάcommunis

81Γκορτσιάamygdaliformis

Pyrus

1Καλλωπιστική μηλιάsp.

12Αγριομηλιάcommunis

22Μηλιάdomestica

Malus

9Αγριοτριανταφυλλιάacicularis

26Τριανταφυλλιάcanina
Rosa

62Καλλωπιστική κυδωνιάjaponica

7Κυδωνιάobloga
Cydonia

1Βυσσινιάcerasus

100Κερασιάavium

29Δαμασκηνιάdomestica

5Μαχλέπιmahaleb

16Βερικοκιάarmeniaca

38Καλλωπιστική δαμασκηνιάcerassifera

14Τσαπουρνιάspinosa

21Ροδακινιάpersica

50Κορομηλιάmaliformis

36Αγριοκερασιάavium L.

5Αγριοκορομηλιάmyrobalana

8Αγριοαμυγδαλιάwebbii

17Αμυγδαλιάamygdalus

Prunus

Rosaceae

Αριθμός φυτώνΚοινή ονομασίαΕίδοςΓένοςΟικογένεια

11ΚέλτιςaustralisCeltisUlmaceae

2ΡοδιάgranatumPunicaPunicaceae

1ΤζιτζιφιάchinensisSimmondsiaSimmondsiaceae

1ΦουντουκιάavellanaCorylusBetulaceae

1ΚαστανιάsativaCastaneaFagaceae

2-huljakiiCentaureaAsteraceae

1Καλλωπιστική δάφνηsp.LaurusLauraceae

1Μουριάsp.MorusMoraceae

23Σορβιάsp.Sorbus

2-sp.Rubus

1-chamaedryfoliaSpiraea

29ΠυράκανθοςcoccineaPyracantha

40ΚράταιγοςmonogynaCrataegus

2-reptans

7-pindicola
Potentilla

43Αγριαχλαδιάpyraster

16Αχλαδιάcommunis

81Γκορτσιάamygdaliformis

Pyrus

1Καλλωπιστική μηλιάsp.

12Αγριομηλιάcommunis

22Μηλιάdomestica

Malus

9Αγριοτριανταφυλλιάacicularis

26Τριανταφυλλιάcanina
Rosa

62Καλλωπιστική κυδωνιάjaponica

7Κυδωνιάobloga
Cydonia

1Βυσσινιάcerasus

100Κερασιάavium

29Δαμασκηνιάdomestica

5Μαχλέπιmahaleb

16Βερικοκιάarmeniaca

38Καλλωπιστική δαμασκηνιάcerassifera

14Τσαπουρνιάspinosa

21Ροδακινιάpersica

50Κορομηλιάmaliformis

36Αγριοκερασιάavium L.

5Αγριοκορομηλιάmyrobalana

8Αγριοαμυγδαλιάwebbii

17Αμυγδαλιάamygdalus

Prunus

Rosaceae

Αριθμός φυτώνΚοινή ονομασίαΕίδοςΓένοςΟικογένεια
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Πίνακας 2.2. Νομοί που πραγματοποιήθηκαν οι δειγματοληψίες και είδη που συλλέχθηκαν 

 

ΘεσσαλονίκηΚέλτις

Κοζάνη, ΧαλκιδικήΡοδιά

ΚοζάνηΤζιτζιφιά

ΚοζάνηΦουντουκιά

ΚοζάνηΚαστανιά

ΚιλκίςCentaurea huljakii

ΘεσσαλονίκηΚαλλωπιστική δάφνη

ΚομοτηνήΜουριά

ΚιλκίςSpiraea chamaedryfolia

ΚιλκίςRubus sp.

ΚιλκίςPotentilla reptans

ΚιλκίςPotentilla pindicola

Κιλκίς, Ιωάννινα, ΠρέβεζαΚράταιγος

ΛάρισαΠυράκανθος

Χαλκιδική, ΙωάννιναΣορβιά

Κοζάνη, Γρεβενά, Κιλκίς, Χαλκιδική, Φθιώτιδα, 
Θεσπρωτία, ΠρέβεζαΓκορτσιά

Κοζάνη, Γρεβενά, Κομοτηνή, Χαλκιδική, ΙωάννιναΑχλαδιά

Άρτα, Ιωάννινα, ΓρεβενάΑγριαχλαδιά

Κομοτηνή, ΙωάννιναΚυδωνιά

Ιωάννινα, Κομοτηνή, Θεσσαλονίκη, Φθιώτιδα, ΛάρισαΚαλλωπιστική κυδωνιά

ΙωάννιναΚαλλωπιστική μηλιά

Γρεβενά, ΙωάννιναΑγριομηλιά

Κομοτηνή, Κοζάνη, Γρεβενά, Ιωάννινα, ΘεσσαλονίκηΜηλιά

ΓρεβενάΑγριοτριανταφυλλιά

Κιλκίς, Χαλκιδική, ΘεσσαλονίκηΤριανταφυλλιά

Γρεβενά, Ιωάννινα, Κιλκίς, ΚομοτηνήΑγριοκερασιά

Γρεβενά, ΚιλκίςΑγριοκορομηλιά

ΧαλκιδικήΑγριοαμυγδαλιά

Κοζάνη, Κιλκίς, ΙωάννιναΤσαπουρνιά

Ιωάννινα, Θεσσαλονίκη, Γρεβενά, ΧαλκιδικήΚαλλωπιστική δαμασκηνιά

ΙωάννιναΜαχλέπι

Γρεβενά, Θεσσαλονίκη, Θεσπρωτία, Άρτα, Πρέβεζα, 
ΙωάννιναΚορομηλιά

Ιωάννινα , ΧαλκιδικήΒερικοκιά

Κοζάνη, ΠέλλαΡοδακινιά

Κοζάνη, Γρεβενά, ΙωάννιναΒυσσινιά

Κοζάνη, Γρεβενά, Πέλλα, Κομοτηνή, Κιλκίς, Πιερία, 
ΙωάννιναΚερασιά

Κοζάνη, Φθιώτιδα, ΙωάννιναΑμυγδαλιά

Κοζάνη, Κομοτηνή, Ιωάννινα, ΘεσπρωτίαΔαμασκηνιά

Νομοί δειγματοληψίαςΕίδη

ΘεσσαλονίκηΚέλτις

Κοζάνη, ΧαλκιδικήΡοδιά

ΚοζάνηΤζιτζιφιά

ΚοζάνηΦουντουκιά

ΚοζάνηΚαστανιά

ΚιλκίςCentaurea huljakii

ΘεσσαλονίκηΚαλλωπιστική δάφνη

ΚομοτηνήΜουριά

ΚιλκίςSpiraea chamaedryfolia

ΚιλκίςRubus sp.

ΚιλκίςPotentilla reptans

ΚιλκίςPotentilla pindicola

Κιλκίς, Ιωάννινα, ΠρέβεζαΚράταιγος

ΛάρισαΠυράκανθος

Χαλκιδική, ΙωάννιναΣορβιά

Κοζάνη, Γρεβενά, Κιλκίς, Χαλκιδική, Φθιώτιδα, 
Θεσπρωτία, ΠρέβεζαΓκορτσιά

Κοζάνη, Γρεβενά, Κομοτηνή, Χαλκιδική, ΙωάννιναΑχλαδιά

Άρτα, Ιωάννινα, ΓρεβενάΑγριαχλαδιά

Κομοτηνή, ΙωάννιναΚυδωνιά

Ιωάννινα, Κομοτηνή, Θεσσαλονίκη, Φθιώτιδα, ΛάρισαΚαλλωπιστική κυδωνιά

ΙωάννιναΚαλλωπιστική μηλιά

Γρεβενά, ΙωάννιναΑγριομηλιά

Κομοτηνή, Κοζάνη, Γρεβενά, Ιωάννινα, ΘεσσαλονίκηΜηλιά

ΓρεβενάΑγριοτριανταφυλλιά

Κιλκίς, Χαλκιδική, ΘεσσαλονίκηΤριανταφυλλιά

Γρεβενά, Ιωάννινα, Κιλκίς, ΚομοτηνήΑγριοκερασιά

Γρεβενά, ΚιλκίςΑγριοκορομηλιά

ΧαλκιδικήΑγριοαμυγδαλιά

Κοζάνη, Κιλκίς, ΙωάννιναΤσαπουρνιά

Ιωάννινα, Θεσσαλονίκη, Γρεβενά, ΧαλκιδικήΚαλλωπιστική δαμασκηνιά

ΙωάννιναΜαχλέπι

Γρεβενά, Θεσσαλονίκη, Θεσπρωτία, Άρτα, Πρέβεζα, 
ΙωάννιναΚορομηλιά

Ιωάννινα , ΧαλκιδικήΒερικοκιά

Κοζάνη, ΠέλλαΡοδακινιά

Κοζάνη, Γρεβενά, ΙωάννιναΒυσσινιά

Κοζάνη, Γρεβενά, Πέλλα, Κομοτηνή, Κιλκίς, Πιερία, 
ΙωάννιναΚερασιά

Κοζάνη, Φθιώτιδα, ΙωάννιναΑμυγδαλιά

Κοζάνη, Κομοτηνή, Ιωάννινα, ΘεσπρωτίαΔαμασκηνιά

Νομοί δειγματοληψίαςΕίδη
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Πίνακας 2.3. Συνολικός αριθμός δειγμάτων που συλλέχθηκαν από διάφορους νομούς της Ελλάδος  
 

743Σύνολο

82Χαλκιδικής

14Φθιώτιδας

9Πρέβεζας

5Πιερίας

45Πέλλας

60Λάρισας

42Κομοτηνής

88Κοζάνης

60Κιλκίς

187Ιωαννίνων

39Θεσσαλονίκης

6Θεσπρωτίας

99Γρεβενών

7Άρτας

Σύνολο δειγμάτωνΝομοί δειγματοληψίας

743Σύνολο

82Χαλκιδικής

14Φθιώτιδας

9Πρέβεζας

5Πιερίας

45Πέλλας

60Λάρισας

42Κομοτηνής

88Κοζάνης

60Κιλκίς

187Ιωαννίνων

39Θεσσαλονίκης

6Θεσπρωτίας

99Γρεβενών

7Άρτας

Σύνολο δειγμάτωνΝομοί δειγματοληψίας

 
 

 

2.2.5. Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR)  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, έχει σχεδιαστεί μεγάλος αριθμός εκκινητών για την 

εξειδικευμένη ανίχνευση του ACLSV (Dunez κ.ά., 1994; Candresse, 1995; Kummert 

κ.ά., 2000; Menzel κ.ά., 2002; Jan κ.ά., 2003; Μαθιουδάκης κ.ά. 2006γ,δ). Η RT-PCR 

που προτείνουν οι Menzel κ.ά. (2002) βασίζεται στη χρήση εκκινητών που εδράζουν 

στην ΚΠ και 3΄ αμετάφραστη περιοχή, και πολλαπλασιάζουν τμήμα μήκους 677ζβ 

(ACLSV Menz up και ACLSV Menz Do) (Εικόνα 2.1). Μία ακόμη μέθοδος RT-PCR 

αναπτύχθηκε από τους Μαθιουδάκης κ.ά.(2006γ,δ) με εκκινητές που εδράζουν στην 

ΚΠ του ιού και πιο συγκεκριμένα εσωτερικά αυτών που προτείνουν οι Menzel κ.ά. 

(2002), ενισχύοντας προϊόν μεγέθους 380ζβ (CLSup και CLSdo) (Εικόνα 2.1). 

Αρχικά αξιολογήθηκε η ευαισθησία των δύο αυτών μεθόδων, ενώ έγινε μια 

προσπάθεια συνδυασμού τους πραγματοποιώντας μια εστιασμένη PCR, με στόχο την 

αύξηση της ευαισθησίας της ανίχνευσης. Για το σκοπό αυτό χρησιμοποιήθηκαν δέκα 

δείγματα, ένας θετικός και ένας αρνητικός μάρτυρας.  
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Εικόνα 2.1. Το γονιδίωμα του ACLSV και η περιοχή του γονιδιώματος στην οποία εδράζονται καθώς 

και το μέγεθος του ληφθέντος προϊόντος.   

 

 

2.2.5.1. Διαδικασία RT-PCR σε έναν μικροσωλήνα  

Δύο μl εκχυλίσματος ολικού RNA που παραλήφθηκε από τον φυτικό ιστό 

χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο για τη σύνθεση του c-DNA κλώνου και ακολούθως 

πραγματοποιήθηκε η αντίδραση της PCR στον ίδιο μικροσωλήνα των 0,2ml σε ένα 

τελικό όγκο διαλύματος 25μl.  

Στη μία RT-PCR χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές ACLSV Menz up και 

ACLSV Menz Do που πολλαπλασιάζουν τμήμα του γονιδιώματος του ιού μήκους 

677ζβ. Η συγκέντρωση των εκκινητών στην αντίδραση είναι 0,2μΜ και η 

θερμοκρασία υβριδοποίησής τους ανέρχεται στους 62 οC (Πίνακας 2.4) (Βλέπε 

Παράρτημα 3.Α).  

  Στη δεύτερη RT-PCR χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές CLSup και CLSdo που 

πολλαπλασιάζουν τμήμα μήκους 380ζβ. Η συγκέντρωσή τους στην αντίδραση είναι 

0,2μΜ και 0,4μΜ αντίστοιχα και η θερμοκρασία υβριδοποίησής τους ανέρχεται 

στους 51οC (Πίνακας 2.4) (Βλέπε Παράρτημα 3.Β). 
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   Πίνακας 2.4. Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν για την μοριακή ανίχνευση του ACLSV 
 

R= A ή G 
 

 

2.2.5.2. Eστιασμένη PCR  

Στην εστιασμένη PCR ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε 1μl του προϊόντος της 

RT-PCR που ανέπτυξαν οι Menzel κ.ά., (2002), ενώ χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές 

CLSup και CLSdo. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε τελικό όγκο 20μl σε 

μικροσωλήνα των 0,2 ml (Βλέπε Παράρτημα 4). 

 

2.2.5.3. Ανίχνευση προϊόντων της RT-PCR και εστιασμένης PCR 

Η ανίχνευση των τελικών προϊόντων της PCR έγινε με ηλεκτροφόρηση σε 

πηκτή αγαρόζης. Για την παρασκευή της πηκτής χρησιμοποιήθηκε 1,5% αγαρόζη σε 

διάλυμα της ηλεκτροφόρησης TAE 1X (Βλέπε Παράρτημα 5). 

 

2.3 Αποτελέσματα 

2.3.1. Ορολογική ανίχνευση (δοκιμή ELISA) 

Ο ACLSV ανιχνεύθηκε συνολικά σε 85 (από τα 743) δείγματα όταν 

χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα της BIOREBA, και σε 121 δείγματα όταν 

χρησιμοποιήθηκαν αντισώματα προερχόμενα από το INRA (Πίνακας 2.5).    

 

2.3.2. Μοριακή ανίχνευση του ACLSV 

2.3.2.1. Αξιολόγηση των μεθόδων ανίχνευσης 

Η ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης των προϊόντων των δυο RT-PCR 

δοκιμών (Menzel κ.ά., 2002; Μαθιουδάκης κ.ά., 2006 γ,δ) ανέδειξε την παρουσία του 

ιού μόνο στον θετικό μάρτυρα (Εικόνα 2.2, Εικόνα 2.3), ενώ στα προϊόντα της 

εστιασμένης PCR που αναπτύχθηκε, ο ιός ανιχνεύθηκε, εκτός από τον θετικό 

μάρτυρα, σε 4 από τα υπό εξέταση δείγματα (Εικόνα 2.4).  

Εκκινητής Αλληλουχία 

Συγκέντρωση 

στην αντίδραση 

(μΜ) 

Μήκος 

Προϊόντος 

(ζβ) 

ACLSV Menz up 5΄-TTCATGAAAGACAGGGGCAA-3΄ 0,2 677 ACLSV Menz Do 5΄-ΑΑGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA-3΄ 0,2 
CLS up 5’-CTGGAACAGATACTGGAGTC-3’ 0,2 380 CLS do 5’-GCCTTGTTCATGATRAACAT-3’ 0,4 
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Στη συνέχεια, για την ανίχνευση του ιού επιλέχθηκε ο συνδυασμός των δύο 

μεθόδων με την ανάπτυξη αρχικά μιας RT-PCR όπως προτείνεται από τους Menzel 

κ.ά., (2002) ακολουθούμενη από μια εστιασμένη με τους εκκινητές CLSup και 

CLSdo (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006 γ,δ) καθώς, όπως προκύπτει από τα παραπάνω 

αποτελέσματα, παρουσιάζει μεγαλύτερη ευαισθησία. 

 
Εικόνα 2.2. Ηλεκτροφήρηση σε πηκτή αγαρόζης 

προϊόντων RT-PCR με τη μέθοδο που προτείνουν 

οι Menzel κ.ά. (2002). Διαδρομή 1-10 δείγματα, 

Μ:θετικός μάρτυρας, 12:αρνητικός μάρτυρας,   

L:δείκτης μοριακού βάρους/100ζβ. 

 

 

Εικόνα 2.3. Ηλεκτροφήρηση σε πηκτή αγαρόζης 

προϊόντων RT-PCR με τη μέθοδο που προτείνουν 

οι Μαθιουδάκης κ.ά. (2006 γ,δ). Διαδρομή 1-10  

δείγματα, Μ:θετικός μάρτυρας, 12:αρνητικός 

μάρτυρας,   L:δείκτης μοριακού βάρους/100ζβ. 

 

 

 

Εικόνα 2.4. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της 

εστιασμένης PCR που προέκυψε από το 

συνδυασμό των δύο μεθόδων. Διαδρομή 1-10 

δείγματα, Μ: θετικός μάρτυρας, 12:αρνητικός 

μάρτυρας, L:δείκτης μοριακού βάρους/100ζβ.  

 

 

 

  2.3.2.2. Μοριακή ανίχνευση του ιού 

Από τα 743 δείγματα που ελέγχθηκαν συνολικά ο ιός ανιχνεύθηκε σε 154 

φυτά-μέλη της οικογένειας Rosaceae, ενώ δεν ανιχνεύθηκε σε είδη άλλων 

οικογενειών (Πίνακας 2.5).  

Τα μεγαλύτερα ποσοστά προσβολής παρατηρήθηκαν στους νομούς 

Θεσσαλονίκης (53,8%), Κοζάνης (43,1%) και Κομοτηνής (38%), ενώ δεν 

ανιχνεύτηκε στους Νομούς Θεσπρωτίας, Άρτας, Πιερίας και Φθιώτιδας  (Πίνακας 

2.6).   
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Από τα καλλιεργούμενα είδη που ελέγχθηκαν, τα υψηλότερα ποσοστά 

προσβολής διαπιστώθηκαν στις μηλιές (72,7%), αμυγδαλιές (52,9%), αχλαδιές 

(50%), ροδακινιές (33,3%), δαμασκηνιές (31%), κυδωνιές (28,5%) και στις κερασιές 

(21%), ενώ δεν ανιχνεύθηκε στη βερικοκιά και τη βυσσινιά (Πίνακας 2.5). 

 Σε ορισμένα καλλωπιστικά διαπιστώθηκε υψηλή συχνότητα προσβολής (καλ. 

δαμασκηνιά 73,3% και καλ. κυδωνιά 38,7%), σε κάποια άλλα η συχνότητα ήταν 

μικρότερη (τριανταφυλλιά 7,7%, Crataegus monogyna 2,5%), ενώ δεν ανιχνεύθηκε 

στον πυράκανθο και στη δάφνη (Πίνακας 2.5) .  

Και τα άγρια είδη εμφάνισαν ποικίλλουσα συχνότητα εμφάνισης του ιού 

καθώς ανιχνεύτηκε σε σημαντικό ποσοστό στα είδη Rubus sp. (50%), αγριοκερασιά 

(16,6%), τσαπουρνιά (35,7%), Potentilla pindicola (14,3%), γκορτσιά (12,3%) και 

αγριοτριανταφυλλιά (11,1%) ενώ ήταν πολύ χαμηλότερο στις αγριαχλαδιές (2,3%) 

και στις κορομηλιές (2%). Τέλος, ο ιός δεν ανιχνεύθηκε σε αγριομηλιές,  

αγριοκορομηλιές, σορβιές, αγριοαμυγδαλιές, στο μαχλέπι,  καθώς και στα είδη Celtis 

australis, Potentilla reptans, Spiraea chamaedryfolia, Centaurea huljakii, μουριά, 

καστανιά, φουντουκιά, τζιτζιφιά και ροδιά (Πίνακας 2.5).  
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Πίνακας 2.5. Αριθμητής: Αριθμός δειγμάτων που ανιχνεύθηκε ο ACLSV με ορολογικές και μοριακές 
μεθόδους, Παρανομαστής: Συνολικός αριθμός δειγμάτων που ελέγχθηκαν, και ποσοστό προσβολής % 
που υπολογίστηκε από τα αποτελέσματα της μοριακής ανίχνευσης.  
 

 
 

Είδος 

Μέθοδος Ανίχνευσης Ποσοστό 
προσβολής% ΕLISA RT-PCR 

 Αντίσωμα 
BIOREBA 

Αντίσωμα 
ΙΝRΑ   

Prunus domestica 1/29 1/29 9/29 31 
Prunus amygdalus 0/17 0/17 9/17 52.9 
Prunus avium 15/100 11/100 21/100 21 
Prunus avium L. 13/36 3/36 6/36 16.6 
Prunus persica 0/21 2/21 7/21 33.3 
Prunus maliformis 0/50 1/50 1/50 2 
Prunus myrobalana 0/5 0/5 0/5 0 
Prunus spinosa 0/14 0/14 5/14 35.7 
Prunus carassifera 5/38 15/38 28/38 73.7 
Prunus armeniaca 0/16 0/16 0/16 0 
Prunus mahaleb 0/5 0/5 0/5 0 
Prunus webbii 0/8 0/8 0/8 0 
Prunus cerasus 0/1 0/1 0/1 0 
Malus domestica 5/22 8/22 16/22 72.7 
Malus communis 0/12 3/12 0/12 0 
Μalus sp. 0/1 0/1 1/1 100 
Pyrus communis 6/16 5/16 8/16 50.0 
Pyrus amygdaliformis 27/81 13/81 10/81 12.3 
Pyrus pyraster 4/43 4/43 1/43 2.3 
Cydonia japonica 0/62 20/62 24/62 38.7 
Cydonia obloga 0/7 0/7 2/7 28.5 
Rosa canina 4/26 0/26 2/26 7.7 
Rosa acicularis 0/9 9/9 1/9 11.1 
Crataegus monogyna 0/40 4/40 1/40 2.5 
Sorbus sp. 0/23 1/23 0/23 0 
Pyracantha coccinea 0/29 18/29 0/29 0 
Rubus sp.  2/2 1/2 1/2 50 
Potentilla pindicola 1/7 0/7 1/7 14.3 
Potentilla reptans 1/2 1/2 0/2 0 
Spiraea chamaedryfolia 0/1 0/1 0/1 0 
Morus sp. 0/1 0/1 0/1 0 
Laurus sp. 0/1 0/1 0/1 0 
Centaurea huljakii 0/2 0/2 0/2 0 
Castanea sativa 1/1 0/1 0/1 0 
Corylus avellana 0/1 0/1 0/1 0 
Simmondsia chinensis 0/1 0/1 0/1 0 
Punica granatum 0/2 0/2 0/2 0 
Celtis australis 0/11 1/11 0/11 0 
Σύνολο                                              85/743 121/743 154/743  
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Πίνακας 2.6.  Ποσοστό προσβολής με τον ACLSV σε διάφορους νομούς της χώρας (στο σύνολο των δειγμάτων 

των διαφόρων ξενιστών που συλλέχθηκαν από κάθε νομό) . 

