
ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΟ ΕΚΠΑΙΔΕΥΤΙΚΟ ΙΔΡΥΜΑ ΚΑΛΑΜΑΤΑΣ 

ΣΧΟΛΗ ΤΕΧΝΟΛΟΠΑΣ ΓΕΩΠΟΝΙΑΣ 

ΤΜΗΜΑ ΦΥΤΙΚΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ

ΜΟΡΙΑΚΗ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑ 

ΕΔΩΔΙΜΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ ΕΙΔΟΥΣ 

Pleurotus eryngii (De Candolle: Fries) Quelet

Μαρία Η. Μπέση

Πτυχιακή Εργασία

Καλαμάτα, 2005



Εικόνα 1: Βασιδιοκάρπιο του είδους ΡΙειιτοΡιβ εη/η&ί, που αναπτύσσεται στη βάση του φυτού 

Εη/ηριιηι, στο οποίο οφείλει και την ονομασία του.



ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΚΟ ΕΚΠΑΙΔΕΥΤΙΚΟ ΙΔΡΥΜΑ ΚΑΛΑΜΑΤΑΣ 

ΣΧΟΛΗ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΓΕΩΠΟΝΙΑΣ 

ΤΜΗΜΑ ΦΥΤΙΚΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ

Τ  Ε  I Κ Α Λ Α Μ Α Τ Α Σ
ΤΜΗΜΑ

ΕΚΔΟΣΕΩΝ & ΒΙΒΛΙΟΘΗΚΗΣ

ΜΟΡΙΑΚΗ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑ 

ΕΔΩΔΙΜΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ ΤΟΥ ΣΥΜΠΛΟΚΟΥ ΕΙΔΟΥΣ 

Pleurotus enjngii (De Candolle: Fries) Quelet

Μαρία Η. Μπέση

Πτυχιακή Εργασία

Επιβλέποντες Καθηγητές: Δρ. Γεώργιος I. Ζερβάκης
Αναστάσιος Ηλιόποολος

Καλαμάτα, 2005



Αντί Προλόγου

Φθάνοντας στο τέλος της πτυχιακής μου εργασίας, νιώθω την υποχρέωση 
και συγχρόνως την ανάγκη να ευχαριστήσω τους ανθρώπους, οι οποίοι με 
βοήθησαν κατά το διάστημα της εκπόνησης της εργασίας αυτής.

Αρχικά θα ήθελα να πω ένα τεράστιο ευχαριστώ στην Οικογένειά μου, η 
οποία με στηρίζει με κάθε δυνατό τρόπο σε κάθε μου επιλογή και είναι δίπλα μου 
σε κάθε δυσκολία.

Θα ήθελα να ευχαριστήσω θερμά τον Επιβλέποντά μου Δρ. Γεώργιο I. 
Ζερβάκη για την ευκαιρία που μου έδωσε να διεξαγάγω την εργασία αυτή στο 
Ινστιτούτο Περιβαλλοντικής Βιοτεχνολογίας της Καλαμάτας, διαθέτοντάς μου 
τους εργαστηριακούς χώρους και τον εξοπλισμό του Ινστιτούτου. Του οφείλω ένα 
μεγάλο ευχαριστώ για την απεριόριστη εμπιστοσύνη που μου έδειξε, ύπως και 
για τη διακριτική και ταυτόχρονα ουσιαστική επίβλεψή του.

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω τον Καθηγητή μου Ηλιόπουλο Αναστάσιο 
για τις πολύτιμες συμβουλές και παρατηρήσεις του.

Οφείλω ένα τεράστιο ευχαριστώ στη Δρα Καλλιόπη Παπαδοπούλου για την 
πραγματικά ανεκτίμητη βοήθειά της, αλλά κυρίως για το ειλικρινές της 
ενδιαφέρον.

Τους Δρ. Σπυρίδωνα Ντούγια και Δρ. Καβρουλάκη Νεκτάριο για όλες τις 
φορές που ήταν δίπλα μου όταν χρειάστηκα τη βοήθειά τους (και ήταν πολλές!).

Τη Μένια, τον Τάκη, τη Νεκταρία και την Ηλιάνα για τη βοήθειά τους κατά 
την εξοικείωσή μου με τον εργαστηριακό χώρο και εξοπλισμό, αλλά και για την 
ηθική τους στήριξη όλον αυτόν τον καιρό.

Σας ευχαριστώ όλους!

Μαρία Η. Μπέση

I



Σοντομογραφίες

AFLP Amplified Fragment Length Polymorphism

bp base pairs

CT AB Cetyl trimethyl ammonium bromide

CM Complete Medium

dATPs deoxyadenosine triphosphates

ddHzO διπλά απεσταγμένο νερό

ddNTPs dideoxyribonucleoside triphosphates

DNA deoxyribonucleic acid

dNTPs deoxyribonucleoside triphosphates

d.w. dry weight

Na2EDTA Disodium Ethylene diamine tetraacetic acid

EtBr Ethidium Bromide (3,8-diamino-6-ethyl-phenylphenathridium bromide)

f.w. fresh weight

IGS Intergenic Spacer

IPTG Isopropyl-p-D-galactoside

ITS Internal Transcribed Spacer

LB Luria-Bertani

LSU Large (Ribosomal) Subunit

Na Ac Sodium Acetate

O.D. Optical Density

PCR Polymerase Chain Reaction

PDA Potato Dextrose Agar

PDB Potato Dextrose Broth

RAPD Randomly Amplified Polymorphic DNA

rDNA ribosomal DNA

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism

RNase A Ribonucléase A

rRNA ribosomal RNA

rpm revolutions per minute

SDS Sodium Dodecyl Sulphate

s.l. sensu lato (με την ευρεία έννοια)

s.s. sensu stricto (με τη στενή έννοια)

SSU Small (Ribosomal) Subunit

Tris T ris (hy droxymethyl)-aminomethan

tRNA transfer RNA

U Unit

X-Gal 5-bromo-4-chloro-3-indolyl*p-D-galactoside

II



ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ

ΑΝΤΙ ΠΡΟΛΟΓΟΥ......................................................................................I

ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ............................................................................... II

ΠΕΡΙΕΧΟΜΕΝΑ....................................................................................... Ill

A. ΠΕΡΙΛΗΨΗ........................................................................................... 1

ABSTRACT.................................................................................................................. 2

Β. ΕΙΣΑΓΩΓΗ................................................................................................3

1. ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΗ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑ.................................................. 3

1.1 ΓΕΝΙΚΑ................................................................................................................... 3

1.2 ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΗ..................................................................................................... 4

1.3 ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑ.......................................................................................................4

1.4 ΕΙΔΟΓΕΝΕΣΗ........................................................................................................5

1.5 ΜΕΘΟΔΟΙ ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΗΣ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑΣ......................................7
1.5.1 Μορφολογία........................................................................................................................................7

1.5.2 Θρέψη, φυσιολογία και σύνθεση κυτταρικού τοιχώματος................................................. 8

1.5.3 Ηλεκτροφορετική ανάλυση πρωτεϊνών.................................................................................... 9

1.5.4 Διασταυρώσεις..................................................................................................................................9

1.5.5 Μοριακές τεχνικές......................................................................................................................... 10

1.5.5.1 Σύγκριση ακολουθιών DNA............................................................................................... 10

1.5.5.2 Οι πολυγονιδιακές οικογένειες ως μοριακοί δείκτες................................................ 11

1.5.5.3 Σύγκριση των ακολουθιών του rDNA..............................................................................14

1.5.5.4 Η περιοχή ITS ως μοριακός δείκτης................................................................................14

1.5.5.5 Άλλες μοριακές μέθοδοι για ταξινομική και φυλογένεια..........................................15

1.6 ΤΕΧΝΙΚΕΣ ΜΟΡΙΑΚΩΝ ΜΕΘΟΔΩΝ ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΗΣ ΚΑΙ

ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑΣ......................................................................................................... 15
1.6.1 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης................................................................................15

1.6.2 Εύρεση ακολουθίας βάσεων.........................................................................................................16

2. ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΚΑΙ ΔΕΝΤΡΑ................................ 18

III



2.1 ΠΡΟΤΥΠΑ ΕΞΕΛΙΞΗΣ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΩΝ ΑΚΟΛΟΥΘΙΩΝ...............18

2.1.1 Το πρότυπο Jukes-Cantor (JC)....................................................................................................19

2.1.2 Το πρότυπο Kimura's 2 Parameter model (K2P)..................................................................19

2.1.3 To πρότυπο Felsenstein (1981)....................................................................................................19

2.1.4 To πρότυπο Hasegawa, Kishino και Yano (1985) ή HKY85............................................... 20

2.2 ΜΕΘΟΔΟΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗΣ ΑΝΑΛΥΣΗΣ..............................................20
2.Ζ1 Η μέθοδος της «Μεγίστης Οικονομικότητας» (Maximum Parsimony).........................21

2.2.2 Η μέθοδος του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» (Maximum Likelihood)........................ 22

2.3 ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΑ ΔΕΝΤΡΑ.............................................................................23

2.3.1 Γενικά.................................................................................................................................................23

2.3.2 Είδη δέντρων.................................................................................................................................... 23

2.3.3 «Ριζωμένα» (rooted) και «μη ριζωμένα» (unrooted) δέντρα............................................. 24

2.3.4 Κλάδοι και ταξινόμηση................................................................................................................ 25

3. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ Pleurotus.....26

3.1 ΓΕΝΙΚΑ ΠΕΡΙ ΒΑΣΙΔΙΟΜΥΚΗΤΩΝ..............................................................26

3.2 ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΟΜΟΒΑΣΙΔΙΟΜΥΚΗΤΩΝ.............................................. 29

3.3 Η ΟΙΚΟΓΕΝΕΙΑ Pleurotaceae.......................................................................... 30

1.3 ΤΟ ΓΕΝΟΣ Pleurotus..........................................................................................31

3.4 ΤΟ ΕΙΔΟΣ Pleurotus eryngii............................................................................. 34
3.4.1 Γεωγραφική κατανομή................................................................................................................. 34

3.4.2 Ξενιστές..............................................................................................................................................35

3.4.3 Μορφολογικά χαρακτηριστικά..................................................................................................35

Γ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ...................................................................... 39

1. ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ............................................................................................39

2. ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΜΕΣΑ ΚΑΙ ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ................................ 39

3. ΜΕΘΟΔΟΙ...............................................................................................................42
3.1 Απομόνωση χρωμοσωμικού DNA του Pleurotus eryngii από καλλιέργεια σε στερεό

θρεπτικό μέσο...............................................................................................................................   42

3.2 Απομόνωση χρωμοσωμικού DNA από αποξηραμένη καρποφορία του Pleurotus

eryngii............................................................................................................................................................ 43

3.3 Ενίσχυση της περιοχής ITS του γονιδιώματος με τη χρήση της αλυσιδωτής

αντίδρασης της πολυμεράσης............................................................................................................... 43

3.5 Ανάλυση ενισχυμένοο DNA σε πηκτή αγαρόζης.....................................................................44

3.6 Καθαρισμός ενισχυμένοο DNA..................................................................................................... 45

IV



3.7 Ενσωμάτωση (ligation) ενισχυμένου τμήματος χρωμοσωμικοό DNA σε πλασμιδιακό

φορέα κλωνοποίησης............................................................................................................................. 45

3.8 Παρασκευή ικανών κυττάρων (Competent cells) Escherichia co li DH5a....................... 45

3.9 Μετασχηματισμός (Transformation) ικανών κυττάρων Escherichia co li DH5a............ 46

3.10 Επιλογή των κατάλληλων βακτηριακών αποικιών.............................................................. 46

3.11 Απομόνωση πλασμιδιακού DNA με τη μέθοδο του βρασμού............................................47

3.12 Έλεγχος ένθετου τμήματος DNA................................................................................................ 47

3.13 Καθαρισμός πλασμιδιακού DNA............................................................................................... 48

3.14 Εύρεση ακολουθίας νουκλεοτιδίων...........................................................................................49

3.15 Ευθυγράμμιση, εύρεση γενετικών αποστάσεων και φυλογενετική ανάλυση των

νουκλεοτιδικών ακολουθιών...............................................................................................................49

Δ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ............................................. 51

ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΑ....................................................................................... 60

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1........................................................................................ 67

Πίνακας 2: Γεωγραφική προέλευση και ξενιστές των στελεχών που περιλαμβάνονται στην

παρούσα εργασία.......................................................................................................................................67

Πίνακας 3: Συγκεντρωτικός πίνακας θρεπτικών μέσων και ρυθμιστικών διαλυμάτων........68

Πίνακας 4: Ευθυγράμμιση ακολουθιών.............................................................................................. 69

ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I I ...................................................................................... 75

Σχήμα 3: Χάρτης του pGEM-T Easy Vector [Promega] και σημεία αναφοράς της ακολουθίας

του.................................................................................................................................................................. 75

Φωτογραφίες βασιδιοκάρπιων του μύκητα Pleurotus eryngii......................................................... 76

Φωτογραφίες ξενιστών που περιλαμβάνονται στην παρούσα εργασία...................................... 77

V



Π ε ρ ί λ η ψ η

Α. ΠΕΡΙΛΗΨΗ

Οι μύκητες του είδους Pleurotus eryngii (Basidiomycota, Agaricales) 
απαντώνται στο βόρειο ημισφαίριο και η παρουσία τους σχετίζεται με την 
ανάπτυξη φυτών, που ανήκουν στις οικογένειες Umbelliferae και Compositae.

Αν και πολυάριθμες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί, προκειμένου να 
διευκρινιστούν οι γενετικές σχέσεις μεταξύ των μελών του συμπλόκου είδους 
Pleurotus eryngii, η συστηματική του μύκητα παραμένει ασαφής.

Στην παρούσα μελέτη, εξετάστηκε η γενετική ποικιλομορφία ανάμεσα σε 
ακολουθίες DNA (περίπου 640 ζευγών βάσεων) των μεταγραφόμενων 
μεσοδιαστημάτων (ITS 1 και 2) και του 5.8S rDNA γονιδίου, προερχόμενες από 
33 απομονώσεις που ανήκουν στο Pleurotus eryngii s.l., από διαφορετικούς 
ξενιστές και τοποθεσίες της Ευρώπης και της Ασίας.

Η φυλογενετική ανάλυση σε σύνολα δεδομένων των προαναφερθέντων 
ακολουθιών, χρησιμοποιώντας τις μεθόδους του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» 
(Maximum Likelihood) και της «Μέγιστης Οικονομικότητας» (Maximum 
Parsimony) αποκάλυψε το διαχωρισμό των στελεχών του Ρ. eryngii s.l. σε τρεις 
κύριες ομάδες, οι οποίες αποτελούνται από το είδος Ρ. eryngii s.s. (που 
περιλαμβάνει τους μύκητες που απομονώθηκαν από τα φυτά-ξενιστές Eryngium, 
Ferula, Thapsia, Elaeoselinum, Laserpitium και Ferulago), το P. nebrodensis (μύκητες 
οι οποίοι σχετίζονται με το φυτό Cachrys ferulacea), και απομονώσεις Pleurotus, οι 
οποίες συνδέονται με το φυτό Ferula sinkiangensis από την Ασία. Ως εκ τούτου, τα 
μοριακά δεδομένα της παρούσας μελέτης υποστηρίζουν την ευδιάκριτη 
φυλογενετική θέση του Ρ. nebrodensis, ενώ μύκητες Pleurotus που συνδέονται με τα 
φυτά των γενών Eryngium, Ferula, Thapsia και Elaeoselinum αποτελούν 
χαρακτηριστικούς εκπροσώπους του Ρ. eryngii.
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A b s t r a c t

ABSTRACT

Pleurotus eryngii (Basidiomycota, Agaricales) is a fungus of the Northern 
hemisphere that lives in association with different species of the plant families 
Umbelliferae and Compositae.

Although numerous studies have been conducted in order to elucidate the 
genetic relationships among members of the Pleurotus eryngii species-complex, 
the fungus' systematics remains unclear.

In the present study, the genetic variability within approximately 640 bp of 
DNA sequence from the ribosomal internal transcribed spacers (ITS 1 and ITS 2) 
and the 5.8S rDNA gene was examined, in 33 isolates belonging to Pleurotus 
eryngii s.L, from diverse sources and locations in Europe and Asia.

Phylogenetic analyses from ITS and 5.8S sequence data sets, using the 
Maximum Likelihood and the Maximum Parsimony methods, revealed the 
separation of the P. eryngii s.l. strains into three major clusters composed of P. 
eryngii s.s. (comprising fungi isolated from Eryngium, Ferula, Thapsia, Elaeoselinum, 
Laserpitium and Ferulago host plants), P. nebrodensis (fungi associated with Cachrys 
ferulacea), and Pleurotus isolates associated with Ferula sinkiangensis from Asia. 
Hence, molecular evidence is hereby provided to support the distinct 
phylogenetic position of P. nebrodensis, whereas Pleurotus fungi associated with 
Eryngium, Ferula, Thapsia and Elaeoselinum form typical representatives of the P. 
eryngii.
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Β. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

1. ΤΑΞΙΝΟΜΙΚΗ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΙΑ

1.1 Γενικά

Οι μύκητες επηρεάζουν σημαντικά διαδικασίες, που λαμβάνουν χώρα τόσο 
κάτω όσο και πάνω από το έδαφος, συμπεριλαμβανομένης της αποσύνθεσης, της 
παθογένειας των φυτών, της καταστολής των ασθενειών και της απορρόφησης 
θρεπτικών στοιχείων.

Εκτός από τον αναμφισβήτητο ρόλο τους στη λειτουργία του 
οικοσυστήματος, λίγα είναι γνωστά για την πληθυσμιακή δυναμική των 
μυκήτων, τη δομή της κοινότητάς τους και τη βιοποικιλότητά τους.

Δυσκολίες στην απομόνωση, την ταυτοποίηση και τον προσδιορισμό του 
πλήθους των ειδών των μυκήτων, ιδίως σε σύνθετα περιβάλλοντα, παρεμπόδισαν 
τις προσπάθειες για την πλήρωση αυτού του πληροφοριακού κενού (Kowalchuk, 
1999). Ωστόσο η ορθή αναγνώριση των μυκήτων έχει μεγάλη πρακτική σημασία 
για την παθολογία των φυτών και των ζώων, τις βιοτεχνολογικές εφαρμογές και 
τις περιβαλλοντικές μελέτες (Carlile and Watkinson, 1994).

Πολλές από τις πρόσφατες προόδους στην περιγραφή των μυκήτων σε 
εδαφικά οικοσυστήματα προήλθαν, άλλωστε, από την ανάγκη να εντοπισθούν 
και να μελετηθούν μοριακά οργανισμοί με μεγάλο οικονομικό ενδιαφέρον, όπως 
παθογόνα γεωργικών καλλιεργειών και ωφέλιμοι οργανισμοί. Τέτοιες μελέτες δεν 
εμπλουτίζουν απλά το «οπλοστάσιο» των μοριακών τεχνικών, αλλά ακόμα 
διευρύνουν τη μοριακή βάση δεδομένων για μελλοντικές μελέτες (Kowalchuk, 
1999).
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1.2 Ταξινομική

Ταξινομική καλείται ο κλάδος της βιολογίας, ο οποίος ασχολείται με τη 
θεωρία και την πρακτική της ταξινόμησης. Η κλασική ταξινομική ασχολείται με 
τη μορφολογία (συμπεριλαμβανομένης της κυτταρολογίας, της βιοχημείας και 
της ηθολογίας) και μπορεί να περιλαμβάνει την αξιολόγηση φαινοτοπικών 
χαρακτήρων με βάση κάποιο σχέδιο σχετικής ταξινομικής σπουδαιότητας ή 
αξίας. Η αριθμητική ταξινομική δεν ασχολείται με τα παραπάνω, αλλά 
περιλαμβάνει την αυτοματοποιημένη ανάλυση των δεδομένων, που 
λαμβάνονται από την παρατήρηση εάν οι οργανισμοί, οι οποίοι συγκρίνονται, 
έχουν ή όχι κάποιον από τους χαρακτήρες, που περιλαμβάνονται στη σύγκριση. 
Οι χαρακτήρες αυτοί είναι είτε παρόντες είτε απόντες. Τα στοιχεία τείνουν να 
τακτοποιηθούν σε σύνολα ή φαινετικές ομάδες, οι οποίες μπορούν στη συνέχεια 
να οργανωθούν σε ένα δενδρόγραμμα. Οι σχέσεις μεταξύ των οργανισμών, που 
μπορούν να αξιολογηθούν με αυτόν τον τρόπο, καλούνται φαινετικές, αν 
καθορίζονται από τη γενική μορφολογική ομοιότητα μεταξύ των οργανισμών ή 
κλαδιστικές, αν εξαρτώνται από την ομοιότητα της καταγωγής (Abercrombie et 
a l, 1990).

1.3 Φυλογένεια

Η φυλογένεια προσπαθεί να αποκαλύιμει την εξελικτική πορεία και την 
ιστορία των ειδών ή των υψηλότερων ταξινομικών βαθμιδών των οργανισμών. 
Οι ζωντανοί οργανισμοί συνδέονται με σχέσεις προγόνου — απογόνου. Η 
φυλογένεια προσδιορίζει τις σχέσεις μεταξύ όλων των ομάδων των οργανισμών, 
όπως αυτές γίνονται κατανοητές από τις σχέσεις προγόνων — απογόνων.

Στο παρελθόν, οι ταξινόμοι ομαδοποίησαν τους οργανισμούς, με βάση τους 
φαινοτυπικούς τους χαρακτήρες. Σήμερα, οι ακολουθίες του DNA και των 
πρωτεϊνών χρησιμοποιούνται σε ευρεία κλίμακα για την εύρεση της φυλογένειας 
των οργανισμών. Ωστόσο, μερικές φορές, τα φαινοτυπικά και τα γονοτυπικά 
στοιχεία τείνουν να πουν την ίδια ιστορία, υπό μια ευρύτερη έννοια (Terefework, 
2002).

Σύμφωνα με τον Olsen (2001) τα γονίδια (και τα προϊόντα τους) είναι 
αρχεία της ίδιας τους της ιστορίας και -έμμεσα- αποτελούν αρχεία της ιστορίας 
των οργανισμών που τα κατέχουν. Συνεπώς, η μοριακή φυλογένεια μπορεί να
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χρησιμοποιηθεί για τον προσδιορισμό των σχέσεων μεταξύ των οργανισμών, εάν 
γίνουν αντιληπτές τόσο οι σχέσεις μεταξύ των γονιδίων όσο και οι σχέσεις των 
οργανισμών προς τα γονίδια, τα οποία φέρουν (Olsen, 2001).

Η φυλογένεια των μικροοργανισμών εξαρτάται, κατά ένα μεγάλο μέρος, 
από τις πληροφορίες της ακολουθίας των νουκλεοτιδίων του DNA, εφόσον η 
σύνθετη μορφολογία, η συμπεριφορά και τα απολιθώματα δεν είναι διαθέσιμα 
στην περίπτωσή τους.

Ωστόσο, τα φυλογενετικά δέντρα των μικροοργανισμών δεν καταλήγουν 
απαραίτητα σε διακλαδιζόμενους κλάδους, αλλά συχνά αναπαρίστανται 
ακριβέστερα από ένα δίκτυο. Αυτό συμβαίνει κυρίως επειδή η εκτενής 
ανταλλαγή γενετικού υλικού, μεταξύ των ειδών, έχει επηρεάσει την εξέλιξή τους. 
Η επίλυση αυτού του προβλήματος δεν είναι εύκολος στόχος, όμως όσο 
περισσότερα στοιχεία συλλέγονται τόσο πιο αξιόπιστα δέντρα και με περισσότερη 
στατιστική σημασία θα είναι σε θέση να σχεδιαστούν.

Η μοριακή φυλογένεια επιδιώκει να καθορίσει την εξελικτική ιστορία των 
οργανισμών και προσπαθεί να αποκρυπτογραφήσει το καθολικό «Δέντρο της 
ζωής», βασισμένο σε μια ιεραρχική ταξινόμηση των οργανισμών, με γνώμονα 
την πρώτη προγονική μορφή. Στο πλαίσιο του στόχου αυτού γεννιέται ένας νέος 
τομέας, η Φολοπληροφορική (Phyloinformatics) (Pennisi, 2001).

1.4 Ειδογένεση

Ένας από τους μεγαλύτερους γρίφους στη βιολογία είναι με ποιον τρόπο 
μία συνεχής διαδικασία εξελικτικής αλλαγής μπορεί να παραγάγει τις ιδιαίτερες 
οντότητες, τις οποίες αναγνωρίζουμε ως διαφορετικά είδη.

Στην αλλοπατρική ειδογένεση (allopatric spéciation), η αναπαραγωγική 
απομόνωση προκαλείται από τη γεωγραφική απομόνωση των πληθυσμών, ίσως 
από φυσικά εμπόδια όπως τα βουνά και τα ποτάμια, έτσι ώστε να αποτρέπεται η 
ροή γονιδίων (gene flow)1 μεταξύ τους και να εμφανίζεται γενετική 
διαφοροποίηση. Συγκεκριμένες μεταλλάξεις γονιδίων μπορούν να επιτρέψουν σε 
αυτά τα αρχικά είδη να προσαρμοστούν στο νέο τους περιβάλλον, εντούτοις, δεν 
υφίσταται φυσική επιλογή για μεταλλάξεις που οδηγούν στην αναπαραγωγική

1 Ροή γονιδίων (gene flow): Η ενσωμάτωση γονιδίων μέσα στη γονιδιακό απόθεμα (gene pool) ενός 

πληθυσμού από έναν ή περισσότερους άλλους πληθυσμούς (Futuyma, 1986).

5



Τ α ξ ι ν ο μ ι κ ή  κ α ι  Φ υ λ ο γ έ ν ε ι α

απομόνωση, η οποία προκύπτει, αντίθετα, ως συνεπεία της γενετικής απόκλισης 
σε πολλούς διαφορετικούς γενετικούς τόπους (loci). Αυτή η άποψη της 
ειδογένεσης είναι επομένως βασισμένη στην παρεμπόδιση της ροής γονιδίων 
μεταξύ των πληθυσμών και όχι στη δράση της φυσικής επιλογής.

