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  ΠΔΡΗΛΖΦΖ 

 

   ηε κειέηε καο, ζπιιέρζεθαλ 15 δείγκαηα απφ δηαθνξεηηθέο γεσγξαθηθέο πεξηνρέο. 

Απηά ηα δείγκαηα αληηπξνζσπεχνληαη απφ 15 δηαθνξεηηθά είδε ηνπ γέλνπο Salvia. Η 

πεξηνρή ITS ηνπ ππξεληθνχ γνληδηψκαηνο θαζψο θαη ε πεξηνρή psbA-trnH απφ ην 

ρισξνπιαζηηθφ γνληδίσκα, εληζρχζεθαλ κε ηελ ηερληθή ηεο PCR ρξεζηκνπνηψληαο 

θαζνιηθνχο εθθηλεηέο θαη ζηελ ζπλέρεηα ηα πξντφληα ηεο αληίδξαζεο PCR  

θισλνπνηήζεθαλ θαη  αιιεινπρήζεθαλ. Η δηεξεχλεζε ηεο βάζεο δεδνκέλσλ (NCBI) 

έδεημε φηη ηφζν νη ITS αιιεινπρίεο φζν θαη νη psbA-trnH αιιεινπρίεο παξνπζηάδνπλ 

ζεκαληηθή νκνινγία αιιεινπρηψλ (>93%) κφλν κε είδε ηνπ γέλνπο Salvia. 

Φπινγελεηηθή αλάιπζε κε βάζε ηεο πεξηνρή ITS2 ή ηελ ITS1 έδεημε φηη ππήξρε 

ζεκαληηθή γελεηηθή απφθιηζε κεηαμχ ζηα δηάθνξα είδε ηνπ γέλνπο Salvia. Δπηπιένλ, 

αλαιχζεθε ε δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ πεξηνρψλ ITS1 θαη ITS2. Σα απνηειέζκαηα 

έδεημαλ νηη ε ζπλαηλεηηθή δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ πεξηνρψλ ITS1 θαη ITS2 παξείρε 

ζεκαληηθεο πιεξνθνξίεο  ζηελ δηάθξηζε ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia. Aλαιχζεθε 

επίζεο ε πεξηνρή psbA-trnH δηαθφξσλ εηδψλ Salvia. Σα δεδνκέλα έδεημαλ φηη ε 

δηαγνληδηαθή πεξηνρή psbA-trnH ζε ζπλεξγαζία κε άιινπο κνξηαθνχο δείθηεο ηνπ 

γξακκσηνχ θψδηθα DNA κπνξεί λα πξνζζέζεη θάπνηεο πιεξνθνξίεο θαη λα βειηηψζεη 

ηελ δηάθξηζε ησλ εηδψλ.   

 

Λέμεηο θιεηδηά: Salvia sp, ITS, psbA-trnH, δεπηεξνηαγείο δνκέο, γξακκσηφο θψδηθαο 

DNA. 
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SUMMARY 

 

 In our study, 15 samples were collected from different geographical regions; these 

samples represented 15 species and contained different species of the genus Salvia. 

The ITS (ITS1, 5.8S θαη ITS2) and the psbA-trnaH region from the nuclear and the 

chloroplast genome respectivelly was amplified from these samples using universal 

primers and reaction conditions, cloned and subsequently sequenced. BLASTN 

analysis demonstrated that ITS2 or the ITS1 showed high homology (>93%) only 

with Salvia species. Phylogenetic analysis based on ITS1 or ITS2 demonstrated that 

there was significant genetic divergence among the examined Salvia species. In 

addition, the secondary structure of ITS2 and  ITS1 was analyzed. The consensus 

secondary structure of ITS1 and ITS2 regions provided the means to recognize clear 

differences among the Salvia species. The psbA-trnH region of several Salvia species 

was also analyzed. The data demonstrated that incorporating psbA-trnH intragenomic 

region to the core DNA barcodes may improve may add some information in species 

discrimination.  

 

Keywords: Salvia sp, ITS, psbA-trnH, secondary structures, barcoding DNA. 
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1. ΔΗΑΓΧΓΖ 

1.1 Γεληθά γηα ηα ξηβνζώκαηα  

 

   Σα ξηβνζψµαηα απνηεινχλ ηα θέληξα κεηαηξνπήο ηεο γελεηηθήο πιεξνθνξίαο ε 

νπνία θσδηθνπνηείηαη ζηα mRNA ζε πξσηεΐλεο. Πξφθεηηαη γηα µηθξνζθνπηθά 

ζσκαηίδηα, µε δηάµεηξν ~20nm θαη εληνπίδνληαη µε ειεθηξνληθφ κηθξνζθφπην. 

Απνηεινχληαη απφ RNAs θαη πξσηεΐλεο. Σν πνζνζηφ ησλ ξηβνζσµηθψλ RNAs, 

(rRNAs), θαηαιαµβάλεη ην ~ 65 % ηνπ ξηβνζψµαηνο θαη ην ππφινηπν, απνηειείηαη 

απφ πξσηεΐλεο. Σα ξηβνζψµαηα φισλ ησλ θπηηάξσλ απνηεινχληαη απφ δπν 

ππνµνλάδεο δηαθνξεηηθνχ κεγέζνπο, ηε κηθξή (SSU) θαη ηε κεγάιε (LSU), νη νπνίεο 

ζπλδένληαη κεηαμχ ηνπο. ηνπ επθαξπψηεο ην ξηβφζσκα είλαη γλσζηφ σο 80S θαη νη 

ππνκνλάδεο ηνπ σο 40S θαη 60S, κηθξή θαη κεγάιε ππνκνλάδα αληίζηνηρα. Καζεµία 

απφ ηηο ππνµνλάδεο πεξηιακβάλεη ραξαθηεξηζηηθά rRNAs θαη ξηβνζσµηθέο πξσηεΐλεο 

(Poczai and Hyvönen, 2010). 

 

   Σν ππξεληθφ γνληδίσκα ησλ επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ θηινμελεί δεθάδεο ή θαη 

ρηιηάδεο αληίγξαθα ξηβνζσκηθνχ DNA (rDNA). Κάζε αληίγξαθν rDNA απνηειείηαη 

απφ ηα 18S, 5.8S θαη 25-28S rRNAs γνλίδηα θαη ζπρλά αλαθέξεηαη σο rDNA 

νπεξφλην ή 45S rDNA. Οη λνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο πνπ βξίζθνληαη κεηαμχ ηνπ 

18S rRNA θαη ηνπ 5.8S γνληδίνπ αλαθέξνληαη σο ελδνκεηαγξαθφκελε πεξηνρή 1 

(Internal Transcribed Spacer 1, ITS1) ηνπ ππξηληθνχ ξηβνζσκηθνχ DNA, ελψ νη 

αιιεινπρίεο DNA  πνπ βξίζθνληαη κεηαμχ ησλ 5.8S θαη 25-28S rRNA γνληδίσλ 

αλαθέξνληαη  σο ελδνκεηαγξαθφκελε πεξηνρή 2 ηνπ ππξηληθνχ ξηβνζσκηθνχ DNA 

(Internal Transcribed Spacer 2, ITS2).  Σα αληίγξαθα rDNA νξγαλψλνληαη σο 

δηαδνρηθέο επαλαιήςεηο ζε δηάηαμε κεφαλή-οσρά ζε κία ή πεξηζζφηεξεο ζέζεηο ζην 

γνληδίσκα. Κάζε αληίγξαθν rDNA δηαρσξίδεηαη απφ ην γεηηνληθφ ηνπ ζηε ζπζηνηρία 

κε κία αιιεινπρία λνπθιενηηδίσλ ε νπνία αλαθέξεηαη σο δηαγσληδηαθή πεξηνρή 

(Integenic Spacer, IGS) (Poczai and Hyvönen, 2010; Lafontaine, 2015) (Δηθφλα 1.1). 
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Δηθόλα 1.1: Γηάγξακκα ελφο ηππηθνχ γνληδηαθνχ ηφπνπ Drosophila rRNA. ην πάλσ κέξνο είλαη ε 

ζεηξά πνπ επαλαιακβάλεηαη ε δνκή ηνπ ηφπνπ κε κφλν ηα γνλίδηα 18S θαη 28S λα ππνδεηθλχνληαη. Σα 

R1 θαη R2 ζηνηρεία (ιεπθά θνπηηά) πνπ εηζάγεηαη κέζα ζην γνλίδην 28S ηνπ 25% -50% ησλ κνλάδσλ 

(Lathe et al., 1995: Lathe θαη Eickbush, 1997). Η δηεπξπκέλε πεξηνρή παξνπζηάδεη κηα πην ιεπηνκεξή 

εηθφλα ηεο νξγάλσζεο ηεο πιήξνπο κνλάδαο rDNA πνπ βξέζεθε ζε φια ηα είδε Drosophila πνπ 

κειεηήζεθαλ. Δθηφο απφ ηα 18S, 5.8S, θαη ηα γνλίδηα 28S, ζηα έληνκα ππάξρνπλ κνλάδεο rDNA πνπ 

πεξηέρνπλ επίζεο έλα γνλίδην 2S (Jordan et al., 1976). Η κεηαγξαθφκελε πεξηνρή ηεο κνλάδαο 

ππνδεηθλχεηαη απφ ην νξηδφληην βέινο ζην θάησ κέξνο. Οη γνληδηαθέο πεξηνρέο εκθαλίδνληαη σο καχξα 

θνπηηά, ε εμσηεξηθή κεηαγξαθφκελε πεξηνρή (ETS) θαη νη εζσηεξηθέο κεηαγξαθφκελεο πεξηνρέο (ITS1 

θαη ITS2) εκθαλίδνληαη σο δηαθεθνκκέλα θνπηηά. Η δηαγνληδηαθή πεξηνρή IGS, θαηά θχξην ιφγν 

απνηειείηαη απφ επηκέξνπο εζσηεξηθέο επαλαιήςεηο (ζηξνγγπιεκέλα θνπηηά). Η IGS δηαθνξεηηθψλ 

κνλάδσλ πνηθίιιεη ζε κήθνο ιφγσ ησλ δηαθνξψλ ζηνλ αξηζκφ ησλ αληηγξάθσλ θάζε επηκέξνπο 

επαλάιεςεο (subrepeat).  

 

   Ο ππξελίζθνο απνηειεί κηα δπλακηθή δνκή ηνπ ππξήλα ρσξίο κεκβξάλε, θαη 

ζπγθξνηείηαη γχξσ απφ δέζκεο δηαδνρηθά επαλαιακβαλφκελσλ ξηβνζσκηθψλ 

γνληδίσλ, (rDNA γνληδίσλ), ηα νπνία κεηαγξάθνληαη απφ ηελ RNA πνιπκεξάζε Ι. Οη 

πεξηνρέο απηέο νλνκάδνληαη νξγαλσηέο ππξελίζθνπ, (Nucleolar Organiser Regions, 

NOR), θαη απνηεινχλ ηε βάζε ηεο δνκηθήο νξγάλσζεο ηνπ ππξελίζθνπ, πξνθεηκέλνπ 

λα ζηξαηνινγεζνχλ φια ηα απαξαίηεηα ζπζηαηηθά επεμεξγαζίαο θαη ζπγθξφηεζεο 

πνπ απαηηνχληαη γηα ηε βηνζχλζεζε ησλ ξηβνζσκάησλ (Dundr et al., 2001; Mélèse 

and Xue, 1995; Olson et al., 2000; Scheer et al., 1999). Σα NORS ελεξγνπνηνχληαη 

φηαλ αξρίδεη ε κεηαγξαθή ησλ rDNA γνλίδησλ. Σα ελεξγά NORS θαηά ηε δηάξθεηα 

ηεο κεζφθαζεο (interphase), παξακέλνπλ ζρεηηθά απνζπκππθλνκέλα ζε κεηάθαζε 

ζρεκαηίδνληαο κηα δνκή ε νπνία αλαθέξεηαη σο δεπηεξνγελήο ζχζθημε (Lam et al., 

2005; Shaw θαη Doonan, 2005). Γηα παξάδεηγκα, πεξίπνπ  570 - 750 αληίγξαθα 

γνληδίσλ ηνπ 45S rDNA  αλά απινεηδέο γνληδίσκα δηαηάζζνληαη ζε ζπζηνηρίεο 

κεφαλή-οσρά θαη βξίζθνληαη ζηηο άθξεο ησλ βξαρέσλ βξαρηφλσλ ησλ ρξσκνζσκάησλ 

2 θαη 4 (NOR2 θαη 4) ζην Arabidopsis thaliana (Δηθφλα 1.2 ). 
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Δηθόλα 1.2: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο ζέζεο ησλ ζπζηνηρηψλ ηνπ 5S θαη ηνπ  45S rDNA   ζηα 

ρξσκνζψκαηα ηεο A. thaliana. Οη ζπζηνηρίεο ησλ 5S (θφθθηλν) θαη νη NOR (πξάζηλν). Σν κέγεζνο ηεο 

NOR2 θαη NOR4 είλαη παξφκνην θαη εθηείλεηαη 3.5–4.0 Mbp. 

 

 

 

Δηθόλα 1.3:  Πξνζδηνξηζκφο ηεο ζέζεο ηνπ 45S rDNA ζηα ρξσκνζψκαηα ηνπ Salvia miltiorrhiza. Σα 

ρξσκνζψκαηα βάθηεθαλ κε DAPI, θαη ην 45S rDNA αληρλεχζεθε κέζσ in situ πβξηδηζκνχ. (θίηξηλν-

πξάζηλν ρξψκα). 

 

 

1.2  Μεηαγξαθή ηνπ 45S rDNA θαη επεμεξγαζία ηνπ πξόδξνκνπ 

rRNA 

 

   Η RNA πνιπκεξάζε I (είλαη ππεχζπλε γηα ηελ κεηαγξαθή ησλ γνλίδησλ πνπ 

θσδηθνπνηνχλ ηα ξηβνζσκηθά RNAs ελψ ε πνιπκεξάζε ΙΙΙ (PolΙII) είλαη ππεχζελε 

γηα ηελ κεηαγξαθή ηνπ 5S γνληδίνπ. Η κεηαγξαθή μεθηλά απφ ηνλ ππνθηλεηή πνπ 

εληνπίδεηαη ζηε πεξηνρή IGS (Δηθφλα 1.4).  Οη αιιεινπρίεο  πνπ εθηείλνληαη  απφ ηε 

ζέζε -55 αλσθεξηθά ζε + 6 θαησθεξηθά απφ ηε ζέζε έλαξμεο ηεο κεηαγξαθήο (+1) 
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είλαη επαξθείο γηα  ηελ έλαξμε ηεο κεηαγξαθήο ζην Α. thaliana. To πξφδξνκν 

κεηάγξαθo πνπ πξνθχπηεη (pre-rRNA) έρεη κήθνο πεξίπνπ 8-10kb θαη πεξηέρεη 

αιιεινπρίεο γηα ηα δνκηθά rRNAs (5.8S, 18S θαη 25-28S rRNAs), ηηο πεξηνρέο ITS1 

θαη ITS2, θαζψο θαη ηηο εμσηεξηθέο κεηαγξαθφκελεο πεξηνρέο (5′-ETS θαη 3′-ETS). 

 

   Η δηαδηθαζία επεμεξγαζίαο ησλ pre-rRNAs αξρίδεη κε ηελ εθηνκή ηνπ πξψηκνπ 

κεηάγξαθνπ κέζσ ηεο ελδνλνπθιενιπηηθήο δξάζεο ξηβνλνπθιεαζψλ φπσο είλαη ε  

atRTL2 ζηελ Arabidopsis thaliana (Kufel et al., 1999; Comella et al., 2008). Η ζέζε 

εθηνκήο εδξάδεηαη ζηελ πεξηνρή 3′ ETS. ηελ ζπλέρεηα, έρνπκε ηελ απνκάθξπλζε 

ηνπ πεξηνρήο  5′ ETS ε νπνία πξαγκαηνπνηείηαη απφ κηα νκάδα ξηβνλνπθιεαζψλ 

(SSU processome) κε απνηέιεζκα ηελ παξαγσγή κεηάγξαθσλ ηα νπνία αλαθέξνληαη 

σο 32S pre-rRNAs κεηάγξαθν (Δηθνλα 1.4, Μνλνπάηη 1). Σν θάζε έλα 32S pre-

rRNAs κεηάγξαθν ππφθεηληαη ζε παξαηηέξσ επεμεξγαζία ε νπνία  δηαρσξίδεη ζε δπν 

ηκήκαηα, ην 20S θαη ην 27SA2 pre-rRNA (Henras et al., 2015) ηα νπνία θέξνπλ ην 

18S θαη ην 28S, αληίζηνηρα. Σνχην επηηπγράλεηαη δηφηη ε ζέζε ηεο εθηνκήο Α2 

βξίζθεηαη ζηελ πεξηνρή ITS1. ηελ ζπλέρεηα, ην 20S θαη 27S pre-rRNA ππφθεηληαη 

ζε επηπξφζζεηεο επεμεξγαζίεο κε απνηέιεζκα ηνλ ζρεκαηηζκφ ησλ ψξηκσλ 18S, 28S 

θαη 5.8 S rRNAs. εκαληηθφ ξφιν ζηελ επεμεξγαζία ηνπ 27S pre-rRNA παίδνπλ νη 

ζέζεηο εθηνκήο C1 θαη C2 πνπ εδξάδνληαη ζηελ πεξηνρή ITS2. ηα θπηά θαίλεηαη λα 

ππάξρνπλ δπν ελαιιαθηηθά κνλνπάηηα επεμεξγαζίαο ηνπ pre-rRNA (Δηθφλα 1.4). Σα 

δπν απηά ελαιιαθηηθά κνλνπάηηα ηα νπνία θαίλεηαη λα ιεηηνπξγνχλ παξάιιεια θαη 

πηζαλφλ λα ξπζκίδνληαη κε δηαθνξεηηθφ ηξφπν γηα λα δηαζθαιηζηεί ε βηνγέλεζε ησλ 

ιεηηνπξγηθψλ ξηβνζσκάησλ ζε δηαθνξεηηθνχο ηζηνχο ή θαη ζε αθξαίεο 

πεξηβαιινληηθέο ζπλζήθεο (Henras et al., 2015; Lafontaine, 2015). ην δεχηεξν 

κνλνπάηη, ε πξψηε εθηνκή ζην 32S pre-rRNAs κεηάγξαθν πξαγκαηνπνηείηαη ζηε 

ζέζε Α3 θαη ε πεξαηηέξσ επεμεξγαζία είλαη ζε γεληθέο γξακκέο παξφκνηα κε απηή 

πνπ παξαηεξήζεθε ζην κνλνπάηη 1 (Δηθφλα 1.4).  
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Δηθόλα 1.4: Η A. thaliana δηαζέηεη δπν ελαιιαθηηθά κνλνπάηηα επεμεξγαζίαο ηνπ pre-rRNA. 

 

 

1.3  ITS1 θαη ITS2 δεπηεξνηαγείο δνκέο 

 

      Σν κνλφθισλν RNA έρεη ηελ ηθαλφηεηα λα αλαδηπιψλεηαη ζε έιηθεο αλάινγα κε 

ηελ πξσηνηαγή ηνπ αιιεινπρία. Η δεπηεξνηαγήο δνκή δηαηεξείηαη κεζσ ησλ 

αιιειεπηδξάζεσλ ησλ βάζεσλ θαη ηελ δεκηνπξγία θαλνληθψλ δεχγσλ βάζεσλ (AU, 

GC ) είηε κε θαλνληθψλ (GA, AA) (Elgavish et al., 2001). 

 

   Η δεκηνπξγία πνιιαπιψλ ειίθσλ εκθαλίδεηαη θαη ζηηο δχν αιιεινπρίεο ITS, 

θέξλνληαο ηα 5' θαη 3' άθξα ζε ζηελή εγγχηεηα (Δηθφλα 1.5). Οη δεπηεξνηαγείο δνκέο 

ηνπ κεηαγξαθφκελνπ RNA ησλ ITS1 θαη ITS2 RNA κεηαγξάθσλ εμεηάζηεθαλ ζε 

άιγε, πξσηφδσα, κχθεηεο, θπηά θαη ζειαζηηθά. Οη ζρεκαηηθέο αλαπαξαζηάζεηο ησλ 

http://www.google.gr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiY_aSW8MfKAhXI1xQKHX63AngQjRwIBw&url=http://www.cell.com/trends/plant-science/fulltext/S1360-1385(15)00180-6&psig=AFQjCNGjUMSbChORJ0EoPadCQdnvCbWW-g&ust=1453911396432412
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δνκψλ ησλ ITS1 θαη ITS2 θαίλνληαη ζηελ εηθφλα 1.5. ηνπο πεξηζζφηεξνπο 

επθαξπψηεο, νη πεξηνρέο απηέο είλαη κηθξφηεξεο απφ 500 bp. ηνπο αζπφλδπινπο  

επθαξπψηεο, ε θνηλή δεπηεξνηαγήο δνκή ηνπ ITS1 είλαη ηξείο ή θαη πεξηζζφηεξεο 

έιηθεο. Η  πεξηνρή  ITS1 ησλ ζπνλδπισηψλ δελ έρεη αλαγλσξίζηκε νκνηφηεηα κε ηελ 

ITS1 πνπ έρεη βξεζεί  είηε ζηα θπηά, είηε ζηνπο κχθεηεο, είηε ζηα αζπφλδπια θαη 

πξψηηζηα ιφγσ ηεο απνπζίαο ζπληεξεκέλσλ αιιεινπρηψλ. Ωζηφζν, ζηα 

αγγεηφζπεξκα έρεη εληνπηζηεί κηα ζπληεξεκέλε αιιεινπρία πεξίπνπ 20bp ε νπνία 

πηζαλψο λα εκπιέθεηαη ζηελ δεπηεξνηαγή δνκή (Goertzen et al., 2003).  

 

   Η δηεξεχλεζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ ITS2 RNA κεηαγξάθσλ απφ 

δηάθνξνπο νξγαληζκνχο έρεη δείμεη φηη ππάξρεη κηα γεληθά θνηλή δεπηεξνηαγήο δνκή. 

Η θνηλή κνξθή ηεο πεξηνρήο ITS2 έρεη ηέζζεξηο έιηθεο. Οη έιηθεο Ι θαη ΙΙ, (πνπ 

πεξηέρνπλ κηα ζπληεξεκέλε κνλφθισλε πεξηνρή πινχζηα ζε πνπξίλεο), κηα ζρεηηθά 

κεγάινπ κήθνπο θαη κεξηθέο θνξέο δηαθιαδηζκέλε έιηθα III, θαη ηέινο, κηα κηθξή 

έιηθα IV ε νπνία είλαη σο επί ην πιείζηνλ κεηαβιεηή. Σν θχξην γλψξηζκα πνπ 

δηεπθνιχλεη ηελ αλαγλψξηζε ησλ δνκηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ηεο ΙTS2 είλαη φηη ζηελ 

έιηθα II ππάξρεη κηα δηφγθσζε ή αιιηψο «θπζαιίδα» (bulge) ππξηκηδίλε-ππξηκηδίλεο  

θνληά ζηε βάζε ηεο θαη ελψλεη ηελ  έιηθα ΙΙΙ, θνληά  ζην 5' άθξν ηεο. Η έιηθα ΙΙΙ 

πεξηέρεη θνληά ζηελ θνξπθή ηεο κηα ζπληεξεκέλε αιιεινπρία 15-20 bp ε νπνία 

ζπκπεξηιακβάλεη ηελ αιιεινπρία TGGT.  

 

 

 

 

 

Δηθνλα 1.5:  ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο ITS1 θαη ITS2 ζηα 

θπηά, δπκνκπθήηεο θαη ζε ηξηα ζειαζηηθά. 

 

 



17 
 

1.4  Δλαξκνληζκέλε εμέιημε (Concerted evolution)  

 

   Βαζηθή αξρή ησλ κνληέισλ πνπ επηρεηξνχλ λα εξκελεχζνπλ ηε δηαηήξεζε ηεο 

ηαπηφηεηαο κεηαμχ επαλαιακβαλφκελσλ αληηγξάθσλ απνηειεί ε ππφζεζε φηη ηα κε 

αιιειφκνξθα γνλίδηα δελ θιεξνλνκνχληαη αλεμάξηεηα. ηελ απινχζηεξε πεξίπησζε 

δπν παλνκνηφηππσλ γνληδίσλ, φηαλ ζην έλα αληίγξαθν ζπκβεί κηα κεηάιιαμε, ηφηε 

απηή, ηπραία, είηε απαιείθεηαη είηε δηαδίδεηαη θαη ζην άιιν αληίγξαθν. ηε δεχηεξε 

πεξίπησζε, ε κεηάιιαμε εθηίζεηαη ζηηο επηιεθηηθέο δπλάκεηο. χκθσλα κε ηα 

παξαπάλσ, ηα δπν παλνκνηφηππα γνλίδηα εμειίζζνληαη καδί, ζαλ λα ππήξρε κφλν 

έλαο γελεηηθφο ηφπνο, θαηλφκελν πνπ νλνκάδεηαη ελαξκνληζκέλε εμέιημε (concerted 

evolution) ή αιιηψο ζπλεμέιημε (coevolution). Η αξρή απηή κπνξεί λα εθαξκνζηεί ζε 

έλα δεχγνο παλνκνηφηππσλ γνληδίσλ ή κε επηπιένλ πξνυπνζέζεηο, ζε κηα ζπζηνηρία 

πνπ πεξηέρεη πνιιά γνλίδηα (Zhang and Hewitt, 2003). Σα ξηβνζσκηθά γνλίδηα είλαη 

δηαηεηαγκέλα ζε δηαδνρηθέο επαλαιήςεηο θαη ζπλήζσο ραξαθηεξίδνληαη απφ ρακειή 

ελδνγνληδησκαηηθή πνηθηινκνξθία σο ζπλέπεηα ηεο ελαξκνληζκέλεο εμέιημεο 

(Hřibová, 2011). Πνιινί κεραληζκνί θαίλεηαη λα επζχλνληαη γηα ην θαηλφκελν απηφ, 

αιιά νη πην ζεκαληηθνί θαίλεηαη λα είλαη δηάθνξνη κεραληζκνί αλαζπλδπαζκνχ 

(unequal crossing over ή gene conversion). 

