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Περίλθψθ 
 
 

     τθ παροφςα μελζτθ, διερευνικθκαν οι αλλθλουχίεσ τθσ ενδομεταγραφόμενθσ 

περιοχισ (ITS) του πυρθνικοφ ριβοςωμικοφ DNA (nrDNA) από πζντε είδθ του γζνουσ 

Salvia. Θ περιοχι ITS (ITS1, 5.8S και ITS2) του πυρθνικοφ γονιδιϊματοσ,  ενιςχφκθκε 

με τθν τεχνικι τθσ PCR χρθςιμοποιϊντασ κακολικοφσ εκκινθτζσ. τθ ςυνζχεια, τα 

προϊόντα τθσ αντίδραςθσ PCR κλωνοποιικθκαν και αλλθλουχικθκαν. Διερεφνθςθ 

τθσ βάςθσ δεδομζνων ζδειξε ότι τόςο οι ITS1 όςο και οι ITS2 αλλθλουχίεσ 

παρουςιάηουν ςθμαντικι ομολογία (<91%) αποκλειςτικά με είδθ του γζνουσ Salvia. 

Φυλογενετικι ανάλυςθ με βάςθ τισ αλλθλουχίεσ τθσ περιοχισ ITS2 ι τθσ ITS1 ζδειξε 

ότι υπιρχε ςθμαντικι γενετικι απόκλιςθ μεταξφ των διάφορων ειδϊν του γζνουσ 

Salvia. Άτομα του ιδίου είδουσ όπωσ θ S. fruticosa εμφάνιςαν παραλλακτικότθτα. 

Επιπλζον, αναλφκθκε θ δευτεροταγισ δομι των περιοχισ ITS1 και τθσ ITS2 με τθ 

χριςθ του λογιςμικοφ LocaRNA-P. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι θ ςυναινετικι 

δευτεροταγισ δομι τθσ περιοχισ ITS1 και τθσ ITS2 παρείχε πλθροφορίεσ για τον 

εντοπιςμό αντιςτακμιςτικϊν πολυμορφιςμϊν, οι όποιεσ δεν επθρεάηουν τθ 

δευτεροταγι δομι και οι οποίεσ ςυνειςφζρουν ςτθ διάκριςθ τόςο των 

φυλογενετικά κοντινϊν όςο των φυλογενετικά απομακρυςμζνων ειδϊν του γζνουσ 

Salvia. 
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Summary 
 

 

In our study, the ITS (ITS1, 5.8S και ITS2) sequences from five  taxonomically 

characterized species of the genus Salvia (S. fruticosa, S.officinalis, S. calycina, 

S.aethiopis, S. hispanica) were analyzed. The ITS region was successfully amplified 

from these samples using universal primers and reaction conditions. The amplified 

products were cloned and subsequently sequenced. BLASTN  analysis revealed that 

all the ITS2 or the ITS1 region showed high sequence homology (<91%) with Salvia 

species whereas individual plants belonging to the same species (e.g.S. fruticosa) 

displayed over 99.5% identity. Phylogenetic analysis based on ITS1 or ITS2 

demonstrated that there was significant divergence among the examined Salvia 

species. Searches in the ITS2 database revealed demonstrated that both ITS1 and 

ITS2 sequences contained all the predicted conserved motifs. Secondary structure 

analysis of ITS2 and ITS1 regions provided the means to identify common structural 

domains and compensatory base changes enabling thus the discrimination among 

phylogenetically closed and diverge   Salvia species. 
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1. ΕΙΑΓΩΓΘ 

 

1.1 Σα ριβοςώματα 

 

 Σα ριβοςϊματα είναι πολφπλοκα κυτταρικά οργανίδια, αποτελοφμενα από 

RNAs και πρωτεΐνεσ, τα οποία καταλφουν τθ μετατροπι τθσ γενετικισ πλθροφορίασ 

(mRNAs) ςε πρωτεΐνεσ. Σα ριβοςϊματα απαντϊνται ςε όλουσ τουσ οργανιςμοφσ, 

ωςτόςο θ ςφςταςθ τουσ και θ δομι τουσ ποικίλει ςθμαντικά μεταξφ των 

ευκαρυωτικϊν και προκαρυωτικϊν οργανιςμϊν, χωρίσ αυτό να ςθμαίνει ότι αυτζσ 

οι διαφορζσ ςχετίηονται με λειτουργικζσ διαφορζσ. Για παράδειγμα θ μοριακι μάηα 

του ριβοςϊματοσ ςτα ανϊτερα ευκαρυωτικά κφτταρα είναι 4,3MDa ενϊ ςτα 

βακτιρια είναι 2,3MDa. Σα ριβοςϊματα των ευκαρυωτικϊν κυττάρων είναι γνωςτά 

ωσ 80S και αποτελοφνται από δυο υπομονάδεσ, τθν 40S και τθν 60S γνωςτζσ ωσ 

μικρι και μεγάλθ υπoμονάδα αντίςτοιχα (Εικόνα 1). ( Melnikov et al., 2012) 

 

 

        
 
Εικόνα 1.  χθματικι αναπαράςταςθ κρυςταλλικισ δομισ του 80S ριβοςϊματοσ και των 40S και 60S 
υπομονάδων  
 

 τα ευκαρυωτικά κφτταρα, οι ριβοςωμικζσ υπομονάδεσ αποτελοφνται από 

πρωτεΐνεσ και ριβοςωμικά RNAs. Σο ποςοςτό των ριβοςωµικϊν RNAs, (rRNAs), 

καταλαµβάνει περίπου το  65 % του ριβοςϊµατοσ ενϊ το υπόλοιπο, αποτελείται 

από πρωτεΐνεσ. Για παράδειγμα, ςτο Sacharomyces cerevisae θ 60S υπομονάδα 

αποτελείται από 46 πρωτεΐνεσ και τρεισ τφπουσ RNA (28S, 5S και 5.8S rRNA)  ενϊ θ 

40S υπομονάδα από 33 πρωτεΐνεσ και ζνα τφπο RNA (18S rRNA). Θ μικρι 

υπομονάδα του ριβοςϊματοσ τθσ E.coli αναφζρεται ωσ 30S και αποτελείται από 
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ζνα τφπο RNA (16S rRNA) και 21  πρωτεΐνεσ. Θ μεγάλθ υπομονάδα αποτελείται από 

34 πρωτεΐνεσ και δφο τφπουσ RNA (16S rRNA και  5S rRNA) )  (Melnikov et al., 2012).    

 

1.2 Σα γονίδια του πυρθνικοφ ριβοςωμικοφ rDNA  

 

 τα φυτά και ςτουσ άλλουσ ανϊτερουσ οργανιςμοφσ, τα γονίδια που 

κωδικοποιοφν τα 18S, 5.8S και 28S rRNA βρίςκονται το ζνα δίπλα ςτο άλλο με τθ 

ςειρά 18S-5.8S-28S. Οι νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ που βρίςκονται μεταξφ του 18S 

γονιδίου και του 5.8S  γονιδίου αναφζρονται ωσ ενδομεταγραφόμενθ περιοχι 1 

(Internal Transcribed Spacer 1, ITS1) του πυρθνικοφ ριβοςωμικοφ  DNA, ενϊ οι 

αλλθλουχίεσ DNA που βρίςκονται μεταξφ του γονιδίου 5.8S και του γονιδίου  28S  

αναφζρονται ωσ ενδομεταγραφόμενθ περιοχι 2 (Internal Transcribed Spacer 2, 

ITS2) του πυρθνικοφ ριβοςωμικοφ (nr) DNA (Εικόνα 2).  

 Σα αντίγραφα  του rDNA (18S-5.8S-28S) επαναλαμβάνονται εκατοντάδεσ ι 

και χιλιάδεσ φορζσ, ανάλογα με τον οργανιςμό, ςε διάταξθ κεφαλι – ουρά. Κάκε 

αντίγραφο rDNA διαχωρίηεται από το γειτονικό του ςτθ ςυςτοιχία με μία 

αλλθλουχία νουκλεοτιδίων, θ οποία αναφζρεται ωσ διαγονιδιακι περιοχι 

(Intergenic Spacer, IGS, ι not transcribed spacer NTS) (Εικόνα 2) (Poczai and 

Hyvönen, 2010).  

 

Εικόνα 2. Σρεκαηηθή παξνπζίαζε ηεο πεξηνρήο rDNA(18S-5.8S-28S)  ζτα θπηά. (α) Η ζέζε ηου rDNA 

ςτα χρωμοςϊματα των φυτϊν  (β) ςυςτοιχίεσ  του rDNA .  
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 Σα αντίγραφα του rDNA είναι οργανωμζνα ςε δφο ι περιςςότερεσ ςυςτάδεσ 

και απαντϊνται ςε δφο ι περιςςότερεσ κζςεισ ςτα χρωμοςϊματα ςχθματίηοντασ 

τον οργανωτι πυρθνίςκο  (nucleolar organizer) που είναι θ βάςθ τθσ δομικισ 

οργάνωςθσ του πυρθνίςκου, μιασ δομισ του πυρινα (Εικόνα 3) (Griffor et al., 1991).  

 

Εικόνα 3. Μεταφαςικά χρωμοςϊματα από 15 είδθ φυτϊν (Α-Ο) μετά από in situ υβριδιςμό με 
ανιχνευτι το 45S rDNA. Σα χρωμοςϊματα ζχουν χρωματιςτεί με DAPI και φαίνονται να ζχουν ζνα ροη 
χρϊμα. Θ κζςθ των 45S  rDNA ςτα χρωμοςϊματα φαίνεται ωσ μια κίτρινο-πράςινθ κθλίδα.   
 
 

 Σα rDNAs  μεταγράφονται από τθν πολυμεράςθ Ι (PolI), παράγοντασ ζνα 

πρόδρομο RNA (45s per-rRNA) μεγζκουσ 8-14Kb ανάλογα με τον οργανιςμό (Εικόνα 

4). Θ περιοχι ζναρξθσ τθσ μεταγραφισ εδράηεται ανωφερικά του 5’ άκρου του 18S 

rDNA και το πρόδρομο RNA περιλαμβάνει τισ αλλθλουχίεσ του 18S, ITS1, 5.8S, ITS2, 

28S rDNA και ζνα μζροσ τθσ περιοχισ ΕΣS. 
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Εικόνα 4. χθματικι αναπαράςταςθ του  45S rRNA γονιδίου. NTS: Μθ μεταγραφόμενθ περιοχι, 
επίςθσ γνωςτι ωσ θ διαγονιδιακι περιοχι. ETS: εξωτερικι μεταγραφόμενθ περιοχι. ITS: 
ενδομεταγραφόμενθ περιοχι. Θ κζςθ ζναρξθ μεταγραφισ  (Gene promoter ).  
 
 
 

 To πρόδρομο  RNA υπόκεινται ςε επεξεργαςία (απομάκρυνςθ τθσ περιοχισ 

ITS1 και ITS2) μζςω τθσ δράςθσ RNA ενδονουκλεαςϊν ςε κακοριςμζνεσ κζςεισ των 

περιοχϊν ITS1 και ITS2. τθ ςυνζχεια θ δράςθ των ενδονουκλεαςϊν οδθγεί ςτον 

ςχθματιςμό των ωρίμων 18S, 5.8S και 28S rRNA (Εικόνα 5). Επίςθσ, κατά τθν 

επεξεργαςία του προδρόμου RNA οριςμζνεσ από τισ βάςεισ του 18S και του 28S 

rRNA υπόκεινται ςε τροποποιιςεισ (π.χ. μεκυλίωςθ) (Mullineux and Hauser, 2009). 

 

 
Εικόνα 5.Βιογζνεςθ των ριβοςωμάτων ςτα ευκαρυωτικά κφτταρα. Θ βιογζνεςθ των ριβοςωματίων 
περιλαμβάνει ζξι ςτάδια. το πρϊτο ςτάδιο πραγματοποιείται θ μεταγραφι (transcription) του 45S 
rDNAs από τθν πολυμεράςθ Ι (PolI), γονιδίων που κωδικοποιοφν τισ ριβοςωμικζσ πρωτεΐνεσ 
(ribosomal proteins, RPs) και άλλων παραγόντων (assembly factors, AFs) κακϊσ και των μικρϊν RNAs 
(snoRNAs). το δεφτερο και τρίτο ςτάδιο (processing and modification) πραγματοποιείται θ 
επεξεργαςία του πρόδρομου RNA (47S pre-rRNA ι 45S pre-rRNA ). το τζταρτο ςτάδιο 
πραγματοποιείται θ ςυγκρότθςθ των πρϊιμων ριβοςωματίων (pre40S, pre60S) τα οποία 
μεταφζρονται ςτο κυτταρόπλαςμα (πζμπτο ςτάδιο) όπου πραγματοποιείται ο τελικόσ ζλεγχοσ (ζκτο 
ςτάδιο) με αποτζλεςμα να προκφπτουν τα ϊριμα 40S και 60S ςωματίδια.   
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1.3 Δευτεροταγισ δομι του ITS1  και του ITS2 

 

 Μελζτεσ ζχουν δείξει ότι ςτα φυτά, ςτα ςπονδυλωτά και ςτουσ μφκθτεσ θ 

προβλεπόμενθ δευτεροταγισ δομι τθσ ITS2 μεταγραφόμενθσ περιοχισ, ςε αντίκεςθ 

με αυτι τθσ ITS1 μεταγραφόμενθσ περιοχισ, είναι ςυντθρθμζνθ (Hershkovitz and 

Zimmer 1997, Jobes and Thien 1997, Joseph et al., 1999). Σα προγράμματα 

πρόβλεψθσ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ μιασ αλλθλουχίασ RNA  ςυνικωσ  βαςίηονται 

ςε  αλγόρικμουσ που υπολογίηουν τθν ελάχιςτθ ελεφκερθ ενζργεια (ΔG) τθσ δομισ 

ζτςι ϊςτε να επιτυγχάνεται θ μεγίςτθ ςτακερότθτα τθσ (Ηuker, 2003).  

          Θ προβλεπόμενθ δευτεροταγισ δομι ITS2 παρουςιάηει τζςςερεισ ζλικεσ 

(Εικόνα 6). Ζνα κοινό χαρακτθριςτικό τθσ περιοχισ ITS2 είναι ότι περιζχει τρία κοινά 

μοτίβα (motifs) οι αλλθλουχίεσ των οποίων εντοπίηονται πάνω ςτισ  ζλικεσ  II και III 

(Εικόνα 6) (Coleman 2007, Schultz  et al., 2007, Wolf et al., 2005).  

         Επίςθσ ζνα  κοινό γνϊριςμα που διευκολφνει τθν αναγνϊριςθ των δομικϊν 

χαρακτθριςτικϊν τθσ περιοχισ ΙTS2 είναι θ παρουςία μιασ διόγκωςθσ ι αλλιϊσ 

«φυςαλίδασ» (bulge) πυριμιδίνθ - πυριμιδίνθ κοντά ςτθ βάςθ τθσ ζλικασ II και μιασ 

ςυντθρθμζνθσ αλλθλουχίασ TGGT κοντά ςτθν κορυφι τθσ ζλικασ ΙΙΙ. υνικωσ θ 

ζλικα ΙΙΙ είναι θ μεγαλφτερθ. (Εικόνα 6). Επίςθσ, ςθμαντικό ρόλο ςτθ δευτεροταγι 

δομι των ελίκων τθσ ITS2 ζχει θ αλλθλεπίδραςθ κανονικϊν ηευγϊν βάςεων (A-U, G-

C), μθ- κανονικϊν αλλά ςτακερϊν (G-U), μθ ςτακερϊν (A-C) και αςυνικιςτων 

ηευγϊν βάςεων (G-A, A-A) (Elgavish et al.,  2001). Αυτά τα δομικά ςτοιχεία των 

ελίκων ςυχνά παρζχουν επιπρόςκετεσ πλθροφορίεσ, οι οποίεσ δεν είναι ευδιάκριτεσ 

από τθν πρωτοταγι δομι και περιλαμβάνουν πλθροφορίεσ, οι οποίεσ διευκολφνουν 

τθν ανάλυςθ των φυλογενετικϊν ςχζςεων (Keller  et al., 2010). 
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Εικόνα 6. χθματικι  αναπαράςταςθ  του μοντζλου τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ ΙΣS2. Οι 
ςυντθρθμζνεσ αλλθλουχίεσ καταγράφονται δίπλα από τισ ζλικεσ.  
 

 
 
 

 

 

1.4 Θ αντιςτακμιςτικι αλλαγι των βάςεων ςτισ ζλικεσ των ITS1 και ITS2 

 

 Θ παρουςία ςτακερϊν και λειτουργικϊν δευτεροταγϊν δομϊν ςτουσ 

διαφόρουσ τφπουσ RNA μπορεί να διερευνθκεί μζςω τθσ ςφγκριςθσ ομολόγων 

περιοχϊν τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ ςε διαφόρουσ οργανιςμοφσ. Θ ςφγκριςθ 

αυτι επζτρεψε και εντοπιςμό αλλθλουχιϊν, οι οποίεσ δεν φαίνεται να είναι 

ςυντθρθμζνεσ αλλά μπορεί να ςυν-εξελίςςονται ζτςι ϊςτε να διατθρείται θ 

παρουςία των ςωςτϊν ηευγϊν βάςεων ςτθ δευτεροταγι δομι του ITS1 ι ITS2 

μετάγραφου (Coleman 2002, Koetschan et al., 2010).  τισ ζλικεσ του RNA  μπορεί να 

διατθρείται θ δυνατότθτα ςχθματιςμοφ ηευγϊν βάςεων μζςω δφο εξελικτικϊν 

διαδικαςιϊν. Θ πρϊτθ διαδικαςία περιλαμβάνει τθν αντικατάςταςθ και των δφο 

νουκλεοτιδίων, τα οποία μετζχουν ςτο ςχθματιςμό ενόσ κανονικοφ ηεφγουσ βάςεων 

τθσ ζλικασ (double-sided changes), ζτςι ϊςτε να μθ διαταράςςεται ο αρικμόσ των 

κανονικϊν ηευγϊν βάςεων. Για παράδειγμα, εάν το νουκλεοτίδιο G,  ενόσ ηεφγουσ 

βάςεων (π.χ. C-G), το οποίο βρίςκεται από τθ μια πλευρά τθσ ζλικασ μετατραπεί ςε 
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C, λόγω κάποιασ μετάλλαξθσ, γεγονόσ το οποίο κα προκαλζςει τθ διατάραξθ του 

ηεφγουσ των βάςεων, τότε το νουκλεοτίδιο C, που βρίςκεται ςτθν άλλθ πλευρά τθσ 

ζλικασ, υποκακίςταται από το νουκλεοτίδιο G και ζτςι δθμιουργείται ζνα νζο 

ςτακερό ηεφγοσ βάςεων, το G-C. Θ διαδικαςία αυτι αναφζρεται ωσ αντιςτακμιςτικι 

αλλαγι των βάςεων (Compensatory Base Change, CBC) (Gutell et al., 1994, Mai and 

Coleman 1997).  

             τθ δεφτερθ περίπτωςθ πραγματοποιείται υποκατάςταςθ του νουκλεοτιδίου 

που βρίςκεται μόνο από τθν μια πλευρά τθσ ζλικασ. Για παράδειγμα, το ηεφγοσ G-C 

μετατρζπεται ςτο ηεφγοσ G-U. ε αυτι τθν περίπτωςθ επίςθσ δεν διαταράςςεται 

ςθμαντικά θ δευτεροταγισ δομι τθσ ζλικασ, διότι το νζο ηεφγοσ βάςεων (π.χ.G-U) 

που ςχθματίηεται, είναι ςχετικά ςτακερό. Θ διαδικαςία αυτι ςυχνά αναφζρεται ωσ 

θμι-αντιςτακμιςτικι αλλαγι των βάςεων (hCBC) (Coleman 2002, Coleman 2003). 

 Θ ανάλυςθ των CBCs ςτισ ζλικεσ τθσ περιοχισ ITS2 από διαφορετικά φυτά 

ζδειξε, ότι θ παρουςία CBC  υποδθλϊνει ότι τα φυτά αυτά ανικουν ςε διαφορετικά 

είδθ (Εικόνα 7) (Müller  et al., 2007, Caisová et al., 2011). Ωςτόςο, δεν είναι 

αναγκαία θ παρουςία CBC προκειμζνου δφο φυτά να ανικουν ςε διαφορετικά είδθ 

(Müller  et al., 2007 ). Θ ανάλυςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ ITS1 ζδειξε 

ότι θ παρουςία CBC ζχει επιβοθκθτικό χαρακτιρα για τθ διάκριςθ ςυγγενικϊν 

ειδϊν μεταξφ μυκιτων (Koetschan et al., 2014 ). 
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Εικόνα 7. υγκριτικι ανάλυςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ ζλικασ ΙΙΙ του ITS2 RNA μετάγραφου 
μεταξφ τριϊν ειδϊν του γζνουσ Malus, (A) amelanchier, (B) mespilus and (C) photinia. Θ ζλικα III τθσ 
ITS2 ςε αυτά τα είδθ παρουςιάηει ζνα CBC (κόκκινο) και τρία hemi-CBCs (πράςινο). Σο είδοσ 
Amelanchier δεν διαςταυρϊνεται με τα άλλα δφο είδθ. Σα βζλθ καταδεικνφουν τον βρόχο που 
ςχθματίηεται ςτθν ζλικα ΙΙ.  
 