 

              18,3Λάρισας

0Φθιώτιδας

0Πιερίας

11,1Πρέβεζας

0Άρτας

0Θεσπρωτίας

53,8Θεσσαλονίκης

38Κομοτηνής

4,9Χαλκιδικής

18,7Ιωαννίνων

21,9Πέλλας

10,1Γρεβενών

15Κιλκίς

43,1Κοζάνης

Ποσοστό προσβολής %    Νομοί δειγματοληψίας

18,3Λάρισας

0Φθιώτιδας

0Πιερίας

11,1Πρέβεζας

0Άρτας

0Θεσπρωτίας

53,8Θεσσαλονίκης

38Κομοτηνής

4,9Χαλκιδικής

18,7Ιωαννίνων

21,9Πέλλας

10,1Γρεβενών

15Κιλκίς

43,1Κοζάνης

Ποσοστό προσβολής %    Νομοί δειγματοληψίας

 
 

 

 
 Εικόνα 2.5. Ποσοστά προσβολής από τον ACLSV των διαφόρων φυτικών ειδών 
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2.4. Συζήτηση 
 

Στην παρούσα εργασία πραγματοποιήθηκε μια επισκόπηση προκειμένου να 

διαπιστωθεί η παρουσία του ACLSV σε καλλιεργούμενα, καλλωπιστικά και αυτοφυή 

είδη της οικογένειας Rosaceae, καθώς και άλλων οικογενειών, με μοριακές (RT-

PCR) και ορολογικές (ELISA) μεθόδους ανίχνευσης.  

Για την μοριακή ανίχνευση του ιού αξιολογήθηκαν δύο μέθοδοι RT-PCR 

όπου, στην πρώτη χρησιμοποιούνται εκκινητές που ενισχύουν τμήμα της ΚΠ και 

3΄αμετάφραστης περιοχής του ιού και δίνουν προϊόν μήκους 677ζβ (Menzel κ.ά., 

2002), ενώ στη δεύτερη χρησιμοποιούνται εκκινητές που ενισχύουν τμήμα της ΚΠ 

και δίνουν προϊόν μήκους 380ζβ (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006 γ,δ). Επίσης αξιολογήθηκε 

και ο μεταξύ τους συνδυασμός σε μια προσπάθεια αύξησης της ευαισθησίας της 

μεθόδου.  

Τελικά, για την ανίχνευση του ιού επιλέχθηκε ο συνδυασμός και των δύο 

μεθόδων με την ανάπτυξη μιας RT-PCR όπως προτείνεται από τους Menzel κ.ά., 

(2002) ακολουθούμενη από μια εστιασμένη PCR χρησιμοποιώντας το ζεύγος 

εκκινητών που ενισχύει προϊόν μήκους 380ζβ (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006 γ,δ). Η 

εστιασμένη PCR έχει ιδιαίτερη σημασία διότι αυξάνει την εξειδίκευση και την 

ευαισθησία ανίχνευσης ιών καθώς παρακάμπτει αναστολείς της PCR (Rowhani κ.ά., 

1995) με την εξειδικευμένη ενίσχυση ενός εσωτερικού τμήματος του προϊόντος της 

πρώτης γενικής RT-PCR επιβεβαιώνοντας και ενισχύοντας τα αποτελέσματά της, 

όπως διαπιστώθηκε και στην παρούσα μελέτη (Εικόνα 2.4).  

  Η μοριακή μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση του ACLSV 

κρίθηκε ιδιαίτερα αξιόπιστη καθώς ο ιός ανιχνεύθηκε σε 154 δείγματα από 

καλλιεργούμενα, καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη της οικογένειας Rosaceae (Πίνακας 

2.5). Δεδομένου ότι οι  περισσότερες μοριακές μέθοδοι που έχουν αναπτυχθεί μέχρι 

σήμερα παρουσιάζουν μικρό εύρος ανίχνευσης διαφοροποιημένων απομονώσεων του 

ιού (Candresse κ.ά., 1995; Malinowski κ.ά., 1998), η μοριακή μέθοδος που 

αναπτύχθηκε στην παρούσα μελέτη θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σε προγράμματα 

ελέγχου μητρικών φυτειών για την παραγωγή πιστοποιημένου πολλαπλασιαστικού 

υλικού.   

Η ορολογική δοκιμή ELISA που εφαρμόστηκε, κρίθηκε αναξιόπιστη και με τα 

δύο αντισώματα καθώς παρουσίασε μικρό εύρος ανίχνευσης. Πιθανόν, αυτό συνέβη 

εξ αιτίας του χαμηλού τίτλου του ιού στους ιστούς των φυτών-ξενιστών του ή και της 
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μεγάλης παραλλακτικότητας μεταξύ των απομονώσεων του (Candresse κ.ά., 1995; 

Kinard κ.ά., 1996; Kummert κ.ά.,1998; Malinowski κ.ά., 1998; Menzel κ.ά., 2002; 

Salmon κ.ά., 2002; Rwahnih κ.ά., 2004; Borisova, 2005). Επίσης η ELISA έδωσε σε 

αρκετές περιπτώσεις ψευδή θετικά αποτελέσματα καθώς ο ιός δεν ανιχνεύθηκε με την 

RT-PCR στα δείγματα αυτά  (Πίνακας 2.5). Αυτό μπορεί να οφείλεται, είτε στην 

παρουσία άλλου ιού μέλους του ίδιου γένους όπως ο APCLSV που παρουσιάζει 

σταυροειδή αντίδραση με τον ACLSV (Liberti κ.ά., 2005), είτε στις πρωτεΐνες που 

υπάρχουν στο φυτικό εκχύλισμα ορισμένων φυτικών ειδών και οι οποίες δεσμεύονται 

μη ειδικά στην πλάκα πολυστυρενίου δίδοντας θετική ορολογική αντίδραση.  

Στην Ελλάδα, μέχρι σήμερα, ο ιός είχε ανιχνευθεί σε μηλιά, αχλαδιά, 

κυδωνιά, ροδακινιά, βερικοκιά, κερασιά και αμυγδαλιά από τα καλλιεργούμενα είδη, 

στο Pyrus amygdaliformis από τα αυτοφυή, και στα καλλωπιστικά Cydonia japonica 

και Pyrus calleryana (Βαρβέρη και Μπέμ, 1994; Varveri και Bem, 1995; Varveri, 

1998; Mathioudakis κ.ά., 2007; Χαρού κ.ά., 2006; Χαρού, 2008; Μαθιουδάκης κ.ά., 

2006α). Στην παρούσα μελέτη ο ιός ανιχνεύθηκε σε όλα τα προαναφερθέντα είδη με 

εξαίρεση την βερικοκιά , τη βυσσινιά και το είδος Pyrus calleryana. 

Εκτός από τα παραπάνω, ο ιός ανιχνεύθηκε σε δαμασκηνιά καθώς και σε 

αγριοκερασιά, τριανταφυλλιά, κορομηλιά, Crataegus monogyna, τσαπουρνιά, 

καλλωπιστική δαμασκηνιά  και Rubus sp. που αποτελούν είδη στα οποία η παρουσία 

του διαπιστώνεται για πρώτη φορά στη Ελλάδα. Ενδιαφέρον παρουσιάζει και η 

ανίχνευση του ACLSV στο αυτοφυές είδος Potentilla pindicola. Το εύρημα αυτό 

αποτελεί πρώτη αναφορά παγκοσμίως, ενώ θα πρέπει να διερευνηθεί περαιτέρω ο 

ρόλος των ξενιστών αυτών (άγρια είδη) στη διατήρηση του ιού στη φύση, στην 

εξάπλωση και την επιδημιολογία του, καθώς ο μοναδικός γνωστός τρόπος μετάδοσης 

του ιού είναι ο εμβολιασμός (Gilmer κ.ά., 1971). 

Η συχνότητα εμφάνισης του ιού στα καλλιεργούμενα είδη που προέκυψε από 

την παρούσα μελέτη βρέθηκε υψηλή σε μηλιά (72,7%), αχλαδιά (50%),  ροδακινιά 

(33,3%) και στην κερασιά (21%), ενώ σε παλαιότερες μελέτες ήταν πολύ χαμηλότερη 

[μηλιά (29,4-100%) , αχλαδιά (20,4-27,7%), ροδακινιά (25,9%), κερασιά (12,5%)] 

(Βαρβέρη και Μπέμ, 1994; Varveri και Bem, 1995; Varveri, 1998). Το ίδιο 

παρατηρήθηκε όταν συγκρίθηκε με την συχνότητα εμφάνισης του ιού από άλλες 

χώρες της Μεσογείου (Topchiiska, 1995; Myrta κ.ά., 2003; Borisova, 2005; Matić 

κ.ά., 2008). Οι διαφορές αυτές πιθανώς οφείλονται στο ότι οι παλαιότερες μελέτες 

πραγματοποιήθηκαν με ορολογικές δοκιμές που δεν διαθέτουν την αξιοπιστία των 
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μοριακών εξ αιτίας του χαμηλού τίτλου και της υψηλής παραλλακτικότητας του ιού 

(Candresse κ.ά., 1995; Kinard κ.ά., 1996; Kummert κ.ά.,1998; Malinowski κ.ά., 1998; 

Menzel κ.ά., 2002; Salmon κ.ά., 2002; Rwahnih κ.ά., 2004; Borisova, 2005).  

Τέλος, εντύπωση προκαλεί το γεγονός ότι παρόλο που ελέγχθηκε μικρός 

αριθμός αυτοφυών ειδών, ο ιός παρουσίασε σημαντική συχνότητα εμφάνισης στα 

Rubus sp. (50%), αγριοκερασιά (16,6%), τσαπουρνιά (35,7%), Potentilla pindicola 

(14,3%), γκορτσιά (12,3%) και αγριοτριανταφυλλιά (11,1%) κάνοντας επιτακτική την 

ανάγκη περαιτέρω διερεύνησης ύπαρξης φορέα.  
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                                                                                   Κεφάλαιο 3 

 Μοριακή ανίχνευση ιών των γενών Tricho-, Capillo- και 

Foveavirus με την PDO RT-PCR σε αυτοφυή, καλλωπιστικά 

και καλλιεργούμενα φυτά της οικογένειας Rosaceae 

3.1. Εισαγωγή 

Η οικογένεια Flexiviridae περιλαμβάνει τα γένη Potexvirus, Carlavirus, 

Allexivirus, Capillovirus, Foveavirus, Trichovirus, Vitivirus, Mandarivirus και τους 

ελεύθερους ιούς BanMMV, CGRMV, CNRMV, CLBV, SCSMaV (Zhang κ.ά., 1998; 

Gambley και Thomas,  2001; Rott και Jelkmann, 2001β; Gallipienso κ.ά., 2001, 

Thompson και  Randles, 2001; Adams κ.ά., 2004). 

Η διαθεσιμότητα αρκετών αλληλουχιών συνέβαλε στην ανάπτυξη τεχνικών 

ανίχνευσης που βασίζονται στην RT-PCR και στοχεύουν σε συντηρημένες περιοχές 

του γονιδιώματος των ιών αυτών επιτρέποντας σε μία μόνο PCR την ταυτόχρονη 

ανίχνευση ιών που ανήκουν σε διαφορετικά γένη. (Tian κ.ά., 1996; Routh κ.ά., 1998; 

Sabanadzovic κ.ά., 2000; Maliogka κ.ά., 2004). Αρχικά ταυτοποιήθηκαν πέντε 

περιοχές με συντηρημένες αλληλουχίες (μοτίβα I, II, V, VI, και VII) στο γονίδιο της 

RdRp των θετικής πολικότητας RNA ιών (Koonin,  1991) και αργότερα 

πραγματοποιήθηκαν ευθυγραμμίσεις των διαθέσιμων αλληλουχιών με στόχο τον 

εντοπισμό των ομόλογων αλληλουχιών της RdRp των αντιπροσωπευτικών ιών των 

γενών Trichovirus, Capillovirus, και Foveavirus (ACLSV, ASPV, ASGV, και CVA) 

καθώς και των ελεύθερων ιών CGRMV και CNRMV (Foissac κ.ά., 2005). Με βάση 

τις αλληλουχίες αυτές αναπτύχθηκε μια πολυδύναμη εστιασμένη (PDO) RT-PCR για 

την ανίχνευση των ιών που ανήκουν στα γένη Trichovirus, Capillovirus και 

Foveavirus και διαφόρων ελεύθερων ιών της οικογένειας με τη χρήση εκφυλισμένων 

ολιγονουκλεοτιδικών εκκινητών που περιέχουν ινοσίνη (Foissac κ.ά., 2005).  

Στην παρούσα ενότητα της εργασίας αυτής χρησιμοποιήθηκε η δοκιμή  PDO 

RT-PCR για την ανίχνευση ιών που ανήκουν στα γένη Trichovirus, Capillovirus και 

Foveavirus καθώς και ελεύθερων ιών της οικογένειας Flexiviridae σε αυτοφυή, 

καλλωπιστικά και καλλιεργούμενα φυτά της οικογένειας Rosaceae. 
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3.2. Υλικά και μέθοδοι 

3.2.1. Δείγματα που ελέγχθηκαν 

Από το σύνολο των φυτικών ειδών που ελέγχθηκαν στην προηγούμενη 

ενότητα (Κεφάλαιο 2) επιλέχθηκαν 137 δείγματα, εκ των οποίων 34 εκδήλωναν 

συμπτώματα που δεν σχετίζονταν με προσβολή από τον ACLSV (παράγραφος 2.2.1, 

Πίνακας 3.1, Πίνακας 3.2). Στα δείγματα αυτά συμπεριλαμβάνονταν και 36 δείγματα 

θετικά στον ACLSV που χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες για την αξιολόγηση του 

εύρους ανίχνευσης της μεθόδου.  

Για τη ανίχνευση των ιών που ανήκουν στα γένη Fovea-, Tricho- και Capillo- καθώς 

και των ελεύθερων μελών της οικογένειας χρησιμοποιήθηκε εκχύλισμα ολικού RNA 

(ενότητα 2.2.3).  

 
Πίνακας 3.1. Είδη φυτών που επιλέχτηκαν για την παρουσία ιών της οικογένειας Flexiviridae.  

 

 

 

 

 

Είδος Αριθμός φυτών που 
επιλέχθηκαν 

Είδος Αριθμός φυτών που 
επιλέχθηκαν 

Prunus amygdalus 3 Pyrus pyraster 6 

Prunus cerasus 1 Prunus maliformis 3 

Malus communis 2 Prunus cerassifera 4 

Prunus webbii 1 Crataegus monogyna 3 

Laurus sp. 1 Prunus avium L. 8 

Punica granatum 1 Prunus domestica 3 

Μalus sp. 1 Cydonia japonica 6 

Potentilla reptans 1 Celtis australis 7 

Potentilla pindicola 1 Pyraccantha coccinea 5 

Centaurea huljakii 1 Prunus armeniaca 9 

Morus sp. 1 Sorbus sp. 8 

Rubus sp 2 Malus domestica 5 

Spiraea chamaedryfolia 1 Prunus spinisa 3 

Castanea sativa 1 Pyrus communis 7 

Cydonia obloga 3 Pyrus amygdaliformis 11 

Prunus mahaleb 2 Prunus avium 17 

Prunus maliformis 3 Rosa acicularis 3 

Rosa canina 3   



                                                                                      Κεφάλαιο 3 

 
 

42

Πίνακας 3.2. Είδη φυτών που έφεραν συμπτώματα παρόμοια με αυτά που προκαλούν οι ιοί. 

 

Είδος 
Αριθμός φυτών 
που έφεραν 
συμπτώματα 

Συμπτώματα 

  Συστροφή 
των φύλλων 

Στένωση 
φύλλων 

Μωσαϊκό 
στα φύλλα 

Δεσμίωση 
βλαστού 

Παραμόρφωση 
καρπών 

Δακτυλιοειδή 
σχέδια στα 
φύλλα 

Morus sp. 1 - - 1/1 - - - 

Cydonia obloga 2 - - 2/2 - - - 

Rosa canina 1 - - 1/1 - - - 

Pyrus pyraster 3 - - 3/3 - - - 

Celtis australis 7 - - 7/7 - - - 

Prunus armeniaca 7 4/7 - 7/7 - - 1/7 

Pyrus communis 2 - - 1/2 1/2 - - 

Pyrus amygdaliformis 1 - - 1/1 - - - 

Prunus avium 10 1/10 1/10 7/10 - 1/10 - 

 

 

3.2.2. Μοριακή ανίχνευση με την PDO RT-PCR  

Ως εκμαγείο (2μl) για τη σύνθεση του c-DNA χρησιμοποιήθηκε το εκχύλισμα 

του ολικού RNA που παραλήφθηκε από τον φυτικό ιστό κατά την προετοιμασία του 

δείγματος και ακολούθησε PCR στον ίδιο μικροσωλήνα των 0,2 ml σε τελικό όγκο 

διαλύματος 25μl (βλέπε Παράρτημα 6). Για την RT-PCR χρησιμοποιήθηκαν οι 

εκκινητές PDO-F1i, PDO-R3i, και PDO-R4i (Foissac κ.ά., 2005), των οποίων η 

συγκέντρωση στην αντίδραση είναι 1μM και η θερμοκρασία υβριδοποίησης 42οC 

(Πίνακας 3.3, Εικόνα 3.1). 

Για την εστιασμένη PCR χρησιμοποιήθηκε 1 μl από το προϊόν της RT-PCR σε 

τελικό όγκο διαλύματος 20 μl και οι εκκινητές  PDO-F2i και PDO-R1i (Foissac κ.ά., 

2005) σε συγκέντρωση 1 μM και θερμοκρασία υβριδοποίησης 42οC (Πίνακας 3.3, 

Εικόνα 3.1) (βλέπε Παράρτημα 6). Η ανίχνευση του τελικού προϊόντος της 

εστιασμένης PCR (362ζβ) έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης.  
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Εικόνα 3.1. Συντηρημένες περιοχές (motifs)  του γονιδίου της πολυμεράσης που εδράζουν οι 
εκφυλισμένοι εκκινητές της PDO RT-PCR. 

 

 

 

Πίνακας 3.3. Εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν  στην PDO RT-PCR και μέγεθος παραγόμενου 
προϊόντος. 

 

 

 

 

 

 

R= A ή G, i= G, Y= C ή Τ, K= G ή T, W= A ή T, S= C ή G, M= A ή C, H= Α ή C ή T 

 

 

 

 

 

 

Εκκινητής Αλληλουχία Προϊόν 

PDO-R3i 5’ GCRCACATRTCRTCiCCiGCRAAiiA 3’ (motif VI) 
446ζβ 

 

PDO-F1i 5’ TiTTYATKAARWSiCARYWiTGiAC 3’ (motif I) 
631ζβ 

PDO- R4i 5’ ARiYiCCATCCRCARAAMiTiGG 3’ (motif VII)  

PDO-F2i 5’ GCYAARGCiGGiCARACiYTKGCiTG 3’ (motif II) 
362ζβ 

 PDO-R1i 5’  TCHCCWGTRAAiCKSATiAiiGC 3’ (motif V) 
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3.2.3. Προσδιορισμός τμήματος της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ιών της 

οικογένειας Flexiviridae που ανιχνεύθηκαν με την PDO RT-PCR 

  Αλληλουχήθηκε τμήμα της RdRp τεσσάρων ιών μελών της Flexiviridae που 

ενισχύθηκαν κατά την εστιασμένη PDO RT-PCR τα οποία δεν έδωσαν προϊόν κατά 

τον εξειδικευμένο έλεγχο για τον ACLSV.  

Μετά την εξαγωγή του προϊόντος της εστιασμένης PCR από την πηκτή 

αγαρόζης (Βλέπε Παράρτημα 7) το καθαρό προϊόν χρησιμοποιήθηκε για απευθείας 

αλληλούχηση. Για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (Βλέπε 

παράρτημα 8.Α) χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές PDO-F2i και PDO-R1i. Τέλος, οι 

αλληλουχίες συγκρίθηκαν με ήδη καταχωρημένες αλληλουχίες στη βάση δεδομένων 

του NCBI (National Centre for Biotechnology Information Bethesda USA) με 

εφαρμογή του αλγορίθμου BLAST.  

 

3.3. Αποτελέσματα 

3.3.1. Μοριακή ανίχνευση ιών της οικογένειας Flexiviridae με την PDO RT-PCR  

Από τα 137 δείγματα που ελέγχθηκαν με την PDO RT-PCR, η παρουσία ιών 

μελών της οικογένειας Flexiviridae ανιχνεύθηκε στα 22 (Πίνακας 3.4). Από τα 22 

δείγματα που ενισχύθηκαν κατά την εστιασμένη PDO RT-PCR ο ACLSV δεν είχε 

ανιχνευθεί σε 7 κατά τον εξειδικευμένο έλεγχο.  

Τέλος, ο συσχετισμός των συμπτωμάτων που παρουσίαζαν 34 φυτά από τα 

οποία έγινε η δειγματοληψία με τα αποτελέσματα της PDO RT-PCR, φαίνεται να 

είναι εφικτός στην περίπτωση της κερασιάς, καθώς σε 7 από τις 10 που παρουσίασαν 

συμπτώματα ανιχνεύθηκαν ιοί-μέλη της Flexiviridae (Πίνακας 3.5).  
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Πίνακας 3.4. Συνολικός αριθμός δειγμάτων που ελέγχθηκαν και αριθμός δειγμάτων στα οποία 

διαπιστώθηκε η παρουσία ιών της οικογένειας Flexiviridae με την PDO RT-PCR  

 

Είδος 
Αριθμός δειγμάτων που 

ελέγχθηκαν 
Αριθμός δειγμάτων που ανιχνεύθηκαν 

ιοί-μέλη της Flexiviridae 

Morus sp. 1 0 
Cydonia obloga 3 0 
Rosa canina 3 0 
Pyrus pyraster 6 0 
Celtis australis 7 0 
Prunus armeniaca 9 0 
Pyrus communis 7 2 
Pyrus amygdaliformis 11 1 
Prunus avium 17 10 
Prunus amygdalus 3 0 
Prunus cerasus 1 1 
Malus communis 2 0 
Prunus webbii  1 0 
Laurus sp. 1 0 
Punica granatum 1 0 
Malus sp. 1 0 
Potentilla reptans 1 0 
Potentilla pindicola 1 0 
Centaurea huljakii 1 0 
Rubus sp. 2 0 
Spiraea chamaedryfolia 1 0 
Castanea sativa 1 0 
Prunus mahaleb 2 0 
Prunus maliformis 3 0 
Prunus myrobalana 3 0 
Prunus cerassifera 4 3 
Crataegus monogyna 3 0 
Prunus avium L. 8 0 
Prunus domestica 3 0 
Cydonia japonica 6 0 
Pyracantha coccinea 5 0 
Sorbus sp. 8 0 
Malus domestica 5 5 
Prunus spinosa 3 0 
Rosa acicularis 3 0 
Σύνολο 137 22 
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Πίνακας 3.5. Είδη φυτών που έφεραν συμπτώματα ιολογικών προσβολών καθώς και αριθμός φυτών 

στα οποία ανιχνεύθηκε ο ACLSV και ιοί της οικ. Flexiviridae με την  PDO RT-PCR. 

 

 

 

 

 

3.3.2. Προσδιορισμός νουκλεοτιδικής αλληλουχίας ιών που ανιχνεύθηκαν με την 

PDO RT-PCR. 

