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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. 

 

Βιβλιογραφική επισκόπηση 

 

 

1.1  Ιστορική ανασκόπηση της ασθένειας  τριστέτσα 

 

O ιός της τριστέτσας των εσπεριδοειδών (Citrus tristeza virus, CTV) ανήκει 

στο γένος Closterovirus και προκαλεί τη µεγαλύτερη οικονοµικής σηµασίας ασθένεια 

στα εσπεριδοειδή. O CTV έχει οδηγήσει στην αποπληξία εκατοµµυρίων δέντρων σε 

ολόκληρο τον κόσµο, καθώς επίσης έχει καταστήσει ακατάλληλο ένα µεγάλο αριθµό 

εσπεριδοειδών για την παραγωγή. Ο CTV πιθανότατα εµφανίστηκε από τις χώρες 

προέλευσης των εσπεριδοειδών  όπως  Νοτιοανατολική Ασία και αρχιπέλαγος 

Malayan. Οι µετακινήσεις των εσπεριδοειδών από τις χώρες προέλευσης τους προς 

άλλες χώρες ήταν ως φρούτα ή σπόρος καθιστώντας αδύνατη την εξάπλωση του ιού. 

Αργότερα, χιλιάδες φυτά και εξωτικά είδη εισήχθησαν από την Ασία σε άλλες 

περιοχές µε αποτέλεσµα την αλληλεπίδραση του ιού µε τις νέες ποικιλίες και την 

εξέλιξή του λόγω των διαφορετικών κλιµατολογικών και περιβαλλοντικών  

συνθηκών  (Roistacher 1981). 

Οι πιο καταστροφικές επιδηµίες της τριστέτσας παρουσιάστηκαν στην  

Αργεντινή (1930), τη Βραζιλία (1937), την Καλιφόρνια (1939), τη Φλόριντα (1951), 

την Ισπανία (1957) και τη Βενεζουέλα (1980), αλλά σηµαντικές εστίες έχουν επίσης 

αναφερθεί από την Κύπρο (1989), την Κούβα (1992), το Μεξικό (1995), τη 

∆οµινικανή ∆ηµοκρατία (1996) και την Ιταλία (2002). 

Οι αγρότες στη Βραζιλία και την Αργεντινή έδωσαν  το όνοµα «τριστέτσα», 

που σηµαίνει θλίψη στα πορτογαλικά και τα ισπανικά, αναφερόµενοι στην 

καταστροφή που προήλθε από την ασθένεια το 1930. 

  

 

 

 



1.2    Ταξινόµηση  

 

Ο CTV είναι µέλος του γένους Closterovirus της οικογένειας Closteroviridae. 

Η οικογένεια περιλαµβάνει περισσότερους από τριάντα πέντε φυτικούς ιούς και 

περιέχει το µεγαλύτερο και πιο σύνθετο RNA γονιδίωµα µε µέγεθος µέχρι και 20kb. 

Ο ιός έχει χαρακτηριστικά νηµατοειδή µακριά ιικά σωµατίδια και προκαλεί το 

σχηµατισµό έγκλειστων σωµατιδίων στο φλοιό των µολυσµένων φυτών τα οποία 

αποτελούν παθογνωµονικό σύµπτωµα (Koonin & Dolja, 1993; Karasev, 2000). Κατά 

τη διάρκεια των τελευταίων 20 ετών, η ταξινόµηση µέσα στην οικογένεια 

Closteroviridae έχει αλλάξει µε αποτέλεσµα να περιλαµβάνει τρία γένη: α) το γένος 

Closterovirus όπου τα µέλη του µεταφέρονται µε την αφίδα (Αphis monopartidae), β) 

το γένος Crinivirus που µεταδίδονται µε τη λευκή µύγα και γ) το γένος Ampelovirus 

(Karasev, 2000). 

 

1.3 Βιολογικές ιδιότητες 

 

1.3.1  Εύρος ξενιστών  

  

Βασικοί ξενιστές του CTV είναι τα είδη των γενών Citrus και Fortunella, 

αλλά πειραµατικά έχει επιτευχθεί η µόλυνση του ιού µε τη τεχνική του εµβολιασµού 

στα συγγενικά γένη  Aegle, Aeglopsis, Atalantia, Citropsis, Clausena, Eremositrus, 

Merillia, Micrositrus. Μόλυνση στ εργαστήριο έχει επιδεχθεί και σε µη εσπεριδοειδή 

είδη όπως το Pasiflora gracilis  και το Passiflora coerulea µε τη χρήση αφίδων 

(Price, 1966; Roistacher, 1988) αλλά και στη Nicotiana belthamiana µε τη µέθοδο 

µόλυνσης των πρωτοπλαστών (Gowda 2005; Navas-Castillo 1997) 

 

 1 .3.2    Συµπτωµατολογία 

 

Ανάλογα µε το στέλεχος του ιού και των συνδυασµών στα εµβολιασµένα 

ριζώµατα ο CTV µπορεί να προκαλέσει τρία ευδιάκριτα σύνδροµα που ονοµάζονται 

α) τριστέτσα  β) βοθρίωση του ξύλου (SP) γ) τα κίτρινα σπορόφυτα (SY). 

Αυτά τα συµπτώµατα µπορούν να περιγραφούν ως εξής  : 



 

1.3.2.1. Η ασθένεια τριστέτσα  (Citrus tristeza virus, CTV ) 

 

 Η τριστέτσα είναι η πιο επιθετική ασθένεια που επιφέρει γρήγορη νέκρωση 

σε διάφορα είδη εσπεριδοειδών όπως τα πορτοκάλια, τα γρεΐπφρουτ, τα µανταρίνια, 

το κουµκουάτ και τα πρασινολέµονα. Το δέντρο από τη κανονική του εµφάνιση 

ξεκινάει µε συµπτώµατα µαρασµού και καταρρέει τελείως σε µερικές εβδοµάδες. 

Όταν η ασθένεια µεταφέρεται στο υποκείµενο εµβολιασµένων ειδών και τα δέντρα 

που επηρεάζονται παρουσιάζουν συνήθως το θαµπό πράσινο η κίτρινο λεπτό 

φύλλωµα µε αποτέλεσµα το φύλλο να αποκολλάται από τον κλαδίσκο, όπως επίσης 

και µικρά χλωρωτικά φύλλα που µοιάζουν µε συµπτώµατα τροφοπενίας αζώτου 

(Εικ.1). Ο CTV προκαλεί την κατάρρευση και νέκρωση των αγγείων του ξύλου, τη 

µείωση του ριζικού συστήµατος το οποίο έχει σαν αποτέλεσµα τον ανεπαρκή 

εφοδιασµό του φυτού µε νερό και µεταλλικών στοιχείων οδηγώντας στη χλώρωση 

και τελικά στο µαρασµό. 

 

 

Εικόνα 1. ∆έντρο πορτοκαλιάς προσβεβληµένο µε CTV  στην περιοχή της Αγίας 

Χανίων  

 

 

 

1.3.2.2  ∆ιάβρωση των µίσχων (SP) 



 

Το δεύτερο σύνδροµο αρχίζει πιθανότατα κατά τον περιορισµό και τη µερική 

διακοπή της µεριστοµατικής  δραστηριότητας στις περιοχές του καµβίου το οποίο 

έχει σαν αποτέλεσµα την εµφάνιση συµπτωµάτων όπως λεπτό φύλλωµα, µικρά 

κίτρινα φύλλα και µικρά φρούτα χαµηλής περιεκτικότητας σε χυµό που τα καθιστά 

µη εµπορεύσιµα (Εικ.2.1). Οι ευαίσθητες ποικιλίες εσπεριδοειδών στη διάβρωση των 

µίσχων επηρεάζονται ανεξάρτητα από το αν είναι σπορόφυτο ή αν είναι 

εµβολιασµένο το δέντρο και έχει χρησιµοποιηθεί ως ρίζωµα. Τα γκρέιπφρουτ και 

µερικές ποικιλίες γλυκών πορτοκαλιών παρουσιάζουν ενδιάµεση ευαισθησία ενώ τα 

µανταρίνια παρουσιάζον µεγαλύτερη ανοχή (Duran-Vila and Moreno, 2000, Timmer 

et al.,  2000). Σε αντίθεση µε την τριστέτσα η διάβρωση των µίσχων  δεν προκαλεί τη 

νέκρωση του δέντρου αλλά επί σειρά ετών µειωµένη παραγωγή προκαλεί τις ίδιες 

οικονοµικές απώλειες 

 

1.3.2.3   Βοθρύωση του ξύλου  (SY) 

 

Το τρίτο σύνδροµο που προκαλείται από το CTV  χαρακτηρίζεται από τη 

µείωση ή τη πλήρη απώλεια της παραγωγής, από µικρά χλωρωτικά κίτρινα φύλλα και 

ένα µειωµένο ριζικό σύστηµα. Υπάρχουν περιπτώσεις όπου φυτά µολυσµένα µε SY 

δείχνουν σηµάδια ανάκαµψης εκπτύσσοντας νέα φυτά. Αυτές και άλλες 

παρατηρήσεις οδήγησαν στην ερµηνεία ότι ο SY συνδέθηκε µε το CTV µε ένα 

συστατικό το οποίο θα µπορούσε να φιλτραριστεί από τα ξινά πορτοκάλια, 

γκρέιπφρουτ και λεµόνια τα οποία προσβάλει πολύ σπάνια (McClean, 1963; Wallace 

και Drake, 1972). 