Η βασική απόδειξη του αλλοπατρικού προτύπου είναι ότι -πέρα από μια 
γεωγραφική ακτίνα- πολλά είδη παρουσιάζουν μεγάλη γενετική (και 
φαινοτυπική) ποικιλομορφία, η οποία παρέχει την πρώτη ύλη για τη ειδογένεση. 
Μερικές φορές αυτή η ποικιλομορφία είναι χωροθετημένη αρκετά ομοιόμορφα 
στο χώρο, έτσι ώστε οι συχνότητες των αλληλόμορφων γονιδίων να είναι υψηλές 
σε μια τοποθεσία και έπειτα να φθίνουν βαθμιαία με την αύξηση της απόστασης 
από την τοποθεσία αυτή. Αυτό είναι γνωστό ως γενετική κλίση (cline).

Μια σημαντική μορφή αλλοπατρικής ειδογένεσης περιλαμβάνει την 
περιφερειακή απομόνωση (peripheral isolation). Στην περίπτωση αυτή, τα 
υποσύνολα πληθυσμού, που βρίσκονται στα όρια της περιοχής, η οποία 
καταλαμβάνεται από τον κύριο πληθυσμό, μπορούν να καταστούν 
απομονωμένα και να αρχίσουν να αποκλίνουν γενετικά έως ότου εμφανιστεί 
αναπαραγωγική απομόνωση. Αυτή η διαδικασία διευκολύνεται από το γεγονός 
ότι οι περιφερειακοί πληθυσμοί είναι πιθανό να είναι μικροί έτσι ώστε η τυχαία 
γενετική απόκλιση (genetic drift)2, καθώς επίσης και οι επιδράσεις της «αρχής 
των ιδρυτών»3 ("founder effect") και των ενδοδιασταυρώσεων, να ενισχύσουν τη 
νέα γενετική τους ταυτότητα.

Είναι επίσης δυνατό η ειδογένεση να εμφανίζεται σε γεωγραφικά 
παρακείμενο, παρά απομονωμένο, πληθυσμό. Αυτό είναι γνωστό ως 
παραπατρική ειδογένεση (parapatric spéciation). Τα στοιχεία, που αναφέρονται 
υπέρ αυτού του τρόπου ειδογένεσης, είναι η ύπαρξη υβριδικών ζωνών (hybrid 
zones) -περιοχών όπου «τα είδη» δεν παρουσιάζουν πλήρη αναπαραγωγική 
απομόνωση και μπορούν να διασταυρωθούν μεταξύ τους (αν και θα μπορούσαν 
επίσης να προκύψουν από αλλοπατρικά είδη, τα οποία ανακτούν επαφή μεταξύ 
τους).

Ένας «παράδοξος» τύπος ειδογένεσης είναι η συμπατρική ειδογένεση

2 Τυχαία γενετική απόκλιση (genetic drift): Τυχαίες αλλαγές στις συχνότητες δύο ή περισσοτέρων 

αλληλομόρφων ή γονοτύπων, μέσα σε έναν πληθυσμό (Futuyma, 1986).

3 «Αρχή των ιδρυτών» ("founder effect"): Οι ιδρυτές (founders) μιας νέας αποικίας φέρουν μόνο ένα 

απόσπασμα της συνολικής γενετικής ποικιλομορφίας του αρχικού πληθυσμού (Futuyma, 1986) και, 
επομένως, η επίδραση της τυχαίας γενετικής απόκλισης (genetic drift) και της φυσικής επιλογής μπορεί να 

αλλάξει ριζικά τη γενετική τους δομή, οδηγώντας ενίοτε στην ειδογένεση (Page and Holmes, 1990).
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(sympatric spéciation). Σε αυτήν την περίπτωση η αναπαραγωγική απομόνωση 
πραγματοποιείται μέσα σε έναν ενιαίο πληθυσμό, χωρίς τη βοήθεια του 
γεωγραφικού διαχωρισμού. Η δύσκολα ερμηνεύσιμη πτυχή αυτής της θεωρίας 
είναι το πώς εμφανίζεται η γενετική διαφοροποίηση μέσα σε έναν πληθυσμό 
οργανισμών, που ανταλλάσσουν συνεχώς γονίδια. Αυτό απαιτεί, γενικά, ομάδες 
ατόμων μέσα στον πληθυσμό, που να χρησιμοποιούν διαφορετικούς φυσικούς 
πόρους και οι οποίες να μπορούν έπειτα να κρατηθούν μακριά από ανταλλαγές 
γονιδίων, λόγω φυσικής επιλογής.

Αν και μερικά πολύ συγγενή είδη ζουν μια συγκεκριμένη περίοδο 
συμπατρικά, αυτό δε σημαίνει ότι εξελίχθηκαν κατ' αυτόν τον τρόπο. Για να 
αποδειχθεί η ειδογένεση χωρίς γεωγραφική απομόνωση είναι απαραίτητο να 
υπάρχει ένα ιστορικό επαφής μεταξύ αυτών των ειδών. Αυτό ήταν δύσκολο να 
γίνει στο παρελθόν, αλλά σήμερα μπορεί να επιτευχθεί μέσω της μοριακής 
φυλογένειας.

Σε γενετικό επίπεδο, η συμπατρική ειδογένεση συχνά υποτίθεται ότι 
καθοδηγείται από έναν μικρό αριθμό γονιδίων, που αποκαλούνται ειδογενετικά 
γονίδια (spéciation genes). Σε μερικές περιπτώσεις, φαίνεται ότι πολλά γονίδια 
παίζουν ρόλο στην αναπαραγωγική απομόνωση. Σε άλλες καταστάσεις 
εντούτοις, μικρότεροι αριθμοί γονιδίων είναι σε θέση να εκκινήσουν τη 
διαδικασία της ειδογένεσης. Μία από τις πρώτες και περισσότερο σημαντικές 
παρατηρήσεις σε αυτό το πλαίσιο είναι ότι τα περισσότερα ειδογενετικά γονίδια 
πιθανώς βρίσκονται στα φυλετικά χρωμοσώματα. Υπάρχει ένας καλός λόγος για 
αυτό: τα γονίδια που εδράζονται στα φυλετικά χρωμοσώματα (δηλαδή τα ΧΥ ή 
WZ) δεν έχουν αλληλόμορφους -όταν πρόκειται για ετερογαμετικούς 
οργανισμούς- και κατά συνέπεια οι μεταλλάξεις σε αυτά εκφράζονται. Αυτό 
σημαίνει ότι η εξέλιξη και η αναπαραγωγική απομόνωση είναι δυνατό να 
προαχθούν γρηγορότερα (Page and Holmes, 1998).

1.5 Μέθοδοι ταξινομικής και φυλογένειας

1.5.1 Μορφολογία

Οι καρποφορίες των περισσότερων Βασιδιομυκήτων και πολλών 
Ασκομυκήτων είναι μεγάλες σε μέγεθος και μπορούν εύκολα να αναγνωρισθούν 
με γυμνό οφθαλμό. Συνεπώς, τα μορφολογικά χαρακτηριστικά, που
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διακρίνονται με γυμνό οφθαλμό ή με έναν απλό μεγεθυντικό φακό, έχουν 
μεγάλη σημασία για την ταυτοποίηση των μυκήτων. Ωστόσο, οι υπόλοιποι 
μύκητες είναι -στην πλειοιμηφία τους- μικροσκοπικοί και η μελέτη της 
μορφολογίας τους απαιτεί τη χρήση οπτικού μικροσκοπίου.

Πρόσφατα, στην ταξινομική έχει γίνει χρήση της μορφολογίας και της 
επιφάνειας των σπορίων των μυκήτων, χαρακτηριστικά, των οποίων όμως η 
ακριβής παρατήρηση απαιτεί συχνά τη χρήση ηλεκτρονικού μικροσκοπίου.

Υπάρχει μία αφθονία μορφολογικών χαρακτηριστικών, που συνδέεται με 
την εγγενή παραγωγή σπορίων στους μύκητες, εξ' ου η παραδοσιακή προσέγγιση 
να δίνεται προτεραιότητα, στη μορφολογία των εγγενών σπορίων, για την 
ταξινόμηση των μυκήτων. Όπου η εγγενής παραγωγή σπορίων είναι απούσα, 
υιοθετούνται μορφολογικά χαρακτηριστικά, που συνδέονται με την παραγωγή 
αγενών σπορίων. Αν οι μύκητες δεν παράγουν σπόρια, τότε υπάρχει σημαντική 
έλλειψη μορφολογικών πληροφοριών, για την ταξινόμηση. Στην περίπτωση αυτή 
γίνεται κάποια χρήση της μορφής των σκληρώτιων, ειδικά για τους νηματοειδείς 
μύκητες (Carlile and Watkinson, 1994).

1.5.2 Θρέψη, φυσιολογία και σύνθεση κυτταρικού τοιχώματος

Τα σημαντικότερα κριτήρια της κατηγορίας αυτής είναι το αν η αύξηση του 
μύκητα ευνοείται ή περιορίζεται υπό αερόβιες ή μη συνθήκες, αν τα νιτρικά 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως πηγή αζώτου, ποια σάκχαρα, λιπαρές ουσίες 
και γλυκοσίδια προτιμά στο μεταβολισμό του, καθώς και η ανθεκτικότητα ή 
ευαισθησία σε ένα φάσμα αντιμυκητιακών ουσιών.
Εντούτοις, τα κριτήρια θρέψης και φυσιολογίας, για την ταξινόμηση των 
μυκήτων, χρησιμοποιούνται σε περιορισμένη κλίμακα.

Τα κυτταρικά τοιχώματα των μυκήτων έχουν σύνθετη δομή και οι 
υψηλότερες ταξινομικές βαθμίδες χαρακτηρίζονται με βάση τις διαφορές στη 
σύνθεσή τους σε πολυσακχαρίτες. Τα τοιχώματα των Ωομυκήτων, παραδείγματος 
χάρη, περιέχουν κυτταρίνη. Ο αντίστοιχος πολυσακχαρίτης στους περισσότερους 
άλλους μύκητες είναι η χττίνη, και η ποσότητα της τελευταίας έχει αποδειχθεί ότι 
είναι ένα χρήσιμο χαρακτηριστικό γνώρισμα, στην ταξινόμηση των ζυμών. Τα 
τοιχώματα όλων των ζυμών, που έχουν υποβληθεί σε υδρόλυση, παράγουν 
ανάλογα ποσά γλυκόζης και μαννόζης, αλλά τα είδη διαφέρουν μεταξύ τους, 
λόγω της παρουσίας ή της απουσίας μικρότερων ποσοτήτων άλλων
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πολυσακχαριτών, όπως η φουκόζη, η γαλακτόζη, η ραμνόζη και η ξυλόζη. Αυτό 
αποτελεί ένα ακόμη χαρακτηριστικό γνώρισμα, που έχει χρησιμοποιηθεί για την 
ταξινόμηση (Carlile and Watkinson, 1994).

1.5.3 Ηλεκτροφορετική ανάλυση πρωτεϊνών

Η μορφή των ζωνώσεων, που προκύπτουν, όταν πρωτεϊνικά εκχυλίσματα ή 
μεμονωμένα ένζυμα υποβάλλονται σε ηλεκτροφόρηση, είναι επίσης χρήσιμη 
στον καθορισμό των ειδών και των σχέσεων μέσα στα γένη, μετά από ανάλυση 
και σχεδίασμά δενδρογραμμάτων (Carlile and Watkinson, 1994).

1.5.4 Διασταυρώσεις

Η «βιολογική θεωρία του είδους» (Dobzhansky, 1970, Mayr, 1970) έχει 
εφαρμοσθεί σε διάφορες ομάδες των Βασιδιομυκήτων για τον προσδιορισμό των 
ειδών, τη διαλεύκανση των συστηματικών σχέσεων μεταξύ διαφορετικών 
ταξινομικών ομάδων και την εξαγωγή των ακριβέστερων συμπερασμάτων όσον 
αφορά στις διαδικασίες, που διέπουν την ειδογένεση (spéciation) (Hallenberg, 
1984, Boidin, 1986, Vilgalys, 1991, Petersen, 1995), αν και η γενικευμένη 
εφαρμογή της στους μύκητες έχει αποδειχθεί προβληματική σε ορισμένες 
περιπτώσεις (Parmasto, 1985, Brasier, 1987). Η υιοθέτηση μιας τέτοιας θεωρίας 
είναι προφανής, εφόσον η δυνατότητα των ατόμων να διασταυρώνονται παρέχει 
πληροφορίες για τον τύπο του αναπαραγωγικού συστήματος και τη δομή των 
παραγόντων συμβατότητας (mating type factors) και αποκαλύπτει το βαθμό 
ανταλλαγής γονιδίων μεταξύ των πληθυσμών και την ύπαρξη γενετικών 
φραγμών ή / και φραγμών στειρότητας. Συνεπώς, οι μελέτες για τη συμπεριφορά 
των μυκήτων σε δοκιμές διασταυρώσεων (mating behaviour), εκτός από τη 
συμβολή τους στη φυλογένεια, είναι πολύτιμες και για την επιβεβαίωση της 
ορθότητας των υπαρχόντων -μορφολογικά βασισμένων- ταξινομικών ομάδων 
(Zervakis and Balis, 1996).
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1.5.5 Μοριακές τεχνικές

Οι μελέτες, που βασίζονται στην καλλιέργεια οργανισμών, συχνά, 
αποτυγχάνουν να περιγράψουν με ακρίβεια τους πληθυσμούς των μυκήτων, για 
διάφορους λόγους. Οι λόγοι αυτοί περιλαμβάνουν τη συνύπαρξη διαφορετικών 
βιολογικών κύκλων, τη διαφορετική βλάστηση των σπορίων, τον τρόπο και 
ρυθμό ανάπτυξης του μυκηλίου πάνω στο θρεπτικό μέσο, και την έλλειψη 
αξιόπιστων και ιδιαίτερων χαρακτήρων για μερικές ταξινομικές ομάδες. Τεχνικές 
της μοριακής βιολογίας και ιδιαίτερα στρατηγικές, που βασίζονται στα 
νουκλεϊκά οξέα και έχουν σαν στόχο τις περιοχές, που κωδικοποιούν το 
ριβοσωμικό RNA, παρέχουν νέες δυνατότητες για την κατανόηση της φύσης και 
του ρόλου των μυκήτων στα φυσικά περιβάλλοντα (Kowalchuk, 1999).

1.5.5.1 Σύγκριση ακολουθιών DNA

Από τη δεκαετία του 1970 και έπειτα, αξιοποιήθηκαν σε ευρεία κλίμακα τα 
στοιχεία, τα οποία προκύπτουν από τη μελέτη των ακολουθιών του DNA. 
Εντούτοις, η φυλογένεια, που απορρέει από τα μοριακά δεδομένα, αποτελεί ένα 
αρκετά σύνθετο εγχείρημα. Είναι εμφανές ότι τα μόρια αλλάζουν με την πάροδο 
του χρόνου και εξελίσσονται μαζί με τον ίδιο τον οργανισμό που τα περιέχει. Ο 
ρυθμός, με τον οποίο τα μόρια αυτά μεταλλάσσονται, είναι ιδιαίτερα μεταβλητός 
και εξαρτάται από τον τύπο του γονιδίου, το τμήμα του γονιδίου, την καταγωγή 
και το χρόνο.

Κατά συνέπεια, η επιλογή μοριακών ακολουθιών, με σκοπό την εξαγωγή 
συμπεράσματος όσον αφορά στη φυλογένεια, πρέπει να λαμβάνει υπόψη την 
«ηλικία» της φυλογενετικής διαφοροποίησης, η οποία εξετάζεται, και το ρυθμό 
εξέλιξης του μορίου. Τα ταχέα εξελισσόμενα μόρια χρησιμοποιούνται καλύτερα 
για τις πρόσφατες διαφοροποιήσεις και τα βραδέα εξελισσόμενα για τις 
διαφοροποιήσεις που εμφανίστηκαν πολύ καιρό πριν. Οι μεταλλάξεις 
διαδραματίζουν έναν κρίσιμο ρόλο στην καταστροφή των στοιχείων, που 
αποδεικνύουν ότι κάποιοι οργανισμοί μοιράσθηκαν ορισμένους μοριακούς 
χαρακτήρες, ως αποτέλεσμα της κοινής τους ιστορίας, γεγονός που καθιστά τα 
ταχέα εξελισσόμενα μόρια ακατάλληλα για τον προσδιορισμό των πολύ παλαιών 
διαφοροποιήσεων (Collins, 1999).
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Στις φυλό γενετικές μελέτες, οι διάφορες μεταβλητές έχουν επιπτώσεις σιη 
διακλάδωση ενός φυλογενετικού δέντρου. Αυτές οι μεταβλητές σχετίζονται με 
την αξιοπιστία της ευθυγράμμισης των ακολουθιών, τις περιοχές του 
γονιδιώματος που επιλέγονται, τον αριθμό και το εύρος των ειδών που 
συμπεριλαμβάνονται, τις διαφορές στο ρυθμό εξέλιξης μεταξύ των ειδών, τις 
διαφορές στη νουκλεοτιδική σύνθεση μεταξύ των ειδών και τις φυλογενετικές 
μεθόδους που υιοθετούνται (Gupta, 2000).

Ωστόσο, οι ακολουθίες του DNA είναι πολύτιμες, γιατί παρέχουν την πλέον 
λεπτομερή πληροφόρηση για κάθε οργανισμό -τα δεδομένα για το πώς κάθε 
λειτουργικό κομμάτι πρέπει να δομείται και να λειτουργεί. Η σύγχρονη 
βιολογία, σε μεγάλο της ποσοστό, βασίζεται στην ερμηνεία της πληροφορίας, που 
βρίσκεται μέσα στις ακολουθίες των γονιδίων, και αυτό κυρίως συμβαίνει στις 
εξελικτικές μελέτες, όπου οι γονιδιακές ακολουθίες αναγνωρίζονται πλέον ως 
ανεκτίμητο τεκμήριο για την ιστορία της ζωής στη Γη (Page and Holmes, 1998).

1.5.5.2 Οι πολογονιδιακές οικογένειες ως μοριακοί δείκτες

Πολλά γονίδια εκτός από το να υπάρχουν σαν μοναδικά αντίτυπα, που 
παράγουν μια πρωτεΐνη, στην πραγματικότητα, αποτελούν μέλη μια ευρύτερης 
οικογένειας συγγενών γονιδίων. Κάποιες από αυτές τις πολογονιδιακές 
οικογένειες (multigene families) βρίσκονται σε μια συγκεκριμένη περιοχή ενός 
χρωμοσώματος και μπορούν να επαναλαμβάνονται πολλές φορές, ενώ άλλες 
είναι διασκορπισμένες μέσα στο γονιδίωμα.

Κάποιες πολογονιδιακές οικογένειες επαναλαμβάνονται πολλές φορές 
διαδοχικά, έτσι ώστε να περιέχουν πολλαπλά αντίγραφα γονιδίων με την ίδια 
λειτουργία. Αυτές είναι γνωστές ως παρατάξεις (tandem arrays). Οι 
«παρατάξεις» πιθανόν να εξελίχθηκαν επειδή το κύτταρο, που τις περιέχει, 
απαιτεί μεγάλη ποσότητα από το προϊόν, το οποίο παράγουν. Ένα τέτοιο 
παράδειγμα είναι και η παράταξη του ριβοσωμικού DNA (rDNA), το οποίο 
κωδικοποιεί το ριβοσωμικό RNA (rRNA).

Εξαιτίας του κρίσιμου ρόλου των ριβοσωμάτων στη σύνθεση πρωτεϊνών, τα 
μόρια του rRNA βρίσκονται σε κάθε είδος και, συχνά, σε τεράστιες ποσότητες 
ανά κύτταρο (καθώς και στα μιτοχόνδρια και τους χλωροπλάστες), αποτελώντας 
την πλειοψηφία του κυτταρικού RNA (Page and Holmes, 1998).
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Οι παρατάξεις του rDNA, οι οποίες βρίσκονται στο πυρηνικό γονιδίωμα 
των ευκαρυωτικών οργανισμών, κωδικοποιούν για τέσσερις τύπους rRNA: το 18S 
(-1800 bp) (όπου το S σημαίνει τη μονάδα Svedberg4), το οποίο συνδέεται με τη 
μικρή υπομονάδα (small subunit, SSU) των ριβοσωμάτων και τα 28S (-5000 bp), 
5.8S (-150 bp) και 5S (-130 bp), τα οποία συνδέονται με τη μεγάλη υπομονάδα 
(large subunit, LSU) (Fincham et al., 1979). Τα μόρια 18S, 28S και 5.8S του rRNA 
προέρχονται από τη διαδικασία της ωρίμανσης ενός πρόδρομου μορίου RNA, 
του 47S rRNA, ενώ το 5S προέρχεται από μια παρακείμενη ακολουθία rDNA. 
Τέλος, το 5S μεταγράφεται από την RNA πολυμεράση III, σε αντίθεση με το 47S 
πρόδρομο μόριο rRNA, το οποίο μεταγράφεται από την RNA πολυμεράση I 
(Paule and White, 2000).

IGS 2 ITS X ITS 2 IGS 1 IGS 2

18S 5.8S 28S 5S 18S

Σχήμα 1: Μια τυπική παράταξη rDNA Βασιδιομόκητα. Οι κώδικές περιοχές 18S, 5.8S, 28S και 5S 

(μαύρο χρώμα) διαχωρίζονται με τρεις μη κώδικές περιοχές, τις: ITS 1 και ITS 2 (γκρι χρώμα) και 

την IGS 1. Οι διαδοχικές παρατάξεις rDNA διαχωρίζονται η μία από την άλλη, πάνω στο 

χρωμόσωμα, από τη μη κωδική περιοχή IGS 2.

Βασισμένο στο σχήμα: http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primer5.gif

Εκτός από αυτές τις κώδικές ακολουθίες5, οι παρατάξεις του rDNA 
περιέχουν, επίσης, έναν αριθμό ενδιάμεσων ακολουθιών (μεσοδιαστήματα), οι 
οποίες περιλαμβάνουν τις εντολές, που απαιτούνται για την επεξεργασία του

4 Μονάδα Svedberg: Η μονάδα Svedberg (S) σχετίζεται με το συντελεστή καθίζησης, που χρησιμοποιείται 

για την υπόδειξη του χρόνου, που απαιτείται από τα μεγάλα μόρια, τα μικρά οργανίδια κ.λπ., για να 
φθάσουν ένα επίπεδο ισορροπίας, όταν φυγοκεντρούνται μέσα σε νερό, σε θερμοκρασία 20°C Η μονάδα (S) 

ορίζεται ως ο συντελεστής καθίζησης για 1 · ΙΟ43 sec.
Ο συντελεστής καθίζησης δίνεται από την εξίσωση:

c _ d x / d t  _
J  — 2to χ

όπου χ = η απόσταση του ορίου καθίζησης από το κέντρο περιστροφής (σε cm), t = ο χρόνος (σε sec) και ω = 

η γωνιακή ταχύτητα (σε rad · sec1). Η τιμή S ενός αντικειμένου καλείται αριθμός Svedberg του αντικειμένου 

αυτού (Abercrombie et a i, 1990).

5 Κώδικές ονομάζονται οι ακολουθίες του DNA οι οποίες είτε κωδικοποιούν πρωτεΐνες ή μόρια RNA (όπως 

είναι το rRNA και το tRNA) είτε αποτελούν ρυθμιστικές ακολουθίες (regulatory sequences). Οι μη κώδικές 

ακολουθίες συναντώνται σε μεγάλο βαθμό στους ευκαρυωτικούς οργανισμούς και πιθανά στερούνται 

λειτουργικότητας (Page and Holmes, 1998).
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μεταγραφόμενου rRNA: τις ITS 1 και ITS 2 (Internal Transcribed Spacer 1 και 2) 
και τις IG S1 και IGS 2 (Intergenic Spacer 1 και 2).

Μια ομάδα γονιδίων και μεσοδιαστημάτων μαζί αποτελούν μια μονάδα 
μεταγραφής rDNA (γιατί βάσει αυτών παράγεται μία απλή μονάδα rRNA) και 
αυτές οι ομάδες επαναλαμβάνονται διαδοχικά σε πολλά είδη, με κάθε παράταξη 
rDNA να διαχωρίζεται από μία ακολουθία, την IGS.

Το μέγεθος της παράταξης του rDNA ποικίλει σημαντικά μεταξύ των 
ταξινομικών ομάδων, από ένα μοναδικό αντίγραφο στο πρώτιστο Tetrahymena 
έως 19300 αντίγραφα στο ερπετό Amphiuma means. Περίπου 200 παρατεταγμένα 
σε σειρά αντίγραφα βρίσκονται στα X και Y χρωμοσώματα της Drosophila 
melanogaster, ενώ στον άνθρωπο υπάρχουν κατά προσέγγιση 300 αντίγραφα σε 
πέντε χρωμοσώματα.

Τα τμήματα του rDNA είναι αρκετά δημοφιλή ως φυλογενετικά εργαλεία, 
εντούτοις δεν εξελίσσονται πάντα με απλό τρόπο. Συγκεκριμένα, όταν 
συγκρίνονται ακολουθίες του rDNA μεταξύ ίδιων ή διαφορετικών ειδών, 
αποκαλύπτεται το γεγονός ότι, συχνά, υπάρχει ένα υψηλός βαθμός ομοιότητας 
μεταξύ των ακολουθιών, ωστόσο υπάρχει και σημαντική παραλλακτικότητα 
μεταξύ τους. Αυτό είναι ασυνήθιστο, επειδή μικρή παραλλακτικότητα εντός των 
ειδών συνδέεται με μικρή απόκλιση ανάμεσα στα είδη. Αυτό το ασυνήθιστο 
γεγονός συμβαίνει διότι υπάρχουν γενετικοί μηχανισμοί, ιδιαίτερα όπως αυτοί 
της ανισοσκελούς χιασματοπίας (unequal crossing-over) και της γονιδιακής 
μετατροπής (gene conversion), οι οποίοι μεταφέρουν τις ακολουθίες του DNA 
μεταξύ των γονιδίων, έτσι ώστε να εξελίσσονται παράλληλα. Αυτή η διαδικασία 
είναι γνωστή ως εναρμονισμένη εξέλιξη (concerted evolution) και είναι μία από 
τις σημαντικότερες ιδιότητες των πολυγονιδιακών οικογενειών, αφού αυτό 
σημαίνει ότι οι μεταλλαγές μπορούν να εξαπλωθούν σε όλα τα μέλη, ακόμα κι αν 
αυτά ανήκουν σε διαφορετικό χρωμόσωμα.

