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Εισαγωγή 

Ο µύκητας Leveillula taurica ανήκει στην τάξη Erysiphales και στην 

οικογένεια Erysiphaceae.(9,-12) Στην οικογένεια αυτή ανήκουν οι µύκητες 

που προκαλούν τις ασθένειες, οι οποίες είναι γνωστές σαν ωίδια (1). Οι 

ασθένειες αυτές προσβάλουν πολλά είδη φυτών και δηµιουργούν 

προβλήµατα µεγάλης έκτασης σε φυτά µεγάλης οικονοµικής σηµασίας, όπως 

τα σιτηρά, το αµπέλι, τα κολοκυνθοειδή τα πυρηνόκαρπα και πολλά αλλά 

ανθοκοµικά φυτά. Η εργασία αυτή αποσκοπεί στη διερεύνηση των διαφορών, 

σε µοριακό επίπεδο, µυκήτων που µολύνουν διαφορετικά φυτά, όπως η 

Αγκινάρα η Γλυκόριζα και η Μελιτζάνα. 

1.1 Οι πρώτες αναφορές 

Η πρώτη αναφορά του παθογόνου Leveillula taurica, στις Ηνωµένες 

Πολιτείες, έγινε στον ξενιστή Diplacus aurantiacus, το 1906. Ακολούθησαν 

αναφορές στο Prosopis chilensis, P.juliflora και P. glandulosa, στο Τέξας, το 

1945, στον Hibiscus cannabinus, στην Φλόριδα, το 1951 και πάλι στο D. 

aurantiacus, στην Καλιφόρνια, το 1977. 

Επίσης, ο µύκητας Leveillula taurica έχει αναφερθεί σε αρκετές 

καλλιέργειες, µεγάλης οικονοµικής σηµασίας, που συµπεριλαµβάνουν: την 

τοµάτα (Lycopersicum 

esculentum), την πιπεριά 

(Capsicum annuum), το 

κρεµµύδι (Allium cepa), το 

βαµβάκι (Gossypium hirsutum) 

και το ζιζάνιο Cyamopsis 

tetragonoloba (Correll, Gordon 

and Elliott 1987, Jones and 

Thomson 1987). 

1.2 Ταξινόµηση 

Ο µύκητας Leveillula 

taurica ανήκε στη  οικογένεια ι ν

Erysiphaceae της τάξης των 

Erysiphalles των Ασκοµυκήτων. Σ
 

την οικογένεια αυτή ανήκουν τα γένη 

Εικ.1 Μορφολογία του ωιδίου 
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Erysiphe, Phyllactinia, Microsphaera, Uncinyla, Sphaerotheca, Podosphaera 

και Leveillula. Τα γένη αυτά διακρίνονται µεταξύ τους από τους αριθµούς των 

ασκών σε κάθε κλειστοθήκιο και από την µορφή των εξαρτηµάτων που  

υπάρχουν στα κλειστοθήκια. Οι καρποφορίες της τέλειας µορφής του 

L.taurica σχηµατίζει τα κλειστοθήκια. Συχνότερα όµως απαντάται η αγενής 

µορφή του µύκητα που ονοµάζεται Oidiopsis taurica (εικ.1)  
 

1.3 Συµπτώµατα 

    O µύκητας αυτός προσβάλλει τα πράσινα µέρη του φυτού, αλλά κυρίως τα 

φύλλα (Εικ 2.) και συνήθως τα ώριµα και πλήρως ανεπτυγµένα φύλλα. Το 

χαρακτηριστικό τους σύµπτωµα είναι ο σχηµατισµός κιτρινοπράσινων ή 

πράσινων, ακανόνιστων γωνιωδών κηλίδων αρχικά στην πάνω επιφάνεια του 

φύλλου, διαµέτρου 10-15mm, ενώ στην κάτω επιφάνεια του ελάσµατος 

εµφανίζεται µια λεπτή, λευκή µέχρι ανοιχτή καστανή αλευρώδης εξάνθηση η 

οποία είναι η αγενής µορφή του παθογόνου. Η αγενής µορφή του παθογόνου 

έχει κονιδιοφόρο τύπου 

Oidiopsis και ταξινοµείται στους 

ατελείς µύκητες.(40) 

Σε ολύ ευνοϊ ές για την π κ

ασθένεια συνθήκες εµφανίζεται 

µια υπόλευκη εξάνθηση που 

αποτελείται από το µυκήλιο, τους 

κονιδιοφόρους και τα κονίδια του 

µύκητα και εµφανίζεται µόνο 

στην κάτω επιφάνεια του 

ελάσµατος. Προοδευτικά οι 

κηλίδες αυξάνουν σε αριθµό και µέγε

το µεγαλύτερο µέρος ή και ολόκλη

οργάνου. Οι κηλίδες συνενώνονται µ

το προσβεβληµένο όργανο και µερικ

δακτυλίους. Σε σπάνιες περιπτώσ

περιόδου, εµφανίζονται στην επιφ

πολλά µαύρα στίγµατα ανάµεσα σ

µαύρα κλειστοθήκια της εγγενούς µο

 

θος µε αποτέλεσµα συχνά να καλύπτουν 

ρη την επιφάνεια του προσβεβληµένου 

εταξύ τους µε αποτέλεσµα να νεκρώνουν 

ές φορές εµφανίζονται µε συγκεντρικούς 

εις προς το τέλος της καλλιεργητικής 

άνεια των προσβεβληµένων οργάνων, 

την εξάνθηση και είνα

Εικ.2 Συµπτώµατα προσβολής από τον µύκητα 

ι τα µικροσκοπικά 

ρφής του παθογόνου 
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1.4 Ξενιστές 

Ο µύκητας L. taurica (Εικ 3) αποτελεί ένα µοναδικό παθογόνο 

φυλλώµατος, ως προς την ικανότητα του να προσβάλλει µεγάλο αριθµό 

διαφορετικών φυτικών ειδών. Σύµφωνα µε τις δηµοσιεύσεις ως το 1986, 

έχουν αναφερθεί 74 οικογένειες ξενιστών, στις οποίες ανήκουν περίπου 390 

γένη και 1000 είδη. Στα µονοκοτυλήδονα ανήκουν µόνο 3 γένη και 5 είδη. Οι 

υπόλοιπες οικογένειες ανήκουν στα δικοτυλήδονα. Ο µεγαλύτερος αριθµός 

ειδών, τα οποία αποτελούν ξενιστές του L. taurica ανήκουν κατά φθίνουσα 
σειρά στις οικογένειες: Compositae (227 είδη), Leguminosae (154 είδη), 

Umbdliferae, Labiatae, Chenopodiaceae, Cruciferae, Malvaceae, 

Solanaceae,. Scrophulariaceae,. Euphorbiaceae και Boraginaceae.(46,47) 

Εικ 3. Ηλεκτρονική φωτογραφία του L. taurica 

Εικ 3. Ηλεκρονικη φωτογραφία του L. taurica 
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Μεταξύ των δεντρώδη ξενιστών του µύκητα L. taurica, σηµαντικότερος 

είναι η ελιά (Olea europaea),επίσης έχει βρεθεί να µολύνει σηµαντικές 

καλλιέργειες σολανωδών, όπως η τοµάτα (Palti. 1988). Ο Palti (1971) 

αναφέρει ότι ο αριθµός των ειδών - ξενιστών στην Ελλάδα, σύµφωνα µε τον 

Hirata (1968) είναι 20. 



Πινακας 1. συνοπτικός πίνακας µε ξενιστές του Leveillula από διάφορα 

είδη του. Οι ξενιστές αυτοί είναι από την διεθνής βάση δεδοµένων NCBI.  