 

 

 

 

 

 



 

 

Εικόνα 2. Α) δέντρο προσβεβληµένο µε CTV µε γρήγορο σύνδροµο πτώσης Β) 

διαφορετικά στάδια από τρία προσβεβληµένα δέντρα της ίδιας οικογένειας µε 

διαφορές στο µέγεθος και το χρωµατισµό των φύλλων C) διάβρωση των µίσχων του 

κορµού σε δέντρο ενός γκρέιπφρουτ  (αυτό το γκρέιπφρουτ ήταν µια από τις πρώτες 

εισαγωγές από τη Νότια Αφρική στην Αργεντινή).D) µικρά φρούτα από ένα δέντρο 

γκρέιπφρουτ στο υποκείµενο trifoliata Poncirus που επηρεάζεται σοβαρά µε τη 

διάβρωση µίσχων, σε σύγκριση µε ένα κανονικό γκρέιπφρουτ  (AI Moreno et al.,  

2008) 

 

 

 

 



1.3.3. Μετάδοση και επιδηµιολογία του CTV 

 

Ο CTV έχει µεταφερθεί στις περισσότερες περιοχές εσπεριδοειδών από την 

διάδοση των µολυσµένων οφθαλµών από διάφορα είδη αφίδων,κυρίως το Toxoptera 

citricida (kirkaldy) και το Aphis gossypii (glover) (εικ. 3). 

Το Toxoptera citricida είναι καθιερωµένο στην Ασία, την Αυστραλία, τη 

Σαχάρα, την κεντρική και νότια Αµερική και διάφορες περιοχές της Καραϊβικής. Το 

Aphis gossypii είναι το κύριο έντοµο στη µετάδοσης του CTV στη λεκάνη της 

Μεσογείου, τις περιοχές της Β. Αµερικής και έχει ανιχνευτεί πρόσφατα και στα 

αποµονωµένα δέντρα εσπεριδοειδών στη βόρεια Ισπανία και την Πορτογαλία. 

Τέλος, έχουν αναφερθεί και µερικά άλλα είδη αφίδων τα οποία σε 

πειραµατισµούς µόλυνσης ήταν λιγότερο αποδοτικά στην εξάπλωση του CTV όπως 

το Aphis citricola και το Toxoptera aurantii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3. Τα πιο επίσιµα εντοµα µεταδοσης του CTV οι αφίδες (A) Toxoptera 

citricida (Kirkaldy).  (B) Aphis gossypii (Glover). 

 Adapted from (www.agnet.org/library/ac/1998c/) and (www.koppertonline.ca/pestroster.asp) 

 

 

 

 

 

 

 

  



1.4 Μορφολογία  και βιολογία ιών 

 

1.4.1 Μορφολογία 

 

 Ως µέλος των Closteroviruses ο CTV έχει µακριά εύκαµπτα ιικά σωµατίδια 

µεγέθους περίπου 2000 × 11 nm (Εικ. 4) Τα ιικά σωµατίδια  του  CTV είναι διπολικά 

και περιέχουν  δυο καψιδιακές πρωτεΐνες, µια µεγέθους 25 kDa (CP) και µια 27 kDa 

(CPm) οι οποίες αποτελούν το 3% του συνολικού µεγέθους του ιού. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 4.  Ηλεκτρονική µικρογραφία ιικών σωµατιδίων του Citrus tristeza virus 

 

1.4.2 Κυτοπαθολογία 

 

Ο CTV δηµιουργεί έγκλειστα σωµατίδια στα µολυσµένα φυτά τα οποία απατώνται 

κυρίως στα κύτταρα του φλοιώµατος και εµφανίζονται ως µεγάλα συσσωµατώµατα. 

Αυτά τα έγκλειστα σωµατίδια µπορούν να βρεθούν περιστασιακά και στο κάµβιο του 

νεοσχηµατιζόµενου ξύλου. Όταν προσβληθεί το κάµβιο, τα µητρικά κύτταρα από το 

ξύλωµα και το φλοίωµα δεν ενεργοποιούνται και ο παρεγχυµατικός ιστός παραµένει 

στο φλοιό µε αποτέλεσµα τα βοθρία να σχηµατίζονται στο ξύλο όταν ο φλοιός 

αποµακρύνεται. 

Η ανίχνευση των έγκλειστων σωµατιδίων είναι σηµαντική για τη διάκριση 

ήπιων στελεχών του CTV. Η απαρίθµηση των έγκλειστων σωµατιδίων σε µολυσµένο 

ιστό µπορεί να αποτελέσει ένα χρήσιµο δείκτη για την αυστηρότητα του στελέχους 

του CTV. 



  

1.4.3 Οργάνωση γονιδιώµατος 

 

O CTV ήταν ο πρώτος που χαρακτηρίστηκε ως µέλος του γένους των 

Closterovirus. Έχει ένα γονιδίωµα µεγέθους 19296 νουκλεοτιδίων (Εικ 5), το οποίο 

είναι το µεγαλύτερο σε σχέση µε τους υπόλοιπους φυτικούς ιούς. Το γονιδίωµα 

περιέχει δώδεκα ανοικτά πλαίσια ανάγνωσης (ORFs). Μπορεί να κωδικοποιήσει 17 

πρωτεϊνικά προϊόντα και δυο στις αµετάφραστες περιοχές (UTRs) µεγέθους 107 και 

273 nt του 5′ και  3′ άκρο αντίστοιχα. 

 

 

Εικόνα 5  Σχηµατική αναπαράσταση της οργάνωσης του γονιδιώµατος CTV. Τα 

ORFs αντιπροσωπεύονται από τα κουτιά που είναι αριθµηµένα από το 1 µέχρι το 11. 

Το µέγεθος του γονιδιώµατος σε νουκλεοτίδια παρουσιάζεται από µια στερεά γραµµή 

στην κορυφή. Οι θέσεις του CP,  και  p23 στο γονιδίωµα υποδεικνύονται από τα 

σκιασµένα κουτιά (Karasev et al.,  1995). 

 

1.4.4 Στρατηγική έκφρασης του γονιδιώµατος 

 

Η έκφραση του γονιδιώµατος του CTV περιλαµβάνει τουλάχιστον τρεις 

µηχανισµούς που χρησιµοποιούνται ευρέως από RNA ιούς θετικής πολικότητας : α) 

την πρωτεολυτική διαδικασία β) τη ριβοσωµατική µετακίνηση του πλαισίου γ) το 

σχηµατισµό ενός εστιασµένου 3′- άκρο υπογενωµικού RNA. Η αναπαραγωγή του 

γενοµικού RNA  περιλαµβάνει τη σύνθεση των κλώνων θετικής πολικότητας που 

χρησιµοποιείται  ως εκµαγείο για τη δηµιουργία νέων θετικών κλώνων θετικής 



πολικότητας αν και τα τελευταία συσσωρεύονται δέκα µε είκοσι φορές περισσότερο 

από τον αρνητικό κλώνο. 

Τα πλαίσια ανοικτής ανάγνωσης 1a και 1b µεταφράζονται απευθείας από 

γενωµικό  RNA,. Από το πρώτο παράγεται µια πολυπρωτεΐνη ~349-kDa ενώ από τη 

µετάφραση του ανοικτού πλαισίου ανάγνωσης  1b  που εµφανίζεται περιστασιακά 

προκύπτει µια πολυπρωτεΐνη ~400-kDa η οποία στη συνέχεια υπόκειται σε 

πρωτεολυτική διαδικασία. Τα δέκα γονίδια στο 3́ ακρο του γενοµικού RNA του CTV 

εκφράζονται από τη σύνθεση υπογενοµικών  RNAs στο 3’ άκρο όπου δρουν ως 

αγγελιοφόρα του mRNA από τα οποία και µεταφράζεται το 5’ άκρο του ανοικτού 

πλαισίου ανάγνωσης (Εικ. 6 ). Ένας παρόµοιος συνδυασµός αρνητικής πολικότητας 

υπογενοµικών RNAs παράγεται στα µολυσµένα κύτταρα αλλά αυτά συσσωρεύονται 

40-50 φορές λιγότερο από τα υπογενοµικά RNAs θετικής πολικότητας.  

 

 

 

Εικόνα 6  Σχηµατικη αντιπροσώπευση της οργάνωσης του γονιδιώµατος του ctv. Οι 

περιοχές των πρωτεινων αντιπροσωπεύονται  από τα κιβώτια και είναι αριθµηµένα 1 µέχρι 

11. Το µέγεθος του γονιδιώµατος στις βάσεις κιλού παρουσιάζεται από µια στερεά γραµµή 

στην κορυφή. Οι θέσεις του CP, και p23 στο γονιδίωµα υποδεικνύονται από τα σκιασµένα 

κιβώτια (Karasev et al.,  1995). 

 

 

 

 

 

 

1.5 CTV διάγνωση και µέθοδοι ανίχνευσης  



 

1.5.1 Ανίχνευση βάση της βιολογίας του ιού   

 

Η διάγνωση της µόλυνσης του CTV  έχει εφαρµοστεί για πολύ καιρό µε 

βιολογικές µεθόδους πρόληψης και τη µελέτη των συµπτωµάτων στους ευαίσθητους 

φυτοδείκτες όπως τα Μεξικάνικα  lime  και τα Citrus macrophylla, τα οποία κατά τη 

µόλυνση µε CTV παρουσιάζουν συστροφή των φύλλων, διάβρωση των µίσχων, 

λεύκανση των νεύρων στα νεαρά φύλλα (Roistacher, 1991). 

 

 

1.5.2 Ανίχνευση βασισµένη στις ιδιότητες των πρωτεϊνών του ιού. 

 

Μετά τον καθαρισµό του CTV είναι δυνατή η παραγωγή µονοκλωνικών 

αντισώµαταν ενάντια στη καψιδιακή πρωτεΐνη που επιτρέπουν τη διάγνωση του CTV  

σε δοκιµές ρουτίνας µε ανοσοενζυµικές διαδικασίες. Η ELISA ήταν ένα κρίσιµο 

εργαλείο για να επεκτείνει την έρευνα στα πεδία όπου είχαµε µετακίνηση του ιού, 

χαρακτηρισµό αποµόνωσης, βελτίωση προγράµµατων εκρίζωσης. Η µέθοδος αυτή 

έχει  χρησιµοποιηθεί για το CTV  πιθανότατα περισσότερο από κάθε άλλο φυτικό ιό. 

