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ΣΥΝΟΨΗ ΠΕΠΡΑΓΜΕΝΩΝ ΠΡΑΞΗΣ 

Σκοπός της πράξης ήταν ο χαρακτηρισμός γονιδίων που σχετίζονται με την ανοσολογική 
απόκριση του λαβρακιού σε μόλυνση από τον ιό της νευρικής νέκρωσης ιχθύων (b-nodavirus) 
και η ανάπτυξη μοριακού εργαλείου (PCR μικροσυστοιχίας) για τον προσδιορισμό 
γονιδιακών μεταβολών που σχετίζονται με την ανθεκτικότητα του λαβρακιού έναντι της 
Ιογενούς Νευρικής Νέκρωσης. 

Οι στόχοι της Πράξης αφορούν τον  προσδιορισμό γονιδίων που διαφοροποιούν την 
έκφρασή τους μετά από ιική μόλυνση συμβάλλοντας στην επιβίωση του του λαβρακιού. Η 
αξιοποίηση αυτής της γνώσης χρησιμοποιήθηκε για το σχεδιασμό ειδικών δοκιμασιών για τα 
γονίδια και την ανάπτυξη μοριακών εργαλείων για την πρόβλεψη της ανθεκτικότητας ενός 
ομοιογενούς πληθυσμού ατόμων (π.χ. από συγκεκριμένες οικογένειες) και την επιβίωσή τους 
μετά από φυσική ή πειραματική μόλυνση.  



                                                                                      

Με τη συγχρηματοδότηση της Ελλάδας και της Ευρωπαϊκής Ένωσης 

 

 

Μεθοδολογία: Η Πράξη υλοποιήθηκε σε 7 πακέτα εργασίας, χρησιμοποιώντας οικογένειες 
λαβρακιών που διατηρούνται από την εταιρεία Νηρέας Α.Ε. στο πλαίσιο του Προγράμματος 
Γενετικής Βελτίωσης που εφαρμόζει. Μολυσματικό στέλεχος του ιού b-nodavirus παρήχθη 
σε μεγάλη ποσότητα και χρησιμοποιήθηκε για  πειραματικές μολύνσεις διαφορετικών 
οικογενειών λαβρακιών. Με βάση τα αποτελέσματα ανθεκτικότητας/ευαισθησίας στον ιό 
επελέγησαν οι οικογένειες που χρησιμοποιήθηκαν στη γονιδιακή ανάλυση. 
Πραγματοποιήθηκε αλληλούχιση RNA επόμενης γενεάς (NGS) σε δείγματα που 
απομονώθηκαν σε προκαθορισμένο χρόνο μετά τη μόλυνση λαβρακιών των επιλεγμένων 
οικογενειών από τον ιό. Εκτεταμένη βιοπληροφορική ανάλυση οδήγησε στην ταυτοποίηση 
γονιδίων τα οποία διεγείρονται μετά από μόλυνση με τον ιό μέσω ελέγχου του 
μεταγραφώματος. Από το σύνολο των γονιδίων που προέκυψαν, επιλέχθηκαν 48 γονίδια 
ενδεικτικά για την ανθεκτικότητα των λαβρακιών στον ιό και σχεδιάστηκαν ειδικοί εκκινητές 
για τον προσδιορισμό τους. Ο σχεδιασμός και η βελτιστοποίηση αντιδράσεων ποσοτικής PCR 
(πολλαπλασιασμός ειδικών αλληλουχιών) οδήγησε στην ανάπτυξη του μοριακού εργαλείου 
PCR μικροσυστοιχίας για την εκτίμηση της ανθεκτικότητας λαβρακιών στον ιό b-nodavirus. 

