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Πίνακας συντοιιογραωιών

Amp Ampicillin

bp Base pairs

dH20 Distilled water

DMSO Dimethyl sulfoxide

DNA Deoxyribonucleic acid

dNTP Deoxyribonucleotide triphosphate

EDTA Ethylenedianminetetra acetic acid

ITS Internal Transcribed Spaciers

GLB Gel Loading Buffer

Km Kanamycin

L.A. Luria-Bertani (agar medium)

L.B. Luria-Bertani (liquide medium)

OD Optical Density

ORF Open Reading Frame

PCR Polymerase Chain Reaction
PVP Polyvinyl pyrrolidone

rDNA Ribosomal DNA

rRNA Ribosomal RNA
rpm Revolutions per minute

RNA Ribonucleic acid
RNAse A Ribonuclease A

RT Room temperature

TAE Tris-acetate

Tet Tetracyclin

Tm Melting point

Tris Tris (hydromethylaminomethane)

UV Ultraviolet

Αμπικιλλίνη

Ζεύγη βάσεων

Απιονισμένο νερό 

Διμεθυλοσουλφοξείδιο

Δεοξυριβονουκλεϊκό οξύ 

Τριφωσφορικό δεοξυνουκλεοτίδιο

Αιθυλενοδιαμινοτετροξικό οξύ

Εσωτερικά Μεταγραφόμενες Περιοχές 

Διάλυμα φόρτωσης

Καναμυκίνη
Στερεό θρεπτικό μέσο των Λούρια και 

Μπερτάνι

Υγρό θρεπτικό μέσο των Λούρια και

Μπερτάνι

Οπτική πυκνότητα

Ανοικτό πλαίσιο ανάγνωσης

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης 
Πολυ-βυνιλ-πυρρολιδόνη

Ριβοσωμικό DNA

Ριβοσωμικό RNA 
Περιστροφές ανά λεπτό

Ριβονουκλεϊκό οξύ 
Ριβονουκλεάση A

Θερμοκρασία δωματίου 

Ρυθμιστικό διάλυμα ηλεκτροφόρησης

Τετρακυκλίνη

Σημείο τήξης μορίου DNA

Τρις (υδροξυμεθυλ) αμινομεθανικό

Υπεριώδης ακτινοβολία
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Περίληψη

Το μαστιχόδενδρο της Χίου P.lentiscus var. Chia, ανήκει στην οικογένεια 

Anacardiaceae και καλλιεργείται αποκλειστικά στο νότιο μέρος της Χίου. Είναι φυτό 

δίοικο και τόσο τα αρσενικά όσο και τα θηλυκά άτομα του μαστιχόδενδρου 

εμφανίζουν μορφολογικές και γενετικές διαφορές. Το αρσενικό δένδρο παράγει ένα 

ρητινώδες προϊόν, ευρέως γνωστό ως μαστίχα, το οποίο είναι γνωστό για τις 

θεραπευτικές του ιδιότητες από την αρχαιότητα. Η μορφολογική ποικιλομορφία που 

παρατηρείται μεταξύ των αρσενικών ατόμων συνηγορεί υπέρ της ύπαρξης 

διαφορετικών γονοτύπων που έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή διαφορετικής 

ποιότητας και ποσότητας μαστίχας. Οι πέντε διαφορετικοί γονότυποι του αρσενικού 

μαστιχόδενδρου που μελετώνται στην παρούσα εργασία είναι οι εξής: 

Μαυρόσκοινος, Βότομος, Μαρουλίτης, Σιδερακικός και Φαρδύφυλλος. Σκοπός της 

παρούσας εργασίας είναι η μελέτη της γενετικής ποικιλότητας μεταξύ των 

διαφορετικών γονοτύπων των αρσενικών ατόμων του μαστιχόδενδρου. Για τη μελέτη 

των μεταξύ τους φυλογενετικών σχέσεων χρησιμοποιήθηκε ως εργαλείο μοριακής 

ταξινόμησης η αναζήτηση μεταλλάξεων στις ITS περιοχές του ριβοσωμικού DNA 

(rDNA). Τα αποτελέσματα που προέκυψαν από την μελέτη των ITS περιοχών έδειξαν 

ότι υπάρχει γενετική ποικιλομορφία τόσο μεταξύ διαφορετικών «ποικιλιών» του 

P.lentiscus var. Chia όσο και μεταξύ διαφορετικών ατόμων της ίδιας «ποικιλίας». 

Μια ομάδα ατόμων του μαστιχόδενδρου παρουσιάζει υψηλή φυλογενετική συγγένεια 

με το P istacia lentiscus, ενώ μια άλλη ομάδα με το Ρ. saportae, το οποίο είναι 

υβρίδιο του Ρ. lentiscus (μητρικό) και του P.terebinthus (πατρικό).
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Abstract

The mastic tree, P .lentiscus var. Chia, belongs to the Anacardiaceae family and is 

only cultivated on the southern part of the Greek island of Chios. It is an evergreen 

shrub, characterized by its dioecious reproductive system. The male and female trees 

are morphologically and genetically different. The male tree produces a special resin, 

known as mastic, which was used from ancient times as a medicine. A variety of 

morphological characteristics suggests the existence of different genotypes that also 

differ in quantity and quality of the resin production. The five major genotypes of the 

male tree are: Votomos, Siderakikos, Maroulitis, Mavroskinos and Fardyfyllos and 

have distinct phenotypes that can be easily identified. In the present study the genetic 

diversity between the different genotypes among the male mastic trees, was studied 

using the ITS regions as a molecular marker. The phylogeny between the different 

clones of the mastic tree, was assessed through cloning and sequencing of their 

Internal Transcribed Spacers, located between their ribosomal genes (rDNA). The 

molecular results of this study suggested the existence of genetic diversity not only 

among the five genotypes, but within the different individuals as well. One group of 

male mastic trees appeared to be closely related with P istac ia  lentiscus, while another 

group was closely related with P. saportae. P. saportae, from earlier studies, was 

shown to be a hybrid with P. lentiscus (maternal) and P.terebinthus (paternal) as the 

parental taxa.
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4. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

4.1 Η ΜΑΣΤΙΧΑ ΑΠΟ ΤΗΝ ΑΡΧΑΙΟΤΗΤΑ ΕΩΣ ΣΗΜΕΡΑ

Η ιστορία της μαστίχας είναι πολύ παλαιά και μπορεί να αναχθεί στα αρχαία χρόνια. 

Οι πρώτες πληροφορίες για τα μαστιχόδενδρα προέρχονται από τον Ηρόδοτο (50ς 

αιώνας π.Χ), ο οποίος αναφέρει ότι στην αρχαία Ελλάδα, μασούσαν ένα ρητινώδες 

υγρό που έρρεε από το φλοιό του μαστιχόδενδρου. Επίσης οι αρχαίοι Αιγύπτιοι 

χρησιμοποιούσαν ένα είδος κόμμεως στις ταριχεύσεις. Πολλοί αρχαίοι συγγραφείς 

όπως ο Πλίνιος, ο Θεόφραστος, ο Διοσκουρίδης, ο Γαληνός, ο Ιπποκράτης 

αναφέρουν την μαστίχα, την οποία αποκαλούσαν «σχινική ρητίνη», για τις 

θεραπευτικές της ιδιότητες. Σε αναφορές του ο Διοσκουρίδης υποστηρίζει ότι η 

ρητίνη αυτή «όταν πίνεται είναι ωφέλιμη για την πηκτικότητα του αίματος και το 

χρόνιο βήχα. Ακόμα είναι ωφέλιμη για το στομάχι και μπορεί να χρησιμοποιηθεί για 

τον καθαρισμό των δοντιών και ως αλοιφή για το πρόσωπο, στο οποίο προσδίδει 

λάμψη». Παρόμοιες αναφορές για τις ευεργετικές δράσεις της μαστίχας γίνονται και 

από τον Γαληνό, ο οποίος εκτός των παραπάνω αναφέρεται επίσης στη θερμαντική 

και στυπτική δράση της.

Από τον 10° αιώνα και μετέπειτα η μαστίχα γίνεται διάσημη από τους περιηγητές 

που επισκέπτονταν την Χίο και το όνομά της άρχισε να συσχετίζεται άμεσα με την 

ιστορία της Χίου. Κατά την περίοδο του Βυζαντίου, η Χίος ήταν «έδρα του Ναυτικού 

Θέματος του Αιγαίου Πελάγους», αλλά και ένα από τα σημαντικότερα οικονομικά 

κέντρα της αυτοκρατορίας. Το εμπόριο της μαστίχας ήταν μονοπώλιο του 

αυτοκράτορα, μέχρι την άλωση της Κωνσταντινούπολης από τους σταυροφόρους 

(1204), όταν λίγα χρόνια αργότερα ο Μιχαήλ Παλαιολόγος αναγκάστηκε να 

παραχωρήσει εμπορικά προνόμια στους Γενοβέζους.

Κατά την διάρκεια της κυριαρχίας των Γενουατών (1346-1566) ιδρύθηκε η 

περίφημη Μαόνα (είδος Μετοχικής -Ναυλωτικής -Μονοπωλιακής Επιχείρησης) η 

οποία είχε την ευθύνη της μαστίχας με μόνη υποχρέωση να δαπανά για την άμυνα του 

τόπου. Η Μαόνα οργάνωσε το εμπόριο της μαστίχας με σύστημα και επέβαλε νόμους 

με ποινές για τους κλέφτες και τους κλεφταποδόχους. Κανένας δεν επιτρεπόταν να 

πουλάει μαστίχα εκτός από την ίδια. Υπήρχαν μάλιστα και ειδικοί υπάλληλοι που 

δουλεία τους ήταν να ερευνούν τα πλοία για τυχόν λαθραία μαστίχα.
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Επί Τουρκοκρατίας οι μαστιχοπαραγωγοί είχαν πολλά προνόμια. Τα μαστιχοχώρια 

ήταν αυτοδιοικούμενα, υπό τον έλεγχο του «Σακίζ-εμινί» (φοροεισπράκτορα της 

μαστίχας) ο οποίος είχε ως συμβούλους τους «Σακίζ-βεκιλερί». Αυτοί εκλέγονταν 

από τους δημογέροντες των 21 Μαστιχοχωρίων οι οποίοι αποτελούσαν την βουλή 

που ονομαζόταν «Κοινό των Μαστιχοχώρων». Άλλα προνόμια των μαστιχοχωρίων 

ήταν να μη γίνεται παιδομάζωμα, το δικαίωμα να ασκούν ελεύθερα τη θρησκεία τους 

και να ηχούν οι καμπάνες των εκκλησιών.

