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Περύληψη 
 

Οι μφκθτεσ του γζνουσ Botryosphaeria. προςβάλλουν πολλά είδθ φυτϊν, μεταξφ των οποίων 

ςθμαντικι είναι θ προςβολι ςτθν φιςτικιά. Τα είδθ που ζχουν βρεκεί  ςτθν φιςτικιά παλαιότερα 

κεωρείτο ότι ανικαν ςτο γζνοσ Camarosporium. ωςτόςο νζα ταξινόμθςθ τα ειςάγει ςτα γζνθ 

Neofusicoccum ι Fusicoccum. Θ τζλεια μορφι δεν ζχει βρεκεί ςτθν φιςτικιά, ωςτόςο με βάςθ τουσ 

χαρακτιρεσ τθσ ατελοφσ μορφισ το πακογόνο τθσ φιςτικιάσ ςτθν Καλιφόρνια των ΘΡΑ ζχει 

ονομαςτεί Botryosphaeria dothidea. 

Σκοποί τθσ παροφςασ μελζτθσ ιταν ο μοριακόσ χαρακτθριςμόσ απομονϊςεων καμαροςπορίου 

από διάφορουσ ξενιςτζσ βάςθ των περιοχϊν ITS, θ ανάλυςθ ςτελεχϊν βάςθ τθσ πακογόνου 

δφναμθσ και θ διερεφνθςθ τθσ χριςθσ των πιο κατάλλθλων μυκθτοκτόνων για τον ζλεγχο τθσ 

αςκζνειασ. 

Για τον μοριακό χαρακτθριςμό χρθςιμοποιικθκαν 10 απομονϊςεισ από 5 ξενιςτζσ: φιςτικιά, 

ελιά, αμπζλι, δαμαςκθνιά και ςοφόρα. Θ πειραματικι προςζγγιςθ περιελάμβανε τον 

πολλαπλαςιαςμό αλλθλουχιϊν με PCR, τον προςδιοριςμό τθσ αλλθλουχίασ των και τθ ςτατιςτικι 

και φυλογενετικι ανάλυςι τουσ. Οι αλλθλουχίεσ που χρθςιμοποιικθκαν προζρχονται από τουσ 

πυρθνικοφσ γονιδιακοφσ τόπουσ ITS1, 5.8S και ITS2 οι οποίοι είναι από τουσ πιο διαδεδομζνουσ 

δείκτεσ για μελζτεσ ςε επίπεδο γενϊν και ειδϊν. Το τελικό ςφνολο των ςτοιχιςμζνων αλλθλουχιϊν, 

μετά τθν αφαίρεςθ τμθμάτων από τθν αρχι και το τζλοσ τουσ, είχε μικοσ 566 βάςεων. 

Σε γενικζσ γραμμζσ οι 10 απομονϊςεισ διαχωρίηονται ανά ξενιςτι, με τθν εξαίρεςθ των 

απομονϊςεων από ελιά, ςοφόρα και δαμαςκθνιά που είναι ςχεδόν όμοιεσ. Από τθν μοριακι 

ανάλυςθ των απομονϊςεων, οι 5 από φιςτικιά κατετάγθςαν ςτο είδοσ Neofusicoccum vitifusiforme, 

ανεξαρτιτωσ γεωγραφικισ προζλευςθσ (Αττικι ι Φκιϊτιδα). Στο είδοσ Botryosphaeria dothidea 

ταυτοποιικθκαν 3 απομονϊςεισ: 1 από ςοφόρα, 1 από ελιά και 1 από δαμαςκθνιά. Οι 2 

απομονϊςεισ από αμπζλι ανικαν ςτο είδοσ Botryosphaeria obtusa. Στο φυλογενετικό δζντρο όλεσ 

οι απομονϊςεισ από φιςτικιά ομαδοποιικθκαν ςτον ίδιο κλάδο που διαχωριηόταν από τον κλάδο 

που ςυμπεριελάμβανε τισ απομονϊςεισ του είδουσ Botryosphaeria dothidea (και από τουσ τρεισ 

ξενιςτζσ) με διαφοροποίθςθ 3%. Οι απομονϊςεισ από αμπζλι ομαδοποιικθκαν ςε διαφορετικό 

κλάδο και διζφεραν κατά 6% από τισ απομονϊςεισ των άλλων δυο κλάδων. 

Θ ανάλυςθ ςτελεχϊν βάςθ τθσ πακογόνου δφναμθσ πραγματοποιικθκε με τεχνθτζσ μολφνςεισ 

ςε αποκομμζνα φφλλα φιςτικιάσ και ςε κλαδίςκουσ φιςτικιάσ in planta. Για τα φφλλα υπολογίςτθκε 

το ςχετικό εμβαδό κάτω από τθν καμπφλθ αςκζνειασ και για τουσ κλάδουσ το μικοσ του 

μεταχρωματιςμοφ ςτο ξφλο. Γενικά δεν βρεκικαν ςθμαντικζσ διαφορζσ ςτθν πακογζνεια εκτόσ τθσ 

απομόνωςθσ από αμπζλι που είχε ςθμαντικά μικρότερθ πακογόνο δφναμθ ςε ςχζςθ με τισ 
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υπόλοιπεσ απομονϊςεισ κακϊσ και διαφορζσ μεταξφ απομονϊςεων από φιςτικιά. Επίςθσ, και ςτισ 

μολφνςεισ φφλλων και κλαδίςκων οι απομονϊςεισ ελιάσ και ςοφόρασ είχαν παρόμοια πακογόνο 

δφναμθ.  

Για τθν δοκιμι ευαιςκθςίασ ςε διάφορεσ δραςτικζσ ουςίεσ χρθςιμοποιικθκαν 4 απομονϊςεισ 

που προερχόταν από πειραματικοφσ αγροφσ ςτουσ οποίουσ είχε γίνει επζμβαςθ με τα μυκθτοκτόνα 

Stroby (kresoxim methyl), Signum (pyraclostrobin και boscalid), Switch (cyprodinil και fludioxonil) 

και Quadris (azoxystrobin) ςυν μια από δζντρο που δεν είχε ψεκαςτεί με μυκθτοκτόνο. 

Ρραγματοποιικθκαν μετριςεισ ανάπτυξθσ μυκθλίου ςε τρυβλία με υλικό PDA ςτο οποίο είχε 

ενςωματωκεί μυκθκτόνο. Τα μυκθτοκτόνα που χρθςιμοποιικθκαν ιταν τα 4 ανωτζρω ςυν το 

Neotopsin (thiophanate methyl) που ψεκάηεται μια φορά τθν Άνοιξθ. Για κάκε μυκθτοκτόνο 

χρθςιμοποιικθκαν 11 διαδοχικζσ ςυγκεντρϊςεισ με λόγο 3:1 και θ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ ιταν θ 

ςυνιςτϊμενθ για ψεκαςμό. Από τθν ανάλυςθ δεν προζκυψαν ιδιαίτερεσ διαφορζσ ςτο EC50 μεταξφ 

των ςτελεχϊν εκτόσ τθσ απομόνωςθσ που προιλκε από δζντρο που είχε ψεκαςτεί με Quadris ςε 

PDA που είχε ενςωματωκεί το ίδιο μυκθτοκτόνο (Quadris). Σε αυτιν τθν περίπτωςθ, το EC50 του 

ςτελζχουσ αυτοφ ιταν περίπου 3ppm και δεκαπλάςιο από τισ υπόλοιπεσ 4 απομονϊςεισ. 
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Abstract 
 

The fungi of the genus Botryosphaeria is a very important pathogen regarding pistachio, causing 

the “panicle and shoot blight”. The species that cause blights to pistachio plants were known as 

Camarosporium sp. but new classifications associate it with Neofusicoccum or Fusicoccum genera. 

The teleiomorph on pistachio has not been found yet, however based on the characters of the 

anamorph it is assumed to belong to the genus Botryosphaeria sp. 

The goals of this project were  1)the molecular characterization of Camarosporium isolates 

based on rDNA ITS regions, 2)the characterization of isolates based on their pathogenicity and 3)the 

determination of the performance of the most appropriate fungicides for the control of the disease. 

For the molecular characterization 10 isolates out of 5 hosts (pistachio, olive, grapevine, plum & 

sophora) were used. The regions of the rDNA repeat from the 3′ end of the 18s gene to the 5′ end of 

the 28s gene were amplified using ITS4 and ITS5 primers, and their individual sequences were 

determined via automatic sequencing. These sequences were later compared to each other in order 

to determine their phylogenetic relations. 

Based on the phylogenetic data, the 10 isolates are grouped by host, with the exception of the 

isolates from olive, sophora & plum which are almost identical. Five of the isolates, which are all 

from pistachio, belong to the species Neofusicoccum vitifusiforme, regardless of region (Attiki, 

Fthiotida). The isolates from olive, sophora & plum are all classified as Botryosphaeria dothidea and 

the isolates from grapevine as Botryosphaeria obtusa. Τhe subclades of species Neofusicoccum 

vitifusiforme & Botryosphaeria dothidea differ from each other 3% and form a clade that differs 6% 

from the clade of grapevine isolates. 

The characterization of isolates concerning their pathogenicity was accomplished with pistachio 

detached leaf assays and shoot inoculation with mycelial plug. Relative AUDPC was calculated for the 

detached leaves and there were no notable differences with the exception of the reduced 

pathogenicity of the grapevine isolate and minor differences between pistachio isolates. Concerning 

the shoots inoculations the differences were less significant but the grapevine isolate still had 

reduced pathogenicity. Likewise, the pathogenicity of the sophora and olive isolates was almost the 

same. 

As for the fungicide assay, isolates were obtained from pistachio orchards on which 4 different 

fungicide sprays were applied. These fungicides were Stroby (kresoxim methyl), Signum 

(pyraclostrobin and boscalid), Switch (cyprodinil and fludioxonil) and Quadris (azoxystrobin). The 

same fungicides plus Neotospin (thiophanate methyl) that was applied in all orchards before bloom 
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were tested in vitro for their effect on mycelial growth inhibition. The total isolates used were 5, one 

from each orchard on which different fungicide was applied and one from an orchard where no 

fungicide was applied. For every fungicide a total of 11 threefold dilution concentrations were used 

with the highest, which is recommended for application in planta. From the assay there were no 

significant differences except from the fungicide Quadris where the isolate from trees sprayed with 

Quadris had EC50=3ppm azoxystrobin which was ten times greater than the rest of isolates. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  1 - ΕΙΣΑΓΩΓΘ 

 Σελίδα 5 
 

1 Ειςαγωγό 

1.1 Το παθογόνο 

1.1.1 Γενικϊ ςτοιχεύα 

Ο μφκθτασ Botryosphaeria sp. είναι πολφ ςθμαντικό φυτοπακογόνο κακϊσ προςβάλλει πλικοσ 

φυτϊν. Οι μφκθτεσ του γζνουσ αυτοφ είναι από τουσ φυτοπακογόνουσ μικροοργανιςμοφσ που 

προκαλοφν ςφγχυςθ όςον αφορά τθν ταυτοποίθςθ και κατάταξι τουσ, όχι μόνο λόγω τθσ 

ομοιότθτασ που παρουςιάηουν τα μορφολογικά τουσ χαρακτθριςτικά ςτουσ διάφορουσ ξενιςτζσ 

που προςβάλλουν (Smith et al., 2001) αλλά και από το γεγονόσ ότι θ τζλεια μορφι εμφανίηεται 

ςπάνια ςτθν φφςθ και παρουςιάηει μικρι διαφοροποίθςθ μεταξφ των ειδϊν.  Ζχει βρεκεί τα 

τελευταία χρόνια ςε 34 γζνθ τα οποία εκτείνονται ςε 20 οικογζνειεσ. Είναι γνωςτό από τισ αρχζσ τθσ 

δεκαετίασ του 1900 ότι ο μφκθτασ προςβάλλει και προκαλεί μαραςμό ςε πολλά φυτικά είδθ. Στθν 

Ελλάδα ζχει βρεκεί ςε φιςτικιζσ, όπου είναι πολφ ςθμαντικό πακογόνο, ςτθν ελιά (όπου 

χαρακτθριςτικό ςφμπτωμα είναι θ βοφλα), το αμπζλι, τα πυρθνόκαρπα, τα μθλοειδι, τισ 

βατομουριζσ του γζνουσ Vaccinium, τθν ιτιά, τθν φτελιά, τθν ροδιά και άλλα είδθ. Θ τζλεια μορφι 

ςτθν Καλιφόρνια των ΘΡΑ ζχει βρεκεί ςτο αβοκάντο, τθν ελιά, το βατόμουρο, τον πυράκανκο και 

τθν ςεκόϊα. Συνικωσ θ τζλεια μορφι δεν παρατθρείται ςτουσ προςβεβλθμζνουσ ιςτοφσ αλλά ειδικά 

ςτθν φιςτικιά μζχρι ςιμερα ζχει βρεκεί μόνο θ ατελισ μορφι. Θ ηθμιά που προκαλεί ο μφκθτασ ςε 

πολλά είδθ φυτϊν αλλά ιδίωσ ςτθν φιςτικιά είναι πολφ ςθμαντικι (Michailides & Morgan, 2004). 

 

 

 

Εικόνα 1 Αριςτερά: Αςκϊματα και αςκοί του μφκθτα Botryosphaeria spp. (Phillips, 2010) 
Δεξιά: Κονίδια του μφκθτα Camarosporium spp. – διακρίνονται τα εγκάρςια και διαμικθ 
χωρίςματα (Mycobank.org, 2006) 
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Ο μφκθτασ Botryosphaeria sp. ανικει ςτουσ αςκομφκθτεσ (οικογζνεια 

Botryosphaeriaceae).Ειδικότερα, θ ςυςτθματικι κατάταξθ του γζνουσ ζχει ωσ εξισ: 

Διαίρεςθ:  Ascomycota 

Κλάςθ: Dothideomycetes 

Τάξθ: Botryosphaeriales 

Οικογζνεια: Botryosphaeriaceae  

Γζνοσ:  Botryosphaeria 

Τα διάφορα είδθ του γζνουσ Botryosphaeria, τα ςθμαντικότερα των οποίων είναι τα B. 

dothidea, B. obtusa, B. parva, B. ribis, B. australis και B. protearum (Εικόνα 3), εκτόσ από τθν 

ικανότθτά τουσ να προςβάλλουν πλικοσ ξενιςτϊν, προκαλοφν ςθμαντικζσ ηθμιζσ ςτουσ ξενιςτζσ. 

Στθν Ελλάδα, το είδοσ B. dothidea προςβάλλει πολλά είδθ φυτϊν και τα είδθ ςτα οποία προκαλοφν 

τισ ςθμαντικότερεσ προςβολζσ και απϊλειεσ είναι: τθν φιςτικιά μειϊνοντασ τθν παραγωγι ςε 

αρκετό βακμό, τα μθλοειδι προκαλϊντασ ζλκθ ςτουσ κλάδουσ και καταςτροφι καρπϊν, τθν ελιά 

προκαλϊντασ τθν βοφλα ςτουσ καρποφσ, τα πυρθνόκαρπα προκαλϊντασ ζλκθ ςτουσ κλάδουσ και 

τον κορμό και το αμπζλι προκαλϊντασ ζλκθ ςε βραχίονεσ. 

Θ εγγενισ μορφι ςχθματίηει αςκοφσ που ζχουν δυο τοιχϊματα ςε αςκϊματα – ψευδοκικια με 

οςτιόλθ. Αυτά τα ψευδοκικια είναι δυνατόν να είναι μζςα ςτον φυτικό ιςτό ι να εξζρχονται 

ελαφρϊσ. Θ μορφι των αςκωμάτων διαφζρει αναλόγωσ των ςυνκθκϊν ανάπτυξθσ του μφκθτα. Οι 

αςκοί ζχουν και αυτοί δυο τοιχϊματα και κάκε ζνασ περιζχει 8 υαλοειδι, μονοκφτταρα και ωοειδι 

αςκοςπόρια (Εικόνα 1). Στο γζνοσ Botryosphaeria αντιςτοιχοφν οι ατελείσ μορφζσ Botryodiplodia, 

Diplodia, Dothiorella, Fusicoccum ι Neofusicoccum, Lasiodiplodia, Macrophoma, Macrophomopsis, 

Sphaeropsis (Phillips, 2010). Το όνομα τθσ ατελισ μορφισ Camarosporium spp (Ηάχοσ et al., 1974-

1977) πικανόν προζρχεται από τα πυκνιδιοςπόρια του που ζχουν ςχιμα τοξοειδοφσ αψίδασ και 

μοιάηουν με αυτά του μφκθτα Fusicoccum spp. (Ma & Michailides, 2002). Ρλζον ζχει αλλάξει θ 

ονομαςία και το πακογόνο που προκαλεί τθν αςκζνεια ςτθν φιςτικιά ςτθν Ελλάδα κεωρείται πωσ 

ανικει ςτα γζνθ Fusicoccum ι Neofusicoccum. 

1.1.2 Φυλογενετικϋσ ςχϋςεισ του γϋνουσ Botryosphaeria sp. 

Ππωσ ζχει αναφερκεί, ο μφκθτασ Botryosphaeria sp. είναι ζνα πακογόνο που προςβάλλει 

πλικοσ διαφορετικϊν ειδϊν και υπάρχει ςε πολλζσ περιοχζσ του κόςμου (Barr, 1987). Τα είδθ 

μποροφν να είναι ςαπροφυτικά, παραςιτικά ι και ενδοφυτικά και να προκαλοφν μεταξφ άλλων 

μαραςμό με κατεφκυνςθ από πάνω προσ τα κάτω και ζλκθ ςε ξυλϊδεισ ιςτοφσ. Απαντϊνται ςε 

μεγάλο εφροσ μονοκοτυλιδονων, δικοτυλιδονων και γυμνόςπερμων ξενιςτϊν, ςε κλάδουσ, φφλλα, 

βλαςτοφσ, ταξιανκίεσ, καρποφσ και άλλα τμιματα των φυτϊν (Barr, 1987). Οι άριςτεσ κερμοκραςίεσ 
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ανάπτυξθσ κυμαίνονται ανά είδοσ αλλά γενικά είναι μεταξφ 23 – 37 oC με τα όρια να είναι 7…39 οC 

(Úrbez-Torres et al., 2006). 

Θ ταξινόμθςθ του γζνουσ Botryosphaeria είναι προβλθματικι ςε πολλά επίπεδα ταξινόμθςθσ. 

Μζχρι πρόςφατα θ κζςθ του γζνουσ ςε ανϊτερο ταξινομικό επίπεδο των αςκομυκιτων δεν ιταν 

γνωςτι. Μια άλλθ αβεβαιότθτα για ςτο μφκθτα Botryosphaeria sp. αφορά τθν κατανομι των ειδϊν 

ςτο γζνοσ. Υπάρχουν πολλοί λόγοι γι ‘αυτό το γεγονόσ. Οι τζλειεσ μορφζσ εμφανίηονται ςχετικά 

ςπάνια ςτθν φφςθ (Shoemaker, 1964) & (Jacobs & Rehner, 1998), ι είναι δφςκολθ θ ανάπτυξι τουσ 

ςε καλλιζργεια κακϊσ και υπάρχει μθ επαρκισ ποικιλομορφία για να επιτρζψει τθν 

αμφιμονοςιμαντθ διαφοροποίθςθ τουσ ςε επίπεδο είδουσ (Shoemaker, 1964). Ζτςι, θ ταξινόμθςθ 

του γζνουσ Botryosphaeria εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τθν ταξινόμθςθ των ατελϊν μορφϊν οι 

οποίεσ είναι πολφ πιο ςυχνζσ ςτθν φφςθ. 

Θ ςχετικά πρόςφατθ εφαρμογι των μοριακϊν τεχνικϊν ςτθν χριςθ rRNA γονιδίων ςτθν 

φυλογενετικι ανάλυςθ ζχει βοθκιςει πολφ ςτθν ταξινόμθςθ των ειδϊν του γζνουσ. Ειδικά οι 

περιοχζσ ITS1 και ITS2 του rDNA ζχουν χρθςιμοποιθκεί για πλικοσ αναλφςεων για τθν ςφνδεςθ 

τζλειων με ατελϊν μορφϊν του μφκθτα Botryosphaeria. Για τθν ανάλυςθ ςε πιο γενικό επίπεδο 

χρθςιμοποιείται το LSU (28s) τμιμα του rDNA (Εικόνα 2). 

Το γζνοσ Botryosphaeria πρωτοειςιχκθκε το 1863 από τουσ Cesati and De Notaris  που 

επζλεξαν ωσ είδοσ το Botryosphaeria dothidea. Ρρωτφτερα, το γζνοσ ιταν γνωςτό ωσ Sphaeria sp 

και οι τζλειεσ μορφζσ δεν ιταν απόλυτα ςυνδεδεμζνεσ με τισ ατελείσ. Ζπειτα, τα γζνθ και τα είδθ 

ςυγκρινόταν βάςθ μορφολογικϊν κακαρά χαρακτθριςτικϊν και με διαρκείσ αλλαγζσ ςτθν 

οικογζνεια και τάξθ του μφκθτα. Μζχρι πρόςφατα (δεκαετία του 1990 και 2000) υπιρξαν πολλζσ 

ανακατατάξεισ ςτθν ταξινόμθςθ και ςυςχζτιςθ τζλειων και ατελϊν μορφϊν του μφκθτα. Τελευταία 

με τισ μοριακζσ αναλφςεισ των περιοχϊν ITS του rDNA ζχει βρεκεί ότι τα είδθ που ανικουν ςτο 

γζνοσ Botryosphaeria είναι λιγότερα απ’ ότι κεωροφνταν ςτο παρελκόν (Denman et al., 2000). 
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Λόγω τθσ μεγάλθσ ποικιλομορφίασ ςτθν μορφι των ςπορίων ςε κάκε είδοσ, με τθν αλλαγι του 

τρόπου ταξινόμθςθσ από αποκλειςτικά βάςθ μορφολογικϊν χαρακτθριςτικϊν ςε βάςθ μοριακϊν 

δεδομζνων, ςε πολλά είδθ άλλαξε θ ταξινόμθςι τουσ. Οι κυριότεροι λόγοι γι’ αυτό είναι: 

 πολλά μοριακά χαρακτθριςτικά δεν εκφράηονται ςτο φαινότυπο και ζτςι ςε 

μορφολογικι παρατιρθςθ δεν είναι δυνατόν να βρεκοφν 

 θ αδυναμία εμφάνιςθσ των ομοπλαςιϊν, που οφείλεται είτε ςτθν αδυναμία 

αναγνϊριςθσ χαρακτιρων που είναι προϊόντα ςυγκλίνουςασ ι αποκλίνουςασ εξζλιξθσ, 

είτε ςτθν λανκαςμζνθ κωδικοποίθςθ χαρακτιρων που ζχουν χακεί δευτερογενϊσ 

 θ παραλλακτικότθτα ςτθν μορφολογία του μφκθτα θ οποία μάλιςτα εξαρτάται και από 

τθν θλικία, π.χ. ο αρικμόσ των ςζπτων και το χρϊμα των ςπορίων αλλάηει με τθν θλικία 

τουσ 

 

Εικόνα 2 Φυλογενετικό δζντρο ειδϊν του γζνουσ 
Botryosphaeria  ςε ςφγκριςθ με άλλα ςυγγενι είδθ 
βάςθ LSU (28s) rDNA. Το δζντρο καταςκευάςτθκε με 
τθν μζκοδο Μζγιςτθσ Φειδωλότθτασ  με μοντζλο 
ΘΚY85 (Crous et al., 2006)   
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 Εικόνα 3 Μορφολογία κονιδίων του μφκθτα Botryosphaeria sp. a: B. rhodina, b: B. obtusa, c & d: B. stevensii, e: B. 
dothidea, f: B. australis, g: B. parva, h: B. lutea. Μζγεκοσ κλίμακασ 10μm 
(Úrbez-Torres et al., 2006) 
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1.1.3 Μορφολογύα του μύκητα 

 

 

Ράνω ςε κάκε προςβεβλθμζνο τμιμα του δζντρου μποροφν να παρατθρθκοφν πυκνίδια τα 

οποία αποτελοφν ατελι μορφι του μφκθτα. Τα πυκνίδια αναπτφςςονται ςε μεγάλο αρικμό επί των 

καρπϊν και δευτερευόντωσ επί των αξόνων τθσ ταξικαρπίασ. Κατά κανόνα αναπτφςςονται 

ςυγκεντρωμζνα ςε ομάδεσ των 5 – 10 με τα τοιχϊματά τουσ να εφάπτονται των τοιχωμάτων 

γειτονικϊν πυκνιδίων, αν και είναι δυνατόν να υπάρξουν και μεμονωμζνα. Στα αρχικά ςτάδια είναι 

καλυμμζνα από τθν επιδερμίδα και ζπειτα που αυτι διαρρθγνφεται τα πυκνίδια βγαίνουν ςτθν 

επιφάνεια μζςω τθσ οςτιόλθσ. Το χρϊμα των πυκνιδίων μζςα ςτουσ ιςτοφσ είναι ανοικτό καςτανό 

και με τθν ζξοδό τουσ αλλάηει ςε μελανό. Το ςχιμα των πυκνιδίων είναι ςυνικωσ ςφαιρικό, ενίοτε 

ωοειδζσ και ςπανιότερα κωνικό. Πςο αφορά το μζγεκοσ τουσ, ζχουν πλάτοσ 170-420 μm (μζςοσ 

όροσ 300μm) και μικοσ 220-460 μm (μζςοσ όροσ 320μm) (Εικόνα 4). Θ οςτιόλθ ζχει κατά κανόνα 

κθλοειδι και ςπανιότερα κωνικι μορφι και πλάτοσ 20-75μm (μζςοσ όροσ 37 μm). Το περίδιο των 

πυκνιδίων είναι προςεγχυματικισ υφισ, πάχουσ 20-30 μm, αποτελοφμενο από ςκουρόχρωμα 

ακανόνιςτου ςχιματοσ κφτταρα. Εςωτερικά του περιδίου, ψευδοπαρεγχυματικό γόνιμο ςτρϊμα 

κυττάρων μικρότερου μεγζκουσ, χρϊματοσ ανοικτοφ και πάχουσ 15-25 μm δίνει γζνεςθ ςε 

υαλόχροα ςτθρίγματα μικουσ 5-25 μm και πλάτουσ περίπου 1.5 μm, εκ των οποίων γεννϊνται τα 

πυκνιδιοςπόρια. Αυτά είναι επιμικθ, ελλειψοειδι με αποςτρογγυλεμζνα άκρα ι ατρακτοειδι, 

ελαφρϊσ κεκαμμζνα και ζχουν μζγεκοσ *11-32+×*5-11+μm. Είναι ςυνικωσ υαλϊδθ μονοκφτταρα, 

του τφπου Macrophoma ι Fusicoccum. Ριο ςπάνια ςχθματίηει πολυκφτταρα, με 1-6 εγκάρςια και 1-

Εικόνα 4 Αριςτερά: Ρυκνίδιο από Neofusicoccum vitifusiforme ςε PDA. Οι ςυνκικεσ ανάπτυξθσ ιταν 12h/12h 
φωτοπερίοδοσ, 28

o
C, 80-100% RH 

Δεξιά: 7 θμερϊν αποικία Neofusicoccum vitifusiforme ςε τρυβλίο PDA (ανάπτυξθ ςε ςκοτάδι, 28
o
C, 80-100% RH) 
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2 κάκετα διαφράγματα (septa). Τα τελευταία είναι αυτά που χαρακτθρίηουν το γζνοσ 

Camarosporium (Ηάχοσ et al., 1974-1977). 

Αυτι θ παρατιρθςθ είχε οδθγιςει τουσ Ηάχο, Τηαβζλλα – Κλωνάρθ και ΢οφμπο (1973) να 

μετονομάςουν τον μφκθτα ςε Camarosporium pistaciae. Το ποςοςτό των πολυκφτταρων ςπορίων 

είναι μικρό υπό ςυνκικεσ ξθραςίασ, αλλά ανζρχεται μζχρι 20% ςε υγρι ατμόςφαιρα. Τα 

μονοκφτταρα ςπόρια είναι υαλόχροα ι ζχουν χρϊμα ανοικτό πράςινο, και ςτα πολυκφτταρα 

πραςινοκίτρινο, κιτρινοκαςτανό ι καςτανό. Σε ατμόςφαιρα υψθλισ υγραςίασ , τα ςπόρια 

εξζρχονται εκ τθσ οςτιόλθσ υπό μορφι ςυνεςτραμμζνων νθμάτων κθρϊδουσ υφισ και χρϊματοσ 

υπόλευκου (Εικόνα 14) (Ηάχοσ et al., 1974-1977). Τα πυκνιδιοςπόρια είναι μυξοςπόρια και 

μεταφζρονται με τα νερό τθσ βροχισ ι τθσ άρδευςθσ με καταιονιςμό, με ζντομα και πουλιά (Ma & 

Michailides, 2002). 

Οι άριςτεσ κερμοκραςίεσ για τθν ανάπτυξθ του μφκθτα είναι 27 – 30οC, ωςτόςο γενικά 

αναπτφςςεται από 20 – 36 οC. Αρχικά οι αποικίεσ είναι λευκζσ, τθν 3θ με 4θ θμζρα αποκτοφν χακί - 

γκρι χρϊμα και ςτο τζλοσ γίνονται ςχεδόν μαφρεσ. Οριςμζνα ςτελζχθ είναι δυνατόν να μθν 

ςχθματίηουν πυκνίδια ςε καλλιζργεια PDA, αλλά μόνο ςε φυτικό ιςτό. 

 

 

Εικόνα 5 Αριςτερά: Κονίδια και γόνιμο ςτρϊμα από Neofusicoccum vitifusiforme (φιςτικιά) 
Δεξιά: Κονίδια και γόνιμο ςτρϊμα από Botryosphaeria dothidea (ςοφόρα) 
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1.1.4 Μορφολογικού και μοριακού χαρακτόρεσ 

Τα παλαιότερα χρόνια για να περιγραφοφν οι ςχζςεισ μεταξφ οργανιςμϊν χρθςιμοποιοφνταν 

μζκοδοι που είχαν δεδομζνα που βαςιηόταν ςτθν ςυγκριτικι μορφολογία, τθ φυςιολογία και άλλα 

φαινοτυπικά χαρακτθριςτικά. Μζχρι τθν δεκαετία του 1980, ςτισ κλαδιςτικζσ μελζτεσ 

χρθςιμοποιοφνταν ςχεδόν αποκλειςτικά μορφολογικοί χαρακτιρεσ. Το κυριότερο πλεονζκτθμα των 

μορφολογικϊν χαρακτιρων είναι πωσ ςυνιςτοφν φαινοτυπικζσ εκδθλϊςεισ πολλϊν, ςυνικωσ, 

γονιδίων. Επομζνωσ, ςυμπυκνϊνουν ποςό πλθροφορίασ που αντιςτοιχεί ςε μεγάλο τμιμα 

γενετικοφ υλικοφ. Ο φαινότυποσ είναι, άλλωςτε, από εξελικτικι ςκοπιά εκείνοσ που υπόκειται 

άμεςα ςτουσ νόμουσ τθσ φυςικισ επιλογισ. Ακόμα, από πρακτικι ςκοπιά, είναι δυνατόν να 

ςυμπεριλθφκεί αρκετά μεγάλο δείγμα ατόμων ςτθν ανάλυςθ, μειϊνοντασ ςθμαντικά τθν 

πικανότθτα ςτατιςτικϊν ςφαλμάτων. 

Θ περιγραφι των μορφολογικϊν χαρακτιρων, όμωσ, εξαρτάται ςε ςθμαντικό βακμό από τθν 

υποκειμενικότθτα του ερευνθτι, χωρίσ να είναι πάντα δυνατι θ ςαφισ διάκριςθ των καταςτάςεϊν 

τουσ (Guarro et al., 1999). Ακόμθ, ςε πολλζσ περιπτϊςεισ το πλικοσ των διακζςιμων χαρακτιρων 

είναι ανεπαρκζσ για τθν εξαγωγι αςφαλϊν φυλογενετικϊν υποκζςεων. Σθμαντικό μειονζκτθμα 

επίςθσ είναι θ ποικιλομορφία οριςμζνων ειδϊν ςε ςυγκεκριμζνα χαρακτθριςτικά ςε βακμό που να 

είναι πολφ δφςκολθ θ αντικειμενικι και ςωςτι ταξινόμθςθ. Ωςτόςο, το ςθμαντικότερο μειονζκτθμα 

που χαρακτθρίηει τουσ μορφολογικοφσ χαρακτιρεσ είναι θ ςυχνι αδυναμία ςτον εντοπιςμό 

ομοπλαςιϊν (Morris, 2003). Θ ομοπλαςία, ςτουσ μορφολογικοφσ χαρακτιρεσ, μπορεί να οφείλεται 

είτε ςτθν αδυναμία αναγνϊριςθσ χαρακτιρων που είναι προϊόντα ςυγκλίνουςασ ι αποκλίνουςασ 

εξζλιξθσ, είτε ςτθν λανκαςμζνθ κωδικοποίθςθ χαρακτιρων που ζχουν χακεί δευτερογενϊσ. 

Ρριν τθν ειςαγωγι των μοριακϊν μεκόδων, οι γενετικζσ μελζτεσ γινόταν κυρίωσ μζςω 

διαςταυρϊςεων οριςμζνων ειδϊν που μποροφςαν να ελεγχκοφν ςε εργαςτθριακζσ ςυνκικεσ, όπωσ 

για παράδειγμα τα μοςχομπίηελα του Mendel, θ δροςόφιλα Drosophila melanogaster (Goldstein et 

al., 1994), το βακτιριο Escherichia coli και το ποντίκι Mus musculus. (NIGMS, 2011) Τζτοιεσ μελζτεσ 

ιταν αδφνατον να αποκαλφψουν το υψθλό ποςοςτό ποικιλότθτασ που ζχει θ πλθκϊρα ηωντανϊν 

οργανιςμϊν ςτον πλανιτθ. Αυτό το πρόβλθμα λφκθκε με τθν ειςαγωγι των μοριακϊν μεκόδων που 

μποροφν να ζχουν εφαρμογι ςε κάκε γονίδιο ι πρωτεϊνικό προϊόν των και μπορεί να εφαρμοςτεί 

πρακτικϊσ ςε οποιοδιποτε οργανιςμό, από τουσ ιοφσ μζχρι τα μεγάλα κθλαςτικά. 

Με τθν άνκιςθ νζων μοριακϊν τεχνικϊν, όπωσ θ PCR από τον Kary Mullis το 1983 (Mullis et al., 

1992), κατζςτθ δυνατόσ ο προςδιοριςμόσ αλλθλουχιϊν DNA ςε μεγάλθ κλίμακα και οι μοριακοί 

χαρακτιρεσ άρχιςαν να χρθςιμοποιοφνται ςυςτθματικά ςτθν φυλογενετικι ανάλυςθ. Είναι 

αυτονόθτο πωσ, αφοφ θ φυλογζνεςθ προςπακεί να ερμθνεφςει όχι μόνο τα πρότυπα των 

εξελικτικϊν αλλαγϊν αλλά και τθν ροθ τθσ κλθρονομικότθτάσ τουσ, οι γονιδιωματικζσ αλλθλουχίεσ 

κατζχουν εξζχουςα κζςθ ςτισ φυλογενετικζσ αναλφςεισ. Θ φυλογζνεςθ με βάςθ τα μοριακά 
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δεδομζνα ζχει τφχει μεγάλθσ αποδοχισ ιδιαίτερα ςτισ περιπτϊςεισ που οι μορφολογικοί 

χαρακτιρεσ αποτυγχάνουν να δϊςουν ξεκάκαρθ εικόνα για τθν εξελικτικι ιςτορία των 

μελετϊμενων τάξεων. Μια από τισ κυριότερεσ περιπτϊςεισ αυτοφ είναι όταν υπάρχει μεγάλθ 

διαφοροποίθςθ ςτα μορφολογικά ςτοιχεία, όπωσ το μζγεκοσ, το ςχιμα και ο αρικμόσ ςζπτων των 

ςπορίων του μφκθτα (Shah et al., 2010). Υπάρχουν πολλοί λόγοι για τουσ οποίουσ τα μοριακά 

δεδομζνα και ειδικά οι αλλθλουχίεσ DNA και πρωτεϊνϊν, είναι καταλλθλότερα για εξελικτικζσ 

μελζτεσ ςε ςχζςθ με δεδομζνα προερχόμενα από τθν μορφολογία ι/ και τθν φυςιολογία των 

μελετϊμενων τάξων. Οι κυριότεροι λόγοι είναι οι ακόλουκοι (Freeman & Herron, 2003) & (Graur & 

Li, 2000): 

i. Γενετικι: Οι οντότθτεσ του DNA και των πρωτεϊνϊν είναι αυςτθρά κλθρονομοφμενεσ  

οντότθτεσ. Βάςθ αυτοφ του γεγονότοσ, αφοφ θ φυλογζνεςθ ερμθνεφει τθν «ροι τθσ 

κλθρονομικότθτασ» είναι φανερό ότι μόνο γενετικϊσ κλθρονομοφμενοι χαρακτιρεσ κα 

παρζχουν πλθροφορίεσ για τον υπολογιςμό τθσ. Αυτό δεν ςυμβαίνει για τα 

χαρακτθριςτικά τθσ φυςιολογίασ και μορφολογίασ ενόσ οργανιςμοφ, τα οποία 

επθρεάηονται ςε μικρό ι μεγάλο βακμό από τουσ περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ, και 

ςυνεπϊσ θ καταγραφόμενθ ποικιλότθτά τουσ δεν είναι θ αυςτθρά κλθρονομοφμενθ 

αλλά θ περιβαλλοντικϊσ κακοριηόμενθ (Graur & Li, 2000). 

ii. Ύπαρξθ διακυμάνςεων: ζνα πρόβλθμα τθσ ανάλυςθσ με μορφολογικοφσ χαρακτιρεσ 

είναι ότι ςε είδθ που μοιάηουν πολφ μεταξφ τουσ, είναι πολφ δφςκολθ θ εξαγωγι 

ςυμπεραςμάτων.  Στθν φυλογενετικι ανάλυςθ είναι απαραίτθτοι πολλοί χαρακτιρεσ, 

διότι οριςμζνοι μπορεί να ζχουν ςυγκλίνουςα εξζλιξθ δθλαδι να μθν ζχουν ομολογία. 

Αντίκετα, οι ακολουκίεσ DNA γενικά ζχουν πλικοσ χαρακτιρων (ηεφγθ βάςεων), από 

τουσ οποίουσ οι περιςςότεροι ζχουν φυλογενετικι ςθμαςία και παραλλακτικότθτα 

(Reed & Frankham, 2001) & (Graur & Li, 2000). 

iii. Κανονικότθτα: θ εξζλιξθ ςτο επίπεδο των μορίων χαρακτθρίηεται από κανονικότθτα, ςε 

αντίκεςθ με τα μορφολογικά/ φυςιολογικά χαρακτθριςτικά και ςυνεπϊσ παρζχουν πιο 

ξεκάκαρθ εικόνα των ςχζςεων μεταξφ των μελετϊμενων τάξων (Graur & Li, 2000). 

iv. Ποςοτικι ανάλυςθ: τα μοριακά δεδομζνα ενδείκνυται για ποςοτικζσ αναλφςεισ και για 

τον λόγο αυτό πολλζσ μακθματικζσ και ςτατιςτικζσ κεωρίεσ ζχουν αναπτυχκεί για τθν 

ανάλυςι τουσ, ςε αντίκεςθ με τα μορφολογικά δεδομζνα που κυρίωσ εξετάηονται μζςω 

ποιοτικϊν αναλφςεων (Graur & Li, 2000). 

v. Προςδιοριςμόσ τθσ  ομολογίασ: Σε αντίκεςθ με τισ μορφολογικζσ μεκόδουσ ανάλυςθσ, 

ςτισ μοριακζσ μεκόδουσ ανάλυςθσ ο προςδιοριςμόσ τθσ ομολογίασ είναι ευκολότεροσ, 

ωςτόςο και ςτισ δυο περιπτϊςεισ υπάρχουν προβλιματα. Πςον αφορά τα μορφολογικά 
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ςτοιχεία, κακϊσ δεν ξζρουμε ποια γονίδια εμπλζκονται για ςυγκεκριμζνα 

(μορφολογικά) χαρακτθριςτικά, είναι δυνατόν να κεωριςουμε παρόμοιεσ δομζσ ωσ 

ίδιεσ και ομόλογεσ, ενϊ ςτθν πραγματικότθτα κωδικοποιοφνται από διαφορετικά 

γονίδια και κα ζπρεπε να κεωρθκοφν ωσ διαφορετικζσ. Πςον αφορά τθν εξζλιξθ του 

DNA, ςυχνά ζνα γονίδιο αντιγράφεται δυο φορζσ και πλζον βρίςκεται ςτο γονιδίωμα ωσ 

δυο αντίγραφα και ςε διαφορετικι κζςθ το κακζνα. Ζτςι, με τθν ανάλυςθ των γονιδίων 

μπορεί τυχαία να ςυγκρικεί το αρχικό γονίδιο ςε ζνα είδοσ με το αντιγραμμζνο γονίδιο 

ςε ζνα άλλο είδοσ, ςφγκριςθ που οδθγεί ςε λάκοσ ςυμπεράςματα. Επίςθσ μερικζσ 

φορζσ ςυμβαίνουν μεταλλαγζσ που προςκζτουν ι αφαιροφν ηεφγθ βάςεων από ζνα 

γονίδιο με αποτζλεςμα το ίδιο γονίδιο ςε διαφορετικά είδθ να ζχει διαφορετικό μικοσ. 

Ωςτόςο αυτά τα μοριακά χαρακτθριςτικά είναι ςχετικά ςπάνια γεγονότα και ωσ εκ 

τοφτου μπορεί να τεκμθριωκεί θ μονοφυλετικότθτα (Freeman & Herron, 2003).  

vi. Μελζτθ απομακρυςμζνων εξελικτικά οργανιςμϊν: τα μοριακά δεδομζνα επιτρζπουν 

τθν μελζτθ των εξελικτικϊν ςχζςεων μεταξφ αρκετά απομακρυςμζνων εξελικτικά 

οργανιςμϊν, κάτι που λίγοι μορφολογικοί χαρακτιρεσ μποροφν να προςφζρουν. Γενικά 

θ ςχζςθ δυο οργανιςμϊν βάςθ το DNA τουσ είναι πολφ πιο κοντινι ςε ςχζςθ με τα 

μορφολογικά χαρακτθριςτικά τουσ. Ζτςι, είναι πικανό ςτθν μελζτθ μεταξφ δυο 

απομακρυςμζνων εξελικτικά οργανιςμϊν τα κοινά μορφολογικά ςτοιχεία να είναι 

ελάχιςτα ι τζτοια που να μθν μπορεί να γίνει αςφαλισ ςφγκριςθ μεταξφ των. Αντίκετα, 

ςε ανάλυςθ με μοριακζσ μεκόδουσ βαςιηόμαςτε ςτο ότι πολλοί διαφορετικοί 

οργανιςμοί ζχουν αρκετά κοινά μοριακά χαρακτθριςτικά όπωσ για παράδειγμα γονίδια 

και ζνηυμα που εμπλζκονται ςε κεντρικά μεταβολικά μονοπάτια, και ωσ εκ τοφτου 

μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ κοινοί μάρτυρεσ για τθν παράλλθλθ μελζτθ αυτϊν 

των ομάδων (Avise, 2004) 

vii. Αφκονία μοριακϊν δεδομζνων: Σε αντίκεςθ με τα μορφολογικά δεδομζνα, τα μοριακά 

δεδομζνα είναι άφκονα. Αυτό το προςόν ςυνδζεται με τθν μελζτθ απομακρυςμζνων 

εξελικτικά οργανιςμϊν κακϊσ με τθν πλθκϊρα μοριακϊν δεδομζνων είναι πολφ 

ευκολότερθ θ ςφγκριςθ. Τα γονιδιϊματα ζχουν τεράςτιο πλθροφοριακό περιεχόμενο. 

Για παράδειγμα, το γονιδίωμα του φυτοφ Arapidopsis thaliana αποτελείται από 100 

εκατομμφρια ηεφγθ βάςεων. Το γονιδίωμα αποτελεί πθγι πλθροφοριϊν, κωδικοποιεί 

όχι μόνο πρωτεΐνεσ αλλά και άλλα ςτοιχεία του κυτταρικοφ μθχανιςμοφ και επίςθσ 

φζρει ωσ αρχείο ςτθν νουκλεοτιδικι του ακολουκία τισ εξελικτικζσ ςχζςεισ του με άλλα 

γονιδιϊματα (Graur & Li, 2000). 
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Επιπρόςκετα, τα μοριακά δεδομζνα προςφζρουν νζουσ χαρακτιρεσ με βάςθ τουσ οποίουσ οι 

κατατάξεισ των οργανιςμϊν που ςτθρίχτθκαν ςε παραδοςιακοφσ μορφολογικοφσ χαρακτιρεσ, 

μποροφν να δοκιμαςτοφν (Davis & Nixon, 1992). 

Βζβαια, ςε όλα αυτά υπάρχει και ο αντίλογοσ και πολλοί υποςτθρίηουν ότι τα μοριακά δεδομζνα ςε 

οριςμζνεσ περιπτϊςεισ δεν είναι κατάλλθλα ςτθν εκτίμθςθ φυλογενζςεων (Caputo, 1997). Οι 

αμφιςβθτιςεισ για τθν χριςθ μοριακϊν δεδομζνων ζχουν να κάνουν με το γεγονόσ ότι δεν είναι 

δυνατόσ ο προςδιοριςμόσ πλθςιόμορφων και απϊμορφων καταςτάςεων, αφοφ κάκε νουκλεοτιδικι 

κζςθ ζχει μόνο 4 δυνατζσ καταςτάςεισ, οι οποίεσ μποροφν να μεταλλάςςονται χωρίσ να υπάρχει 

πρόβλθμα επαναφοράσ ςτθν πρότερθ κατάςταςθ. Επιπλζον, θ ςτοίχιςθ κάκε κζςθσ με τθν ομόλογι 

τθσ μεταξφ διαφορετικϊν ατόμων είναι ςυχνά δφςκολθ – ειδικά όταν οι αλλθλουχίεσ που κζλουμε 

να ςυγκρίνουμε είναι μεγάλου μικουσ – και επθρεάηει τα αποτελζςματα τθσ ανάλυςθσ, ενϊ ο 

αρικμόσ των ατόμων κάκε πλθκυςμοφ που μπορεί να αναλφςει κανείσ είναι περιοριςμζνοσ. Το 

τελικό ςυμπζραςμα είναι ότι αυτι θ διαμάχθ τελικά δεν ζχει νόθμα (Hillis, 1987), γιατί αυτό που 

ενδιαφζρει ζναν ςυςτθματικό ,είναι το αν οι εξεταηόμενοι χαρακτιρεσ ζχουν τθν ποικιλομορφία 

που απαιτείται για να απαντθκοφν τα ερωτιματα που ζχει κζςει, αν οι μελετϊμενοι χαρακτιρεσ 

ζχουν μια ξεκάκαρθ και ανεξάρτθτθ γενετικι βάςθ και αν θ μεκοδολογία ανάλυςθ που 

ακολουκείται επιτρζπει τθν διαμόρφωςθ φυλογενετικϊν υποκζςεων (Moritz & Hillis, 1996) Ζτςι, 

μζχρι ςιμερα θ ςφγκριςθ των αλλθλουχιϊν διάφορων γενετικϊν τόπων ζχει εφαρμοςτεί ςε πολλζσ 

μελζτεσ, ανεξάρτθτα από ομάδα οργανιςμϊν ι ταξινομικισ βακμίδασ. 

1.1.4.1 Επιλογή του κατάλληλου μοριακού δείκτη 

Κατά τθν διάρκεια των τελευταίων δεκαετιϊν, το πεδίο τθσ μοριακισ ςυςτθματικισ που 

χρθςιμοποιεί ποικίλα μοριακά δεδομζνα για τθν αποςαφινιςθ των φυλογενετικϊν ςχζςεων μεταξφ 

διαφόρων τάξων ζχει ραγδαία αναπτυχκεί και εξελιχκεί με τθν πρόοδο των μοριακϊν μεκόδων. Οι 

μοριακοί δείκτεσ βοθκοφν τουσ ερευνθτζσ να εντοπίςουν χριςιμα γονίδια που είναι υπεφκυνα για 

κλθρονομοφμενα ποιοτικά χαρακτθριςτικά, όπωσ τθν απόδοςθ, τθ ςφςταςθ και τθν ςυγκζντρωςθ 

πρωτεϊνϊν, τθν ανκεκτικότθτα ςε αςκζνειεσ κ.α. (Zhu et al., 1999). Οι μοριακοί δείκτεσ είναι απλοί 

τρόποι για τθν ανίχνευςθ γενετικϊν διαφορϊν μεταξφ ατόμων ι πλθκυςμϊν. Βοθκοφν ςτον 

διαχωριςμό πλθκυςμϊν με τθ χριςθ διαφόρων μεκόδων όπωσ τα RAPDs (Random Amplification of 

Polymorphic DNA), τα ISSRs (Internal Simple Sequence Repeats), τα RFLPs (Restriction Fragment 

Length Polymorphisms), τα AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphisms), τα SNPs (Single 

Nucleotide Polymorphisms), τα ESTs (Expressed Sequence Tags), τα STRs (Short Tandem Repeats) τα 

SSAPs (Sequence Specific Amplification Polymorphisms) και ITS (βάςθ του οποίου γίνεται 

αλλθλοφχθςθ). Με το πζραςμα του χρόνου, τόςο το κόςτοσ όςο και ο χρόνοσ για τθν αλλθλοφχθςθ 

του DNA ζχει μειωκεί και ζτςι θ ITS - PCR κεωρείται μια από τισ καλφτερεσ για τθν εκτίμθςθ 
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γενετικϊν αποςτάςεων ςυγκεκριμζνων γονιδίων μεταξφ των προσ μελζτθ οργανιςμϊν. Εξαιτίασ των 

διαφορϊν ςτον εξελικτικό ρυκμό των προσ ανάλυςθ γονιδίων, δεν είναι εφκολο να γίνουν 

γενικεφςεισ ςχετικά με το ποιοι μάρτυρεσ ι περιοχζσ γονιδίων είναι χριςιμοι. Είναι δφςκολο να 

κακιερωκεί ζνα γενικευμζνο και ομοιόμορφο πλάνο που να αφορά εφαρμόςιμουσ και κατάλλθλουσ 

μοριακοφσ δείκτεσ για κάκε επίπεδο τθσ ταξινομικισ ιεραρχίασ. Μια ςειρά από δεδομζνα πρζπει 

πρϊτα να λθφκοφν υπόψθ για τθν επιλογι του καταλλθλότερου δείκτθ, αλλιϊσ κα οδθγθκοφμε ςε 

λανκαςμζνα φυλογενετικά ςυμπεράςματα. Σφμφωνα με τον (Avise, 2004), οι ιδανικζσ και 

επικυμθτζσ ιδιότθτεσ ενόσ μοριακοφ ςυςτιματοσ κατάλλθλου για φυλογενετικι ανάλυςθ 

ςυνοψίηονται ςτα ακόλουκα: 

i. Να αποτελεί διακριτό χαρακτιρα, ευρζωσ κατανεμθμζνο ϊςτε να μποροφν να γίνουν 

ςυγκρίςεισ ομολογίασ ςε μεγάλο φάςμα οργανιςμϊν 

ii. Να μπορεί να απομονωκεί και να εξεταςτεί εφκολα 

iii. Να ζχει απλι γενετικι δομι χωρίσ πολφπλοκα ςτοιχεία, όπωσ επαναλαμβανόμενο DNA, 

μετακετά ςτοιχεία, ψευδογονίδια και ιντρόνια 

iv. Να ζχει άμεςο τρόπο γενετικισ μετάδοςθσ, χωρίσ αναςυνδυαςμοφσ ι άλλεσ γενετικζσ 

αναδιατάξεισ 

v. Να παρζχει μια ςειρά καταςτάςεων ποιοτικοφ χαρακτιρα, των οποίων οι 

φυλογενετικζσ ςχζςεισ μποροφν να ςυναχκοφν με βάςθ λογικά φειδωλά κριτιρια και 

vi. Να εξελίςςεται με ραγδαίο ρυκμό ϊςτε να εμφανίηονται νζεσ καταςτάςεισ χαρακτιρων 

ακόμα και κατά τθν διάρκεια ηωισ ενόσ είδουσ, προκειμζνου να χρθςιμοποιθκεί ςε 

μελζτεσ μικροεξζλιξθσ 

Εικόνα 6 Οι μοριακοί δείκτεσ ςτισ φυλογενετικζσ αναλφςεισ (Hwang & Kim, 1999) 
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Για παράδειγμα, ςτισ μελζτεσ των ςχζςεων μεταξφ ςυγγενικϊν ειδϊν ,θ χριςθ κωδικοποιϊν 

περιοχϊν πυρθνικοφ rRNA (όπωσ θ μικρι ριβοςωμικι υπομονάδα SSU, θ μεγάλθ ριβοςωμικι 

υπομονάδα LSU και το 5.8s rRNA) μποροφν να αποδειχκοφν προβλθματικά, ενϊ γονίδια που 

κωδικοποιοφν μιτοχονδιακζσ πρωτεΐνεσ (όπωσ Cytb, COI, COII, ND1 και ND2) και οι πυρθνικζσ rDNA 

περιοχζσ ITS και IGS, φαίνεται να παρουςιάηουν ςε γενικζσ γραμμζσ λιγότερα προβλιματα ςε 

χαμθλά ταξινομικά επίπεδα (Hwang & Kim, 1999), (Εικόνα 6). 