 

 

 

 

1.5 Θ περιοχι ITS1 και ITS2 ωσ φυλογενετικόσ μοριακόσ δείκτθσ 

 

 Θ εξαιρετικά ςυντθρθμζνθ φφςθ του rDNA αποτζλεςε ζνα χριςιμο εργαλείο 

για τθ μελζτθ των φυλογενετικϊν ςχζςεων μεταξφ των οργανιςμϊν. Σα εκατοντάδεσ 

αντίγραφα του rDNA ςε ζνα οργανιςμό είναι ουςιαςτικά πανομοιότυπα και ωσ εκ 

τοφτου και οι περιοχζσ ITS αναμζνεται να είναι πανομοιότυπεσ (Elder and Turner, 

1995). Οι εξελικτικζσ μεταβολζσ που λαμβάνουν χϊρα ςτα γονίδια 28S, 18S και 5.8S 

των διαφόρων οργανιςμϊν πραγματοποιοφνται με εξαιρετικά αργό ρυκμό. Ωσ εκ 

τοφτου θ ςφγκριςθ των αλλθλουχιϊν του γονιδίου 18S κακιςτά δυνατι μια 

εκτίμθςθ των εξελικτικϊν ςχζςεων μεταξφ των οργανιςμϊν. Ωςτόςο, ο ρυκμόσ των 

εξελικτικϊν μεταβολϊν ςτθν περιοχι ITS1 και ITS2 είναι περίπου 100 φορζσ πιο 

γριγοροσ και ωσ εκ τοφτου θ ςφγκριςθ αυτϊν των αλλθλουχιϊν επιτρζπει τθν 
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εξζταςθ των εξελικτικϊν ςχζςεων εντόσ τθσ οικογενείασ, του γζνουσ και του είδουσ 

μια ομάδασ οργανιςμϊν (Goldman  1983). 

 Θ τεχνολογία τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ πολυμεράςθσ, γνωςτι ωσ PCR, 

ζχει επιτρζψει τθν ενίςχυςθ τθσ περιοχισ ITS από ζνα εξαιρετικά μεγάλο αρικμό 

οργανιςμϊν. Σο γεγονόσ αυτό, ςε ςυνδυαςμό με τισ δυνατότθτεσ αλλθλοφχιςθσ τθσ 

περιοχισ ITS, αποκάλυψε ότι οι περιοχζσ  ITS1 και ITS2 παρουςιάηουν εξαιρετικι 

παραλλακτικότθτα και μετζτρεψε αυτιν τθν περιοχι ςε ζνα από τουσ καλφτερουσ 

δείκτεσ διερεφνθςθσ των εξελικτικϊν ςχζςεων για τουσ ευκαρυωτικοφσ 

οργανιςμοφσ (Alvarez and Wendel 2003, Li et al., 2011, Chen et al., 2014). 

 Θ φυλογενετικι ανάλυςθ των ευκαρυωτικϊν οργανιςμϊν με βάςθ τθν 

ομολογία των αλλθλουχιϊν τθσ περιοχισ ITS2 απζδωςε εξαιρετικά αποτελζςματα 

(Li et al., 2011, Álvarez & Wendel 2003, Baldwin et al., 1995, Buchheim et al., 2012, 

Hillis and Dixon 1991, Keller et al., 2010). Επίςθσ, θ παρουςία ςυντθρθμζνων 

αλλθλουχιϊν ςτισ ζλικεσ τθσ περιοχισ ITS2 κατζςτθςε δυνατι τθ ςφγκριςθ τθ 

δευτεροταγισ δομισ των αλλθλουχιϊν των περιοχϊν ITS2 ενςωματϊνοντασ τόςο 

τον παράγοντα αλλθλουχία (πρωτοταγι δομι) αλλά και τον παράγοντα 

δευτεροταγισ δομι (Kjer 1995, Coleman and Mai 1997). Νεότερα προγράμματα 

όπωσ το LocRNA (Will et al., 2012) και 4SALE (Seibel et al., 2006), τα οποία κατά τθν 

ευκυγράμμιςθ των νουκλεοτιδικϊν αλλθλουχιϊν λαμβάνουν υπόψθ τόςο τθν ITS2 

πρωτοταγι δομι όςο και τθν προβλεπόμενθ δευτεροταγι δομι, επιτρζπουν τθν 

καλφτερθ ανάλυςθ των φυλογενετικϊν ςχζςεων των οργανιςμϊν. 

 

 

1.6 Η πεπιοσή ITS1 και ITS2 υρ γπαμμυηόρ κώδικαρ DNA 

 

 Θ χρθςιμοποίθςθ μικρϊν αλλθλουχιϊν DNA ςτθν μοριακι ταξινόμθςθ των 

ειδϊν ςτα φυτά, ηϊα και μφκθτεσ ονομάηεται DNA barcoding. Ο όροσ «barcode 

DNA» ωσ αναγνωριςτικό ταξινομικισ ομάδασ προτάκθκε για πρϊτθ φορά από τον 

Paul Hebert του Πανεπιςτθμίου του Guelph, το 2003, οποίοσ πρότεινε ότι το 5' άκρο 

του γονιδίου τθσ κυτοχρωμικισ οξειδάςθσ (CO1) από το γονιδίωμα του 

μιτοχονδρίου ιταν επαρκζσ για να δθμιουργιςει barcode DNA για τθν αναγνϊριςθ 

των ηϊων. Ωςτόςο, ςτα φυτά τα γονίδια των μιτοχονδριϊν είναι αργά 
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εξελιςςόμενα, με πολφ χαμθλά ποςοςτά υποκατάςταςθσ και δεν ιταν κατάλλθλα 

για barcoding. Ωσ εκ τοφτου, θ αναηιτθςθ για τα φυτικά barcode μετατοπίςτθκε ςε 

μικρά τμιματα χλωροπλαςτικϊν και πυρθνικϊν γονιδιωμάτων με υψθλά ποςοςτά 

υποκατάςταςθσ. Ζτςι, διαφορετικζσ περιοχζσ του DNA τόςο από το γονιδίωμα του 

πλαςμιδίου (π.χ., matK, rbcL, rpoB, rpoC1, trnH-psbA, και ycf1) (Εικόνα 8) όςο και 

από πυρθνικό γονιδίωμα (π.χ., θ ενδομεταγραφόμενθ περιοχι του πυρθνικοφ 

ριβοςωμικοφ DNA, ITS) (Εικόνα 8) ζχουν προτακεί για διάφορεσ ομάδεσ φυτϊν. Για 

παράδειγμα, τα γονίδια rbcL, matK και ycf1 ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τα φυτά          

( Dong et al., 2016, Hollingsworth et al., 2011, Kress and Erickson 2007, Li et al., 

2011). Σο rbcL, ITS, και tufA για τα φφκθ (Buchheim et al., 2012) και τα ITS και CO 1 

για τα κόκκινα φφκθ (Robba et al., 2006). 

 Θ ITS ιταν θ πρϊτθ περιοχι που προτάκθκε ωσ barcode για τα φυτά (Kress 

et al., 2005, Hollingsworth et al.,2011, Li et al., 2011, Song et al., 2012). 

 Θ περιοχι ITS2 ζχει δοκιμαςτεί και χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ ωσ θ δείκτθσ 

barcode DNA, για τα φφκθ και φυτά (Buchheim et al., 2012, Guo et al., 2013), τουσ 

μφκθτεσ (Heinrichs et al., 2012), τα πρϊτιςτα (Guo et al., 2013) και τα ηϊα (Yao et al., 

2010, Salvi and Mariottini 2012).  

 Αντίκετα, θ περιοχι ITS1 ζχει αναφερκεί πωσ ςπάνια χρθςιμοποιικθκε ωσ 

barcode DNA για τθν ταυτοποίθςθ των ειδϊν, εκτόσ από μερικζσ ομάδεσ φυτϊν 

(Wang et al., 2015), ηϊων και μυκιτων (Osmundson et al., 2013), αν και αυτι θ 

περιοχι ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ ςε οικολογικζσ μελζτεσ (Blaalid et al., 2013). 

Ωςτόςο, πρόςφατεσ μελζτεσ ζχουν δείξει ότι το ITS1 μπορεί να υπερζχει ωσ barcode 

DNA από το ITS2 για ευκαρυωτικά είδθ (Wang et al., 2015). 
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Εικόνα 8. Περιοχζσ του DNA από το γονιδίωμα του πλαςμιδίου και από το πυρθνικό γονιδίωμα 

 

 
  
 
 

1.7 Αρωματικά και Φαρμακευτικά φυτά  

  

          Σα φαρμακευτικά φυτά δεν αποτελοφν ταξινομικι ομάδα φυτϊν, αλλά μία 

ομάδα που οριοκετείται ωσ προσ τθ χριςθ (Bhattarai and Karki 2004). Κάκε φυτό 

που χρθςιμοποιείται ςτθ φαρμακευτικι ι ιατρικι μπορεί να κατθγοριοποιθκεί ωσ 

φαρμακευτικό φυτό (Bhattarai and Karki 2004). Ο όροσ φαρμακευτικά αποδίδεται 

ςε φυτά που παράγουν βιολογικϊσ δραςτικζσ ενϊςεισ με κεραπευτικι δράςθ για 

τον άνκρωπο. 

 Ο όροσ αρωματικά αποδίδεται ςε φυτά που περιζχουν αικζρια ζλαια και 

ζχουν αρωματικό χαρακτιρα με ευχάριςτθ για τον άνκρωπο οςμι και οι χριςεισ 

αυτϊν ςυνδζονται με τθν παραςκευι αρωμάτων και άλλων εφοςμων προϊόντων 

(π.χ. φυτά που προςδίδουν οςμι και γεφςθ ςτα τρόφιμα). Σα  Αρωματικά φυτά 

μπορεί να είναι ι να μθν είναι φαρμακευτικά (Bhattarai and Karki 2004). Ο 

Παγκόςμιοσ Οργανιςμόσ Τγείασ (World Health Organisation, WHO) ζχει καταγράψει 

20.000 αρωματικά ι/και φαρμακευτικά φυτά ςε όλο τον κόςμο, ενϊ άλλοι ζχουν 

εκτιμιςει ότι ο αρικμόσ των  αρωματικϊν ι/και φαρμακευτικϊν φυτϊν (ΑΦΦ) 

κυμαίνεται μεταξφ 35.000 και 70.000 (Bhattarai and Karki 2004). 

 Θ οικογζνεια Lamiaceae ζχει τα περιςςότερα είδθ  αρωματικϊν ι/και 

φαρμακευτικϊν φυτϊν (Dalampira  2013). Σο γζνοσ Salvia L., είναι το μεγαλφτερο 

τθσ οικογζνειασ Lamiaceae, αφοφ περιλαμβάνει παγκοςμίωσ περίπου 900 είδθ  
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φυτϊν, πόεσ ι κάμνουσ (Dalampira  2013). Ζχει ςχεδόν κοςμοπολίτικθ εξάπλωςθ με 

κζντρο εξάπλωςθσ τθν Νοτιοδυτικι και Κεντρικι Αςία. 

 τθν Ελλάδα, υπάρχουν 23 αυτοφυι είδθ του γζνουσ, από τα οποία τρία 

είναι ενδθμικά τθσ Ελλάδασ (Salvia eichleriana Halácsy, Salvia pomifera L. subsp. 

pomifera και Salvia teddii Turrill) και τα περιςςότερα αυτοφφονται ςε βραχϊδεισ 

πλαγιζσ, ςε βοςκότοπουσ (grasslands), καλλιεργθμζνεσ περιοχζσ ι παρόμοια 

ενδιαιτιματα αυτοφ του τφπου. Πολλά μθ ευρωπαϊκά είδθ καλλιεργοφνται ωσ 

καλλωπιςτικά φυτά (Dalampira  2013). τθν Ελλάδα, τα κφρια αρωματικά αυτοφυι 

φυτικά είδθ Salvia L. είναι τα εξισ: Salvia fruticosa Mill., Salvia tomentosa Mill., 

Salvia pomifera L. και Salvia sclarea L. (Dalampira  2013). 

 

φμφωνα με το ςφςτθμα APG IIΙ τθσ ομάδασ Angiosperm Phylogeny Group (APG), θ 

ςυςτθματικι Σαξινόμθςθ του γζνουσ Salvia είναι: 

 

Βαζίλειο (Kingdom): Φπηά (Plantae) 

 

Φύλο ή Γιαίπεζη (Phylum): Σπεξκαηόθπηα (Seed plants) 

 

Κλάδορ: Lamiids (Λακηίδηα), Εuasterids I (Επ‐αζηεξίδηα Ι)  

 

Τάξη (Order): Lamiales 

 

Οικογένεια (Family): Lamiaceae (Χεηιαλζή, Labiatae, Mint Family)  

 

Γένορ (Genus): Salvia  
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1.8 Ιςτορία του γζνουσ Salvia 

 

 

 

 
 

 

 Θ ονομαςία του φυτοφ (Salvia) προζρχεται από το λατινικό ριμα salvare, 

που ςθμαίνει ςϊηω και φανερϊνει τθν ιατρικι αξία του βοτάνου.  

 Θ Salvia fruticosa πικανόν να ζχει χρθςιμοποιθκεί από το 1400 π.Χ επειδι 

αναγνωρίηεται ςε τοιχογραφία ςτο ανάκτορο τθσ Κνωςοφ. Θ ποικιλία αυτι, με τα 

χαρακτθριςτικά αντίκετα τρίλοβα φφλλα απεικονίηεται ςε κεραμικά που βρζκθκαν 

ςτθν Ιβθρικι Χερςόνθςο, που χρονολογοφνται το 400 π.Χ., περίοδο με ζντονθ τθν 

ελλθνικι επιρροι (Rivera et al., 1994). 

 φμφωνα με τον Desfontaines (1830), θ ονομαςία "elelisphakos" του 

Θεόφραςτου (VI, 2, 5) αφορά τθν S. fruticosa, θ οποία μπορεί να διακρίνονταν ςε 

άγριεσ και καλλιεργοφμενεσ μορφζσ (Rivera et al., 1994). Θ ερμθνεία αυτι είναι 

εφλογθ, δεδομζνου ότι τα κοινά άγρια είδθ ςτθν Ελλάδα είναι τα S. fruticosa, και 

λαμβάνοντασ υπόψθ ότι θ S. officinalis είναι εξαιρετικά ςπάνια ςτα νότια τθσ 

Αλβανίασ και τθσ Γιουγκοςλαβίασ. τα ελλθνικά βότανα του Διοςκουρίδθ οι χριςεισ 

τθσ "elelisphakon" κα μποροφςαν πικανότατα να ταιριάηουν με εκείνεσ ενόσ 

ςυμπλζγματοσ των ειδϊν που περιλαμβάνει τα S. fruticosa, S. offcinalis L. και S. 
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pomifera L. Θ ίδια ερμθνεία μπορεί να γίνει και από τα γραπτά των άλλων Ελλινων 

ςυγγραφζων όπωσ ο Ιπποκράτθσ. Σο φυτό αυτό δεν φαίνεται να ζχει 

χρθςιμοποιθκεί από τουσ Εβραίουσ κατά τθν αρχαιότθτα, επειδι δεν αναφζρεται 

ςτθν Αγία Γραφι και τα ςυναφι κείμενα. Ο Διοςκουρίδθσ επικαλζςτθκε το 

αιγυπτιακό όνομα για Sauge "apusi," το οποίο πρζπει να είναι γραμμζνο ςωςτά 

"anusi" ςφμφωνα με τον Loret (1975). Αυτό το τελευταίο όνομα αναφζρεται ςυχνά 

ςτισ αιγυπτιακζσ γραφζσ ςχετικά με τθν ιατρικι, αλλά είναι εξαιρετικά δφςκολο να 

διαπιςτωκεί ςε ποια είδθ αντιςτοιχεί. 

 Οι Ιςπανοί και Μαροκινοί Άραβεσ βοτανολόγοι χρθςιμοποιοφν ονόματα 

όπωσ "Salima" ι "asphacus" για αρκετά είδθ Salvia. Μεταξφ αυτϊν ιταν ζνα με 

διαμεριςμζνα  φφλλα, το οποίο κα μποροφςε να ιταν S. fruticosa, αλλά πικανότατα 

είναι S. interrupta, ζνα άγριο είδοσ ςτο Μαρόκο. Ο Διοςκουρίδθσ ςε χειρόγραφο 

του ςτο Πανεπιςτιμιο του Leiden προςκομίηει ζνα αραβικό όνομα "Ju'abah" για το 

φαςκόμθλο.  το βιβλίο «Herbal of Rufinus» παρατίκεται ζνα φυτό για πακιςεισ τθσ 

χολθδόχου κάτω από τα ονόματα «άγρια φαςκομθλιά,"Eupatorium" και "lilifagus", 

το οποίο μπορεί να αντιςτοιχεί ζην S. Fruticosa (Rivera et al., 1994). 

 Σο είδοσ αυτό απεικονίηεται με το τυπικό τρίλοβο φφλλο ςτο Hortus 

Sanitatis, Cube (1485), Κεφ. 347 με το όνομα του φαςκόμθλου. τθν Laguna (1566) 

αναφζρεται ωσ φαςκόμθλο, δθλϊνοντασ ότι ιταν γνωςτό ωσ «ιερό βότανο», επειδι 

προκαλεί τθ γονιμότθτα ςτισ γυναίκεσ. Σο τρίλοβο φαςκόμθλο καλλιεργείται ςτουσ 

βοτανικοφσ κιπουσ ςτο Βζλγιο κατά τθ διάρκεια του δζκατου ζκτου αιϊνα και 

ζφταςε εκεί πιο πικανόν από τθν Ιςπανία ςφμφωνα με τον Wildeman (1950). Αυτι θ 

εξαγωγι  του ςυγκεκριμζνου είδουσ το δζκατο ζκτο αιϊνα κα μποροφςε να 

εξθγθκεί με τθν επίκλθςθ τθσ φπαρξθσ ενόσ δευτερογενοφσ κζντρου  για τθν 

καλλιζργεια τθσ S. fruticosa ςτθν  Ιβθρικι Χερςόνθςο, θ προζλευςθ τθσ οποίασ κα 

πρζπει να αναχκεί ςε ελλθνικζσ  και φοινικικζσ αποικίεσ το 400 π.Χ. Θ S. fruticosa 

ειςιχκθ ςτθ Βρετανία το 1596 ςφμφωνα με τον John Claudius Loudon  (1841) και 

ακολουκείται ζνα χρόνο αργότερα από τθν S. officinalis.   

 Ο Parkinson (1629) ανζφερε το φυτό ωσ «μικρό φαςκόμθλο» ι «φαςκόμθλο 

vertue» και διλωνε ότι το μικρό φαςκόμθλο ζχει μεγαλφτερθ δφναμθ. Ο Gerarde 

(1633) το ανζφερε ωσ «μικρότερο φαςκόμθλο» ενϊ παράλλθλα ιςχυριηόταν «αυτό 

που είναι το μικρότερο είναι το καλφτερο», όταν ςφγκρινε τισ ιδιότθτεσ με τθ S. 
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officinalis. Ο Miller (1754) που ανζφερε το είδοσ αυτό ςτθ λίςτα των τριϊν 

κυριότερων ειδϊν φαςκόμθλου που καλλιεργοφνταν για χριςθ ςτθν Αγγλία ενϊ θ 

S. officinalis ιταν ςπάνια ςε αυτι τθ χϊρα. Ζλλθνεσ ςφγχρονοι των Sibthorp και 

Smith (1806) ονομάηουν το είδοσ αυτό ωσ "phaskos" ι "alyphaskia" παρά το γεγονόσ 

ότι ζλαβε μια τοπικι ονομαςία "phaskomelia" ςτθν Πελοπόννθςο. Αυτό το είδοσ 

είναι γνωςτό ςτθν Murcia τθσ Ιςπανίασ  ωσ "Salvia real" ι "Sabia real" το βαςιλικό 

φαςκόμθλο ι θ βαςιλικι ςοφόσ. τθ Μαδζρα, τα φφλλα και οι βλαςτοί τθσ S. 

fruticosa πωλοφνται με το όνομα "Salva" το ίδιο όνομα που δίνεται ζην S. officinalis 

L.. Μεταξφ του αραβικοφ πλθκυςμοφ του Ιςραιλ αυτό το είδοσ είναι κοινϊσ γνωςτό 

ωσ «Marami". 

 

 
 

1.9 Σα κυριότερα  είδθ Salvia ςτθν Ελλάδα 
 
 
1.9.1 Salvia fruticosal L. 

 

 Σο είδοσ Salvia fruticosa Mill. είναι κάμνοσ και ενδθμικό φυτό τθσ Ελλάδασ 

και τθσ Ανατολικισ Μεςογείου (Karousou et al., 1998). Είναι το πιο εξαπλωμζνο 

είδοσ του γζνουσ Salvia ςτθν Ελλάδα και ςυναντάται ςε περιοχζσ μακκί και 

φρφγανα, ζωσ 700 m. Ζχει αρκετά ςυνϊνυμα όπωσ Salvia libanotica Boiss and Gail., 

Salvia lobryana Aznav., Salvia thomasii Lacaita (Karousou et al., 1998). Είναι κάμνοσ 

με φψοσ 30-80 εκ., αεικαλισ, με θμιξυλϊδεισ βλαςτοφσ. Φφλλα γκριηοπράςινα, 

λογχοειδι, χνουδωτά που ςτθ βάςθ τουσ φζρουν δφο λοβοφσ, ζνα από κάκε πλευρά 

ϊςτε το φφλλο να φαίνεται τρίλοβο (Εικόνα 9). 