Παρά το γεγονός ότι η συνδυασμένη εξέλιξη επιτρέπει στα γονίδια να 
εξελίσσονται παράλληλα, συγχρόνως περιπλέκει τη φυλογενετική ανάλυση των 
πολυγονιδιακών οικογενειών, διότι καθίσταται δύσκολο να διακρίνει κανείς 
ποια γονίδια είναι πράγματι ομόλογα, με αποτέλεσμα ορθόλογα και παράλογα6 
γονίδια να αναμιγνύονται. Επιπλέον, η στιγμή της διαφοροποίησης στην 
ακολουθία δεν ανταποκρίνεται πλέον στη χρονική στιγμή του τελευταίου

6 Δύο ομόλογα γονίδια καλούνται ορθόλογα (orthologous genes), αν ο πιο πρόσφατος πρόγονός τους δεν 

είχε οποστεί γονιδιακό διπλασιασμό (gene duplication). Στην αντίθετη περίπτωση καλούνται παράλογα 

γονίδια (paralogous genes) (Page and Holmes, 1998).
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γονιδιακού διπλασιασμού (gene duplication) ή της ειδογένεσης (spéciation), 
αλλά περισσότερο στη χρονική στιγμή της τελευταίας γονιδιακής μετατροπής ή 
μίας ανισοσκελούς χιασματυπίας.

Συμπερασματικά, οι περίπλοκες διαδικασίες, οι οποίες διαμορφώνουν την 
εξέλιξη των πολυγονιδιακών οικογενειών, αποδεικνύουν ότι οι τελευταίες συχνά 
αποτελούνται περισσότερο από «μωσαϊκά» ακολουθιών, το καθένα με μια 
διαφορετική φυλό γενετική ιστορία, παρά από αυστηρά ομόλογα γονίδια, τα 
οποία σταδιακά μεταλλάσσονται με το χρόνο (Page and Holmes, 1998).

1.5.5.3 Σύγκριση των ακολουθιών του rDNA

Οι White et al. (1990) καινοτόμησαν με τη χρήση των δεικτών rRNA για τη 
μελέτη των μυκήτων, με την εισαγωγή της μεθόδου της αλυσιδωτής αντίδρασης 
της πολυμεράσης (PCR), για την ενίσχυση των περιοχών των οπερόνιων του 
πυρηνικού και του μιτοχονδριακού rDNA. Οι προαναφερθέντες ερευνητές 
συνειδητοποίησαν τη χρησιμότητα τόσο των σχετικά καλά συντηρημένων 
δεικτών (μικρή υπομονάδα rDNA), για τη φυλογενετική σύγκριση μέσα σε ευρέα 
ταξινομικά επίπεδα, όσο και των ταχέα εξελισσόμενων δεικτών (ITS), για τη 
διαφοροποίηση σε μικρή κλίμακα. Οι περιοχές ITS, αν και μεταγράφονται, δεν 
κωδικοποιούν κάποια λειτουργία και είναι επομένως -σε ένα βαθμό- «ελεύθερες» 
να συσσωρεύουν ουδέτερες μεταλλάξεις, οι οποίες τις καθιστούν ιδανικό στόχο 
για τη διάκριση μεταξύ στενά συσχετισμένων οργανισμών (Kowalchuk, 1999).

Είναι αξιοσημείωτο το γεγονός ότι επειδή υπάρχουν ομόλογα γονίδια 
rDNA στα Archaea, τα βακτήρια και τους ευκαρυωτικούς οργανισμούς, είναι 
δυνατό να χρησιμοποιηθούν για την κατασκευή ενός δένδρου, που θα 
συμπεριλαμβάνει όλα τα είδη κυτταρικής μορφής (Page and Holmes, 1998).

1.5.5.4 Η περιοχή ITS ως μοριακός δείκτης

Η ενίσχυση της περιοχής ITS με τη μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της 
πολυμεράσης έχει αποτελέσει μια δημοφιλή στρατηγική, για τη φυλογενετική 
ανάλυση των πολύ συγγενών ειδών και πληθυσμών. Αυτό οφείλεται στην 
παραγωγή καθολικών εκκινητών, που εντοπίζονται στις κώδικές περιοχές, που 
πλαισιώνουν την περιοχή ITS. Τόσο η άμεση εύρεση ακολουθίας όσο και η

14



Τ α ξ ι ν ο μ ι κ ή  κ α ι  Φ υ λ ο γ έ ν ε ι α

κλωνοποίηση των προϊόντων της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 
μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την ανάλυση της περιοχής ITS (Muir and 
Schlotterer, 1999).

1.5.5.5 Αλλες μοριακές μέθοδοι για ταξινομική και φυλογένεια

Η σύγκριση της ακολουθίας των νουκλεοτιδίων δεν είναι το μοναδικό 
χρήσιμο μοριακό κριτήριο για τη φυλό γενετική ανάλυση ή / και για την 
ταξινομική διάκριση. Άλλες στρατηγικές περιλαμβάνουν τον πολυμορφισμό 
μεγέθους περιοριστικών τμημάτων (RFLP) των περιοχών ITS ενισχυμένων με τη 
μέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης, συμπεριλαμβανομένου του 
διαχωρισμού των τμημάτων με βάση την ακολουθία τους, τον αντίστροφο 
υβριδισμό μεταφοράς κατά σημείο (reverse dot blot hybridization) και την 
ενίσχυση των περιοχών του μικροδορυφόρου DNA (microsatellite DNA) μια 
μέθοδος που χρησιμοποιείται επίσης σε συνδυασμό με την τεχνική του τυχαία 
ενισχυμένου πολυμορφικού DNA (RAPD). Τέλος, μπορεί να χρησιμοποιηθεί 
κατά περίπτωση ο κατά μήκος πολυμορφισμός ενισχυμένων τμημάτων DNA 
(AFLP) και η χρήση καθολικών εκκινητών, σε συνδυασμό με τον υβριδισμό (cross 
hybridization) (Kowalchuk, 1999).

1.6 Τεχνικές μοριακών μεθόδων ταξινομικής και φυλογένειας

1.6.1 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (Polymerase Chain Reaction, 
PCR)

Η αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης είναι μια ιδιαίτερα 
προσαρμόσιμη τεχνική, για την απομόνωση και ενίσχυση (παραγωγή 
αντιγράφων) μιας συγκεκριμένης επιθυμητής ακολουθίας DNA (Thain and 
Hickman, 1995), η οποία αναπτύχθηκε το 1988 από τον Kary Mullís (Cooper, 
2000).

Το δίκλωνο DNA διαχωρίζεται αρχικά στις δύο συμπληρωματικές του 
αλυσίδες, με υποβολή σε θερμοκρασία άνω των 90°C, ενώ δύο 
ολιγονουκλεοτίδια, οι εκκινητές, που είναι γνωστό ότι υβριδίζουν πάνω από το 5' 
άκρο της ακολουθίας του DNA, προσκολλώνται σε καθεμία αλυσίδα, μετά την
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πτώση της θερμοκρασίας του μίγματος της αντίδρασης. Μια βασική παράμετρος 
της διαδικασίας είναι ότι η DNA πολυμεράση απαιτεί μια τέτοια μονόκλωνη 
ακολουθία-εκκινητή για να επεκτείνει ολόκληρη τη συμπληρωματική αλυσίδα με 
κατεύθυνση 5'—>3'.

Η Taq πολυμεράση, ένζυμο το οποίο απομονώθηκε από το θερμόφιλο 
βακτήριο Tiiermus aquaticus, όντας ανθεκτική στις υψηλές θερμοκρασίες, που 
περιλαμβάνονται στα πρώτα βήματα της διαδικασίας, επέτρεψε την 
αυτοματοποίηση της διαδικασίας.

Η πολυμεράση επεκτείνει τις συμπληρωματικές αλυσίδες πέρα από τη θέση 
υβριδισμού του εκκινητή, ενώ η θερμοκρασία της αντίδρασης έχει μειωθεί, ενώ η 
-εκ νέου- θέρμανση χωρίζει τα νέα δίκλωνα τμήματα DNA. Με την ψύξη της 
αντίδρασης, οι εκκινητές υβριδίζουν πάλι (τέσσερις θέσεις υβριδισμού είναι τώρα 
διαθέσιμες). Η πολυμεράση επεκτείνει τις αλυσίδες, αλλά η επέκταση πλέον 
περιορίζεται στην επιθυμητή ακολουθία (στις δύο από τις τέσσερις αλυσίδες), 
λόγω των εκκινητών στις αλυσίδες-πρότυπα.

Η όλη διαδικασία επαναλαμβάνεται για πολλούς κύκλους, παράγοντας 
περισσότερα από ΙΟ6 δίκλωνα μόρια-στόχους, μετά την ολοκλήρωση τριάντα δύο 
κύκλων. Εάν η διαδικασία ξεκινήσει με ένα μεγάλο αριθμό μορίων-προτύπων, 
τότε λιγότεροι κύκλοι απαιτούνται (με μικρότερο κίνδυνο μετάλλαξης), για να 
παραχθεί η επιθυμητή ποσότητα ενισχυμένου DNA (Thain and Hickman, 1995).

1.6.2 Εύρεση ακολουθίας βάσεων (Αλληλούχιση, Sequencing)

Η επικρατέστερη μέθοδος για την αλληλούχιση του DNA είναι μια ενζυμική 
τεχνική, γνωστή ως διδεοξυ-αλληλούχιση ή μέθοδος Sanger (για να διακρίνεται 
από τη χημική μέθοδο Maxam / Gilbert). To DNA προς αλληλούχιση 
χρησιμοποιείται ως πρότυπο για την in intro σύνθεση από την DNA πολυμεράση 
(Chantier, 2004).

Η τεχνική αυτή χρησιμοποιεί διδεοξυριβονουκλεοτίδια (ddNTPs), μόρια, 
που διαφέρουν από τα δεοξυριβονουκλεοτίδια στο ότι στον 3' άνθρακα είναι 
συνδεδεμένο ένα άτομο υδρογόνου αντί για μια ομάδα υδροξυλίου. Αυτά τα 
μόρια σταματούν την επιμήκυνση της αλυσίδας του DNA επειδή δεν είναι σε 
θέση να διαμορφώσουν φωσφοδιεστερικό δεσμό με το επόμενο 
δεοξυριβονουκλεοτίδιο.
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Προκειμένου να εκτελεσθεί η αλληλούχιση, ένα δίκλωνο μόριο DNA πρέπει 
να μεταχραπεί σε μονόκλωνο. Αυτό μπορεί να γίνει με μετουσίωση του δίκλωνου 
DNA με NaOH. Μία αντίδραση Sanger αποτελείται από τα εξής: μια αλυσίδα 
προς αλληλούχιση (ένας από τους δύο κλώνους του DNA, που μετουσιώθηκε 
χρησιμοποιώντας NaOH), εκκινητές DNA (ολιγονουκλεοτίδια, συμπληρωματικά 
για το σκέλος, που πρόκειται να αλληλουχηθεί, και είναι σεσημασμένα 
ραδιενεργά στα 5' άκρα τους), ένα μίγμα ενός συγκεκριμένου ddNTP (όπως 
ddATP) μαζί με το κανονικό αντίστοιχο dNTP (dATP σε αυτήν την περίπτωση), 
και τα άλλα τρία dNTPs (dCTP, dGTP, και dTTP). Η συγκέντρωση των ddATPs 
πρέπει να αποτελεί το 1% της συγκέντρωσης των dATPs. Η λογική πίσω από 
αυτήν την αναλογία είναι ότι αφότου προστεθεί η DNA πολυμεράση, η 
διαδικασία του πολυμερισμοΰ θα ξεκινήσει και θα ολοκληρωθεί, όποτε ένα 
ddATP ενσωματωθεί στην αναπτυσσόμενη αλυσίδα. Εάν τα ddATPs αποτελούν 
μόνο το 1% της συνολικής συγκέντρωσης dATP, τότε θα σχηματιστεί μια 
ολόκληρη σειρά σεσημασμένων αλυσίδων. Σημειωτέον ότι τα μήκη αυτών των 
αλυσίδων εξαρτώνται από τη θέση του ddATP σε σχέση με το 5' άκρο.

Αυτή η αντίδραση εκτελείται τέσσερις φορές χρησιμοποιώντας ένα 
διαφορετικό ddNTP για κάθε αντίδραση. Οταν αυτές οι αντιδράσεις 
ολοκληρωθούν, εκτελείται ηλεκτροφόρηση σε πηκτή πολυακρυλαμίδης (PAGE: 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Κάθε αντίδραση φορτώνεται σε μια γραμμή 
της πηκτής σε σύνολο τεσσάρων γραμμών. Η πηκτή αφυδατώνεται και εκτελείται 
αυτοραδιογραφία, έτσι ώστε μόνο οι ζώνες με τη ραδιενεργό σήμανση στο 5' 
άκρο να εμφανιστούν. Στην ηλεκτροφόρηση, που προηγήθηκε, τα μικρότερα 
τμήματα DNA θα μεταναστεύσουν μακρύτερα. Επομένως, η κατώτατη ζώνη 
δείχνει ότι το συγκεκριμένο διδεοξυριβονουκλεοτίδιο προστέθηκε πρώτα στο 
σεσημασμένο εκκινητή και, επομένως, το αντίστοιχο δεοξυριβονουκλεοτίδιο θα 
πρέπει να υπήρχε στην αρχική αλυσίδα του DNA προς αλληλούχιση. Με αυτή τη 
λογική μπορεί να ανακτηθεί ολόκληρη η ακολουθία των 
δεοξυριβονουκλεοτιδίων του αρχικού τμήματος DNA (Canfield, 1999).

Σήμερα, η παραπάνω διαδικασία είναι συνήθως αυτοματοποιημένη και 
όλες οι αντιδράσεις εκτελούνται ρομποτικά σε έναν ενιαίο σωλήνα (Chantler, 
2004).
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2. ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ ΚΑΙ ΦΥΛΟΓΕΝΕΤΙΚA
ΔΕΝΤΡΑ

2.1 Πρότυπα εξέλιξης νουκλεοτιδικών ακολουθιών

Κατά μία έννοια, οι ακολουθίες του DNA δεν παρέχουν μεγάλο ποσό 
πληροφορίας σχετικά με την εξελικτική τους αλλαγή. Κατά τη σύγκριση 
ομόλογων περιοχών σε δύο ακολουθίες DNA, μπορεί κανείς να παρατηρήσει αν 
αυτές είναι όμοιες μεταξύ τους ή όχι. Έτσι, για κάθε δεδομένη θέση ο μέγιστος 
αριθμός αντικαταστάσεων, που μπορούν να παρατηρηθούν, είναι μία. Ωστόσο 
πολύ περισσότερες ενδιάμεσες αντικαταστάσεις μπορεί να έχουν λάβει χώρα. 
Στην περίπτωση αυτή χάνεται κάθε «αρχείο» προηγούμενων αντικαταστάσεων.

Σύμφωνα με τα παραπάνω, οι φαινομενικές αποστάσεις, οι οποίες 
παρατηρούνται μεταξύ ακολουθιών, πιθανόν να υποτιμούν το πραγματικό ποσό 
της εξελικτικής αλλαγής που έχει προηγηθεί. Έτσι, έχει καταβληθεί σημαντική 
ερευνητική προσπάθεια για την ανάπτυξη μεθόδων μετατροπής των 
φαινομενικών αποστάσεων σε μονάδες μέτρησης της πραγματικής εξελικτικής 
απόστασης. Αυτές οι τεχνικές καλούνται μέθοδοι διόρθωσης αποστάσεων 
(distance correction methods) και έχουν ως στόχο τη διόρθωση των 
φαινομενικών αποστάσεων, προσπαθώντας να εκτιμήσουν το ποσό της 
εξελικτικής αλλαγής που έχει επικαλυφθεί.

Μια σειρά μεθόδων έχει προταθεί, η καθεμία βασισμένη σε μία υπόθεση για 
τη φύση της μοριακής εξελικτικής διαδικασίας. Οι περισσότερες από τις μεθόδους 
διόρθωσης αποστάσεων είναι αλληλένδετες, διαφέροντας μόνο στο πόσες 
παραμέτρους περιλαμβάνουν. Παραδείγματος χάρη, μερικές μέθοδοι είναι 
δυνατό να επιτρέπουν τη διαφορά στις συχνότητες εμφάνισης των 
νουκλεοτιδίων. Πιο σύνθετες μέθοδοι μπορεί να επιτρέπουν στους διαφορετικούς 
τύπους αντικατάστασης να έχουν διαφορετικές πιθανότητες εμφάνισης, ενώ 
άλλες μπορεί να λαμβάνουν υπόψη τη μεταβολή στο ρυθμό αντικατάστασης 
μεταξύ των θέσεων.

Καθορίζοντας τις πιθανότητες μιας δεδομένης αντικατάστασης ενός 
νουκλεοτιδίου και τις αναμενόμενες συχνότητες των τεσσάρων βάσεων, έχει
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δημιουργηθεί μία πληθώρα προτύπων. Πέντε από τα πιο διαδεδομένα αυτά 
πρότυπα περιγράφονται στη συνέχεια (Page and Holmes, 1998).

2.1.1 Το πρότυπο Jukes-Cantor (JC)

To πρότυπο Jukes-Cantor (JC) είναι ένα από τα πρώτα, που προτάθηκαν, 
και αποτελεί ίσως το απλούστερο πρότυπο, για την εξέλιξη των ακολουθιών. 
Υποθέτει ότι τα τέσσερα νουκλεοτίδια έχουν ίσες συχνότητες και ότι όλοι οι τύποι 
αντικαταστάσεων είναι εξίσου πιθανοί (Page and Holmes, 1998).

2.1.2 Το πρότυπο Kimura's 2 Parameter model (K2P)

Θα μπορούσε να αναμένει κανείς ότι οι μεταστροφές (transversions)7 θα 
έπρεπε να είναι συχνότερες από τις μεταβάσεις (transitions8), εφόσον μόνο μία 
από τις τρεις πιθανές αντικαταστάσεις για κάθε νουκλεοτίδιο συνιστά μετάβαση. 
Εντούτοις, το αντίστροφο αποτελεί συνήθως τον κανόνα. Οι μεταβάσεις είναι, 
γενικά, περισσότερο συχνές από τις μεταστροφές. Αυτό ισχύει ιδιαίτερα για το 
μιτοχονδριακό DNA (Page and Holmes, 1998).

2.1.3 Το πρότυπο Felsenstein (1981)

To πρότυπο Felsenstein (1981) λαμβάνει υπόψη ότι η νουκλεοτιδική 
σύνθεση μπορεί να διαφέρει ανάλογα με το τμήμα του DNA και επιτρέπει στις 
συχνότητες των τεσσάρων νουκλεοτιδίων να είναι διαφορετικές. Πρέπει να 
σημειωθεί, ωστόσο, ότι το πρότυπο αυτό υποθέτει ότι η συχνότητα κάθε 
νουκλεοτιδίου είναι περίπου η ίδια σε όλες τις ακολουθίες, που εξετάζονται (Page 
and Holmes, 1998).

7 Μεταστροφή (transversion): η μετάλλαξη από πουρίνη σε πυριμιδίνη ή αντίστροφα.

8 Μετάβαση (transition): η μετάλλαξη από πουρίνη σε πουρίνη ή από πυριμιδίνη σε πυριμιδίνη.

19



Φ υ λ ο γ ε ν ε τ ι κ ή  Α ν ά λ υ σ η  κ α ι  Δ έ ν τ ρ α

2.1.4 Το πρότυπο Hasegawa, Kishino και Yano (1985) ή ΗΚΥ85

Το πρότυπο ΗΚΥ85, που προτεϊνεται από τους Hasegawa, Kishino και Yano 
(1985), ουσιαστικά συγχωνεύει τα πρότυπα Κ2Ρ και F81, επιτρέποντας στις 
μεταβάσεις και τις μεταστροφές να εμφανίζονται σε διαφορετικά ποσοστά και 
επιτρέποντας στις συχνότητες των βάσεων να ποικίλουν επίσης (Page and 
Holmes, 1998).

2.2 Μέθοδοι φυλογενετικής ανάλυσης

Η φυλογενετική ανάλυση παρουσιάζει ένα μοναδικό πρόβλημα στη 
βιολογία, επειδή η εξελικτική ιστορία δεν μπορεί ποτέ να προσδιοριστεί με 
βεβαιότητα. Ο σκοπός οποιοσδήποτε φυλογενετικής ανάλυσης είναι η εκτίμηση 
των εξελικτικών σχέσεων, μεταξύ ενός συνόλου ομόλογων ταξινομικών μονάδων, 
οι οποίες μπορούν να είναι ο,τιδήποτε από μορφολογικά χαρακτηριστικά έως 
μοριακές ακολουθίες. Το αποτέλεσμα είναι ένα δέντρο, που αποτελείται από 
«κόμβους» και «κλαδιά», όπου οι τελικοί κόμβοι (ή «φύλλα») αντιστοιχούν στις 
ταξινομικές μονάδες (taxa) που μελετώνται, ενώ οι εσωτερικοί κόμβοι 
αντιπροσωπεύουν τις προγονικές ακολουθίες, και τα κλαδιά αντιπροσωπεύουν 
την τοπολογτκή σχέση μεταξύ των κόμβων (Gordon, 2003).

Παρότι έχουν αναπτυχθεί πολλές διαφορετικές μέθοδοι για τη διαλεύκανση 
της φυλογένειας των οργανισμών, είναι δυνατό να θεωρηθούν όλες ως μέλη δύο 
ευρύτερων κατηγοριών. Στην πρώτη κατηγορία ανήκουν εκείνες οι μέθοδοι, που 
χρησιμοποιούν έναν αλγόριθμο για να δημιουργήσουν άμεσα ένα δέντρο, μέσω 
μιας σειράς καθορισμένων βημάτων, ενώ στη δεύτερη ανήκουν οι μέθοδοι, που 
καθορίζουν ένα κριτήριο για μεγιστοποίηση (ή ελαχιστοποίηση) του μεγέθους 
του δέντρου, και έπειτα χρησιμοποιούν έναν αλγόριθμο, για την αξιολόγηση των 
πιθανών δέντρων, βασισμένων σε αυτό το κριτήριο (Swofford et a l, 1996). Η 
πρώτη κατηγορία προγραμμάτων λειτουργεί -κατά ένα μεγάλο μέρος- 
μετατρέποντας την ομοιότητα μεταξύ των ζευγαριών των ακολουθιών σε 
εξελικτική απόσταση, και έπειτα χρησιμοποιώντας ένα καθορισμένο σύνολο 
βημάτων, για το σχεδίασμά ενός δέντρου. Αυτές οι μέθοδοι είναι υπολογιστικά 
πολύ γρήγορες, αλλά πάσχουν από δύο σημαντικά μειονεκτήματα: α) οι 
εξελικτικές πληροφορίες χάνονται όταν παρατηρείται η γενική ομοιότητα μεταξύ 
των ακολουθιών, αντί για τα μεμονωμένα γεγονότα μεταλλάξεων (Hendy and
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Penny, 1982) και β) είναι δύσκολο να αξιολογηθεί αξιόπιστα η ορθότητα ενός 
δέντρου, που παράγεται από οποιοδήποτε δεδομένο αλγόριθμο (Swofford et al., 
1996).

Αντίθετα, η δεύτερη ομάδα μεθόδων ακολουθεί δύο βήματα. Κατ' αρχήν, 
καθορίζεται ένα βέλτιστο κριτήριο, το οποίο χρησιμοποιείται για την εκτίμηση 
της αξίας ενός συγκεκριμένου δέντρου. Στη συνέχεια, χρησιμοποιείται ένας 
αλγόριθμος για τον υπολογισμό της τιμής αυτής της συνάρτησης για τα διάφορα 
δέντρα, ψάχνοντας, συγχρόνως, για το καλύτερο δέντρο (αυτό, που μεγιστοποιεί 
το κριτήριο) (Swofford et al., 1996). Ενώ αυτές οι μέθοδοι είναι ελκυστικές, επειδή 
υπόσχονται την εύρεση του βέλτιστου δέντρου, σύμφωνα με το εφαρμοσμένο 
κρττήρτο, είνατ συνήθως υπολογτσττκά αργές ακόμη κατ γτα μέτρτους αρτθμούς 
ταξτνομτκών μονάδων, σε ένα τέτοτο σημείο, ώστε το χροντκό δτάστημα, που 
απαττείτατ γτα μτα εξαντληττκή αναζήτηση, να είνατ απαγορευτικό. Εντούτοις, 
αυτός ο περιορισμός έχει οδηγήσει στην ανάπτυξη πολυάρτθμων υπολογτστικών 
μεθόδων, που προσπαθούν να προσεγγίσουν αξιόπτστα το βέλττστο δέντρο, μέσα 
σε ένα λογτκό δτάστημα υπολογτοττκού χρόνου (Gordon, 2003).

2.2.1 Η μέθοδος της «Μέγιστης Οικονομικότητας» (Maximum Parsimony)

Η μέθοδος της «Μέγτστης Οικονομτκότητας» (Maximum Parsimony) 
βασίζετατ στην εύρεση της απλούστερης λύσης μέσα σε ένα σύνολο δεδομένων. 
Ουσταστικά, η μέθοδος αυτή προσπαθεί να δημτουργήσετ ένα δέντρο που να 
ελαχτστοποτεί τον αρτθμό των εξελτκττκών αλλαγών, που απαττούντατ για να 
εξηγήσουν τα υπάρχοντα δεδομένα (παραδείγματος χάρη, τις ακολουθίες DNA). 
Επομένως, το βέλτιστο κριτήριο (που σε αυτήν την περίπτωση ελαχιστοποιείται) 
είναι το συνολικό μήκος του δέντρου. Το μήκος του δέντρου ορίζεται ως ο 
αριθμός των μεταλλάξεων, που απαιτούνται για να εξηγήσουν την ύπαρξη των 
νουκλεοτιδίων σε όλες τις θέσεις, μέσα σε ένα σύνολο ευθυγραμμισμένων 
ακολουθιών (Swofford et al., 1996).

Οι αλγόριθμοι που ακολουθεί η μέθοδος της «Μέγιστης Οικονομικότητας», 
αξιολογούν ένα δεδομένο δέντρο, εξετάζοντας χωριστά κάθε στήλη 
νουκλεοτιδικών χαρακτήρων μέσα σε ένα σύνολο ευθυγραμμισμένων 
ακολουθιών, αθροίζοντας το μήκος του δέντρου, που απαιτείται για να 
ερμηνεύσει κάθε έναν από τους χαρακτήρες σε εκείνη την στήλη, και έπειτα 
αθροίζοντας τα αποτελέσματα για όλες τις στήλες (Saitou, 1996). Για την
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αξιολόγηση του μήκους του δέντρου που απαιτείται για κάθε στήλη, 
προσδιορίζονται οι νουκλεοτιδικοί χαρακτήρες για κάθε εσωτερικό κόμβο και 
έπειτα εκτιμάται το κόστος για το μήκος κάθε κλάδου (Swofford et al., 1996).