Επιλέχθηκαν 4 από τα 7 δείγματα που ενισχύθηκαν κατά την εστιασμένη PDO 

RT-PCR (3 κερασιές και 1 μηλιά), στα οποία ο ACLSV δεν είχε ανιχνευθεί κατά τον 

εξειδικευμένο έλεγχο (Πίνακας 3.4). Μετά από απευθείας αλληλούχηση του 

προϊόντος, προσδιορίστηκε τμήμα της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας και 

επιβεβαιώθηκε η ιική τους προέλευση. Η μετάφραση των νουκλεοτιδίων σε αμινοξέα 

έδειξε υψηλή ομολογία με ήδη καταχωρημένες αλληλουχίες του γονιδίου της RdRp 

των ACLSV και CGRMV στα 3 δείγματα κερασιάς και του ASPV στην μηλιά. [Η 

μετάφραση σε αμινοξέα έγινε με το πρόγραμμα  EMBOSSTranseq 

(www.ebi.ac.uk/emboss/transeq/) της EMBL-EBI]. 

 Πιο συγκεκριμένα η απομόνωση μηλιάς του ASPV εμφανίζει 92,9% 

ομολογία σε αμινοξέα με την απομόνωση D21829 από αχλαδιά (Jelkman κ.ά., 1994), 

ενώ σε επίπεδο νουκλεοτιδίων η ομολογία είναι πιο χαμηλή (83,0%). Η απομόνωση 

του ACLSV εμφανίζει 95,0% ομολογία σε αμινοξέα με την απομόνωση AF413955 

από κερασιά (Foissac κ.ά., 2005), ενώ σε επίπεδο νουκλεοτιδίων η ομολογία είναι πιο 

χαμηλή 92,0%. Η απομόνωση CGRMV 1 παρουσιάζει μεγαλύτερη ομολογία σε 

Είδος 
Αριθμός φυτών με 

συμπτώματα 
ιολογικών προσβολών 

Αριθμός φυτών  
προσβεβλημένων με 

τον ACLSV 

Αριθμός  φυτών 
προσβεβλημένων από ιούς 
της οικογένειας Flexiviridae 

Morus sp. 1 0 0 
Cydonia obloga 2 2 0 
Rosa canina 1 0 0 
Pyrus pyraster 3 0 0 
Celtis australis 7 0 0 
Prunus armeniaca 7 0 0 
Pyrus communis 2 1 1 
Pyrus amygdaliformis 1 1 1 
Prunus avium 10 2 7 
Σύνολο 34 6 9 
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επίπεδο αμινοξέων και νουκλεοτιδίων (82,5% και 75% αντίστοιχα) με την 

απομόνωση AJ291761 (άγνωστος ξενιστής) (Gentit κ.ά., 2001), ενώ η απομόνωση 

CGRMV 2 παρουσιάζει μεγαλύτερη ομολογία σε επίπεδο αμινοξέων και 

νουκλεοτιδίων (95,1% και 89% αντίστοιχα) με την απομόνωση AF017780 (άγνωστος 

ξενιστής) (Zhang κ.ά., 1998). Η σύγκριση των δύο απομονώσεων του CGRMV 

μεταξύ τους έδειξε μια ομολογία 82,5% σε επίπεδο αμινοξέων. 

Οι αλληλουχίες των ASPV, ACLSV, CGRMV 1και CGRMV 2 αναφέρονται στο 

Παράρτημα 9. 

 

3.4. Συζήτηση 

Πρόσφατα αναπτύχθηκε μια μοριακή μέθοδος ταυτόχρονης ανίχνευσης ιών-

μελών των γενών Trichovirus, Capillovirus, και Foveavirus που στηρίζεται στη 

χρήση εκφυλισμένων εκκινητών που περιέχουν ινοσίνη και ενισχύουν τμήμα 

συντηρημένων γενωμικών περιοχών του γονιδίου της RdRp (Foissac κ.ά., 2005). 

Παρόλο που από το επίπεδο του γένους και πάνω από αυτό υπάρχουν λίγες τέτοιες 

περιοχές, τα συντηρημένα μοτίβα που εντοπίζονται στην περιοχή της RdRp των ιών-

μελών της Flexiviridae καθιστούν δυνατή την ανάπτυξη αξιόπιστων μεθόδων 

ανίχνευσης (Koonin, 1991). Σχεδιασμός εκκινητών, που στοχεύουν σε τέτοια 

συντηρημένα μοτίβα, για την ανάπτυξη εξειδικευμένων μεθόδων ανίχνευσης σε 

επίπεδο γένους, έχει αναφερθεί για ιούς των γενών Viti- (Saldarelli κ.α, 1998), 

Carmo- (Morozov κ.α, 1995), Tymo- (Sabanadzovic κ.ά., 2000), Marafi- 

(Sabanadzovic κ.ά., 2000) και Ilarviruses (Maliogka κ.ά., 2007).  

Στην παρούσα εργασία χρησιμοποιήθηκε η PDO RT-PCR για τον έλεγχο 137 

δειγμάτων που είχαν αξιολογηθεί και στην προηγούμενη ενότητα εργασίας 

(Κεφάλαιο 2), για να διερευνηθεί η παρουσία προσβολών με άλλους ιούς-μέλη της 

οικογένειας Flexiviridae. Επιλέχθηκαν δείγματα από το σύνολο των φυτικών ειδών 

που μελετήθηκαν για την παρουσία του ACLSV, με έμφαση σε φυτά που έφεραν 

συμπτώματα ιολογικών προσβολών τα οποία δεν σχετίστηκαν  με τον ACLSV. 

Επίσης, για την αξιολόγηση του εύρους ανίχνευσης της μεθόδου χρησιμοποιήθηκαν 

36 δείγματα ως θετικοί μάρτυρες στα οποία ανιχνεύτηκε ο ACLSV κατά τον 

εξειδικευμένο έλεγχο.   

Από το σύνολο των 137 δειγμάτων που αξιολογήθηκαν με την PDO RT-PCR 

στην παρούσα μελέτη, η παρουσία ιών μελών της οικογένειας Flexiviridae 

διαπιστώθηκε στα 22 (Πίνακας 3.4).  
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Επιλέχθηκαν 4 (3 κερασιές και 1 μηλιά) από τα  7 δείγματα στα οποία δεν 

ανιχνεύθηκε ο ACLSV κατά τον εξειδικευμένο έλεγχο, ενώ η PDO RT-PCR ανέδειξε 

την παρουσία ιών της Flexiviridae σε αυτά, και αλληλουχήθηκαν προκειμένου να 

προσδιοριστεί η νουκλεοτιδική αλληλουχία του ιού που ενισχύθηκε. Η μετάφραση 

των νουκλεοτιδίων σε αμινοξέα έδειξε υψηλή ομολογία με ήδη καταχωρημένες 

αλληλουχίες του γονιδίου της RdRp πολυμεράσης των ACLSV και CGRMV σε ένα 

και δύο δείγματα κερασιάς αντίστοιχα, καθώς και του ASPV στην μηλιά. Πρόσφατα 

σε επισκοπίσεις οπωρώνων κερασιάς για προσβολή από ιούς με γενικές μεθόδους 

RT-PCR ανιχνεύθηκαν οι ιοί PDV, LChV-1, CNRMV και PNRSV, ενώ δεν είχε 

ανιχνευθεί ο CGRMV (Μαλιόγκα κ.ά., 2006). Στην παρούσα εργασία ο CGRMV 

ανιχνεύθηκε για πρώτη φορά σε κερασιά στην Ελλάδα. 

Παρά το γεγονός ότι με την PDO RT-PCR κατέστη δυνατή η ανίχνευση των  

ACLSV, CGRMV και  ASPV, τα αποτελέσματα αυτής της μελέτης δείχνουν ότι δεν 

μπορεί να αποτελέσει αξιόπιστο εργαλείο σε προγράμματα ελέγχου για την 

εξειδικευμένη ανίχνευση του ACLSV καθώς η ευαισθησία της, συγκρινόμενη με την 

ευαισθησία της εξειδικευμένης μεθόδου που αναπτύχθηκε στην προηγούμενη 

ενότητα εργασίας, κρίθηκε περιορισμένη (η PDO RT-PCR ανίχνευσε τον ιό σε 15 

από τα 36 δείγματα) (Πίνακας 3.4). Δεδομένου ότι  ο ιός δεν ανιχνεύθηκε κυρίως σε 

άγρια και καλλωπιστικά είδη (καλλωπιστική κυδωνιά, τσαπουρνιά, τριανταφυλλιά, 

αγριαχλαδιά, Potentilla pindicola, Rubus sp.), η υψηλή παραλλακτικότητα του ιού 

φαίνεται να αποτελεί μια πιθανή εξήγηση. 

Συσχετισμός μεταξύ της παρουσίας συμπτωμάτων και προσβολής από ιούς-

μέλη της Flexiviridae φαίνεται να είναι εφικτός στην κερασιά, καθώς σε 7 από τα 10 

δείγματα που έφεραν συμπτώματα ανιχνεύθηκαν ιοί-μέλη της Flexiviridae. Παρά το 

γεγονός ότι από δύο συμπτωματικά φυτά κερασιάς απομονώθηκε ο CGRMV, θα ήταν 

λανθασμένη η συσχέτιση του συγκεκριμένου ιού με τα συμπτώματα που 

παρατηρήθηκαν καθώς τα δέντρα μπορεί να φέρουν μικτές προσβολές από 

διαφορετικούς ιούς με αποτέλεσμα η οποιαδήποτε σύνδεση συγκεκριμένης 

συμπτωματολογίας με έναν συγκεκριμένο ιό ή απομόνωση  να είναι τις περισσότερες 

φορές αδύνατη (Nemeth, 1986). 

 Στην παρούσα εργασία δεν διαπιστώθηκαν μικτές προσβολές. Φαίνεται πως 

υπάρχει ένας περιορισμός στην ευαισθησία ταυτόχρονης ανίχνευσης διαφορετικών 

ιών δεδομένου ότι σε ορισμένες περιπτώσεις η PDO μπορεί να ενισχύσει και τους δύο 
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παράγοντες,  ενώ σε άλλες μόνο τον έναν. Αυτό πιθανώς να οφείλεται σε 

ανταγωνισμό μεταξύ διαφορετικών cDNAs μορίων κατά την διαδικασία της 

ενίσχυσης (Foissac κ.ά., 2005). Επομένως, θα έπρεπε να δίνεται μεγάλη προσοχή 

στην ερμηνεία των αποτελεσμάτων της PDO RT-PCR γιατί η ανίχνευση ενός ιού δεν 

μπορεί να αποκλείσει την παρουσία άλλου(ων) (Foissac κ.ά., 2005).  

Παρά τους περιορισμούς που προέκυψαν στην παρούσα εργασία, η PDO RT-

PCR κρίνεται ότι μπορεί να αποτελέσει ένα χρήσιμο διαγνωστικό εργαλείο καθώς 

δύναται να ανιχνεύει και αγνώστους ιούς-μέλη της οικογένειας Flexiviridae όπως 

συνέβη στην περίπτωση του APCLSV (Liberti κ.ά., 2004) δίνοντας τη δυνατότητα, 

μέσω αλληλούχησης των προϊόντων της, να αναπτυχθούν εξειδικευμένες, για τους 

παράγοντες αυτούς, μέθοδοι ανίχνευσης.      
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                                                                              ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

Μελέτη γενετικής παραλλακτικότητας του γονιδίου της 

καψιδιακής πρωτεΐνης και της 3΄Αμετάφραστης περιοχής 

του ACLSV 

4.1. Εισαγωγή 

Οι γενετικές μεταβολές των θετικής πολικότητας RNA ιών αποτελούν τους 

κύριους μηχανισμούς εξέλιξης τους, και οφείλονται σε μεταλλάξεις και σε 

ανασυνδυασμό του γονιδιώματος (Dolja και Carrington, 1992; Drake, 1993; Domingo 

και Holland, 1997). Οι μεταβολές αυτές στη δομή του RNA μπορεί να επηρεάσουν την 

αναπαραγωγή των ιών καθώς και την ένταση των συμπτωμάτων (Graves κ.ά., 1996; 

Hernandez κ.ά., 1996; Cheng κ.ά., 2002). Η παραλλακτικότητα των RNA ιών 

εντοπίζεται κατά μήκος του συνόλου του γονιδιώματος με συνηθέστερα πιο 

συντηρημένη εξελικτικά περιοχή αυτή του γονιδιώματος της RdRp (Dolja και 

Carrington, 1992; Zaccomer κ.ά., 1995) ενώ το γονίδιο της ΚΠ συνήθως εμφανίζει 

παραλλακτικότητα, και εξαιτίας του ρόλου της στην εξειδίκευση των ιικών οροτύπων, 

χρησιμοποιείται συχνά σε φυλογενετικές αναλύσεις (Dolja και Carrington, 1992; 

Zaccomer κ.ά., 1995; Canizares κ.ά., 2001β). 

Μελέτες της γενετικής παραλλακτικότητας του ACLSV περιλαμβάνουν 

αλληλουχίες απομονώσεων καλλιεργούμενων ειδών (πυρηνόκαρπα, γιγαρτόκαρπα) 

(Candresse κ.ά., 1995; Rwahnih κ.ά., 2004; Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β; Ulubas 

Serce και Rosner, 2006), ενώ μέχρι σήμερα η παραλλακτικότητα απομονώσεων από 

καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη δεν έχει μελετηθεί. Φυλογενετικές αναλύσεις που 

βασίστηκαν σε αλληλουχίες μήκους 677ζβ της ΚΠ και της 3΄αμετάφραστης περιοχής 

διαφόρων απομονώσεων του ιού (Rwahnih κ.ά., 2004; Candresse κ.ά., 2006; 

Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β) έδειξαν καλύτερη ομαδοποίηση ως προς τον ξενιστή 

σε σχέση με άλλες που βασίστηκαν σε μικρότερου μήκους αλληλουχίες της ΚΠ 

(Candresse κ.ά., 1995; Ulubas Serce και Rosner, 2006), ενώ δεν ήταν δυνατή η 

διαφοροποίηση των απομονώσεων του ιού με βάση την γεωγραφική τους προέλευση 

(Candresse κ.ά., 1995; Rwahnih κ.ά., 2004; Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β; 

Candresse κ.ά., 2006).  
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Στην παρούσα μελέτη διερευνήθηκαν οι εξελικτικές σχέσεις απομονώσεων του 

ACLSV από διάφορους ξενιστές και περιοχές της χώρας. Στις φυλογενετικές 

αναλύσεις συμπεριλήφθησαν αλληλουχίες τμήματος του γονιδίου της ΚΠ και της 3΄ 

αμετάφραστης περιοχής μήκους 677ζβ 14 ελληνικών καθώς και δημοσιευμένων 

απομονώσεων του ιού. 

 

4.2. Υλικά και μέθοδοι 

4.2.1. Μοριακή ανίχνευση απομονώσεων του ACLSV 

Από κάθε φυτικό είδος στο οποίο διαπιστώθηκε η παρουσία του ACLSV 

(παράγραφος 2.3.2.2, Πίνακας 2.5) επιλέχθηκαν τουλάχιστον δύο δείγματα με στόχο 

τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας.  

Η RT-PCR που ανέπτυξαν οι Menzel κ.ά. (2002) αδυνατούσε να ανιχνεύσει την 

πλειονότητα των απομονώσεων του ιού (παράγραφος 2.3.2.1). Επομένως, κρίθηκε 

απαραίτητη η ανάπτυξη μιας RT-PCR που θα χρησιμοποιεί τον καθοδικό εκκινητή 

ACLSV Menz do και έναν νέο ανοδικό εκκινητή, και η οποία θα ακολουθείται από μία 

εστιασμένη PCR με τους εκκινητές ACLSV Menz up και ACLSV Menz do που δίνουν 

προϊόν μήκους 677ζβ. 

4.2.1.1. Ανάπτυξη εξειδικευμένης RT-PCR σε δύο μικροσωλήνες για την 

ανίχνευση απομονώσεων του ACLSV 

4.2.1.1.1. Σχεδιασμός του εκκινητή 

Για τον σχεδιασμό εξειδικευμένου ανοδικού εκκινητή, με όσο το δυνατόν 

μεγαλύτερο εύρος ανίχνευσης απομονώσεων του ιού, επιλέχθηκε μια συντηρημένη 

περιοχή μετά από στοίχιση ομόλογων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών της ΚΠ 

ορισμένων κατατεθειμένων στην τράπεζα γενετικών πληροφοριών EMBL-EBI 

απομονώσεων του ACLSV, με το πρόγραμμα CLUSTAL-X (Εικόνα 4.1). Η 

αλληλουχία του εκκινητή που σχεδιάστηκε (ACLSV CP UP1) ήταν 5΄-

CRGAARRCAGACCYCTTCATG-3΄(Tm=47-59oC και όπου R=A/G και Y=C/T).  
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Εικόνα 4.1. Στοίχιση αλληλουχιών νουκλεοτιδίων τμήματος της ΚΠ 13 απομονώσεων του ACLSV 

από διάφορους ξενιστές. Η στοίχιση έγινε με το πρόγραμμα CLUSTAL-X. Με το πράσινο πλαίσιο 

σημειώνεται η συντηρημένη περιοχή που επιλέχθηκε για τον σχεδιασμό του ανοδικού εκκινητή, ενώ ο 

τελικός εκκινητής που επιλέχθηκε ( ACLSV CP UP 1) αναφέρεται κάτω από τις ευθυγραμμίσεις.     

 

4.2.1.1.2. Ανάπτυξη RT-PCR σε δύο μικροσωλήνες 

Για τη σύνθεση του cDNA εφαρμόστηκε η μέθοδος της αντίστροφης μεταγραφής 

(Reverse Trascription, RT) σε έναν μικροσωλήνα των 0,2ml με εκμαγείο 2 μl 

εκχυλίσματος ολικού RNA και τελικό όγκο αντίδρασης 20μl. Το διάλυμα της 

αντίδρασης περιείχε: 50mΜ Tris-HCl (pH 8.3), 75mM KCl, 3mM MgCl2, 10mM 

DTT, 0,5mM από κάθε dNTP, 1μΜ εκκινητή ολιγοθυμίνης [oligo d(T) 18-mere], 15 

μονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών Ribonouclease inhibitor (HT Biotechnology, 

England), 60 μονάδες αντίστροφη μεταγραφάση (Moloney Murine Leukemia Virus 

Reverse Transcriptase, MMLV, Invitrogen, The Netherlands) και νερό που είχε 

υποστεί μεταχείριση με DEPC ώστε ο τελικός όγκος να είναι 20 μl. Η αντίδραση της 

RT πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή (Mastercyclegradient, Eppendorf) 

σύμφωνα με το ακόλουθο προφίλ: 420C για 60΄ και 750C για 15΄. 

Ακολούθως, 1 μl cDNA χρησιμοποιήθηκε ως εκμαγείο για την εκτέλεση της PCR, 

σε μικροσωλήνα των 0,2ml. Το διάλυμα της αντίδρασης περιείχε: 10mΜ Tris-HCl 

(pH 8.8), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 5%DMSO, 0,2mM από κάθε dNTP, 0,4μΜ από 

τον εκκινητή ACLSV Menz do και 0,5μΜ από τον εκκινητή ACLSV CP UP 1, 1 

μονάδα Dynazyme TM II DNA πολυμεράση (Finnzymes, Finland) και συμπληρώθηκε 

μέχρι τα 20μl με απεσταγμένο νερό που είχε υποστεί μεταχείριση με DEPC. 
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Το θερμικό προφίλ που επιλέχθηκε ήταν το ακόλουθο: 950C για 5΄ και 40 κύκλοι 

στους 950C για 30΄΄, 570C για 30΄΄ και 720C για 30΄΄. Τέλος, η αντίδραση 

ολοκληρώνεται με επώαση στους 720C για 2΄, για συμπλήρωση των ημιτελών 

αλυσίδων. 

4.2.1.1.3. Εστιασμένη PCR 

Για την εφαρμογή της εστιασμένης PCR, ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε 1μl από 

το προϊόν της PCR (παράγραφος 4.2.1.1.2). Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε 

μικροσωλήνα των 0,2 ml σε τελικό όγκο 20μl. Το διάλυμα της αντίδρασης περιείχε: 

10mM Tris-HCl (pH 8.8), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 3% DMSO, 0,2mM από κάθε 

dNTP, 0,4μΜ από τον εκκινητή ACLSV Menz up και 0,4μΜ από τον εκκινητή 

ACLSV Menz do, μια μονάδα Dynazyme TM II DNA πολυμεράση (Finnzymes, 

Finland) και νερό που είχε υποστεί μεταχείριση με DEPC μέχρι να φτάσει το διάλυμα 

τα 20μl. Η αντίδραση της εστιασμένης PCR πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή 

(Mastercyclegradient, Eppendorf) και το τελικό προφίλ με τις βελτιστοποιήσεις που 

πραγματοποιήθηκαν ήταν το ακόλουθο: 950C για 5΄ και ακολούθησαν 40 κύκλοι στους 

950C για 30΄΄, 560C για 30΄΄ και 720C για 30΄΄. Τέλος, πραγματοποιήθηκε ένα 

τελευταίο στάδιο επέκτασης στους 720C για 2΄. Η ανίχνευση των τελικών προϊόντων 

της PCR μήκους 677ζβ έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (βλέπε 

παράρτημα 5).     

4.2.2. Προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας της ΚΠ 

Για τον προσδιορισμό της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας (βλέπε παράρτημα 8.B) 

χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές ΑCLSV  Menz up- ACLSV Menz do (Πίνακας 2.4). 

Οι αλληλουχίες των ελληνικών απομονώσεων συγκρίθηκαν με αλληλουχίες 

καταχωρημένες στη βάση δεδομένων του NCBI με εφαρμογή του αλγορίθμου BLAST. 

Τα ποσοστά ομοιότητας σε επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων, μεταξύ των 

ελληνικών απομονώσεων προσδιορίστηκαν με το πρόγραμμα GeneDoc 

(http://www.psc.edu/biomed/genedoc). 
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4.2.3. Φυλογενετική ανάλυση 

Για τη μελέτη της φυλογενετικής συγγένειας πραγματοποιήθηκε στοίχιση των 

αλληλουχιών νουκλεοτιδίων του γονιδίου της ΚΠ και της 3΄αμετάφραστης περιοχής 

απομονώσεων του ACLSV που προσδιορίστηκαν στην παρούσα εργασία με τις ήδη 

δημοσιευμένες αλληλουχίες.  Η στοίχιση πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας την 

εντολή ‘Alignment Explorer’ του προγράμματος MEGA έκδοση 4 (Tamura κ.ά., 

2007). Τα κατάλληλα μοντέλα αντικατάστασης νουκλεοτιδίων βρέθηκαν με το  

FINDMODEL (http://hcv.lanl.gov/content/hcvdb /findmodel/findmodel.html). Για τις 

φυλογενετικές αναλύσεις επιλέχθηκε το μοντέλο εξέλιξης GTR+G. Ο υπολογισμός 

των φυλογενετικών δέντρων έγινε με τη μέθοδο της μέγιστης πιθανοφάνειας 

(Maximum Likehood, ML) χρησιμοποιώντας τον αλγόριθμο PHYML (Guindon και 

Gascuel, 2003). Η αξιοπιστία της φυλογενετικής υπόθεσης αξιολογήθηκε με τη 

χρησιμοποίηση της μη παραμετρικής ανάλυσης bootstrap (NPB). 

4.3. Αποτελέσματα 

4.3.1. Μοριακή ανίχνευση απομονώσεων του ACLSV  

Με την εστιασμένη PCR που αναπτύχθηκε στην παρούσα ενότητα 

προσδιορίστηκαν συνολικά οι αλληλουχίες 14 απομονώσεων του ιού που προήλθαν 

από 11 είδη (μηλιά, κερασιά, γκορτσιά, αχλαδιά, τσαπουρνιά, καλλωπιστική κυδωνιά, 

καλλωπιστική δαμασκηνιά, κυδωνιά, Rubus sp., Potentilla pindicola και καλλωπιστική 

μηλιά (Εικόνα 4.2, Πίνακας 4.1), ενώ δεν ήταν δυνατός ο πολλαπλασιασμός της 

ομόλογης περιοχής στα υπόλοιπα 9 είδη (δαμασκηνιά, αμυγδαλιά, ροδακινιά, 

κορομηλιά, αγριαχλαδιά, κράταιγο, αγριοκερασιά, αγριοτριανταφυλλιά και 

τριανταφυλλιά). Οι αλληλουχίες των 14 απομονώσεων που προσδιορίστηκαν 

αναφέρονται στο Παράρτημα 9.  