1.1.4.2 Γονίδια που χρηςιμοποιούνται ςτην φυλογένεςη 

1.1.4.3 Παράγοντασ επιμήκυνςησ EF1-α 

Ο παράγοντασ επιμικυνςθσ EF1-α (Elongation factor EF1-α) είναι μια πρωτεΐνθ που υπάρχει ςε 

μεγάλο ποςοςτό και ζχει βρεκεί να είναι κατάλλθλθ για φυλογενετικζσ αναλφςεισ. Μαηί με άλλουσ 

παράγοντεσ επιμικυνςθσ, είναι υπεφκυνθ για τθν ακριβι μετάφραςθ και είναι ςυντθρθμζνθ ςε 

υψθλό βακμό, γεγονόσ που βοθκά ςτθν καταλλθλότθτά τθσ για χριςθ ςε φυλογενετικζσ αναλφςεισ 

(Condeelis & Singer, 2005). Ρολλά γονίδια που κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ ςυμπεριλαμβανόμενων 

παραγόντων επιμικυνςθσ (Hashimoto & Hasegawa, 1996), V-τφπου ATPςεσ (Gogarten et al., 1996), 

γλυκερ-αλδεχδο-3-φωςφατο αφυδρογονάςθ (Martin et al., 1993), , α και β- τουμπουλίνθ (Keeling & 

Doolittle, 1996) κ.ά. ζχουν τελευταία εξελιχκεί ωσ δείκτεσ για φυλογενετικι ανάλυςθ ευκαρυωτικϊν 

οργανιςμϊν. Ζχει αποδειχκεί (Hasegawa & Kishino, 1994) ότι τζτοια φυλογενετικά δζντρα 

προερχόμενα από γονίδια που κωδικοποιοφν πρωτεΐνεσ μπορεί να είναι λιγότερο ευαίςκθτα ςε 

τεχνουργιματα όςον αφορά τθν ςφνκεςθ βάςεων. Θ χριςθ τθσ περιοχισ EF1-α μαηί με περιοχζσ 

πυρθνικοφ rDNA όπωσ οι ITS & SSU για φυλογζνεςθ μπορεί να βοθκιςει ςτθν μεγαλφτερθ 

«ευκρίνεια» ςτα τελικά φυλογενετικά δζντρα. Ζχει γίνει  ςφγκριςθ τθσ ανάλυςθ με δεδομζνα από 

τθν EF1-α περιοχι και τθν SSU περιοχι του rDNA (Roger et al., 1999) και βρζκθκε ότι θ περιοχι 

αυτι μπορεί να μασ δϊςει χριςιμα φυλογενετικά δεδομζνα, ωςτόςο δεν είναι τόςο ικανοποιθτικά 

όςο αυτά από SSU και ITS rDNA περιοχζσ κακϊσ τα ςυνολικά ηεφγθ βάςεων είναι λιγότερα και οι 

πικανότθτεσ κάκε κλάδου με μζκοδο επαναδειγματολθψίασ (bootstrap) ςτο φυλογενετικό δζντρο 

είναι μικρότερεσ. Ωςτόςο, παραμζνει ικανό εργαλείο για φυλογενετικζσ αναλφςεισ, και ςυνικωσ τα 

αποτελζςματα ςυνδυάηονται με αυτά από αναλφςεισ των ITS περιοχϊν (Niekerk et al., 2004). Συχνά 

μάλιςτα ςυνδυάηεται και με άλλα γονίδια, όπωσ τθσ β-τουμπουλίνθσ, ϊςτε με πολλϊν τφπων 

αλλθλουχίεσ θ τελικι φυλογενετικι ανάλυςθ να είναι πιο αξιόπιςτθ (Slippers et al., 2004). 
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1.1.4.4 Πυρηνικοί γενετικοί τόποι 

1.1.4.5 Ριβοςωμικά γονίδια (rDNA) 

1.1.4.5.1 Δομή ριβοςωμάτων 

Τα ριβοςϊματα είναι ςφμπλοκα ςωματίδια, που αποτελοφνται από 1 ζωσ 3  μόρια RNA και 

πάνω από 50 πρωτεΐνεσ. Θ δομι τουσ ζχει αναλυκεί με τον ςυντελεςτι κακίηθςθσ (sedimentation 

coefficient, s) των ριβοςωμικϊν κλαςμάτων κατά τθ φυγοκζντριςθ ςε διαβάκμιςθ πυκνότθτασ 

ςουκρόηθσ. Στουσ προκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ το ριβόςωμα ζχει δυο υπομονάδεσ: 30S και 50S 

που ςυνολικά αποτελοφν τθν 70S). Αλλά και ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ με το 80S 

ριβόςωμα, οι ομάδεσ είναι δυο: 40S και 60S. Θ μεγαλφτερθ υπομονάδα και ςτουσ προκαρυωτικοφσ 

και ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ ζχει δυο μόρια rRNA, ζνα μεγάλο και ζνα μικρό. Το μεγάλο 

ζχει S=23 για τουσ προκαρυωτικοφσ και S=28 για τουσ ευκαρυωτικοφσ, ενϊ το μικρό μόριο rRNA 

ζχει S=5.8 και για τουσ δυο. Θ μικρι ριβοςωμικι υπομονάδα ζχει ζνα απλό μόριο rRNA με S=16 για 

τουσ προκαρυωτικοφσ και S=18 για τουσ ευκαρυωτικοφσ. Οι δυο υπομονάδεσ ζχουν διαφορετικοφσ 

αρικμοφσ πρωτεϊνϊν (Alberts et al., 2002). 

Θ ςυςςωμάτωςθ μιασ μεγάλθσ και μιασ μικρισ υπομονάδασ ςχθματίηει ζνα ριβόςωμα, με 

μζγεκοσ 70S για τουσ προκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ και 80s για τουσ ευκαρυωτικοφσ, κακϊσ οι 

ςυντελεςτζσ κακίηθςθσ δεν είναι προςκετικοί. Τα ριβοςϊματα των μιτοχονδρίων και των 

χλωροπλαςτϊν μοιάηουν περιςςότερο με αυτά των προκαρυωτικϊν (ζχουν μζγεκοσ 70S), παρόλο 

που βρίςκονται ςτο κυτταρόπλαςμα των ευκαρυωτικϊν (Alberts et al., 2002). Το rRNA 

κωδικοποιείται από γονίδια που βρίςκονται ςε πολλαπλά αντίγραφα ςτο πυρθνικό DNA των 

οργανιςμϊν. 

Τα αρχικά μόρια rRNA που ςυνκζτονται είναι μεγαλφτερα από τα ϊριμα μόρια rRNA. Αυτό 

ςυμβαίνει και ςτουσ προκαρυωτικοφσ και ςτουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ. Τα πρόδρομα μόρια 

τεμαχίηονται ςε μικρότερα με τθν δράςθ των νουκλεαςϊν.  

Στουσ ευκαρυωτικοφσ οργανιςμοφσ υπάρχουν 2 εςωτερικά μεταγραφόμενα διαςτιματα (ITS1, 

ITS2) που χωρίηουν τα ριβοςωμικά γονίδια 18s, 5.8s, 28s και μια εξωτερικά μεταγραφόμενθ 

περιοχι που βρίςκεται πριν από το 18s. Οι περιοχζσ αυτζσ περιζχουν ςιματα που κακοδθγοφν το 

rRNA μετάγραφο. Τα γειτονικά αντίγραφα των rDNA μονάδων χωρίηονται από ζνα μθ 

μεταγραφόμενο διάςτθμα (NTS) (Εικόνα 7 και Εικόνα 8). Αυτι θ περιοχι περιζχει ςτοιχεία που 

δρουν ωσ ενιςχυτζσ τθσ μεταγραφισ (Hillis & Dixon, 1991). 
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1.1.4.5.2 Ρυθμοί εξέλιξησ του  rDNA 

Ζνασ από τουσ λόγουσ που το rDNA είναι χριςιμοσ δείκτθσ για τθ φυλογενετικι ανάλυςθ είναι 

ότι οι διαφορετικζσ περιοχζσ των επαναλαμβανόμενων μονάδων rDNA εξελίςςονται με 

διαφορετικοφσ ρυκμοφσ. Επίςθσ ιδιαίτερα ςυντθρθμζνεσ περιοχζσ μζςα ςτα rRNA γονίδια 

αποδεικνφονται χριςιμεσ για τθν καταςκευι κοινϊν εκκινθτϊν που μποροφν να πολλαπλαςιάςουν 

περιοχζσ ενδιαφζροντοσ από διαφορετικά είδθ (Hillis & Dixon, 1991). 

Τα πυρθνικά rDNA διαςτιματα εξελίςςονται πιο γριγορα από τισ πυρθνικζσ κωδικζσ περιοχζσ, 

γιατί οι υποκαταςτάςεισ που μπορεί  να ςυμβοφν ςτα διαςτιματα (ITS,ETS) δεν ζχουν κανατθφόρεσ 

ςυνζπειεσ ςτον οργανιςμό και γι’ αυτό ςτισ περιοχζσ αυτζσ παρατθρείται πιο γριγοροσ εξελικτικόσ 

ρυκμόσ. Αντίκετα, μεταλλάξεισ ςτα rRNA γονίδια μπορεί να εμποδίςουν το ςχθματιςμό 

ριβοςωμάτων, γεγονόσ που επιδρά ςτο μθχανιςμό πρωτεϊνοςφνκεςθσ. 

Θ μικρι ριβοςωμικι μονάδα (SSU – 18s) είναι από τισ πιο ςυντθρθμζνεσ DNA περιοχζσ και 

χρθςιμοποιείται για φυλογενετικζσ ςχζςεισ ςε επίπεδο βαςιλείων, τάξεων και φφλων. Ο βακμόσ 

ςυντθρθτικότθτασ του 5.8s rDNA ,που είναι και το μικρότερο τμιμα του, είναι παρόμοιοσ με αυτόν 

του SSU rDNA αλλά το μικοσ του (150 ηεφγθ βάςεων περίπου) είναι μικρό και ςυνικωσ δεν περιζχει 

ικανοποιθτικι γενετικι πλθροφορία. Θ μεγάλθ ριβοςωμικι υπομονάδα (LSU- 28s) είναι μεγαλφτερθ 

Εικόνα 8 Χάρτθσ rDNA (από http://www.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm) 

Εικόνα 7 Χάρτθσ rDNA με τισ κζςεισ των κυρίων εκκινθτϊν (από plantbio.berkeley.edu/~bruns/picts/results/map.pdf) 
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ςε μικοσ και ζχει μεγαλφτερθ ποικιλότθτα ςτο ρυκμό εξζλιξθσ των διαφορετικϊν τομζων τθσ ςε 

ςχζςθ με τθν SSU και το μζγεκοσ των γονιδίων ποικίλει ςθμαντικά μεταξφ των φφλων. Θ 

φυλογενετικι τθσ χρθςιμότθτα ζγκειται ςε χαμθλότερα ταξινομικά επίπεδα, όπωσ αυτά των τάξεων 

και των οικογενειϊν. Θ δευτεροταγισ δομι των μεταβλθτϊν περιοχϊν των πυρθνικϊν SSU & LSU 

rDNA ζχει αποδειχκεί χριςιμο εργαλείο ςε ανϊτερα ταξινομικά επίπεδα. Μελζτεσ δείχνουν ότι θ 

πλειονότθτα των δευτεροταγϊν δομϊν του rRNA είναι ιςχυρά ςυντθρθμζνα παρά τθν ςυνεχι 

εξζλιξθ των αρχικϊν αλλθλουχιϊν και αυτό γιατί παρατθρείται δθμιουργία ςυμπλθρωματικϊν 

μεταλλάξεων μεταξφ των ηευγϊν των νουκλεοτιδίων (Baldridge et al., 1992). 

Τα εςωτερικά μεταγραφόμενα διαςτιματα (ITS1 και ITS2) χρθςιμοποιοφνται για τθν επίλυςθ 

ταξινομικϊν προβλθμάτων ςε χαμθλότερα επίπεδα όπωσ γζνθ και είδθ. Τα ITS μεταγραφόμενα 

διαςτιματα διαφζρουν ςε αρκετό βακμό από είδοσ ςε είδοσ ακόμα και όταν πρόκειται περί 

γενετικά κοντινϊν ειδϊν. Το μζγεκοσ των IGS είναι πολφ μεγαλφτερο (4-5 kb) αυτοφ των ITS. 

Μάλιςτα ςτθν περίπτωςθ των ITS, το μζγεκόσ του εμφανίηει μεγάλθ ποικιλομορφία, ενϊ 

προτιμϊνται ςε ςχζςθ με το IGS για μελζτεσ, εξαιτίασ του μεγάλου μεγζκουσ του δεφτερου. Ο 

κφριοσ λόγοσ για τθν ςθμαντικι διαφοροποίθςθ των ITS περιοχϊν μεταξφ ειδϊν βαςίηεται ότι  

κακϊσ είναι μθ – κωδικοποιοφςεσ, δεν υφίςτανται «πίεςθ πλθκυςμοφ» και ζτςι διαφζρουν πολφ 

παραπάνω από άλλα τμιματα του DNA (Hillis & Dixon, 1991) & (Ciardo et al., 2006). 

Κακϊσ μελετοφνταν τα πυρθνικά rRNA γονίδια, ζγινε φανερό ότι τα πολλαπλά αντίγραφα δεν 

εξελίςςονταν ανεξάρτθτα αλλά ςε ςυμφωνία μεταξφ τουσ. Με άλλα λόγια κάκε αντίγραφο από μια 

rRNA υπομονάδα είναι ςυνικωσ ςε μεγάλο βακμό όμοιο με άλλα αντίγραφα μζςα ςτο άτομο και 

ςτο είδοσ, παρά το γεγονόσ ότι οι διαφορζσ μεταξφ των ειδϊν ςυςςωρεφονται γριγορα ςε κάποια 

μζρθ τθσ υπομονάδασ. Οι διαφορζσ μεταξφ των υπομονάδων μζςω ςτο άτομο ζχουν να κάνουν 

κυρίωσ με το μικοσ των NTS διαςτθμάτων. Ωςτόςο θ μικρι ποικιλότθτα μεταξφ των rDNΑ 

υπομονάδων μζςα ςτο ίδιο άτομο υποδθλϊνει ότι τα πολλαπλά αντίγραφα είναι ομοιογενι τόςο 

μεταξφ ομόλογων όςο και μεταξφ μθ ομόλογων χρωματοςωμάτων που περιζχουν rDNA 

επαναλιψεισ. Αυτό το φαινόμενο τθσ ομοιογζνειασ καλείται εναρμονιςμζνθ εξζλιξθ (concerted 

evolution). Ρολλοί μθχανιςμοί φαίνεται να ευκφνονται για το φαινόμενο αυτό, αλλά οι 

ςθμαντικότεροι είναι ο άνιςοσ αναςυνδυαςμόσ (unequal crossing over) και θ μετατροπι γονιδίων 

(gene conversion), με τον πρϊτο να υποςτθρίηεται ωσ πιο ςθμαντικόσ αφοφ καταλιγει ςε 

διπλαςιαςμό ι απαλοιφι πολλϊν επαναλιψεων, ενϊ ο δεφτεροσ επθρεάηει πολφ λίγεσ 

επαναλιψεισ. Πποιοι και να είναι οι μθχανιςμοί που ευκφνονται για τθν παρατθροφμενθ εξζλιξθ 

του  rDNA, αυτό το φαινόμενο μπορεί να ζχει πολλζσ ςυνζπειεσ για τισ φυλογενετικζσ μελζτεσ.  

Ζνασ ιδανικόσ φυλογενετικόσ δείκτθσ κα εξελιςςόταν μεταξφ των ειδϊν αλλά κα παρουςίαηε μικρι 

ενδοειδικι ποικιλότθτα ςε ςχζςθ με τθν διαειδικι ποικιλότθτα. Για τα περιςςότερα γονίδια που 
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ζχουν μόνο ζνα αντίγραφο, θ μεγάλου βακμοφ ποικιλότθτα μεταξφ των ειδϊν ςυνικωσ 

ςυνοδεφεται από μεγάλθ ποικιλότθτα εντόσ των ειδϊν, και ζτςι απαιτείται εκτεταμζνθ 

δειγματολθψία για να χαρακτθριςτεί ζνα είδοσ. Στα rDNA γονίδια παρόλο που υπάρχει ενδοειδικι 

ποικιλότθτα, είναι πολφ μικρότερθ ςε ςχζςθ με τθν αναμενόμενθ λόγω τθσ εναρμονιςμζνθσ 

εξζλιξθσ (Hillis & Dixon, 1991).  
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1.1.5 Περιγραφό τησ αςθϋνειασ 

 Στθν Ελλάδα αλλά ςε άλλεσ περιοχζσ με μεςογειακό κλίμα θ φιςτικιά, που είναι δίοικο φυτό, θ 

νζα βλάςτθςθ αρχίηει να εκπτφςςεται τζλθ Μαρτίου και θ ανάπτυξι τθσ ςυμπλθρϊνεται τζλθ 

Απριλίου με αρχζσ Μαΐου. Στθν Ελλάδα οι κυριότεροι φιςτικεϊνεσ είναι ςτουσ νομοφσ Αττικισ, 

Βοιωτίασ, Φωκίδασ και Φκιϊτιδασ. Ο ζλεγχοσ του πακογόνου χωρίσ μυκθτοκτόνα είναι πολφ 

δφςκολοσ, κακϊσ οι απϊλειεσ φτάνουν το 40 – 100%. Θ αςκζνεια που προκαλεί ο μφκθτασ ςτθν 

φιςτικιά ονομάηεται «μαραςμόσ ταξιανκιϊν και βλαςτϊν» (panicle and shoot blight). 

 Θ ατελισ μορφι του μφκθτα που προκαλεί τθν αςκζνεια ςτθ φιςτικιά ςτθν Ελλάδα ανικει ςτα 

γζνθ Fusicoccum ι Neofusicoccum. Θ τζλεια μορφι του μφκθτα, που δεν ζχει βρεκεί ςτθν φιςτικιά 

αλλά ζχει βρεκεί ςε άλλουσ ξενιςτζσ, είναι το είδοσ Botryosphaeria dothidea (Phillips, 2010). Ο 

μφκθτασ προκαλεί ςθμαντικζσ ηθμιζσ κακϊσ προςβάλλει ταξιανκίεσ, ταξικαρπίεσ, καρποφσ, φφλλα 

και κλάδουσ. Πταν οι οφκαλμοί προςβλθκοφν από το μφκθτα κατά κανόνα δεν κα αναπτυχκοφν 

(πλιρθσ μάρανςθ) είτε κα εκπτυχκοφν αλλά το προερχόμενο άνκοσ ι βλαςτόσ τελικά κα μαρακεί. 

Τα ςυμπτϊματα εμφανίηονται με τθν μορφι μαφρων αλλοιϊςεων ςτθ βάςθ των βλαςτϊν, ςτισ 

ράχεσ και ςτο κφριο νεφρο των φφλλων. Οι βλαςτοί που προζρχονται από προςβεβλθμζνουσ 

οφκαλμοφσ αναπτφςςονται ςε μικρό βακμό, γίνονται μαφροι και ξεραίνονται. Κατά τα μζςα με τζλθ 

Μαΐου τα φφλλα ςε προςβεβλθμζνουσ βλαςτοφσ μαραίνονται ςε 3 – 5 θμζρεσ. Από τα 

προςβεβλθμζνα άνκθ εκπτφςςονται ταξιανκίεσ που μαραίνονται ςε ςφντομο χρονικό διάςτθμα. Οι 

προςβολζσ ςτισ ράχεσ ςυμβαίνουν ςτθν βάςθ τουσ, τα προςβεβλθμζνα τμιματα μαυρίηουν και οι 

ράχεσ καταρρζουν (Εικόνα 9). Ανάλογα τθσ κζςθσ τθσ βλάβθσ, αυτζσ οι προςβολζσ μποροφν να 

οδθγιςουν ςτθν κατάρρευςθ ολόκλθρων ταξικαρπιϊν. 

Εικόνα 9 (Αριςτερά:) Αρχικι προςβολι κλαδίςκων από τον Botryosphaeria sp. (Δεξιά) Ρροςβολι νεαρισ ανκοταξίασ από τον μφκθτα 
(Michailides & Morgan, 2004) 
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Οι αρχικζσ προςβολζσ ςε φφλλα προκαλοφν επιμικεισ αλλοιϊςεισ ςτο κφριο νεφρο φφλλων οι 

οποίεσ ςυχνά επεκτείνονται ςε όλο το φφλλο, με αποτζλεςμα να ζχουμε πτϊςθ φφλλων κατά τον 

Ιοφλιο. Στα τζλθ του κζρουσ ωςτόςο, ςε ζντονεσ προςβολζσ, ςυχνά ζχουμε μεγάλου βακμοφ 

αποφφλλωςθ. Πταν υπάρχει μόλυνςθ μίςχων και πτϊςθ φφλλων, το πακογόνο μπορεί να 

προςβάλλει και τα παλαιότερα φφλλα και να παράγει πυκνίδια, ςυνικωσ ςτθν βάςθ του κφριου 

νεφρου. Οι προςβολζσ ςτα φφλλα και ςτο μίςχο τουσ είναι πολφ ςυχνζσ και ςυχνά είναι τα πρϊτα 

ςυμπτϊματα όταν ζχουμε επιδθμία τθσ αςκζνειασ ςτον οπωρϊνα. 

Οι προςβολζσ ςτουσ καρποφσ παραμζνουν λανκάνουςεσ κάτω από μθ κατάλλθλεσ ςυνκικεσ 

αλλά το καλοκαίρι εμφανίηονται ωσ μικρζσ, ςτρογγυλζσ, μαφρεσ κθλίδεσ. Κάποιεσ από τισ βλάβεσ 

αυτζσ μεγαλϊνουν ςε εμβαδό, ςυνικωσ ςτθν άκρθ του καρποφ ι ςτθ βάςθ και μπορεί να 

καταλιξουν ςε ξιρανςθ – καταςτροφι των καρπϊν. Συχνά, ςε ζνα ι περιςςότερουσ καρποφσ αυτζσ 

οι βλάβεσ μεγαλϊνουν ςε μζγεκοσ, ο καρπόσ μαυρίηει τελείωσ και ο μφκθτασ μετακινείται μζςω του 

ποδίςκου ςτθν ράχθ και τελικά ςτον κλαδίςκο όπου προκαλοφν ελλειπτικά ζλκθ. Οι περιςςότεροι 

των μαραμζνων καρπϊν ςε προςβεβλθμζνεσ ταξικαρπίεσ το φκινόπωρο αποκτοφν γκρι χρϊμα 

κακϊσ ο μφκθτασ παράγει μεγάλο αρικμό πυκνιδίων κάτω από τθν επιδερμίδα. Κακϊσ τα πυκνίδια 

μεγαλϊνουν ςε μζγεκοσ, ςπρϊχνουν τθν επιδερμίδα θ ναι μεν οποία αποκολλάται από τον από 

κάτω ιςτό αλλά δεν ςχίηεται ι παρουςιάηει μικρά ςχιςίματα δίνοντασ ζτςι ςτο επικάρπιο τθν όψθ 

κόκκων πιπεριοφ (Εικόνα 11). Ρυκνίδια του πακογόνου είναι δυνατόν να βρεκοφν επίςθσ κάτω από 

τθν επιδερμίδα ςτθ βάςθ τθσ προςβεβλθμζνθσ ράχθσ. Αυτι θ χαρακτθριςτικι μορφι μαραμζνου 

ιςτοφ χρϊματοσ γκρι ζωσ αργυρό με μικρά μαφρα εξογκϊματα κα πρζπει να εξετάηεται όταν γίνεται 

Εικόνα 10 Ρροςβολζσ ςε ταξικαρπίεσ (αριςτερά) και φφλλα (δεξιά) 
(Michailides & Morgan, 2004) 
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ζλεγχοσ για εφρεςθ του πακογόνου, ιδιαίτερα όταν θ περίοδοσ είναι τζτοια που δεν υπάρχουν άλλα 

ςυμπτϊματα, όπωσ κατά τθν διάρκεια του χειμϊνα. 

Ζπειτα εμφανίηονται  πρωτογενείσ και δευτερογενείσ προςβολζσ ςτο ζλαςμα φφλλων ωσ 

μικρζσ, γωνιϊδεισ ι ςτρογγυλζσ μαφρεσ βλάβεσ, οριςμζνεσ από τισ οποίεσ κατά τθν διάρκεια του 

κζρουσ αυξάνουν μζχρι 25mm ι και παραπάνω και γίνονται καςτανζσ. Στα τζλθ του κζρουσ –αρχζσ 

φκινοπϊρου ενϊνονται πολλζσ μαηί, ςτεγνϊνουν αποκτϊντασ υπόφαιθ απόχρωςθ και ςυχνά 

αναπτφςςονται μαφρα πυκνίδια ςτο κζντρο τουσ.  

Οι  πρωτογενείσ και δευτερογενείσ προςβολζσ ςτουσ καρποφσ ξεκινάν επίςθσ ωσ μικρζσ μαφρεσ 

βλάβεσ οι οποίεσ μεγαλϊνουν καλφπτοντασ ολόκλθρο τον καρπό. Τελικά οι καρποί αποκτοφν 

χαρακτθριςτικό κιτρινόγκριηο χρϊμα με μικρζσ μαφρεσ κουκίδεσ. Γενικά μόνο ζνασ με δυο καρποί 

ςε μια ταξικαρπία προςβάλλονται και αναπτφςςουν το χαρακτθριςτικό ςφμπτωμα και χρϊμα ενϊ 

οι υπόλοιποι γίνονται καςτανωποί κακϊσ θ ταξικαρπία καταρζει. Ρροςβολζσ ςτουσ καρποφσ είναι 

δυνατόν να εμφανιςτοφν και από νφγματα θμιπτζρων εντόμων ι πουλιϊν (Michailides & Morgan, 

2004). 

 Οι προςβολζσ ςε κλαδίςκο τρζχοντοσ ζτουσ αναπτφςςονται ςε ζλκθ. Αυτά τα ζλκθ είναι 

ελαφρϊσ βυκιςμζνα, αναπτφςςονται γφρω από το ςθμείο ειςόδου του πακογόνου και το μικοσ 

τουσ ποικίλει από 1 – 10 cm. Σε κάποιεσ περιπτϊςεισ τα ζλκθ είναι δυνατόν  να φτάςουν 30 cm 

μικοσ ι και να προςβάλλουν κφριο βραχίονα, ωςτόςο αυτό ςυμβαίνει πολφ ςπάνια. Γενικά ο 

μφκθτασ δεν προςβάλλει μεγάλουσ κλάδουσ ωςτόςο ζχει παρατθρθκεί και προςβολι κλάδων ςε 

μορφι «βεντάλιασ» (προςβολι μόνο ενόσ τομζα) (Michailides & Morgan, 2004). 

1.1.6 Κύκλοσ τησ αςθϋνειασ και επιδημιολογύα 

1.1.6.1 Διαχειμάζουςεσ πηγέσ του παθογόνου 

Τα κονίδια που ελευκερϊνονται από πυκνίδια τα οποία είναι ςε προθγοφμενθσ χρονιάσ 

μαραμζνουσ κλαδίςκουσ, ράχεσ,  ζλκθ, οφκαλμοί και μίςχουσ φφλλων προκαλοφν τισ πρωτογενείσ 

Εικόνα 11 Αριςτερά: Είςοδοσ του μφκθτα από τα φακίδια των καρπϊν. Δεξιά: Ρυκνίδια ςτον καρπό φιςτικιάσ 
(Michailides & Morgan, 2004) 
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μολφνςεισ τθν άνοιξθ και αρχζσ καλοκαιριοφ (Εικόνα 12). Τα ζλκθ και οι ράχεσ παλαιότερθσ 

βλάςτθςθσ είναι θ κφρια πθγι μολφςματοσ κατά τθν διάρκεια του χειμϊνα και τθσ άνοιξθσ, ειδικά 

όταν βρζχει και τα κονίδια διαςπείρονται. Κονίδια προερχόμενα από πυκνίδια που είναι ςε άλλον 

ξενιςτι μποροφν να είναι πθγι μολφςματοσ επίςθσ όταν δεν υπάρχει άλλθ προςβολι από το 

μφκθτα ςτον οπωρϊνα. Κατά τθν διάρκεια του κζρουσ νζα πυκνίδια παράγονται, πζφτουν ςτο 

ζδαφοσ και ςυμβάλλουν ςτο προχπάρχον μόλυςμα για δευτερογενείσ προςβολζσ ςτο τζλοσ τθσ 

περιόδου ανάπτυξθσ. Εκτόσ αυτϊν, ζλκθ ςε βραχίονεσ παράγουν πυκνίδια μζχρι και για 6 χρόνια 

(Michailides et al., 1998). Το πακογόνο μπορεί να αναπτυχκεί ςε νεκρό ξφλο ςυμπεριλαμβανόμενων 

ελκϊν προερχόμενων από τον μφκθτα Botrytis cinerea. 

1.1.6.2 Διαςπορά 

Τα κονίδια διαςπείρονται κυρίωσ με το νερό τθσ βροχισ αλλά και από ζντομα, πουλιά και 

ςταγόνεσ νεροφ από ςυςτιματα ποτίςματοσ. Οι βροχζσ του φκινοπϊρου και  του χειμϊνα 

διαςπείρουν κονίδια ςε αμυχζσ φφλλων και οφκαλμϊν. Μερικοί οφκαλμοί νεκρϊνονται, άλλοι 

μπορεί να μολυνκοφν μερικϊσ κατά τθν διάρκεια του καλοκαιριοφ και του φκινοπϊρου και άλλοι 

παραμζνουν υγιείσ αλλά γεμάτοι από μόλυςμα το οποίο εξζρχεται από τα υγρά πυκνίδια με τισ 

βροχζσ το χειμϊνα και τθν άνοιξθ. Σε ατμόςφαιρα υψθλισ υγραςίασ , τα ςπόρια εξζρχονται εκ τθσ 

οςτιόλθσ υπό μορφι ςυνεςτραμμζνων νθμάτων κθρϊδουσ υφισ και χρϊματοσ υπόλευκου (Εικόνα 

Εικόνα 12 Κφκλοσ τθσ αςκζνειασ 
προκαλοφμενθσ από τον  μφκθτα 
Botryosphaeria dothidea και ςυνιςτϊμενεσ 
επεμβάςεισ αναλόγωσ τθσ εποχισ. 
 
Φκινόπωρο – Χειμϊνασ: Το πακογόνο 
διατθρείται ςε λανκάνουςα κατάςταςθ και 
αναπτφςςεται όταν οι κερμοκραςίεσ αυξθκοφν. 
Θ περίοδοσ ευαιςκθςίασ είναι από  τα μζςα 
Μαρτίου (πριν τθν άνκθςθ) μζχρι τζλθ Μαΐου. 
Οι εφαρμογζσ γίνονται κατά τθν περίοδο που οι 
ιςτοί είναι ευαίςκθτοι (τμιματα μεταξφ των 
βελϊν ςτο ςχιμα) 
(Michailides & Morgan, 2004) 
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14). Γενικά θ βροχι οποιοδιποτε διάςτθμα του ζτουσ μεταφζρει μόλυςμα ςτουσ αναπτυςςόμενουσ 

ιςτοφσ (Michailides & Morgan, 2004). 

 

1.1.6.3 Μόλυνςη 

Θ βροχι παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν διαςπορά κονιδίων του μφκθτα, και οι μολφνςεισ γενικά 

ςυμβαίνουν τισ θμζρεσ με βροχι και κερμοκραςία πάνω από 10oC. Οι οφκαλμοί μολφνονται μόλισ 

εκπτυχκοφν αρχζσ ανοίξεωσ ακόμα και αν δεν ζχει βρζξει μετά τθν ζκπτυξι τουσ. Αυτζσ οι αρχικζσ 

μολφνςεισ είναι από κονίδια που ζχουν πζςει ςε μίςχουσ φφλλων και εξελίςςονται ςε ενεργζσ 

«πλθγζσ».  

Εικόνα 13 Αριςτερά: Ρροςβολι ςε καρπό φιςτικιάσ από τον μφκθτα Botryosphaeria dothidea.μζςω οπισ που ζγινε από  το 
ετερόπτερο Leptoglossus clypealis 
Θ προςβολι ςυνικωσ επεκτείνεται μερικά cm πζρα από τον ποδίςκο του καρποφ 
Δεξιά: ζλκοσ ςε κλαδίςκο φιςτικιάσ από B. dothidea (Michailides, 2011) 

Εικόνα 14 Ζξοδοσ κονιδίων ςε μορφι 
ςπειραμάτων από πυκνίδια που ζχουν 
αναπτυχκεί πάνω ςε φφλλα. 
Για τθν ανάπτυξθ των πυκνιδίων ςε ευνοϊκζσ 
ςυνκικεσ (12h/12h φωτοπερίοδοσ, 
κερμοκραςία 28

ο
C και υγραςία κοντά ςτο 

100%) απαιτοφνται 7 – 10 θμζρεσ. 
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Σε μθ ϊριμουσ καρποφσ, νεαρά φφλλα και βλαςτοφσ οι μολφνςεισ παραμζνουν λανκάνουςεσ 

και εξελίςςονται αργότερα όταν οι κερμοκραςίεσ ανζλκουν ςε κατάλλθλο επίπεδο. Το πακογόνο 

αναπτφςςεται καλφτερα ςε ςχετικά υψθλζσ κερμοκραςίεσ και ζτςι θ αςκζνεια φτάνει ςτθν μζγιςτθ 

ζνταςθ τθσ τζλθ άνοιξθ προσ καλοκαίρι όταν θ κερμοκραςία και θ υγραςία είναι υψθλζσ. Οι 

ςυχνότθτεσ των λανκανουςϊν προςβολϊν και φφλλα και καρποφσ ζχουν βρεκεί ότι ςυνδζονται 

κετικά με τθν ζνταςθ των ςυμπτωμάτων ςε φφλλα και καρποφσ (Ahimera et al., 2003). Οι 

παράγοντεσ που προκαλοφν τθν ανάπτυξθ δευτερογενϊν μολφνςεων είναι άγνωςτοι, ωςτόςο 

υπάρχουν ενδείξεισ κετικισ ςυςχζτιςθσ τθσ αφξθςθσ των υδατανκράκων ςτουσ καρποφσ με τθν 

ςυχνότθτα τθσ αςκζνειασ (Ntahimpera et al., 2002). 

Θ περίοδοσ από τθν ζκπτυξθ των ανκζων μζχρι το δζςιμο των καρπϊν οι οφκαλμοί είναι πολφ 

επιδεκτικοί ςτθν μόλυνςθ από τον μφκθτα. Οι υφζσ ειςζρχονται μζςω ςτομάτων ςε φφλλα και 

νεαροφσ βλαςτοφσ ι φακιδίων ςε καρποφσ. Αναλόγωσ  τθσ περιοχισ, θ περίοδοσ που οι φιςτικιζσ 

είναι ευαίςκθτεσ για προςβολι από τον μφκθτα ποικίλει από αρχζσ Μαρτίου (πριν τθν άνκθςθ) 

μζχρι τζλθ Μαΐου (αρχι ξυλοποίθςθσ). Θ βροχι ςε περίοδο που θ φιςτικιά είναι πολφ ευαίςκθτθ 

για προςβολι μπορεί να οδθγιςει ςε ςθμαντικοφ βακμοφ προςβολζσ ςε καρποφσ και ταξικαρπίεσ. 

Αυτό μπορεί να αποτελζςει εξιγθςθ για το γεγονόσ ότι ψεκαςμοί με κατάλλθλα μυκθτοκτόνα από 

τθν αρχι τθσ ανκοφορίασ είναι αποτελεςματικότεροι απ’ ότι ψεκαςμοί νωρίτερα ι αργότερα. 

Θ άριςτθ κερμοκραςία για τθν ανάπτυξθ του μφκθτα είναι μεταξφ 27 – 30οC ςε PDA και για 

βλάςτθςθ πυκνιδιοςπορίων μεταξφ 24 – 36oC. Οι βζλτιςτεσ κερμοκραςίεσ για τθ μζγιςτθ ζνταςθ 

αςκζνειασ είναι παρόμοιεσ με τθν αυτζσ τθσ βλάςτθςθσ πυκνιδιοςπορίων – 27 – 33οC. Τα πυκνίδια 

παράγονται περιςςότερο ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ τθσ τάξθσ των 30οC ενϊ ςε κερμοκραςίεσ κάτω 

των 6οC θ παραγωγι τουσ ςταματάει. Θ φωτοπερίοδοσ είναι πολφ ςθμαντικι για τθν παραγωγι 

πυκνιδίων, κακϊσ ςε πλιρεσ ςκότοσ δεν αναπτφςςονται κακόλου (Michailides & Morgan, 2004). 

Πςον αφορά τθν υγραςία, απαιτοφνται 9 ζωσ 12 ϊρεσ υψθλισ ςχετικισ υγραςίασ για τθν 

μόλυνςθ, τθν ανάπτυξθ ςυμπτωμάτων και υψθλά επίπεδα αςκζνειασ. Ρερίοδοι υψθλισ υγραςίασ 

που εναλλάςςονται με περιόδουσ ξθραςίασ οδθγοφν ςε μεγαλφτερθ ςυχνότθτα και ζνταςθ τθσ 

αςκζνειασ. Τα πυκνιδιοςπόρια απελευκερϊνονται μζςα ςε 2 ζωσ 3 ϊρεσ ποτίςματοσ και ανάλογα 

του τμιματοσ του φυτοφ του ζχει το μόλυςμα, είναι δυνατόν τα πυκνίδια να αδειάςουν μζςα ςε 10 

ζωσ 12 ϊρεσ άρδευςθσ (Michailides & Morgan, 1993). Εναλλακτικά, απαιτοφνται μόλισ 6mm 

βροχόπτωςθσ για τθν απελευκζρωςθ ςπορίων του μφκθτα από τα πυκνίδια. 

Γενικά απαιτείται χρόνοσ 2 – 3 εβδομάδων για τθν ξιρανςθ μιασ καρποταξίασ από τον μφκθτα, 

ωςτόςο όταν θ προςβολι είναι ςτθν βάςθ τθσ ταξικαρπίασ είναι δυνατόν πολλζσ ταξικαρπίεσ να 

νεκρωκοφν εντόσ μια εβδομάδασ. Οι πλθγζσ είναι δυνατόν να αυξιςουν τισ μολφνςεισ παρόλο που 

ο μφκθτασ μπορεί να ειςζλκει από τα ςτομάτια των φφλλων και τα φακίδια των καρπϊν. Ζχει 
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παρατθρθκεί ςε μικρι ςυχνότθτα είςοδοσ του μφκθτα από φακίδια ςε ενόσ ζτουσ κλαδίςκουσ 

ωςτόςο αυτζσ οι μολφνςεισ αναπτφςςονται ωσ βλάβεσ διαμζτρου 0.5 – 1 cm, δεν επεκτείνονται 

περαιτζρω και ζτςι ο κλαδίςκοσ δεν βλάπτεται περαιτζρω. 

Συνικωσ οι τομζσ κλαδζματοσ, όταν γίνονται υπό ςωςτζσ καιρικζσ ςυνκικεσ, δεν είναι πθγζσ 

μολφςματοσ, ωςτόςο αποτελοφν δυνθτικι κζςθ ειςόδου του πακογόνου άμα βρζξει μετά τθν 

πραγματοποίθςθ του κλαδζματοσ (Michailides & Morgan, 2004). 

1.1.7 Έλεγχοσ τησ αςθϋνειασ 

Ο ζλεγχοσ τθσ αςκζνειασ είναι γενικά δφςκολοσ και γίνεται με ςυνδυαςμό καλλιεργθτικϊν 

πρακτικϊν και εφαρμογισ  μυκθτοκτόνων. Στθν χϊρα μασ πολλά μυκθτοκτόνα δεν ζχουν εγκρικεί 

ακόμα για τον ςυγκεκριμζνο μφκθτα και γίνεται ζρευνα για τθν εφρεςθ και άλλων κατάλλθλων 

μυκθτοκτόνων. 

1.1.7.1 Καλλιεργητικέσ πρακτικέσ 

Δεδομζνου ότι ο αςκζνειασ είναι δφςκολοσ, μεγάλθ ςθμαςία ζχουν τα προλθπτικά μζτρα, 

δθλαδι θ αποφυγι ςυςςϊρευςθσ μολφςματοσ. Επειδι ο μφκθτασ παράγει πλθκϊρα πυκνιδίων ςε 

νεκρζσ ταξιανκίεσ / ταξικαρπίεσ και κλαδίςκουσ αφθμζνουσ ςτα δζντρα ι ςτο ζδαφοσ, το κλάδεμα 

και θ αφαίρεςθ των προςβεβλθμζνων τμθμάτων είναι υψθλισ ςθμαςίασ. Τα κφρια μζτρα 

προλθπτικοφ ελζγχου είναι τα εξισ: 

 Χριςθ ςτάγδθν ποτίςματοσ και αποφυγι κατάκλυςθσ ι τεχνθτισ βροχισ για τθν αποφυγι 

υγραςίασ πζριξ του λαιμοφ και ςταγόνων που μπορεί να μεταφζρουν κονίδια. Με αυτό τον 

τρόπο επίςθσ αποφεφγουμε ςε ςθμαντικό βακμό τθν μεταφορά μολφςματοσ ςε άλλα 

ςθμεία του οπωρϊνα. 

 Αν είναι απαραίτθτθ θ χριςθ ψεκαςτιρων υψθλισ πίεςθσ, θ μείωςθ τθσ γωνίασ ι και τθσ 

πίεςθσ εκτοξεφςεωσ του νεροφ μπορεί να βοθκιςει ςτθν μικρότερθ διαβροχι των δζντρων 

και ζτςι μείωςθ τθσ ποςότθτασ και τθσ μεταφοράσ του μολφςματοσ. Οι (Michailides & 

Morgan, 1993) βρικαν ότι με μείωςθ τθσ γωνίασ των ψεκαςτιρων από 23ο ςε 12ο το 

ποςοςτό των  προςβεβλθμζνων ταξιανκιϊν και ταξικαρπιϊν μειϊκθκε από 90% ςε 20% 

 Θ διατιρθςθ του οπωρϊνα χωρίσ ηιηάνια είναι απαραίτθτθ για μείωςθ τθσ υγραςίασ και 

ελαχιςτοποίθςθ θμιπτζρων κακϊσ αυτά με τα νφγματα που προκαλοφν ςτουσ καρποφσ τουσ 

μολφνουν και μεταφζρουν το  μόλυςμα ςε μεγαλφτερο βακμό απ’ ότι μόνο με τθν βροχι 

και τθν άρδευςθ 

 Για τθν αποφυγι ςυςςϊρευςθσ μολφςματοσ απαιτείται ςυνεχισ επιτιρθςθ του οπωρϊνα 

και κλάδεμα των πρϊτων μολυςμζνων βλαςτϊν, ταξιανκιϊν και ταξικαρπιϊν. Αυτό είναι 

ιδιαίτερα ςθμαντικό το καλοκαίρι που είναι πιο εφκολθ θ αναγνϊριςθ των 
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προςβεβλθμζνων τμθμάτων των δζντρων. Οι κλαδίςκοι που ζχουν ζλκθ κα πρζπει να 

κόβονται ςε βάκοσ τουλάχιςτον 10 cm κάτω από το όριο. 

 Επειδι τα πυκνιδιοςπόρια του μφκθτα διατθροφνται για μεγάλο χρονικό διάςτθμα κα 

πρζπει τα αφαιροφνται όλα τα προςβεβλθμζνα τμιματα, τα υπολείμματα ςτο ζδαφοσ και 

να ακολουκεί κάψιμο 

 Μια ελαφρά μείωςθ τθσ ζνταςθσ τθσ αςκζνειασ μπορεί να προζλκει από τθν λίπανςθ των 

φιςτικεϊνων με διπλάςια ποςότθτα K ι/ και ο ψεκαςμόσ με 0.1-0.4% Ca(NO3)2. Με αυτζσ 

τισ επεμβάςεισ οι διαφορζσ μποροφν να φτάςουν και 20-30% μικρότερθ προςβολι ςε 

ςχζςθ με τον μάρτυρα (Michailides & Brown, 2002). 

 Τα δζντρα δεν κα πρζπει να αφινονται ςε κατάςταςθ ζλλειψθσ νεροφ διότι αυτό 

προδιακζτει τισ φιςτικιζσ για αςκζνεια. Σε πειράματα που ζχουν ζγιναν ζχει βρεκεί  ότι θ 

μολυςματικι ικανότθτα του πακογόνου αυξανόταν ςε Ψ=0 – 2 MPa (όπου Ψ οςμωτικό 

δυναμικό) ενϊ ξαναμειωνόταν ςε Ψ< -2 MPa (Ma et al., 2001)  

 

Σθμαντικό είναι να τονιςτεί ότι ζχει επιχειρθκεί θ χριςθ βιολογικϊν ςκευαςμάτων για τον 

ζλεγχο του μφκθτα. Το ςθμαντικότερο από αυτά είναι το βακτιριο Paenibacillus lentimorbus, με το 

οποίο ζχει δείξει αρκετά καλι απόδοςθ ςτον ζλεγχο διαφόρων μυκιτων, ςυμπεριλαμβανόμενου 

του μφκθτα Botryosphaeria sp. (Chen et al., 2003). Το βακτιριο παρεμποδίηει τθν ανάπτυξθ του 

μφκθτα και τθν βλάςτθςθ των ςπορίων μζςω μεταβολιτϊν που παράγει. Από διάφορα μυκθτοκτόνα 

που δοκιμάςτθκαν (benomyl, tebuconazole, propiconazole, trifloxystrobin, iprodione και 

azoxystrobin) μόνο το iprodione είχε μια αναςταλτικι επίδραςθ ςτο P. lentimorbus, θ οποία ιταν 

και προςωρινι.  

1.1.7.2 Χρήςη μυκητοκτόνων 

Θ χριςθ μυκθτοκτόνων είναι πολφ ςθμαντικι για τον ζλεγχο του μφκθτα, πάντα με ςυνδυαςμό 

με καλλιεργθτικζσ πρακτικζσ. Λόγω τθσ φφςεωσ του πακογόνου οι ψεκαςμοί κα πρζπει να γίνονται 

αρχζσ ανοίξεωσ (μζςα ανκιςεωσ ) και το καλοκαίρι. Τα κυριότερα μυκθτοκτόνα που ζχουν βρεκεί 

Εικόνα 15 Απόδοςθ (ωσ % 
προςβεβλθμζνων ομάδων 
ταξιανκιϊν/ ταξικαρπιϊν) 
διάφορων μυκθτοκτόνων ωσ 
προσ τθ δραςτικι ουςία. 
(Morgan et al., 2009) 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  1 - ΕΙΣΑΓΩΓΘ 

 Σελίδα 30 
 

να ζχουν τθν καλφτερθ απόδοςθ ανικουν ςτισ εξισ ομάδεσ: παρεμποδιςτζσ βιοςφνκεςθσ ςτερολϊν 

– SBIs (tebuconazole, propiconazole), ενϊςεισ που προκαλοφν βλάβεσ ςτθν δομι των κυτταρικϊν 

μεμβρανϊν (iprodione), ςτρομπιλουρίνεσ (azoxystrobin, trifloxystrobin, pyraclostrobin, kresoxim – 

methyl) οι οποίεσ δρουν ςτο ςφμπλοκο ΙΙΙ τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ, πυριδινο-καρβοξαμιδικά 

(boscalid) τα οποία δρουν ςτο ςφμπλοκο ΙΙ τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ και βενηιμιδαηολικά 

(thiophanate methyl), τα οποία παρεμποδίηουν τον ςχθματιςμό πυρθνικϊν μικροςωλθνίςκων 

(Εικόνα 15). 

Για τθν αποφυγι εμφάνιςθσ ανκεκτικότθτασ και τθν καλφτερθ αποτελεςματικότθτα 

παραςκευάηονται μίγματα μυκθτοκτόνων με διαφορετικό τρόπο δράςθσ. όπωσ τα: signum (boscalid 

+ pyraclostrobin), και switch (cyprodinil + fludioxonil) . 