Στην καταστροφή της Χίου το 1822 οι Τούρκοι δεν πείραξαν τα μαστιχοχώρια, αλλά 

όταν ο Κανάρης πυρπόλησε την τουρκική ναυαρχίδα και σκοτώθηκε ο Καρά-Αλής 

τότε κατέστρεψαν τα πάντα παρά την αντίθετη διαταγή. Αποτέλεσμα αυτού ήταν η 

κατακόρυφη πτώση της παραγωγής μαστίχας για μια δεκαετία.

Μετά την ίδρυση του ανεξάρτητου ελληνικού κράτους, το 1830, η Χίος παρέμεινε 

υπό τουρκική κατοχή για άλλα 80 χρόνια μέχρι τους βαλκανικούς πολέμους. Μετά 

την απελευθέρωσή της στις 11 Νοεμβρίου 1912 και από το 1890 η παραγωγή 

μαστίχας αυξάνει συνεχώς. Από το 1910 έως το 1920 η παραγωγή μειώθηκε εξαιτίας 

του βαλκανικού και του παγκόσμιου πολέμου, περίοδο κατά την οποία πολλοί 

παραγωγοί στράφηκαν σε άλλες καλλιέργειες.

Η δυσμενής αυτή κατάσταση επέσυρε τελικά την προσοχή της πολιτείας η οποία 

δημοσίευσε το 1938 το Νόμο 1390 σύμφωνα με τον οποίο ιδρύθηκαν οι 20 

Συνεταιρισμοί Μαστιχοπαραγωγών, μέλη των οποίων ήταν υποχρεωτικά όλοι οι 

μαστιχοπαραγωγοί. Σύμφωνα με τον ίδιο Νόμο συστήθηκε και η Ένωση των 20 

Συνεταιρισμών με την επωνυμία «Ένωσις Μαστιχοπαραγωγών Χίου» ως 

υποχρεωτικός συνεταιρισμός. Η λειτουργία της ΕΜΧ άρχισε το 1939 με πρόεδρο τον 

γιατρό Γ. Σταγκούλη, ενώ το 1957 λειτούργησε το πρώτο εργοστάσιο παραγωγής 

τσίκλας, εξοπλισμένο με μηχανήματα που κάλυπταν όλα τα παραγωγικά στάδια.

Έτος σταθμός στην ιστορία της μαστίχας ήταν το 1997, οπότε και αναγνωρίστηκαν 

από την Ευρωπαϊκή Ένωση η μαστίχα Χίου, το μαστιχέλαιο Χίου και η τσίκλα Χίου 

ΕΛΜ Α ως προϊόντα προστατευόμενης ονομασίας προέλευσης (Π.Ο.Π).

- 12-



4.2 Ο ΜΑΣΤΙΧΟΦΟΡΟΣ ΣΧΙΝΟΣ

Ο μαστιχοφόρος σχίνος (Pistacia lentiscus var. Chia) ή Χιακή σχίνος ή 

μαστιχόδενδρο και στο χιώτικο ιδίωμα σκινάρι ή πιξάρι, ανήκει στο γένος πιστακιά 

{Pistacia) της οικογένειας Anacardiaceae και είναι παραλλαγή του είδους Pistacia 

lentiscus. Το μαστιχόδενδρο απαντάται αποκλειστικά στο νησί της Χίου (εικόνα 1), 

και σύμφωνα με τον Kazimierz Browicz [PL Syst. Evol. 155, 189-195 (1987)] 

πρόκειται για μία ιδιάζουσα δενδρώδη εκδοχή του Pistacia lentiscus αναφερόμενη ως 

var. Chia (DEsF. ex POIRET). Η ηλικία απολιθωμένων φύλλων που βρέθηκαν στη 

Χίο είναι 6 εκατ. χρόνων περίπου και υποδηλώνουν την παρουσία του φυτού ως 

εγχώριο είδος. Αυτός είναι ο περίφημος θάμνος που δίνει στη Χίο το μοναδικό στον 

κόσμο προϊόν, τη μαστίχα.

Εικόνα 1: Το μαστιχόδενδρο της Χίου, Pistacia lentiscus var. Chia.

4.2.α Βοτανικοί και μορφολογικοί χαρακτήρες

Το μαστιχόδενδρο είναι αειθαλής θάμνος και έχει ύψος 2-3 μέτρα (μερικές φορές 

φτάνει και τα 5 μέτρα). Είναι φυτό δίοικο, που σημαίνει ότι τα αρσενικά και τα 

θηλυκά άνθη απαντώνται σε διαφορετικά άτομα, με μορφή μικρών και πυκνών 

ταξιανθιών. Οι ταξιανθίες (μασχαλιαίες ή επάκριες) εμφανίζονται από τα μέσα 

Μαρτίου περίπου και η άνθηση συμπληρώνεται μέσα στον Απρίλιο. Τα αρσενικά 

άτομα είναι αυτά που δίνουν καλύτερη μαστίχα τόσο ποιοτικά όσο και ποσοτικά και 

είναι αυτά που καλλιεργούνται κυρίως. Για το λόγο αυτό οι παραγωγοί τα αποκαλούν 

«καρπόσκινα». Όλα τα όργανα του δένδρου (φύλλα, βλαστός, ρίζες, άνθη, καρποί) 

διατρέχονται από ρητινοφόρους αγωγούς.
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Τ α  φ ύ λ λα  του  μ α σ τιχό δενδ ρ ου  (εικ ό να  2) είνα ι σ ύνθετα  με 3-4 ζεύγη  φ υλλα ρίω ν, 

ά λ λ ω τε  π τερ ω τά  σ ε ζεύγ η  κα ι ά λ λ ο τ ε  όχι. Α ν ή κ ο υ ν  σ το ν  να νο φ υ λλικ ό  τύπο ο οπ οίος 

ε ίνα ι χ α ρ α κ τη ρ ισ τικ ή  π ρ ο σ α ρ μ ογή  σ τις  μ εσ ο γ εια κ ές  συνθήκες. Τ α  φ υλλά ρ ια  είνα ι 

επ ιμ ή κ η  κ α ι σ κ λη ρ ά  με λ ε ία  τη ν πάνω  επιφ άνεια  εξα ιτία ς της εφ υμενίδας. Τ ο  χρώ μα 

το υ ς  είνα ι σ κ ο ύ ρ ο  π ρ ά σ ινο. Τ α  φ ύ λλα  τω ν  α ρ σ εν ικ ώ ν α τόμ ω ν είνα ι μεγαλύτερα , 

π λα τύ τερ α  κ α ι π ιο  σ κ ο ύ ρ α  σ ε  σ χέσ η  με εκ είνα  τω ν  θ η λυ κώ ν. Ο ι επ ιδερμ ίδες τω ν δύο 

π λ ε υ ρ ώ ν  του  φ υ λ λα ρ ίο υ  (πά νω  κ α ι κ ά τω ) α π οτελο ύ ντα ι από μ ικρ ά  επιδερμικά  

κ ύ ττα ρ α  σ τενά  σ υ νδεδ εμ ένα  μ ετα ξύ  τους. Σ τη ν  κ ά τω  επιδερμίδα  η επ ικοινω νία  με τον 

π ε ρ ιβ ά λ λ ο ν τα  αέρα εξα σ φ α λ ίζετα ι με ά φ θονα κ α ι σ χετικά  μ εγάλα  στόματα. Η 

εφ υμ ενίδα  που κ α λύ π τει τη ν  κ ά τω  επ ιδερ μ ίδα  δη μ ιο υ ρ γ εί ένα κυ μ α τοειδ ές ανάγλυφ ο, 

ενώ  η εφ υ μ ενίδ α  τη ς πά νω  επ ιδερ μ ίδα ς είνα ι π ιο λεία . Η κ υ μ α τοειδ ή ς αυτή εμφ άνιση 

τη ς  εφ υ μ ενίδ α ς π α ρ α τη ρ ή θ η κ ε κ α ι σ ε  ά λ λ α  γένη τη ς οικο γένεια ς A n a c a r d ia c e a e  

κ α θ ώ ς κ α ι σ ε  ά λ λ ε ς  ξη ρ ο φ υ τικ ές  ο ικο γένειες.

Σ τα  φ ύ λ λα  του  δένδρου  ο ι ρ η τινο φ όρ ο ι α γω γοί εντοπ ίζο ντα ι σ το  κα τώ τερ ο  τμ ήμ α  

το υ  μ εσ ό φ υ λ λ ο υ . Έ τ σ ι π ρ ο σ τα τεύ ετα ι η ρητίνη από το φως κ α ι τη ν  υπερθέρμανση. 

Τ ο  σ π ογγώ δ ες π α ρέγχυμ α  σ τη ν  περιοχή είνα ι α ρκετά  αραιό γ ια  κ α λύ τερ ο  αερισμό. 

Υ π ά ρ χ ο υ ν  επ ίσ η ς κ α ι π ο λ λ ά  κ α ι μ εγά λα  σ τό μ α τα  που κ α τα νέμ οντα ι ομ οιόμ ορ φ α  στην 

κ ά τω  επ ιδερ μ ίδα  του  φ ύ λ λο υ  κ α ι ε ξα σ φ α λ ίζο υ ν  τη ν  α ντα λλα γή α ερίω ν. Τ α  μεγάλα 

σ τό μ α τα  είνα ι κ ο ιν ό  χ α ρ α κ τη ρ ισ τικ ό  ό λ η ς  τη ς  οικο γένεια ς τω ν  A n a ca r d ia ce a e . Η 

ιδ ια ίτερη  α υτή κ α τα σ κ ευ ή  τω ν  φ ύ λ λω ν  δ ίνει σ το  φυτό τη ν  δυνα τότητα  να 

α ντεπ εξέρ χετα ι σ τις  μ εγά λες ξη ρ α σ ίες  κ α ι σ τις  υ ψ η λές θ ερ μ οκρ α σ ίες του 

κ α λ ο κ α ιρ ιο ύ  α λ λ ά  κ α ι σ τις  π α γω νιές του  χειμ ώ να .

Ε ικ ό να  2: Φ ύ λ λ α  κ α ι άνθη του μα στιχόδενδρου
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Ο  βλαστός του μαστιχόδενδρου δεν είναι ευθύς, έχει χρώ μα ανοιχτό στα χτί στα 

νεαρά άτομα και σταχτόμαυρο στα ηλικιω μ ένα . Ο  φ λοιός είναι σχετικά  μ α λα κός και 

στα νεαρά άτομα είναι λείος χρώ ματος ροδινο-πράσινου. Σ το υ ς μονοετείς βλα στούς η 

επιδερμίδα καλύπτεται από πολυάριθμες συμπαγείς μη αδενικές τρίχες. Ο  ρ όλος τους 

είναι να προστατεύουν τους τρυφ ερούς ισ τούς από την εισ βολή  διαφ όρω ν εντόμω ν. 