 

   Αθελφο ε ζηαζεξφηεηα ηνπ rRNA εληφο ηεο νηθνγέλεηαο θαη εληφο ηνπ πιεζπζκνχ 

θαη αθ’ εηαίξνπ ε ζρεηηθά γξήγνξε εμέιημε ησλ ITS1 θαη ITS2 πνπ βξίζθνληαη θάησ 

απφ ρακειή επηιεθηηθή πίεζε, έθαλε ηελ πεξηνρή ITS έλαλ απφ ηνπο πην δεκνθηιείο 

δείθηεο ζε θπινγελεηηθέο κειέηεο (Hřibová, 2011). Η αλάιπζε ησλ ITS 

ρξεζηκνπνηήζεθε επίζεο γηα ηνλ εληνπηζκφ πξνγφλσλ ησλ πβξηδηθψλ εηδψλ θαη γηα 

ηελ κειέηε ηεο πξνέιεπζεο  ησλ πνιππινεηδψλ εηδψλ. (Sun et al., 2002; Liu et al., 

2006; Wang et al., 2007). Ωζηφζν, ε εμέιημε ησλ rRNA ζε πβξίδηα θαη ζε 

αιινπνιππινεηδή, κπνξεί λα είλαη πεξίπινθε σο πξνο ην ηξφπν πνπ αιιειεπηδξνχλ 

ηα κεηξηθά rRNA.  

 

   ε νξηζκέλα είδε, φπσο Arabidopsis, Brassica ή Silene, νη απνθιίλνπζεο κεηξηθέο 

αιιεινπρίεο rDNA εμαθνινπζνχλ λα παξακέλνπλ ζπληεξεκέλεο θαη εμειίζζνληαη 

αλεμάξηεηα ζε πβξίδηα ρσξίο θακία αιιειεπίδξαζε (O'Kane et al., 1996; Popp and 

Oxelman, 2001; Bennett and Smith, 1991). ε άιιεο πεξηπηψζεηο, φπσο ζε 
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αιινπνιππινεηδή ηνπ Nicotiana ή Dendrochilum, ηα κεηξηθά rDNA θαίλεηαη λα 

αλαζπλδπάδνληαη φπσο θξίλεηαη απφ ηελ παξνπζία ρηκαηξηθψλ ITS αιιεινπρηψλ 

(Barkman and Simpson, 2002; Volkov et al., 2007). 

 

   Η θπξίαξρε αιιεινπρία rDNA κπνξεί λα αληηθαηαζηήζεη κηα απφ ηηο γνληθέο 

αιιεινπρίεο rDNA φηαλ έλαο ηχπνο rDNA ραζεί ή εμαιεηθζεί ή κπνξεί λα είλαη κία 

ρηκαηξηθή αιιεινπρία πνπ πξνθχπηεη απφ ελδνγνληδησκαηηθφ αλαζπλδπαζκφ 

(Hřibová, 2011). Δάλ ε ελαξκνληζκέλε εμέιημε δελ νινθιεξσζεί, δηαθνξεηηθνί ηχπνη 

παξαιφγσλ θαη νξζνιφγσλ rDNA αιιεινπρηψλ κπνξεί λα βξεζνχλ ζην γνληδίσκα, 

πνπ ζπρλά πεξηιακβάλνπλ ζησπειέο θαη κε ιεηηνπξγηθέο ITS αθνινπζίεο rDNA πνπ 

αλαθέξνληαη σο ςεπδνγνλίδηα.  

 

   χκθσλα κε ηα θπινγελεηηθά δέληξα ηεο ελδνγνληδησκαηηθήο πνηθηινκνξθίαο φισλ 

ησλ εηδψλ πνπ εξεπλήζεθαλ, ν ελδνγνληδησκαηηθφο πνιπκνξθηζκφο ησλ ITS2 

αιιεινπρηψλ νθείιεηαη ζηνπο ηξεηο θαζηεξσκέλνπο κεραληζκνχο εμέιημεο (Nei and 

Rooney, 2005). Ο πξψηνο κεραληζκφο είλαη ε ελαξκνληζκέλε εμέιημε, ζχκθσλα κε 

ηελ νπνία δπν παξαιιαγέο ηεο ITS2 εμειίρζεθαλ σο κία κνλάδα ζε θπηηθά 

γνληδηψκαηα απφ ηνπο κεραληζκνχο ηνπ αλαζπλδπαζκνχ (unequal crossing over) θαη 

ηεο κεηαηξνπήο ηνπ γνληδίνπ (gene conversion). Μειέηεο έδεημαλ φηη ηα αληίγξαθα 

ηεο ITS2 ζηo γνληδίσκα ηνπ Panax Ginseng είλαη παλνκνηφηππα δειαδή ππάξρεη 

κφλν κηα νκάδα κείδνλνο ζεκαζίαο (one major variant), ζχκθσλα κε ηα 

απνηειέζκαηα ηνπ κεραληζκνχ ηεο ελαξκνληζκέλεο εμέιημεο (Δηθφλα 1.6Α). Ο 

δεχηεξνο κεραληζκφο είλαη ε εμέιημε γέλλεζεο θαη ζαλάηνπ (birth-and-death 

evolution), ζηελ νπνία κεξηθέο παξαιιαγέο ηεο ITS2 παξήρζεζαλ απφ δηπιαζηαζκφ 

γνληδίνπ θαη έλα θιάζκα απφ απηά ζηε ζπλέρεηα ράζεθε απφ απαινηθέο (deletions), 

κεηαηνπίζεηο (translocations) ή θαη θάπνηα αιιαγή ζηνλ αξηζκφ ησλ ρξσκνζσκάησλ. 

ην γνληδίσκα ηνπ Arabidopsis thaliana νη παξαιιαγέο ηεο ITS2 ζρεκαηίδνπλ δπν 

νκάδεο θαη ζεσξείηαη κηα πεξίπησζε ηνπ ελ ιφγσ κεραληζκνχ (Δηθφλα 1.6Β). Ο 

ηξίηνο κεραληζκφο είλαη ε απνθιίλνπζα εμέιημε (divergent evolution), ζχκθσλα κε 

ηελ νπνία ITS2 παξαιιαγέο κέζα ζε έλα γνληδίσκα θπηνχ εμειίρζεθαλ αλεμάξηεηα 

θαη κε θάπνηα απφθιηζε. Σν γνληδίσκα ηνπ Solanum lyratum έρεη πνιιαπιέο νκάδεο 

θαη εληφο θάζε νκάδαο κεγάιεο παξαιιαγέο πνπ κπνξεί λα εμεγεζεί θαιχηεξα κε 

απηφλ ηνλ κεραληζκφ (Δηθφλα 1.6C).  
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   ηε κειέηε ησλ Song θαη ζπλεξγαηψλ (2012), ε ελαξκνληζκέλε εμέιημε θαίλεηαη λα 

είλαη ν θαιχηεξνο κεραληζκφο πνπ εμεγεί ηελ ελδνγνληδησκαηηθή παξαιιαθηηθφηεηα 

ησλ αιιεινπρηψλ ITS2 γηα ηα πεξηζζφηεξα  είδε ησλ θπηψλ, ελψ ε εμέιημε γέλλεζεο 

θαη ζαλάηνπ θαη ε απνθιίλνπζα εμέιημε απνηεινχλ ελαιαθηηθνχο κεραληζκνχο. Η 

ελδνγνληδησκαηηθή παξαιιαθηηθφηεηα εληφο ηνπ ίδηνπ είδνπο  δελ θαίλεηαη λα 

επεξεάδεη ηελ ρξήζε ηεο πεξηνρήο ITS2  σο θπινγελεηηθφ δείθηε (Song, 2012; Wolf, 

2014). 

 

 

Δηθόλα 1.6: Φπινγελεηηθέο ζρέζεηο ησλ ελδνγνληδησκαηηθψλ ITS2 ζηα θπηά Panax ginseng 

(Α), Arabidopsis thaliana (Β)  θαη Solanum lyratum (C). ην  Panax ginseng  ζρεδφλ φια  ηα 

αληίγξαθα ηεο ITS2 είλαη παλνκνηφηππα (one variant), ζην Arabidopsis thaliana ηα αληίγξαθα ηεο 

ITS2 νκαδνπνηνχληαη ζε δπν νκάδεο ελψ ζην Solanum lyratum  ηα αληίγξαθα ηεο ITS2 

νκαδνπνηνχληαη ζε πνιιέο νκάδεο. Σα αληίγξαθα ηεο πεξηνρήο ITS2 ζε θάζε νκάδα παξνπζηάδνπλ 

παξαιιαθηηθφηεηα. 

 

1.5  Ζ πεξηνρή ITS1 θαη ITS2 σο γξακκσηόο θώδηθαο DNA  

 

   Γηάθνξεο εθηηκήζεηο έρνπλ δείμεη φηη ζηνλ πιαλήηε καο ππάξρνπλ πάλσ απφ 

300.000 είδε θπηψλ, αλ θαη ζρεηηθά ιίγα έρνπλ ηαπηνπνεζεί κε ηηο θιαζζηθέο 

ηαμηλνκηθέο πξνζεγγίζεηο. Σα ηειεπηαία ρξφληα, ε πξνζπάζεηα ηφζν ηεο δηεξεχλεζεο 

ηεο βηνπνηθηιφηεηαο φζν θαη ηεο ηαπηνπνίεζεο ησλ θπηηθψλ εηδψλ επηθνπξείηαη απφ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20J%5Bauth%5D
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κνξηαθέο πξνζεγγίζεηο φπσο ν γξακκσηφο θψδηθαο DNA (Barcoding DNA) (Gregory, 

2005). Ο γξακκσηφο θψδηθαο DNA είλαη κηα ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

αλαγλψξηζε ησλ εηδψλ  κε βάζε ηηο δηαθνξέο ηνπο  ζε κηθξέο πεξηνρέο ηνπ DNA 

(Hebert et al., 2003).  

 

   Αξρηθά ρξεζηκνπνηήζεθε ε νμεηδάζε ηνπ θπηνρξψκαηνο c 1 (CO1) απφ ην 

κηηνρνλδξηαθφ γνληδίσκα σο γξακκσηφο θψδηθαο DNA γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ 

δψσλ (Techen et al., 2014). Ωζηφζν, ζηα θπηά ηα κηηνρνλδξηαθά γνλίδηα είλαη αξγά 

εμειηζζφκελα, κε πνιχ ρακειά πνζνζηά ππνθαηάζηαζεο θαη δελ είλαη θαηάιιεια γηα 

barcoding. Ωο εθ ηνχηνπ, ε αλαδήηεζε γηα ηα θπηηθά barcode κεηαηνπίδεηαη πξνο ηα 

ρισξνπιαζηηθά θαη ππξεληθά γνληδηψκαηα κε πςειά πνζνζηά ππνθαηάζηαζεο. Μία 

αιιεινπρία DNA πνπ ζεσξείηαη φηη είλαη ρξήζηκε σο έλαο γξακκσηφο θψδηθαο  

πξέπεη λα ηεξεί ηξία βαζηθά θξηηήξηα: 

 

i) Ύπαξμε νπζηαζηηθήο γελεηηθήο κεηαβιεηφηεηαο ζε επίπεδν είδνπο γηα λα 

επηηξέςεη δηάθξηζε ησλ εηδψλ. 

ii) Ύπαξμε κία κηθξνχ κήθνπο αιιεινπρία γηα λα δηεπθνιχλεη ηελ εθρχιηζε ηνπ 

DNA θαη ηελ ελίζρπζε ηνπ. 

iii) Παξνπζία ζπληεξεκέλσλ πιεπξηθψλ πεξηνρψλ γηα ηελ αλάπηπμε ησλ 

θαζνιηθψλ εθθηλεηψλ γηα φια ηα ηαμηλνκηθά είδε  (Hollingsworth et al., 

2009). 

 

   Έηζη, έλαο άγλσζηνο νξγαληζκφο ή ηζηφο ζα κπνξνχζε λα απνδνζεί ζε έλα είδνο 

φηαλ κηα ηέηνηα αιιεινπρία ζπγθξίλεηαη κε εθείλεο πνπ δηαηίζεληαη ζε βάζεηο 

δεδνκέλσλ ζρεδφλ φισλ ησλ νξγαληζκψλ ηνπ πιαλήηε (Hebert et al., 2003). Ωζηφζν, 

εάλ ε αιιεινπρία DNA απφ έλαλ άγλσζην νξγαληζκφ ή ηζηφ απνηχρεη λα ηαηξηάμεη 

κε νπνηαδήπνηε απφ ηηο αιιεινπρίεο πνπ αλαθέξνληαη, ην δείγκα ζα πξέπεη λα 

επηζεκαλζεί σο πηζαλφ λέν είδνο, πνπ απαηηεί κηα ιεπηνκεξή κειέηε. Δπίζεο, εθηφο 

απφ ηελ παξνρή κηαο ηαρείαο αλαγλψξηζεο, ρξεζηκνπνηψληαο κφλν έλα κηθξφ πνζφ 

ηζηνχ απφ νπνηνδήπνηε ζηάδην αλάπηπμεο ελφο θπηνχ ή δψνπ, ν γξακκσηφο θψδηθαο 

DNA ζα κπνξνχζε λα εληζρχζεη ηελ αλαθάιπςε  λέσλ εηδψλ. Δπίζεο, ζα κπνξνχζε 

λα ρξεζηκνπνηεζεί ζηελ ηαρεία απνγξαθή ηεο βηνπνηθηιφηεηαο,  ζηελ ηαπηνπνίεζε 

θξππηηθψλ θαη πνιπκνξθηθψλ εηδψλ, ζηνλ έιεγρν ησλ θπηηθψλ ζθεπαζκάησλ θαη 

ηξνθίκσλ γηα λνζεία ή πξνζκίμεηο, ζε ηαηξνδηθαζηηθέο έξεπλεο (Ferri and Beduschi, 
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2009), ζηελ αληηκεηψπηζε ηνπ παξάλνκνπ εκπνξίνπ ησλ απεηινχκελσλ θπηηθψλ θαη 

δσηθψλ  εηδψλ  (Singh et al., 2012) θαζψο θαη ζηνλ έιεγρν λνζείαο ηξνθίκσλ θαη 

ειαίσλ.  

 

   Έλαο αξηζκφο πεξηνρψλ απφ ην γνληδίσκα ηνπ πιαζηηδίνπ, πνπ πεξηιακβάλεη ηα 

γνλίδηα matK, rpoC1, rbcL, rpoB, psbA-trnH, θαη ITS, έρνπλ δνθηκαζηεί γηα 

barcoding DNA ησλ θπηψλ κε δηαθνξεηηθνχο βαζκνχο επηηπρίαο. Μέρξη ζηηγκήο, δελ 

ππάξρεη ζπλαίλεζε γηα έλα παγθφζκην γξακκσηφ θψδηθα DNA γηα φια ηα θπηά. 

Ωζηφζν, ε πιεηνςεθία ησλ επηζηεκφλσλ ππνζηεξίδεη φηη γηα ηελ αθξηβή ηαπηνπνίεζε 

ησλ εηδψλ απαηηείηαη ε ρξήζε πεξηζζνηέξσλ ηνπ ελφο θπινγελεηηθνχ δείθηε. Η 

ελδνκεηαγξαθφκελε πεξηνρή (ITS) θαζψο θαη ε psbA-trnH πεξηνρή έρνπλ πξνηαζεί 

σο έλα πηζαλφ barcode γηα νξηζκέλεο νκάδεο θπηψλ φπσο ηα αξσκαηηθά θαη 

θαξκαθεπηηθά θπηά (Δηθφλα 1.7). Η πεξηνρή ITS2 παξνπζίαζε ηθαλφηεηα δηάθξηζεο 

92,7% ζε επίπεδν είδνπο ζε πεξηζζφηεξα απφ 6.600 δείγκαηα θπηψλ, εθ ησλ νπνίσλ 

ηα 4.800 είδε ήηαλ απφ 753 μερσξηζηά γέλε. Η πεξηνρή psbA-trnH ραξαθηεξίζηεθε 

σο ζπκπιεξσκαηηθή ζηελ πεξηνρή ITS2 γηα barcode γηα ηα θαξκαθεπηηθά θπηά φπσο 

έρεη επίζεο ηεθκεξησζεί ζε πνιιέο κειέηεο (Han et al., 2010; He et al., 2010; Li et 

al., 2010; Liu et al., 2012a, 2012b; Μa et al., 2010; Song et al., 2009; Sun et al., 

2011; Yang et al., 2011; Yao et al., 2009; Zuo et al., 2011). Ωζηφζν, ζε πξφζθαηεο 

κειέηεο in silico, ε πεξηνρή ITS1 έρεη ζεκαληηθά πςειφηεξεο απνδφζεηο απφ ηελ ITS2 

ιφγσ ηνπ κηθξφηεξνπ κήθνπο ηνπ πξντφληνο ελίζρπζεο θαη ηεο ρακειφηεξεο 

πεξηεθηηθφηεηαο ζε G+C (Wang et al., 2014).    

 

   Με βάζε ηελ ζηξαηεγηθή πνπ πεξηγξάθεηαη ζηελ εηθφλα 1.7 έρεη θαηαζθεπαζηεί κηα 

βάζε δεδνκέλσλ πνπ πεξηιακβάλεη πάλσ απφ 79.000 γξακκσηνχο δείθηεο γηα 23.262 

είδε αξσκαηηθψλ θαη θαξκαθεπηηθψλ θπηψλ. Απηή ε βάζε δεδνκέλσλ πεξηιακβάλεη 

ζρεδφλ φια ηα αξσκαηηθά θαη θαξκαθεπηηθά θπηά πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηελ 

θαξκαθνινγία, θαξκαθνβηνκεραλία θαη ζηελ θαξκαθεπηηθή πξαθηηθή.   
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Δηθόλα 1.7 Γηαδηθαζίεο αλάιπζεο θαη θαηαρψξεζεο ζηε βάζε δεδνκέλσλ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 
 

1.6  Γεληθά γηα ηα θαξκαθεπηηθά θπηά 

 

   Σα αξσκαηηθά θαη θαξκαθεπηηθά θπηά έρνπλ παίμεη ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δσή ησλ 

ιαψλ αλά ηνπο αηψλεο αθνχ νη ζεξαπεπηηθέο ηδηφηεηεο πνπ δηαζέηνπλ είλαη γλσζηέο 

απφ ηελ αξραηφηεηα. Απνηεινχζαλ πξψηε χιε  ζηνλ ηνκέα ησλ θαξκάθσλ, ηεο 

δηαηξνθήο θαη ηεο βηνκεραλίαο. Σα αξσκαηηθά θπηά αλαδχνπλ έλα ραξαθηεξηζηηθφ 

άξσκα ην νπνίν είλαη δηαθνξεηηθφ γηα θάζε είδνο θπηνχ θαη ζε απηφ νθείιεηαη θαη ην 

φλνκά ηνπο. Τπεχζπλεο γη’ απηφ ην ραξαθηεξηζηηθφ άξσκα είλαη θάπνηεο πηεηηθέο 

ρεκηθέο νπζίεο, ηα αηζέξηα έιαηα. ην ζεκείν απηφ ζα πξέπεη λα  δηαζαθεληζηεί ε 

δηαθνξά ησλ αξσκαηηθψλ απφ ησλ θαξκαθεπηηθψλ θπηψλ. Σα αξσκαηηθά είλαη απηά 

απφ ηα νπνία πξνζιακβάλνπκε αηζέξηα έιαηα, ελψ ηα θαξκαθεπηηθά είλαη ηα θπηά 

πνπ πεξηέρνπλ έλα θαη πεξηζζφηεξα δξαζηηθά ζπζηαηηθά ηθαλά λα ζεξαπεχζνπλ θαη 

λα αλαθνπθίζνπλ κε ηηο ηδηφηεηεο ηνπο. (Μαξζέιινο, 1981). 

   Σν θνηλφ ηνπο είλαη φηη θαη ζηα δχν είδε ηα θπηά πεξηέρνπλ αηζέξηα έιαηα 

αλεμάξηεηα απφ ηνλ ηξφπν πνπ ζα ρξεζηκνπνηεζνχλ. Τπάξρνπλ θαη άιια θπηά πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα εμαγσγή ρξσζηηθψλ νπζηψλ (θξφθνο Κνδάλεο) ή άιιεο 

θαξκαθεπηηθέο νπζίεο (βαιεξηάλα) θαη φρη γηα ηα αηζέξηα έιαηά ηνπο. Παξ’ φια απηά 

ζπγθαηαιέγνληαη ζηα αξσκαηηθά – θαξκαθεπηηθά θπηά. (Καληαξηδήο, 2007).  

   Ο Παγθφζκηνο Οξγαληζκφο Τγείαο (World Health Organisation, WHO) έρεη 

θαηαγξάςεη 20.000 θαξκαθεπηηθά θπηά ζε φιν ηνλ θφζκν, ελψ άιινη εθηηκνχλ φηη ν 

αξηζκφο ησλ ΑΦΦ θπκαίλεηαη κεηαμχ 35.000 θαη 70.000 (Bhattarai, 2004). ηελ 

νηθνγέλεηα Lamiaceae βξίζθνληαη ηα πεξηζζφηεξα είδε ΑΦΦ (Karousou et al., 1998). 

Σν γέλνο Salvia L., είλαη ην θπξηφηεξν ηεο νηθνγέλεηαο Lamiaceae, αθνχ 

πεξηιακβάλεη ζε παγθφζκηα θιίκαθα πεξίπνπ 900 είδε θπηψλ, πφεο ή ζάκλνπο 

(Karousou et al., 1998). Έρεη ζρεδφλ θνζκνπνιίηηθε εμάπισζε κε θέληξν εμάπισζεο 

ηελ Ννηηνδπηηθή θαη Κεληξηθή Αζία. Σν θαζθφκειν είλαη απηνθπέο ησλ 

κεζνγεηαθψλ ρσξψλ θαη απαηάληαη ζε φιεο ηηο βνπλνπιαγηέο θαη ηηο αθηέο ηεο λφηηαο 

Δπξψπεο. 
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1.7  Σν γέλνο Salvia 

 

   Σν γέλνο Salvia  αλήθεη ζηελ νηθνγέλεηα Lamiaceae (Labiatae) ηεο ηάμεο Lamiales 

(Πίλαθαο 1.1)  θαη πεξηιακβάλεη 900 είδε πνιπεηψλ πνσδψλ, μπισδψλ αξσκαηηθψλ 

θπηψλ ηα νπνία είλαη ηζαγελή ζε εχθξαηεο θαη ηξνπηθέο πεξηνρέο. Μνξθνινγηθά, ην 

θπηφ κπνξεί λα θζάζεη ζπλήζσο ην χςνο ησλ 30-60 cm, δηαζέηεη ηεηξαγσληθνχο 

βιαζηνχο, θχιια έκκηζρα αληίζεηα θαη άλζε ζπλήζσο γαιαδντψδε. Απαληάηαη ζε 

ρψξεο ηεο Μεζνγείνπ, ηεο βφξεηαο Αθξηθήο, ηεο θεληξηθήο θαη λφηηαο Ακεξηθήο 

θαζψο θαη ζε ρψξεο ηεο θεληξηθήο θαη αλαηνιηθήο Αζίαο (Davis, 1982).  

   Σν φλνκα Salvia ("salviya") ζπλαληάηαη απφ ηνπο ξσκατθνχο ρξφλνπο αθνχ 

πξνέξρεηαη απφ ηε ιαηηληθή salvere ("λα αηζζάλεζαη πγηήο"), ην ξήκα πνπ ζρεηίδνληαη 

κε Salus (πγεία, επεμία) αλαθέξεηαη ζε ζεξαπεπηηθέο ηδηφηεηεο ηνπ βνηάλνπ. Ο 

Πιίληνο ν Πξεζβχηεξνο ήηαλ ν πξψηνο ζπγγξαθέαο πνπ πεξηέγξαςε έλα θπηφ πνπ 

νλνκάδεηαη "Salvia" απφ ηνπο Ρσκαίνπο, πηζαλφηαηα πεξηγξάθεη ηα είδε ηχπνπ γηα ην 

γέλνο Salvia, δειαδή ην θαζθφκειν. 

   Μέρξη ζήκεξα, νη πεξηζζφηεξεο πνηθηιίεο ηνπ γέλνπο Salvia έρνπλ θαηαγξαθεί θαη 

ηαμηλνκνχληαη κε βάζε ηελ πξνέιεπζή ηνπο, ελψ δηαθνξνπνηνχληαη κεηαμχ ηνπο κε 

βάζε θαηλνηππηθά ραξαθηεξηζηηθά φπσο ν ηχπνο ηνπ θχιινπ, ην κέγεζνο, ην ζρήκα , 

ην ρξψκα ησλ αλζέσλ θαζψο θαη ηελ πεξηεθηηθφηεηα ζε αηζέξην έιαην. Η ζχζηαζε 

ησλ αηζέξησλ ειαίσλ δηαθνξνπνηείηαη κε βάζε ηελ πξνέιεπζε ηνπ θπηνχ, γεγνλφο ην 

νπνίν νδεγεί ζην ζπκπέξαζκα φηη ππάξρνπλ πνηθίινη ρεκεηφηππνη (Καξνχζνπ, 1995). 