 
 

 

 



[25] 
 

                   
                   Εικόνα 9. Salvia fruticosa 
 

  

  Άνκθ λευκά ζωσ ιϊδθ ι ρόδινα 2-6 ανά ςπόνδυλο, ςχθματίηουν βότρυ 10-

15εκ.  Ανκίηει από Απρίλιο μζχρι Ιοφνιο ανάλογα με το υψόμετρο. Θ ευρφτερθ 

γεωγραφικι του εξάπλωςθ είναι οι χϊρεσ τθσ Ανατολικισ Μεςογείου.  

 

 
1.9.2. Salvia pomifera L. (κρθτικό φαςκόμθλο) 

 

 H Salvia pomifera ςυναντάται ςτθν  ∆υτικι και Κεντρικι Κριτθ, Νότια 

Ελλάδα, και τισ περιοχζσ Νοτίου Αιγαίου και ςε δάςθ µε πεφκα Pinus brutia, 

αςβεςτοφχα υποςτρϊµατα, φαράγγια και βραχϊδεισ κζςεισ (υψ. 200-1200 m).   

 Με βάςθ τισ διαφορζσ των φφλλων διαχωρίηεται ςε δφο διακριτά είδθ, τθν S. 

pomifera L. και τθν S. calycina, αν και αρκετοί τα κεωροφν υποείδθ τθσ S. pomifera 

δθλαδι  Salvia subsp. pomifera και Salvia subsp. calycina. 

 Σα δφο είδθ διακρίνονται κυρίωσ από το ςχιμα των φφλλων τουσ. Θ S. 

pomifera ζχει επιμικθ, κυματοειδι, ςφθνοειδι φφλλα με ςτρογγυλεμζνθ βάςθ 

(Εικόνα 10) ενϊ τα φφλλα τθσ S. calycina είναι γενικά επιμικθ ωοειδι καρδιόςχθμα 

ςτθ βάςθ (Εικόνα 11).  
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                                           Εικόνα 10. Salvia pomifera ssp pomifera 

 

 
                                  Εικόνα 11.Salvia calycina syn. Salvia pomifera ssp calycina 

 

 Θ Salvia pomifera subsp. pomifera είναι ζνα ελλθνικό ενδθμικό και 

περιορίηεται ςτο μόνο ςτο δυτικό τμιμα του νθςιοφ τθσ Κριτθσ και ςτο μικρό νθςί 

των Κυκιρων (Εικόνα 12).  

 Θ Salvia pomifera subsp. calycina ζχει ευρφτερθ διανομι και βρίςκεται ςτο 

ανατολικό και νότιο τμιμα τθσ ελλθνικισ θπειρωτικισ χϊρασ, ςε νθςιά του Αιγαίου 

(Εικόνα 12) και ςτθ Μικρά Αςία (Καροφςου, 1995).  
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Εικόνα 12.Κατανομι τθσ Salvia pomifera ςτισ  πζντε κλιματικζσ ηϊνεσ τθσ Ελλάδα 
 

 

1.9.3 Salvia sclarea L. 

 

 Σο ςυγκεκριμζνο είδοσ ενδθμεί ςτα βόρεια τθσ λεκάνθσ τθσ Μεςογείου, ςτθν 

κεντρικι Αςία και ςε λίγεσ εςτίεσ ςτθ Βόρεια Αφρικι. Είναι φυτό διετζσ ι βραχφβιο 

πολυετζσ, ποϊδεσ, φψουσ ςε ανκοφορία 1-1,2 μ. και πλάτουσ 60 εκ., ζχει 

τετραγωνικοφσ βλαςτοφσ, αντίκετα φφλλα και άνκθ ςε ψθλοφσ ςτάχεισ κατά 

ςπονδυλίςκουσ. Ο βλαςτόσ ςτθ βάςθ είναι χοντρόσ, τριχωτόσ, με μεγάλα ζμιςχα 

φφλλα μικουσ ζωσ και 30 εκ., ρυτιδωτά, οδοντωτά και καλυμμζνα με αδενϊδεισ 

τρίχεσ, οι οποίεσ καλφπτουν ολόκλθρο ςχεδόν το υπόλοιπο φυτό (Εικόνα 13) 

(https://en.wikipedia.org/wiki/Salvia_sclarea). 
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                                                             Εικόνα 13. Salvia sclarea 

   

 

1.9.4 Salvia officinalis L.  

 

 Θ Salvia officinalis L περιορίηεται ςτο δυτικό τμιμα τθσ Βαλκανικισ 

χερςονιςου, δθλαδι ςε Αλβανία, πρϊθν Γιουγκοςλαβία, Ελλάδα, όςο και ςτθ 

βόρεια Ιταλία. 

 Επιπλζον, καλλιεργείται ωσ μαγειρικό βότανο ι ωσ διακοςμθτικό φυτό, ςε 

όλθ τθν Ευρϊπθ. 

 
                                              Εηθόλα 14. Salvia officinalis   
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 τθν Ελλάδα, θ S. officinalis βρίςκεται ςε όλεσ τισ περιοχζσ κυρίωσ ςε ξθροφσ 

και πετρϊδεισ τόπουσ.  

 Σα φφλλα του είναι επιμικθ και παχιά και ζχουν χρϊμα λευκοπράςινο. Σα 

άνκθ του ζχουν χρϊμα ιϊδεσ, φφονται κατά ςπονδφλουσ και ανκίηουν από το Μάιο 

ζωσ τον Ιοφνιο (Εικόνα 14). Σα φφλλα είναι το κατεξοχιν χρθςιμοποιοφμενο τμιμα 

του φυτοφ και ςυλλζγονται λίγο πριν ι κατά τθν αρχι τθσ ανκοφορίασ. (Κατςιϊτθσ 

και Χατηοποφλου, 2010). 

 

 

1.10 Καλλιεργοφμενεσ εκτάςεισ και εμπορία Αρωματικών/Φαρμακευτικών Φυτών  

 

 To μεγάλο παγκόςμιο ενδιαφζρον για τθ ςυςτθματικι καλλιζργεια των 

Αρωματικϊν / Φαρμακευτικϊν Φυτϊν προκφπτει από το γεγονόσ ότι αυτά 

χρθςιμοποιοφνται ςτθ ςφγχρονθ εποχι για τθν παραγωγι διαφόρων κατθγοριϊν 

καταναλωτικϊν προϊόντων (ανάλογα με τουσ περιοριςμοφσ ι τισ ανοχζσ των 

εκνικϊν νομοκεςιϊν, Commonwealth Secretariat 2001).  

Σζτοια είναι τα  

 Διατροφικά φαρμακευτικά προϊόντα (προϊόντα διατροφισ που 

χρθςιμοποιοφν φαρμακευτικά εκχυλίςματα φυτικισ και ηωικισ προζλευςθσ)  

 Διαιτθτικά ςυμπλθρϊματα (προϊόντα κυρίωσ φυτικισ προζλευςθσ που 

ςυνικωσ ςυμπεριλαμβάνονται ςτισ υγιεινζσ τροφζσ, ζνα από τα πλζον 

προςοδοφόρα τμιματα τθσ μθ ςυνταγογραφοφμενθσ φαρμακευτικισ 

αγοράσ)  

 Λειτουργικά τρόφιμα (τρόφιμα και ποτά που θ κατανάλωςι τουσ κεωρείται 

ότι δρα ευεργετικά ςτισ λειτουργίεσ του ςϊματοσ και εκτόσ από επαρκι 

κρζψθ, ςυμβάλλουν ςτθν προαγωγι τθσ υγείασ και τθσ ευεξίασ κακϊσ και 

ςτθν πρόλθψθ των αςκενειϊν)  

 Βοτανικά φάρμακα (ςκευάςματα που διατίκενται ςε φαρμακεία των 

οικονομικά αναπτυγμζνων χωρϊν ςτθ μορφι τθσ κάψουλασ, του χαπιοφ ι 

του τονωτικοφ υγροφ) 
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 Βοτανικά τςάγια και ροφιματα (δθμοφιλι προϊόντα για τα οποία ςυνικωσ 

δεν απαιτείται ζγκριςθ εμπορικισ κυκλοφορίασ τουσ, εκτόσ από τισ 

περιπτϊςεισ που επιςθμαίνονται φαρμακευτικζσ ιδιότθτεσ)  

 Φυτικά φάρμακα (φυτικισ βάςθσ φαρμακευτικά προϊόντα με 

προςδιοριςμζνθ χθμικι ςφςταςθ και αποδεδειγμζνεσ φαρμακευτικζσ 

ιδιότθτεσ, που ζχουν ςυνικωσ υποςτεί λεπτομερι τοξικολογικό και κλινικό 

ζλεγχο και διατίκενται με ςυνταγι)  

 Ομοιοπακθτικά φάρμακα (ειδικά παραςκευαςμζνα προϊόντα που ζχουν 

φυτικι, ορυκτι και ηωικι προζλευςθ και χρθςιμοποιοφνται ςε απόλυτα 

διαλυτζσ ποςότθτεσ)  

 Αρωματοκεραπευτικά ζλαια (αικζρια ζλαια τα οποία χρθςιμοποιοφνται 

περιςςότερο για κεραπευτικοφσ λόγουσ, παρά ςτθ βιομθχανία τθσ 

αρωματοποιίασ). Επίςθσ, οι δευτερογενείσ μεταβολίτεσ τουσ ωσ αικζρια 

ζλαια ι υδατικά εκχυλίςματα, μποροφν πλζον να χρθςιμοποιθκοφν αντί για 

τα φυτοφάρμακα και τα αντιβιοτικά ςυνκετικισ προζλευςθσ με πολφ κετικζσ 

επιπτϊςεισ για τθν υγεία των καταναλωτϊν αλλά και τθν προςταςία του 

περιβάλλοντοσ.  

    

 Θ ελλθνικι χλωρίδα είναι πλουςιότατθ ςε είδθ και περιλαμβάνει ζναν 

ιδιαίτερα αξιόλογο αρικμό ςπάνιων ειδϊν που εντοπίηονται μόνο ςτον ελλαδικό 

χϊρο. Οι αυτόχκονοι φυτογενετικοί πόροι τθσ Ελλάδασ περιλαμβάνουν 

περιςςότερα από 6.000 αυτοφυι taxa (φυτικά είδθ και υποείδθ), τα οποία 

αποτελοφν ςχεδόν το 50% των αυτοφυϊν φυτϊν ολόκλθρθσ τθσ Ευρϊπθσ. Μεγάλο 

ποςοςτό αυτϊν (περίπου 13-15%) είναι ενδθμικά φυτά τθσ Ελλάδασ (δεν απαντοφν 

πουκενά αλλοφ ςτον πλανιτθ) και πολλά είναι ςπάνια ι χαρακτθρίηονται ωσ 

απειλοφμενα.  Εμφανίηονται   ςτθ χϊρα μασ ωσ αυτοφυι είδθ μερικά από τα πλζον 

εξαιρετικά μπαχαρικά, βότανα και αρωματικά φυτά ςτον κόςμο, όπωσ θ ρίγανθ, το 

κυμάρι, το κροφμπι, το γλυκάνιςο, το μάρακο (μαρακόςποροσ), το χαμομιλι, θ 

δάφνθ, το δυόςμο, το φλιςκοφνι, θ λεβάντα, το μελιςςόχορτο, θ μζντα και το 

φαςκόμθλο και τζλοσ τα μοναδικά και πολφ γνωςτά προϊόντα κάποιων περιοχϊν 

τθσ Ελλάδασ όπωσ θ μαςτίχα τθσ Χίου, ο κρόκοσ τθσ Κοηάνθσ, το δίκταμο τθσ Κριτθσ 

και το τςάι του βουνοφ τθσ Βρφναινασ (Μαγνθςίασ). 
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 Οι εξαγωγζσ ςτθν Ευρϊπθ αγγίηουν τουσ 88.600 τόνουσ ετθςίωσ και θ 

Γερμανία κατζχει τθν πρϊτθ κζςθ ςτισ εξαγωγζσ αρωματικϊν φυτϊν ςτθν Ευρϊπθ 

(18%). τθν ςυνζχεια ζρχονται Γαλλία και Βουλγαρία. θμαντικζσ παραγωγικζσ 

χϊρεσ ςτθν ΕΕ όπου παραδοςιακά καλλιεργοφνται Αρωματικά/Φαρμακευτικά Φυτά 

φυτά είναι θ Γαλλία, θ Βουλγαρία, θ Ρουμανία, θ Ιταλία και θ Πολωνία. Θ Ελλάδα 

κα μποροφςε να παράγει ανταγωνιςτικά ι/και ςυμπλθρωματικά με αυτζσ αυτοφυι 

Αρωματικά/Φαρμακευτικά Φυτά  είδθ ςε εξαιρετικι ποιότθτα κακϊσ πλεονεκτεί ςε 

ςχζςθ με τισ εδαφοκλιματικζσ ςυνκικεσ και τθ βιοποικιλότθτα. 

 Ο κρόκοσ Κοηάνθσ, θ μαςτίχα τθσ Χίου και το τςάι του βουνοφ τθσ Βρφςαινασ 

είναι τα μόνα αρωματικά προϊόντα για τα οποία υπάρχει, εδϊ και πολλά χρόνια 

καλά οργανωμζνθ παραγωγι, επεξεργαςία, τυποποίθςθ και εμπορία από τουσ 

παραγωγοφσ ςτο πλαίςιο τθσ δραςτθριότθτασ του υνεταιριςμοφ Κροκοπαραγωγϊν 

Κοηάνθσ, τθσ Ζνωςθσ Μαςτιχοπαραγωγϊν Χίου και του Αγροτικοφ υνεταιριςμοφ 

Βρφςαινασ. 

 Πρόςφατα, παρατθρικθκε θ ίδρυςθ νζων Αγροτικϊν υνεταιριςμϊν (π.χ. 

Αιτωλοακαρνανία, Καρδίτςα, Κιλκίσ) οι οποίοι άρχιςαν να καλλιεργοφν 

Αρωματικά/Φαρμακευτικά Φυτά όπωσ: δενδρολίβανο (Rosmarinus officinalis), 

ρίγανθ (Origanum vulgare), μζλιςςα (Melissa officinalis), (Hyssopus officinalis), 

φαςκόμθλο (Salvia officinalis), χαμομιλι (Matricaria chamomilla), ςτζβια (Stevia 

rebaudiana), εχινατςζα (Echinacea purpurea), (Silybum marianum), (Trifolium 

pratense), μζντα (Mentha x piperita), λεβάντα (Lavandula angustifolia), βαςιλικόσ 

(Ocimum basilicum) (www.europam.net 2013).  

 φμφωνα με δεδομζνα του Οργανιςμοφ Πλθρωμϊν και Ελζγχου Κοινοτικϊν 

Ενιςχφςεων Προςανατολιςμοφ και Εγγυιςεων (ΟΠΕΚΕΠΕ) για το ζτοσ 2010, θ 

ζκταςθ τθσ καλλιζργειασ των Αρωματικϊν/Φαρμακευτικϊν Φυτϊν ςτθν Ελλάδα 

υπολογίηεται ςτα 6.200 ha (Πίνακασ 1) και τα φυτικά είδθ ι «ποικιλίεσ» όπωσ 

αναφζρονται, με τθν μεγαλφτερθ καλλιζργεια ςε ςυνολικι ζκταςθ ςτθν Ελλάδα να 

καταλαμβάνει θ ρίγανθ, ο γλυκάνιςοσ, ο μάρακοσ, ο κρόκοσ και το τςάι του βουνοφ 

(ΟΠΕΚΕΠΕ 2010).  
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Ρίνακασ 1. Ζκταςθ καλλιζργειασ κάκε «ποικιλίασ» ΑΦΦ ςτθν Ελλάδα για το ζτοσ 

2010 (Οργανιςμόσ Πλθρωμϊν και Ελζγχου Κοινοτικϊν Ενιςχφςεων 

Προςανατολιςμοφ και Εγγυιςεων, ΟΠΕΚΕΠΕ 2010).  

Ποικιλία                       Ζκταςθ (ha) 

Ρίγανθ 

Δαςικά 

Γλυκάνιςοσ 

Μάρακοσ 

Κρόκοσ 

Λοιπά 

Σςάι του βουνοφ 

Λεβάντα 

Φαςκόμθλο 

Θυμάρι 

Μζντα 

Κορίανδροσ 

Γλυκόριηα 

Δενδρολίβανο 

Βαςιλικόσ 

Δίκταμοσ 

Μαντηουράνα 

Υςςωποσ 

άλβια κλαρζα 

2179,7 

1474,6                                         

974,2  

472,6 

370,4 

330,1 

232,8 

70,9 

47,3 

25,7 

17,6                                      

                              12,4 

 9,8  

 9,0  

 3,8                                                            

 2,9                                          

 2,2                                                

 1,0                                                    

 0,1                                                        

 

φνολο 

 

      

6237,1 17  

 

                                         

 Σο μιςό τθσ ζκταςθσ καλλιζργειασ όλων των Αρωματικά/Φαρμακευτικά 

Φυτά ςτθν Ελλάδα, βρίςκεται ςτθν Κεντρικι Μακεδονία και ακολουκοφν θ τερεά 

Ελλάδα, θ Δυτικι Μακεδονία και θ Θεςςαλία (Πίνακασ 2).  
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Ρίνακασ 2. Ζκταςθ καλλιζργειασ ΑΦΦ ςε κάκε περιφζρεια τθσ Ελλάδασ για το ζτοσ 

2010 (Οργανιςμόσ Πλθρωμϊν και Ελζγχου Κοινοτικϊν Ενιςχφςεων 

Προςανατολιςμοφ και Εγγυιςεων, ΟΠΕΚΕΠΕ 2010).  

Περιφζρεια Ζκταςθ (ha)  

Κεντρικισ Μακεδονίασ 

τερεά Ελλάδα 

Δυτικισ Μακεδονίασ 

Θεςςαλίασ 

Κριτθσ 

Ανατολικι Μακεδονίασ και Θράκθσ 

Πελοποννιςου 

Δυτικισ Ελλάδασ 

Αιγαίου 

Νοτίου Αιγαίου 

Ιονίων 

Αττικισ 

Θπείρου 

3689                                             

735                                                   

680                                               

592                                             

171                                                

159                                 

76                                             

74                                             

39                                                                                

13                                               

5                                              

3                                           

2                                                                                                  

φνολο 6.237                                                     

  

 Θ καλλιζργεια φαςκόμθλου το 2010 (Πίνακασ 3) ιταν 47 ha (χωρίσ να 

αναφζρεται το φυτικό είδοσ το οποίο καλλιεργοφταν) και ζγινε κυρίωσ ςτθν 

Ανατολικι Μακεδονία, ςτθν Κριτθ και ςτο Νότιο Αιγαίο (ΟΠΕΚΕΠΕ 2010).  
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Ρίνακασ 3. Ζκταςθ καλλιζργειασ φαςκόμθλου ςτθν Ελλάδα ανά περιφζρεια 

(Οργανιςμόσ Πλθρωμϊν και Ελζγχου Κοινοτικϊν Ενιςχφςεων Προςανατολιςμοφ και 

Εγγυιςεων, ΟΠΕΚΕΠΕ 2010).  

Περιφζρεια Ζκταςθ (ha)                                           

Ανατολικισ Μακεδονίασ 

Κριτθσ 

Νοτίου Αιγαίου 

Δυτικισ Μακεδονίασ 

Δυτικισ Ελλάδασ 

Θεςςαλία 

Βορείου Αιγαίου 

τερεάσ Ελλάδασ 

Πελοποννιςου 

Κεντρικισ Μακεδονίασ 

12,52                                              

11,96                                                       

10,00                                                     

7,24                                                      

2,42                                                

1,26                                                        

0,80                                                  

0,60                                           

0,28                                                    

0,20                                                  

φνολο 47,28  

 

 Μερικά  είδθ Salvia (π.χ. Salvia fruticosa Mill., Salvia sclarea L., Salvia 

officinalis L., Salvia pomifera subsp. pomifera, Salvia lavandulaefolia Vahl., Salvia 

verbenaca L. είναι οικονομικϊσ ςθμαντικά, ενϊ άλλα (π.χ. Salvia tomentosa Mill.) 

ζχουν πικανότθτεσ εξζλιξθσ ςτθν αγορά (Μαλοφπα κ.α. 2012) 

 

 Όλεσ οι προςπάκειεσ των τελευταίων ετϊν ζδειξαν ότι τα 

Αρωματικά/Φαρμακευτικά Φυτά  μποροφν να αποτελζςουν τισ νζεσ δυναμικζσ και 

πολλά υποςχόμενεσ εναλλακτικζσ καλλιζργειεσ. Προχπόκεςθ ς’ αυτό ιταν και 

παραμζνει θ πολφ καλι οργάνωςθ και γνϊςθ των τεχνικϊν από τθν καλλιζργεια 

μζχρι τθ μεταποίθςθ και εμπορία των επϊνυμων προϊόντων από τουσ ίδιουσ τουσ 

παραγωγοφσ.  Θ ανάπτυξθ του κλάδου των Αρωματικά/Φαρμακευτικά Φυτά  ςτθν 

Ελλάδα μεταξφ άλλων, κα πρζπει να ςτοχεφςει ςε δράςεισ που κα αφοροφν ςτθ 

διαμόρφωςθ ενόσ ςυςτιματοσ πιςτοποίθςθσ τθσ παραγωγισ, κακοριςμό των 

ποιοτικϊν εμπορικϊν προδιαγραφϊν και παραγωγι και πιςτοποίθςθ του 

πολλαπλαςιαςτικοφ υλικοφ. 