 

 

1.5.3 Ανίχνευση του ιού βασισµένο στις ιδιότητες των νουκλείκών 

οξέων  

 

Μετά την πλήρη αλληλούχιση του ctv , το γενοµικό RNA  είναι διαθέσιµο για 

διάφορες διαγνωστικές διαδικασίες που είναι βασισµένες στην εξειδικευµένη 

ανίχνευση του ιικού  RNA. Οι πιο κοινές χρησιµοποιούµενες µέθοδοι είναι ο 

υβριδισµός του νουκλεεικού οξέος µε έλεγχο του cDNA  ή cRNA  ιχνηλάτες µε τη 

µέθοδο της αντίστροφης µεταγραφής της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυµεράσης 

(reverse transcriptase-polymerase, RT-PCR) και πρωτόκολλα τα οποία έχουν µεγάλη 

ευαισθησία στην ανίχνευση σε πραγµατικό χρόνο. Επίπροσθέτως επιτρέπουν τον 

προσδιορισµό της ποσότητας των γενοµικών αντιγράφων στους προσβεβληµένους 

ιστούς των εσπεριδοειδών ή ιωµένες αφίδες (Barbarossa και  Savino, 2006. 



 

1.6 Χαρακτηρισµός στελέχους  

 

Ποικιλότητα σε βιολογικά χαρακτηριστικά των αποµονώσεων του CTV, 

συµπεριλαµβανοµένων του τύπου και της έντασης των συµπτωµάτων ή της 

µετάδοσης µέσω αφίδων, έχουν παρατηρηθεί από τις πρώτες επιδιµίες. Επίπροσθέτως 

απόδειξη για την παρουσία διαφορετικών φυλών του CTV τα οποία µπορούν να 

διαχωριστούν µετά την µετάδοση µέσω αφίδας ή το ξενιστή, αποκτήθηκε επίσης πριν 

την ταυτοποίηση των  RNA ιών ως πληθυσµός γενετικών φύλλων. Παρόλα αυτά η 

γενετική βάση για αυτή τη γενετική παραλλακτικότητα είναι ακόµα άγνωστη. Η 

σύγκριση µεταξύ διαφορετικών αποµονώσεων του CTV για την παροχή ενός 

παθογνωµονικού προφίλ ήταν και συνεχίζει να είναι µε εµβολιασµό σε διαφορετικούς 

φυτοδείκτες . 

 

1.7   Γενετική παραλλακτικότητα  

 

Η γενετική παραλλακτικότητα στο γονιδίωµα του  CTV είναι ανοµοιόµορφα 

κατανεµηµένη, η πιο συντηρηµένη περιοχή βρίσκεται στο 3’ άκρο µε ποσοστά 

οµολογίας 95% µεταξύ των αποµονώσεων, ενώ η περιοχή στο 5’ άκρο εµφανίζει τη 

µεγαλύτερη παραλλακτικότητα µε τιµές οµολογίας 44-45%. Οι φυλογενετικές 

αναλύσεις των  εννέα πλήρως αλληλουχηµένων αποµονώσεων του CTV  έδειξαν την 

κατανοµή σε τρεις οµάδες που περιλαµβάνουν 1) αποµονώσεις µε αυστηρή 

συµπτωµατολογία π.χ T318A από Ισπανία(Ruiz-Ruiz et al., 2006),SY568R από 

Καλιφόρνια (Vives et al., 2005; Z.-N. Yang et al., 1999), NuagA από Ιαπωνία 

(Suastika et al., 2001) και  VT από Ισραήλ (Mawassi et al., 1996); 2) αποµονώσεις µε 

ήπια συµπτωµατολογία π.χ T30 από Φλόριντα  T385 από Ισπανία (Vives et al., 

1999);  και 3) οι υπόλοιπες αποµονώσεις π.χ T36 από Φλόριντα , Γκάχα  από Αίγυπτο  

(AY340974) και Μεξικό  (DQ272579) (Εικ. 7) 

 



 

 

 

 

Εικόνα 7 Με τη µέθοδο Neighbor-joining  δηµιουργηθηκε το παραπάνω δέντρο µε της 

πλήρης νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των εννέα πλήρως αλληλουχηµένων αποµονώσεων.οι 

αλληλουχίες είναι χωρισµένες βάση της οµάδας στην οποία συµπεριλαµβάνονται. 

 

 

 

1.8   Σκοπός της έρευνας  

 

 

Ο CTV είναι ο σηµαντικότερος φυτικός ιός των εσπεριδοειδών και προκαλεί 

τα σοβαρότερα οικονοµικά προβλήµατα στη βιοµηχανία των εσπεριδοειδών στις 

Μεσογειακές χώρες. Η Ελλάδα θεωρείται σηµαντική πηγή  για την καλλιέργεια των 

εσπεριδοειδών στη Μεσόγειο.  

  Έχοντας κατά νου ότι οι ασθένειες αυτές δεν είναι ενδηµικές και µόλις 

εντοπιστεί ένα δέντρο θετικό αµέσως µπαίνουν σε διαδικασία καραντίνας, σκοπός της 

πτυχιακής αυτής είναι η έρευνα και η διάγνωση των µολυσµένων δέντρων στην 

περιοχή της Αγιάς  Χανίων µε τη µέθοδο της ELISA  και στη συνεχεία µε µοριακές 

τεχνικές RT-PCR. Τέλος, µε βάση τη νουκλεοτιδική αλληλουχία διάφορων 

αποµονώσεων του ιού που επιλέχθηκαν ήταν δυνατή µια φυλογενετική ανάλυση.    

 



                                               Κεφάλαιο 2. 
 

                               Υλικά & µέθοδοι 

 

2.1.  Αποστείρωση και µέτρα προφύλαξης 

 

 

Όλα  τα πλαστικά, τα γυαλικά και τα γάντια που χρησιµοποιήθηκαν 

αποστειρώθηκαν σε 121°C για 20 min, 151lb/sq.in σε ειδικό κλίβανο. Τα αντιβιοτικά 

αποστειρώθηκαν µε φιλτράρισµα και αποθηκεύτηκαν στους -20°C όπως και όλα τα 

ενζυµα βρίσκονταν στην ίδια θερµοκρασία τους -20°C  

 

2.2   Φυτικός ιστός  

  

Οι  φρέσκοι µίσχοι και τα φύλλα από 200 δείγµατα εσπεριδοειδών από την 

Κρήτη, την περιοχή Κουφός-Αγιάς στο νοµό Χανίων πάρθηκαν σε δυο περιόδους 

(Οκτώβριος-Νοέµβριος και Μάρτιος-Απρίλιος). Οι φρέσκοι ιστοί χρησιµοποιήθηκαν  

άµεσα για να γίνει η διάγνωση τους για  CTV µε τη µέθοδο της ELISA  ενώ οι 

υπόλοιποι  κρατήθηκαν στους -80°C για περεταίρω ανάλυση (εξαγωγή RNA, RT-

PCR) 

 

2.3   Ταυτοποίηση ιών 

 

2.3.1  Ορολογικές µέθοδοι 

 

Κύριος σκοπός χρησιµοποίησης των ορολογικών µεθόδων είναι ο έλεγχος 

φυτών προκειµένου να διαπιστωθεί η παρουσία διαφόρων ιών.  

Η διαγνωστική µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε για τον έλεγχο των 

µολυσµένων δειγµάτων ήταν η Ανοσοενζυµική δοκιµή ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) όπου η χρησιµοποίηση ενζύµου για την σήµανση 

αντισωµάτων αναφέρθηκε για πρώτη φορά το 1966 και αναπτύχθηκε για τον 

εντοπισµό αντιγόνων. Ειδικότερα χρησιµοποιήθηκε ο τύπος της Άµεσης-DAS ELISA 



(Άµεση Double Antibody Sandwich method ELISA) που περιγράφηκε από τους 

Clark και Adams το 1977 αποτελούµενος  από   µια  αλληλουχία   τεσσάρων  σταδίων  

και σήµερα είναι ο πιο διαδεδοµένος.  

Στην ELISA χρησιµοποιείται αντιορός µε αντισώµατα που αναγνωρίζουν ένα 

συγκεκριµένο ιό (αντιγόνο). Ανιχνεύοντας την σύνδεση του αντισώµατος και του 

οµόλογου αντιγόνου συµπεραίνουµε την ύπαρξη του ιού στο δείγµα µας. 

 

                                   ΑΜΕΣΗ-DAS ELISA  
 

ΥΛΙΚΑ : 

1) Μικροπλάκα ELISA 96 φρεατίων από πολυστηρένιο 

2) ∆ιάλυµα επίστρωσης της πλάκας (Coating Buffer) 

3) γ-ανοσοσφαιρίνη (IgG) 

4) ∆ιάλυµα πλύσης της πλάκας (PBS-Tween) 

5) Φυτό-δότης (δείγµα) 

6) Dieca 0,45% 

7) Συζευγµένη γ-ανοσοσφαιρίνη (IgG-conjucate) 

8) ∆ιάλυµα υποστρώµατος (Substrate Buffer) 

9)         Ένζυµο (φωσφορική παρα-νιτροφαινόλη, PNPP) 

10) Πιπέτα και πολυπιπέτα  

11) Φωτόµετρο για µέτρηση της οπτικής πυκνότητας  

 

∆ΙΑ∆ΙΚΑΣΙΑ :  

 

     ΣΤΑ∆ΙΟ 1Ο   

 

Προσθήκη αντισώµατος (IgG) στα φρεάτια της πλάκας το οποίο αραιώθηκε 

πριν την εφαρµογή σε Coating Buffer. Τα αντισώµατα παράγονται µε έγχυση του ιού 

(αντιγόνου) σε κάποιο ζώο (κουνέλι, κατσίκα) το  οποίο  στην   συνέχεια   

ενεργοποιεί  το  ανοσοποιητικό  του σύστηµα. Βέβαια προκειµένου να 

χρησιµοποιηθούν τα αντισώµατα του ζώου υφίστανται µια διαδικασία καθαρισµού. 