 

 Εικόνα 4.2. Ηλεκτροφόρηση προϊόντων της 

εστιασμένης PCR σε πηκτή αγαρόζης. 

Διαδρομή L:δείκτης μοριακού βάρους / 

100ζβ. Διαδρομές 1-8 και 9-14 οι 

απομονώσεις που πολλαπλασιάστηκαν. 

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

677ζβ

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

677ζβ
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Πίνακας 4.1. Γεωγραφική προέλευση, ξενιστής και κωδικός πρόσβασης στη βάση δεδομένων EMBL-
EBI των απομονώσεων που αλληλουχήθηκαν. 

 

4.3.2. Προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας και φυλογενετική 

ανάλυση του γονιδίου της ΚΠ και της 3΄αμετάφραστης περιοχής  

Τα αποτελέσματα της συγκριτικής ανάλυσης των αλληλουχιών των απομονώσεων 

αναδεικνύουν την ύπαρξη υψηλής γενετικής παραλλακτικότητας στο γονίδιο της ΚΠ 

και της 3΄αμετάφραστης περιοχής του ACLSV (Εικόνα 4.5). Τα ποσοστά 

παραλλακτικότητας μεταξύ των ελληνικών απομονώσεων ήταν 0-24% και 0-12% σε 

επίπεδο νουκλεοτιδίων και αμινοξέων, αντίστοιχα (Πίνακας 4.2). Η μικρότερη 

παραλλακτικότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων παρατηρήθηκε μεταξύ των απομονώσεων 

236-Ιο και 239-Ιο (0%), και ACLSV-ΜΕΤ και 347-Ιο (1%), ενώ η μεγαλύτερη μεταξύ 

των απομονώσεων ACLSV-POT, 146-Pe, 156-Ki, 260-Kom και 155-Ki (21-24%). Σε 

επίπεδο αμινοξέων η μικρότερη παραλλακτικότητα (0%) παρατηρήθηκε μεταξύ των 

απομονώσεων 274-Chal και ACLSV-MET, 534-Kom και 571-Kom, 236-Io και 239-Io, 

ενώ η μεγαλύτερη παρατηρήθηκε μεταξύ των απομονώσεων 155-Ki και 236-Io, 239-Io 

(12%). 

Απομόνωση Προέλευση Ξενιστής Κωδικός πρόσβασης 
274-Chal Χαλκιδική Pyrus amygdaliformis (γκορτσιά) FN391009 
ACLSV-MET Μέτσοβο Malus domestica (μηλιά) FN386786 
347-Io Ιωάννινα Malus sp. (καλλωπιστική μηλιά) FN391007 
321-Io Ιωάννινα Malus domestica (μηλιά) FN391011 
156-Ki Κιλκίς Prunus spinosa (τσαπουρνιά) FN391008 
ACLSV-KOM Κομοτηνή Pyrus communis (αχλαδιά) FN386788 
571-Kom Κομοτηνή Cydonia obloga (κυδωνιά) FN391013 
534-Kom Κομοτηνή Cydonia obloga (κυδωνιά) FN391012 
236-Io Ιωάννινα Prunus cerassifera (καλ. δαμασκηνιά) FN391014 
239-Io Ιωάννινα Prunus cerassifera (καλ. δαμασκηνιά) FN391015 
ACLSV-POT Κιλκίς Potentilla pindicola FM992664 
260-Kom Κομοτηνή Cydonia japonica (καλ. κυδωνιά) FN391010 
155-Ki Κιλκίς Rubus sp. FN391016 
146-Pe Πέλλα Prunus avium (Κερασιά) FN391006 
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Το ποσοστό παραλλακτικότητας των ελληνικών απομονώσεων με άλλες ήδη 

δημοσιευμένες αλληλουχίες απομονώσεων του ACLSV κυμαίνονταν από 3-14% σε 

επίπεδο νουκλεοτιδίων (Πίνακας 4.3).  

Οι απομονώσεις ACLSV-POT και 260-Kom εμφανίζουν το μεγαλύτερο μήκος 

στην αλληλουχία της ΚΠ και χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη ενός μοναδικού, μεταξύ 

του συνόλου των απομονώσεων, τμήματος αλληλουχίας στην 3΄αμετάφραστη περιοχή 

(Εικόνα 4.5) (θέση 540-555).  

Για τον καθορισμό των σχέσεων μεταξύ των απομονώσεων δημιουργήθηκαν, μετά 

από ανάλυση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών, δύο διαφορετικά φυλογενετικά δέντρα. 

Η φυλογενετική ανάλυση με βάση τις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες του γονιδίου της ΚΠ 

και της 3΄αμετάφραστης περιοχής έδειξε ότι οι ελληνικές απομονώσεις ομαδοποιούνται 

σε δύο ευδιάκριτους κλάδους, οι οποίοι υποστηρίζονται από υψηλές τιμές bootstrap 

(εικόνα 4.3). Στην πρώτη ομάδα περιλήφθησαν απομονώσεις καλλιεργούμενων 

(κυδωνιά, αχλαδιά, μηλιά), αυτοφυών (γκορτσιά) και καλλωπιστικών (καλλωπιστική 

μηλιά) γιγαρτοκάρπων καθώς και τρεις απομονώσεις από καλλωπιστικά (2 από 

καλλωπιστική δαμασκηνιά) και αυτοφυή (1 από τσαπουρνιά) πυρηνόκαρπα. Η δεύτερη 

ομάδα είναι μικτή καθώς περιέχει πυρηνόκαρπα (κερασιά), γιγαρτόκαρπα 

(καλλωπιστική κυδωνιά), και δύο απομονώσεις από άγρια είδη (Potentilla pindicola και 

Rubus sp.). 

Στη φυλογενετική ανάλυση που συμπεριλήφθηκαν και οι 9 διαθέσιμες αλληλουχίες 

απομονώσεων του ΑCLSV προέκυψε ο σχηματισμός τεσσάρων ομάδων που 

υποστηρίζονται από υψηλές τιμές bootstrap (Εικόνα 4.4). Όλες οι απομονώσεις από τα 

αυτοφυή (γκορτσιά), καλλιεργούμενα (μηλιά, αχλαδιά, κυδωνιά) και καλλωπιστικά 

(καλλωπιστική μηλιά) γιγαρτόκαρπα εντάχθηκαν μαζί στην πρώτη ομάδα, με εξαίρεση 

δύο απομονώσεις από κυδωνιά και καλλωπιστική κυδωνιά που εντάχθηκαν στην 

τέταρτη ομάδα. Επίσης, στην πρώτη ομάδα εντάχθηκαν μία απομόνωση από αμυγδαλιά 

καθώς και δύο απομονώσεις από αυτοφυή (αγριοβερικοκιά και τσαπουρνιά) 

πυρηνόκαρπα. Η δεύτερη και τρίτη ομάδα σχηματίστηκαν με απομονώσεις από 

καλλωπιστικά (καλλωπιστική δαμασκηνιά) και καλλιεργούμενα (δαμασκηνιά και 

ροδακινιά) πυρηνόκαρπα είδη αντίστοιχα. Τέλος, η τέταρτη ομάδα είναι μικτή καθώς 

περιλαμβάνει, εκτός από τις δύο διαφοροποιημένες απομονώσεις γιγαρτοκάρπων 
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(κυδωνιά και καλλωπιστική κυδωνιά), δύο απομονώσεις πυρηνοκάρπων (κερασιά) και 

τις απομονώσεις ACLSV-POT (Potentilla pindicola) και 155-Ki (Rubus sp.).
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Πίνακας 4.2. Ομοιότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (γονίδιο της ΚΠ και 3΄Αμετάφραστη περιοχή) και αμινοξέων (γονίδιο της ΚΠ) των 14 Ελληνικών 
απομονώσεων του ACLSV 

 

Nt  

aa 

146-Pe 347-Io ACLSV-KOM ACLSV-POT 156-Ki 274-Chal ACLSV-MET 260-Kom 321-Io 534-Kom 571-Kom 236-Io 239-Io 155-Ki 

146-Pe - 80% 79% 76% 78% 79% 80% 77% 81% 78% 78% 78% 78% 99% 

347-Io 91% - 90% 78% 89% 90% 99% 78% 90% 88% 87% 83% 83% 80% 

ACLSV-KOM 91% 98% - 78% 92% 90% 90% 78% 90% 88% 87% 84% 84% 79% 

ACLSV-POT 91% 93% 95% - 78% 77% 78% 98% 78% 77% 77% 78% 78% 76% 

156-Ki 90% 97% 99% 94% - 88% 90% 78% 88% 86% 86% 84% 84% 77% 

274-Chal 91% 99% 98% 93% 98% - 91% 78% 90% 89% 88% 86% 86% 78% 

ACLSV-MET 91% 99% 98% 93% 98% 100% - 79% 91% 88% 88% 84% 84% 80% 

260-Kom 92% 93% 94% 98% 93% 93% 93% - 78% 77% 77% 78% 78% 77% 

321-Io 91% 98% 99% 94% 98% 98% 98% 93% - 88% 88% 86% 86% 80% 

534-Kom 90% 98% 97% 93% 96% 98% 98% 92% 97% - 99% 85% 85% 78% 

571-Kom 90% 98% 97% 93% 96% 98% 98% 92% 97% 100% - 85% 85% 77% 

236-Io 90% 95% 95% 90% 95% 95% 95% 89% 95% 94% 94% - 100% 78% 

239-Io 90% 95% 95% 90% 95% 95% 95% 89% 95% 94% 94% 100% - 78% 

155-Ki 98% 90% 90% 90% 89% 90% 90% 90% 90% 89% 89% 88% 88% - 
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Πίνακας 4.3. Ποσοστά ομολογίας των ελληνικών απομονώσεων του ACLSV που μελετήθηκαν με ήδη 
καταχωρημένες απομονώσεις του ACLSV. 

Ξενιστής 
Κωδικός 

Απομόνωσης 

Ομοιότητα σε  

νουκλεοτίδια     αμινοξέα 

Κωδικός Πρόσβασης 
στην EMBL-EBI 

Prunus avium (Κερασιά) 146-Pe 97% 100% DQ329160 

Malus sp. (καλλωπιστική μηλιά) 347-Ιο 90% 99% AM498048 

Pyrus communis (Αχλαδιά) ACLSV-KOM 92% 99% DQ834688 

Potentilla pindicola ACLSV-POT 93% 96% AB326225 

Prunus spinosa (Τσαπουρνιά) 156-Ki 91% 98% DQ834688 

Pyrus amygdaliformis (Γκορτσιά) 274-Chal 89% 100% AM498048 

Malus domestica (Μηλιά) ACLSV-MET 91% 99% DQ834688 

Cydonia japonica (καλ. Κυδωνιά) 260-KOM 94% 98% AB326225 

Malus domestica (Μηλιά) 321-Io 91% 99% AM494510 

Cydonia obloga (Κυδωνιά) 534-Κοm 89% 98% AM498048 

Cydonia obloga (Κυδωνιά) 571-Kom 89% 98% AM498048 

Prunus cerassifera (καλ. Δαμασκηνιά) 236-Ιο 86% 96% AM494510 

Prunus cerassifera (καλ. Δαμασκηνιά) 239-Ιο 86% 96% AM494510 

Rubus sp. 155-Ki 96% 98% DQ329160 

 

Πίνακας 4.4. Γεωγραφική προέλευση και ξενιστές των δημοσιευμένων στη βάση δεδομένων 

απομονώσεων του ACLSV που χρησιμοποιήθηκαν στη φυλογενετική ανάλυση. 

Απομόνωση Προέλευση Ξενιστής Κωδικός πρόσβασης 

       - Ινδία Αγριοβερικοκιά ΑΜ498048 

       - Ινδία Αμυγδαλιά AM498046 

    Μ93 Αλβανία Μηλιά AJ586626 

      - Ινδία Αχλαδιά AM882704 

   Apr63 Ιταλία Βερικοκιά AJ586635 

    Pl45 Ιταλία Δαμασκηνιά AJ586627 

   R2D43 Βουλγαρία Ροδακινιά DQ329159 

     - Ινδία Κερασιά AM498044 

     - Ινδία Κυδωνιά AM498049 
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(Pyrus amygdaliformis)

(Cydonia obloga)

(Cydonia obloga)

(Prunus cerassifera)

(Prunus cerassifera)

(Prunus spinosa)

(Pyrus communis)

(Malus domestica)

(Malus sp.)

(Malus domestica)

(Potentilla pindicola )

(Cydonia japonica )

(Rubus sp.)

(Prunus avium)

1η Ομάδα

2η Ομάδα

(Pyrus amygdaliformis)

(Cydonia obloga)

(Cydonia obloga)

(Prunus cerassifera)

(Prunus cerassifera)

(Prunus spinosa)

(Pyrus communis)

(Malus domestica)

(Malus sp.)

(Malus domestica)

(Potentilla pindicola )

(Cydonia japonica )

(Rubus sp.)

(Prunus avium)

1η Ομάδα

2η Ομάδα

 

Εικόνα 4.3. Φυλογενετικό δέντρο που κατασκευάστηκε με ανάλυση μέγιστης πιθανοφάνειας 

χρησιμοποιώντας την ομάδα ομόλογων αλληλουχιών που αντιστοιχούν στην ΚΠ και την 

3΄Αμετάφραστη περιοχή. Η ρίζα του δέντρου τοποθετήθηκε στο ενδιάμεσο σημείο του μακρύτερου 

κλάδου (midpoint rooted). Οι τιμές αριστερά στον κάθε κλάδο υποδεικνύουν το ποσοστό 1000 

επαναλήψεων της ανάλυσης bootstrap, η οποία υποστηρίζει την ομαδοποίηση σε κάθε κόμβο. Η 

κλίμακα αντιπροσωπεύει τον αριθμό αντικατάστασης των νουκλεοτιδίων ανά θέση. Το μήκος των 

βραχιόνων είναι ανάλογο με τις γενετικές αποστάσεις που υπολογίστηκαν. 
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Εικόνα 4.4. Φυλογενετικό δέντρο μέγιστης πιθανοφάνειας  που προσδιορίστηκε με στοίχιση 

αλληλουχιών νουκλεοτιδίων του γονιδίου της ΚΠ και της 3΄Αμετάφραστης περιοχής. Οι 

δημοσιευμένες απομονώσεις του ACLSV αναφέρονται με τον κωδικό πρόσβασης τους στην EMBL, 

ενώ οι Ελληνικές απομονώσεις αναγράφονται με μωβ χρώμα. Ο κωδικός πρόσβασης της κάθε 

απομόνωσης συνοδεύεται από τον ξενιστή που απομονώθηκε. Οι τιμές αριστερά στον κάθε κλάδο 

υποδεικνύουν το ποσοστό 1000 επαναλήψεων της ανάλυσης bootstrap, η οποία υποστηρίζει την 

ομαδοποίηση σε κάθε κόμβο. Η κλίμακα αντιπροσωπεύει τον αριθμό αντικατάστασης των 

νουκλεοτιδίων ανά θέση. Το μήκος των βραχιόνων είναι ανάλογο με τις γενετικές αποστάσεις που 

υπολογίστηκαν. 
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4.4. Συζήτηση 

Ο ACLSV έχει ευρύ κύκλο ξενιστών που περιλαμβάνει καλλιεργούμενα, 

καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη-μέλη της οικογένειας Rosaceae (Cropley, 1969α; 

Rwahnih κ.ά., 2004). Στα καλλιεργούμενα γιγαρτόκαρπα είναι συνήθως λανθάνων 

(Mink και Shay, 1971; Cropley κ.ά., 1969α), προκαλεί σοβαρές ασθένειες στα 

πυρηνόκαρπα και σε ορισμένα από τα καλλωπιστικά, ενώ η παρουσία του έχει 

διαπιστωθεί και σε αρκετά αυτοφυή είδη (Ramsfjell, 1957; Posnette κ.ά., 1957; Van 

Katwijk, 1957; Kralikova, 1961; Kengler, 1960; Schimanski και Schmelzer, 1974; 

Peña- Iglesias Ayuso, 1975; Sweet, 1976; Sweet και Campbell, 1976; Sweet, 1980β; 

Desvignes και Boyé, 1988; Zahi κ.ά., 2000; Saad κ.ά., 2000; Rana κ.ά., 2007).  

Οι φυλογενετικές αναλύσεις του ACLSV που έχουν πραγματοποιηθεί μέχρι 

σήμερα αφορούσαν κυρίως απομονώσεις από καλλιεργούμενα είδη και βασίζονταν 

στην ΚΠ του ιού (Candresse κ.ά., 1995; Rwahnih κ.ά., 2003; Rwahnih κ.ά, 2004; 

Candresse κ.ά., 2006; Ulubas Serce και Rosner, 2006; Μαθιουδάκης και Κατής, 

2006β). Στις αναλύσεις αυτές, δεν ήταν εφικτή η ομαδοποίηση των απομονώσεων ως 

προς τον ξενιστή ή τη γεωγραφική τους προέλευση όταν χρησιμοποιήθηκαν μικρού 

μήκους αλληλουχίες (350-380ζβ) (Candresse κ.ά., 1995; Ulubas Serce και Rosner, 

2006), ενώ υπήρξε καλύτερη ομαδοποίηση των ειδών που ανήκουν στα πυρηνόκαρπα 

και τα γιγαρτόκαρπα όταν χρησιμοποιήθηκαν μεγαλύτερου μήκους αλληλουχίες 

(677ζβ) που περιελάμβαναν και τμήμα της 3΄Αμετάφραστης περιοχής (Rwahnih κ.ά., 

2003; Rwahnih κ.α, 2004; Candresse κ.ά., 2006; Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β).  

Στην παρούσα εργασία σχεδιάστηκε ένας νέος ανοδικός εκκινητής για τη 

βελτίωση της RT-PCR που αναπτύχθηκε από τους Menzel κ.ά. (2002) ώστε να είναι 

εφικτή η ανάπτυξη εστιασμένης PCR με το ζεύγος τον εκκινητών που πολλαπλασιάζει 

το επιθυμητού μήκους (677ζβ) προϊόν (Menzel κ.ά., 2002). Από τα 20 είδη στα οποία 

ανιχνεύθηκε ο ιός σε προηγούμενη ενότητα εργασίας επιλέχθηκαν δύο τουλάχιστον 

δείγματα, όπου αυτό ήταν εφικτό, από κάθε είδος προκειμένου να αξιολογηθεί η 

μέθοδος. Το αποτέλεσμα ήταν να πολλαπλασιαστούν 14 απομονώσεις του ιού από 11 

διαφορετικά είδη  (μηλιά, κερασιά, γκορτσιά, αχλαδιά, τσαπουρνιά, καλλωπιστική 

κυδωνιά, καλλωπιστική δαμασκηνιά, κυδωνιά, Rubus sp., Potentilla pindicola και 
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καλλωπιστική μηλιά) (Εικόνα 4.2, Πίνακας 4.1), ενώ δεν πολλαπλασιάστηκε η 

ομόλογη περιοχή απομονώσεων από άλλα 9 είδη. 

Η ανάλυση των αλληλουχιών των απομονώσεων που προσδιορίστηκαν στην 

παρούσα εργασία αναδεικνύουν την ύπαρξη υψηλής γενετικής παραλλακτικότητας στο 

γονίδιο της ΚΠ και της 3΄αμετάφραστης περιοχής του ACLSV (Εικόνα 4.5). Η μεγάλη 

παραλλακτικότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων (21-24%) που παρατηρήθηκε μεταξύ 

των απομονώσεων από τα είδη Potentilla pindicola, Rubus sp., κερασιά και 

τσαπουρνιά ήταν αναμενόμενη καθώς προήλθαν από αυτοφυείς ξενιστές, 

απομακρυσμένους γενετικά μεταξύ τους, που εντάσσονται σε διαφορετικά γένη. 

Αντίθετα, μικρή παραλλακτικότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων παρατηρήθηκε μεταξύ 

απομονώσεων καλλωπιστικής δαμασκηνιάς (0%). Δεδομένου ότι προήλθαν από την 

ίδια περιοχή (Ιωάννινα) καθώς και ότι πολλαπλασιάζονται με αγενή τρόπο, η μικρή 

παραλλακτικότητα πιθανών οφείλεται στον εμβολιασμό των φυτών αυτών στο ίδιο 

προσβεβλημένο υποκείμενο. Ομοίως εξηγείται και η μικρή παραλλακτικότητα μεταξύ 

μιας απομόνωσης μηλιάς με μια από καλλωπιστική μηλιά (1%). 

Οι απομονώσεις ACLSV-POT και 260-Kom εμφανίζουν μεγαλύτερο μήκος στην 

αλληλουχία της ΚΠ και χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη ενός μοναδικού, μεταξύ του 

συνόλου των απομονώσεων, τμήματος αλληλουχίας στην 3΄αμετάφραστη περιοχή 

(Εικόνα 4.5) (θέση 540-555) που πιθανώς είναι αποτέλεσμα ανασυνδυασμού  (Bonnet 

κ.ά., 2005; Singh κ.ά., 2005; Tanne και Sela, 2005).  

Για τον καθορισμό των σχέσεων μεταξύ των απομονώσεων δημιουργήθηκαν δύο 

διαφορετικά φυλογενετικά δέντρα. Στο φυλογενετικό δέντρο που υπολογίστηκε μόνον 

με τις Ελληνικές απομονώσεις σχηματίστηκαν δύο ομάδες, μία που περιέχει 

γιγαρτόκαρπα και τρείς απομονώσεις πυρηνοκάρπων, και μία μικτή στην οποία 

κατατάσσονται καλλωπιστικά, καλλιεργούμενα και αυτοφυή είδη πυρηνοκάρπων. Η 

κατάταξη σε ομάδες γιγαρτοκάρπων διαφοροποιημένων απομονώσεων από 

πυρηνόκαρπα είχε παρατηρηθεί και σε παλαιότερες φυλογενετικές μελέτες (Rwahnih 

κ.ά., 2003; Rwahnih κ.α, 2004; Candresse κ.ά., 2006; Μαθιουδάκης και Κατής, 

2006β). Στο φυλογενετικό δέντρο που σχηματίστηκε με τις ελληνικές και τις 

δημοσιευμένες απομονώσεις δημιουργήθηκαν 4 ομάδες. Μία μεγάλη ομάδα που 

περιέχει κυρίως απομονώσεις γιγαρτοκάρπων, δύο ομάδες πυρηνοκάρπων, και μία 

μικτή ομάδα. Και στα δύο φυλογενενικά δέντρα ομαδοποίηση μεταξύ των 
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απομονώσεων που προήλθαν από αυτοφυή, καλλιεργούμενα και καλλωπιστικά είδη δε 

φαίνεται να είναι εφικτή. 