 



[35] 
 

2. ΚΟΠΟ 

 Ο ςκοπόσ τθσ παροφςασ μελζτθσ είναι να αξιολογθκεί το κατά πόςο θ 

ανάλυςθ τθσ πρωτοταγοφσ και δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ ITS1 και ITS2 

είναι επαρκζσ εργαλείο για τθ διάκριςθ των ειδϊν του γζνουσ Salvia.  
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3. ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 

3.1 Φυτικό υλικό 

 

   Τν πιηθό πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ παξνύζα κειέηε ήηαλ θπηά ηνπ γέλνπο 

Salvia, ηα νπνία ζπιιέρζεθαλ: 

- S.  fruticosa F από το Γεωπονικό Πανεπιςτιμιο και ταυτοποιικθκε από τθν 

κακθγιτρια Οικονόμου Φάλια. 

- S. fruticosa K από το φυτϊριο «Φφςθ» Βλαχοφλθσ Δθμιτρθσ, Αγ. 

Παραςκευισ 114, Χαλάνδρι. 

- S. hispanica από το Γεωπονικό Πανεπιςτιμιο και ταυτοποιικθκε από τον 

κακθγθτι Μπιλάλθ Δθμιτρθ. 

- S. officinalis H από τον Βοτανικό Κιπο Ιουλίασ & Αλεξάνδρου Ν. Διομιδουσ, 

Χαϊδάρι Αττικισ και ταυτοποιικθκαν από τθν Δρ. Βαλλιανάτου Ειρινθ. 

- S. officinalis  από το φυτϊριο «Φφςθ» Βλαχοφλθσ Δθμιτρθσ, Αγ. 

Παραςκευισ 114, Χαλάνδρι. 

- S. calycinα από τον Βοτανικό Κιπο Ιουλίασ & Αλεξάνδρου Ν. Διομιδουσ, 

Χαιδάρι Αττικισ και ταυτοποιικθκαν από τθν Δρ. Βαλλιανάτου Ειρινθ. 

- S. aethiopis από το φυτϊριο «Φφςθ» Βλαχοφλθσ Δθμιτρθσ, Αγ. Παραςκευισ 

114, Χαλάνδρι. 

- S. pomifera από τον Βοτανικό Κιπο Ιουλίασ & Αλεξάνδρου Ν. Διομιδουσ, 

Χαιδάρι Αττικισ και ταυτοποιικθκαν από τθν Δρ. Βαλλιανάτου Ειρινθ. 

 

Σζςςερα με πζντε νεαρά φφλλα, φυλάχκθκαν ςτο εργαςτιριο Γενικισ και Γεωργικισ 

Μικροβιολογίασ του ΓΠΑ ςτουσ -80οC.  

 
 

3.2  Μοριακι ανάλυςθ 

 

3.2.1 Aπομόνωςθ ολικοφ DNA από το φυτικό ιςτό. 

 

 Νεαρά φφλλα 100 με 150 mg τοποκετοφνται ςτο γουδί, προςτίκεται υγρό 
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άηωτο και ομογενοποιοφνται. Ο ιςτόσ μεταφζρεται ςε eppendorf των 2 ml. 

 Προετοιμαςία του CTAB1 (προκζρμανςθ ςτουσ 65οC). 

 Προςτίκεται ςε κάκε δείγμα 500μl CTAB1. 

 Επϊαςθ ςτουσ 65οC για 30 λεπτά. 

 τθ ςυνζχεια προςτίκεται 500 μl seveg2 (χλωροφόρμιο) και 

πραγματοποιείται ιςχυρι ανάδευςθ. 

 Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ για 6 λεπτά ςτισ 12.800 ςτροφζσ/λεπτό ςε 

κερμοκραςία δωματίου. 

 Μεταφζρεται το υπερκείμενο ςε νζο eppendorf και μετράται ο όγκοσ του. 

 Ακολοφκωσ, ο ίςοσ όγκοσ seveg2 (χλωροφόρμιο) με τον όγκο του 

υπερκειμζνου του δείγματοσ. 

 Επαναλαµβάνεται φυγοκζντρθςθ για 4 λεπτά ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό 

ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 Μεταφζρεται θ υπερκείμενθ υδατικι φάςθ ςε νζο eppendorf και μετράται 

ο όγκοσ τθσ. 

 Προςτίκεται 0,7 φορζσ του όγκου του υπερκειμζνου 100% ιςοπροπανόλθ 

και γίνεται ιπια ανάδευςθ με το χζρι. 

 Σα eppendorf αφινονται για 10 λεπτά ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 τθ ςυνζχεια φυγοκεντροφνται για 15 λεπτά ςτισ 12.800 ςτροφζσ/λεπτό ςε 

κεμοκραςία δωματίου για να γίνει κατακριμνιςθ του DNA και να 

δθμιουργθκεί ίηθμα. 

 Απομακρφνεται το υπερκείμενο αφινοντασ μόνο το ίηθμα και 

προςτίκονται 230 μl 70% EtOH (αικανόλθ). 

 Σα δείγματα με τθν αικανόλθ φυγοκεντροφνται για 8 λεπτά ςτισ 12.800 

ςτροφζσ/λεπτό  ςε κερμοκραςία δωματίου. 

 Απομακρφνεται θ αικανόλθ και ςτεγνϊνει καλά το ίηθμα ςτον επωαςτικό 

κάλαμο ςτουσ 37οC για 30 με 40 λεπτά.  

 Επαναδιαλφεται το ίηθμα ςε 40 με 50 μl PE και τοποκετείται ςτουσ 60οC. 

 Προςδιορίηεται θ ςυγκζντρωςθ και θ κακαρότθτα των νουκλεϊκϊν οξζων 

με τθν χριςθ του ςπεκτροφωτομζτρου (nanodrop). 

 Φφλαξθ των δειγμάτων ςτουσ -20οC. 
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3.2.2. Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (Polymerase Chain reaction, PCR) 

 

3.2.2.1  Αρχι τθσ µεκόδου 

 

   Θ Αλυςιδωτι αντίδραςθ πολυμεράςθσ (Polymerase Chain Reaction, PCR) είναι μια 

in vitro μζκοδοσ που επιτρζπει τον πολλαπλαςιαςμό προεπιλεγμζνθσ αλλθλουχιασ 

DNA ςε πολλά αντίγραφα ςε ςφντομο χρόνο. Θ τεχνικι αυτι (Mullis et al., 1986) 

αποτελεί τθν πλζον εξειδικευµζνθ και ευαίςκθτθ µζκοδο ενίςχυςθσ αλλθλουχιϊν 

DNA και RNA, in vitro ι και in situ.   

   Θ διαδικαςία τθσ PCR χωρίηεται ςε τρείσ φάςεισ: 

 Εκκετικι (exponential) φάςθ: Είναι θ φάςθ κατά τθν οποία ζχει αρχίςει ο 

πολλαπλαςιαςμόσ τθσ προεπιλεγμζνθσ αλλθλουχίασ DNA. ’ αυτι τθν 

φάςθ θ αντίδραςθ είναι πολφ αποτελεςματικι και ςε κάκε κφκλο 

διπλαςιάηεται θ προεπιλεγμζνθ αλλθλουχία DNA . 

 Γραμμικι (linear) φάςθ: Θ φάςθ ςτθν οποία παρατθρείται μειωμζνθ 

παραγωγι αντιγράφων τθσ αλλθλουχίασ DNA εξαιτίασ τθσ μείωςθσ τθσ 

ενεργότθτασ των αντιδραςτθρίων. 

 Φάςθ Plateau: τθ φάςθ αυτι ζχει ςταματιςει θ αντίδραςθ PCR κακϊσ και 

θ παραγωγι νζων αντιγράφων εξαιτίασ τθσ εξάντλθςθσ των 

αντιδραςτθρίων 

    

3.2.2.2 Ενίςχυςθ τµιµατοσ DNA μζςω τθσ τεχνικισ PCR 

 

   Θ αλυςιδωτι αντίδραςθ τθσ πολυµεράςθσ (PCR) χρθςιµοποιικθκε για τθν 

ενίςχυςθ τµθµάτων DNA απευκείασ από το DNA των υπό µελζτθ φυτικϊν ιςτϊν  µε 

τθ χριςθ ειδικά ςχεδιαςµζνων εκκινθτϊν.  

   Οι ακριβείσ ςυνκικεσ πραγματοποίθςθσ μιασ τυπικισ αντίδραςθσ PCR εξαρτϊνται 

από τισ απαιτιςεισ του εκάςτοτε πειράματοσ. Θ ποςότθτα τθσ µιτρασ DNA, που  

προςτίκεται  κάκε  φορά,  εξαρτάται  από  τθν  πθγι  προζλευςισ  του. 
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υγκεκριµζνα, ςτθν περίπτωςθ γονιδιωµατικοφ DNA χρθςιµοποιείται ποςότθτα 30-

50 ng. Επίςθσ, θ κερμοκραςία υβριδιςμοφ των εκκινθτϊν εξαρτάται κάκε φορά από 

τθ κερμοκραςία τιξεϊσ τουσ (Σm).  

 

     Μια τυπικι αντίδραςθ PCR πραγµατοποιείται ωσ εξισ: 

1. ε ειδικό ςωλινα eppendorf προςτίκενται τα αντιδραςτιρια του πίνακα 4. 

 

Αντιδραςτιρια  Πγκοσ ανά αντίδραςθ (µl) 

 Γονιδιωµατικό DNA  

 

1 µl 

 

 Εκκινθτισ  ευκείασ 

κατεφκυνςθσ (Forward) (10 

µM) 

 

 

1 µl 

 

 Εκκινθτισ αντίςτροφθσ 

κατεφκυνςθσ (Reverse) (10 

µМ) 

 1 µl 

 Μίγµα dNTPs (10mM)  1 µl 

 PCR ρυκµιςτικό διάλυµα  5 µl 

 DMSO  2 µl 

 Taq DNA πολυµεράςθ 

(1unit/µl) 

 0.5 µl 

 ddH2O  ζωσ  τελικό όγκο 50 µl 

Ρίνακασ 4. Αντιδραςτιρια μιασ τυπικισ αντίδραςθσ PCR 

 

2.Γενικά, οι ςυνκικεσ πραγµατοποιιςθσ τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ 

πολυµεράςθσ είναι: 

 

Στάδιο                                                  Γονίδιο 

 Αρχικι αποδιάταξθ                  94
0
C για 2-4 λεπτά 

 Αποδιάταξθ                                94
0
C για 1 λεπτό 

 Τβριδιςµόσ εκκινθτϊν                 45-65
0
C για 1 λεπτό        για 35 κύκλους 

 Επιμικυνςθ                               72
0
C για 1 λεπτό 

 Σελικι επιμικυνςθ                 72
0
C για 5-10 λεπτά 

   Σο πρόγραµµα το οποίο χρθςιµοποιείται για τθν PCR προγραµµατίηεται ςτθ 
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ςυςκευι του ειδικοφ κερµικοφ κυκλοποιθτι.  

 

3.2.2.3 Ενίςχυςθ τµιµατοσ τθσ περιοχισ ITS 

 

  Θ περιοχι του ITS ιταν μεγζκουσ περίπου 700 βάςεων και ενιςχφκθκε µε τθν 

χριςθ τθσ τεχνικισ PCR. Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ενίςχυςθ µε 

PCR του τµιµατοσ ITS είναι οι ακόλουκοι: 

 Forward: ITS-F: 5'- AAGGTTTCCGTAGGTGAAC-3' 

 Reverse: ITS-R: 5'- GCATATCAATAAGCGGAGGA-3' 

 Για τθν ενίςχυςθ τθσ περιοχισ ITS, χρθςιμοποιοφνται τα παρακάτω αντιδραςτιρια 

(Πίνακασ 5) και οι ςυνκικεσ πραγματοποίθςθσ τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ τθσ 

πολυµεράςθσ ιταν οι παρακάτω: 

           Στάδιο                                                ITS 

 Αρχικι αποδιάταξθ                  94
0
C για 3:30 λεπτά 

 Αποδιάταξθ                                94
0
C για 50 δευτερόλεπτα 

 Τβριδιςµόσ εκκινθτϊν                  50
0
C για 50 δευτερόλεπτα        για 35 κύκλους 

 Επιμικυνςθ                                72
0
C για 50 δευτερόλεπτα 

 Σελικι επιμικυνςθ                  72
0
C για 8 λεπτά 

 

Αντιδραςτιρια Πγκοσ ανά αντίδραςθ 

(µl) 

 Γονιδιωµατικό DNA  2 µl 

 

 Εκκινθτισ  ευκείασ κατεφκυνςθσ 

(Forward) (10 µM) 

 0.5 µl 

 

 Εκκινθτισ αντίςτροφθσ 

κατεφκυνςθσ (Reverse) (10 µМ) 

 0.5 µl 

 Μίγµα dNTPs (10mM)  1 µl 

 PCR ρυκµιςτικό διάλυµα  6 µl 

 DMSO  1µl 

 Taq DNA πολυµεράςθ (1unit/µl)  0.3µl 

 ddH2O  ζωσ  τελικό όγκο 30 µl 

Ρίνακασ 5.Αντιδραςτιρια για τθν πραγματοποίθςθ τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ τθσ πολυµεράςθσ. 
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3.2.3 Θλεκτοφόρθςθ νουκλεΐνικών οξζων ςε πθκτι αγαρόηθσ 

 

   Ο διαχωριςμόσ των δεοξυριβονουκλεΐνικϊν οξζων γίνεται με βάςθ το μζγεκοσ και 

τθ διαμόρφωςι τουσ με θλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ. Σο εφροσ των μεγεκϊν 

που μποροφν να διαχωριςτοφν ςε πθκτι αγαρόηθσ εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ 

τθσ αγαρόηθσ και κυμαίνεται από 0,1 ζωσ 100Kb. τον πίνακα 6 αναφζρονται οι 

τυπικζσ ςυγκεντρϊςεισ αγαρόηθσ ςε ςχζςθ με το επικυμθτό εφροσ διαχωριςμοφ.   

Αγαπόζη (%) Δύπορ διασυπιζμού γπαμμικών 

μοπίυν DNA (kb) 

0.3 1.0-70 

0.5 0.7-45 

0.8 0.4-20 

1 0.3-10 

1.2 0.2-8 

1.5 0.2-6 

2.0 0.1-5 

Ρίνακασ 6. υγκζντρωςθ πθκτισ αγαρόηθσ ανάλογα με το επικυμθτό εφροσ διαχωριςμοφ. 

 

 

   Σα μόρια DNA γίνονται ορατά με τθν προςκικθ βρωμιοφχου αικιδίου, το οποίο 

ζχει τθν ιδιότθτα να παρεμβάλλεται μεταξφ των βάςεων του DNA και φκορίηει 

παρουςία υπεριϊδουσ φωτόσ. Θ προετοιμαςία τθσ πθκτισ αγαρόηθσ 

πραγματοποιείται με τθν ακόλουκθ διαδικαςία: 

 

 Ποςότθτα αγαρόηθσ αναµειγνφεται ςε κωνικι φυάλθ Erlenmeyer, µε 

οριςµζνο όγκο διαλφµατοσ  θλεκτροφόρθςθσ 1xΣΑΕ7. Θ ςυγκζντρωςθ  τθσ 

πθκτισ αγαρόηθσ που χρθςιµοποιικθκε ιταν ανάλογθ του µεγζκουσ των 

γραµµικϊν µορίων που θλεκτροφοροφνταν κάκε φορά. 

 Ακολουκεί ςταδιακι κζρµανςθ του µίγµατοσ ςε φοφρνο 

µικροκυµάτων µζχρι θ αγαρόηθ να διαλυκεί εντελϊσ. 

 Θ κερμοκραςία του διαλφματοσ αφινεται να πζςει ζωσ τουσ 600C και 
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αφοφ προςτεκεί διάλυμα βρωμιοφχου αικιδίου (10 mg/ml) τελικισ 

ςυγκζντρωςθσ 0,5 µg/ml, αφινεται να ςτερεοποιθκεί ςε οριηόντια ςυςκευι 

θλεκτροφόρθςθσ,  ςε κερµοκραςία δωµατίου. τθν ςυςκευι 

προςαρμόηεται θ κατάλλθλθ ″χτζνα″ ζτςι ϊςτε να ςχθματιςτοφν ςτθν πθκτι 

τα βοκρία φόρτωςθσ (″πθγαδάκια″). 

 Αφοφ θ πθκτι ζχει ςτακεροποιθκεί αποµακρφνεται από αυτιν θ 

«χτζνα». Θ ςυςκευι θλεκτροφόρθςθσ ςυµπλθρϊνεται µε διάλυµα 

θλεκτροφόρθςθσ ΣΑΕ7 ζτςι ϊςτε θ πθκτι να παραµζνει βυκιςµζνθ 1-2mm 

από τθν επιφάνειά τθσ. 

 Σα δείγµατα των νουκλεϊνικϊν οξζων, αφοφ αναµιχκοφν ςε ρυκµιςτικό 

διάλυµα φόρτωςθσ7, τοποκετοφνται ςτα βοκρία φόρτωςθσ (″πθγαδάκια″) 

τθσ πθκτισ. 

 Σζλοσ τα δείγματα αναλφονται ςε θλεκτρικό πεδίο με κατάλλθλθ  τάςθ 

που εφαρμόηεται ςτα  άκρα  τθσ  πθκτισ, θ  οποία  δεν υπερβαίνει τα 60 

Vcm-1. 

 

 

3.2.4 Ανάκτθςθ κλάςµατοσ DNA από πθκτι αγαρόηθσ 

 

   Για τθν ανάκτθςθ κλάςµατοσ DNA από πθκτι αγαρόηθσ χρθςιµοποιικθκε το 

κατάλλθλο πρωτόκολλο τθσ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up: 

 

 Ζπειτα από το πζρασ τθσ θλεκτροφόρθςθσ, απομονϊνεται από τθν πθκτι 

αγαρόηθσ με τθ χριςθ κακαροφ νυςτεριοφ, το τμιμα εκείνο το οποίο 

περιζχει τθν επικυμθτι ηϊνθ DNA. Εν ςυνεχεία τοποκετείται ςε ςωλινα 

τφπου eppendorf, ηυγίηεται και προςτίκενται διπλάςιοσ όγκοσ ρυκµιςτικοφ 

διαλφµατοσ ΝΣ (για παράδειγµα για 65mg πθκτισ αγαρόηθσ απαιτοφνται 130 

µl διαλφµατοσ ΝΣ ). 

 Ακολουκεί επϊαςθ ςτουσ 50ºC για περίπου 10 λεπτά, ζωσ ότου διαλυκεί θ 

αγαρόηθ. Για να διαλυκεί πλιρωσ, αναδεφουµε ιπια το δείγµα κάκε 2 λεπτά, 

κάκ’όλθ τθ διάρκεια τθσ επϊαςθσ. Εάν χρειαςτεί παρατείνεται ο χρόνοσ 
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επϊαςθσ. 

 Σο διάλυµα τοποκετείται ςτθ ςτιλθ και ακολουκεί φυγοκζντρθςθ ςτισ 

12.600 ςτροφζσ/λεπτό για 30 δευτερόλεπτα. Σο DNA  προςδζνεται  ςτθν  

ςτιλθ. 

 Θ ςτιλθ ξεπλζνεται με προςκικθ 700 µl  διαλφµατοσ ΝΣ3. Ακολουκεί 

φυγοκζντρθςθ  ςτισ 13.000  ςτροφζσ/λεπτό  για  30 δευτερόλεπτα. 

 Θ διαδικαςία τθσ φυγοκζντρθςθσ επαναλαµβάνεται ςτισ 13.000 

ςτροφζσ/λεπτό για 1 λεπτο, ϊςτε να αποµακρυνκεί τελείωσ το διάλυµα ΝΣ3 

κακϊσ περιζχει αικανόλθ, θ οποία αν παραµείνει µπορεί να παρεµποδίςει 

περαιτζρω ενηυµικζσ αντιδράςεισ. 

 Θ ςτιλθ τοποκετείται ςε νζο ςωλινα τφπου eppendorf και το DNA εκλοφεται 

µε τθν προςκικθ 30 µl διαλφµατοσ NE (5 mM Tris/HCl, pH 8.5).  

 Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ τθσ ςτιλθσ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 1 

λεπτό. 

 Σο δείγµα φυλάςςεται ςτουσ -20οC. 

 
 

 

3.2.5 Προςδιοριςµόσ ςυγκζντρωςθσ και κακαρότθτασ νουκλεϊνικών οξζων  

 

   Ο προςδιοριςµόσ τόςο τθσ ςυγκζντρωςθσ όςο και τθσ κακαρότθτασ των 

νουκλεϊνικϊν οξζων ςε υδατικό διάλυµα, πραγµατοποιείται µε τθ χριςθ 

φαςµατοφωτοµζτρου (NanoDrop® ND1000 Spectrophotometer). Πριν από τθ 

µζτρθςθ επιλζγεται ςτο λογιςµικό τθσ ςυςκευισ από το χειριςτι θ ζνδειξθ DNA. 