Ανάλογα µε το αντίσωµα που χρησιµοποιούµε υπάρχουν και διαφορετικές αραιώσεις. 

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκε η αραίωση που αναγράφεται στον Πίνακα 1. 



Αφού προσδιοριστεί ο συνολικός όγκος του Coating Buffer που θα χρειαστεί, µε 

βάση τον αριθµό των δειγµάτων γίνεται ο υπολογισµός του όγκου IgG µε την βοήθεια 

της εξίσωσης από τον νόµο της αραίωσης (CIgG  * V IgG = Ccoating buffer  * Vcoating buffer). 

Συνήθως καλύπτουµε τα 60 κεντρικά φρεάτια της πλάκας και όχι τα περιφερειακά. Σε 

κάθε φρεάτιο χρησιµοποιήθηκαν 100µl και η εφαρµογή τους γίνεται µε ειδική 

πολυπιπέτα («στρώσιµο της πλάκας»). Οι  πλάκες καλύπτονται µε ζελατίνα και 

τοποθετούνται για επώαση σε θερµοκρασία 37οC για 3 ώρες. Κατόπιν ακολουθεί 

πλύσιµο των πλακών µε PBS-Tween τουλάχιστον τρεις φορές αποµακρύνοντας  

οτιδήποτε δεν είχε προσκολληθεί στα τοιχώµατα των φρεατίων κατά τη διάρκεια της 

επώασης. Η διαδικασία αυτή πρέπει να γίνεται  µε   ιδιαίτερη   προσοχή   για   να   

µην   υπάρξει  επιστροφή  των σταγονιδίων στην πλάκα. Το PBS-Tween  παραµένει 

στις πλάκες για 2-3min. 

Παρασκευή PBS-Tween : για 10lt χρειάστηκαν 1lt PBS 10x, 10lt 

απεσταγµένο νερό και 5ml απορρυπαντικό Tween. 

Παρασκευή PBS : για 4lt θα χρειάστηκαν 8gr ΝaCl, 8gr KH2ΡΟ4, 56gr 

Na2ΗΡΟ4, 320gr KCl και 4lt απεσταγµένο νερό. 

 

 

 

 

Πίνακας 1: Αραιώσεις της IgG που χρησιµοποιήθηκε 

 

 

ΣΤΑ∆ΙΟ 2Ο  

 

Προετοιµασία και τοποθέτηση αντιγόνων (για τον κάθε ιό) στην πλάκα. 

Λειοτρίβηση 1-1.5gr φυτικού ιστού από το κάθε δείγµα µε 2,5ml PBS-Tween και 

Dieca 45%  και   τοποθέτηση  του   φυτικού   χυµού   σε   eppendorf   και 

φυγοκέντρηση τους 1min στις 14.000 rpm. Στη συνέχεια, 100µl από υπερκείµενο του 

φυτικού χυµού τοποθετούνται στην πλάκα (σε κάθε φρεάτιο υπάρχει και διαφορετικό 

ΙΟΣ ΑΡΑΙΩΣΗ  ΑΝΤΙΟΡΟΥ IgG ΣΕ Coating Buffer 

CΤV               1:1000 



δείγµα.). Στην τελευταία στήλη κάθε πλάκας προσθέτουµε τους µάρτυρες (θετικά-

µολυσµένα δείγµατα από τον συγκεκριµένο ιό που µελετάµε κάθε φορά και 

χρησιµοποιούνται ως µάρτυρες), τα αρνητικά (που είναι δηλαδή υγιή) και το διάλυµα 

εξαγωγής. Στην συνέχεια, οι πλάκες καλύπτονται  µε ζελατίνα και τοποθετούνται στο 

ψυγείο στους 4οC για 16-18 ώρες (όλη τη νύχτα). Σε αυτή τη φάση το αντιγόνο 

προσκολλάται στο αντισώµα που βρίσκεται ήδη προσκολληµένο στα φρεάτιο. 

Στο στάδιο αυτό κρατάµε πάντα ένα σχέδιο κάτοψης της πλάκας (Εικ. 1) για 

να µπορούµε να ξέρουµε τον αριθµό του δείγµατος που υπάρχει σε κάθε πηγάδι, για 

την αποφυγή τυχόν λαθών.    

 

          

                       Εικ. 1   Σχέδιο κάτοψης πλάκας ELISA. 

 

ΣΤΑ∆ΙΟ 3Ο  

 

Η µικροπλάκα ξεπλένεται µε PBS-Tween ώστε να αποµακρυνθούν οι 

ποσότητες του αντιγόνου που παραµένουν αδέσµευτες και ο φυτικός χυµός. Στη 

συνέχεια, προστίθεται το συζευγµένο IgG µε ειδικό ένζυµο (αλκαλική φωσφατάση) 

αραιωµένο σε PBS-Tween. Κατόπιν γίνεται τοποθέτηση 100µl σε κάθε φρεάτιο και 

επώαση για 3 ώρες στους 37οC, αφού πρώτα η πλάκα καλυφθεί  µε ζελατίνη. Σε αυτή 

την επώαση γίνεται πρόσδεση του συζεύγµατος στο αντιγόνο. 

  

ΣΤΑ∆ΙΟ 4Ο  

 

Στη συνέχεια η πλάκα ξεπλένεται µε PBS-Tween, όπως στο 1ο στάδιο. Στο 

τελευταίο αυτό στάδιο γίνεται η προσθήκη 100µl υποστρώµατος. Η παρασκευή του 



γίνεται λίγο πριν το τέλος του 3ου 
σταδίου. Το υπόστρωµα περιλαµβάνει την p-

nitrophenyl-phosphate (PNPP) σε αναλογία 1mg για κάθε ml του Substrate Buffer 

(του οποίου ο συνολικός όγκος έχει υπολογιστεί µε βάση τον αριθµό τω δειγµάτων). 

Κατά την επώαση των πλακών σε θερµοκρασία δωµατίου για 1-2 ώρες, υδρολύονται 

οι φωσφοδιεστερικοί δεσµοί του υποστρώµατος από την αλκαλική φωσφατάση και 

εµφανίζεται το κίτρινο χρώµα που δηλώνει την σύνδεση αντιγόνου µε το οµόλογο 

αντίσωµα.  Η µέτρηση της οπτικής πυκνότητας  γίνεται  µε   ειδικό  φωτόµετρο  στα  

405nm.  Το πείραµα θεωρείται επιτυχές όταν ο θετικός µάρτυρας αντιδρά 

(εµφανίζεται δηλαδή κίτρινο χρώµα) και ο αρνητικός µάρτυρας δεν αντιδρά. Αν τα 

δείγµατα που εξετάζουµε αντιδράσουν όπως και ο θετικός µάρτυρας συµπεραίνουµε 

ότι ταυτίζονται ορολογικά µε αυτόν. Θα πρέπει λοιπόν να ισχύει :    

 Χ>2y ή 3y για το µολυσµένο δείγµα   και  

Χ<2y ή 3y για το υγιές δείγµα 

  Όπου Χ= οπτική πυκνότητα αγνώστου δείγµατος και  

      y=  οπτική πυκνότητα υγιούς δείγµατος 

 

 

2.3.2 Μοριακές Μέθοδοι 

 

2.3.2.1 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυµεράσης (Polymerase chain 

reaction, PCR). 

  

Η PCR είναι µια εξειδικευµένη µέθοδος η οποία βασίζεται στην ικανότητα 

µορίων DNA να αναδιπλασιάζονται. Ο αναδιπλασιασµός αυτός στηρίζεται στην 

ιδιότητα της συµπληρωµατικότητας των οργανικών βάσεων του DNA, δηλαδή στην 

ικανότητα των αδενινών µιας αλυσίδας του DNA να σχηµατίζουν δεσµούς υδρογόνου 

µε τις θυµίνες της άλλης αλυσίδας και οι κυττοσίνες οµοίως να ενώνονται µε τις 

γουανίνες, επιτρέποντας έτσι τον σχηµατισµό ενός δίκλωνου µορίου.  

Η διαδικασία αναδιπλασιασµού ξεκινά µε µία αποελίκωση του δίκλωνου 

DNA για τον σχηµατισµό µονόκλωνων περιοχών (τοπική αποδιάταξη). Οι 

µονόκλωνες αυτές περιοχές λειτουργούν ως εκµαγεία σε προκαθορισµένες θέσεις για 

την βιοσύνθεση συµπληρωµατικών µορίων µονόκλωνου RNA. Τα µόρια αυτά 

λειτουργούν δηλαδή ως εκκινητές (primers) για την βιοσύνθεση του DNA, δηλαδή 



τον πολυµερισµό τριφωσφορικών νουκλεοσιδίων (dNTPs) σε νέες αλυσίδες DNA 

συµπληρωµατικές ως προς την αρχική πατρική. Η αντίδραση πολυµερισµού 

καταλύεται από ένα ολοένζυµο την DNA-εξαρτώµενη DNA πολυµεράση.  

Η PCR λοιπόν µιµείται αυτή την φυσική διαδικασία αναδιπλασιασµού του 

DNA. Αποδιατάσοντας την διπλή αλυσίδα DNA ενός µορίου (στην προκειµένη 

περίπτωση των ιών) και προσθέτοντας κατάλληλους εκκινητές κ.α, µπορεί να 

ανιχνεύει και να πολλαπλασιάζει τµήµατα του DNA ή RNA γονιδιώµατος στόχου και 

την ταυτοποίηση του εν’ λόγω ιού εφόσον το τµήµα του γονιδιώµατος που έχει 

επιλεγεί σαν στόχος υπάρχει στον οργανισµό (ιό) και µόνο και σε κανέναν άλλο. 