Μελέτες για τους ACLSV (Candresse κ.ά., 1995)  και ASGV (Yoshikawa κ.ά., 

1996) έχουν δείξει ότι μια απομόνωση ενός ιού από ένα φυτό-ξενιστή μπορεί να 

αποτελείται από έναν πληθυσμό διαφορετικών παραλλαγών του ιού. Οι παραλλαγές 

μιας απομόνωσης μπορεί να οφείλονται σε μεταλλάξεις (Drake, 1993) ή να 

προέρχονται από τα υποκείμενα ή τα εμβόλια τα οποία είχαν αρχικά μολυνθεί με τις 

παραλλαγές του ιού, καθώς οι ACLSV και ASGV δεν έχουν φορέα μετάδοσης (Lister, 

1970 α,β).  H ευρεία εξάπλωση του ACLSV οφείλεται στη διακίνηση του 

προσβεβλημένου πολλαπλασιαστικού υλικού. Στην περίπτωση των απομονώσεων της 

μηλιάς, η ευρεία χρήση υποκειμένων του γένους Malus πιθανώς εξηγεί τα υψηλά 

ποσοστά ομοιότητας σε νουκλεοτίδια που παρατηρήθηκαν μεταξύ της μηλιάς και της 

καλλωπιστικής μηλιάς και οι οποίες ομαδοποιήθηκαν μαζί και στα δύο φυλογενετικά 

δέντρα. (Candresse κ.ά., 1995). Παρόμοια εξήγηση μπορεί να δοθεί και στην 

περίπτωση των απομονώσεων αχλαδιάς, γκορτσιάς και κυδωνιάς δεδομένου ότι η 

κυδωνιά αποτελεί πλέον το βασικότερο υποκείμενο της αχλαδιάς (παλαιότερα 

χρησιμοποιούνταν και η γκορτσιά) (Βασιλακάκης, 1991; Βασιλακάκης, 2004) και ο 

εμβολιασμός αποτελεί τον κυριότερο τρόπο εξάπλωσης των ιών των καρποφόρων 

δέντρων. Από το φυλογενετικό δέντρο που περιλαμβάνει μόνο τις Ελληνικές 

απομονώσεις φαίνεται ότι οι απομονώσεις της αχλαδιάς, της γκορτσιάς και της 

κυδωνιάς προέρχονται από ένα κοινό πρόγονο (απομόνωση) και για το λόγο αυτό 

εμφανίζουν στενή φυλογενετική σχέση. Ο πρόγονος αυτός μπορεί αρχικά να εμφάνιζε 

πολλές παραλλαγές όπως έχει ήδη αναφερθεί κατά το παρελθόν (Candresse κ.ά., 

1995). Συνεπώς, είναι πιθανό οι απομονώσεις της κυδωνιάς να προήλθαν από την 

γκορτσιά ή και την αχλαδιά, και η παρατηρούμενη διαφοροποίηση να είναι 

αποτέλεσμα μεταλλάξεων (Dolja και Carrington, 1992; Drake, 1993; Domingo και 

Holland, 1997) ή ανασυνδυασμού του RNA (Bruyere κ.ά., 2000; Kim και Kao, 2001). 

Επίσης, η επικράτηση μιας παραλλαγής μπορεί να οφείλεται σε επιλεκτικό 

πολλαπλασιασμό (Aldaoud κ.ά., 1989) ή αλληλεπίδραση γενοτύπου ξενιστή 

παθογόνου σε μία προσπάθεια προσαρμογής και επιβίωσης του ιού και επίδρασης του 

περιβάλλοντος στο οποίο αναπτύσσεται ο ξενιστής (Hull, 2002; Singh κ.ά., 2005).  
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Ενδιαφέρον παρουσιάζει η μικρή παραλλακτικότητα σε επίπεδο νουκλεοτιδίων 

που παρατηρήθηκε μεταξύ των απομονώσεων αχλαδιάς και Prunus spinosa (8%), των 

απομονώσεων Potentilla pindicola και Cydonia japonica (2%) καθώς και των 

απομονώσεων κερασιάς και Rubus (1%), οι οποίες σχηματίζουν μεταξύ τους 

υποομάδες και στα δυο φυλογενετικά δέντρα. Επειδή είναι απίθανο να προέρχονται 

από κάποιο κοινό πρόγονο, θα πρέπει να διερευνηθεί περεταίρω η πιθανότητα ύπαρξης 

φορέα.     

Η γεωγραφική προέλευση των απομονώσεων του ACLSV φαίνεται να μην 

επηρεάζει τη φυλογενετική τους συγγένεια όπως έχει αναφερθεί κατά το παρελθόν 

(Candresse κ.ά., 1995). Συνεπώς, η απόδοση της υψηλής παραλλακτικότητας των 

απομονώσεων του ιού στα καλλιεργητικά συστήματα και αγρονομικές πρακτικές που 

ακολουθούνται στις διάφορες γεωγραφικές περιοχές της χώρας μας αλλά και μεταξύ 

άλλων χωρών φαίνεται να περιορίζεται με βάση τα αποτελέσματα της παρούσας 

εργασίας. 

Περαιτέρω έρευνα και ανάλυση ενός μεγαλύτερου αριθμού απομονώσεων του 

ACLSV θα μας επιτρέψει να αποκτήσουμε περισσότερες πληροφορίες και να 

κατανοήσουμε καλύτερα πως η παραλλακτικότητα του επιδρά στην γενετική δομή των 

πληθυσμών, στην επιδημιολογία και στην εξέλιξη των πληθυσμών του ιού.            
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                     *        20         *        40         *        60         *        80        
146-Pe    : CACTGGAACAGACACTGGAGGCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAAGGGACGTCGGAGCAGACGGAGTTTCTGGATGTGAC :  82
347-Io    : CACTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATACAGGGAACGTCAGAGCAAACGGAGTTCCTGGATCTAGT :  82
ACLSV-KOM : CACTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAATATAGCGATACAGGGGACATCAGAGCAGACAGAGTTCCTGGATCTGGT :  82
ACLSV-POT : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAGGGGACCTCGGAACAAACGGAGTTCCTGGACTTGGT :  82
156-Ki    : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAGGGAACGTCGGAACAAACAGAGTTCCTGGACCTGGT :  82
274-Chal  : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAAGGAACATCGGAGCAGACGGAATTCCTGGATCTGGT :  82
ACLSV-MET : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATACAGGGAACGTCAGAGCAAACGGAGTTCCTGGATCTAGT :  82
260-Kom   : TTCTGGAACTGACACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAGGGGACCTCGGAACAAACGGAGTTCCTGGACTTGGT :  82
321-Io    : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATTCAAGGAACATCAGAGCAGACGGAATTCCTGGATCTAGT :  82
534-Kom   : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAAGGAACATCAGAGCAGACGGAATTTCTGGATCTGGT :  82
571-Kom   : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAAGGAACATCAGAGCAAACGGAATTTCTGGATCTGGT :  82
236-Io    : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATTCAAGGGACATCGGAGCACACGGAATTTCTGGACCTGAC :  82
239-Io    : TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATTCAAGGGACATCGGAGCACACGGAATTTCTGGACCTGAC :  82
155-Ki    : CACTGGACCAGCCACTGGAGGCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAAGGGACGTCGGAGCAGACGGAGTTTCTGGATGTGAC :  82
              CTGGAaCaGatACTGGAGtCCATCTTCGCGAAcATAGC AT CA GG AC TC GAgCA ACgGA TT CTGGA  Tg        
                                                                                                    
                   *       100         *       120         *       140         *       160          
146-Pe    : AGTGGAGGTCAAGTCAATGGAGGATCAGAAGGTGATAGGATCCTTCAACCTGAAGGAGGTGGTCAGTTTGATCAAGATCTTC : 164
347-Io    : GGTGGAGGTGAAGTCAATGGAGGATCAGAAGGTAATAGGGTCCTACAATTTGAAGGAGGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
ACLSV-KOM : GGTGGAGGTGAAATCGATGGAGGATCAGAAGGTAATCGGGTCCTACAATCTGAGAGAAGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
ACLSV-POT : GGTGGAGGTCAAATCAATGGAGGATCAGAAGGTGGTGGGTTCCTACAATCTAAGGTCGGTGGTGGATCTCATCAAGATCTTC : 164
156-Ki    : GGTGGAGGTGAAATCAATGGAGGATCAGCAGGTGATAGGGTCTTACAATTTGAGGGAAGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
274-Chal  : TGTGGAAGTGAAATCAATGGAGGACCAGAAGGTAATAGGGTCTTACAATCTGAAGGAAGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
ACLSV-MET : GGTGGAGGTGAAGTCAATGGAGGATCAGAAGGTAATAGGGTCCTACAATTTGAAGGAGGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
260-Kom   : GGTGGAGGTCAAATCAATGGAGGATCAGAAGGTGGTGGGTTCCTACAATCTGAGGTCGGTGGTGGATCTCATCAAGATCTTC : 164
321-Io    : GGTGGAGGTGAAATCAATGGAGGACCAGAAAGTGATCGGATCCTACAACCTGAGGGAGGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
534-Kom   : GGTGGAAGTGAAGTCAATGGAGGATCAGAAAGTGATCGGGTCCTACAATTTGAAGGGAGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
571-Kom   : GGTGGAAGTGAAGTCAATGGAGGATCAGAAAGTGATCGGGTCCTACAATTTGAAGGGAGTGGTCAACATGATCAAAGCTTTC : 164
236-Io    : GGTGGAAGTGAAGTCAATGGAGGATCAGAATGTGATAGGGTCATACAATCTAAAGGAGGTAGTCAACATGATCAAAGCATTC : 164
239-Io    : GGTGGAAGTGAAGTCAATGGAGGATCAGAATGTGATAGGGTCATACAATCTAAAGGAGGTAGTCAACATGATCAAAGCATTC : 164
155-Ki    : AGTGGAGGTCAAGTCAATGGAGGATCAGAAGGTGATAGGATCCTTCAACCTGAAGGAGGTGGTCAGTTTGATCAAGATCTTC : 164
            gGTGGA GT AA TCaATGGAGGAtCAGaA GT aT GG TC TaCAAt TgA gg  GTgGTcaa  TgATCAA    TTC      

 

                                                                                                    
                 *       180         *       200         *       220         *       240            
146-Pe    : AAGACTACATCTTCGGATCCGAACATAAACAACATGACTTTCCGCCAGGTCTGTGAGGCATTTGCTCCAGAAGCAAGAAATG : 246
347-Io    : AAGACTACCTCTTCGGACCCGAACATCAGCAGCATGACTTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCAGAGGCGAGAAACG : 246
ACLSV-KOM : AAGACTACCTCTTCGGATCCGAACATCAGCGGAATGACCTTCCGCCAGGTATGTGAGGCTTTTGCGCCGGAAGCGAGAAATG : 246
ACLSV-POT : AAAACTACATCTTCGGACCCGAATATAAACGGGATGACTTTCCGCCGAGTCTGTGAGGCTTTTGCTCCGGAGGCAAGAAACG : 246
156-Ki    : AAGACTACCTCTTCGGATCCGAACATCAGCGGAATGACCTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTTGCACCTGAAGCGAGAAATG : 246
274-Chal  : AAGACTACCTCTTCGGACCCGAATATCAGCAGCATGACCTTTCGTCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCGGAGGCGAGGAACG : 246
ACLSV-MET : AAGACTACCTCTTCGGACCCGAACATCAGCAGCATGACTTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCAGAGGCGAGAAACG : 246
260-Kom   : AAAACTACATCTTCGGACCCGAATATAAACGGGATGACTTTCCGCCAGGTCTGTGAGGCTTTTGCTCCGGAGGCAAGAAACG : 246
321-Io    : AAGACTACCTCTTCGGATCCGAACATCAGCAACATGACTTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCGGAGGCGAGAAACG : 246
534-Kom   : AGGACTACCTCTTCGGACCCGAATATCAGCAGCATGACATTCCGCCAAGTGTGCGAGGCCTTCGCCCCGGAGGCGAGGAACG : 246
571-Kom   : AGGACTACCTCTTCGGACCCGAATATCAGCAGCATGACATTCCGCCAAGTGTGCGAGGCCTTCGCCCCGGAGGCGAGGAACG : 246
236-Io    : AAAACTACATCTTCGGACCCGAATATCAGCAATATGACCTTCCGTCAGCTTTGTGAGGTCTTCGCACCTGAAGCAAGGAACG : 246
239-Io    : AAAACTACATCTTCGGACCCGAATATCAGCAATATGACCTTCCGTCAGCTTTGTGAGGTCTTCGCACCTGAAGCAAGGAACG : 246
155-Ki    : AAGACTACATCTTCGGATCCGAACATAAACAACATGACTTTCCGCCAGGTCTGTGAGGCATTTGCTCCAGAAGCAAGAAATG : 246
            Aa ACTAC TCTTCGGA CCGAA AT A C   ATGAC TTcCGcCaggT TGtGAGGc TT GC CC GA GC AG AA G      
                                                                                                    
               *       260         *       280         *       300         *       320              
146-Pe    : GGTTGGTTAAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACAAACCTGTTTTCTACCATGCCAGAAGTTGGAGGGAAATACCCGGAACT : 328
347-Io    : GGTTGGTCAAACTGAAATATAAAGGGGTTTTCACCAACCTTTTTACAACCATGCCAGAAGTGGGAAGAAAATACCCGGAGCT : 328
ACLSV-KOM : GGCTGGTCAAGCTGAAATACAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTCACGACCATGCCAGAAGTGGGCAGTAAATACCCGGAACT : 328
ACLSV-POT : GGCTGGTCAAACTAAAGTACAAAGGGGTTTTTACAAACCTCTTTACAACCATGCCTGAAGTGGGTGGCAAATACCCAGAGCT : 328
156-Ki    : GGCTGGTCAAACTAAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTTACGACCATGCCAGAAGTGGGCAGCAAATACCCGGAGTT : 328
274-Chal  : GGTTGGTTAAACTGAAATACAAAGGAGTTTTTACCAACCTCTTCACTACCATGCCAGAAGTGGGAAGTAAGTATCCGGAGTT : 328
ACLSV-MET : GGTTGGTCAAACTGAAATATAAAGGGGTTTTCACCAACCTTTTTACAACCATGCCAGAAGTGGGAAGCAAATACCCGGAGCT : 328
260-Kom   : GGCTGGTCAAACTAAAGTACAAAGGGGTTTTTACAAACCTCTTTACAACCATGCCTGAAGTGGGTGGCAAATACCCAGAGCT : 328
321-Io    : GGTTGGTAAAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTTTTTACGACCATGCCGGAAGTAGGAAGTAAGTACCCGGAGCT : 328
534-Kom   : GGTTGGTCAAACTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTTACGACCATGCCAGAGGTGGGAAGTAAATATCCAGAGCT : 328
571-Kom   : GGTTGGTCAAACTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTTACGACCATGCCAGAGGTGGGAAGTAAATATCCAGAGCT : 328
236-Io    : GGCTTGTCAAATTGAAGTACAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTCACGACAATGCCGGAGGTGGGGAGCAAATACCCAGAGCT : 328
239-Io    : GGCTTGTCAAATTGAAGTACAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTCACGACAATGCCGGAGGTGGGGAGCAAATACCCAGAGCT : 328
155-Ki    : GGTTGGTTAAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACAAACCTGTTTTCTACCATGCCAGAAGTTGGAGGGAAATACCCGGAACT : 328
            GG TgGT AAa TgAA TA AAAGGgGTTTTcAC AACCT TT aC ACcATGCC GA GTgGG  G AAaTAcCC GAgcT      
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             *       340         *       360         *       380         *       400         *      
146-Pe    : CATGTTTGACTTCAATAAAGGGCTGAACATGTTCATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAAGTGATAACAAATATGAATCGGCGT : 410
347-Io    : GATGTTTGATTTTAACAAGGGTCTTAACATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCAAAAAGTCATAACTAACATGAACCGACGT : 410
ACLSV-KOM : GATGTTTGATTTCAATAAGGGTCTTAACATGTTCATCATGAATAAGGCCCAGCAGAAAGTCATAACTAATATGAACCGGCGT : 410
ACLSV-POT : CATGTTCGACTTTAACAAAGGTTTGAATATGTTTATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAGGTAATCACCAATATGAACCGGCGT : 410
156-Ki    : AATGTTTGATTTCAATAAGGGTCTTAACATGTTCATCATGAATAAGGCCCAGCAAAAAGTCATTACTAATATGAACCGGCGT : 410
274-Chal  : GATGTTTGACTTCAATAAAGGCCTTAACATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCAGAAAGTAATAACCAATATGAACCGGCGT : 410
ACLSV-MET : GATGTTTGATTTTAACAAGGGTCTTAACATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCAAAAAGTCATAACTAACATGAACCGACGT : 410
260-Kom   : CATGTTCGACTTTAACAAAGGTTTGAATATGTTTATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAGGTAATCACCAATATGAACCGGCGT : 410
321-Io    : GATGTTTGATTTCAACAAAGGCCTTAACATGTTCATTATGAATAAGGCTCAACAGAAAGTCATAACTAATATGAACCGGCGT : 410
534-Kom   : GATGTTTGATTTCAATAAGGGTCTTAACATGTTTATCATGAACAAGGCCCAGCAAAAGGTCATAACTAATATGAATCGGCGT : 410
571-Kom   : GATGTTTGATTTCAATAAGGGTCTTAACATGTTCATCATGAACAAGGCCCAGCAAAAGGTCATAACTAATATGAATCGGCGT : 410
236-Io    : GATGTTTGATTTCAACAAGGGCCTTAATATGTTTATCATGAATAAGGCTCAACAAAAGGTTATAACCAATATGAATCGGCGT : 410
239-Io    : GATGTTTGATTTCAACAAGGGCCTTAATATGTTTATCATGAATAAGGCTCAACAAAAGGTTATAACCAATATGAATCGGCGT : 410
155-Ki    : CATGTTTGACTTTAATAAAGGGCTGAACATGTTCATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAAGTGATAACAAATATGAATCGGCGT : 410
             ATGTTtGA TT AA AA GG cT AA ATGTT AT ATGAA AA GC CAgCAaAA GT ATaAC AAtATGAA CGgCGT      
                                                                                                    
                   420         *       440         *       460         *       480         *        
146-Pe    : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAGAGTGAAAATGAGGCAAAAATGTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTATGG : 492
347-Io    : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGAAACTCTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTATTC : 492
ACLSV-KOM : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGAAACTCTCGTCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGCTTGTTT : 492
ACLSV-POT : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAAAATGAGGCGAAACTTTCGTCTGTCACGACTGATCTTTGCATCTAATCTGCTG : 492
156-Ki    : CTTTTGCAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAACGAGGCGAAACTCTCGTCCGTCACGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTCT : 492
274-Chal  : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGAAGCTCTCATCTGTTACGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTT : 492
ACLSV-MET : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGAAGCTCTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTATTC : 492
260-Kom   : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAAAATGAGGCGAAACTTTCGTCTGTCACGACTGATCTTTGCATCTAATCTGTTG : 492
321-Io    : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAAAATGAGGCGAAGCTCTCGTCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTT : 492
534-Kom   : CTTTTACAGACTGAATTTGCGAAAAGTGAAAATGAAGCAAAGCTCTCATCTGTTACGACTGATCTTTGTATTTAGTTTGTTT : 492
571-Kom   : CTTTTACAGACTGAATTTGCGAAAAGTGAAAATGAAGCAAAGCTCTCATCTGTTACGACTGATCTTTGTATTTAGTCTGTTT : 492
236-Io    : CTTCTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGAAGCTCTCGTCTGTTTCGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTT : 492
239-Io    : CTTCTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGAAGCTCTCGTCTGTTTCGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTT : 492
155-Ki    : CTTTTACAAACTGAATTTGCAAAGAGTGAAAATGAGGCAAAAATGTCATCTGTTACACCTGATCTTTGCATTTAGTTTATGG : 492
            CTTtTaCAaACTGAATTTGCaAAaAGTGA AAtGAgGC AA cT TC TCtGTtaC aCTGATCTTTGcATtTAgttT tt        

 

                                                                                                    
                 500         *       520         *       540         *       560         *          
146-Pe    : AGAAAGCTTGGTTCAATAAATAAAATAAACAAATA--TAATAAGC-------------------AATTTAATTAAGTTGTGT : 553
347-Io    : AAGAAGTTTGGTTTGATAAATAAAATAAATAGATA----ATGTGTTGT--------------GTGTTTAGATATATTTGCAT : 556
ACLSV-KOM : AAGAAGTTTGGTTTGATGAATAGGATAAATAAATA----GTGTGTTGT--------------GTGTTTAAATATGTTTGTAT : 556
ACLSV-POT : AAGAGGTTTGGTTCAATAAACAGAATGAATAAATAAACAGTGTGTTTTTGATATATATAATTGTGTTCTCAGTTGTTTGCTT : 574
156-Ki    : AAGAGGTTTGGTTTGATTAATAGGATAAATAAATA----ATTTGTTGT--------------GTGTTTAAATATGTTTGTAT : 556
274-Chal  : AGAAAGTTTGGTTTGATAAATAAAATAAATAAATA----GTGTGTTGT--------------GTGTTTAAGCATATTTGCTT : 556
ACLSV-MET : AAGAAGTTTGGTTTGATAAATAAAATAAATAGATA----ATGTGTTGT--------------GTGTTTAGATATATTTGCAT : 556
260-Kom   : AAGAGGTTTGGTTCAATAAACAAAATGAATAAATAAACAGTGTGTGTTTGATATATATAATTGTGTTCTCAGTTGTTTGCTT : 574
321-Io    : AAGAGGTTTGGTTCTATAAATAAAGTAAACAAATA----GTATGTTGT--------------GTGTTTAAATATATTCGCAT : 556
534-Kom   : AAGAAGTTCGGTCAAATAAATAAAATAAATAAATA----GTGTGTTGC--------------ATGTTT-AATATGTTTGTGT : 555
571-Kom   : AAGAAGTTCGGTCAAATAAATAAAATAAATAAATA----GTGTGTTGC--------------ATGTTT-AATATGTTTGTGT : 555
236-Io    : AAGAAGTTCGGTTTAATAAATAAAATAAATAAATAAATAGTTTGCTTA--------------GTGTTCAAATACATTCTTTT : 560
239-Io    : AAGAAGTTCGGTTTAATAAATAAAATAAATAAATAAATAGTTTGCTTA--------------GTGTTCAAATACATTCTTTT : 560
155-Ki    : AGAAAGCTTGGTTCAATAAATAAAATAAACAAATA--TAATAAGC-------------------AATTTAATTAAGTTGTGT : 553
            AagA GtT GGTt  ATaAAtAaaaTaAAtAaATA     T tG t                 tgtT   at   tTtg  T      
                                                                                                    
               580         *       600         *       620         *       640         *            
146-Pe    : GT-------TAATTTGTGT--------CAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAAATGGAG : 617
347-Io    : TAA----ATATGTTTGCATTAACCGAATAAACTCTCGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---CAATTGGAG : 631
ACLSV-KOM : TAA----ATATGTTTGCATCAAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 631
ACLSV-POT : AAATAACTTGTGTATGTCGTTG-CATTCGAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGGGTCATGGTATTA---AATTGGAG : 652
156-Ki    : CAA----GTATGTTTACAT-AAATGAATAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAACTGGAG : 630
274-Chal  : TAA----ATATGTTTGCATTAAATGAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 631
ACLSV-MET : TAA----ATATGTTTGCATTAACCGAATAAACTCTCGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---CAATTGGAG : 631
260-Kom   : AAATAACTTGTGTATGTCGTTG-CATTCGAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGGGTCATGGTATTA---AATTGGAG : 652
321-Io    : TAA----ATATGTTTGCTTTAAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 631
534-Kom   : TGAATATGTATGTTTGCATCGAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 634
571-Kom   : TGAATATGTATGTTTGCATCGAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 634
236-Io    : GAA-----TGTATTTGCTTTGAATAAACGAACTCTGGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 634
239-Io    : GAA-----TGTATTTGCTTTGAATAAACGAACTCTGGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT---TAATTGGAG : 634
155-Ki    : GT-------TAATTTGTGT--------CAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCATGGTATT----AAATGGAG : 616
              a     t t TtTg  t        c AACTCT GAACCCATGAAAGAGTATAAAGaGTCATGGTATT    AAtTGGAG      
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146-Pe    : TGT : 620
347-Io    : TGT : 634
ACLSV-KOM : TGT : 634
ACLSV-POT : TGT : 655
156-Ki    : TGT : 633
274-Chal  : TGT : 634
ACLSV-MET : TGT : 634
260-Kom   : TGT : 655
321-Io    : TGT : 634
534-Kom   : TGT : 637
571-Kom   : TGT : 637
236-Io    : TGT : 637
239-Io    : TGT : 637
155-Ki    : TGT : 619
            TGT      