   Θ χριςθ του μθχανιματοσ ζχει ωσ εξισ: 

 

 Αρχικά για το µθδενιςµό του οργάνου μεταφζρεται 1 μl (ddΘ2Ο ι άλλο 

διαλφτθ) ςτθν υποδοχι τθσ ςυςκευισ. 

 τθ ςυνζχεια 1 μl από το δείγμα μεταφζρεται  ςτθν υποδοχι τθσ ςυςκευισ 

και λαμβάνονται οι λόγοι OD260/OD280 και OD260/OD230 βάςει των οποίων 

γίνεται θ εκτίμθςθ τθσ κακαρότθτασ των δειγµάτων των νουκλεϊνικϊν 

οξζων. 
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 Για να κεωρειται ζνα δειγμα νουκλεϊνικϊν οξζων κακαρο, ο δείκτθσ 

OD260/OD280 πρζπει να κυμαίνεται μεταξυ 1.8-2.0.  

 Ο λόγοσ OD260/OD230 αποτελεί ζνα δεφτερο µζτρο τθσ κακαρότθτασ των 

νουκλεϊνικϊν οξζων. ε δείγµατα υψθλισ κακαρότθτασ ο ςυγκεκριµζνοσ  

λόγοσ κυµαίνεται µεταξφ 1,8 και 2,2. Μικρότερεσ τιµζσ αποτελοφν 

ςυνικωσ ζνδειξθ µόλυνςθσ. 

 

 

3.2.6 Τποκλωνοποίθςθ τµθµάτων DNA ςε πλαςµιδιακό φορζα 

 

3.2.6.1 Χαρακτθριςτικά πλαςµιδιακοφ φορζα 

 

    Για τθν αλλθλοφχιςθ ενιςχυμζνων με PCR τμθμάτων DNA χρθςιμοποιείται ο 

πλαςμιδιακόσ φορζασ τθσ εταιρείασ Promega με τθν ονομαςία pGEM-T Easy Vector. 

O φορζασ αυτόσ είναι μεγζκουσ 3.015bp (Εικόνα 15). κοπόσ τθσ χριςθσ του, είναι θ 

υποκλωνοποίθςθ των τµθµάτων DNA, προκειµζνου να καταςτεί ευκολότεροσ ο 

χειριςµόσ τουσ και να επιτραπεί ο προςδιοριςµόσ τθσ αλλθλουχίασ των βάςεϊν 

τουσ και γενικότερα ο χαρακτθριςµόσ τουσ. 

 

   Σα κυριότερα χαρακτθριςτικά του φορζα είναι τα εξισ: οι πλαςµιδιακοί φορείσ 

pGEM-T easy διακζτουν µια αρχι αντιγραφισ (ori), τµιµα του γονιδίου lacZ τθσ 

E.coli, που κωδικοποιεί για το α-πεπτίδιο του ενηφµου β-γαλακτοςιδάςθ. Επιπλζον,  

φζρουν µια πολλαπλι κζςθ κλωνοποίθςθσ (πολυςφνδεςµοσ) εντόσ του γονιδίου 

lacZ κακϊσ και τουσ προαγωγείσ τθσ RNA πολυµεράςθσ, Σ7 και SP6, οι οποίοι 

βρίςκονται εκατζρωκεν του πολυςυνδζςµου (Εικόνα 15). 

 

   Σο τμιμα του γονιδίου τθσ β-γαλακτοςιδάςθσ βρίςκεται υπό τον µεταγραφικό 

ζλεγχο των παραπάνω προαγωγζων ενϊ θ µεταγραφι µπορεί και επάγεται 

παρουςία του χθµικοφ  ανάλογου τθσ λακτόηθσ IPTG10 

(ιςοπροπυλοκειογαλακτοςίδιο). Θ β-γαλακτοςιδάςθ µεταβολίηει τθν οργανικι 

ζνωςθ X-gal11, παράγοντασ µια αδρανι µπλε ουςία. Θ ζνκεςθ ξζνου DNA ςτθν 

περιοχι του πολυςυνδζςµου,  ωςτόςο,  διακόπτει  τθ µεταγραφι  του  γονιδίου 
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lacZ µε αποτζλεςµα τθν αδυναµία µεταβολιςµοφ τθσ X-gal11 και, κατά ςυνζπεια, τθν 

απουςία ανάπτυξθσ µπλε χρϊµατοσ ςτισ βακτθριακζσ καλλιζργειεσ. Σο γεγονόσ 

αυτό επιτρζπει τον εντοπιςµό των αναςυνδιαςµζνων κλϊνων µε βάςθ το χρϊµα 

των αποικιϊν όταν ςε αυτζσ προςτεκεί X-gal11 και IPTG10. Ο φορζασ φζρει γονίδιο 

ανκεκτικότθτασ ςτθν αµπικιλλίνθ, γεγονόσ το οποίο επιτρζπει τθν επιλογι των 

µεταςχθµατιςµζνων βακτθριακϊν κυττάρων. 

 

 

 

               

Εικόνα 15. Χάρτθσ πλαςµιδιακοφ φορζα PGEM-T easy (Promega). 

 

 

3.2.6.2 Ενςωµάτωςθ τµθµάτων DNA µε τυφλά άκρα ςτον πλαςµιδιακό φορζα 

(ligation) 

 

   Σα προϊόντα τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ τθσ πολυµεράςθσ φζρουν κολλϊδθ 

άκρα, οπότε για τθν κλωνοποίθςι τουσ χρθςιµοποιείται ο πλαςµιδιακόσ φορζασ 

pGEM-T Easy (Promega).  

   τθν αντίδραςθ ενςωµάτωςθσ (ligation), για τθ µεγιςτοποίθςθ τθσ πικανότθτασ 

δθµιουργίασ αναςυνδυαςµζνων πλαςµιδίων, θ αναλογία των µορίων του 

πλαςµιδιακοφ φορζα και του προσ ζνκεςθ τµιµατοσ DNA ρυκµίηεται ςτο 1:3. Θ 

αραίωςθ τόςο του φορζα όςο και του ζνκετου DNA γίνεται µε τρόπο ϊςτε να 
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διευκολφνεται θ επίτευξθ τθσ απαιτοφµενθσ αναλογίασ. Θ αντίδραςθ ενςωµάτωςθσ 

πραγματοποιείται ςε τελικό όγκο 10 µl και φαίνεται ςτον πίνακα 7. 

 

 

 

Ανηιδπαζηήπια  Όγκορ ανά ανηίδπαζη (µl) 

 2x πςθµιζηικό διάλςµα 

λιγάζηρ 

 5 

 DNA πλαζµιδιακόρ θοπέαρ  0.5 

 Ένζςµο λιγάζη T4 (1 unit/µl)  0.5 

 DNA ένθεζηρ  1 

 ddH20 (έυρ ηελικό όγκο 10 µl)  3 

 ΣΥΝΟΛΟ  10 

Ρίνακασ 7. Αντιδραςτιρια για τθν πραγματοποίθςθσ τθσ αντίδραςθσ ενςωµάτωςθσ DNA 

ςτον πλαςµιδιακό φορζα. 

 

Θ αντίδραςθ πραγματοποιείται ςε κερµοκραςία δωµατίου για 16 ϊρεσ. 

 

3.2.7 Μεταςχθµατιςµόσ ικανών κυττάρων Ε. coli µε πλαςµίδια  

3.2.7.1 Τγρζσ και ςτερεζσ καλλιζργειεσ βακτθριακών κυττάρων Ε. coli 

   τθν παροφςα µελζτθ χρθςιµοποιικθκε το ςτζλεχοσ E. coli XL-Blue, το οποίο 

καλλιεργικθκε ςε υγρό ι ςτερεό κρεπτικό µζςο LΒ12, παρουςία κατάλλθλου 

αντιβιοτικοφ (παραρτιµατα). Θ ανάπτυξι του πραγµατοποιικθκε κατόπιν επϊαςθσ 

ςτουσ 37°C για 16h. τθν περίπτωςθ υγρισ καλλιζργειασ, θ επϊαςθ τελοφνταν υπό 

ανάδευςθ. 
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3.2.7.2 Προετοιμαςία βακτθριακών κυττάρων Ε. coli ικανών για µεταςχθµατιςµό 

(Competent cells) 

 

   Πεξηγξαθή ηεο πξνεηνηκαζίαο βαθηεξηαθώλ θπηηάξωλ Ε. coli ηθαλώλ γηα 

µεηαζρεµαηηζµό (Competent cells): 

 

           Εµβολιαςµόσ 10 ml LB12 µε βακτθριολογικό κρίκο από ςτοκ 

γλυκερόλθσ E. coli (XL-Blue) και επϊαςθ υπό ανάδευςθ, για περίπου 18 

ϊρεσ ςτουσ 37°C. 

           2 ml τθσ παραπάνω καλλιζργειασ χρθςιµοποιοφνται για τον 

εµβολιαςµό 200 ml αποςτειρωµζνου  κρεπτικοφ  υλικοφ  LBI2.  Ακολουκεί  

επϊαςθ,  υπό ςυνεχι ανάδευςθ, ςτουσ 37οC για 2 h. Θ οπτικι πυκνότθτα 

τθσ καλλιζργειασ να κυµαίνεται από 0.3-0,4 (O.D.600=0,3-0,4).  

            Επϊαςθ ςτον πάγο για 5 λεπτά  και φυγοκζντρθςθ ςτισ 4.200 

ςτροφζσ/λεπτό για 10 λεπτά ςτουσ 4 °C. 

          Σοποκζτθςθ ςτον πάγο και επαναδιάλυςθ του ιηιµατοσ ςε 50 ml 

CaCl2 80mM. 

 Επϊαςθ ςτον πάγο για 45 λεπτά και φυγοκζντρθςθ ςτισ 4.200 

ςτροφζσ/λεπτό για 10 λεπτά ςτουσ 4 °C. 

 Επαναιϊρθςθ του ιηιµατοσ ςε 5 ml CaCl2 80mM. 

 Επϊαςθ ςτον πάγο για 45 λεπτά και προςκικθ 15% γλυκερόλθσ 

(900 µl γλυκερόλθσ ςτα 5 ml κυττάρων).  

 Σα κφτταρα αφοφ τοποκετθκοφν ςε ςωλινεσ τφπου eppendorf 

φυλάςςονται ςτουσ -800C. 

 

 

3.2.7.3 Μεταςχθµατιςµόσ δεκτικών κυττάρων E. coli µε πλαςµίδιο 

   Περιγραφι διαδικαςίασ του μεταςχθμετιςμοφ των δεκτικϊν κυττάρων E. coli με 

πλαςμίδιο: 
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 ε ςωλινα τφπου eppendorf µεταφζρονται, µζςα ςε πάγο, 60-80µl, 

δεκτικά για µεταςχθµατιςµό κφτταρα Escherichia coli. 

 Προςτίκενται 10-100 ng πλαςµιδιακοφ DNA (αφοφ τα κφτταρα 

ξεπαγϊςουν), ςε όγκο ο οποίοσ δεν πρζπει να υπερβαίνει το 1/10 του 

όγκου των προσ µεταςχθµατιςµό κυττάρων. 

 Σο μίγμα κυττάρων-πλαςμιδιακοφ DNA επωάηεται ςτον πάγο για περίπου 

10 λεπτά. 

 Θ είςοδοσ του πλαςµιδίου ςτα κφτταρα επιτυγχάνεται µε τθν υποβολι 

τουσ ςε κερµικό ςοκ ςτουσ 42oC για ζνα 1-2 λεπτά και τθν απ’ευκείασ 

µεταφορά τουσ ςτθ ςυνζχεια ςτον πάγο. 

 Προςτίκενται 200 µl LB12 κρεπτικοφ διαλφµατοσ και τα δείγµατα 

επωάηονται ςτουσ 37 0C για 1 ϊρα. 

 Σα κφτταρα επιςτρϊνονται ςε τρυβλία με κρεπτικό υλικό με το κατάλλθλο 

αντιβιοτικό για τθν επιλογι των μεταςχθματιςμζνων κυττάρων. Για τον 

πλαςμιδιακό φορζα που χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα εργαςία (pGEM-

T Easy) χρθςιμοποιικθκαν τρυβλία με κρεπτικό υλικό LB12 και αµπικιλίνθ. 

 τθν περίπτωςθ που επικυμείται θ επιλογι αποικιϊν που φζρουν 

αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο, προςτίκενται ςτα κφτταρα 10 µl IPTG10 100 

mM και 50 µl X-Gal11 2% (w/v). Οι αποικίεσ που φζρουν το 

αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο, λόγω τθσ διακοπισ του γονιδίου που 

κωδικοποιεί για τθ β-γαλακτοηιδάςθ από το ζνκεμα, εμφανίηονται λευκζσ. 

Αντίκετα, οι αποικίεσ µε µθ αναςυνδυαςµζνα πλαςµίδια, λόγω τθσ δράςθσ 

του ενηφµου, εµφανίηουν µπλε χρϊµα. 

 Σα κφτταρα επωάηονται ςτουσ 370C για 18 h. 

 

 

3.2.8 Αποµόνωςθ πλαςµιδιακοφ DNA από µεταςχθµατιςµζνα κφτταρα Ε.coli  

 

  τθν παροφςα µελζτθ θ αποµόνωςθ πλαςµιδιακοφ DNA από µεταςχθµατιςµζνα 

κφτταρα Ε.coli πραγµατοποιικθκε µε δφο µεκόδουσ: Θ πρϊτθ μζκοδοσ (Boiling 

preparation) ακολουκείται κυρίωσ για επιβεβαίωςθ τθσ ενςωμάτωςθσ του insert 
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ςτο πλαςμίδιο, ενϊ θ δεφτερθ (Qia Prep) για τθν απομόνωςθ του πλαςµιδιακοφ 

DNA και τον κακαριςμό αυτοφ, με ςκοπό να ςταλεί προσ αλλθλοφχιςθ, για εφρεςθ 

τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ του προσ µελζτθ γονιδίου. 

 

 

3.2.8.1 Μζκοδοσ βραςµοφ (Boiling Preparation), (Holmes & Quigley,  

1981)  

 

   Περιγραφι διαδικαςίασ τθσ μεκόδου βραςμοφ:  

 6  ml  κρεπτικοφ  υλικοφ  LB12,  που  περιζχουν  το  αντιβιοτικό  αµπικιλίνθ, 

εµβολιάηονται µε µία µεµονωµζνθ αποικία κυττάρων Ε.coli, τα οποία 

ζχουν µεταςχθµατιςκεί µε το προσ αποµόνωςθ πλαςµίδιο. Ακολουκεί 

επϊαςθ, υπό ςυνεχι ανάδευςθ ςτουσ 37 οC για περίπου 16 ϊρεσ. 

 Από τθν παραπάνω καλλιζργεια µεταφζρονται 2 x 750 μλ ςε ςωλινα 

eppendorf και φυγοκεντροφνται ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 3 λεπτά. 

 Σο υπερκείμενο απομακρφνεται ςχολαςτικά αφινοντασ το ίηθμα των 

κυττάρων όςο το δυνατόν ςτεγνό. 

 Σο ίηθµα των κυττάρων επαναιωρείται ςε 150µl διαλφµατοσ STET4 

παρουςία λυςοηφµθσ5 (Sigma) ςε τελικι ςυγκζντρωςθ 0,5 mg/ml. 

  Ακολουκεί βραςµόσ του δείγµατοσ για 45 δευτερόλεπτα και µετά 

φυγοκζντρθςι του ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 20 λεπτά ςε 

κερµοκραςία δωµατίου. 

 Μετά τθ φυγοκζντρθςθ, το ίηθµα που αποτελείται από τα κυτταρικά 

υπολείµµατα αποµακρφνεται με τθ βοικεια αποςτειρωμζνθσ 

οδοντογλυφίδασ. Για τθν κατακριµνιςθ του πλαςµιδιακοφ DNA 

προςτίκενται ςτο υπερκείµενο 180 µl ιςοπροπανόλθσ και ακολουκεί 

φυγοκζντρθςθ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 6 λεπτά. 

 Αφοφ το ίηθµα ςτεγνϊςει ςτον αζρα ϊςτε να εξατµιςτεί πλιρωσ θ 

ιςοπροπανόλθ, θ οποία αν παραµείνει µπορεί να παρεµποδίςει περαιτζρω 

ενηυµικζσ αντιδράςεισ, επαναδιαλφεται ςε κατάλλθλο όγκο (ρυκµιςτικοφ 

διαλφµατοσ BE3ι) ddH2O. 
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 Σο ίηθμα φυλάςςεται ςτουσ -20ºC. 

 

   Ακολουκεί πζψθ µε ενδονουκλεάςθ περιοριςµοφ (EcoRI). Σα αντιδραςτιρια που 

χρθςιµοποιικθκαν, κακϊσ και θ ποςότθτα αυτϊν ανά αντίδραςθ περιγράφονται 

ςτον πίνακα 8. 

 

 

Ανηιδπαζηήπια πέτηρ  Όγκορ ανά ανηίδπαζη (µl) 

 10x buffer  2 

 RNase  0,5 

 EcoRI enzyme  1 

 Πλαζµιδιακό DNA  3 

 ddH20 (έυρ ηελικό όγκο 20 

µl) 

 13,5 

 ΣΥΝΟΛΟ  20 

Ρίνακασ 8. Αντιδραςτιρια για τθν πζψθ με ενδονουκλεάςθ περιοριςμοφ (EcoRI). 

 

   Ακολουκεί επϊαςθ ςτουσ 37°C για 1:30 ϊρα και θλεκτροφόρθςθ όλου του 

προϊόντοσ πζψθσ ςε πικτωµα αγαρόηθσ (1,5%) και επιλογι των αποικιϊν που 

φζρουν αναςυνδυαςμζνο πλαςμίδιο με ζνκετο αναμενόμενου μεγζκουσ.  

 

3.2.8.2 Μζκοδοσ  αποµόνωςθσ µε ςτιλθ  (QIAprep) 

 

   Για τθν αποµόνωςθ µε ςτιλθ χρθςιµοποιικθκε το πρωτόκολλο τθσ NucleoSpin® 

Plasmid και ζγινε ςφµφωνα µε τθν ακόλουκθ διαδικαςία: 

 

 6 ml κρεπτικοφ υλικοφ LB12, που περιζχουν το αντιβιοτικό αµπικιλίνθ, 

εµβολιάηονται µε µία µεµονωµζνθ αποικία κυττάρων Ε.coli , τα οποία 

ζχουν µεταςχθµατιςκεί µε το προσ αποµόνωςθ πλαςµίδιο. Ακολουκεί 

επϊαςθ µε ςυνεχι ανακίνθςθ ςτουσ 37οC  για περίπου 16 ϊρεσ 

 2 x 1,5 ml από τθν παραπάνω καλλιζργεια µεταφζρονται ςε ςωλινα 

eppendorf και φυγοκεντροφνται ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 3 λεπτά ςε 

κερµοκραςία δωµατίου. 
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 Σο υπερκείµενο αποµακρφνεται ςχολαςτικά και το ίηθµα των κυττάρων 

επαναδιαλφεται ςε 230 µl διαλφµατοσ A1 (περιζχει RNAse A6). 

 Προςτίκενται 230 µl διαλφµατοσ A2, το διάλυµα ανακινείται απαλά και 

αφινεται ςε θρεµία ςε κερµοκραςία δωµατίου για περίπου 3 min.  

 Προςτίκενται 270 µl διαλφµατοσ A3, ακολουκεί ανάδευςθ και 

φυγοκζντρθςθ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 6 λεπτά ςε κερµοκραςία 

δωµατίου. 

 Σο υπερκείµενο αποµακρφνεται προςεκτικά και µεταφζρεται ςε ςτιλθ 

QIAprep. 

 Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 1 λεπτό ςε 

κερµοκραςία δωµατίου. 

 Σο διάλυµα που διαπζραςε τθ ςτιλθ απορρίπτεται, ςε αυτό το ςτάδιο το 

πλαςµιδιακό DNA είναι προςδεδεµζνο ςτθν ςτιλθ. 

 Προςτίκενται 600µl διαλφµατοσ Α4 (περιζχει αικανόλθ). Ακολουκεί 

φυγοκζντρθςθ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 1 λεπτό ςε κερµοκραςία 

δωµατίου. Σο διάλυµα που διαπερνά τθν ςτιλθ απορρίπτεται και 

επαναλαµβάνεται φυγοκζντρθςθ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 2 λεπτά 

ςε κερµοκραςία δωµατίου, ϊςτε να αποµακρυνκεί τελείωσ το διάλυµα Α4 

κακϊσ περιζχει αικανόλθ, θ οποία αν παραµείνει µπορεί να παρεµποδίςει 

περαιτζρω ενηυµικζσ αντιδράςεισ. 

 Θ ςτιλθ τοποκετείται ςε ςωλινα eppendorf και ακολουκεί ζκλουςθ, του 

προςδεδεμζνου ςτθ ςτιλθ DNA, µε τθν προςκικθ 30 µl διαλφµατοσ AE (5 

mM Tris/HCl, pH 8.5). Σο δείγµα επωάηεται για 2 λεπτά ςε κερµοκραςία 

δωµατίου. 

 Ακολουκεί φυγοκζντρθςθ τθσ ςτιλθσ ςτισ 13.000 ςτροφζσ/λεπτό για 1 

λεπτό ςε κερµοκραςία δωµατίου. 