   Σν αηζέξην έιαην πεξηέρεη πνιιέο ηάμεηο ρεκηθψλ νπζηψλ κε ηηο θπξηφηεξεο λα είλαη 

ηα ηεξπελνεηδή θαη νη θαηλνιηθέο νπζίεο. ηα ηεξπελνεηδή απαηψληαη νπζίεο φπσο ε 

επθαιππηφιε, ε βνξλεφιε, trans-θαξπνθπιιέλην, θακθέλην,  α- θαη β- πηλέλην, α- θαη 

β- ζνπγηφλε, ιηλαινφιε θαζψο θαη θαξλνζφιε ελψ, ζηηο θαηλνιηθέο νπζίεο 

ζπλαληνχκε ην ξνζκαληθφ νμχ, ηελ ινπηενιίλε, απηγελίλε θαζψο θαη ηελ θεξθεηίλε. 

(Καηζηψηεο, 2010). 

   Δδαθνθιηκαηηθά, ε Salvia αλαπηχζζεηαη ηφζν ζε ςπρξέο φζν θαη ζε ζεξκέο 

πεξηνρέο, αληέρεη πνιχ ζην θξχν κέρξη -25°C. Ωο πξνο ηα εδάθε, αλαπηχζζεηαη ζε 

δηάθνξνπο ηχπνπο, πξνηηκά φκσο ηα κέζεο ζχζηαζεο, αζβεζηνχρα κε θαιή 

απνζηξάγγηζε θαη pH= 6,2-6,4. 
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   Ο πνιιαπιαζηαζκφο ηνπ θπηνχ γίλεηαη εγγελψο κε ζπφξν (ην θζηλφπσξν θαηά ηνλ 

Οθηψβξην κήλα ή ηελ άλνημε θαηά ηνλ Απξίιην) θαη αγελψο κε παξαθπάδεο θαη 

κνζρεχκαηα (ηκήκαηα βιαζηνχ κήθνπο 10-12 cm πνπ ζηε ζπλέρεηα ξηδνβνινχλ).  

   Ωο πξνο ηνπο ερζξνχο, ε Salvia έρεη ην εκίπηεξν  Eupteryx sp. ελψ νη θχξηεο 

αζζέλεηέο ηεο είλαη κπθεηνινγηθήο θχζεο πνπ πξνθαινχληαη απφ Oidium salviae, 

Phytophthora cryptogae θαη Fusarium sp. (Καηζηψηεο, 2010). 

   ηηο κέξεο καο, ρξεζηκνπνηείηαη επξέσο σο θαηαπξαυληηθφ ζε ζπκπηψκαηα 

δπζπεςίαο ζε θιεγκνλέο ηνπ ζηφκαηνο θαη ηνπ θάξπγγα, ζε νπιίηηδεο, ελψ ρνξεγείηαη 

θαξκαθεπηηθά ζε δηάθνξεο κνξθέο γηαηί εκθαλίδεη ζεξαπεπηηθέο, αληηζεπηηθέο θαη 

αληηζπαζκσδηθέο ηδηφηεηεο (Barnes et al., 2003). ηνλ ηνκέα ησλ ηξνθίκσλ 

ρξεζηκνπνηείηαη σο θπζηθή πεγή γηα ηελ ελίζρπζε ηνπ αξψκαηνο θαη ηεο γεχζεο 

ηξνθίκσλ θαη πνηψλ. Η πςειή πεξηεθηηθφηεηα ηνπ αηζέξηνπ ειαίνπ ζε θαηλφιεο 

θαζηζηνχλ ην θαζθφκειν ζπληεξεηηθφ ηξνθίκσλ ζε επεμεξγαζκέλα ηξφθηκα θαη 

πνηά. (Zheng et al., 2001)  Σέινο ζπκπεξηιακβάλεηαη ζε αξθεηά θπηνζεξαπεπηηθά 

ζθεπάζκαηα θπξίσο γηα ηελ απψζεζε εληφκσλ. (Prakash, 1990). 

 

 

Πίλαθαο 1.1: πζηεκαηηθή ηαμηλφκεζε ηνπ γέλνπο Salvia. 

Kingtom: Plantae 

Order: Lamiales 

Family: Lamiaceae 

Genus: Salvia 
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1.8  Δίδε ηνπ γέλνπο Salvia ζηελ Διιάδα 

 

   ηελ ρψξα καο απαηψληαη 23 είδε Salvia σο απηνθπή κε θνηλέο νλνκαζίεο 

θαζθνκειηά, αγξηνζθαθηά, αιηζθαθηά, κεινζθαθηά θηι. χκθσλα κε κειέηεο νη 

ειιεληθνί γελφηππνη απηνχ ηνπ γέλνπο απνδείρζεθαλ ππέξηεξνη θαη σο πξνο ηα 

ραξαθηεξηζηηθά ηνπο θαη σο πξνο ηελ πξνζαξκνζηηθφηεηά ηνπο πνπ κεηά απφ 

θαηαγξαθή πξνθχπηνπλ ηα εμήο: 

(i) Πέληε είδε έρνπλ έλα πνιχ ζηελφ θάζκα, πνπ επδνθηκεί κφλν ζηελ Διιάδα (S. 

eichleriana Halácsy, S. pomifera L. subsp. pomifera θαη S. teddii Turrill), ή ζηελ 

Διιάδα θαη ηελ Σνπξθία (S. napifolia Jacq., S. pomifera L. subsp. calycina (Sm. 

Hayek). 

(ii) Σξηα είδε βξίζθνληαη θπξίσο ζηε Βαιθαληθή Υεξζφλεζν θαη επεθηείλνληαη είηε 

ζε Μηθξά Αζία (S. amplexicaulis L., S. forskahlii L.), ή ζηελ Ιηαιία (S. officinalis L.). 

(iii) Γχν είδε έρνπλ επξχηεξε δηαλνκή ζηελ πεξηνρή ηεο Μεζνγείνπ (S. argentea L., 

S.fruticosa Miller). 

(iv) Γεθαηξία είδε έρνπλ επξεία παξνπζία ηνπ ζηνλ Παιαηφ Κφζκν, ελψ αξθεηά απφ 

ηα απηά έρνπλ εηζαρζεί θαη πνιηηνγξαθεζεί ζηελ Ακεξηθή (S. aethiopis L., S. 

candidissima Vahl, S. glutinosa L., S. pinnata L., S. pratensis L., S. ringens Sm., S. 

sclarea L., S. sylvestris L., S. tomentosa Miller, S. verbenaca L., S. verticillata L. 

subsp. verticillata, S. virgata Jacq. θαη S. viridis L.) (Kintzios, 2000). 
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1.9  Μεξηθά ζεκαληηθά είδε ηνπ γέλνπο Salvia  

 

1.9.1 Salvia bucharica 

 

Δηθόλα 1.8: Salvia bucharica 

 

   Η S. bucharica θχεηαη ζηελ ζηελ Αζία θαη θπξίσο ζηελ πεξηνρή ηνπ Παθηζηάλ. Σα 

θχιια ηνπ θπηνχ είλαη ρλνψδε θαη πηεξνεηδή. Σα άλζε ηνπ θπηνχ βξίζθνληαη ζε 

ηαμηαλζία (8-20 άλζε) θαη είλαη ηψδνπο ρξψκαηνο κήθνπο 1 έσο 2 cm. Aπνηεινχληαη 

απφ δχν ρείιε, ην άλσ ρείινο είλαη ζε γεληθέο γξακκέο ηξηγσληθφ, ελψ ην θάησ ρείινο 

είλαη κεγαιχηεξν. Σα θχιια ηνπ είλαη σνεηδή-ινγρνεηδή πξνο σνεηδή, πξάζηλνπ 

ρξψκαηνο (Kintzios, 2000). 

 

1.9.2 Salvia cadmica 

 

 

   

 

 

 

Δηθόλα 1.9: Salvia cadmica 
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   Δίλαη απηνθπέο ηεο Σνπξθίαο, θαη επδνθηκεί ζε πεηξψδε, θαιά ζηξαγγηδφκελα 

εδάθε, ζε πςφκεηξν πεξίπνπ 1000  έσο 1500 m. Πξνζαξκφδεηαη ζε πςειέο 

ζεξκνθξαζίεο θαη παξνπζηάδεη αληνρή ζηελ μεξαζία. Αλαπηχζζεηαη θαιά ηφζν ζε 

ζθηεξά κέξε, φζν θαη ζε πιήξε ειηνθάλεηα. Αλζίδεη απφ ηα ηέιε ηεο άλνημεο κέρξη ηηο 

αξρέο ηνπ θαινθαηξηνχ (Kintzios, 2000). 

 

1.9.3 Salvia calycina 

 

Δηθόλα 1.101: Salvia calycina 

 

   H S. calycina απνηειεί έλα απφ ηα δχν ππνείδε ηνπ S. pomifera θαη απαηάληαη ζηελ 

Διιάδα θαη πην ζπγθεθξηκέλα ζηηο πνξάδεο, ηελ Δχβνηα, ηελ Αηηηθή, ηε Γπηηθή θαη 

Νφηηα Πεινπφλλεζν, ηα Κχζεξα, ηηο Κπθιάδεο, ηε άκν, ηελ Ιθαξία θαη ηε Μηθξά 

Αζία (Bothmer, 1970; Davis, 1982; Καξνχζνπ, 1995). 

 

1.9.4 Salvia digitaloides 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.112: Salvia digitaloides 
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   Δίλαη πνιπεηήο ζάκλνο θαη θχεηαη θπξίσο ζηελ Κίλα. Σνλ ζπλαληνχκε ζε πςφκεηξν 

ζηα  2.000-3.000 m ζε ζθηεξά δάζε απφ πεχθα θαη απν δξείο αιιά θαη ζε θνηιάδεο. 

Καζψο θαη απαηάληαη θαη ζηα νξεηλά ζην βφξεην θαη θεληξηθφ Γηνπλάλ, ζε νιηζζεξέο 

πιαγηέο ή ζε θσλνθφξα δάζε, ζε πςφκεηξν 2.500 – 3.400 m. Σα θχιια ηνπ είλαη 

ζηελφκαθξα ζηξνγγπιεκέλα ζηελ θνξπθή θαη ηε βάζε. Σα άλζε είλαη ιεπθνθίηξηλα  

απνηεινχκελα απφ δχν ρείιε, ην άλσ ρείινο είλαη ζε γεληθέο γξακκέο ηξηγσληθφ, ελψ 

ην θάησ ρείινο είλαη κεγαιχηεξν κε κσβ θειίδες (Clebsch et al., 2003).  

 

1.9.5 Salvia dominica 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.123: Salvia dominica 

 

   Δίλαη πνιπεηήο ζάκλνο πνπ βξέζεθαλ ζε φιε ηελ αλαηνιηθή Μεζφγεην,  ηδηαίηεξα 

ηελ Ινξδαλία, ην Ιζξαήι, ην Λίβαλν θαη ηε πξία. Αλζίδεη ηελ άλνημε ή λσξίο ην 

θαινθαίξη κε ηα θηηξηλφιεπθα άλζε ηνπ. Μηα νκάδα Ιηαιψλ θαη ηεο Ινξδαλψλ 

εξεπλεηψλ απνκφλσζαλ είθνζη ηέζζεξηο λέεο νπζίεο πνπ αλήθνπλ ζηα sesterterpenes, 

κεξηθά απφ απηέο είραλ ελδηαθέξνπζα βηνινγηθή δξάζε ζε θαξθηληθά θχηηαξα 

(Clebsch et al., 2003; Dal Piaz et al., 2009). 
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1.9.6 Salvia fruticosa 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1. 13: Salvia fruticosa 

 

   Δίλαη γλσζηφ σο ειιεληθφ θαζθφκειν. Δίλαη απηνθπέο ηεο θεληξηθήο θαη ηεο 

αλαηνιηθήο κεζνγεηαθήο ιεθάλεο (ηθειία, Διιάδα, Σνπξθία)  θαη ζπρλά ζπγρέεηαη 

κε ην S. officinalis. Δίλαη έληνλα αξσκαηηθφ θαη γηα απηφλ ηνλ ιφγν γίλεηαη απνδεθηφ 

ζε φιε ηελ Δπξψπε ζαλ άξηπκα ελψ είλαη πινχζην ζε 1,8 θηλεφιε θαη ζνπγηφλε 

(Καηζηψηεο, 2010). 

 

1.9.7 Salvia glutinosa 

 

Δηθόλα 1.14: Salvia glutinosa 

 

    Δίλαη εγγελέο ζηελ Κεληξηθή θαη Αλαηνιηθή Δπξψπε θαη ηε Γπηηθή Αζία. Σα 

θχιια ηνπ θπηνχ έρνπλ αλνηρηφ πξάζηλν ρξψκα. Δίλαη ρλνψδε κε νδνληψζεηο θαη 

έρνπλ κήθνο πεξίπνπ 13 cm κε ην κίζρν ηνπο λα θηάλεη πεξίπνπ ηα 8-10 cm. Σα άλζε 
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αλαπηχζζνληαη ζε ζπείξεο απφ δχν έσο έμη εηψλ, έρνπλ κήθνο απφ 3 έσο 5 cm  θαη 

πεξηβάιινληαη απφ κηθξνζθνπηθά βξάθηηα θχιια. Η πεξίνδνο αλζνθνξίαο εθηείλεηαη 

απφ ηνλ Ινχλην έσο ηνλ επηέκβξην (Clebsch et al., 2003). 

 

1.9.8 Salvia hians 

\  

Δηθόλα 1.15: Salvia hians 

 

   Φχεηαη ζηελ πεξηνρή ησλ Ικαιάτσλ απφ ηελ πεξηνρή ηνπ Παθηζηάλ έσο ην 

Μπνπηάλ, ελψ ζπλαληάηαη θαη ζην Καζκίξ ζε πςφκεηξν 2.400 έσο 4.000 m. Έρνπλ 

κειεηεζεί νη  θαξκαθεπηηθέο ηδηφηεηεο ηνπ απφ ην 1830. Σα θχιια ηνπ είλαη ρλνψδε, 

σνεηδή θαη γεληθά θαξδηφζρεκα κε νδνληψζεηο θαη έρνπλ κήθνο πεξίπνπ 25 cm.  Σα 

άλζε είλαη ρξψκαηνο πνξθπξνχ, ηψδνπο έσο θαη βαζχ κπιε θαη είλαη ηνπνζεηεκέλα ζε 

ζπείξεο. Σν κήθνο ηνπο κπνξεί λα θηάζεη κέρξη ηα 50 mm.  

(http://www.efloras.org/florataxon.aspx?flora_id=5&taxon_id=242425208) . 
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1.9.9 Salvia lavandulaefolia 

 

Δηθόλα 1.16: Salvia lavandulaefolia 

 

   H S. lavandulaefolia ή ηζπαληθφ θαζθφκειν θχεηαη ζηελ Ιζπαλία θαη ηε 

λνηηνδπηηθή Γαιιία. Σν ηζπαληθφ θαζθφκειν πεξηέρεη πηεηηθφ έιαην πνπ απνηειείηαη 

απφ θακθνξά (11-34%), 1,8 θηλεφιε (17,5-24,1%), ιηκνλέλην (1-41%), θακθέλην (5-

30%), α-πηλέλην (4-20%), β-πηλελίνπ (13,8-29,2%). Σν θπηφ θηάλεη ζην κηζφ κέηξν 

χςνο. Σα θχιια έρνπλ γθξηδνπξάζηλν έσο πξάζηλν ρξψκα θαη αλαπηχζζνληαη ην έλα 

απέλαληη απφ ην άιιν επί ηνπ ζηειέρνπο. Σα άλζε ηνπ αλαπηχζζνληαη ζε ηαμηαλζίεο 

θαη ε αλζνθνξία μεθηλά ηέιε ηεο άλνημεο θαη δηαξθεί  έσο ηηο αξρέο ηνπ θαινθαηξηνχ 

(Clebsch et al., 2003). 

 

1.9.10 Salvia namaensis 

 

Δηθόλα 1.17: Salvia namaensis 
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    H S. namaensis είλαη έλαο αεηζαιήο ζάκλνο θαη εγγελήο ζηελ πεξηνρή ηεο Νφηηαο 

Αθξηθήο. βξίζθεηαη ζπλήζσο ζε βξαρψδεηο πιαγηέο, ζρηζηφιηζνπο, αζβεζηφιηζνπο 

ιφθνπο θαη ακκψδε εδάθε ζε 300 m έσο 1.500 m πςφκεηξν. Δίλαη ειαθξψο μπιψδεηο 

ζάκλνο πνπ θζάλεη ην 1 m ζε χςνο. Σα θχιια ηνπ είλαη θίηξηλν-πξάζηλα. Σα άλζε 

αλαπηχζζνληαη ζε κηθξέο ηαμηαλζίεο, κήθνπο πεξίπνπ 10 cm, ελψ θάζε κία ζπείξα 

έρεη 2-6 άλζε (Clebsch et al., 2003). 

 

1.9.11 Salvia officinalis 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 4.18: Salvia officinalis 

 

   Βξίζθεηαη ζε φιεο ηηο πεξηνρέο ηεο Διιάδαο θαη ηδηαίηεξα ζε μεξά θαη πεηξψδε 

κέξε. Σα θχιια ηνπ είλαη επηκήθε θαη παρηά θαη έρνπλ ρξψκα ιεπθνπξάζηλν. Σα 

άλζε ηνπ έρνπλ ρξψκα ηψδεο, θχνληαη θαηά ζπνλδχινπο θαη αλζίδνπλ απφ ην Μάην 

έσο ηνλ Ινχλην. Σα θχιια είλαη ην θαηεμνρήλ ρξεζηκνπνηνχκελν ηκήκα ηνπ θπηνχ θαη 

ζπιιέγνληαη ιίγν πξηλ ή θαηά ηελ αξρή ηεο αλζνθνξίαο. Αλαπηχζζεηαη ηφζν ζε 

ςπρξέο φζν θαη ζε ζεξκέο πεξηνρέο αθνχ αληέρεη ζε ζεξκνθξαζίεο κέρξη θαη -15
ν
C. 

Ιδαληθφ γηα απηφ φκσο είλαη νη ζπλζήθεο πιήξεο ειηνθάλεηαο. Όζνλ αθνξά ην 

έδαθνο, πξνηηκά εδάθε θαιά ζηξαγγηδφκελα, κέηξηαο γνληκφηεηαο κε pH κέρξη ην 8. 

Αθαηάιιεια εδάθε είλαη ηα ακκψδε θαη ηα πνιχ βαξηά θαη ζπλεθηηθά (Καηζηψηεο, 

2010). 
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1.9.12 Salvia pratensis 

 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.19: Salvia pratensis 

 

   Δίλαη εγγελέο ζηελ Δπξψπε, ηε δπηηθή Αζία θαη ηε βφξεηα Αθξηθή. Η ζπγθεθξηκέλε 

S. pratensis αλαθέξεηαη γηα ηελ ηάζε ηεο λα κεγαιψλεη ζε ιηβάδηα θαη δαζηθέο 

εθηάζεηο. Σα θχιια είλαη πξάζηλα κε νδνληψζεηο ζηηο άθξεο, δηαηεηαγκέλα ζε 

αληίζεηα δεχγε. Σα άλζε είλαη ζπλήζσο κπιε-ηψδε. Έρεη εγθιηκαηηζηεί ζε πνιιά κέξε 

ησλ Ηλσκέλσλ Πνιηηεηψλ, θαη ζεσξείηαη έλα επηβιαβφλ δηδάλην ζηελ πνιηηεία ηεο 

Οπάζηλγθηνλ (Clebsch et al., 2003). 

 

1.9.13 Salvia sclarea 

 

Δηθόλα 1.20: Salvia sclarea & Salvia sclarea var. Turkestanica 

  

   Δίλαη απηνθπέο ηεο λφηηαο Δπξψπεο θαη ζπλαληάηαη ζε ρέξζνπο θαη πεηξψδεηο 

ηφπνπο θαη θαιιηεξγείηαη ζε πεξηνρέο κε εχθξαην θιίκα. Σα άλζε ηνπ έρνπλ ηψδεο 

ρξψκα θαη ηα θχιια ηνπ είλαη ρλνψδε πιαηηά ηα νπνία απνζηάδνληαη κε αηκφ γηα 
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παξαιαβή αηζέξηνπ έιαηνο. Σα ζπζηαηηθά ηνπ είλαη θπξίσο ε ιηλαινφιε θαη ε λεξφιε 

θαη ρξεζηκνπνηείηαη ηδηαίηεξα ζηελ αξσκαηνπνηία, ζηελ θαξκαθεπηηθή θαη ζηελ 

θνζκεηνινγία. Η πνηθηιία Salvia sclarea var. Turkestanica θέξεη θχιια έκκηζρα, θαη 

ιεπθά ή  ξνδ άλζε (Kintzios, 2000). 

 

1.9.14 Salvia transsylvanica 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.21: Salvia transsylvanica 

 

   Απαηάληαη ζηελ θεληξηθή θαη λφηηα Ρσζία, ηε Ρνπκαλία, θπξίσο ζηηο Άιπεηο ηεο 

Σξαλζπιβαλίαο. Σα άλζε είλαη ρλνψδε, ζθνχξνπ κπιε-κνβ ρξψκαηνο θαη ηα θχιια 

είλαη πξάζηλα ρλνψδε κε άξσκα ιηγφηεξα έληνλν απφ ηα άιια είδε ηεο Salvia. 

Αλζίδεη ην θαινθαίξη θαη παξνπζηάδεη αλζεθηηθφηεηα ζε ζπλζήθεο μεξαζίαο (Clebsch 

et al., 2003). 

 

1.9.15 Salvia verbenaca 

 

 

 

 

Δηθόλα 1.22: Salvia verbenaca 
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   Δίλαη εγγελέο ζηηο Βξεηαληθέο Νήζνπο, ελψ επίζεο ην ζπλαληνχκε ζηελ  πεξηνρή 

ηεο Μεζνγείνπ ζηε Γπηηθή θαη ζηε Νφηηα Δπξψπε, Μηθξά Αζία ηελ Κχπξν ζηελ 

Βφξεηα θαη Γπηηθή Αθξηθή θαη ζηελ Μέζε Αλαηνιή, ηε θαη ην Αηδεξκπατηδάλ ζηνλ 

Καχθαζν. Μπνξεί λα βξεζεί σο εηζαγφκελν είδνο πνπ έρεη βξεζεί ζε ιηβάδηα ζηηο 

αλαηνιηθέο Ηλσκέλεο Πνιηηείεο (Davis, 1982). ηελ Διιάδα θχεηαη ζε νιφθιεξν ην 

λεζί ηεο Κξήηεο κε ηε κνξθή κεκνλσκέλσλ αηφκσλ ή κηθξψλ ζπζηάδσλ, ζε 

πςφκεηξν 0-1100 m. (Καξνχζνπ, 1995). Σα θχιια είλαη πξάζηλα κε νδνληψζεηο 

κήθνπο πνπ πνηθίιιεη απφ 3 έσο 10 cm. Έρεη απαιά κσβ θαη βηνιεηί άλζε θαη 

αλζίδνπλ ζηα κέζα ηνπ θαινθαηξηνχ. Σα άλζε είλαη ηέιεηα θαη γνληκνπνηνχληαη απφ 

ηηο κέιηζζεο. Μεξηθά είλαη επίζεο θιεηζηφγακα θαη απηνγνληκνπνηνχληαη. Πξνηηκά 

νπδέηεξα θαη αιθαιηθά εδάθε θαη ρξεηάδεηαη πιήξεο ειηνθάλεηα γηα κα αλαπηπρζεί 

(http://plantnet.rbgsyd.nsw.gov.au/). 

 

 

1.9.16 Salvia virgata 

 

Δηθόλα 1.23: Salvia virgata 

 

H S. virgata  είλαη πνιπεηήο θαη είλαη εγγελήο ζηελ Αζία θαη ηε Ννηηναλαηνιηθή 

Δπξψπε. Θεσξείηαη επηβιαβέο δηδάλην ζε πνιιά κέξε ηνπ θφζκνπ. Σα άλζε ηνπ 

θπηνχ είλαη ζπλήζσο ηψδνπο ρξψκαηνο, κήθνπο 1 έσο 2 cm θαη αλαπηχζζνληαη ζε 

ζπείξεο ησλ 4-6 αλζέσλ ζε θαζε ζπείξα. Σα θχιια ηνπ είλαη ρλνψδε, σνεηδή έσο 

ζηελφκαθξα  ζθνχξνπ  πξάζηλνπ ρξψκαηνο. (DiTomaso et al., 2007). 
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2. ΚΟΠΟ 

 

 Ο ζθνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο είλαη λα αμηνινγήζεη θαηά πφζν ε αλάιπζε ησλ 

απνθιίζεσλ ησλ λνπθιενηηδηθψλ αιιεινπρηψλ ηεο ITS πεξηνρήο (πνπ πεξηέρεη ηελ 

ITS1 θαη ηελ ITS2)  θαη ησλ εηδηθψλ ITS1 θαη ITS2 δεπηεξνηαγψλ δνκψλ, είλαη 

επαξθήο γηα ηε δηάθξηζε ησλ εηδψλ Salvia πνπ πξνέξρνληαη απφ δηαθνξεηηθέο 

γεσγξαθηθέο πεξηνρέο ηνπ θφζκνπ. Δπηπιένλ, εμεηάζηεθε θαηά ην πφζν ε απφθιηζε 

ζηηο λνπθιενηηδηθέο αιιεινπρίεο ηεο δηαγνληδηαθήο πεξηνρήο psbA-trnH ηνπ 

ρισξνπιάζηε, κπνξεί λα εληζρχζεη απηήλ ηελ αλάιπζε. 
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3. ΤΛΗΚΑ ΚΑΗ ΜΔΘΟΓΟΗ 

 

3.1  Φπηηθό πιηθό 

 

   Σν πιηθφ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ παξνχζα κειέηε ήηαλ θπηά ηνπ γέλνπο 

Salvia ηα νπνία ζπιιέρζεθαλ απφ ηνλ Βνηαληθφ Κήπν Ινπιίαο & Αιεμάλδξνπ Ν. 

Γηνκήδνπο, Υατδάξη Αηηηθήο θαη ηαπηνπνηήζεθαλ απφ ηελ Γξ. Βαιιηαλάηνπ Δηξήλε. 