 

Είδος  Ξενιστής 
Leveillula elaeagni Elaeagnus orientale 
Leveillula taurica Helianthus sp 
Leveillula taurica Vicia variabilis 
Leveillula taurica Medicago sativa 
Leveillula taurica Medicago sp 
Leveillula taurica Epilobium sp 
Leveillula taurica Glaucium oxylobum 
Leveillula duriaei Salvia nemorosa 
Leveillula taurica Circium arvense 
Leveillula taurica Eringium sp 
Leveillula taurica Althaea sp 
Leveillula taurica Caparis spinosa 
Leveillula taurica Lotus corniculata 
Leveillula cylindrospora Noaea mucronata 
Leveillula cylindrospora Anthochlamys polygoides 
Leveillula cylindrospora salsola kali 
Leveillula lanuginosa Echinophora sibthorpiana 
Leveillula lanuginosa Heracleum persicum 
Leveillula lorantii Lorantus europeus 
Leveillula picridis Picris sp 
Leveillula saxaouli Haloxylon sp 
Leveillula simoniani Thevenotia persica 
Leveillula taurica Impatiens Length 
Leveillula taurica Onobrychis viciafolia 
Leveillula taurica Mindium sp 
Leveillula taurica Ononis spinosa  
Leveillula taurica Euphorbia heterophylla 
Leveillula taurica Psoralea drupaeca 
Leveillula taurica Alhagi sp 
Leveillula taurica Zygophyllum fabago 
Leveillula taurica Euphorbia petiolata 
Leveillula chrozophorae Chrozophora  tinctoria 
Leveillula taurica Lepidium lotifolium 
Leveillula taurica Glycyrrhiza glabra 
Leveillula taurica Ammodendron connolyi  
Leveillula taurica Zygophyllum 
Leveillula taurica Peganum harmala 
Leveillula taurica Celosia sp 
Leveillula taurica Haplophyllum perphoratum 
Leveillula taurica Clematis orientale 
Leveillula verbasci Verbascum sp 
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1.5 Επιδηµιολογία 
 

Οι µολύνσεις γίνονται µε κονίδια. Τα κονίδια όταν βλαστήσουν 

παράγουν βλαστική υφή η οποία σχηµατίζει apressoria (Εικ.4) µε τα οποία 

προσκολλάται στο σηµείο που ακουµπά την επιφάνεια του φυτικού ιστού. 

Από το apressorium 

αναπτύσσεται το 

ράµφος που περνά 

την επιδερµίδα του 

φυτού και εισέρχεται 

στα πρώτα κύτταρα. 

Μέσα στα κύτταρα 

αναπτύσσονται 

µυζητήρες 

(haustoria) µε τα 

οποία το παθογόνο 

απορροφά τα 

θρεπτικά συστατικά 

που χρειάζεται χωρίς 

να τα νεκρώνει. Το 

µυκήλιο του παθογόνου δεν διακλαδίζεται στο εσωτερικό του φύλλου, αλλά 

στην επιφάνεια του. 

 

Ο µύκητας τρέφεται µε τη βοήθεια των µυζητήρων κατευθείαν από το 

εσωτερικό του 

ζωντανού φυτικού 

κυττάρου 

(ενδοφυτικός 

παρασιτισµός). Οι 

βραχείς, λεπτοί 

διακλαδιζόµενοι 

κονιδιοφόροι 

βγαίνουν από τα 

στοµάτια του 

φύλλου στην κάτω 

επιφάνεια του 

ελάσµατος σε δέσµες από κάθε στόµα. Στην κορ

ι

Εικ.5 Ηλεκτρονική φωτογραφία Κ

 

Κλειστοθήκ
Εικ 4. Ηλεκτρονική εικόνα από haustorium in Blumeria
graminis 
υφή του κάθε βραχίονα 

λειστοθήκια  
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σχηµατίζεται ένα µακρύτερο σπόριο διαστάσεων 95x14-20µm. Τα 

Κλειστοθήκια (Εικ.5, 6) σχηµατίζονται εντός του επιφανειακού µυκηλίου του 

µύκητα. Έχουν διάµετρο 135-200µm και περιέχουν 20-35 ασκούς διαστάσεων 

70-110x25-40µm. Ο κάθε ασκός περιέχει 8 υαλώδη κυλινδρικά παπιοειδή 

ασκοσπόρια διαστάσεων 24-40x12-22µm (19). Επειδή τα κλειστοθήκια 

σχηµατίζονται σπανίως, η επιβίωση του µύκητα γίνεται κυρίως µε µυκήλιο και 

τα κονίδια στα διάφορα καλλιεργούµενα και αυτοφυή φυτά ξενιστές . 

Αναφέρεται ότι η ασθένεια είναι σοβαρότερη σε καλλιέργειες µε µεγάλο φορτίο 

καρπών ή σε καλλιέργειες που υποφέρουν από έλλειψη νερού. Τα κονίδια 

των µυκήτων είναι ξηροσπόρια που ελευθερώνονται και µεταφέρονται από 

τον άνεµο όταν έχει ελάχιστη ταχύτητα 1,14m/sec και αποτελούν τα κύρια 

µολύσµατα εξάπλωσης ης τ

ασθένειας σε µικρές µως ό

αποστάσεις. Η διύγρανση 

των φυτικών ιστών και η 

υψηλή σχετική υγρασία 

επηρεάζουν αρνητικά την 

απελευθέρωση των 

κονιδίων, εποµένως οι 

επιδηµίες ευνοούν αι σε τ

συνθήκες χαµηλής σχετικής 

υγρασίας (περίπου 5 5%) 2-7

και θερµοκρασίες που 

κυµαίνονται από 15-25°C. Τα ασκοσπόρια αντίθετα εκτοξεύονται από τα 

κλειστοθήκια όταν τα τελευταία διαβραχούν. Η άριστη θερµοκρασία για την 

µόλυνση της τοµάτας είναι 25°C. Τα κονίδια είναι δυνατόν να βλαστήσουν σε 

θερµοκρασίες που κυµαίνονται µεταξύ 10-30°C και σε πολύ χαµηλή σχετική 

υγρασία 20-30%. Το µόλυσµα διατηρείται από την µια καλλιεργητική περίοδο 

έως την επόµενη στα προσβεβληµένα φυτικά υπολείµµατα και σε ζιζάνια 

ξενιστές µε την µορφή µυκηλίου και σπανιότερα µε την µ

Εικ.6 Ηλεκτρονική φωτογραφία  από 
Κλειστοθήκια 

ορφή κλειστοθηκίων.  
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Μοριακοί δείκτες 
     Η συστηµατική κατάταξη των µυκήτων γινόταν, µέχρι λίγα χρόνια πριν 

µόνο µε τη βοήθεια των διαφόρων φαινοτυπικών χαρακτηριστικών τους, 

µορφολογικών και  φυσιολογικών ή ακόµα και µε διάφορα χηµικά συστατικά 

όπως οι δευτερεύοντες µεταβολίτες. Η πρόσφατη ανάπτυξη όµως της 

µοριακής βιολογίας άλλαξε τον τρόπο ταξινόµησης. Οι διάφορες µοριακές 

µέθοδοι που υπάρχουν σήµερα βοήθησαν τον καθορισµό της φυλογενετικής 

ταξινόµησης των µυκήτων. Η σηµαντικότερη από αυτές τις µεθόδους είναι η 

αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) η οποία έκανε την εµφάνιση της 

στα µέσα της δεκαετίας του 80.(6,7,39) Η PCR έδωσε τη δυνατότητα για τον 

πολλαπλασιασµό συγκεκριµένων νουκλεοτιδικών αλληλουχιών από πολύ 

µικρές ποσότητες αρχικού υλικού αλλά και την χρησιµοποίηση σχετικά 

ακάθαρτων κοµµατιών DNA. Οι τεχνικές που βασίζονται στην PCR βοήθησαν 

στον καθορισµό της µοριακής φυλογενετικής µελέτης σε πολλές κατηγόριες 

µυκήτων  

Παρακάτω παρουσιάζονται µερικές από τις νέες µοριακές τεχνικές οι 

οποίες αναπτύχθηκαν µε τη χρησιµοποίηση της µεθόδου PCR για τις 

φυλογενετικές µελέτες των µυκήτων. Πρωταρχικό σκοπό στις περισσότερες 

από αυτές τις τεχνικές αποτελεί ο φυλογενετικός και ταξινοµικός καθορισµός 

του µύκητα. Τέτοιες τεχνικές είναι οι Amplification of Polymorphic DNA 

(RAPD), Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Μικροδορυφόροι 

και Internal transcribed Regions (ITS) analysis. Οι τεχνικές αυτές έχουν 

χρησιµοποιηθεί για τον καθορισµό των γενετικών µεταβλητών και βοηθούν 

στην κατανόηση της ποικιλοµορφίας του γενετικού υλικού ενός είδους. Η 

ανατοµική και µορφολογική οµοιότητα που εµφανίζουν ορισµένα είδη καθιστά 

δύσκολη την ταυτοποίηση τους. 

 Επίσης ο προσδιορισµός του µύκητα µε βάσει τα συµπτώµατα που προκαλεί 

σε ένα φυτό απαιτεί αρκετό χρόνο. 

 Τέλος η ανάπτυξη ορισµένων µυκήτων πάνω υπόστρωµα (Bremia, 

Leveillula, Uncinula, Puccinia, κ.τ.λ.) 