Α π ό  το δεύτερο έτος και μετά αρχίζουν να  αναπτύσσονται επιπλέον προστα τευτικοί 

ιστοί (περίδερμα) και ο βλαστός εμφ ανίζεται ρυτιδω μένος. Τ α  εξω τερ ικά  του 

στρώ ματα δεν αποσπώ νται εύ κολα  και το  ξύ λω μ α  είναι ρητινώ δες και αρκετά 

σκληρό. Ο ι παλαιότεροι και ο ι απονεκρω μένοι βλα στοί εποικούντα ι από ένα  είδος 

χρυσοκίτρινης λειχήνας τη ν X an th oria  p a rietin a .

Σ το βλαστό ο ι ρητινοφ όροι αγω γοί βρίσκονται κατά  μ ήκος του  φ λοιώ μ α τος τω ν 

ηθμαγγειω δώ ν δεσμίδω ν. Ε σ ω τερικά  οριοθετούντα ι από επ ιθηλια κά  κύτταρα, ενώ  

στην εξω τερική πλευρά  τω ν επιθηλια κώ ν κυττά ρω ν βρίσκοντα ι μ ία  ή  π ερισ σ ότερες 

σειρές ά λλω ν κυττάρω ν, που ονομ ά ζοντα ι κύτταρα  θήκης. Ε ξω τερ ικ ά  ο ι ρητινοφ όροι 

αγω γοί περιβάλλονται από τό ξα  σ κλη ρ εγχυμ α τικώ ν ινώ ν που α π οτελούντα ι από 3-4 

σειρές κυττάρων.

Ο ι ρίζες του μαστιχοφόρου σχίνου φτάνουν τα  20 μέτρα σε μ ή κ ο ς ενώ  το  βάθος που 

εισχω ρούν είναι πολύ μικρό (επιπολαιόριζο). Τ ο  εκτεταμένο ρ ιζικ ό  του σ ύ σ τη μ α  είνα ι 

μία ξηροφ υτική προσαρμογή για  τη ν εκ μ ετά λλευσ η τω ν λ ιγ ο σ τώ ν  κ α ι σ ύ ντομ ω ν 

βροχοπτώ σεω ν. Ό πω ς αναφέρθηκε κ α ι παραπάνω , ο ι ρ ίζες δε φ τάνουν σ ε  μεγάλο 

βάθος, αυτό έχει ω ς μειονέκτημα να  είναι π ροσπ ελά σιμ ες από διάφ ορους ζω ικ ο ύ ς 

οργανισμούς. Ο  κίνδυνος είναι ακόμα  μεγαλύτερος σ τις  νεα ρ ές (πρω τογενείς) ρ ίζες 

που δεν έχουν αναπτύξει ακόμα  προστα τευτικούς ισ τούς (περίδερμα).

Στη ρίζα  οι ρητινοφ όροι αγω γοί απαντώ νται κατά μ ήκος του  φ λοιώ μ α τος. Ό πω ς σ το  

βλαστό έτσι και στη ρ ίζα  υπάρχουν πολυά ριθμ α  κύτταρα  που π ερ ιέχουν άφθονα 

κ οκκία  ή χυμοτόπια με ταννίνες που β ρ ίσκοντα ι κοντά  κ α ι γύρω  από τους 

ρητινοφόρους αγωγούς.

Τ ο  μαστιχόδενδρο αναπτύσσεται με αργούς ρυθμούς κ α ι η π λή ρ η ς ανάπτυξη 

επέρχεται στα  40-50 χρόνια. Η  παραγωγή μα στίχα ς α ρ χίζει από το ν  πέμπτο ή έκτο  

χρόνο ενώ το μέγιστο της απόδοσης εμφ α νίζετα ι από το δω δέκα το έω ς το δέκατο 

πέμπτο έτος της ηλικ ία ς του. Τ ο  δένδρο ζ ε ι πάνω  από εκατό χρ όνια  α λλ ά  από το  

εβδομηκοστό έτος περίπου α ρχίζει η παρακμή του. Υ π ά ρ χ ο υ ν  αναφ ορές για  

μαστιχόδενδρα 200 ετών.
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4.2.β Σ υ σ τη μ α τική  κατά τα ξη  -  Ετυμολογία

Η π ρώ τη π ρ ο σ π ά θ εια  σ υ σ τη μ α τικ ή ς  τα ξ ιν ό μ η σ η ς  του  μ α στιχόδενδρ ου έγινε από το 

L in n e, ο  ο π ο ίο ς  α να γ νώ ρ ισ ε  τρ ία  είδη σ το  γ έν ο ς  P i s t a c i a : P .te r e b in tu s  L .,  Ρ . v e r a  L .,  

P .  le n t is c u s  L . T o  ό ν ο μ α  « C h ia»  α να φ έρ θη κε για  π ρώ τη φ ορά από τον  D esfon taine 

(18 0 4 ) σ το  έργο του  « T ab leu  de Γ Ico le  de B o tan iqu e du M u seu m  d ’ H istoire 

N atu relle» . Α ρ γ ό τ ε ρ α  o P oiret (18 0 9) αναφ έρει το  μ α στιχόδενδρ ο τη ς Χ ίο υ  ω ς 

π ο ικ ιλ ία  της Ρ . le n tis c u s  (μ ε  δείκτη  το  ε λ λ η ν ικ ό  γρ ά μ μ α  γ) κ α ι κ ά νει μια  σ ύ ντομ η  

περιγραφ ή « Ρ . le n t is c u s , fo liis  latioribus, L e n t is c u s  e x  C h io . T O U R N E F ., Itin. vo l. I. 

p a g e  29 5». O  D e  C a n d o lle  (18 2 5 ), το  π ρ ο σ δ ιο ρ ίζε ι με το  ό νομ α  Ρ . le n tis c u s  var. C h i a  

κ α ι το  δείγμ α  το υ  φ υ λ ά σ σ ετα ι σ ε  ερ μ ά ρ ιο  τη ς  Γ ενεύ η ς. Σ ε  μ ελέτες  σ το  Π α ρ ίσ ι (18 5 6 ) 

ο  Ο ρ φ α νίδ η ς ο ν ό μ α σ ε  το  δείγμ α  το υ  « Ρ . le n tis c u s  var. M a s t ic h o p h o r a » , ενώ  ήδη από 

τ ις  α ρ χές το υ  19 ου α ιώ να  σ ε  α ρ κετές δ η μ ο σ ιεύ σ εις  α ναφ ερόταν ω ς « C h ia » ,  χω ρίς 

α υτό  ν α  είνα ι πά ντα  σ ε  σ υ μ φ ω νία  με το ν  Δ ιεθνή  Κ ώ δ ικ α  Β ο τα ν ικ ή ς  Ο νομ α το λο γία ς.

Ο  M o e lle r  (18 8 2 ) σ το  δ ιδ α κ τικ ό  το υ  β ιβ λ ίο  Β ο τα ν ικ ή ς  περιγράφ ει α να τομ ικά  τους 

ρ η τινο φ ό ρ ο υ ς α γω γού ς το υ  Ρ .  le n tis c u s  κ α ι αναφ έρει μ ά λισ τα  ό τ ι ο ι « εκκ ρ ιτικ ο ί 

χ ώ ρ ο ι»  δ η μ ιο υ ρ γ ο ύ ν τα ι σ χ ιζο γ εν ώ ς (μ ε δ ιά νο ιξη  χώ ρ ο υ  μ ετα ξύ  τω ν  κυττά ρω ν). Σ ε  

α νά λο γ ο  σ ύ γγ ρ α μ μ α  ο W ie sn e r  ( 1 9 1 4 )  περιγράφ ει το υ ς ρ ητινοφ όρ ους αγω γούς και 

α να φ έρ ετα ι σ το  μ α σ τιχό δενδ ρ ο  ω ς Ρ . le n tis c u s  var. C h i a  D . C .

Σ το  β ιβ λ ίο  F lo ra  A e g a e a  o R e ch in g e r  (19 4 3 ) περιγράφ ει ότι σ το  ν η σ ί της Χ ίο υ  

κ α λ λ ιε ρ γ ε ίτα ι ένα  δενδρ ώ δες είδ ος  π ισ τα κιά ς, η P is t a c ia  c h ia  D e sf., η οπ οία  παράγει 

μ ια  ειδ ική  ρ η τίνη , γ νω σ τή  ω ς «μα στίχα». Ω σ τό σ ο  η σ υ σ τη μ α τικ ή  κατά τα ξη  αυτού 

του  είδ ου ς δ εν  είχε α π οσ α φ ηνιστεί. Τ α  τελευ τα ία  χρ ό νια  ο ι M e ik le  (19 5 4 ), Y a ltir ik  

(1 9 6 7 ) , Z o h a ry  ( 1 9 7 1 ) ,  κ α ι B r o w ic z  (19 8 7 ) από μ ελέτες που έκα να ν υ π ο σ τη ρ ίζο υ ν  ότι 

τ ο  μ α σ τιχό δενδ ρ ο  τη ς  Χ ίο υ  ε ίνα ι π ο ικ ιλ ία  τη ς  Ρ . le n tis c u s .

Σ ή μ ε ρ α  μ ετά  α πό π ο λ λ έ ς  μ ελέτες  κ α ι μ ε  τα  σ ύ γχρ ο να  εργα λεία  μ οριακής 

τα ξ ιν ό μ η σ η ς  γ ν ω ρ ίζο υ μ ε  ό τ ι η Ρ . le n tis c u s  var. C h i a  είνα ι π ο ικ ιλ ία  τη ς Ρ . le n tis c u s , η 

ο π ο ία  α ν ή κ ει σ τη ν  ο ικο γένεια  A n acard ia cea e  κ α ι η σ υ σ τη μ α τικ ή  τη ς  κατά τα ξη 

περιγρά φ ετα ι σ το  Σ χή μ α  1.
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Β α σ ίλ ε ιο  -►  Φ υ τ ά  (P lan ts)

Υ π ο β α σ ίλ ε ιο  —►  Τ ρ α χεό φ υ τα  (T ra c h e o p h y ta )

Φ ύ λ λ ο  —►  Σ π ε ρ μ α τό φ υ τα  (S p e rm a to p h y ta )

Υ π ο φ ύ λ λ ο  —> Μ α ν ο λ ιό φ υ τα  (M a g n o lio p h y ta )

Κ λ ά σ η  —*  Δ ικ ο τ υ λ ή δ ο ν α  (D ic o ty le d o n s-M a g n o lio p s id a )

Υ π ο κ λ ά σ η  ->  R o sid a e  

Τ ά ξ η  S a p in d a le s  

Ο ικ ο γ έ ν ε ια  A n a c a r d ia c e a e  

Γ έ ν ο ς  —* Π ισ τ α κ ιά  (P ista c ia )

Ε ίδ ο ς  ->  Ρ . len tiscu s

Σ χήμα  1: Ο ι ταξινομ ικές ομάδες όπου α νήκει η  Ρ. lentiscus.