Σα 15 είδε ηνπ γέλνπο Salvia αλαθέξνληαη ζηνλ πίλαθα 3.1. Έπεηηα, ηέζζεξα κε πέληε 

θχιια απφ ην θάζε είδνο, θπιάρζεθαλ ζην εξγαζηήξην Γεληθήο θαη Γεσξγηθήο 

Μηθξνβηνινγίαο ηνπ ΓΠΑ ζηνπο -80
ν
C.  

 

Πίλαθαο 3.1: Σα είδε ηνπ γέλνπο Salvia πνπ απνκνλψζεθαλ γηα ηελ δηεμαγσγή ηνπ πεηξάκαηνο. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No TAXA  SALVIA ΣΟΠΟΘΕΙΑ ΦΤΣΙΚΟ ΜΕΡΟ

S1 S. sclarea 

S2 S. cadmica

S3 S. digitaloides   

S4 S. bucharica

S5 S. dominica      

S6 S. transsylvanica

S7 S. calycina

S8 S. sclarea v. Turkestanica         Βοτανικόρ Κήπορ           Φύλλα

S9 S. hians         Ιοςλίαρ & Αλεξάνδπος 

S10 S. pratensis         Ν. Γιομήδοςρ, 

S11 S. glutinosa         Χαϊδάπι Αττικήρ

S12 S. verbenaca

S13 S. virgata

S14 S. namaensis

S15 S. lavandulaefolia
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3.2  Μνξηαθή αλάιπζε 

 

3.2.1 Aπνκόλσζε νιηθνύ DNA από ην θπηηθό ηζηό. 

 

1. Νεαξά θχιια 100 κε 120 mg ηνπνζεηνχληαη ζην γνπδί, πξνζηίζεηαη πγξφ 

άδσην θαη νκνγελνπνηνχληαη. Ο ηζηφο κεηαθέξεηαη ζε eppendorf ησλ 2 ml. 

2. Πξνεηνηκαζία ηνπ CTAB
1
 (πξνζέξκαλζε ζηνπο 65

ν
C). 

3. Πξνζηίζεηαη ζε θάζε δείγκα 500κl CTAB
1
. 

4. Δπψαζε ζηνπο 65
ν
C γηα 30 ιεπηά. 

5. ηε ζπλέρεηα πξνζηίζεηαη 500 κl seveg
2
 (ρισξνθφξκην) θαη 

πξαγκαηνπνηείηαη ηζρπξή αλάδεπζε. 

6. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε γηα 6 ιεπηά ζηηο 12.800 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

7. Μεηαθέξεηαη ην ππεξθείκελν ζε λέν eppendorf θαη κεηξάηαη ν φγθνο ηνπ. 

8. Αθνινχζσο, ν ίζνο φγθνο seveg
2
 (ρισξνθφξκην) κε ηνλ φγθν ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ ηνπ δείγκαηνο. 

9. Δπαλαιαµβάλεηαη θπγνθέληξεζε γηα 4 ιεπηά ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

10. Μεηαθέξεηαη ε ππεξθείκελε πδαηηθή θάζε ζε λέν eppendorf θαη κεηξάηαη ν 

φγθνο ηεο. 

11. Πξνζηίζεηαη 0,7 θνξέο ηνπ φγθνπ ηνπ ππεξθεηκέλνπ 100% ηζνπξνπαλφιε 

θαη γίλεηαη ήπηα αλάδεπζε κε ην ρέξη. 

12. Σα eppendorf αθήλνληαη γηα 10 ιεπηά ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

13. ηε ζπλέρεηα θπγνθεληξνχληαη γηα 15 ιεπηά ζηηο 12.800 ζηξνθέο/ιεπηφ ζε 

ζεκνθξαζία δσκαηίνπ γηα λα γίλεη θαηαθξήκληζε ηνπ DNA θαη λα 

δεκηνπξγεζεί ίδεκα. 

14. Απνκαθξχλεηαη ην ππεξθείκελν αθήλνληαο κφλν ην ίδεκα θαη πξνζηίζνληαη 

230 κl 70% EtOH (αηζαλφιε). 

15. Σα δείγκαηα κε ηελ αηζαλφιε θπγνθεληξνχληαη γηα 8 ιεπηά ζηηο 12.800 

ζηξνθέο/ιεπηφ  ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

16. Απνκαθξχλεηαη ε αηζαλφιε θαη ζηεγλψλεη θαιά ην ίδεκα ζηνλ επσαζηηθφ 

ζάιακν ζηνπο 37
ν
C γηα 30 κε 40 ιεπηά.  

17. Δπαλαδηαιχεηαη ην ίδεκα ζε 40 κε 50 κl PE θαη ηνπνζεηείηαη ζηνπο 60
ν
C. 
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18. Πξνζδηνξίδεηαη ε ζπγθέληξσζε θαη ε θαζαξφηεηα ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ 

κε ηελ ρξήζε ηνπ ζπεθηξνθσηνκέηξνπ (nanodrop). 

19. Φχιαμε ησλ δεηγκάησλ ζηνπο -20
ν
C. 

 

3.2.2 Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain 

reaction, PCR) 

 

3.2.2.1  Αξρή ηεο µεζφδνπ 

 

   Η Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο (Polymerase Chain Reaction, PCR) είλαη κηα 

in vitro κέζνδνο πνπ επηηξέπεη ηνλ πνιιαπιαζηαζκφ πξνεπηιεγκέλεο αιιεινπρηαο 

DNA ζε πνιιά αληίγξαθα ζε ζχληνκν ρξφλν. Η ηερληθή απηή (Mullis et al., 1986) 

απνηειεί ηελ πιένλ εμεηδηθεπµέλε θαη επαίζζεηε µέζνδν ελίζρπζεο αιιεινπρηψλ 

DNA θαη RNA, in vitro ή θαη in situ. 

 

   Η PCR είλαη κηα ζρεηηθά απιή θαη ηαρεία κέζνδνο πνιιαπιαζηαζκνχ κηαο κηθξήο 

αιιεινπρίαο DNA θαη επηηπγράλεηαη κε ηελ βνήζεηα ηνπ ελδχκνπ DNA πνιπκεξάζε 

θαη νιηγνλνπθιενηηδηθνχο εθθηλεηέο (primers) ζε ζπλδπαζκφ θαη κε άιια 

αληηδξαζηήξηα ηα νπνία είλαη απαξαίηεηα γηα ηελ αληίδξαζε. Η DNA πνιπµεξάζε 

είλαη έλδπµν πνπ ρξεζηκνπνηεί σο κήηξα ην µνλφθισλν DNA γηα ηε ζχλζεζε µηαο 

θαηλνχξγηαο ζπµπιεξσµαηηθήο αιπζίδαο µε θαηεχζπλζε 5΄-3΄, μεθηλψληαο απφ ην 

ηµήµα ηνπ µνξίνπ πνπ είλαη δίθισλν. Γηα ηε ζχλζεζε απηή απαξαίηεηε είλαη ε 

παξνπζία µίγµαηνο λνπθιενηηδίσλ θαη ηφλησλ Mg
2+

. Η DNA πνιπκεξάζε 

απνκνλψλεηαη απφ ην ζεξκφθηιν βαθηήξην Thermus aquaticus θαη παξνπζηάδεη 

κεγάιε αληνρή ζε πςειέο ζεξκνθξαζίεο 72 - 80°C, δηαηεξψληαο επαξθή ελδπκαηηθή 

δξαζηηθφηεηα ζηηο ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο. ήκεξα κε ηελ βνήζεηα κεζνδνινγηψλ 

ηεο Μνξηαθήο Βηνινγίαο θαη Βηνηερλνινγίαο έρνπλ αλαπηπρζεί δηάθνξα παξάγσγα 

ηεο Taq πνιπκεξάζεο κε βειηησκέλα ραξαθηεξηζηηθά θαη κεγαιχηεξε εμεηδίθεπζε. 

Απηέο νη πνιπκεξάζεο δελ επηηξέπνπλ ηελ ιάζνο ηνπνζέηεζε βάζεσλ θαηά ηελ 

ζχλζεζε ηνπ DNA, εμαηηίαο ηεο 3’ πξνο 5’ επηδηνξζσηηθήο ηθαλφηεηαο (proofreading 

activity) πνπ έρνπλ. Η Taq πνιπκεξάζε δελ παξνπζηάδεη ηέηνηα ηθαλφηεηα θαη 

γη’απηφ ππάξρεη πηζαλφηεηα λα έρνπκε παξαγσγή πξντφλησλ κε ηπραίεο ηνπνζεηήζεηο 

λνπθιενηηδίσλ ζηηο λέεο αιπζίδεο DNA (κε κηθξή ζπρλφηεηα) (Berg et al., 2002).     
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Αθφκε ζηελ αληίδξαζε απαηηείηαη δεπγάξη εηδηθά ζρεδηαζκέλσλ νιηγνλνπθιενηηδίσλ  

εθθηλεηψλ (primers),  κήθνπο ιίγσλ βάζεσλ ζπκπιεξσκαηηθψλ ζηηο αιιεινπρίεο ησλ 

άθξσλ ηνπ πξνο ελίζρπζε ηκήκαηνο DNA.  πγθεθξηκέλα θαηά ηνλ ζρεδηαζµφ ησλ 

εθθηλεηψλ, ζα πξέπεη λα ιακβάλνληαη ππ’φςηλ ηα παξαθάησ:   

 

I. Σν µέγεζνο ησλ εθθηλεηψλ (15-30 λνπθιενηίδηα) ζα πξέπεη λα είλαη ηέηνην, 

ψζηε ε ζεξµνθξαζία γηα ηνλ πβξηδηζµφ ηνπο ζην DNA λα θπµαίλεηαη ζε 

ινγηθά πιαίζηα. 

II. Η αιιεινπρία ηνπ θάζε εθθηλεηή λα είλαη µνλαδηθή θαη λα πβξηδίδεηαη ζε µηα 

µφλν πεξηνρή ηνπ DNA. 

III. Η δνµή ησλ εθθηλεηψλ δελ ζα πξέπεη λα είλαη δεπηεξνηαγήο. ηελ αληίδξαζε 

PCR, φπνπ ρξεζηµνπνηείηαη δεχγνο εθθηλεηψλ δε ζα πξέπεη ηα 3΄ άθξα ηνπο 

λα είλαη ζπµπιεξσµαηηθά. 

IV. Η ζχλζεζε ησλ βάζεσλ ησλ εθθηλεηψλ ζα πξέπεη λα είλαη πεξίπνπ 50% ζε 

GC θαη 50% ζε ΑΣ.  

V. Ο θάζε εθθηλεηήο ζα πξέπεη λα πεξηέρεη ζηα άθξα ηνπ G ή C. 

 

   Η δηαδηθαζία πξαγκαηνπνηείηαη ζε θαηάιιειε ζπζθεπή εηδηθνχ ζεξµηθνχ 

θπθινπνηεηή. Πην ζπγθεθξηκέλα ε κέζνδνο ηεο PCR ζηεξίδεηαη ζηελ ζπλερή 

επαλάιεςε ελφο θχθινπ πνπ απνηειείηαη απφ ηξία δηαδνρηθά ζηάδηα. ε θάζε ζηάδην 

γίλεηαη επψαζε ηνπ δείγκαηνο ζε δηαθνξεηηθή θάζε θνξά ζεξκνθξαζία. Ο 

θπθινπνηεηήο έρεη ηελ δπλαηφηεηα λα ζεξκάλεη θαη λα ςχρεη ηα δείγκαηα ζε ζχληνκν 

ρξφλν. Σα ζηάδηα πνπ απνηεινχλ ηνλ επαλαιαµβαλφµελν θχθιν είλαη ηα εμήο: 1) 

Απνδηάηαμε ηνπ δίθισλνπ DNA (denaturation), 2) Τβξηδνπνίεζε εθθηλεηψλ (primer 

annealing) ζηηο αιιεινπρίεο ηνπ DNA-ζηφρνπ, 3) Δπηµήθπλζε εθθηλεηψλ 

(µνλφθισλα νιηγνλνπθιενηίδηα) (extension). 

 

   Καηά ηελ δηάξθεηα ηνπ πξψηνπ ζηαδίνπ ην ηκήκα DNA πνπ καο ελδηαθέξεη 

επσάδεηαη ζε πςειή ζεξκνθξαζία (πεξίπνπ 95°C), κε απνηέιεζκα ηελ απνδηάηαμε 

ηεο δηπιήο έιηθαο ηνπ  DNA (απνδηάηαμε/denaturation). ην δεχηεξν ζηάδην ε 

ζεξµνθξαζία µεηψλεηαη ζηνπο 50-60°C θαη έηζη νη εθθηλεηέο ηεο αληίδξαζεο 

πβξηδίδνληαη κε ηε ζπκπιεξσκαηηθή αιιεινπρία ηνπ DNA ζε θάζε αιπζίδα 

(πβξηδνπνίεζε εθθηλεηψλ/primer annealing). ην ηξίην θαη ηειεπηαίν ζηάδην ε 

ζεξµνθξαζία απμάλεηαη ζηνπο 72°C θαη µε ηελ βνήζεηα ηεο DNA πνιπµεξάζεο, πνπ 
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πξνζζέηεη ηα λνπθιενηίδηα (dNTP’s) ζην 3΄ άθξν ησλ εθθηλεηψλ, επηηπγράλεηαη ε 

ζχλζεζε ησλ λέσλ ζπµπιεξσµαηηθψλ αιπζίδσλ DNA. Η ζχλζεζε ησλ αληηγξάθσλ 

γίλεηαη απφ ηελ DNA πνιπµεξάζε πάληα µε θαηεχζπλζε 5΄ πξνο 3΄. 

 

   Η δηαδηθαζία ηεο PCR ρσξίδεηαη ζε ηξείο θάζεηο: 

1. Δθζεηηθή (exponential) θάζε: Δίλαη ε θάζε θαηά ηελ νπνία έρεη αξρίζεη ν 

πνιιαπιαζηαζκφο ηεο πξνεπηιεγκέλεο αιιεινπρίαο DNA. ’ απηή ηελ 

θάζε ε αληίδξαζε είλαη πνιχ απνηειεζκαηηθή θαη ζε θάζε θχθιν 

δηπιαζηάδεηαη ε πξνεπηιεγκέλε αιιεινπρία DNA . 

2. Γξακκηθή (linear) θάζε: Η θάζε ζηελ νπνία παξαηεξείηαη κεησκέλε 

παξαγσγή αληηγξάθσλ ηεο αιιεινπρίαο DNA εμαηηίαο ηεο κείσζεο ηεο 

ελεξγφηεηαο ησλ αληηδξαζηεξίσλ. 

3. Φάζε Plateau: ηε θάζε απηή έρεη ζηακαηήζεη ε αληίδξαζε PCR θαζψο 

θαη ε παξαγσγή λέσλ αληηγξάθσλ εμαηηίαο ηεο εμάληιεζεο ησλ 

αληηδξαζηεξίσλ 

    

3.2.2.2 Δλίζρπζε ηµήµαηνο DNA κέζσ ηεο ηερληθήο PCR 

 

   Η αιπζηδσηή αληίδξαζε ηεο πνιπµεξάζεο (PCR) ρξεζηµνπνηήζεθε γηα ηελ 

ελίζρπζε ηµεµάησλ DNA απεπζείαο απφ ην DNA ησλ ππφ µειέηε θπηηθψλ ηζηψλ  µε 

ηε ρξήζε εηδηθά ζρεδηαζµέλσλ εθθηλεηψλ. 

 

   Οη αθξηβείο ζπλζήθεο πξαγκαηνπνίεζεο κηαο ηππηθήο αληίδξαζεο PCR εμαξηψληαη 

απφ ηηο απαηηήζεηο ηνπ εθάζηνηε πεηξάκαηνο. Η πνζφηεηα ηεο µήηξαο DNA, πνπ  

πξνζηίζεηαη  θάζε  θνξά,  εμαξηάηαη  απφ  ηελ  πεγή  πξνέιεπζήο  ηνπ. πγθεθξηµέλα, 

ζηελ πεξίπησζε γνληδησµαηηθνχ DNA ρξεζηµνπνηείηαη πνζφηεηα 30-50 ng. Δπίζεο, ε 

ζεξκνθξαζία πβξηδηζκνχ ησλ εθθηλεηψλ εμαξηάηαη θάζε θνξά απφ ηε ζεξκνθξαζία 

ηήμεψο ηνπο (Σm).  

 

     Μηα ηππηθή αληίδξαζε PCR πξαγµαηνπνηείηαη σο εμήο: 

1. ε εηδηθφ ζσιήλα eppendorf πξνζηίζεληαη: 
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Αληηδξαζηήξηα  Όγθνο αλά αληίδξαζε (µl) 

 Γνληδησµαηηθφ DNA  

 

1 µl 

 

 Δθθηλεηήο  επζείαο 

θαηεχζπλζεο (Forward) (10 

µM) 

 

 

1 µl 

 

 Δθθηλεηήο αληίζηξνθεο 

θαηεχζπλζεο (Reverse) (10 µМ) 

 1 µl 

 Μίγµα dNTPs (10mM)  1 µl 

 PCR ξπζµηζηηθφ δηάιπµα  5 µl 

 DMSO  2 µl 

 Taq DNA πνιπµεξάζε 

(1unit/µl) 

 0.5 µl 

 ddH2O  έσο  ηειηθφ φγθν 50 µl 

 

2. Γεληθά, νη ζπλζήθεο πξαγµαηνπνηήζεο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

πνιπµεξάζεο είλαη: 

 

        ηάδην                                                  Γνλίδην 

 Αξρηθή απνδηάηαμε                  94
0
C γηα 2-4 ιεπηά 

 Απνδηάηαμε                                94
0
C γηα 1 ιεπηφ 

 Τβξηδηζµφο εθθηλεηψλ                 45-65
0
C γηα 1 ιεπηφ        για 35 κύκλοσς 

 Δπηκήθπλζε                               72
0
C γηα 1 ιεπηφ 

 Σειηθή επηκήθπλζε                 72
0
C γηα 5-10 ιεπηά 

 

   Σν πξφγξαµµα ην νπνίν ρξεζηµνπνηείηαη γηα ηελ PCR πξνγξαµµαηίδεηαη ζηε 

ζπζθεπή ηνπ εηδηθνχ ζεξµηθνχ θπθινπνηεηή.  

 

3.2.2.3 Δλίζρπζε ηµήµαηνο ηεο πεξηνρήο ITS 

 

  Η πεξηνρή ηνπ ITS ήηαλ κεγέζνπο πεξίπνπ 700 βάζεσλ θαη εληζρχζεθε µε ηελ 

ρξήζε ηεο ηερληθήο PCR. Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ελίζρπζε µε 

PCR ηνπ ηµήµαηνο ITS είλαη νη αθφινπζνη: 
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 Forward: ITS-F: 5'- AAGGTTTCCGTAGGTGAAC-3' 

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

 

 Γηα ηελ ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο ITS, ρξεζηκνπνηνχληαη ηα παξαθάησ αληηδξαζηήξηα 

(Πίλαθαο 3.2) θαη νη ζπλζήθεο πξαγκαηνπνίεζεο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο 

πνιπµεξάζεο ήηαλ νη παξαθάησ: 

 

           ηάδην                                                ITS 

 Αξρηθή απνδηάηαμε                  94
0
C γηα 3:30 ιεπηά 

 Απνδηάηαμε                                94
0
C γηα 50 δεπηεξφιεπηα 

 Τβξηδηζµφο εθθηλεηψλ                  50
0
C γηα 50 δεπηεξφιεπηα        για 35 κύκλοσς 

 Δπηκήθπλζε                                72
0
C γηα 50 δεπηεξφιεπηα 

 Σειηθή επηκήθπλζε                  72
0
C γηα 8 ιεπηά 

 

 

Πίλαθαο 3.2: Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπµεξάζεο. 

 

Αληηδξαζηήξηα Όγθνο αλά αληίδξαζε (µl) 

 Γνληδησµαηηθφ DNA 2 µl 

 

 Δθθηλεηήο  επζείαο θαηεχζπλζεο 

(Forward) (10 µM) 

0.5 µl 

 

 Δθθηλεηήο αληίζηξνθεο 

θαηεχζπλζεο (Reverse) (10 µМ) 

0.5 µl 

 Μίγµα dNTPs (10mM) 1 µl 

 PCR ξπζµηζηηθφ δηάιπµα 6 µl 

 DMSO 1µl 

 Taq DNA πνιπµεξάζε (1unit/µl) 0.3µl 

 ddH2O έσο  ηειηθφ φγθν 30 µl 

 

3.2.2.4 Δλίζρπζε ηµήµαηνο ηεο πεξηνρήο psbA-trnH   

 

    Η πεξηνρή ηνπ psbA-trnH πνπ εληζρχζεθε µε ηελ ρξήζε ηεο ηερληθήο PCR ήηαλ 

κεγέζνπο πεξίπνπ 500 βάζεσλ. Οη εθθηλεηέο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ ελίζρπζε 

µε PCR ηνπ ηµήµαηνο psbA-trnH είλαη νη αθφινπζνη: 
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 Forward: psbA-trnH -F: 5'-GTTTGCATGAACGTAATGCTC-3'  

 

 Reverse: psbA-trnH -R: 5'- CGCGCATGGTGGATTCACAATCC-3'   

 

  Γηα ηελ ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο psbA-trnH ρξεζηκνπνηνχληαη εηδηθά αληηδξαζηήξηα 

(Πίλαθαο 3.3) θαη νη ζπλζήθεο πξαγκαηνπνίεζεο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο είλαη 

εμήο: 

 

        ηάδην                                               psbA-trnH 

 Αξρηθή απνδηάηαμε                94
0
C γηα 3:30 ιεπηά 

 Απνδηάηαμε                              94
0
C γηα 50 δεπηεξφιεπηα  

 Τβξηδηζµφο εθθηλεηψλ                57
0
C γηα 50 δεπηεξφιεπηα        για 35 κύκλοσς                

 Δπηκήθπλζε                              72
0
C γηα 50 δεπηεξφιεπηα 

 Σειηθή επηκήθπλζε                72
0
C γηα 8 ιεπηά 

 

    

Πίλαθαο 3.3: Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπµεξάζεο. 

 

Αληηδξαζηήξηα  Όγθνο αλά αληίδξαζε (µl) 

 Γνληδησµαηηθφ DNA  

 

1 µl 

 

 Δθθηλεηήο  επζείαο θαηεχζπλζεο 

(Forward) (10 µM) 

 

 

0.5 µl 

 

 Δθθηλεηήο αληίζηξνθεο 

θαηεχζπλζεο (Reverse) (10 µМ) 

 0.5 µl 

 Μίγµα dNTPs (10mM)  1 µl 

 PCR ξπζµηζηηθφ δηάιπµα  6 µl 

 DMSO  1 µl 

 Taq DNA πνιπµεξάζε (1unit/µl)  0.3 µl 

 ddH2O  έσο ηειηθφ φγθν 30 µl 

 

3.2.3 Ζιεθηνθόξεζε λνπθιεΐληθώλ νμέσλ ζε πεθηή αγαξόδεο 

 

   Ο δηαρσξηζκφο ησλ δενμπξπβνλνπθιεΐληθψλ νμέσλ γίλεηαη κε βάζε ην κέγεζνο θαη 

ηε δηακφξθσζή ηνπο κε ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο. ε πεξίπησζε 
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γξακκηθψλ θιαζκάησλ DNA ν δηαρσξηζκφο είλαη αλάινγνο ηνπ κεγέζνπο ηνπο. Σν 

εχξνο ησλ κεγεζψλ πνπ κπνξνχλ λα δηαρσξηζηνχλ ζε πεθηή αγαξφδεο εμαξηάηαη απφ 

ηε ζπγθέληξσζε ηεο αγαξφδεο θαη θπκαίλεηαη απφ 0,1 έσο 100Kb. ηνλ πίλαθα 1 

αλαθέξνληαη νη ηππηθέο ζπγθεληξψζεηο αγαξφδεο ζε ζρέζε κε ην επηζπκεηφ εχξνο 

δηαρσξηζκνχ.   

Πίλαθαο 3.4: πγθέληξσζε πεθηήο αγαξφδεο αλάινγα κε ην επηζπκεηφ εχξνο δηαρσξηζκνχ. 

Αγαξόδε (%) Δύξνο δηαρσξηζκνύ γξακκηθώλ 

κνξίσλ 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 

 

 

   Σα κφξηα DNA γίλνληαη νξαηά κε ηελ πξνζζήθε βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ, ην νπνίν 

έρεη ηελ ηδηφηεηα λα παξεκβάιιεηαη κεηαμχ ησλ βάζεσλ ηνπ DNA θαη θζνξίδεη 

παξνπζία ππεξηψδνπο θσηφο. Η πξνεηνηκαζία ηεο πεθηήο αγαξφδεο 

πξαγκαηνπνηείηαη κε ηελ αθφινπζε δηαδηθαζία: 

 

1. Πνζφηεηα αγαξφδεο αλαµεηγλχεηαη ζε θσληθή θπάιε Erlenmeyer, µε 

νξηζµέλν φγθν δηαιχµαηνο  ειεθηξνθφξεζεο 1xΣΑΔ
7
. Η ζπγθέληξσζε  ηεο 

πεθηήο αγαξφδεο πνπ ρξεζηµνπνηήζεθε ήηαλ αλάινγε ηνπ µεγέζνπο ησλ 

γξαµµηθψλ µνξίσλ πνπ ειεθηξνθνξνχληαλ θάζε θνξά. 

2. Αθνινπζεί ζηαδηαθή ζέξµαλζε ηνπ µίγµαηνο ζε θνχξλν µηθξνθπµάησλ µέρξη 

ε αγαξφδε λα δηαιπζεί εληειψο. 