 Ακολουκεί προςδιοριςµόσ τθσ ςυγκζντρωςθσ του πλαςµιδιακοφ DNA µε 

φωτοµζτρθςθ ςτο ςπεκτροφωτόµετρο To δείγµα φυλάςςεται ςτουσ -200C . 
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3.3 φγκριςθ νουκλεοτιδικών αλλθλουχιών - φυλλογενετικι ανάλυςθ 

 

   Σα  αναςυνδυαςμζνα πλαςμίδια εςτάλθςαν ςε αναλυτικό εργαςτιριο Βιοχθμείασ 

ςτθ Λάριςςα για ανάγνωςθ των αλλθλουχιϊν (sequencing). Οι αλλθλουχίεσ τθσ 

περιοχισ ITS  ςυγκρικθκαν τισ ιδθ καταχωρθµζνεσ αλλθλουχίεσ τθσ GenBank, µε 

χριςθ του λογιςμικοφ BLAST, µζςω τθσ βάςθσ δεδοµζνων NCBI  

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Θ ευκυγράμμιςθ των αλλθλουχιϊν 

(alignment) ζγινε µε  χριςθ  του αλγόρικµου ClustalW µζςω του προγράµµατοσ Mega 

6.0. (Thompson et al., 1994). Οι ςυντθρθμζνεσ αλλθλουχίεσ τθσ περιοχισ ITS2 

εντοπίςτθκαν μζςω του προγράμματοσ motif μζςα από τθν βάςθ δεδομζνων 

ITS2database (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/). Θ δευτεροταγισ 

δομι τθσ περιοχισ ITS1, 5.8S, ITS2 κακϊσ και τθσ περιοχισ psbA-trnH προςδιορςτθκε 

είτε με τθ βοικεια του λογιςμικοφ predict που προςφζρεται από τθν βάςθ 

δεδομζνων τθσ περιοχισ ITS2 (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/), 

ITS2database, είτε  του προγράμματοσ Freiburg RNA tools (http://rna.informatik.uni-

freiburg.de/). Θ φυλογενετικι ςχζςθ μζςω των γενετικϊν αποςτάςεων μεταξφ των 

δειγμάτων µε τθ µζκοδο Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004) και 

μζςω του φυλλογενετικοφ δζντρου που πραγματοποιικθκε μζςω του 

προγράμματοσ MEGA 6.0 (Tamura  et al., 2013).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
http://rna.informatik.uni-freiburg.de/
http://rna.informatik.uni-freiburg.de/


[53] 
 

4. ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ  

 

4.1 Χαρακτθριςτικά τθσ περιοχισ ITS 

 

    Θ ενίςχυςθ τθσ περιοχισ ITS με χριςθ κατάλλθλων εκκινθτων πραγματοποιικθκε 

και ςτα οκτϊ δείγματα (S.officinalis, S.officinalis Η, S. fruticosa F, S. fruticosa Κ,    

S. pomifera, S. aethiopis, S.calycina, S.hispanica). Σα προϊόντα τθσ PCR που 

προζκυψαν, μεγζκουσ 710-740bp, ανάλογα με το δείγμα,  κλωνοποιικθκαν ςτον 

πλαςμιδιακό φορζα pGEM-T Easy και προςδιορίςτθκε θ αλλθλουχία βάςεων 1 ι 2 

κλϊνων από κάκε δείγμα. Θ αλλθλουχία νουκλεοτιδιων τθσ κάκε μια περιοχισ ITS 

περιλαμβάνει το 3' άκρο του 18S rDNA γονιδίου, τθν περιοχι ITS1, το 5.8S γονίδιο, 

τθν περιοχι ITS2 και το 5' άκρο του 28S rDNA γονιδίου. τθν εικόνα 16 παρατίκεται 

ενδεικτικά θ αλλθλουχία βάςεων τθσ περιοχισ ITS ηεο S.fruticosa.  

Όλεσ οι ITS αλλθλουχίεσ αναλφκθκαν μζςω τθσ μεκόδου BLASTN. Σα αποτελζςματα 

ζδειξαν ότι και οι οκτϊ ITS αλλθλουχίεσ παρουςίαςαν μεγάλο ποςοςτό ομολογίασ 

(>93%) αποκλειςτικά με ITS αλλθλουχίεσ τθσ Genbank οι οποίεσ είχαν καταχωρθκεί 

ωσ αλλθλουχίεσ του γζνουσ Salvia.  

 

>S.fruticosaF 

AAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTGTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTCACTAA

CACCATCCGACGGTGCATGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCCTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGTTCCCATCG

GGTCACGTCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCCCC

GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAATGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATAT

CTCGGCCCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATC

GAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCACGCATCGCGT

CGCCCCCCCGCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGTTGGGGGAGGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTC

GGCGCGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCT

CGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCTCGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCACAGCT

CGCACCTTCGACCGCGACCCCAGGTCAGGCGGGATCACCCGCTGAGTTTAAGCATATCAATAAGCGGAGGA  

 

Εικόνα 16. Νουκλεοτιδικι αλλθλουχία τθσ περιοχισ ITS τθσ S. fruticosa Κ. Θ αλλθλουχία 

νουκλεοτιδίων τθσ περιοχισ ITS περιλαμβάνει το 3' άκρο του 18S rDNA γονιδίου (κόκκινο), τθν 

περιοχι ITS1 (μαφρο), το 5.8S γονίδιο (μπλε), τθν περιοχι ITS2 (μαφρο) και το 5' άκρο του 28S rDNA 

γονιδίου (κόκκινο). 
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Σα γενικά χαρακτθριςτικά (μζγεκοσ, περιεχόμενο G+C) των αλλθλουχιϊν τθσ 

περιοχισ ITS1, ITS2 και 5,8S γονιδίου καταγράφονται ςτον Πίνακα 7. Σο μζγεκοσ τθσ 

περιοχισ ITS1 κυμαίνεται από 224 ζωσ 231bp με τθν περιεκτικότθτα ςε G+C να 

κυμαίνεται από 66,1 ζωσ 70,6%. Σο μζγεκοσ τθσ περιοχισ ITS2  κυμαίνεται από 219 

μζχρι 246 bp και το περιεχόμενο ςε G+C που ξεκινάει από 66,8 και φκάνει ςτο 

69,3%. Σο μζγεκοσ του 5.8S γονιδίου είναι 165 bp και το περιεχόμενο του ςε G+C 

κυμαίνεται από 53,9 ζωσ 54,5% (Πίνακασ 9). 

 

               ITS1             ITS2             5.8S 

 Είδθ του γζνουσ Salvia  Μζγεκοσ(bp)  G+C (%) Μζγεκοσ(bp)  G+C (%) Μζγεκοσ(bp)  G+C (%) 

        
 S. fruticosa F 230 65.2 244 69.3 165 54.5 

 S. fruticosa K 230 65.2 244 69.3 165 54.5 

 S. officinalis H 230 66.1 236 68.2 165 53.9 

 S. oficinalis 230 66.1 236 68.2 165 53.9 

 S. aethiopica 231 70.6 219 68.5 165 53.9 

 S. calycina 230 66.1 246 68.3 165 53.9 

 S.hispanica 224 69.2 235 66.8 165 54.5 

 S.pomifera 230 66.1 238 68.1 165 53.9 

 

Ρίνακασ 9. Θ ποικιλότθτα ςτο μζγεκοσ και ςτο περιεχόμενο  ςε G+C τθσ  περιοχισ ITS1 και τθσ  ITS2  

κακϊσ και του 5.8S γονιδίου των ειδϊν του γζνουσ Salvia. 

 

    

 

4.2 Ανάλυςθ των ςυντθρθμζνων αλλθλουχιών τθσ περιοχισ ITS1, ITS2 και 5.8S 

γονιδίου 

 

   τθν βιβλιογραφία αναφζρεται ότι θ περιοχι ITS2 ςε όλα τα φυτά φζρει τρεισ 

διακριτζσ ςυντθρθμζνεσ περιοχζσ (Schultz et al., 2005, Rampersad, 2014). Επίςθσ 

ζχει αναφερκεί ότι θ περιοχι ITS1 φζρει μια διακριτι ςυντθρθμζνθ περιοχι ςε όλα 

τα αγγειόςπερμα (Liu et al., 1994). 

Θ παρουςία των ςυντθρθμζνων περιοχϊν ςτισ ITS2 αλλθλουχίεσ ςε όλα τα είδθ τθσ  

Salvia διερευνικθκε μζςω του  προγράμματοσ  motif  τθσ  ITS2 database. Σα 

αποτελζςματα ζδειξαν ότι όλα  τα motifs, M1, Μ2, και Μ3, είναι μικουσ 15 bp και 
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περιλαμβάνουν τισ εξισ αλλθλουχίεσ: M1, 5’-TA(T/G)TGGCCTCCCGT(G/T)-3’, M2 5’-

CGGCTGGCCCAAATG- 3’, Μ3 5’–G(G/A)CAAGTGGTGGTTG-3’ (Εικόνα 17).  τθν 

εικόνα 17 παρουςιάηεται θ ευκυγράμμιςθ των ITS αλλθλουχιϊν των διαφόρων 

ειδϊν του γζνουσ Salvia και  ςθμειϊνεται θ κζςθ των διακριτϊν ςυντθρθμζνων 

αλλθλουχιϊν.  

 

 
S.oficinalisH      CGCATCGCGTCGCC----CCCCCCACCGTGCGCACAGCGCCCGCTGT-------GGGGGG 

S.oficinalis       CGCATCGCGTCGCC----CCCCCCACCGTGCGCACAGCGCCCGCTGT-------GGGGGG 

S.fruticosaF       CGCATCGCGTCGCC-CCCCCGCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGTTGG--GGGAGGGGGGG 

S.fruticosaK       CGCATCGCGTCGCC-CCCCCGCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGTTGG--GGGAGGGGGGG 

S.pomifera         CGCATCGCGTCGCC---CCCCCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGCTGT-----GGGGGGGG 

S.calycina         CGCATCGCGTCGCCTCCCCCCCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTTGGGGGGGGGGGG 

S.aethiopis        CGCATCGCGTCGCC------CCCCACCATGTGC-----------------------GGGG 

S.hispanica        CGCATCGCGTCGCC----CCCCGCCCCGCGCGCTTAGCGAAAG---------GGCGGGGA 

                   **************       * * **  * **                       ***  

 

S.oficinalisH      GCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCC-TCGGCGTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

S.oficinalis       GCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCC-TCGGCGTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

S.fruticosaF       GCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCC-TCGGCGCGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

S.fruticosaK       GCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCC-TCGGCGCGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

S.pomifera         GCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCC-TCGGCGTGCGGCTGGCCCAAATTCGATCCCTCGGC 

S.calycina         GCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCC-TCGGCGTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

S.aethiopis        GCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCC-CCGGCGCGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

S.hispanica        GCGGAGACTGGCCTCCCGTTCGCCATTGGTGTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGC 

                   ***** * *********** * **   ** * *************** ************ 

 

S.oficinalisH      GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.oficinalis       GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.fruticosaF       GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.fruticosaK       GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.pomifera         GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.calycina         GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.aethiopis        GACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAA-ATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCACTG 

S.hispanica        GACTCGCGTCACGGCAAGTGGTGGTTGAACA-CTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCGTTG 

                   *****  ****** *************** * *********  *************  ** 

 

S.oficinalisH      CGTCGTCCGCTTGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCGCAGCACCC--A 

S.oficinalis       CGTCGTCCGCTTGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCGCAGCACCC--A 

S.fruticosaF       CGTCGTCCGCTCGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCACAGCTCGC--A 

S.fruticosaK       CGTCGTCCGCTCGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCACAGCTCGC--A 

S.pomifera         CGTCGTCCGCTTGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCG-TGCCTCACAGCACCC--A 

S.calycina         CGTCGTCCGCTTGGGCATCCATCAACAACCCAACGGTGCCG-TGCCTCACAGCACCC--A 

S.aethiopis        CGTCGTCCGTAAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGCCGGTGCGCCTCGCGGCGCCCCGA 

S.hispanica        TGTCGTTCTTACGGGTGTCGAAAAACGACCCTGCGGTGGCGGGGCCTCACGGCTCCTC-A 

                    ***** *    ***  ** *  *** ****  ***       ***** * ** *    * 

 

S.oficinalisH      CCTTCGACCG 

S.oficinalis       CCTTCGACCG 

S.fruticosaF       CCTTCGACCG 

S.fruticosaK       CCTTCGACCG 

S.pomifera         CCTCCGACCG 

S.calycina         CCTCCGACCG 

S.aethiopis        CCTTCGACCG 

S.hispanica        CCTTCGACCG 

                   *** ****** 

 

 Εικόνα 17. Ευκυγράμμιςθ των αλλθλουχιϊν περιοχισ ITS2 με χριςθ του προγράμματοσ Clustal W. 
Οι αλλθλουχίεσ των motif ςθμειϊνονται με κόκκινο χρϊμα. 
 

Θ διερεφνθςθ τθσ περιοχισ ITS1, όςον αφορά ςτθν παρουςία  του ςυντθρθμζνου 

motif 5’-GGCRY(4-7n)GYGYCAAGGAA-3ϋ (Liu και Schardl, 1994) πραγματοποιικθκε 

μζςω τθσ  ευκυγράμμιςθσ των περιοχϊν ITS1. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι το motif 



[56] 
 

απαντάται ςε όλα τα είδθ Salvia με τθ μορφι 5’-GGCGC(GGAA)TGCGCCAAGGAA-3’. 

άρωςθ τθσ Genebank με ανιχνευτι τισ αλλθλουχίεσ του motif (ςυντθρθμζνων 

αλλθλουχιϊν) ζδειξε ότι αυτζσ οι αλλθλουχίεσ είναι εξαιρετικά ςυντθρθμζνεσ 

ςχεδόν ςε όλα τα είδθ Salvia τα οποία είναι καταχωρθμζνα ςτθ δθμόςια βάςθ 

δεδομζνων (Εικόνα 18).  

 
 
S.oficinalis        GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGACTAACACCGACTGACGGTGCATGGCG 

S.officinalisH      GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGACTAACACCGACTGACGGTGCATGGCG 

S.fruticosaF        GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTCACTAACACCATCCGACGGTGCATGGCG 

S.fruticosaK        GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTCACTAACACCATCCGACGGTGCATGGCG 

S.pomifera          GTCGAAACCTGCAAAGCAGACAGCGAACCCGTGACTAACACCGACCGACGGTGCACGGCG 

S.calycina          GTCGAAACCTGCAAAGCAGACAGCGAACCCGTGACTAACACCGACCGACGGTGCACGGCG 

S.aethiopis         GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCT 

S.hispanica         GTCGATACCTGCAAAGCAGACAGCGAACTCGTGTTTAACAAC----GGCGGCGTGCGGC- 

                    ***** *************** ****** ***   ***** *    * *** *   ***  

 

S.oficinalis        TGGGGGCGACCCC-CGTCCTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGCTCCCATCGGGTCACG 

S.officinalisH      TGGGGGCGACCCC-CGTCCTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGCTCCCATCGGGTCACG 

S.fruticosaF        TGGGGGCGACCCC-CGTCCTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACG 

S.fruticosaK        TGGGGGCGACCCC-CGTCCTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACG 

S.pomifera          TGGGGGCGACCCC-CGTCGTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACG 

S.calycina          TGGGGGCGACCCC-CGTCGTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACG 

S.aethiopis         CGGGGGCGACCCCGCTCCGTGCCGCCGTCGACCCCGCCCGCCGGTTCCC-TCGGGTCGCG 

S.hispanica         -GGGGGCGATCCC-CGTCCCGCGCTCGTCTCCCCCGCCGGCGTGCTCCC-TCGGGCCACG 

                     ******** *** *  *  *    ****  ******* **  * **** ***** * ** 

 

S.oficinalis        TCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCT 

S.officinalisH      TCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCT 

S.fruticosaF        TCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCT 

S.fruticosaK        TCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCT 

S.pomifera          TCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCT 

S.calycina          TCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCT 

S.aethiopis         CGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCT 

S.hispanica         CCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAATACTCAACGAAGCGTCCT 

                      * * ************************************ **  ******** **** 

 

S.oficinalis        CCCCCC-GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCG-TCGGATGTCTATCAAA 

S.officinalisH      CCCCCC-GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCG-TCGGATGTCTATCAAA 

S.fruticosaF        CCCCCC-GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCG-TCGGATGTCTATCAAA 

S.fruticosaK        CCCCCC-GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCG-TCGGATGTCTATCAAA 

S.pomifera          CCCCCC-GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCG-TCGGATGTCTATCAAA 

S.calycina          CCCCCC-GCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCG-TCGGATGTCTATCAAA 

S.aethiopis         CCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTG-TCGGGCGTCTATCAAA 

S.hispanica         CCCCCC-GCACCCCGTTCGCGGACCGTGTGGGGGCGACCGGATGTCTCGCAAA 

                    ****** ** *************  * * ***** *  ***  ****  **** 

Εικόνα 18. Ευκυγράμμιςθ των αλλθλουχιϊν περιοχισ ITS1 με χριςθ του προγράμματοσ Clustal W. Οι 
αλλθλουχίεσ του ςυντθρθμζνθσ αλλθλουχίασ ςθμειϊνονται με κόκκινο χρϊμα. 
 
 
 
 

Οι αλλθλουχίεσ του 5.8S γονιδίου παρουςιάηουν  μικρι παραλλακτικότθτα μεταξφ 

των ειδϊν του ιδίου γζνουσ αλλά και μεταξφ διαφορετικϊν γενϊν ςτα φυτά. 

Ευκυγράμμιςθ των αλλθλουχιϊν του 5.8 S γονιδίου ζδειξε ότι παρουςιάηουν 

εξαιρετικά μικρι παραλλακτικότθτα και τα τρία μοτίβα, M1 (5’-

CGATGAAGAACGTAGC-3’), M2 (5’-GAATTGCAGAATCC-3’) και M3 (5’-TTTGAACGCA-

3’), που παρατθροφνται ςτα αγγειόςπερμα (Harpke and Peterson, 2008) είναι 

ςυντθρθμζνα (Εικόνα 19). 
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S.fruticosaK        TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCCCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.pomifera          TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.calycina          TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.oficinalis        TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.fruticosaF        TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCCCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.hispanica         TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.officinalisH      TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

S.aethiopica        TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGA 

                    *****:**************************** ************************* 

 

S.fruticosaK        AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.pomifera          AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.calycina          AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.oficinalis        AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.fruticosaF        AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.hispanica         AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.officinalisH      AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

S.aethiopica        AATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGT 

                    ************************************************************ 

 

S.fruticosaK        TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.pomifera          TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.calycina          TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.oficinalis        TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.fruticosaF        TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.hispanica         TGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.officinalisH      TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

S.aethiopica        TGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

                    ****************.**************************** 

 

Εικόνα 19. Ευκυγράμμιςθ των αλλθλουχιϊν περιοχισ του 5.8 S με χριςθ του προγράμματοσ Clustal 
W. Οι αλλθλουχίεσ των motif  ςθμειϊνονται με κόκκινο χρϊμα. 
 

 

 

4.3 Φυλογενετικζσ ςχζςεισ μεταξφ των ειδών του γζνουσ  Salvia 

 

Οι γενετικζσ αποςτάςεισ μεταξφ των  ITS1 και μεταξφ των ITS2 εκτιμικθκαν με βάςθ 

με τον τφπο του Kimura-2 (Tamura et al., 2013). Για τθν περιοχι ITS1, οι γενετικζσ 

αποςτάςεισ κυμαινόταν από 0,014 ζωσ 0,213 με μια μζςθ τιμι 0.081. Θ μζγιςτθ 

γενετικι απόςταςθ παρατθρικθκε μεταξφ των ειδϊν S. aethiopis και S. hispanica, 

ενϊ θ ελάχιςτθ μεταξφ των ειδϊν S. pomifera και S. calycina ι S. fruticosa και S. 

officinalis (Πίνακασ 10).  
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Πίνακαρ 10: Γελεηηθέο απνζηάζεηο ηεο ITS1 πεξηνρήο ηωλ εηδώλ ηνπ γέλνπο Salvia. 

 

S.fruticosa F 

       S.fruticosa K 0,000 

      S.oficinalis 0,014 0,014 

     S.officinalis H 0,014 0,014 0,000 

    S.aethiopis 0,132 0,132 0,126 0,126 

   S.pomifera 0,023 0,023 0,028 0,028 0,127 

  S.calycina 0,023 0,023 0,028 0,028 0,127 0,000 

 S.hispanica 0,181 0,181 0,163 0,163 0,213 0,167 0,167 

 
 
 

τθν περιοχι ITS2, οι γενετικζσ αποςτάςεισ κυμαινόταν από 0,033 ζωσ 0,199 με μια 

μζςθ τιμι 0.084. Θ μζγιςτθ γενετικι απόςταςθ παρατθρικθκε μεταξφ των ειδϊν S. 

pomifera και S. hispanica, ενϊ θ ελάχιςτθ μεταξφ των ειδϊν S.pomifera και                        

S. fruticosa (Πίνακασ 11). 

 

Πίνακαρ 11: Γελεηηθέο απνζηάζεηο ηεο πεξηνρήο ITS2 πεξηνρήο ηωλ εηδώλ ηνπ γέλνπο Salvia. 
 