Γενικά τθν μεγαλφτερθ αποτελεςματικότθτα ζχουν δείξει ςκευάςματα που περιζχουν 

ςτρομπιλουρίνεσ, ωςτόςο ζνα ςθμαντικό μειονζκτθμα αυτϊν είναι θ ςχετικά γριγορθ ανάπτυξθ 

ανκεκτικότθτασ (Εικόνα 16). Ρειράματα που ζγιναν ςτθν Καλιφόρνια των HΡΑ για τθν 

αποδοτικότθτα του azoxystrobin ςτον μφκθτα B. dothidea ςτθ φιςτικιά ζδειξαν ότι μζςα ςε 6 χρόνια 

– από το 2002 μζχρι το 2008 – υπιρξε μεγάλθ αλλαγι ςτο EC50. Ριο ςυγκεκριμζνα, ενϊ το 2002 

ςχεδόν το 100% του πλθκυςμοφ του μφκθτα είχε EC50<1μg/ml, το 2008 το 38% του πλθκυςμοφ του 

μφκθτα είχε EC50=1-10μg/ml και το 35% 10-100μg/ml (Morgan et al., 2009). Αυτό μασ δείχνει ότι 

παρόλθ τθν αποτελεςματικότθτα των ςτρομπιλουρινϊν και των μιγμάτων τουσ με άλλα 

μυκθτοκτόνα, πρζπει να γίνεται ςυνεχισ καταγραφι του EC50 , τθσ μείωςθσ τθσ απόδοςθσ ϊςτε να 

μθν βρεκοφμε ςε ςθμείο να είναι ανκεκτικό μεγάλο ποςοςτό των πλθκυςμϊν – φυλϊν του μφκθτα. 

Εικόνα 16 Διαφορά ςτο EC50 του azoxystrobin 
(ςτρομπιλουρίνθσ) ςε διάςτθμα 6 ετϊν ψεκαςμοφ 
με το μυκθτοκτόνο (από το 2002 ςτο 2008) – 
εμφάνιςθ ανκεκτικότθτασ 
(Morgan et al., 2009). 
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1.1.7.3 Ολοκληρωμένη διαχείριςη 

Θ ολοκλθρωμζνθ διαχείριςθ χρθςιμοποιεί ζνα ςυνδυαςμό χριςθσ μυκθτοκτόνων, κλαδζματοσ, 

άρδευςθσ και ελζγχου θμιπτζρων εντόμων. Οι πολλαπλοί ψεκαςμοί με μυκθτοκτόνα κεωρείται ωσ 

ο ςυμβατικόσ τρόποσ για τον ζλεγχο τθσ αςκζνειασ. Ωςτόςο, κάποιεσ χρονιζσ μπορεί να απαιτθκοφν 

μειωμζνοι ψεκαςμοί, ανάλογα τθσ ποςότθτασ του μολφςματοσ και τισ ςυνκικεσ περιβάλλοντοσ. 

Σε οπωρϊνεσ που δεν ζχει εμφανιςτεί ποτζ θ ςυγκεκριμζνε αςκζνεια, ωσ προλθπτικό μζτρο 

μπορεί να εφαρμοςτεί θ μζκοδοσ BUDMON (Ραρακολοφκθςθ οφκαλμϊν -Bud Monitoring) με τθν 

οποία ελζγχονται δειγματολθπτικά οφκαλμοί και κάνει μια πρόβλεψθ για τθν αςκζνεια, το οποίο 

είναι ςθμαντικό ειδικά αν αναμζνεται ζντονθ υγραςία τθν ερχόμενθ άνοιξθ. Αργότερα, οι 

παραγωγοί κα πρζπει να εξετάηουν τα δζντρα για πικανι προςβολι από το πακογόνο ζτςι ϊςτε να 

επζμβουν πριν πολλαπλαςιαςτεί το μόλυςμα (Michailides & Morgan, 2004).  Θ παρακολοφκθςθ και 

καταγραφι τθσ υγραςίασ των φφλλων (LWM) βοθκά επίςθσ ςε ςθμαντικό βακμό για τθν επιλογι 

του χρόνου και του πλικουσ των ψεκαςμϊν (Michailides, 2011). 

Πταν εμφανιςτοφν ςυμπτϊματα τθσ αςκζνειασ ςτον οπωρϊνα κα πρζπει οι προςβεβλθμζνοι 

κλαδίςκοι και ταξικαρπίεσ/ ταξιανκίεσ να κλαδεφονται κατά τθν διάρκεια του καλοκαιριοφ για δυο 

τουλάχιςτον χρονιζσ, κόβοντασ και τουλάχιςτον 5 – 10 cm υγιοφσ ιςτοφ. Ο λόγοσ είναι ότι επειδι οι 

ξθραμζνοι κλαδίςκοι κατά κανόνα κα ζχουν και ξθρά φφλλα είναι πιο εφκολθ θ εφρεςι τουσ πριν 

τθν ςυγκομιδι. Τα κομμζνα υπολείμματα κα πρζπει να απομακρφνονται ι να καίγονται κακϊσ 

διάφορα ζντομα (κυρίωσ θμίπτερα) (Michailides et al., 1998) μποροφν να είναι φορείσ κονίδιων, 

γεγονόσ το οποίο ςθμαντικό επειδι τα κονίδια παραμζνουν βιϊςιμα για τουλάχιςτον 1.5 χρόνια 

(Holtz et al., 2001). 

Σε περίπτωςθ βροχόπτωςθσ δεν κα πρζπει να γίνονται κλαδεφματα κακϊσ είναι δυνατόν οι 

τομζσ να μολυνκοφν από ςπόρια. Τθν άνοιξθ, ςτο ςτάδιο τθσ άνκθςθσ κα πρζπει να γίνει ζνασ 

ψεκαςμόσ με βενηιμιδαηολικό μυκθτοκτόνο (thiophanate – methyl / Neotopsin). Συνικωσ 

απαιτοφνται επιπλζον ψεκαςμοί το καλοκαίρι, οι οποίοι ςυνικωσ γίνονται με διαφορετικά 

μυκθτοκτόνα. 

Σε οπωρϊνεσ που το επίπεδο του μολφςματοσ είναι υψθλό, εκτόσ των ανωτζρω εφαρμογϊν κα 

πρζπει εκτόσ από το καλοκαιρινό κλάδεμα να ακολουκεί κλάδεμα τθν ςυνικθ περίοδο κλαδζματοσ 

που τα δζντρα είναι ςε λικαργο (Ιανουάριο / Φεβρουάριο). Ζπειτα, ανεξαρτιτωσ καιροφ, κα πρζπει 

να γίνεται ζνασ ψεκαςμόσ με thiophanate methyl ςτθν άνκιςθ. Ρροςοχι κα πρζπει να δοκεί ςτουσ 

επόμενουσ ψεκαςμοφσ ϊςτε να χρθςιμοποιθκοφν τα μυκθτοκτόνα που ζχουν τθν μεγαλφτερθ 

απόδοςθ ςτθν ςυνιςτϊμενθ δόςθ κακϊσ και ςτθν ςωςτι εναλλαγι μυκθτοκτόνων με διαφορετικισ 

ομάδασ. Αυτό είναι ιδιαίτερα ςθμαντικό ςτισ ςτρομπιλουρίνεσ, που το ςθμείο δράςθσ είναι ςτο Qo 

ςτο μιτοχονδριακό ςφμπλοκο ΙΙΙ, κακϊσ με επανειλθμμζνουσ ψεκαςμοφσ είναι δυνατόν να 

εμφανιςτεί ανκεκτικότθτα. Οι ψεκαςμοί ςτθν φιςτικιά μετά από τον πρϊτο ψεκαςμό με 
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thiophanate methyl κα πρζπει να γίνονται μεταξφ Απριλίου και Ιουλίου, κακϊσ τότε ζχουν τθν 

μζγιςτθ αποτελεςματικότθτα (Adaskaveg et al., 2009). 

Σε περιπτϊςεισ που ο οπωρϊνασ είναι δίπλα ςε λιβάδι βοςκισ ι δίπλα ςε ποτάμι είναι 

ςθμαντικό να δοκεί προςοχι για προςβολζσ από τον μφκθτα. Επίςθσ, δεδομζνου των πολλϊν 

ξενιςτϊν του μφκθτα B. dothidea, κα πρζπει όςο είναι δυνατόν ςτον οπωρϊνα να μθν υπάρχουν 

κατάλλθλοι ξενιςτζσ του ι φυτά ςτα οποία να τρζφονται θμίπτερα (όπωσ βίκοσ και άλλα ψυχανκι). 

Ωςτόςο, ςε περιπτϊςεισ που υπάρχουν θμίπτερα ςτον οπωρϊνα θ χριςθ παγίδων περιφερειακά 

του οπωρϊνα και ο ψεκαςμόσ με κατάλλθλα εντομοκτόνα είναι μζτρα που μποροφν να παρκοφν. 

Είναι δυνατόν να χρειαςτοφν ψεκαςμοί με εντομοκτόνα τζλθ άνοιξθσ – αρχζσ καλοκαιριοφ για τθν 

αποφυγι εξάπλωςθσ τθσ αςκζνειασ και για ελαχιςτοποίθςθ προδιάκεςθσ των καρπϊν προσ τθν 

αςκζνεια (Michailides & Morgan, 2004). 

Εκτόσ των εντόμων, προςοχι κα πρζπει να δοκεί και ςτθν μετάδοςθ του πακογόνου μζςω των 

πουλιϊν. Σε αυτι τθν περίπτωςθ μολφνονται κυρίωσ οι καρποί ςτουσ οποίουσ προκαλοφν νφγματα 

τα πουλιά. Για τθν αποφυγι των νυγμάτων από τα πουλιά μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν κανονάκια 

προπανίου για τον εκφοβιςμό και τθν απομάκρυνςθ των από τον οπωρϊνα (Michailides & Morgan, 

2004). 

Πςον αφορά τθν χριςθ ανκεκτικϊν ποικιλιϊν, μζχρι ςιμερα ζχουν βρεκεί κάποιεσ με καλό 

επίπεδο ανκεκτικότθτασ ςτον μφκθτα Botryosphaeria dothidea αλλά και άλλουσ μφκθτεσ, με τισ 

κυριότερεσ να είναι οι Sfax, Lassen (Michailides et al., 2000) και pete 1 (Petersen, 2007).. Σφμφωνα 

με δοκιμζσ που ζγιναν (Petersen, 2007), θ ποικιλία Pete 1 ,ςυγκριτικά με τθν ποικιλία Kerman, ζχει 

χαρακτθριςτεί ωσ «υψθλισ ανκεκτικότθτασ» ςτον μφκθτα Botryosphaeria dothidea, θ περίοδοσ 

ανκοφορίασ τθσ είναι πιο νωρίσ τθν άνοιξθ και ζχει υψθλό ποςοςτό καρπϊν (90%+). 
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1.2 Σκοπού τησ παρούςασ μελϋτησ 
Οι ςκοποί τθσ εργαςίασ ιταν: 

i. Θ μοριακι διερεφνθςθ των φυλογενετικϊν ςχζςεων του καμαροςπορίου τθσ φιςτικιάσ. Για 

τθ μελζτθ που διεξιχκθ χρθςιμοποιικθκαν μοριακοί δείκτεσ από 10 απομονϊςεισ του 

μφκθτα Botryosphaeria sp., οι οποίεσ προιλκαν από 5 διαφορετικοφσ ξενιςτζσ: φιςτικιά, 

ςοφόρα, ελιά, αμπζλι και δαμαςκθνιά από διάφορεσ περιοχζσ τθσ Ελλάδασ.  

Θ πειραματικι προςζγγιςθ περιελάμβανε τον πολλαπλαςιαςμό αλλθλουχιϊν με τθν 

μζκοδο αλυςιδωτισ πολυμεράςθσ (PCR), τον προςδιοριςμό τθσ αλλθλουχίασ τουσ, και τθ 

φυλογενετικι ανάλυςι τουσ. 

ii. Τθ διερεφνθςθ τθσ πακογζνειασ απομονϊςεων του μφκθτα ςε τεχνθτζσ μολφνςεισ φφλλων. 

Για τθν διερεφνθςθ αυτι χρθςιμοποιικθκαν 9 απομονϊςεισ του μφκθτα Botryosphaeria sp. 

από 4 διαφορετικοφσ ξενιςτζσ: φιςτικιά, ςοφόρα, ελιά και αμπζλι από διάφορεσ περιοχζσ 

τθσ Ελλάδασ.  

Στο πείραμα χρθςιμοποιικθκαν αποκομμζνα φφλλα φιςτικιάσ ςε 3 επαναλιψεισ και 

υπολογίςτθκε το % εμβαδό και τζλοσ το ςχετικό AUDPC για κάκε απομόνωςθ 

iii. Τθν διερεφνθςθ τθσ χριςθσ μυκθτοκτόνων για τθν αντιμετϊπιςθ του καμαροςπορίου τθσ 

φιςτικιάσ. Χρθςιμοποιικθκαν τζςςερεισ απομονϊςεισ από φφλλα φιςτικιάσ κάκε μια από 

δζντρο που είχε ψεκαςτεί με το αντίςτοιχο μυκθτοκτόνο ςυν μια που από δζντρο που δεν 

είχε ψεκαςτεί και μετρικθκαν οι διάμετροι ανάπτυξθσ για τθν κάκε απομόνωςθ ωσ προσ 

τον μάρτυρα. 
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2 Υλικϊ και μϋθοδοι 

2.1 Βιολογικό υλικό 

2.1.1 Απομονώςεισ 

Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν ςυνολικά 64 απομονϊςεισ:  48 από φιςτικιά,   6 από 

ελιά, 4 από ςοφόρα,3 από αμπζλι, 1 από δαμαςκθνιά, 1 από ροδιά και 1 από ςεκόια. 

Πίνακασ 2-1 

ΣΥΜΒΟΛΙΣΜΟΣ ΞΕΝΙΣΤΘΣ ΤΜΘΜΑ ΦΥΤΟΥ ΡΕ΢ΙΟΧΘ ΘΜ/ΝΙΑ 

ΑΡΟΜΟΝΩΣΘΣ 

1 Σοφόρα Ταξικαρπία ΓΡΑ, Αττικι 11/22/2009 

2 Σοφόρα Καρποί ΓΡΑ, Αττικι 10/13/2009 

5 Σοφόρα Ταξικαρπία ΓΡΑ, Αττικι 12/26/2009 

6 Σοφόρα Καρποί ΓΡΑ, Αττικι 12/17/2009 

23 Φιςτικιά Καρποί ΓΡΑ, Αττικι 12/26/2009 

26 Φιςτικιά Ταξικαρπία ΓΡΑ, Αττικι 11/22/2009 

27 Φιςτικιά Καρποί ΓΡΑ, Αττικι 10/14/2009 

28 Φιςτικιά Φφλλα ΓΡΑ, Αττικι 10/14/2009 

29 Φιςτικιά Ταξικαρπία Μϊλοσ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

30 Φιςτικιά Καρποί Μϊλοσ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

32 Φιςτικιά Ταξικαρπία Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

33 Φιςτικιά Καρποί Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

35 Ελιά Καρποί Κθφιςιά - ΙΓΕ (Άλςοσ 

Συγγροφ) 

10/20/2009 

36-1 Φιςτικιά Βλαςτόσ Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

36-2 Φιςτικιά Βλαςτόσ Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

36-3 Φιςτικιά Βλαςτόσ Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

36-4 Φιςτικιά Βλαςτόσ Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

37 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 10/15/2009 

40 Ελιά Καρποί Ρεντζλθ, Αττικι 11/1/2009 

41-A Δαμαςκθνιά Κορμόσ Ρεντζλθ, Αττικι 11/1/2009 

45 Ελιά Καρποί Ρεντζλθ, Αττικι 10/20/2009 
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46 Ελιά Καρποί Ρεντζλθ, Αττικι 10/20/2009 

47 Φιςτικιά Φφλλα Μϊλοσ Φκιϊτιδασ 8/20/2006 

48 Φιςτικιά Φφλλα Μακρακϊμθ 

Φκιϊτιδασ 

8/20/2006 

49p Αμπζλι Κλθματίδα Ρφργοσ Θλείασ 8/20/2006 

50 Αμπζλι Κλθματίδα Αλίαρτοσ Βοιωτίασ 8/20/2006 

51 Φιςτικιά Βλαςτόσ Βόλοσ 8/20/2006 

52 Αμπζλι Κλθματίδα Αλίαρτοσ Βοιωτίασ 8/20/2006 

54l Φιςτικιά Ταξιανκία Μακρακϊμθ 

Φκιϊτιδασ 

8/20/2006 

55 Φιςτικιά Φφλλα Θιβα 8/20/2006 

57 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 8/20/2006 

58 Φιςτικιά Φφλλα Αυλϊνα, Εφβοια 8/20/2006 

59l Φιςτικιά Καρποί Μακρακϊμθ 

Φκιϊτιδασ 

8/20/2006 

62p Ελιά Καρποί Αγρίνιο 8/20/2006 

66 Ελιά Καρποί Αγρίνιο 8/20/2006 

68 Φιςτικιά Φφλλα Λαμία Φκιϊτιδασ 8/20/2006 

69 Φιςτικιά Φφλλα Αυλϊνα, Εφβοια 8/20/2006 

70 Φιςτικιά Φφλλα Μϊλοσ Φκιϊτιδασ 8/20/2006 

71 Σεκόϊα Κορμόσ  8/20/2006 

73 ΢οδιά Κορμόσ Θράκθ - Δράμα 5/26/2010 

74 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/3/2010 

75 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

76 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

77 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

78 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

79 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

80 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

81 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

82 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

83 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

84 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  2 – ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Σελίδα 36 
 

85 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

86 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

87 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

88 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

89 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

90 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

91 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

92 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

93 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

94 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

95 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

96 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

97 Φιςτικιά Φφλλα Μάκρθ Φκιϊτιδασ 6/18/2010 

2.1.2 Θρεπτικϊ υλικϊ και διαδικαςύεσ απομόνωςησ και ανϊπτυξησ του μύκητα 

Χρθςιμοποιικθκαν τρία κρεπτικά υλικά : το Potato Dextrose Agar (PDA) για τθν ανάπτυξθ του 

μὐκθτα και τα Littman Oxgall Agar , Μ-Green yeast & mold broth για τθν παραγωγι μονόςπορων 

αποικιϊν.  

2.1.2.1 Υλικό Potato Dextrose Agar 

Το κρεπτικό υλικό PDA χρθςιμοποιικθκε για τθν ανάπτυξθ του μφκθτα, τθν παραγωγι 

μυκθλίου για εξαγωγι DNA και τθν διερεφνθςθ τθσ χριςθσ των πιο κατάλλθλων μυκθτοκτόνων για 

τθν αντιμετϊπιςθ τθσ αςκζνειασ. 

Για τθν ανάπτυξθ του μφκθτα και τθν παραγωγι μυκθλίου για εξαγωγι DNA παραςκευάςτθκε 

PDA με χριςθ εκχυλίςματοσ πατάτασ, D-γλυκόηθσ και Agar ςτισ εξισ αναλογίεσ: 

Πίνακασ 2-2 

Ανά L υλικοφ: ποςότθτα 

1)εκχφλιςμα πατάτασ 200g πατάτασ 

2)D-γλυκόηθ 20g 

3)Άγαρ 20g 

4)απεςταγμζνο νερό Μζχρι όγκου 1 L 

Για τθν διερεφνθςθ τθσ χριςθσ των πιο κατάλλθλων μυκθτοκτόνων χρθςιμοποιικθκε ζτοιμο 

PDA τθσ εταιρίασ Merck. Θ αναλογία ιταν 39g PDA/ 1 L νερό. Στθν δεφτερθ περίπτωςθ 

χρθςιμοποιικθκε ζτοιμο PDA για να μθν υπάρχουν διακυμάνςεισ ςτθν ανάπτυξθ του μφκθτα από 

τρυβλίο ςε τρυβλίο που οφείλονται ςτθ μθ ςτακερι ςφςταςθ του PDA. 
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2.1.2.2 Υλικό Μ-Green Yeast & Mold broth 

Το υλικό Μ-Green Yeast & Mold broth τθσ εταιρίασ Difco χρθςιμοποιικθκε ςτθν διαδικαςία 

απομόνωςθσ του μφκθτα. Συςτατικά υλικοφ: 

Πίνακασ 2-3 

Ανά L υλικοφ: Ποςότθτα 

1)εκχφλιςμα ηφμθσ 9g 

2)D - γλυκόηθ 50g 

3)πεπτόνθ C 5g 

4)πεπτόνθ A 5g 

5)κειικό μαγνιςιο 2.1g 

6)φωςφορικό κάλιο 2g 

7)διαςτάςθ 0.05g 

8)κειαμίνθ 0.05g 

9)δείκτθσ: πράςινο τθσ 

βρομοκρεηόλθσ 

26mg 

10)απεςταγμζνο νερό Μζχρι όγκου 1 L 

Το υλικό αυτό χρθςιμοποιικθκε ςτθν λειοτρίβιςθ πυκνιδίων και μυκθλίου ςε βακμό που τα 

ςπόρια να απελευκερωκοφν από τα πυκνίδια και το μυκιλιο να κοπεί ςε μικρά τμιματα. Ζνασ 

άλλοσ λόγοσ για τθν χριςθ του ςυγκεκριμζνου υλικοφ είναι θ ικανότθτά του να διατθρεί ηωντανό το 

μφκθτα – ειδικά ςτθν περίπτωςθ που παραμζνει το μυκιλιο ςτο υλικό για κάποιο χρονικό 

διάςτθμα. Το τελικό pH του υλικοφ είναι 4.6±0.2 και ςε περίπτωςθ που ο μφκθτασ παράγει οξφ 

παρατθρείται αλλαγι χρϊματοσ από πράςινο ςε κίτρινο. Στισ περιςςότερεσ απομονϊςεισ 

παρατθρικθκε θ αλλαγι χρϊματοσ, γεγονόσ που ςθμαίνει ότι παριχκθκε οξφ. 
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2.1.2.3 Υλικό Littman Oxgall Agar 

Το υλικό Littman Oxgall Agar τθσ εταιρίασ Difco χρθςιμοποιικθκε ςτθν παραγωγι μονόςπορων 

αποικιϊν με γραμμικι διαςπορά με τθν χριςθ γυάλινου ςτειλεοφ. Συςτατικά υλικοφ: 

Πίνακασ 2-4 

Ανά L υλικοφ: ποςότθτα 

1)πεπτόνθ 10g 

2)D - γλυκόηθ 10g 

3)χολι βοόσ 15g 

4)crystal-violet 0.01g 

5)βακτθριολογικό άγαρ 20g 

6)ςτρεπτομυκίνθ 30mg 

7)απεςταγμζνο νερό Μζχρι όγκου 1L 

Το υλικό αυτό χρθςιμοποιικθκε για τον κακαριςμό των καλλιεργειϊν από άλλουσ μφκθτεσ και 

βακτιρια.  To πιο ςθμαντικό χαρακτθριςτικό του υλικοφ και ο λόγοσ για τον οποίο επιλζχκθκε είναι 

θ ιδιότθτά του να επιβραδφνει και να περιορίηει τθν ανάπτυξθ των διαφόρων αποικιϊν. Αυτό το 

χαρακτθριςτικό του υλικοφ επζτρεψε τον διαχωριςμό των αποικιϊν και ζτςι τθν επιλογι 

μονόςπορων αποικιϊν του μφκθτα. 

 Θ πεπτόνθ προςφζρει άηωτο, αμινοξζα και άνκρακα. Θ D - γλυκόηθ ωσ κφριο κρεπτικό ςτοιχείο 

για τουσ μφκθτεσ και τα βακτιρια είναι επίςθσ μια πθγι άνκρακα. 

 Το oxgall (χολι βοόσ) επιβραδφνει και περιορίηει ςε μζγεκοσ τθν ανάπτυξθ των μυκιτων, και 

είναι ζνα από τα ςθμαντικότερα ςυςτατικά του κρεπτικοφ υλικοφ. 

 Το crystal violet και θ ςτρεπτομυκίνθ ζχουν επιλεκτικι βακτθριοςτατικι δράςθ, πράγμα το 

οποίο βοικθςε αρκετά ςτον κακαριςμό τθσ καλλιζργειασ. 

Θ ανάπτυξθ του μφκθτα ςε αυτό το υλικό ζγινε ςε τρυβλία petri διαμζτρου 15cm ςε ςυνκικεσ 

κερμοκραςίασ 25oC και φωτοπερίοδου 12h φωσ/12h ςκοτάδι. Θ μεταφορά των μονόςπορων 

αποικιϊν ςε τρυβλία με PDA ζγινε ςτισ 10 θμζρεσ μετά τθν  απομόνωςθ. Ακολοφκωσ 

πραγματοποιικθκε μακροςκοπικόσ και μικροςκοπικόσ ζλεγχοσ ϊςτε να εξεταςτεί αν οι μονόςπορεσ 

αποικίεσ ανικουν ςτο γζνοσ Botryosphaeria ι όχι. 

Θ ανάπτυξθ του μφκθτα ςε αυτό το υλικό δεν διάςτθμα δυο εβδομάδων δεν υπερζβθ τα 2cm 

τθν ςτιγμι που ςε υλικό PDA το μυκιλιο είχε φτάςει τα τοιχϊματα του τρυβλίου. Θ ανάπτυξθ των 

αποικιϊν – μυκιτων και βακτθρίων – ςτο υλικό Littman Oxgall Agar ιταν αρκετά ςυνεπτυγμζνθ, 

ωςτόςο τα υπόλοιπα χαρακτθριςτικά ιταν ίδια με αυτά ςτο PDA. Χαρακτθριςτικό είναι επίςθσ το 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  2 – ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Σελίδα 39 
 

γεγονόσ ότι υπιρχαν απομονϊςεισ που ςτο PDA εμφανιηόταν ωσ μόνο του ςυγκεκριμζνου μφκθτα, 

ςτο υλικό Littman Oxgall Agar εμφανιηόταν και αποικίεσ άλλων μυκιτων.  

Για τθν απομόνωςθ του μφκθτα από τα φυτικά δείγματα ακολουκικθκε θ εξισ διαδικαςία:  

1. επιφανειακι απολφμανςθ με αικανὀλθ 

2. αποκοπι προςβεβλθμζνθσ περιοχισ φυτικοφ ιςτοφ 

3.  λειοτρίβιςθ ςε ιγδίο που περίεχει M-Green yeast & mold broth 

4.  Μεταφορά ςταγόνασ και γραμμικι διαςπορά με γυάλινο ςτειλεό ςε τρυβλίο  Littman 

Oxgall Agar 

5. Μεταφορά μονόςπορθσ αποικίασ ςε τρυβλίο με Potato Dextrose Agar 

 

2.1.3  Καλλιϋργεια, διατόρηςη και ανανϋωςη των απομονώςεων 

Θ καλλιζργεια των απομονϊςεων πραγματοποιικθκε ςε τρυβλία Petri διαμζτρου 8cm με υλικό 

ςε ςυνκικεσ κερμοκραςίασ 26οC και φωτοπερίοδου 12h φωσ/12h ςκοτάδι. Θ διατιρθςθ των 

απομονϊςεων γινόταν ςε δοκιμαςτικοφσ ςωλινεσ με κεκλιμζνο PDA ςε κερμοκραςία 4oC. 

2.1.4 Παραγωγό βιομϊζασ για εξαγωγό DNA 

H παραγωγι βιομάηασ (μυκθλίου και πυκνιδίων) του μφκθτα για εξαγωγι DNA ζγινε ςε τρυβλία 

με υλικό PDA. Μετά από διάςτθμα 20 θμερϊν ςε 26oC  ζγινε απόξεςθ του μυκθλίου, τοποκζτθςθ ςε 

epperdorf tubes των 1.5ml και ακολοφκθςε λυοφιλίωςθ ςτουσ -50oC για 24h. Ακολοφκθςε θ 

εξαγωγι DNA με τθ μζκοδο Lee & Taylor ι τθν εξαγωγι DNA με μικροκφματα. 

Εικόνα 17 Ανάπτυξθ μυκθλίου Botryosphaeria dothidea ςε υλικό PDA (αριςτερά) και Littman Oxgall Agar (δεξιά) 
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Θ κφρια διαφορά μεταξφ των δφο είναι κυρίωσ ότι θ εξαγωγι με μικροκφματα είναι πολφ πιο 

εφκολθ από τθν εξαγωγι με τθν μζκοδο Lee & Taylor. 

2.1.4.1 Εξαγωγή DNA με την μέθοδο Lee & Taylor 

Αρχικά γίνεται κονιορτοποίθςθ 30-60mg λυοφιλιωμζνου μυκθλίου με χριςθ υγροφ αηϊτου και 

υγδίου. Ζπειτα προςτίκεται ςτουσ ςωλθνίςκουσ eppendorf 700μl ρυκμιςτικό διάλυμα λφςθσ (50mM 

Tris-HCl pH 7.2, 50mM EDTA, 3% απορρυπαντικό SDS, 1% β-μερκαπτοαικανόλθ) και αναδεφονται 

καλά ςε vortex. Ακολουκεί επϊαςθ ςε υδατόλουτρο 65οC για 1h με περιοδικι ανάδευςθ κάκε 

15min. Ζπειτα προςτίκενται ίςοι όγκοι (700μl) φαινόλθ-χλωροφόρμιο-ιςοαμυλικι αλκοόλθ 25:24:1, 

ακολουκεί καλι ομογενοποιιςθ ςε vortex και φυγοκζντριςθ ςτισ 12000rpm για 15min. Αμζςωσ 

μετά μεταφζρεται θ υπερκείμενθ (υδατικι) φάςθ ςε νζουσ ςωλθνίςκουσ μετρϊντασ τον όγκο που 

μεταφζρκθκε και επαναλαμβάνεται θ διαδικαςία από τθν προςκικθ φαινόλθσ-χλωροφορμίου-

ιςοαμυλικισ αλκοόλθσ. Στο επόμενο ςτάδιο προςτίκεται 10μl NaOAc 3M pH=5.2 και 0.54x όγκου 

ιςοπροπανόλθ και αναδεφεται ελαφρά μζχρι να φανεί το νιμα του DNA.  

Μετά από 12-24 ϊρεσ παραμονι ςτουσ 4οC για τθν κατακριμνιςθ του DNA οι ςωλθνίςκοι 

φυγοκεντροφνται ςτισ 12000rpm για 10min και αφαιρείται το υπερκείμενο υγρό. Ζπειτα 

προςτίκενται 500μl  παγωμζνθσ 70% αικανόλθσ, φυγοκζντριςθ ςτισ 12000rpm για 3min και 

αφαιρείται το υπερκείμενο υγρό. Θ πλφςθ με αικανόλθ επαναλαμβάνεται ακόμθ μια φορά  και 

ακολουκεί μια τελικι φυγοκζντριςθ ςτισ 12000rpm για μερικά sec. Ζπειτα οι ςωλθνίςκοι 

τοποκετοφνται ανοικτοί ςε κάλαμο 37οC για 10min περίπου ϊςτε να εξατμιςτεί όλθ θ αικανόλθ. 

Τζλοσ προςτίκενται 50μl ΤΕ (10mM Tris-HCl, 0.1M EDTA + RNAςθ 100ng/ml). Ακολουκεί ελαφρά 

ανακίνθςθ μζχρι να γίνει πλιρθσ αναδιάλυςθ του DNA και παραμονι για λίγθ ϊρα (10-30min) ςτον 

πάγκο για να δράςει θ RNAςθ (Lee & Taylor, 1990). 

2.1.4.2 Εξαγωγή DNA με μικροκύματα 

Θ εξαγωγι του DNA με μικροκφματα είναι μια εναλλακτικι και πολφ πιο ςφντομθ μζκοδοσ ςε 

ςχζςθ με τθν μζκοδο των Lee & Taylor. Θ διαδικαςία ζχει ωσ εξισ: 

Σε ςωλθνίςκουσ eppendorf 1.5ml προςτίκενται 5-10mg μυκθλίου και 50μl TE που ζχει 

αποςτειρωκεί μζςω φίλτρου. Τα δείγματα ομογενοποιοφνται όςο το δυνατόν με το tip τθσ πιπζτασ 

και ακολουκεί ανακίνθςθ ςε vortex και φυγοκζντριςθ για λίγα sec. Ζπειτα οι ςωλθνίςκοι 

τοποκετοφνται κλειςτοί ςτο φοφρνο μικροκυμάτων για 40sec ςτθν μζγιςτθ ζνταςθ. Μετά 

τοποκετοφνται για 5min ςτουσ 28οC και φυγοκεντροφνται για 10min ςτισ 13000rpm. Το 

υπερκείμενο μεταφζρεται ςε νζουσ ςωλθνίςκουσ και προςτίκενται Rnase (5mg/ml). Τζλοσ 

τοποκετοφνται για 10min ςε 68οC και είναι ζτοιμοι για άμεςθ χριςθ ςε PCR ι αποκικευςθ ςε 

κατάψυξθ -20οC (Tendulkar et al., 2003). 
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2.1.5 Μϋτρηςη νουκλεώκών οξϋων –DNA 

Θ μζτρθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του DNA (ςε ng/μl) πραγματοποιικθκε ςε Nanodrop nd-1000 

spectrophotometer τθσ εταιρίασ Thermo Scientific. Το κυριότερο προτζρθμα τθσ μεκόδου αυτισ 

είναι ότι δεν χρειάηεται κακόλου αραίωςθ του δείγματοσ και δίνει ακριβείσ μετριςεισ. 

 

2.1.6 Παραγωγό εναιωρόματοσ μυκηλύου για τεχνητϋσ μολύνςεισ φύλλων και 

δοκιμών ευαιςθηςύασ ςε μυκητοκτόνα 

Για καλφτερθ αποτελεςματικότθτα των τεχνθτϊν μολφνςεων φφλλων και δοκιμϊν ευαιςκθςίασ 

ςε μυκθτοκτόνα αντί για δίςκο μυκθλίου επιχειρικθκε θ παραςκευι εναιωριματοσ μυκθλίου. Από 

τρυβλίο PDA με αποικία καμαροςπορίου γίνεται απόξεςθ επιφανειακοφ μυκθλίου, ζπειτα 

τοποκζτθςθ ςε eppendorf ςωλθνίςκο όγκου 1.5ml, προςκικθ 600μl 20% γλυκερόλθ και 100μl 

αποςτειρωμζνθσ άμμου κοκκομετρίασ 100-300μm. Ακολοφκωσ γινόταν τρίψιμο του μυκθλίου με 

πλαςτικό γουδοχζρι (pestle) μζγιςτου πλάτουσ 3mm. Τζλοσ, ακολοφκθςε μετάγγιςθ του 

εναιωριματοσ μυκθλίου ςε άλλο ςωλθνίςκο eppendorf προςζχοντασ να μθν μεταφερκεί θ άμμοσ. 

Λόγω του μεγζκουσ τθσ άμμου το μυκιλιο ναι μεν κοβόταν ςε τμιματα πολφ μικροφ μικουσ αλλά 

δεν καταςτρεφόταν λόγω του μικροφ πλάτουσ του (<5μm). Ρραγματοποιικθκε μικροςκοπικόσ 

ζλεγχοσ του τριμμζνου μυκθλίου και βρζκθκε ότι τα τμιματα ιταν μικουσ 10-50μm. Σε ζλεγχο που 

ζγινε ςε υλικό Littman Oxgall Agar αναπτφχκθκαν πάνω από 50 αποικίεσ από κάκε ςταγόνα 

εναιωριματοσ. Θ διατιρθςθ του υλικοφ ζγινε ςε κερμοκραςία 4oC και ακόμα και μετά τθν πάροδο 

μθνϊν δεν μειϊκθκε θ ικανότθτα ανάπτυξθσ των τμθμάτων μυκθλίου. Θ μεταφορά ςταγόνασ 

εναιωριματοσ μυκθλίου ςε τρυβλίο ι για τεχνθτι μόλυνςθ γίνεται με γυάλινο ςτυλεό με 

ςφαιροειδι άκρθ πλάτουσ 2mm. Με αυτό τον τρόπο είναι δυνατι θ τοποκζτθςθ μικροςκοπικισ 

ςταγόνασ εναιωριματοσ μυκθλίου ςε ςχζςθ με τθν αποκοπι και μεταφορά δίςκου μυκθλίου. Σε 

δοκιμζσ που πραγματοποιικθκαν το μζγεκοσ του αναπτυςςόμενου μυκθλίου ιταν ακριβϊσ το ίδιο 

κάκε φορά. 

2.2 Μοριακόσ χαρακτηριςμόσ 

2.2.1 Αλυςιδωτό αντύδραςη τησ πολυμερϊςησ (PCR) 

Θ αλυςιδωτι αντίδραςθ τθσ πολυμεράςθσ (polymerase chain reaction) είναι μια τεχνικι που 

χρθςιμοποιείται για να ςυνκζςει και να ενιςχφςει ζνα τμιμα DNA (DNA ςτόχοσ) με ςτόχο να 

παράγει αρκετι ποςότθτα DNA που να είναι επαρκϊσ ανιχνεφςιμθ. Θ μζκοδοσ πολλαπλαςιάηει 

εκκετικά το επικυμθτό κομμάτι του DNA, in vitro, χωρίσ να απαιτείται ηωντανόσ οργανιςμόσ (όπωσ 

το E. coli), αλλά με πολυμεράςθ. Για να χρθςιμοποιθκεί θ PCR, πρζπει να είναι γνωςτι θ ακριβισ 

αλλθλουχία που βρίςκεται εκατζρωκεν του τμιματοσ DNA που κα ενιςχυκεί (μπορεί να είναι ζνα 

γονίδιο ι απλά μια αλλθλουχία). Θ μζκοδοσ εφευρζκθκε από τον Kary Mullis το 1983. 
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Ο DNA ςτόχοσ αποτελεί το πρότυπο (“εκμαγείο”, template) DNA ςτθν αλυςιδωτι αντίδραςθ 

πολυμεράςθσ και ωσ αφετθρίεσ χρθςιμοποιοφνται 2 ςυνκετικά ολιγονουκλεοτίδια – ςυνικωσ 15-30 

ηεφγθ βάςεων (base pairs), οι λεγόμενοι εκκινθτζσ (primers), που ζχουν δομι ςυμπλθρωματικι 

προσ τισ αλλθλουχίεσ των άκρων του DNA ςτόχου, το κακζνα αντίςτοιχα προσ τθν μονόκλωνθ 

αλυςίδα του ςτόχου και με αντίκετθ κατεφκυνςθ. 

Το πρϊτο βιμα τθσ PCR είναι θ μετουςίωςθ (denaturation) του DNA ςτόχου κατά τθν οποία οι 

δεςμοί υδρογόνου DNA-DNA διαςπϊνται και ζτςι από δίκλωνο (double - stranded) DNA 

μετατρζπεται ςε μονόκλωνο (single – stranded) που είναι επιδεκτικό ςτουσ εκκινθτζσ. Στθ ςυνζχεια 

(δεφτερο βιμα), τα δφο ςυνκετικά ολιγονουκλεοτίδια, τα οποία καλοφνται εκκινθτικά μόρια, 

(primers) «υβριδίηονται»  (annealing), με ςχθματιςμό δεςμϊν υδρογόνου, ςτισ δφο πλευρζσ του 

DNA ςτόχου, ςτουσ αντίςτοιχουσ κλϊνουσ DNA. Στο τρίτο βιμα, με τθν δράςθ του ενηφμου Taq DNA 

πολυμεράςθ προςτίκενται ςυμπλθρωματικζσ βάςεισ δεοξυριβονουκλεοτιδίων (πολυμεριςμόσ) ςτο 

Εικόνα 18 Τα τρία ςτάδια τθσ αντίδραςθσ PCR 
(Vierstraete, 1999) 
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3’ άκρο κάκε εκκινθτικοφ μορίου (primer) και θ αλυςίδα επεκτείνεται (extension) (Εικόνα 18). Και 

για τουσ δφο εκκινθτζσ θ επιμικυνςθ γίνεται με κατεφκυνςθ 5’3’ απλϊσ ο ζνασ από τουσ δυο 

εκκινθτζσ ενϊνεται ςτο ςυμπλθρωματικό νιμα του DNA.  Ζτςι ςχθματίηονται δφο καινοφριεσ 

αλυςίδεσ ι κλϊνοι DNA, ςυμπλθρωματικζσ προσ αυτζσ των δφο κλϊνων του προτφπου DNA, με 

αποτζλεςμα το διπλαςιαςμό του DNΑ ςτόχου. Θ ςειρά των τριϊν βθμάτων: μετουςίωςθσ 

(denaturation), υβριδιςμοφ (annealing) και επζκταςθσ των εκκινθτϊν με τθν ςφνκεςθ καινοφριου 

κλϊνου (extension), αποτελοφν ζνα κφκλο τθσ αντίδραςθσ PCR (Εικόνα 18) (Μαρκουλάτοσ & Β, 

1996).  

Πλθ θ αντίδραςθ PCR ολοκλθρϊνεται ςτο ίδιο μίγμα αντιδραςτθρίων, για το οποίο απαιτοφνται: 

• DNA ςτόχοσ (template) 

• Εκκινθτζσ (primers) (οι οποίοι είναι ςυμπλθρωματικοί ςτα άκρα 3’ και 5’ του DNA που είναι 

να πολλαπλαςιαςτεί) 

• Τριφωςφορικά δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPs) (τα οποία κα αποτελζςουν δομικά 

ςυςτατικά των νζων αλυςίδων DNA). Τα dNTPs αποτελοφνται από τα dAΤ΢, dCTP, dGTP και dTTP, 

κακζνα από τα οποία είναι ςε ίςθ ςυγκζντρωςθ. 

• Ζνηυμο Taq ι άλλθ κερμοάντοχθ πολυμεράςθ 

• Ιόντα Mg2+ απαραίτθτα για τθν ενηυμικι δράςθ 

• Κατάλλθλο ρυκμιςτικό διάλυμα (buffer) pH 8.2 για τθν δράςθ του ενηφμου (ςε αρκετζσ 

περιπτϊςεισ ςυμπεριλαμβάνει τα ιόντα Mg2+ 

(Μαρκουλάτοσ & Β, 1996) 

Στο τζλοσ του πρϊτου κφκλου τθσ αντίδραςθσ οι κλϊνοι του DNA ςτόχου είναι πλζον 4 και 

αποτελοφν τα πρότυπα για τθ ςφνκεςθ νζων κλϊνων DNA ςτο 2ο κφκλο (Εικόνα 19). Ζτςι ςτο τζλοσ 

του 2ου κφκλου οι κλϊνοι κα είναι 8 και επομζνωσ αυξάνοντασ τον αρικμό των κφκλων, αυξάνει 

εκκετικά και ο αρικμόσ των ανατφπων του ςτόχου DNA, διότι οι κλϊνοι που ςχθματίηονται 

χρθςιμοποιοφνται ωσ πρότυπο ςτον επόμενο κφκλο. Με αυτό τον τρόπο επιτυγχάνεται ενίςχυςθ 

του DNA ςτόχου 2n, όπου n ο αρικμόσ των κφκλων (Μαρκουλάτοσ & Β, 1996). 

Κάκε κφκλοσ PCR περιλαμβάνει τρεισ διαφορετικζσ κερμοκραςίεσ για τα τρία βιματα, 

μετουςίωςθσ, υβριδιςμοφ και επζκταςθσ. Θ μετουςίωςθ του DNA επιτυγχάνεται ςυνικωσ ςε 

κερμοκραςία 92-96oC για 30 sec (ο χρόνοσ που μζνουν τα δείγματα ςε αυτι τθν κερμοκραςία είναι 

περίπου 1 min), ο υβριδιςμόσ ανάλογα με τθν αναλογία των βάςεων A/T, G/C ςε κερμοκραςία 50-

65 oC  επί 1-2 min και τζλοσ θ επζκταςθ των εκκινθτικϊν μορίων (primers) ςε κερμοκραςία 70-78 oC 

επί 1-2 min. Οι εναλλαγζσ τθσ κερμοκραςίασ ανάμεςα ςε κάκε κφκλο επιτυγχάνονται με 

αυτοματοποιθμζνεσ ςυςκευζσ, τουσ κερμοκυκλοποιθτζσ (thermal cyclers), οι οποίοι ζχουν τθν 

ικανότθτα να ρυκμίηουν τθν κερμοκραςία μεταξφ των τριϊν προαναφερκζντων κερμοκραςιϊν με 
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ρυκμό μζχρι και 40oC/min. Οι ςυςκευζσ αυτζσ βαςίηονται ςτο φαινόμενο Peltier, βάςθ του οποίου 

διαφορά δυναμικοφ (τάςθσ) ςε Volt μεταξφ ςυγκεκριμζνων υλικϊν προκαλεί κζρμανςθ του ενόσ 

υλικοφ και ψφξθ του άλλου (Μαρκουλάτοσ & Β, 1996). 

Θ επιλογι των εκκινθτϊν (primers) είναι μεγάλθσ ςθμαςίασ. Οι εκκινθτζσ κα επιλεχκοφν πάνω 

ςε μθ μεταβλθτζσ περιοχζσ του DNA ςτόχου, το οποίο κα μεγεκυνκεί μεταξφ των 2 εκκινθτϊν. Το 

προϊόν τθσ αντίδραςθσ PCR κα είναι το μεγεκυμζνο τμιμα DNA, το οποίο κα κακορίηεται από τα 

δφο εκκινθτικά μόρια, τα οποία κα αποτελοφν τα άκρα του. Τα εκκινθτικά μόρια κα πρζπει να 

ζχουν παραπλιςιο αρικμό βάςεων G/C, να μθν παρουςιάηουν ςυμπλθρωματικότθτα ςτο 3’ ι 5’ 

άκρο τουσ ϊςτε να αποφεφγεται ο ςχθματιςμόσ διμερϊν και θ απόςταςι τουσ να είναι μεγαλφτερθ 

των 100 βάςεων ϊςτε να επιτρζπεται ο ςχθματιςμόσ του νζου κλϊνου DNA. 

Θ αλυςιδωτι αντίδραςθ τθσ πολυμεράςθσ ςυνικωσ πραγματοποιείται επί 25-40 κφκλουσ οπότε 

το τμιμα του DNA ςτόχου ενιςχφεται 2n (225≈33 εκατομμφρια, 240≈1 τετράκισ εκατομμφριο φορζσ). 

Ωςτόςο επειδι θ πολυμεράςθ αναλόγωσ του είδουσ ζχει διαφορετικι ακρίβεια, ο τελικόσ αρικμόσ 

των ςωςτϊν αντιγράφων είναι κατά ζνα ποςό μικρότεροσ (Eckert & A.Kunkel, 1990). 

Για τθν επιτυχι ενίςχυςθ ο αρικμόσ των κφκλων εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ του DNA 

ςτόχου και τθν απόδοςθ τθσ PCR ςε κάκε κφκλο ενίςχυςθσ. Υπερβολικόσ αρικμόσ κφκλων οδθγεί ςε 

αφξθςθ μθ εξειδικευμζνων προϊόντων τθσ αλυςίδασ DNA, ενϊ μικρότεροσ από τον απαιτοφμενο 

ςτθν μθ ανίχνευςθ του DNA ςτόχου. Το κφριο προϊόν τθσ αλυςιδωτισ αντίδραςθσ τθσ πολυμεράςθσ 

είναι δίκλωνο DNA το οποίο περιβάλλεται από τουσ εκκινθτζσ, των οποίων τα 5’ άκρα είναι τα άκρα 

του προϊόντοσ τθσ PCR. Το μζγεκοσ του ςε ηεφγθ βάςεων (base pairs) είναι ίςο με το άκροιςμα των 

βάςεων των εκκινθτικϊν μορίων και τθσ παρεμβαλλόμενθσ αλλθλουχίασ του DNA ςτόχου 

(Μαρκουλάτοσ & Β, 1996). 
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Εικόνα 19 Θ εκκετικι ενίςχυςθ του DNA ςτόχου ςτθν PCR 
(Mallery, 2008) 
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Θ εξειδίκευςθ τθσ PCR 

εξαρτάται από τθν ειδικι 

ςφνδεςθ των εκκινθτικϊν 

μορίων ςτο DNA ςτόχο θ 

οποία εξαρτάται κυρίωσ από 

τθν κερμοκραςία υβριδιςμοφ 

(Ta). Πςο πιο κοντά είναι θ 

κερμοκραςία υβριδιςμοφ 

προσ τθν κερμοκραςία τιξεωσ 

(Tm) των εκκινθτϊν τόςο πιο 

πολφ αυξάνει θ εξειδίκευςθ. Θ 

Tm υπολογίηεται από τον τφπο 

των Thein και Wallace: *Τm=(4 

× αρικμόσ βάςεων G + C) + (2 

× αρικμόσ βάςεων A + T)+.  

Θ εξειδίκευςθ εξαρτάται επίςθσ από τθ ςυγκζντρωςθ ιόντων Mg2+, τον αρικμό των κφκλων, τθν 

ςυγκζντρωςθ του ενηφμου Taq πολυμεράςθ κακϊσ και από τθ ςυγκζντρωςθ των εκκινθτικϊν 

μορίων και του DNA ςτόχου. Το προϊόν τθσ PCR ςυνικωσ προςδιορίηεται με θλεκτροφόρθςθ ςε 

πθκτι αγαρόηθσ,. Με τθν εφαρμογι ςυνεχοφσ τάςθσ (20-120 Volt) τα διάφορα τμιματα του DNA 

ανάλογα με τον λόγο μάηα/φορτίο προχωράν λιγότερο ι περιςςότερο ςτθν πθκτι αγαρόηθσ. Αυτά 

με το λιγότερο πλικοσ ηεφγουσ βάςεων προχωράν περιςςότερο ςτον ίδιο χρόνο, ενϊ αυτά 

αποτελοφνται από περιςςότερα ηεφγθ βάςεων προχωράν λιγότερο. Ζπειτα ακολουκεί εμβάπτιςθ ςε 

βρωμιοφχο αικίδιο (EtBr) ςυγκζντρωςθσ 1μg/mL. Το βρωμιοφχο αικίδιο παρεμβάλλεται μεταξφ των 

βάςεων των νουκλεοτιδίων, και φκορίηει παρουςία υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ αποκαλφπτοντασ το 

προϊόν τθσ PCR (Μαρκουλάτοσ & Β, 1996). 

Στθν ςυγκεκριμζνθ μελζτθ πραγματοποιικθκε ανάλυςθ 10 απομονϊςεων του μφκθτα 

Botryosphaeria spp βάςθ των τμθμάτων πυρθνικοφ rDNA ITS1, 5.8S και ITS2. Επιλζχκθκαν 10 

αντιπροςωπευτικζσ απομονϊςεισ από 5 ξενιςτζσ: 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 20 Φωτογραφία Φκορίηουςασ πθκτι αγαρόηθσ με χρωςτικι βρωμιοφχο 
αικίδιο ςε τράπεηα υπεριϊδουσ ακτινοβολίασ – ενιςχυμζνα ITS τμιματα 
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Πίνακασ 2-5 

Απομόνωςθ Ξενιςτισ Περιοχι 

1 Σοφόρα Αττικι 

26 Φιςτικιά Αττικι 

29 Φιςτικιά Φκιϊτιδα, Μϊλοσ 

32 Φιςτικιά Φκιϊτιδα, Μάκρθ 

33 Φιςτικιά Φκιϊτιδα, Μάκρθ 

35 Ελιά Αττικι 

36_3 Φιςτικιά Φκιϊτιδα, Μάκρθ 

41 Δαμαςκθνιά Αττικι 

50 Αμπζλι Βοιωτία, Αλίαρτοσ 

52 Αμπζλι Βοιωτία, Αλίαρτοσ 

 

Οι εκκινθτζσ που χρθςιμοποιικθκαν είναι οι ITS4 και ITS5. 

Πίνακασ 2-6 

Εκκινθτισ Ακολουκία  Κατεφκυνςθ 

ITS4 5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’ Reverse primer (3’5’) 

ITS5 5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’ Forward primer (5’3’) 

 

Θ ςυςκευι PCR που χρθςιμοποιικθκε ιταν θ “MiniCycler PTC-150” (MJ Research Inc. Waltham, 

MA 02451 U.S.A.)  