 

 

 

Εικόνα 4.5. Στοίχιση του γονιδιώματος της καψιδιακής πρωτεΐνης και της 3΄Αμετάφραστης περιοχής του 
ACLSV. Περιλαμβάνονται μόνο οι ελληνικές απομονώσεις 146-Pe (Κερασιά), 347-Io (Malus ornamental), 
ACLSV-KOM (Αχλαδιά), ACLSV-POT (Potentilla pindicola), 156-Ki (Prunus spinosa ,τσαπουρνιά), 274-Chal 
(Pyrus amygdaliformis,γκορτσιά), ACLSV-MET (Μηλιά), 260-Kom (Cydonia japonica, καλ. κυδωνιά), 321-Io 
(Μηλιά), 534-Kom (Κυδωνιά), 571-Kom (Κυδωνιά), 236-Io (Prunus cerassifera, καλ. δαμασκηνιά), 239-Io 
(Prunus cerassifera, καλ. δαμασκηνιά), 155-Ki (Rubus sp.). Η στοίχιση των νουκλεοτιδιακών αλληλουχιών 
έγινε με το πρόγραμμα MEGA έκδοση 4.  
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                     *         2 0          *         4 0          *         6 0          *         8 0           
1 4 6 - P e     :  L E Q T L E A I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D V T V E V K S M E D Q K V I G S F N L K E V V S L I K I F K T T S S D P N I N N M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
3 4 7 - I o     :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L K E V V N M I K A F K T T S S D P N I S S M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
A C L S V - K O M  :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L R E V V N M I K A F K T T S S D P N I S G M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
A C L S V - P O T  :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V V G S Y N L R S V V D L I K I F K T T S S D P N I N G M T F R R V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
1 5 6 - K i     :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q Q V I G S Y N L R E V V N M I K A F K T T S S D P N I S G M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
2 7 4 - C h a l   :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L K E V V N M I K A F K T T S S D P N I S S M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
A C L S V - M E T  :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L K E V V N M I K A F K T T S S D P N I S S M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
2 6 0 - K o m    :  L E L T L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V V G S Y N L R S V V D L I K I F K T T S S D P N I N G M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
3 2 1 - I o     :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L R E V V N M I K A F K T T S S D P N I S N M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
5 3 4 - K o m    :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L K G V V N M I K A F R T T S S D P N I S S M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
5 7 1 - K o m    :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D L V V E V K S M E D Q K V I G S Y N L K G V V N M I K A F R T T S S D P N I S S M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
2 3 6 - I o     :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E H T E F L D L T V E V K S M E D Q N V I G S Y N L K E V V N M I K A F K T T S S D P N I S N M T F R Q L C E V F A P E A R N G L V  :   8 4
2 3 9 - I o     :  L E Q I L E S I F A N I A I Q G T S E H T E F L D L T V E V K S M E D Q N V I G S Y N L K E V V N M I K A F K T T S S D P N I S N M T F R Q L C E V F A P E A R N G L V  :   8 4
1 5 5 - K i     :  L D Q P L E A I F A N I A I Q G T S E Q T E F L D V T V E V K S M E D Q K V I G S F N L K E V V S L I K I F K T T S S D P N I N N M T F R Q V C E A F A P E A R N G L V  :   8 4
            L e q i L E s I F A N I A I Q G T S E q T E F L D 6  V E V K S M E D Q k V 6 G S 5 N L 4  V V  6 I K  F 4 T T S S D P N I   M T F R q 6 C E a F A P E A R N G L V       
                                                                                              
                 *        1 0 0          *        1 2 0          *        1 4 0          *        1 6 0       
1 4 6 - P e     :  K L K Y K G V F T N L F S T M P E V G G K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K M S S V T T D L C I  :  1 6 0
3 4 7 - I o     :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G R K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
A C L S V - K O M  :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
A C L S V - P O T  :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G G K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
1 5 6 - K i     :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
2 7 4 - C h a l   :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
A C L S V - M E T  :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
2 6 0 - K o m    :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G G K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
3 2 1 - I o     :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
5 3 4 - K o m    :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
5 7 1 - K o m    :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V T T D L C I  :  1 6 0
2 3 6 - I o     :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V S T D L C I  :  1 6 0
2 3 9 - I o     :  K L K Y K G V F T N L F T T M P E V G S K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K L S S V S T D L C I  :  1 6 0
1 5 5 - K i     :  K L K Y K G V F T N L F S T M P E V G G K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K M S S V T P D L C I  :  1 6 0
            K L K Y K G V F T N L F 3 T M P E V G  K Y P E L M F D F N K G L N M F I M N K A Q Q K V I T N M N R R L L Q T E F A K S E N E A K 6 S S V 3 t D L C I        

Εικόνα 4.6. Στοίχιση του μεταφρασμένου σε αμινοξέα γονιδιώματος της καψιδιακής πρωτεΐνης του ACLSV. Περιλαμβάνονται μόνο οι ελληνικές απομονώσεις 
146-Pe (Κερασιά), 347-Io (Malus ornamental), ACLSV-KOM (Αχλαδιά), ACLSV-POT (Potentilla pindicola), 156-Ki (Prunus spinosa ,τσαπουρνιά), 274-Chal (Pyrus 
amygdaliformis, γκορτσιά), ACLSV-MET (Μηλιά), 260-Kom (Cydonia japonica, καλ. κυδωνιά), 321-Io (Μηλιά), 534-Kom (Κυδωνιά), 571-Kom (Κυδωνιά), 236-Io 
(Prunus cerassifera, καλ. δαμασκηνιά), 239-Io (Prunus cerassifera, καλ. δαμασκηνιά), 155-Ki (Rubus sp.). Η στοίχιση της αλληλουχίας των αμινοξέων έγινε με το 
πρόγραμμα MEGA έκδοση 4. 



  Συμπεράσματα 

 
 

70

                                                                                   Κεφάλαιο 5 

Γενική συζήτηση και συμπεράσματα 

Ο ACLSV αποτελεί το τυπικό μέλος του γένους Trichovirus (Martelli κ.ά., 

1994) και προσβάλλει καλλιεργούμενα, αυτοφυή και καλλωπιστικά είδη της 

οικογένειας Rosaceae. Έχει ευρεία γεωγραφική εξάπλωση και απαντάται σε 

καλλιέργειες γιγαρτοκάρπων και πυρηνοκάρπων στις περισσότερες περιοχές του 

κόσμου (Cropley, 1969α; Rwahnih κ.ά., 2004). Στα γιγαρτόκαρπα είναι συνήθως 

λανθάνων (Verma και Sharma, 1999; Mathioudakis κ.ά., 2007), ενώ στα 

πυρηνόκαρπα προκαλεί σοβαρές ζημιές (Ragozzino και Pugliano, 1974; Németh, 

1986). Μέχρι σήμερα δεν έχει βρεθεί φορέας, επομένως ο μοναδικός τρόπος 

διασποράς του είναι η διακίνηση του προσβεβλημένου πολλαπλασιαστικού υλικού 

γεγονός που κάνει επιτακτική την ανάγκη ύπαρξης αξιόπιστων και ευαίσθητων 

μεθόδων ανίχνευσης ικανών να χρησιμοποιηθούν σε προγράμματα πιστοποίησης 

πολλαπλασιαστικού υλικού. 

Στην παρούσα  εργασία πραγματοποιήθηκε μια επισκόπηση για την παρουσία 

του ACLSV σε καλλιεργούμενα, καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη των οικογενειών 

Rosaceae, Moraceae, Ulmaceae, Asteraceae, Fagaceae, Simmondsiaceae, Betulacea, 

Punicaceae και Lauraceae με τη χρήση μοριακών (RT-PCR) και ορολογικών 

(ELISA) μεθόδων ανίχνευσης.  

Για την μοριακή ανίχνευση του ACLSV αξιολογήθηκαν δύο μέθοδοι RT-PCR 

με εκκινητές που ενισχύουν τμήμα  του γονιδίου της ΚΠ μήκους 380ζβ 

(Μαθιουδάκης κ.ά., 2006 γ.δ) και 677ζβ (Menzel κ.ά., 2002) αντίστοιχα. Επίσης, 

αναπτύχθηκε μία RT-PCR όπως προτείνεται από τους Menzel κ.ά., (2002) και μία 

εστιασμένη PCR με το ζεύγος εκκινητών που ενισχύει προϊόν μήκους 380ζβ 

(Μαθιουδάκης κ.ά., 2006 γ,δ). 

Ο συνδυασμός των δύο μεθόδων αποδείχθηκε ότι αποτελεί ένα πιο αξιόπιστο 

εργαλείο ανίχνευσης του ιού καθώς παρουσίασε μεγαλύτερη ευαισθησία σε σχέση με 

την μεμονωμένη εφαρμογή τους, δεδομένου ότι οι μέθοδοι των Menzel κ.ά., (2002) 

και Μαθιουδάκης κ.ά., (2006 γ,δ) δεν ανίχνευσαν ορισμένες απομονώσεις του ιού. 

Επομένως, ο συνδυασμός αυτός θα μπορούσε να εφαρμοστεί σε προγράμματα 



                                                                                                             Γενική συζήτηση 

 
 

71

παραγωγής πιστοποιημένου πολλαπλασιαστικού υλικού, καθώς οι βιοδοκιμές είναι 

αρκετά χρονοβόρες, επίπονες και υψηλού κόστους, με περιορισμένες δυνατότητας 

εφαρμογής σε μαζικούς ελέγχους (Mink κ.ά., 1971; Yanase, 1974; Spiegel κ.ά., 

2006). Επίσης, η υψηλή ευαισθησία των μοριακών τεχνικών που μελετήθηκαν, 

επιτρέπει την ανίχνευση του ιού καθόλη τη διάρκεια του έτους σε αντίθεση με την 

ορολογική δοκιμή ELISA η οποία δίνει αξιόπιστα αποτελέσματα μόνο κατά τη 

διάρκεια της βλαστικής περιόδου λόγο του χαμηλού τίτλου του ιού, και ορισμένες 

φορές δίνει ψευδή θετικά αποτελέσματα (Candresse κ.ά., 1995; Kinard κ.ά., 1996; 

Kummert κ.ά., 1998; Menzel κ.ά., 2002; Salmon κ.ά., 2002; Borisova, 2005; Liberti 

κ.ά., 2005).    

Στην Ελλάδα, ο ιός εντοπίστηκε σε καλλιεργούμενα είδη της οικογένειας 

Rosaceae όπως μηλιά, ροδακινιά, αχλαδιά, βερικοκιά, κερασιά, αμυγδαλιά και 

κυδωνιά, και στα είδη Pyrus amygdaliformis, Cydonia japonica και Pyrus calleryana) 

(Βαρβέρη και Μπέμ, 1994; Varveri και Bem, 1995; Varveri, 1998; Χαρού κ.ά., 2006; 

Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α; Mathioudakis κ.ά., 2007; Χαρού, 2008). Στην παρούσα 

μελέτη ο ιός ανιχνεύθηκε σε όλα τα καλλιεργούμενα είδη που προαναφέρθηκαν 

(εκτός από τη βερικοκιά και τη βυσσινιά), καθώς και στο αυτοφυές είδος Pyrus 

amygdaliformis (γκορτσιά) και καλλωπιστικό είδος Cydonia japonica (καλλωπιστική 

κυδωνιά). Για πρώτη φορά διαπιστώθηκε στην Ελλάδα η παρουσία του στα είδη 

Prunus domestica (δαμασκηνιά), Prunus avium L. (αγριοκερασιά), Rosa canina 

(τριανταφυλλιά), Prunus maliformis (κορομηλιά), Crataegus monogyna (κράταιγος), 

Prunus spinosa (τσαπουρνιά), Prunus cerassifera (καλλωπιστική δαμασκηνιά) και 

Rubus sp. ενώ, ανιχνεύθηκε και στο είδος Potentilla pindicola που αποτελεί και την 

πρώτη αναφορά του είδους ως ξενιστή του ιού παγκοσμίως. 

Η υψηλή συχνότητα εμφάνισης του ACLSV που εντοπίστηκε σε φυτείες 

γιγαρτοκάρπων (72,7% στις μηλιές), πυρηνοκάρπων (33,3% στις ροδακινιές) άλλα 

και καλλωπιστικών (73,3% στις καλλωπιστικές δαμασκηνιές) κατά την διάρκεια της 

επισκόπησης αναδεικνύει την ανάγκη παραγωγής πιστοποιημένου 

πολλαπλασιαστικού υλικού, που αποτελεί και το μοναδικό τρόπο αντιμετώπισης των 

ιολογικών ασθενειών των καρποφόρων δέντρων (Πίνακας 2.6) (Rowhani κ.ά., 2005). 

Αν και ο ACLSV προσβάλει αρκετά φυτικά είδη της οικογένειας Rosaceae οι μελέτες 

που είχαν λάβει χώρα μέχρι σήμερα τόσο στην Ελλάδα όσο και στην ευρύτερη 

περιοχή της Μεσογείου για τη συχνότητα εμφάνισης του ιού πραγματοποιήθηκαν με 
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ορολογικές μεθόδους ανίχνευσης, και αφορούσαν κυρίως καλλιεργούμενα είδη 

(Βαρβέρη και Μπεμ, 1994; Varveri και Bem, 1995; Myrta κ.ά., 2003; Borisova, 

2005). Η συχνότητα εμφάνισης  του ιού με τη χρήση μοριακών τεχνικών έχει 

μελετηθεί σε γιγαρτόκαρπα (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α), ενώ η παρούσα εργασία 

αποτελεί την πρώτη ουσιαστική μελέτη για τα αυτοφυή, καλλωπιστικά και τα 

πυρηνόκαρπα με εξαίρεση την αμυγδαλιά (Χαρού, 2008; Χαρού κ.ά., 2006) και την 

καλλωπιστική δαμασκηνιά (Μαθιουδάκης κ.ά., 2006α). 

Σε δοκιμές που πραγματοποιήθηκαν με την PDO RT-PCR ενισχύθηκαν 7 

απομονώσεις ιών της οικ. Flexiviridae που πιθανώς δεν ανήκουν στον ACLSV καθώς 

ο ιός δεν ανιχνεύθηκε στα δείγματα αυτά κατά τον εξειδικευμένο έλεγχο. 

Προκειμένου να ταυτοποιηθεί ο ιός που ενισχύθηκε με την PDO RT-PCR, 

επιλέχθηκαν 4 από τις 7 απομονώσεις (τρεις από κερασιά και μία από μηλιά) και 

εστάλησαν για αλληλούχηση προκειμένου να προσδιοριστεί η νουκλεοτιδική 

αλληλουχία του ιού. Η μετάφραση των νουκλεοτιδίων σε αμινοξέα έδειξε υψηλή 

ομολογία με ήδη καταχωρημένες αλληλουχίες του γονιδίου της RdRp των ACLSV 

και CGRMV σε ένα και δύο δείγματα κερασιάς αντίστοιχα, καθώς και του ASPV 

στην μηλιά. Ο ASPV αποτελεί το τυπικό μέλος του γένους Foveavirus, προσβάλει 

μόνο τα γιγαρτόκαρπα και συχνά εντοπίζεται σε μικτές μολύνσεις με τον ACSLV 

(Leone κ.ά., 1998; Adams κ.ά., 2004). Ο ASPVαναφέρθηκε για πρώτη φορά στην 

Ελλάδα το 1988 (Syrgiannidis,1988) όπου και εντοπίστηκε σε οπωρώνες μηλιάς, ενώ 

πρόσφατα η παρουσία του διαπιστώθηκε σε οπωρώνες αχλαδιάς και κυδωνιάς 

(Μαθιουδάκης, 2006γ). Ο CGRMV αποτελεί ελεύθερο μέλος της οικογένειας 

Flexiviridae και προσβάλει μόνον την κερασιά  (Adams κ.ά., 2004). Σε επισκοπίσεις 

οπωρώνων κερασιάς της χώρας μας ανιχνεύθηκαν οι ιοί PDV, LChV-1, CNRMV και 

PNRSV, ενώ δεν ανιχνεύθηκε ο CGRMV (Μαλιόγκα κ.ά., 2006). Οι απομονώσεις 

του CGRMV που προσδιορίστηκαν στην παρούσα εργασία, αποτελούν και την πρώτη 

αναφορά του ιού στην Ελλάδα. 

Παρά το γεγονός ότι με την PDO RT-PCR κατέστη δυνατή η ταυτοποίηση 

μίας απομόνωσης από ACLSV, δύο απομονώσεων CGRMV και μίας ASPV δεν θα 

πρέπει να συστήνεται  η χρήση της σε προγράμματα ελέγχου για την εξειδικευμένη 

ανίχνευση του ACLSV καθώς η ευαισθησία της, συγκρινόμενη με την ευαισθησία 

της εξειδικευμένης μεθόδου που αναπτύχθηκε στην παρούσα εργασία, κρίθηκε 

περιορισμένη (η PDO RT-PCR ανίχνευσε τον ιό στα 15 από τα 36 θετικά δείγματα).  
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 Για τη μελέτη της γενετικής παραλλακτικότητας του γονιδίου της ΚΠ και της 

3΄αμετάφραστης περιοχής του ACLSV αναπτύχθηκε ένα σύστημα εξειδικευμένης 

RT-PCR σε δύο μικροσωλήνες που ακολουθείται από μια εστιασμένη PCR. Για την 

RT χρησιμοποιήθηκε εκκινητής ολιγοθυμίνης [oligo d(T) 18-mere], ενώ στην PCR 

σχεδιάστηκε και χρησιμοποιήθηκε ένας νέος ανοδικός εκκινητής (ACLSV CP UP1) 

και ο καθοδικός εκκινητής ACLSV Menz do. Τέλος ακολούθησε μία εστιασμένη 

PCR με τους εκκινητές ACLSV Menz up και ACLSV Menz do που δίνουν προϊόν 

μήκους 677ζβ (Menzel κ.ά., 2002). 

Με την εστιασμένη PCR που αναπτύχθηκε στην παρούσα μελέτη 

προσδιορίστηκαν συνολικά οι αλληλουχίες 14 απομονώσεων του ACLSV που 

προήλθαν από 11 είδη (μηλιά, κερασιά, γκορτσιά, αχλαδιά, τσαπουρνιά, 

καλλωπιστική κυδωνιά, καλλωπιστική μηλιά, καλλωπιστική δαμασκηνιά, κυδωνιά, 

Rubus sp. και Potentilla pindicola) και τα αποτελέσματα της συγκριτικής ανάλυσης 

των αλληλουχιών των απομονώσεων ανέδειξαν την ύπαρξη υψηλής γενετικής 

παραλλακτικότητας στο γονίδιο της ΚΠ και ιδιαίτερα στην 3΄αμετάφραστη περιοχή. 

Η παραλλακτικότητα μεταξύ των ελληνικών απομονώσεων κυμαίνονταν μεταξύ 0 και 

24% (σε επίπεδο νουκλεοτιδίων), ενώ σε μελέτες που είχαν λάβει χώρα κατά το 

παρελθόν και αφορούσαν ελληνικές απομονώσεις (μήκους 677ζβ) κυμαίνονταν 

μεταξύ 2% και 19% (Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β). Μεγάλα ποσοστά 

παραλλακτικότητας (έως 30%) παρατηρήθηκαν και σε μελέτες απομονώσεων 

(μήκους 677ζβ) από διάφορες χώρες της Μεσογείου, Μέσης Ανατολής και Κίνας 

(Rwahnih κ.ά., 2004), ενώ τα ποσοστά ήταν πολύ χαμηλότερα (έως 20%) σε 

απομονώσεις που συγκρίθηκε μικρότερο τμήμα αλληλουχίας (358ζβ) (Candresse κ.ά., 

1995; Ulubas Serce και Rosner, 2006). Το μεγαλύτερο ποσοστό διαφοροποίησης που 

διαπιστώθηκε στην παρούσα μελέτη, σε σχέση με την παλαιότερη που αφορούσε τις 

ελληνικές απομονώσεις, πιθανώς οφείλεται στο γεγονός ότι συμπεριλήφθηκε 

μεγαλύτερος αριθμός απομονώσεων, ένας αριθμός των οποίων προέρχονταν από 

άγρια και καλλωπιστικά είδη. 

Το ποσοστό παραλλακτικότητας των ελληνικών απομονώσεων με άλλες ήδη 

δημοσιευμένες αλληλουχίες του ACLSV κυμαίνονταν από 0 έως 14% (σε επίπεδο 

νουκλεοτιδίων), ενώ οι απομονώσεις που είχαν προσδιοριστεί κατά το παρελθόν 

(Μαθιουδάκης και Κατής, 2006β) εμφάνιζαν παραλλακτικότητα με τις δημοσιευμένες 

αλληλουχίες από 2% έως 10%. Η εργασία αυτή, είναι και η πρώτη μελέτη γενετικής 
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παραλλακτικότητας ACLSV παγκοσμίως που περιλαμβάνει απομονώσεις από 

καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη.  

Για τον καθορισμό των σχέσεων μεταξύ των απομονώσεων δημιουργήθηκαν δύο 

φυλογενετικά δέντρα. Στο φυλογενετικό δέντρο που περιελάμβανε μόνον τις 

Ελληνικές απομονώσεις σχηματίστηκαν δύο ομάδες που υποστηρίζονται από υψηλές 

τιμές bootstrap, μία που περιέχει κυρίως γιγαρτόκαρπα και τρείς απομονώσεις 

πυρηνοκάρπων και μία μικτή στην οποία εντάχθηκαν δύο απομονώσεις πυρηνοκάρπων 

καθώς και οι απομονώσεις από τα Rubus sp. και Potentilla pindicola. Στο 

φυλογενετικό δέντρο που σχηματίστηκε με τις ελληνικές και τις δημοσιευμένες 

απομονώσεις του ιού δημιουργήθηκαν 4 ομάδες που υποστηρίζονται από υψηλές τιμές 

bootstrap. Εδώ σχηματίστηκε μία μεγάλη ομάδα που περιέχει κυρίως απομονώσεις 

γιγαρτοκάρπων, δύο ομάδες πυρηνοκάρπων και μία μικτή ομάδα. Η κατάταξη σε 

ομάδες γιγαρτοκάρπων διαφοροποιημένων απομονώσεων από πυρηνόκαρπα και 

αντίστροφα, είχε παρατηρηθεί και σε παλαιότερες φυλογενετικές μελέτες (Rwahnih 

κ.ά., 2003; Rwahnih κ.ά., 2004; Candresse κ.ά., 2006; Μαθιουδάκης και Κατής, 

2006β).  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η μικρή παραλλακτικότητα σε νουκλεοτιδικό 

επίπεδο μεταξύ απομονώσεων αχλαδιάς και Prunus spinosa (8%), των απομονώσεων 

Potentilla pindicola και Cydonia japonica (2%) καθώς και των απομονώσεων 

κερασιάς και Rubus (1%), οι οποίες σχηματίζουν μεταξύ τους υποομάδες και στα δυο 

φυλογενετικά δέντρα. Επειδή είναι απίθανο να προέρχονται από κάποιο κοινό 

πρόγονο, θα πρέπει να διερευνηθεί η πιθανότητα ύπαρξης φορέα.   