Τα όρια πολλών µορφολογικών ειδών επαναπροσδιορίστηκαν µε βάση 

των διάφορων µοριακών δεδοµένων και η ταξινόµιση των µυκήτων άλλαξε 

σηµαντικά. Η χρησιµοποίηση νέων µεθόδων της µοριακής βιολογίας παρέχει 

την δυνατότητα ταυτοποίησης ενός µύκητα γρηγορότερα και λεπτοµερώς 
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1.2.2. Πολυµορφισµός του µήκους τµηµάτων DNA µε περιοριστικά 
ένζυµα (RFLP) 

Η τεχνική RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) είναι µια 

µοριακή τεχνική που βασίζεται στον προσδιορισµό τον διαφορών που 

παρουσιάζονται  µεταξύ ειδών (π.χ. µύκητες) ως προς το µήκος και των  

α

π

(p

α

κ

α
 

ριθµό των τµηµάτων DNA τα οποία έχουν προκύψει από την πέψη µε 

εριοριστικά ένζυµα (Εικ.7). Οι µεταλλαγές αυτές µπορεί να είναι σηµειακές 

oint mutations), δηλαδή µεταλλαγές που έχουν προέρθει από την 

ντικατάσταση ενός νουκλεοτιδίου, µε αποτέλεσµα τη δηµιουργία ή την 

ατάργησης µίας περιοριστικής θέσης.(2,17,18,26) Επίσης µεταλλαγές 

φαίρεσης (deletions) ή προσθήκης (insertions) ενός τµήµατος DNA µπορούν 

Εικ.7 Περιγραφή της µεθόδου RFLP 
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να προκαλέσουν  απώλεια ή δηµιουργία µιας περιοριστικής θέσης(20). Η 

τεχνική (RFLP) περιλαµβάνει τα εξής στάδια: 

1 Πέψη του DNA µε περιοριστικά ένζυµα 

2 ∆ιαχωρισµός των τµηµάτων του DNA, µε ηλεκτροφόρηση σε  πηκτή 

αγαρόζης 

3 Μεταφορά των τµηµάτων DNA  σε µεµβράνη  . 

4 Υβριδοποίηση µε ραδιενεργά σηµασµένο ιχνηλάτη (probe). 

5  Ανίχνευση των τµηµάτων DNA µε αυτοραδιογραφία 

 

1.2.4 RAPD 
Μοριακός δείκτης βασισµένος στον πολλαπλασιασµό τυχαίων και 

διαφορετικών τµηµάτων DNA χρησιµοποιώντας µικρές ολιγονουκλεοτιδικές 

αλληλουχίες. Ο µοριακός αυτός δείκτης βασίζεται στην τεχνική της PCR για 

τον  πολλαπλασιασµό τυχαίων περιοχών ενός γονιδιώµατος. Στην τεχνική 

αυτή ένα µικρό µόριο χρησιµοποιείται ως εκκινιτής (primer). Ο εκκινιτής είναι 

ένα ολιγονουκλεοτίδιο µε µήκος 10 νουκλεοτίδιων (21). Το µικρό µήκος του 

εκκινιτή επιτρέπει την πρόσδεση του σε πολλές και διάφορες περιοχές του 

γονιδιώµατος µε αποτέλεσµα να παράγονται µε την PCR διαφορετικά τµήµατα 

DNA, τόσο ως προς το µέγεθος όσο και ως προς την αλληλουχία (26) .Η 

RAPD είναι ουσιαστικά µια απλή και γρήγορη µέθοδος εντοπισµού της 

γενετικής ποικιλότητας. 

 Η τεχνική έχει χρησιµοποιηθεί για τον εντοπισµό διαφορών σ΄ ένα 

µεγάλο αριθµό ειδών. Μειονέκτηµα της µεθόδου είναι ότι οι συνθήκες κάτω 

από τις οποίες γίνεται η PCR πρέπει να είναι αυστηρά καθορισµένες και 

τυποποιηµένες έτσι ώστε τα αποτελέσµατα να µην διαφοροποιούνται και να 

παραµένουν σταθερά. 

1.2.5 Ισοένζυµα 

Ένζυµα είναι πρωτεΐνες οι οποίες καταλύουν ένα πλήθος από 

βιοχηµικές αντιδράσεις και ουσιαστικά είναι οι παράγοντες που εκφράζουν τις 

γενετικές πληροφορίες και δίνουν τον φαινότυπο στον οργανισµό. Η ανάπτυξη 

τεχνικών ανίχνευσης των ενζύµων όπως η ηλεκτροφόρηση αποκάλυψε τις 

δυνατότητες που µπορούσε να προσφέρει η µελέτη τους και ειδικά η µελέτη 

µιας κατηγορίας πρωτεϊνών τα ισοένζυµα, Ισοένζυµα είναι τα ένζυµα που 

καταλύουν την ίδια βιοχηµική αντίδραση, αλλά διαφέρουν µεταξύ τους ως 

προς το µοριακό τους τύπο και την ηλεκτροφορητική τους κινητικότητα. Για το 
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διαχωρισµό των ενζύµων εφαρµόζονται διάφορες τεχνικές όπως, 

ηλεκτροφόρηση, χρωµατογραφία και ανοσοαποτύπωση. Μια από τις πιο 

σηµαντικές εφαρµογές ισοενζυµικής ανάλυσης είναι ο προσδιορισµός των 

φυλογενετικών σχέσεων διάφορων ειδών. Η ισοενζυµική ανάλυση µπορεί να 

δώσει ενδείξεις ως προς το βαθµό συγγένειας ή και ως προς την ταξινόµηση 

των ειδών. Το µέτρο της γενετικής απόστασης των ειδών αποτελεί ένδειξη και 

της ταξινοµικής τους απόστασης. Η πρακτική εφαρµογή της τεχνικής αυτής 

εξαρτάται από τα έξης: 

1 Τον πολυµορφισµό των ισοενζύµων. 

2 Το πόσο στενή είναι η σύνδεση µε το χαρακτηριστικό . 

1.2.6 Μικροδορυφόροι (Microsatellites) 

Το DNA έχει την ιδιοµορφία να περιέχει  περιοχές µε  επαναλαµβανόµενη 

αλληλουχία, δυο, τρία, τέσσερα ή και πέντε νουκλεοτίδια. π.χ. 

Εικ.8  Περιγραφή µιας ανάλυσης µε µικροδορυφόρους 
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GTGTGTGTGTGTGT………… (GTn ). Οι περιοχές αυτές ονοµάζονται 

µικροδορυφόροι  (microsatellites) ή VNTRs  (variable number of tandem 

repeats).(36,48) Ο αριθµός n είναι ανάλογος του οργανισµού και µπορεί να 

διαφέρει από είδος σε είδος ακόµα και από οργανισµό σε οργανισµό. Η 

τεχνική των µικροδορυφόρων  χρησιµοποιείται στις µέρες µας για την 

πιστοποίηση συγγένειας σε ανθρώπους και ζώα µε επιτυχία µεγαλύτεροι του 

98%. (εικ.8) Έναν περιορισµό που έχει η µέθοδος αυτή είναι ότι χρειάζεται να 

υπάρχει πρωταρχικά ανάλυση παροµοίων οργανισµών για την ταυτοποίηση 

και εύρεση µικροδορυφόρων στο γονιδίοµα  

1.2.7 Internal Transcribed Spacers 

Τα ITS (internal transcribed spacers) (Εικ.9) αποτελούν µη 

κωδικοποιούµενες περιοχές του DNA τα οποία διαχωρίζουν τα γονίδια που 

κωδικοποιούν για τα 28S 5,8S και 18S του ριβοσωµικού RNA (rRNA). (3,4,14) 

Τα συγκεκριµένα αυτά γονίδια παρουσιάζουν την ιδιότητα να διατηρούνται 

άθικτα σε όλα τα τάξα του είδους και γι΄ αυτό χρησιµοποιούνται ευρέως στην 

µοριακή ταξινόµηση των µυκήτων ενώ στο επίπεδο του είδους τα ΙΤS 

χρησιµοποιούνται για φυλογενετικές µελέτες αφού συχνά διαφέρουν ανάλογα 

µε το είδος. Η διαφοροποίηση αυτή των ΙΤS αποδείχθηκε πολύ χρήσιµη για 

τον διαχωρισµό ειδών που ήταν δύσκολος ο προσδιορισµός τους. Τα 

ριβοσωµικά RΝΑ γονίδια εµφανίζονται σαν επαναλαµβανόµενες µονάδες 

διευθετηµένες σε διπλές σειρές οι οποίες εντοπίζονται σε χρωµοσωµικές 

περιοχές γνωστές σαν περιοχές οργάνων πυρήνισκων nucleolar 

Εικ 9. Περιοχή ITS-1 & ITS-2 
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organizingregions (NORs) Κάθε επαναλαµβανόµενη µονάδα αποτελείται από 

µια κωδικοποιούµενη περιοχή ( η οποία περιλαµβάνει τα γονίδια 18S 5,8S και 

28S) ένα εξωτερικό διάστηµα ETS και µια µη κωδικοποιούµενη περιοχή NETS 

στην µια και στην άλλη άκρη. Μέσα στην κωδικοποιούµενη περιοχή στη µια 

και στην άλλη άκρη του 5,8S rRNA βρίσκονται οι ITS περιοχές οι οποίες 

ονοµάζονται ITS1 και ITS2 (5,22,30,31,42,57,59) Το µήκος και η αλληλουχία 

των βάσεων της περιοχής ITS µέσα στο rDNA πιστεύεται πως µπορεί και 

µεταλλάσσεται πολύ γρήγορα και εποµένως ποικίλλει σε µεγάλο βαθµό. Οι 

εκκινητές PCR που δεσµεύονται σε συντηρηµένες περιοχές οριοθετώντας τα 

ITS και επιτρέπουν τον πολλαπλασιασµό τους. Το σχετικά µικρό µέγεθος των 

περιοχών ITS και ο υψηλός αριθµός αντιγραφών του rDNA καθιστά τις 

περιοχές αυτές χρήσιµες για εξελικτικές και φυλογενετικές όπως και για  

βιογεωγραφικές µελέτες . 