Η  οικογένεια  A n acardiaceae περιλαμ βά νει 4  γένη, ό λ α  μ ικρά  δένδρα ή θάμνοι: 

1) Rhus (με 4 είδη), 2) Cotinus (με ένα είδος), 3) Schinus (με 2 είδη) κ α ι 4) Pistacia 

(με 6 είδη). Τ α  είδη του γένους Pistacia είναι όλα  δίοικα  δένδρα ή θά μ νοι με 

ρητινώδη φλοιό. Τ ο  μαστιχόδενδρο Ρ. lentiscus διαφέρει από τα  υ π όλο ιπ α  μέλη της 

οικογένειας ω ς προς τη  μειω μένη κατα σκευή τω ν ανθώ ν, τ ο  φ τερω τό σ τυ λ  κ α ι τη ν  

ασυνήθιστη μορφ ολογία  τη ς γύρ η ς (P ell 2004). Σ υγγενικά  είδη το υ  Ρ. lentiscus είνα ι 

τα παρακάτω:

•  Pistacia terebinthus: Μ ικ ρ ό  φ υ λλο β ό λο  δένδρο ή θάμνος, ύ ψ ου ς 2-5 μέτρω ν. 

Σ υναντάται σε όλες τις παραμεσόγειες περιοχές μέχρι την Π ορτογαλία . Έ χ ει 

φ ύλλα σύνθετα λογχοειδή με 7 -13  φ υλλάρια . Τ α  άνθη ορ γα νώ νοντα ι σ ε  

σύνθετους βότρεις και η ρητίνη που παράγει χρ η σ ιμ οπ ο ιείτα ι για  

φ αρμακευτικούς σκοπούς. Σ τη ν  Ε λ λά δ α  το σ υνα ντούμ ε σ ε π ο λ λ ά  μέρη κ α ι στη 

Χ ίο  η καλλιεργούμ ενη μορφή του  είνα ι γνω στή ω ς «τσικουδιά».

•  Pistacia atlantica: Π αρόμοια  με το Ρ. terebinthus με π ερ ιορ ισ μ ένη  εξά π λω σ η  

στην Β Α  Ε λλά δα , ευρω παϊκή Τ ου ρ κ ία  και Κ ρ ιμ α ία . Ε ίνα ι φ υ λ λο β ό λο  δένδρο 

ύψ ους έως 20 μέτρα και έχει σύνθετα φ ύλλα.

•  Pistacia palaestina: Α π αντά τα ι στις παραμεσόγειες περιοχές του  Ισ ραή λ, της 

Σ υρίας κ α ι της Π αλαιστίνης. Σ τη ν Ε λλά δα  αυτοφ ύεται στη Χ ίο  κ α ι σ τη ν Κ ρ ή τη
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Ε ίνα ι δένδρ ο  ύ ψ ο υ ς  10-20 μ έτρ ω ν κ α ι έχει σ ύ νθ ετα  φ ύ λ λα  με λογχοειδή 

φ υ λλά ρ ια .

•  P is ta c ia  v e r a : Ε ίν α ι π ο λύ  δ ια δ εδ ομ ένο  είδ ος  φ υ σ τικ ιά ς κ α θ ώ ς τα  σ π έρμ α τά  του 

είνα ι β ρ ώ σ ιμ α  κ α ι κ α λ λ ιερ γ είτα ι σ ε  διάφ ορες π ερ ιοχές της Β ό ρ εια ς Ε υρώ πης, 

τη ς  Μ ικ ρ ά ς  Α σ ία ς  κ α ι τ η ς  Σ υρ ία ς. Σ τη ν  Ε λ λά δ α  κ α λ λ ιερ γ ο ύ ντα ι διάφορες 

π ο ικ ιλ ίε ς  τη ς  με π ιο  γ νω σ τή  τη ν  « Α ιγ ίνη ς» . Ε ίν α ι δένδρο φ υ λλο β ό λο , δ ίο ικ ο  με 

ύ ψ ο ς που φ τάνει τα  5-8 μέτρα.

•  P is ta c ia  c h in e n s is : Ε ίν α ι δένδρ ο φ υ λ λ ο β ό λ ο , ύ ψ ο υ ς  έω ς 20 μ έτρω ν το  οπ οίο  

δεν  ε ίνα ι ιδ ια ιτέρ ω ς γ νω σ τό . Έ χ ε ι μ εγά λου ς βρα χίονες κ α ι χο νδρ ό  κ ο ρ μ ό , ενώ  

τα  φ ύ λ λ α  του  είνα ι σ ύ νθ ετα  (5 -7  φ υ λλά ρ ια ). Α π α ντά τα ι σ τη ν κ εντρ ικ ή  Κ ίν α  ω ς 

κ α λ λ ω π ισ τικ ό .

•  P is ta c ia  m e x ic a n a :  Ε ίν α ι δένδρ ο α ειθα λές κ α ι τα  φ ύ λλα  του  είνα ι μακριά  

π τερ ο ειδ ή , ενώ  τα  φ υ λ λά ρ ιά  του  (10 -30 ) είνα ι λε ία  κ α ι φ έρουν τ ε λ ικ ό  φ υλλά ριο. 

Α π α ν τά τα ι σ τη ν  Γ ο υ α τεμ ά λα , σ το  Μ ε ξ ικ ό  κ α ι σ το  Τ έ ξα ς , α λ λ ά  τ ο  φ υ σ ικ ό  του  

ενδ ια ίτη μ α  κ ιν δ υ ν ε ύ ει ν α  εξα φ α νισ τεί.

Τ ο  ε ίδ ο ς  Ρ . le n t is c u s  είνα ι μ ικ ρ ό  α ειθ α λές δένδρο ή θάμνος, γνω σ τό  κ α ι ω ς 

« σ χίνος» . Ε υ δ ο κ ιμ ε ί σ τ ις  ξ η ρ έ ς  κ α ι α νοιχτές π ερ ιο χές τη ς  Μ εσ ο γ είο υ  μ έχρ ι τη ν  

Π ο ρ το γ α λ ία  κ α ι χρ η σ ιμ ο π ο ιε ίτα ι κ υ ρ ίω ς  ω ς κ α λ λ ω π ισ τικ ό . Π ροέρ χετα ι από την 

κ εν τρ ικ ή  Α σ ία  η  ο π ο ία  είνα ι η  γ ενέτειρ α  τω ν  δια φ όρ ω ν ειδώ ν του  γένο υ ς που στη 

σ υ ν έχ εια  εξα π λώ θ η κ α ν  γ ύ ρ ω  από τη λεκ ά νη  της Μ εσ ο γ είο υ . Τ α  είδη αυτά 

α π ο τελο ύ ν  β α σ ικ ά  σ το ιχεία  τη ς  μ εσ ογεια κ ή ς χλω ρ ίδα ς, π ο λλ ά  από αυτά  παράγουν 

ρητίνη  σ ε  κά π οιο  βαθμό κ α ι ε ίνα ι ε κ μ ε τα λ λ ε ύ σ ιμ α  εμ π ορ ικά  από του ς εκά σ τοτε 

λα ο ύ ς. Π α ρ α λλα γή  του  Ρ . le n tis c u s  είνα ι το  μα στιχόδενδρο τη ς  Χ ίο υ , γνω σ τό  ω ς Ρ .  

le n tis c u s  var. C h i a  π ο υ  π α ρ ά γει τη  μ ονα δική  σ το ν  κ ό σ μ ο  μα στίχα  (Β α σ ιλα κ ά κ η ς  

Μ ., Θ ε ρ ιό ς  I., Μ α θ ή μ α τα  Ε ιδ ικ ή ς  Δ εν δ ρ ο κ ο μ ία ς, Θ ες/νίκη 1984).

Ο  B r o w ic z  το  1985 σ ε  μ ελ έτες  του  πάνω  σ το  μ α στιχόδενδρο π α ρατήρησε ό τι σ τις 

π ερ ιο χές  τω ν  μ α σ τιχο χω ρ ίω ν τη ς  Χ ίο υ , όπ ου  κ α λλιερ γείτα ι, υπ ά ρχουν διαφ ορές 

μ ετα ξύ  τω ν  φ υ τώ ν από περιοχή  σ ε περιοχή. Ο ι διαφ ορές α υτές έχο υν να  κ ά νου ν με 

τη ν  μ ο ρ φ ολογία  κ α ι το ν  α ρ ιθμ ό τω ν  φ υ λλα ρ ίω ν. Π α ρ α τή ρ ησ ε φυτά με πλατειά  

φ υ λλά ρ ια  κ α ι ά λλ α  με σ τενότερ α , ενώ  ο α ριθμ ός το υ ς σ ε ένα  σ ύνθετο  φ ύ λλο  δεν 

ήτα ν στα θερός. Ο  B r o w ic z  λ ο ιπ ό ν  ή τα ν ο π ρώ τος που εισ ήγα γε τον  σ υ σ τη μ α τικ ό
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όρο «κλώ νος», ο οποίος περιγράφει τις διαφορετικές μορφ ές μαστιχόδενδρω ν, με 

βάση παρόμοια γνω ρίσματα όπως: το σχήμ α  τω ν φ ύ λλω ν κ α ι του  βλα στού, τις 

μηχανικές ιδιότητες του φ λοιού κ α ι τη ν  ποιότητα τη ς εκκρ ινόμ ενης ρητίνης. Α κ ό μ α  

κ α ι ο ι ίδιοι ο ι καλλιεργητές γνώ ρ ιζα ν ότι μεταξύ τω ν φ υτώ ν υπά ρχουν διαφορές 

στο σχήμα και στο χρώ μα τω ν φ ύλλω ν. Ίσ ω ς ο ι κ λ ώ ν ο ι α υτοί να  δημιουργήθηκα ν 

από παλιά και να  διατηρήθηκαν έω ς σήμερα μετά από μ α κροχρόνια  επιλογή για  

τη ν ποσότητα και ποιότητα τη ς μαστίχας που παράγουν από το υ ς εκάστοτε 

μαστιχοπαραγωγούς. Ο ι κυριότεροι από α υτούς αναφ έρονται παρακάτω  και 

αποτελούν διαφορετικούς γονοτύπους τω ν α ρσενικώ ν φυτών.