S.fruticosaF 

       S.fruticosaK 0,000 

      S.oficinalisH 0,034 0,034 

     S.oficinalis 0,034 0,034 0,000 

    S.aethiopis 0,112 0,112 0,095 0,095 

   S.pomifera 0,033 0,033 0,019 0,019 0,117 

  S.calycina 0,033 0,033 0,019 0,019 0,117 0,009 

 S.hispanica 0,193 0,193 0,193 0,193 0,193 0,199 0,198 
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 S.fruticosaF

 S.fruticosaK

 S.pomifera

 S.calycina

 S.oficinalis

 S.officinalisH

 S.aethiopis

 S.hispanica

 P.cashmeriana

0.00

0.00

0.00

0.00

0.08

0.00

0.00

0.08

0.20

0.09

0.04

0.02

0.00

0.00

0.04

0.050  

Εικόνα 20: Εμειηθηηθέο ζρέζεηο ηωλ εηδώλ ηνπ γέλνπο Salvia νη νπνίεο βαζίδνληαη ζηηο αιιεινπρίεο ηεο 

πεξηνρήο ITS1. Tο Phlomis cashmeriana ανικει ςτο γενοσ Phlomis. 

 
 
 

 S.oficinalisH

 S.oficinalis

 S.pomifera

 S.calycina

 S.fruticosaF

 S.fruticosaK

 R.officinalisDQ667241.1

 S.aethiopis

 S.hispanica

 P.cashmeriana

0.00

0.00

0.00

0.00

0.06

0.01

0.00

0.14

0.23

0.08

0.09

0.01

0.01

0.02

0.03

0.01

0.01

0.01

0.050  
 
 

Εικόνα 21: Εξελικτικζσ ςχζςεισ των ειδϊν του γζνουσ Salvia οι οποίεσ βαςίηονται ςτισ αλλθλουχίεσ τθσ 
περιοχισ ITS2. Tο Phlomis cashmeriana ανικει ςτο γζνοσ Phlomis.  
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4.4 Ανάλυςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ ITS2   

   Θ χριςθ του λογιςμικοφ LocaRNA-P (Will et al., 2012) επζτρεψε τθν ευκυγράμμιςθ 

των αλλθλουχιϊν τθσ περιοχισ ITS2 από τα ζξι είδθ τθσ Salvia με βάςθ τθν 

αλλθλουχία (πρωτοταγι δομι) και τθ δευτεροταγι δομι τουσ (Εικόνα 22) και 

οδιγθςε ςτθν καταςκευι τθσ βζλτιςτθσ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ τουσ 

(Εικόνα 23), θ οποία, ανεξάρτθτα από τθν παραλλακτικότθτα των αλλθλουχιϊν και 

τθ διαφορά ςε μζγεκοσ τθσ περιοχισ ITS2, αποτελείται από τζςςερεισ ζλικεσ (Εικόνα 

23). Ανάλυςθ τθσ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ ζδειξε θ προβλεπόμενθ 

διαμόρφωςθ ζχει όλα τα γενικά και ειδικά χαρακτθριςτικά τθσ αποδεκτισ ITS2 

δευτεροταγοφσ δομισ των ευκαρυωτικϊν οργανιςμϊν (Coleman 2007, Schultz  et 

al., 2007, Wolf et al., 2005). Οι ζλικεσ I και IV επιδεικνφουν το μεγαλφτερο αρικμό 

μθ-κανονικϊν  ηευγϊν βάςεων ςε ςφγκριςθ με τισ ζλικεσ ΙΙ και ΙΙΙ υποδθλϊνοντασ ότι 

αυτζσ οι ζλικεσ παρουςιάηουν μεγαλφτερθ εξελικτικι απόκλιςθ από τισ άλλεσ δφο.  

Σοφτο γίνεται εμφανζσ ςτθν Εικόνα 24, όπου παρουςιάηονται αποτελζςματα 

τθσ ITS2 ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ για 2, 3, 4 ι 5 είδθ τθσ Salvia. Η 

ανάλυςθ αυτι καταδεικνφει ότι ο αρικμόσ των κανονικϊν ηευγϊν βάςεων (G-C, A-U) 

μειϊνεται ςτισ ζλικεσ I και IV ταχφτερα από ότι ςτισ ζλικεσ ΙΙ και ΙΙΙ. Θ ζλικα ΙΙ 

παρουςιάηει το μεγαλφτερο βακμό ςτακερότθτασ από τθν ζλικα ΙΙΙ και φζρει το 

χαρακτθριςτικό βρόχο πυριμιδίνθσ-πυριμιδίνθσ (Schultz  et al., 2007) κοντά ςτθν 

κορυφι τθσ ζλικασ (Coleman 2007). Οι ςχετικά ςυντθρθμζνεσ αλλθλουχίεσ 

νουκλεοτιδίων εντοπίςτθκαν ςτθν ζλικα Ι και ζλικα ΙΙ, θ πλοφςια ςε αδενοςίνθ 

αλλθλουχία επίςθσ εντοπίςτθκε μεταξφ τθσ ζλικασ ΙΙ και ζλικασ ΙΙΙ (Koetschan et al., 

2010). Θ ζλικα ΙΙΙ είναι μεγαλφτερθ από όλεσ τισ άλλεσ ζλικεσ και φζρει το 

ςυντθρθμζνο motif TGGT ενςωματωμζνο ςε μια μεγαλφτερθ και ςχετικά 

ςυντθρθμζνθ αλλθλουχία νουκλεοτιδίων, θ οποία απαντάται κοντά ςτθν κορυφι 

τθσ ζλικασ ΙΙΙ ( Coleman 2007). 

Θ διακεςιμότθτα μιασ αποδεκτισ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ  τθσ 

περιοχθσ ITS2 επζτρεψε τθν διερεφνθςθ τθσ παρουςίασ αντιςτακμιςτικισ 

παραλλακτικότθτασ, CBC ι hemi-CBC (Coleman 2002, Muller et al., 2007) μεταξφ των 

φυλογενετικά κοντινϊν ι απομακρυςμζνων ειδϊν τθσ Salvia. Σα αποτελζςματα τθσ 

καταμζτρθςθσ των CBC ι hemi-CBC  ςτθν ςυναινετικι δευτεροταγι δομι δφο 

φυλογενετικά κοντινϊν ι απομακρυςμζνων ειδϊν τθσ Salvia ζδειξαν ότι θ γενετικι 



[61] 
 

απόςταςθ μεταξφ των ειδϊν Salvia είναι ανάλογθ του αρικμοφ των CBC ι hemi-

CBC. 

 
 

 
 
 

Εικόνα 22. Ευκυγράμμιςθ των ITS2 αλλθλουχιϊν ζξι  ειδϊν του γζνουσ Salvia με βάςθ τισ ομοιότθτεσ 
ςτθν πρωτοταγι και δευτεροταγι δομι με τθ χριςθ του λογιςμικοφ LocARNA-P. Οι τελείεσ 
αντιςτοιχοφν ςε μονόκλωνεσ αλλθλουχίεσ βάςεων και οι παρενκζςεισ ςε ηεφγθ βάςεων που 
εδράηονται ςτισ ζλικεσ. Οι βάςεισ που δεν παρουςιάηουν παραλλακτικότθτα κατά τθν ευκυγράμμιςθ 
και ανικουν ςε ζλικεσ ζχουν μπορντό χρϊμα ενϊ οι βάςεισ οι οποίεσ ανικουν ςε ζλικεσ αλλά 
παρουςιάηουν αντιςτακμιςτικι παραλλακτικότθτα (CBC ι hemi-CBC) ζχουν άλλο χρϊμα (π.χ. ςκοφρο 
ι ανοικτό πράςινο). Οι μονόκλωνεσ περιοχζσ μεταξφ των ελίκων κακϊσ και οι μονόκλωνεσ περιοχζσ 
εντόσ των ελίκων (π.χ. βρόχοι ι φυςαλίδεσ) δεν είναι χρωματιςμζνεσ.Θ παρουςία μθ-κανονικοφ 
ηεφγουσ βάςεων ςτισ ζλικεσ  ζςτω και ενόσ από τα πζντε είδθ υποδθλϊνεται με άλλο χρϊμα (π.χ.ροη) 
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Εικόνα 23. Προβλεπόμενθ ςυναινετικι δευτεροταγισ δομι  τθσ περιοχισ ITS2 των ζξι ειδϊν του 

γζνουσ Salvia. Σα ςυντθρθμζνα ηεφγθ βάςεων τα οποία μετζχουν ςτον ςχθματιςμό των ελίκων είναι 

χρωματιςμζνα μπορντό. Οι μονόκλωνεσ αλλθλουχίεσ που μετζχουν ςτθ δομι τθσ ζλικασ αλλά  

ςχθματίηουν φυςαλίδεσ (bulges) ι εςωτερικοφσ βρόχουσ (internal loops) κακϊσ και οι αλλθλουχίεσ 

μεταξφ των ελίκων δεν είναι χρωματιςμζνεσ. Σα ηεφγθ βάςεων εντόσ τθσ ζλικασ τα όποια λόγω 

αντιςτακμιςτικισ παραλλακτικότθτασ μπορεί να ςχθματίηουν κανονικά ηεφγθ είναι χρωματιςμζνα 

πράςινα. Θ παρουςία μθ-κανονικοφ ηεφγουσ βάςεων ςτισ ζλικεσ  ζςτω και ενόσ από τα πζντε είδθ 

υποδθλωνεται με άλλο χρϊμα (π.χ.ροη). Θ ευκυγράμμιςθ  των αλλθλουχιϊν πραγματοποιικθκε με 

βάςθ τισ ομοιότθτεσ ςτθν πρωτοτοταγι και δευτεροταγι δομι μζςω του λογιςμικοφ LocARNΑ-P.  
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Για παράδειγμα, θ γενετικι απόςταςθ μεταξφ των ειδων S. fruticosa and 

S.officinalis είναι 0,034 και τα CBC που εντοπίηονται μεταξφ αυτϊν των ειδϊν είναι 

δφο (Εικόνα 25). Θ γενετικι απόςταςθ μεταξφ των ειδϊν S. fruticosa και S.aethiopis 

είναι 0,112 και τα CBC είναι τζςςερα (Εικονα 26). Θ γενετικι απόςταςθ μεταξφ S. 

calicina και S. pomifera είναι 0.019 και υπάρχει ζνα hCBC (Εικόνα 24). θμειϊνεται 

ότι θ S. calicina και θ S. pomifera είναι δφο υπoείδθ του ιδίου είδουσ S. pomifera και 

αναφζρονται ως S. pomifera spp.pomifera και S. pomifera spp.calycina (Kintzios,  

2003). 

 

                                 α                                                β                                                                 γ 

 

 

                        δ                                                          ε                                                     ςτ 

Εικόνα 24. τα είδθ τθσ Salvia  οι ζλικεσ I και  ΙV εξελίςςονται ταχφτερα από τισ Ελικεσ ΙΙ  και ΙΙΙ. 

υναινετικι δευτεροταγισ δομι τθσ περιοχισ ITS2 των ειδϊν S. fruticosa K και S. fruticosa F (α), S. 

fruticosa K S. fruticosa F, S.officinalis και S.officinalisH (β) S.fruticosa K, S.fruticosa F, S.officinalis, 

S.officinalisH θαη S.aethiopis (γ), S.fruticosa K, S.fruticosa F, S.officinalis, S.officinalis H, S.aethiopis 

και S.pomifera (δ), S.fruticosaK, S.fruticosa F, S.officinalis, S.officinalis H, S.aethiopis και S.pomifera 

και S.calycina (ε), S.fruticosa K , S.fruticosa F, S.officinalis, S.officinalis H, S.aethiopis S.pomifera, 

S.calycina θαη S.hispanica (ςτ).  
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Εικόνα 25. Εντοπιςμόσ των CBC and hemi-CBC ςτθν περιοχι  ITS2 μεταξφ τθσ S. pomifera και τθσ        

S. calicina ITS2. Εντοπίηεται ζνα hemi-CBC (το ηεφγοσ βάςεων C-G μετατρζπεται ςτο ηεφγοσ βάςεων 

ςε U- G ςτθν ζλικα Ι). Σα ηεφγθ βάςεων που παρουςιάηουν αντιςτακμιςτικι παραλακτικότθτα (CBC) 

είναι χρωματιςμζνα πράςινα. 
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Εικόνα 26. Εντοπιςμόσ των CBC and hemi-CBC ςτθν περιοχι ITS2 μεταξυ τθσ S. fruticosa και τθσ          

S. officinalis. Εντοπίηονται δφο hemi-CBC. Tο ηεφγοσ  βάςεων G-U μετατρζπεται ςτο ηεφγοσ βάςεων 

A-U ςτθν ζλικα Ι και το ηεφγοσ βάςεων G-C μετατρζπεται ςε G-U. Σα ηεφγθ βάςεων που 

παρουςιάηουν CBC είναι χρωματιςμζνα πράςινα. 
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Εικόνα 27. Εντοπιςμόσ των CBC and hemi-CBC ςτθν περιοχι ITS2 μεταξφ τθσ S. aethiopis και τθσ         

S. officinalis. Εντοπίηονται δφο hemi-CBC και δφο CBC. Tο ηεφγοσ  βάςεων G-U μετατρζπεται ςε 

ηεφγοσ βάςεων  G-C ςτθν  ζλικα ΙI και ςτθν ζλικα ΙΙΙ . Σο ηεφγοσ βάςεων G-C μετατρζπεται ςε C-G και 

το ηεφγοσ βάςεων U-A μετατρζπεται ςε C-G ςτθν Ζλικα IV. Σα ηεφγθ βάςεων που παρουςιάηουν CBC 

είναι χρωματιςμζνα πράςινα. 
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4.5 Ανάλυςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ ITS1 

 

   Θ δευτεροταγισ δομθ τθσ περιοχισ ITS1 ςτα φυτά και γενικότερα ςτουσ 

ευκαρυωτικουσ οργανιςμοφσ δεν εχει μελετθκεί επαρκϊσ διότι δε φαίνεται να 

επιδεικνφει τθν ςυντθρθμζνθ διαμόρφωςθ τθσ περιοχισ ITS2 (Koetschan et al., 

2014, Coleman, 2015). Ανάλυςθ τθσ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ 

περιοχισ ITS1 από ζξι διαφορετικά είδθ τθσ Salvia με χριςθ του προγράμματοσ 

LocaRNA-P ζδειξε ότι θ πλειονότθτα των νουκλεοτιδίων εμπλζκονται ςτθ 

δθμιουργία κανονικϊν ηευγϊν βάςεων ι μθ-κανονικϊν αλλά ςτακερϊν ηευγϊν 

βάςεων (π.χ. G-U), τα όποια  μετζχουν ςτο ςχθματιςμό μιασ ανοικτισ δομισ με ζξι 

ζλικεσ (Εικόνα 28). Οι ζλικεσ I, II και V φαίνεται να είναι πιο ςυντθρθμζνεσ ενϊ οι οι 

ζλικεσ III, IV και VI επιδεικνφουν  μεγαλφτερθ  απόκλιςθ θ οποία εκφράηεται με το  

παρατθροφμενο μεγάλο ποςοςτό μθ-κανονικϊν ηευγϊν βάςεων το οποίο 

ςυςςωρεφεται όςο αυξάνεται ο αρικμόσ των υπό μελζτθ δειγμάτων (Εικόνα 29). 

τον ςχθματιςμό τθσ ζλικασ V εμπλζκεται μια αλλθλουχία νουκλεοτιδίων 20 bp, θ 

όποια παρουςιάηει ςυντθρθμζνθ πρωτοταγι και δευτεροταγι δομι ςε όλα τα 

αγγειόςπερμα  (Liu and Schardl 1994, Goertzen et al., 2003). Ωσ εκ τοφτου ιταν 

ενδιαφζρον να διερευνθκεί εάν οι νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ που απαρτίηουν τισ 

ζλικεσ Ι και ΙΙ είναι ςυντθρθμζνεσ ςτα είδθ τθσ Salvia. Πράγματι, θ ανάλυςθ BlastN 

ζδειξε ότι οι αλλθλουχιεσ αυτζσ αποτελουν ζνα ςυντθρθμζνο motif για ςχεδόν όλα 

τα είδθ τθσ Salvia.  

Θ διακεςιμότθτα μιασ αποδεκτισ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ 

ITS1 επζτρεψε τθ διερεφνθςθ τθσ παρουςίασ CBC ι hemi-CBC. Σα αποτελζςματα 

ζδειξαν τθν παρουςία ενόσ μεταξφ S. fruticosa και τθσ S. officinalis (Εικόνα 30) και 

ςχετικά μεγάλου αρικμου CBC μεταξυ τθσ S. fruticosa και τθσ S. aethiopis (Εικόνα 

30).  
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Εικόνα 28 .Προβλεπόμενθ ςυναινετικι δευτεροταγισ δομισ τθσ περιοχισ ITS1 των ζξι ειδϊν του 
γζνουσ  Salvia. 
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Εικόνα 29. τα είδθ τθσ Salvia  οι ζλικεσ I, II και ΙV εξελίςςονται ταχφτερα από τισ ζλικεσ ΙΙΙ, ΙV και VΙ. 
υναινετικι δευτεροταγισ δομι τθσ περιοχισ ITS1 των ειδϊν S. fruticosa K και S. fruticosa F (α), 
S.fruticosa K, S. fruticosa F, S.officinalis και S.officinalis H (β), S.fruticosa K, S.fruticosa F, 

S.officinalis, S.officinalisH θαη S.aethiopis (γ), S.fruticosa K, S.fruticosa F, S.officinalis, S.officinalis H, 

S.aethiopis και S.pomifera (δ), S. fruticosa K , S.fruticosa F, S.officinalis, S.officinalis H, S.aethiopis 

και S.pomifera και S.calycina (ε), S. fruticosa K, S. fruticosa F, S.officinalis, S.officinalis H, S.aethiopis 

S.pomifera, S.calycina θαη S.hispanica (ςτ) 
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Εικόνα 30. Εντοπιςμόσ των CBC and hemi-CBC ςτθν περιοχι ITS2 μεταξφ α) S. fruticosa F. και S. 

officinalis β) S. fruticosa F. και  S.pomifera  γ) τθσ S.aethiopis και τθσ S. fruticosa F. Σα ηεφγθ βάςεων 

που παρουςιάηουν CBC είναι χρωματιςμζνα πράςινα. 
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4.6 Ανάλυςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ του 5.8S γονιδίου 
 

   Θ ανάλυςθ τθσ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ του 5.8S γονιδίου ζδειξε τθν 

παρουςία τεςςάρων ελίκων. Ο ςχθματιςμόσ οφείλεται ςτθν παρουςία εξαιρετικά 

ςυντθρθμζνων ανεςτραμμζνων επαναλαμβανόμενων αλλθλουχιϊν ςτθν πρωτοταγι 

δομι. 

 

 

 
 

      
 
 

Εικόνα 31 . υναινετικι δευτεροταγισ δομι του 5.8S γονιδίου των ζξι ειδϊν του γζνουσ Salvia. 
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5. ΤΗΘΣΘΘ 

 

   Σα αρωματικά/φαρμακευτικά φυτά απαρικμοφν περιςςότερα από 70.000 

διαφορετικά είδθ και ζχουν χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ ςτθ φαρμακοβιομθχανία, ςτθν 

βιομθχανία τροφίμων, μπαχαρικϊν και καλλυντικϊν (Farka et al., 2005). Σα είδθ των 

φυτϊν που ανικουν ςτο γζνοσ Salvia καταλαμβάνουν ζνα ςθμαντικό τμιμα τθσ 

βιοποικιλότθτασ των αρωματικϊν/φαρμακευτικϊν φυτϊν απαρικμϊντασ 

τουλάχιςτον 700 είδθ. Εξαιτίασ του μεγάλου αρικμοφ και τθσ ποικιλίασ των 

φαρμακευτικϊν φυτϊν, αποτελεί πρόκλθςθ θ ικανότθτα αξιόπιςτθσ διάκριςθσ τουσ 

από ςτενά ςυγγενικά είδθ, προςμίξεισ ι κατϊτερα υποκατάςτατα. ε παγκόςμιο 

επίπεδο ζχει προκφψει μια ςειρά κεμάτων που ςχετίηονται με τθν αςφάλεια και τθν 

αποτελεςματικότθτα φυτικϊν φαρμακευτικϊν ςκευαςμάτων εξαιτίασ του 

ανακριβοφσ προςδιοριςμοφ του φυτικοφ υλικοφ. Για παράδειγμα, το φυτικό 

ςυςτατικό Stephaniae Tetrandrae Radix (Fangji) που προζρχεται από το Stephania 

tetrandra S. Moore και χρθςιμοποιείται ςε χάπια μείωςθσ βάρουσ αντικαταςτάκθκε 

από το Aristolochiae Fangchi Radix (Guangfangji) που προζρχεται από το 

Aristolochia fangchi   με αποτζλεςμα τθν προοδευτικι νεφρικι ανεπάρκεια ςε 

γυναίκεσ που ζπαιρναν τα χάπια (Debelle et al., 2008). Θζματα αςφαλείασ ζχουν 

αναφερκεί και με τθ χριςθ Periplocae Cortex (Xiangjiapi) που προζρχεται από το 

Periploca sepium Bge. Προζκυψαν ηθτιματα δθλθτθρίαςθσ που βρζκθκε πωσ 

οφείλονταν ςε αντικατάςταςθ του Periplocae Cortex με Αcanthopanacis Cortex 

(Wujiapi) που προζρχεται από το Αcanthopanax gracilistylus W.W. Smith (Gao et al., 

2015). ε αυτά τα παραδείγματα, θ αιτία του προβλιματοσ ιταν ο ανακριβισ 

προςδιοριςμόσ των φυτικϊν ςυςτατικϊν, καταδεικνφοντασ πωσ για τθν αςφαλι 

χριςθ των φυτικϊν φαρμάκων είναι αναγκαία προχπόκεςθ θ ςωςτι αναγνϊριςθ 

των φυτικϊν ςυςτατικϊν τουσ. 