Η αλληλουχία των περιοχών ΙTS έχει µελετηθεί και παλαιότερα σαν µια 

χρήσιµη παράµετρος της γενετικής ποικιλότητας στο µύκητα L. taurica .  

Η ταυτοποίηση του  µύκητα L. Taurica µε τις συνήθεις µεθόδους 

παρουσιάζει τις εξής δυσκολίες: 

• Συχνά το γονίδιο ή τα γονίδια που θέλουµε να διακρίνουµε δεν 

εκδηλώνεται µε ξεκάθαρο φαινότυπο ή εκδηλώνεται 

καθυστερηµένα στην διάρκεια ανάπτυξης του µύκητα 

• Προκαλούνται ανεπιθύµητες αλλαγές στον φαινότυπο λόγω 

εξωτερικών συνθηκών  

• Παρατηρούνται σηµαντικές δυσκολίες στην µακροσκοπική 

παρατήρηση του µύκητα και στην σύγκριση αποτελεσµάτων 

Λαµβάνοντας υπ΄ όψιν ότι: 

• Ο µύκητας  L. Taurica είναι υποχρεωτικό παράσιτο άρα είναι ακόµα πιο 

δύσκολο η καλλιέργεια µεγάλης ποσότητας από τον µύκητα 

Η παρούσα µελέτη αποσκοπεί στο να καθοριστεί αν οι αποµονώσεις 

του µύκητα από διαφορετικούς ξενιστές είναι όµοιες η διαφορετικές . Γι αυτόν 

ακριβώς το λόγο η χρησιµοποίηση των ΙΤS περιοχών µπορεί να θεωρηθεί 

σαν την καλύτερη λύση σε αυτήν εδώ την µελέτη αφού η µοριακή αναγνώριση 

του Leveillula taurica πραγµατοποιείται εύκολα µε τη βοήθεια τους 
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Υλικά και µέθοδοι 

 
2.1 Πηγές µυκήτων 

 
Ο µύκητας Leveillula taurica  αποµονώθηκε  από φυτά µελιτζάνας, 

αγκινάρας, πιπεριάς, οξαλίδας και γλυκόριζας. Σπόρια του µύκητα 

καλλιεργήθηκαν σε κοτυληδόνες αγγουριού, επειδή ως υποχρεωτικό 

παράσιτο δεν µπορεί να αναπτυχθεί σε συνήθη θρεπτικά υποστρώµατα. 

 

2.2 ∆ιαδικασία ανάπτυξης και απολύµανσης κοτυληδόνων 

Οι σπόροι αγγουριών τοποθετήθηκαν σε σκοτεινούς θαλάµους σε 

θερµοκρασία 25 οC και σχετική υγρασία 100% για 24 ώρες έτσι ώστε να 

διευκολυνθεί η ανάπτυξη. Τα φυτά αγγουριάς αναπτύχθηκαν σε ένα θάλαµο 

ανάπτυξης σε  θερµοκρασία 25 οC ±  1 οC και 12/12 ώρες  φωτοπερίοδο. 

Κοτυληδόνες πέντε (5) ηµερών συλλέχθηκαν στη συνέχεια και 

αποστειρώθηκαν σε απαγωγό εστία (laminar flow). Για την αποστείρωση τους 

χρησιµοποιήθηκε υποχλωριώδες νάτριο σε συγκέντρωση 1:10. Οι 

κοτυληδόνες επωάζονται για 2 λεπτά στο υποχλωριώδες νάτριο και 

ακολούθος ξεπλένονται µε απιονισµένο νερό δυο φορές. Εν συνεχεία, οι 

κοτυληδόνες αφήνονται να στεγνώσουν σε απορροφητικό αποστειρωµένο 

χαρτί και τοποθετούνται  σε πιάτα τρυβλία µε θρεπτικό υπόστρωµα (Molot et 

al., 1990) 

Η σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος αποτελείται από 0.1 g Citric 

acid (αντιοξειδωτικό), 0.1 g ασκορβικό οξύ (αντιοξειδωτικό), 0.001 g 

ινδολοβουτυρικό οξύ (παραγωγό αυξήνης), 1 ml κανοµυκίνη (αντιβιοτικό) και 

15 g άγαρ σε 1 λίτρο νερού. (Molot et al., 1990). 
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3.3 Εµβολιασµός και επώαση κοτυληδόνων 

Ο µύκητας L. taurica συλλέχθηκε από πέντε ξενιστές: αγκινάρα, πιπεριά, 

οξαλίδα, Μελιτζάνα και γλυκόριζα. Κοτυληδόνες των αγγουριών 

εµβολιάστηκαν για 

πρώτη φορά µε άµεση 

επαφή µε µολυσµένα 

φύλλα, ενώ 

δοκιµάστηκαν ακόµα 

εµβολιασµοί µε ινέλα 

και βελόνες οι οποίοι 

έδωσαν ικανοποιητικά 

αποτελέσµ

µόλυσµα 

επαναεµβολιάστηκε σε 

καινούριες (καθαρές) 

κοτυληδόνες, έτσι ώστε να 

εµβολιασµό, οι κοτυληδόν

θερµοκρασία 21 oC ±  1 oC

µύκητα πάνω στις κοτυληδόν

Οι προσπάθειες καλλιέργεια

σε φύλλα από γλυκόριζα (

µέρες ανά

π

ατα. Το 

 

πτυξης στον θάλαµ

2

Μετά από 15-25 µέρες

κονιδίων πάνω στις κοτυληδ

νέα επιµόλυνση για την αύξη

στην συλλογή των κονιδίων. 

1 Τρυβλία   

2 Αποστειρωµένο νερό 

3 Αποστειρωµένα πινέλ

4 ∆οκιµαστικούς σωλήν

5 Παραφινέλαιο για να

τοιχώµατα των τρυβλί

 

µπορέσουµε να το διατηρήσουµε. Μετά από τον 

ες επωάστηκαν σε ένα θάλαµ  αύξησης σε 

 και12/12 ώρες φωτο ερίοδο. Η ανάπτυξη του 

ες αγγουριάς χρειάσθηκαν περίπου 15/25 µέρες. 

ς του µύκητα L. taurica µε ξενιστή την γλυκόριζα 

Εικ.10) δεν απέδωσαν ακόµα και µετά από 45 

ο

π

ο. 

Εικ.10 κοτυληδόνες γλυκόριζας  σε υποστόµια 

 

.4 Συλλογή κονιδίων 

 στον θάλαµο ανάπτυξης, ο πληθυσµός των 

όνες αγγουριάς ήταν αρκετός ώστε να γίνει είτε 

ση του ή ικανοποιητικός ώστε να προχωρήσουµε 

Στην δεύτερη περίπτωση χρησιµοποιήσαµε : 

 

α (ζωγραφικής νούµερο 1 ή 2 ) 

ες 1.5 ml  

 εµποδίσουµε τα κονίδια να επικαθίσουν στα 

ων  
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Τα κονίδια συλλέχθηκαν µε πινέλο από τις κοτυληδόνες έτσι ώστε να µην 

αποκολληθεί φυτικός ιστός. Από κάθε ξενιστή συλλέχθηκαν 4 περίπου  

σπόρια σε δοκιµαστικούς σωλήνες. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν  στις 

8000 rpm για 3 λεπτά. για αποµάκρυνση του νερού και αποθήκευση  

στους - 80 oC µέχρι να χρησιµοποιηθούν για εκχύλιση DNA  .  