2.2.2 Η μέθοδος τοο «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» (Maximum Likelihood)

Η αρχή της μεθόδου του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» προτείνει την 
υιοθεσία εκείνης της εξήγησης, η οποία καθιστά την υπάρχουσα έκβαση την 
πλέον αληθοφανή (δηλαδή την πιθανότερη). Αν δίνονται μερικά στοιχεία D και 
μια υπόθεση Η, το ενδεχόμενο των στοιχείων αυτών δίνεται από την ισότητα:

l d = p (d \h ) <21>

η όποια εκφράζει τη μαθηματική πιθανότητα της εξασφάλισης του D με δεδομένο 
το Η. Στο πλαίσιο της μοριακής φυλογένειας, το D είναι το σύνολο των 
σογκρινόμενων ακολουθιών και το Η είναι ένα φυλογενετικό δέντρο. Επομένως 
το ζητούμενο είναι η εύρεση του ενδεχόμενου λήψης των υπαρχόντων 
ακολουθιών με δεδομένο ένα συγκεκριμένο δέντρο. Το δέντρο, το οποίο 
αναπαριστά την πιθανότερη εξελικτική έκβαση, αποτελεί την εκτίμηση της 
μεθόδου του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» για τη φυλογένεια. Παρότι η ισότητα 
(2.1) εκφράζεται από άποψη μαθηματικών πιθανοτήτων, είναι σημαντικό να 
γίνει η διάκριση μεταξύ αυτών και των ενδεχομένων. Οι μαθηματικές 
πιθανότητες έχουν άθροισμα ίσο με 1, ενώ τα ενδεχόμενα όχι. Λαμβάνοντας 
υπόψη ένα δέντρο και ένα πρότυπο εξέλιξης ακολουθιών, θα μπορούσε κανείς -σε 
γενικές γραμμές- να υπολογίσει την πιθανότητα όλων των δυνατών συνόλων 
στοιχείων. Το ποσό αυτών των πιθανοτήτων θα ήταν ίσο με 1. Εντούτοις, αυτό 
που έχει σημασία εδώ είναι το ενδεχόμενο ενός μόνο από τα πιθανά σύνολα 
στοιχείων (δηλαδή το υπάρχον σύνολο στοιχείων). Το ενδεχόμενο αυτό δεν 
αντιστοιχεί στην πιθανότητα το συγκεκριμένο δέντρο να αποτελεί το πραγματικό 
δέντρο, αλλά περισσότερο αντιστοιχεί στην πιθανότητα το συγκεκριμένο δέντρο 
να έχει γίνει η αφορμή για τα υπάρχοντα στοιχεία.

Η μέθοδος του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» είναι μια ελκυστική μέθοδος 
εξαγωγής φυλογενετικών συμπερασμάτων, δεδομένου ότι μπορεί να 
ενσωματώσει σαφή πρότυπα εξέλιξης ακολουθιών, ενώ συγχρόνως να επιτρέπει 
τις στατιστικές δοκιμές εξελικτικών υποθέσεων (Page and Holmes, 1998).
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2.3 Φυλό γενετικά δέντρα

2.3.1 Γενικά

Δέντρο είναι μια μαθηματική δομή, που χρησιμοποιείται για να 
αναπαραστήσει την εξελικτική ιστορία μιας ομάδας ακολουθιών ή οργανισμών. 
Αυτό το σχέδιο ιστορικών σχέσεων αποτελεί το φυλογενετικό ή εξελικτικό δέντρο. 
Ένα δέντρο αποτελείται από κόμβους (nodes), οι οποίοι συνδέονται με τα 
κλαδιά (branches) ή άκρες. Οι τελικοί κόμβοι, οι οποίοι καλούνται επίσης και 
φύλλα (leaves) ή τελικές ταξινομικές μονάδες, αντιπροσωπεύουν τις ακολουθίες ή 
τους οργανισμούς στους οποίους αναφέρονται τα συλλεγμένα δεδομένα. Αυτοί οι 
οργανισμοί μπορεί να είναι είτε υπάρχοντες είτε εκλιπόντες. Οι εσωτερικοί 
κόμβοι αντιπροσωπεύουν τους υποθετικούς προγόνους. Ο πρόγονος όλων των 
ακολουθιών, που περιλαμβάνονται στο δέντρο, αποτελεί τη ρίζα (root) του 
δέντρου.

Οι κόμβοι και τα κλαδιά ενός δέντρου είναι δυνατό να συνδέονται με 
διάφορα είδη πληροφοριών. Παραδείγματος χάρη μερικές μέθοδοι εκτίμησης της 
φυλογένειας (όπως η μέθοδος της «Μέγιστης Οικονομικότητας») προσπαθούν να 
αναδομήσουν τους χαρακτήρες κάθε υποθετικού προγόνου. Οι περισσότερες 
μέθοδοι υπολογίζουν επίσης το ποσό της εξέλιξης, που μεσολαβεί μεταξύ δύο 
κόμβων, πάνω στο δέντρο, το οποίο μπορεί να αντιπροσωπευθεί από το μήκος 
των κλαδιών.

Ο αριθμός των διαδοχικών κλαδιών, που ανήκουν σε έναν εσωτερικό 
κόμβο, αποτελούν το βαθμό του κόμβου αυτού. Εάν ένας κόμβος έχει βαθμό 
μεγαλύτερο από τρία (δηλαδή έχει έναν πρόγονο και περισσότερους από δύο 
άμεσους απογόνους) τότε αυτός ο κόμβος αποτελεί μια πολυτομία (polytomy). 
Ένα δέντρο που δεν έχει καμία πολυτομία καλείται πλήρως αποσαφηνισμένο 
(fully resolved) (Page and Holmes, 1998).

2.3.2 Είδη δέντρων

Τα διάφορα είδη δέντρων χρησιμοποιούνται για να απεικονίσουν 
διαφορετικές απόψεις της φυλογενετικής ιστορίας. Το βασικότερο είδος δέντρων 
είναι το κλαδόγραμμα (cladogram ή η-ίτεε), το οποίο παρουσιάζει απλά το 
σχετικό πρόσφατο της κοινής καταγωγής και αποτελεί την απλούστερη έκφραση

23



Φ υ λ ο γ ε ν ε τ ι κ ή  Α ν ά λ υ σ η  κ α ι  Δ έ ν τ ρ α  

των εξελικτικών σχέσεων.
Τα προσθετικά δέντρα (additive trees) περιέχουν πρόσθετες πληροφορίες, 

μεταφρασμένες σε μήκος κλαδιών. Το μήκος αυτό αντιστοιχεί σε ιδιότητες των 
ακολουθιών όπως το ποσό της εξελικτικής αλλαγής. Άλλοι όροι, που 
χρησιμοποιούνται συνήθως για τα προσθετικά δέντρα, περιλαμβάνουν τα 
μετρικά δέντρα (metric trees) και τα φυλογράμματα (phylograms).

Τα υπερμετρικά δέντρα (ultrametric trees) ή αλλιώς δενδρογράμματα 
(dendrograms) αποτελούν ένα είδος προσθετικών δέντρων των οποίων οι άκρες 
είναι ισαπέχουσες από τη ρίζα του. Αυτό το είδος δέντρων χρησιμοποιείται για 
την απεικόνιση του εξελικτικού χρόνου, που εκφράζεται είτε άμεσα ως έτη είτε 
έμμεσα ως ποσό απόκλισης των ακολουθιών με τη χρήση ενός «μοριακού 
χρονομέτρου» (molecular clock).

Τόσο τα προσθετικά όσο και τα υπερμετρικά δέντρα περιέχουν όλες τις 
πληροφορίες που περιλαμβάνονται και σε ένα κλαδόγραμμα. Για κάποια 
ζητήματα η γνώση του σχετικού πρόσφατου της κοινής καταγωγής είναι 
επαρκής. Ωστόσο, υπάρχουν άλλα εξελικτικά ζητήματα (όπως ο καθορισμός των 
σχετικών ρυθμών εξέλιξης), τα οποία απαιτούν τις πρόσθετες πληροφορίες, που 
περιλαμβάνονται στα «προσθετικά» και τα «μετρικά» δέντρα (Page and Holmes, 
1998).

2.3.3 «Ριζωμένα» (rooted) και «μη ριζωμένα» (unrooted) δέντρα

Τα κλαδογράμματα και τα προσθετικά δέντρα μπορούν να είναι είτε 
«ριζωμένα» (rooted) είτε «μη ριζωμένα» (unrooted). Ένα ριζωμένο δέντρο έχει 
έναν κύριο κόμβο, ο οποίος θεωρείται ως η ρίζα από την οποία τελικά ξεκινούν 
όλοι οι άλλοι κόμβοι. Ως εκ τούτου ένα ριζωμένο δέντρο έχει μία κατεύθυνση, η 
οποία αντιστοιχεί στον εξελικτικό χρόνο: όσο πιο κοντά στη ρίζα του δέντρου 
βρίσκεται ένας κόμβος, τόσο παλαιότερος είναι χρονικά. Τα ριζωμένα δέντρα 
επιτρέπουν τον καθορισμό των σχέσεων πρόγονων — απογόνων μεταξύ κόμβων: 
λαμβάνοντας υπόψη ένα ζευγάρι κόμβων που συνδέονται με ένα κλαδί, ο 
κόμβος που βρίσκεται πιο κοντά στη ρίζα είναι ο πρόγονος του κόμβου που 
βρίσκεται πιο μακριά από τη ρίζα (απόγονος).

Τα μη ριζωμένα δέντρα στερούνται ρίζας, πράγμα που σημαίνει ότι δε 
διευκρινίζουν τις εξελικτικές σχέσεις με τον ίδιο τρόπο και δεν επιτρέπουν τη 
συζήτηση περί προγόνων και απογόνων. Επιπλέον, οι παρακείμενες ακολουθίες,

24



Φ ο λ ο γ ε ν ε τ ι κ ή  Α ν ά λ υ σ η  κ α ι  Δ έ ν τ ρ α

που περιλαμβάνονται σε ένα μη ριζωμένο δέντρο, δεν είναι απαραίτητο να είναι 
πολύ συγγενικές εξελικτικά (Page and Holmes, 1998).

2.3.4 Κλάδοι και ταξινόμηση

Η φυλογένεια αποτελεί τη βάση της ταξινόμησης των οργανισμών. Η 
κλαδιστική ταξινόμηση αναγνωρίζει μόνο μονοφυλετικές ομάδες ή κλάδους. 
Μία μονοφυλετική ομάδα περιλαμβάνει όλους τους απογόνους μιας προγονικής 
ταξινομικής μονάδας, ενώ μία μη μονοφυλετική ομάδα παραλείπει μερικούς από 
τους απογόνους αυτούς. Οι μη μονοφυλετικές ομάδες διακρίνονται σε 
παραφυλετικές και πολυφυλετικές.

Οι παραφυλετικές ομάδες περιλαμβάνουν ταξινομικές μονάδες, οι οποίες 
μοιράζονται κοινούς προγονικούς χαρακτήρες (πλησιομορφία, plesiomorphy). 
Κατ' αυτόν τον τρόπο, αποκλείουν άλλες ταξινομικές μονάδες, οι οποίες -αν και 
έχουν κοινούς προγονικούς χαρακτήρες με τις προαναφερθείσες πλησιομορφικές 
μονάδες- διαφέρουν στο ότι κάποιος από τους χαρακτήρες αυτούς έχει 
διαφοροποιηθεί σημαντικά μόνο σε αυτές (αυταπομορφία, autapomorphy). Ένα 
τέτοιο παράδειγμα αποτελεί η ομάδα των ερπετών, η οποία αποκλείει τα πτηνά 
εξαιτίας της σύγχρονής τους ανατομίας και ηθολογίας, παρά το γεγονός ότι οι 
κροκόδειλοι είναι γενετικά πιο συγγενικοί με τα πτηνά από ο,τι με τα άλλα 
ερπετά.

Οι πολυφυλετικές ομάδες αποτελούν σύνολα ταξινομικών μονάδων, τα 
οποία έχουν λανθασμένα τοποθετηθεί στην ίδια κατηγορία, με βάση 
συγκλίνοντες αλλά όχι κοινούς στην καταγωγή χαρακτήρες. Συνεπώς, αν και οι 
ταξινομικές μονάδες, που αποτελούν μια πολυφυλετική ομάδα, είναι 
εντυπωσιακά παρόμοιες, ωστόσο έχουν εξελιχθεί ανεξάρτητα από διαφορετικούς 
προγόνους (Page and Holmes, 1998).

25



Β ι ο λ ο γ ί α  κ α ι  Σ υ σ τ η μ α τ ι κ ή

3. ΒΙΟΛΟΓΙΑ ΚΑΙ ΣΥΣΤΗΜΑΤΙΚΗ ΤΟΥ ΓΕΝΟΥΣ
Pleurotus

3.1 Γενικά περί Βασιδιομυκήτων

Το Φύλο των Βασιδιομυκήτων (Basidiomycota) περιλαμβάνει περίπου 
22000 καταγεγραμμένα είδη (δηλαδή το 35% των γνωστών ειδών των μυκήτων) 
(Taylor et a l, 2004) και αποτελεί μια μεγάλη και ετερογενή ταξινομική 
κατηγορία, στην οποία ανήκουν τα γνωστά μανιτάρια. Πρόσφατες έρευνες 
δείχνουν ότι ο κοινός πρόγονος όλων των Βασιδιομυκήτων έζησε πριν 
τουλάχιστον 500 εκατομμύρια χρόνια και ίσως πριν ένα δισεκατομμύριο χρόνια 
(Taylor et al., 2004).

Οι Βασιδιομύκητες χαρακτηρίζονται, κυρίως, από την παραγωγή εγγενών 
σπορίων (βασιδιοσπόρια) πάνω σε εξειδικευμένα μικροσκοπικά γαμετάγγεια, 
που ονομάζονται βασίδια. Τα βασιδιοσπόρια είναι απλοειδή και στα 
περισσότερα είδη καλούνται βαλλιστοσπόρια, λόγω της ιδιότητάς τους να 
εκτινάσσονται βίαια, χάρις σε έναν ειδικό μηχανισμό απελευθέρωσης. 
Σχηματίζονται, συνήθως, ανά τέσσερα σε κάθε βασίδιο στην κορυφή αποφύσεων, 
οι οποίες ονομάζονται στηρίγματα, έπειτα από μία διαδικασία καρυογαμίας και 
μείωσης.

Τα κυτταρικά τοιχώματα των Βασιδιομυκήτων αποτελούνται από χντίνη και 
γλοκάνες.

Η αγενής αναπαραγωγή στους Βασιδιομύκητες επιτυγχάνεται με 
εκβλάστηση, κατάτμηση του μυκηλίου και με παραγωγή κονιδίων, 
αρθροσπόριων και ωιδιοσπόριων.

Οι περισσότεροι Βασιδιομύκητες είναι ετεροθαλλικοί, το οποίο σημαίνει 
πως για την επιτυχή σύζευξη δύο μυκηλίων απαιτείται να διαφέρουν οι 
αλληλόμορφοι στο ένα (διπολικός ετεροθαλλισμός) ή στα δύο γονίδια 
(τετραπολικός ετεροθαλλισμός), που ελέγχουν το μηχανισμό της εγγενούς 
αναπαραγωγής. Οι υπόλοιποι είναι ομοθαλλικοί ή δευτερευόντως ομοθαλλικοί, 
άρα συνήθως δεν απαιτείται σύζευξη με άλλο συμβατό μυκήλιο για την 
ολοκλήρωση του βιολογικού τους κύκλου.
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Το μυκήλιο των περισσοτέρων ετεροθαλλικών Βασιδιομυκήτων διέρχεται 
από τρία διαφορετικά σιάδια εξέλιξης, πριν ο μύκητας ολοκληρώσει το βιολογικό 
του κύκλο. Το πρωτογενές μυκήλιο ή ομοκάρυο (όπως πολλές φορές 
αποκαλείται, λόγω του ότι όλοι οι πυρήνες, που περιέχει, είναι όμοιοι) 
σχηματίζεται με τη βλάστηση του βασιδιοσπόριου. Συνήθως περιέχει ένα μόνο 
πυρήνα ανά κύτταρο και η διάρκεια ζωής του είναι σχετικά περιορισμένη. Όταν 
έλθουν σε επαφή δύο συμβατά (δηλαδή αντιθέτου συζευκτικού τύπου) ομοκάρυα 
μυκήλια, τότε αυτά αναστομώνονται, δηλαδή στο σημείο επαφής τους 
διαλύονται τα κυτταρικά τοιχώματα και επιτυγχάνεται η επικοινωνία μεταξύ 
των δύο πρωτοπλαστών. Ακολούθως, σχηματίζεται το δευτερογενές ή 
ετεροκάρυο μυκήλιο ως αποτέλεσμα της πλασμογαμίας, δηλαδή της σύντηξης 
των υφών των δύο μυκήτων. Το νέο ετεροκάρυο ή δικάρυο μυκήλιο περιέχει 
συνήθως δύο διαφορετικούς πυρήνες (προερχόμενοι ο καθένας από διαφορετικό 
ομοκάρυο μυκήλιο), μέσω μιας διαδικασίας συζυγών διαιρέσεων των πυρήνων 
και μετακίνησης των θυγατρικών πυρήνων στα νέα κύτταρα, τα οποία 
προκύπτουν (Ζερβάκης, 1998). Η ύπαρξη δύο διαφορετικών πυρήνων σε κάθε 
κύτταρο του μυκηλίου εξασφαλίζεται -σε πολλά είδη- με τη βοήθεια ειδικών 
χαρακτηριστικών κατασκευών (συναντώνται αποκλειστικά στους 
Βασιδιομύκητες), που σχηματίζονται πάνω στις υφές, στα σημεία όπου 
δημιουργούνται τα σέπτα (septa, διαφράγματα), και ονομάζονται κρίκοι (clamp 
connections). Όσον αφορά στα σέπτα, στους Βασιδιομύκητες έχουν μια ιδιαίτερη 
μορφολογία αφού διαθέτουν έναν κεντρικό πόρο-άνοιγμα, ο οποίος -σε πολλά 
είδη- έχει διογκωμένα άκρα (δολίπορο σέπτο) και περιβάλλεται από μία συνήθως 
διάτρητη ημισφαιρική μεμβράνη, που ονομάζεται παρενθόσωμα, η διαμόρφωση 
της οποίας είναι χρήσιμη για τη διάκριση των κύριων ομάδων μεταξύ των 
Υμενομυκήτων (Taylor et a l, 2004). Οταν ο μύκητας φθάσει στο κατάλληλο 
μορφογενετικό στάδιο, και σε συνδυασμό με την ύπαρξη ευνοϊκών 
περιβαλλοντικών συνθηκών, το τριτογενές πλέον μυκήλιο σχηματίζει 
οργανωμένους και εξειδικευμένους ψευδοϊστούς: αρχικά μια μικρή συμπαγή 
μάζα ψευδοϊστού (καταβολή της καρποφορίας), η οποία εξελίσσεται σύντομα σε 
ώριμη καρποφορία (βασιδιοκάρπιο ή βασιδίωμα) ολοκληρώνοντας τον εγγενή 
κύκλο αναπαραγωγής του Βασιδιομύκητα.

Βασιδιοκάρπια σχηματίζουν οι περισσότεροι Βασιδιομύκητες. Το μέγεθος 
τους μπορεί να φθάσει το 1,5 m σε διάμετρο, το βάρος τους να ξεπεράσει τα 2,5 
kg, ενώ η υφή τους μπορεί να είναι σαρκώδης, ξυλώδης, ζελατινώδης, 
σπογγώδης, φελλώδης κλπ. Η συνηθισμένη μορφή της καρποφορίας αποτελείται
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κατά βάση από τον πίλο και το στίπο. Στα περισσότερα είδη Βασιδιομυκήτων, το 
γόνιμο στρώμα ή υμένιο (το οποίο αποτελείται από ελάσματα σε ακτινωτή 
διάταξη ή μικρούς πόρους ή ακίδες ή διάφορες άλλες κατασκευές) βρίσκεται στην 
κάτω επιφάνεια του πίλου. Στην κάτω επιφάνεια του πίλου βρίσκεται το γόνιμο 
στρώμα ή υμένιο, το οποίο αποτελείται από ελάσματα σε ακτινωτή διάταξη ή 
μικρούς πόρους ή ακίδες ή διάφορες άλλες κατασκευές.

Το υμένιο μπορεί να είναι εκτεθειμένο από τα αρχικά στάδια σχηματισμού 
του βασιδιοκάρπιου ή μόνο όταν το τελευταίο ωριμάσει. Μπορεί ακόμα να

Εικόνα 2: Απεικόνιση βασιδιοκάρπιου και συνοπτική περιγραφή του βιολογικού κύκλου ενός 
τυπικού βασιδιομύκητα.
Τροποποιημένη εικόνα, βασισμένη στην: http://www.ustboniface.mb.ca/cusb/biologie/diversit 
%E9/figures/fig016.gif

παραμένει καλυμμένο μέχρι την αποσύνθεση της καρποφορίας ή τη θραύση της 
από εξωγενείς παράγοντες, όπως έντομα ή μικρά ζώα. Η δομή και η θέση του 
υμενίου πάνω στις καρποφορίες χρησιμοποιείται για τη διάκριση των 
Βασιδιομυκήτων σε Τάξεις και Οικογένειες.

Πάνω στην επιφάνεια του υμενίου σχηματίζονται τα βασίδια, καθώς και 
στείρα κύτταρα, που ονομάζονται βασιδιόλες και κυστίδια. Τα βασίδια έχουν 
συνήθως ροπαλοειδές σχήμα και είναι μονοκύτταρα (ολοβασίδια). Ωστόσο 
υπάρχουν και βασίδια που διαιρούνται σε τέσσερα επιμέρους κύτταρα με 
διαμήκη ή εγκάρσια διαφράγματα (φραγμοβασίδια).
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Τα βασιδιοσπόρια είναι γενικά μονοκύτταρα, απλοειδή και συνήθως 
περιέχουν έναν μόνο πυρήνα, εκτός από περιπτώσεις κατά τις οποίες 
σχηματίζονται δύο βασιδιοσπόρια, λόγω μιτωτικής διαίρεσης στα αρχικά στάδια. 
Παρουσιάζουν διάφορα μεγέθη, σχήματα, χρώματα και μορφές, που αποτελούν 
σημαντικά ταξινομικά γνωρίσματα (Ζερβάκης, 1998).

Εικόνα 3: Φωτογραφίες από οπτικό μικροσκόπιο. Αριστερά απεικονίζονται τα ελάσματα, ενώ 
δεξιά είναι ορατά σε μεγαλύτερη μεγέθυνση: ο ψευδοϊσιός των ελασμάτων, τα βασίδια και τα 
βασιδιοσπόρια.
Τροποποιημένες εικόνες, βασισμένες στις: 1: http://io.uwinnipeg.ca/~simmons/images/ 
mushgill.gif, 2: http://botit.botany.wisc.edu/images/130/Fungi/Basidiomycota_Images/
Fleshy B asidiom ycota/M ushroom  B asid iaB asid iosp ores/Gills_detail MC.jpg

Σύμφωνα με τα πιο πρόσφατα ερευνητικά ευρήματα, που βασίζονται σε 
μοριακούς χαρακτήρες και ιδιαίτερα στην ανάλυση της ακολουθίας του 
ριβοσωμικού DNA, οι Βασιδιομύκητες διαχωρίζονται σε τρεις μεγάλες 
ταξινομικές ομάδες: Hymenomycetes, Ustilaginomycetes και Urediniomycetes 
(Ζερβάκης, 1998, Taylor et al., 2004).

3.2 Συστηματική Ομοβασιδιομοκήτων

Η συστηματική των Ομοβασιδιομυκήτων (ΗοητοΙ^ίάίοπιγεθίθΒ) έχει 
εξαρτηθεί -κατά ένα μεγάλο μέρος- από τη μορφολογία, δηλαδή από τους 
μακροσκοπικούς χαρακτήρες (μέγεθος πίλου, σχήμα, σύσταση, μορφή, χρώμα, 
χαρακτηριστικά γνωρίσματα επιφάνειας, περιφέρεια, πάχος κλπ., μέγεθος 
ελασμάτων, πυκνότητα, πάχος, βαθμός που αυτά συντρέχουν στο στίπο, χρώμα,
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αναστομώσεις κλπ., μέγεθος στίπου, σχήμα, πάχος, σχετική θέση, χαρακτηριστικά 
επιφάνειας, χρώμα κλπ., σύσταση σάρκας, χρώμα, μυρωδιά, γεύση κλπ.), τους 
μικροσκοπικούς χαρακτήρες (βασιδιοσπόρια, βασίδια, κυστίδια, δομή του 
συστήματος υφών, υποϋμένιο, επιδερμίδα κλπ.) και τις μυκηλιακές αποικίες 
(σύσταση, μέγεθος, χρώμα, περιφέρεια, μορφή, παρουσία ή απουσία χρωστικών 
ουσιών, παρουσία ή απουσία μηχανισμών παγίδευσης νηματωδών, παρουσία ή 
απουσία αγενών καρποφοριών, παρουσία ή απουσία κρίκων κλπ.).

Επιπλέον, τα χαρακτηριστικά γνωρίσματα, που αφορούν στη φυσιολογία 
και την οικολογία, είναι πολύτιμα για τη διάκριση πολύ συγγενικών 
οργανισμών, παραδείγματος χάρη ιστοχημικές αντιδράσεις με χημικά 
αντιδραστήρια, παραγωγή ενζύμων και χρωστικών ουσιών, ρυθμός αύξησης 
μυκηλίου, ξενιστής ή υπόστρωμα, τρόπος εμφάνισης καρποφοριών και βιότοπος, 
σχέσεις με άλλους βιοτικούς και αβιοτικούς παράγοντες, γεωγραφική κατανομή 
κ.λπ. (Ζ εη^ίβ, 2004).

3.3 Η οικογένεια Pleurotaceae

Πρόσφατες φυλογενετικές αναλύσεις (Thorn et al.r 2000), βασισμένες στη 
μερική ακολουθία του 25S rDNA γονιδίου, επιβεβαιώνουν την ύπαρξη της 
οικογένειας Pleurotaceae, η οποία είχε προταθεί και στο παρελθόν (Kuehner, 
1980, Thorn and Barron, 1984,1986).