 

Οι παραδοςιακζσ μζκοδοι που χρθςιμοποιοφνται για τθν ταυτοποίθςθ των φυτϊν 

περιλαμβάνουν μορφολογικζσ, μικροςκοπικζσ μεκόδουσ και χθμικι ταυτοποίθςθ. 

Οι μζκοδοι αυτζσ απαιτοφν καταρτιςμζνο προςωπικό ενϊ θ αποτελεςματικότθτα 

τουσ επθρεάηεται από παρόμοιεσ μορφολογικζσ ι χθμικζσ δομζσ που εντοπίηονται 
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ςε ςτενά ςυγγενικά είδθ. Θ ταυτοποίθςθ ειδϊν ςε επίπεδο DNA παρζχει 

μεγαλφτερθ αξιοπιςτία διότι είναι ζνα ςτακερό μακρομόριο και βρίςκεται ςε όλουσ 

τουσ ιςτοφσ. Ωσ εκ τοφτου, θ ανάπτυξθ δεικτϊν που βαςίηονται ςε DNA είναι 

ςθμαντικι για τθν εξακρίβωςθ τθσ γνθςιότθτασ των φαρμακευτικϊν φυτϊν. Θ 

τεχνικι αυτι βαςίηεται ςτθ χριςθ μικροφ μεγζκουσ (<1000 nt) αλλθλουχιϊν DNA 

είτε από το πυρθνικό γονιδίωμα είτε από  πλαςμιδιακό γονιδίωμα (Shilin et al., 

2014). 

 

τθν παροφςα μελζτθ πραγματοποιικθκε θ ανάλυςθ τθσ περιοχισ ITS1 και ITS2 ςε 

ταξινομικά ταυτοποιθμζνα είδθ του γζνουσ Salvia. Σα αποτελζςματα ζδειξαν ότι  οι 

νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ τόςο τθσ περιοχισ ITS1 όςο και τθσ περιοχισ ITS2 

αποτελοφν εξαιρετικοφσ μοριακοφσ δείκτεσ για τθ φυλογενετικι ανάλυςθ των ειδϊν 

του γζνουσ Salvia, γεγονόσ το οποίο ςυνάδει με τα ςυμπεράςματα άλλων 

ερευνθτικϊν ομάδων (Wang et al., 2015).  

τθν παροφςα μελζτθ μοντελοποιικθκε θ ςυναινετικι δευτεροταγισ δομι τθσ 

περιοχισ ITS2. Λεπτομερισ ανάλυςθ γενικϊν και ειδικϊν χαρακτθριςτικϊν ζδειξε 

ότι θ ςυναινετικι δευτεροταγισ δομισ τθσ περιοχισ ITS2 φζρει τόςο όλα τα γενικά 

χαρακτθριςτικά όςο και τα ςυντθρθμζνα motifs, τα οποία ζχουν αναφερκεί ςτθ 

βιβλιογραφία (Joseph et al., 1999, Coleman 2015).Θ ζλικα ΙΙ είναι θ περιςςότερο 

ςυντθρθμζνθ από τισ άλλεσ ζλικεσ και φζρει το μθ-κανονικό ηεφγοσ βάςεων 

πυριμιδίνθσ-πυριμιδίνθσ (C-U ι U-U) (Mai and Coleman 1997, Schultz et al., 2005). Θ 

ζλικα ΙΙΙ είναι μεγαλφτερθ από όλεσ τισ άλλεσ ζλικεσ και φζρει κοντά ςτθν κορυφι 

τθσ μια ςυντθρθμζνθ αλλθλουχία TGGT (Coleman 2007,Schultz et al., 2005). 

θμειϊνεται το motif TGGT βρίςκεται κοντά ςτο ςθμείο εκτομισ C2, το οποίο 

αποτελεί κακοριςτικισ ςθμαςίασ αλλθλουχία για τθν επεξεργαςία του πρόδρομου 

rRNA (Babiano et al., 2010). Θ ςτακερότθτα τθσ ςυναινετικισ δομισ μεταξφ 

αλλθλουχιϊν τθσ ITS2 περιοχισ από διαφορετικά είδθ φυτϊν τα οποία 

παρουςιάηουν ςθμαντικι παραλλακτικότθτα ςτθν πρωτοταγι τουσ νουκλεοτιδικι 

αλλθλουχία, πικανά να οφείλεται τόςο ςτθν παρουςία των ςυντθρθμζνων motif τα 

οποία μετζχουν ςτθ δθμιουργία ελίκων όςο και ςτθν παρουςία αντιςτακμιςτικϊν 

αλλαγϊν των βάςεων οι οποίεσ ςυντελοφν ςτθ διατιρθςθ τθσ δομισ και 

διαμόρφωςθσ κάκε μίασ ζλικασ. 



[74] 
 

 

φγκριςθ τθσ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ περιοχισ ITS2 με τα 

καταχωρθμζνα ςτθ ITS2 Database II ατομικά μοντζλα δευτεροταγοφσ δομισ τθσ ITS2 

τθσ S. fruticosa ι τθσ S. officinalis κατζδειξε ότι το ςυναινετικό μοντζλο παρουςιάηει 

ςθμαντικά πλεονεκτιματα. Για παράδειγμα, θ ζλικα ΙΙ τθσ S. officinalis I φζρει το 

ςωςτό βρόχο (C-U)  ενϊ ςτθν ITS2 δευτεροταγι δομι τθσ S. officinalis ΙΙ ο βρόχοσ 

απουςιάηει από τθν ζλικα ΙΙ, καταδεικνφοντασ ότι ςτισ καταχωρθμζνεσ ςτθν ITS2 

Database III δευτεροταγείσ δομζσ τθσ περιοχισ ITS2 μπορεί να υπάρχουν 

παρεκκλίςεισ. Ανάλυςθ τθσ ςυναινετικισ δευτεροταγοφσ δομισ των 

καταχωρθμζνων S. officinalis ITS2 νουκλεοτιδικϊν αλλθλουχιϊν ζδειξε ότι αυτά τα 

λάκθ εντοπίηονται και απαλείφονται (Εικόνα 23).  

 

Θ περιοχι ITS1, ςε αντίκεςθ με τθν περιοχι ITS2, δε φαίνεται να διατθρεί μια 

ομοιόμορφθ δευτεροταγι δομι ςτουσ διαφόρουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Για 

παράδειγμα, ςτα Chlorobionta (Coleman et al., 1998, Gottschling  et al., 2001), 

Cyphellophora (Gao et al., 2015), Dinoflagellates (Gottschling et al., 2004, Thornhill 

and Lord  2010) και ςτισ ηφμεσ (vanNues et al., 1994) απαντϊνται τζςςερεισ ζλικεσ, 

ςτουσ Platyhelmithes (von der Schulenburg et al., 1999) επτά ζλικεσ, ςτα 

Symbiodinium πζντε ζλικεσ (Hunter et al., 2007) και ςτα αγγειόςπερμα τρεισ ζλικεσ 

(Goertzen et al., 2003). Θ παροφςα μελζτθ κατζδειξε ότι οι αλλθλουχίεσ τθσ 

περιοχισ ITS1 ςτα είδθ του γζνουσ Salvia ςχθματίηουν μια ςυναινετικι δευτεροταγι 

δομι, θ οποία φζρει ζξι ζλικεσ. Οι αλλθλουχίεσ, οι οποίεσ μετζχουν ςτο ςχθματιςμό 

των ελίκων Ι, ΙΙ και V φαίνεται να είναι ςυντθρθμζνεσ ςε ζνα μεγάλο αρικμό ειδϊν 

του γζνουσ Salvia ενϊ οι ζλικεσ ΙΙΙ, IV και VI παρουςιάηουν ςθμαντικό αρικμό CBCs 

γεγονόσ που υποδθλϊνει ότι οι νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ ςε αυτζσ τισ ζλικεσ 

μποροφν να αξιοποιθκοφν ςτθν διάκριςθ των ειδϊν του γζνουσ Salvia. 

 

Αρχικά, θ ζννοια του CBC αναφερόταν ςτθν παρατιρθςθ ότι εφόςον οι 

νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ τθσ περιοχισ ITS2 δφο οργανιςμϊν παρουςίαηαν ζςτω 

και μια αντιςτακμιςτικι μεταβολι ςε ζνα ηεφγοσ βάςεων ςτισ ζλικεσ ΙΙ και ΙΙΙ, τότε οι 

δφο αυτοί οργανιςμοί αποτελοφςαν διακριτά είδθ (Coleman, 2000). Ωςτόςο, δφο 

οργανιςμοί οι οποίοι δεν παρουςίαηαν CBC ςε αυτζσ τισ ζλικεσ τθσ περιοχισ ITS2 
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δεν ιταν αναγκαίο να ανικουν ςε διαφορετικά είδθ (Coleman, 2000). Σο 2007, οι 

Müller et al.  πρότειναν ότι θ παρουςία CBC ςε οποιαδιποτε ζλικα τθσ περιοχισ ΙΣS2 

δφο οργανιςμϊν μπορεί να αποτελεί κριτιριο για το διαχωριςμό τουσ ςε δυο 

διακριτά είδθ. Θ αξιοποίθςθ και των δφο προςεγγίςεων ςτθ μοριακι ςυςτθματικι 

οδιγθςε ςτθν ανακάλυψθ νζων ειδϊν ςτα πράςινα φφκθ (Bock et al., 2011, 

Demchenko et al., 2012). 

 

Σα αποτελζςματα τθσ φυλογενετικισ ανάλυςθσ ζδειξαν ότι θ S. officinalis και θ        

S.  fruticosa ομαδοποιοφνται ςε δφο διακριτοφσ κλάδουσ ενϊ θ S. calycina και θ      

S.  pomifera ομαδοποιοφνται ςε ζνα κλάδο. Σα αποτελζςματα αυτά ςε ςυνδυαςμό 

με τθν ανάλυςθ CBC καταδεικνφουν ότι θ S. officinalis και θ S. fruticosa αποτελοφν 

διακριτά είδθ εντόσ του γζνουσ Salvia ενϊ φαίνεται ότι θ S. pomifera και θ                 

S. calycina να αποτελοφν δφο πολφ ςυγγενικά είδθ και πικανά υποείδθ.  

  

Θ ανάλυςθ τθσ νουκλεοτιδικισ αλλθλουχίασ τθσ περιοχισ ITS1 και ΙTS2 ειδϊν του 

γζνουσ Salvia ςε ςυνδυαςμό με τθ διερεφνθςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ φαίνεται 

να παρζχουν αξιόπιςτα εργαλεία για τθ μοριακι ταυτοποίθςθ των ειδϊν και τθ 

διάκριςθ ςυγγενικϊν ειδϊν. Ωσ εκ τοφτου εκτιμάται ότι θ περιοχι ITS1 και θ 

περιοχι ITS2 ςυνδυαςτικά αποτελοφν εξαιρετικοφσ DNA barcoding δείκτεσ. Ωςτόςο, 

είναι απαραίτθτο θ διερεφνθςθ αυτι να επεκτακεί ςε περιςςότερα είδθ και 

υποείδθ τθσ Salvia, ϊςτε να επιβεβαιωκεί ότι θ ςυναινετικι δευτεροταγισ δομι τθσ 

περιοχισ ITS1 παραμζνει ςτακερι όταν ο αρικμόσ των εξεταηόμενων ειδϊν τθσ 

Salvia γίνει μεγάλοσ και φυλογενετικά πιο πολφπλοκοσ. 
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ΣΥΝΘΕΣΗ ΔΙΑΛΥΜΑΤΩΝ  

 

Διαλφµατα  αποµόνωςθσ ολικοφ γονιδιωµατικοφ DNA από φυτικό ιςτό  

 

1. CTAB:  2% CTAB, 100 mM Tris-HCl (pH 8), 20 mM EDTA (Ph 8), 1.4 M NaCl, 1% 

PVP-40 

2. SEVEG:  χλωροφόρμιο: ιςοαμυλικι αλκοόλθ ςε αναλογία 25:24:1 

3. BE: 100 mM Tris-HCl pH 8,0 , 1 mM EDTA.  

 

∆ιαλφµατα για εκχφλιςθ πλαςµιδιακοφ DNA µε τθ μζκοδο βραςμοφ  

  

4. STET Medium: ακχαρόηθ 8%, Triton-X 100 5%, 50 mM Tris-HCl pH 8,50 mM 

EDTA pH 8 5. ∆ιατιρθςθ ςτουσ 4 °C.  

5. ∆ιάλυµα λυςοηφµθσ: Ανά 1 ml αποςτειρωµζνου ddH20 διαλφονται 50 mg 

λυςοηφµθσ. ∆ιατιρθςθ ςτουσ -20 °C. 

 

Διαλφµατα ανάλυςθσ νουκλεϊνικών οξζων 

 

6. RNAse A: 10 mg RNAse A διαλφονται ςε 1 ml 10 mM Tris-HCl pH 7,5/15 mM 

NaCl. Σο διάλυµα κερμαίνεται ςτουσ 1000C για 15 λεπτά, µε ςκοπό τθν 

αδρανοποίθςθ τυχόν δράςθσ DNase, αφινεται να ζρκει ςε κερμοκραςία 

δωματίου και φυλάςςεται ςτουσ -20°C. 

7.  1 x ΣΑΕ: Αρχικά παραςκευάηεται διάλυµα 50 x ΣΑΕ το οποίο αραιϊνεται 50  

φορζσ. 50 x ΣΑΕ: διαλφονται 242g Tris base, 57,1 ml οξικοφ οξζοσ και 100ml 

0,5 M EDTA pH 8,0 ςε ddH2O, µζχρι τελικό όγκο 1lt.  

8. Βρωµιοφχο αικίδιο: Σο βρωµιοφχο αικίδιο παραςκευάηεται ωσ πυκνό 

διάλυµα 0,5 mg/ml ςε dH2O και φυλάςςεται ςτουσ 4 °C. Θ τελικι 

ςυγκζντρωςθ του βρωµιοφχου αικιδίου ςτθν πθκτι είναι 0,5µg/ml.  

9. Διάλυµα φόρτωςθσ (Loading buffer): 0,25% µπλε τθσ βρωµοφαινόλθσ, 0,25% 

κυανό του ξυλενίου και 30% γλυκερόλθ. 
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Διαλφµατα μεταςχθματιςμοφ κυττάρων Ε.coli 

 

10. IPTG 1M (Μοριακό Βάροσ: 238.31): Ανά 1 ml αποςτειρωμζνου ddH20 

διαλφονται 0,23831 g IPTG. Αποςτείρωςθ του διαλφµατοσ µε φιλτράριςµα 

αυτοφ µζςα από διθκθτικό φίλτρο (0.22 µm). ∆ιατιρθςθ ςτουσ -20 °C. 

11. 2% X-Gal: 0,02 g X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-β-D-galactosidase, SIGMA) 

προςτίκενται ςε 1 ml διµεκυλ-φορµαµίδιο (Sigma). ∆ιατιρθςθ ςτουσ -20 °C. 

 

ΣΥΝΘΕΣΗ ΤΕΧΝΗΤΩΝ ΘΕΡΤΙΚΩΝ ΜΕΣΩΝ  

 

12. LB: Θρεπτικό µζςο ανάπτυξθσ βακτθρίων E. coli  

     Για τθν παραςκευι 1 lt κρεπτικοφ διαλφµατοσ LB, ςε τελικό όγκο 1 lt dH2O 

προςτίκενται 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton (Casein) και 5 g Yeast extract. Για τθν 

παραςκευι ςτερεοφ κρεπτικοφ µζςου ςε τρυβλία, προςτίκεται ςτο διάλυµα 1,5% 

άγαρ. Ακολουκεί αποςτείρωςθ για 20 λεπτά ςτουσ 121°C.  Μετά τθν  αποςτείρωςθ  

του  υλικοφ, αφινουµε το κρεπτικό να κρυϊςει, και µετά προςτίκεται αντιβιοτικό 

αµπικιλίνθσ (100 mg/ml) ςε αναλογία 1:1000. Σο υγρό κρεπτικό µζςο φυλάςςεται ςε  

φιαλίδια MacCartney ςε κερμοκραςία δωματίου ενϊ τα τρυβλία µε το ςτερεό µζςο 

φυλάςςονται ςτουσ 4°C 

 

ΑΝΤΙΒΙΟΤΙΚΑ 

∆ιάλυµα αµπικιλίνθσ (100 mg/ml): Ανά 1 ml αποςτειρωµζνου ddH20 διαλφονται 

100 mg αµπικιλίνθσ. Αποςτείρωςθ του διαλφµατοσ µε φιλτράριςµα αυτοφ 

µζςα από διθκθτικό φίλτρο (0,22 µm). ∆ιατιρθςθ ςτουσ -20 °C.  

 

 

 

ΡΑΑΤΗΜΑ B΄ 
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ΑΝΑΛΥΣΗ ΤΩΝ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΩΝ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ 
 
 
5.8S 
 
>S.sclarea 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.fruticosaF 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCCCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.fruticosaK 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCCCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 

>S.officinalisH 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.oficinalis 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.aethiopica 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.calycina 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.hispanica 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTCGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 

 

>S.pomifera 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCC
GTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGCGTCA 
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>S.fruticosaF 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTCACTAACACCATCCGACGGTGCATGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCCTGTTCCCGTCACCC
CCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACGTCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCCC
CGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAA 

 

>S.fruticosaK 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTCACTAACACCATCCGACGGTGCATGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCCTGTTCCCGTCACCC
CCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACGTCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCCC
CGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAA 

 
>S.officinalisH 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGACTAACACCGACTGACGGTGCATGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCCTGTTCCCGTCACCC
CCGCCCGCGTGCTCCCATCGGGTCACGTCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCC
CCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAA 

 

>S.oficinalis 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGACTAACACCGACTGACGGTGCATGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCCTGTTCCCGTCACCC
CCGCCCGCGTGCTCCCATCGGGTCACGTCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCC
CCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAA 

 
>S.aethiopica 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCTCGGGGGCGACCCCGCTCCGTGCCGCCGTCGA
CCCCGCCCGCCGGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCC
CCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTCGGGCGTCTATCAAA 
 

>S.calycina 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACAGCGAACCCGTGACTAACACCGACCGACGGTGCACGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCGTGTTCCCGTCACC
CCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACGTCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCC
CCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAA 

 
>S.hispanica 
GTCGATACCTGCAAAGCAGACAGCGAACTCGTGTTTAACAACGGCGGCGTGCGGCGGGGGCGATCCCCGTCCCGCGCTCGTCTCCCCCGCC
GGCGTGCTCCCTCGGGCCACGCCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAATACTCAACGAAGCGTCCTCCCCCCGCAC
CCCGTTCGCGGACCGTGTGGGGGCGACCGGATGTCTCGCAAA 

 
>S.pomifera 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACAGCGAACCCGTGACTAACACCGACCGACGGTGCACGGCGTGGGGGCGACCCCCGTCGTGTTCCCGTCACC
CCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACGTCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCC
CCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGGATGTCTATCAAA 
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>S.fruticosaF 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCGCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGTTGGGGGAGGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTCGGCGCGCG
GCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTC
CGCTCGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCACAGCTCGCACCTTCGACCG 
 

>S.fruticosaK 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCGCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGTTGGGGGAGGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTCGGCGCGCG
GCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTC
CGCTCGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCACAGCTCGCACCTTCGACCG 
 

>S.officinalisH 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCCACCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTCGGCGTGCGGCTGGCCCA
AATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCTTGGGC
ATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCGCAGCACCCACCTTCGACCG 

 
>S.officinalis 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCCACCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTCGGCGTGCGGCTGGCCCA
AATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCTTGGGC
ATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCGCAGCACCCACCTTCGACCG 

 

>S.aethiopica 
CGCATCGCGTCGCCCCCCACCATGTGCGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCG
ACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGTAAGGGCATCCATCAACGACCCAACG
GCCGGTGCGCCTCGCGGCGCCCCGACCTTCGACCG 
 

>S.calycina 
CGCATCGCGTCGCCTCCCCCCCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTTGGGGGGGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTCGGCGTG
CGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCG
TCCGCTTGGGCATCCATCAACAACCCAACGGTGCCGTGCCTCACAGCACCCACCTCCGACCG 
 

>S.hispanica 
CGCATCGCGTCGCCCCCCGCCCCGCGCGCTTAGCGAAAGGGCGGGGAGCGGAGACTGGCCTCCCGTTCGCCATTGGTGTGCGGCTGGCCCA

AATGCGATCCCTCGGCGACTCGCGTCACGGCAAGTGGTGGTTGAACACTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCGTTGTGTCGTTCTTACGGGTGT

CGAAAAACGACCCTGCGGTGGCGGGGCCTCACGGCTCCTCACCTTCGACCG 

>S.pomifera 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTGGGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTCCTCGGCGTGCGGCTGG
CCCAAATTCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCTTG
GGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGTGCCTCACAGCACCCACCTCCGACCG 
 
 
 

 