 

ΣΤΑ∆ΙΑ ΤΗΣ ΡCR 

 

α) Αποδιάταξη του DNA 

Στο στάδιο αυτό γίνεται η ολική, θερµική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA σε 

δύο µονόκλωνες αλυσίδες που πραγµατοποιείται συνήθως µε µία επώαση του 

µίγµατος στους 90-95οC για 30-60 δευτερόλεπτα. 

 

β) Επανασύνδεση του εκµαγείου µε τους εκκινητές  

Στο στάδιο αυτό πραγµατοποιείται η υβριδοποίηση των εκκινητών µε το 

εκµαγείο. Γίνεται η δέσµευση των εκκινητών σε κάποια περιοχή (αλληλουχία στόχο 

που έχουµε προκαθορίσει ως µοναδική για τον κάθε ιό. Κρίνεται λοιπόν απαραίτητη 

η γνώση της αλληλουχίας του DNA ή RNA στόχου) της µιας από τις δύο αλυσίδες η 

οποία είναι συµπληρωµατική στην ακολουθία βάσεων των εκκινητών. Ο κάθε 

εκκινητής δεσµεύεται σε  διαφορετική αλυσίδα και σε αντιπαράλληλη κατεύθυνση 

(από το 5’ προς το 3’ άκρο της αλυσίδας) σχηµατίζοντας έτσι ένα µικρό δίκλωνο 

τµήµα. Η επανασύνδεση γίνεται στους 40-70οC για 60 δευτερόλεπτα (ανάλογα µε το 

µήκος εκκινητών και την αλατότητα του διαλύµατος). 

 

γ) Επιµήκυνση των δεσµευµένων εκκινητών 

 

Η επιµήκυνση των εκκινητών  αρχίζει  από  το 3΄-ΟΗ  άκρο  τους  και 

καταλύεται από το ένζυµο Taq-πολυµεράση. Το ένζυµο αυτό πολυµερίζει τα 

µονοµερή dNTPs µέσω επώασης στους 72οC για 30-60s καταλήγοντας έτσι στην 



σύνθεση νέων τµηµάτων DNA, όπου το ένα άκρο (το 5’) συνιστά πάντοτε ο 

εκκινητής που έχει νουκλεοτιδική αλληλουχία συµπληρωµατική ως προς αυτή της 

µιας αλυσίδας του εκµαγείου.  

Ο κύκλος των παραπάνω σταδίων επαναλαµβάνεται 25 έως 35 φορές και 

ολοκληρώνεται µε µια επώαση στους 72οC για 10min.  

Η PCR πραγµατοποιείται σε ειδικές συσκευές, τους θερµοκυκλοποιητές που 

προγραµµατίζονται κατάλληλα ώστε η θερµοκρασία να µεταβάλλεται ταχύτατα και 

µε µεγάλη ακρίβεια. 

Η Taq-πολυµεράση προέρχεται από το θερµόφιλο βακτήριο Thermus 

aquaticus και έχει ως βέλτιστη θερµοκρασία τους 72οC και ο χρόνος ηµιζωής 

ανέρχεται στα 11 min στους 97.5οC, 40min στους 95οC και πάνω από 2 ώρες στους 

92.5οC. Η βέλτιστη τιµή pH κυµαίνεται µεταξύ 8.2 και 9.0 στους 25οC. Ως εκµαγείο 

χρησιµοποιείται το εκχύλισµα ασθενών φυτών. Οι εκκινητές είναι ο κύριος 

παράγοντας που καθορίζει την εξειδίκευση του προϊόντος της αντίδρασης. Η επιλογή 

τους λοιπόν είναι καθοριστική για την ακρίβεια και την απόδοση της PCR. Για να 

εξασφαλιστεί η εξειδίκευση της αντίδρασης προσπαθούµε να επιλέξουµε ως θέσεις 

δέσµευσης εκείνα τα σηµεία ενός εκµαγείου τα οποία εµφανίζουν την µεγαλύτερη 

µοναδικότητα ως προς την αλληλουχία των βάσεων τους. Η συγκέντρωση ιόντων 

Mg++ στο διάλυµα αντίδρασης είναι εξαιρετικά σηµαντική τόσο για την πιστότητα 

όσο και για την απόδοση της PCR. Επηρεάζει α) την ορθή αλληλουχιακά 

επανασύνδεση εκκινητών στο εκµαγείο  β) την  θερµοκρασία  διάστασης  των  

δίκλωνων µορίων DNA και γ) την αναγνώριση νουκλεοτιδίων από την πολυµεράση 

κ.α.  

Για την ανίχνευση των προϊόντων της PCR απαιτείται η ηλεκτροφόρηση των 

προϊόντων σε πήγµα αγαρόζης. Το πήγµα εµβαπτίζεται στη συνέχεια σε υδατικό 

διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου και επωάζεται σε θερµοκρασία δωµατίου για 30min. 

Κατά την διάρκεια επώασης το βρωµιούχο αιθίδιο εισχωρεί στο πήγµα, δεσµεύεται 

εκλεκτικά µεταξύ κατάλληλων βάσεων DNA και όταν ακτινοβοληθεί σε υπεριώδεις 

ακτίνες φθορίζει έντονα κάνοντας έτσι ορατό το DNA.  

Εκτός από την απλή PCR η οποία περιγράφηκε παραπάνω υπάρχουν και άλλα 

είδη PCR, όπως :  

1) Εστιασµένη PCR (Nested PCR) 

2) Ηµιεστιασµένη PCR (Semi Nested PCR) 

3) Πολλαπλή PCR (Multiplex PCR) 



4) RT-PCR (PCR µετά ανάστροφη µεταγραφή) 

5) BIO-PCR 

6) Ανοσοδέσµευση PCR (IC PCR) 

7) ∆έσµευση αποτυπώµατος PCR (PC PCR)    

 

2.4   Προετοιµασία φυτικού υλικού  

 

2.4.1  Πρωτόκολλο αποµόνωσης ολικού RNA 
 

 

1. Εκχύλιση του δείγµατος (300mg) σε 3ml διαλύµατος οµογενοποίησης (grinding 

buffer: 4Μ Θειοκυανιούχος γουανιδίνη, 0,2Μ NaOAc pH 5.2, 25mM EDTA, 5M 

KOAc, 6% PVP-30, Applichem) και φυγοκέντρηση του εκχυλίσµατος στις 

13.000rpm για 1 λεπτό. 

2. Μεταφορά 500µl από την υδάτινη φάση (υπερκείµενο) σε νέο µικροσωλήνα και 

προσθήκη 100µl 10% Ν-lauryl sarkosyl (40ml απιονισµένο ύδωρ, 4 gr Ν-lauryl 

sarkosyl). Ακολουθεί ανάδευση και επώαση στους 70οC για 10 λεπτά (ενδιάµεση 

ανάδευση ανά 2 λεπτά) και εν συνεχεία παραµονή του µικροσωλήνα στον πάγο 

τουλάχιστον για 5 λεπτά.  

3. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στις 13.000rpm 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. 

4. Φυγοκέντρηση στις 6.000rpm για 1 λεπτό και απόχυση του υπερκειµένου. Το 

ίζηµα επαναδιαλυτοποιείται σε 500µl διαλύµατος έκπλυσης (wash buffer: 10mM 

Tris-HCl, pH 7.5, 0,5mM EDTA, 50mM NaCl, 50% αιθανόλη) και ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 6.000rpm για 1 λεπτό. 

5. Το στάδιο έκπλυσης 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.  

6. Επώαση του διαλύµατος στους 70οC για 4 λεπτά (ενδιάµεση ανάδευση ανά 2 

λεπτά) και φυγοκέντρηση στις 14.000rpm για 3 λεπτά. Μεταφορά του 



υπερκείµενου σε νέο µικροσωλήνα και προσθήκη 1ml αιθανόλης 100% και 10ml 

οξικό νάτριο.  

7. Παραµονή του διαλύµατος στους –80οC όλη τη νύχτα για την κατακρήµνιση του 

RNA. Την εποµένη φυγοκεντρήθηκε στις 14.000rpm για 10 λεπτά, 

αποµακρύνθηκε η υδάτινη φάση και το ίζηµα παρέµεινε για στέγνωµα σε θάλαµο 

νηµατικής ροής. Η τελική παραλαβή του ολικού RNA έγινε µετά από 

επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 50µl ύδατος που είχε υποστεί µεταχείριση µε 

DEPC. Το rna  αποθηκεύεται στους – 80 οC 

 

2.5 Εφαρµογή µοριακών µεθόδων ανίχνευσης του ctv   

 

2.5.1   Ολιγονουκλεοτίδια . 

 

Οι συγκεκριµένοι ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές του CTV (Πίν. 2)  

δηµιουργήθηκαν βασιζόµενοι στις νουκλεοτιδικές αλληλουχίες της αποµόνωσης 

T385 (Y18420) (Al Viveset, 1999) και  σχεδιάστηκαν για να ενισχύσουν δυο γονίδια 

του CTV, την p23 και την CP. 