 

2.5 Εκχύλιση DNA από τα κονίδια 

Η εκχύλιση του DNA από σπόρια που είχαν διατηρηθεί στους -80οC 

πραγµατοποιήθηκε µε την παρακάτω διαδικασία: 

1 Προσθήκη 100µl απιονισµένου νερού σε δοκιµαστικούς σωλήνες µε 

σπόρια βάρους 10mg που περιέχουν περίπου 1000 σπόρια 

2 Για το σπάσιµο των µεµβρανών τα µεταφέραµε για 5 λεπτά στον 

φούρνο µικροκυµάτων στα 800w 

3 Φυγοκέντριση στις 14000 rpm για 5 λεπτά 

4 Μεταφορά του υπερκείµενου σε νέο δοκιµαστικό σωλήνα  

 

2.6 Πολλαπλασιασµός της αλληλουχίας του DNA 

Μια από τις πλέον επαναστατικές µεθόδους της µοριακής βιοτεχνολογίας 

είναι και η Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (Polymerase Chain Reaction 

ή PCR. Ανακαλύφθηκε το 1984 

από τον Karry Mullis,(835) Ο 

ίδιος τιµήθηκε µε το βραβείο 

Nobel γι’ αυτή του την 

ανακάλυψη µερικά χρόνια 

αργότερα, το 1993. Η 

αντίδραση PCR επιτυγχάνει 

τον ενζυµατικό 

πολλαπλασιασµό ορισµένων 

τµηµά από 

επαναλαµβανόµενους  κύκλους 

αποδιάταξης και διαχωρισµού 

του DNA σε µονόκλωνες αλυσίδες κ

των του DNA µέσα 

Η διαδικασία της τεχνική

συσκευής PCR (Εικόνα 11) και απο

 

αι στην συνέχεια τον πολυµερισµό τους. 

 

   Εικ. 11 Συσκευή PCR 

ς εφαρµόζεται µε την χρήση ειδικής 

τελείται από επιµέρους στάδια που έχουν 
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ως τελικό στόχο την αναπαραγωγή τµηµάτων ενός αρχέτυπου µορίου DNA. 

Θεωρητικά η παρουσία ενός και µόνο αρχέτυπου µορίου DNA είναι αρκετή για 

να επιτευχθεί η αντιγραφή αυτή (Εικ.12). Τα στάδια αυτά µπορούµε 

επιγραµµατικά να τα προσδιορίσουµε ως εξής: 

 1ο Στάδιο: Αποµόνωση γενωµικού DNA από τα άτοµα που πρόκειται να 

αναλυθούν. 

 2ο Στάδιο: Σχεδίαση και καθορισµός των συνθηκών της αντίδρασης 

PCR για τον πολλαπλασιασµό τµηµάτων DNA τα οποία µας ενδιαφέρουν από 

τα συγκεκριµένα άτοµα. 

 3ο Στάδιο: Εκτέλεση της αντίδρασης PCR σε κατάλληλη συσκευή, 

ενζύµου. 

4ο Στάδιο: Έλεγχος και ταυτοποίηση του ή των αναµενόµενων 

προϊόντων της PCR. ∆ιαχωρισµός των προϊόντων της αντίδρασης µε την 

µέθοδο της ηλεκτροφόρισης και καθορισµός της ποικιλοµορφίας της 

αντίδρασης. 

Τα συστατικά της αντίδρασης που χρησιµοποιήσαµε είναι: 

• Αρχέτυπο DNA όγκου  από 5 έως 1 µl 

• ∆εοξυριβονουκλεοτίδια, 2,5mM dNTPS (ATP, GTP, CTP, TTP),  2µl 

•  Εκκινητές ITS4  (5’-

TCCTCCGCTTATTGATA

TGC-3’) και ITS5  (5’-

GGAAGTAAAAGTCGTA

ACAAGG-3’). 1µl από 

κάθε εκκινιτή 

συγκέντρωσης 10µΜ  

5 µl 

• Ρυθµιστικό διάλυµα της 

Taq πολυµεράσης  10Χ               

5µl 

• Ποσότητα Taq 

πολυµεράσης (ένζυµο)     

0,5 µl 

• Ποσότητα νερού H2O  

35, Εικ. 12 πολλαπλασιασµός του DNA µε την µέθοδο της PCR

Τελικός όγκος αντίδρασης  
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50µl  

Η αντίδραση περιλάµβανε 35 κύκλους. 

Οι συνθήκες κάτω από τις οποίες πραγµατοποιήθηκε η αντίδραση ήταν: 

1. 94ο c       3min  

2. 94 ο c     30 sec. 

3. 50 ο c     45 sec. 

4. 72 ο c    1,5 min 

5. 72 ο c       5 min 

6. 4 ο c         hold 

Τα βήµατα από 2 έως 4 επαναλήφθηκαν 35 φορές πριν 

προχωρήσουµε στα βήµατα 5 και 6 

 

2.6 Ηλεκροφόριση DNA 

Με τη µέθοδο αυτή µπορούν να διαχωριστούν µόρια DNA, RNA και 

πρωτεϊνών µε κριτήριο το µήκος τους. Χρησιµοποιείται ιδιαιτέρως στο 

διαχωρισµό τµηµάτων DNA που έχουν προκύψει µετά από επεξεργασία µε 

περιοριστικές 

ενδονουκλεάσες. Τα 

µ

α

µ

θ

 

δείγµατα DNA 

τοποθετούνται σε ένα 

πηγάδι (Εικ 13) που έχει 

δηµιουργηθεί στο ένα άκρο 

του πηκτωµάτος αγαρόζης 

και καλύπτονται από ένα 

ρυθµιστικό διάλυµα. Με την 

τοποθέτηση ηλεκτροδίων 

στα άκρα της πηκτής 

εξασφαλίζεται η εφαρµογή 

τάσης µεταξύ τους. Η τάση 

αυτή έχει ως αποτέλεσµα τη  
Εικ. 13  Σχεδιάγραµµα ηλεκτροφόρισης
ετακίνηση των διαφόρων θραυσµάτων DNA προς το θετικό πόλο, καθώς 

ποτελούνται από νουκλεοτίδια που είναι αρνητικά φορτισµένα. Η ταχύτητα 

ετακίνησης ενός θραύσµατος εξαρτάται από το µέγεθός του έτσι τα µεγάλα 

ραύσµατα κινούνται αργότερα από τα µικρά, µε αποτέλεσµα να µπορούν να 

18



διακριθούν µεταξύ 

τους(25). 

Tο δείγµα DNA ηλεκροφορήθηκε στην συσκευή ηλεκροφόρησης σε 

120 V για 45 λεπτά η σύσταση του πηκτώµατος ή

 

100 bp 

300 bp 
400 bp 
500 bp 

200 bp 

600 bp 

M 72 3 4 5 6 8 9 10 1 11 

10 20 30 10 20 30 10 20 30

Εικ. 14  Αναµενόµενη εικόνα, µε µέγεθος βάσεων 
περίπου στις 600bp 

ταν 130 ml TΒΕ (Τris-

Borate-EDTA) 1,3 g αγαρ. Το δείγµα αυτό µπήκε 2 λεπτά στο φούρνο 

µικροκυµάτων και τέλος  προσθέσαµε 130 µl 

 

2.7 Η µέθοδος κλωνοποίησης DNA 

Τα βασικά

1. NA από ένα οργανισµό που φέρει το υπό µελέτη µόριο. 

2. ένο µόριο DNA) µε 

4. κ λ ρ

ν το 

βιβλιοθήκη. 

 βήµατα κλωνοποίησης ενός µορίου DNA είναι: 

Εκχύλιση D

πολλαπλασιασµός τµηµάτων µε PCR και χρήση κατάλληλων 

εκκινητών. 

Σύνδεση των δύο ( πλασµίδιο και γραµµοποιηµ

την βοήθεια ειδικού ενζύµου (DNA λιγάση). Το νεοδηµιουργηθέν 

µόριο ονοµάζετε  ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. 

3. Τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια µεταφέρονται σε βακτήρια µε την 

διαδικασία του θερµικού σοκ ή άλλης τεχνικής. 

Τα βακτήρια επιστρώνονται σε ατάλλη ο στερεό ή υγρό θ επτικό 

υπόστρωµα καλλιέργειας για να επιλεχθούν εκείνα που φέρου

ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. Όλες οι αποικίες, οι οποίες 

βρίσκονται σε ένα τρυβλίο ονοµάζονται γονιδιακή 
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5. Τέλος η βιβλιοθήκη αυτή σαρώνεται για να ταυτοποιηθούν οι 

αποικίες αυτές που φέρουν το υπό µελέτη µόριο. 
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2.7.1 ∆ιαδικασία υποκλωνοποίησης µορίων DNA 
 

Οι συνήθεις διαδικασίες υποκλωνοποίησης σε πλασµιδιακούς φορείς 

περιλαµβάνουν τη συνένωση δύο τµηµάτων DNA µε συµβατά άκρα, µε τη 

βοήθεια της  

DNA λιγάση. 