>  Μαυρόσκοινος ή Λαγκαδιώ της

Κ υρ ια ρ χεί στο μεγαλύτερο μέρος τω ν  φ υτειώ ν.Τ α φ ύλλα  του είναι μαυροπράσινα, 

λεπτά, σχεδόν άμισχα κ α ι προσφ ύονται ενα λλά ξ σ τον κεντρ ικό  μίσχο. Π αράγει

Εικόνα, 3 : Μ α υ ρ ό σ κ ο ινο ς

πρώ της ποιότητας ρητίνη, άφθονη κ α ι διαυγή, α ρ χίζει τη ν  παραγω γή από νεαρή 

η λικ ία  α λλά  η εκροή της ρητίνης δεν είναι ομοιόμορφ η σ ε ό λα  τα στάδια. Ο  κορ μ ό ς 

στα ηλικιω μένα  άτομα π α ρ ουσ ιά ζει σημά δια  κόπ ω σ η ς κ α ι είνα ι π ερ ισ σ ότερ ο 

ευπρόσβλητος από τον μύκητα  P o ly p o ru s  (εικόνα  3)

>  Βότομος

Δ ένδρο ζω ηρότερο του Μ α υ ρ ό σ κ οινο υ , με μεγαλύτερη ό μ ω ς ανάπ τυξη από αυτόν. 

Τ α  φ ύλλα  του είναι πιο ανοιχτόχρω μα, παχειά κ α ι πεπ λα τυσ μ ένα  με 

αποστρογγυλεμένες α πολήξεις. Ο  φ λοιός είνα ι π ερ ισ σ ότερ ο χ υ μ ώ δ η ς κ α ι 

καταπονείται λιγότερο από τα  α λλεπ ά λλη λα  κεντήματα. Η  απόδοσή του  είνα ι η 

μεγαλύτερη όλω ν τω ν κ λώ νω ν κ α ι η εκροή της ρητίνης δ ιατηρείται σ τα θερή κ α θ ’ό λη
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η δ ιά ρ κ εια  τη ς σ υ λ λ ο γ ή ς . Τ ο  μ ονα δ ικ ό  μ ειο νέκ τη μ α  είνα ι ότι η διαύγεια  τη ς  ρητίνης 

ίναι κατά  τι μ ειω μ ένη  (εικ ό να  4)

Ε ικ ό ν α  4 : Β ό τ ο μ ο ς

>  Β ιγλιώ της ή Μ αρουλίτης ή Μαρουλόσκοινος ή Καλλιμασιώ της

Π α ρ όμ οιος με το ν  Β ό το μ ο , δ ια κ ρ ίνετα ι ό μ ω ς από α υτόν για  τη χλω ρ ω τικ ή  του 

κράνιση κ α ι τα  παχιά , σ α ρ κ ώ δη  φ ύ λλα  με τις α π οσ τρ ογγυ λεμ ένες άκρες.

Ε ικ ό ν α  5 : Μ α ρ ο υ λ ίτη ς

α π όδοσ ή του  σ ε  ρητίνη  ε ίνα ι ικ α νο π ο ιη τικ ή , ό μ ω ς το ειδ ικό  βάρος της είναι 

ια μ η λ ό  εξα ιτία ς  τη ς έ γ κ λ εισ η ς  μ ικ ρ ο φ υ σ α λίδ ω ν αέρα (εικ ό να  5).

>  Στενόφυλλος ή Σ ιδερακικός

3 Σ τε ν ό φ υ λ λ ο ς  μ ο ιά ζε ι μ ε το ν  Μ α υ ρ ό σ κ ο ιν ο , έχει μα υροπ ράσ ινα  φ ύ λλα , τα  οποία  

ναι λεπ τά , ο ξ ύ λ η κ τ α  κ α ι α σ ύ μ μ ετρ α  (ε ικ ό να  6).

Ε ικ ό να  6 : Σ ιδ ερ α κ ικ ό ς
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> Φαρδύφυλλος ή Πλατύφυλλος

Ο  Φ αρδύφ υλλος μ οιά ζει με το Μ α ρουλίτη . Έ χει α ρκετά  π επλα τυσμένα  φ ύ λλα  κ α ι 

καλή ανάπτυξη.

Ε ικόνα  7  : Φ α ρδύφ υλλος

Η ρητίνη που παράγει είναι αρκετή α λλά  είνα ι χα μ η λή ς ποιότητας (εικ ό να  7).

>  Κρεμεντινός

Π αρόμοιος με τον Μ α υρόσ κοινο , α λλά  λ ίγο  πιο ζω ηρός. Η  ρητίνη  που εκρ έει έχει 

κίτρινο χρώ μα και η ποσότητά  της είναι ικα νοποιητική . Έ ν α  μ ειονέκτη μ ά  της είνα ι 

ότι δεν πή ζει εύκολα  κ α ι αυτό εξηγεί τη σπανιότητα  του κ λώ νου . Τ ο  όνομ ά  του  

οφ είλεται στην «κρεμεντίνη» με την οποία  μ οιά ζει η ρητίνη του.

>  Λίβανός

Ο  κλώ νος αυτός συναντάται σπάνια κ α ι σπορα δικά  σ ε  ορ ισ μ ένες  κοινότητες. Η  

ρητίνη του είναι κατώ τερης ποιότητας κ α ι μ ο ιά ζει με το  λ ιβά νι, ε ξ ’ ου  κ α ι το  όνομ ά  

του.

Η ύπαρξη τω ν παραπάνω κ λώ νω ν και ο διαχω ρισμός τους με βάση τα  μορφ ολογικά  

τους χαρακτηριστικά, ισχυροπ οιεί το επιχείρημα ότι το μα στιχόδενδρο της Χ ίο υ  δεν 

α ποτελεί μία κ α ι μόνο π ο ικ ιλία  του  P is t a c ia  le n tis c u s  α λλ ά  ένα ν π λη θ υ σ μ ό  π οικ ιλιώ ν.

Ετυμολογία

Τ ο όνομα του γένους P is t a c ia , σύμφ ω να με το  βοτα νικό -  ετυμ ο λογ ικ ό  λ ε ξ ικ ό  του  

W ittstein (1856), προέρχεται από το  π ίσ σ α  (= π υκνόρρευστος, κ ο λ λ ώ δ η ς  χυ μ ός) +  

α κ έ ο μ α ι (= θεραπεύω, επανορθώ νω ). Ο ρ ισ μ ένο ι ερευνητές (H ehn 1894) π ισ τεύουν 

ό τι το όνομα  είναι μ ά λλον  π ερσικής π ρ ο έλευ σ η ς κ α ι μ ά λισ τα  από το  p is ta , p is t a n  =  

δάσος πιστακιάς. Ω σ τό σ ο  η άποψη αυτή δεν έχει αποδειχθεί, γ ια τί τό τε  το  όνομ α  του  

γένους θα ήταν P is ta n ia  κ α ι όχι P is ta c ia . Ε ξ  ά λλο υ  το  μα στιχόδενδρο είνα ι καθαρά
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μ εσ ο γ εια κ ό  φ υτό οπ ό τε  είνα ι απίθανο να  φ έρει π ερ σ ικ ό  όνομ α , ότα ν χιλ ιά δες φυτά 

έ χ ο υ ν  κ α θ α ρ ά  ε λ λ η ν ικ ά  ονόμ α τα . Α γ γ λ . p istach io , αραβ. fustaq, αρμεν. festoul, 

α λβ α ν . festek , γερ μ . p ista zie , γ α λ λ . p istach ier, κουρδ. fystiq , σ κάβ. p istiku.

Τ α  ο ν ό μ α τα  τω ν  ά λ λ ω ν  γ ενώ ν  κ α ι ειδ ώ ν τη ς  ο ικο γένεια ς A n acard ia cea e  π ροκύπ τουν 

επ ίσ η ς α πό π α ρ ό μ ο ιες  με τη ν  P i s t a c ia  ιδ ιότητες. Π .χ  1 .R h u s  από το  ρέω , l .S c h i n u s  

από το  σ χ ίζω , 3 .T e r e b in t h u s  από το  τη ρ ώ  (= τρ α υμ α τίζω ). Τ ο  όνομ α  του είδους 

le n t is c u s  π ρ ο έρ χετα ι από το λ α τιν ικ ό  le n tu s  (κ ο λλ ώ δ η ς), από το  ρήμα  le n te s c o ,  

le n t e s c e r e  (= κ ο λ λ ώ ). Α ν τ ίσ τ ο ιχ α  το  ό ν ο μ α  τη ς  ο ικ ο γένεια ς  A n acard ia cea e  π ροέρχετα ι 

από τη ν  π ρ ό θ εσ η  α ν ά  +  κ α ρ δ ιά  επειδή ο ι κ α ρ π ο ί μ έσ α  σ το  σ α ρ κ ώ δες περικάρπιο 

έ χ ο υ ν  το  σ χ ή μ α  κα ρδιά ς.

Η  ρ ητίνη  του  μ α σ τιχό δενδ ρ ου  επ ικ ρ ά τη σ ε με το  ό νομ α  μ α σ τ ίχ η  σ ε ό λ ο  τον κ όσ μ ο  

από το ρ ή μ α  μ α σ τ ά ζ ω  = μ α σ ώ , κ α ι αυτό από το μ ά σ τ α ξ  (ο) =  σ τόμ α.

4.2.γ Έδαφος και κλίμα Μαστιχοχωρίων

Η  κ α λ λ ιέ ρ γ ε ια  τ ο υ  μ α σ τιχό δ ενδ ρ ο υ  είνα ι ά ρ ρ η κ τα  σ υ νδεδ εμ ένη  με το  ν η σ ί της Χ ίο υ  

από α ρ χα ιο τά τω ν χ ρ ό νω ν, όπ ω ς α να φ έρ θη κε κ α ι παραπάνω . Ε ντύπ ω σ η δε π ρ ο κα λεί 

το  γ εγο νό ς ό τ ι π ρ ο σ π ά θ ειες π ου  έγινα ν σ ε  ά λ λ ε ς  περιοχές τη ς ηπ ειρ ω τική ς ή 

ν η σ ιω τ ικ ή ς  Ε λ λ ά δ α ς , α λ λ ά  κ α ι σ ε  γ ε ιτο ν ικ ές  α κτές, γ ια  κ α λ λ ιέρ γ εια  το υ  δένδρου δεν 

ευ δ ο κ ίμ η σ α ν . Κ α τ ά  κ α ιρ ο ύ ς έχο υ ν  α ναφ ερθεί ορ ισ μ έν ες  α π οτυχημ ένες προσπ άθειες 

(H eld re ich  1862) γ ια  μεταφ ορά  τη ς κ α λλιέρ γεια ς  σ τη ν Α ττ ικ ή  κα ι σε νη σ ιά  του 

Α ιγ α ίο υ  (Α μ ο ρ γ ό ς , Α ν τίπ α ρ ο ς) (Ρ όδος, Λ έ σ β ο ς  P em o t 19 8 1) ω σ τό σ ο  ο ι πληροφ ορίες 