3. Η ζεξκνθξαζία ηνπ δηαιχκαηνο αθήλεηαη λα πέζεη έσο ηνπο 60
0
C θαη αθνχ 

πξνζηεζεί δηάιπκα βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ (10 mg/ml) ηειηθήο ζπγθέληξσζεο 

0,5 µg/ml, αθήλεηαη λα ζηεξενπνηεζεί ζε νξηδφληηα ζπζθεπή 

ειεθηξνθφξεζεο,  ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. ηελ ζπζθεπή πξνζαξκφδεηαη 

ε θαηάιιειε ″ρηέλα″ έηζη ψζηε λα ζρεκαηηζηνχλ ζηελ πεθηή ηα βνζξία 

θφξησζεο (″πεγαδάθηα″). 
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4. Αθνχ ε πεθηή έρεη ζηαζεξνπνηεζεί απνµαθξχλεηαη απφ απηήλ ε «ρηέλα». Η 

ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο ζπµπιεξψλεηαη µε δηάιπµα ειεθηξνθφξεζεο 

ΣΑΔ
7
 έηζη ψζηε ε πεθηή λα παξαµέλεη βπζηζµέλε 1-2mm απφ ηελ επηθάλεηά 

ηνπ. 

5. Σα δείγµαηα ησλ λνπθιετληθψλ νμέσλ, αθνχ αλαµηρζνχλ ζε ξπζµηζηηθφ 

δηάιπµα θφξησζεο
7
, ηνπνζεηνχληαη ζηα βνζξία θφξησζεο (″πεγαδάθηα″) ηεο 

πεθηήο. 

6. Σέινο ηα δείγκαηα αλαιχνληαη ζε ειεθηξηθφ πεδίν κε θαηάιιειε  ηάζε πνπ 

εθαξκφδεηαη ζηα  άθξα  ηεο  πεθηήο, ε  νπνία  δελ ππεξβαίλεη ηα 60 Vcm
-1

. 

 

 

3.2.4 Αλάθηεζε θιάζµαηνο DNA από πεθηή αγαξόδεο 

 

   Γηα ηελ αλάθηεζε θιάζµαηνο DNA απφ πεθηή αγαξφδεο ρξεζηµνπνηήζεθε ην 

θαηάιιειν πξσηφθνιιν ηεο NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up θαη έγηλε ζχµθσλα 

µε ηελ αθφινπζε δηαδηθαζία: 

 

1. Έπεηηα απφ ην πέξαο ηεο ειεθηξνθφξεζεο, απνκνλψλεηαη απφ ηελ πεθηή 

αγαξφδεο κε ηε ρξήζε θαζαξνχ λπζηεξηνχ, ην ηκήκα εθείλν ην νπνίν πεξηέρεη 

ηελ επηζπκεηή δψλε DNA. Δλ ζπλερεία ηνπνζεηείηαη ζε ζσιήλα ηχπνπ 

eppendorf, δπγίδεηαη θαη πξνζηίζεληαη δηπιάζζηνο φγθνο ξπζµηζηηθνχ 

δηαιχµαηνο ΝΣ (γηα παξάδεηγµα γηα 65mg πεθηήο αγαξφδεο απαηηνχληαη 130 

µl δηαιχµαηνο ΝΣ ). 

2. Αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 50ºC γηα πεξίπνπ 10 ιεπηά, έσο φηνπ δηαιπζεί ε 

αγαξφδε. Γηα λα δηαιπζεί πιήξσο, αλαδεχνπµε ήπηα ην δείγµα θάζε 2 ιεπηά, 

θάζ’φιε ηε δηάξθεηα ηεο επψαζεο. Δάλ ρξεηαζηεί παξαηείλεηαη ν ρξφλνο 

επψαζεο. 

3. Σν δηάιπµα ηνπνζεηείηαη ζηε ζηήιε θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 12.600 

ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 30 δεπηεξφιεπηα. Σν DNA  πξνζδέλεηαη  ζηελ  ζηήιε ελψ 

ην  δηάιπµα  πνπ ηελ δηαπέξαζε  απνµαθξχλεηαη. 

4. Η ζηήιε μεπιέλεηαη κε πξνζζήθε 700 µl  δηαιχµαηνο ΝΣ3. Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε  ζηηο 13.000  ζηξνθέο/ιεπηφ  γηα  30 δεπηεξνιεπηα. 

5. Σν δηάιπµα πνπ δηαπέξαζε ηελ ζηήιε απνµαθξχλεηαη θαη ε δηαδηθαζία ηεο 
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θπγνθέληξεζεο επαλαιαµβάλεηαη ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 1 ιεπην, 

ψζηε λα απνµαθξπλζεί ηειείσο ην δηάιπµα ΝΣ3 θαζψο πεξηέρεη αηζαλφιε, ε 

νπνία αλ παξαµείλεη µπνξεί λα παξεµπνδίζεη πεξαηηέξσ ελδπµηθέο 

αληηδξάζεηο. 

6. Η ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε λέν ζσιήλα ηχπνπ eppendorf θαη ην DNA εθινχεηαη 

µε ηελ πξνζζήθε 30 µl δηαιχµαηνο NE (5 mM Tris/HCl, pH 8.5). Σν δείγµα 

επσάδεηαη γηα 3 ιεπηα ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. 

7. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ηεο ζηήιεο ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 1 ιεπηφ. 

8. Σν δείγµα θπιάζζεηαη ζηνπο -20
ν
C. 

 

 

 

3.2.5 Πξνζδηνξηζµόο ζπγθέληξσζεο θαη θαζαξόηεηαο λνπθιετληθώλ 

νμέσλ  

 

   Ο πξνζδηνξηζµφο ηφζν ηεο ζπγθέληξσζεο φζν θαη ηεο θαζαξφηεηαο ησλ 

λνπθιετληθψλ νμέσλ ζε πδαηηθφ δηάιπµα, πξαγµαηνπνηείηαη µε ηε ρξήζε 

θαζµαηνθσηνµέηξνπ (NanoDrop® ND1000 Spectrophotometer). Πξηλ απφ ηε 

µέηξεζε επηιέγεηαη ζην ινγηζµηθφ ηεο ζπζθεπήο απφ ηνλ ρεηξηζηή ε έλδεημε DNA. 

   Η ρξήζε ηνπ κεραλήκαηνο έρεη σο εμήο: 

 

 Αξρηθά γηα ηνλ µεδεληζµφ ηνπ νξγάλνπ κεηαθέξεηαη 1 κl (ddΗ2Ο ή άιιν 

δηαιχηε) ζηελ ππνδνρή ηεο ζπζθεπήο. 

 ηε ζπλέρεηα 1 κl απφ ην δείγκα κεηαθέξεηαη  ζηελ ππνδνρή ηεο ζπζθεπήο 

θαη ιακβάλνληαη νη ιφγνη OD260/OD280 θαη OD260/OD230 βάζεη ησλ νπνίσλ 

γίλεηαη ε εθηίκεζε ηεο θαζαξφηεηαο ησλ δεηγµάησλ ησλ λνπθιετληθψλ 

νμέσλ. 

 Γηα λα ζεσξεηηαη έλα δεηγκα λνπθιετληθψλ νμέσλ θαζαξν, ν δείθηεο 

OD260/OD280 πξέπεη λα θπκαίλεηαη κεηαμπ 1.8-2.0. Μηθξφηεξεο ηηµέο ηεο 

ηηµήο απηήο απνηεινχλ έλδεημε µφιπλζεο, π.ρ. απφ ηελ παξνπζία 

πξσηετλψλ, θαηλφιεο ή άιισλ νπζηψλ. 

 Ο ιφγνο OD260/OD230 απνηειεί έλα δεχηεξν µέηξν ηεο θαζαξφηεηαο ησλ 

λνπθιετληθψλ νμέσλ. ε δείγµαηα πςειήο θαζαξφηεηαο ν ζπγθεθξηµέλνο  
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ιφγνο θπµαίλεηαη µεηαμχ 1,8 θαη 2,2. Μηθξφηεξεο ηηµέο απνηεινχλ ζπλήζσο 

έλδεημε µφιπλζεο. 

 

 

3.2.6 Τπνθισλνπνίεζε ηµεµάησλ DNA ζε πιαζµηδηαθό θνξέα 

 

3.2.6.1 Υαξαθηεξηζηηθά πιαζµηδηαθνχ θνξέα 

 

    Γηα ηελ αιιεινχρεζε εληζρπκέλσλ κε PCR ηκεκάησλ DNA ρξεζηκνπνηείηαη ν 

πιαζκηδηαθφο θνξέαο ηεο εηαηξείαο Promega κε ηελ νλνκαζία pGEM-T Easy Vector. 

O θνξέαο απηφο είλαη κεγέζνπο ηεο ηάμεο ησλ 3.015bp (Δηθφλα 3.1). θνπφο ηεο 

ρξήζεο ηνπ, είλαη ε ππνθισλνπνίεζε ησλ ηµεµάησλ DNA, πξνθεηµέλνπ λα θαηαζηεί 

επθνιφηεξνο ν ρεηξηζµφο ηνπο θαη λα επηηξαπεί ν πξνζδηνξηζµφο ηεο αιιεινπρίαο 

ησλ βάζεψλ ηνπο θαη γεληθφηεξα ν ραξαθηεξηζµφο ηνπο. 

 

   Σα θπξηφηεξα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ θνξέα είλαη ηα εμήο: νη πιαζµηδηαθνί θνξείο 

pGEM-T easy δηαζέηνπλ µηα αξρή αληηγξαθήο (ori), ηµήµα ηνπ γνληδίνπ lacZ ηνπ 

E.coli, πνπ θσδηθνπνηεί γηα ην α-πεπηίδην ηνπ ελδχµνπ β-γαιαθηνζηδάζε. Δπηπιένλ,  

θέξνπλ µηα πνιιαπιή ζέζε θισλνπνίεζεο (πνιπζχλδεζµνο) εληφο ηνπ γνληδίνπ lacZ 

θαζψο θαη ηνπο πξναγσγείο ηεο RNA πνιπµεξάζεο, Σ7 θαη SP6, νη νπνίνη βξίζθνληαη 

έλζελ θαη έλζελ ηνπ πνιπζπλδέζµνπ (Δηθφλα 3.1). 

 

   Σν γνλίδην ηεο β-γαιαθηνζηδάζεο βξίζθεηαη ππφ ηνλ µεηαγξαθηθφ έιεγρν ησλ 

παξαπάλσ πξναγσγέσλ ελψ ε µεηαγξαθή µπνξεί θαη επάγεηαη παξνπζία ηνπ ρεµηθνχ  

αλάινγνπ ηεο ιαθηφδεο IPTG
10

 (ηζνπξνππινζεηνγαιαθηνζίδην). Η β-γαιαθηνζηδάζε 

µεηαβνιίδεη ηελ νξγαληθή έλσζε X-gal
11

, παξάγνληαο µηα αδξαλή µπιε νπζία. Η 

έλζεζε μέλνπ DNA ζηελ πεξηνρή ηνπ πνιπζπλδέζµνπ,  σζηφζν,  δηαθφπηεη  ηε 

µεηαγξαθή  ηνπ  γνληδίνπ lacZ µε απνηέιεζµα ηελ αδπλαµία µεηαβνιηζµνχ ηεο X-

gal
11

 θαη, θαηά ζπλέπεηα, ηελ απνπζία αλάπηπμεο µπιε ρξψµαηνο ζηηο βαθηεξηαθέο 

θαιιηέξγεηεο. Σν γεγνλφο απηφ επηηξέπεη ηνλ εληνπηζµφ ησλ αλαζπλδηαζµέλσλ 

θιψλσλ µε βάζε ην ρξψµα ησλ απνηθηψλ φηαλ ζε απηέο πξνζηεζεί X-gal
11

 θαη 

IPTG
10

. 
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   Σέινο, νη ζπγθεθξηµέλνη θνξείο θέξνπλ γνλίδην αλζεθηηθφηεηαο ζηελ αµπηθηιιίλε, 

γεγνλφο ην νπνίν επηηξέπεη ηελ επηινγή ησλ µεηαζρεµαηηζµέλσλ βαθηεξηαθψλ 

θπηηάξσλ. 

 

 

 

               

Δηθόλα 3.1: Υάξηεο πιαζµηδηαθνχ θνξέα PGEM-T easy (Promega). 

 

 

3.2.6.2 Δλζσµάησζε ηµεµάησλ DNA µε ηπθιά άθξα ζηνλ πιαζµηδηαθφ 

θνξέα (ligation) 

 

   Σα πξντφληα ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο ηεο πνιπµεξάζεο θέξνπλ θνιιψδε άθξα, 

νπφηε γηα ηελ θισλνπνίεζή ηνπο ρξεζηµνπνηείηαη ν πιαζµηδηαθφο θνξέαο pGEM-T 

Easy (Promega). 

 

   ηελ αληίδξαζε ελζσµάησζεο (ligation), γηα ηε µεγηζηνπνίεζε ηεο πηζαλφηεηαο 

δεµηνπξγίαο αλαζπλδπαζµέλσλ πιαζµηδίσλ, ε αλαινγία ησλ µνξίσλ ηνπ 

πιαζµηδηαθνχ θνξέα θαη ηνπ πξνο έλζεζε ηµήµαηνο DNA ξπζµίδεηαη ζην 1:3. Η 

αξαίσζε ηφζν ηνπ θνξέα φζν θαη ηνπ έλζεηνπ DNA γίλεηαη µε ηξφπν ψζηε λα 

δηεπθνιχλεηαη ε επίηεπμε ηεο απαηηνχµελεο αλαινγίαο. Η αληίδξαζε ελζσµάησζεο 

πξαγκαηνπνηείηαη ζε ηειηθφ φγθν 10 µl θαη θαίλεηαη ζηνλ πίλαθα 3.5 
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Πίλαθαο 3.5: Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζεο ηεο αληίδξαζεο ελζσµάησζεο DNA 

ζηνλ πιαζµηδηαθφ θνξέα. 

 

Αληηδξαζηήξηα  Όγθνο αλά αληίδξαζε (µl) 

 2x ξπζµηζηηθφ δηάιπµα ιηγάζεο  5 

 DNA πιαζµηδηαθφο θνξέαο  0.5 

 Έλδπµν ιηγάζε T4 (1 unit/µl)  0.5 

 DNA έλζεζεο  1 

 ddH20 (έσο ηειηθφ φγθν 10 µl)  3 

 ΤΝΟΛΟ  10 

 

Η αληίδξαζε πξαγκαηνπνηείηαη ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ γηα 16 ψξεο. 

 

3.2.7 Μεηαζρεµαηηζµόο ηθαλώλ θπηηάξσλ Ε. coli µε πιαζµίδηα  

3.2.7.1 Καιιηέξγεηεο βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ Ε. coli ζε πγξφ θαη ζηεξεφ 

ππφζηξσκα 

   ηελ παξνχζα µειέηε ρξεζηµνπνηήζεθε ην ζηέιερνο E. coli XL-Blue, ην νπνίν 

θαιιηεξγήζεθε ζε πγξφ ή ζηεξεφ ζξεπηηθφ µέζν LΒ
12

, παξνπζία θαηάιιεινπ 

αληηβηνηηθνχ (παξαξηήµαηα). Η αλάπηπμή ηνπ πξαγµαηνπνηήζεθε θαηφπηλ επψαζεο 

ζηνπο 37°C γηα 16h. ηελ πεξίπησζε πγξήο θαιιηέξγεηαο, ε επψαζε ηεινχληαλ ππφ 

αλάδεπζε. 

 

3.2.7.2 Γεµηνπξγία βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ Ε. coli ηθαλψλ γηα 

µεηαζρεµαηηζµφ (Competent cells) 

 

   Πεξηγξαθή δηαδηθαζίαο δεµηνπξγίαο βαθηεξηαθψλ θπηηάξσλ Ε. coli ηθαλψλ γηα 

µεηαζρεµαηηζµφ (Competent cells): 

 

1. Δµβνιηαζµφο 10 ml LB
12 

µε βαθηεξηνινγηθφ θξίθν απφ ζηνθ γιπθεξφιεο E. 

coli (XL-Blue) θαη επψαζε ππφ αλάδεπζε, γηα πεξίπνπ 18 ψξεο ζηνπο 37°C. 
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2. 2 ml ηεο παξαπάλσ θαιιηέξγεηαο ρξεζηµνπνηνχληαη γηα ηνλ εµβνιηαζµφ 200 

ml απνζηεηξσµέλνπ  ζξεπηηθνχ  πιηθνχ  LB
I2

.  Αθνινπζεί  επψαζε,  ππφ 

ζπλερή αλάδεπζε, ζηνπο 37
ν
C γηα 2 h, εσζφηνπ ε νπηηθή ππθλφηεηα ηεο 

θαιιηέξγεηαο λα θπµαίλεηαη απφ 0.3-0,4 (O.D.600=0,3-0,4).  

3. Δπψαζε ζηνλ πάγν γηα 5 ιεπηά. Μνίξαζµα ηεο θαιιηέξγεηαο θαη 

θπγνθέληξεζε ζηηο 4.200 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4 °C. 

4. Σνπνζέηεζε ζηνλ πάγν θαη επαλαδηάιπζε ηνπ ηδήµαηνο ζε 50 ml CaCl2 

80mM. 

5. Δπψαζε ζηνλ πάγν γηα 45 ιεπηά θαη θπγνθέληξεζε ζηηο 4.200 

ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 10 ιεπηά ζηνπο 4 °C. 

6. Δπαλαηψξεζε ηνπ ηδήµαηνο ζε 5 ml CaCl2 80mM. 

7. Δπψαζε ζηνλ πάγν γηα 45 ιεπηά θαη πξνζζήθε 15% γιπθεξφιεο (900 µl 

γιπθεξφιεο ζηα 5 ml θπηηάξσλ).  

8. Σα θχηηαξα αθνχ ηνπνζεηεζνχλ ζε ζσιήλεο ηχπνπ eppendorf 

θπιάζζνληαη ζηνπο -80
0
C. 

 

 

3.2.7.3 Μεηαζρεµαηηζµφο δεθηηθψλ θπηηάξσλ E. coli µε πιαζµίδην 

   Πεξηγξαθή δηαδηθαζίαο ηνπ κεηαζρεκεηηζκνχ ησλ δεθηηθψλ θπηηάξσλ E. coli κε 

πιαζκίδην: 

1. ε ζσιήλα ηχπνπ eppendorf µεηαθέξνληαη, µέζα ζε πάγν, 60-80µl, δεθηηθά 

γηα µεηαζρεµαηηζµφ θχηηαξα Escherichia coli. 

2. Πξνζηίζεληαη 10-100 ng πιαζµηδηαθνχ DNA (αθνχ ηα θχηηαξα 

μεπαγψζνπλ), ζε φγθν ν νπνίνο δελ πξέπεη λα ππεξβαίλεη ην 1/10 ηνπ φγθνπ 

ησλ πξνο µεηαζρεµαηηζµφ θπηηάξσλ. 

3. Σν κίγκα θπηηάξσλ-πιαζκηδηαθνχ DNA επσάδεηαη ζηνλ πάγν γηα πεξίπνπ 

10 ιεπηά. 

4. Η είζνδνο ηνπ πιαζµηδίνπ ζηα θχηηαξα επηηπγράλεηαη µε ηελ ππνβνιή ηνπο 

ζε ζεξµηθφ ζνθ ζηνπο 42
o
C γηα έλα 1-2 ιεπηά θαη ηελ απ’επζείαο µεηαθνξά 

ηνπο ζηε ζπλέρεηα ζηνλ πάγν. 

5. Πξνζηίζεληαη 200 µl LB
12 

ζξεπηηθνχ δηαιχµαηνο θαη ηα δείγµαηα 

επσάδνληαη ζηνπο 37 
0
C γηα 1 ψξα. 
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6. Έπεηηα ηα θχηηαξα επηζηξψλνληαη ζε ηξπβιία κε ζξεπηηθφ πιηθφ κε ην 

θαηάιιειν αληηβηνηηθφ γηα ηελ επηινγή ησλ κεηαζρεκαηηζκέλσλ θπηηάξσλ. 

Γηα ηνλ πιαζκηδηαθφ θνξέα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε ζηελ παξνχζα εξγαζία 

(pGEM-T Easy) ρξεζηκνπνηήζεθαλ ηξπβιία κε ζξεπηηθφ πιηθφ LB
12 

θαη 

αµπηθηιίλε. 

7. ηελ πεξίπησζε πνπ επηζπκείηαη ε επηινγή απνηθηψλ πνπ θέξνπλ 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην, πξνζηίζεληαη ζηα θχηηαξα 10 µl IPTG
10

 100 

mM θαη 50 µl X-Gal
11

 2% (w/v). Οη απνηθίεο πνπ θέξνπλ ην 

αλαζπλδπαζκέλν πιαζκίδην, ιφγσ ηεο δηαθνπήο ηνπ γνληδίνπ πνπ 

θσδηθνπνηεί γηα ηε β-γαιαθηνδηδάζε απφ ην έλζεκα, εκθαλίδνληαη ιεπθέο. 

Αληίζεηα, νη απνηθίεο µε µε αλαζπλδπαζµέλα πιαζµίδηα, ιφγσ ηεο δξάζεο 

ηνπ ελδχµνπ, εµθαλίδνπλ µπιε ρξψµα. 

8. Σέινο, ηα ηξπβιία µε ην ζξεπηηθφ µέζν θαη ηα θχηηαξα επσάδνληαη ζηνπο 

37
0
C γηα 18 h. 

 

 

3.2.7.4  Δπηινγή κνλαδηθήο απνηθίαο 

 

   Δπηινγή κνλαδηθήο ιεπθήο απνηθίαο, (επηιέγνληαη 2 απνηθίεο). Οη επηιεγµέλεο 

απνηθίεο εµβνιηάδνληαη ζε ζξεπηηθφ πγξφ µέζν LB
12

 παξνπζία αµπηθηιίλεο. Δπψαζε 

ησλ απνηθηψλ µε αλαθίλεζε ζηνπο 37°C γηα ην πνιχ 18 ψξεο. 

 

 

3.2.8 Απνµόλσζε πιαζµηδηαθνύ DNA από µεηαζρεµαηηζµέλα 

θύηηαξα Ε.coli  

 

  ηελ παξνχζα µειέηε ε απνµφλσζε πιαζµηδηαθνχ DNA απφ µεηαζρεµαηηζµέλα 

θχηηαξα Ε.coli πξαγµαηνπνηήζεθε µε δχν µεζφδνπο: Η πξψηε κέζνδνο (Boiling 

preparation) αθνινπζείηαη θπξίσο γηα επηβεβαίσζε ηεο ελζσκάησζεο ηνπ insert ζην 

πιαζκίδην, ελψ ε δεχηεξε (Qia Prep) γηα ηελ απνκφλσζε ηνπ πιαζµηδηαθνχ DNA θαη 

ηνλ θαζαξηζκφ απηνχ, κε ζθνπφ δείγκα απηνχ λα ζηαιεί πξνο αιιεινχρηζε, γηα 

εχξεζε ηεο λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηνπ πξνο µειέηε γνληδίνπ. 
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3.2.8.1 Μέζνδνο βξαζµνχ (Boiling Preparation), (Holmes & Quigley,  

1981)  

 

   Πεξηγξαθή δηαδηθαζίαο ηεο κεζφδνπ βξαζκνχ:  

1. 6  ml  ζξεπηηθνχ  πιηθνχ  LB
12

,  πνπ  πεξηέρνπλ  ην  αληηβηνηηθφ  αµπηθηιίλε, 

εµβνιηάδνληαη µε µία µεµνλσµέλε απνηθία θπηηάξσλ Ε.coli, ηα νπνία έρνπλ 

µεηαζρεµαηηζζεί µε ην πξνο απνµφλσζε πιαζµίδην. Αθνινπζεί επψαζε, 

ππφ ζπλερή αλάδεπζε ζηνπο 37
 ν
C γηα πεξίπνπ 16 ψξεο. 

2. Απφ ηελ παξαπάλσ θαιιηέξγεηα µεηαθέξνληαη 2 x 750 κι ζε ζσιήλα 

eppendorf θαη θπγνθεληξνχληαη ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 3 ιεπηά. 

3. Σν ππεξθείκελν απνκαθξχλεηαη ζρνιαζηηθά αθήλνληαο ην ίδεκα ησλ 

θπηηάξσλ φζν ην δπλαηφλ ζηεγλφ. 

4. Σν ίδεµα ησλ θπηηάξσλ επαλαησξείηαη ζε 150µl δηαιχµαηνο STET
4 

παξνπζία ιπζνδχµεο
5
 (Sigma) ζε ηειηθή ζπγθέληξσζε 0,5 mg/ml. 

5.  Αθνινπζεί βξαζµφο ηνπ δείγµαηνο γηα 45 δεπηεξφιεπηα θαη µεηά 

θπγνθέληξεζή ηνπ ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 20 ιεπηά ζε ζεξµνθξαζία 

δσµαηίνπ. 

6. Μεηά ηε θπγνθέληξεζε, ην ίδεµα πνπ απνηειείηαη απφ ηα θπηηαξηθά 

ππνιείµµαηα απνµαθξχλεηαη κε ηε βνήζεηα απνζηεηξσκέλεο 

νδνληνγιπθίδαο. Γηα ηελ θαηαθξήµληζε ηνπ πιαζµηδηαθνχ DNA 

πξνζηίζεληαη ζην ππεξθείµελν 180 µl ηζνπξνπαλφιεο θαη αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 6 ιεπηά. 

7. Αθνχ ην ίδεµα ζηεγλψζεη ζηνλ αέξα ψζηε λα εμαηµηζηεί πιήξσο ε 

ηζνπξνπαλφιε, ε νπνία αλ παξαµείλεη µπνξεί λα παξεµπνδίζεη πεξαηηέξσ 

ελδπµηθέο αληηδξάζεηο, επαλαδηαιχεηαη ζε θαηάιιειν φγθν (ξπζµηζηηθνχ 

δηαιχµαηνο BE
3
ή) ddH2O. 

8. Σν ίδεκα θπιάζζεηαη ζηνπο -20ºC.  