Επειδή η 

αλληλουχία 

του 

προϊόντος 

PCR δεν 

ήταν γνωστή, 

δεν 

µπορούσ

γίνει πέψη µε

κάποιο 

περιορ

ένζυµο γι’ 

αυτό 

επιλέχθηκε ο φορέας

και τα άκρα του έχου

τµήµατος DNA το οπ

DNA polymerase 

διευκολύνοντας έτσι 

ε να 

 

ιστικό 

στα άκρα τους 

2.7.2 Εισαγωγή

αποτελεσµατική για β

Εικ 1
διάφ

Η εισαγωγή το

πραγµατοποιείται µε

(Heat shock) όπου 

ιόντα K+, το οποίο θ

διαπερατότητα της µ

τα κύτταρα δέκτες

 

 pGEM-T-Easy, (Εικ.15) ο οποίος είναι γραµµοποιηµένος 

ν ένα Τ από κάθε πλευρά ώστε να είναι δυνατή η ένθεση 

οίο έχει παραχθεί µε την PCR. Η χρήση του ενζύµου Taq 

προσθέτει στα άκρα του PCR προϊόντος ένα Α, 

την σύνδεση µε γραµµοποιηµένους φορείς που έχουν Τ 

 του ανασυνδυασµένου πλασµιδίου 

ο τ αρκετά

σµίδιο. Η τεχνική αυτή είναι 

ακτήρια όπως το e.coli. 

 

5. ο φορέας pGEM-T-Easy και οι θέσεις αποκοπής από 
ορα ένζυµα  

υ ανασυνδυασµένου πλασµιδίου στα κύτταρα του e.coliI 

 διάφορες τεχνικές, µια από αυτές είναι το θερµικό σοκ 

τα κύτταρα δέκτες επωάζονται σε διάλυµα που περιέχει 

ερµαίνεται απότοµα στους 40 οC. Το σοκ αυτό αυξάνει τη 

εµβράνης για τ  πλασµίδιο µε απο έλεσµα  από 

 να δέχονται το πλα
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2.7.3 Ταυτοποίηση ανασυνδυασµένων βακτηριακών κλώνων 
Η ταυτοποίηση των βακτηριακών κλώνων γίνεται µε δύο τρόπους: 

α) Με χρωµατική επιλογή που βασίζεται στην ενεργότητα της 

γαλακτοσιδάσης, (Εικ16) 

 
 
β) Ή µε αποµόνωση πλασµιδιακού DNA σε µικρή κλίµακα και πέ

Εικ.16 περιγραφή της διαδικασίας Ταυτοποίησης ανασυνδυασµένων  κλώνων 

ψη των 
ανα

2.7

αντιβιοτικό είναι εκείνα στα οποία η εισαγωγή του πλασµιδίου ήταν 

επιτυ

µιδακού DNA από κάθε 

συνδυασµένων πλασµιδίων µε κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα, 
.4 Ταυτοποίηση των αποικιών που φέρουν το υπό µελέτη µόριο 

 Ένας κοινός γενετικός δείκτης για τον εντοπισµό των βακτηρίων που 

έχουν δεχτεί ένα πλασµίδιο-φορέα είναι ένα γονίδιο του πλασµιδίου που 

προσδίδει ανθεκτικότητα σε ένα αντιβιοτικό. Έτσι στα βακτήρια στα οποία 

εισάγεται το πλασµίδιο, «εισάγεται» και η ιδιότητα να επιβιώνουν παρουσία 

αντιβιοτικού. Από την καλλιέργεια, λοιπόν, όλων των βακτηρίων στα οποία 

έγινε µετασχηµατισµός, όσα επιβιώνουν σε θρεπτικό υπόστρωµα που 

περιέχουν 

χής. 

Έτσι εντοπίζονται τα βακτήρια τα οποία µετασχηµατίστηκαν και όχι 

εκείνα τα οποία έλαβαν το ανασυνδυασµένο πλασµίδιο. Για τον εντοπισµό 

αυτών των βακτηρίων απαιτείται η αποµόνωση πλασ
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αποικία και πέψη µε κατάλληλα περιοριστικά ένζυµα 

2

 του ανέπτυξαν δύο επαναστατικές 

 µεθόδους αυ

υ  

τω  

(Εικ.17). Η αλληλούχιση των 

. 

(Ινστιτούτο Τεχνολογία και Έρευνα) 

 

.8  Αλληλούχιση DNA 

  Το 1975 ο Sanger και οι συνεργάτες

µεθόδους (ενζυµική και χηµική) για 

την εύρεση της αλληλουχίας ενός 

γονιδίου. Από τις τές 

χρησιµοποιήσαµε την 

αυτοµατοποιηµένη, ενζ µική µέθοδο, 

που µας επιτρέπει τη γρήγορη 

αλληλούχιση ν δειγµάτων µας 

δειγµάτων έγινε στο Ι.Τ.Ε
Εικ.1
 όπο

450000

 

 

7 Αυτόµατο µηχάνηµα sequence, 
υ είναι  δυνατό να αναλύση  
 χιλιάδες βάσεις ανά ηµέρα 
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 Αποτελέσµατα 

3.1 Αποτελέσµατα ελέγχου διασταυρωτής µόλυνσης (cross infectivity)  
O έλεγχος διασταυρωτής µόλυνσης (cross infectivity test) εφαρµόστηκε 

για να ελέγξουµε αν οι 

αποµονώσεις του 

µύκητα L. taurica από 

διαφορετικούς 

ξενιστέ όπως η 

µ

ς, 

ελιτζάνα (Solanum 

melongena) η 

γλυκόριζα και η 

αγκινάρα (Cynara 

scolymus.), µπορούν 

να προσβάλουν φύλλα 

τοµάτας (Lycopersicon 

esculentum) 

σε αυτές τις συνθήκες.  

 

Τα φύλλα τοµάτα

θερµοκρασία 25 oC ± 1 oC

παρατηρήσεων συµπεράν

µελιτζάνα και την  γλυκόρ

ποσοστό απ ότι αυτός ο ο

µύκητας µε ξενιστή την αγ

 

Εικ.18

ς αναπ

  12/12

αµε ότι,

ιζα προ

ποίος π

κινάρα δ
Μελιτζάνα
 Τεστ έλεγχου δι

τύχθηκαν σε 

 ώρες  φωτοπε

 ο µύκητας ο 

σέβαλε τα φύλ

ροήλθε από τη

εν έδειξε να π

 

 

 

 

 

 

 

 

Γλυκόριζα
ει τα φύ

ασταυρωτής µόλ

υπόστρωµα α

ρίοδο. Μετά απ

οποίος προήλ

λα τοµάτας  µε

ν µελιτζάνα (Ει

ροσβάλ
Μάρτυρας
γ

λλα τοµάτας 

υνσης 

αρόζης σε 

ό ένα µήνα 

θε από την 

 µεγαλύτερο 

κ 18), ενώ ο 
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3.2 Αποτελέ µατα αλληλούχισης 
Τα αποτελέσµατα που πήραµε µετά από την αλλ

σ
ηλούχιση 

αυτοµατοποιηµένη µέθοδο παρουσιάζονται στις παρακάτω εικόνες.. 