Οι ςυνκικεσ και τα αντιδραςτιρια τθσ ITS-PCR ζχουν ωσ εξισ: 

 

Πίνακασ 2-7 

 

Συςτατικό όγκοσ Τελικι 

ςυγκζντρωςθ 

 Συνκικεσ ITS-PCR ΘοC χρόνοσ 

Buffer 10x w/ 15mM 

MgCl2 

5μl 1x buffer, 

1.5mM MgCl2 

 ① αποδιάταξθ  94oC 1 min 

dNTPs 10mM 1μl 200μM  ② υβριδοποίθςθ  55oC 1 min 

Forward primer 25μM 1μl 500μM  ③ επζκταςθ 72οC 2 min 

Reverse primer 25μM 1μl 500μM  Αρικμόσ κφκλων  35 

Taq 1:10 polymerase 1μl -  Θερμοκραςία 

αναμονισ 

8oC  

DNA sample 50ng/μl 2μl 2ng/μl  

ddH2O 39μl -  

Total 50μl -  
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2.2.2 Καθαριςμόσ τησ πολλαπλαςιαςμϋνησ αλληλουχύασ 

Ο κακαριςμόσ των προϊόντων τθσ PCR είναι απαραίτθτοσ για τθν περίπτωςθ που ακολουκεί 

αλλθλοφχθςθ τμιματοσ του πολλαπλαςιαςκζντοσ DNA αλλά και για να απενεργοποιθκεί θ 

πολυμεράςθ. Αυτό οφείλεται ςτο ότι οι αναλυτζσ αλλθλουχίασ είναι πολφ ευαίςκθτοι ςε προςμίξεισ 

που μειϊνουν τθν κακαρότθτα του DNA. Στα προϊόντα τθσ PCR τζτοιεσ προςμίξεισ αφοροφν ςε 

κατάλοιπα ουςιϊν που χρθςιμοποιικθκαν είτε ςτθ PCR είτε ςτθν απομόνωςθ του DNA π.χ. άλατα, 

ζνηυμα, απορρυπαντικά και ολιγονουκλεοτίδια. 

Θ μζκοδοσ ζχει ωσ εξισ: 

Αρχικά γίνεται απογζμιςθ με ddH2O (διπλά αποςταγμζνο και αποςτειρωμζνο νερό) των 

eppendorf ςωλθνίςκων μζχρι 100μl όγκο. Ακολουκεί μεταφορά ςε ςωλθνίςκο 1.5ml και προςκικθ 

ίςου όγκου φαινόλθ-χλωροφόρμιο-ιςοαμυλικι αλκοόλθ 25:24:1. Ζπειτα, ανάμιξθ ςε vortex για 2 

min και φυγοκζντριςθ για 3 min ςτισ 12000rpm. Μεταφζρεται θ υπερκείμενθ φάςθ ςε νζο 

ςωλθνίςκο, ςθμειϊνεται ο όγκοσ και προςτίκεται 0.1 όγκοι NaOAc 3M pH 5.2. Για τθν κατακριμνιςθ 

του DNA προςτίκεται 2.5 όγκοι απόλυτθ αικανόλθ και αναμιγνφεται ζντονα. Μετά από ½h ςτθν 

κατάψυξθ -20οC ακολουκεί φυγοκζντριςθ για 10min ςτισ 10000rpm και άμεςθ αφαίρεςθ του 

υπερκείμενου υγροφ χωρίσ να διαλυκεί το ίηθμα. Στθν επόμενθ φάςθ προςτίκεται 500μl παγωμζνθ 

αικανόλθ, φυγοκζντριςθ για 5min ςτισ 12000rpm και ξανά αφαίρεςθ του υπερκείμενου υγροφ. Οι 

ςωλθνίςκοι τοποκετοφνται ανοικτοί ςε κάλαμο κερμοκραςίασ 37οC για 20min, ζπειτα το ίηθμα 

αναδιαλφεται ςε 30μl ddH2O και αποκθκεφεται ςτθν κατάψυξθ. 

Ρριν το δείγμα ςταλκεί για αλλθλοφχθςθ είναι ςθμαντικό να γίνει μια θλεκτροφόρθςθ (2μl 

δείγματοσ) ϊςτε να επαλθκευκεί θ ςωςτι εξαγωγι του DNA. 
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2.2.3 Αλληλούχηςη του ενιςχυμϋνου τμόματοσ DNA – sequencing 

Θ αλλθλοφχθςθ του DNA πραγματοποιικθκε με τθν μζκοδο “dye terminator sequencing” που 

είναι παραλλαγι τθσ μεκόδου “chain termination” που είχε αναπτυχκεί από τον Sanger και τουσ 

ςυνεργάτεσ του το 1977 (Sanger et al., 1977).  Με τθν μζκοδο αυτι ςτθν ουςία ζνα τμιμα DNA 

ενιςχφεται πολλζσ φορζσ. Στθν απλι PCR όταν ζνα τμιμα DNA ενιςχφεται τμιματα δεοξυ-

νουκλεοτιδίων (dNTPs) προςτίκενται ςτθν αλυςίδα. Θ μζκοδοσ του Sanger ωςτόςο χρθςιμοποιεί 

εκτόσ από τα dNTPs και ειδικζσ βάςεισ που λζγονται διδεοξυ-νουκλεοτίδια (ddNTPs). Θ αναλογία 

των ddNTPs είναι 5% των dNTPs. Τα ddNTPs είναι ςχεδόν πανομοιότυπα με τα dNTPs ωςτόςο ζχουν 

δυο ςθμαντικζσ διαφορζσ: 1ον, είναι ςθμαςμζνα με διαφορετικι φκορίηουςα χρωςτικι για κάκε 

ddNTP (4 ςυνολικά) και 2ον, τουσ λείπει το άτομο οξυγόνου ςτο 3’ άκρο τθσ δεοξυριβόηθσ , 

εμποδίηοντασ τθν περαιτζρω επζκταςθ του DNA. Ζτςι, μόλισ ζνα ddNTP ςυνδεκεί ςτθν αλυςίδα του 

DNA θ ςυγκεκριμζνθ αλυςίδα δεν επεκτείνεται άλλο. Συνολικά το μείγμα τθσ αντίδραςθσ περιζχει 

το πρότυπο DNA, dNTPs, ddNTPs, DNA πολυμεράςθ και ζναν από τουσ εκκινθτζσ που 

χρθςιμοποιικθκαν για τθν αρχικι PCR. 

Εικόνα 21 Απεικόνιςθ τθσ μεκόδου Sanger: 

Μονόκλωνο DNA πολλαπλαςιάηεται 

παρουςία φκορίηοντα ςθμαςμζνων ddNTPs 

που χρθςιμεφουν ςτον τερματιςμό τθσ 

επιμικυνςθσ του DNA κακϊσ και ςτθν 

ςιμανςθ των μορίων που προκφπτουν. Τα 

τμιματα του DNA διαχωρίηονται μζςω 

θλεκτροφόρθςθσ πολυακριλαμιδίου και 

διαβάηονται μζςω ακτίνων λζιηερ από 

υπολογιςτζσ. 

(Kae, 2003) 
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Θ αντίδραςθ ξεκινάει με κζρμανςθ μζχρι οι αλυςίδεσ του DNA να ξεχωρίςουν, ζπειτα ο 

εκκινθτισ ςυγκολλείται ςτθν ςυμπλθρωματικι κζςθ και αρχίηει θ επιμικυνςθ. Θ επιμικυνςθ -

αντιγραφι κάκε αντιγράφου DNA ςυνεχίηεται μζχρι να ενωκεί ζνα ddNTP.  Μετά από πολλοφσ 

κφκλουσ ενίςχυςθσ κα υπάρχουν όλων των 

δυνατϊν μθκϊν τμιματα DNA και κα ζχουν 

ςτο τζλοσ τουσ το φκορίηον ddNTP. 

Ζπειτα το ενιςχυμζνο DNA 

διαχωρίηεται βάςθ μεγζκουσ με 

θλεκτροφόρθςθ ςε τριχοειδι πθκτι. 

Κακϊσ το φκορίηον DNA – που είναι πλζον 

διαχωριςμζνο από το μικρότερο τμιμα ζωσ 

το μεγαλφτερο – φτάνει το τζλοσ τθσ 

πθκτισ ζνα laser «διαβάηει»  τον φκοριςμό 

κάκε τμιματοσ. Ζτςι, κακϊσ τα ddATPs, 

ddCTPs, ddGTPs και ddTTPs φκορίηουν ςε 

διαφορετικό μικοσ κφματοσ θ αλλθλουχία 

γράφεται ςε ειδικό αρχείο μζςω 

προγράμματοσ του ςυνδεδεμζνου 

υπολογιςτι. 

Οι κυριότερεσ διαφορζσ ςε ςχζςθ με 

τθν παλαιότερθ μζκοδο (chain termination) 

είναι οι εξισ:  

 απαιτοφςε 4 διαφορετικζσ 

αντιδράςεισ όπου ςε κάκε μια υπιρχε 

διαφορετικό ddNTP (ddATP, ddCTP, ddGTP 

και ddTTP) που ιταν φκορίηοντα ι 

ραδιοςθμαςμζνα.  

 Μετά τθν θλεκτροφόρθςθ, οι 

μπάντεσ διαβαηόταν μθχανικά και ζτςι 

λαμβανόταν θ άγνωςτθ αλλθλουχία. 

Θ ανάλυςθ των δειγμάτων τθσ παροφςασ εργαςίασ πραγματοποιικθκε από τθν εταιρία 

Macrogen (Κορζα) με το μοντζλο ABI 3730xl DNA Analyzer. Τα αποτελζςματα τθσ αλλθλοφχθςθσ 

απεςτάλθςαν μἐςω θλεκτρονικοφ ταχυδρομείου. 

Εικόνα 22 Το ςφςτθμα ςάρωςθσ και ανίχνευςθσ του μθχανιματοσ 
αλλθλοφχθςθσ τφπου ABI 3730xl DNA sequencher Κακϊσ 
προχωρεί θ θλεκτροφόρθςθ τα φκορίηοντα ddNTPs διαβάηονται 
ανά ζνα από το μικρότερο ζωσ το μεγαλφτερο (Kae, 2003) 
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2.2.4 Επεξεργαςύα αλληλουχιών 

2.2.4.1 ΢τατιςτική ςύγκριςη αλληλουχιών –BLAST 

Θ ςφγκριςθ και θ αναηιτθςθ ομοιότθτασ τθσ αλλθλουχίασ που ζχει προςδιοριςτεί είναι 

μείηονοσ ςθμαςίασ. Για παράδειγμα αν κάποιοι ερευνθτζσ που ζχουν ανακαλφψει μια δυνθτικά 

ενδιαφζρουςα αλλθλουχία ενδιαφζρονται να μάκουν αν θ ςυγκεκριμζνθ αλλθλουχία ζχει ιδθ 

ταυτοποιθκεί από άλλουσ ερευνθτζσ. Αν αυτό δεν ζχει ςυμβεί τότε το επόμενο βιμα είναι να 

μάκουν αν θ ςυγκεκριμζνθ αλλθλουχία μοιάηει με γνωςτζσ αλλθλουχίεσ άλλων οργανιςμϊν, 

αποκτϊντασ ζτςι ςτοιχεία για το ρόλο τθσ αλλθλουχίασ αυτισ ςτον αρχικό οργανιςμό. 

Το διαδικτυακό πρόγραμμα BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) είναι ζνα από τα πιο 

δθμοφιλι εργαλεία ςτθν βιολογικι ζρευνα. Συγκρίνει μια άγνωςτθ αλλθλουχία με βάςθ δεδομζνων 

γνωςτϊν αλλθλουχιϊν με ςκοπό να βρει  ομοιότθτεσ (Altschul et al., 1990). Οι διαφορετικοί τφποι 

αλλθλουχιϊν που μπορεί κανείσ να ςυγκρίνει είναι: αλλθλουχίεσ νουκλειοτιδίων, αλλθλουχίεσ 

πρωτεϊνϊν, αλλθλουχίεσ κωδικοποιοφςασ περιοχισ με πρωτεϊνϊν, αλλθλουχίεσ πρωτεϊνϊν με 

κωδικοποιοφςεσ περιοχζσ, αλλθλουχίεσ κωδικοποιοφςασ περιοχισ με κωδικοποιοφςεσ περιοχζσ , 

εφρεςθ πολυμορφιςμϊν (SNPs) και άλλεσ. Επίςθσ χωρίηονται ςε υποκατθγορίεσ BLAST ανάλογα του 

τφπου τθσ αλλθλουχίασ: ανκρωπίνου γονιδιϊματοσ, γονιδιϊματοσ μυόσ, και υπολοίπων. 

Χρθςιμοποιϊντασ μια ευρετικι μζκοδο το πρόγραμμα BLAST βρίςκει ομόλογεσ αλλθλουχίεσ, 

όχι ςυγκρίνοντασ τισ εξ ολοκλιρου, αλλά ςυγκρίνοντασ μικρά τμιματα μεταξφ των αλλθλουχιϊν. Θ 

διαδικαςία τθσ εφρεςθσ των αρχικϊν υποκζςεων ονομάηεται «διαδικαςία ςποράσ» (seeding).  

Μετά αυτιν τθ πρϊτθ ςφγκριςθ το πρόγραμμα BLAST αρχίηει να κάνει τισ τοπικζσ ςυγκρίςεισ 

αλλθλουχιϊν. Θ επιλογι των τμθμάτων αλλθλουχιϊν βαςίηεται ςτον ζλεγχο τθσ πολυπλοκότθτασ 

των και τθν επιλογι των ςχετικϊσ πιο πολφπλοκων αλλθλουχιϊν. Αυτό γίνεται επειδι τα μθ 

πολφπλοκα τμιματα βρίςκονται ςε πολφ περιςςότερα αντίγραφα και αν επιλεχκοφν είναι δυνατόν 

να αλλοιϊςουν τα αποτελζςματα των ςυγκρίςεων (Mount, 2007). Επιλζγονται μικρά τμιματα 

αλλθλουχιϊν (3-4 γράμματα) και ςυγκρίνονται με όλο και περιςςότερα γράμματα λαμβάνοντασ 

υπόψθ το ςυνολικό βακμό επιτυχίασ ςτθν ςφγκριςθ. Θ ομολογία μεταξφ των αλλθλουχιϊν ςθμαίνει 

ότι οι αλλθλουχίεσ αυτζσ ςχετίηονται εξελικτικά. Ο τρόποσ λειτουργίασ του BLAST εξαςφαλίηει ότι 

δυο αλλθλουχίεσ είτε ζχουν πολφ μεγάλο βακμό ομολογίασ είτε δεν κατατάςςονται ωσ ομόλογεσ. 

Στθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ τθσ κάκε αλλθλουχίασ με τισ ιδθ 

κατατεκειμζνεσ ςτθ διαδικτυακι βάςθ δεδομζνων αλλθλουχιϊν GenBank του NCBI (Benson et al., 

2008). Οι ςυγκρίςεισ ζγιναν με το διαδικτυακό πρόγραμμα nucleotide BLAST για να διαπιςτωκεί ότι 

θ αλλθλουχία προζρχεται από το ςωςτό είδοσ ι από ςυγγενικό του και τθν αποφυγι χριςθσ 

αλλθλουχιϊν που προζρχονται από άλλο πακογόνο ι λανκαςμζνων αλλθλουχιϊν κατά τθν 

ανάλυςθ. 
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2.2.4.2 Ποιοτικόσ έλεγχοσ ηλεκτροφερογραφημάτων 

Ρριν να γίνει φυλογενετικι ανάλυςθ τα θλεκτροφερογραφιματα κα πρζπει να ελεγχκοφν ωσ 

προσ τθν ποιότθτά τουσ. Συχνά μετά τθν αλλθλοφχθςθ δεν είναι καλι ςτισ πρϊτεσ 20-40 βάςεισ, 

μετά ακολουκοφν 500-900 βάςεισ καλισ ποιότθτασ και μετά το ςιμα φκίνει απότομα. Αυτά τα 

φαινόμενα μπορεί να οφείλονται ςε διάφορουσ παράγοντεσ όπωσ κακισ ποιότθτασ DNA, επιλογι 

λάκοσ εκκινθτϊν, λάκθ ςτθν PCR. Θ πολυμεράςθ μπορεί να «ςκοντάψει» τοποκετϊντασ με 

επαναλαμβανόμενο τρόπο ίδια τμιματα του DNA, δθμιουργϊντασ ζτςι ζνα ψευδζσ μζροσ τθσ 

αλλθλουχίασ. Πταν οι εκκινθτζσ δεν είναι ςωςτά ςχεδιαςμζνοι είναι δυνατόν από ζνα ςθμείο και 

μετά να ςχθματίηουν διμερι και ζτςι να ζχουμε τελείωσ λάκοσ θλεκτροφερογράφθμα. Εκτόσ αυτοφ, 

είναι δυνατόν κατά τθν PCR ζχουμε υβριδοποίθςθ μθ ςχετικϊν ι μερικϊν ςχετικϊν αλλθλουχιϊν, 

καταλιγοντασ ςε χιμαιρικζσ αλλθλουχίεσ που περιζχουν τμιματα από δυο διαφορετικά DNA. Τα 

χρωματογραφιματα που πρόκειται να χρθςιμοποιθκοφν  ςτθν ανάλυςθ πρζπει να ζχουν το 

αναμενόμενο μικοσ βάςεων και μοναδικι, ευδιάκριτθ κορυφι για κάκε ςθμείο τθσ αλλθλουχίασ. 

Αυτοφ του τφπου ο ζλεγχοσ είναι κακαρά εμπειρικόσ και γίνεται με το μάτι. 

Σε αρκετά χρωματογραφιματα παρατθροφνται λάκθ ςε οριςμζνα ςθμεία, π.χ. τοποκετείται ο 

χαρακτθριςμόσ Ν (άγνωςτθ βάςθ) πάνω από μθ ευδιάκριτεσ κορυφζσ ι δεν τοποκετείται βάςθ 

πάνω από διακριτζσ κορυφζσ. Τα λάκθ αυτά, αν δεν διορκωκοφν, μειϊνουν τθν ακρίβεια του 

ςυνολικοφ φυλογενετικοφ ςυςτιματοσ των αλλθλουχιϊν. Για τθν διόρκωςθ αυτϊν των ςθμείων 

χρθςιμοποιικθκαν τα προγράμματα Sequencher 4.1.4 (Gene Codes) και FinchTV 1.4 (Geospiza). Με 

το πρόγραμμα Sequencher γίνεται πρόχειρθ ςτοίχιςθ κάκε αλλθλουχίασ βάςθ αντίςτοιχθσ 

αλλθλουχίασ που βρζκθκε με τθν τεχνικι BLAST. Σε οποιοδιποτε ςθμείο τθσ αλλθλουχίασ 

παρατθρθκεί λάκοσ διορκϊνεται με τθν χριςθ του προγράμματοσ FinchTV. Επίςθσ αφοφ γίνει 

αντιςτοίχιςθ των τμθμάτων των αλλθλουχιϊν που ανικουν ςτισ περιοχζσ 18S, ITS1, 5.8S, ITS2 και 

28S  αποκόπτονται τα ακατάλλθλα τμιματα των αλλθλουχιϊν, τα οποία είναι οι αρχικζσ και οι 

τελικζσ βάςεισ. 

 

Εικόνα 23 Θλεκτροφερογράφθμα μιασ 
ολοκλθρωμζνθσ αντίδραςθσ αλλθλοφχθςθσ. 
Κακϊσ τα τμιματα από τθν αντίδραςθ 
αλλθλοφχθςθσ αναλφονται μζςω τθσ 
θλεκτροφόρθςθσ, μια ακτίνα λζιηερ διαβάηει 
τον φκοριςμό του κάκε τμιματοσ (μπλζ, 
πράςινο, κίτρινο, κόκκινο) και ςυγκεντρϊνει 
τα δεδομζνα ςε μια εικόνα. Κάκε χρϊμα 
αντιπροςωπεφει ζνα διαφορετικό 
νουκλεοτίδιο και δείχνει τθν κζςθ του ςτθν 
αλλθλουχία. 
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2.2.5 Διαδικαςύα καταςκευόσ φυλογενετικών δϋντρων 

Τα βαςικότερα βιματα για τθν καταςκευι ενόσ φυλογενετικοφ δζντρου είναι τα εξισ: 

1. Θ πολλαπλι ςτοίχιςθ (alignment) των αλλθλουχιϊν 

2. Ζλεγχοσ για ομοπλαςία - κορεςμό 

3. Θ επιλογι κατάλλθλου μοντζλου εξζλιξθσ 

4. Ο κακοριςμόσ τθσ ι των μεκόδων καταςκευισ δζντρου 

5. Θ αξιολόγθςθ τθσ αξιοπιςτίασ του δζντρου που καταςκευάςτθκε 

2.2.5.1 ΢τοίχιςη αλληλουχιών 

Το πρϊτο βιμα και ταυτόχρονα το πιο ςθμαντικό για τθν διαδικαςία τθσ φυλογενετικισ 

ανάλυςθσ είναι θ ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν. Οι αλλθλουχίεσ των υπό μελζτθ δειγμάτων δεν 

αναμζνεται να είναι πανομοιότυπεσ αλλά να παρουςιάηουν διαφορζσ ωσ προσ τισ βάςεισ 

οριςμζνων νουκλεοτιδικϊν κζςεων. Για τθν αποκάλυψθ αυτϊν των πολυμορφιςμϊν, οι 

αλλθλουχίεσ ςτοιχίηονται. Θ ςτοίχιςθ αποςκοπεί ςτον προςδιοριςμό των ομόλογων βάςεων των 

αλλθλουχιϊν, αφοφ βάςθ των διαφορϊν ς’ αυτζσ τισ κζςεισ υπολογίηονται οι εξελικτικζσ ςχζςεισ 

των υπό μελζτθ αλλθλουχιϊν. Συνεπϊσ, θ ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν είναι ηωτικισ ςθμαςίασ για 

τθν εφρεςθ ςωςτϊν φυλογενετικϊν ςχζςεων των υπό εξζταςθ ομάδων ι απομονϊςεων. Γενικά 

κεωρείται ότι μόνο θ ςωςτι ςτοίχιςθ μπορεί να παράγει φυλογενετικϊσ ορκά ςυμπεράςματα, ενϊ 

θ λάκοσ ςτοίχιςθ οδθγεί ςε λάκθ ςτο δζντρο ι και τελείωσ λανκαςμζνα δζντρα. Σε αρκετζσ 

περιπτϊςεισ τα φυλογενετικά ςυμπεράςματα που κα προκφψουν βαςίηονται περιςςότερο ςτθν 

μζκοδο τθσ ςτοίχιςθσ των αλλθλουχιϊν παρά ςτθν μζκοδο καταςκευισ των δζντρων (Ogden & 

Rosenberg, 2006). Αξίηει να ςθμειωκεί πωσ υπάρχουν μζκοδοι καταςκευισ φυλογενετικϊν δζντρων 

που δεν περιλαμβάνουν ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν με τθ κφρια διαφορά  βαςίηεται ςτον τρόπο των 

ανά ηεφγθ ςυγκρίςεων. Γενικά όμωσ αυτζσ οι μζκοδοι δεν ζχουν αποδειχκεί πιο αξιόπιςτεσ από 

αυτζσ που απαιτοφν ςτοίχιςθ αλλθλουχιϊν (Hohl & Ragan, 2007).  

Ρροζχουςασ ςθμαςίασ είναι οι αμφιςβθτοφμενεσ ι κακϊσ ςτοιχιςμζνεσ ακολουκίεσ να 

αφαιρεκοφν από τθν φυλογενετικι ανάλυςθ. Θ επιλογι του ι των τμθμάτων που κα αφαιρεκοφν 

είναι ςυχνά υποκειμενικι και επαφίεται ςτθν κρίςθ του εκάςτοτε ερευνθτι. Σε ακραίεσ 

περιπτϊςεισ κάποιοι ερευνθτζσ αφαιροφν όλεσ τισ ενκζςεισ και τα ελλείμματα (indels, από inserts & 

deletions) και χρθςιμοποιοφν μόνο κζςεισ που είναι κοινζσ ςε όλεσ τισ αλλθλουχίεσ τθσ βάςθσ 

δεδομζνων. Το μειονζκτθμα αυτισ τθσ τακτικισ είναι ότι πολφτιμα φυλογενετικά ςιματα χάνονται, 

Τα κενά αυτά (indels) είναι απαραίτθτα για τον διαχωριςμό μεταξφ των αλλθλουχιϊν και πρζπει να 

λαμβάνονται υπόψθ (Väli et al., 2008). 

Εάν μια αλλθλουχία ζχει δευτεροταγι δομι θ οποία είναι γνωςτι ι μπορεί να προβλεφκεί, 

τότε αυτι μπορεί  να χρθςιμοποιθκεί για να κακοδθγιςει τθν ςτοίχιςθ. Ζνα από τα λίγα 
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προγράμματα που μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ςτθν πρόβλεψθ τθσ δευτεροταγισ δομισ μιασ 

ακολουκίασ είναι το Praline (Simossis & Heringa, 2005). 

Στθν παροφςα μελζτθ για τθν ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν χρθςιμοποιικθκε το πρόγραμμα 

ClustalW 2.1 (Larkin et al., 2007), το πιο διαδεδομζνο μζλοσ τθσ οικογζνειασ μεκόδων ευρετικισ 

πολλαπλισ ςτοίχιςθσ Clustal, το οποίο διατίκεται ελεφκερα ςτο διαδίκτυο. Οι μζκοδοι Clustal 

χρθςιμοποιοφν προοδευτικοφσ αλγορίκμουσ (progressive algorithms) όπου οι δυο ςυνολικά πιο 

ομόλογεσ αλλθλουχίεσ ςτοιχίηονται πρϊτεσ και ακολουκεί μια ςειρά από νζεσ ςτοιχίςεισ, 

προςκζτοντασ ςε κάκε βιμα τθν αμζςωσ ςυγγενζςτερθ αλλθλουχία ςτισ ιδθ ςτοιχιςμζνεσ. Θ 

διαδικαςία ζχει ωσ εξισ: πρϊτα υπολογίηεται ο πίνακασ αποςτάςεων με ανά ηεφγθ ςυγκρίςεισ, 

ζπειτα αρχικό “neighbor- joining” φυλογενετικό δζντρο χωρίσ ρίηα το οποίο οδθγεί ςε αρχικό 

“neighbor- joining” φυλογενετικό δζντρο με ρίηα και «μερικά βάρθ» αλλθλουχιϊν και ςτο τζλοσ 

γίνεται θ προοδευτικι ςτοίχιςθ (Thompson et al., 1994). Το ClustalW ζχει αποδειχκεί κατάλλθλο 

εργαλείο για πολλοφσ τφπουσ αλλθλουχιϊν (ριβοςωμικϊν, αμινοξικϊν). 

Ρριν τθν ςτοίχιςθ οι αλλθλουχίεσ τοποκετικθκαν όλεσ ςε ζνα αρχείο με τθ χριςθ του 

προγράμματοσ Notepad και αποκθκεφτθκαν ωσ μορφι “fasta”.Στο πρόγραμμα ClustalW 

χρθςιμοποιικθκαν  παράμετροι για ανά ηεφγθ (pairwise) ςτοίχιςθ οι: μζγεκοσ κενοφ (gap 

opening)=15, επζκταςθ κενοφ(gap extension)=6.66 , πίνακασ βάρουσ DNA (DNA weight matrix): IUB 

και για πολλαπλι ςτοίχιςθ οι: μζγεκοσ κενοφ (gap opening)=15, επζκταςθ κενοφ (gap 

extension)=6.66, κακυςτζρθςθ αποκλινόντων αλλθλουχιϊν (Delay divergent sequences)=30%, 

μεταβατικό βάροσ DNA (DNA transition weight)=0.5, πίνακασ βάρουσ DNA (DNA weight matrix): IUB. 

Θ ςτοίχιςθ των αλλθλουχιϊν ελζγχκθκε ωσ προσ τθν επαναλθψιμότθτα με τθν ρφκμιςθ του 

πλικουσ των επαναλιψεων. Το αρχείο με τισ ςτοιχιςμζνεσ αλλθλουχίεσ (τφπου aln) ζτυχε 

επεξεργαςίασ με τα προγράμματα MEGA 5 (Tamura et al., 2011) και DAMBE 5.2 (Xia & Xie, 2001) 

ϊςτε να εκτιμθκοφν οι ςυνολικζσ νουκλεοτιδικζσ αποκλίςεισ , οι ανά ηεφγθ αποςτάςεισ μεταξφ των 

αλλθλουχιϊν και να γίνει ζλεγχοσ για ομοπλαςία. 

2.2.5.2 Έλεγχοσ ομοπλαςίασ – τεςτ κορεςμού 

Δεδομζνου ότι ο αρικμόσ των νουκλεοτιδικϊν κζςεων που μποροφν να μεταλλαχτοφν είναι 

πεπεραςμζνοσ, όςο μεγαλφτερθ είναι θ γενετικι απόςταςθ μεταξφ δφο ειδϊν (δθλαδι όςο πιο 

απομακρυςμζνα εξελικτικά είναι τα είδθ) τόςο μεγαλφτερθ θ πικανότθτα να ζχουμε αλλαγι ςε 

βάςθ που ιδθ ζχει υποςτεί αλλαγι. Κάκε μια από τισ πολλαπλζσ υποκαταςτάςεισ που ςυμβαίνει 

ςτο ίδιο νουκλεοτίδιο αποτελεί ςτο πλαίςιο τθσ Κλαδιςτικισ ξεχωριςτό ομοπλαςικό γεγονόσ. Πταν 

ςυμβεί αυτό αναφζρεται ωσ κατάςταςθ κορεςμοφ νουκλεοτιδικϊν υποκαταςτάςεων (substitution 

saturation) και ουςιαςτικά ςταματάει να ιςχφει θ γραμμικι ςχζςθ του χρόνου και τθσ απόςταςθσ 

δυο αλλθλουχιϊν, με αποτζλεςμα να αλλοιϊνεται θ ποιότθτα τθσ πλθροφορίασ που κρφβουν οι 
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αλλθλουχίεσ. Θ ζνταςθ του κορεςμοφ υποκαταςτάςεωσ ποικίλει ανάλογα του εξεταηόμενου 

γενετικοφ τόπου και του τφπου των αλλαγϊν νουκλεοτιδίων: ο βακμόσ κορεςμοφ των μεταπτϊςεων 

(transitions) είναι αρκετά μεγαλφτεροσ αυτοφ των μεταςτροφϊν (transversions). Αν το πλικοσ των 

μεταπτϊςεων ι/και των μεταςτροφϊν δεν αυξάνει γραμμικά με τον χρόνο τότε υπάρχει ιςχυρι 

ζνδειξθ για ομοπλαςία ςτα εξεταηόμενα είδθ (Page & Holmes, 1998).  Στθν παροφςα μελζτθ πριν 

τθν επιλογι μοντζλων για φυλογενετικά δζντρα πραγματοποιικθκε ζλεγχοσ για κορεςμό 

υποκαταςτάςεων ςφμφωνα με τθν δοκιμαςία των (Xia et al., 2003) μζςα από το πρόγραμμα DAMBE 

5.2 (Xia & Xie, 2001). Με το ίδιο πρόγραμμα καταςκευάςτθκαν γραφιματα κορεςμοφ (saturation 

plots), δθλαδι γραφιματα του ςυνόλου των γενετικϊν μεταπτϊςεων και μεταςτροφϊν ςυνάρτθςθ 

τθσ γενετικισ απόςταςθσ (p), όπου όςο περιςςότερο «κορεςμζνεσ» είναι οι αλλθλουχίεσ τόςο 

περιςςότερο τα διαγράμματα κα αποκλίνουν από τθν ευκεία γραμμικι μορφι. 

2.2.5.3 Επιλογή του καταλληλότερου μοντέλου εξέλιξησ 

Το αποτζλεςμα των διάφορων φυλογενετικϊν μεκόδων εξαρτάται άμεςα από το μοντζλο που 

χρθςιμοποιοφν ςτθν εκτίμθςθ των εξελικτικϊν αποςτάςεων, αφοφ αυτζσ οι μζκοδοι κάνουν 

παραδοχζσ όςον αφορά τισ νουκλεοτιδικζσ αποςτάςεισ των αλλθλουχιϊν. Για να υπάρχει 

αξιοπιςτία ςτα ςυμπεράςματα των φυλογενετικϊν αναλφςεων είναι απαραίτθτθ θ αξιοπιςτία του 

μοντζλου εξζλιξθσ (Goldman, 1993). Ο Penny (1982) ζχει αναφζρει πωσ το ποιο ςθμαντικό κριτιριο 

για μια επιςτθμονικι μζκοδο φυλογενετικισ ανάλυςθσ είναι τα δεδομζνα να είναι αςφμβατα με το 

μοντζλο, και ςχεδόν καμία φυλογενετικι μζκοδοσ δεν πλθρεί αυτό το κριτιριο.  Ζτςι, κα πρζπει να 

εξεταςτοφν όλεσ οι μζκοδοι που βαςίηονται ςε ςαφι μοντζλα εξζλιξθσ για να βρεκεί πιο απ’ όλα 

ταιριάηει καλφτερα ςτο ςυγκεκριμζνο ςφνολο δεδομζνων που χρθςιμοποιοφνται για τθν ανάλυςθ, 

ϊςτε να δικαιολογείται και θ χριςθ του (Posada & Crandall, 2001). 

2.2.5.3.1 Οι βαςικέσ παράμετροι των μοντέλων 

Μζχρι ςιμερα ζχουν προτακεί πλικοσ μοντζλων, τα οποία ποικίλουν ςε πολυπλοκότθτα 

ανάλογα με τον αρικμό των παραμζτρων (1-60+) που χρθςιμοποιοφν για να εξθγιςουν το ςφνολο 

των εξελικτικϊν αλλαγϊν. Υπάρχουν τρεισ τφποι μζτρων που χρθςιμοποιοφνται απ’ όλα τα μοντζλα: 

1) οι παράμετροι ςυχνότθτασ  βάςεων, 2) οι παράμετροι υποκατάςταςθσ βάςεων, και 3) οι 

παράμετροι ρυκμοφ ετερογζνειασ. 

1) Οι παράμετροι ςυχνότθτασ βάςεων (nucleotide/ base frequencies) περιγράφουν τισ 

ςυχνότθτεσ των βάςεων Α, T, C και G κατά μζςο όρο ςτο ςφνολο των νουκλεοτιδικϊν 

κζςεων των αλλθλουχιϊν. Αυτοί οι παράμετροι κεωρείται ότι αναπαριςτοφν 

ςθμαντικζσ διαφορζσ ςε πολλά κζματα, όπωσ το ςυνολικό G+C ποςοςτό και δρουν ωσ 

ςτακμιςμζνοι παράγοντεσ ςτο μοντζλο, κάνοντασ τθν εμφάνιςθ ςυγκεκριμζνων βάςεων 

πιο ςυχνι όταν ςυμβαίνει υποκατάςταςθ αυτϊν (Bos & Posada, 2005) 
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2) Οι παράμετροι υποκατάςταςθσ βάςεων (substitution rate) περιγράφουν τισ ςχετικζσ 

τάςθσ υποκατάςταςθσ μιασ βάςθσ από μια άλλθ. Αναπαριςτοφν γενικά ζνα μζτρο 

βιοχθμικισ ομοιότθτασ των βάςεων. Στθν ουςία είναι οι μεταλλάξεισ που ςυμβαίνουν 

με τθν πάροδο του χρόνου ςτισ βάςεισ και διαχωρίηονται ςε υποκαταςτάςεισ 

μεταπτϊςεων (transitions) οι οποίεσ είναι αλλαγι ςε ίδιο τφπο βάςθσ (πουρίνθ ↔ 

πουρίνθ: Α↔G και πυριμιδίνθ↔ πυριμιδίνθ: C↔T) και υποκαταςτάςεισ 

μεταςτροφϊν (transvertions) που είναι αλλαγι ςε διαφορετικό τφπο βάςθσ (πυριμιδίνθ 

↔ πουρίνθ). Γενικά οι υποκαταςτάςεισ μεταπτϊςεων είναι περιςςότερεσ από τισ 

υποκαταςτάςεισ μεταςτροφϊν, παρόλο που οι δυνατζσ αλλαγζσ βάςεων είναι 

περιςςότερεσ ςτισ υποκαταςτάςεισ μεταςτροφϊν 

3) Θ προςζγγιςθ του μοντζλου του ρυκμοφ ετερογζνειασ μπορεί να γίνει αρκετά 

ικανοποιθτικά μζςω γ-κατανομισ κακϊσ  ςε αυτι τθν κατανομι θ πικανότθτα αλλαγισ 

νουκλεοτιδίων ποικίλει από χαμθλι ζωσ υψθλι. Οι (Bos & Posada, 2005) ζδειξαν ότι θ 

γ-κατανομι, ςυγκρινόμενθ με τθν κανονικι κατανομι, περιγράφει πολφ καλά το βακμό 

ετερογζνειασ και ταιριάηει ςε πλικοσ φυλογενετικϊν ςχζςεων. Σε όλα τα μοντζλα ςτα 

οποία εφαρμόηεται θ γ-κατανομι χρθςιμοποιείται μια μεταβλθτι – ςχθματικι 

παράμετροσ «α» (shape parameter alpha) που αλλάηει το ςχιμα τθσ κατανομισ. Επίςθσ, 

επειδι πολλά από τα νουκλεοτίδια κατά κανόνα δεν αλλάηουν, χρθςιμοποιείται ςυχνά 

και θ παράμετροσ “I”: ποςοςτό αμετάβλθτων κζςεων (proportion of invariable sites). 

 

Εικόνα 24 Γράφθμα γ-κατανομισ 
ςυναρτιςει τθσ παραμζτρου α και του 
ρυκμοφ αντικαταςτάςεων r. Ο αρικμόσ 
των νουκλεοτιδίων που εξελίςςονται με 
ζνα ςυγκεκριμζνο ρυκμό κακορίηει το 
ςχιμα τθσ καμπφλθσ. Πταν μια 
αλλθλουχία περιζχει κυρίωσ ςτακερζσ 
νουκλεοτιδικζσ κζςεισ και ζχουμε μόνο 
μερικζσ γριγορα εξελιςςόμενεσ ν. κζςεισ, 
θ παράμετροσ (α) του ςχιματοσ είναι 
μικρι (<1).  
Κακϊσ το ποςοςτό των μεταβλθτϊν 
νουκλεοτιδικϊν κζςεων αυξάνει, θ 
παράμετροσ (α) του ςχιματοσ αυξάνει και 
αυτι, αποτελϊντασ ζνδειξθ του γεγονότοσ 
ότι περιςςότερεσ ν. κζςεισ αλλάηουν με 
μζτριο ρυκμό και λιγότερεσ με υψθλό ι 
χαμθλό ρυκμό. 
(Bos & Posada, 2005) 
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2.2.5.3.2 ΢υνοπτική περιγραφή των μοντέλων 

Τα πιο απλά μοντζλα δεν λαμβάνουν υπόψθ όλεσ τισ πλθροφορίεσ που προκφπτουν από τισ 

αλλθλουχίεσ και όταν χρθςιμοποιοφνται ςτθν φυλογζνεςθ μποροφν να οδθγιςουν ςε λάκοσ 

ςυμπεράςματα και δζντρα. Τα πιο εξελιγμζνα και χρθςιμοποιοφμενα μοντζλα προςμετροφν 

τουλάχιςτον τισ παραμζτρουσ ςυχνότθτασ βάςεων, τισ παραμζτρουσ μετάκεςθσ/μεταςτροφισ και 

τθ γ-κατανομι. Τα κυριότερο χρθςιμοποιοφμενα είναι: 

I. Jukes και Cantor (JC69)        

Το μοντζλο JC69 είναι από τα πρϊτα και ίςωσ το πιο απλό κακϊσ ζχει μόνο μια παράμετρο 

εκτόσ από τον χρόνο. Υποκζτει ότι οι 4 βάςεισ (A, C, G, ,T) ζχουν ίδια ςυχνότθτα κακϊσ και ίδια 

ςυχνότθτα υποκαταςτάςεων (Jukes & Cantor, 1990) 

II. Kimura 2 παραμζτρων (K80 ι Κ2P )       

Το διπαραμετρικό μοντζλο Κ80 υποκζτει ότι οι ςυχνότθτεσ των τεςςάρων βάςεων είναι ίδιεσ 

αλλά επιτρζπει τον διαχωριςμό των ρυκμϊν μεταπτϊςεων και μεταςτροφϊν (Kimura, 1980). 

III. Kimura 3 παραμζτρων (Τ92 ι Κ3P)  

Το τριπαραμετρικό μοντζλο K92 είναι εξζλιξθ του Κ80 και διαφζρει ςτο ότι επιτρζπει 

διαφορετικζσ ςυχνότθτεσ βάςεων, ίςεσ ςυχνότθτεσ μεταπτϊςεων αλλά διαφορετικζσ 

ςυχνότθτεσ μεταςτροφϊν. Αυτό το μοντζλο είναι ιδιαίτερα χριςιμο ςε περιπτϊςεισ ειδϊν που 

ζχουν ςυγκεκριμζνθ ροπι προσ κάποια ςυγκεκριμζνθ μορφι μεταςτροφϊν  - μεταπτϊςεων ι/ 

και ποςοςτοφ G+C (Tamura, 1992) 

IV. Felsenstein (F81)         

Το μοντζλο του Felsenstein επιτρζπει ςτισ ςυχνότθτεσ των τεςςάρων νουκλεοτιδίων να είναι 

διαφορετικζσ, ωςτόςο υποκζτει ότι πικανότθτα αλλαγισ από ζνα νουκλεοτίδιο ςε άλλο είναι 

ίςθ με τθν ςυχνότθτα του δεφτερου. Μια άλλθ παραδοχι αυτοφ του μοντζλου είναι ότι ςε όλεσ 

οι εξεταηόμενεσ αλλθλουχίεσ θ ςυχνότθτα του κάκε νουκλεοτιδίου είναι κατά προςζγγιςθ ίδια, 

γεγονόσ που όταν δεν ιςχφει  παραβιάηεται θ αρχι του μοντζλου (Felsenstein, 1981). 

V. Γενικευμζνο χρόνο – αντιςτρζψιμο (GTR - Generalized  time reversible)   

Το GTR μοντζλο είναι από τα πιο ουδζτερα, ανεξάρτθτα χρόνο – αντιςτρζψιμα μοντζλα που 

υπάρχουν. Συνολικά ζχει 6 παραμζτρουσ υποκατάςταςθσ βάςεων, υποκζτει ότι ο πίνακασ 

υποκαταςτάςεων είναι ςυμμετρικόσ και επιτρζπει διαφορετικζσ ςυχνότθτεσ των 4 βάςεων 

(Tavare, 1986), (Rodriguez et al., 1990), (Lanave et al., 1984). 

VI. Hasegawa-Kishino-Yano (HKY85)   

Το διπαραμετρικό μοντζλο HKY85 επιτρζπει ςτισ μεταπτϊςεισ και μεταςτροφζσ να 

εμφανίηονται με διαφορετικό ρυκμό και παράλλθλα επιτρζπει διαφορετικι ςυχνότθτα ςτισ 4 

νουκλεοτιδικζσ κζςεισ, θ οποία όμωσ ςυχνότθτα δεν διαφζρει από αλλθλουχία ςε αλλθλουχία. 
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Στθν πραγματικότθτα είναι ςυνδυαςμόσ των μοντζλων K80 και F81 – γι’ αυτό το λόγο μερικζσ 

φορζσ αναφζρεται ωσ F84 μοντζλο (Hasegawa et al., 1985). 

VII. Tamura & Nei (T93 ι TrN)  

Το μοντζλο Τ93 επιτρζπει διαφορετικό ρυκμό εμφάνιςθσ μεταπτϊςεων και ίδιο ρυκμό 

εμφάνιςθσ μεταςτροφϊν ο οποίοσ όμωσ διαφζρει αυτϊν των μεταπτϊςεων. Επίςθσ το 

ςυγκεκριμζνο μοντζλο επιτρζπει διαφορετικι ςυχνότθτα των 4 νουκλεοτιδίων ςτισ 

νουκλεοτιδικζσ κζςεισ (Tamura & Nei, 1993). 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι υπάρχουν παραλλαγζσ αυτϊν των μοντζλων, όπωσ +G, το οποίο 

εμπεριζχει Γ-κατανομι, +I που υποκζτει ότι οριςμζνεσ νουκλεοτιδικζσ κζςεισ παραμζνουν ςτακερζσ 

ι και τα δφο μαηί (+I+G). 

2.2.5.3.3 Κοινέσ υποθέςεισ μεταξύ των μοντέλων 

Κοινζσ παραδοχζσ των περιςςότερων μοντζλων είναι οι ακόλουκεσ: α) όλεσ οι νουκλεοτιδικζσ 

κζςεισ αλλάηουν ανεξάρτθτα θ μια από τθν άλλθ, β) ο ρυκμόσ υποκατάςταςθσ είναι ςτακερόσ ςτον 

χρόνο και ςε όλεσ τισ γενεαλογικζσ γραμμζσ, γ) θ ςυχνότθτα των νουκλεοτιδίων είναι ςε ιςορροπία 

και δ) ο ρυκμόσ υποκατάςταςθσ για μια κζςθ είναι ο ίδιοσ για όλεσ τισ νουκλεοτιδικζσ κζςεισ και 

δεν αλλάηει με τον χρόνο. 

Μολονότι αυτζσ οι παραδοχζσ κάνουν πιο εφκολο το ζργο τθσ παρακολοφκθςθσ των αλλαγϊν 

νουκλεοτιδίων, ςε πολλζσ περιπτϊςεισ είναι μθ ρεαλιςτικζσ.  

Για παράδειγμα, θ παραδοχι τθσ ανεξαρτθςίασ των αλλαγϊν που πραγματοποιοφνται ςτισ 

διάφορεσ νουκλεοτιδικζσ κζςεισ παραβιάηεται ςτθν περίπτωςθ των ριβοςωμικϊν γονιδίων. Το 

μεταγραφόμενο DNA παίρνει μια πολφπλοκθ δευτεροταγισ δομι κακϊσ αναδιπλϊνεται ςτον χϊρο, 

ςτθν οποία μετζχουν «ςτελζχθ» και «κθλιζσ» όπου τα ςτελζχθ να διατθροφν τθν ςτακερότθτά τουσ 

με ηεφγθ βάςεων κατά Watson-Crick.  Θ αλλαγι μιασ βάςθσ ςε ζνα ςτζλεχοσ μπορεί να οδθγιςει ςε 

αναίρεςθ ενόσ ηεφγουσ βάςεων, μειϊνοντασ τθν ςτακερότθτα του μορίου. Σε αυτιν τθν κατάςταςθ, 

είναι αρκετά πικανόν να ζχουμε ακόμθ μια αλλαγι βάςθσ που ωσ ςτόχο κα ζχει τθν αποκατάςταςθ 

του ηεφγουσ βάςεων και τθν ςτακερότθτα του μορίου. Κατ’ αυτόν τον τρόπο, αλλαγζσ ςε 

νουκλεοτίδια που φαίνονται να απζχουν πολφ μεταξφ τουσ και φαίνονται ανεξάρτθτεσ, ςτθν 

πραγματικότθτα ςχετίηονται ςε μεγάλο βακμό (Page & Holmes, 1998). Ζνασ τρόποσ για να 

αντιμετωπιςτεί αυτό το πρόβλθμα και να μθν υποεκτιμθκοφν οι γενετικζσ αποςτάςεισ που 

χωρίηουν δυο αλλθλουχίεσ, είναι να δοκεί διαφορετικό βάροσ ςτισ αλλαγζσ που ςυμβαίνουν ςτα 

ςτελζχθ ςε ςχζςθ με τισ αλλαγζσ που ςυμβαίνουν ςτισ κθλιζσ. Αυτό προχποκζτει τθν αναγνϊριςθ 

των αλλαγϊν ςτα ςτελζχθ και τισ κθλιζσ και το ςτατιςτικό ζλεγχο για τθν επιβεβαίωςθ του αρικμοφ 

των αλλαγϊν, διαδικαςία χρονοβόρο και πολφπλοκθ, θ οποία δεν αποδίδει πάντα τα αναμενόμενα. 

Πςον αφορά τθν εφρεςθ των περιοχϊν «ςτελεχϊν» και «κθλιϊν» υπάρχουν μζκοδοι που 
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χρθςιμοποιοφν πολλζσ παραμζτρουσ ϊςτε να είναι δυνατι με μζτρια προσ καλι ακρίβεια. Μια 

μζκοδοσ για τθν εφρεςθ των περιοχϊν εμπεριζχει τισ παραμζτρουσ: 

 ποςοςτό ηευγϊν Α-Τ και G-C (όςο περιςςότερα είναι τα G-C ηεφγθ, τόςο μεγαλφτερθ θ 

ςτακερότθτα), 

  ποςοςτό κάκε βάςθσ A, T, C, G 

  ελάχιςτο ποςοςτό των Α,Τ= ΑΤmin και των G,C=GCmin 

 θ διαφορά ποςοςτοφ μεταξφ Α & Τ (w=weak bases) και C & G (s=strong bases) 

“Chargaff difference” (Forsdyke & Mortimer, 2000) 

 το γινόμενο των ποςοςτϊν AxT, CxG (base products) 

Βάςθ πολφπλοκων αλγορίκμων, υπολογίηονται οι «τιμζσ των ενεργειϊν διπλϊματοσ του DNA» 

(FONS. FORS-M) (Fold energy values) και οι διαφορζσ τουσ (FORS-D) και βάςθ αυτϊν οι περιοχζσ 

ςτελεχϊν και κθλιϊν (Forsdyke, 1998) 

Θ υπόκεςθ ότι τα ηεφγθ βάςεων βρίςκονται ςε ιςορροπία ςθμαίνει ότι μεταξφ των αλλθλουχιϊν 

που εξετάηονται τα ποςοςτά των βάςεων είναι περίπου τα ίδια. Φυςικά αυτό δεν ιςχφει πάντα και 

μπορεί να οδθγιςει ςε λάκθ ςτο δζντρο, για παράδειγμα δυο είδθ που ζχουν τοποκετθκεί ςε 

διαφορετικοφσ κλάδουσ λόγω διαφορετικοφ ποςοςτοφ %G+C, ενϊ ςτθν πραγματικότθτα είναι 

γενετικά πιο κοντά. Θ αντιμετϊπιςθ αυτοφ του προβλιματοσ μπορεί να γίνει με τθν μετατροπι 

LogDet (Lockhart et al., 1994) θ οποία επιτρζπει τον διαφορετικό ρυκμό εξζλιξθσ ανά γενεαλογικι 

ςειρά. 