Αποτελέσματα και αξιολόγηση αυτών σε σχέση με τους τεθέντες στόχους: Η χρήση του 
μολυσματικού στελέχους του ιού b-nodavirus (γονότυπος RGNNV) για την πειραματική 
επιμόλυνση οικογενειών λαβρακιών διαφορετικής ανθεκτικότητας στον ιό είχε ως 
αποτέλεσμα τον ακριβή προσδιορισμό των χρονικών σημείων μέγιστης ανοσολογικής 
ενεργότητας των λαβρακιών. Ως αποτέλεσμα, ελήφθησαν δείγματα για τον προσδιορισμό 
της διαφοροποίησης στην έκφραση γονιδίων που σχετίζονται με την ανθεκτικότητα σε 
χρονικά ‘παράθυρα’ που έχουν μεγάλη ακρίβεια για την εξαγωγή αξιόπιστων 
αποτελεσμάτων. Διαπιστώθηκε ότι, τα χρονικά σημεία όπου συγκεντρώνονται οι 
περισσότερες ανοσολογικές αποκρίσεις των μολυσμένων ιχθύων είναι 3 ώρες, 2 και 14 μέρες 
μετά τη μόλυνση. Σε αυτά τα χρονικά σημεία, διαπιστώθηκε ότι 9 γονίδια υπερ-εκφράζονται 
αποκλειστικά στην ανθεκτική οικογένεια ενώ 5 γονίδια υπερ-εκφράζονται αποκλειστικά στην 
ευαίσθητη  οικογένεια λαβρακιών που έχουν επιμολυνθεί με το ιό. Αντίστοιχα, τα γονίδια 
που υπό-εκφράζονται αποκλειστικά στην ευαίσθητη οικογένεια είναι 10 ενώ στην ανθεκτική 
είναι 2. Προκειμένου να σχηματιστεί μια πιο ολοκληρωμένη εικόνα για τα γονίδια που 
σχετίζονται με την ανθεκτικότητα στην ασθένεια προσδιορίστηκαν ανάλογα τα γονίδια που 
διαφοροποιούνται στις δύο οικογένειες απουσία μόλυνσης. Αυτά τα αποτελέσματα, 
οδήγησαν στην επιλογή γονιδίων που δυνητικά είναι δείκτες ανθεκτικότητας ή ευαισθησίας 
των λαβρακιών στον ιό NNV. 
Για την παραγωγή του μοριακού εργαλείου της μικροσυστοιχίας qPCR επιλέχθηκε η μορφή 
πλάκας που περιέχει 96-φρεάτια (96-well plate), καθώς είναι συμβατή με ένα μεγάλο αριθμό 
μηχανημάτων qPCR προκειμένου να δημιουργηθεί ένα εργαλείο ανάλυσης που θα έχει 
δυνατότητα εφαρμογής σε μεγάλο εύρος ερευνητικών ή/ και εμπορικών εργαστηρίων, με 
χαμηλό κόστος. Επιλέχθηκαν 45 γονίδια και σχεδιάστηκαν οι αλληλουχίες των ειδικών 
εκκινητών, καθώς και οι συνθήκες της αντίδρασης. Η πρότυπη μικροσυστοιχία qPCR 
κατασκευάστηκε από εξειδικευμένο πάροχο. 
Προχωρήσαμε στην ανάλυση δειγμάτων ιχθύων και διαπιστώσαμε ότι η εφαρμογή ενός 
δείγματος ιχθύος άγνωστης ανθεκτικότητας και κατάστασης μόλυνσης στην 
μικροσυστοιχία qPCR που αναπτύχθηκε στα πλαίσια του παρόντος έργου μπορεί να 
οδηγήσει στην αναγνώριση του φαινοτύπου ανθεκτικότητας εάν αναλυθεί παράλληλα με 
χαρακτηρισμένα δείγματα που ανήκουν στον ανθεκτικό ή τον ευαίσθητο φαινότυπο. 
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Επιπτώσεις στην Ελληνική και, ενδεχομένως, διεθνή υδατοκαλλιέργεια: Η κατασκευή του 

μοριακού εργαλείου προσδιορισμού της ανθεκτικότητας στον ιό b-nodavirus θα μπορούσε 

να συμβάλει καταλυτικά στη βελτίωση της επιλογής ιχθύων προς εκτροφή για την αποφυγή 

απωλειών εξαιτίας ιικής μόλυνσης της ιχθυοκαλλιέργειας. Επίσης, η παραγωγή του b-

nodavirus σε μεγάλη κλίμακα και η ακόλουθη πειραματική επιμόλυνση οικογενειών 

λαβρακιών διαφορετικής ανθεκτικότητας στον ιό (που προέκυψαν από γενετικό 

χαρακτηρισμό) είχε ως αποτέλεσμα τη δημιουργία μιας πολύτιμης βιοτράπεζας δειγμάτων 

για την παρακολούθηση της εξέλιξης της επιμόλυνσης του ιού στο λαβράκι. Η διάρκεια του 

πειραματισμού και τα χρονικά σημεία λήψης δειγμάτων επιτρέπουν την ανάλυση 

μηχανισμών δράσης του ιού που μπορούν να οδηγήσουν στην ανάπτυξη νέων προσεγγίσεων 

για την καταπολέμησή του. 

Τελικά Συμπεράσματα : Η εκτέλεση του φυσικού αντικειμένου της Πράξης, όπως είχε 

περιγραφεί, οδήγησε στον προσδιορισμό συγκεκριμένων γονιδίων που δυνητικά είναι 

δείκτες ανθεκτικότητας ή ευαισθησίας των λαβρακιών στον ιό NNV. Χρησιμοποιώντας αυτά 

τα γονίδια παρήχθηκε μοριακό εργαλείο μικροσυστοιχίας qPCR, το οποίο μετά από 

κατάλληλη δοκιμή έδειξε ότι μπορεί να οδηγήσει στην αναγνώριση του φαινοτύπου 

ανθεκτικότητας εάν αναλυθεί παράλληλα με χαρακτηρισμένα δείγματα που ανήκουν στον 

ανθεκτικό ή τον ευαίσθητο φαινότυπο.  

 