 

 

Όνοµα  Αλληλουχεία  (5`-3`) 

CTV-T385-P23-F ATGGATGATACTAGCGGACAA 

CTV-T385-P23-R TCAGATGAAGTGGTGTTCACG 

CTV-T385-CP-F ATGGACGACGAAACAAAGAAAT 

CTV-T385-CP-R TCAACGTGTGTTAAATTTCCCA 

 

Πίνακας 2.Συγκεκριµένοι ανοδικοί (F) and καθοδικοί (R) ολιγονουκλεοτιδικοί εκκινητές 

 

 

2.5.2  RT-PCR για την ανίχνευση των πρωτεϊνών του  CTV  
 

Για την εφαρµογή της RT-PCR ως εκµαγείο χρησιµοποιήθηκε εκχύλισµα 

ολικού RNA. Και οι δυο 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 DDT, 0,25mM από κάθε 



dNTP, 0,2µM εκκινητή CLSup και 0,4µM 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) και µία µονάδα  DynazymeTM II DNA πολυµεράση 

(Finnzymes, Finland). Τέλος, αφού το διάλυµα φτάσει στα 23µl µε την προσθήκη 

ύδατος που είχε υποστεί µεταχείριση µε DEPC, προστίθενται 2µl εκχυλίσµατος 

ολικού RNA (εκµαγείο).   

 

Η αντίδραση της RT-PCR πραγµατοποιήθηκε σε θερµοκυκλοποιητή 

(Mastercycler gradient, Eppendorf) σύµφωνα µε το ακόλουθο προφίλ: 

 

1. 47οC για 50́  και 50οC για 7΄, για την αντίστροφη µεταγραφή του RNA σε DNA 

2. 94οC για 4΄, για την µετουσίωση της αντίστροφης µεταγραφάσης  

3. 32 κύκλοι που περιλαµβάνουν τα εξής στάδια: 

i. 96οC για 40́ ΄. Aποδιάταξη του δίκλωνου εκµαγείου DNA 

ii.  52οC για 40́ ΄. Υβριδοποίηση των εκκινητών µε το εκµαγείο 

iii.  72οC για 1:30́ ΄. Επέκταση των εκκινητών 

iv. Ένα τελικό στάδιο επέκτασης στους 72οC για 2΄, για συµπλήρωση 

των ηµιτελών αλυσίδων. 

 

2.6   Ανίχνευση προϊόντων της RT-PCR (∆ιαδικασία ηλεκτροφόρησης 

αγαρόζης) 

 
 

 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 ΤΑΕ 1Χ (ΤΑΕ 50Χ για 1lt: 242 gr Tris-base, 57,1ml 

οξικό οξύ, 100ml EDTA pH 8.0). Μετά τη θέρµανση του διαλύµατος (άγαρ/ΤΑΕ 1Χ) 

για 2-3 λεπτά η πηκτή τοποθετήθηκε σε οριζόντια συσκευή ηλεκτροφόρησης. Μετά 

την πήξη της πηκτής η συσκευή πληρώθηκε µε ΤΑΕ 1Χ και ακολούθησε η φόρτωση 

των προϊόντων της RT-PCR. ∆έκα µl από το προϊόν της RT-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 δείκτης 



µοριακού βάρους ανά 100ζβ [Ladder 100 bases pair, (bp), BioLabsInc, New England, 

ΗΠΑ].  

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).  

 

2.7   Εξαγωγή προϊόντος PCR από την πηκτή αγαρόζη 
 
 

Αρχικά έγινε µια εστιασµένη PCR για κάθε ένα από τα δείγµατα τελικού 

όγκου 80µl. Ακολούθησε ηλεκτροφόρηση του προϊόντος σε πηκτή αγαρόζης 

(συγκέντρωση 1,5%) και η επιθυµητή ζώνη στα 312ζβ αποµακρύνθηκε µε 

αποστειρώµενη λεπίδα και τοποθετήθηκε σε µικροσωλήνα των 2ml.  

Η εκχύλιση του DNA πραγµατοποιήθηκε χρησιµοποιώντας ένα σύστηµα  

΄΄matrix gel extraction systeḿ́ (Marligen Bioscience, USA) σύµφωνα µε το 

ακόλουθο πρωτόκολλο. 

Οµογενοποίηση της πηκτής σε 30µl διαλύµατος διαλυτοποίησης (Gel 

Solubilization, L1) ανά 10mg πηκτής και προσθήκη 1/10 όγκου διοξειδίου του 

πυριτίου (SiO2, Silica Resin) για την δέσµευση του DNA. Ακολουθεί ανάδευση και 

επώαση του µικροσωλήνα σε υδατόλουτρο στους 50οC για 15 λεπτά, µε ενδιάµεση 

ανάδευση ανά 3 λεπτά. Αφού το διάλυµα της πηκτής διαλυτοποιηθεί πλήρως 

ακολουθεί µια ακόµη ανάδευση και επανατοποθέτηση του µικροσωλήνα στο 

υδατόλουτρο (50οC) για 5 λεπτά.  

Ακολουθεί φυγοκέντρηση του εναιωρήµατος για 30 δευτερόλεπτα στα 12.000 

g (rcf) και απόχυση του υπερκείµενου. Το ίζηµα επαναδιαλύεται στο διαλύµα L1 και 

φυγοκεντρήθηκε για 30 δευτερόλεπτα στα 12.000 g. Ακολούθησαν δυο πλυσίµατα µε 

το διάλυµα L2 (Washing buffer, 30µl/10mg πηκτής και φυγκέντρηση για 30 

δευτερόλεπτα στα 12.000 g), το οποίο περιέχει αιθανόλη, και στέγνωµα του ιζήµατος 

SiO2 µε το δεσµευµένο DNA σε θάλαµο νηµατικής ροής για 5-10 λεπτά.  

Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε ύδωρ που έχει υποστεί µεταχείριση µε DEPC και 

τοποθετείται για επώαση σε υδατόλουτρο στους 50οC για 5 λεπτά (µε µια ενδιάµεση 

ανάδευση) για την απελευθέρωση του DNA στο υδατικό διάλυµα. Το διάλυµα 

φυγοκεντρήθηκε στα 12.000 g για 30 δευτερόλεπτα και το υπερκείµενο µεταφέρθηκε 



σε νέο µικροσωλήνα 1,5ml. Το καθαρό αυτό προϊόν της εστιασµένης PCR 

χρησιµοποιήθηκε για απευθείας αλληλούχιση (direct sequencing).  

  

2.8 Φυλογενετική ανάλυση 
 

 

Για τη φυλογενετική ανάλυση χρησιµοποιήθηκαν αποµονώσεις του ctv  για της 

πρωτείνη  cp σε σύγκριση  µε τις ήδη δηµοσιευµένες αλληλουχίες του γονιδίου από 

αλλα στελέχη   . Για τη στοίχιση των αλληλουχιών αµινοξέων χρησιµοποιήθηκε το 

πρόγραµµα CLUSTAL-X (Thompson et al., 1997), ενώ η απεικόνιση του δένδρου 

έγινε µε το πρόγραµµα TreeView (Page, 1996) µε τη µέθοδο της ένωσης γειτόνων 

(Neighbor-joining analysis).  

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Κεφάλαιο 3. 
 

 
Αποτελέσµατα 

 
 
3.1 Oροθετική ανίχνευση του CTV  στους φυτικούς ιστούς  
 

Κύριος στόχος αυτής της πτυχιακής ήταν η ανίχνευση του ιού της τριστέτσας 

καθώς και ο προσδιορισµός των στελεχών που µπορεί να βρίσκονται σε µια περιοχή. 

∆ιακόσια δείγµατα εσπεριδοειδών συλλέχθηκαν µε τη βοήθεια της γεωργικής 

υπηρεσίας  του νοµού Χανίων της περιόδους (Οκτώβριος-Νοέµβριος) και (Μάρτιος-

Απρίλιος) σε τρεις διαφορετικές περιοχές α) Αγιά Χανίων (π.χ δείγµα 342)  β) Μόδι  

Χανίων (π.χ δείγµα Τi)  γ) Φουρνές Χανίων (π.χ δείγµα 802)  (Eικ.3.1και 3.3). 



Ο φρέσκος ιστός ελέχθητε αρχικά µε τη µέθοδο της ELISA, χρησιµοποιώντας 

ένα διαθέσιµο στο εµπόριο kit (PlantPrint, Valencia-Spain) µε τη χρήση της µεθόδου 

όπως περιγράφεται στα υλικά και µεθόδους. Οι τρυφεροί νέοι βλαστοί και κλάδοι µε 

τα ανεπτυγµένα φύλλα ελέχθησαν από τέσσερεις διαφορετικές πλευρές του 

δέντρου.Από τα διακόσια δείγµατα που συλλέγησαν συνολικά τα 146 βρέθηκαν 

θετικά στον ιό, και για ακόµη 4 τα αποτελέσµατα δεν ήταν σίγουρα (γραφ 1). 
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Εικόνα 3.1  Η δορυφορική εικόνα για το νησί της Κρήτης παρουσιάζει τις θέσεις των 
µολυσµένων δέντρων (Tj, 342 και 802) ως κόκκινα σηµεία, ενώ τα πράσινα σηµεία 
είναι οι τοµείς µη µολυσµένοι  που εξετάστηκαν επίσης από την ELISA. 
 