Επίσης, η γεωγραφική προέλευση των απομονώσεων του ACLSV που 

μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία δε φαίνεται να επηρεάζει τη φυλογενετική τους 

συγγένεια όπως άλλωστε έχει αναφερθεί και κατά το παρελθόν (Candresse κ.ά., 1995; 

Rwahnih κ.ά., 2003; Rwahnih κ.ά., 2004; Candresse κ.ά., 2006; Μαθιουδάκης και 

Κατής, 2006β). Αυτό πιθανώς οφείλεται στην ευρεία διακίνηση πολλαπλασιαστικού 

υλικού (Candresse κ.ά., 1995).  

Τόσο σήμερα όσο και κατά το παρελθόν, άγρια είδη όπως η γκορτσιά και η 

αγριοαχλαδιά χρησιμοποιούνται ως υποκείμενα της αχλαδιάς (Βασιλακάκης, 1991; 

Βασιλακάκης, 2004). Το ίδιο συμβαίνει και στις καλλιέργειες μηλιάς όπου η χρήση 

υποκειμένων διαφόρων ειδών του γένους Malus (άγρια και καλλωπιστικά) είναι 
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ευρεία. Επομένως, αυτοφυή φυτά (αγριοκερασιά, αγριομηλιά, γκορτσιά και 

αγριαχλαδιά) που χρησιμοποιούνται ως υποκείμενα σε καλλιεργούμενα μπορούν να 

συμβάλλουν στη διασπορά του ιού καθώς ο εμβολιασμός αποτελεί τον μοναδικό 

τρόπο εξάπλωσης του ACLSV στα καρποφόρα δέντρα (δεν έχει βρεθεί φορέας). Από 

το φυλογενετικό δέντρο που περιλαμβάνει μόνο τις Ελληνικές απομονώσεις του ιού 

φαίνεται ότι αυτές της αχλαδιάς, της γκορτσιάς και της κυδωνιάς προέρχονται από 

ένα κοινό πρόγονο (απομόνωση) και γι αυτό το λόγο εμφανίζουν μεταξύ τους στενή 

φυλογενετική σχέση. Ανάλογες εξελικτικές σχέσεις παρατηρούνται μεταξύ 

απομονώσεων μηλιάς και καλλωπιστικής μηλιάς. Για τον λόγο αυτό, ομαδοποίηση 

απομονώσεων από καλλιεργούμενα, καλλωπιστικά και αυτοφυή είδη δεν ήταν 

εφικτή. Τα υπόλοιπα αυτοφυή στα οποία ανιχνεύθηκε ο ιός (τσαπουρνιά, Rubus sp. 

και Potentilla pindicola) δε φαίνεται να παίζουν κάποιο ρόλο στην επιδημιολογία του 

ιού καθώς δεν έχει εντοπιστεί φορέας του ιού.   

Περαιτέρω έρευνα και ανάλυση ενός μεγαλύτερου αριθμού απομονώσεων του 

ACLSV θα επιτρέψει την απόκτηση περισσοτέρων πληροφοριών για τη γενετική 

παραλλακτικότητά του καθώς και για την επίδραση του είδους του ξενιστή στην 

ομαδοποίηση των πληθυσμών του ιού. Επίσης, ο προσδιορισμός περισσοτέρων 

αλληλουχιών από αυτοφυή, καλλωπιστικά και καλλιεργούμενα είδη της οικογένειας 

Rosaceae κρίνεται απαραίτητος, προκειμένου να αναπτυχθούν πιο αποτελεσματικές 

μοριακές μέθοδοι διάγνωσης που θα ανιχνεύουν το σύνολο των απομονώσεων του ιού.  

Τέλος, ιδιαίτερη έμφαση πρέπει να δοθεί στη διερεύνηση του τρόπου μετάδοσης του 

ιού καθώς ο εμβολιασμός σε προσβεβλημένο υποκείμενο ή η χρήση προσβεβλημένου 

πολλαπλασιαστικού υλικού, δε φαίνεται να ευσταθούν ως πιθανές απαντήσεις στο 

ερώτημα με πιο τρόπο ο ιός μεταδόθηκε στο είδος Potentilla pindicola καθώς και σε 

άλλα αυτοφυή είδη της οικογένειας Rosaceae. 
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1. Ορολογική δοκιμή ELISA 
 

Αντιδραστήρια 

Διάφορα χημικά: Applichem, J.T.Baker, Sigma 

Αλκαλική φωσφατάση: Fluka 

Αντισώματα: Χρησιμοποιήθηκαν δύο πολυκλωνικά αντισώματα από το INRA 

(Bordeaux, Γαλλία, ευγενική προσφορά του Dr. Thierry Candresse) και  από τη 

συλλογή του ινστιτούτου BIOREBA (Bioreba AG, Reinach, Switzerland). 

Αντί- αντισώματα: Συζευγμένη αντί- ποντίκι γ- σφαιρίνη- αλκαλική φωσφατάση, Α-

3562 (Sigma). 

Η δοκιμή DAS -ELISA έγινε σύμφωνα με το πρωτόκολλο που προτάθηκε από 

τους Clark& Adams (1977) και περιλαμβάνει τέσσερα στάδια.  

Στο πρώτο στάδιο έχουμε προσρόφηση του πολυκλωνικού αντισώματος 

(100μl/φρεάτιο) στη μικροπλάκα πολυστυρενίου, (96 φρεατίων, Costar immuno 

plates:EIA/RIA Costar corporation). Η IgG χρησιμοποιήθηκε σε αραίωση 1/1000 σε 

διάλυμα επίστρωσης (coating buffer: 0,014M Na2CO3, 0,035M NaHCO3, pH9.6). 

Ακολούθησε, επώαση στους 37οC για 4 ώρες και ξέπλυμα με PBS Tween (0,05% 

Tween, PBS: 1,4M NaCl, 0,01M KH2PO4, 0,08M Na2HPO4 × H2O, 0,02M KCl) 2 

φορές.  

Στο δεύτερο στάδιο γίνεται η προσθήκη του φυτικού εκχυλίσματος (100μl/ 

φρεάτιο) σε PBS- Tween και 2% PVP (Polyvinypyrrolidone, Acros organics) K29-32 

και ακολουθεί επώαση στους 4οC για 16 ώρες και ξέπλυμα της μικροπλάκας με PBS- 

Tween (2 φορές).  

Στο τρίτο στάδιο ακολουθεί η προσρόφηση της συζευγμένης με αλκαλική 

φωσφατάση IgG (100μl/ φρεάτιο). Στην περίπτωση αυτή η συζευγμένη IgG της 

BIOREBA ήταν 1/1000 ενώ του INRA ήταν 1/1500, σε διάλυμα που περιείχε PBS- 

Tween, 2% PVP K29-32 και 0,2% αλβουμίνη (ΒSA, Sigma). Ακολούθησε, επώαση 

στους 370C για 4 ώρες και ξέπλυμα με PBS Tween 2 φορές.  

Τέλος, στο τέταρτο στάδιο γίνεται η προσθήκη του υποστρώματος φωσφορική 

παρανιτροφαινόλη ( p-paranitrophenyl phosphate, PNPP) (100μl/ φρεάτιο, αραίωση 

1mg/ml)  που αραιώνεται σε διάλυμα υποστρώματος (για 1lt pH 9.8: 97ml 

διεθανολαμίδης, 800ml απιονισμένο ύδωρ και 0,2 gr NaN3). 
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  Ακολουθεί επώαση της μικροπλάκας σε θερμοκρασία δωματίου και μέτρηση 

της οπτικής πυκνότητας (O.D.) στα 405 nm σε φωτόμετρο (Labsystems multiskan 

RC), 1 και 2 ώρες μετά την προσθήκη του υποστρώματος.  

 
 

2. Εκχύλιση ολικού RNA  
 

Εκχύλιση του δείγματος (300mg) σε 3ml διαλύματος ομογενοποίησης (grinding 

buffer: 4M θειοκυανιούχος γουανιδίνη, 0,2Μ NaOAc pH 5.2, 25mM EDTA, 5M 

KOAc, 6% PVP-30, Applichem) και φυγοκέντρηση του εκχυλίσματος στις 13.000 

rpm για 1 λεπτό. Μεταφορά 500μl από την υδάτινη φάση (υπερκείμενο) σε νέο 

μικροσωλήνα και προσθήκη 100μl 10% N-lauryl sarkosyl. Ακολουθεί ανάδευση και 

επώαση στους 700C για 10 λεπτά (ενδιάμεση ανάδευση ανά 2 λεπτά) και παραμονή 

του μικροσωλήνα στον πάγο για 5 λεπτά. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm 

για 10 λεπτά και μεταφορά 300μl από το υπερκείμενο σε νέο μικροσωλήνα. Μετά την 

προσθήκη 150μl αιθανόλης (100%), 300μl NaI 6M  και 25μl υδατικού αιωρήματος  

SiO2 ( silica, Sigma S-5631), για τη δέσμευση του RNA, ακολουθεί ανάδευση και 

επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 10 λεπτά, με ενδιάμεση ανάδευση ανά 2-3 

λεπτά. Φυγοκέντρηση στις 6.000 rpm για 1 λεπτό και απόχυση του υπερκειμένου, 

ενώ το ίζημα επαναδιαλυτοποιείται σε 500μl  διαλύματος έκπλυσης (10mM Tris- 

HCl, pH 7.5, 0,5mM EDTA, 50mM NaCl, 50% αιθανόλη) και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 6.000rpm για 1 λεπτό. Η έκπλυση του ιζήματος επαναλήφθηκε 

δυο φορές. Τοποθέτηση του μικροσωλήνα σε θάλαμο νηματικής ροής και 

επαναδιάλυση του ιζήματος, αφότου στεγνώσει, σε 150μl ύδατος που είχε υποστεί 

μεταχείριση με DEPC. Επώαση του διαλύματος στους 700C για 4 λεπτά (ενδιάμεση 

ανάδευση ανά 2 λεπτά) και φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 3 λεπτά. Μεταφορά 

του υπερκειμένου σε νέο μικροσωλήνα και προσθήκη 1ml αιθανόλης 100% και 10 ml 

οξικό νάτριο. Τοποθέτηση του διαλύματος στους -800C όλη τη νύχτα για την 

κατακρήμνιση του RNA. Την επομένη φυγοκεντρήθηκε στις 14.000rpm για 10 λεπτά, 

απομακρύνθηκε η υδάτινη και το ίζημα υποβλήθηκε σε στέγνωμα σε θάλαμο 

νηματικής ροής. Η τελική παραλαβή του ολικού RNA έγινε μετά από επαδιάλυση του 

ιζήματος σε 50μl ύδατος που είχε υποστεί μεταχείριση με DEPC.   
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3. RT- PCR  

Α.  Πρωτόκολλο των Menzel κ.α. (2002) 
Ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκαν 2μl εκχυλίσματος ολικού RNA και η διαδικασία της 

πραγματοποιήθηκε σε ένα μικροσωλήνα σε ένα διάλυμα αντίδρασης τελικού όγκου 

25μl το οποίο περιείχε: 10mΜ Tris-HCl (pH 8.8), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 

5%DMSO, 0,5mM DTT, 0,25mM από κάθε dNTP, 0,4 μΜ από κάθε εκκινητή 

(ACLSV Menz up ACLSV Menz do), 12 μονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών 

Ribonuclease inhibitor (HT Biotechnology, England), 0,7 μονάδες AMV αντίστροφη 

μεταγραφάση (Avian Myeloblastosis Virus Reverse transcriptase, Finnzymes, 

Finland), 0,7 μονάδες SuperscriptTM II Rnase H- αντίστροφη μεταγραφάση 

(Invitrogen, The Netherlands), μια μονάδα Dynazyme TM II DNA πολυμεράση 

(Finnzymes, Finland) και συμπληρώθηκε μέχρι τα 23μl με απεσταγμένο ύδωρ που 

είχε υποστεί μεταχείριση με DEPC. 

Οι τελικές συνθήκες που επιλέχθηκαν μετά από βελτιστοποιήσεις είναι οι εξής: 460C 

για 20΄, 480C για 20΄, 500C για 20΄, 520C για 5΄, και 950C για 5΄ (αντίδραση 

μεταγραφής RNA σε DNA και μετουσίωση της αντίστροφης μεταγραφάσης), 40 

κύκλοι : 950C για 30΄΄ (αποδιάταξη δίκλωνου εκμαγείου DNA), 560C για 30΄΄ 

(υβριδοποίηση των εκκινητών με το εκμαγείο) και 720C για 30΄΄(επέκταση των 

εκκινητών). Τέλος για τη συμπλήρωση των ημιτελών αλυσίδων η αντίδραση 

ολοκληρώνεται με επώαση στους 720C για 2΄,. 

 

Β. Πρωτόκολλο των Μαθιουδάκης κ.α. (2006) 

 Για την εφαρμογή της RT- PCR ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε εκχύλισμα 

ολικού RNA (2μl). Και οι δύο αντιδράσεις έγιναν στον ίδιο μικροσωλήνα των 0,2ml 

σε ένα τελικό όγκο διαλύματος 25μl. Το διάλυμα της αντίδρασης περιείχε: 10mM 

Tris-HCl (pH 8.8), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 5%DMSO, 0,5mM DTT, 0,25mM 

από κάθε dNTP, 0,2μΜ από τον εκκινητή CLSup και 0,4μΜ από τον εκκινητή 

CLSdo, 12 μονάδες αναστολέα ριβονουκλεασών Ribonuclease inhibitor (HT 

Biotechnology, England), 0,7 μονάδες AMV αντίστροφη μεταγραφάση (Avian 

Myeloblastosis Virus Reverse transcriptase, Finnzymes, Finland), 0,7 μονάδες 

SuperscriptTM II Rnase H- αντίστροφη μεταγραφάση (Invitrogen, The Netherlands), 

μια μονάδα Dynazyme TM II DNA πολυμεράση (Finnzymes, Finland). Τέλος 

προστίθεται ύδωρ που είχε υποστεί μεταχείριση με DEPC έως ότου ο όγκος του 
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διαλύματος γίνει 23μl. Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε σε θερμοκυκλοποιητή 

(Mastercycler gradient, Eppendorf) σύμφωνα με το ακόλουθο προφίλ: 470C για 

50΄και 500C για 7΄: για την αντίστροφη μεταγραφή του RNA σε DNA και 940C για 

4΄: για την μετουσίωση της αντίστροφης μεταγραφάσης, 40 κύκλοι που 

περιλαμβάνουν τα εξής στάδια 940C για 30΄΄όπου πραγματοποιείται αποδιάταξη του 

δίκλωνου εκμαγείου DNA, 510C για 30΄΄όπου επιτυγχάνεται η υβριδοποίηση των 

εκκινητών με το εκμαγείο και 720C για 30΄΄όπου πραγματοποιείται η επέκταση των 

εκκινητών, και τέλος ένα τελικό στάδιο επέκτασης στους 720C για 2΄ για 

συμπλήρωση των ημιτελών αλυσίδων. 

 

4.  Διαδικασία εστιασμένης PCR  
Για την εφαρμογή της εστιασμένης PCR, ως εκμαγείο χρησιμοποιήθηκε 1μl από 

το προϊόν της γενικής RT-PCR (Βλέπε Παράρτημα 3.Α). Η αντίδραση 

πραγματοποιήθηκε σε μικροσωλήνα των 0,2 ml σε τελικό όγκο 20μl. Το διάλυμα της 

αντίδρασης περιείχε: 10mM Tris-HCl (pH 8.8), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 3% 

DMSO, 0,2mM από κάθε dNTP, 0,2μΜ από τον εκκινητή CLSup και 0,4μΜ από τον 

εκκινητή CLSdo, μια μονάδα Dynazyme TM II DNA πολυμεράση (Finnzymes, 

Finland) και ύδωρ που είχε υποστεί μεταχείριση με DEPC μέχρι να φτάσει το 

διάλυμα τα 20μl. Η αντίδραση της εστιασμένης PCR πραγματοποιήθηκε σε 

θερμοκυκλοποιητή (Mastercyclergradient, Eppendorf) και το τελικό προφίλ ήταν: 

940C για 4΄, ακολούθησαν 40 κύκλοι στους 940C για 30΄΄, 510C για 30΄΄, και 720C για 

20΄΄. Τέλος, πραγματοποιήθηκε ένα τελευταίο στάδιο επέκτασης στους 720C για 2΄. 

 
5. Ανίχνευση προϊόντων της RT-PCR  
Η ανίχνευση των τελικών προϊόντων της PCR έγινε με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή 

αγαρόζης. Για την παρασκευή της πηκτής χρησιμοποιήθηκε 1,5% αγαρόζη σε 

διάλυμα της ηλεκτροφόρησης TAE 1X (TAE 50X για 1lt: 242 gr Tris-base, 57,1 ml 

οξικό οξύ, 100ml EDTA pH 8.0). Μετά τη θέρμανση του διαλύματος (άγαρ/ TAE 

1X) για 2-3 λεπτά η πηκτή τοποθετήθηκε σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης. 

Μετά την πήξη της πηκτής η συσκευή πληρώθηκε με  TAE 1X και ακολούθησε η 

φόρτωση των προϊόντων της PCR. Δέκα (10)μl από το προϊόν της PCR αναμείχθηκαν 

με 1μl χρωστικής ουσίας (50% γλυκερόλη, 0,01Μ NaH2PO4 pH 7.0, 0,4% κυανούν 

της βρωμοφαινόλης), ενώ για τη σύγκριση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε ένας 
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δείκτης μοριακού βάρους ανα 100 ζβ [ Ladder 100bps, BioLabsInc, New England, 

HΠΑ]. Η ηλεκτροφόρηση πραγματοποιήθηκε σε τάση 110V για 1 ώρα και 45 λεπτά 

και εν συνεχεία η πηκτή τοποθετήθηκε σε υδατικό διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου 

(0,5mg/ml), για 30 λεπτά. Η θέση των προϊόντων γίνεται ορατή κατά την τοποθέτηση 

της πηκτής σε τράπεζα φθορισμού (UV transilluminator). 

 

6. PDO RT-PCR 
Κάθε δοκιμή περιλάμβανε μια συνδυασμένη RT-PCR με τους εκκινητές PDO-

F1i, PDO-R3i, και PDO-R4i, και μία εστιασμένη  PCR με τους εκκινητές PDO-F2i 

και PDO-R1i. Στην RT-PCR προστέθηκαν 2 μl ολικού εκχυλίσματος RNA σε τελικό 

όγκο 25 μl 10mΜ Tris-HCl (pH 8.8), 50mM KCl, 1,5mM MgCl2, 0,25 % DMSO, 

5mM DTT, 0,25 mM κάθε dNTP, και 1 μM από κάθε εκκινητή  PDO-F1i, PDO-R3i, 

και PDO-R4i) με 0,4 μονάδες Avian myeloblastosis virus (AMV) (Avian 

Myeloblastosis Virus Reverse transcriptase, Finnzymes, Finland), 0,8 μονάδες 

MMLV, 12 μονάδες Rnase inhibitor και 1,5 μονάδα Taq DNA πολυμεράση 

(Finnzymes, Finland).  Η αντίδραση πραγματοποιήθηκε στους 42°C για 45 λεπτά και 

ακολούθησαν ένα στάδιο αποδιάταξης στους 95°C για 3 λεπτά ,40 κύκλοι (95°C για 

30 s, 42°C για 30 s, και 72°C για 30 s) και ένα στάδιο επέκτασης της αλυσίδας στους 

72°C για 2 λεπτά.  

Η εστιασμένη PCR πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας 1 μl από το προϊόν της 

RTPCR σε τελικό όγκο 20 μl (10 mM Tris-HCl [pH 8.8], 50 mM KCl, 0.19% Triton 

X-100, 4 mM MgCl2, 0,2 μM από κάθε dNTP, 0,15% DMSO, 1 μM από τους 

εκκινητές PDO-F2i και PDO-R1i και 1 μονάδα Taq πολυμεράση. Μετά από 3 λεπτά 

στους 95°C, το θερμικό προφίλ που χρησιμοποιήθηκε (40 κύκλοι) ήταν 95°C για 30 

s, 42°C για 30 s, και 72°C για 30 s. Τέλος, ακολούθησε το στάδιο της επέκτασης του 

προϊόντος στους 72°C για 2 λεπτά. Το τελικό προϊόν της PCR (362 ζβ) έγινε ορατό 

κάτω από υπεριώδη φωτισμό (UV) έπειτα από ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 

που είχε εμβαπτιστεί σε διάλυμα βρωμιούχου αιθιδίου 2%. 
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7. Εξαγωγή προϊόντος PCR από την πηκτή αγαρόζη 
Πραγματοποιείται ηλεκτροφόρηση του προϊόντος (80μl) σε πηκτή αγαρόζης 

(συγκέντρωση 1,5%) και τέλος το προϊόν αφαιρείται από την πηκτή με τη βοήθεια 

αποστειρωμένης λεπίδας και τοποθετείται σε μικροσωλήνα όγκου 2ml. Για την 

εκχύλιση του DNA χρησιμοποιήθηκε ένα σύστημα ‘matrix gel extraction system’ 

(Maligen Bioscience,USA), σύμφωνα με τα ακόλουθα στάδια: 

1. Ομογενοποίηση της πηκτής (10 mg) σε 30 ml διάλυμα διαλυτοποίησης (Gel 

Solubization, L1) και προσθήκη 1/10 όγκου διοξειδίου του πυριτίου (SiO2, 

Silica Resin) για τη δέσμευση του DNA. Ακολουθεί ανάδευση και επώαση 

του μικροσωλήνα σε υδατόλουτρο στους 50οC για 15 λεπτά, με ενδιάμεση 

ανάδευση ανά 3 λεπτά. Μετά την πλήρη διαλυτοποίηση της πηκτής ακολουθεί  

ανάδευση και επανατοποθετηση στο υδατόλουτρο (50οC) για 5 λεπτά. 

2. Ακολουθεί φυγοκέντρηση του εναιωρήματος για 30 δευτερόλεπτα στις 12.000 

στροφές (rcf) και απόχυση του υπερκειμένου. Το ίζημα επαναδιαλύεται  στο 

διάλυμα L1 και φυγοκεντρείται ξανά για 30 δευτερόλεπτα στις 12.000 

στροφές. Ακολουθούν δυο πλυσίματα με διάλυμα L2 (Washing buffer, 30 

ml/10mg πηκτής και φυγοκέντρηση για 30 δευτερόλεπτα στις 12.000 

στροφές), το οποίο περιέχει αιθανόλη, και το ίζημα SiO2 αφήνεται να 

στεγνώσει σε θάλαμο νηματικής ροής για 5-10 λεπτά. 

3. Το ίζημα επαναδιαλύεται σε νερό έχει υποστεί μεταχείρηση με DEPC, και 

επωάζεται σε υδατόλουτρο για 5 λεπτά στους 50οC με μία ενδιάμεση 

ανάδευση για την απελευθέρωση του DNA στο υδατικό διάλυμα. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση του διαλύματος για 30 δευτερόλεπτα στις 12.000 στροφές και 

το υπερκείμενο μεταφέρεται σε νέο μικροσωλήνα 1,5ml. Το καθαρό αυτό 

προϊόν της εστιασμένης PCR χρησιμοποιήθηκε για την απευθείας 

αλληλούχισή του.  
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8. Προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 
A.   Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας έγινε με τη μέθοδο 

των διδεόξυ-αναλόγων του Sanger (ρυθμιζόμενη διακοπή της αντιγραφής του 

DNA) σε αναλυτή ABI Prism 3700 DNA, με τη χρήση του πακέτου ‘ABI Prism 

Big Dye TM Terminators v3.0’ (Applied biosystems, Foster City,CA). Για την 

απευθείας αλληλούχιση χρησιμοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 
    PDO-F2i: 5’ GCYAARGCiGGiCARACiYTKGCiTG 3’ 

    PDO-R1i: 5’  TCHCCWGTRAAiCKSATiAiiGC 3’ 
Τέλος, οι αλληλουχίες συγκρίθηκαν για ομοιότητες με ήδη καταχωρημένες 

αλληλουχίες στη βάση δεδομένων του NCBI (National Centre for Biotechnology 

Information, Bethesda,USA) με εφαρμογή του αλγορίθμου BLAST. 