Οι μζκοδοι του υπολογιςμοφ τθσ εξελικτικισ απόςταςθσ μεταξφ αλλθλουχιϊν κάνουν ποικίλεσ 

υποκζςεισ όςον αφορά τισ πικανότθτεσ αλλαγϊν μεταξφ νουκλεοτιδίων, ωςτόςο μια υπόκεςθ που 

είναι κοινι για όλεσ τισ μεκόδουσ είναι ότι θ κάκε νουκλεοτιδικι κζςθ ςε μια αλλθλουχία ζχει τθν 

ίδια πικανότθτα με τισ υπόλοιπεσ να υποκαταςτακεί. Διαφορετικζσ περιοχζσ αλλθλουχιϊν DNA 

μπορεί να ζχουν διαφορετικζσ πικανότθτεσ αλλαγισ. Για παράδειγμα, ψευδογονίδια που ζχουν 

χάςει τθν λειτουργικότθτά τουσ εξελίςςονται πολφ πιο γριγορα από γονίδια που κωδικοποιοφν 

πρωτεΐνεσ. 

Οι μεταβλθτοί ρυκμοί υποκαταςτάςεων παίηουν επίςθσ ςθμαντικό ρόλο ςτθν απόςταςθ των 

αλλθλουχιϊν. Σε πολλζσ περιπτϊςεισ οριςμζνα τμιμα DNA είναι «δεςμευμζνα» ενϊ άλλα 

αλλάηουν με πολφ μεγαλφτερο ρυκμό. Στθν πάροδο του χρόνου (τθσ τάξθσ των εκατομμυρίων ετϊν) 

οι αλλθλουχίεσ κα φαίνονται ότι απζχουν παραπάνω και ότι θ μια αλλθλουχία εξελίςςεται πιο 

γριγορα, ςε αντίκεςθ με τι κα ιςχφει ςτθν πραγματικότθτα (Page & Holmes, 1998) 

Καταλιγοντασ, διαπιςτϊνεται ότι θ επιλογι του καταλλθλότερου μοντζλου νουκλεοτιδικισ 

υποκατάςταςθσ δεν είναι απλι υπόκεςθ. Ρροχποκζτει πολφ μεγάλθ εμπειρία και κριτικι ςτάςθ 

απζναντι ςτα δεδομζνα που κανείσ ζχει, διαδικαςία θ οποία είναι αρκετά χρονοβόρα. Ο καλφτεροσ 
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τρόποσ για να αντιμετωπίςει κανείσ τα δεδομζνα του είναι να χρθςιμοποιιςει περιςςότερα του 

ενόσ μοντζλα, τουλάχιςτον ςτισ μεκόδουσ εκείνεσ που ο υπολογιςτικόσ χρόνοσ δεν είναι 

απαγορευτικόσ, ςτα οποία κα περιλαμβάνονται εξελικτικά μοντζλα με αρκετζσ παραμζτρουσ, αλλά 

και απλοφςτερα. 

Μζχρι ςιμερα ζχουν προτακεί αρκετζσ ςτατιςτικζσ δοκιμαςίεσ για τθν επιλογι του 

καταλλθλότερου μοντζλου, με τα AIC (Akaike, 1974) & BIC (Schwarz, 1978) να κεωροφνται τα πιο 

αξιόπιςτα.  

Το κριτιριο του AIC υλοποιεί τθν επιλογι του καταλλθλότερου μοντζλου υπολογίηοντασ τισ 

πικανότθτεσ των πικανότερων μοντζλων και χρθςιμοποιϊντασ αρνθτικι βακμολογία που βαςίηεται 

ςτον αρικμό των παραμζτρων των δοκιμαςκζντων μοντζλων. Στθν ουςία παίρνει υπόψθ όχι μόνο 

τθν καμπφλθ που ταιριάηει καλφτερα ςτα δεδομζνα, αλλά και τισ αποκλίςεισ των εκτιμϊμενων 

παραμζτρων. 

Το κριτιριο του BIC δίνει μια κατά προςζγγιςθ ςτον φυςικό λογάρικμο του Μπεϊςιανοφ 

παράγοντα (Bayesian parameter), ειδικά όταν τα μεγζκθ των αλλθλουχιϊν είναι μεγάλα και 

υπάρχουν «ανταγωνιςτικζσ υποκζςεισ» . Ο Μπεϊςιανόσ παράγοντασ υπολογίηει τον βακμό 

«ταιριάςματοσ» των δεδομζνων ςτο κάκε μοντζλο αλλά αυτι θ διαδικαςία ςυχνά ςυμπεριλαμβάνει 

δφςκολα ολοκλθρϊματα τα οποία υπολογίηονται κατά προςζγγιςθ. Ππωσ και ο AIC, ο BIC μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί για να ςυγκρίνει ζνκετα και μθ μοντζλα (Posada & Crandall, 2001). Στθν παροφςα 

μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν τα μοντζλα AIC και BIC με χριςθ των προγραμμάτων MEGA 5  (Tamura 

et al., 2011) και Modeltest (Posada, 2008).  

2.2.5.4 Ανεξάρτητη ή ςυνδυαςμένη ανάλυςη 

Πταν ζχουμε διαφορετικά υποςφνολα δεδομζνων τίκεται το ερϊτθμα αν αυτά τα δεδομζνα 

μποροφν να ςυνδυαςτοφν ι αν πρζπει να εφαρμοςτοφν φυλογενετικζσ αναλφςεισ ανεξάρτθτα για 

κάκε ςφνολο δεδομζνων.  

Υπάρχουν ερευνθτζσ που υποςτθρίηουν τθν ανεξάρτθτθ ανάλυςθ των δεδομζνων (Bull et al., 

1993), ςφμφωνα με τθν οποία τα ςφνολα των δεδομζνων πρζπει να αναλφονται ξεχωριςτά και τα 

παραγόμενα δζντρα να ςυνδυάηονται ςε ςυναινετικά δζντρα (consensus trees). Αυτοί βαςίηονται ςε 

υποκζςεισ όπωσ ςτθ διαφορά του μεγζκουσ από υποςφνολο και υποςφνολο, τθσ δυνατότθτασ να 

ανευρίςκονται εφκολα ετερογζνειεσ και τθσ αδυναμίασ να ςυμπεριλθφκοφν ςε μια ομάδα 

διαφορετικοί τφποι δεδομζνων.  

Άλλοι ερευνθτζσ υποςτθρίηουν το ςυνδυαςμό των δεδομζνων ανεξάρτθτα από τθν φφςθ τουσ 

(Kluge & Wolf, 1993) κακϊσ υπερτερεί τθσ ανεξάρτθτθσ ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ. Τα κφρια 

προτεριματα αυτισ τθσ μεκόδου είναι: θ δυςκολία του κακοριςμοφ των ομάδων ςτθν ανεξάρτθτθ 
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ανάλυςθ, θ μεγαλφτερθ επεξθγθτικι ικανότθτα και θ μεγαλφτερθ ικανότθτά τθσ να αποκαλφψει 

πραγματικζσ φυλογενετικζσ ομάδεσ. 

Τζλοσ, μια τρίτθ προςζγγιςθ είναι θ αυτι του ςυνδυαςμοφ των δεδομζνων υπό προχποκζςεισ 

(conditional combination), ςτθν οποία τα δεδομζνα ςυνδυάηονται εκτόσ και αν υπάρχει ζνδειξθ για 

ςθμαντικζσ διαφορζσ –διενζξεισ μεταξφ τουσ (Page & Holmes, 1998). Για τον ςκοπό αυτό ζχουν 

αναπτυχκεί διάφορεσ ςτατιςτικζσ μζκοδοι που ελζγχουν αν μποροφν να ςυνδυαςτοφν οι 

ανεξάρτθτεσ ομάδεσ των δεδομζνων μιασ μελζτθσ, όπωσ το τεςτ πικανότθτασ ετερογζνειασ 

(likelihood heterogeneity test) των (Huelsenbeck & Bull, 1996). 

2.2.5.5 Αξιολόγηςη τησ κατάλληλησ μεθόδου 

Για τθν εφρεςθ τθσ πιο κατάλλθλθσ μεκόδουσ καταςκευισ φυλογενετικοφ δζντρου υπάρχουν 

κάποιεσ απαιτοφμενεσ ιδιότθτεσ.  Ζχουν   προτακεί πζντε προτιμθτζεσ ιδιότθτεσ που κα πρζπει να 

ζχει μια μζκοδοσ καταςκευισ φυλογενετικοφ δζντρου (Penny et al., 1992). Αυτζσ οι ιδιότθτεσ είναι: 

i. Θ αποδοτικότθτα (efficiency), πόςθ γριγορθ είναι δθλαδι θ μζκοδοσ αναφορικά με τον 

χρόνο που απαιτείται ϊςτε το υπολογιςτικό πρόγραμμα να βρει το δζντρο 

χρθςιμοποιϊντασ τθν. 

ii. Θ ιςχφσ (power), δθλαδι ποιο είναι το ελάχιςτο ποςό δεδομζνων που απαιτεί θ 

μζκοδοσ ϊςτε να δϊςει ζνα ςωςτό αποτζλεςμα – το οποίο με όλο και περιςςότερα 

δεδομζνα από ζνα ςθμείο και πζρα να δίνει το ίδιο δζντρο. Αυτό είναι ςθμαντικό 

δεδομζνου ότι μια μζκοδοσ μπορεί κεωρθτικά να είναι καλι αλλά ςτθν πράξθ να 

απαιτεί μεγάλο πλικοσ δεδομζνων (ηεφγθ βάςεων) για να δϊςει ικανοποιθτικό 

αποτζλεςμα. 

iii. Θ ςυνζπεια (consistency), εννοϊντασ τθν ικανότθτα τθσ μεκόδου να καταλιγει πάντα 

ςτο ίδιο φυλογενετικό δζντρο. Μια μθ ςυνεπισ μζκοδοσ πικανϊσ να αποτφγχανε 

ανεξαρτιτωσ του αρικμοφ των δεδομζνων. 

iv. Θ ρϊμθ (robust), δθλαδι θ ικανότθτα τθσ μεκόδου να είναι ςυνεπισ όχι μόνο αν τα 

δεδομζνα ταιριάηουν ςτο μοντζλο αλλά και αν αποκλίνουν αρκετά. Σε περίπτωςθ που 

μια μζκοδοσ «ακολουκεί» πιςτά μόνο για το ςυγκεκριμζνο μοντζλο (για παράδειγμα 

ςτακερό ποςοςτό GC μεταξφ των ταξινομικϊν ομάδων) ςε αλλαγι μιασ ςθμαντικισ 

παραμζτρου του μοντζλου κα δίνει λάκοσ αποτελζςματα. Με άλλα λόγια είναι θ 

«ευαιςκθςία» τθσ μεκόδου ςε παραβίαςθ του μοντζλου. 

v. Θ διαψευςιμότθτα (falsifiability), δθλαδι θ ικανότθτα τθσ μεκόδου να «αρνθκεί» το 

ςυγκεκριμζνο μοντζλο εξζλιξθσ, κακϊσ δεν είναι ςυμβατό με τα δεδομζνα που είναι 

προσ ανάλυςθ. Αυτι θ ιδιότθτα είναι ταυτόχρονα θ πιο ςθμαντικι αλλά και πιο ςπάνια 
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ανάμεςα ςτισ μεκόδουσ κακϊσ δεν υπάρχει πρακτικϊσ καμία που να πλθρεί αυτό το 

κριτιριο. 

Θ ιδανικι λοιπόν μζκοδοσ κα ιταν αυτι που πλθροφςε και τα πζντε κριτιρια, δυςτυχϊσ όμωσ 

τζτοια μζκοδοσ δεν υπάρχει οφτε είναι πικανόν να υπάρξει. Οι υπάρχουςεσ δίνουν ζμφαςθ ςε ζνα 

ι περιςςότερα κριτιρια ςε βάροσ των υπολοίπων. Για παράδειγμα, θ μζκοδοσ UPGMA είναι πολφ 

γριγορθ (αποδοτικι) αλλά όχι τόςο εφρωςτθ γιατί βαςίηεται ςτθν αυκαίρετθ υπόκεςθ του 

μοριακοφ ρολογιοφ (molecular clock), ενϊ θ μζκοδοσ «μεγίςτων πικανοτιτων» (maximum 

likelihood) είναι ςυνεπισ (ωσ προσ το επιλεγμζνο μοντζλο εξζλιξθσ) αλλά υπολογιςτικά όχι τόςο 

εφχρθςτθ (Page & Holmes, 1998).  

2.2.5.6 Μέθοδοι φυλογενετικήσ ανάλυςησ 

Γενικά, θ εξαγωγι φυλογενετικὠν ςχζςεων είναι μια εκτιμθτικι διαδικαςία. Ρρακτικά αυτό που 

γίνεται είναι θ διατφπωςθ μιασ υπόκεςθσ για μια εξελικτικι διαδικαςία που ζγινε ςτο παρελκόν, 

χρθςιμοποιϊντασ ζνα ςχετικά μικρό ποςοςτό πλθροφορίασ, αυτό που εμπεριζχεται ςτο ςφνολο των 

δεδομζνων που χρθςιμοποιικθκαν (Swofford et al., 1996). 

Οι διάφορεσ μζκοδοι για εφρεςθ φυλογενετικοφ δζντρου διαχωρίηονται ςε δφο μεγάλεσ 

κατθγορίεσ με δυο τρόπουσ  - 1οσ, βάςθ του τρόπου με τον οποίο χειρίηονται τα δεδομζνα και 2οσ, 

βάςθ τθσ προςζγγιςθσ που ακολουκοφν για τθν καταςκευι του ορκότερου  φυλογενετικοφ 

δζντρου. Ζτςι, προσ τον χειριςμό των δεδομζνων υπάρχουν δυο υποκατθγορίεσ: α) οι μζκοδοι 

αποςτάςεων (distance methods), οι οποίεσ χρθςιμοποιοφν μια μιτρα αποςτάςεων (pairwise 

distance matrix) για να καταςκευάςουν το δζντρο και β) οι διακριτζσ μζκοδοι (discrete methods) 

που εξετάηουν ξεχωριςτά τθν κάκε νουκλεοτιδικι κζςθ. Ωσ προσ τον τρόπο καταςκευισ του 

φυλογενετικοφ δζντρου οι μζκοδοι χωρίηονται ςτισ: α) μεκόδουσ ομαδοποίθςθσ (clustering 

methods), οι οποίεσ χρθςιμοποιοφν ζναν αλγόρικμο για να καταςκευάςουν ζνα φυλογενετικό 

δζντρο μζςα από μια ςειρά δεδομζνων βθμάτων και β) μεκόδουσ διερεφνθςθσ κριτθρίων (search 

methods), οι οποίεσ με βάςθ κριτιρια «δοκιμάηουν» πολλά διαφορετικά δζντρα και επιλζγεται το  

(ι τα) δζντρο/ δζντρα με τθ μεγαλφτερθ βακμολογία (Page & Holmes, 1998) 
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Τόςο ςτισ μεκόδουσ αποςτάςεων, 

ι αλλιϊσ αλγορικμικζσ, όςο και ςτισ 

διακριτζσ, ι αλλιϊσ διερεφνθςθσ 

κριτθρίων, χρθςιμοποιοφνται 

αλγόρικμοι και είναι ςθμαντικό να 

αποςαφθνιςτεί ο ρόλοσ τουσ. Θα 

πρζπει να ςθμειϊςουμε ότι υπάρχει 

μζκοδοσ που ανικει ταυτόχρονα ςτισ 

μεκόδουσ αποςτάςεων και ςτισ 

μεκόδουσ διερεφνθςθσ κριτθρίων 

αλλά αποτελεί εξαίρεςθ. Στισ 

αλγορικμικζσ μεκόδουσ, ο αλγόρικμοσ 

κακορίηει το κριτιριο τθσ επιλογισ του 

δζντρου και ζχει πρωταρχικό ρόλο. 

Στισ μεκόδουσ που βαςίηονται ςε κριτιρια, οι αλγόρικμοι είναι απλά εργαλεία πάνω ςτα οποία κα 

ςτθριχκεί θ αξιολόγθςθ των δζντρων που προκφπτουν με βάςθ τα δεδομζνα και βελτιςτοποιοφν το 

κριτιριο που ζχει τεκεί. Με δεδομζνο ότι κάκε δζντρο προκφπτει από μια μζκοδο που ςτθρίηεται 

ςε τζτοια κριτιρια «βακμολογείται», τα αντίςτοιχα φυλογενετικά ςενάρια μποροφν να 

ιεραρχθκοφν με βάςθ τθν τιμι αυτοφ του κριτθρίου. Αυτό είναι το πλεονζκτθμα των μεκόδων τθσ 

κατθγορίασ αυτισ ζναντι των αλγορικμικϊν (Swofford et al., 1996), (Page & Holmes, 1998). 

2.2.5.6.1 Μέθοδοι αποςτάςεων 

Οι μζκοδοι αποςτάςεων είναι πολφ ταχφτερεσ διότι προχωροφν άμεςα ςτθν τελικι λφςθ, χωρίσ 

να κακυςτεροφν ςυγκρίνοντασ εναλλακτικά ανταγωνιςτικά ςενάρια. Σε αυτι τθν κατθγορία 

ανικουν οι μζκοδοι UPGMA (Sneath & Sokal, 1973), θ Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), θ 

Minimum-Evolution (Kidd & Sgaramella-Zonta, 1971) κ.α. 

2.2.5.6.1.1 Μέθοδοσ “Minimum Evolution” 

Θ μζκοδοσ Ελάχιςτθσ Εξζλιξθσ (Minimum evolution ,ME)  βαςίηεται ςτθν υπόκεςθ ότι το δζντρο 

με το μικρότερο ςυνολικό άκροιςμα μικουσ κλάδων είναι το πικανότερο. Θ μζκοδοσ είναι 

παρόμοια με τθν «μζγιςτθσ φειδωλότθτασ» με τθν διαφορά ότι βαςίηεται ςε μιτρα γενετικϊν 

αποςτάςεων. Ρρϊτα καταςκευάηεται ζνα δζντρο τφπου Neighbor-Joining με τθν μζκοδο των Saitou 

& Nei (1987) και υπολογίηεται το ςυνολικό μικοσ (S) των κλάδων του δζντρου. Ζπειτα, όλεσ οι 
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τοπολογίεσ που είναι κοντά ςτο NJ δζντρο εξετάηονται με οριςμζνα κριτιρια και υπολογίηεται το 

μικοσ S για κάκε δζντρο. Αυτζσ οι τιμζσ ζπειτα ςυγκρίνονται θ μια με τθν άλλθ και το δζντρο με τθν 

μικρότερθ τιμι S κα επιλεχκεί ωσ τελικό. Αυτό ςυχνά είναι το NJ δζντρο, ωςτόςο μερικζσ φορζσ θ 

NJ μζκοδοσ αποτυγχάνει να βρει το “ME” δζντρο. Για τθν εφρεςθ των πιο ςωςτϊν μθκϊν των 

κλάδων χρθςιμοποιείται θ μζκοδοσ των ελάχιςτων τετραγϊνων. Συγκρίςεισ με κατάλλθλο 

λογιςμικό ζδειξαν ότι θ μζκοδοσ ME είναι πιο αποδοτικι ςε ςχζςθ με άλλεσ μεκόδουσ 

φυλογενετικισ ανάλυςθσ και ότι θ προτεινόμενθ ςτατιςτικι δοκιμαςία είναι ςυντθρθτικι (Rzhetsky 

& Nei, 1993). 

2.2.5.6.1.2 Μέθοδοσ “Neighbor-Joining” 

Θ μζκοδοσ Σφνδεςθσ Γειτόνων (Neighbor-Joining, NJ), είναι μια αρκετά δθμοφιλισ μζκοδοσ 

καταςκευισ φυλογενετικϊν δζντρων που ςυνδυάηει υπολογιςτικι δφναμθ με τθν μοναδικότθτα τθσ 

λφςθσ, κακϊσ δίνει μόνο ζνα τελικό δζντρο. Αυτζσ οι δφο παραμζτρουσ (γριγορθ, μόνο ζνα δζντρο) 

τθν ζχουν κάνει μια από τισ πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενεσ μεκόδουσ. Ο αλγόρικμοσ τθσ μεκόδου NJ 

είναι παρόμοιοσ τθσ των (Sattath & Tversky, 1977)-(ST μζκοδοσ),  ωςτόςο αντίκετα με αυτιν 

υπολογίηει και τθν τοπολογία και τα μικθ των κλάδων του τελικοφ δζντρου. «Γειτονικζσ 

αλλθλουχίεσ» ονομάηονται αυτζσ που ενϊνονται με ζνα εςωτερικό κόμβο ςε «άρριηο» (unrooted) 

διακλαδιηόμενο δζντρο. Το πλικοσ των ηευγϊν «γειτόνων» ςε ζνα  δζντρο εξαρτάται από τθν 

τοπολογία του δζντρου. Πταν ζχουμε ζνα δζντρο με Ν αλλθλουχίεσ, όπου Ν ≥ 4, τα ελάχιςτα ηεφγθ 

είναι δυο, και τα μζγιςτα είναι Ν/2 όταν το Ν είναι άρτιοσ ι (Ν-1)/2 όταν το Ν είναι περιττόσ 

αρικμόσ. Για να αρχίςει θ καταςκευι, υποκζτει αρχικά ότι υπάρχει μόνο ζνασ εςωτερικόσ κόμβοσ 

από τον οποίο ξεκινοφν οι αλλθλουχίεσ, ςχθματίηοντασ ζνα αςτεροειδζσ ςχιμα. Αυτό είναι κατ’ 

ουςία αδφνατο όςον αφορά τισ εξελικτικζσ διαδικαςίεσ, αλλά αυτό το ςχιμα αποτελεί μόνο το 

αρχικό ςθμείο. Στθν ςυνζχεια, επιλζγεται τυχαία ζνα ηεφγοσ αλλθλουχιϊν, μετατοπίηεται από τον 

κόμβο και ςυνδζεται ςε ζνα δεφτερο εςωτερικό κόμβο, ο οποίοσ ςυνδζεται με κλάδο με τον αρχικό. 

Ζπειτα χρθςιμοποιείται θ μιτρα αποςτάςεων για να υπολογιςτεί το ολικό μικοσ των κλάδων ςε 

αυτό το «καινοφριο» δζντρο. Οι αλλθλουχίεσ επανζρχονται ζπειτα ςτθν αρχικι τουσ κζςθ και ζνα 

άλλο ηεφγοσ αλλθλουχιϊν ςυνδζεται ςε ζνα δεφτερο κλάδο και υπολογίηεται το μικοσ αυτοφ του 

κλάδου. Θ διαδικαςία αυτι επαναλαμβάνεται μζχρι να ελεγχκοφν όλα τα πικανά ηεφγθ, και ζχει 

βρεκεί ο ςυνδυαςμόσ που κα δϊςει το μικρότερο ςυνολικό μικοσ κλάδων. Αυτό το ηεφγοσ 

αλλθλουχιϊν κα είναι γείτονεσ (neighbors) ςτο τελικό δζντρο.  Αυτζσ οι δφο αλλθλουχίεσ 

ςυνδυάηονται προςωρινά ςε μια ενότθτα με αποτζλεςμα το πλικοσ των ςυνολικϊν *ενοτιτων + 

αλλθλουχιϊν+ μειϊνεται κατά ζνα. Ζπειτα, για τθν νζα μιτρα αποςτάςεων, θ ανωτζρω διαδικαςία 

επαναλαμβάνεται για τθν εφρεςθ του νζου ηεφγουσ γειτόνων. Από εδϊ και ςτο εξισ θ διαδικαςία 

επιλογισ των αλλθλουχιϊν και του υπολογιςμοφ του μικουσ των κλάδων επαναλαμβάνεται μζχρι 
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να υπολογιςτεί το τελικό ολοκλθρωμζνο δζντρο. Θ μζκοδοσ αυτι, όπωσ και τθσ Ελάχιςτθσ 

Φειδωλότθτασ βαςίηεται ςτθν ελάχιςτθ αλλαγι, ωςτόςο δεν εγγυάται ότι κα βρει το δζντρο με τθν 

ςυνολικά μικρότερθ απόςταςθ (Saitou & Nei, 1987) 

Θ απόδοςθ τθσ μεκόδου Neighbor-Joining (NJ) εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από το μοντζλο που 

επιλζγεται για τθν μετατροπι των καταςτάςεων των χαρακτιρων προσ γενετικζσ αποςτάςεισ. Αν το 

μοντζλο που χρθςιμοποιείται δεν αφινει περικϊρια για πολλαπλζσ υποκαταςτάςεισ ςε μια 

νουκλεοτιδικι κζςθ, τότε θ αξιοπιςτία των δζντρων που προκφπτουν τίκεται ςε αμφιςβιτθςθ. Πταν 

οι γενετικζσ αποςτάςεισ που χρθςιμοποιοφνται είναι μικρζσ και το μικοσ των αλλθλουχιϊν μεγάλο, 

τότε προκφπτουν ακριβείσ εκτιμιςεισ των γενετικϊν αποςτάςεων και θ μζκοδοσ αποδίδει αρκετά 

καλά ακόμα και αν παραβιάηεται θ αρχι του ςτακεροφ ρυκμοφ εξζλιξθσ. Στθν περίπτωςθ όμωσ που 

οι αλλθλουχίεσ είναι μικροφ μικουσ, αναγκαςτικά οι εκτιμϊμενεσ αποςτάςεισ κα ζχουν υψθλζσ 

τυπικζσ αποκλίςεισ, γεγονόσ που οδθγεί ςε δζντρα με τοπολογίεσ ςτατιςτικά ανίςχυρεσ. Επιπλζον, 

αν μερικζσ από τισ εκτιμϊμενεσ γενετικζσ αποςτάςεισ είναι υψθλζσ ι αν διαφζρει ο ρυκμόσ 

εξζλιξθσ μεταξφ των νουκλεοτιδικϊν κζςεων, τότε θ ακριβισ εκτίμθςθ  των γενετικϊν  αποςτάςεων 

δυςχεραίνεται ςε μεγάλο βακμό. Υπό τζτοιεσ ςυνκικεσ λοιπόν, όπωσ και όλεσ μζκοδοι που 

ςτθρίηονται ςε μιτρεσ γενετικϊν αποςτάςεων, δίνουν αμφίβολα αποτελζςματα (Graur & Li, 2000). 

2.2.5.6.1.3 Μέθοδοσ “UPGMA” 

Θ μζκοδοσ «Αςτάκμιςτων ηευγϊν με αρικμθτικό μζςο» (UPGMA - Unweighted Pair Group 

Method with Arithmetic Means) είναι και αυτι μια μζκοδοσ αποςτάςεων που χρθςιμοποιεί 

αλγόρικμο για τθν καταςκευι φυλογενετικοφ δζντρου. Θεωρείται ωσ θ απλοφςτερθ των μεκόδων 

καταςκευισ φυλογενετικϊν δζντρων. Αρχικά χρθςιμοποιικθκε για τθν καταςκευι ταξινομικϊν 

φαινογραφθμάτων, δθλαδι δζντρων που αναδεικνφουν τισ φαινοτυπικζσ ομοιότθτεσ μεταξφ 

ταξινομικϊν μονάδων, αλλά μπορεί να χρθςιμοποιθκεί και για καταςκευι φυλογενετικϊν δζντρων 

εάν ο ρυκμόσ εξελίξεωσ είναι περίπου ο ίδιοσ μεταξφ των διαφορετικϊν γενεαλογικϊν γραμμϊν. Θ 

μζκοδοσ  χρθςιμοποιεί ζναν «διαδοχικισ ομαδοποίθςθσ» αλγόρικμο, όπου κοντινζσ τοπολογικζσ 

ςχζςεισ εξετάηονται και ςτοιχίηονται βάςθ ομοιότθτασ. Το φυλογενετικό δζντρο καταςκευάηεται και 

αυτό με τθν ίδια λογικι, δθλαδι με ςυγκρίςεισ ανά δυο αλλθλουχιϊν. Αρχικά, βάςει μιτρασ 

αποςτάςεων, ενϊνονται οι «κοντινότερεσ» (από πλευράσ ομοιότθτασ) αλλθλουχίεσ και θ 

διακλάδωςθ τοποκετείται ςτο ½ τθσ απόςταςθσ. Στο επόμενο βιμα, καταςκευάηεται θ νζα μιτρα 

αποςτάςεων που ζχει πλζον μικρότερθ κατά μια διάςταςθ και ξαναγίνεται θ ςυνζνωςθ των δφο πιο 

κοντινϊν αλλθλουχιϊν. Αυτι θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται μζχρι το τελικό δζντρο (Sneath & 

Sokal, 1973) 

Θ μζκοδοσ UPGMA διαφζρει από άλλεσ ςτο ότι βαςίηεται ςε «μοριακό ρολόι» που ςθμαίνει ότι 

υποκζτει πωσ όλα τα γονίδια εξελίςςονται ςτον χρόνο με τον ίδιο ρυκμό. Ραρόλθ τθν ταχφτθτα τθσ 
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μεκόδου UPGMA ζχει και ςθμαντικά μειονεκτιματα. Το ςθμαντικότερο από αυτά είναι ότι θ 

μζκοδοσ είναι πολφ ευαίςκθτθ ςε διαφορετικοφσ ρυκμοφσ εξζλιξθσ. Αυτό ςθμαίνει πωσ όταν μια 

ταξινομικι ομάδα ζχει υποςτεί περιςςότερεσ υποκαταςτάςεισ ςε ζνα χρονικό διάςτθμα ςε ςχζςθ 

με μια άλλθ, μπορεί να καταλιξουμε ςε δζντρο που ζχει λάκοσ τοπολογία (Page & Holmes, 1998). 

Τα κυριότερα γενικά προβλιματα των μεκόδων αποςτάςεων είναι δυο: το πρϊτο είναι ότι με 

τισ μεκόδουσ αυτζσ χάνουμε αρκετι από τθν αρχικι πλθροφορία και το δεφτερο είναι τα μθ 

ερμθνεφςιμα μικθ κλάδων. Εάν τα αρχικά δεδομζνα είναι ιδθ ςε μορφι αποςτάςεων, όπωσ αυτά 

που λαμβάνονται από αποτελζςματα υβριδιςμοφ DNA τότε αναγκαςτικά κα χρθςιμοποιιςουμε 

αυτζσ τισ αποςτάςεισ. Αν όμωσ ζχουμε ακολουκίεσ, μποροφμε είτε να τισ αναλφςουμε απευκείασ 

είτε να τισ μετατρζψουμε πρϊτα ςε αποςτάςεισ. Εάν κάνουμε το δεφτερο κα απολζςουμε πολφτιμθ 

πλθροφορία. Για παράδειγμα, όταν τα δεδομζνα μετατραποφν ςε αποςτάςεισ δεν μποροφμε να 

«ιχνθλατιςουμε» τθν εξζλιξθ ξεχωριςτϊν «ςτελεχϊν» ι κατθγοριϊν «ςτελεχϊν», κακϊσ ζχουμε 

μόνο ζναν μζςο όρο ςχζςθσ μεταξφ του φυλογενετικοφ δζντρου και των δεδομζνων.  

Πςον αφορά το δεφτερο μειονζκτθμα, είναι δυνατόν να αναπαραχκοφν κλάδοι του δζντρου με 

μικθ που ναι μεν μακθματικά είναι ςωςτά αλλά είναι δφςκολα ςτθν ερμθνεία. Πταν ζνασ κλάδοσ 

βρεκεί να ζχει μικοσ μθ ακζραιο (π.χ. 331.5 υποκαταςτάςεισ), ζχουμε δυο προβλιματα. Το πρϊτο 

είναι ότι το πϊσ κα ερμθνεφςουμε τισ 0.5 υποκαταςτάςεισ ανά νουκλεοτίδιο κακϊσ κα πρζπει να 

ςτρογγυλοποιθκεί προσ ζνα ακζραιο. Αυτό λφνεται εν μζρει λόγω του ότι τα μικθ των κλάδων 

μποροφν να αντιπροςωπεφουν 2 διαφορετικζσ ζννοιεσ: θ μία είναι το αναμενόμενο ποςό 

εξελικτικϊν αλλαγϊν και θ άλλθ το πραγματικό ποςό. Ζτςι, όταν υπολογίηουμε ςε βάκοσ χρόνου, 

μποροφμε να κεωριςουμε αποδεκτό μθ ακζραιο νοφμερο υποκαταςτάςεων. Το δεφτερο πρόβλθμα 

είναι ότι ζνασ μθ ακζραιοσ αρικμόσ υποκαταςτάςεων δεν είναι δυνατόσ ςτθν πραγματικότθτα. Ζτςι 

πάντα κα πρζπει το μικοσ του κλάδου μεταξφ δυο αλλθλουχιϊν (που υπολογίηεται μζςω ελάχιςτων 

τετραγϊνων) να μθν είναι μικρότερο από τθν  από τθν παρατθροφμενθ απόςταςθ μεταξφ των (Page 

& Holmes, 1998). 

2.2.5.6.2 Διακριτέσ μέθοδοι 

2.2.5.6.2.1 Μέθοδοσ Μέγιςτησ Φειδωλότητασ (Maximum Parsimony) 

Θ μζκοδοσ αυτι ςτθρίηεται ςτο ςκεπτικό ότι πιο απλζσ υποκζςεισ είναι προτιμθτζεσ ςε ςχζςθ 

με πιο πολφπλοκεσ. Ο αλγόρικμοσ τθσ μεκόδου βαςίηεται ςτθν καταςκευι φυλογενετικοφ δζντρου 

με τισ ελάχιςτεσ δυνατζσ εξελικτικζσ αλλαγζσ (παραδοχζσ) που απαιτοφνται. Σε αυτι τθν μζκοδο 

εξετάηονται όλεσ οι πικανζσ τοπολογίεσ που μποροφν να ςυνδζουν τισ αλλθλουχίεσ και για κάκε 

τοπολογία υπολογίηεται ο αρικμόσ των εξελικτικϊν αλλαγϊν που πρζπει να ζχουν γίνει ςτισ 

αλλθλουχίεσ ϊςτε να προκφψει θ ςυγκεκριμζνθ τοπολογία. Θ τοπολογία που κα ζχει το μικρότερο 

(φειδωλότερο) αρικμό βθμάτων αποτελεί και το δζντρο τθσ μζγιςτθσ φειδωλότθτασ. Είναι αρκετά 
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πικανό να μθν προκφψει μόνο ζνα δζντρο, αλλά πολλά περιςςότερα, τα οποία κεωροφνται εξίςου 

φειδωλά (equally parsimony trees).  Μια ιδιαιτερότθτα αυτισ τθσ μεκόδου είναι ότι δεν 

χρθςιμοποιοφνται όλεσ οι νουκλεοτιδικζσ κζςεισ, αλλά μόνο αυτζσ οι οποίεσ διαφοροποιοφνται 

μεταξφ των αλλθλουχιϊν, ενϊ οι ςτακερζσ νουκλεοτιδικζσ κζςεισ εξαιροφνται από τθν ανάλυςθ. Για 

να είναι μια κζςθ πλθροφοριακι ςτθν καταςκευι δζντρων μζγιςτθσ φειδωλότθτασ κα πρζπει να 

φζρει τουλάχιςτον δυο διαφορετικά νουκλεοτίδια και το κακζνα εκπροςωπείται ςε δυο 

τουλάχιςτον αλλθλουχίεσ. Αυτζσ οι κζςεισ χαρακτθρίηονται πλθροφοριακζσ κζςεισ (parsimony-

informative sites). Πςο περιςςότερεσ είναι αυτζσ οι κζςεισ τόςο πιο αξιόπιςτο αναμζνεται να είναι 

το αντίςτοιχο δζντρο που κα προκφψει. Ωςτόςο, θ τοπολογία του φειδωλοφ δζντρου ενδζχεται να 

είναι λανκαςμζνθ όταν ο ρυκμόσ εξζλιξθσ διαφζρει από κλάδο ςε κλάδο. Κάτω από οριςμζνεσ 

προχποκζςεισ, ιδίωσ όταν οι εξεταηόμενεσ αλλθλουχίεσ είναι περιςςότερεσ των τεςςάρων, θ 

λανκαςμζνθ τοπολογία μπορεί να προκφψει ακόμα και αν ο εξελικτικόσ ρυκμόσ είναι κοινόσ 

ανάμεςα ςτουσ κλάδουσ (Hendy & Penny, 1989). 

Θ μζκοδοσ τθσ μζγιςτθσ φειδωλότθτασ κάνει μόνο μια παραδοχι και αυτι είναι ότι το δζντρο 

που απαιτεί τισ λιγότερεσ αλλαγζσ είναι το καλφτερο. Πταν ο βακμόσ τθσ διαφοροποίθςθσ μεταξφ 

των αλλθλουχιϊν είναι μικρόσ, τότε οι ομοπλαςίεσ (θ κατάςταςθ κατά τθν οποία ζνασ χαρακτιρασ 

εξελίςςεται ανεξάρτθτα ςε δυο γενεαλογικζσ γραμμζσ) είναι ςπάνιεσ και το κριτιριο φειδωλότθτασ 

λειτουργεί ικανοποιθτικά. Ωςτόςο, όταν ο βακμόσ τθσ διαφοροποίθςθσ είναι υψθλόσ, τότε οι 

ομοπλαςίεσ αναμζνεται να είναι κοινζσ και το κριτιριο τθσ  φειδωλότθτασ να δϊςει εςφαλμζνεσ 

τοπολογίεσ. Συγκεκριμζνα, αν κάποιεσ αλλθλουχίεσ διαφοροποιοφνται με διαφορετικό ρυκμό από 

κάποιεσ άλλεσ, τότε είναι πικανόν οι ομοπλαςίεσ να είναι περιςςότερο κοινζσ ςτουσ κλάδουσ που 

οδθγοφν ςτισ ταχφτερα εξελιςςόμενεσ αλλθλουχίεσ. Αποτζλεςμα αυτοφ είναι να προκφπτουν 

παραπλανθτικζσ ςχζςεισ  μεταξφ των αλλθλουχιϊν. Με άλλα λόγια, θ μζκοδοσ τθσ μζγιςτθσ 

φειδωλότθτασ δεν αποδίδει ικανοποιθτικά όταν υπάρχουν κλάδοι μεγάλου μικουσ ςε ςχζςθ με 

τουσ υπόλοιπουσ (ςτελζχθ που ζχουν υποςτεί πολλζσ υποκαταςτάςεισ ςε ςχζςθ με άλλα), γιατί 

βάςθ του κριτθρίου φειδωλότθτασ αυτοί οι κλάδοι κα ενωκοφν μεταξφ τουσ (long branch attraction, 

(Felsenstein, 1978). Σε περίπτωςθ που υπάρχει υποψία αυτοφ του φαινομζνου, είναι δυνατόν να 

αφαιρεκεί  προςωρινά μία αλλθλουχία από το ηεφγοσ που ζχει το πρόβλθμα και να ξαναγίνει 

ζλεγχοσ του δζντρου. Αν παρουςιαςτεί διαφορετικό δζντρο, ςθμαίνει ότι πράγματι υπιρχε «ζλξθ 

μακρϊν κλάδων» (O’Connor et al., 2010). 

Γενικά, ςε μια ανάλυςθ μζγιςτθσ φειδωλότθτασ, πρζπει να ελεγχκοφν όλα τα πικανά δζντρα 

που προκφπτουν. Αυτι θ ςφγκριςθ είναι δυνατι μόνο όταν χρθςιμοποιείται μικρόσ αρικμόσ 

αλλθλουχιϊν και το μικοσ των αλλθλουχιϊν δεν είναι ιδιαίτερα μεγάλο (Graur & Li, 2000). Αυτό 

είναι ζνα ςθμαντικό πρόβλθμα κακϊσ όςο αυξάνει ο αρικμόσ των αλλθλουχιϊν το πλικοσ των 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  2 – ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Σελίδα 68 
 

δυνατϊν δζντρων αυξάνει υπζρμετρα. Για παράδειγμα, με 5 αλλθλουχίεσ κα πρζπει να ελεγχκοφν 5 

άρριηα δζντρα ενϊ για 15 αλλθλουχίεσ 2.13x1015 άρριηα δζντρα. Μια παράκαμψθ αυτοφ του 

προβλιματοσ είναι θ χριςθ ενόσ ταχφτερου αλγόρικμου αναηιτθςθσ του βζλτιςτου δζντρου, κάτι 

που όμωσ μειϊνει ςε μεγάλο βακμό τθν δυνατότθτα να βρεκεί το πραγματικά φειδωλότερο δζντρο. 

Οι κφριοι δυο αλγόρικμοι που χρθςιμοποιοφνται εκτόσ από τον πλιρθ (exhaustive), είναι ο “Branch-

and Bound” που ξεκινά από το δζντρο που ζχει το μεγαλφτερο ςυνολικό μικοσ, ελζγχει οριςμζνα 

δζντρα και επιλζγει το καλφτερο δζντρο και ο ευρετικόσ «Heuristic” που ελζγχει οριςμζνα δζντρα 

και επιλζγει ζνα δζντρο που μπορεί να είναι ι να μθν είναι το καλφτερο (Lin et al., 2007). Γενικά θ 

μζκοδοσ ζχει αρκετά κετικά ςτοιχεία, ωςτόςο δφο κφρια μειονεκτιματα εκτόσ τθσ ταχφτθτασ είναι 

ότι δεν χρθςιμοποιεί όλα τα δεδομζνα των αλλθλουχιϊν και ότι δεν δίνει πλθροφορίεσ για το μικοσ 

των κλάδων. Οι αναλφςεισ μζγιςτθσ φειδωλότθτασ ζγιναν με το πρόγραμμα MEGA 5 με τθν χριςθ 

αλγορίκμων α) “max- mini branch & bound” που είναι παραλλαγι τθσ μεκόδου branch & bound και 

επιτρζπει τον ζλεγχο περιςςότερων τάξων, και β)  [Close neighbor interchange],  που είναι ευρετικι 

μζκοδοσ κακϊσ ξεκινά με ζνα προςωρινό δζντρο και υπολογίηει άλλα με εναλλαγι  κοντινϊν 

«γειτόνων» υπολογίηει άλλα ϊςπου να βρει το καλφτερο . Θ διαδικαςία αυτι μπορεί να 

επαναλθφκεί πολλζσ φορζσ για καλφτερθ προςζγγιςθ του ςωςτοφ δζντρου. 

2.2.5.6.2.2 Μέθοδοσ Μέγιςτησ Πιθανοφάνειασ (Maximum Likelihood) 

Θ ιδζα τθσ εφαρμογισ αυτισ τθσ μεκόδου για τθν διερεφνθςθ φυλογενετικϊν ςχζςεων 

παρουςιάςτθκε για πρϊτθ φορά από τουσ Cavalli-Sforza & Edwards (1967), οι οποίοι 

χρθςιμοποίθςαν ςυχνότθτεσ αλλθλόμορφων. Στθ ςυνζχεια, ο Felsenstein (1981) εφάρμοςε αυτι 

τθν μζκοδο ςε νουκλεοτιδικζσ αλλθλουχίεσ και ανζπτυξε ζναν αλγόρικμο για τθν καταςκευι 

φυλογενετικοφ δζντρου με βάςθ αυτι τθ μζκοδο. Κατά τθν μζκοδο αυτι υπολογίηεται το 

φυλογενετικό δζντρο που ζχει τθν μεγαλφτερθ πικανότθτα να ταιριάηει με τθν εξελικτικι πορεία 

των ςτελεχϊν, όταν οι αλλθλουχίεσ εξελίςςονται με ζνα εξαρχισ οριςμζνο μοντζλο νουκλεοτιδικισ 

υποκατάςταςθσ. Ροιο ςυγκεκριμζνα, θ πικανοφάνεια ορίηεται ωσ: 

            , δθλαδι θ πικανότθτα να παρατθριςουμε τα δεδομζνα (D) κάνοντασ μια 

αρχικι υπόκεςθ (Θ0) ςχετικά με τον τρόπο που αυτά προζκυψαν. Με αντίςτοιχο τρόπο, ςτο πλαίςιο 

τθσ φυλογενετικισ μεκόδου τθσ μζγιςτθσ πικανοφάνειασ, αναηθτείται το δζντρο (H0) εκείνο που 

εξθγεί με τθν μεγαλφτερθ πικανότθτα (Pr) τισ ςτοιχιςμζνεσ μασ αλλθλουχίεσ (D) ζχοντασ ωσ 

δεδομζνο ζνα μοντζλο εξζλιξθσ των αλλθλουχιϊν. Το δζντρο με τθν μεγαλφτερθ τιμι 

πικανοφάνειασ είναι αυτό που προτείνεται τελικά ωσ το πιο κοντινό προσ το πραγματικό.  

Ζνα βαςικό πρόβλθμα τθσ μεκόδου αυτισ είναι ο χρόνοσ που απαιτείται για να ολοκλθρωκεί, 

κακϊσ εξετάηει όλα τα πικανά δζνδρα για να καταλιξει ςτο καλφτερο. Για μεγάλο αρικμό 

αλλθλουχιϊν εφαρμόηονται διάφοροι αλγόρικμοι αναηιτθςθσ, οι οποίοι όμωσ δεν διαςφαλίηουν 
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τελικά τθν εφρεςθ του δζντρου με τθν μζγιςτθ τιμι πικανοφάνειασ, ιδιαίτερα όταν το ςφνολο των 

αλλθλουχιϊν περιλαμβάνει αλλθλουχίεσ μικρζσ ςε μζγεκοσ.  Το ςυγκεκριμζνο πρόβλθμα αρκετϊν 

αλγορίκμων είναι ότι υπάρχουν πολλζσ «καλζσ» νθςίδεσ πικανοφάνειασ όπου αν ο αλγόρικμοσ 

τφπου «αναρρίχθςθσ λόφου» (hill climbing) καταλιγει ςτο τοπικό μζγιςτο και όχι ςτο ολικό. Αυτό 

ςυμβαίνει επειδι θ φφςθ των ςυγκεκριμζνων αλγορίκμων είναι να προςπακοφν να βρουν ζνα 

μζγιςτο χωρίσ όμωσ να «ξαναδοκιμάηουν» περιοχζσ με μικρότερθ πικανότθτα. 

 

Στθν μζκοδο τθσ μζγιςτθσ πικανοφάνειασ ελζγχονται όλεσ οι δυνατζσ τοπολογίεσ και ιδιαίτερα 

όλεσ οι νουκλεοτιδικζσ κζςεισ, όχι μόνο οι πλθροφοριακζσ. Αντίκετα με τθν μζκοδο τθσ μζγιςτθσ 

φειδωλότθτασ, που και αυτι επιτρζπει διαφοροποίθςθ ςτουσ λόγουσ μεταπτϊςεων/ μεταςτροφϊν, 

θ μζκοδοσ μζγιςτθσ πικανοφάνειασ βαςίηεται ςε κριτιρια για τθν εφρεςθ των καλφτερων τιμϊν. 

Συνεπϊσ, θ πλθροφορία που βρίςκεται κατατεκειμζνθ ςτισ αλλθλουχίεσ χρθςιμοποιείται ςτον 

μζγιςτο βακμό (Page & Holmes, 1998). Ραρόλα αυτά, ςτθν πράξθ είναι μια μζκοδοσ που κάνει πολφ 

ςυγκεκριμζνεσ υποκζςεισ όςον αφορά το ρυκμό και τον τφπο των αντικαταςτάςεων ςτισ 

νουκλεοτιδικζσ κζςεισ (Tateno et al., 1994). Θ μζκοδοσ απαιτεί ζνα ακριβζσ μοντζλο εξζλιξθσ, 

γεγονόσ το οποίο είναι και κετικό αλλά και αρνθτικό. Αν χρθςιμοποιθκεί μοντζλο το οποίο δεν 

Εικόνα 25 Το πρόβλθμα των νθςίδων φυλογενετικϊν δζντρων. Ζνασ αλγόρικμοσ αναρρίχθςθσ που κα ξεκινοφςε από το 
δζντρο 1 κα επιτφχαινε να βρει τα δζντρα 3 & 4 (που αποτελοφν τθν νθςίδα Α), αλλά δεν κα μποροφςε να βρει ότι το 
δζντρο iv ςτθν νθςίδα Β είναι ακόμα καλφτερο γιατί κα ζπρεπε να διαςχίςει ζνα πλατό δζντρων (π.χ. 5) που είναι 
χειρότερα των 3 & 4. Ωςτόςο, αν θ αναηιτθςθ ξεκινοφςε από το δζντρο  i κα επιτφχαινε  να βρει το καλφτερο δζντρο. 
(Maddison, 1991) 
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ανταποκρίνεται ςτα πραγματικά δεδομζνα ι αν καταλιγουμε ςε περιςςότερα του ενόσ δζντρα ,  

τότε και με αυτι τθν μζκοδο τα αποτελζςματα ενδζχεται να είναι παραπλανθτικά. 

2.2.5.6.2.3 Μπεΰεςιανή Συμπεραςματολογία (Bayesian Inference) 

Θ Μπεϊεςιανι Συμπεραςματολογία (Bayesian Inference) είναι μια ςχετικά πρόςφατθ 

φυλογενετικι μζκοδοσ, θ οποία μοιάηει αρκετά με τθν μζκοδο τθσ μζγιςτθσ πικανοφάνειασ ωσ 

προσ τισ βαςικζσ παραδοχζσ τισ και είναι πολφ πιο γριγορθ (Huelsenbeck et al., 2001). Στθν 

πραγματικότθτα ο ςτόχοσ τθσ είναι να γίνει αναφορά ςε κάτι που δεν ζχει παρατθρθκεί βαςιηόμενθ 

ςε ιδθ υπάρχουςεσ παρατθριςεισ. Χρθςιμοποιεί μια ςθμαντικι αρχι που ονομάηεται 

επαναςτακμιςμζνθ πικανότθτα ι πικανότθτα προκφπτουςα εκ των υςτζρων (posterior probability). 

Το κεϊρθμα του Bayes:  

  [         ]  
  [         ]    [    ]

  [    ]
 

(όπου θ κάκετοσ | ςθμαίνει «δοςμζνου ότι») χρθςιμοποιείται για να ςυνδυάςει τθν πικανότθτα 

μιασ υπόκεςθσ να είναι ςωςτι πριν κάνουμε κάποια παρατιρθςθ (prior probability) τθσ 

φυλογζνεςθσ, δθλαδι το    [    ] ,με τθν πικανοφάνεια (likelihood) των δεδομζνων που 

ςυμβολίηεται με    [         ] ϊςτε να παραχκεί θ κατανομι τθσ επαναςτακμιςμζνθσ 

πικανότθτασ    [         ] τθσ αρχικισ υπόκεςθσ υπό το πρίςμα των δεδομζνων που 

παρατθρικθκαν. Στθν ουςία, θ επαναςτακμιςμζνθ πικανότθτα ενόσ δζντρου είναι ςυνϊνυμθ με 

τθν πικανότθτα το επιλεγμζνο δζντρο να είναι το ςωςτό. Ζπειτα, τα ςυμπεράςματα τθσ 

φυλογενετικισ «ιςτορίασ» τθσ ομάδασ είναι βαςιςμζνα ςτθν  επαναςτακμιςμζνθ πικανότθτα. 

Θ επαναςτακμιςμζνθ πικανότθτα παρόλο που είναι εφκολο να διατυπωκεί, ςτθν πράξθ 

εμπεριζχει άκροιςθ για κάκε δζντρο, κακϊσ και ολοκλιρωςθ για όλουσ τουσ δυνατοφσ 

ςυνδυαςμοφσ μικουσ κλάδων και παραμζτρων υποκατάςταςθσ. Ευτυχϊσ, ζχουν αναπτυχκεί 

μζκοδοι που επιτρζπουν τθν κατ’ εκτίμθςθ υπολογιςμό τθσ επαναςτακμιςμζνθσ πικανότθτασ ενόσ 

δζντρου, με τθν ςθμαντικότερθ να είναι θ “Markov chain Monte Carlo” (MCMC).  