ή τα ν  ελλιπ είς  κ α ι ο ι π ρ οσπ ά θ ειες εγκα τα λείφ θηκα ν. Μ ό ν ο  στη Λ ε μ ε σ ό  της Κ ύ π ρ ου  

(H o lm b o e  19 4 1), σ ε  κ ά π ο ιο ν  ιδ ιω τικ ό  κή π ο  εντο π ίσ τη κε  π ο ικ ιλ ία  της P is t a c ia  

le n tis c u s . Ω σ τό σ ο  ν ε ό τε ρ ο ι ερ ευ νη τές (C h ap m an  1949) υ π ο σ τη ρ ίζο υ ν  ότι τα  φυτά 

α υτά  χρ η σ ιμ ο π ο ιο ύ ν τα ν  ω ς κ α ύ σ ιμ η  ύ λη  κ α ι κ α μ ία  αναφ ορά δε γ ίνετα ι για  παραγω γή 

μ α στίχα ς. Α κ ό μ α  κ α ι σ το  ίδ ιο  το  ν η σ ί η κ α λλιέρ γεια  είνα ι δυνατή μ όνο στο νότιο  

τμ ή μ α , που είνα ι ιδ ια ίτερ α  ξη ρ ό  κ α ι θερμό. Ο ι α ιτίες για  αυτή τη «μοναδικότητα» 

φ α ίνετα ι ν α  ε ίνα ι τα  ιδ ια ίτερ α  εδα φ ο λο γικ ά  κ α ι κ λ ιμ α το λ ο γ ικ ά  χα ρ α κτηρ ισ τικά , α λλά  

κ α ι η μ α κρ ο χρ όνια  π α ρά δοσ η που περνά  από γενιά  σ ε γενιά.

Τ α  μ α σ τιχό δενδ ρ α  κ α λλ ιερ γ ο ύ ντα ι σ ε  24 χω ρ ιά  στη νό τια  Χ ίο , γνω σ τά  ω ς 

Μ α σ τιχ ο χώ ρ ια  ή Μ α σ τιχόχω ρ α . Τ α  χω ρ ιά  αυτά  α ρ χίζου ν από τη ν παραλιακή 

α να τολικ ή  π λευ ρ ά  κ α ι κ α τα λή γο υ ν  στη δυτική  κα ι ονομ α σ τικ ά  είνα ι τα εξής:
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1. Κ α λλιμ α σιά , 2. Κ αταρράκτης, 3. Ν ένητα , 4. Φ λά τσια , 5. Β ο υ ν ό , 6. Κ ο ιν ή , 7. 

Παγίδα, 8. Έ ξω  Δ ιδύμα, 9. Μ έσ α  Δ ιδύμα, 10. Μ υρ μ ήγκι, 1 1 . Θ ο λ ό  ποτάμι, 12. Ά γ ιο ς  

Γεώ ργιος Συκούσης, 13. Π ατρικά, 14. Κ α λα μ ω τή , 15. Α ρ μ ό λ ια , 16. Π υργί, 17. 

Ο λύμποι, 18. Μ εστά, 19. Ε λάτα, 20. Β έσ σ α , 2 1 . Λ ιθ ί, 22. Β α β ίλ ο ι, 23. Ν εο χώ ρ ι και 

24. Θ υμιανά.

Τ ο  έδαφος τω ν Μ α στιχοχω ρίω ν είναι λοφ ώ δες, σχετικά  πετρώ δες, α σ β εσ το λιθ ικ ό  με 

ποσοστό ασβεστίου που π ο ικ ίλλει από 20-50% . Ο ι κ υ ρ ιότερ οι γεω λο γ ικ ο ί 

σχημ ατισμοί του νη σ ιού  έχουν ηφ αιστιογενή κ α ι α σβ εσ τολιθ ική  π ρ ο έλευ σ η , ενώ  το  

ανατολικό παράλιο τμήμα  αποτελείται από ιζήμ α τα  τρ ιτογενούς εποχής που 

σχηματίστηκαν από θαλάσσιες, λ ιμ να ίες κ α ι χερσαίες αποθέσεις. Τ α  μαστιχόδενδρα 

ευδοκιμούν σε α σβεστολιθικά  κ α ι πετρώ δη εδάφη, καθώ ς ο ι εδαφ ικές απαιτήσεις 

τους δεν είναι μεγάλες. Εδάφη με υψ ηλή υγρα σία  είνα ι απαγορευτικά  γ ια  την 

ανάπτυξη τω ν μαστιχόδενδρω ν καθώ ς δυσχεραίνεται ο α ερισμ ός τω ν  ρ ιζώ ν τους κ α ι 

κάτι τέτοιο μπορεί να  οδηγήσει σε μαρασμό. Ω ς επ ιπ ολα ιόρ ιζο  εκ μ ετα λλεύ ετα ι 

πλήρω ς με το εκτεταμένο επιφανειακό ρ ιζικ ό  του  σ ύ σ τη μ α  τις μ ικρ ής διάρκειας 

βροχές. Ω σ τόσ ο σε περιόδους μεγάλης ξηρ α σ ία ς έχει π α ρατηρηθεί μείω ση σ τη ν 

παραγωγή της μαστίχας.

Τ ο  κλίμ α  στο ν η σ ί τη ς  Χ ίο υ  είναι εύκρατο, με ή π ιους χειμ ώ νες κ α ι ό χ ι π ο λύ  ζεσ τά  

καλοκαίρια. Ο ι θερμοκρασίες το  χειμώ να  σπάνια  φ τάνουν το υ ς  2-3 °C  κ ά τω  από το  

μηδέν και το κ α λοκα ίρ ι σ υνήθω ς δεν ξεπ ερνούν τους 43-44 °C . Δ ε ν  παρατηρούντα ι 

ακραίες κλιμ α τολογικές συνθήκες, το φθινόπω ρο είνα ι μ ά λλο ν  υγρό, πράγμα που 

μ α ζί με την ιδιαιτερότητα του εδάφους σ υ ντελεί σ τη ν ανάπτυξη κ α ι κ α λλιέρ γεια  τω ν 

μαστιχόδενδρω ν. Ο ι μεγαλύτεροι θυμούνται χα ρα κτηρισ τικά  τον  Ια νουά ριο  του  1850, 

όπου η θερμοκρασία έπεσε απότομα σ τους -5 °C , με α π οτέλεσ μ α  ν α  κατα στρα φ ούν 

μεγάλες εκτάσεις μαστιχόδενδρω ν. Τ ο  γεγονός α υτό έμεινε σ τη ν  ισ τορ ία  κ α ι είναι 

γνω στό ω ς η χρονιά  τη ς «καύτρας».

4.2.5 Καλλιέργεια των μαστιχόδενδρων

Ο ι καλλιέργειες τω ν μαστιχόδενδρω ν κα λύπ τουν σ υ νο λ ικ ά  έκτα ση 20.000 

στρεμμάτω ν περίπου κ α ι απαντώ νται σ ε  μ ικρές επίπεδες περιοχές, κ ο ιλά δ ες  α κό μ α  

κ α ι κατά μ ήκος τω ν δρόμω ν. Υ π ο λο γ ίζο ν τα ι περίπου 2.000.000 μ α στιχόδενδρα  είτε
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ω ς μ ο ν ο κ α λλ ιέ ρ γ ε ια  ή σ ε σ υ γ κ α λλ ιέρ γ εια  με ά λλ α  δένδρα όπ ω ς ελ ιές  κ α ι αμυγδα λιές. 

Κ ά θ ε  φ υτεία  α π ο τελείτα ι από μ ερ ικ ές δεκ ά δες δένδρα, τοπ ο θετη μ ένα  σ ε  σ ειρές, έτσ ι 

ώ σ τε  ν α  υ π ά ρ χει α π ό σ τα σ η  μ ετα ξύ  τω ν  κ ο ρ μ ώ ν  για  να  εξα σ φ α λ ίζο ντα ι κ α τά λλ η λ ες  

σ υ ν θ ή κ ε ς  α ερ ισ μ ο ύ  κ α ι η λ ιο φ ά ν εια ς (ε ικ ό να  8).

Ε ικ ό ν α  8: Κ α λ λ ιέ ρ γ ε ιε ς  μ α σ τιχό δενδ ρ ω ν

Η  η λ ικ ία  τη ς  κ ά θ ε φ υτείας, α νά λογα  μ ε το  ύψ ος τω ν δένδρ ω ν π ο ικ ίλλ ε ι. Τ α  

μ εγ α λύ τερ α  σ ε η λ ικ ία  μ α σ τιχό δενδ ρ α  έχο υ ν  ύ ψ ος 4-5  m , ο  β λα σ τό ς τους 

δ ια κ λ α δ ίζετα ι (μ ε π α ρ έμ β α σ η  το υ  κ α λ λ ιερ γ η τή ) σ ε  2-4  π λά γιο υς ο ι οπ οίο ι 

δ ια κ λ α δ ίζο ν τα ι π α ραπέρα  κ α ι δ η μ ιο υ ρ γ ο ύ ν  μ ία  π υκνή  κ όμ η .

Ο  π ο λ λ α π λ α σ ια σ μ ό ς  το υ  σ χ ίνο υ  γ ίνετα ι μ ε  μ οσ χεύ μ α τα  (τμ ή μ α τα  βλα σ τώ ν) που 

φ έρ ο υν εμ φ α νείς  ο φ θ α λμ ο ύ ς. Γ ια  κ α λ λ ιέρ γ εια  επ ιλέγοντα ι μ όνο  τα  α ρ σ ενικά  δένδρα 

(κ α ρ π όσ κ ινα ) που  δ ίνο υ ν  κ α λύ τερ η  μ α σ τίχα  σ ε  σ χέσ η  μ ε τα  θ η λυ κά . Κ α τά  τους μ ήνες 

Φ εβ ρ ο υ ά ρ ιο  κ α ι Μ ά ρ τιο  φ υ τεύο ντα ι μ εγά λα  κ λ α δ ιά  (που έχο υν  επ ισ η μ α νθ εί από τη ν 

π ρ ο η γού μ ενη  χρ ονιά ) σ ε  βά θος 40-50 cm  κ α ι λ ίγο  π λαγια στά . Τ α  μ οσχεύμ α τα  

τοπ ο θ ετο ύ ντα ι σ ε  σ ε ιρ ές  κ α ι α π έχουν μ ετα ξύ  το υ ς  3-4 m  έτσ ι ώ σ τε  ν α  δ ιευκ ο λύ νετα ι 

το  ό ρ γω μ α  κ α ι το  σ κ ά ψ ιμ ο .