 

B.   Ο προσδιορισμός της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας έγινε με τη μέθοδο 

των διδεόξυ-αναλόγων του Sanger (ρυθμιζόμενη διακοπή της αντιγραφής του 

DNA) σε αναλυτή ABI Prism 3700 DNA, με τη χρήση του πακέτου ‘ABI Prism 

Big Dye TM Terminators v3.0’ (Applied biosystems, Foster City,CA). Για την 

απευθείας αλληλούχιση χρησιμοποιήθηκαν οι εξής εκκινητές: 
    ACLSV Menz up: 5΄-TTCATGAAAGACAGGGGCAA-3΄ 

   ACLSV Menz do: 5΄-ΑΑGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA-3΄ 

Τέλος, οι αλληλουχίες συγκρίθηκαν για ομοιότητες με ήδη καταχωρημένες 

αλληλουχίες στη βάση δεδομένων του NCBI (National Centre for Biotechnology 

Information, Bethesda,USA) με εφαρμογή του αλγορίθμου BLAST. 

 

9. Νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που προσδιορίστηκαν  
Από το γονίδιο της RdRp 

1. ACLSV 

CTTTCCACACAAGGTTCTTGTTGAGTTCAGTCCATGGTGTAGGTACACTGA
AAAGGTGCTCACTTCGAATCTACCAGATAATTACTATATTCACCAAAGGA
AGAATTTCAGTGAACTCGAAGATTTTGCAAAGAGGTTTTCAAATGGCTCA
GTCTGTGTGGAGTCAGATTACACAGCCTTCGACGTTTCACAAGATCACAC
CATATTGGCTTTTGAGGTAGAGTTACTCAAACATTTTGGGTGGGATGATAA
GGTGTTGCAAAGTTACATCAGAATGAAATGCACCTTGGGCTGCAGACTAG
GGGGTTTT 
Μετάφραση σε αμινοξέα 
FPHKVLVEFSPWCRYTEKVLTSNLPDNYYIHQRKNFSELEDFAKRFSNGSVCVESDYTAF 
DVSQDHTILAFEVELLKHFGWDDKVLQSYIRMKCTLGCRLGGF 
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2. CGRMV 1 

TTTCCATCATAATGTTCTATGCAGACTTGCTCCCTACATAAGGTACATAGA
AAAGAAAGTTAATGCTGTGTTGCCAAGCAATATGTACATTCATTCTGGAA
AAAATTTTGATGAGTTAGAATCATGGGTAGTTCAGAATTTTCACGGAGGT
GTTTGCACTGAATCTGACTATGAAGCTTTTGATTCATCACAGGACTGCAAT
ATATTGGCTTTTGAGGTGGCTCTCATGAATTATTTAAGACTCCCTAGGGAT
CTAATAGAAGACTACAAGTACCTCAAGTTCAACACTACCAGCAAATTGGG
GAACTTT 
Μετάφραση σε αμινοξέα 
FHHNVLCRLAPYIRYIEKKVNAVLPSNMYIHSGKNFDELESWVVQNFHGGVCTESDYEAF 
DSSQDCNILAFEVALMNYLRLPRDLIEDYKYLKFNTTSKLGNF 

 

 

3. CGRMV 2 

CTTCCATCACAATGTACTTTGTCGTCTTGCTCCATACATTAGGTACATTGA
AAAAAAAATTTTTCAAAACCTACCAGACAACTATTACATTCATTCAGGCA
AGAATTTTGATGAGCTGAGGAGCTGGGTATTGAAAAACTCTTTCGTTGGG
ATGTGCACTGAGTCTGATTATGAAGCCTTTGATTCTTCCCAAGATGCCAAT
ATATTAGCATTTGAAGTTAGCCTAATGCGCTACTTGAGACTCCCAAGGGA
CTTAATCGAGGATTACAAGTATCTGAAATTCAATACCAGGTCCAAACTTG
GGCAGTTC 
Μετάφραση σε αμινοξέα 
FHHNVLCRLAPYIRYIEKKIFQNLPDNYYIHSGKNFDELRSWVLKNSFVGMCTESDYEAF 
DSSQDANILAFEVSLMRYLRLPRDLIEDYKYLKFNTRSKLGQF 

 

4. ASPV 

GCGGTTTGCACCCTACATGCGATATATTGAGTCCAAAGTTATGGAGGTTCT
CCCAAAGAATCTGTACATCCATTCTGGGAAAAATATTGATGATTTGGCAT
CTTGGGTGACAGCAAACAAATTCAATGGAGTCTGCACAGAGTCTGATTAT
GAAGCTTTTGATGCCTCGCAGGACCATTATATTCTTGCTTTTGAGCTTGAA
GTTATGAAATTTTTGGGACTACCGTCTGATCTCATTGCTGATTATACTTTCA
TTAAGACCCATTTGGGATCTAAGCTTGGAAGTTTT 
Μετάφραση σε αμινοξέα 
LRFAPYMRYIESKVMEVLPKNLYIHSGKNIDDLASWVTANKFNGVCTESDYEAFD 
ASQDHYILAFELEVMKFLGLPSDLIADYTFIKTHLGSKLGSF 
 

Από το γονίδιο της ΚΠ και της 3΄αμετάφραστης περιοχής 
 

1. 146-Pe 
 

CACTGGAACAGACACTGGAGGCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAAGGG
ACGTCGGAGCAGACGGAGTTTCTGGATGTGACAGTGGAGGTCAAGTCAAT
GGAGGATCAGAAGGTGATAGGATCCTTCAACCTGAAGGAGGTGGTCAGTT
TGATCAAGATCTTCAAGACTACATCTTCGGATCCGAACATAAACAACATG
ACTTTCCGCCAGGTCTGTGAGGCATTTGCTCCAGAAGCAAGAAATGGGTT
GGTTAAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACAAACCTGTTTTCTACCATGCC
AGAAGTTGGAGGGAAATACCCGGAACTCATGTTTGACTTCAATAAAGGGC
TGAACATGTTCATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAAGTGATAACAAATATG
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AATCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAGAGTGAAAATGAGGCAAA
AATGTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTATGGAGAAAGCTTG
GTTCAATAAATAAAATAAACAAATATAATAAGCAATTTAATTAAGTTGTG
TGTTAATTTGTGTCAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCAT
GGTATTTAAATGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQTLEAIFANIAIQGTSEQTEFLDVTVEVKSMEDQKVIGSFNLKEVVSLIKIFKTTSSD 
PNINNMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFSTMPEVGGKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKMSSVTTDLCI 
 

2. 347- Io 
 

CACTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATACAGGGA
ACGTCAGAGCAAACGGAGTTCCTGGATCTAGTGGTGGAGGTGAAGTCAAT
GGAGGATCAGAAGGTAATAGGGTCCTACAATTTGAAGGAGGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAAGACTACCTCTTCGGACCCGAACATCAGCAGCAT
GACTTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCAGAGGCGAGAAACGGGT
TGGTCAAACTGAAATATAAAGGGGTTTTCACCAACCTTTTTACAACCATGC
CAGAAGTGGGAAGAAAATACCCGGAGCTGATGTTTGATTTTAACAAGGGT
CTTAACATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCAAAAAGTCATAACTAACAT
GAACCGACGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGA
AACTCTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTATTCAAGAAGTTTG
GTTTGATAAATAAAATAAATAGATAATGTGTTGTGTGTTTAGATATATTTG
CATTAAATATGTTTGCATTAACCGAATAAACTCTCGAACCCATGAAAGAG
TATAAAGAGTCATGGTATTCAATTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLKEVVNMIKAFKTTSSD 
PNISSMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGRKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 
 

3. ACLSV-KOM 
 

CACTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAATATAGCGATACAGGGG
ACATCAGAGCAGACAGAGTTCCTGGATCTGGTGGTGGAGGTGAAATCGAT
GGAGGATCAGAAGGTAATCGGGTCCTACAATCTGAGAGAAGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAAGACTACCTCTTCGGATCCGAACATCAGCGGAAT
GACCTTCCGCCAGGTATGTGAGGCTTTTGCGCCGGAAGCGAGAAATGGGC
TGGTCAAGCTGAAATACAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTCACGACCATG
CCAGAAGTGGGCAGTAAATACCCGGAACTGATGTTTGATTTCAATAAGGG
TCTTAACATGTTCATCATGAATAAGGCCCAGCAGAAAGTCATAACTAATA
TGAACCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCG
AAACTCTCGTCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGCTTGTTTAAGAAGTTT
GGTTTGATGAATAGGATAAATAAATAGTGTGTTGTGTGTTTAAATATGTTT
GTATTAAATATGTTTGCATCAAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGA
GTATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLREVVNMIKAFKTTSSD 
PNISGMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 
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4. ACLSV-POT 
  

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAGGGG
ACCTCGGAACAAACGGAGTTCCTGGACTTGGTGGTGGAGGTCAAATCAAT
GGAGGATCAGAAGGTGGTGGGTTCCTACAATCTAAGGTCGGTGGTGGATC
TCATCAAGATCTTCAAAACTACATCTTCGGACCCGAATATAAACGGGATG
ACTTTCCGCCGAGTCTGTGAGGCTTTTGCTCCGGAGGCAAGAAACGGGCT
GGTCAAACTAAAGTACAAAGGGGTTTTTACAAACCTCTTTACAACCATGC
CTGAAGTGGGTGGCAAATACCCAGAGCTCATGTTCGACTTTAACAAAGGT
TTGAATATGTTTATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAGGTAATCACCAATAT
GAACCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAAAATGAGGCGA
AACTTTCGTCTGTCACGACTGATCTTTGCATCTAATCTGCTGAAGAGGTTT
GGTTCAATAAACAGAATGAATAAATAAACAGTGTGTTTTTGATATATATA
ATTGTGTTCTCAGTTGTTTGCTTAAATAACTTGTGTATGTCGTTGCATTCGA
ACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGGGTCATGGTATTAAATTGGAGT
GT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVVGSYNLRSVVDLIKIFKTTSSD 
PNINGMTFRRVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGGKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 
 

5. 156-Ki 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAGGGA
ACGTCGGAACAAACAGAGTTCCTGGACCTGGTGGTGGAGGTGAAATCAAT
GGAGGATCAGCAGGTGATAGGGTCTTACAATTTGAGGGAAGTGGTCAACA
TGATCAAAGCTTTCAAGACTACCTCTTCGGATCCGAACATCAGCGGAATG
ACCTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTTGCACCTGAAGCGAGAAATGGGCT
GGTCAAACTAAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTTACGACCATGC
CAGAAGTGGGCAGCAAATACCCGGAGTTAATGTTTGATTTCAATAAGGGT
CTTAACATGTTCATCATGAATAAGGCCCAGCAAAAAGTCATTACTAATAT
GAACCGGCGTCTTTTGCAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAACGAGGCGA
AACTCTCGTCCGTCACGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTCTAAGAGGTTT
GGTTTGATTAATAGGATAAATAAATAATTTGTTGTGTGTTTAAATATGTTT
GTATCAAGTATGTTTACATAAATGAATAAACTCTTGAACCCATGAAAGAG
TATAAAGAGTCATGGTATTTAACTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQQVIGSYNLREVVNMIKAFKTTSSD 
PNISGMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 
 

6. 274-Chal 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAAGGA
ACATCGGAGCAGACGGAATTCCTGGATCTGGTTGTGGAAGTGAAATCAAT
GGAGGACCAGAAGGTAATAGGGTCTTACAATCTGAAGGAAGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAAGACTACCTCTTCGGACCCGAATATCAGCAGCAT
GACCTTTCGTCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCGGAGGCGAGGAACGGGT
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TGGTTAAACTGAAATACAAAGGAGTTTTTACCAACCTCTTCACTACCATGC
CAGAAGTGGGAAGTAAGTATCCGGAGTTGATGTTTGACTTCAATAAAGGC
CTTAACATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCAGAAAGTAATAACCAATAT
GAACCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGA
AGCTCTCATCTGTTACGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTTAGAAAGTTTG
GTTTGATAAATAAAATAAATAAATAGTGTGTTGTGTGTTTAAGCATATTTG
CTTTAAATATGTTTGCATTAAATGAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGT
ATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLKEVVNMIKAFKTTSSD 
PNISSMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 

 
7. ACLSV-MET 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATACAGGGA
ACGTCAGAGCAAACGGAGTTCCTGGATCTAGTGGTGGAGGTGAAGTCAAT
GGAGGATCAGAAGGTAATAGGGTCCTACAATTTGAAGGAGGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAAGACTACCTCTTCGGACCCGAACATCAGCAGCAT
GACTTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCAGAGGCGAGAAACGGGT
TGGTCAAACTGAAATATAAAGGGGTTTTCACCAACCTTTTTACAACCATGC
CAGAAGTGGGAAGCAAATACCCGGAGCTGATGTTTGATTTTAACAAGGGT
CTTAACATGTTTATCATGAATAAGGCCCAGCAAAAAGTCATAACTAACAT
GAACCGACGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGA
AGCTCTCATCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTATTCAAGAAGTTTG
GTTTGATAAATAAAATAAATAGATAATGTGTTGTGTGTTTAGATATATTTG
CATTAAATATGTTTGCATTAACCGAATAAACTCTCGAACCCATGAAAGAG
TATAAAGAGTCATGGTATTCAATTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLKEVVNMIKAFKTTSSD 
PNISSMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 

 
8. 260-Kom 
 

TTCTGGAACTGACACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAGGGG
ACCTCGGAACAAACGGAGTTCCTGGACTTGGTGGTGGAGGTCAAATCAAT
GGAGGATCAGAAGGTGGTGGGTTCCTACAATCTGAGGTCGGTGGTGGATC
TCATCAAGATCTTCAAAACTACATCTTCGGACCCGAATATAAACGGGATG
ACTTTCCGCCAGGTCTGTGAGGCTTTTGCTCCGGAGGCAAGAAACGGGCT
GGTCAAACTAAAGTACAAAGGGGTTTTTACAAACCTCTTTACAACCATGC
CTGAAGTGGGTGGCAAATACCCAGAGCTCATGTTCGACTTTAACAAAGGT
TTGAATATGTTTATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAGGTAATCACCAATAT
GAACCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAAAATGAGGCGA
AACTTTCGTCTGTCACGACTGATCTTTGCATCTAATCTGTTGAAGAGGTTT
GGTTCAATAAACAAAATGAATAAATAAACAGTGTGTGTTTGATATATATA
ATTGTGTTCTCAGTTGTTTGCTTAAATAACTTGTGTATGTCGTTGCATTCGA
ACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGGGTCATGGTATTAAATTGGAGT
GT 



                                                                                                                Παράρτημα 
 

 104

 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LELTLESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVVGSYNLRSVVDLIKIFKTTSSD 
PNINGMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGGKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 
 

9. 321-Io 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCGATTCAAGGA
ACATCAGAGCAGACGGAATTCCTGGATCTAGTGGTGGAGGTGAAATCAAT
GGAGGACCAGAAAGTGATCGGATCCTACAACCTGAGGGAGGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAAGACTACCTCTTCGGATCCGAACATCAGCAACAT
GACTTTCCGCCAGGTGTGTGAGGCTTTCGCACCGGAGGCGAGAAACGGGT
TGGTAAAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTTTTTACGACCATGC
CGGAAGTAGGAAGTAAGTACCCGGAGCTGATGTTTGATTTCAACAAAGGC
CTTAACATGTTCATTATGAATAAGGCTCAACAGAAAGTCATAACTAATAT
GAACCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAAAATGAGGCGA
AGCTCTCGTCTGTTACAACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTTAAGAGGTTTG
GTTCTATAAATAAAGTAAACAAATAGTATGTTGTGTGTTTAAATATATTCG
CATTAAATATGTTTGCTTTAAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGT
ATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLREVVNMIKAFKTTSSD 
PNISNMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 
 

10. 534-Kom 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAAGGA
ACATCAGAGCAGACGGAATTTCTGGATCTGGTGGTGGAAGTGAAGTCAAT
GGAGGATCAGAAAGTGATCGGGTCCTACAATTTGAAGGGAGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAGGACTACCTCTTCGGACCCGAATATCAGCAGCAT
GACATTCCGCCAAGTGTGCGAGGCCTTCGCCCCGGAGGCGAGGAACGGGT
TGGTCAAACTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTTACGACCATGC
CAGAGGTGGGAAGTAAATATCCAGAGCTGATGTTTGATTTCAATAAGGGT
CTTAACATGTTTATCATGAACAAGGCCCAGCAAAAGGTCATAACTAATAT
GAATCGGCGTCTTTTACAGACTGAATTTGCGAAAAGTGAAAATGAAGCAA
AGCTCTCATCTGTTACGACTGATCTTTGTATTTAGTTTGTTTAAGAAGTTCG
GTCAAATAAATAAAATAAATAAATAGTGTGTTGCATGTTTAATATGTTTGT
GTTGAATATGTATGTTTGCATCGAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAA
GAGTATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 

 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLKGVVNMIKAFRTTSSD 
PNISSMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 

 
 
 
 
 



                                                                                                                Παράρτημα 
 

 105

11. 571-Kom 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATACAAGGA
ACATCAGAGCAAACGGAATTTCTGGATCTGGTGGTGGAAGTGAAGTCAAT
GGAGGATCAGAAAGTGATCGGGTCCTACAATTTGAAGGGAGTGGTCAAC
ATGATCAAAGCTTTCAGGACTACCTCTTCGGACCCGAATATCAGCAGCAT
GACATTCCGCCAAGTGTGCGAGGCCTTCGCCCCGGAGGCGAGGAACGGGT
TGGTCAAACTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTTACGACCATGC
CAGAGGTGGGAAGTAAATATCCAGAGCTGATGTTTGATTTCAATAAGGGT
CTTAACATGTTCATCATGAACAAGGCCCAGCAAAAGGTCATAACTAATAT
GAATCGGCGTCTTTTACAGACTGAATTTGCGAAAAGTGAAAATGAAGCAA
AGCTCTCATCTGTTACGACTGATCTTTGTATTTAGTCTGTTTAAGAAGTTCG
GTCAAATAAATAAAATAAATAAATAGTGTGTTGCATGTTTAATATGTTTGT
GTTGAATATGTATGTTTGCATCGAATAAACAAACTCTTGAACCCATGAAA
GAGTATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 

 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEQTEFLDLVVEVKSMEDQKVIGSYNLKGVVNMIKAFRTTSSD 
PNISSMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVTTDLCI 

 
12. 236- Io 

  
TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATTCAAGGG
ACATCGGAGCACACGGAATTTCTGGACCTGACGGTGGAAGTGAAGTCAAT
GGAGGATCAGAATGTGATAGGGTCATACAATCTAAAGGAGGTAGTCAAC
ATGATCAAAGCATTCAAAACTACATCTTCGGACCCGAATATCAGCAATAT
GACCTTCCGTCAGCTTTGTGAGGTCTTCGCACCTGAAGCAAGGAACGGGC
TTGTCAAATTGAAGTACAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTCACGACAATGC
CGGAGGTGGGGAGCAAATACCCAGAGCTGATGTTTGATTTCAACAAGGGC
CTTAATATGTTTATCATGAATAAGGCTCAACAAAAGGTTATAACCAATAT
GAATCGGCGTCTTCTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGA
AGCTCTCGTCTGTTTCGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTTAAGAAGTTCG
GTTTAATAAATAAAATAAATAAATAAATAGTTTGCTTAGTGTTCAAATAC
ATTCTTTTGAATGTATTTGCTTTGAATAAACGAACTCTGGAACCCATGAAA
GAGTATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 

 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEHTEFLDLTVEVKSMEDQNVIGSYNLKEVVNMIKAFKTTSSD 
PNISNMTFRQLCEVFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVSTDLCI 

 
13. 239- Io 
 

TTCTGGAACAGATACTGGAGTCCATCTTCGCGAACATAGCAATTCAAGGG
ACATCGGAGCACACGGAATTTCTGGACCTGACGGTGGAAGTGAAGTCAAT
GGAGGATCAGAATGTGATAGGGTCATACAATCTAAAGGAGGTAGTCAAC
ATGATCAAAGCATTCAAAACTACATCTTCGGACCCGAATATCAGCAATAT
GACCTTCCGTCAGCTTTGTGAGGTCTTCGCACCTGAAGCAAGGAACGGGC
TTGTCAAATTGAAGTACAAAGGGGTTTTCACTAACCTCTTCACGACAATGC
CGGAGGTGGGGAGCAAATACCCAGAGCTGATGTTTGATTTCAACAAGGGC
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CTTAATATGTTTATCATGAATAAGGCTCAACAAAAGGTTATAACCAATAT
GAATCGGCGTCTTCTACAAACTGAATTTGCAAAAAGTGAGAATGAGGCGA
AGCTCTCGTCTGTTTCGACTGATCTTTGCATTTAGTTTGTTTAAGAAGTTCG
GTTTAATAAATAAAATAAATAAATAAATAGTTTGCTTAGTGTTCAAATAC
ATTCTTTTGAATGTATTTGCTTTGAATAAACGAACTCTGGAACCCATGAAA
GAGTATAAAGAGTCATGGTATTTAATTGGAGTGT 
 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LEQILESIFANIAIQGTSEHTEFLDLTVEVKSMEDQNVIGSYNLKEVVNMIKAFKTTSSD 
PNISNMTFRQLCEVFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFTTMPEVGSKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKLSSVSTDLCI 

 
14. 155-Ki 
 

CACTGGACCAGCCACTGGAGGCCATCTTCGCGAACATAGCGATCCAAGGG
ACGTCGGAGCAGACGGAGTTTCTGGATGTGACAGTGGAGGTCAAGTCAAT
GGAGGATCAGAAGGTGATAGGATCCTTCAACCTGAAGGAGGTGGTCAGTT
TGATCAAGATCTTCAAGACTACATCTTCGGATCCGAACATAAACAACATG
ACTTTCCGCCAGGTCTGTGAGGCATTTGCTCCAGAAGCAAGAAATGGGTT
GGTTAAATTGAAGTATAAAGGGGTTTTCACAAACCTGTTTTCTACCATGCC
AGAAGTTGGAGGGAAATACCCGGAACTCATGTTTGACTTTAATAAAGGGC
TGAACATGTTCATAATGAACAAAGCTCAGCAAAAAGTGATAACAAATATG
AATCGGCGTCTTTTACAAACTGAATTTGCAAAGAGTGAAAATGAGGCAAA
AATGTCATCTGTTACACCTGATCTTTGCATTTAGTTTATGGAGAAAGCTTG
GTTCAATAAATAAAATAAACAAATATAATAAGCAATTTAATTAAGTTGTG
TGTTAATTTGTGTCAAACTCTTGAACCCATGAAAGAGTATAAAGAGTCAT
GGTATTAAATGGAGTGT 

 
Μετάφραση σε αμινοξέα τμήματος του γονιδίου της ΚΠ 
LDQPLEAIFANIAIQGTSEQTEFLDVTVEVKSMEDQKVIGSFNLKEVVSLIKIFKTTSSD 
PNINNMTFRQVCEAFAPEARNGLVKLKYKGVFTNLFSTMPEVGGKYPELMFDFNKGLNMF 
IMNKAQQKVITNMNRRLLQTEFAKSENEAKMSSVTPDLCI 
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