Για τον υπολογιςμό τθσ οριακισ πικανότθτασ αποδοχισ ι μθ ενόσ δζντρου χρθςιμοποιείται 

ςυνδυαςτικά ο αλγόρικμοσ των Metropolis & Hastings (Metropolis et al., 1953)  & (Hastings, 1970). 

Ο αλγόρικμοσ MCMC ζχει ςχεδιαςτεί ωσ μζκοδοσ «αναρρίχθςθσ λόφων» που αναηθτά τισ 

ψθλότερεσ «κορυφζσ» αλλά και κάκε τόςο κινείται προσ τα κάτω λόγω τθσ τυχαίασ φφςθσ τθσ 

αναηιτθςθσ. Ζτςι, ςε αντίκεςθ με τθν μζκοδο τθσ μζγιςτθσ πικανοφάνειασ, δεν κινδυνεφει να 

«εγκλωβιςτεί» ςε τοπικό μζγιςτο. Με τθν πάροδο του χρόνου, δζντρα με μεγαλφτερθ βακμολογία 

υφίςτανται δειγματολθψία περιςςότερο από δζντρα με χαμθλι βακμολογία. Πταν θ MCMC φτάςει 

τισ περιοχζσ με υψθλι βακμολογία ςυλλζγονται αρκετά δζντρα που βρίςκονται κοντά ςτο βζλτιςτο 

για τθν καταςκευι ενόσ ςυναινετικοφ δζντρου (consensus tree).  
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Ππωσ και θ Μζγιςτθ Ρικανοφάνεια, θ Μπεϊεςιανι Ανάλυςθ επαναςτακμίηει τισ πικανοφάνειεσ 

ςε πραγματικζσ πικανότθτεσ ζτςι ϊςτε το άκροιςμα των πικανοτιτων ςε όλα τα δζντρα να είναι ίςο 

με τθν μονάδα, και με αυτόν τον τρόπο μασ επιτρζπει να χρθςιμοποιιςουμε τθ κλαςικι κεωρία των 

πικανοτιτων για να αναλφςουμε τα δεδομζνα. Θ Μπεϊςιανι Ανάλυςθ διαφζρει από τθν Μζγιςτθ 

Ρικανοφάνεια ςτο ότι θ πρϊτθ αναηθτά το δζντρο που ζχει τθν μεγαλφτερθ πικανότθτα ζχοντασ ωσ 

βάςθ τα δεδομζνα και το εξελικτικό μοντζλο   [         ] ενϊ θ δεφτερθ αναηθτά το δζντρο που 

μεγιςτοποιεί τθν πικανότθτα να παρατθρθκοφν τα εκάςτοτε δεδομζνα ζχοντασ ωσ βάςθ το δζντρο 

(τθν υπόκεςθ)   [         ]. Θ Μπεϊεςιανι Ανάλυςθ μπορεί να ζχει καλφτερθ απόδοςθ από τθν 

Μζγιςτθ Ρικανοφάνεια (ML), αλλά ειδικά είναι πολφ πιο γριγορθ από τθν ML και κατάλλθλθ για 

τον ζλεγχο μεγάλου όγκου δεδομζνων. Ο λόγοσ που θ Μπεϊεςιανι Ανάλυςθ ζχει μεγαλφτερθ 

απόδοςθ τθσ ML είναι ότι θ ML αναηθτά και μπορεί να βρει ζνα δζντρο με ζςτω 90% πικανότθτα να 

είναι αλθκινό, ενϊ θ Μπεϊεςιανι Ανάλυςθ αναηθτά και βρίςκει εκατοντάδεσ ι χιλιάδεσ δζντρα με 

85-90% πικανότθτα να είναι αλθκινά (Xiong, 2006). 

Εικόνα 26 Στθν εικόνα φαίνονται τα τρία χαρακτθριςτικά 
μζρθ από τα οποία αποτελείται θ Μπεϊεςιανι 
ςυμπεραςματολογία.  

Στο 1
ο
 διάγραμμα απεικονίηεται θ πικανότθτα μιασ 

υπόκεςθσ να είναι ςωςτι προτοφ κάνουμε κάποια 
παρατιρθςθ (prior probability) που ςυμβολίηεται 
με 𝐏𝐫[𝑻𝒓𝒆𝒆 𝒊] και αντιπροςωπεφει τθν πικανότθτα κάκε 
δζντρου πριν γίνουν οι παρατθριςεισ. Τυπικά, όλα τα 
δζντρα κεωροφνται εξίςου πικανά εκ των προτζρων. 
 
 
 
 
Στο 2

ο
 διάγραμμα φαίνεται θ πικανοφάνεια (likelihood) 

που απεικονίηεται με 𝐏𝐫[𝑫𝒂𝒕𝒂 𝑻𝒓𝒆𝒆 𝒊] θ οποία είναι 
ανάλογθ των παρατθριςεων (ςυχνά είναι μια ςτοίχιςθ 
αλλθλουχιϊν DNA) και προχποκζτει τθν κζςθ 
ςυγκεκριμζνων υποκζςεων ςχετικά με τισ διαδικαςίεσ 
παραγωγισ των ςυμπεραςμάτων.  
 
 
 
Στο 3

ο
 διάγραμμα φαίνεται θ εκ των υςτζρων 

πικανότθτα (posterior probability) - 𝐏𝐫[𝑻𝒓𝒆𝒆 𝒊 𝑫𝒂𝒕𝒂] 
που ουςιαςτικά είναι θ πικανότθτα παρατιρθςθσ του 
κάκε δζντρου με βάςθ τισ παρατθριςεισ. Ρροκφπτει με 
τον ςυνδυαςμό τθσ εκ των προτζρων πικανότθτασ και 
τθσ πικανοφάνειασ με τθν χριςθ του τφπου του Bayes. 
(Huelsenbeck et al., 2001) 
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2.2.5.7 Αξιοπιςτία των δέντρων 

Το δζντρο που προκφπτει από τθν ανάλυςθ κάποιων δεδομζνων ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ 

μπορεί να είναι λανκαςμζνο. Για παράδειγμα, τυχαία γεγονότα όμωσ θ ςυγκλίνουςα εξζλιξθ 

μποροφν να οδθγιςουν ςτο λανκαςμζνο ςυμπζραςμα ότι δυο τάξα είναι πολφ ςυγγενικά, παρότι 

αυτό δεν ιςχφει πραγματικά. Ο καλφτεροσ τρόποσ για τθν αποφυγι των τυχαίων λακϊν είναι θ 

χρθςιμοποίθςθ μεγάλου αρικμοφ δεδομζνων που κα εγγυθκοφν το ςωςτό αποτζλεςμα των 

χρθςιμοποιοφμενων μεκόδων.  Χρθςιμοποιοφνται δυο κυρίωσ μζκοδοι εκτίμθςθσ τθσ αξιοπιςτίασ 

των δζντρων τθσ φυλογενετικισ ανάλυςθσ: θ μζκοδοσ Bootstrap και θ μζκοδοσ Jackknife. Και οι δυο 

μζκοδοι χρθςιμοποιοφνται για τθν εκτίμθςθ τθσ ποικιλότθτασ που ςχετίηεται με κάποια ςτατιςτικι 

παράμετρο, για τθν οποία θ δειγματολθπτικι κατανομι είναι άγνωςτθ ι δφςκολο να βρεκεί. Οι 

μζκοδοι αυτζσ ονομάηονται και αναδειγματολθπτικζσ (resampling) επειδι λειτουργοφν εκτιμϊντασ 

τθν μορφι τθσ δειγματολθπτικισ κατανομισ μζςω τθσ επανειλθμμζνθσ δειγματολθψίασ από τα 

αρχικά δεδομζνα. 

Στθν μζκοδο Bootstrap γίνεται τυχαία δειγματολθψία των ςτοιχείων δεδομζνων μζςω 

αντικατάςταςθσ οριςμζνων από τα αρχικά δεδομζνα, μζχρι τθν δθμιουργία μιασ νζασ ςειράσ με τον 

ίδιο αρικμό δεδομζνων με τθν αρχικι ςειρά. Κατά ςυνζπεια, ςε μια αναδειγματολθψία, οριςμζνα 

από τα αρχικά ςτοιχεία δεδομζνων δεν περιλαμβάνονται κακόλου, άλλα περιλαμβάνονται μια 

φορά και άλλα δυο φορζσ ι περιςςότερεσ. Σε κάκε αναδειγματολθψία υπολογίηεται εκ νζου θ 

ςτατιςτικι παράμετροσ που μασ ενδιαφζρει. Αν, μετά από τον επιλεγμζνο αρικμό 

επαναδειγματολθψιϊν (κατά κανόνα ≥100), τα ςτοιχεία δεδομζνων είναι αντιπροςωπευτικά των 

εξεταηόμενων τάξεων τότε οι τιμζσ τθσ παραμζτρου υπολογίηονται μζςα ςτα όρια εμπιςτοςφνθσ 

(ςυνικωσ 95%) που κζτουμε γι’ αυτιν. Πταν τα δεδομζνα είναι «καλισ ποιότθτασ» τότε κα ζχουμε 

ςτακερό τελικό δζντρο ενϊ ςε αντίκετθ περίπτωςθ κα ζχουμε τυχαία δζντρα (Felsenstein, 1985).  

Στθν μζκοδο Jackknife γίνεται αναδειγματολθψία απορρίπτοντασ n ςτοιχεία από τα αρχικά 

ςτοιχεία δεδομζνων οπότε ο υπολογιςμόσ τθσ ςτατιςτικισ παραμζτρου που μασ ενδιαφζρει γίνεται 

από m-n ςτοιχεία. Συνικωσ n=1 οπότε ςε κάκε αναδειγματολθψία απορρίπτεται ζνα ςτοιχείο 

δεδομζνων και γίνεται «ψευδοεκτίμθςθ» τθσ παραμζτρου από m-1 ςτοιχεία. Θ αλλαγι τθσ 

παραμζτρου είναι το 1/n που κα υπιρχε αν γινόταν μια δειγματολθψία από μεγαλφτερο πλθκυςμό. 

Με τον τρόπο αυτό υπολογίηεται θ απόκλιςθ τθσ παραμζτρου προεκτείνοντασ από τισ 

«ψευδοεκτιμιςεισ» των αναδειγματολθψιϊν ςτον υπό εξζταςθ πλθκυςμό. Θ χριςθ τθσ μεκόδου 

αυτισ προχποκζτει τα εξισ: θ υπό εξζταςθ ομάδα τάξεων να είναι μονοφυλετικι, τα ςτοιχεία 

δεδομζνων αντιπροςωπευτικά τθσ κατανομισ και τα αρχικά ςτοιχεία δεδομζνων πολυπλθκι ϊςτε 

να όρια εμπιςτοςφνθσ τθσ μεκόδου να είναι μεγάλα. Μια κφρια διαφορά των bootstrap και 

jackknife είναι ότι θ πρϊτθ μζκοδοσ δίνει διαφορετικά αποτελζςματα κάκε φορά ενϊ θ δεφτερθ τα 
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ίδια. Επίςθσ, θ μζκοδοσ jackknife υπολογίηει μόνο τθν διακφμανςθ τθσ ςτατιςτικισ παραμζτρου, 

ενϊ θ μζκοδοσ bootstrap όλθ τθν κατανομι βάςθ τθσ ςτατιςτικισ παραμζτρου. 

Θ αξιολόγθςθ τθσ αξιοπιςτίασ των φυλογενετικϊν δζντρων που καταςκευάηονται με τισ 

διάφορεσ φυλογενετικζσ μεκόδουσ αποςκοπεί ςτθν εκτίμθςθ τθσ ςτακερότθτασ, θ οποία μπορεί να 

αποδοκεί ςτθν τοπολογία των κλάδων τουσ. Οι τιμζσ των μεκόδων αυτϊν μασ δίνουν τθν 

πικανότθτα που ζχει κάκε κλάδοσ να εμφανίηεται ςε όλα τα δζντρα που προκφπτουν μετά 

πολλαπλζσ τυχαίεσ αναδιατάξεισ των ίδιων δεδομζνων. Πςο μεγαλφτερεσ είναι οι τιμζσ των 

παραμζτρων αυτϊν τόςο ςτακερότερθ κεωρείται θ τοπολογία των κλάδων του. Ωςτόςο, αν θ 

μζκοδοσ εξαγωγισ φυλογενετικϊν ςυμπεραςμάτων ζχει μθ επικυμθτζσ ιδιότθτεσ – όπωσ αςτάκεια 

– οι μζκοδοι επαναδειγματολθψίασ δεν μποροφν να βοθκιςουν (Felsenstein, 1985). 

Τθν αξιοπιςτία των φυλογενετικϊν δζντρων βελτιϊνει επιπλζον θ χριςθ μιασ λειτουργικισ 

ταξινομικισ μονάδασ που λειτουργεί ωσ μζτρο φυλογενετικισ ςυγγζνειασ. Θ ομάδα αναφοράσ ι 

εξωτερικι ομάδα (outgroup) επιλζγεται ϊςτε να είναι γνωςτι ςε γενικζσ γραμμζσ θ φυλογενετικι 

τθσ ςχζςθ με τα εξεταηόμενα τάξα. Θ ομάδα αναφοράσ επίςθσ κα πρζπει να είναι πιο μακριά ςε 

γενετικι απόςταςθ ςε ςχζςθ τα υπόλοιπα τάξα ϊςτε να ζχουμε ςωςτι αναπαράςταςθ των 

φυλογενετικϊν ςχζςεων. Συχνά, θ δοκιμαςτικι χριςθ περιςςότερων τθσ μιασ τζτοιασ ομάδων ϊςτε 

κάποια να είναι περιςςότερο απομακρυςμζνθ από τα εξεταηόμενα τάξα, επιτρζπει τθν επιλογι του 

καλφτερου μζτρου ςφγκριςθσ. Με τθν επιλογι τθσ κατάλλθλθσ ομάδασ αναφοράσ, τθν 

φυλογενετικι ανάλυςθ των δεδομζνων και τον ζλεγχο αναδειγματολθψίασ των δζντρων που 

προκφπτουν, καταλιγουμε ςε ζνα ςυναινετικό (consensus) δζντρο ςτο οποίο κάκε κλάδοσ ζχει 

μεγαλφτερθ αξιοπιςτία (Jermiin et al., 1997). 
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2.3 Παθογϋνεια απομονώςεων καμαροςπορύου φιςτικιϊσ 
Ζνασ από τουσ ςθμαντικότερουσ ελζγχουσ που γίνονται ςε ζνα πακογόνο είναι ο ζλεγχοσ τθσ 

πακογζνειάσ του. Αυτόσ μπορεί να γίνει ςε διαφορετικά μζρθ του φυτοφ αναλόγωσ του πακογόνου. 

Δεδομζνου ότι το καμαροςπόριο τθσ φιςτικιάσ προςβάλει διάφορα μζρθ του δζντρου –κλάδουσ, 

φφλλα και ταξικαρπίεσ αποφαςίςτθκε ο ζλεγχοσ τθσ πακογζνειασ να γίνει ςε αποκομμζνα φφλλα 

φιςτικιάσ (detached leaf assay) και ςε κλάδουσ ςτο δζντρο. Στα φφλλα πραγματοποιικθκαν 

μολφνςεισ με εναιϊρθμα μυκθλίου ενϊ ςτουσ κλάδουσ οι μολφνςεισ ζγιναν με δίςκουσ μυκθλίου 

(mycelial disks). Και ςτισ δυο περιπτϊςεισ ζγιναν 3 επαναλιψεισ για κάκε απομόνωςθ. Επιλζχκθκαν 

ςυνολικά 9 απομονϊςεισ που περιελάμβαναν ευρφ κφκλο ξενιςτϊν κακϊσ και απομονϊςεισ 

φιςτικιάσ από διαφορετικζσ περιοχζσ τθσ Ελλάδασ. 

Πίνακασ 2-9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3.1 Τεχνητϋσ μολύνςεισ φύλλων 

Στισ τεχνθτζσ μολφνςεισ φφλλων γενικά χρθςιμοποιείται εναιϊρθμα ςπορίων ι δίςκοι μυκθλίων 

αλλά και εναιϊρθμα μυκθλίου (Capó et al., 2003) Σε αυτι τθν εργαςία χρθςιμοποιικθκε 

εναιϊρθμα κατακερματιςμζνου μυκθλίου μικουσ 10-50μm. Θ χριςθ αυτοφ του τφπου του 

μυκθλίου «πλθςιάηει» τθν χριςθ εναιωριματοσ ςπορίων λόγω του πολφ μικροφ μεγζκουσ των 

τμθμάτων μυκθλίου.  

Χρθςιμοποιικθκαν φφλλα μετρίου μεγζκουσ τα οποία τοποκετικθκαν μζςα ςε διαφανι 

πλαςτικά κουτιά. Σε κάκε κουτί είχαν τοποκετθκεί 3 φφλλα αποςτειρωμζνου διθκθτικό χαρτί το 

οποίο είχε εμποτιςτεί με νερό μζχρι κορεςμοφ ϊςτε τα φφλλα να είναι ςε ςυνκικεσ 100% υγραςίασ 

. Σε κάκε φφλλο ζγινε επιφανειακι τομι με χριςθ  ξυραφιοφ ςτο κφριο νεφρο 2 cm από τθν βάςθ 

του φφλλου και τοποκετικθκε ςταγόνα εναιωριματοσ μυκθλίου το οποίο ιταν αποκθκευμζνο ςε 

α/α Ξενιςτισ περιοχι 

1 Σοφόρα ΓΡΑ, Αττικι 

26 Φιςτικιά ΓΡΑ, Αττικι 

29 Φιςτικιά Μϊλοσ Φκιϊτιδασ 

33 Φιςτικιά Μάκρθ Φκιϊτιδασ 

35 Ελιά Κθφιςιά - ΙΓΕ (Άλςοσ Συγγροφ) 

51 Φιςτικιά Βόλοσ 

52 Αμπζλι Αλίαρτοσ Βοιωτίασ 

55 Φιςτικιά Θιβα 

57 Φιςτικιά Μάκρθ Φκιϊτιδασ 
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4οC . Ο λόγοσ που χρθςιμοποιικθκε ξυράφι και όχι μαχαιρίδιο ιταν θ τομι να είναι όςο το δυνατόν 

πιο λεπτι. Τα κουτιά τοποκετικθκαν ςε επωαςτικό κλίβανο με ςυνκικεσ 28oC και με φωτοπερίοδο 

12h φωσ/ 12h ςκοτάδι κακϊσ αυτζσ είναι οι βζλτιςτεσ για τθν ανάπτυξθ του μφκθτα Botryosphaeria 

sp. (Michailides & Morgan, 2004). Οι μετριςεισ του εμβαδοφ προςβολισ πραγματοποιικθκαν τισ 

πρϊτεσ 10 θμζρεσ μετά τθν τεχνθτι μόλυνςθ. Ακολοφκθςε επεξεργαςία των εικόνων  με το 

πρόγραμμα επεξεργαςίασ εικόνων Photoshop CS4 τθσ εταιρίασ Adobe και ακολοφκωσ μζτρθςθ 

ποςοςτϊν προςβεβλθμζνων φφλλων με το πρόγραμμα Image Pro 6 τθσ εταιρίασ Media Cybernetics. 

Θ πρόοδοσ τθσ αςκζνειασ καταγράφθκε για κάκε ςτζλεχοσ κάκε θμζρα για 10 θμζρεσ και 

υπολογίςτθκε ο δείκτθσ AUDPC (Area Under the Disease Progress Curve, εμβαδό κάτω από τθν 

καμπφλθ πρόοδου τθσ αςκζνειασ) (Campbell & Madden, 1990). Ακολοφκθςε γραφικι παράςταςθ 

των ποςοςτϊν αςκζνειασ κάκε ςτελζχουσ ςε ςχζςθ με τον χρόνο. Ρροκειμζνου να ςυςχετιςτεί ο 

δείκτθσ AUDPC με τθν ζνταςθ τθσ αςκζνειασ, ο δείκτθσ αυτόσ εκφράςτθκε ωσ ποςοςτό τθσ μζγιςτθσ 

τιμισ AUDPC για όλθ τθν διάρκεια του πειράματοσ (που αντιςτοιχεί ςε 100% προςβολι) και 

αναφζρκθκε ωσ ποςοςτό αςκζνειασ βάςθ AUDPC. Ζπειτα ςτα δεδομζνα του ςχετικοφ AUDPC ζγινε 

ςτατιςτικι ανάλυςθ με το πρόγραμμα SPSS τθσ εταιρίασ IBM. Στο πρόγραμμα SPSS επιλζχκθκε θ 

ανάλυςθ μιασ μεταβλθτισ με τθν μζκοδο ANOVA και πρότυπο πολλαπλϊν δοκιμϊν Tukey. 

2.3.2 Τεχνητϋσ μολύνςεισ κλϊδων 

Οι τεχνθτζσ μολφνςεισ κλάδων πραγματοποιθκικαν in situ ςε φιςτικιζσ τον μινα Αφγουςτο με 

τα ςτελζχθ που χρθςιμοποιικθκαν να είναι ίδια με αυτά των τεχνθτϊν μολφνςεων φφλλων. Σε κάκε 

κλάδο ζγινε οπι διαμζτρου 5mm με φελλοτρυπθτι και τοποκετικθκε δίςκοσ μυκθλίου από 

αποικίεσ ςε τρυβλίο 4ων θμερϊν με το μυκιλιο να εφάπτεται ςτο ξφλο.  Ακολοφκθςε κάλυψθ με 

βαηελίνθ για διατιρθςθ υγραςίασ και τζλοσ με parafilm και αλουμινόχαρτο. Τζλθ Οκτϊβριου οι 

κλάδοι ςτουσ οποίουσ είχαν γίνει οι μολφνςεισ αποκόπθκαν, αφαιρζκθκε ο φλοιόσ μζχρι να φανεί 

το ξφλο και μετρικθκε το μικοσ του μεταχρωματιςμοφ ςε κάκε κλάδο. Ζγινε φωτογράφθςθ των 

κλάδων και απομόνωςθ ςε τρυβλία με υλικό PDA. Από τθν ανάπτυξθ των αποικιϊν επαλθκεφκθκε θ 

παρουςία μόνο του μφκθτα Botryosphaeria spp.. ςτισ προςβολζσ. Ακολοφκωσ ζγινε ςτατιςτικι 

επεξεργαςία των μθκϊν των μεταχρωματιςμϊν με το πρόγραμμα SPSS τθσ εταιρίασ IBM. Στο 

πρόγραμμα SPSS επιλζχκθκε θ ανάλυςθ μιασ μεταβλθτισ με τθν μζκοδο ANOVA και πρότυπο 

πολλαπλϊν δοκιμϊν Tukey. 
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2.4 Αντιμετώπιςη Καμαροςπορύου Φιςτικιϊσ 
Ο ζλεγχοσ του μφκθτα Botryosphaeria sp. είναι γενικά δφςκολοσ όταν θ αςκζνεια ζχει ιδθ 

εδραιωκεί ςτον οπωρϊνα.  Ζνασ από τουσ κφριουσ λόγουσ είναι ότι ο μφκθτασ παράγει πυκνίδια ςε 

προςβεβλθμζνουσ κλάδουσ, ράχεσ, άνκθ, μίςχουσ και ζλκθ τα οποία παραμζνουν ςτα δζντρα και 

αποτελοφν πθγι μολφςματοσ για διάςτθμα μζχρι και 6 χρόνια (Michailides et al., 1998). Μζχρι τϊρα 

ζχουν βρεκεί κάποιεσ ποικιλίεσ φιςτικιάσ ςχετικά ανκεκτικζσ ςτον μφκθτα, οι ςπουδαιότερεσ των 

οποίων είναι οι Sfax και θ Lassen (Michailides et al., 2000). Για πολλά χρόνια δεν είχε βρεκεί 

αποτελεςματικό ςκεφαςμα για τον ζλεγχο του μφκθτα, ωςτόςο τελευταία ζχουν γίνει δοκιμζσ με 

μυκθτοκτόνα διαφόρων ομάδων με αυτά που ανικουν ςτισ ςτρομπιλουρίνεσ να ζχουν αρκετά καλι 

απόδοςθ (Morgan et al., 2009). 

Σε αυτι τθν εργαςία πραγματοποιικθκαν μετριςεισ ανάπτυξθσ του μφκθτα ςε τρυβλία με PDA 

ςτα οποία είχε ενςωματωκεί μυκθτοκτόνο. Χρθςιμοποιικθκαν ςυνολικά 5 μυκθτοκτόνα τα οποία 

είχαν επίςθσ δοκιμαςτεί για τθν αποτελεςματικότθτά τουσ ςτον αγρό. Τα 3 από τα μυκθτοκτόνα 

περιείχαν μια δραςτικι ουςία ενϊ τα υπόλοιπα μίγμα δυο δραςτικϊν ουςιϊν. 

Πίνακασ 2-10 

Εμπορικό όνομα Δραςτικι ουςία και ομάδα 

neotopsin Thiophanate methyl (βενηιμιδαηολικά) 

stroby Kresoxim methyl (ςτρομπιλουρίνεσ) 

quadris Azoxystrobin (ςτρομπιλουρίνεσ) 

signum Boscalid (πυριδινο- καρβοξαμιδικά) + 

Pyraclostrobin (ςτρομπιλουρίνεσ) 

switch Cyprodinil (ανιλινοπυριμιδινικά) + 

Fludioxonil (φαινυλοπυρρολικά) 

 Στουσ πειραματικοφσ αγροφσ το ςκεφαςμα neotopsin ψεκάηονταν μια φορά μζςα Απριλίου και 

τα υπόλοιπα 4 ςκευάςματα ψεκάηονταν ςυνολικά τρεισ φορζσ κατά τθν διάρκεια του κζρουσ – 

αρχζσ Μαΐου, αρχζσ Ιουνίου και αρχζσ Ιουλίου. Το ςκεφαςμα neotopsin ψεκαηόταν 1ον για τον 

ζλεγχο των αρχικϊν μολφνςεων και 2ον για τθν αποφυγι ανάπτυξθσ ανκεκτικότθτασ του μφκθτα 

Botryosphaeria sp. ςτα υπόλοιπα μυκθτοκτόνα. Αυτό είναι ςθμαντικό γιατί όπωσ ζχει φανεί ςε 

πειράματα με τον μφκθτα Botryosphaeria sp. ειδικά ςτισ ςτρομπιλουρίνεσ ζχουμε ςχετικά εφκολθ 

ανάπτυξθ ανκεκτικότθτασ (Morgan et al., 2009). 
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2.4.1 Περιγραφό μυκητοκτόνων 

2.4.1.1 Neotopsin 

Το ςκεφαςμα neotopsin χρθςιμοποιικθκε ςτον 

αγρό ωσ πρόςκετο μζτρο για τθν αποφυγι 

ςυςςωρεφςεωσ υψθλισ ποςότθτασ μολφςματοσ και 

τον ζλεγχο τθσ αςκζνειασ ςτα πρϊτα ςτάδια μετά τον 

χειμϊνα. Ζχει προςτατευτικι και κεραπευτικι δράςθ 

κακϊσ ωσ διαςυςτθματικό απορροφάται από τισ 

ρίηεσ και τα φφλλα. Θ δραςτικι του ουςία είναι το 

thiophanate-methyl και ανικει ςτα βενηιμιδαηολικά 

τα οποία παρεμποδίηουν τθν μιτωτικι διαίρεςθ. 

Μζςα ςτο φυτό μετατρζπεται ςε carbendazim και 

παρεμποδίηει το ςχθματιςμό των μικροςωλθνίςκων 

τθσ μιτωτικισ ατράκτου  με προςκόλλθςθ ςτθν β-

τουμπουλίνθ αποκλείοντασ ζτςι τον κανονικό αποχωριςμό των κυγατρικϊν χρωματοςωμάτων 

(Ηιϊγασ & Μάρκογλου, 2007). Σθμαντικό ρόλο ςτθν μυκθτοτοξικότθτα παίηει επίςθσ θ παρεμπόδιςθ 

του ςχθματιςμοφ των μικροςωλθνίςκων του κυτοπλάςματοσ από τουσ οποίουσ εξαρτάται ο 

προςανατολιςμόσ τθσ αφξθςθσ των μυκθλιακϊν υφϊν. Αρχικζσ ζρευνεσ τθν δεκαετία του 1970, 

όπου και άρχιςε θ χριςθ μυκθτοκτόνων τθσ ομάδασ αυτισ, κεωροφςαν ότι δεν υπιρχε πικανότθτα 

ανάπτυξθσ ανκεκτικότθτασ ωςτόςο λίγα χρόνια αργότερα εμφανίςτθκαν αρκετά προβλιματα 

ανκεκτικότθτασ ςε πολλοφσ μφκθτεσ. Τελευταία, ανκεκτικότθτα ςτο thiophanate methyl ζχει 

εμφανιςτεί ςε αρκετοφσ μφκθτεσ όπωσ Diplocarpon mali (diplocarpon_thiophanate methyl 

resistance), Fusarium sambucinum και Helminthosporium solani (Kawchuk et al., 1994), 

Colletotrichum cereale (Young et al., 2010), Cercospora kikuchii (Iori et al., 2006) και άλλουσ. Θ 

εμφάνιςθ ανκεκτικότθτασ ςυνδζεται ςυνικωσ με μεταλλαγζσ ςε γονίδια τθσ β-τουμπουλίνθσ, όπωσ 

ςτθν περίπτωςθ του  Colletotrichum cereale (Young et al., 2010) που είχαν ςυμβεί 2 μεταλλαγζσ ςτο 

γονίδιο 2 τθσ β-τουμπουλίνθσ.  

 

2.4.1.2 Stroby 

Το ςκεφαςμα Stroby είναι ζνα από τα 4 μυκθτοκτόνα που χρθςιμοποιικθκαν ςτον αγρό κακϊσ 

και ςε μετριςεισ ανάπτυξθσ ςε τρυβλία για τθν  αξιολόγθςθ απόδοςθσ του. Χαρακτθρίηεται από 

διαςυςτθματικι κίνθςθ, προλθπτικι και κεραπευτικι δράςθ και μεγάλθ υπολειμματικι διάρκεια. Θ 

δραςτικι του ουςία είναι το kresoxim methyl το οποίο ανικει ςτουσ παρεμποδιςτζσ του ςυμπλόκου 

ΙΙΙ τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ και ειδικότερα ςτουσ Qo παρεμποδιςτζσ. Είναι από τα πρϊτα τθσ 

Εικόνα 27 thiophanate methyl 
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ομάδασ Qo που ειςιχκθκε ςε χριςθ και 

ςτθν Ελλάδα χρθςιμοποιείται από τα μζςα 

τθσ δεκαετίασ του 1990 (Ηιϊγασ & 

Μάρκογλου, 2007). Ανκεκτικότθτα ζχει 

εμφανιςτεί ςε κάποιουσ μφκθτεσ όπωσ ο 

Venturia inequalis (Turechek & Köller, 

2004), Saccharomyces cerevisiae (Köller et 

al., 2001) και άλλουσ. Το ςθμείο – ςτόχοσ 

των μυκθτοκτόνων τθσ ομάδασ αυτισ 

μπορεί να παρακαμφκεί ςε ςθμαντικό βακμό από τθν εναλλακτικι αναπνοι, ωςτόςο  in vivo δεν 

ζχει ιδιαίτερθ ςθμαςία κακϊσ δεν επαρκεί. Ζνασ δυναμικά πιο ςθμαντικόσ τρόποσ απόκτθςθσ 

ανκεκτικότθτασ είναι μια μεταλλαγι ςτθν περιοχι δράςθσ ςτο κυτόχρωμα b, ο οποίοσ ζχει 

παρατθρθκεί ςτον Saccharomyces cerevisiae και άλλουσ μφκθτεσ (Köller et al., 2001). 

2.4.1.3 Quadris 

Το ςκεφαςμα Quadris 

,όπωσ το Stroby, ανικει και 

αυτό ςτισ ςτρομπιλουρίνεσ 

και χρθςιμοποιικθκε ςε 

πειράματα in vivo ςτον αγρό 

κακϊσ και in vitro ςε 

μετριςεισ ανάπτυξθσ ςε 

τρυβλία.  Χαρακτθρίηεται από 

διαςυςτθματικι κίνθςθ και 

χρθςιμοποιείται προλθπτικά και κεραπευτικά για τθν καταπολζμθςθ ςθμαντικϊν φυτοπακογόνων 

μυκιτων  και των τεςςάρων κλάςεων. Θ δραςτικι του ουςία είναι το azoxystrobin το οποίο ανικει 

και αυτό ανικει ςτουσ παρεμποδιςτζσ του ςυμπλόκου ΙΙΙ τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ και 

ειδικότερα ςτουσ Qo παρεμποδιςτζσ (Ηιϊγασ & Μάρκογλου, 2007). Ανκεκτικότθτα ζχει εμφανιςτεί 

εδϊ και δεκαετίεσ ςε μφκθτεσ όπωσ ο Alternaria ςε φιςτικιά, (Ma et al., 2003), Colletotrichum 

cereale (Young et al., 2010), Pseudoperonospora cubensis (Zhang et al., 2007), Penicillium digitatum 

(Zhang et al., 2009), Magnaporthe oryzae (Ma & Uddin, 2009) (Ma & Uddin, 2009) κακϊσ και ςε 

Botryosphaeria dothidea (Morgan et al., 2009). Θ ανάπτυξθ ανκεκτικότθτασ ςτισ περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ οφείλεται, όπωσ και ςτο stroby, ςε μεταλλαγι ςτο κυτόχρωμα b (Zhang et al., 2009), 

(Zhang et al., 2007). 

Εικόνα 28 kresoxim methyl 

Εικόνα 29 azoxystrobin 
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2.4.1.4 Signum 

Το ςκεφαςμα Signum ,που χρθςιμοποιικθκε ςτον αγρό κακϊσ και in vitro, εμπεριζχει δυο 

δραςτικζσ ουςίεσ: το boscalid και το pyraclostrobin. Και οι δυο δραςτικζσ ουςίεσ δρουν ςτο 

μονοπάτι τθσ αναπνοισ αλλά το κακζνα ςε διαφορετικό ςθμείο. Το boscalid ανικει ςτα 

καρβοξαμιδικά μυκθτοκτόνα τα οποία είναι εξειδικευμζνοι παρεμποδιςτζσ του ενηυμικοφ 

ςυμπλόκου τθσ αφυδρογονάςθσ του θλεκτρικοφ οξζοσ (SDC) που ανικει ςτο ςφμπλοκο ΙΙ τθσ 

αναπνευςτικισ αλυςίδασ. Το pyraclostrobin ανικει ςτισ ςτρομπιλουρίνεσ οι οποίεσ όπωσ 

αναφζρκθκε πιο πάνω είναι παρεμποδιςτζσ του ςυμπλόκου ΙΙΙ τθσ αναπνευςτικισ αλυςίδασ και 

ειδικότερα Qo παρεμποδιςτζσ. Στον μφκθτα του γζνουσ Botryosphaeria δεν ζχει αναφερκεί μζχρι 

τϊρα ανκεκτικότθτα, ωςτόςο ζχει εμφανιςτεί ςε άλλουσ μφκθτεσ, όπωσ ο Botrytis cinerea (Kim & 

Xiao, 2010), (Ηιϊγασ & Μάρκογλου, 2007) 

 

2.4.1.5 Switch 

Το ςκεφαςμα Switch, που και αυτό χρθςιμοποιικθκε και για πειράματα ςτον αγρό αλλά και in 

vitro ςε τρυβλία, εμπεριζχει δυο δραςτικζσ ουςίεσ: το cyprodinil και το fludioxonil. Το cyprodinil , 

που είναι διαςυςτθματικό, ανικει ςτα ανιλινοπυριμιδινικά μυκθτοκτόνα τα οποία παρεμποδίηουν 

Εικόνα 30 boscalid και pyraclostrobin 

Εικόνα 31 cyprodinil και fludioxonil 
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τθν βιοςφνκεςθ τθσ μεκειονίνθσ, με πικανι δράςθ ςτο ζνηυμο β-λυάςθ τθσ κυςτακειονίνθσ, 

παρεμποδίηοντασ ζτςι τθν ζκκριςθ λυτικϊν ενηφμων. Το fludioxonil  ανικει ςτα φαιλυνοπυρρολικά 

μυκθτοκτόνα των οποίων ο τρόποσ δράςθσ βαςίηεται ςε παρεμπόδιςθ πρωτεϊνικϊν κιναςϊν, όπωσ 

θ PK-III και θ c-AMP-PKA που ςυμμετζχουν ςτθ ρφκμιςθ τθσ βιοςφνκεςθσ τθσ γλυκερόλθσ και του 

ωςμωτικοφ δυναμικοφ γενικότερα με αποτζλεςμα βλάβεσ ςτθν δομι του κυτταροπλαςματικισ 

μεμβράνθσ ι/ και  του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ. Το fludioxonil δεν είναι διαςυςτθματικό, και ζτςι 

προςτατεφει μόνο τισ επιφάνειεσ ςτισ οποίεσ ψεκάηεται το μυκθτοκτόνο. Στο μφκθτα Botryosphaeria 

sp. δεν ζχει εμφανιςτεί μζχρι ςιμερα ανκεκτικότθτα. Ωςτόςο τα τελευταία χρόνια ζχει εμφανιςτεί 

ανκεκτικότθτα ςτο cypronidil ςε ςτελζχθ του μφκθτα Botrytis cinerea. Στο fludioxonil ζχουν 

εμφανιςτεί ανκεκτικά ςτελζχθ μόνο in vitro κακϊσ ςτον αγρό ζχουν μειωμζνθ βιωςιμότθτα (Leroch 

et al., 2011). 

 

2.4.2 Δοκιμϋσ ευαιςθηςύασ ςτελεχών 
Πίνακασ 2-11 

Προζλευση στελζχους κωδικός 

Stroby 77/ Stroby 

Signum 81/ Signum 

Quadris 86/ Quadris 

Switch 93/ Switch 

Control – 36-3 36_3 

Για τισ δοκιμζσ ευαιςκθςίασ in vitro χρθςιμοποιικθκαν τα τζςςερα μυκθτοκτόνα που 

ελζγχκθκαν ςτον αγρό για απόδοςθ, δθλαδι τα Stroby, Quadris, Signum & Switch ςυν το Neotopsin 

που ψεκάςτθκε τθν Άνοιξθ πριν από κάκε επζμβαςθ με τα 4 διαφορετικά μυκθτοκτόνα. Και τα 5 

μυκθτοκτόνα είναι ςτακερά ςτισ ςυνκικεσ του πειράματοσ κακϊσ δεν υδρολφονται ςτο pH του PDA 

που είναι περίπου 5.2 . Χρθςιμοποιικθκαν ςυνολικά 5 ςτελζχθ από απομονϊςεισ που είχαν γίνει 

από τουσ πειραματικοφσ αγροφσ. Τα 4 ςτελζχθ είχαν προζλκει το κακζνα από ομάδεσ δζντρων που 

είχαν ψεκαςτεί θ κάκε μια με διαφορετικό μυκθτοκτόνο και ζνα ςτζλεχοσ από δζντρα που δεν είχαν 

ψεκαςτεί κακόλου. Αυτό το ςτζλεχοσ χρθςιμοποιικθκε ωσ «μάρτυρασ» για τον ζλεγχο εμφάνιςθσ 

ανκεκτικότθτασ. Και οι 5 απομονϊςεισ πραγματοποιικθκαν από φφλλα των δζντρων που είχαν 

ψεκαςτεί με τα αντίςτοιχα μυκθτοκτόνα. Και για τα πζντε ςτελζχθ χρθςιμοποιικθκε το Littman  

Oxgall  Agar για τθν παραςκευι μονόςπορων αποικιϊν. Ζπειτα παραςκευάςτθκε εναιϊρθμα 

μυκθλίου για χριςθ ωσ μόλυςμα. Για τισ δοκιμζσ ανάπτυξθσ των ςτελεχϊν ςτα τρυβλία 

χρθςιμοποιικθκε εναιϊρθμα μυκθλίου (παράγραφοσ 2.1.6) Για τθν επιλογι τθσ μεκόδου 
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δοκιμάςτθκε και θ μζκοδοσ με δίςκο μυκθλίου (mycelial plug). Και ςτισ δυο μεκόδουσ θ ανάπτυξθ 

του μυκθλίου ιταν ικανοποιθτικι, ωςτόςο ςτθν περίπτωςθ του δίςκου μυκθλίου, ακόμα και ςτισ 

μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ μυκθτοκτόνου υπιρχε μικρι ανάπτυξθ ενϊ με εναιϊρθμα μυκθλίου θ 

ανάπτυξθ ιταν μθδενικι. Αυτό οφείλεται πικανϊσ ςτο ότι ο δίςκοσ μυκθλίου  περιζχει και τμιμα 

PDA από το οποίο μπορεί να αναπτφςςεται ςε μικρό βακμό ενϊ ςτθν περίπτωςθ του εναιωριματοσ 

μυκθλίου το υπάρχει μόνο το PDA ςτο οποίο είναι ενςωματωμζνο το μυκθτοκτόνο. Δοκιμζσ που 

ζγιναν με τθν μζκοδο του εναιωριματοσ μυκθλίου ζδειξαν ίδια διάμετρο ανάπτυξθσ για όλεσ τισ 

επαναλιψεισ.  Ραρατθρικθκε επίςθσ ότι όταν το μυκιλιο που εναποτίκεται είναι μικρι ποςότθτα 

(μερικά μl εναιωριματοσ), θ ανάπτυξθ ςε διάμετρο είναι θ ίδια αν τοποκετθκεί πολλαπλάςια 

ποςότθτα και το μόνο που αλλάηει είναι το φψοσ τθσ αποικίασ. Σθμαντικό ρόλο διαδραματίηει το 

μικρό μζγεκοσ των τεμαχίων μυκθλίου, που βοθκά ςτθν ςωςτι και ομοιόμορφθ ανάπτυξθ. 

2.4.2.1 Μεθοδολογία 

Τα μυκθτοκτόνα που χρθςιμοποιικθκαν για τον ζλεγχο ανάπτυξθσ ιταν ςε μορφι 

ςκευαςμάτων και όχι κακαρισ ουςίασ, και  ωσ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ χρθςιμοποιικθκε θ μζγιςτθ 

ςυνιςτϊμενθ από τον παραςκευαςτι. Χρθςιμοποιικθκαν ςυνολικά 11 ςυγκεντρϊςεισ για κάκε 

μυκθτοκτόνο με διαδοχικι αραίωςθ λόγου 1:3 (Taylor et al., 2006) & (Kretschmer et al., 2009). Ζτςι, 

θ μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ ιταν 1 × ςυνιςτϊμενθ και θ ελάχιςτθ 3-10×ςυνιςτϊμενθ ≈1.694×10-5 τθσ 

ςυνιςτϊμενθσ. Το εφροσ των ςυγκεντρϊςεων επιλζχκθκε ϊςτε να υπάρχει από ςχεδόν 

παρεμπόδιςθ από ελάχιςτθ ζωσ μεγάλθ, κακϊσ, δεδομζνου ότι  δυο από τα ςκευάςματα που 

χρθςιμοποιικθκαν περιείχαν δυο δραςτικζσ ουςίεσ δεν ιταν γνωςτζσ εκ των προτζρων οι 

αποτελεςματικζσ ςυγκεντρϊςεισ τουσ.  

Πίνακασ 2-12 

Όνομα σκευάσματος Δραστικζς ουσίες συγκζντρωση 

Neotopsin 70wg Thiophanate methyl 70% w/w 1gr/lt 

Stroby 50wg Kresoxim methyl 50% w/w 0.2gr/lt 

Quadris 25sc Azoxystrobin 25% w/v 1ml/ lt 

Signum 26.7/6.7wg Boscalid 26.7%w/w + 

pyraclostrobin 6.7% w/w 

1.5gr/lt 

Switch 25/37.5wg Fludioxonil 25% w/w +  

cyprodinil 37.5% w/w 

1gr/lt 

Θ ενςωμάτωςθ των μυκθτοκτόνων ,τα οποία ιταν διαλυμζνα ςε αποςτειρωμζνο νερό, 

πραγματοποιικθκε με τθ χριςθ υδατόλουτρου κερμοκραςίασ 48οC. Σε κάκε τρυβλίο PDA, το οποίο 

περιείχε 23ml PDA, τοποκετικθκε μια ςταγόνα εναιωριματοσ μυκθλίου με γυάλινο ςτειλεό. Για τθν 
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ανάπτυξθ του μφκθτα τα τρυβλία τοποκετικθκαν ςε κάλαμο κερμοκραςίασ 28oC, υγραςίασ 100% 

ςε ςκοτάδι (Ma et al., 2002). Οι μετριςεισ πραγματοποιικθκαν για τισ πρϊτεσ 8 θμζρεσ κακϊσ μετά 

από αυτό το χρονικό διάςτθμα το μυκιλιο ακόμα και ςε μζτριεσ ςυγκεντρϊςεισ μυκθτοκτόνου είχε 

ςε πολλζσ περιπτϊςεισ καλφψει όλθ τθν επιφάνεια του τρυβλίου. Θ μζτρθςθ για το EC50 του 

εκάςτοτε μυκθτοκτόνου  γινόταν τθν 4θ θμζρα κακϊσ τότε ο μάρτυρασ (τρυβλίο χωρίσ μυκθτοκτόνο) 

ιταν ςτθ μζγιςτθ διάμετρο πριν καλφψει πλιρωσ το τρυβλίο. Για κάκε τρυβλίο, μετρικθκε θ 

διάμετροσ του μυκθλίου ςε δυο κάκετουσ άξονεσ και διαιρζκθκε δια τθν διάμετρο του εκάςτοτε 

μάρτυρα. Για κάκε ςτζλεχοσ υπολογίςτθκε γραμμικι ςυνάρτθςθ παλινδρόμθςθσ τθσ % 

παρεμπόδιςθσ ςε ςχζςθ με τον μάρτυρα ζναντι του λογαρίκμου τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

μυκθτοκτόνου. Ζπειτα, υπολογίςτθκε το EC50 για κάκε ςτζλεχοσ με γραμμικι ςυνάρτθςθ. Τζλοσ, 

ζγινε ςφγκριςθ των τεςςάρων ςτελεχϊν με το ςτζλεχοσ 36_3 που δεν είχε ψεκαςτεί με κανζνα 

μυκθτοκτόνο. 
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3 Αποτελϋςματα 

3.1 Ανϊλυςη γενετικών τόπων ITS1, 5.8S, ITS2 

Το τμιμα του πυρθνικοφ DNA που πολλαπλαςιάςτθκε ςε αυτι τθ μελζτθ με τθν αλυςιδωτι 

αντίδραςθ πολυμεράςθσ (PCR) από διάφορα είδθ του μφκθτα Botryosphaeria sp. και μιασ 

αλλθλουχίασ του μφκθτα υπζςτθ κατάλλθλθ επεξεργαςία κακϊσ αφαιρζκθκαν τόςο από τθν αρχι 

όςο και από το τζλοσ των αλλθλουχιϊν κάποια τμιματα. Το τελικό ςφνολο των ςτοιχιςμζνων 

αλλθλουχιϊν που χρθςιμοποιικθκε ςτισ φυλογενετικζσ αναλφςεισ, μετά τθν αφαίρεςθ των 

τμθμάτων από τθν αρχι και το τζλοσ των αλλθλουχιϊν, είχε μικοσ 566 βάςεων. Το ςφνολο αυτό 

περιελάμβανε βάςεισ από το 3’άκρο του 18S, τθ ςυνολικι ακολουκία των ITS1, 5.8S & ITS2 και 

βάςεισ από το άκρο του 28S. Στο ςφνολο των αλλθλουχιϊν, από τισ 566 ςτοιχιςμζνεσ βάςεισ, οι 73 

(13%) διαφοροποιοφνταν (variable sites), οι 492 (87%) ιταν ςυντθρθμζνεσ (conserved sites), και οι 

71 (13%) ιταν πλθροφοριακζσ κζςεισ φειδωλότθτασ  (parsimony – informative sites).  

Πίνακασ 3-1 Μικοσ περιοχϊν ITS1, 5.8S, ITS2 ςε βάςεισ ανά ςτζλεχοσ 

ςτζλεχοσ Ξενιςτισ Είδοσ βάςθ 

ανάλυςθσ blast 

Περιοχι ITS1 

bp 

5.8S 

bp 

ITS2 

bp 

1 Σοφόρα B. dothidea Αττικι 188 148 158 

26 Φιςτικιά N. vitifusiforme Αττικι 177 158 155 

29 Φιςτικιά N. vitifusiforme Φκιϊτιδα, Μϊλοσ 177 158 155 

32 Φιςτικιά N. vitifusiforme Φκιϊτιδα, Μάκρθ 177 158 155 

33 Φιςτικιά N. vitifusiforme Φκιϊτιδα, Μάκρθ 177 158 155 

35 Ελιά B. dothidea Αττικι 188 148 158 

36-3 Φιςτικιά N. vitifusiforme Φκιϊτιδα, Μάκρθ 177 158 155 

41 Δαμαςκθνιά B. dothidea Αττικι 188 148 158 

50 Άμπελοσ B. obtusa Βοιωτία, Αλίαρτοσ 177 155 161 

52 Άμπελοσ B. obtusa Βοιωτία, Αλίαρτοσ 177 155 161 

Το ποςοςτά των νουκλεοτιδίων ςτισ 10 αλλθλουχίεσ ιταν κατά μζςον όρο 22.3% T, 25.4% C, 

23.5% A & 28.8% G. Αναλυτικά τα ποςοςτά των νουκλεοτιδίων από το κάκε ςτζλεχοσ, κακϊσ και το 

μικοσ που τελικά ζχουν οι αλλθλουχίεσ των απομονϊςεων μετά ςτθν ςτοίχιςθ φαίνονται ςτον 

Ρίνακα 3-2, ζτςι όπωσ αυτά προζκυψαν από το πρόγραμμα MEGA 5. 

Στουσ παρακάτω πίνακεσ (3-2, 3-3, 3-4 και 3-5) φαίνονται οι νουκλεοτιδικζσ αποςτάςεισ μεταξφ 

των ςτελεχϊν, οι διαπλυκθςμιακζσ νουκλεοτιδικζσ αποκλίςεισ και οι κακαρζσ νουκλεοτιδικζσ 

αποκλίςεισ μεταξφ των πλθκυςμϊν. Ωσ πλθκυςμοί ςυντάχκθκαν οι απομονϊςεισ που είχαν γίνει 
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από ίδιο ξενιςτι. Θ μζςθ νουκλεοτιδικι απόκλιςθ ανάμεςα ςτισ αλλθλουχίεσ των πλθκυςμϊν 

(overall mean) ανζρχεται ςτο 3.7%. Οι πίνακεσ υπολογίςτθκαν με το μοντζλο Μζγιςτθσ ςφνκετθσ 

Ρικανοφάνειασ (Maximum composite likelihood) και ζδειξαν μικρζσ ςχετικά αποςτάςεισ μεταξφ των 

πλθκυςμϊν. 