Γ ια  να  είνα ι π α ρ α γω γικ ό  το  μ ό σ χευ μ α  π ρέπει ο λ ά κ κ ο ς  που θα α νοιχθεί να  έχει 

βά θος 70-80 cm  κ α ι κ α λ ό  είνα ι να  έχει δη μ ιου ρ γη θ εί ένα  χρ όνο νω ρίτερα . Τ ο ν  πρώ το 

κ α ιρ ό  το μ ό σ χευ μ α  πρέπει ν α  π ο τίζετα ι κ α ι ν α  λιπ α ίνετα ι τους ξη ρ ο ύ ς μήνες του 

κ α λ ο κ α ιρ ιο ύ . Α π ό  το τρ ίτο  έτος τη ς η λ ικ ία ς  του  α ρ χίζει το κ λά δ εμ α  κ α ι κάθε χρόνο 

είνα ι α π α ρα ίτητος ο κ α θ α ρ ισ μ ό ς του. Κ ά θ ε  5-6 χρ όνια  πραγματοποιείται 

σ υ σ τη μ α τικ ό  κ λ ά δ εμ α  για  ν α  α π οκ τή σ ει το  δένδρο το κ α τά λλ η λ ο  σ χή μ α  που θα του 

ε ξα σ φ α λ ίζε ι α ερ ισ μ ό , κ α λύ τερ η  εκ μ ετά λ λευ σ η  η λ ια κ ή ς  α κτινο β ο λία ς κα ι θα 

δ ιευ κ ο λύ ν ει τ ις  κ α λ λ ιερ γ η τικ ές  φ ροντίδες.
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Έ να  από τα πλεονεκτήματα της καλλιέργειας μαστιχόδενδρω ν είνα ι οι ελάχιστες 

εδαφικές απαιτήσεις που έχουν, ω σ τόσ ο οι παραγω γοί φ ροντίζουν ο ι κα λλιέρ γειες να  

λιπαίνονται κα τά λληλα  για  να  εξασφ α λίσουν μεγαλύτερη κ α ι κα λύτερ η  παραγω γή. Η  

λίπανση γίνεται κάθε χρόνο τον  Ιανουάριο ή Φ εβρουά ριο κ α ι τα  λιπά σμα τα  του 

χρησιμοποιούνται κυρίω ς είναι θειϊκή α μ μω νία  κ α ι ν ιτρ ικό  κά λιο . Ε να λλα κ τικά  κατά  

τον Ο κτώ βριο σπέρνουν στη φυτεία σπόρους ψ υχανθώ ν (συνή θω ς κουκιά ), τους 

οποίους όταν ανθήσουν τους οργώ νουν και διακόπτουν την κα λλιέρ γειά  τους. Μ ε  τον 

τρόπο αυτό, που είναι γνω στός ω ς «χλω ρή λίπανση» εξα σ φ α λίζετα ι ά ζω το  για  τα 

μαστιχόδενδρα.

Ο  σχίνος δεν εμφ ανίζει π ολλές ασθένειες. Η  κυριότερη είνα ι η «ίσκα» που 

προκαλείται από ένα είδος μύκητα του γένους P o ly p o r u s . Έ να  ά λλο  είδος μύκητα, ο 

E u ty ra  a r m e n ia c a  προκα λεί ολική ξήρα νσ η τω ν μαστιχόδενδρω ν κ α ι επιφέρει 

αποπληξία. Γ ια  να  αντιμετω πιστεί απαιτείται εκρίζω σ η κ α ι κάψ ιμο τω ν  δένδρω ν 

καθώ ς και απολύμανση του λά κκου . Ά λ λ η  α σθένεια  που π ρ ο σ β ά λλει τα  

μαστιχόδενδρα είναι η ψώρα. Σ τα  φυτά εγκαθίστανται διάφορα «κοκκοειδή »  της 

ψείρας (C occid ae), τα  οποία στο σ ημ είο  που π ρ ο σ β ά λλου ν δη μ ιουργούν κιτρινω π ές 

κηλίδες και παραμορφ ώ νουν τα  φ ύλλα  κ α ι τους βλα στούς. Ά λ λ ε ς  ασθένειες 

μικρότερης κλίμακα ς είναι η προσβολή τω ν  φ ύ λλω ν από την κάμ π ια  τη ς λιπα ρίδα ς 

L ip a r is  d is p a r  κ α ι η δημιουργία  κύστεω ν σ το  βλα στό κ α ι σ τα  φ ύ λλα  από ένα είδος 

αφίδας της A p lo n e u r a  le n tis c i. Π ρόσφατα π ροσδιορίσ τηκα ν το  ημ ίπ τερ ο A g o n o s c e n a  

cistip u to n  και το παράσιτο κολεόπ τερο S in o x y lo n  s e x d e n ta tu m , τα  οπ οία  πα ρασιτούν 

στα φ ύλλα  και α π ομ υζούν τον κυττα ρ ικό  χυμό. Γ ίνο ντα ι μ ελέτες για  τη ν 

αντιμετώπισή τους με τα  κ α τά λλη λα  εντομοκτόνα .

4.3 Π Α Ρ Α Γ Ω Γ ΙΚ Η  Δ Ι Α Δ Ι Κ Α Σ Ι Α  Τ Η Σ  Μ Α Σ Τ Ι Χ Α Σ

Η  διαδικασία παραγω γής της μαστίχας λα μ β ά νει χώ ρα  το υ ς μ ήνες Ιούνιο, Ιού λιο , 

Α ύ γου σ το, Σ επτέμβριο κ α ι Ο κτώ βρ ιο  (ο λό κ λη ρ ο  ή μ ισό). Η  όλη  διαδικασία  

συμπεριλαμβάνει τα εξή ς στάδια:

1. εργασίες πριν από το κέντημα ή κέντος

2. πρώτο κέντημα ή ρήνιασμα

3. πήξιμο της μαστίχας

4. πρώτο μάζεμα ή πρώτο χέρι
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5. δεύτερο κέντημα ή κεντιά

6. πήξιμο της μαστίχας

7. δεύτερο μάζεμα ή μάζεμα της κεντιάς

Για τη συλλογή της μαστίχας έχει θεσπιστεί σχετικός νόμος (Νόμος 4381) που 

απαγορεύει το κέντημα και τη συλλογή της μαστίχας πριν της 15 Ιουλίου και μετά της 

15 Οκτωβρίου κάθε έτους.

1. Εργασίες πριν από το κέντημα ή κέντος

Πριν αρχίσει το «πλήγωμα» του σχίνου, που ονομάζεται κέντημα ή κέντος, γίνεται 

ισοπέδωση και καθαρισμός του εδάφους, γύρω από τον κορμό, πάνω στο οποίο θα 

πέσει η μαστίχα. Με τον τρόπο αυτό δημιουργούνται «τραπέζια» στο έδαφος. Οι 

εργασίες αυτές αρχίζουν μέσα στον Ιούνιο. Αρχικά, με τη βοήθεια ενός εργαλείου 

που ονομάζεται «άμια» ή «μυστρί», καθαρίζεται το έδαφος κάτω από το δένδρο και 

ισοπεδώνεται (εικόνα 9).

Εικόνα 9: Καθαρισμός και προετοιμασία του εδάφους γύρω από τον κορμό του 

μαστιχόδενδρου, με τα ειδικά εργαλεία.

Στη συνέχεια, ο χώρος σκουπίζεται με σκούπες από αστιφίδες (Poterium Spinosum) 

ή αχινοπόδια (Cenista A canthoclada). Ακολουθεί το ασπροχωμάτιασμα, διαδικασία 

κατά την οποία το έδαφος καλύπτεται με άσπρο χώμα καλά κοσκινισμένο. Το χώμα 

αυτό είναι ανθρακικό ασβέστιο, το οποίο βοηθάει τη μαστίχα να στεγνώσει 

ευκολότερα και γρηγορότερα, όπως να αποκτά κάποια στιλπνότητα και καθιστά 

ευκολότερη τη συλλογή της από το έδαφος. Οι παραπάνω εργασίες γίνονται μέχρι της 

15 Ιουλίου.
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2. Πρώτο κέντημα ή ρήνιασμα

Στις 15 Ιουλίου περίπου αρχίζει το πρώτο κέντημα, ή ρήνιασμα, ή πλήγωμα, το 

δένδρου κατά το οποίο με ένα ειδικό εργαλείο, το «κεντητήρι» πραγματοποιούντο 

τομές στον κορμό και στα κύρια και χοντρά κλαδιά του δένδρου. Οι τομές αυτέ 

έχουν μήκος 10-15 χιλιοστά και βάθος 4-5 χιλιοστά περίπου (εικόνα 10). Ο αριθμό 

των τομών είναι ανάλογος με την ηλικία και το μέγεθος του δένδρου. Αρχίζει από 10 

20 και φτάνει πάνω από 100 καθ’όλη την περίοδο του κέντους.

Εικόνα 10: Κέντημα του κορμού του μαστιχόδενδρου με ειδικό εργαλείο.

Το πρώτο κέντημα διαρκεί 5-6 εβδομάδες, από 2 φορές εβδομαδιαία (10-12 

κεντήματα). Οι κεντιές πρέπει να γίνονται αραιά, όχι βαθιά (πάντα στο φλοιό του 

δένδρου) και να είναι πάντα κάθετες στον κορμό, γιατί επουλώνονται ευκολότερα.

3. Πήξιμο της μαστίχας

Μετά το πρώτο κέντημα πρέπει να περάσουν 10-15 έως 20 μέρες, ανάλογα με τις 

καιρικές συνθήκες, για να πήξει η μαστίχα. Ο βοριάς και η χαμηλή θερμοκρασία 

επιταχύνουν τη διαδικασία πηξίματος.

4. Πρώτο μάζεμα ή πρώτο χέρι

Μόλις πήξει η μαστίχα αρχίζει η συλλογή της, το πρώτο μάζεμα ή πρώτο χέρι, όπου 

με ένα ειδικό εργαλείο, το «τιμητήρι» ή «καμοτήρι», οι παραγωγοί μαζεύουν τα 

μεγάλα κομμάτια που βρίσκονται στο έδαφος. Με το ίδιο εργαλείο αποκολλούν και 

τη μαστίχα που κρέμεται από τον κορμό και τα κλαδιά του δένδρου (φλισκάρια ή 

δάκρυα). Το υπόλοιπο προϊόν (ψιλό ή κυλιστό) που βρίσκεται στο έδαφος το
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σκουπίζουν και το βάζουν σε τσουβάλια μαζί με το χώμα και τα φύλλα, για να γίνει 

το ξεκαθάρισμα στο σπίτι (εικόνα 11).