 

   Αθνινπζεί πέςε µε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζµνχ (EcoRI). Σα αληηδξαζηήξηα πνπ 

ρξεζηµνπνηήζεθαλ, θαζψο θαη ε πνζφηεηα απηψλ αλά αληίδξαζε πεξηγξάθνληαη ζηνλ 

πίλαθα 3.6. 
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Πίλαθαο 3.6: Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ πέςε κε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνχ (EcoRI). 

 

Αληηδξαζηήξηα πέςεο  Όγθνο αλά αληίδξαζε (µl) 

 10x buffer  2 

 RNase  0,5 

 EcoRI enzyme  1 

 Πιαζµηδηαθφ DNA  3 

 ddH20 (έσο ηειηθφ φγθν 20 µl)  13,5 

 ΤΝΟΛΟ  20 

 

   Αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 37°C γηα 1:30 ψξα θαη ειεθηξνθφξεζε φινπ ηνπ 

πξντφληνο πέςεο ζε πήθησµα αγαξφδεο (1,5%) θαη επηινγή ησλ απνηθηψλ πνπ 

έδσζαλ ηελ θαιχηεξε εηθφλα µεηά ηελ πέςε. 

 

 

3.2.8.2 Μέζνδνο  απνµφλσζεο µε ζηήιε  (QIAprep) 

 

   Γηα ηελ απνµφλσζε µε ζηήιε ρξεζηµνπνηήζεθε ην θαηάιιειν πξσηφθνιιν ηεο 

NucleoSpin® Plasmid θαη έγηλε ζχµθσλα µε ηελ αθφινπζε δηαδηθαζία: 

 

1. 6 ml ζξεπηηθνχ πιηθνχ LB
12

, πνπ πεξηέρνπλ ην αληηβηνηηθφ αµπηθηιίλε, 

εµβνιηάδνληαη µε µία µεµνλσµέλε απνηθία θπηηάξσλ Ε.coli , ηα νπνία 

έρνπλ µεηαζρεµαηηζζεί µε ην πξνο απνµφλσζε πιαζµίδην. Αθνινπζεί 

επψαζε µε ζπλερή αλαθίλεζε ζηνπο 37
ν
C  γηα πεξίπνπ 16 ψξεο 

2. 2 x 1,5 ml απφ ηελ παξαπάλσ θαιιηέξγεηα µεηαθέξνληαη ζε ζσιήλα 

eppendorf θαη θπγνθεληξνχληαη ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 3 ιεπηά ζε 

ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. 

3. Σν ππεξθείµελν απνµαθξχλεηαη ζρνιαζηηθά θαη ην ίδεµα ησλ θπηηάξσλ 

επαλαδηαιχεηαη ζε 230 µl δηαιχµαηνο A1 (πεξηέρεη RNAse A
6
). 

4. Πξνζηίζεληαη 230 µl δηαιχµαηνο A2, ην δηάιπµα αλαθηλείηαη απαιά θαη 

αθήλεηαη ζε εξεµία ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ γηα πεξίπνπ 3 min.  

5. Πξνζηίζεληαη 270 µl δηαιχµαηνο A3, αθνινπζεί αλάδεπζε θαη 

θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 6 ιεπηά ζε ζεξµνθξαζία 

δσµαηίνπ. 
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6. Σν ππεξθείµελν απνµαθξχλεηαη πξνζεθηηθά θαη µεηαθέξεηαη ζε ζηήιε 

QIAprep. 

7. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 1 ιεπηφ ζε 

ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. 

8. Σν δηάιπµα πνπ δηαπέξαζε ηε ζηήιε απνξξίπηεηαη, ζε απηφ ην ζηάδην ην 

πιαζµηδηαθφ DNA είλαη πξνζδεδεµέλν ζηελ ζηήιε. 

9. Πξνζηίζεληαη 600µl δηαιχµαηνο Α4 (πεξηέρεη αηζαλφιε). Αθνινπζεί 

θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 1 ιεπηφ ζε ζεξµνθξαζία 

δσµαηίνπ. Σν δηάιπµα πνπ δηαπεξλά ηελ ζηήιε απνξξίπηεηαη θαη 

επαλαιαµβάλεηαη θπγνθέληξεζε ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 2 ιεπηά ζε 

ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ, ψζηε λα απνµαθξπλζεί ηειείσο ην δηάιπµα Α4 

θαζψο πεξηέρεη αηζαλφιε, ε νπνία αλ παξαµείλεη µπνξεί λα παξεµπνδίζεη 

πεξαηηέξσ ελδπµηθέο αληηδξάζεηο. 

10. Η ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε ζσιήλα eppendorf θαη αθνινπζεί έθινπζε, ηνπ 

πξνζδεδεκέλνπ ζηε ζηήιε DNA, µε ηελ πξνζζήθε 30 µl δηαιχµαηνο AE (5 

mM Tris/HCl, pH 8.5). Σν δείγµα επσάδεηαη γηα 2 ιεπηά ζε ζεξµνθξαζία 

δσµαηίνπ. 

11. Αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ηεο ζηήιεο ζηηο 13.000 ζηξνθέο/ιεπηφ γηα 1 

ιεπηφ ζε ζεξµνθξαζία δσµαηίνπ. 

12. To δείγµα θπιάζζεηαη ζηνπο -20
0
C . 

    

   Αθνινπζεί πέςε µε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζµνχ (EcoRI) γηα επαιήζεπζε. Σα 

αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηµνπνηήζεθαλ, θαζψο θαη ε πνζφηεηα απηψλ αλά αληίδξαζε 

πεξηγξάθνληαη ζηνλ πίλαθα 3.7.  
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Πίλαθαο 3.7: Αληηδξαζηήξηα γηα ηελ πέςε κε ελδνλνπθιεάζε πεξηνξηζκνχ (EcoRI) γηα επαιήζεπζε. 

Αληηδξαζηήξηα πέςεο Όγθνο αλά αληίδξαζε (µl) 

 10x buffer 2 

 EcoRI enzyme 1 

 Πιαζµηδηαθφ DNA 2 

 ddH20 (έσο ηειηθφ φγθν 20 µl) 15 

 ΤΝΟΛΟ 20 

 

   Αθνινπζεί επψαζε ζηνπο 37°C γηα 1:30 ψξα θαη ειεθηξνθφξεζε φινπ ηνπ 

πξντφληνο πέςεο ζε πήθησµα αγαξφδεο (1,5%) γηα επηβεβαίσζε ηεο πέςεο. 

Αθνινπζεί πξνζδηνξηζµφο ηεο ζπγθέληξσζεο ηνπ πιαζµηδηαθνχ DNA µε 

θσηνµέηξεζε ζην ζπεθηξνθσηφµεηξν θαζψο θαη ζηέγλσµα 1000 ng πιαζµηδηαθνχ 

DNA γηα ρξήζε ζηηο επαθφινπζεο αληηδξάζεηο αιιεινχρηζεο. 
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3.3 ύγθξηζε λνπθιενηηδηθώλ αιιεινπρηώλ - θπιινγελεηηθή αλάιπζε 

 

   Σα δείγµαηα εζηάιεζαλ ζε αλαιπηηθφ εξγαζηήξην Βηνρεκείαο ζηε Λάξηζζα γηα 

αλάγλσζε ησλ αιιεινπρηψλ (sequencing). Ο πξνζδηνξηζµφο ησλ αιιεινπρηψλ έγηλε µε 

ζχγθξηζε απηψλ µε ήδε θαηαρσξεµέλεο αιιεινπρίεο ηεο GenBank, µε ρξήζε ηνπ 

ινγηζκηθνχ BLAST, µέζσ ηεο βάζεο δεδνµέλσλ NCBI  

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Η επζπγξάκκηζε ησλ αιιεινπρηψλ (alignment) 

έγηλε µε  ρξήζε  ηνπ αιγφξηζµνπ ClustalW µέζσ ηνπ πξνγξάµµαηνο Mega 6.0. 

(Thompson et al., 1994). Αθνινχζσο πξνζδηνξίζηεθαλ νη ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεο 

ηεο πεξηνρήο ITS2 κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο motif κέζα απφ ηελ βάζε δεδνκέλσλ 

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

 

   ηελ ζπλέρεηα αλαιήζεθαλ νη δεπηεξνηαγείο δνκέο ησλ πεξηνρψλ ITS1, 5.8S, ITS2 

θαζψο θαη ηεο πεξηνρήο psbA-trnH είηε κε ηελ βνήζεηα ηνπ ινγηζκηθνχ predict πνπ 

πξνζθέξεηαη απφ ηελ βάζε δεδνκέλσλ ηεο πεξηνρήο ITS2, ITS2database, είηε  ηνπ 

πξνγξάκκαηνο Freiburg RNA tools (http://rna.informatik.uni-freiburg.de/).  

 

   Σέινο, αλαιχζεθε ε θπινγελεηηθή ζρέζε κέζσ ησλ γελεηηθψλ απνζηάζεσλ κεηαμχ 

ησλ δεηγκάησλ µε ηε µέζνδν Maximum Composite Likelihood (Tamura K. et al., 

2004) θαη κέζσ ηνπ θπινγελεηηθνχ δέληξνπ πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε κέζσ ηνπ 

πξνγξάκκαηνο MEGA 6.0 (Tamura K. et al., 2013).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

4.1 Γεληθά ραξαθηεξηζηηθά ηεο πεξηνρήο ITS  

 

         ηελ παξνχζα κειέηε  πξαγκαηνπνηήζεθε ε ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο ΙΣS κε  ηε 

ρξήζε ηεο ηερληθήο ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο πνιπκεξάζεο (PCR) θαη κήηξα νιηθφ 

ππξεληθφ DNA πνπ απνκνλψζεθε απφ 15 είδε ηνπ γέλνπο Salvia. Ωο εθθηλεηέο 

ρξεζηκνπνηεζήθαλ ν ΙTS1 θαη ν ITS4. Σν κέγεζνο ηνπ πξντφληνο ηεο PCR 

αληίδξαζεο λα θπκαίλεηαη απφ 700 bp κέρξη 730bp. Σα πξντφληα ηεο PCR πνπ 

πξνέθπςαλ θισλνπνηήζεθαλ ζε πιαζκηδηαθφ θνξέα pGEM-T Easy θαη 

πξνζδηνξίζηεθε ε αιιεινπρία βάζεσλ 1 θαη 2 θιψλσλ απφ θάζε είδνο.  

 

   Η πεξηνρή ITS πεξηιακβάλεη ην 3' άθξν ηνπ γνληδίνπ 18S rDNA (35 bp), ηελ 

πεξηνρή ITS1, ην 5.8S γνλίδην, ηελ πεξηνρή ITS2 θαη ην 5' άθξν ηνπ γνληδίνπ 28S 

rDNA (54 bp) (Δηθφλα. 4.1). 

       

 

 

Δηθόλα 4.1: Οξγάλσζεο ηεο πεξηνρήο ΙΣS. 

 

   Οη αθξηβείο αθνινπζίεο ησλ ζπλνξηαθψλ αιιεινπρηψλ ITS2 (borders sequences) 

ηεο πεξηνρήο ITS2 ηαπηνπνηήζεθαλ ρξεζηκνπνηψληαο ην ινγηζκηθφ «annotate» ηεο 

ITS2 βάζε δεδνκέλσλ. Απηή ε πξνζέγγηζε επηηξέπεη επίζεο ηνλ αθξηβή 

πξνζδηνξηζκφ ηνπ 3' άθξνπ ηνπ 5.8S rDNA  θαη ηνπ 5΄ άθξνπ ηνπ 28S rDNA δηφηη νη 

αιιεινπρίεο απηέο είλαη ζπληεξεκέλεο θαη  παξνπζηάδνπλ κηα δίθισλε δηάηαμε ζε 

κνξθή θνηζαληνχ (Δηθφλα 4.2). Ο αθξηβήο θαζνξηζκφο ηνπ 5' άθξνπ ηνπ 5.8S rDNA 

ζηεξίρηεθε ζηηο θαηαρσξεκέλεο αιιεινπρίεο ηνπ 5.8S γνληδίνπ ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο 
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Salvia πνπ είλαη δηαζέζηκεο ζηε δεκφζηα βάζε δεδνκέλσλ (GenBank). Δπίζεο 

πξνζδηνξίζηεθαλ επαθξηβψο νη αιιεινπρίεο πνπ απνηεινχλ ην 18S rDNA κε 

απνηέιεζκα ηνλ αθξηβή πξνζδηνξηζκφ ησλ αιιεινπρηψλ ηεο πεξηνρήο ITS1. Ο 

αθξηβήο πξνζδηνξηζκφο ησλ αιιεινπρηψλ ησλ πεξηνρψλ ITS1 θαη ITS2 είλαη 

απαξαίηεηνο ηφζν γηα ηελ θπινγελεηηθή αλάιπζε ησλ δηαθφξσλ εηδψλ, φζν θαη ηελ 

αλάιπζε ηεο πξνβιεπφκελεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηνπο.   

 

Δηθόλα 4.2: ρεκαηηθή  αλαπαξάζηαζε  ηνπ κνληέινπ ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο ΙΣS2 ε 

νπνία επηπξφζζεηα θέξεη ηηο ζρεηηθά ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεο ηνπ 3’ άθξνπ ηνπ 5.8S θαη ηνπ5’ 

άθξνπ ηνπ 28S rDNA. Σν δεπγάξσκα ησλ βάζεσλ  ηνπ 3’ άθξνπ ηνπ 5.8S θαη ηνπ5’ άθξνπ ηνπ 28S 

rDNA  επηηξέπεη ην ζρεκαηηζκφ κηαο δίθισλεο δηάηαμεο πνπ νκνηάδεη κε «θνηζάλη» (stem loop 

structure). 

 

   Σα ραξαθηεξηζηηθά (κέγεζνο, πεξηερφκελν G+C) ησλ αιιεινπρηψλ ηεο πεξηνρήο 

ITS ζπλνςίδνληαη ζηνλ Πίλαθα 4.1. Σν κέγεζνο ηεο πεξηνρήο ITS1 θπκαίλεηαη απφ 

229   έσο 231bp κε ηελ πεξηεθηηθφηεηα ζε G+C λα θπκαίλεηαη απφ 62,9 έσο 70,9%. 
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Σν   κέγεζνο ηεο πεξηνρήο ITS2  θπκαίλεηαη απφ 219 κέρξη 246 bp θαη ην πεξηερφκελν 

ζε G+C πνπ μεθηλάεη απφ 63,8 θαη θζάλεη ζην 70,5%. Σν κέγεζνο ηνπ 5.8S γνληδίνπ 

είλαη 165 bp θαη ην πεξηερφκελν ηνπ ζε G+C θπκαίλεηαη απφ 53,3 έσο 53,9%. 

 

 

Πίλαθαο 4.1: Η πνηθηιφηεηα ζην κέγεζνο θαη ζην πεξηερφκελν  ζε G+C ηεο  πεξηνρήο ITS1 θαη ηεο  

ITS2  θαζψο θαη ηεο 5.8S ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia. 

               ITS1             ITS2             5.8S 

No Salvia species Length(bp)  G+C 

(%) 

Length(bp)  G+C 

(%) 

Length(bp)  G+C 

(%) 

S1 S. sclarea  230 70,9 220 70,5 165 53,3 

S2 S. cadmica 230 69,6 221 68,3 165 53,9 

S3 S. digitaloides 229 70,3 220 66,8 165 53,9 

S4 S. bucharica 231 70,6 221 67,9 165 53,9 

S5 S. dominica 231 70,6 219 68,5 165 53,3 

S6 S.transsylvanica 230 70,4 222 68,9 165 53,9 

S7 S. calycina 230 66,1 246 68,3 165 53,9 

S8 S. sclarea v. turk 230 70,9 220 70,9 165 53,3 

S9 S. hians 229 63,3 232 63,8 165 53,9 

S10 S. pratensis 230 70,9 222 68,5 165 53,9 

S11 S. glutinosa 229 70,3 219 66,2 165 53,9 

S12 S. verbenaca 229 69,4 220 66,8 165 53,9 

S13 S. virgata 229 69,9 221 68,8 165 53,9 

S14 S. namaensis 230 66,5 237 68,4 165 53,9 

S15 S.lavandulaefolia 229 62,9 233 65,7 165 53.9 

 

 

4.1.1  Γελεηηθή παξαιιαθηηθόηεηα ησλ πεξηνρώλ  ITS1 θαη ITS2 

 

   Οη γελεηηθέο απνζηάζεηο ζηηο αιιεινπρίεο ITS1 θαη ITS2 εθηηκήζεθαλ κε βάζε κε 

ηνλ ηχπν ηνπ Kimura-2. Οη γελεηηθέο απνζηάζεηο ζηηο αιιεινπρίεο ITS1 εθηηκήζεθαλ 

κε βάζε κε ηνλ ηχπν ηνπ Kimura-2 (Πίλαθαο 4.2). Οη γελεηηθέο απνζηάζεηο 

θπκαηλφηαλ απφ 1,384 (κέγηζην) έσο 0,09 (ειάρηζην). Η κέγηζηε απφζηαζε 
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παξαηεξήζεθε κεηαμχ ησλ εηδψλ S. hians θαη S. sclarea, ελψ ε ειάρηζηε κεηαμχ ησλ 

εηδψλ S. glutinosa θαη S. digitaloides. Όια ηα ππφινηπα είδε παξνπζίαζαλ ελδηάκεζεο 

ηηκέο ζηηο απνζηάζεηο ηνπο.   

 

Πίλαθαο 4.2: Γελεηηθέο απνζηάζεηο ηεο πεξηνρήο ITS1 πεξηνρήο ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia. Με 

θφθθηλν θαίλεηαη ελδεηθηηθά ε ειάρηζηε γελεηηθή απφζηαζε κεηαμχ δχν εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia, ελψ 

κε θίηξηλν ε κέγηζηε. 

 

 

   ηελ πεξηνρε ITS2, νη γελεηηθέο απνζηάζεηο θπκαηλφηαλ απφ 0,146 (κέγηζην) έσο 

0,005 (ειάρηζην). Η κέγηζηε απφζηαζε παξαηεξήζεθε κεηαμχ ησλ εηδψλ S. calycina 

θαη S. sclarea, ελψ ε ειάρηζηε κεηαμχ ησλ εηδψλ S. hians θαη S. digitaloides. Όια ηα 

ππφινηπα είδε παξνπζίαζαλ ελδηάκεζεο ηηκέο ζηηο απνζηάζεηο ηνπο (Πίλαθαο 4.3) . 

 

Πίλαθαο 4.3: Γελεηηθέο απνζηάζεηο ηεο πεξηνρήο ITS2 πεξηνρήο ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia. Με 

θφθθηλν θαίλεηαη ελδεηθηηθά ε ειάρηζηε γελεηηθή απφζηαζε κεηαμχ δχν εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia, ελψ 

κε θίηξηλν ε κέγηζηε. 

 

 

    

Γενότυποι S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15

S. sclarea 0,000

S. cadmica 0,608 0,000

S. digitaloides 1,342 0,224 0,000

S. bucharica 1,261 0,189 0,175 0,000

S. dominica 0,197 1,224 1,042 0,530 0,000

S. transsylvanica 0,563 0,013 0,210 0,177 1,175 0,000

S. calycina 0,231 0,472 0,843 0,899 0,505 0,437 0,000

S. sclarea v. turk 0,000 0,608 1,342 1,261 0,197 0,563 0,231 0,000

S. hians 1,384 0,285 0,105 0,216 1,086 0,268 0,832 1,384 0,000

S. pratensis 0,572 0,018 0,217 0,182 1,189 0,004 0,445 0,572 0,274 0,000

S. glutinosa 1,342 0,224 0,000 0,175 1,042 0,210 0,843 1,342 0,105 0,217 0,000

S. verbenaca 1,372 0,236 0,009 0,186 1,068 0,223 0,866 1,372 0,115 0,229 0,009 0,000

S. virgata 1,300 0,182 0,046 0,132 0,960 0,183 0,923 1,300 0,105 0,189 0,046 0,055 0,000

S. namaensis 0,209 0,470 0,899 0,892 0,467 0,435 0,027 0,209 0,827 0,443 0,899 0,922 0,916 0,000

S. lavandulaefolia 1,384 0,307 0,111 0,230 1,066 0,290 0,832 1,384 0,041 0,296 0,111 0,121 0,100 0,811 0,000

Γενότςποι S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S15

S. sclarea 0,000

S. cadmica 0,058 0,000

S. digitaloides 0,063 0,024 0,000

S. bucharica 0,063 0,014 0,028 0,000

S. dominica 0,028 0,029 0,033 0,034 0,000

S. transsylvanica 0,063 0,014 0,028 0,019 0,033 0,000

S. calycina 0,146 0,112 0,101 0,112 0,130 0,106 0,000

S. sclarea v. turk 0,005 0,053 0,058 0,058 0,023 0,058 0,141 0,000

S. hians 0,122 0,073 0,063 0,079 0,090 0,078 0,074 0,116 0,000

S. pratensis 0,058 0,009 0,024 0,014 0,029 0,005 0,101 0,053 0,073 0,000

S. glutinosa 0,068 0,028 0,005 0,033 0,038 0,033 0,096 0,063 0,058 0,028 0,000

S. verbecana 0,063 0,024 0,000 0,028 0,033 0,028 0,101 0,058 0,063 0,024 0,005 0,000

S. virgata 0,053 0,005 0,019 0,009 0,024 0,009 0,106 0,048 0,068 0,005 0,024 0,019 0,000

S. namaensis 0,123 0,090 0,090 0,090 0,107 0,085 0,019 0,118 0,074 0,079 0,085 0,090 0,085 0,000

S. lavandulaefolia 0,117 0,079 0,079 0,095 0,107 0,095 0,079 0,112 0,064 0,089 0,074 0,079 0,084 0,080 0,000
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4.1.2  Φπινγελεηηθή αλάιπζε ησλ εηδώλ ηνπ γέλνπο Salvia κε βάζε ηηο 

αιιεινπρίεο ηεο  πεξηνρήο  ITS1 θαη ηεο πεξηνρήο ITS2 

 

   Όιεο νη ITS αιιεινπρίεο δηεξεπλήζεθαλ κέζσ ηεο κεζφδνπ BLASTN. Σα 

απνηειέζκαηα έδεημαλ θαη νη 15 ITS αιιεινπρίεο παξνπζίαζαλ κεγάιν πνζνζηφ 

νκνινγίαο (>93%) απνθιεηζηηθά  κε ITS αιιεινπρίεο ηεο Genbank νη νπνίεο είραλ 

θαηαρσξεζεί σο αιιεινπρίεο ηνπ γέλνπο Salvia. 

    

   ηε ζπλέρεηα, θαηαζθεπάζηεθε θπινγελεηηθφ δέλδξν κε βάζε ηελ αλάιπζε neighbor-

joining (NJ) ησλ αιιεινπρηψλ ηεο πεξηνρήο ITS1 θαη ηεο πεξηνρήο  ITS2 rDNA ησλ 

ππφ κειέηε εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia  θαζψο θαη ηεο πεξηνρήο ITS1 θαη ηεο πεξηνρήο  

πεξηνρήο ITS2  ηνπ είδνπο R. officinalis θαη ηνπ είδνπο D. hastata ηα νπνία αλήθνπλ ζηα 

γέλε Rosmarinus θαη Dorystaechas, αληίζηνηρα.  Σα 15 εηδε ηνπ γέλνπο Salvia ζηελ 

κειέηε καο  νκαδνπνηνχληαη ζε ηξεηο θιάδνπο  sensu Walker and Sytsma (2007) θαη ηα 

είδε R. officinalis θαη D. hastata  απνηεινχλ δηαθξηηφ ζεκείν δηαρσξηζκνχ ηνπ θιάδνπ Ι 

απφ ηνπο θιαδνπο ΙΙ θαη ΙΙΙ (Walker and Sytsma, 2007) (Δηθφλα 4.4 θαη Δηθφλα 4.5). Η 

θπινγελεηηθή αλάιπζε, ηφζν ζην ITS1 φζν θαη ζην ITS2, έδεημε φηη ηα είδε S. glutinosa, 

S. verbenaca  θαη S. digitaloides νκαδνπνηνχληαη ζηνλ θιάδν ΙΙ. Ο θιάδνο Ι  

πεξηιακβάλεη ηέζζεξα  είδε φπσο ηα S. calycina, S. namaensis, S. hians θαη S. 

lavandulaefolia, θαη ν θιάδνο ΙΙΙ  ηα ππφινηπα είδε.    
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Δηθόλα  4.4:  Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia νη νπνίεο βαζίδνληαη ζηηο αιιεινπρίεο ηεο 

πεξηνρήο ITS1. 

 

 

 

 

Δηθόλα  4.5: Δμειηθηηθέο ζρέζεηο ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia νη νπνίεο βαζίδνληαη ζηηο αιιεινπρίεο ηεο 

πεξηνρήο ITS2. 
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4.1.3 Γηεξεύλεζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ησλ πεξηνρώλ ITS1 θαη 

ITS2 

 

   Η δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ κεηαγξαθεκάησλ ITS1, ITS2 θαζψο θαη ηνπ 5.8S ησλ 

δηαθφξσλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia δηεξεπλήζεθε είηε κέζσ ησλ δπλαηνηήησλ 

πξφβιεςεο απφ ην ινγηζκηθφ «predict» πνπ πξνζθέξεηαη απφ ηελ βάζε δεδνκέλσλ 

ηεο πεξηνρήο ITS2, (ITS2database) (http://its2.bioapps.biozentrum.uni-

wuerzburg.de/), είηε κέζσ ησλ δπλαηνηήησλ πνπ πξνζθέξνληαη ζηελ εξγαιεηνζήθε 

αλάιπζεο ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηνπ RNA, Freiburg RNA tools 

(http://rna.informatik.uni-freiburg.de/) είηε ησλ δπλαηνηήησλ πξφβιεςεο ηεο δνκήο 

πνπ παξέρνληαη απφ ην ινγηζκηθφ RNA fold server (http://rna.tbi.univie.ac.at/). 