Η οικογένεια Pleurotaceae ανήκει στην τάξη Agaricales και αποτελείται από 
τα γένη Pleurotus και Hohembuehelia, κοινό χαρακτηριστικό των οποίων αποτελεί 
η παγίδευση και κατανάλωση ζωντανών νηματωδών (νηματοδοφαγία) (Thorn et 
al., 2000). Ανάμεσα στους μύκητες της τάξης Agaricales, η νηματοδοφαγία 
αποτελεί χαρακτηριστικό μόνο της οικογένειας Pleurotaceae (Barron and 
Dierkes, 1977, Thorn and Barron, 1984, 1986, Barron and Thorn, 1987, Hibbert 
and Thorn, 1994). Και τα δύο γένη της οικογένειας σχηματίζουν «πλευρωτοειδή» 
βασιδιοκάρπια, δηλαδή έχουν ελάσματα, υποκεντρικό ή πλευρικό στίπο και είναι 
πλευρικά προσαρτημένα και άμισχα (Thorn et al., 2000).
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1.3 Το γένος Pleurotus

Οι μύκητες του γένους Pleurotus (Jacquin: Fries) Kummer (Pleurotaceae, 
Agaricales) είναι τετραπολικοί ετεροθαλλικοί. Τα δικάρυα μυκήλια παράγουν 
εδώδιμες αναπαραγωγικές κατασκευές (βασιδιώματα ή βασιδιοκάρπια), στις 
οποίες περιλαμβάνονται σημαντικά είδη εδώδιμων και φαρμακευτικών 
μανιταριών, που ζουν συνήθως ως σαπροτροφικοί οργανισμοί, πάνω σε νεκρά 
υπολείμματα ξυλείας και φυτών. Η μοναδική ομάδα αυτού του γένους, που 
αναπτύσσεται σε άμεση σχέση με ζωντανά φυτά, είναι αυτή του Pleurotus eryngii 
s.l. (Zervakis et al., 2001). Τα είδη του γένους Pleurotus κατατάσσονται στη 
φυσιολογική ομάδα των μυκήτων «λευκής σήψης» ("white-rot fungi"), δηλαδή 
μυκήτων ικανών να διασπούν σε μεγάλο βαθμό τα λιγνινοκυτταρινούχα 
υποστρώματα, προκειμένου να «αποκτήσουν πρόσβαση» σε πολυσακχαρίτες, οι 
οποίοι παραμένουν εγκλωβισμένοι μέσα σε σύμπλοκα λιγνίνης — 
υδατανθράκων, για να εκμεταλλευθούν μια πηγή ενέργειας όχι άμεσα 
προσβάσιμης σε άλλους οργανισμούς (Jeffries, 1990). Τέτοιοι μύκητες κατέχουν 
την πρόσθετη και ιδιαίτερη δυνατότητα για εκλεκτική απολιγνινοποίηση 
(Mayson and Verachtert, 1991) με το να συνθέτουν τα κατάλληλα υδρολυτικά 
(κυτταρινάσες και ημικυτταρινάσες) και οξειδωτικά (λιγνινολυτικά) 
εξωκυτταρικά ένζυμα, που απαιτούνται για την αποδόμηση σημαντικών 
συστατικών του υποστρώματος σε -χαμηλού μοριακού βάρους- ενώσεις (Kirk and 
Farell, 1987).

Η καλλιέργεια των Pleurotus (κυρίως των P. ostreatus, Ρ. eryngii, και Ρ. 
pulmonarius σε εύκρατες περιοχές και των Ρ. djamor, Ρ. q/stidiosus και Ρ. 
tuberregium σε τροπικές και υποτροπικές περιοχές) είναι μια οικονομικά 
σημαντική αγροβιομηχανική δραστηριότητα, που εφαρμόζεται σε ένα μεγάλο 
εύρος λιγνινοκυτταρινούχων υπολειμμάτων. Η παραγωγή μανιταριών του 
γένους Pleurotus αντιστοιχεί σε περισσότερο από το 25% του παγκοσμίου 
συνόλου, πλησιάζοντας το ένα εκατομμύριο τόνους ετήσια (Chang, 1996, Kues 
and Liu, 2000). Η καλλιέργειά τους είναι μια σχετικά απλή διαδικασία, που 
απαιτεί τη θερμική παστερίωση του υποστρώματος, αλλά χωρίς να έχει 
προηγηθεί κομποστοποίηση ή προ-επεξεργασία των αρχικών υλικών. Επιπλέον, η 
επώαση και η καρποφορία δεν απαιτούν απαραίτητα δαπανηρή υποδομή, 
παρουσιάζουν δε λίγες δυσκολίες όσον αφορά στα παράσιτα και τις ασθένειες και 
δε χρειάζονται την προσθήκη υλικού επικάλυψης όπως η καλλιέργεια του λευκού
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μανιταριού Agaricus bisporus (Zervakis, 2004). Το κύριο συστατικό, που 
χρησιμοποιείται για την παραγωγή του υποστρώματος των Pleurotus, είναι 
συνήθως το άχυρο σίτου, τεμαχισμένο, βρεγμένο με νερό και εμπλουτισμένο με 
υλικά πλούσια σε άζωτο (παραδείγματος χάρη, σπόροι και άλευρα, που 
προέρχονται από καλλιέργειες ψυχανθών). Εντούτοις, υπάρχει μία συνεχώς 
αναπτυσσόμενη και παγκόσμια τάση εκμετάλλευσης των λιγνινο- 
κυτταρινολυτικών ενζύμων των Pleurotus για την αξιοποίηση μιας μεγάλης 
ποικιλίας γεωργικών και δασικών απορριμμάτων (παραδείγματος χάρη φλοιοί, 
πριονίδι, στελέχη καλαμποκιού, υπολείμματα κοκκοφοινίκων, άχυρα ορυζώνων, 
παραπροϊόντα παραλαβής ζάχαρης από ζαχαροκάλαμα, υπολείμματα 
βαμβακιού, υπολείμματα ελαιοποίησης, φλούδες εσπεριδοειδών, στέμφυλα κλπ.) 
ως εναλλακτικά υποστρώματα, για την καλλιέργεια των οστρακόμορφων 
μανιταριών (Nikolini et a l, 1987, Philippousis et al., 2001, Ragunathan et al, 1996, 
Silanikove et a l, 1988, Thomas et al, 1998, Zervakis and Balis, 1992, Zervakis et al., 
1996, Zervakis et al., 2001).

Τα βασιδιώματα των Pleurotus έχουν αξιόλογες οργανοληπτικές ιδιότητες 
(μοναδική γεύση και αρωματικές ιδιότητες) και είναι πλούσια σε υδατάνθρακες 
(3-28% f.w.), διαιτητικές ίνες (3-32% d.w.), πρωτεΐνες (1,0-30% d.w.), βασικά 
αμινοξέα (ιδίως αλανίνη, γλουταμινικό οξύ, και γλουταμίνη: 25-35% d.w.), 
βιταμίνες (C, A, Β2, Bi, D, και νιασίνη), μέταλλα (Κ, Ρ, Mg, Ca, Na, Fe, Se, Zn, Cu, 
Mn) και λιπίδια (3-5% d.w.) (Gunde-Cimerman, 1999).

Ακόμα, τα Pleurotus είναι υποσχόμενα ως φαρμακευτικά μανιτάρια, λόγω 
της δράσης τους εναντίον διαφόρων χρόνιων ασθενειών, σομπεριλαμβανομένης 
της υπέρτασης, του διαβήτη και του καρκίνου (Kues and Liu, 2000, Wasser, 2002, 
Wasser and Weis, 1999). Παραδείγματος χάρη, το P. ostreatus παράγει 
λοβαστατίνη (lovastatin), η οποία μειώνει το επίπεδο της χοληστερόλης και 
παρουσιάζει, επίσης, δραστηριότητα κατά της ογκογένεσης, έναντι των ιών, των 
βακτηρίων, καθώς και ανοσορυθμιστική δραστηριότητα (Wasser, 2002, Wasser 
and Weis, 1999a, Wasser and Weis, 1999b): μερικά βιοενεργά μόρια έχουν 
ανιχνευθεί στα μανιτάρια αυτά, ιδίως πολυσακχαρίτες (παραδείγματος χάρη, β- 
D-γλυκάνες ετερογενών μοριακών βαρών), που χρησιμοποιούνται ως 
αποτελεσματικά αντικαρκινικά και ανοσοδιεγερτικά φάρμακα, λεκτίνες και 
γλυκοπεπτίδια, που χρησιμοποιούνται ως ουσίες κατά της ογκογένεσης κλπ.

Εκτός από την ανθρώπινη κατανάλωση, τα είδη του γένους Pleurotus έχουν 
χρησιμοποιηθεί για την παραγωγή καλής ποιότητας ζωοτροφής με τον 
εμπλουτισμό των αρχικών υπολειμμάτων με πρωτεΐνη, μέσω της αύξησης του
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μυκηλίου και, ταυτόχρονα, τη βελτίωση της πεπτικότητας με την επιλεκτική 
αποδόμηση λιγνίνης και ημικυτταρίνης και διατηρώντας την κυτταρίνη αρκετά 
άθικτη ως πηγή ενέργειας για τα μηρυκαστικά (Masaphy et al., 1993, Tripathi and 
Yadar, 1992). Κατ' αυτόν τον τρόπο, διαφορετικοί τύποι υπολειμμάτων (όπως 
άχυρο σίτου, στελέχη βαμβακιού, κλπ.) έχουν αξιοποιηθεί και καταστεί 
κατάλληλοι για ζωοτροφή (Hadar et al, 1992, Jalk et a l, 1996).

Μία από τις πλέον ενδιαφέρουσες εφαρμογές των Pleurotos σχετίζεται με 
την εκμετάλλευση του μοναδικού λιγνινολυτικού συστήματος τους ως εργαλείου 
για τη βιομετατροπή — βιοδιάσπαση των βιομηχανικών αποβλήτων, και των 
υδατικών αποβλήτων, που προκύπτουν από τις αγρο-δασοκομικές 
δραστηριότητες. Τρεις λιγνινολυτικές οικογένειες ενζύμων έχουν χαρακτηριστεί: 
η υπεροξειδάση εξαρτώμενη από την παρουσία μαγγανίου, η «ευπροσάρμοστη» 
υπεροξειδάση (versatile peroxidase), και η λακκάση (Cohen et a l, 2002, Hatakka, 
1994).

Ως εκ τούτου, οι μύκητες του γένους Pleurotos έχουν επιτυχώς 
χρησιμοποιηθεί για τη βιοδιάσπαση των πολυκυκλικών αρωματικών 
υδρογονανθράκων (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons, PAHs) (Bezalel et a l, 
1996), τη βιοαποκατάσταση των εδαφών που ρυπαίνονται με PAHs (Baldrian et 
a l, 2000, Bogan et a l, 1999), την ανοργανοποίηση του DDT (Pointing, 2001), τον 
αποχρωματισμό των ρυπαντών πλούσιων σε χρωστικές ουσίες από την 
κλωστοϋφαντουργία και άλλες βιομηχανίες (McMullan et a l, 2001), τη 
βιοδιάσπαση της ατραζίνης (Masaphy et a l, 1993), την αποτοξικοποίηση των 
αγροβιομηχανικών αποβλήτων (Aggelis et a l, 2002), τη βιοδιάσπαση των 
οργανοφωσφορικών εντομοκτόνων (Amitai et a l, 1998), τη βελτίωση εδαφών, 
μέσω της εκμετάλλευσης του εξαντλημένου υποστρώματος μανιταριών (Eggen, 
1999), κλπ.

Η συστηματική του γένους Pleurotos υπήρξε ιδιαίτερα αμφιλεγόμενη στο 
παρελθόν, ειδικά όσον αφορά στις σχέσεις μεταξύ των ακολούθων 
«πραγματικών» ή μη ταξινομικών ομάδων είτε στελεχών τα οποία 
ταυτοποιούνταν με λανθασμένη εφαρμογή ταξινομικών ονομάτων: Pleurotos 
ostreatus (Jacquin: Fries) Kummer, P. columbinus (Quélet) Quélet, P. pulmonarias 
(Fries) Quélet, P. sapidus (Schulzer) Saccardo (Anderson et a l, 1973, Eger et al, 
1979, Hilber, 1982), P. citrinopileatus Singer, P. comucopiae (Paulet) Rolland 
(Hilber, 1982, Ohira, 1990), P. cystidiosus Miller, Pleurotos abalonus Han, Chen et 
Cheng και P. smithii Guzmán (Guzman et a l, 1991, Han et a l, 1974, Jong and
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Peng, 1975), το σύμπλοκο είδος Ρ. eryngii (De Candolle: Fries) Quelet. (Boisselier- 
Dubayle, 1983, Bresinsky et al., 1987, Hilber, 1982, Joly et al., 1990) και διαφόρων 
άλλων. Αυτές οι ταξινομικές ασάφειες προέκυψαν λόγω αρχικά λανθασμένων 
αναγνωρίσεων, απουσίας τυποποίησης των ειδών, σημαντικής επιρροής 
ασκούμενης από το περιβάλλον και τον ξενιστή στη μορφολογία των 
περισσοτέρων ταξινομικών ομάδων, περιορισμένης ύπαρξης αντικειμενικών 
φυσιολογικών χαρακτήρων και έλλειψης καταλλήλων μελετών γενετικής ή 
σωματικής συμβατότητας. Η πλήρης εκμετάλλευση των τελευταίων δεν έχει 
επιτευχθεί ακόμα, δεδομένου ότι απαιτεί τη ακριβή γνώση της γεωγραφικής 
κατανομής του κάθε πληθυσμού και της λεπτομερούς κατανόησης των 
μηχανισμών της ειδογένεσης μέσα σε αυτήν την συγκεκριμένη ομάδα μυκήτων 
(Zervakis, 2004).

3.4 Το είδος Pleurotus eryngii

3.4.1 Γεωγραφική κατανομή

Η γεωγραφική κατανομή του μύκητα Pleurotus eryngii (De Candolle: Fries) 
Quelet εντοπίζεται μέσα σε μια αρκετά σαφώς καθορισμένη περιοχή μεταξύ 
περίπου 30-50° Ν (μεταξύ της Β. Γαλλίας, της Ν. Γερμανίας, της Πολωνίας, της Ν. 
Ρωσίας και της Μεσογειακής παράκτιας ζώνης της Αφρικής, του Ιράν και του 
Αφγανιστάν), δυτικά προς τις ατλαντικές ακτές της Γαλλίας και του Μαρόκου, 
και πιο ανατολικά προς τα δυτικά σύνορα της Ινδίας και της Κίνας. Πιο 
συγκεκριμένα για την Ευρώπη, στη Γαλλία: στην κοιλάδα του Λίγηρα, του Σερ, 
του Σαόν και του Ροδανού, στις Άλπεις, τη Νοτιοδυτική ακτή και την Κορσική. 
Στην Ιταλία: από τις Άλπεις και κατά μήκος των Απεννίνων Ορέων μέχρι την 
Αίτνα και τα Όρη Νεμπρόντι (Σικελία), καθώς επίσης και στην υπόλοιπη Σικελία 
και τη Σαρδηνία. Για την υπόλοιπη Ευρώπη: στην ηπειρωτική Ελλάδα, την 
Κρήτη και τα νησιά του Αιγαίου, σιην Ισπανία, την Κροατία, τη Σλοβακία, την 
Ουγγαρία την Τσεχία, τη Σλοβακία, σε αρκετές Δημοκρατίες της πρώην ΕΣΣΔ 
κ.ά. (Zervakis and Balis, 1996).
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3.4.2 Ξενιστές

Το είδος Pleurotus eryngii απαντάται στο βόρειο ημισφαίριο ως 
σαπροτροφικός και ενίοτε ως προαιρετικά βιοτροφικός οργανισμός σε φυτά της 
οικογένειας Umbelliferae (Apiaceae, Σκιαδανθή) (Eryngium campestre L., Ε. 
maritimum L., E. alpinum L., E. planum L., E. maroccanum, Férula communis L., 
Ferulago galbanifera Koch [συν. Ferulago campestris (Besser) Grecescu] Cachrys 
ferulacea L. (συν. Prangos ferulacea Lindley), Laserpitium latifolium L., E. siler L., L. 
gallicum L., Diplotaenia cachrydifolia, D. damavandica, Elaeoselinum asclepium L., 
Opopanax chironium L.(Koch.), Peucedanum spp. L.). Έχει επίσης αναφερθεί και σε 
φυτά της οικογένειας Compositae (Σύνθετα) (Scorzonera villosa, Tragopogón 
porrifolius L.). Εμφανίζεται συνήθως μέσα σε ομάδες, από το φθινόπωρο μέχρι τα 
τέλη της άνοιξης (Zervakis and Balis, 1996).

3.4.3 Μορφολογικά χαρακτηριστικά

Ο πίλος της καρποφορίας του είδους Pleurotus eryngii είναι αρχικά 
πεπλατυσμένος έως ελαφρά κυρτός, ομαλός, κυκλικός και συνήθως 
οστρακόμορφος, χρώματος θερμού φαιού προς υποκίτρινο έως ανοικτό μπεζ 
(15/11Ε προς 12/5Ε προς 11/3C), με μερικά διάσπαρτα στίγματα ανοικτού 
καστανού χρώματος (15/ 9C). Κατά την ωρίμανση έχει μέγεθος 4 — 12,5 cm, είναι 
κυρίως επίπεδος και κυκλικός, ομαλός, ξηρός, χρώματος θερμού καστανού προς 
ανοικτό μπεζ προς μπεζ-καστανό (15/11Ε προς 11/3C προς 13/6Ε), καλυμμένος 
με πολυάριθμες μπεζ-καστανές έως ανοικτές καστανές φολίδες (13/6Ε σε 15/9C), 
με ομαλή ή ελαφρά οδοντωτή και συστρεμμένη περίμετρο.

Το κάτω τμήμα του πίλου αποτελείται από λεπτά ελάσματα, ευρέα, όχι 
ιδιαίτερα πυκνά, συντρέχοντα στην κορυφή του στίπου, άρτια, χωρίς 
αναστομώσεις, χρώματος κρεμ προς υπόλευκο προς ανοικτό μπεζ-πορτοκαλί 
(10/3C προς 10/2Β προς 10/71).

Ο στίπος έχει μέγεθος 1,5 — 3,5 cm χ 0,5 — 2,5 cm, είναι κεντρικός και 
σπάνια υποκεντρικός, συνήθως κυλινδρικός, συμπαγής, με χνούδι κυρίως γύρω 
από τη βάση του, χρώματος κρεμ προς υπόλευκο (10/3C σε 10/2Β).

Η σάρκα της καρποφορίας είναι συμπαγής, αλλά μερικές φορές ελαστική, 
με χρώμα λευκό προς κρεμ. Έχει ήπια μυρωδιά, παρεμφερή με αυτήν του άνηθου. 
Η γεύση της είναι απαλή και ευδιάκριτα ευχάριστη (Zervakis and Balis, 1996).
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Έτσι, το Pleurotus eryngii θεωρείται ως μακράν το πλέον εύγευστο από τα 
οστρακόμορφα μανιτάρια και δίκαια κατέχει τον τίτλο του Βασιλιά των 
οστρακόμορφων μανιταριών (King Oyster) (Stamets, 2000).

Τα βασιδιοσπόρια έχουν μέγεθος 8,0 — 13,0 μπι χ 3,5 — 6,0 μπι (μέσος όρος 
μεγέθους 10,43 ± 1,54 μπι χ 4,70 ± 0,68 μπι), είναι κυλινδρικά, με λεπτά 
τοιχώματα, με μικρό και ευρύ κορυφαίο άνοιγμα (apiculus), με περιεχόμενο 
συνήθως κίτρινου χρώματος. Το ίχνος ή αποτύπωμα των σπορίων (αποξηραμένα) 
έχει χρώμα κρεμ προς ανοικτό κίτρινο προς ανοικτό καστανό (10/3C στο 9/11 
15/9C).

Τα βασίδια έχουν διαστάσεις 30 — 52 μπι χ 7,1 — 8,8 μπι και είναι 
κυλινδρικά, με λεπτά τοιχώματα.

Τα στηρίγματα έχουν μήκος 4,4 μπι. Κυστίδια στον στίπο εμφανίζονται 
σπάνια, συνήθως στο ανώτερο μισό του, κυρίως σαν χνούδι. Χειλοκυστίδια 
σπάνια. Πλευροκυστίδια απόντα. Το σύστημα των υφών είναι μονομιτικό. Η 
επιδερμίδα του πίλου έχει εύρος 260 — 420 μπι, με ακανόνιστες και 
περιπλεγμένες παραγωγικές υφές.

Το σύστημα υφών (σάρκα, trama) του πίλου αποτελείται από στενά 
διατεταγμένες υφές διαμέτρου 4,1 — 5,5 pm.
Το σύστημα υφών των ελασμάτων αποτελείται από ακανόνιστες και 
διακλαδισμένες υφές διαμέτρου 3,9 — 5,4 pm.
Τέλος, το σύστημα υφών του στίπου, αποτελείται από ακανόνιστες και 
περιπλεγμένες υφές διαμέτρου 4,6 — 8,5 pm.

Όλες οι παραγωγικές υφές έχουν λεπτά τοιχώματα, με κρίκους. Το 
υποϋμένιο διαμορφώνεται από κύτταρα στενά διατεταγμένα, με λεπτά 
τοιχώματα, κοντά και πλατιά. Τα βασιδιοσπόρια, τα βασίδια και το σύστημα 
υφών (με περιστασιακή την παρουσία ελαιοφόρων υφών) είναι υαλώδη σε ΚΟΗ 
και στο αντιδραστήριο Melzer.

Οι χρωστικές ουσίες είναι απούσες στις μυκηλιακές καλλιέργειες.
Οι δικάρυες αποικίες, συνήθως, παρουσιάζουν ένα ελαφρά βυθισμένο 

εναέριο μυκήλιο, λίγο πολύ με ζωνώσεις και ακτινωτό, με ομαλή περίμετρο, 
λευκού χρώματος προς κρεμ (έως 10/3C). Οι υφές σχηματίζονται από κύτταρα με 
λεπτά τοιχώματα και με άφθονους κρίκους.

Η παραγωγή μικροσταγονίδιων είναι περιστασιακή και λαμβάνει χώρα 
αποκλειστικά στα κοντά εκκριτικά στηρίγματα, που βρίσκονται πάνω στις 
εναέριες υφές, και έχει ως σκοπό την παγίδευση των νηματωδών (Zervakis and 
Balis, 1996).
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Όσον αφορά στη Συστηματική του είδους Pleurotus eryngii, το λευκό προς 
καστανό χρώμα του πίλου με τις πολυάριθμες διασκορπισμένες μπεζ φολίδες, ο 
άρτια αναπτυγμένος κεντρικός ή ελαφρά υποκεντρικός στίπος, τα σχετικά 
μεγάλα βασιδιοσπόρια, η μορφολογία της μυκηλιακής αποικίας και η μεγάλη 
περίοδος επώασης πριν την καρποφορία, in vitro, αξιολογήθηκαν ως τα κύρια 
χαρακτηριστικά γνωρίσματα του μύκητα (Zervakis and Balis, 1996, Zervakis et al., 
2001, Zervakis 2004).

Προηγούμενες μελέτες γύρω από το σύμπλοκο είδος Pleurotus eryngii, 
βασισμένες σε μορφολογικά στοιχεία και στοιχεία αναπαραγωγικής 
συμβατότητας, έφθασαν στο συμπέρασμα όττ το είδος αυτό θα μπορούσε να 
διαιρεθεί σε τρεις κύριες ποικιλίες με βάση την «προτίμηση» στον ξενιστή: 
Pleurotus eryngii var. eryngii, P. eryngii var. ferulae, και P. eryngii var. nebrodensis 
(Hilber, 1982, Zervakis and Balis, 1996). Εντούτοις, το γεγονός ότι οι 
διασταυρώσεις μεταξύ πληθυσμών συνδεμένων με τον ξενιστή οδήγησαν σε 
σχετικά χαμηλή δια-συμβατότητα (συμβατότητα μεταξύ των επιμέρους ομάδων) 
σε συνδυασμό με τις μικρές ανατομικές διαφορές και τα υψηλά επίπεδα 
φαινετικών ομοιοτήτων μέσα στην ομάδα των Ρ. eryngii (Iragabal et a l, 1995, 
Zervakis and Balis, 1996, Zervakis et al, 1994) δικαιολόγησε την ανάγκη για μια 
λεπτομερή δειγματοληψία στελεχών Pleurotus από μια ευρεία ποικιλία φυτών- 
ξενιστών και γεωγραφικών προελεύσεων. Η εφαρμογή μιας προσέγγισης 
μορφολογικών χαρακτήρων και οικολογικών χαρακτηριστικών γνωρισμάτων σε 
συνδυασμό με ισοενζυμικές και PCR - RAPD αναλύσεις έδωσε κάποιες 
απαντήσεις σε αυτήν την περιπλεγμένη κατάσταση (Venturella et al., 2000, 
Venturella et al., 2002, Zervakis et al., 2001). Τα αποτελέσματα επιβεβαίωσαν την 
ταξινόμηση των στελεχών Pleurotus eryngii s.l. σε πέντε ομάδες σύμφωνα με την 
«προτίμηση» στον ξενιστή: απομονώσεις, που αναπτύσσονται σε σχέση με το 
φυτό Cachrys ferulacea, παρουσίασαν αυξημένες γενετικές αποστάσεις με όλους 
τους άλλους πληθυσμούς, και συνεπώς αντιπροσωπεύουν ένα ευδιάκριτο είδος, 
το Ρ. nebrodensis (Inzenga) Quelet. Ωστόσο όλοι οι άλλοι οικότυποι, 
ομαδοποιούνται μέσα σε ένα μεγαλύτερο σύμπλεγμα (Ρ. eryngii s.s.) το οποίο θα 
μπορούσε να υποδιαιρεθεί σε τέσσερις ομάδες, καθεμία από τις οποίες αντιστοιχεί 
σε έναν από τους υπόλοιπους ξενιστές, και ως εκ τούτου αποτελούν ταξινομικές 
ομάδες στο επίπεδο της ποικιλίας: Ρ. eryngii var. eryngii (για τον ξενιστή Eryngium 
spp.), Ρ. eryngii var. ferulae (για τον ξεντστή Ferula communis), Ρ. eryngii var. 
thapsiae (για τον ξενιστή Thapsia garganica) και P. eryngii var. elaeoselini (για τον
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ξενιστή ΕΙαεοβεΙίηΜη αβάερίητη βιιύβρ. αΒεΙερΜϊή). Όλοι οι μεσογειακοί πληθυσμοί 
του Ρ/βΜΓοίΜδ, που αναπτύσσονται σε σχέση με φυτά της οικογένειας των 
Σταυρανθών (ΙΙηώεΜβεηιε), φαίνονται να διαφοροποιήθηκαν πρόσφατα, μέσω 
μιας εξελικτικής διαδικασίας, βασισμένης τόσο σε εγγενείς αναπαραγωγικούς 
φραγμούς όσο και σε εξωγενείς οικο-γεωγραφικούς παράγοντες (Ζβτναΐάβ εί αΐ, 
2001).