 

Πίνακασ 3-2 Ροςοςτό βάςεων των αλλθλουχιϊν και ςυνολικόσ αρικμόσ βάςεων 

Απομόνωζη Ξενιζηήρ T C A G %(G+C) Σύνολο 

1 Σοθόρα 22.0 25.8 23.4 28.8 54.59 555.0 

26 Φιζηικιά 22.6 25.3 23.3 28.8 54.10 549.0 

29 Φιζηικιά 22.5 25.3 23.3 28.9 54.18 550.0 

32 Φιζηικιά 22.7 25.3 23.1 28.9 54.18 550.0 

33 Φιζηικιά 22.6 25.2 23.2 29.0 54.23 544.0 

35 Δλιά 22.0 25.6 23.5 28.9 54.51 554.0 

36-3 Φιζηικιά 22.7 25.1 23.1 29.1 54.21 546.0 

41 Γαμαζκηνιά 21.9 25.7 23.4 29.0 54.71 552.0 

50 Άμπελος 21.8 25.4 24.3 28.5 53.93 547.0 

52 Άμπελος 21.8 25.4 24.5 28.3 53.72 551.0 

Μέζορ όπορ  22.3 25.4 23.5 28.8 54.24 549.8 

 

Πίνακασ 3-3 Νουκλεοτιδικζσ αποςτάςεισ μεταξφ των 10 ςτελεχϊν με γ-κατανομι 

Αποζηάζειρ μεηαξύ ζεςγών 

 1 26 29 32 33 35 36-3 41 50 

1_{ζοθόπα}          

26_{θιζηικιά} 0.036         

29_{θιζηικιά} 0.042 0.009        

32_{θιζηικιά} 0.036 0.003 0.005       

33_{θιζηικιά} 0.035 0.000 0.006 0.001      

35_{ελιά} 0.000 0.036 0.042 0.036 0.035     

36-3_{θιζηικιά} 0.039 0.006 0.002 0.006 0.005 0.039    

41_{δαμαζκηνιά} 0.000 0.036 0.041 0.035 0.035 0.000 0.039   

50_{αμπέλι} 0.067 0.066 0.072 0.065 0.065 0.067 0.069 0.067  

52_{αμπέλι} 0.067 0.066 0.073 0.066 0.065 0.067 0.069 0.067 0.000 
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Πίνακασ 3-4 Διαπλυκθςμιακζσ νουκλεοτιδικζσ αποκλίςεισ (between group average) μεταξφ των 5 πλθκυςμϊν (ωσ 

ξενιςτζσ) με γ-κατανομι 

 ελιά δαμαζκηνιά ζοθόπα θιζηικιά 

ελιά     

δαμαζκηνιά 0.000    

ζοθόπα 0.000 0.000   

θιζηικιά 0.038 0.037 0.038  

αμπέλι 0.067 0.067 0.067 0.068 

 

Πίνακασ 3-5 Κακαρζσ νουκλεοτιδικζσ αποκλίςεισ (net between group) αποκλίςεισ μεταξφ των 5 πλθκυςμϊν (ωσ ξενιςτζσ) 

με γ-κατανομι 

 ελιά δαμαζκηνιά ζοθόπα θιζηικιά 

ελιά     

δαμαζκηνιά 0.000    

ζοθόπα 0.000 0.000   

θιζηικιά 0.035 0.035 0.035  

αμπέλι 0.067 0.067 0.067 0.065 

 

Το καλφτερο μοντζλο εξζλιξθσ των αλλθλουχιϊν που προζκυψε, ςφμφωνα με το AIC, είναι το 

μοντζλο HKY με ενςωμάτωςθ παραμζτρου G όπωσ υπολογίςτθκε από το πρόγραμμα MEGA5 

(HKY+G με –ln L= 1194,55), ςχιμα παραμζτρου γ-κατανομισ με α=0,6022, αρικμό παραμζτρων που 

λιφκθκαν υπόψθ κ=22 και 8 διαφορετικοφσ ρυκμοφσ υποκαταςτάςεων. Ο πίνακασ του ρυκμοφ 

υποκαταςτάςεων μεταξφ των νουκλεοτιδίων ζχει ωσ εξισ: 

Πίνακασ 3-6 ΢υκμόσ υποκαταςτάςεων μεταξφ των νουκλεοτιδίων  

Οι μεταπτϊςεισ που διαφζρουν είναι ςθμειωμζνεσ με ζντονα γράμματα είναι και οι μεταςτροφζσ με πλάγια. Το ςφνολο 

των r ιςοφται με 100 (Tamura et al., 2007) 

Από\

Προσ 

A T C G 

A - 4.7558 5.4280 16.5118 

T 5.0200 - 14.5533 6.1584 

C 5.0200 12.7511 - 6.1584 

G 13.4595 4.7558 5.4280 - 
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Θ τιμι Iss (Index of Substitution Saturation) που προκφπτει από τον ζλεγχο των αλλθλουχιϊν για 

κορεςμό υποκαταςτάςεων με τθν δοκιμαςία των (Xia & Xie, 2001) είναι Iss=0,1068, μικρότερθ από 

τθν Iss.c=0,7366 (Index of Substitution Saturation, Critical value), με τθν διαφορά των δφο τιμϊν να 

είναι ςτατιςτικά ςθμαντικι εντόσ των ορίων εμπιςτοςφνθσ του 95%. Επίςθσ, από το γράφθμα 

κορεςμοφ (Εικόνα 32), επιβεβαιϊνεται πωσ οι αλλθλουχίεσ δεν εμφανίηουν κορεςμό 

υποκαταςτάςεων ςυνεπϊσ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για περαιτζρω αναλφςεισ. 

Τα δζντρα που προζκυψαν από τισ διάφορεσ φυλογενετικζσ αναλφςεισ παρουςιάηονται 

παρακάτω (Εικόνα 33 ζωσ και Εικόνα 40). Αρχικά παρουςιάηονται τα αποτελζςματα των μεκόδων 

Σφνδεςθσ Γειτόνων (Neighbor-Joining - NJ), UPGMA και Μζγιςτθσ Ρικανοφάνειασ (Maximum 

Likelihood-ML), ζπειτα αυτά τθσ Μζγιςτθσ Φειδωλότθτασ (Maximum Parsimony – MP) και εν 

ςυνεχεία αυτά τθσ Μπεϊςιανισ Συμπεραςματολογίασ (Bayesian Inference - BI). Σε κάκε δζντρο τα 

ςτελζχθ εμφανίηονται μαηί με το είδοσ του μφκθτα που βρζκθκε να ταιριάηει περιςςότερο με τθν 

δοκιμαςία BLAST. 

Στθν Εικόνα 33, Εικόνα 34 και Εικόνα 35 φαίνονται τα δζντρα που προζκυψαν με τισ μζκοδο 

Neighbor Joining (γραμμικά με μθ) & UPGMA αντίςτοιχα μζςω του προγράμματοσ MEGA5. Τα 

δζντρα αυτά προζκυψαν χρθςιμοποιϊντασ το μοντζλο τθσ Μζγιςτθσ Σφνκετθσ Ρικανοφάνειασ 

Εικόνα 32 Γράφθμα κορεςμοφ για τισ αλλθλουχίεσ των γενετικϊν τόπων ITS1, 5.8S, ITS2, υπολογίηοντασ τθ γενετικι 
απόςταςθ με το μοντζλο Lake94 (Xia & Xie, 2001)  xS=μεταπτϊςεισ, V=μεταςτροφζσ 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  3 – ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 Σελίδα 87 
 

(Maximum Composite Likelihood) (που βαςίηεται ςτθν μζκοδο των Tamura & Nei, 1993) με γ 

κατανομι και 1000 bootstrap επαναλιψεισ. 

Ραρακάτω (Εικόνα 36 & Εικόνα 37) φαίνονται τα δζντρα που προζκυψαν με τθν μζκοδο 

Maximum Likelihood μζςω του προγράμματοσ MEGA5. Χρθςιμοποιικθκε το μοντζλο ΘΚΥ 

(Hasegawa-Kishino-Yano, 1985) με γ κατανομι και 1000 bootstrap επαναλιψεισ. 

Στθν Εικόνα 38 που ακολουκεί, φαίνεται το δζντρο που προζκυψε από τθν ανάλυςθ Μζγιςτθσ 

Φειδωλότθτασ (MP). Χρθςιμοποιικθκαν ακριβϊσ οι ίδιεσ αλλθλουχίεσ με τισ υπόλοιπεσ μεκόδουσ. 

Επιχειρικθκαν αναλφςεισ οι οποίεσ διζφεραν μεταξφ τουσ ωσ προσ το χειριςμό των κενϊν (gaps) 

των αλλθλουχιϊν. Στθν μια τα κενά αντιμετωπίηονταν ωσ άγνωςτεσ κζςεισ και ςτθν άλλθ ωσ νζοσ 

χαρακτιρασ. Στθν δεφτερθ περίπτωςθ, θ ςτατιςτικι ςτιριξθ των κλάδων ιταν ελάχιςτα μειωμζνθ 

ςε ςχζςθ με τθν πρϊτθ, γι’ αυτό και τελικά επιλζχκθκε να χρθςιμοποιθκοφν τα κενά ωσ άγνωςτεσ 

κζςεισ. Ωσ εξωομάδα (outgroup) χρθςιμοποιικθκε ςτζλεχοσ του μφκθτα Mycosphaerella populorum 

(Genbank AF216533) (Denman et al., 2003). Ζγιναν 1000 bootstrap επαναλιψεισ για να ελεγχκεί θ 

ςτατιςτικι υποςτιριξθ των κλάδων, όμωσ μόνο οι τιμζσ που ιταν μεγαλφτερεσ από 50% 

παρουςιάηονται ςτο δζντρο. Στο τζλοσ, υπολογίςτθκε το ςυναινετικό δζντρο (bootstrap consensus 

tree) το οποίο και παρουςιάηεται. 

Τζλοσ, (Εικόνα 39, 40) παρουςιάηεται το δζντρο που προζκυψε από τθν ανάλυςθ τθσ 

Μπεϊεςιανισ Συμπεραςματολογίασ (Bayesian Inference) μζςω του προγράμματοσ BAMBE 2.01 

(Simon & Larget, 2001) με προεπιλεγμζνεσ ρυκμίςεισ χρθςιμοποιϊντασ το μοντζλο HKY με 

ενςωμάτωςθ παραμζτρων G, όπωσ υπολογίςτθκαν από το πρόγραμμα MEGA5. Ο αρικμόσ των 

κφκλων ιταν 50000, με διάςτθμα δείγματοσ 10 και αρχικό αρικμό κφκλων απόρριψθσ (burn cycles) 

9000.  

 

Εικόνα 33 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, δζντρο Neighbor-Joining με βάςθ το μοντζλο Μζγιςτθσ Σφνκετθσ 
Πικανοφάνειασ. Οι αρικμοί των κλάδων αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ bootstrap (1000 επαναλιψεισ). 
Θ κλίμακα αναπαριςτά τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 
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Εικόνα 34  Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, γραμμικό δζντρο Neighbor-Joining με βάςθ το μοντζλο Μζγιςτθσ Σφνκετθσ 
Πικανοφάνειασ. Οι αρικμοί των κλάδων αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ bootstrap (1000 επαναλιψεισ). 
Θ κλίμακα αναπαριςτά τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 

Εικόνα 35 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, δζντρο UPGMA με βάςθ το μοντζλο Μζγιςτθσ Σφνκετθσ Πικανοφάνειασ. Οι 
αρικμοί των κλάδων αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ bootstrap (1000 επαναλιψεισ). 
Θ κλίμακα αναπαριςτά τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 
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Εικόνα 36 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, γραμμικό δζντρο Maximum Composite Likelihood με βάςθ το μοντζλο HKY+G. 
Οι αρικμοί των κλάδων αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ bootstrap (1000 επαναλιψεισ). 
Θ κλίμακα αναπαριςτά τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 

Εικόνα 37 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, δζντρο Maximum Composite Likelihood με βάςθ το μοντζλο HKY+G. Οι αρικμοί 
των κλάδων αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ bootstrap (1000 επαναλιψεισ). 
Θ κλίμακα αναπαριςτά τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 
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Εικόνα 38 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, γραμμικό δζντρο Maximum Parsimony με τθ μζκοδο Close Neighbor 
Interchange. Θ εξωτερικι ομάδα είναι ςτζλεχοσ του μφκθτα Mycosphaerella populorum. Οι αρικμοί των κλάδων 
αντιςτοιχοφν ςτισ τιμζσ bootstrap (1000 επαναλιψεισ). 

Εικόνα 39 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, δζντρο Μπεϊεςιανισ Συμπεραςματολογίασ με βάςθ το μοντζλο HKY+G. Θ 
κλίμακα αναπαριςτά τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 
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Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι τα ςτελζχθ [1, 35 και 41] κακϊσ και οι απομονϊςεισ από φιςτικιά 

(26,29,32,33,36-3) είχαν πολφ μικρἠ γενετικι απόςταςθ ανά μεταξφ τουσ  και ζτςι από δζντρο ςε 

δζντρο είναι δυνατόν να διαφζρουν οι αντίςτοιχοι κλάδοι ςε μικρό βακμό. 

Από όλα τα φυλογενετικά δζντρα, που ιταν ςχεδόν πανομοιότυπα, το κοινό ςυμπζραςμα είναι 

πωσ οι απομονϊςεισ από φιςτικιζσ που χαρακτθρίηονται ωσ Neofusicoccum vitifusiforme 

ομαδοποιοφνται ςε ζναν κλάδο ανεξάρτθτα τθσ περιοχισ και διαχωρίηονται από τον κλάδο που 

περιζχει τισ απομονϊςεισ από ελιά, δαμαςκθνιά & ςοφόρα. Αυτά τα τρία ςτελζχθ χαρακτθρίηονται 

ωσ Botryosphaeria dothidea και είναι ςχεδόν πανομοιότυπα γενετικά μεταξφ τουσ. Οι απομονϊςεισ 

από αμπζλι που χαρακτθρίηονται ωσ Botryosphaeria obtusa βρίςκονται ςε άλλο κλάδο. Σφμφωνα με 

το μοντζλο δζντρου Maximum composite likelihood ο κλάδοσ των 5 απομονϊςεων φιςτικιάσ 

χωρίηεται από το κλάδο που ςυμπεριλαμβάνει τισ απομονϊςεισ ελιάσ, ςοφόρασ & δαμαςκθνιάσ με 

διαφοροποίθςθ 3%. Ο κλάδοσ που ςυμπεριλαμβάνει τισ απομονϊςεισ από αμπζλι ζχει 

διαφοροποίθςθ 6% ςε ςχζςθ με τουσ δφο άλλουσ κλάδουσ. 

Εικόνα 40 Γενετικοί τόποι ITS1, 5.8S, ITS2, δζντρο Μπεϊεςιανισ Συμπεραςματολογίασ με βάςθ το μοντζλο HKY+G. 
Συμπεριλαμβάνεται ωσ εξωτερικι ομάδα ςτζλεχοσ του μφκθτα Mycosphaerella populorum. Θ κλίμακα αναπαριςτά 
τον αρικμό αντικαταςτάςεων/ κζςθ 
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Επίςθσ, από τισ φωτογραφίεσ των αποικιϊν ςε PDA των απομονϊςεων (Εικόνα 41) βλζπουμε 

ότι μορφολογικά ςυγκεκριμζνεσ απομονϊςεισ μοιάηουν μεταξφ τουσ και ταξινομοφνται ςε  ίδιεσ 

ομάδεσ με τουσ κλάδουσ των φυλογενετικϊν δζντρων. Ειδικότερα, όςον αφορά τθν μορφολογία, οι 

απομονϊςεισ 26, 29, 32, 33, 36-3 (φιςτικιά) μοιάηουν μεταξφ τουσ κακϊσ το μυκιλιο είναι με 

«πυκνζσ κορυφζσ», οι 1 (ςοφόρα), 35 (ελιά) και 41 (δαμαςκθνιά) ζχουν πιο «αραιζσ κορυφζσ» και 

οι 50, 52 ζχουν ανάπτυξθ κυρίωσ προσ τα άκρα του τρυβλίου. 

3.1.1 Σχολιαςμόσ φυλογενετικών ςχϋςεων 

Τα δζντρα που προζκυψαν από και από τισ 5 μεκόδουσ (NJ, UPGMA, ML, MP & BI)  ςε γενικζσ 

γραμμζσ μοιάηουν μεταξφ τουσ παρόλθ τθν μειωμζνθ ςτατιςτικι ςτιριξθ των κλάδων ςε οριςμζνεσ 

περιπτϊςεισ. Αναλόγωσ τθσ μεκόδου, θ γενετικι απόςταςθ (ωσ κλίμακα) που υπολογιηόταν διζφερε 

αρκετά – ιδιαίτερα ςτισ μεκόδουσ NJ & UPGMA – ωςτόςο αυτό μπορεί να εξθγθκεί από τουσ 

αλγορίκμουσ των NJ & UPGMA μεκόδων που δεν είναι τόςο «ενδελεχείσ» όςο των άλλων μεκόδων. 

Με όλεσ τισ μεκόδουσ, οι 10 απομονϊςεισ ομαδοποιικθκαν με τον ίδιο τρόπο ανά είδοσ του 

μφκθτα και ςυνολικά ανά ξενιςτι. Πςον αφορά τθν γεωγραφικι κατανομι δεν παρατθρείται καμία 

διαφοροποίθςθ. Οι απομονϊςεισ (Neofusicoccum vitifusiforme) από φιςτικιά διζφεραν ελάχιςτα 

Εικόνα 41 Ανάπτυξθ των 10 ςτελεχϊν ςε PDA. Οι φωτογραφίεσ αντιςτοιχοφν ςε ανάπτυξθ 10 θμερϊν. 
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μεταξφ τουσ και χωριηόταν ςε δφο ομάδεσ οι οποίεσ είχαν περίπου 1% διαφοροποίθςθ. Οι λόγοι για 

τθν μικρι διαφοροποίθςθ μεταξφ των απομονϊςεων αυτϊν πικανϊσ είναι: α) ότι οι περιοχζσ από 

τισ οποίεσ ζγιναν οι απομονϊςεισ ιταν ςχετικά κοντινζσ , β) ότι θ αςκζνεια είναι ςχετικά πρόςφατθ 

ςτθν φιςτικιά και γ) ότι ςτθν φιςτικιά ζχει βρεκεί μόνο θ ατελισ μορφι (Ηάχοσ et al., 1974-1977). 

Αυτι θ μικρι διαφοροποίθςθ μεταξφ απομονϊςεων από φιςτικιζσ ζχει βρεκεί και ςε άλλα 

πειράματα όπωσ ςτθν Καλιφόρνια των ΘΡΑ (Ma et al., 2004). Οι τρεισ απομονϊςεισ από ελιά, 

ςοφόρα & δαμαςκθνιά (Botryosphaeria dothidea) βρζκθκαν να είναι ςχεδόν πανομοιότυπεσ με 

ςχεδόν όλεσ τισ μεκόδουσ εκτόσ τθσ μεκόδου ΒΙ (Μπεϊεςιανισ Συμπεραςματολογίασ) που χωριηόταν 

ςε 2 κλάδουσ. Ωςτόςο, ακόμα και με αυτι τθν φυλογενετικι μζκοδο, τα τρία καλφτερα δζντρα που 

υπολογίςτθκαν είχαν αλλαγζσ μεταξφ αυτϊν των 3 απομονϊςεων και ςυνολικό ποςοςτό 64%. 

Θα πρζπει ωςτόςο να λθφκεί ωσ δεδομζνο θ αδυναμία τθσ βαςιςμζνθσ ςε ITS φυλογενετικισ 

ανάλυςθσ να διακρίνει λεπτομζρειεσ πζρα από το είδοσ, οπότε οριςμζνεσ απομονϊςεισ που 

ζμοιαηαν ίδιεσ, ςτθν πραγματικότθτα να διαφζρουν ςε μεγαλφτερο ποςοςτό. Για να βρεκοφν οι 

πικανζσ διαφορζσ ςε αυτιν τθν περίπτωςθ κα βοθκοφςε θ χριςθ άλλθσ μοριακισ μεκόδου, όπωσ θ 

AFLP. 

 

3.2 Μελϋτη παθογϋνειασ 

Χρθςιμοποιικθκαν 9 απομονϊςεισ που είχαν γίνει από 4 διαφορετικοφσ ξενιςτζσ και ζγιναν 

μολφνςεισ ςε φφλλα και κλάδουσ.  

3.2.1 Μελϋτη παθογϋνειασ ςε φύλλα φιςτικιϊσ 

Ππωσ ζχει αναφερκεί, χρθςιμοποιικθκαν 9 απομονϊςεισ που είχαν γίνει από 4 διαφορετικοφσ 

ξενιςτζσ και ζγιναν 3 επαναλιψεισ ανά απομόνωςθ. Το πείραμα διιρκθςε 10 θμζρεσ και ο 

μεταχρωματιςμόσ λόγω ανάπτυξθσ του μφκθτα από τισ 3dpi. Θ ςτατιςτικι ανάλυςθ των δεδομζνων 

πραγματοποιικθκε με το πρόγραμμα SPSS με τθν μζκοδο Tukey HSD (πικανότθτα λάκουσ α=0.05) 

Υπολογίςτθκε το ςχετικό AUDPC, με τα ςτελζχθ να χωρίηονται ςε δυο κφριεσ ομάδεσ. Το χρϊμα των 

φφλλων από πράςινο ζγινε γκρίηο με το εμβαδό να αυξάνει ςτακερά από θμζρα ςε θμζρα. Στισ 

10dpi ςτα περιςςότερα ςτελζχθ τα φφλλα είχαν καλυφκεί ςχεδόν εξ’ ολόκλθρου από τον μφκθτα. 

Ράνω ςτα φφλλα ςχθματίςτθκαν πυκνίδια ςτο διάςτθμα μεταξφ 7dpi και 8dpi. Στισ παρακάτω 

εικόνεσ (Ρίνακασ 3-7,Εικόνα 42, Εικόνα 43) φαίνονται θ ςτατιςτικι ανάλυςθ, το γράφθμα τθσ 

ςχετικισ AUDPC και θ πρόοδοσ τθσ αςκζνειασ ςτον χρόνο. Στθν Εικόνα 44 φαίνεται θ πρόοδοσ τθσ 

αςκζνειασ ςτον χρόνο για τθν απομόνωςθ 55 (φιςτικιά). 
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Από τα δεδομζνα φαίνεται πωσ οι διαφορζσ  μεταξφ των ςχετικϊν AUDPC δεν ςχετίηονται 

ειδικά με τον ξενιςτι οφτε με τθν περιοχι. Ωςτόςο, ςτθν περίπτωςθ τθσ απομόνωςθσ από αμπζλι 

ιταν χαρακτθριςτικι θ μειωμζνθ μολυςματικι ικανότθτα. 

 

Πίνακασ 3-7 Εμφανίηονται οι 

μζςοι όροι για ομάδεσ ςε 

ομοιογενι υποςφνολα. 

 Το τυπικό ςφάλμα ιςοφται με 

0.013. 

a. χρθςιμοποιεί  αρμονικό μζςο 

όρων δείγματοσ = 5.00. 

b. τα μεγζκθ των δειγμάτων δεν 

είναι ίςα. Χρθςιμοποιείται ο 

αρμονικόσ μζςοσ των μεγεκϊν 

των ομάδων. 

 Τα ςφάλματα των δειγμάτων 

τφπου  α δεν είναι εγγυθμζνα 

c. α = 0.05. 

d. ςτακμιςμζνθ παλινδρόμθςθ 

ελαχίςτων τετραγϊνων βάςθ 

επαναλιψεων 

 

 

ζσεηική_AUDPC
d
 

Tukey HSD
a,,b,,c

 

ζηέλετος N Περιοτή 
σποομάδα 

1 2 

M μάρησρας 6  ,000000  

52 αμπέλι 3 Βοιωηία ,022285  

33 θιζηικιά 3 Φθιώηιδα ,150308 ,150308 

51 θιζηικιά 6 Βόλος ,241085 ,241085 

57 θιζηικιά 6 Φθιώηιδα ,241915 ,241915 

26 θιζηικιά 6 Αηηική ,257568 ,257568 

55 θιζηικιά 6 Θήβα  ,363185 

35 ελιά 6 Αηηική  ,367293 

1 ζοθόρα 6 Αηηική  ,379404 

29 θιζηικιά 6 Φθιώηιδα  ,381979 

Σημανηική 

διαθορά 
 

 
,058 ,112 
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ςχετικό AUDPC 

Εικόνα 42 Διάγραμμα ςχετικοφ AUDPC για τισ 9 απομονϊςεισ  ςε μολφνςεισ ςε φφλλα φιςτικιάσ 
χρωματικόσ κϊδικασ: ΦΙΣΤΙΚΙΑ ΕΛΙΑ ΑΜΡΕΛΙ ΣΟΦΟ΢Α 

Εικόνα 43 Διάγραμμα % εμβαδοφ ςε ςχζςθ με το χρόνο για τισ 9 απομονϊςεισ ςε μολφνςεισ ςε φφλλα φιςτικιάσ 
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3.2.2 Μελϋτη παθογϋνειασ ςε κλϊδουσ φιςτικιϊσ 

Οι απομονϊςεισ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν ανάλυςθ μολυςματικισ ικανότθτασ ςε κλάδουσ 

φιςτικιάσ ιταν οι ίδιεσ με αυτζσ ςε φφλλα φιςτικιάσ. Μετά το πζρασ των τριϊν μθνϊν οι κλαδίςκοι 

εξετάςτθκαν και μετρικθκε το μικοσ μεταχρωματιςμοφ. Από τα παρακάτω δεδομζνα (Ρίνακασ 3-8 

& Εικόνα 46) το ςυμπζραςμα είναι πωσ δεν υπάρχει ςαφισ διαφορά μεταξφ των απομονϊςεων, 

ειδικά αφοφ τα αποτελζςματα δεν ςυμφωνοφν με τισ τεχνθτζσ μολφνςεισ ςτα φφλλα. Ωςτόςο, 

γενικά, απομονϊςεισ από φιςτικιζσ δείχνουν υψθλι μολυςματικι ικανότθτα και θ απομόνωςθ από 

αμπζλι ςχετικά μικρι. 

 

 

 

 

Εικόνα 44 Ρρόοδοσ αςκζνειασ ςε τεχνθτι μόλυνςθ φφλλων από 3dpi ζωσ 10dpi. Εικονίηεται θ απομόνωςθ 55 
(φιςτικιά) 
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Πίνακασ 3-8 Εμφανίηονται οι 

μζςοι όροι για ομάδεσ ςε 

ομοιογενι υποςφνολα. 

 Το τυπικό ςφάλμα ιςοφται με 

1164.658 

a. χρθςιμοποιεί  αρμονικό 

μζςο όρων δείγματοσ = 6.00. 

b. α = 0.05 

c. ςτακμιςμζνθ παλινδρόμθςθ 

ελαχίςτων τετραγϊνων βάςθ 

επαναλιψεων 

 

 

 

 

 

Μήκος μεταχρωματισμού_mmc - Tukey HSD
a,,b

 

στέλεχος N Περιοχή 
σποομάδα 

1 2 

M 6  .00 
 

52 αμπέλι 6 Βοιωηία 24.00 24.00 

1 ζοθόρα 6 Αηηική 31.50 31.50 

26 θιζηικιά 6 Αηηική 37.00 37.00 

35 ελιά 6 Αηηική 37.17 37.17 

57 θιζηικιά 6 Φθιώηιδα 51.67 51.67 

33 θιζηικιά 6 Φθιώηιδα 56.67 56.67 

51 θιζηικιά  6 Βόλος 
 

77.17 

29 θιζηικιά 6 Φθιώηιδα 
 

78,00 

55 θιζηικιά 6 Θήβα 
 

84.33 

Σημανηική 

διαθορά 
  

 
.177 .127 

Εικόνα 45 Μεταχρωματιςμόσ ξφλου κλαδίςκου φιςτικιάσ από μόλυνςθ με δίςκο μυκθλίου 
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ab 
ab 

ab 
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mm 

Εικόνα 46 Διάγραμμα μικουσ μεταχρωματιςμοφ (mm) για τισ 9 απομονϊςεισ ςε μολφνςεισ ςε κλάδουσ 
φιςτικιάσ 
χρωματικόσ κϊδικασ: ΦΙΣΤΙΚΙΑ ΕΛΙΑ ΑΜΡΕΛΙ ΣΟΦΟ΢Α 
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Από τθ μελζτθ πακογζνειασ των απομονϊςεων ςε αποκομμζνα φφλλα φιςτικιάσ και 

κλαδίςκουσ φιςτικιάσ τα αποτελζςματα δεν δείχνουν ιδιαίτερθ διαφοροποίθςθ μεταξφ 

απομονϊςεων με εξαίρεςθ τθν απομόνωςθ από άμπελο (52) που είχε μικρότερθ πακογόνο δφναμθ 

από τισ υπόλοιπεσ. Στθν περίπτωςθ των φφλλων οι διαφοροποιιςεισ ιταν μεγαλφτερεσ και με 

μικρότερο τυπικό ςφάλμα από τουσ κλαδίςκουσ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί επίςθσ ότι δεν υπιρξε 

διαφοροποίθςθ ςτθν πακογόνο δφναμθ όςον αφορά τθν περιοχι από τθν οποία απομονϊκθκαν τα 

ςτελζχθ. Πςον αφορά τθ ςχζςθ μεταξφ πακογόνου δφναμθσ και φυλογενετικισ ςχζςθσ υπιρξε μια 

ςυςχζτιςθ θ οποία όμωσ παρατθρικθκε μόνο ςτθν περίπτωςθ τθσ τεχνθτισ μολφνςεωσ των 

φφλλων και μπορεί να οφείλεται ςε τυχαίουσ παράγοντεσ. Ριο αναλυτικά, θ απομόνωςθ φιςτικιάσ 

29 που είναι ςε διαφορετικό κλάδο από τισ απομονϊςεισ φιςτικιάσ 26 & 33 βρζκθκε να ζχει ςχετικά 

υψθλι πακογόνο δφναμθ. Επίςθσ, οι απομονϊςεισ 1 (ςοφόρασ) & 35 (ελιάσ) που βρίςκονται ςτον 

ίδιο κλάδο βρζκθκαν να ζχουν παρόμοια πακογόνο δφναμθ. 

 

Στθν Εικόνα 47 διακρίνονται οι διαφορζσ μεταξφ μολφνςεων κλαδίςκων και φφλλων. Οι φφλλων 

είναι πιο κοντά ςτθν πραγματικι (μθ τεχνθτι) μόλυνςθ από τον μφκθτα ςε ςχζςθ με τουσ 

κλαδίςκουσ όπου ανοίγεται «πλθγι» ςτο ξφλο. Ειδικά, θ τεχνικι μολφνςεωσ των φφλλων με 

εναιϊρθμα μυκθλίου ομοιάηει πολφ ςτθν μόλυνςθ με κονίδια λόγω του πολφ μικροφ μεγζκουσ των 

τμθμάτων μυκθλίου. 

a 
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ab 
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ςχετικό AUDPC 
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b 
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ab 

b 

b 

ab 

050100150

mm  

Εικόνα 47 Σφγκριςθ αποτελεςμάτων τεχνθτϊν μολφνςεων ςε κλαδίςκουσ (αριςτερά) και φφλλων (δεξιά).  



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  3 – ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 Σελίδα 99 
 

3.3 Αντιμετώπιςη & μελϋτη ανθεκτικότητασ καμαροςπορύου φιςτικιϊσ 

ςε μυκητοκτόνα 

Ππωσ ζχει αναφερκεί, χρθςιμοποιικθκαν 4 ςτελζχθ ςυν ζνασ μάρτυρασ για δοκιμι ανάπτυξθσ 

ςτα 5 μυκθτοκτόνα. 

Πίνακασ 3-9 

Προζλευση στελζχους κωδικός 

Stroby 77 

Signum 81 

Quadris 86 

Switch 93 

Control – 36-3 36-3 

 

Στισ επόμενεσ εικόνεσ (48-52) αναλφεται θ ςχετικι παρεμπόδιςθ τθσ ανάπτυξθσ ςτα 4dpi τθσ 

κάκε απομόνωςθσ ςε κάκε ζνα από τα πζντε μυκθτοκτόνα, το EC50 για κάκε ςτζλεχοσ & 

μυκθτοκτόνο (53 & 54) και οι καμπφλεσ ανάπτυξθσ των ςτελεχϊν (55-60). Ο λόγοσ που 

χρθςιμοποιικθκε θ 4θ θμζρα είναι ότι τθν θμζρα αυτι θ ανάπτυξθ του τρυβλίου χωρίσ 

μυκθτοκτόνο ιταν θ μζγιςτθ και τθν 5θ θμζρα είχε καλφψει όλθ τθν επιφάνεια του τρυβλίου. To 

ςτζλεχοσ 36_3 απομονϊκθκε από φιςτικιζσ που δεν ζχουν ψεκαςτεί με  μυκθτοκτόνα και 

χρθςιμεφει ςαν μάρτυρασ (control).  
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ppm thiophanate methyl 

Neotopsin 4dpi 
% παρεμπόδιςθ 
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ςτ. Quadris 

ςτ. 36-3 
(μάρτυρασ) 

Εικόνα 48 Διάγραμμα % παρεμπόδιςθσ ςτισ 4dpi των πζντε ςτελεχϊν ςτο ςκεφαςμα neotopsin. Στθ λεηάντα είναι τα 
ςτελζχθ που είχαν απομονωκεί από δζντρα που είχαν ψεκαςτεί με τα αντίςτοιχα ςκευάςματα. 
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0,001 0,01 0,1 1 10 100
ppm kresoxim methyl 

Stroby - 4dpi 
% παρεμπόδιςθ 

ςτ. Stroby 

ςτ. Signum 

ςτ. Switch 

ςτ. Quadris 

ςτ. 36-3 
(μάρτυρασ) 

Εικόνα 49 Διάγραμμα % παρεμπόδιςθσ ςτισ 4dpi των πζντε ςτελεχϊν ςτο ςκεφαςμα Stroby. Στθ λεηάντα είναι τα ςτελζχθ 
που είχαν απομονωκεί από δζντρα που είχαν ψεκαςτεί με τα αντίςτοιχα ςκευάςματα. 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  3 – ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 Σελίδα 101 
 

 

 

0%

10%

20%

30%

40%

50%

60%

70%

80%

90%

100%

0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

ppm azoxystrobin 
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ςτ. Switch 

ςτ. Quadris 

ςτ. 36-3 
(μάρτυρασ) 

Εικόνα 50 Διάγραμμα % παρεμπόδιςθσ ςτισ 4dpi των πζντε ςτελεχϊν ςτο ςκεφαςμα Quadris. Στθ λεηάντα είναι τα ςτελζχθ 
που είχαν απομονωκεί από δζντρα που είχαν ψεκαςτεί με τα αντίςτοιχα ςκευάςματα. 
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ςτ. Switch 
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ςτ. 36-3 
μάρτυρασ 

0,0015            0,015                0,15                   1,5                    15                    150                  1500 

Εικόνα 51 Διάγραμμα % παρεμπόδιςθσ ςτισ 4dpi των πζντε ςτελεχϊν ςτο ςκεφαςμα Switch. Στθ λεηάντα είναι τα ςτελζχθ που είχαν 
απομονωκεί από δζντρα που είχαν ψεκαςτεί με τα αντίςτοιχα ςκευάςματα 
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Εικόνα 52 Διάγραμμα % παρεμπόδιςθσ ςτισ 4dpi  των πζντε ςτελεχϊν ςτο ςκεφαςμα Signum. Στθ λεηάντα είναι τα ςτελζχθ που 
είχαν απομονωκεί από δζντρα που είχαν ψεκαςτεί με τα αντίςτοιχα ςκευάςματα. 
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Εικόνα 53 Διάγραμμα EC50 (ςυγκζντρωςθσ μυκθτοκτόνου με τθν οποία ζχουμε το ½ τθσ ανάπτυξθσ του 
ςτελζχουσ ςε ςχζςθ με το τρυβλίο χωρίσ μυκθτοκτόνο) για τα ςκευάςματα Neotopsin (thiophanate methyl), 
Stroby (kresoxim methyl) και Quadris (azoxystrobin). 
Στον οριηόντιο άξονα εικονίηονται οι απομονϊςεισ που προιλκαν από φιςτικιζσ που είχαν ψεκαςτεί με το 
αντίςτοιχο μυκθτοκτόνο 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  3 – ΑΡΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 Σελίδα 104 
 

 

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

ςτ. 
stroby 

ςτ. 
quadris 

ςτ. 
signum 

ςτ. 
switch 

ςτ. 36_3 

p
p

m
 δ

ρ
α

ς
τι

κι
σ 

ο
υ

ς
ία

σ 

ςτελζχθ 

EC50 switch, signum 

fludioxonil (switch)

cyprodinil (switch)

boscalid (signum)

pyraclostrobin (signum)

Εικόνα 54 Διάγραμμα EC50 (ςυγκζντρωςθσ μυκθτοκτόνου με τθν οποία ζχουμε το ½ τθσ ανάπτυξθσ του 
ςτελζχουσ ςε ςχζςθ με το τρυβλίο χωρίσ μυκθτοκτόνο) για τα ςκευάςματα Switch (fludioxonil + cyprodinil) και 
Signum (boscalid + pyraclostrobin). Το κάκε ςκεφαςμα καταλαμβάνει 2 ςτιλεσ ςτο γράφθμα κακϊσ εμπεριζχει 
2 δραςτικζσ ουςίεσ. 
Στον οριηόντιο άξονα εικονίηονται οι απομονϊςεισ που προιλκαν από φιςτικιζσ που είχαν ψεκαςτεί με το 
αντίςτοιχο μυκθτοκτόνο. 
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Εικόνα 55 Σχετικόσ ρυκμόσ ανάπτυξθσ κάκε ςτελζχουσ (ρυκμόσ ανάπτυξθσ ςε mm/μζρα δια το ρυκμό ανάπτυξθσ 
τρυβλίου χωρίσ μυκθτοκτόνο) ςτο ςκεφαςμα Quadris 
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Εικόνα 56 Καμπφλθ ανάπτυξθσ (dose response curve) των 5 ςτελεχϊν ςτο μυκθτοκτόνο neotopsin 
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Εικόνα 57 Καμπφλθ ανάπτυξθσ (dose response curve) των 5 ςτελεχϊν ςτο μυκθτοκτόνο Stroby 
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Εικόνα 58 Καμπφλθ ανάπτυξθσ (dose response curve) των 5 ςτελεχϊν ςτο μυκθτοκτόνο Quadris 
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Εικόνα 59 Καμπφλθ ανάπτυξθσ (dose response curve) των 5 ςτελεχϊν ςτο μυκθτοκτόνο Switch 
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Εικόνα 60 Καμπφλθ ανάπτυξθσ (dose response curve) των 5 ςτελεχϊν ςτο μυκθτοκτόνο Signum 
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3.3.1 Διαφορϋσ ανϊπτυξησ βϊςη μετρόςεων 

Από τα διαγράμματα τθσ % παρεμπόδιςθσ των 5 μυκθτοκτόνων, των καμπφλων ανάπτυξθσ και 

των EC50 βλζπουμε πωσ ςαφισ διαφορά μεταξφ των ςτελεχϊν υπάρχει μόνο ςτο μυκθτοκτόνο 

Quadris (δραςτικι ουςία azoxystrobin) ςτο οποίο το ςτζλεχοσ Quadris (86) ζδειξε ςχετικι 

ανκεκτικότθτα. Στα υπόλοιπα μυκθτοκτόνα (Εικόνα 48 ζωσ Εικόνα 60) δεν παρατθρείται ςθμαντικι 

διαφορά ςτθν EC50 μεταξφ των ςτελεχϊν. 

Στο ςκεφαςμα Neotopsin (Εικόνα 48) βλζπουμε πωσ ςε ςυγκεντρϊςεισ μικρότερεσ των 0.3ppm θ 

παρεμπόδιςθ είναι μθδενικι. Σε ςυγκεντρϊςεισ μεταξφ 0.3 & 4 ppm δραςτικισ ουςίασ (thiophanate 

methyl) ζχουμε λογαρικμικι ςχζςθ ςυγκζντρωςθσ –παρεμπόδιςθσ, και ςε μεγαλφτερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ θ κλίςθ τθσ καμπφλθσ μειϊνεται. Στθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ των 700ppm δραςτικισ 

ουςίασ ζχουμε ςχεδόν πλιρθ παρεμπόδιςθ τθσ ανάπτυξθσ και για τα πζντε ςτελζχθ μζχρι και τα 

8dpi.  

Στο ςκεφαςμα Stroby (Εικόνα 49) θ παρεμπόδιςθ ςτθν ελάχιςτθ ςυγκζντρωςθ (≈0.001ppm 

δραςτικισ ουςίασ) θ παρεμπόδιςθ είναι ελάχιςτθ και κυμαίνεται μεταξφ 0-15%, αναλόγωσ του 

ςτελζχουσ. Ο ρυκμόσ ανάπτυξθσ του μφκθτα παρατθρικθκε να είναι υψθλόσ ακόμα και ςτισ 

ςχετικά υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ. Μζχρι τθν ςυγκζντρωςθ των 0.2ppm θ ςχζςθ ςυγκζντρωςθσ –

παρεμπόδιςθσ είναι λογαρικμικι και ζπειτα θ κλίςθ μειϊνεται. Από τα 0.2ppm μζχρι τθν μζγιςτθ 

ςυγκζντρωςθ που χρθςιμοποιικθκε (1ppm) θ παρεμπόδιςθ είναι περίπου ςτακερι, και φτάνει το 

μζγιςτο το 60%. Αυτό πικανϊσ να υποδθλϊνει μια «ανκεκτικότθτα» του μφκθτα ςτθν ανάπτυξθ ςτο 

PDA και μπορεί να εξθγθκεί μερικϊσ από τον τρόπο δράςθσ του kresoxim methyl κακϊσ δεν 

παρεμποδίηει τθν εναλλακτικι αναπνοι. Στο πείραμα ςτον αγρό  το μυκθτοκτόνο ζδειξε ςχετικά 

καλι παρεμπόδιςθ ανάπτυξθσ του μφκθτα και αυτό πικανϊσ οφείλεται ςτο ότι ενϊ in vitro επαρκεί 

θ εναλλακτικι αναπνοι για τθν ανάπτυξθ του μυκθλίου, in vivo που ςυμπεριλαμβάνεται θ 

βλάςτθςθ των ςπορίων και θ προςβολι του ξενιςτι δεν επαρκεί (Miguez et al., 2004), (Köller et al., 

2001). Μεταξφ των 5 ςτελεχϊν δεν παρατθρείται ιδιαίτερθ διαφοροποίθςθ οπότε πικανότατα δεν 

ζχει αναπτυχκεί ανκεκτικότθτα. 

Στο ςκεφαςμα Quadris (Εικόνα 50), που και αυτό όπωσ το Stroby είναι μια ςτρομπιλουρίνθ, θ 

ςχζςθ ςυγκζντρωςθσ –παρεμπόδιςθσ είναι λογαρικμικι ςχεδόν κακ’ ολοκλιρου του εφρουσ των 

ςυγκεντρϊςεων. Στθν ελάχιςτθ ςυγκζντρωςθ που δοκιμάςτθκε (4×10-3ppm) θ παρεμπόδιςθ ιταν 

περίπου 25% και με τθν μζγιςτθ, που είναι θ ςυνιςτϊμενθ κυμαινόταν από 60-75%. Ραρατθροφμε 

ότι ακόμα και ςτθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ δεν ζχουμε πλιρθ παρεμπόδιςθ τθσ ανάπτυξθσ και 

μάλιςτα το ςτζλεχοσ Quadris (86) ζδειξε διαφοροποίθςθ από τα υπόλοιπα ςτελζχθ. Θ μερικι 

παρεμπόδιςθ ςτθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ μπορεί να εξθγθκεί όπωσ και ςτθν περίπτωςθ του Stroby 

κακϊσ ζχουν γενικά τον ίδιο μθχανιςμό δράςθσ (Qo παρεμποδιςτισ). Θ διαφοροποίθςθ ςτου 

ςτελζχουσ Quadris αυξάνει με τθν ςυγκζντρωςθ του μυκθτοκτόνου: ςτθν ελάχιςτθ ςυγκζντρωςθ 
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πρακτικϊσ δεν υπάρχει διαφοροποίθςθ ενϊ όςο αυξάνει θ ςυγκζντρωςθ παρατθρείται μικρότερθ 

παρεμπόδιςθ τθσ ανάπτυξθσ. Θ διαφορά τθσ τάξθσ του 10 ςτο EC50 του ςτελζχουσ (Εικόνα 50 & 

Εικόνα 53) είναι πικανό να είναι μια εμφανιηόμενθ ανκεκτικότθτα ςτο azoxystrobin. Επίςθσ από τθν 

(Εικόνα 55) φαίνεται θ διαφορά ςτον ρυκμό ανάπτυξθσ του ςτελζχουσ Quadris (86). Ο ρυκμόσ 

αφξθςθσ του μυκθλίου βρζκθκε να ζχει λογαρικμικι ςχζςθ με τθ ςυγκζντρωςθ του μυκθτοκτόνου 

και ςτθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ ο ρυκμόσ κυμαίνεται από 15-25% του τρυβλίου χωρίσ μυκθτοκτόνο. 

Τα ςτελζχθ Stroby & Quadris παρουςιάηουν μεγαλφτερο ςχετικό ρυκμό ανάπτυξθσ από τα υπόλοιπα 

και το ςτζλεχοσ 36_3 (μάρτυρασ) ζχει τον μικρότερο ςχετικό ρυκμό ανάπτυξθσ. Μεταξφ των 

ςτελεχϊν που προιλκαν από φιςτικιζσ που είχαν ψεκαςτεί με Stroby και Quadris (ςτρομπιλουρίνεσ) 

δεν παρατθρείται διαςταυρωτι ανκεκτικότθτα ςτισ δοκιμζσ in vitro κακϊσ ςτα τρυβλία με 

μυκθτοκτόνο Stroby όλα τα ςτελζχθ είχαν περίπου τθν ίδια ανάπτυξθ. 

Το ςκεφαςμα Switch όπωσ ζχει αναφερκεί, εμπεριζχει δφο δραςτικζσ ουςίεσ, το cyprodinil & to 

fludioxonil. Θ παρεμπόδιςθ ςτθν ανάπτυξθ ιταν ςχεδόν 100% ςε ςυγκζντρωςθ μόλισ (0.2ppm 

fludioxonil + 0.3ppm cyprodinil) για όλα τα ςτελζχθ και ςε χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ θ ςχζςθ ιταν 

λογαρικμικι. Θ αυξθμζνθ παρεμπόδιςθ του ςκευάςματοσ μπορεί να δικαιολογθκεί από δράςθ και 

των δυο δραςτικϊν ουςιϊν. Σε όλεσ τα ςτελζχθ, ο ρυκμόσ αφξθςθσ μζχρι από τθν ςυγκζντρωςθ των 

0.3ppm ιταν μθδενικόσ και δεν είχε αναπτυχκεί κακόλου μυκιλιο ακόμα και ςτισ 8dpi. Μεταξφ των 

ςτελεχϊν δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι διαφοροποίθςθ ςτθν ανάπτυξι τουσ. 

Το ςκεφαςμα Signum εμπεριζχει, όπωσ και το Switch, δυο δραςτικζσ ουςίεσ, τα boscalid & 

pyraclostrobin. Γενικά το μυκθτοκτόνο αυτό παρουςιάηει μεγάλθ παρεμπόδιςθ ςε ςυγκεντρϊςεισ 

ςχετικά μικρζσ (85% παρεμπόδιςθ ςε *0.1ppm boscalid + 0.025ppm pyraclostrobin]). Σε 

ςυγκεντρϊςεισ μικρότερεσ των *0.1ppm boscalid + 0.025ppm pyraclostrobin] θ ςχζςθ ςυγκζντρωςθσ 

– παρεμπόδιςθσ είναι λογαρικμικι και ςε μεγαλφτερεσ θ κλίςθ γίνεται ςχεδόν οριηόντια, και ςτθν 

μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ θ παρεμπόδιςθ φτάνει το 95%. Ωςτόςο, το ςτζλεχοσ 36_3 (μάρτυρασ) 

υφίςτανται πλιρθ παρεμπόδιςθ ιδθ από *10ppm boscalid + 2.5ppm pyraclostrobin], αλλά και ςε 

μικρότερεσ ςυγκεντρϊςεισ ζχει ελαφρά μεγαλφτερθ παρεμπόδιςθ από τα υπόλοιπα ςτελζχθ. Ο 

ρυκμόσ ανάπτυξθσ του μυκθλίου ςτθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ φτάνει μόλισ το 5%. 

Σε πειράματα απόδοςθσ των 4 μυκθτοκτόνων Stroby, Quadris, Signum & Switch που ζγιναν ςε 

αγρό (in planta) ςτθν Μάκρθ Φκιϊτιδασ το 2010, τα αποτελζςματα ιταν διαφορετικά από τα in 

vitro (ανάπτυξθ ςε PDA) πειράματα. Ριο ςυγκεκριμζνα, το μυκθτοκτόνο Quadris ζδειξε τθν 

μεγαλφτερθ απόδοςθ και ακολουκοφςαν τα Signum, Stroby & Switch. Σε χαμθλό επίπεδο 

μολφςματοσ τα Quadris, Signum & Stroby είχαν παρόμοια αποδοτικότθτα, ενϊ ςε μζτριο και υψθλό 

επίπεδο ιταν όλα διαφορετικά με το Quadris να ζχει τθν καλφτερθ απόδοςθ. Ο κυριότεροσ λόγοσ 

τθσ διαφοράσ τθσ απόδοςθσ του Quadris in vitro και in planta πικανότατα είναι ο μθχανιςμόσ 
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δράςθσ. Ριο ςυγκεκριμζνα, το Quadris (δραςτικι ουςία azoxystrobin) είναι Qo παρεμποδιςτισ ςτο 

ςφμπλοκο ΙΙΙ. Στουσ μφκθτεσ υπάρχει και θ εναλλακτικι αναπνοι (alternative respiration) θ οποία 

επιτρζπει τθν ανάπτυξθ του μφκθτα. Ωςτόςο, θ εναλλακτικι αναπνοι δεν επαρκεί για τθν 

βλάςτθςθ των κονιδίων και τθν προςβολι του ξενιςτι από τον μφκθτα και ζτςι θ παρεμπόδιςθ 

είναι πολφ καλφτερθ απ’ αυτι in vitro. Σθμαντικό είναι να τονιςτεί ότι ακόμα και in vitro το 

μυκθτοκτόνο Quadris παρεμπόδιηε ςε ςθμαντικό ποςοςτό τθν ανάπτυξθ του μφκθτα ακόμα και ςε 

μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ. 

Επίςθσ υπιρξε ςθμαντικι διαφοροποίθςθ μεταξφ δοκιμϊν in vitro & in vivo όςον αφορά το 

μυκθτοκτόνο Switch. Στισ δοκιμζσ in vitro θ απόδοςι του ιταν πολφ καλι, ενϊ αντίκετα in vivo ιταν 

αυτό με τθν μικρότερθ απόδοςθ. Ζνασ πικανόσ λόγοσ για τθν μεγάλθ αυτι διαφορά είναι ότι και το 

cyprodinil και το fludioxonil  φωτολφονται ςχετικά γριγορα (χρόνοσ θμιηωισ 10-13 θμζρεσ) κακϊσ 

και το ότι θ ουςία fludioxonil δεν είναι διαςυςτθματικι (FOOTPRINT Project, 2011). Επίςθσ, 

ςθμαντικισ ςθμαςίασ παράγοντασ για τθν διαφορά ςτθν απόδοςθ του cyprodinil + fludioxonil 

φαίνεται να είναι το γεγονόσ ότι ςτθν παρεμπόδιςθ βλάςτθςθσ των ςπορίων το Switch ζχει 

διαφορετικι ςυμπεριφορά απ’ ότι ςτθν ανάπτυξθ μυκθλίου (Jaspers, 2001). 