 

 



 

 
 
 
 

 

Εικόνα 3.3 Τα µολυσµένα δέντρα  µε ctv  κατά τη διάρκεια των περιόδων  
φθινόπωρο και άνοιξη από της περιοχές Αγιά ,Μόδι,Φουρνές Χανίων  
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Γράφηµα 1 :Απεικόνιση των αποτελεσµάτων της ELISA  

 

3.2. ∆ιάγνωση του CTV χρησιµοποιώντας τη µεθόδο RT-PCR 

 

 Τα  αβέβαια δείγµατα της ELISA  ελέχθησαν µε τη µέθοδο της RT-PCR για να 

επιβεβαιωθεί η προσβολη του ιού χρησιµοποιώντας ως µάρτυρα για το CTV ένα 

µολυσµένο δείγµα προερχόµενο από την Αθήνα (Μπενάκειο Φυτοπαθολογικό 

Ινστιτούτο) στοχεύοντας σε συγκεκριµένα πλήρη γονίδια την CP.H RT-PCR 

πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται στο κεφάλαιο 2 (2.5.2) χρησιµοποιώντας 

συγκεκριµένα ολιγονουκλεοτίδια (κεφάλαιο 2.5.1) µε την χρήση του ενζύµου 

primescript Takara 

Μετά την RT-PCR, τα προϊόντα του DNA  αναλύθηκαν σε ένα πήκτωµα 

αγαρόζης 1% το οποίο και έδωσε αποτελέσµατα µεταξύ των 500-750bp  όπου και 

ανήκει η καψιδιακή πρωτεΐνη (CP µεγέθους 780bp).  Αποτέλεσµα το οποίο δείχνει 

ότι τα δείγµατα είναι µολυσµένα µε  τον ιό του CTV (εικ 3.4)  

 



 

Εικόνα 3.4. Ανίχνευση του CTV  µε τη µέθοδο RT-PCR  χρησιµοποιώντας 

µολυσµένα δείγµατα για την CP πρωτεΐνη. 

 

 

 

3.3 Αποµόνωση γονιδίων του CTV  

 

Εφόσον έγινε η διαπίστωση του ιού, και τα δέντρα ήταν µολυσµένα 

χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της RT-PCR  µε τη χρήση των εκκινητών που 

σχεδιάστηκαν (κεφάλαιο  2.5.1)  και σε άλλα εννέα τυχαία δείγµατα µε σκοπό την 

αποµόνωση της καψιδιακής πρωτεΐνης και της ρ23 (εικ 3.5 και 3.6), για να βρεθεί η 

προέλευση των στελεχών της. Στη µέθοδο αυτή (περιγράφετε στο κεφάλαιο 2.5.2) 

χρησιµοποιήθηκε το ενζυµο LA Taq TaKaRa πολυµεράσης.και τα προϊόντα 

αποτυπώθηκαν σε ένα πήκτωµα αγαρόζης (εικ 3.5) 
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Εικόνα 3.5 απεικόνιση της cp  πρωτεΐνης διαφόρων δειγµάτων σε ένα πήκτωµα 

αγαρόζης  

 

P23 
 
 

 

 

 

 

3
2
5
0 

1 
8 
4 
8 

1
8
2
3 

3 
2 
8 
8 
 

3
4
2 

2
5
8
3 

2
5
6
6 

κ

α

ι

ν

ο 

1
8
2
5 

1
5
6
6 

3
2
6
0 

8
0
2 

Τ

ι 

 

Μ  
 
 
 
 

750 bp 
 

CP 

Μ 
2
5
8
3 

3
2
8
8 

2
5
6
6 

3
4
2 

8
0
2 

Τ

Ι 
1
8
8
1 



 

Εικόνα 3.6  απεικόνιση της ρ23  πρωτεΐνης διαφόρων δειγµάτων σε ένα πήκτωµα 

αγαρόζης  

 

 

3.4 Αποτελέσµατα αλληλούχισης  

 

Μετά την ηλεκτροφόρηση των πρωτεϊνών  σε πηκτώµατα  αγαρόζης 

ακολουθήθηκε η διαδικασία εξαγωγή τους  µε τη διαδικασία όπως περιγράφεται  

(κεφάλαιο 2.6.1), στη συνέχεια τα καθαρισµένα δείγµατα στάλθηκαν στο εργαστήριο 

της Λάρισας όπου και έγινε η ανάλυση του στα παρακάτω : 

 

Για την cp πρωτεΐνη  

 

Κωδικός δείγµατος  1848 

 

ATGAATCGAGAATCAGAACGCAATAAATCAACGTGTTTAAATTTCCCAAGC TGCC
TGACATTAGTAACTACGACCTCATCAGCCCCTCGCTTCTTTAATAATTGCTCTTTA
GCTTGTAAGTACACTGCACATTCTAAATCAGTCAAGCCAGCTCCGGTCAAGAAAT
CTGCACACAGGTAGTGATACCCGGCTGGAATTCCTGCATCTAACGGACGTCCACC
ATAACTCAAGTTGCGGTTCTGTCTACAAAAAGCCAAATAAAGGGCATCGTTAGTT
CTACCCCAGACTCGAAGGGCGTTAGTACGGTTACCAATACCCTTAGAGTTAAACA
CGACGTCTGTCCAAAGTTTGTCAGACAACTCCACTTCAACACCTTCCCGAGTGTA
CGTCACACCCGTGGTATCATCGTCGCTTTGTAATGATGAACTCTTAACTGCTAAAC
GATATAACATCATAGCTATGTGAAAGTCTTTATCTTTGTCAGGTAAGTTAGGATA
CTTCCCTTTCAAGGTAAGAAACAAATCTCTATTCAAAGCAGCATTCTGTTGGGTA
CCCAACTGACGCACATCGTTCATCGCTATCAGAGTCGGATCGATGTGTAAGTTTA
ACGAACCGAAAGAAGACTCAGCTGCAACAACATCGTCGCCTTCTTTCGTTTCCTT
GTTTTTGTTCTTCAATTTCTTTGTTTCGTCGTCCATAATTCAAACCTAGTAAAACA
AT 
 
Κωδικός δείγµατος  3288 
 
ATGAATCGAGAATCAGAACGCAATAAATCAACGTGTGTTAAATTTCCAAGC TGCT
GACATTAGTAACTACAACCTCATCAGCCCCTCGCTTCTTTAATAATTGCTCTTTAG
CTTGTAAGTACACTGCACATTCTAAATCAGTCAAGCCAGCTCCGGTCAAGAAATC
TGCACACAGGTAGTGATACCCGGCTGGAATTCCTGCATCTAACGGACGTCCACCA
TAACTCAAGTTGCGGTTCTGTCTACAAAAAGCCAAATAAAGGGCATCGTTAGTTC
TACCCCAGACTCGAAGGGCGTTAGTACGGTTACCAATACCCTTAGAGTTAAACAC
GACGTCTGTCCAAAGTTTGTCAGACAACTCCACTTCAACACCTTCCCGAGTGTAC
GTCACACCCGTGGTATCATCGTCGCTTTGTAATGATGAACTCTTAACTGCTAAAC
GATATAACATCATAGCTATGTGAAAGTCTTTATCTTTGTCAGGTAAGTTAGGATA
CTTCCCTTTCAAGGTAAGAAACAAATCTCTATTCAAAGCAGCATTCTGTTGGGTA
CCCAACTGACGCACATCGTTCATCGCTATCAGAGTCGGATCGATGTGTAAGTTTA



ACGAACCGAAAGAAGACTCAGCTGCAACAACATCGTCGCATTGGTTCGTTTCCTT
GTTTTTGTTTTCAATTTCTTGTTCGTCGGTCCCCATTAAAC 
 
 
Κωδικός δείγµατος  1825 
 
CGCTTTTTTAATAAATTGCTCTTTAGCTGAAAGTACACTGCACATTCTAATCAGTC
AAGCCAGCTCCGGTCAAGAAATCTGCACACAGGTAGTGATACCCGGCTGGAATT
CCTGCATCTAACGGACGTCCACCATAACTCAAGTTGCGGTTCTGTCTACAAAAAG
CCAAATAAAGGGCATCGTTAGTTCTACCCCAGACTCGAAGGGCGTTAGTACGGTT
ACCAATACCCTTAGAGTTAAACACGACGTCTGTCCAAAGTTTGTCAGACAACTCC
ACTTCAACACCTTCCCGAGTGTACGTCACACCCGTGGTATCATCGTCGCTTTGTAA
TGATGAACTCTTAACTGCTAAACGATATAACATCATAGCTATGTGAAAGTCTTTA
TCTTTGTCAGGTAAGTTAGGATACTTCCCTTTCAAGGTAAGAAACAAATCTCTATT
CAAAGCAGCATTCTGTTGGGTACCCAACTGACGCACATCGTTCATCGCTATCAGA
GTCGGATCGATGTGTAAGTTTAACGAACCGAAAGAAGACTCAGCTGCAACAACA
TCGTCGCTTTCGTTTCCTTGTTTTTGTTCTTCAATTTCTTTGTTTCGTCGTCCAT 
 
 
Κωδικός δείγµατος  TI 
 
ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAA GG
CGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATC
CGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGC
TTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGAC
AAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTT
CATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTG
TTGAAGTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGG
TATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTT
TACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAG
ATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGC
TGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTGTTG
AAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAA
TTTAACACACGTTGA 
 
Κωδικός δείγµατος  342 
 
ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAA GG
CGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATC
CGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGC
TTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCCGAC
AAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTT
CATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTG
TTGAAGTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGG
TATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTT
TACTTAGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAG
ATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGC
TGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTGTTG
AAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAA
TTTAACACACGTTGA 
 
Κωδικός δείγµατος  802 
 



ATGGACGACGAAACAAAGAAATTGAAGAACAAAAACAAGGAAACGAAAGAA GG
CGACGATGTTGTTGCTGCTGAGTCTTCTTTCGGTTCCGTAAACTTACACATCGATC
CGACTCTGATAACGATGAACGATGTGCGTCAGTTGAGTACTCAACAGAATGCTGC
TTTGAACAGGGACTTATTTCTTGCTCTGAAAGGGAAGTATCCTAACTTGCCTGAC
AAAGATAAGGACTTTCACATAGCTATGATGTTATACCGTTTAGCGGTTAAGAGTT
CATCATTGCAAAGTGATGATGACACCACGGGCATAACGTACACTCGGGAGGGTG
TTGAAGTAGATTTGTCTGACAAACTTTGGACCGACATCGTGTATAATTCTAAGGG
TATTGGTAACCGAACTAACGCCCTTCGAGTCTGGGGTAGAACTAACGATGCTCTT
TACTTGGCCTTTTGTAGACAGAACCGCAATTTGAGTTATGGCGGACGTCCGCTAG
ATGCAGGGATTCCGGCTGGGTATCATTATTTGTGTGCAGATTTCTTGACCGGAGC
TGGCTTGACTGATTTAGAATGTGCTGTGTACATACAAGCTAAAGAACAATTGTTG
AAAAAGCGAGGGGCTGATGAGGTTGTAGTTACTAATGTCAGGCAGCTTGGGAAA
TTTAACACACGTTGA 
 