Όπως γίνεται αντιληπτό παραμένουν ακόμη ασάφειες, σχετικά με την 
ταξινόμηση εντός του συμπλόκου είδους ΡΙειίΐΌίιΐδ ειτ/η&ΐ.

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η συμβολή στη δημιουργία της 
ακριβούς εικόνας των ταξινομικών σχέσεων μεταξύ των μελών του 
εη/ηρί 5.Ζ., καθώς και η διαλεύκανση των ασαφειών στη συστηματική του 
συμπλόκου είδους. Για το σκοπό αυτό κρίθηκε σκόπιμη η εφαρμογή μοριακών 
κριτηρίων, τα οποία είναι απαλλαγμένα από την επίδραση περιβαλλοντικών 
παραγόντων και επομένως είναι δυνατό να δώσουν αντικειμενικότερες και πιο 
αξιόπιστες απαντήσεις στα προαναφερθέντα ζητήματα.
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Γ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

1. ΒΙΟΛΟΓΙΚΟ ΥΛΙΚΟ

Για τις ανάγκες της παρούσας μελέτης χρησιμοποιήθηκαν 33 στελέχη του 
είδους Pleurotos eryngii sensu lato και ενός στελέχους του Pleurotos cystidiosus. 
Λεπτομέρειες σχετικά με τη γεωγραφική προέλευση και τα φυτά-ξενιστές για το 
κάθε στέλεχος παρουσιάζονται στον Πίνακα 2 του πρώτου παραρτήματος. Τα 
στελέχη αυτά ήταν διαθέσιμα ως καθαρές καλλιέργειες (μυκήλιο) ή ως 
αποξηραμένα δείγματα.

2. ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΜΕΣΑ ΚΑΙ ΡΥΘΜΙΣΤΙΚΑ ΔΙΑΛΥΜΑΤΑ (BUFFER)

PDA
Σε διάλυμα PDB 2,4% w/v προστέθηκε άγαρ 1,7% w/v και το θρεπτικό 

διάλυμα που προέκυψε αποστειρώθηκε σε αυτόκαυστο, όπως παραπάνω. Μετά 
την αποστείρωση μοιράσθηκε, υπό ασηπτικές συνθήκες, σε αποστειρωμένα 
τρυβλία Petri και αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να στερεοποιηθεί.

LB
Αναμίχθηκαν καζεΐνη 1% w/v, εκχύλισμα ζύμης (Yeast Extract) 0,5% w/v 

και NaCl 1% w/v, σε απιονισμένο νερό. Το διάλυμα μοιράστηκε ανά 10 ml σε 
φιαλίδια universal και αποστειρώθηκε σε αυτόκαυστο για 20 min (121°C, 1,1 
atm).

LB άγαρ
Σε κωνική φιάλη αναμίχθηκαν καζεΐνη 1% w/v, εκχύλισμα ζύμης (Yeast 

Extract) 0,5% w/v, NaCl 1% w/v και άγαρ 1,7% w/v, σε απιονισμένο νερό. Το 
διάλυμα αποστειρώθηκε για 20 min (121°C, 1,1 atm). Μετά την αποστείρωση το
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θρεπτικό μοιράστηκε, υπό ασηπτικές συνθήκες, σε αποστειρωμένα τρυβλία Petri 
και αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου μέχρι να στερεοποιηθεί.

LB άγαρ/ αμπικιλλίνη
Παρασκευάσθηκε διάλυμα LB άγαρ, το οποίο αποστειρώθηκε σε 

αυτόκαυστο, όπως παραπάνω. Μετά την αποστείρωση και πτώση της 
θερμοκρασίας του θρεπτικού διαλύματος και πριν την τοποθέτησή του σε 
τρυβλία Petri, προστέθηκε ασηπτικά σε αυτό αμπικιλλίνη 0,1 mg/ml θρεπτικού 
διαλύματος.

Fungal DNA Extraction Buffer
Παρασκευάσθηκε διάλυμα λύσης κυττάρων (Fungal DNA Extraction Buffer) 

με ανάμιξη 50 mM Tris-HCl pH 8, 50 mM Na2EDTA, 3% w/v SDS και 0,1 mg/ml 
πρωτεϊνάσης K (Proteinase K). Ακολούθησε αποστείρωση του διαλύματος, για 20 
min, στους 121 °C και 1,1 atm.

CT AB Extraction Buffer (http://www .dumru.mc.duke.edu/Herbarium.html) 
Παρασκευάσθηκε διάλυμα λύσης κυττάρων αποξηραμένων ιστών, CTAB 

Extraction Buffer, αναμιγνύοντας 1% w/v CTAB, 50 mM Tris-HCl pH 8,10 mM 
Na2EDTA και 0,7 M NaCl και αποστειρώνοντας όπως αναφέρεται παραπάνω.

ΤΑΕ Buffer 50Χ (Sambrook and Russell, 2001)
Αναμίχθηκαν 242 gr Tris, 100 ml 0,5 M Na2EDTA και 50,6 ml C H 3CO O H , σε 

τελικό όγκο διαλύματος 1000 ml.

STET Buffer
Για την παρασκευή διαλύματος λύσης βακτηριακών κυττάρων (STET 

Buffer) αναμίχθηκαν 8% w/v σακχαρόζης, 5% ν/ν Triton X 100, 50 mM Tris-HCl 
pH 8 και 50 mM Na2EDTA pH 8. Το διάλυμα αποστειρώθηκε με τη χρήση 
μικροβιολογικού φίλτρου 0,2 pm.
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Loading Buffer (Sambrook and Russell, 2001)
Παρασκευάσθηκε διάλυμα φόρτωσης πηκτής αγαρόζης με την ανάμιξη 

0,25% w/v κυανού της βρομοφαινόλης (bromophenol blue) και 40% w/v 
σακχαρόζης.

Παρασκευή πηκτής αγαρόζης 1% w/v
1% w/v αγαρόζης διαλύθηκε μέσα σε ρυθμιστικό διάλυμα TAE IX και το 

μίγμα θερμάνθηκε σε φούρνο μικροκυμάτων μέχρι πλήρους ομογενοποίησης. 
Όταν το διάλυμα έφθασε σε θερμοκρασία 50 - 60°C τοποθετήθηκε σε συσκευή 
οριζόντιας ηλεκτροφόρησης και αφέθηκε έως ότου να στερεοποιηθεί.

X-Gal 2% w/v (Sambrook and Russell, 2001)
Διαλύθηκαν 20 mg X-Gal σε 1 ml διαλύτη dimethyl formamide. To 

διάλυμα που προέκυψε αποστειρώθηκε με τη χρήση μικροβιολογικού φίλτρου 0,2 
pm.

IPTG 100 mM (Sambrook and Russell, 2001)
0,2 gr IPTG διαλύθηκαν σε ddThO μέχρι τελικού όγκου 1 ml. Το διάλυμα 

αποστειρώθηκε με τη χρήση μικροβιολογικού φίλτρου 0,2 pm.
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3. ΜΕΘΟΔΟΙ

3.1 Απομόνωση χρωμοσωμικοό DNA του Pleurotus eryngii από καλλιέργεια σε 
στερεό θρεπτικό μέσο.

Με τη βοήθεια αποστειρωμένης λεπίδας αφαιρέθηκε μυκήλιο από 
καλλιέργεια του μύκητα Ρ. eryngii σε τρυβλίο Petri και μεταφέρθηκε υπό 
ασηπτικές συνθήκες μέσα σε φιαλίδιο eppendorf. Ακολούθησε εμβάπτιση του 
φιαλιδίου σε υγρό άζωτο και έκθλιψη του μυκηλίου με τη χρήση αποστειρωμένης 
ράβδου. Στο δείγμα προστέθηκαν 500 -  700 μΐ διαλύματος λύσης κυττάρων 
(Fungal DNA Extraction Buffer), το μίγμα αναδεύτηκε και τοποθετήθηκε στο 
υδατόλουτρο στους 65°C, για 60 min, με ανάδευση σε τακτά χρονικά διαστήματα. 
Στη συνέχεια, προστέθηκε ίσος όγκος Phenol: Chloroform: Isoamyl alcohol 
25:24:1 v/v και το περιεχόμενο του φιαλιδίου αναδεύτηκε ισχυρά. Μετά από 
φυγοκέντρηση για 10 min, στις 13000 rpm, το υπερκείμενο διάλυμα μεταφέρθηκε 
σε νέο φιαλίδιο, ενώ η στερεή μέση φάση και το υποκείμενο διάλυμα 
απορρίφθηκαν. Το διάλυμα φυγοκεντρήθηκε για 5 min στις 13000 rpm, αφού είχε 
προηγηθεί προσθήκη ίσου όγκου χλωροφόρμιου και ισχυρή ανάδευση. Το 
υπερκείμενο διάλυμα μεταφέρθηκε σε νέο φιαλίδιο και προστέθηκε σε αυτό ίσος 
όγκος ισοπροπανόλης και 1/10 του όγκου διαλύματος NaAc. Μετά από ελαφρά 
ανάδευση, το δείγμα αφέθηκε στους -20°C, για 18 hr, ώστε να γίνει κατακρήμνιση 
των νουκλεϊκών οξέων. Ακολούθησε φυγοκέντρηση του δείγματος για 15 min, 
στις 13000 rpm. Μετά την απομάκρυνση της υγρής φάσης, προστέθηκαν 400 μΐ 
αιθυλικής αλκοόλης 70% ν/ν και το δείγμα φυγοκεντρήθηκε για 10 min, στις 
13000 rpm. Στη συνέχεια, αφαιρέθηκε όλη η ποσότητα της αιθυλικής αλκοόλης 
και το δείγμα αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου, μέχρι πλήρους εξάτμισης της 
τελευταίας. Ακολούθησε επαναδιάλυση του ιζήματος σε 200 μΐ ddFbO, προσθήκη 
2 μΐ ριβονουκλεάσης A (10 mg/ml), και το δείγμα αφέθηκε στο υδατόλουτρο, 
στους 37°C, για 30 min. Μετά από καθαρισμό με Phenol: Chloroform: Isoamyl 
alcohol 25:24:1 v/v και χλωροφόρμιο και αφού προστέθηκαν ισοπροπανόλη και 
διάλυμα NaAc όπως περιγράφεται παραπάνω, τα δείγματα αφέθηκαν για 
κατακρήμνιση του DNA στους -20°C για 18 hr. Ακολούθησε φυγοκέντρηση για
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10 min, στις 13000 rpm, καθαρισμός με 70% ν/ν αιθυλική αλκοόλη, εξάτμιση της 
τελευταίας και επαναδιάλυση των δειγμάτων σε 50 μΐ αποστειρωμένου άάΗ2θ . 
Τα δείγματα διατηρήθηκαν στους -20°C.

3.2 Απομόνωση χρωμοσωμικοό DNA από αποξηραμένη καρποφορία του 
Pleurotus eryngii.

Τμήμα της καρποφορίας του μύκητα (περίπου 10 mg) τοποθετήθηκε σε 
αποστειρωμένο γουδί από πορσελάνη και σε αυτό προστέθηκε υγρό άζωτο, για 
την έκθλιψη του δείγματος. Κατόπιν, ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία με αυτήν 
της απομόνωσης χρωμοσωμικοό DNA από καλλιέργεια του μύκητα σε στερεό 
θρεπτικό μέσο, με μοναδική διαφορά τη χρήση CTAB Extraction Buffer στη θέση 
του Fungal DNA Extraction Buffer.

3.3 Ενίσχυση της περιοχής ITS του γονιδιώματος με τη χρήση της αλυσιδωτής 
αντίδρασης της πολυμεράσης (PCR).

Για την πραγματοποίηση της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης 
χρησιμοποιήθηκαν οι εκκινητές ITS1 (5'-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3') 
και ITS4 (5'-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3') (White et a l, 1990), των 
οποίων οι θέσεις υβριδισμού εντοπίζονται στο άκρο του 18S γονιδίου του rDNA 
για τον πρώτο και στο άκρο του 28S γονιδίου για το δεύτερο αντίστοιχα, 
δίνοντας τη δυνατότητα ενίσχυσης ενός μικρού τμήματος των δύο 
προαναφερθέντων γονιδίων όπως και ολόκληρων των μη κωδικών περιοχών

I T S 1

Σ χ ή μ α  2: Απεικόνιση των θέσεων υβριδισμού των εκκινητών ΙΤβΙ και ΓΓ54 πάνω στο γονιδίωμα. 

Βασισμένο στο σχήμα: http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primer3.gif

ITS1 και ITS2, καθώς και του 5,8S γονιδίου του rDNA (σχήμα 2).
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Σε φιαλίδιο 0,25 ml, με χαμηλή ικανότητα δέσμευσης DNA, αναμίχθηκαν 5 
μΐ DyNAzyme EXT Buffer ÎOX [Finnzymes], 20 pmol από κάθε εκκινητή (ITS1 
και ITS4), 0,2 mM από κάθε δεοξυριβονουκλεοτίδιο [Promega], 50 ng DNA, 1 U 
DNA πολυμεράση DyNAzyme EXT [Finnzymes] και αποστειρωμένο ddFhO, 
μέχρι τελικού όγκου αντίδρασης 50 μΐ.

Συνθήκες τικ αντίδρασης

Τα δείγματα τοποθετήθηκαν αρχικά σε θερμοκρασία 95°C για χρονικό 
διάστημα 5 min, κατά το οποίο έγινε το αρχικό άνοιγμα της διπλής έλικας του 
DNA. Ακολούθησαν 40 κύκλοι αποτελούμενοι από ένα πρώτο βήμα στους 94°C 
για 30 sec με σκοπό το άνοιγμα της έλικας του DNA, ένα δεύτερο τους 55°C για 
30 sec κατά το οποίο πραγματοποιήθηκε ο υβριδισμός καθενός από τους δύο 
εκκινητές στην αντίστοιχη θέση πάνω στο DNA και ένα τελευταίο βήμα στους 
72°C για 30 sec κατά το οποίο έγινε η σύνθεση των συμπληρωματικών αλυσίδων 
από την DNA πολυμεράση. Στο τέλος των 40 κύκλων τα δείγματα υποβλήθηκαν 
σε θερμοκρασία 72°C για 10 min για την τελική επέκταση (πολυμερισμό) των 
αλυσίδων.

Η παραπάνω διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε θερμικό κυκλοποιητή 
(Peltier Thermal Cycler, MJ Research).

3.4 Προσθήκη dATPs στα άκρα του ενισχυμένου τμήματος DNA

Στο προϊόν της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης προστέθηκαν 0,2 
mM dATPs [Promega] και 0,2 U DNA πολυμεράσης DyNAzyme EXT 
[Finnzymes].

Τα δείγματα υποβλήθηκαν σε θερμοκρασία 72° C για 30 min.

3.5 Ανάλυση ενισχυμένου DNA σε πηκτή αγαρόζης

8 μΐ ενισχυμένου τμήματος DNA αναμίχθηκαν με 2 μΐ διαλύματος 
φόρτωσης πηκτής (Loading Buffer 6Χ) και φορτώθηκαν σε πηκτή αγαρόζης 
πυκνότητας 1% w/v. Μαζί με τα δείγματα φορτώθηκε και δείκτης μοριακών
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βαρών (marker) λ Hindlll. Τα δείγματα έτρεξαν στα 90 mV για 1 hr και σιη 
συνέχεια η πηκτή εμβαπτίστηκε σε υδατικό διάλυμα βρομιούχου αιθιδίου 0,5 
μg/ml, όπου και παρέμεινε για 30-45 min. Εκπλύθηκε από την περίσσεια 
βρομιούχου αιθιδίου παραμένοντας σε διάλυμα MgCh 10 mM για 5 min. Η 
παρατήρηση έγινε με τη χρήση υπεριώδους ακτινοβολίας 257 nm. Η λήψη 
εικόνας έγινε με τη φωτογραφική μηχανή Kodak DC290, ενώ η ανάλυση των 
αποτελεσμάτων έγινε με τη βοήθεια του λογισμικού Kodak ID (έκδοση 3.5.4).

3.6 Καθαρισμός ενισχυμένοο DNA

Το προϊόν της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης απαλλάχθηκε από 
την περίσσεια εκκινητών, το MgCh, τα περιττά δεοξυριβονουκλεοτίδια και τα 
συστατικά του ρυθμιστικού διαλύματος της πολυμεράσης, με τη βοήθεια του 
QIAquick Spin Kit [QIAGEN], Ακολουθήθηκαν επακριβώς τα βήματα του 
σχετικού πρωτοκόλλου της κατασκευάστριας εταιρίας.

3.7 Ενσωμάτωση (ligation) ενισχυμένου τμήματος χρωμοσωμικού DNA σε 
πλασμιδιακό φορέα κλωνοποίησης

Μέσα σε φιαλίδιο χωρητικότητας 0,25 ml, με χαμηλή ικανότητα δέσμευσης 
DNA, αναμίχθηκαν 50 ng ενισχυμένου τμήματος DNA, 20 ng πλασμιδιακού 
φορέα pGEM-T Easy [Promega], 5 μΐ Buffer 2Χ [Promega], 3 Weiss U T4 DNA 
λιγάση [Promega] και ddTbO, μέχρι τελικού όγκου 10 μΐ. Το φιαλίδιο με το 
δείγμα αφέθηκε για 18 hr στους 4°C.

3.8 Παρασκευή ικανών κυττάρων (Competent cells) Escherichia coli DH5a

Παρασκευάσθηκαν βακτηριακά κύτταρα, ικανά να ενσωματώσουν στο 
κυτόπλασμά τους πλασμιδιακούς φορείς κλωνοποίησης. Από στερεή καλλιέργεια 
του βακτηριακού στελέχους Escherichia coli DH5a εμβολιάσθηκαν 10 ml LB 
θρεπτικού μέσου. Η καλλιέργεια αφέθηκε για 18 hr, στους 37°C, υπό ανάδευση 
στις 150 rpm, για την αποφυγή αναερόβιων συνθηκών. Κατόπιν, εμβολιάσθηκαν 
200 ml LB θρεπτικού διαλύματος με 2 ml από την παραπάνω καλλιέργεια. Τα
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κύτταρα επωάσθηκαν στις προαναφερθείσες συνθήκες, έως ότου η τιμή της 
οπτικής απορρόφησης (O.D.) της καλλιέργειας, στα 600 tun, να κυμαίνεται 
μεταξύ 0,2 και 0,4. Στη συνέχεια, η καλλιέργεια τοποθετήθηκε σε πάγο και 
φυγοκεντρήθηκε για 10 min στις 6000 rpm, στους 4°C, μετά από μεταφορά της σε 
αποστειρωμένα φιαλίδια φυγοκέντρου. Το υπερκείμενο διάλυμα απομακρύνθηκε 
και η βιομάζα του βακτηρίου επαναδιαλύθηκε σε 50 ml διαλύματος 0,1 Μ MgCk. 
Ακολούθησε φυγοκέντρηση στις προαναφερθείσες συνθήκες. Μετά την 
απομάκρυνση της υπερκείμενης υγρής φάσης, το ίζημα επαναδιαλύθηκε σε 25 ml 
διαλύματος 0,1 Μ CaCk και έπειτα από παραμονή 20 min σε πάγο, 
φυγοκεντρήθηκε όπως παραπάνω. Η τελική επαναδιάλυση του ιζήματος έγινε σε 
10 ml διαλύματος 0,1 Μ CaCk. Εν συνεχεία, στο διάλυμα προστέθηκε ποσότητα 
γλυκερόλης, ώστε η τελευταία να αποτελεί το 20% του τελικού όγκου του 
διαλύματος και το προκύπτον διάλυμα μοιράσθηκε ανά 200 μΐ σε αποστειρωμένα 
φιαλίδια eppendorf. Τα φιαλίδια εμβαπτίστηκαν σε υγρό άζωτο μέχρι να 
ψυχθούν ομοιόμορφα και αποθηκεύθηκαν στους -80°C.

3.9 Μετασχηματισμός (Transformation) ικανών κυττάρων Escherichia coli 
DH5a

Τα ικανά κύτταρα αφέθηκαν να ξεπαγώσουν μέσα σε πάγο. Από αυτά 
χρησιμοποιήθηκαν 100 μΐ για κάθε δείγμα. Μετά από προσθήκη 5 μΐ προϊόντος 
λιγοποίησης τμήματος χρωμοσωμικού DNA με τον πλασμιδιακό φορέα pGEM-T 
Easy vector [Promega], κάθε δείγμα αφέθηκε εκ νέου στον πάγο. Μετά την 
πάροδο 30 min, μεταφέρθηκε άμεσα στο υδατόλουτρο, στους 42°C, για 1 min. Στη 
συνέχεια, μεταφέρθηκε και πάλι στον πάγο, όπου και προστέθηκαν σε αυτό 200 μΐ 
LB θρεπτικού διαλύματος. Το δείγμα επωάσθηκε για 1 hr και 30 min σε 
υδατόλουτρο, στους 37°C. Κατόπιν, προστέθηκαν 50 μΐ X-Gal 100 mM και 10 μΐ 
IPTG 2% w/v και το δείγμα απλώθηκε σε τρυβλίο LB άγαρ με αμπικιλλίνη 0,1 
mg/ml, με τη χρήση πιπέττας Pasteur. Το τρυβλίο αφέθηκε στους 37°C, για 18 hr.

3.10 Επιλογή των κατάλληλων βακτηριακών αποικιών.

Η επιλογή των κατάλληλων αποικιών έγινε με βάση το χρώμα τους. 
Επιλέχθηκαν οι λευκές μοναδιαίες αποικίες, οι οποίες αποτελούνταν από
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κύτταρα μετασχηματισμένα με ανασυνδοασμένο πλασμιδιακό φορέα. Το λευκό 
χρώμα οφείλεται στο γεγονός ότι τα επιτυχώς μετασχηματισμένα βακτήρια δεν 
είναι σε θέση να μεταβολίσουν το χρωμογόνο υπόστρωμα X-Gal, λόγω 
απενεργοποίησης του γονιδίου, που κωδικοποιεί το ένζυμο β-γαλακτοσιδάση, 
από το ένθετο τμήμα DNA.

3.11 Απομόνωση πλασμιδιακοό DNA με τη μέθοδο τοο βρασμού (Plasmid mini 
preparation -  boiling method)

10 ml LB θρεπτικού διαλύματος με αμπικιλλίνη 0,1 mg/ml διαλύματος 
εμβολιάσθηκαν με κύτταρα από μοναδιαία αποικία επιτυχώς 
μετασχηματισμένων βακτηρίων Escherichia coli DH5a. Η καλλιέργεια επωάσθηκε 
στους 37°C υπό ανάδευση, για 18 hr. 1,5 ml της παραπάνω καλλιέργειας 
φυγοκεντρήθηκε μέσα σε φιαλίδιο eppendorf στις 13000 rpm, για 1 min. Το 
υπερκείμενο διάλυμα απομακρύνθηκε, αφήνοντας το ίζημα (βιομάζα του 
βακτηρίου) όσο το δυνατό καθαρότερο. Ακολούθησε μια ακόμη πλήρωση του 
φιαλιδίου με υγρό από την καλλιέργεια και φυγοκέντρηση, όπως παραπάνω, με 
σκοπό τη λήψη μεγαλύτερης ποσότητας βιομάζας. Στο ίζημα των κυττάρων 
προστέθηκαν 150 μΐ STET Buffer και 2 μΐ λυσοζύμης (10 mg/ml) και ακολούθησε 
ισχυρή ανάδευση, μέχρι ομογενοποίησης του διαλύματος. Το δείγμα 
εμβαπτίσθηκε σε νερό σε θερμοκρασία βρασμού, για 45 sec και αμέσως μετά 
φυγοκεντρήθηκε για 20 min στις 13000 rpm. Το υπερκείμενο διάλυμα 
μεταφέρθηκε σε νέο φιαλίδιο και σε αυτό προστέθηκαν 180 μΐ ισοπροπανόλης. 
Μετά από ελαφρά ανακίνηση, ακολούθησε φυγοκέντρηση για 5 min στις 13000 
rpm. Η υγρή φάση απομακρύνθηκε και, στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε 
καθαρισμός των νουκλεϊκών οξέων, προσθέτοντας στο δείγμα 400 μΐ αιθυλικής 
αλκοόλης 70% ν/ν και φυγοκεντρώντας για 10 min στις 13000 rpm. Το δείγμα 
αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου, μέχρι πλήρους εξάτμισης της αιθυλικής 
αλκοόλης, και στη συνέχεια επαναδιαλύθηκε σε αποστειρωμένο ddLhO.

3.12 Έλεγχος ένθετου τμήματος DNA

Ο φορέας pGEM-T Easy Vector [Promega] διαθέτει δύο θέσεις 
αναγνώρισης της ενδονουκλεάσης περιορισμού EcoRI, μέσα στην πολυδύναμη
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περιοχή κλωνοποίησης (Παράρτημα II). Η πέψη με το παραπάνω ένζυμο έχει ως 
αποτέλεσμα την αποδέσμευση του ένθετου τμήματος DNA από το φορέα. Ο 
έλεγχος του μεγέθους του ένθετου τμήματος γίνεται με διαχωρισμό των 
προϊόντων της πέψης, με τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης. Τα παραπάνω 
προϊόντα παρουσιάζονται ως δύο (ή περισσότερες, σε περίπτωση που το ένθετο 
τμήμα DNA διαθέτει μία ή περισσότερες θέσεις αναγνώρισης του ένζυμου EcoRI) 
ζωνώσεις μέσα σε πηκτή αγαρόζης. Η εξακρίβωση του μεγέθους του ένθετου 
γίνεται με την ταυτόχρονη ηλεκτροφόρηση ενός δείκτη μοριακών βαρών.