3.3.2 Σύγκριςη των μυκητοκτόνων βϊςη μορφολογύασ και ανϊπτυξησ 

Θ ανάπτυξθ του μυκθλίου διζφερε αναλόγωσ του μυκθτοκτόνου, και θ μορφολογία του 

μυκθλίου ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ ιταν διαφορετικι από τα υπόλοιπα μυκθτοκτόνα. 

 

Εικόνα 61 Ανάπτυξθ μυκθλίου ςτισ 4dpi με ενςωματωμζνο το μυκθτοκτόνο Switch. Το ζνα τρυβλίο 
με το άλλο  ζχει λόγο ςυγκζντρωςθσ 1:3 
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Στθν Εικόνα 61 φαίνεται θ ανάπτυξθ του μφκθτα ςτισ 4dpi ςτο μυκθτοκτόνο Switch. 

Ραρατθροφμε ότι θ ανάπτυξθ είναι μθδενικι μζχρι και το 3ο από το τζλοσ τρυβλίο ενϊ αντίκετα ςε 

άλλα μυκθτοκτόνα όπωσ το Quadris (Εικόνα 62) υπάρχει ανάπτυξθ μυκθλίου ςε όλα τα τρυβλία. Θ 

μορφολογία τθσ ανάπτυξθσ του μυκθλίου ςτο ςκεφαςμα Switch ιταν διαφορετικι από αυτι ςτα 

άλλα μυκθτοκτόνα: Ραρόλο που θ ανάπτυξθ ςε διάμετρο ιταν πολφ μικρι, θ αφξθςθ ςε φψοσ του 

μυκθλίου ιταν παρόμοια με αυτι ςτο τρυβλίο χωρίσ μυκθτοκτόνο. Αντίκετα, ςε άλλα μυκθτοκτόνα 

θ ανάπτυξθ του μυκθλίου ιταν ςχεδόν επίπεδθ. Αυτό το γεγονόσ πικανότατα ζχει να κάνει με τον 

τρόπο δράςθσ των δραςτικϊν ουςιϊν του μυκθτοκτόνου Switch. 

Εικόνα 62 Ανάπτυξθ μυκθλίου ςτισ 4dpi με ενςωματωμζνο το μυκθτοκτόνο Quadris. Το ζνα τρυβλίο με το 
άλλο  ζχει λόγο ςυγκζντρωςθσ 1:3 
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4 Συζότηςη – Συμπερϊςματα 

4.1 Φυλογενετικό ανϊλυςη απομονώςεων καμαροςπορύου φιςτικιϊσ 

4.1.1 Μελϋτεσ του γϋνουσ Botryosphaeria – ςύγκριςη 

Το γζνοσ Botryosphaeria spp (Cesati and De Notaris, 1863). κατανζμεται ςε μεγάλο εφροσ 

γεωγραφικϊν πλατϊν: από τθν Αυςτραλία μζχρι και Καλιφόρνια αλλά και πιο βόρεια για αρκετά 

είδθ. Γενικά τα είδθ ζχουν ςχετικά μικρι φυλογενετικι απόςταςθ μεταξφ τουσ, με τα είδθ B. obtusa 

, B. stevensii και B. corticola να διαφζρουν ςε μεγαλφτερο βακμό (Slippers et al., 2004), (Niekerk et 

al., 2004).  

 

 Τα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ ςυμφωνοφν ςε μεγάλο βακμό με αυτά άλλων μελετϊν όπωσ 

αυτι των (Niekerk et al., 2004) (Εικόνα 63),οι οποίοι χρθςιμοποιιςαν τουσ πυρθνικοφσ τόπουσ ITS1, 

5.8S, ITS2 και τθν περιοχι του γονιδίου, όπου οι απομονϊςεισ από τα είδθ Botryosphaeria dothidea 

και Fusicoccum vitifusiforme (=Neofusicoccum vitifusiforme, (Phillips, 2010)) είναι ςε δφο 

Εικόνα 63 Φυλογενετικό δζντρο με τθν 
μζκοδο parsimony από δεδομζνα ITS & 
EF1-α ακολουκιϊν. Το δζντρο ζχει ωσ 
ρίηα τουσ μφκθτεσ Cercospora beticola 
and Cercospora penzigii.  Στουσ 
κόμβουσ φαίνεται θ πικανότθτα 
φπαρξθσ των με 1000 
επαναδειγματολθψίεσ τφπου bootstrap 
(Niekerk et al., 2004) 
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ξεχωριςτοφσ κλάδουσ οι οποίοι ζχουν μικρι απόςταςθ ενϊ ο κλάδοσ που περιζχει απομονϊςεισ 

είδουσ Botryosphaeria obtusa απζχει παραπάνω και ςυνδζεται «εξωτερικά» με τουσ κλάδουσ των 

ειδϊν Botryosphaeria dothidea και Fusicoccum vitifusiforme. Επίςθσ οι Slippers et al.(2005) που 

χρθςιμοποιιςαν τισ ITS περιοχζσ και το γονίδιο τθσ β-τουμπουλίνθσ βρικαν ότι το είδοσ 

Botryosphaeria obtusa διαφζρει ςε αρκετό βακμό και βρίςκεται ςε «εξωτερικό» κλάδο ςε ςχζςθ με 

το είδοσ Botryosphaeria dothidea. Ωςτόςο κα πρζπει να εξεταςτοφν περιςςότερεσ απομονϊςεισ 

καμαροςπορίου φιςτικιάσ και μάλιςτα με μεκόδουσ που ζχουν μεγαλφτερθ ακρίβεια, όπωσ θ AFLP. 

4.2 Μελϋτη παθογϋνειασ απομονώςεων καμαροςπορύου φιςτικιϊσ 

Οι διαφορζσ ςτθν πακογζνεια δεν βρζκθκε να ςχετίηονται με τθν περιοχι απομόνωςθσ οφτε με 

τον ξενιςτι. Θ μθ ςυςχζτιςθ επιβεβαιϊνεται και από άλλεσ μελζτεσ όπωσ των Ma & Michailides 

(2002). 

Από τα δεδομζνα των μολφνςεων ςε φφλλα και κλαδίςκουσ ςυμπεραίνουμε πωσ οι τεχνθτζσ 

μολφνςεισ ςε φφλλα είναι πιο κατάλλθλθ μζκοδοσ για τθν μελζτθ πακογζνειασ ςε ςχζςθ με τισ 

μολφνςεισ ςε κλαδίςκουσ κακϊσ ςτθν περίπτωςθ των κλαδίςκων θ διακφμανςθ μεταξφ των 

επαναλιψεων ιταν μεγαλφτερθ αυτι των φφλλων. Ωςτόςο αυτι θ διαφορά μπορεί εν μζρει να 

καλυφκεί με περιςςότερεσ επαναλιψεισ και χριςθ κλαδίςκων παρόμοιασ διαμζτρου. Τα φφλλα κα 

πρζπει να είναι αρκετά τρυφερά και όχι λίγο πριν τθν απόπτωςθ, κακϊσ τότε τα αποτελζςματα 

ςυχνά είναι παραπλανθτικά και μθ επαναλιψιμα. Για τον πιο πλθρζςτερο ζλεγχο τθσ πακογζνειασ 

καλό κα είναι να γίνουν πειράματα με περιςςότερεσ απομονϊςεισ ςυνολικά και ανά ξενιςτι κακϊσ 

και ψεκαςμοί φφλλων με εναιϊρθμα κονιδίων ι και εναιϊρθμα μυκθλίου με τθν μζκοδο που 

δοκιμάςτθκε ςτθν μελζτθ αυτι. 

4.3 Μελϋτη ανθεκτικότητασ καμαροςπορύου φιςτικιϊσ ςε μυκητοκτόνα 
Το EC50 του ςκευάςματοσ Neotopsin (thiophanate methyl) είναι παρόμοιο με αυτό άλλων 

μελετϊν, όπου κυμαίνεται μεταξφ 0.5-5ppm (Yourman & Jeffers, 1999). Ωςτόςο δεν είναι δυνατόν 

να αποφανκοφμε αν υπάρχει ζςτω κάποιου βακμοφ ανκεκτικότθτα κακϊσ οι διαφορζσ ςτο EC50 

μποροφν να οφείλονται ςτθν απομόνωςθ ςε βακμό που θ παραλλακτικότθτα μεταξφ ςτελεχϊν να 

τισ υπερκαλφπτει. 

Στθν περίπτωςθ του ςκευάςματοσ Stroby (kresoxim methyl), για τθν ανάπτυξθ του μυκθλίου το 

EC50 (0.06-0.11 ppm) είναι παρόμοιο με αυτό άλλων μελετϊν (Jaspers, 2001). Μζχρι ςιμερα ςτο 

μφκθτα Botryosphaeria dothidea δεν ζχει αναφερκεί ανκεκτικότθτα ωςτόςο ζχει αναφερκεί ςε 

άλλουσ μφκθτεσ όπωσ ο Venturia inequalis (Turechek & Köller, 2004) και ο Saccharomyces cerevisiae 

(Köller et al., 2001). 



ΚΕΦΑΛΑΙΟ  4 – ΣΥΗΘΤΘΣΘ – ΣΥΜΡΕ΢ΑΣΜΑΤΑ 

 Σελίδα 114 
 

Το ςκεφαςμα Quadris περιζχει τθν δραςτικι ουςία azoxystrobin ςτθν οποία ζνα από τα ςτελζχθ 

ςτο πείραμα είχε 10πλάςιο EC50 των άλλων ςτελεχϊν. Στο καμαροςπόριο τθσ φιςτικιάσ ζχει 

πρόςφατα αναφερκεί ανκεκτικότθτα ςτο azoxystrobin ςε πειράματα ςε αγρό ςτθν Καλιφόρνια των 

ΘΡΑ (Morgan et al., 2009) και ζτςι είναι πικανόν να εμφανιςτεί ανκεκτικότθτα και ςε άλλα ςτελζχθ. 

Ωςτόςο δεν ζχει γίνει μοριακόσ ζλεγχοσ για τθν επιβεβαίωςθ τθσ ανκεκτικότθτασ, που ςυνικωσ 

οφείλεται ςε μεταλλαγι ςτο κυτόχρωμα b, επομζνωσ δεν μποροφμε να είμαςτε ςίγουροι για τθν 

φπαρξθ ανκεκτικότθτασ. 

Το ςκεφαςμα Signum (boscalid + pyraclostrobin) ζδειξε καλι παρεμπόδιςθ ςε ςτισ δοκιμζσ in 

vitro ([0.004 ppm boscalid + 0.001ppm pyraclostrobin]-[0.011ppm boscalid + 0.003ppm 

pyraclostrobin]) αλλά και ςτουσ ψεκαςμοφσ ςε αγρό. Σε πειράματα του Michailides (2011) το 

Signum είχε τθν καλφτερθ απόδοςθ ςε ςχζςθ με άλλα μυκθτοκτόνα με μόλισ 1% προςβολι ςε 

ςχζςθ με 30% του μάρτυρα. Στο καμαροςπόριο τθσ φιςτικιάσ ακόμθ δεν ζχει εμφανιςτεί 

ανκεκτικότθτα ωςτόςο ζχει εμφανιςτεί ςε άλλουσ μφκθτεσ, όπωσ ο Botrytis cinerea (Kim & Xiao, 

2010) όπου δεν υπιρχε διαςταυρωτι ανκεκτικότθτα μεταξφ boscalid και pyraclostrobin. 

Στο μυκθτοκτόνο Switch (cyprodinil + fludioxonil) μζχρι τελευταία δεν ζχουν εμφανιςτεί 

ανκεκτικά ςτελζχθ ςτο μφκθτα Botryosphaeria sp. ωςτόςο ζχει εμφανιςτεί ςε άλλουσ μφκθτεσ όπωσ 

ο Botrytis cinerea (Leroch et al., 2011) με τα ανκεκτικά ςτελζχθ τα αυξάνουν το 2008 και 2009 .  

Σε γενικζσ γραμμζσ τα αποτελζςματα του πειράματοσ ςυμφωνοφν με αυτά του αγροφ αλλά και 

άλλων πειραμάτων, όπου τα ςκευάςματα Signum και Quadris είναι τα καλφτερα για τον ζλεγχο του 

καμαροςπορίου τθσ φιςτικιάσ (Michailides, 2011). Τζλοσ, για  πιο πλθρζςτερο ζλεγχο 

καταλλθλότθτασ των μυκθτοκτόνων κα πρζπει να γίνουν πειράματα με περιςςότερεσ απομονϊςεισ 

από κάκε πειραματικό τεμάχιο που ζχει γίνει επζμβαςθ με ζνα μυκθτοκτόνο κακϊσ και ςε 

μεγαλφτερο βάκοσ χρόνου.  



ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 115 
 

Βιβλιογραφύα 
Adaskaveg, J., Gubler, D., Michailides, T. & Holtz, B., 2009. EFFICACY AND TIMING OF 

FUNGICIDES,BACTERICIDES, AND BIOLOGICALS for DECIDUOUS TREE FRUIT, NUT, STRAWBERRY, AND 

VINE CROPS. UC Davis, Dept. of Plant Pathology, UC Kearney Agricultural Center. 

Ahimera, N., Driever, G.F. & Michailides, T.J., 2003. Relationships Among Propagule Numbers of 

Botryosphaeria dothidea, Latent Infections, and Severity of Panicle and Shoot Blight in Pistachio 

Orchards. Plant Disease, 87(7), pp.846-53. 

Akaike, H., 1974. A new look at the statistical model identification. Automatic Control, IEEE 

Transactions on, 19(6), pp.716-23. 

Alberts, B. et al., 2002. Molecular Biology of the Cell. 4th ed. Garland Science. 

Altschul, S.F. et al., 1990. Basic Local Alignment Search Tool. Journal Of Molecular Biology, 215, 

pp.403-10. 

Avise, J.C., 2004. Molecular Markers, Natural History, and Evolution. 2nd ed. Sinauer Associates. 

Baldridge, G.D., Dalton, M.W. & Fallon, A.M., 1992. Is higher-order structure conserved in eukaryotic 

ribosomal DNA intergenic spacers? Journal of Molecular Evolution, 35(6), pp.514-23. 

Barr, M.E., 1987. Prodromus to Class Loculoascomycetes. Lubrecht & Cramer Ltd. 

Benson, D.A. et al., 2008. GenBank. Nucleic Acids Research, 36, pp.25-30. 

Bos, D.H. & Posada, D., 2005. Using models of nucleotide evolution to build phylogenetic trees. 

Developmental & Comparative Immunology, 29, pp.211-27. 

Bull, J. et al., 1993. Partitioning and Combining Data in Phylogenetic Analysis. Systematic Biology, 

42(3), pp.384-97. 

Campbell, C.L. & Madden, L.V., 1990. Introduction to Plant Disease Epidemiology. New York: Wiley. 

Capó, Y.A. et al., 2003. Early evaluation of black leaf streak resistance by using mycelial suspensions 

of Mycosphaerella fijiensis. In Lacome, L. et al., eds. Mycosphaererella leaf spot diseases of bananas: 

present status and outlook. San Jose, Costa Rica, 2003. 

Caputo, P., 1997. Dna and phylogeny in plants - history and new perspectives. Lagascalia, 19(1-2), 

pp.331-44. 

Cavalli-Sforza, L. & Edwards, A., 1967. Phylogenetic analysis- models and estimation procedures. 

American Journal of Human Genetics, 19(3), pp.233-56. 

Chen, W.-Q., Morgan, D.P., Felts, D. & Michailides, T.J., 2003. Antagonism of Paenibacillus 

lentimorbus to Botryosphaeria dothidea. Plant Disease, 87, pp.359-65. 

Ciardo, D.E. et al., 2006. Internal Transcribed Spacer Sequencing versus Biochemical Profiling for 

Identification of Medically Important Yeasts. Journal Of Clinical Microbiology, 44(1), pp.77-84. 



ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 116 
 

Condeelis, J. & Singer, R.H., 2005. How and why does β-actin mRNA target? Biology of the Cell, 97, 

pp.97-110. 

Crous, P.W. et al., 2006. Phylogenetic lineages in the Botryosphaeriaceae. STUDIES IN MYCOLOGY, 

55, pp.235-53. 

Davis, J.I. & Nixon, K.C., 1992. Populations, genetic variation, and the delimitation of phylogenetic 

species. Systematic Biology, 41(4), pp.421-35. 

Denman, S. et al., 2003. Circumscription of Botryosphaeria species associated with Proteaceae based 

on morphology and DNA sequence data. Mycologia, 95(2), p.294–307. 

Denman, S. et al., 2000. An overview of the taxonomic history of Botryosphaeria, and a re-evaluation 

of its anamorphs based on morphology and ITS rDNA phylogeny. Studies in Mycology, 45, pp.129-40. 

Eckert, K.A. & A.Kunkel, T., 1990. High fidelity DNA synthesis by the Therrmus aquaticus. Nucleic 

Acids Research, 18(13), pp.3739-44. 

Felsenstein, J., 1978. Cases in which parsimony or compatibility methods will be positively 

misleading. Systematic Zoology, 27, pp.401-10. 

Felsenstein, J., 1981. Evolutionary trees from DNA sequences- A maximum likelihood approach. 

Journal of Molecular Evolution, 17, pp.368-76. 

Felsenstein, J., 1985. Confidence limits on phylogenies- An approach using the bootstrap. Evolution, 

39(4), pp.783-191. 

FOOTPRINT Project, 2011. THE PPDB A to Z List of Pesticide Active Ingredients. [Online] Available at: 

http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/en/ *Accessed 20 Φεβρουαρίου 2011+. 

Forsdyke, D.R., 1998. An Alternative Way of Thinking about Stem loops in DNA. A Case Study of the 

Human G0S2 Gene. Journal of Theoretical Biology, 192, pp.489-504. 

Forsdyke, D.R. & Mortimer, J.R., 2000. Chargaff's legacy. Gene, 261, pp.127-37. 

Freeman & Herron, 2003. Evolutionary Analysis. 3rd ed. Benjamin Cummings. 

Gogarten, J.P., Hilario, E. & Olendzenski, L., 1996. Gene duplications and horizontal gene transfer 

during early evolution. Origins of Life and Evolution of Biospheres, 26(3-5), pp.284-85. 

Goldman, N., 1993. Statistical tests of models of DNA substitution. Journal of Molecular Evolution, 

36, pp.182-98. 

Goldstein, L.S., Fyrberg, E.A., Wilson, L. & Matsudaira, P.T., 1994. Drosophila melanogaster, Practice 

and Uses in Cell and Molecular Biology. Methods in Cell Biology, 44. 

Graur, D. & Li, W.-H., 2000. Fundamentals of Molecular Evolution. 2nd ed. Sunderland: Sinauer 

Associates Inc. 

Guarro, J., Gene, J. & Stchigel, A.M., 1999. Developments in Fungal Taxonomy. CLINICAL 

MICROBIOLOGY REVIEWS, 12(3), pp.454-500. 

http://sitem.herts.ac.uk/aeru/footprint/en/


ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 117 
 

Guindon, S. & Gascuel, O., 2003. A Simple, Fast, and Accurate Algorithm to Estimate Large 

Phylogenies by Maximum Likelihood. Systematic Biology, 52(5), pp.696-704. 

Hasegawa, M. & Kishino, H., 1994. Accuracies of the simple method for estimating the bootstrap 

probability of a maximum-likelihood tree. Molecular Biology and Evolution, 11, p.142–145. 

Hasegawa, M., Kishino, H. & Yano, T.-a., 1985. Dating of the Human-Ape Splitting by a Molecular 

Clock of Mitochondrial DNA. Journal of Molecular Evolution, 22, pp.160-74. 

Hashimoto, T. & Hasegawa, M., 1996. Origin and early evolution of eukaryotes inferred from the 

amino acid sequences of translation elongation factors 1alpha-Tu and 2-. Advances in Biophysics, 32, 

pp.73-120. 

Hastings, W.K., 1970. Monte Carlo samplings methods using Markov chains and their applications. 

Biometrika, 57(1), pp.97-109. 

Hendy, M.D. & Penny, D., 1989. A framework for the quantitative study of evolutionary trees. 

Systematic Zoology, 38(4), pp.297-309. 

Hillis, D.M., 1987. Molecular Versus Morphological Approaches to Systematics. Annual Review of 

Ecology and Systematics, 18, pp.23-42. 

Hillis, D.M. & Dixon, M.T., 1991. Ribosomal DNA- Molecular Evolution and Phylogenetic Inference. 

The Quarterly Review of Biology, 66(4), pp.411-53. 

Hohl, M. & Ragan, M.A., 2007. Is multiple-sequence alignment required for accurate inference of 

phylogeny? Systematic Biology, 56(2), pp.206-21. 

Holtz, B., Michailides, T. & Hoffman, E., 2001. Survivability of Botryosphaeria dothidea pycnidia and 

pycnidiospores in prunings and nuts. Annual Report 2000-01. Fresno, CA: California Pistachio 

Industry. 

Huelsenbeck, J.P. & Bull, J., 1996. A LIKELIHOOD RATIO TEST TO DETECT CONFLICTING 

PHYLOGENETIC SIGNAL. Systematic Biology, 45(1), pp.92-98. 

Huelsenbeck, J.P., Ronquist, F., Nielsen, R. & Bollback, J.P., 2001. Bayesian Inference of Phylogeny 

and its impact in Evolutionary Biology. Science, 294, pp.2310-14. 

Hwang, U.-W. & Kim, W., 1999. General properties and phylogenetic utilities of nuclear ribosomal 

DNA and mitochondrial DNA commonly used in molecular systematics. The Korean Journal of 

Parasitology, 37(4), pp.215-28. 

Iori, I. et al., 2006. Incidence of thiophanate-methyl resistance in Cercospora kikuchii within a single 

lineage based on amplified fragment length polymorphisms in Japan. Journal of General Plant 

Pathology, 72(2), pp.77-84. 

Jacobs, K. & Rehner, S., 1998. Comparison of Cultural and Morphological Characters and ITS 

Sequences in Anamorphs of Botryosphaeria and Related Taxa. Mycologia, 90(4), pp.601-610. 



ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 118 
 

Jaspers, M.V., 2001. Effect of fungicides, in vitro, on germination and growth of Phaeomoniella 

chlamydospora. Phytopathologia Mediterranea, (40), pp.453-58. 

Jermiin, L.S., Olsen, G.J., Mengersen, K.L. & Easteal, S., 1997. Majority-Rule Consensus of 

Phylogenetic Trees Obtained by Maximum-Likelihood Analysis. Molecular Biology and Evolution, 

14(12), pp.1296-302. 

Jukes, T. & Cantor, C., 1990. Evolution of protein molecules. Mammalian protein metabolism, pp.21-

132. 

Kae, H., 2003. Genome Projects: Uncovering the Blueprints of Biology. [Online] Available at: 

http://www.scq.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/08/sequencing2.gif *Accessed 10 Ιανουαρίου 

2011]. 

Kawchuk, L., Holley, J., Lynch, D. & Clear, R., 1994. Resistance to thiabendazole and thiophanate-

methyl in canadian isolates of Fusarium sambucinum and Helminthosporium solani. American 

Journal of Potato Research, 71(3), pp.185-92. 

Keeling, P.J. & Doolittle, W.F., 1996. Alpha-tubulin from early-diverging eukaryotic lineages and the 

evolution of the tubulin family. Molecular Biology and Evolution, 13(10), pp.1297-305. 

Kidd, K.K. & Sgaramella-Zonta, L.A., 1971. Phylogenetic Analysis- Concepts and Methods. American 

Journal of Human Genetics, 23(3), pp.235-52. 

Kimura, M., 1980. A Simple Method for Estimating Evolutionary Rates of Base Substitutions Through 

Comparative Studies of Nucleotide Sequences. Journal of Molecular Evolution, 16, pp.111-20. 

Kim, Y.K. & Xiao, C.L., 2010. Resistance to Pyraclostrobin and Boscalid in Populations of Botrytis 

cinerea from Stored Apples in Washington State. Plant Disease, 94(5), pp.604-12. 

Klenk, H.-P. et al., 1995. Location of protist lineages in a phylogenetic tree inferred from sequences 

of DNA-dependant RNA polymerases. International Society for Evolutionary Protistology, 145, 

pp.221-30. 

Kluge, A.G. & Wolf, A.J., 1993. Cladistics- What's in a word. Cladistics, 9, pp.183-99. 

Köller, W., Avila-Adame, C., Olaya, G. & Zheng, D., 2001. Resistance to Strobilurin Fungicides. In 

Agrochemical Resistance. ACS Symposium Series. pp.215-29. 

Kretschmer, M. et al., 2009. Fungicide-Driven Evolution and Molecular Basis of Multidrug Resistance 

in Field Populations of the Grey Mould Fungus Botrytis cinerea. PLOS pathogens, 5(12), pp.1-13. 

Lanave, C., Preparata, G., Sacone, C. & Serio, G., 1984. A new method for calculating evolutionary 

substitution rates. Journal of Molecular Evolution, 20(1), pp.86-93. 

Larkin, M. et al., 2007. Clustal W and Clustal X version 2.0. BIOINFORMATICS APPLICATIONS NOTE, 

23(21), pp.2947-48. 

Lee, S. & Taylor, J., 1990. Isolation of DNA from fungal mycelia and single spores. PCR Protocols: a 

guide to methods and applications, pp.282-87. 

http://www.scq.ubc.ca/wp-content/uploads/2006/08/sequencing2.gif


ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 119 
 

Leroch, M., Kretschmer, M. & Hain, M., 2011. Fungicide Resistance Phenotypes of Botrytis cinerea 

Isolates from Commercial Vineyards in South West Germany. Journal of Phytopathology, 159, pp.63-

65. 

Lin, Y.-M., Fang, S.-C. & Thorne, J.L., 2007. A tabu search algorithm for maximum parsimony 

phylogeny inference. European Journal of Operational Research, 176, pp.1908-17. 

Lockhart, P.J., Steel, M.A., Hendy, M.D. & Penny, D., 1994. Recovering Evolutionary Trees under a 

More Realistic Model of Sequence Evolution. Molecular Biology and Evolution, 11(4), pp.605-12. 

Maddison, D.R., 1991. The Discovery and Importance of Multiple Islands of Most-Parsimonious 

Trees. Systematic Zoology, 40(3), pp.315-28. 

Ma, Z., Felts, D. & Michailides, T.J., 2003. Resistance to azoxystrobin in Alternaria isolates from 

pistachio in California. Pesticide Biochemistry and Physiology, 77(2), pp.66-74. 

Mallery, C., 2008. Pcr cycles. [Online] Available at: 

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg *Accessed 15 Δεκεμβρίου 2010+. 

Ma, Z., Luo, Y. & Michailides, T.J., 2004. Spatiotemporal changes in the population structure of 

Botryosphaeria dothidea from California pistachio orchards. Phytopathology, 94, pp.326-32. 

Ma, Z. & Michailides, T.J., 2002. Characterization of Botryosphaeria dothidea Isolates Collected from 

Pistachio and Other Plant Hosts in California. Phytopathology, 92(5), pp.519-26. 

Ma, Z., Morgan, D.P., Felts, D. & Michailides, T.J., 2002. Sensitivity of Botryosphaeria dothidea from 

California pistachio to tebuconazole. Crop Protection, 21, pp.829-35. 

Ma, Z., Morgan, D.P. & Michailides, T.J., 2001. Effects of Water Stress on Botryosphaeria Blight of 

Pistachio Caused by Botryosphaeria dothidea. Plant Disease, 85, pp.745-49. 

Martin, W., Brinkmann, H., Savonna, C. & Cerff, R., 1993. Evidence for a chimeric nature of nuclear 

genomes- eubacterial origin of eukaryotic glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase genes. 

Evolution, 90, pp.8692-96. 

Ma, B. & Uddin, W., 2009. Fitness and competitive ability of an azoxystrobin-resistant G143A mutant 

of Magnaporthe oryzae from perennial ryegrass. Plant Disease, 93(10), pp.1044-49. 

Metropolis, N. et al., 1953. Equation of State Calculations by Fast Computing Machines. The Journal 

of Chemical Physics, 21(6), pp.1087-92. 

Michailides, D.T., 2011. Challenges in Management of Alternaria and Botryosphaeria. In 2011 

ANNUAL PISTACHIO DAY. Visalia, 2011. 

Michailides, T.J. & Brown, P., 2002. Relationship between Fertilization and Pistachio Diseases. 

[Online] Available at: www.cdfa.ca.gov/is/docs/Michailides99-fr.pdf *Accessed 5 Δεκεμβρίου 2010+. 

Michailides, T.J., Ma, Z., Boehm, E.W. & Luo, Y., 2000. Detection of population structure of 

Botryosphaeria dothidea and selection ofresistant pistachio cultivars against Botryosphaeria blight. 

Annual Report. Fresno, CA: California Pistachio Industry. 

http://fig.cox.miami.edu/~cmallery/150/gene/c7.20.7.pcr.jpg
www.cdfa.ca.gov/is/docs/Michailides99-fr.pdf


ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 120 
 

Michailides, T.J. & Morgan, D.P., 1993. Spore release by Botryosphaeria Dothidea in pistachio 

orchards and disease control by altering the trajectory angle of sprinklers. Phytopathology, 83(2), 

pp.145-52. 

Michailides, T.J. & Morgan, D.P., 2004. Panicle and Shoot Blight of Pistachio: A Major Threat to the 

California Pistachio Industry. [Online] The American Phytopathological Society Available at: 

http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/Pistachio.aspx [Accessed 10 Ιανουαρίου 

2011]. 

Michailides, T.J., Morgan, D.P. & Felts, D., 1998. SPREAD OF BOTRYOSPHAERIA DOTHIDEA IN 

CENTRAL CALIFORNIA PISTACHIO ORCHARDS. In II International Symposium on Pistachios and 

Almonds., 1998. ISHS Acta Horticulturae 470. 

Michailides, T.J., Morgan, D.P., Felts, D. & Chitzanidis, A., 1998. Disease monitoring and prediction of 

Botryosphaeria blight in California pistachio orchards. Annual Report, Crop Year 1997-98. Fresno, CA: 

California Pistachio Industry. 

Miguez, M., Reeve, C., Wood, P.M. & Hollomon, D.W., 2004. Alternative oxidase reduces the 

sensitivity of Mycosphaerella graminicola to QOI fungicides. Pest Management Science, 60(1), pp.3-

7. 

Morgan, D., Reyes, H., Puckett, R. & Michailides, T., 2009. Susceptibility of Pistachio Cultivars to 

Botryosphaeria & Botrytis Blights, Disease Control, and Studies on the Lower Limb Dieback of 

Pistachio. [Online] Available at: fruitsandnuts.ucdavis.edu/files/75351.pdf *Accessed 16 Μαρτίου 

2010]. 

Moritz, C. & Hillis, D.M., 1996. Molecular Systematics -Context and Controversies. In Molecular 

Systematics. Sinauer Associates. 

Morris, S.C., 2003. Life's Solution- Inevitable Humans in a Lonely Universe Share. Cambridge 

University Press. 

Mount, D.W., 2007. Using the Basic Local Alignment Search Tool. Cold Spring Harbor Protocols. 

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S. & Saiki, R., 1992. Specific Enzymatic Amplification of DNA In Vitro: 

The Polymerase Chain Reaction. BIOTECHNOLOGY SERIES, (24), p.17. 

Mycobank.org, 2006. Camarosporium mamanes Crous 2006. [Online] Available at: 

http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=501006 *Accessed 12 Δεκεμβρίου 2010+. 

Niekerk, J.M.v., Crous, P.W., Fourie, P.H. & Halleen, F., 2004. DNA phylogeny, morphology and 

pathogenicity of Botryosphaeria species on grapevines. Mycologia, 96(4), p.781–798. 

NIGMS, 2011. National Institute of General Medical Sciences. [Online] Available at: 

http://www.nigms.nih.gov/Initiatives/Models/ *Accessed 10 Μαρτίου 2011+. 

Ntahimpera, N. et al., 2002. Biology, epidemiology, monitoring, and control of Botryosphaeria 

panicle and shoot blight on pistachio. Annual Pistachio Research Report. California Pistachio 

Commission. 

http://www.apsnet.org/publications/apsnetfeatures/Pages/Pistachio.aspx
fruitsandnuts.ucdavis.edu/files/75351.pdf
http://www.mycobank.org/MycoTaxo.aspx?Link=T&Rec=501006
http://www.nigms.nih.gov/Initiatives/Models/


ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 121 
 

O’Connor, T. et al., 2010. Analysis of Long Branch Extraction. BMC Genomics, 11(2), pp.2-14. 

Ogden, T.H. & Rosenberg, M.S., 2006. Multiple Sequence Alignment Accuracy and Phylogenetic 

Inference. Systematic Biology, 55(2), pp.314-28. 

Page, R.D.M. & Holmes, E.C., 1998. Molecular Evolution A Phylogenetic Approach. Blackwell 

Publishing Ltd. 

Penny, D., 1982. Towards a basis for classification- the incompleteness of distance measures, 

incompatibility analysis and phenetic classification. Journal of Theoritical Biology, 96, pp.129-42. 

Penny, D., Hendy, M.D. & Steel, M.A., 1992. Progress with methods for constructing evolutionary 

trees. Tree, 7(3), pp.73-78. 

Petersen, D., 2007. United States Plant Patent - PISTACHIO PLANT CALLED 'PETE I'. [United States 

Plant Patent] Available at: http://www.freepatentsonline.com/PP17836.pdf *Accessed 2 Ιανουαρίου 

2011]. 

Phillips, A.J.L., 2010. The Botryosphaeria Site. [Online] Available at: 

http://www.crem.fct.unl.pt/botryosphaeria_site/index.htm *Accessed 20 Δεκεμβρίου 2010+. 

Posada, D., 2008. jModelTest- Phylogenetic Model Averaging. Molecular Biology and Evolution, 

25(7), pp.1253-56. 

Posada, D. & Crandall, K.A., 2001. Selecting the Best-FitModel of Nucleotide Substitution. Systematic 

Biology, 50(4), pp.580-601. 

Reed, D.H. & Frankham, R., 2001. How closely correlated are molecular and quantitative measures of 

genetic variation? A meta-analysis. Evolution, 55(6), pp.1095-103. 

Rodriguez, F., Oliver, J., Marin, A. & Medina, J., 1990. The general stochastic model of nucleotide 

substitution. Journal of Theoritical Biology, 142, pp.485-501. 

Roger, A.J., Sandblom, O., Doolittle, W.F. & Philippe, H., 1999. An Evaluation of Elongation Factor 1a 

as a Phylogenetic Marker for eukaryotes. Molecular Biology and Evolution, 16(2), p.218–233. 

Rzhetsky, A. & Nei, M., 1993. Theoretical Foundation of the Minimum-Evolution Method of 

Phylogenetic Inference. Molecular and Biology Evolution, 10(5), pp.1073-95. 

Saitou, N. & Nei, M., 1987. The Neighbor-Joining method - a new method for reconstructing 

phylogenetic trees. Molecular Biology and Evolution, 4(4), pp.406-25. 

Sanger, F., Nicklen, S. & Coulson, A., 1977. DNA sequencing with chain-terminating inhibitors. 

Biochemistry, 74(12), pp.5463-67. 

Sattath, S. & Tversky, A., 1977. Additive similarity trees. Psychometrika, 42(3), pp.319-45. 

Schwarz, G., 1978. Estimating the Dimension of a Model. The Annals of Statistics, 6(2), pp.461-64. 

http://www.freepatentsonline.com/PP17836.pdf
http://www.crem.fct.unl.pt/botryosphaeria_site/index.htm


ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 122 
 

Shah, M., Verma, K., Singh, K. & Kaur, R., 2010. Morphological, pathological and molecular variability 

in Botryodiplodia theobromae (Botryosphaeriaceae) isolates associated with die-back and bark 

canker of pear trees in Punjab, India. Genetics and Molecular Research, 9(2), pp.1217-28. 

Shoemaker, R., 1964. Conidial states of some Botryosphaeria species on Vitis and Quercus. Canadian 

Journal of Botany, 42, p.1297–1301. 

Simon, D. & Larget, B., 2001. Bayesian analysis in molecular biology and evolution (BAMBE), version 

2.03 beta. Department of Mathematics and Computer Science, Duquesne University. 

Simossis, V.A. & Heringa, J., 2005. PRALINE- a multiple sequence alignment toolbox that integrates 

homology-extended and secondary structure information. Nucleic Acids Research, 33, pp.289-94. 

Slippers, B. et al., 2004. Combined multiple gene genealogies and phenotypic characters 

differentiate several species previously identified as Botryosphaeria dothidea. Mycologia, 96(1), 

p.83–101. 

Slippers, B. et al., 2004. Multiple gene sequences delimit Botryosphaeria australis sp. nov. 

Mycologia, 96(5), pp.1030-41. 

Slippers, B. et al., 2005. Phylogenetic and morphological re-evaluation of the Botryosphaeria species 

causing diseases of Magnifera indica. Mycologia, 97(1), pp.99-110. 

Smith, D.R., J.Michailides, T. & Stanosz, G.R., 2001. Differentiation of a Fusicoccum sp. Causing 

Panicle and Shoot Blight on California Pistachio Trees from Botryosphaeria dothidea. Plant Disease, 

85(12), pp.1235-40. 

Sneath & Sokal, 1973. Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean. In Numerical 

Taxonomy. San Francisco: W.H. Freeman and Company. p.W.H. Freeman and Company. 

Swofford, D., Olsen, G., Waddell, P. & Hillis, D., 1996. Phylogenetic inference. In Molecular 

systematics. 2nd ed. Sinauer and Associates. pp.407-514. 

Tamura, K., 1992. Estimation of the Number of Nucleotide Substitutions When There Are Strong 

Transition-Transversion and G+C-Content Biases. Molecular Biology and Evolutiion, 9(4), pp.678-87. 

Tamura, K., Dudley, J., Nei, M. & Kumar, S., 2007. MEGA4: Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA) software version 4.0. Molecular Biology and Evolution, 24, pp.1596-99. 

Tamura, K. & Nei, M., 1993. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the control 

region of mitochondrial DNA in Humans and Chimpanzees. Molecular Biology and Evolution, 10(3), 

pp.512-26. 

Tamura, K. et al., 2011. MEGA5: Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Likelihood, Distance, 

and Parsimony methods Molecular Biology and Evolution. Molecular Biology and Evolution (to be 

submitted). 

Tamura, K. et al., 2011. Molecular Evolutionary Genetics Analysis using Maximum Likelihood, 

Evolutionary Distance, and Maximum Parsimony Methods. Molecular Biology and Evolution. 

Molecular Biology and Evolution (submitted). 



ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 123 
 

Tateno, Y., Takezaki, N. & Nei, M., 1994. Relative efficiencies of the maximum-likelihood, neighbor-

joining, and maximum parsimony methods when substitution rate varies with site. Molecular Biology 

and Evolution, 11(2), pp.261-77. 

Tavare, S., 1986. Some Probalibistic and Statistical Problems in the Analysis of DNA Sequences. 

Lectures of Mathematics in the Life Sciences, 17, pp.57-83. 

Taylor, R.J., Pasche, J.S. & Gudmestad, N.C., 2006. Biological Significance of Mefenoxam Resistance 

in Phytophthora erythroseptica and Its Implications for the Management of Pink Rot of Potato. Plant 

Disease, 90, pp.927-34. 

Tendulkar, S.R., Gupta, A. & Chattoo, B.B., 2003. A simple protocol for isolation of fungal DNA. 

Biotechnology Letters, 25(22), pp.1941-44. 

Thompson, D.J., Desmond, G.H. & Toby, J.G., 1994. CLUSTAL W- improving the sensitivity of 

progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position-specific gap 

penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Research, 22(22), pp.4673-80. 

Turechek, W.W. & Köller, W., 2004. Managing Resistance of Venturia inaequalis to the Strobilurin 

Fungicides. [Online] Available at: 

http://www.plantmanagementnetwork.org/pub/php/research/2004/strobilurin/ [Accessed 16 

Ιανουαρίου 2011+. 

Úrbez-Torres, J.R., Leavitt, G.M., Voegel, T.M. & Gubler, W.D., 2006. Identification and Distribution 

of Botryosphaeria spp Associated with Grapevine Cankers in California. Plant Disease, 90(12), 

pp.1490-503. 

Väli, Ü., Brandström, M., Johansson, M. & Ellegren, H., 2008. Insertion-deletion polymorphisms 

(indels) as genetic markers in natural populations. BMC Genetics, 9(8). 

Vierstraete, A., 1999. Principle of the PCR. [Online] Available at: 

http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html *Accessed 23 Ιανουάριοσ 2010+. 

Xia, X. & Xie, Z., 2001. DAMBE: Software Package for Data Analysis in\ Molecular Biology and 

Evolution. Journal of Heredity, 92(4), pp.371-74. 

Xia, X. et al., 2003. An index of substitution saturation and its application. Molecular Phylogenetics 

and Evolution, 26, pp.1-7. 

Xiong, J., 2006. Essential Bioinformatics. 1st ed. Cambridge University Press. 

Yang, Z., 1996. Among-site rate variation and its impact on phylogenetic analyses. Tree, 9, pp.367-71. 

Young, J.R., Tomaso-Peterson, M., Cerda, K.d.l. & Wong, F.P., 2010. Two Mutations in β-Tubulin 2 

Gene Associated with Thiophanate-Methyl Resistance in Colletotrichum cereale Isolates from 

Creeping Bentgrass in Mississippi and Alabama. Plant Disease, 94(207-212). 

Young, J.R., Tomaso-Peterson, M., Tredway, L.P. & Cerda, K.d.l., 2010. Occurrence and Molecular 

Identification of Azoxystrobin-Resistant Colletotrichum cereale. Plant Disease, 94(6), pp.751-57. 

http://www.plantmanagementnetwork.org/pub/php/research/2004/strobilurin/
http://users.ugent.be/~avierstr/principles/pcr.html


ΒΙΒΛΙΟΓ΢ΑΦΙΑ 

 Σελίδα 124 
 

Yourman, L. & Jeffers, S., 1999. Resistance to benzimidazole and dicarboximide fungicides in 

greenhouse isolates of Botrytis cinerea. Plant Disease, 83(6), pp.569-75. 

Zhang, X., Chen, Y., Zhang, Y.-j. & Zhou, M.-g., 2007. Occurrence and molecular characterization of 

azoxystrobin resistance in cucumber downy mildew. Phytoparasitica, 36(2), pp.136-42. 

Zhang, Z., Zhu, Z., Ma, Z. & Li, H., 2009. A molecular mechanism of azoxystrobin resistance in 

Penicillium digitatum. International Journal of Food Microbiology, 131(2-3), pp.157-61. 

Zhu, H. et al., 1999. Molecular breeding for grain yield in barley an evaluation of QTL effects in a 

spring barley cross. Theoretical and Applied Genetics, 98(5), pp.772-79. 

Ηάχοσ, Δ., Τηαβζλλα-Κλωνάρθ, Κ. & ΢οφμποσ, Ι., 1974-1977. Μια αςκζνεια τθσ πιςτακίασ (Pistacia 

vera L.) οφειλόμενθ εισ τον μφκθτα Camarosporium pistaciae N. sp. Χρονικά Μπενακείου 

Φυτοπακολογικοφ Ινςτιτοφτου(Ν.Σ.), 11, pp.57-63. 

Ηιϊγασ, Β.Ν. & Μάρκογλου, Α.Ν., 2007. Γεωργικι Φαρμακολογία. 1st ed. Ακινα. 

Μαρκουλάτοσ, Ρ. & Β, Σ., 1996. Θ αλυςιδωτι αντίδραςθ τθσ πολυμεράςθσ (PCR) ςτθν διάγνωςθ των 

ιϊςεων. Ελλθνικι Ιολογία, 1(1), pp.83-88. 

 

 



 


	coverpage
	ΓΕΩΠΟΝΙΚΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ ΑΘΗΝΩΝ ΠΜΣ ΤΜΗΜΑΤΟΣ ΕΠΙΣΤΗΜΗΣ ΦΥΤΙΚΗΣ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΣΙΑΣ ΚΑΙ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΟΣ ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΦΥΤΟΠΑΘΟΛΟΓΙΑΣ

	μεταπτυχιακή_complete_black
	Πρόλογος
	Περιεχόμενα
	Περίληψη
	Abstract
	1 Εισαγωγή
	1.1 Το παθογόνο
	1.1.1 Γενικά στοιχεία
	1.1.2 Φυλογενετικές σχέσεις του γένους Botryosphaeria sp.
	1.1.3 Μορφολογία του μύκητα
	1.1.4 Μορφολογικοί και μοριακοί χαρακτήρες
	1.1.4.1 Επιλογή του κατάλληλου μοριακού δείκτη
	1.1.4.2 Γονίδια που χρησιμοποιούνται στην φυλογένεση
	1.1.4.3 Παράγοντας επιμήκυνσης EF1-α
	1.1.4.4 Πυρηνικοί γενετικοί τόποι
	1.1.4.5 Ριβοσωμικά γονίδια (rDNA)
	1.1.4.5.1 Δομή ριβοσωμάτων
	1.1.4.5.2 Ρυθμοί εξέλιξης του  rDNA


	1.1.5 Περιγραφή της ασθένειας
	1.1.6 Κύκλος της ασθένειας και επιδημιολογία
	1.1.6.1 Διαχειμάζουσες πηγές του παθογόνου
	1.1.6.2 Διασπορά
	1.1.6.3 Μόλυνση

	1.1.7 Έλεγχος της ασθένειας
	1.1.7.1 Καλλιεργητικές πρακτικές
	1.1.7.2 Χρήση μυκητοκτόνων
	1.1.7.3 Ολοκληρωμένη διαχείριση


	1.2 Σκοποί της παρούσας μελέτης

	2 Υλικά και μέθοδοι
	2.1 Βιολογικό υλικό
	2.1.1 Απομονώσεις
	2.1.2 Θρεπτικά υλικά και διαδικασίες απομόνωσης και ανάπτυξης του μύκητα
	2.1.2.1 Υλικό Potato Dextrose Agar
	2.1.2.2 Υλικό Μ-Green Yeast & Mold broth
	2.1.2.3 Υλικό Littman Oxgall Agar

	2.1.3  Καλλιέργεια, διατήρηση και ανανέωση των απομονώσεων
	2.1.4 Παραγωγή βιομάζας για εξαγωγή DNA
	2.1.4.1 Εξαγωγή DNA με την μέθοδο Lee & Taylor
	2.1.4.2 Εξαγωγή DNA με μικροκύματα

	2.1.5 Μέτρηση νουκλεϊκών οξέων –DNA
	2.1.6 Παραγωγή εναιωρήματος μυκηλίου για τεχνητές μολύνσεις φύλλων και δοκιμών ευαισθησίας σε μυκητοκτόνα

	2.2 Μοριακός χαρακτηρισμός
	2.2.1 Αλυσιδωτή αντίδραση της πολυμεράσης (PCR)
	2.2.2 Καθαρισμός της πολλαπλασιασμένης αλληλουχίας
	2.2.3 Αλληλούχηση του ενισχυμένου τμήματος DNA – sequencing
	2.2.4 Επεξεργασία αλληλουχιών
	2.2.4.1 Στατιστική σύγκριση αλληλουχιών –BLAST
	2.2.4.2 Ποιοτικός έλεγχος ηλεκτροφερογραφημάτων

	2.2.5 Διαδικασία κατασκευής φυλογενετικών δέντρων
	2.2.5.1 Στοίχιση αλληλουχιών
	2.2.5.2 Έλεγχος ομοπλασίας – τεστ κορεσμού
	2.2.5.3 Επιλογή του καταλληλότερου μοντέλου εξέλιξης
	2.2.5.3.1 Οι βασικές παράμετροι των μοντέλων
	2.2.5.3.2 Συνοπτική περιγραφή των μοντέλων
	2.2.5.3.3 Κοινές υποθέσεις μεταξύ των μοντέλων

	2.2.5.4 Ανεξάρτητη ή συνδυασμένη ανάλυση
	2.2.5.5 Αξιολόγηση της κατάλληλης μεθόδου
	2.2.5.6 Μέθοδοι φυλογενετικής ανάλυσης
	2.2.5.6.1 Μέθοδοι αποστάσεων
	2.2.5.6.1.1 Μέθοδος “Minimum Evolution”
	2.2.5.6.1.2 Μέθοδος “Neighbor-Joining”
	2.2.5.6.1.3 Μέθοδος “UPGMA”

	2.2.5.6.2 Διακριτές μέθοδοι
	2.2.5.6.2.1 Μέθοδος Μέγιστης Φειδωλότητας (Maximum Parsimony)
	2.2.5.6.2.2 Μέθοδος Μέγιστης Πιθανοφάνειας (Maximum Likelihood)
	2.2.5.6.2.3 Μπεϊεσιανή Συμπερασματολογία (Bayesian Inference)


	2.2.5.7 Αξιοπιστία των δέντρων


	2.3 Παθογένεια απομονώσεων καμαροσπορίου φιστικιάς
	2.3.1 Τεχνητές μολύνσεις φύλλων
	2.3.2 Τεχνητές μολύνσεις κλάδων

	2.4 Αντιμετώπιση Καμαροσπορίου Φιστικιάς
	2.4.1 Περιγραφή μυκητοκτόνων
	2.4.1.1 Neotopsin
	2.4.1.2 Stroby
	2.4.1.3 Quadris
	2.4.1.4 Signum
	2.4.1.5 Switch

	2.4.2 Δοκιμές ευαισθησίας στελεχών
	2.4.2.1 Μεθοδολογία



	3 Αποτελέσματα
	3.1 Ανάλυση γενετικών τόπων ITS1, 5.8S, ITS2
	3.1.1 Σχολιασμός φυλογενετικών σχέσεων

	3.2 Μελέτη παθογένειας
	3.2.1 Μελέτη παθογένειας σε φύλλα φιστικιάς
	3.2.2 Μελέτη παθογένειας σε κλάδους φιστικιάς

	3.3 Αντιμετώπιση & μελέτη ανθεκτικότητας καμαροσπορίου φιστικιάς σε μυκητοκτόνα
	3.3.1 Διαφορές ανάπτυξης βάση μετρήσεων
	3.3.2 Σύγκριση των μυκητοκτόνων βάση μορφολογίας και ανάπτυξης


	4 Συζήτηση – Συμπεράσματα
	4.1 Φυλογενετική ανάλυση απομονώσεων καμαροσπορίου φιστικιάς
	4.1.1 Μελέτες του γένους Botryosphaeria – σύγκριση

	4.2 Μελέτη παθογένειας απομονώσεων καμαροσπορίου φιστικιάς
	4.3 Μελέτη ανθεκτικότητας καμαροσπορίου φιστικιάς σε μυκητοκτόνα

	Βιβλιογραφία

	piso eksofyllo