 

4.1.3.1 Αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο ITS1  

 

   Η αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ πεξηνρψλ ITS1 ησλ επθαξπσηηθψλ 

θπηηάξσλ έρεη δείμεη φηη δελ ππάξρεη ζηαζεξφ κνληέιν φπσο απηφ πνπ παξαηεξείηαη γηα 

ηελ πεξηνρή ITS2  (Coleman, 2015). ηα αγγεηφζπεξκα ζηηο αιιεινπρίεο ηνπ ITS1 

ππάξρεη κηα ζπληεξεκέλε πεξηνρή (motif), 5’-GGCRY(4-7n) GYGYCAAGGAA-3’ 

(Liu and Schardl, 1994).  ηελ κειέηε καο, φια ηα δείγκαηα ηνπ γέλνπο Salvia 

πεξηείραλ απηή ηελ ζπληεξεκέλε πεξηνρή  M1,  κήθνπο 15 bp θαη πεξηιακβάλεη ηελ 

εμήο αιιεινπρία: Μ1 (5’- GGCGCGGAATGCGCCAAGGAA-3’) (Δηθφλα 4.5).  

 

 

http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
http://its2.bioapps.biozentrum.uni-wuerzburg.de/
http://rna.informatik.uni-freiburg.de/
http://rna.tbi.univie.ac.at/
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Δηθόλα 4.5: Α) Αλάιπζε λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηεο ITS1 πεξηνρήο θαη ηεο ζπληεξεκέλεο 

αιιεινπρίαο (motif) πνπ θαίλεηαη κε θίηξηλν ρξψκα ζηε S. sclarea. Β) Δπζπγξάκκηζε ησλ 

ζπληεξεκέλσλ motifs ζηελ ITS1 πεξηνρή γηα ηα ππν κειέηε είδε. 

 

  Ωζηφζν, κηα πξνβιεπφκελε θαη θαηά πξνζέγγηζε δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο ITS1 ζα 

κπνξνχζε λα δεκηνπξγεζεί ρξεζηκνπνηψληαο ην ινγηζκηθφ ExpaRNA θαη ην ινγηζκηθφ 

RNA fold server. ηελ εηθφλα 4.6 θαη ζηελ εηθφλα 4.7 παξαζέηεηαη ε πιεζηέζηεξε 

δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο πεξηνρήο ITS1 ησλ δηαθφξσλ ππφ κειέηε εηδψλ ηνπ γέλνπο 

Salvia ζχκθσλα κε ηελ κνληεινπνίεζε  ηνπ ExpaRNA θαη ηνπ RNA fold server. Σα 

απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη κε βάζε ην ινγηζκηθφ ExpaRNA νη πεξηζζφηεξεο ΙTS1 

παξνπζηάδνπλ παξφκνηεο δεπηεξνηαγείο δνκέο (Δηθφλα 4.6). Σν ινγηζκηθφ RNAfold 

Vienna RNA Package έδεημε επίζεο ηελ παξνπζία παξφκνησλ δεπηεξνηαγψλ δνκψλ 

κεηαμχ ησλ ITS1 (Δηθφλα 4.7). 
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Δηθόλα 4.6: πγθξηηηθή αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο  ηεο  ITS1  ηνπ είδνπο S. sclarea  θαη  

άιισλ ππφ κειέηε εηδψλ ηoπ γέλνπο Salvia  κε ην ινγηζκηθφ  ExpaRNA. 

 

 

 

 

 

Δηθόλα 4.7: Γεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο ITS1 πεξηνρήο ησλ ππν κειέηε εηδψλ ηoπ γέλνπο 

Salvia  ζχκθσλα κε ηo  ινγηζκηθφ  RNA fold. 
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4.1.3.2 Αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο ITS2  

          

Όιεο νη αιιεινπρίεο ηεο πεξηνρήο ITS2 θέξνπλ ηξεηο ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεο 

(motifs) νη νπνίεο πξνζδηνξίζηεθαλ κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο  motif ηεο  ITS2 database. 

Όια ηα motifs, M1, Μ2, θαη Μ3, είλαη κήθνπο 15 bp θαη πεξηιακβάλνπλ ηηο εμήο 

αιιεινπρίεο: M1: 5’-TA(C/T)TGGCCTCCCGT(G/Α)-3’), M2: 5’-

CGGCTGGCCCAAATG-3’, Μ3: 5’ -GACAAGTGGTGGTTG-3’ (Δηθφλα 4.8Α). 

ηελ εηθφλα 4.8Β παξνπζηάδεηαη ε αιιεινπρία ησλ ζπληεξεκέλσλ motifs θαζψο θαη 

ε επζπγξάκκηζε ησλ ζπληεξεκέλσλ motifs ηεο ITS2 πεξηνρήο ζηα δηάθνξα είδε ηνπ 

γέλνπο Salvia πνπ εμεηαζηήθαλ ζηελ παξνχζα κειέηε.  

 

 

Δηθόλα 4.8: Α) Αλάιπζε λνπθιενηηδηθήο αιιεινπρίαο ηεο ITS2 πεξηνρήο θαη ηα ζπληεξεκέλα motifs 

ζην είδνο S. sclarea.  Με γαιάδην ρξψκα θαίλεηαη ην Μ1, κε πξάζηλν ην Μ2 θαη κε θφθθηλν ην Μ3. Β) 

Δπζπγξάκκηζε ησλ ζπληεξεκέλσλ motifs ζηελ ITS2 πεξηνρή γηα ηα ππν κειέηε είδε. 

 

   χκθσλα κε ην επηθξαηέζηεξν κνληέιν ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο, νη αιιεινπρίεο 

ηεο πεξηνρή ITS2 θαίλεηαη λα ζρεκαηίδνπλ ηέζζεξηο έιηθεο (Ι, II, III θαη IV) (Δηθφλα 

4.9). Η βάζε δεδνκέλσλ ITS2 (ITS2 database) παξέρεη κηα θεληξηθή πεγή 

πιεξνθνξηψλ πνπ αθνξά ηηο αιιεινπρίεο ηεο πεξηνρήο ITS2 ζε θπηά θαη άιινπο 

επθαξπσηηθνχο νξγαληζκνχο θαζψο θαη έλα κνληέιν δεπηεξνηαγνχο δνκήο γηα θάζε 
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κηα απφ θαηαρσξεκέλεο ITS2 αιιεινπρίεο. Δπίζεο, κέζσ ηνπ πξνγξάκκαηνο 

«predict», παξέρεηαη ε δπλαηφηεηα πξνζνκνίσζεο ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο κηαο 

λέαο κε θαηαρσξεκέλεο αιιεινπρίαο ITS2 κε ηηο ήδε ππάξρνπζεο θαη ηελ επηινγή 

ηεο πιεζηέζηεξεο. Η επηινγή ηεο πιεζηέζηεξεο παξφκνηαο δεπηεξνηαγνχο δνκήο 

βαζίδεηαη ζην πνζνζηφ νκνινγίαο αιιεινπρίαο-δνκήο πνπ παξνπζηάδνπλ νη έιηθεο Ι, 

II, III θαη IV (Helix transfer) ησλ ήδε θαηαρσξεκέλσλ θαη κνληεινπνηεκέλσλ ITS2 

αιιεινπρηψλ ζε ζχγθξηζε κε ην άγλσζην δείγκα ησλ ITS2 αιιεινπρηψλ.  

   

   Η αλάιπζε ηνπ πνζνζηνχ νκνινγίαο ησλ ειίθσλ (Helix transfer) ησλ αιιεινπρηψλ 

ηεο ITS2 ησλ δηαθφξσλ ππφ κειέηε εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia έδεημε ην πνζνζηφ 

νκνινγίαο ησλ ειίθσλ λα θπκαίλεηαη απφ 78,571% έσο 100% γεγνλφο ην νπνίν 

δείρλεη φηη ζεκαληηθφ κέξνο ηεο παξαιιαθηηθφηεηαο ησλ αιιεινπρηψλ ηεο πεξηνρήο 

ITS2 βξίζθνληαη ζηηο έιηθεο Ι, ΙΙ, ΙΙΙ θαη IV (Πηλάθαο 4.4).   

 

Πίλαθαο 4.4: Βέιηηζηεο ηηκέο νκνινγίαο ησλ ειίθσλ ηεο πεξηνρήο ITS2 ησλ δηαθφξσλ ππφ κειέηε 

εηδψλ θπηψλ  ηνπ γέλνπο Salvia (S1-S15) ζε ζχγθξηζε κε ηηο κνληεινπνηεκέλεο κήηξεο (Salvia model 

templates). 

 

 

Δίδε ηνπ γέλνπο Salvia Salvia model 

template 

HelixI HelixII HelixIII HelixVI 

S.sclarea                       (S1) S. sclarea  100 100 100 100 

S.cadmica                     (S2) S. farinaceae 100 91,667 100 90,909 

S. digitaloides               (S3) S. farinaceae 90,909 100 100 90,909 

S. bucharica                  (S4) S. deserta 91,667 100 100 90,909 

S. dominica                   (S5) S. aethiopis 90 100 100 100 

S. transylvanica            (S6) S. farinaceae 100 100 100 100 

S. calycina                    (S7) S. officinalis 100 100 100 78,571 

S. sclarea v. turk          (S8) S. sclarea  100 100 97,297 100 

S. hians                        (S9) S. sclarea  92,857 100 100 100 

S. pratensis                (S10) S. pratensis 100 100 100 100 

S. glutinosa                (S11) Salvia X superba 90,909 100 100 90,909 

S. verbenaca              (S12) S. pratensis 90,9 100 100 90,909 

S. virgata                   (S13) S. farinaceae 100 100 100 90,909 

S. namaensis              (S14) S. officinalis 100 100 100 100 

S. lavandulaefolia      (S15) S. rugosa 100 91,667 100 81,25 
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Η πιεζηέζηεξε δεπηεξνηαγήο δνκή  ηεο πεξηνρήο ITS2 ησλ δηαθφξσλ ππφ κειέηε 

εηδψλ ηεο Salvia δίλεηαη ζηελ εηθφλα 4.9.

 

Δηθόλα 4.9: Η πιεζηέζηεξε δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο πεξηνρήο ITS2 ζηα δηάθνξα ησλ ππφ κειέηε εηδψλ 

ηνπ γέλνπο Salvia πνπ αλεπξέζεθε ζηε βάζε δεδνκέλσλ ITS2. 

 

   ηε ζπλέρεηα πξαγκαηνπνηήζεθε ε κνληεινπνίεζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο κε 

βάζε ηνπ πξνγξάκκαηνο ExpaRNA (Δηθφλα 4.10). Σν πξφγξακκα  ExpaRNA παξέρεη 

κηα εθηίκεζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο δπν RNA ή DNA αιιεινπρηψλ κε έκθαζε 

ζηηο θνηλέο ηνπο ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο αιιεινπρίαο θαη δνκήο (sequence-structure 

motifs). Απηή ε πξνζέγγηζε ηεο κνληεινπνίεζεο παξνπζίαζε δεπηεξνηαγείο δνκέο νη 

νπνίεο θέξνπλ ηέζζεξεηο έιηθεο. 
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Δηθόλα 4.10: Γεπηεξνηαγήο δνκή  ηεο πεξηνρήο  ITS2 ησλ ππν κειέηε εηδψλ ηoπ γέλνπο Salvia  

ζχκθσλα κε ην ινγηζκηθφ  ExpaRNA. 

 

   Σν ινγηζκηθφ RNA fold server παξέρεη επίζεο ηε δπλαηφηεηα πξφβιεςεο ηεο  

δεπηεξνηαγνχο δνκήο RNA ή DNA αιιεινπρηψλ. ηελ εηθφλα 4.11 παξαζέηεηαη ε 

πιεζηέζηεξε δεπηεξνηαγήο δνκή  ηεο πεξηνρήο ITS2 ησλ δηαθφξσλ ππφ κειέηε εηδψλ 

ηνπ γέλνπο Salvia. Απηή ε πξνζέγγηζε ηεο κνληεινπνίεζεο έδεημε φηη φιεο νη ITS2 

αιιεινπρίεο έρνπλ ηελ ηππηθή δνκή ησλ ηεζζάξσλ ειίθσλ. 

 

 

Δηθόλα 4.11: πγθξηηηθή αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο  ηεο πεξηνρήο ITS2 ησλ εηδψλ ηoπ γέλνπο 

Salvia  ζχκθσλα κε ηo  ινγηζκηθφ  RNA fold. 
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4.1.4 Αλάιπζε ηεο ζπλαηλεηηθήο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηεο πεξηνρήο 

ITS1 θαη ITS2   

 

   Σν ινγηζκηθφ LocΑRNA-P επηηξέπεη ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ζπλαηλεηηθήο 

δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο  ITS1 θαη ITS2 ησλ 15 εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia. 

Σν απνηέιεζκα απηήο ηεο πξνζέγγηζεο παξαηίζεληαη ζηηο εηθφλεο 4.12 θαη 4.13. Η 

ζπλαηλεηηθή δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο πεξηνρή ITS1 θέξεη έμη έιηθεο, κε ηηο έιηθεο ΙΙΙ, 

IV θαη VI λα εκθαλίδνπλ κηθξφ πνζνζηφ ζηαζεξψλ δεχγσλ βάζεσλ. Η ζπλαηλεηηθή 

δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο πεξηνρήο ITS2 θέξεη ηέζζεξεηο έιηθεο,  κε ηηο έιηθεο Ι θαη IV 

λα εκθαλίδνπλ  κηθξφ πνζνζηφ ζηαζεξψλ δεχγσλ βάζεσλ (G-C, A-U, G-U). Η 

θαηακέηξεζε ηνπ ζπλνιηθνχ αξηζκνχ ησλ ζηαζεξψλ δεχγσλ βάζεσλ  ζηηο έιηθεο ηεο 

ζπλαηλεηηθήο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο ITS1 (61 δεχγε βάζεσλ)  ή ηεο ITS2 

(61 δεχγε βάζεσλ) έδεημε ην πνζνζηφ ησλ λνπθιενηηδίσλ πνπ ζρεκαηίδνπλ θαλνληθά 

δεχγε βάζεσλ ζηηο έιηθεο ζηελ πεξηνρή ITS1 (π.ρ. 122/230) ην νπνίν είλαη κηθξφηεξν 

απφ ην πνζνζηφ ηεο πεξηνρήο ITS2 (122/224).   

  

 

 

 

 

Δηθόλα 4.12: Η πξνβιεπφκελε ζπλαηλεηηθή δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο πεξηνρήο ITS1 ζηα 15 είδε ηνπ 

γέλνπο Salvia ζχκθσλα κε ην ινγηζκηθφ LocARNA-P. Σα ζηαζεξά δεχγε βάζεσλ (G-C, A-U. G-U) 

παξνπζηάδνληαη κε κπνξληφ θαη πξάζηλν ρξψκα. 
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Δηθόλα 4.13: Η πξνβιεπφκελε ζπλαηλεηηθή δεπηεξνηαγήο δνκή ηεο πεξηνρήο ITS2 ζηα 15 είδε ηνπ 

γέλνπο Salvia ζχκθσλα κε ην ινγηζκηθφ LocARNA-P. Σα ζηαζεξά δεχγε βάζεσλ (G-C, A-U. G-U) 

παξνπζηάδνληαη κε κπνξληφ θαη πξάζηλν ρξψκα.  

 

 

 

4.1.5 Αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ηεο πεξηνρήο 5.8S   

 

   Η αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο πεξηνρήο 5.8S  ζε φινπο ηνπο γελνηχπνπο, 

απνθάιπςε φηη νη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο πνπ παξαηεξήζεθαλ (Πίλαθαο 4.5) δελ 

επεξέαζαλ ηηο δεπηεξνηαγείο δνκέο ηεο 5.8S RNA, ππνδειψλνληαο φηη ε δηαηήξεζε 

ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο κπνξεί λα παίμεη ζεκαληηθφ βηνινγηθφ ξφιν ζηε ιεηηνπξγία 

ηνπ 5.8S RNA (Δηθφλα 4.15). Σα ηξία κνηίβα ζην 5.8S, πνπ είλαη ζπληεξεκέλα ζηα 

M1 (5’-CGATGAAGAACGTAGC-3’), M2 (5’-GAATTGCAGAATCC-3’)  θαη M3 

(5’-TTTGAACGCA-3’), βξέζεθαλ ζε φινπο ηνπο γελνηχπνπο (Δηθφλα 4.14). 
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Δηθόλα 4.14: A) Ννπθιενηηδηθή αιιεινπρία ηεο πεξηνρήο 5.8S θαη ζπληεξεκέλα motifs ζην S. sclarea. 

Με θίηξηλν ρξψκα θαίλεηαη ην Μ1, κε θφθθηλν ην Μ2 θαη πξάζηλν ην Μ3. B) Δπζπγξάκκηζε ησλ ηξηψλ 

ζπληεξεκέλσλ κνηίβσλ ζηελ πεξηνρή 5.8S.  

 

 

Πίλαθαο 4.5: εκεηαθέο κεηαιιάμεηο ζηελ πεξηνρή 5.8S ζηηο ζέζεηο 6 θαη 59. 

 

Νο Salvia sp. 6
η 

59
η 

S1 S.sclarea T A 

S2 S.cadmica T G 

S3 S.digitaloides T G 

S4 S.bucharica T G 

S5 S.dominica T A 

S6 S.transsylvanica T G 

S7 S.calycina A G 

S8 S.turkestanica T A 

S9 S.hians A G 

S10 S.pratensis T G 

S11 S.glutinosa T G 

S12 S.verbenaca T G 

S13 S.virgata T G 

S14 S.namaensis A G 

S15 S.lavandulaefolia A G 
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  Οη αιιεινπρίεο ηεο 5.8S πεξηνρήο αλαιχζεθαλ θαη κνληεινπνηήζεθαλ κε βάζε ηo 

ινγηζκηθφ  ExpaRNA. χκθσλα κε ηελ κνληεινπνίεζε, ε δεπηεξνηαγήο δνκή ζε φια 

ηα δείγκαηα ηεο κειέηεο καο ήηαλ ίδηα φπσο θαίλεηαη θαη ζηελ εηθφλα 4.15. 

 

 

Δηθόλα 4.15: Γεπηεξνηαγείο δνκέο ηεο 5.8S πεξηνρήο ζχκθσλα κε ην ινγηζκηθφ ExpaRNA. 
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4.2 Υαξαθηεξηζηηθά ηεο πεξηνρήο psbA-trnH  

 

   Η πεξηνρή psbA-trnH είλαη έλαο ζεκαληηθφο δείθηεο κέηξεζεο ηεο θπινγελεηηθήο 

ζρέζεο κεηαμχ δηαθφξσλ θπηηθψλ εηδψλ θαη ζπρλά ζεσξείηαη θαηάιιειν γηα DNA 

barcoding. Η πεξηνρή psbA-trnH πεξηιακβάλεη ηκήκα ηεο θσδηθήο πεξηνρήο γνληδίνπ 

psbA, ηελ psbA κε-θσδηθή πεξηνρή (untranslated region), ηελ πεξηνρή ιήμεο ηεο 

κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ psbA ε νπνία θέξεη εθηεηακέλεο παιίλδξνκεο αιιεινπρίεο, 

κηα δηαγνληδηαθή πεξηνρή (non-transcribed spacer) θαη έλα ηκήκα ηνπ γνληδίνπ trnH. 

(Δηθφλα 4.16).  

 

 

Δηθόλα 4.16: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο psbA-trnH πεξηνρήο. 

 

 

4.2.1 Αλάιπζε ηεο πξσηνηαγνύο  δνκήο ησλ αιιεινπρηώλ psbA-

trnH 

 

   Η ελίζρπζε ηεο πεξηνρήο psbA-trnH έγηλε ζε 11 δείγκαηα (είδε) ηνπ γέλνπο Salvia 

κε ηελ ρξήζε ηεο ηερληθήο PCR. Σν κέγεζνο ηνπ πξντφληνο ηεο αληίδξαζεο PCR  

θπκαίλεηαη απφ 426 (S. digitaloides) bp  έσο 455 bp (S. calycina). Οη επζπγξακκίζεηο 

ησλ αιιεινπρηψλ έγηλαλ κεηαμχ ησλ δεηγκάησλ ηεο κειέηεο καο θαη κε κηα δηαζέζηκε 

αιιεινπρία S. verbenaca HQ902841 πνπ βξέζεθε θαη αλαζχξζεθε απφ ηελ δεκφζηα 

βάζε δεδνκέλσλ GenBank ρξεζηκνπνηψληαο ηε µεραλή αλαδήηεζεο BLAST (Basic  

Local  Alignment  Tool)  ηνπ  NCBI (National  Center  for  Biotechnology 

Information) (http://www.ncbi.nlm.gov/BLAST/). Η επζπγξάκκηζε ησλ αιιεινπρηψλ 

θαηέδεημε ηελ παξνπζία έλζεησλ/ειιείςεσλ (indel) 4bp (S. glutinosa), 8pb (S. 

verbenaca HQ902841), 20bp (S. calycina, S. namaensis) θαζψο θαη κηα ηειεπηαία 6bp 

(S. calycina, S. namaensis θαη S. virgata) (Δηθφλα 4.17 θαη 4.19). Δπίζεο 
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παξαηεξήζεθε ζεκαληηθή παξαιιαθηηθφηεηα ζηηο αιιεινπρίεο ζηελ πεξηνρή ιήμεο 

ηεο κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ psbA (Δηθφλα  4.18) φπσο θαη ζηελ δηαγνληδηαθή 

πεξηνρή (Δηθφλα 4.19). 

 

 

 

 

Δηθόλα 4.17: Δπζπγξάκκηζε αιιεινπρηψλ ηεο psbA-trnH πεξηνρήο. 

 

 

  

 

Δηθόλα 4.18: Δπζπγξάκκηζε αιιεινπρηψλ ηεο πεξηνρήο ιήμεο ηεο κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ psbA 
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Δηθόλα 4.19: Δπζπγξάκκηζε αιιεινπρηψλ ηεο δηαγνληδηαθήο πεξηνρήο. 

 

 

 

4.2.2 Αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνύο δνκήο ησλ αιιεινπρηώλ psbA-

trnH 

 

   H δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ αιιεινπρηψλ ηεο πεξηνρήο ιήμεο ηεο κεηαγξαθήο ηνπ 

γνληδίνπ psbA θαζψο θαη ηεο δηαγνληδηαθήο πεξηνρήο αλαιχζεθε κέζσ ηνπ 

ινγηζκηθνχ ExpaRNA. Σα απνηειέζκαηα έδεημαλ φηη νη ζεκεηαθέο κεηαιιάμεηο ζηελ 

πεξηνρή ιήμεο ηεο κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ psbA δελ επεξέαζαλ ζε κεγάιν βαζκφ 

ηελ δεπηεξνηαγή δνκή (Δηθφλα 4.20). Αληίζεηα, ε αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο 

ηεο δηαγνληδηαθήο πεξηνρήο θαλέξσζε ηέζζεξηο νκάδεο δνκψλ (Δηθφλα 4.21), ζηηο 

νπνίεο δηαθξίλνληαη εκθαλψο θάπνηεο αιιαγέο ζηελ δεπηεξνηαγή δνκή ηνπο. 
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Δηθόλα 4.20: ρεκαηηθή αλαπαξάζηαζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ηεο  πεξηνρήο ιήμεο ηεο 

κεηαγξαθήο ηνπ γνληδίνπ psbA κε ην ινγηζκηθφ ExpaRNA. 
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Δηθόλα 4.21: Αλάιπζε ηεο δεπηεξνηαγνχο δνκήο ησλ αιιεινπρηψλ ηεο psbA-trnH  δηαγνληδηαθήο 

πεξηνρήο ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia κε ην ινγηζκηθφ ExpaRNA. 
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5. ΤΕΖΣΖΖ - ΤΜΠΔΡΑΜΑΣΑ 

 

   Οη αθνινπζίεο ηεο ελδνκεηαγξαθφκελεο πεξηνρήο ηνπ ππξεληθνχ ξηβνζσκηθνχ 

DNA έρνπλ αλαγλσξηζηεί σο ρξήζηκν DNA barcode γηα ηελ αλαθάιπςε θαη ηνλ 

πξνζδηνξηζκφ θπηηθψλ εηδψλ (Vijaykumar et al., 2010). Η πεξηνρή απηή απνηειείηαη 

απφ ηξία ηκήκαηα: ITS1, 5.8S θαη ITS2 κε ηελ 5.8S πεξηνρή λα απνηειεί κία απφ ηηο 

πην ζπληεξεκέλεο πεξηνρέο κεηαμχ ησλ θπηηθψλ εηδψλ θαη σο εθ ηνχηνπ δελ 

πξνζδίδεη θακία αμία γηα ην DNA barcoding. Αληίζεηα, νη πεξηνρέο ITS1 θαη ITS2 

έρνπλ δνθηκαζηεί θαη έρνπλ επξέσο αμηνπνηεζεί σο βέιηηζηεο γηα DNA barcode ζηα 

θπηά (Song et al., 2012). Ωζηφζν, κειέηεο έρνπλ δείμεη φηη  ε πεξηνρή ITS2, ζε 

ζχγθξηζε κε νιφθιεξε ηελ πεξηνρή ITS,  απνηειεί θαιχηεξν DNA barcode δείθηε γηα 

ηε θπινγελεηηθή αλάιπζε ησλ θπηψλ (Han et al., 2013; Song et al., 2012). 