Για τα δείγµατα της Αγκινάρας πήραµε την ακόλουθη αλληλουχία : 
   1 GTTGGGWGCT CTCCCATATG GTCGACCTGC AGGCGGCCGC GAATTCACTA 
  51 GTGATTGGAA GTAAAAGTCG TAACAAGGTT TCCGTAGGTG AACCTGCGGA 
 101 AGGATCATTA CAGAGCGTGA AGACCTCGGC CCCTCCACAG CGCAAGCTGG 
 151 TGCGAGGGAC ACATGCCGGG GTCGACCCTC CCACCCGTGT CGACTCGTTT 
 201 CCTGTTGCTT TGGCAGGCCG ACTGCCTAGC GGTCCTCTGG CTCTCGGGCT 
 251 GGAGTGCGCC TGCCAGAGAC TATTCAACTC GTGTTCTGGA TGAAGTCTGA 
 301 GCAATCAAGC AATAAAAATG AATAAGTTAA AACTTTCAAC AACGGATCTC 
 351 TTGGCTCTGG CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAATGTGA 
 401 ATTGCAGAAT TTAGTGAATC ATCGAATCTT TGAACGCACA TTGCGCCCCT 
 451 GGGTACTCCT AGGGGCATGC CTGTTCGAGC GTCATAACAA CCCGTCGAGC 
 501 CGACTAGGCT TGGTCTTGGG GCTCGCCCGC GTTTGGCGCG GCGGCTCTTA 
 551 AACGCAGTGG CGGTGCCGGT GGTGCTTTCC GCGTAGTCAC ATTTCTCGCG 
 601 CGAGGGCAGA ATCCGGACCC AGCCAGCAAC CACAAAGTCC GCGGCGCTCT 
 651 GGGGGCGACT TTTGTACTTC TTCTGGTTGA CCTCGAATCA GGTAGGGATA 
 701 CCCGCTGAAC TTAAGCATAT CAATAAGCGG AGGAAATCGA ATTCCCGCGG 
 751 CCGCCATGGC GGCGGGGSAG CATGCGACGT CGGGCCCAAT TCGCYTTATA 

Εικ. 19 Παραπάνω µε κόκκινο σηµειώνονται οι περιοχές ITS1 και µε γκρι οι περιοχή του   

 ά

 

ITS2, η περιοχή ανάµεσα είναι η 5,8s του ριβοσωµατικού RNA ενώ τα υπόλοιπα περιοχές 
αν µεσα στο ITS1,ITS2 και στις περιοριστικές θέσεις των ένζυµων που χρησιµοποιήθηκαν 

 

 Για τα δείγµατα της οξαλίδας πήραµε τα ακόλουθα : 
   1 TCTcCCATaT gGTCGaCCTG CAGGCGGCCG CGAATTcACT AGTGATTGGA 
  51 AGTAAAAGTC GTAACAAGGT TTCCGTAGTG AaCCTGCGGA AGGATCATTA 
 101 CAGaGCGTGA AGACCTCGGC CCCTCCACAG CGCAaSKGTG CGAGGgACAC 
 151 ATgCCGGGGT CGACCCTCCC ACCCGTGTCG ACTCGTCTCC TGTTGCTTTG 
 201 GCAGGCCGAC TGCCTAGCGG TCCTCTGGCT CTCGGGCTGG AGTGCGCCTG 
 251 CCAGAGACTA TTCAACTCGT GTTCTGGATG AAGTCTGAGC AATCAAGCAA 
 301 TAAAAATGAA TAAGTTAAAA CTTTCAACAA CGGATCTCTT GGCTCTGGCA 
 351 TCGATGAAGA ACGCAGCGAA ATGCGATAAG TAATGTGAAT TGCAGAATTT 
 401 AGTGAATCAT CGAATCTTTG AACGCACATT GCGCCCCTGG GTACTCCTAG 
 451 GGGCATGCCT GTTCGAGCGT CATAACAACC CGTCGAGCCG ACTAGGCTTG 
 501 GTCTTGGGGC TCGCCCGCAT TTGGCGCGGC GGCTCTTAAA CGCAGTGCCG 
 551 GTGCCGGTGG TGCTTTCCGC GTAGTCACAT TTCTCGCGCG AGGGCAGAaT 
 601 CCGGACCCAG CCAGCAACCA CAAAGTCCGC AGCGCTCTGS GGCGACTTTT 
 651 GTACTTCTTC TGGTTGACCT CGAATCAGGT AGGGATACCC GCTGAACTTA 
 701 AGCATATCAA TAAGCGGAGG AAATCGAATT CCCGCGGCCG CCATGGCGGC 
 751 GGaAGCATGC GACGTCGGGC CCAAtTCGCc cTAtaGTNNN NNNNaTWW 

Εικ. 20 Παραπάνω µε κόκκινο σηµειώνονται οι περιοχές ITS1 και µε γκρι οι περιοχή του  
ITS2, η περιοχή ανάµεσα είναι η 5,8s του ριβοσωµατικού RNA ενώ τα υπόλοιπα περιοχές 
ανάµεσα στο ITS1,ITS2 και στις περιοριστικές θέσεις των ένζυµων που χρησιµοποιήθηκαν
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Για τα δείγµατα της πιπεριάς πήραµε τα ακόλουθα : 
   1 CCCATATGGT CgACCTGCAG GCGGcCgcGA ATTCACTAGT GATTGGAAGT 
  51 AAAAgTcGTA ACAAGGTTTC CGTAGTGAAC CTGCGGAAGG ATCATTACAG 
 101 AGCGTGAAGA CCTCGGCCCC TCCACAGCGC AAgTGTGcGA GGGACACATG 
 151 CCGGGGTCGA CCctCCCACC CGTGTCGACT CGtCTCCtGT tgcTTTGGCA 
 201 GGCCGACTGC CTAGCGGTCC TCTGGCTCTC GGGCTGGAGT GCGCCTGCCA 
 251 GAGACTATtC AACTcGTGTT CTGGATGAAG TCTGAGCAAT CAAGCAATAA 
 301 AAATGAATAA GTTAAAACTT TCAACAACGG ATCTcTTGGC TCTGGCATCG 
 351 ATGAAGAACG CAGCGAAATG CGATAAGTAA TGTGAATTGC AGAATTTAGT 
 401 GAATCATCGA ATCTTTGAAC GCACATTGCG CCCCTGGGTA CTCCTAGGGG 
 451 CATGCCTGTT CGAGCGTCAT AACAACCCGT CGAGCCGACT AGGTTGGTCT 
 501 TGGGGCTCGC CCGCATTTGG CGCGGCGGCT CTTAAACGCA GTGCGGTGCC 
 551 GGTGGTGCTT TCCGCGTAGT CACATTTcTC GCGCGAGGGC AGAAtCCGGA 
 601 CCCaGCCAGC AACCACAAAG TCCGcAGCGC TCTGGGGCGa CTTTTGTACT 
 651 TCTTCTGGTT GACCTCGAAT CAGGTAGGGA TACCCGCTGA ACTTAAGCAT 

01 ATCAATAAGC GGAGGAAATC GAATTCCCGC GGCCGcCATG GCGCgGAGCA  7
 751 TGCGACGTCG GGCCCAATTC GCCCTATAGT GAGTCNNaTY WW 
 

Εικ. 21. Παραπάνω µε κόκκινο σηµειώνονται οι περιοχές ITS1 και µε γκρι οι περιοχή του   

 άµεσα στο ITS1,ITS2 και στις περιοριστικές θέσεις των ένζυµ
ITS2, η περιοχή ανάµεσα είναι η 5,8s του ριβοσωµατικού RNA ενώ τα υπόλοιπα περιοχές 
αν ων που χρησιµοποιήθηκαν

Τέλος για τα δείγµατα της Μελιτζάνας είχαµε τα εξής: 
   1 GYTGGGAGCT CTCCCATATG GTCGACCTGC AGGCGGCCGC GAATTCACTA 
  51 GTGATTGGAA GTAAAAGTCG TAACAAGGTT TCCGTAGGTG AACCTGCGGA 
 101 AGGATCATTA CAGAGCGTGA AGACCTCGGC CCCTCCACAG CGCAAGCTGG 
 151 TGCGAGGGAC ACATGCCGGG GTCGACCCTC CCACCCGTGT CGACTCGTCT 
 201 CCTGTTGCTT TGGCAGGCCG ACTGCCTAGC GGTCCTCTGG CTCTCGGGCT 
 251 GGAGTGCGCC TGCCAGAGAC TATTCAACTC GTGTTCTGGA TGAAGTCTGA 
 301 GCAATCAAGC AATAAAAATG AATAAGTTAA AACTTTCAAC AACGGATCTC 
 351 TTGGCTCTGG CATCGATGAA GAACGCAGCG AAATGCGATA AGTAATGTGA 
 401 ATTGCAGAAT TTAGTGAATC ATCGAATCTT TGAACGCACA TTGCGCCCCT 
 451 GGGTACTCCT AGGGGCATGC CTGTTCGAGC GTCATAACAA CCCGTCGAGC 
 501 CGACTAGGCT TGGTCTTGGG GCTCGCCCGC ATTTGGCGCG GCGGCTCTTG 
 551 AACGCAGTGG CGGTGCCGGT GGTGCTTTCC GCGTAGTCAC ATTTCTCGCG 
 601 CGAGGGCAGA ATCCGGACCC AGCCAGCAAC CACAAAGTCC GCAGCGCTCT 
 651 GCGGGGCGAC TTTTGTACTT CTTCTGGTTG ACCTCGAATC AGGTAGGGAT 
 701 ACCCGCTGAA CTTAAGCATA TCAATAAGCG GAGGAAATCG AATTCCCGCG 
 751 GCCGCCATGG CGCCGGGGAG CATGCGACGT CGGGCCCAAT TCGCCYTATA 

Εικ.22 Παραπάνω µε κόκκινο σηµειώνονται οι περιοχές ITS1 και µε γκρι οι περιοχή του  

 
3.