 
 
Για την p23 πρωτεΐνη  

  

Κωδικός δείγµατος  TI  
 
ATGGATGATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCA
ACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAACGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGT
TTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCAATTAT
CAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAA
AACACGACAAGGCGCTCAAGACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAAT
CTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTATTTGAACAA
AAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTG
TACACCAAGGAAAGGCAATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACG
AGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACTCCGGAACATTATA
AATTCGGTATGACTGCTAAGGCAATGTTACCGGACATCAACGCCGTAGACGTTGG
TGATAACGAGGAAACTTCGTCGGAGTACCCAGTGAGTCTGAGTGTTTCTGGCGGA
GTTCTCCGTGAACACCACTTCATCTGA 
 
 
Κωδικός δείγµατος  342 
 
ATGGATGATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCA
ACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAACGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGT
TTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCAATTAT
CAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAA
AACACGACAAGGCGCTCAAGACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAAT
CTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTATTTGAACAA
AAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTG
TACACCAAGGAAAGGCAATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACG
AGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACTCCGGAACATTATA
AATTCGGTATGACTGCTAAGGCAATGTTACCGGACATCAACGCCGTAGACGTTGG
TGATAACGAGGAAACTTCGTCGGAGTACCCAGTGAGTCTGAGTGTTTCTGGCGGA
GTTCTCCGTGAACACCACTTCATCTGA 
 
 
 
 
 



Κωδικός δείγµατος  802 
 
 
 
ATGGATGATACTAGCGGACAAACTTTCGTTTCTGTGAACCTTTCTGACGAAAGCA
ACACGGCAAGCACTAAAGTTGAAAACGTAAAATCGGAAGCGGATCGCTTGGAGT
TTTTACGTAAAATGAATCCCTTTATTGTTGACGCTCTGGTGCGGAAAACCAATTAT
CAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAGAATAATAGGAGTGTGCGTGGATTGTGGTAGAA
AACACGACAAGGCGCTCAAGACTGAACGTAAGTGTAAGGTCAACAATACGCAAT
CTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTGATGCACGATCCCGTTAAGTATTTGAACAA
AAGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCGATTGAATTGGTTTTG
TACACCAAGGAAAGGCAATTGGCGGTCGATTTAGCCGCTGAAAGGGAGAAGACG
AGACTGGCTCGTAGACACCCAATACGTTCTCCGGAAGAAACTCCGGAACATTATA
AATTCGGTATGACTGCTAAGGCAATGTTACCGGACATCAACGCCGTAGACGTTGG
TGATAACGAGGAAACTTCGTCGGAGTACCCAGTGAGTCTGAGTGTTTCTGGCGGA
GTTCTCCGTGAACACCACTTCATCTGA 
 
 
Κωδικός δείγµατος  1881 
 
TTTTTACGAAAAAAAGACCCCTTTATRATCGYCGCTTTGGTACGGAAAACCAATT
ATCAGGGTGCTCGCTTTCGCGCAAAAATAATAGGAGTATGCGTAGATTGTGGTAG
AAAACACGATAAGGGGTTGAAGACCGAACGTAAATGTAAGGTCAATAATAC ACA
GTCTCAGAACGAGGTGGCGCATATGTTAATGCACGATCCCGTTAAGTATTTAAAT
AAAGGAAAGGCTAGAGCCTTTTCTAACGCAGAGATGTTTGCAATCGATTTGGTTA
TGTACACCAAGGAAAAGCAGTTGGCGGTTAATTTGGCCGCTGAAAGGGAGAAGA
CGAGACTGGCTRGTAGACACCCGATGCGTTCTCCGGAAGAAACTCCGGAATTCTA
TAAATTCGGTATAACTGCTAAAGCAACGTTACCGAACATCAACGCTGTGGACGTT
GGTGATAACGAGGACACTTRGTCGGAGTACCCAGTGAGTCTGAGT   
 
 
 
 
 
3.5 ∆ηµιουργία φυλογενετικού δέντρου.  
 
Για τη δηµιουργία του φυλογενετικού δέντρου χρησιµοποιήθηκαν οι αναλύσεις των 
αλληλουχιών (κεφ 3.4) σε συνδυασµό µε τη χρήση των  προγραµµάτων Clastalx και  
Tree ViewX . ∆ηµιουργήθηκε ένα δέντρο µόνο για την cp πρωτεΐνη εφόσον οι 
κωδικοί των δέντρων είναι οι ίδιοι(εικ 3.7). 
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Εικόνα  3.7   φυλογενετικό δέντρο που δηµιουργήθηκε βάση των αποµονώσεων της 
cp πρωτεΐνης. Οι αριθµοί είναι τα δέντρα που µελετήθηκαν και οι χώρες µε τους 
κωδικούς είναι γνωστές αλληλουχίες από το ncbi 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

Κεφάλαιο 4 
 
 
 

Συζήτηση 
 
 
 

   Σκοπός αυτής της πτυχιακής ήταν  η µελέτη, η διάγνωση και η 

φυλογενετική προέλευση του ιού Citrus tristeza virus (CTV) από δείγµατα 

εσπεριδοειδών που συλλέχτηκαν στο νοµό Χανίων. 

   Τα αποτελέσµατα από τη µέθοδο της ELISA έδειξαν ότι υπήρξε µόλυνση 

από τον ιό CTV σε ποσοστό εµφάνισης 80%.. Για επαλήθευση των αποτελεσµάτων 

αυτών εφαρµόστηκε η µέθοδος της PCR η οποία είναι κατά 1000 φορές µεγαλύτερης 

ευαισθησίας από τη µέθοδο της ELISA. Τα δεδοµένα που προέκυψαν από την 

εφαρµογή της PCR ήταν θετικά στον ιό του CTV. 

  Μετά την επαλήθευση της ασθένειας, φυτικό υλικό από τυχαία µολυσµένα 

δέντρα χρησιµοποιήθηκαν µε σκοπό την αποµόνωση και την αλληλούχηση των 

γονιδίων CP και p23. Οι πρωτεΐνες αυτές προτιµήθηκαν σε σχέση µε άλλα µέρη του 

γονιδιώµατος διότι η καψιδιακή πρωτεΐνη (CP)  α) αποτελεί την πρωτεΐνη παραγωγής 

των αντισωµάτων ενάντια στους ιούς β) είναι µοναδική για κάθε ιό και η πιο 

µελετηµένη πρωτεΐνη καθώς αποτελεί το γονίδιο µε το οποίο πραγµατοποιούνται οι 

κατατάξεις ενός ιού σε κάποιο γένος µε βάση τη φυλογενετική ανάλυση και γ) στη 

βάση δεδοµένων υπάρχει µεγάλος αριθµός διαθέσιµων αλληλουχιών.  Οµοίως και για 

την p23, επιλέχθηκε καθώς είναι µοναδική πρωτεΐνη του CTV σε σχέση µε άλλους 

ιούς του γένους Closterovirus και εµφανίζει επίσης και ιδιότητες δέσµευση RNA.  

Τέλος στην παρούσα πτυχιακή µετά τη αλληλουχία της CP από τα δείγµατα 

κατέστει δυνατή η δηµιουργία ενός φυλογενετικού δέντρου. Στο δέντρο αυτό 

προστέθηκαν οι αλληλουχίες  από την περιοχή της Αγιάς Χανίων (342,1848,3288), 

Μόδι Χανίων (Τi) Φουρνές Χανίων (802) και από τη βάση δεδοµένων του NCBI  

διάφορες χώρες µε προσβολές από ctv  έτσι ώστε τα αποτελέσµατα να µπορούν να 

είναι συγκρίσιµα. 



Στο φυλογενετικό δέντρο φάνηκε ότι στην περιοχή της Αγιάς έχουµε τέσσερα  

διαφορετικά στελέχη βάση  τριών  δειγµάτων. Το 342 δείγµα είναι ανάµεσα στα 

στελέχη του Ιταλικού και του Ισπανικού κάτι το οποίο και ήταν αναµενόµενο εφόσον 

γνωρίζουµε ότι η χώρα µας κάνει το µεγαλύτερο µέρος των εισαγωγών της σε 

σπόρους και µοσχεύµατα από αυτές τις χώρες. Τα δείγµατα όµως 1848 και 3288 

δείχνουν να πλησιάζουν το Χαβανέζικο και το Μεξικάνικο στέλεχος κάτι που δεν έχει 

ξανά αναφερθεί στην Ελλάδα. Η ποικιλοµορφία των στελεχών σε µια περιοχή δεν 

οφείλεται µόνο στα µοσχεύµατα από της χώρες προέλευσης αλλά κυρίως στις αφίδες 

που µεταφέρουν το µόλυσµα. 

Τα υπόλοιπα δείγµατα από τις άλλες δυο περιοχές (802-Φουρνές,Τi-Μόδι) 

είναι ανάµεσα στα Ιταλικά και τα Ισπανικά στελέχη κάτι που όπως προαναφέρθηκε 

είναι αναµενόµενο και ίσως να µην  έχουµε µεγάλη ποικιλοµορφία λόγω της 

µικρότερης έκτασης που καλλιεργούνται τα  εσπεριδοειδή στις περιοχές αυτές, αλλά 

και των καιρικών συνθηκών που δεν ευνοούν ιδιαίτερα την εξάπλωση των εντόµων 

µετάδοσης της ασθένειας. 
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