α. Πέψη με την ενδονοοκλεάση περιορισμού EcoRI

Σε φιαλίδιο eppendorf αναμίχθηκαν, 2 μΐ Buffer ΙΟχ (ρυθμιστικό διάλυμα 
για το ένζυμο EcoRI), 5 U ενδονουκλεάσης περιορισμού EcoRI, 1 μΐ RNase A (10 
mg/ml), 5 μΐ πλασμιδιακού DNA και ddTkO, έως τελικού όγκου 20 μΐ, και το 
δείγμα επωάστηκε για τουλάχιστον 2 hr, στους 37° C, μέσα σε υδατόλουτρο.

β. Ανάλυση προϊόντος πέψης σε πηκτή αγαρόζης

Σε πηκτή αγαρόζης 1% w/v, καλυμμένης με TAE Buffer IX, μέσα σε 
συσκευή οριζόντιας ηλεκτροφόρησης, «φορτώθηκαν» 10 μΐ προϊόντος πέψης 
αναμεμιγμένα με 2 μΐ διαλύματος φόρτωσης πηκτής (Loading buffer 6Χ). Το 
δείγμα «έτρεξε» στα 90 mV, για 1 hr. Στη συνέχεια, η πηκτή εμβαπτίστηκε σε 
διάλυμα βρομιούχου αιθιδίου 0,5 μg/ml, όπου παρέμεινε για 30-45 min. 
Απαλλάχθηκε από την περίσσεια βρομιούχου αιθιδίου παραμένοντας για 5 min 
σε υδατικό διάλυμα MgCL συγκέντρωσης 10 mM και παρατηρήθηκε κάτω από 
υπεριώδη ακτινοβολία (UV) 257 nm. Η λήψη εικόνας έγινε με τη φωτογραφική 
μηχανή Kodak DC290, ενώ η ανάλυση των αποτελεσμάτων έγινε με τη βοήθεια 
του λογισμικού Kodak ID (έκδοση 3.5.4).

3.13 Καθαρισμός πλασμιδιακού DNA

2 μΐ RNase A (10 mg/ml) προστέθηκαν σε κάθε δείγμα πλασμιδιακού DNA 
και το τελευταίο παρέμεινε για 1 hr, στους 37° C, με σκοπό την υδρόλυση του
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RNA. Ο καθαρισμός έγινε με τη χρήση του QIAquick Spin Kit [Qiagen]. 
Ακολουθήθηκαν επακριβώς τα βήματα του σχετικού πρωτοκόλλου της 
κατασκευάστριας εταιρίας.

3.14 Εύρεση ακολουθίας νουκλεοτιδίων (Αλληλούχιση, Sequencing)

Η εύρεση της ακολουθίας νουκλεοτιδίων των κλωνοποιημένων τμημάτων 
χρωμοσωμικού DNA πραγματοποιήθηκε στο Εργαστήριο Μικροχημείας του 
Ινστιτούτου Μοριακής Βιολογίας και Βιοτεχνολογίας Ηρακλείου, με τη χρήση 
αυτόματου αναλυτή νουκλεϊκών ακολουθιών (LI-COR LongRead IR2 4200). 
Χρησιμοποιήθηκαν οι ραδιενεργά σεσημασμένοι εκκινητές SP6 (5'-ΤΑΤ ΤΤΑ 
GGT GAC ACT ATA G-3') και Τ7 (5'-ΤΑΑ TAC GAC TCA CTA TAG GG-3').

3.15 Ευθυγράμμιση, εύρεση γενετικών αποστάσεων και φυλογενετική 
ανάλυση των νουκλεοτιδικών ακολουθιών

Η ευθυγράμμιση των ακολουθιών έγινε με το χέρι και η εισαγωγή κενών 
έγινε για τη βελτιστοποίηση των ομοιοτήτων μεταξύ των ακολουθιών.

Ο υπολογισμός των γενετικών αποστάσεων και οι κλαδιστικές αναλύσεις 
πραγματοποιήθηκαν με τη χρήση του λογισμικού πακέτου PHYLIP (Felsenstein, 
1984), έκδοση 3.62.

Συγκεκριμένα, ο πίνακας των γενετικών αποστάσεων μεταξύ των 
ακολουθιών έγινε με τη χρήση του προγράμματος DNADIST (PHYLIP, έκδοση
3.62) , με βάση το πρότυπο F84, το οποίο ενσωματώνει διαφορετικά ποσοστά 
μεταβάσεων και μεταστροφών, αλλά ακόμη επιτρέπει στα τέσσερα νουκλεοτίδια 
να εμφανίζονται με διαφορετικές συχνότητες.

Οι μέθοδοι της «Μέγιστης Οικονομικότητας» (Maximum Parsimony) και 
του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» (Maximum Likelihood) εφαρμόσθηκαν σε 500 
σύνολα δεδομένων (επαναλήψεις) τα οποία υπολογίστηκαν με τη χρήση του 
προγράμματος «αυτοδύναμης ανάλυσης» (bootstrap analysis) SEQBOOT 
(PHYLIP, έκδοση 3.62).

Για τον υπολογισμό του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» χρησιμοποιήθηκε το 
πρόγραμμα DNAML (κατά Felsenstein και Churchill, 1996) (PHYLIP, έκδοση
3.62) . Οι παράμετροι (ρυθμίσεις) του προγράμματος, που διατηρήθηκαν για την
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ανάλυση είναι οι ακόλουθες: πραγματοποιήθηκε έρευνα για το βέλτιστο δέντρο, 
δεν πραγματοποιήθηκε επιπλέον τυχαιοποίηση στη σειρά επεξεργασίας των 
ακολουθιών, ο λόγος μεταβάσεων/ μεταστροφών ορίσθηκε ίσος με 2, 
χρησιμοποιήθηκαν οι εμπειρικές συχνότητες εμφάνισης των τεσσάρων 
νουκλεοτιδίων (όπως αυτές προτείνονται από το πρόγραμμα) και έγιναν 
αναδιατάξεις στους κλάδους του δέντρου (global rearrangements) για την 
απόκτηση του βέλτιστου δέντρου. Για τις υπόλοιπες παραμέτρους της ανάλυσης, 
διατηρήθηκαν οι ήδη υπάρχουσες ρυθμίσεις του προγράμματος.

Για τον υπολογισμό της «Μέγιστης Οικονομικότητας» (Eck and Dayhoff, 
1966, Kluge and Farris, 1969) χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα DNAPARS 
(PHYLIP, έκδοση 3.62). Διατηρήθηκαν οι ήδη υπάρχουσες παράμετροι του 
προγράμματος, δηλαδή πραγματοποιήθηκε έρευνα για το βέλτιστο δέντρο, δεν 
πραγματοποιήθηκε επιπλέον τυχαιοποίηση στη σειρά επεξεργασίας των 
ακολουθιών, χρησιμοποιήθηκε ο κοινός αλγόριθμος της Μέγιστης 
Οικονομικότητας [δεν έγινε περιορισμός βημάτων με το να ορισθεί μια 
περιοριστική τιμή (threshold value)] και λήφθηκαν υπόψη όλες οι μεταλλάξεις 
(όχι μόνο οι μεταστροφές).

Ο υπολογισμός του συναινετικού δέντρου (consensus tree)
πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του προγράμματος CONSENSE (PHYLIP, 
έκδοση 3.62) με βάση το διευρυμένο κανόνα της πλειοψηφίας (Extended Majority 
Rule). Το τελικό δέντρο σχεδιάστηκε με το πρόγραμμα DRAWGRAM (PHYLIP, 
έκδοση 3.62), ενώ η τελική επεξεργασία του έγινε με το πρόγραμμα TreeView 
έκδοση 1.6.6 (Page, 1996).
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Δ. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης, με τη χρήση των 
εκκινητών ΙΤ51 και ΙΤ£>4, παρατηρήθηκαν, κάτω από υπεριώδη ακτινοβολία, ως 
μία μοναδική ζώνωση, σε πηκτή αγαρόζης, έπειτα από χρώση με βρομιούχο 
αιθίδιο. Το μέγεθος των ενισχυμένων τμημάτων ήταν περίπου 650 δρ για όλες τις 
απομονώσεις.

Εικόνα 4: Τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης της πολυμεράσης, όπως φαίνονται σε 
ζωνώσεις, μέσα σε πηκτή αγαρόζης. Από αριστερά προς δεξιά: δείγματα 1-5, τυφλό δείγμα και 
μάρτυρας μοριακών βαρών λ ΗίηιΙΜ/ ΕωΚΙ.

Τα παραπάνω προϊόντα ενσωματώθηκαν με τον πλασμιδιακό φορέα 
pGEM-T Easy Vector [Promega] και κλωνοποιήθηκαν σε κύτταρα Escherichia coli 
DH5a. Τα μετασχηματισμένα -με ανασυνδυασμένο πλασμιδιακό φορέα- κύτταρα 
αναγνωρίσθηκαν με επιλογή χρώματος, μετά από καλλιέργεια σε τρυβλία με LB 
και αμπικιλλίνη, X-Gal και IPTG. Πραγματοποιήθηκαν απομονώσεις 
πλασμιδιακού DNA και εύρεση της νουκλεοτιδικής ακολουθίας των δειγμάτων 
με τη χρήση αυτόματου αναλυτή νουκλεϊκών ακολουθιών.
Η αλληλούχιση των δειγμάτων παρήγαγε πλήρως αναγνώσιμα
ηλεκτροφερογράμματα για όλες τις απομονώσεις, μεγέθους 622 - 641 
νουκλεοτιδίων.
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2 * 1 3 0  
9 4  1 €> 

65 57 
4 * 6 1  
3 0 0 0
2 * 2 2  
20 27

56 4

3Q 0

Εικόνα 5: Τα προϊόντα της πέψης του ανασυνδυασμένου πλασμιδίοο με το ένζυμο EcoRI. Οι 
ζωνώσεις μοριακού βάρους περίπου 3000 bp αντιπροσωπεύουν το πλασμίδιο μετά από πέψη, 
ενώ οι ζωνώσεις των περίπου 300 bp και 20 bp αντιπροσωπεύουν το ένθετο τμήμα DNA. Αυτό 
οφείλεται στο γεγονός ότι το ένθετο τμήμα διαθέτει δύο συντηρημένες θέσεις αναγνώρισης του 
ενζύμου EcoRI: μία πρώτη θέση πάνω στο 5.8S γονίδιο και μία δεύτερη πάνω στο 18S γονίδιο.

Προηγούμενες μελέτες γύρω από το σύμπλοκο είδος Pleurotus eryngii, 
βασισμένες σε μορφολογικά στοιχεία και στοιχεία αναπαραγωγικής 
συμβατότητας, διαχώρησαν το είδος σε τρεις κύριες ποικιλίες με βάση την 
«προτίμηση» στον ξενιστή: Pleurotus eryngii var. eryngii, P. eryngii var. ferulae, και 
P. eryngii var. nebrodensis (Hilber, 1982, Bresinsky et al., 1987). Τα αποτελέσματα 
μελέτης βασιζόμενης στην εφαρμογή μοριακών τεχνικών RAPD-PCR και χρήσης 
ισοενζύμων (Zervakis et al., 2001) παρουσίασαν το διαχωρισμό των στελεχών 
Pleurotus eryngii s.l. σε πέντε ομάδες σύμφωνα με την «προτίμηση» στον ξενιστή 
(οικότυποι): στελέχη, που αναπτύσσονται σε σχέση με το φυτό Cachrys ferulacea, 
παρουσίασαν αυξημένες γενετικές αποστάσεις με όλους τους άλλους πληθυσμούς, 
και συνεπώς αντιπροσωπεύουν ένα ευδιάκριτο είδος, το Ρ. nebrodensis (Inzenga) 
Quelet, ενώ όλοι οι άλλοι οικότυποι ομαδοποιούνται μέσα σε ένα μεγαλύτερο 
σύμπλεγμα (Ρ. eryngii s.s.), το οποίο θα μπορούσε να υποδιαιρεθεί σε τέσσερις 
ποικιλίες, καθεμία από τις οποίες αντιστοιχεί σε έναν από τους υπόλοιπους 
ξενιστές: Ρ. eryngii var. eryngii (για τον ξενιστή Eryngium spp.), Ρ. eryngii var. 
ferulae (για τον ξενιστή Ferula communis), Ρ. eryngii var. thapsiae (για τον ξενιστή 
Thapsia garganica) (Venturella et al, 2002) και P. eryngii var. elaeoselini (για τον 
ξενιστή Elaeoselinum asclepium subsp. asclepium) (Venturella et al., 2000).
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Άλλοι ευρευνητές (Urbanelli et al., 2002) στηριζόμενοι σε μοριακούς δείκτες 
(Ισοενζυμικές μελέτες και αναλύσεις PCR-Fingerprinting) υποστηρίζουν ότι οι 
ποικιλίες Ρ. eryngii var. eryngii και var. ferulae πρέπει να αποτελούν δύο 
διαφορετικά είδη, τα: Ρ. eryngii και Ρ. ferulae.

Στην παρούσα εργασία, μελετήθηκαν 33 στελέχη του είδους Pleurotus 
eryngii, με την ευρεία έννοια, καθώς και ενός στελέχους του είδους Pleurotus 
a/stidiosus (LGAM Ρ 50) η ακολουθία του οποίου χρησιμοποιήθηκε για τις 
συγκρίσεις, ως ακολουθία αναφοράς (outgroup). Οι ακολουθίες των παραπάνω 
στελεχών παρατίθενται στον Πίνακα 4 (Παράρτημα I).

Ο πίνακας των γενετικών αποστάσεων μεταξύ των προαναφερθέντων 
στελεχών υπολογίσθηκε με βάση το πρότυπο F84 (Πίνακας 1). Σύμφωνα με 
αυτόν:

Το εύρος των αποστάσεων μεταξύ των στελεχών του Ρ. erynggi s.s. είναι ίσο 
με 0,000007 -  0,014279, ενώ οι αποστάσεις μεταξύ των μελών των επιμέρους 
ομάδων (σύμφωνα με τον ξενιστή) κυμαίνεται από 0,003145 έως 0,007873 για όσα 
στελέχη απομονώθηκαν από το Laserpitium [ΗΙΚ 123 (Σλοβενία), ΗΙΚ 124 
(Ιταλία) και ΗΙΚ 126 (Ιταλία)], από 0,004707 έως 0,011040 για τις απομονώσεις 
του Elaeoselinum [ΗΙΚ 122 (Ιταλία: Σικελία), UPA 30 (Ιταλία: Σικελία) και ΗΙΚ 121 
(Ισπανία)], από 0,004721 έως 0,009493 για την ομάδα του ξενιστή Thapsia [UPA 5 
(Ιταλία: Σικελία), ΗΙΚ 120 (Ισπανία) και ΗΙΚ 151 (Ισπανία)] και από 0,003145 έως 
0,007888 για την ομάδα του ξενιστή Ferula [LGAM Ρ 102 (Ελλάδα), LGAM Ρ 109 
(Ελλάδα) και ΗΙΚ 130 (Ισραήλ)]. Η γενετική απόσταση ανάμεσα στις δύο 
απομονώσεις του φυτού Eryngium [LGAM Ρ 63 (Ελλάδα) και UPA 10 (Ιταλία)] 
είναι ίση με 0,003145.

Ανάμεσα στις επιμέρους ομάδες του Ρ. eryngii s.s. οι αποστάσεις έχουν ως

εξής:
Για το Laserpitium, οι μικρότερες αποστάσεις εμφανίζονται στη σύγκριση 

των απομονώσεων αυτού με τις αντίστοιχες απομονώσεις του Eryngium (0,001569 
-  0,007888), ενώ ακολουθούν οι αποστάσεις με τις απομονώσεις από το φυτό 
Thapsia (0,003145 -  0,0007902: μικρότερες αποστάσεις σημειώνονται κατά τη 
σύγκριση με τις απομονώσεις από το φυτό Τ. villosa, ενώ μεγαλύτερες με την 
απομόνωση του Τ. garganica), με τις απομονώσεις του ξενιστή Ferula (0,001569 - 
0,009493: τα μέλη της ομάδας του Laserpitium παρουσιάζουν μικρότερη απόσταση 
με το ΗΙΚ 130 που έχει απομονωθεί από το φυτό Ferula tingitana) και τέλος με 
στελέχη που απομονώθηκαν από το φυτό Elaeoselinum (0,004721 -  0,012645: οι

53



54

Πίνακας 1: Γενετικές αποστάσεις κατά Γθΐβθηβίεΐη (Γ84) μεταξύ των στελεχών του Ρ. βη/ηξϋ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4 1 5 1 6 1 7 1 8 1 9 2 0 21 2 2 2 3 2 4 2 5 2 6 2 7 2 8 2 9 3 0 3 1 3 2 3 3

1 .  ΙΧ 3 Α Μ  Ρ  5 0

2 .  Ι Χ ; Α Μ Ρ 6 3 0 ,1 8 7 7 8 1

3 . Ι Χ Α Μ  Ρ 1 0 1 0 ,1 8 7 5 2 0 0 ,0 0 9 5 6 5

4 .  1X3 Α Μ  Ρ  1 0 9 0 ,1 9 0 1 6 6 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 7 7 5

5 .  ΙΛ 3 Μ  8 5 1 1 0 1 0 ,1 8 8 1 1 3 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 9 5 6 5 0 ,0 0 3 1 4 5

6 .  ΙΛ 3Μ  8 5 0 4 0 4 0 ,1 8 8 9 6 6 0 ,0 2 2 8 6 8 0 ,0 1 6 3 0 3 0 ,0 2 6 1 6 5 0 ,0 2 2 8 6 8

7 . 0 Β 5  1 0 0 8 2 0 ,1 9 4 4 9 0 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 1 6 0 4 3 0 ,0 0 9 4 9 3 0 X 1 0 6 3 1 2 0 ,0 2 7 8 7 1

8 .  ϋ Ρ Α  5 0 ,1 9 0 1 6 6 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 7 7 5 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 2 6 1 6 5 0 ,0 0 9 4 9 3

9 .  ϋ Ρ Α  1 0 0 ,1 9 2 2 4 9 0 ,0 0 3 1 4 5 0X 1 1 2 7 7 5 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 2 6 1 7 9 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 0 6 2 9 7

1 0 .  ϋ Ρ Α  2 8 0 ,1 8 3 5 2 9 0 ,0 1 2 6 8 8 0 ,0 0 6 3 4 1 0 ,0 1 5 9 1 3 0 ,0 1 2 7 0 3 0 ,0 1 7 8 6 5 0 ,0 1 9 1 8 1 0 ,0 1 5 9 1 3 0 ,0 1 5 9 1 3

1 1 . ϋ Ρ Α  3 0 0 ,1 9 1 6 2 7 0 ,0 0 7 8 7 3 0 ,0 1 7 6 3 4 0 ,0 1 1 0 5 4 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 3 1 1 9 7 0 ,0 1 4 2 7 9 0 ,0 1 1 0 5 4 0 ,0 1 1 0 6 9 0 ,0 2 0 7 2 8

1 2 .  Η Ι Κ  1 2 0 0 ,1 9 1 8 4 4 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 1 4 3 8 0 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 2 7 8 2 8 0 ,0 1 1 0 8 3 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 1 7 4 8 9 0 ,0 0 9 4 6 4

1 3 .Η 1 Κ 1 2 3 0 ,1 9 0 1 0 9 0 ,0 0 1 5 6 9 0 ,0 1 1 1 8 5 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 1 5 6 9 0 ,0 2 4 5 4 5 0 ,0 0 7 9 1 7 0Χ Χ 14721 0X 3 0 4 7 2 1 0 ,0 1 4 3 0 8 0 ,0 0 9 4 6 4 0 ,0 0 6 2 9 7

1 4 . Η Ι Κ  1 2 4 0 ,1 9 0 0 5 1 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 1 1 8 5 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 2 4 5 4 5 0 ,0 1 1 0 9 8 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 1 4 3 0 8 0 ,0 1 2 6 4 5 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 0 3 1 4 5

1 5 . Η ΙΚ  1 2 5 0 ,1 8 3 8 4 7 0 ,0 1 9 1 2 3 0 ,0 1 2 7 6 1 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 1 9 1 5 2 0 ,0 2 4 4 7 3 0 ,0 2 5 7 0 2 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 0 9 4 6 4 0 ,0 2 7 2 3 5 0 ,0 2 3 9 6 7 0 ,0 2 0 7 7 1 0 ,0 2 0 7 5 7

1 6 . Η Ι Κ  1 2 7 0 ,1 8 7 4 9 1 0 ,0 1 5 9 5 6 0 ,0 0 9 5 6 5 0 ,0 1 9 2 1 0 0 ,0 1 5 9 8 5 0 ,0 1 9 5 7 1 0 ,0 2 2 5 0 6 0 ,0 1 9 2 1 0 0 ,0 1 9 2 1 0 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 2 4 0 6 8 0 ,0 2 0 8 0 0 0 ,0 1 7 5 9 0 0 ,0 1 7 5 9 0 0 ,0 1 5 8 9 8

1 7 . Η ΙΚ  1 3 0 0 ,1 8 8 1 1 3 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 9 5 6 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 2 2 8 6 8 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 0 3 1 4 5 0 X 1 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 7 0 3 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 1 5 6 9 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 9 1 5 2 0 X 1 1 5 9 8 5

1 8 .  Η Ι Κ  1 3 2 0 ,1 7 3 8 8 5 0 ,0 1 6 4 3 3 0 ,0 0 9 8 4 0 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 1 6 4 3 3 0 ,0 0 8 1 0 5 0 ,0 2 1 4 5 1 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 1 3 0 7 9 0 ,0 2 3 0 9 9 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 1 8 1 1 1 0 Χ )1 8 1 1 1 0 ,0 1 9 7 1 6 0 ,0 1 4 7 7 1 0 ,0 1 6 4 3 3

1 9 . Η ΙΚ  1 3 3 0 ,1 7 7 9 6 2 0 ,0 2 1 4 0 8 0 ,0 1 4 8 2 8 0 ,0 2 4 7 7 7 0 ,0 2 1 4 3 6 0 ,0 0 9 7 3 9 0 ,0 2 4 8 2 0 0 ,0 2 4 7 7 7 0 ,0 2 4 7 9 1 0 ,0 1 8 0 2 4 0 ,0 2 8 1 1 7 0 ,0 2 4 7 3 3 0 ,0 2 3 0 9 9 0 ,0 2 3 0 9 9 0 ,0 2 4 7 0 4 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 2 1 4 3 6 0 ,0 0 4 8 3 7

2 0 .  Η ΙΚ  1 3 5 0 ,1 8 7 7 8 1 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 9 5 6 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 2 2 8 6 8 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 6 8 8 0 ,0 0 7 8 7 3 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 0 1 5 6 9 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 9 1 2 3 0 ,0 1 5 9 5 6 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 1 6 4 3 3 0 ,0 2 1 4 0 8

2 1 .  Η ΙΚ  1 3 6 0 ,1 8 7 7 8 1 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 9 5 6 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 2 2 8 6 8 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 6 8 8 0 ,0 0 7 8 5 9 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 0 1 5 6 9 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 9 1 2 3 0 ,0 1 5 9 5 6 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 1 6 4 3 3 0 ,0 2 1 4 0 8 0 ,0 0 0 0 0 7

2 2 .  Η ΙΚ  1 3 7 0 ,1 8 8 0 2 6 0 ,0 1 4 3 2 2 0 ,0 0 7 9 4 6 0 ,0 1 7 5 4 7 0 ,0 1 4 3 3 7 0 ,0 1 9 5 4 2 0 ,0 2 0 8 4 4 0 ,0 1 7 5 4 7 0 ,0 1 7 5 6 1 0 X 1 0 4 7 2 1 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 1 9 1 3 7 0 ,0 1 5 9 4 2 0 ,0 1 5 9 4 2 0 ,0 1 1 0 8 3 0 ,0 1 1 0 8 3 0 ,0 1 4 3 3 7 0 ,0 1 4 7 5 6 0 ,0 1 9 7 1 6 0 ,0 1 4 3 2 2 0 ,0 1 4 3 2 2

2 3 .  Η Ι Κ  1 3 8 0 ,1 9 2 4 5 1 0 ,0 1 9 1 6 6 0 ,0 1 2 7 3 2 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 1 9 1 6 6 0 ,0 2 4 4 7 3 0 X 1 2 5 7 0 2 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 1 2 6 7 4 0 X 1 2 7 2 4 9 0 ,0 2 4 0 1 0 0 ,0 2 0 8 (X) 0 ,0 2 0 8 0 0 0 ,0 1 9 0 9 4 0 Χ Π 5 8 9 8 0 ,0 1 9 1 6 6 0 ,0 1 9 7 1 6 0 ,0 2 4 7 4 8 0 ,0 1 9 1 6 6 0 ,0 1 9 1 3 7 0 ,0 1 4 2 6 4

2 4 .  Η ΙΚ  1 3 9 0 ,1 8 8 1 1 3 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 9 5 6 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 2 2 8 6 8 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 7 0 3 0 ,0 0 7 8 7 3 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 1 5 6 9 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 9 1 5 2 0 ,0 1 5 9 8 5 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 1 6 4 3 3 0 ,0 2 1 4 3 6 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 0 0 0 0 7 0 ,0 1 4 3 3 7 0 ,0 1 9 1 3 7

2 5 .  Η ΙΚ  1 5 1 0 ,1 9 2 3 2 1 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 1 1 2 1 3 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 2 2 8 5 4 0 ,0 1 1 1 1 2 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 0 7 9 0 2 0 X 1 1 4 3 6 6 0 ,0 1 2 7 0 3 0 ,0 0 9 4 9 3 0 Χ » 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 2 0 8 4 4 0 ,0 1 7 6 6 2 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 1 8 0 6 7 0 ,0 2 3 0 8 5 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 1 6 0 0 0 0 ,0 2 0 8 4 4 0 ,0 0 4 7 3 6

2 6 .  Η ΙΚ  1 5 2 0 ,1 9 2 4 8 0 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 1 5 9 4 2 0 ,0 2 5 6 3 0 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 2 7 7 9 9 0 X 1 2 8 9 7 0 0 ,0 2 5 6 3 0 0 ,0 2 5 6 4 4 0 ,0 1 5 8 6 9 0 ,0 3 0 5 0 3 0 ,0 2 7 2 6 4 0 ,0 2 4 0 3 9 0 ,0 2 4 0 3 9 0 ,0 2 2 3 1 9 0 ,0 1 9 1 1 3 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 2 3 0 4 1 0 ,0 2 8 1 0 2 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 2 2 3 6 2 0 ,0 1 7 4 7 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 2 2 3 6 2 0 ,0 2 4 0 9 7