ων NCBI όπου µε βάση αυτήν κατηφορίζουµε τα όρια των περιοχών 

ITS2, η περιοχή ανάµεσα είναι η 5,8s του ριβοσωµατικού RNA ενώ τα υπόλοιπα περιοχές 
αν εσάµ α στο ITS1,ITS2 και στις περιοριστικές θέσεις των ένζυµων που χρησιµοποιήθηκαν

6 Οι περιοχές ITS 1 & ITS 2 και οι διαφορές που παρουσιάζουν 
Παρακάτω αναλύονται οι περιοχές  των ITS 1 & ITS 2 , για να βρούµε 

τις περιοχές αυτές χρησιµοποιούµε µια γνωστή αλληλουχία από την βάση 

δεδοµέν

αυτών 

 Οι διαφορές αυτές αφορούν είτε απώλεια µιας βάσεως όπως π.χ. στην 36 

µέχρι 36 βάση έχουµε για την οξαλίδα απώλεια βάσης είτε αντικατάσταση 
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όπως στην περίπτωση της αγκινάρας στην 421 όπου έχουµε αντικατάσταση 

το G (που είναι  τα υπό σε περιοχές που για κάποιο λόγο  για λοιπα φυτά) µε Α, 

δεν ήταν δυνατό να διαβαστούν το µηχάνηµα ανάγνωσης έχει πρόσθεση 

γράµµατα όπως Κ ή S.(εικ. 23-25)
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Εικ 23 Αλληλουχίες στα ITS1 και ITS2  του µύκητα Leveillula taurica µε τους 4 διαφορετικ
µελετήσαµε. ∆ιάφορες παρατηρούνται είτε στην αλλαγή της βάσης είτε απουσία µιας η περ

 

 

ούς ξενιστές που 
ισσοτέρων βάσεων.
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Εικ 24 Περιοχές ITS 1 (σε κόκκινο πλαίσιο) και ITS 2 (σε µπλε πλαίσιο). ∆ίφορες µεταξύ των διαφορετικών 
αλληλουχιών παρατηρούνται µόνο στο ITS 1 και  ITS 2 η περιοχή του  5,8s του ριβοσωµατικού RNA παραµένει 
κοινή. 
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Εικ. 25 ∆ιάφορες µεταξύ του µύκητα Leveillula taurica από τους 4 διαφορετικούς ξενιστ
elaeagni µε ξενιστή Elaeagnus angustifolia.οι διάφορες που παρατηρούνται είναι ελάχι

µελιτζάνα . 
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ές και Leveillula 
στες κύριος στην 



3.7 ∆ιαφορές µεταξύ γνωστών ξενιστών 

 
 α)  οι διαφορές που εντοπίζονται µεταξύ του µύκητα Leveillula taurica που 

εξάγαµε από τα φυτά της µελιτζάνας και του µύκητα Elaeagnus angustifolia 

από το φυτό, Elaeagnus angustifolia από την διεθνή βάση δεδοµένων NCBI 

(Εικ26-28) (National Center of Biotechnology Information) είναι ελάχιστες και 

εντοπίζονται µόνο στην περιοχή του ITS2  

 ∆ιαφορές µεταξύ του µύκητα της µελιτζάνας και της Πιπεριάς παρατηρούνται 

στην περιοχή του ITS1 ως προσθήκη της βάσης Α & C στις θέσης 4 ,15 και 23 

(Εικ.29). Αντιθέτως στην περιοχή του ITS2  παρατηρείτε η παρουσία του G 

αντί του  Α & C στις θέσεις 444,535 και 549(Εικ 30-31) 

 

β)  Οµοίως µε τον µύκητα από την πιπεριά και clematis orientale (Εικ.33) 

παρατηρούνται ελάχιστες διαφορές όπως αυτή στην βάση 37-39 στο ITS 

1(Εικ.32) και 450 και 552-544 στο ITS 2 (εικ 34-35). 
Οι διαφορές του µύκητα της πιπεριάς µε αυτού από την βάση δεδοµένων 

NCBI µε ξενιστή την πιπεριά φαίνονται παρακάτω (εικ 36-37) 

 

γ)  ∆ιαφορές µεταξύ δυο ζιζανίων όπως αυτό της γλυκόριζας και της 

οξαλίδας όπως φαίνονται στην διεθνή βάση δεδοµένων NCBI (εικ 38-42) 

 

δ)  ∆ιαφορές µεταξύ του µύκητα της αγκινάρας και του λωττού ενός 

κηποτεχνικού φυτού ,οι περισσότερες διαφορές παρατηρούνται στην περιοχή 

του ITS 2.(εικ. 43-46) 
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Εικ.27-28 περιοχή ITS2  

 

 

 

 

 
Εικ. 26 Elaeagnus 
angustifolia ή ρωσική ελιά 

 

  

 

 

 

 

 

Εικ 31-32 Περιοχές IT

Εικ 29 Περιοχή ITS1  
S 2
Εικ 30.caspicum annuum 
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Εικ.33 Περιοχή ITS 1 

 

Εικ.34 Clematis orientale 
Εικ.35-36 περιοχές ITS 2 
Εικ.37 Περιοχή ITS 1 
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Εικ 38 περιοχή ITS 2 
Εικ.39-40 Περιοχή ITS 1 επάνω, δεξιά  
Glycyrhiza glabra 
Εικ.41-42 Περιοχές ITS 2 
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Εικ. 45-46 Περ

 

 

 

 

Εικ.43-44 Αριστερά Lotus corniculata 
ένα ανθοκοµικό φυτό ,επάνω περιοχή 
ITS 1 
 

 

ιοχές ITS 2 
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5.Συζήτηση 
 

Η φυλογενετική ανάλυση των αλληλουχιών RDNA :ITS 1 και ITS 2 των 

υπό µελέτη µυκήτων µε ξενιστές Μελιτζάνα , Πιπεριά , Οξαλίδα και Αγκινάρα 

έδειξε σχετικά υψηλή οµολογία µε µύκητες που έχουν ήδη αναλυθεί και 

δηµοσιευθεί στην διεθνής βάση δεδοµένων NCBI (National Center of 

Biotechnology Information)  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Ωστόσο  τα ίδια τα 

δείγµατα είναι δεν είναι οµόλογα αλλά πολύ αλλά λίγο., όπως και ο µύκητας 

µε ξενιστή την πιπεριά από την βάση δεδοµένων δεν είναι απόλυτα οµόλογη 

µε τον µύκητα µε ξενιστή την πιπεριά που είχαµε εµείς  ∆ιάφορα φυτά 

επιλέχτηκαν για να γίνει σύγκριση µε τις αλληλουχίες που πήραµε, για το λόγο 

ότι είτε είναι σηµαντικής καλλιεργητικής και οικονοµικής σηµασίας (πιπεριά, 

ελιά ), είτε είναι αυτά που έδωσαν το µεγαλύτερο βαθµό( score) οµολογίας 

στη NCBI. Ακόµα παρατηρείτε ότι οι µεγαλύτερες διαφορές παρατηρούνται 

στην περιοχή του ITS 2 και καµία , όπως ήταν αναµενόµενο στην περιοχή του 

5.8s , που είναι περιοχή µεταγραφόµενη και υψηλής σηµασίας για τα φυτά. 

Τα αποτελέσµατα ελέγχου διασταυρωτής µόλυνσης µας έδειξαν ότι 

µετά από ένα µήνα παρατηρήσεων, ο µύκητας ο οποίος προήλθε από την 

µελιτζάνα και την  γλυκόριζα προσέβαλε τα φύλλα τοµάτας µε µεγαλύτερο 

ποσοστό απ ότι αυτός ο οποίος προήλθε από την µελιτζάνα, ενώ ο µύκητας 

µε ξενιστή την αγκινάρα δεν έδειξε να προσβάλει τα φύλλα τοµάτας στις  

συνθήκες καλλιέργειας των φυλών 

Ωστόσο θα πρέπει να τονιστεί ότι η έρευνα θα πρέπει να συνεχιστεί και 

να ταυτοποιηθούν όσο γίνετε περισσότεροι µύκητες ακόµα και αυτοί που 

αποτύχαµε να αναλύσουµε λόγο τεχνικών προβληµάτων ( µύκητας µε ξενιστή 

γλυκόριζα)  για να γίνει όσο το δυνατό πληρέστερη η γνώση πάνω στο ωίδια, 

που αποτελεί µια από τις κύριες απειλές για τα καλλιεργούµενα είδη.  
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