  

  Η αλάιπζε ηεο ITS1 θαη ηεο ITS2 πεξηνρήο γηα ηα 15 είδε Salvia έδεημε φηη ην κέζν 

κέγεζνο ησλ ITS1 θαη ησλ ITS2 είλαη ζρεηηθά κηθξφ, ην κήθνο ησλ αιιεινπρηψλ 

θπκαίλεηαη απφ 229 έσο 231 bp θαη απφ 219 έσο 246 bp αληίζηνηρα, κε ηελ ITS2 λα 

έρεη ζρεηηθά κεγαιχηεξν κήθνο ζε ζρέζε κε ηελ ITS1. Ο κέζνο φξνο ηνπ 

πεξηερνκέλνπ ζε G+C δείρλεη φηη ζηελ ITS1 ην πνζνζηφ G+C% ήηαλ θάπσο 

πςειφηεξν απφ φ,ηη ζηελ ITS2. Δπηπιένλ, ε ITS1 έρεη ηελ πςειφηεξε κέζε γελεηηθή 

απφθιηζε κεηαμχ ησλ εηδψλ ζε ζχγθξηζε κε ηελ ITS2. Σα ζηνηρεία απηά είλαη ζε 

ζπκθσλία κε απηά πνπ πξνέθπςαλ απφ ηελ αλάιπζε ησλ ITS1 θαη ITS2 πεξηνρψλ ζε 

22 είδε Salvia πνπ ελδεκνχλ ζηελ Κίλα (Wang et al., 2013).  

 

   Πξφζθαηεο κνξηαθέο θπινγελεηηθέο κειέηεο κε βάζε ηηο ITS θαη ηηο psbA-trnH 

αιιεινπρίεο έρνπλ δείμεη φηη ην γέλνο Salvia είλαη πνιπθπιεηηθφ θαη δηαρσξίδεηαη ζε 

ηξεηο κεγάιεο θπινγελεηηθέο νκάδεο ελψ πέληε άιια γέλε θαίλεηαη λα 

παξεκβάιινληαη κέζα ζην θπινγελεηηθφ δέλδξν ησλ εηδψλ ηεο  Salvia (Walker et al., 

2004: Walker and Sytsma, 2007). Ο θιάδνο Ι ζχκθσλα κε ηνπο Walker θαη Sytsma 

(2007) πεξηιακβάλεη ηα ζπγγελή γέλε Rosmarinus θαη Perovskia, θαζψο θαη είδε ηεο 

Salvia ηεο Δπξψπεο, ηεο Κεληξηθήο Αθξηθήο, ηεο Νφηηαο Αθξηθήο θαη ηεο Γπηηθήο 

Αζίαο, ελψ ν θιάδνο ΙΙ πεξηιακβάλεη είδε απφ ηνλ Νέν Κφζκν θαζψο θαη ν θιάδνο 

III πεξηιακβάλεη είδε Salvia ηεο Γπηηθήο Αζίαο, ηεο Κεληξηθήο Αζίαο, ηεο 

Αλαηνιηθήο Αζίαο, ηεο Μεζνγείνπ θαη ηεο Αθξηθήο. 
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   Οη κειέηεο καο έδεημαλ φηη νη θπινγελεηηθέο ζρέζεηο πνπ βαζίδνληαη ζηηο ITS1 θαη 

ITS2 αθνινπζίεο απέδσζαλ παξφκνηα θπινγελεηηθά δέληξα ηα νπνία επηηξέπνπλ ηελ 

δηάθξηζε ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο ηεο Salvia. Ωζηφζν, ζπγθξίζεηο ησλ θπινγελεηηθψλ 

δέλδξσλ πνπ πξφεθπςαλ απφ ηηο ITS1 θαη ITS2 αιιεινπρίεο, έδεημαλ φηη ππήξραλ 

νξηζκέλεο ζεκαληηθέο δηαθνξέο εληφο ησλ θιάδσλ ζε ζρέζε κε ηελ ηνπνζέηεζε 

θάπνησλ ζπγθεθξηκέλσλ εηδψλ. Η παξαηήξεζε απηή ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ εκθάληζε 

κεγαιχηεξνπ πνζνζηνχ κεηαιιάμεσλ πνπ εληνπίδνληαη ζηελ πεξηνρή ITS1 κεηαμχ 

ησλ δηαθφξσλ εηδψλ Salvia ζε ζχγθξηζε κε ηελ πεξηνρή ITS2 θαηαδεηθλχεη φηη ε 

πεξηνρή ITS1 κπνξεί λα απνηειεί θαιχηεξν κνξηαθφ δείθηε γηα ηελ δηάθξηζε ησλ 

εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia.  

 

   Αλάιπζε ησλ  πεξηνρψλ ITS1 θαη ITS2 ζε είδε ηνπ γέλνπο Salvia  πνπ ελδεκνχλ 

ζηελ Κίλα έδεημε φηη ε ITS1 πεξηνρή απνηειεί έλαλ έκπηζην δείθηε  πξνζδηνξηζκνχ 

ηεο απζεληηθφηεηαο ησλ εηδψλ  ηνπ γέλνπο Salvia  θαη επηηξέπεη ηε δηάθξηζή ηνπο κε 

κεγαιχηεξε αθξίβεηα (Wang et al., 2014).  Γεληθά, έρεη δεηρζεί φηη ε πεξηνρή ITS1 

είλαη θαηά κέζν φξν πεξηζζφηεξν κεηαβιεηή απφ ηελ ITS2 ζηα πεξηζζφηεξα είδε 

κπθήησλ θαη θπηψλ (Poczai and Hyvonen, 2010; Mello et al., 2008) θαη πηζαλφλ λα 

απνηειεί θαιχηεξν κνξηαθφ δείθηε γηα ηελ δηάθξηζε ησλ εηδψλ. Δθηεηακέλε κεηα-

αλάιπζε ρηιηάδσλ ITS1 θαη ITS2 πεξηνρψλ πνπ αλαζχξζεθαλ απφ ηε βάζε 

δεδνκέλσλ  έδεημε  φηη ε ITS1 πεξηνρή, ζπγθξηηηθά κε ηελ ITS2, απνηειεί θαιχηεξν 

DNA barcode δείθηε γηα ζρεδφλ φια ηα είδε ησλ επθαξπσηηθψλ νξγαληζκψλ (Wang 

et al., 2015). 

 

   Οη πξνβιέςεηο δεπηεξνηαγψλ δνκψλ παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν γηα ηελ ηαπηνπνίεζε 

εηδψλ, επεηδή επηηξέπεη ηελ αλίρλεπζε ησλ ζθαικάησλ θαηά ηελ αιιεινχρεζε. Έηζη, 

εζθαικέλεο αθνινπζίεο πνπ ζα κπνξνχζαλ λα επεξεάζνπλ αξλεηηθά ηελ ηαμηλφκεζε 

ησλ εηδψλ, κπνξνχλ λα αθαηξεζνχλ απφ ην ζχλνιν ησλ δεδνκέλσλ. πλεπψο, 

δεδνκέλνπ ηνπ αξηζκνχ ησλ αθνινπζηψλ πνπ είλαη ζσζηέο ή εζθαικέλεο ζηε δηεζλή 

βάζε δεδνκέλσλ (GenBank, ENA, θαη DDB), ζα πξέπεη λα επηθπξσζνχλ πξηλ 

ρξεζηκνπνηεζνχλ ζε επφκελεο αλαιχζεηο (Rampersad, 2014). Γηα πξφβιεςε θαη 

απνθπγή πηζαλψλ ιαζψλ απφ εληνπηζκφ ςεπδνγνληδίσλ ή θαη απφ απνπζίεο 

ζπληεξεκέλσλ motifs, ζα κπνξνχζε λα ρξεζηκνπνηεζεί ε δεπηεξνηαγήο δνκή ησλ ITS 

αιιεινπρηψλ (Freire et al., 2012). 
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   ηελ έξεπλά καο, ε αλάιπζε ησλ ITS αιιεινπρηψλ θαη ησλ πεξηνρψλ psbA-trnH 

απνθάιπςε φηη ε ITS πεξηνρή εληζρχεηαη επηηπρψο ζε φια ηα είδε Salvia, ελψ ε 

πεξηνρή psbA-trnH παξνπζίαζε πξνβιήκαηα θαηά ηε δηάξθεηα ηεο ελίζρπζεο κέζσ 

ηεο αληίδξαζεο PCR (εκθαλίζηεθαλ πνιιαπιέο δψλεο θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζε) θαη 

ε επηηπρία ηεο αιιεινχρεζεο ηνπο θπκάλζεθε απφ 85 έσο 100%. Οη αθνινπζίεο 

psbA-trnH πνπ αλαιχζεθαλ παξνπζίαζαλ ελζέζεηο (insertions) θαη ειιείςεηο 

(deletions) θαζψο θαη παιίλδξνκεο αθνινπζίεο, έηζη ε θπινγελεηηθή αλάιπζε κε 

βάζε ηηο psbA-trnH αιιεινπρίεο κπνξεί λα είλαη ιηγφηεξν επηηπρήο ζε απηή ηελ 

πεξίπησζε. Ωζηφζν, κπνξεί λα αμηνπνηεζεί επηθνπξηθά ζε ζπλδπαζκφ κε ηελ πεξηνρή  

ITS1 ή ITS2 γηα ηελ δηάθξηζε ησλ εηδψλ ηνπ γέλνπο Salvia θαη γεληθφηεξα ησλ 

αξσκαηηθψλ θαη θαξκαθεπηηθψλ θπηψλ.   
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ A΄ 

ΤΝΘΔΖ ΓΗΑΛΤΜΑΣΧΝ  

 

Γηαιύµαηα  απνµόλσζεο νιηθνύ γνληδησµαηηθνύ DNA από θπηηθό ηζηό  

 

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

NaCl, 1% PVP-40 

2. SEVEG:  ρισξνθφξκην: ηζνακπιηθή αιθνφιε ζε αλαινγία 25:24:1 

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

 

∆ηαιύµαηα γηα εθρύιηζε πιαζµηδηαθνύ DNA µε ηε κέζνδν βξαζκνύ  

  

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

mM EDTA pH 8 5. ∆ηαηήξεζε ζηνπο 4 °C.  

5. ∆ηάιπµα ιπζνδχµεο: Αλά 1 ml απνζηεηξσµέλνπ ddH20 δηαιχνληαη 50 mg 

ιπζνδχµεο. ∆ηαηήξεζε ζηνπο -20 °C. 

 

Γηαιύµαηα αλάιπζεο λνπθιετληθώλ νμέσλ 

 

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

mM NaCl. Σν δηάιπµα ζεξκαίλεηαη ζηνπο 100
o
C γηα 15 ιεπηά, µε ζθνπφ ηελ 

αδξαλνπνίεζε ηπρφλ δξάζεο DNase, αθήλεηαη λα έξζεη ζε ζεξκνθξαζία 

δσκαηίνπ θαη θπιάζζεηαη ζηνπο -20°C. 

7.  1 x ΣΑΔ: Αξρηθά παξαζθεπάδεηαη δηάιπµα 50 x ΣΑΔ ην νπνίν αξαηψλεηαη 50  

θνξέο. 50 x ΣΑΔ: δηαιχνληαη 242g Tris base, 57,1 ml νμηθνχ νμένο θαη 100ml 

0,5 M EDTA pH 8,0 ζε ddH2O, µέρξη ηειηθφ φγθν 1lt.  

8. Βξσµηνχρν αηζίδην: Σν βξσµηνχρν αηζίδην παξαζθεπάδεηαη σο ππθλφ δηάιπµα 

0,5 mg/ml ζε dH2O θαη θπιάζζεηαη ζηνπο 4 °C. Η ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ 

βξσµηνχρνπ αηζηδίνπ ζηελ πεθηή είλαη 0,5µg/ml.  

9. Γηάιπµα θφξησζεο (Loading buffer): 0,25% µπιε ηεο βξσµνθαηλφιεο, 0,25% 

θπαλφ ηνπ μπιελίνπ θαη 30% γιπθεξφιε. 
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Γηαιύµαηα κεηαζρεκαηηζκνύ θπηηάξσλ Δ.coli 

 

10. IPTG 1M (Μνξηαθφ Βάξνο: 238.31): Αλά 1 ml απνζηεηξσκέλνπ ddH20 

δηαιχνληαη 0,23831 g IPTG. Απνζηείξσζε ηνπ δηαιχµαηνο µε θηιηξάξηζµα 

απηνχ µέζα απφ δηεζεηηθφ θίιηξν (0.22 µm). ∆ηαηήξεζε ζηνπο -20 °C. 

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

SIGMA) πξνζηίζεληαη ζε 1 ml δηµεζπι-θνξµαµίδην (Sigma). ∆ηαηήξεζε ζηνπο 

-20 °C. 

 

ΤΝΘΔΖ ΣΔΥΝΖΣΧΝ ΘΡΔΠΣΗΚΧΝ ΜΔΧΝ  

 

12. LB: Θξεπηηθφ µέζν αλάπηπμεο βαθηεξίσλ E. coli  

     Γηα ηελ παξαζθεπή 1 lt ζξεπηηθνχ δηαιχµαηνο LB, ζε ηειηθφ φγθν 1 lt dH2O 

πξνζηίζεληαη 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton (Casein) θαη 5 g Yeast extract. Γηα ηελ 

παξαζθεπή ζηεξενχ ζξεπηηθνχ µέζνπ ζε ηξπβιία, πξνζηίζεηαη ζην δηάιπµα 1,5% άγαξ. 

Αθνινπζεί απνζηείξσζε γηα 20 ιεπηά  ζηνπο 121°C.  Μεηά ηελ  απνζηείξσζε  ηνπ  

πιηθνχ, αθήλνπµε ην ζξεπηηθφ λα θξπψζεη, θαη µεηά πξνζηίζεηαη αληηβηνηηθφ 

αµπηθηιίλεο (100 mg/ml) ζε αλαινγία 1:1000. Σν πγξφ ζξεπηηθφ µέζν θπιάζζεηαη ζε  

θηαιίδηα MacCartney ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ελψ ηα ηξπβιία µε ην ζηεξεφ µέζν 

θπιάζζνληαη ζηνπο 4°C 

 

ΑΝΣΗΒΗΟΣΗΚΑ 

∆ηάιπµα αµπηθηιίλεο (100 mg/ml): Αλά 1 ml απνζηεηξσµέλνπ ddH20 δηαιχνληαη 

100 mg αµπηθηιίλεο. Απνζηείξσζε ηνπ δηαιχµαηνο µε θηιηξάξηζµα απηνχ µέζα 

απφ δηεζεηηθφ θίιηξν (0,22 µm). ∆ηαηήξεζε ζηνπο -20 °C.  
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ΠΑΡΑΡΣΖΜΑ B΄ 

ΑΝΑΛΤΖ ΣΧΝ ΝΟΤΚΛΔΟΣΗΓΗΚΧΝ ΑΛΛΖΛΟΤΥΗΧΝ 

 
ITS1 
 
>S.sclarea 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCTCGGGGGCGACCC
CGCTCCGTGCCGCCGTCGACCCCGCCCGCGCGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGC
GGAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCGCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGCGTCG
GACGTCTATCAAA 
 
>S. sclarea v. turk 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCTCGGGGGCGACCC
CGCTCCGTGCCGCCGTCGACCCCGCCCGCGCGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGC
GGAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCGCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGCGTCG
GACGTCTATCAAA 
  
>S.cadmica 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGCCGAACGGCGCGGGGGCGACCC
CCGCCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGTGCGATCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCCGAGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTCG
GACGTCTATCAAA 
 
>S.digitaloides 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACCCGTGTTTAACACCGACCGACGGCTCACGGCGCGGGGGCGACCCC
CGTCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGCGCGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGG
AATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCGTGTCCCGTTCGCGGAGCGCGCGGGGGTGCCGGA
CGTCTATCAAA 
 
>S.bucharica 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCGCGGGGGCGACCC
CCGCCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGTGCGATCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTCG
GACGTCTATCAAA 
 
>S.dominica 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCTCGGGGGCGACCC
CGCTCCGTGCCGCCGTCGACCCCGCCCGCCGGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGC
GGAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTC
GGGCGTCTATCAAA 
 
>S.transsylvanica 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCGCGGGGGCGACCC
CCGCCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGTGCGATCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTCG
GACGTCTATCAAA 
 
>S.calycina 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACAGCGAACCCGTGACTAACACCGACCGACGGTGCACGGCGTGGGGGCGACCC
CCGTCGTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGTTCCCATCGGGTCACGTCGTGTGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGG
ATGTCTATCAAA 
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>S.hians 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACTGCGAACACGTGTTTAACACCAACCGACGGCGCATGGCGTGGGGGCAACCCC
CGTCGTGTTGCCGTCACCCCCGCCTGTGTGTTCCCTCGGGTCACGCAGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGA
ATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCATCCTCCCCCCGCTTCCCGTTCGCGGGGCGTGCGGGGGTGTCGGATG
TCTATCAAA 
 
>S.pratensis 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGCACGGCGCGGGGGCGACCC
CCGCCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGTGCGATCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAGGCGTCCTCCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTCG
GACGTCTATCAAA 
 
>S.glutinosa 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACCCGTGTTTAACACCGACCGACGGCTCACGGCGCGGGGGCGACCCC
CGTCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGCGCGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGG
AATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCGTGTCCCGTTCGCGGAGCGCGCGGGGGTGCCGGA
CGTCTATCAAA 
 
>S.verbenaca 
ATCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACCCGTGTTTAACACCGACCGACGGCTCACGGCGCGGGGACGACCCC
CGTCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGCGCGTTCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGG
AATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCGTGTCCCGTTCGCGGAGCGCGCGGGGGTGCCGGA
CGTCTATCAAA 
 
>S.virgata 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCGACCGACGGCGAACGGCGCGGGGGCGACCC
CCGCCGTGCCGCCGTCACCCCCGCCCGTGCGATCCCTCGGGTCGCGCGGCGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGCGTCCTCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGCGCGGGGGTGTCGG
ACGTCTATCAAA 
 
>S.namaensis 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGACTAACACCGACCGACGGTGCATGGCGTGGGGGCGACCC
CCGTCCTGTTCCCGTCACCCCCGCCCGCGTGCTCCCATCGGGTCACGTCGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCG
GAATGCGCCAAGGAAAACCAAACGAAGCATCCTCCCCCCGCGCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGCGTCGG
ATGTCTATCAAA 
 
>S.lavandulaefolia 
GTCGAAACCTGCAAAGCAGACCGCGAACACGTGTTTAACACCAACCGACGGCGCATGGCGTGGGGGTGACCCC
CGTCGTGTTGCCGTCACCCCCGCCTGCGTGTTCCCTCGGGTCACGTAGTGCGGGCTAACGAACCCCGGCGCGGA
ATGCGCCAAGGAAAACTAAACGAAGTATCCTCCCCCCGCTCCCCGTTCGCGGAGTGTGCGGGGGTGTCGGATG
TCTATCAAA 
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5.8S 
 
>S.sclarea 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.cadmica 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
 
>S.digitaloides 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.bucharica 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.domicina 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.transsylvanica 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.calycina 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.sclareav.turk 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.hians 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.pratensis 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.glutinosa 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
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>S.verbenaca 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
>S.virgata 
TGTCATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCAAAATGCGATACTTGG
TGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGGC
ACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
 
 
>S.namaensis 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACGCA 
 
>S.lavandulaefolia 
TGTCAAAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGCGATACTTG
GTGTGAATTGCAGAATCCCGCGAACCATCGAGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCGAAGCCATTAGGCCGAGGG
CACGTCTGCCTGGGCGTCA 
 
 
ITS2 
 
>S.sclarea 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCACATGCGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGCC
CAAATGCGATCCCTCGGCGACTCGTGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCG
CTGCGTCGTCCGCGAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGCCGGTGCGCCTCGCGGCGCCCCGACCTTCGACCG 
 
>S.sclarea v.turk 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCACGTGCGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGCC
CAAATGCGATCCCTCGGCGACTCGTGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCG
CTGCGTCGTCCGCGAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGCCGGTGCGCCTCGCGGCGCCCCGACCTTCGACCG 
 
>S.cadmica  
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCATGTGCGGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCACGCGGCTGGC
CCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCC
ACTGCGTCGTCCGTACGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCGCGGCGCCCCGACCTTCGACC
G 
 
>S.digitaloides 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCATGTGCGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGCC
CAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCA
CTGCGTCGTCCGTAAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCACGGTGCCCCGACCTTCGACCG 
 
>S.bucharica 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCATGTGCGGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGTGCGCGGCTGGC
CCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCC
ACTGCGTCGTCCGTACGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCGCGGCTCCCCGACCTTCGACC
G 
 
>S.dominica 
CGCATCGCGTCGCCCCCCACCATGTGCGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGCCC
AAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCAC
TGCGTCGTCCGTAAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGCCGGTGCGCCTCGCGGCGCCCCGACCTTCGACCG 
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>S.transsylvanica 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCATGTGCGGGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGG
CCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCACGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGC
CACTGCGTCGTCCGTACGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCGCAGCGCCCCGACCTTCGAC
CG 
 
 
>S.calycina 
CGCATCGCGTCGCCTCCCCCCCCCTCCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTTGGGGGGGGGGGGGCGGATATTGGCC
TCCCGTGCTCCTCGGCGTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGA
ACAACTCAATCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCTTGGGCATCCATCAACAACCCAACGGTGCCGT
GCCTCACAGCACCCACCTCCGACCG 
 
>S.hians 
CGCATCGCGTCGCCCCCCATCCATGCGCACAGCACTGGTTGAGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGTGCCTCGGC
GTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGATAACTCAATCTCTTGC
GCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGTATGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGAAGGTGCCTCACGGCGCCCC
ACCTTCGACCG 
 
>S.pratensis 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCCACCATGTGCGGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGG
CCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGC
CACTGCGTCGTCCGTACGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCGCAGCGCCCCGACCTTCGAC
CG 
 
>S.glutinosa 
CGCATCGCGTCGCCCCCCACCATGTGCGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGTGCGGCTGGCCC
AAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCAC
TGCGTCGTCCGTAAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCACGGTGCCCCGACCTTCGACCG 
 
>S.verbenaca 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCATGTGCGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGCC
CAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCCA
CTGCGTCGTCCGTAAGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCACGGTGCCCCGACCTTCGACCG 
 
>S.virgata 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCACCATGTGCGGGGGGCGGATACTGGCCTCCCGTGCGCCCCGGCGCGCGGCTGGC
CCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAAATCTCAATCTCTTGCGCCGTCGTGCC
ACTGCGTCGTCCGTACGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGGGGGTGCCTCGCGGCGCCCCGACCTTCGACC
G 
 
>S.namaensis 
CGCATCGCGTCGCCCCCCCCCACCGTGCGCACAGCGCCCGCTGTGGGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTGCTC
CTCGGCGTGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACAACTCAA
TCTCGCGCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCTTGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCCGGTGCCTCGCA
GCACCCACCTTCGACCG 
 
>S.lavandulaefolia 
CGCATCGCGTCGCCCCCCATCCATGCGCACAGCGCCGGTTGCGGGGGCGGATATTGGCCTCCCGTACGCCTCG
GCATGCGGCTGGCCCAAATGCGATCCCTCGGCGACTCATGTCACGACAAGTGGTGGTTGAACTCTCAATCTCTT
GCGCCGTCGTGCCACTGCGTCGTCCGCGTGGGCATCCATCAACGACCCAACGGTGCTGGTGCCTCACGGCGCT
ACACCTTCGACCG 
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psbA-trnH 

>S.sclarea 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAG
ACTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCT
ACCCAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGAC
TTACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTT
ACAATTTCTAAAAAAATTTTAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGGG
CGGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 
>S. sclarea v. turk 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGATCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAATTTAAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGGGC
GGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 
>S.cadmica 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAAATTTAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGGGC
GGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 

>S.digitaloides 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCCTTCTTGTTCTA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAAAATTAAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGG
GCGGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 

>S.bucharica 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCTACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGACAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCCA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAAATTTAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGGGC
GGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 
>S.dominica 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGATCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAATTTAAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGGGC
GGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
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>S.transsylvanica 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAAATTTAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAACATTTTTAATAGAATTTTATAGTAGAGGGGC
GGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 
 
>S.calycina 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
TCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTTTATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATAAAAAAATGATTCAAATTCCATCTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAATTTAAATTGAAAAAGTGAATTCATAAATAAAAAAGTAAATAAATAGAAAAATTTTTACTA
GAATTTTCTAGTTATAGTAGAGGGGCGGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATG
CG 
 

>S.glutinosa 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAACATAAGGAGCAATAAACCTTCTTTTGATAGA
ACAAGAGGGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGGATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTATAATTATTCTTTCCATTAGATAGAGAATAAAGAAAGAAGATAAAAAAAATGATTGAAATTCTATCTTTT
TTTTCCAATTTCTAAAAAAATTTCAATTGAAAAAGTAAATAAATAGAAAAATGATAAATATCATTTTATAGTAGA
GGGGCGGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 
>S.virgata 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGAAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
CCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTATATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATCAAAAAATGATTCAAATTCCATTTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAATTTAAATTGAAAAAGTAAATAAATATAAAAATTTTTACTAGAATTTGAATTTTATAGTAG
AGGGGCGGATGTAGCCAAGTGGATTAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATGCG 
 
>S.namaensis 
GTTATGCATGAACGTAATGCTCATAACTTCCCTCTAGACCTAGCTGCTATCGAAGCTCCAACAAATGGCTAAGA
CTTGTTTTTAGTGTGTAGGAGTTTTTGAAAATAGAATAGATAAATATAAGGAGCAATAAACCCTTTCTTGTTCTA
TCAAAAGAGGGTTTATTGCTCCTTTATTTTCTTTTCAATTAGGAATCCTTTTCTTTATTTTCTAGTAGTATTGGACT
TACCTAAAATTATTCTTTCCATTAGAGAATAAAGAAAGAAGATAAAAAAATGATTCAAATTCCATCTTTTGTTTTA
CAATTTCTAAAAAAATTTAAATTGAAAAAGTGAATTCATAAATAAAAAAGTAAATGAATAGAAAAATTTTTACTA
GAATTTTCTAGTTATAGTAGAGGGGCGGATGTAGCCAAGTGGATCAAGGCAGTGGATTGTGAATCCACCATG
CG 