2 7 .  ΙΛ 3 Μ  8 2 0 3 0 1 0 ,1 9 6 7 0 2 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 1 4 4 2 4 0 X 1 0 7 9 0 2 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 2 4 5 0 2 0 ,0 1 1 1 1 2 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 1 7 5 7 6 0 ,0 1 2 6 8 8 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 0 6 3 2 6 0 ,0 0 9 5 0 7 0 ,0 2 4 0 8 3 0 ,0 2 0 8 8 7 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 1 9 7 5 9 0 ,0 2 4 7 9 1 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 0 4 7 3 6 0 X 1 1 9 2 2 4 0 ,0 2 4 0 8 3 0 ,0 0 4 7 3 6 0 ,0 0 7 9 1 7 0 ,0 2 7 3 3 6

2 8 .  Η ΙΚ  1 2 1 0 ,1 9 1 8 4 4 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 7 7 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 2 6 1 6 5 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 0 3 1 4 3 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 1 5 8 8 4 0 X 1 1 1 0 4 0 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 2 1 3 4 7 0 ,0 1 9 1 8 1 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 2 4 7 3 3 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 7 5 1 8 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 2 5 6 3 0 0 ,0 0 7 9 0 2

2 9 .  Η ΙΚ  1 2 2 0 ,1 9 1 8 4 4 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 1 4 3 8 0 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 2 7 8 2 8 0 ,0 1 1 0 8 3 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 1 7 4 8 9 0 ,0 0 9 4 6 4 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 2 3 9 6 7 0 ,0 2 0 8 0 0 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 9 7 4 5 0 X 1 2 4 7 3 3 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 0 4 7 0 7 0 ,0 1 9 1 3 7 0 ,0 2 4 0 1 0 0 ,0 0 4 7 2 1 0Χ Χ 19493 0 ,0 2 7 2 6 4 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 0 4 7 0 7

3 0 .  Η ΙΚ  1 2 6 0 ,1 9 1 9 0 2 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 2 7 7 5 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 2 6 1 7 9 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 0 6 2 9 7 0 ,0 1 5 8 8 4 0 ,0 1 1 0 4 0 0 ,0 0 7 8 7 3 0 ,0 0 4 7 2 1 0 X 1 0 7 8 7 3 0 ,0 2 1 3 6 2 0X 1 1 9 1 8 1 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 1 9 7 4 5 0 ,0 2 4 7 4 8 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 3 1 4 5 0 X 1 1 7 5 3 2 0 ,0 2 2 3 9 1 0 ,0 0 3 1 4 5 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 2 5 6 4 4 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 0 6 2 8 3 0 ,0 0 7 8 7 3

3 1 .  Η ΙΚ  1 3 1 0 ,1 7 9 7 5 5 0 ,0 2 1 3 7 9 0 ,0 1 4 7 9 9 0 ,0 2 4 7 4 8 0 ,0 2 1 4 0 8 0 ,0 0 9 7 2 4 0 ,0 2 6 4 5 4 0 X 1 2 4 7 4 8 0 ,0 2 4 7 4 8 0 X 1 1 7 9 9 5 0 ,0 2 8 0 7 3 0 ,0 2 4 7 0 4 0 ,0 2 3 0 7 0 0 ,0 2 3 0 5 6 0 ,0 2 4 6 6 1 0 ,0 1 9 7 1 6 0 ,0 2 1 4 0 8 0 ,0 0 4 8 3 7 0 ,0 0 6 4 5 6 0 ,0 2 1 3 7 9 0 X 1 2 1 3 7 9 0 ,0 1 9 6 8 7 0 ,0 2 4 7 0 4 0 ,0 2 1 4 0 8 0 ,0 2 3 0 5 6 0 ,0 2 8 0 5 9 0 ,0 2 4 7 6 2 0 ,0 2 4 7 0 4 0 ,0 2 4 7 0 4 0 ,0 2 4 7 0 4

3 2 .  Η ΙΚ  1 3 4 0 ,1 8 2 3 5 8 0 ,0 1 5 9 5 6 0 ,0 0 9 5 8 0 0 ,0 1 9 2 1 0 0 ,0 1 5 9 8 5 0 ,0 1 9 5 7 1 0 ,0 2 2 5 0 6 0 ,0 1 9 2 1 0 0 X 1 1 9 2 1 0 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 2 4 0 5 4 0 ,0 2 0 8 0 0 0 ,0 1 7 5 9 0 0 ,0 1 7 5 9 0 0 ,0 0 6 3 2 6 0 ,0 1 2 7 3 2 0 ,0 1 5 9 8 5 0 ,0 1 6 4 1 9 0 ,0 2 1 3 9 3 0 ,0 1 5 9 5 6 0 ,0 1 5 9 5 6 0 ,0 0 7 9 1 7 0 ,0 1 5 9 2 7 0 ,0 1 5 9 8 5 0 ,0 1 7 6 3 4 0 ,0 1 9 1 5 2 0 ,0 1 9 2 5 3 0 X 1 1 9 1 8 1 0 ,0 2 0 8 0 0 0 ,0 1 9 1 8 1 0 ,0 2 1 3 6 4

3 3 .  ΙΧ 3 Α Μ  Ρ 1 0 2 0 ,1 9 6 3 5 5 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 1 4 4 0 9 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 2 7 8 2 8 0 X 1 1 1 0 9 8 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 1 7 5 4 7 0 ,0 1 2 6 7 4 0 ,0 0 9 4 7 8 0 ,0 0 6 3 1 2 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 2 4 0 3 9 0 ,0 2 0 8 5 8 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 2 1 4 0 6 0 ,0 2 6 4 5 4 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 4 7 2 1 0 X 1 1 9 1 9 5 0 ,0 2 4 0 3 9 0 ,0 0 4 7 2 1 0 ,0 0 9 4 9 3 0 ,0 2 7 3 0 7 0 ,0 0 7 9 0 2 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 0 9 4 7 8 0 ,0 0 7 8 8 8 0 ,0 2 6 4 1 1 0 ,0 2 0 8 5 8
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απομονώσεις του Laserpitium εμφανίζονται να έχουν μικρότερες αποστάσεις με το 
ΗΙΚ 121 που απομονώθηκε από το Elaeoselinum gummiferum από ο,τι με τις 
απομονώσεις από το Elaeoselinum asclepium subsp. asclepium).

Για την ομάδα του Elaeoselinum, οι μικρότερες γενετικές αποστάσεις 
παρουσιάζονται στη σύγκριση των απομονώσεων αυτού με τις απομονώσεις του 
Eryngium (0,003145 -  0,011069), ενώ ακολουθούν οι αποστάσεις με την ομάδα του 
ξενιστή Thapsia (0,003145 -  0,012703). Μεγαλύτερο εύρος αποστάσεων 
εμφανίζεται κατά τη σύγκριση με τα στελέχη που αναπτύσσονται σε σχέση με το 
φυτό Ferula (0,003145 -  0,012674: μέγιστη απόσταση προκύπτει κατά τη σύγκριση 
των στελεχών LGAM Ρ 102 και UPA 30).

Για την ομάδα του φυτού Ferula: μικρότερο εύρος αποστάσεων 
παρατηρείται στη σύγκριση με απομονώσεις από τον ξενιστή Eryngium (0,000007 
-  0,007888), ενώ ελαφρά μεγαλύτερο είναι το εύρος των αποστάσεων με τα μέλη 
της ομάδας του ξενιστή Thapsia (0,000007 -  0,009493: ελάχιστη απόσταση 
σημειώνεται ανάμεσα στο LGAM Ρ 109 και το UPA 5, το οποίο έχει απομονωθεί 
από το είδος Thapsia gargantea).

Τέλος, τα μέλη της ομάδας του Eryngium παρουσιάζουν αποστάσεις από 
0,003145 έως 0,007902 στη σύγκρισή τους με τα μέλη της ομάδας του φυτού 
Thapsia.

Οι αποστάσεις ανάμεσα στα μέλη της ομάδας του Ρ. eryngii s.s. και τα 
αντίστοιχα μέλη των υπολοίπων ομάδων κυμαίνονται από 0,019137 έως 0,030503 
(μέγιστη απόσταση με το στέλεχος UPA 30) για την ομάδα της Ασιατικής Ferula 
(Ferula sinkiangensis), από 0,012688 έως 0,027235 (ελάχιστη απόσταση με το LGAM 
Ρ 63 και μέγιστη απόσταση με το UPA 30) για την ομάδα του φυτού Cachrys [ΗΙΚ 
125 (Ελλάδα), ΗΙΚ 127 (Αρμενία), ΗΙΚ 134 (Ιταλία, Αίτνα), ΗΙΚ 137 (Ιράν), UPA 
6 (Ιταλία: Σικελία) και UPA 28 (Ιταλία: Σικελία)], από 0,013079 έως 0,028117 
(ελάχιστη απόσταση με το LGAM Ρ 63 και μέγιστη απόσταση με το UPA 30) για 
την ομάδα του Ferulago, ενώ αν στην τελευταία ομάδα προστεθεί και το στέλεχος 
LGMACC 850404 (Ουγγαρία), τότε η μέγιστη απόσταση αυξάνεται σε 0,0031197.

Τα μέλη της ομάδας του Cachrys παρουσιάζουν μεταξύ τους γενετικές 
αποστάσεις εύρους 0,004721 -  0,015898, ενώ με τις υπόλοιπες ομάδες 
παρουσιάζουν αποστάσεις εύρους 0,013079 -  0,024704 για την ομάδα του Ferulago 
και 0,019716 -  0,028102 για την Ασιατική Ferula.

Οι απομονώσεις από τον ξενιστή Ferulago [ΗΙΚ 131 (Ιταλία), ΗΙΚ 132 
(Σλοβενία) και ΗΙΚ 133 (Ιταλία)] παρουσιάζουν μεταξύ τους αποστάσεις από
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0,004837 έως 0,006456, ενώ αν στην ομάδα προστεθεί και το στέλεχος LGMACC 
850404 τότε η μέγιστη απόσταση αυξάνεται στο 0,009739.

Με βάση τη φυλογενετική ανάλυση (Δενδρογράμματα 1 και 2) και τον 
πίνακα γενετικών αποστάσεων (Πίνακας 1) μεταξύ των παραπάνω στελεχών 
είναι δυνατό να εξαχθεί το συμπέρασμα ότι το Pleurotus eryngii (με τη στενή 
έννοια), στην παρούσα εργασία αποτελείται από στελέχη, τα οποία 
αναπτύσσονται σε σχέση με τα φυτά-ξενιστές: Eryngium spp., Ferula communis, 
Ferula tingitana, Elaeoselinum asclepium subsp. asclepium, Elaeoselinum gummiferum, 
Thapsia garganica, Tliapsia villosa και Laserpitium latifolium της οικογένειας 
Umbelliferae.

Στελέχη, τα οποία αναπτύσσονται σε σχέση με τους υπόλοιπους ξενιστές που 
περιλαμβάνονται στη μελέτη, δηλαδή τους: Cachrys ferulacea, Ferulago galbanifera 
και Ferula sinkiangensis αποτελούν μέλη της ευρύτερης ομάδας του Pleurotus 
eryngii. Συγκεκριμένα, τα στελέχη τα οποία αναπτύσσονται σε σχέση με φυτά του 
είδους Cachrys ferulacea σχηματίζουν ένα διακριτό κλάδο (Δενδροχράμματα 1 και 
2). Το αποτέλεσμα αυτό σε συνδυασμό με τις αυξημένες γενετικές αποστάσεις της 
ομάδας αυτής με τις υπόλοιπες ομάδες (Ρ. eryngii s.s., ομάδα του Ferulago 
galbanifera και του Ferula sinkiangensis) επιβεβαιώνουν προηγούμενες μελέτες 
(Venturella et al., 2000, Zervakis et al., 2001, Venturella et a l, 2002), οι οποίες 
πρότειναν τη δημιουργία του διακριτού είδους Pleurotus nebrodensis σε αντίθεση 
με τη διατήρηση της υφιστάμενης ποικιλίας Ρ. eryngii var. nebrodensis.

Στελέχη, τα οποία αναπτύσσονται σε σχέση με φυτά του είδους Ferulago 
galbanifera σχηματίζουν ένα διακριτό κλάδο αρκετά απομακρυσμένο από τον 
κλάδο του Pleurotus eryngii s.s., αλλά κυρίως απομακρυσμένο και από τον κλάδο 
του Pleurotus nebrodensis. Πολύ μεγάλη σχετική συγγένεια παρουσιάζεται 
ανάμεσα στα παραπάνω στελέχη και το LGMACC 850404, που έχει απομονωθεί 
από ξενιστή ο οποίος δε μας έχει γίνει γνωστός.

Τέλος, τα δύο στελέχη που αναπτύσσονται πάνω στο φυτό Ferula 
sinkiangensis (Ασιατική Ferula) σχηματίζουν έναν ξεχωριστό κλάδο, με μεγάλο 
στατιστικό ποσοστό (99 -  99,8%).
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m m  (Ferulago galbanifera)

—m  131 (Ferulago galbanifera) 
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r n  199 (Férula sinkiangensis)
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m  152 (Ferula sinkiangensis) \
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m i2 5  (Cachesferulacea)
UPA 6 (Cachrysferulacea) 
m  134 (Cachrys ferulacea) 

- m  137 (Cachrys ferulacea)
-HIK 127 (Cachrys ferulacea)

LCAM P 50 outgroup (Pleurotus cystidiosus)

Λ

y Pleurotos nebrodensis

Δ ενδρόγραμμα 1: Δέντρο που προέκυψε από τη φυλογενετική ανάλυση, με βάση το κριτήριο 

της «Μ εγίστης Οικονομικότητας» (M aximum Parsimony). Οι τιμές οι οποίες βρίσκονται σε 

κάθε κόμβο δηλώ νουν το στατιστικό -επί τοις εκατό- ποσοστό (bootstrap value) της ομάδας 

που ορίζεται από τον κόμβο αυτό (σε 500 επαναλήψεις), ενώ μέσα στις παρενθέσεις δίνεται ο 

ξενιστής (όπου αυτός έχει γνωστοποιηθεί) για κάθε στέλεχος του Pleurotus eryngii s .l, που 

περιλαμβάνεται στην παρούσα εργασία.
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Δ ενδρόγραμμα 2: Δέντρο βασισμένο στο κριτήριο του «Πιθανότερου Ενδεχόμενου» 
(Maximum Likelihood). Όπως και στο Δενδρόγραμμα 1, οι τιμές οι οποίες βρίσκονται σε κάθε 
κόμβο δηλώνουν το στατιστικό -επί τοις εκατό- ποσοστό (bootstrap value) της ομάδας που 
ορίζεται από τον κόμβο αυτό (σε 500 επαναλήψεις), ενώ μέσα στις παρενθέσεις αναφέρεται ο 
ξενιστής για κάθε στέλεχος.
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Τα στοιχεία που προέκυψαν από την παρούσα μελέτη δεν επιτρέπουν τη 
συζήτηση σχετικά με τις προτεινόμενες ποικιλίες (Ρ. eryngii var. eryngii, var. 
ferulae, var. tliapsiae, var. elaeoselini). Ωστόσο γίνεται αντιληπτό ότι στελέχη που 
αναπτύσσονται πάνω σε φυτά των ειδών Eryngium campestre και Férula communis 
και που θεωρούνται από πολλούς ερευνητές ως διακριτές ποικιλίες, δεν είναι 
δυνατό να συνιστούν διαφορετικά είδη, όπως προτείνεται από τους Urbanelli et 
al. (2002). Αντίθετα, τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης κατατάσσουν τις 
απομονώσεις από τα προαναφερθέντα φυτά στην ομάδα του Pleurotus eryngii s.s..

Όπως αποκαλύπτεται από τη φυλογενετική ανάλυση, δεν υπάρχει 
ιδιαίτερος συσχετισμός των διαφόρων οικοτύπων του συμπλόκου είδους με τη 
γεωγραφική τους προέλευση. Ωστόσο, υπάρχει στενός συσχετισμός με τον ξενιστή 
πάνω στον οποίο αναπτύσσεται καθένας από αυτούς. Το γεγονός αυτό 
επιβεβαιώνει την ύπαρξη μιας συμπατρικής εξελικτικής διαδικασίας μέσα στο 
σύμπλεγμα του Pleurotus eryngii, βασισμένης, όχι σε γεωγραφικούς φραγμούς, 
αλλά σε οικολογικούς παράγοντες που πιθανόν να σχετίζονται με τη φύση της 
σχέσης ξενιστή και μύκητα, αλλά και με παράγοντες που συνδέονται με το είδος 
και τη φύση του ξενιστή.
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ I 
(Πίνακες)

Πίνακας 2: Γεωγραφική προέλευση και ξενιστές των στελεχών που 
περιλαμβάνονται στην παρούσα εργασία

Ονομασία στελέχους Προέλευση Ξενιστής

ΗΙΚ120 Ισπανία (Salamanca) Thapsia villosa

ΗΙΚ 121 Ισπανία (Salamanca) Elaeoselinum gummiferum

ΗΙΚ 122 Ιταλία (Σικελία, Ficuzza) Elaeoselinum asá. subsp. asdepium

ΗΙΚ 123 Σλοβενία Laserpitium latifolium
ΗΙΚ 124 Βόρεια Ιταλία Laserpitium latifolium

ΗΙΚ 125 Ελλάδα (Κυλλήνη) Cachrysferulacea

ΗΙΚ 126 Ιταλία (Rovereto) Laserpitium latifolium

ΗΙΚ 127 Αρμενία Cachrys ferulacea

ΗΙΚ 130 Ισραήλ (Judean Mt) Férula tingitana

ΗΙΚ 131 Ιταλία Ferulago galbanifera

ΗΙΚ 132 Σλοβενία (Pomjan) Ferulago galbanifera

ΗΙΚ 133 Ιταλία (Udine) Ferulago galbanifera

ΗΙΚ 134 Ιταλία (Σικελία, Αίτνα) Cachrys ferulacea

ΗΙΚ 135 Ιράν

ΗΙΚ 136 Ιράν

ΗΙΚ 137 Ιράν Cachrys ferulacea

ΗΙΚ 138 Ιράν Férula sinkiangensis
ΗΙΚ 139 Ιράν

ΗΙΚ 151 Ισπανία (Girona) Thapsia villosa
ΗΙΚ 152 Κίνα Férula sinkiangensis
CBS 10082 πρώην Τσεχοσλοβακία

LGAM Ρ 63 Ελλάδα (Κρήτη) Eryngium sp.

LGAM Ρ 101 Ελλάδα (Άνδρος)

LGAM Ρ 102 Ελλάδα (Ανδρος) Férula sp.

LGAM Ρ 109 Ελλάδα (Αγιος Ευστράτιος) Férula sp.

LGM 820301 Γαλλία

LGM 850404 Ουγγαρία

LGM 851101 Γαλλία

UPA 5 Ιταλία (Σικελία, Madonie Mt) Thapsia gargantea

UPA 6 Ιταλία (Σικελία, Madonie Mt) Cachrys ferulacea

UPA 10 Ιταλία (Apulia) Eryngium campestre

UPA 28 Ιταλία (Σκέλια, Madonie Mt) Cachrys ferulacea

UPA 30 Ιταλία (Σικελία, Mussomeli) Elaeoselinum asd. subsp. asdepium

LGAM P 50 (P.cystidiosus) Ελλάδα (Σαλαμίνα) Ficus carica
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Πίνακας 3: Συγκεντρωτικός πίνακας θρεπτικών μέσων και ρυθμιστικών 
διαλυμάτων

PDA PDB [Scharlau] 2,4% w/v, agar 1,7 w/v

LB
Casein [Life Technologies] 1% w/v, Yeast 
Extract [Scharlau] 0,5% w/v, NaCl [Riedel- 
deHaen] 1% w/v

LB άγαρ
Casein [Life Technologies] 1% w/v, Yeast 
Extract [Scharlau] 0,5% w/v, NaCl [Riedel- 
deHaen] 1% w/v, agar 1,7% w/v

NaAc 3 Μ, pH 5
CH3COONa [Merk] 3 M, CH3COOH [Merck] 
για ρύθμιση του pH στο 5

Fungal DNA Extraction Buffer
Tris [Merck] -  HCl [Scharlau] 50 mM pH 8 , 
Na2EDTA [Scharlau] 50 mM, SDS [BDH] 3% 
w/v, Proteinase K [Sigma] 0,1 mg/ml

CTAB Extraction Buffer
CTAB [Sigma] 1% w/v, Tris [Merck] -  HCl 
[Scharlau] 50 mM pH 8 , Na2EDTA [Scharlau] 10 
mM, NaCl [Riedel-deHaen] 0,7 M

TAE Buffer 50X
Tris [Merck] 24,2% w/v, Na2EDTA [Scharlau] 
100 ml/10,5 M, CH3COOH [Merck] 57,1 ml/1

STET Buffer
Sucrose [Sigma] 8 % w/v, Triton X 100 [BDH] 
5% v/v, Tris [Merck] -  HCl [Scharlau] 50 mM 
pH 8 , Na2EDTA [Scharlau] 50 mM pH 8

Loading Buffer
Bromophenol blue [] 0,25% w/v, σακχαρόζη 
[Sigma] 40% v/v

X-Gal 2% w/v
X-Gal [Merck] 20 mg/ml διαλύματος σε 
διαλύτη: dimethyl formamide [Sigma]

I PI G 100 mM
IPTG [Merck] 100 mM σε ddH20 , αποστείρωση 
με μικροβιολογικό φίλτρο 0 , 2  pm

RNase A (ποκνό διάλυμα) 1 0  mg/ml
Phenol/chloroform/isoamyl alcohol 25:24:1 v/v [Life Technologies]

Αμπικιλλίνη (ποκνό διάλομα)
Ampicillin [Sigma] 100 mg/ml διαλύματος, 
αποστείρωση με μικροβιολογικό φίλτρο 0 , 2  pm
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Πίνακας 4: Ευθυγράμμιση ακολουθιών
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II 
(Σχήματα/ εικόνες)

Σχήμα 3: Χάρτης του pGEM-T Easy Vector [Promega] και σημεία αναφοράς της 
ακολουθίας του

Θέση εκκίνησης της μεταγραφής από την Τ7 RNA πολυμεράση
Πολυδύναμη περιοχή κλωνοποίησης
Προαγωγέας της SP6 RNA πολυμεράσης (-17 έως +3)
Θέση εκκίνησης της μεταγραφής από την SP6 RNA πολυμεράση
Κωδικόνιο έναρξης του lacZ οπερόνιου
Χειριστής του lacZ οπερόνιου
Κωδική περιοχή της β-λακταμάσης
Ακολουθίες του lacZ οπερόνιου
Προαγωγέας της Τ7 RNA πολυμεράσης (-17 έως +3)

1
10-128

139-158
141
180

200-216 
1337-2197 

2836-2996,166-395 
2999-3
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Φωτογραφίες βασιδιοκάρπιων τοο μύκητα Pleurotus eryngii

Εικόνα 6 : Pleurotus eryngii var. ferulae

Εικόνα 7: Καλλιέργεια Pleurotus eryngii

Εικόνα 8: Pleurotus eryngii

Εικόνα 6: http://www.naturamediterraneo.com/forume/topic.asp?TOPIC_ID=3199 

Εικόνα 7: h ttp :/ /www.world-mushroom.com/eryngii/sg_ery03.jpg

Εικόνα 8: http://images.google.com.gr/images?q=tbn:vExtS8-J3okJ:www.micologia.net/albums/ 
albuml032/pleurotus_eryngii_var_ferul.thumb.jpg

http://www.naturamediterraneo.com/forume/topic.asp?TOPIC_ID=3199
http://www.world-mushroom.com/eryngii/sg_ery03.jpg
http://images.google.com.gr/images?q=tbn:vExtS8-J3okJ:www.micologia.net/albums/


Φωτογραφίες ξενιστών ποο περιλαμβάνονται στην παρούσα εργασία

Εικόνα 9: Eryngium campestre

Εικόνα 10: Thapsia villosa

Εικόνα 11: Elaeoselinum ascl. subsp. asclepium

Εικόνα 9: h ttp ://galenos.misto.cz/_MAIL_/eryngium_campestre02.jpg

Εικόνα 1 0 :1: http://waste.ideal.es/fotos/thapsiavillosal.jpg, 2: http://waste.ideal.es/fotos/thapsia 

villosa2.jpg, 3: http://waste.ideal.es/fotos/thapsiavillosa21.jpg, 4: http://waste.ideal.es/ 
fotos /  thapsiavillosa7.jpg

Εικόνα 11: http://w w w .uib.es/ depart/ dba/botánica/herbari/generes/Elaeoselinum/asclepium % 
20subsp.%20asclepium/Elaeioselinumasclepium(gral)_f_s.jpg
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http://galenos.misto.cz/_MAIL_/eryngium_campestre02.jpg
http://waste.ideal.es/fotos/thapsiavillosal.jpg
http://waste.ideal.es/fotos/thapsia
http://waste.ideal.es/fotos/thapsiavillosa21.jpg
http://waste.ideal.es/
http://www.uib.es/


Εικόνα 12: Cachrys ferulacea

Εικόνα 13: Laserpitium latifolium

Εικόνα 14: Ferula communis (φωτογραφία 1) 

και Ferula tingitana (φωτογραφία 2)

Εικόνα 12: h ttp ://nlonghitano.infinito.it/Flora%20Apistica/immagini/110_7_Cachrys_ferulacea.JPG 
Εικόνα 13: http://perso.wanadoo.fr/daniel.musy/Laserpitium-latifolium.jpg

Εικόνα 1 4 :1: http://www.uni-essen.de/botanik/Exkursionen/Ferula_communis.jpg, 2: http ://w w w . 
bethcha tto.co.uk/plant%20portraits%20f/tn_ferula%20tingitana%20'cedric%20morris'.jpg
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http://nlonghitano.infinito.it/Flora%20Apistica/immagini/110_7_Cachrys_ferulacea.JPG
http://perso.wanadoo.fr/daniel.musy/Laserpitium-latifolium.jpg
http://www.uni-essen.de/botanik/Exkursionen/Ferula_communis.jpg
http://www


Εικόνα 15: Ferulago galbanifera

Εικόνα 16: Thapsia gargantea

Εικόνα 15: http://caliban.mpiz-koeln.mpg.de/~stueber/mavica/all/2000/01978.jpg 
Εικόνα 16: h ttp :// www.uib.es/depart/dba/botánica/herbari/generes/Thapsia/garganica/Thapsia 

garganica_d_sp.jpg
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http://caliban.mpiz-koeln.mpg.de/~stueber/mavica/all/2000/01978.jpg
http://www.uib.es/depart/dba/bot%c3%a1nica/herbari/generes/Thapsia/garganica/Thapsia