Εικόνα 11: α) Συλλογή της μαστίχας από το μαστιχόδενδρο με το «τιμητήρι», 

β) Κρύσταλλοι μαστίχας μαζί με άλλα υπολοίματα του εδάφους

Η συλλογή της μαστίχας παλιότερα γινόταν σε ειδικά, μικρά και ρηχά πανεράκια 

φτιαγμένα από καλάμι. Το εσωτερικό τοίχωμά τους ήταν επικαλυμμένο με μείγμα 

χώματος και κοπριάς, ώστε να μην κολλάει το προϊόν και να μη χάνεται η ψιλή 

μαστίχα από τις χαραμάδες. Εφόσον ολοκληρωθεί η διαδικασία της συλλογής, η 

μαστίχα μεταφέρεται στα σπίτια και αποθηκεύεται σε χώρους δροσερούς και ξηρούς.

5. Δεύτερο κέντημα ή κεντιά

Το δεύτερο κέντημα πραγματοποιείται και αυτό 2 φορές την εβδομάδα, διαρκεί 5-6 

εβδομάδες και το δένδρο «πληγώνεται» 10-12 φορές.

6. Πήξιμο της μαστίχας

Μετά και το δεύτερο κέντημα, η μαστίχα, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, 

αφήνεται 10-20 μέρες για να πήξει (ξηρανθεί).

7. Δεύτερο μάζεμα ή μάζεμα της κεντιάς

Το δεύτερο μάζεμα γίνεται με τον ίδιο τρόπο όπως και το πρώτο, με μόνη διαφορά 

ότι αυτή τη φορά ο παραγωγός φροντίζει να μαζέψει προσεκτικά κάθε ίχνος μαστίχας 

από τον κορμό και τα κλαδιά του δένδρου.
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Σύμφωνα με το Νόμο 4381, η προθεσμία συλλογής της μαστίχας τελειώνει στις 15 

κάθε Οκτώβρη, αλλά πολλές φορές για διάφορους λόγους (καιρικές συνθήκες, 

μεγάλη ζήτηση) και με απόφαση του νομάρχη μπορεί η ημερομηνία να επεκταθεί 

κατά 15 μέρες ακόμη.

Ο μέσος όρος απόδοσης ανά δένδρο ποικίλλει πολύ, τόσο μεταξύ των ατόμων του 

ίδιου κλώνου, όσο και μεταξύ των διαφορετικών κλώνων. Σε γενικές γραμμές, 

σύμφωνα με τους παραγωγούς, είναι 80-200g ανά δένδρο. Σε νεαρή ηλικία η αρχική 

απόδοση είναι 7-13g, ενώ αργότερα φθάνει τα 130-200g περίπου και σε σπάνιες 

περιπτώσεις τα 650g. Η μεγαλύτερη απόδοση του μαστιχόδενδρου παρατηρείται στην 

ηλικία των 12-15 ετών. Στην ηλικία αυτή πρέπει να γίνονται τα κεντήματα και 

μάλιστα στα πρώτα χρόνια ζωής του δένδρου τα κεντήματα πρέπει να γίνονται με 

φειδώ καθώς υπάρχει κίνδυνος να προκληθεί εξάντληση και πρόωρη γήρανση του 

μαστιχόδενδρου.

Εναλλακτικές μέθοδοι συλλογής

Ακόμα και σήμερα οι μαστιχοπαραγωγοί ακολουθούν τις ίδιες μεθόδους συλλογής 

της μαστίχας, αν και έχουν γίνει κάποιες προσπάθειες για τη συλλογή του προϊόντος 

με εναλλακτικές μεθόδους μικρότερου κόστους. Ορισμένες από αυτές τις μεθόδους 

είναι οι παρακάτω:

ν' Συλλογή ρητίνης σε υγρή μορφή: κατά τη μέθοδο αυτή οι τομές στο 

μαστιχόδενδρο επαλείφονται με μια ιστοερεθιστική ουσία, το Ethrepon. Η 

ουσία αυτή προάγει την έκκριση της ρητίνης, η οποία έχει μεγαλύτερο ποσοστό 

μαστιχελαίου. Ωστόσο τα αποτελέσματα από την εφαρμογή αυτής της μεθόδου 

δεν έχουν αξιολογηθεί ακόμα ώστε να εξαχθούν ασφαλή συμπεράσματα

S  Χρήση της πάστας θειΐκού οξέως: με τη μέθοδο αυτή δε γίνεται κέντημα 

αλλά εφαρμογή πάστας θειΐκού οξέως-καολίνης σε αναλογία 60%-40% 

αντίστοιχα, στο φλοιό του μαστιχόδενδρου. Η διαδικασία αυτή έχει ως 

αποτέλεσμα την παραγωγή περισσότερης ρητίνης, με λιγότερα εργατικά, αλλά 

στο σημείο εφαρμογής δε μπορεί να γίνει επούλωση του τραύματος με 

αποτέλεσμα τον μαρασμό του δένδρου.
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S  Χρήση πλαστικών φύλλων: κατά τη μέθοδο αυτή έγινε προσπάθεια συλλογής 

της ρητίνης σε πλαστικά φύλλα (νάυλον) ή παρόμοια υλικά. Δυστυχώς όμως η 

ρητίνη δε στέγνωνε καλά και έχανε το κρυσταλλικό της χρώμα.

S  Εφαρμογή διαχυτήρων θειώδους νατρίου: η μέθοδος αυτή περιλαμβάνει την 

τοποθέτηση πάνω στον κορμό και στα κλαδιά του μαστιχόδενδρου, πλαστικών 

που περιέχουν θειώδες νάτριο. Το δένδρο ερεθίζεται και παράγει ρητίνη η 

οποία συλλέγεται στους σάκους που φέρουν την παραπάνω ουσία. Τα 

αποτελέσματα ωστόσο δεν ήταν ενθαρρυντικά γιατί η ποσότητα και η ποιότητα 

της ρητίνης ήταν υποβαθμισμένες.

Κατεργασία και ταξινόμηση της μαστίχας

Αφού ολοκληρωθεί το μάζεμα της μαστίχας ακολουθεί η κατεργασία και η 

ταξινόμηση της μαστίχας από τους μαστιχοπαραγωγούς. Κατά τη διαδικασία αυτή ο 

παραγωγός κοσκινίζει αρχικά τη μαστίχα (πρώτο κοσκίνισμα ή ταχτάρισμα) ώστε να 

ξεχωρίσει το προϊόν από τα φύλλα, το χώμα, κλπ. Έπειτα πλένει τη μαστίχα καλά σε 

κρύο νερό με άφθονο σαπούνι ποτάσας. Αφού την ξεπλύνει καλά την απλώνει σε 

μέρος δροσερό και ξηρό για να στεγνώσει. Στη συνέχεια οι γυναίκες με ένα μικρό 

μαχαιράκι απομακρύνουν από την μαστίχα κάθε ξένη ύλη που είναι κολλημένη πάνω 

της. Η εργασία αυτή, γνωστή ως «τσίμπημα», είναι αρκετά επίπονη και επίμονη και 

συχνά συνδυάζεται με επισκέψεις σε σπίτια και κουβέντα.

Μετά τον καθαρισμό της η μαστίχα, ανάλογα με το μέγεθος της, ταξινομείται με 

διάφορα κόσκινα στις εξής κατηγορίες:

♦♦♦ Πήττα ή πητταριά ή πηττάρι: δημιουργείται από τη ένωση πολλών 

σταγόνων μαστίχας. Κάθε κομμάτι έχει σχήμα σχεδόν στρογγυλό με 

επιφάνεια 3-7 τετραγωνικά εκατοστά. Ονομάζεται και «αφρός της μαστίχης» 

καθώς είναι πολύ καλή ποιοτικά.

♦♦♦ Χονδρή ή φλισκάρι ή δακτυλιδόπετρα: δεν πέφτει στο έδαφος αλλά οι 

παραγωγοί την μαζεύουν από τον κορμό και τα κλαδιά του δένδρου. Είναι 

πιο διαυγής από την πήττα και μικρότερη σε μέγεθος.

❖  Ψιλή ή μικρό δάκρυ ή κυλιστό: είναι πολύ μικρά κομμάτια που όταν 

πέσουν από την τομή κυλούν και γίνονται στρογγυλά.
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Ακόμη υπάρχουν και τα υποπροϊόντα της μαστίχας όπως:

♦ ♦ ♦  Σκόνη: είναι σκόνη και υπολείμματα από την κατεργασία της μαστίχας.

❖  Καζανομάστιχο ή αναπινάδα ή νεροπινάδα ή βωλαρίδα: είναι μαστίχα 

κατώτερης ποιότητας που είτε «ήπιε νερό» ή «πήρε χώμα» ή δεν έπηξε καλά 

(«χλωρή») και μειώθηκε η εμπορική της αξία. Χρησιμοποιείται κυρίως για 

τον αρωματισμό του ρακιού στα καζάνια, απ’ όπου πήρε και το όνομά της.

Ύστερα από την κατεργασία και ταξινόμηση της μαστίχας, οι μαστιχοπαραγωγοί 

την παραδίδουν στον τοπικό συνεταιρισμό, όπου γίνεται έλεγχος για τη σωστή 

ταξινόμηση του προϊόντος, και από εκεί μεταφέρεται στην Ένωση 

Μαστιχοπαραγωγών Χίου (ΕΜΧ). Εκεί πραγματοποιείται και δεύτερη κατεργασία, 

γνωστή ως «εμπορική κατεργασία» της μαστίχας. Αφού πλυθεί πολλές φορές, την 

αφήνουν να στεγνώσει καλά και καθαρίζεται ξανά από εξειδικευμένες κοπέλες 

(δεύτερο τσίμπημα) με μικρά σουγιαδάκια. Η καθαρή πλέον μαστίχα διακρίνεται σε 

«χονδρή» και «ψιλή» και η κάθε κατηγορία υποδιαιρείται σε τέσσερις τύπους. Το 

τελικό προϊόν τυποποιείται και προωθείται στην αγορά.

Εμπόριο και εξαγωγές της μαστίχας

Η Ένωση Μαστιχοπαραγωγών Χίου έχει έντονη εμπορική δραστηριότητα, με κύριο 

προϊόν τη φυσική μαστίχα, της οποίας εξάγεται περισσότερο από 60% της συνολικής 

παραγωγής. Σημαντικές είναι επίσης και οι εξαγωγές τσίχλας και μαστιχελαίου. 

Συγκεκριμένα οι εξαγωγές τσίχλας ανέρχονται στο 45%, ενώ το μαστιχέλαιο εξάγεται 

σε ποσοστό 20%.

Οι κυριότερες χώρες εξαγωγής της μαστίχας σήμερα δοσμένες σε γεωγραφικούς 

άξονες είναι οι εξής:

Ευρώπη: Αγγλία, Γερμανία, Αυστρία, Ισπανία, Γαλλία, Ιταλία, Βουλγαρία, Ελβετία, 

Ουγγαρία, Φιλανδία, Ολλανδία, Κύπρος

Μ. Ανατολή: Αίγυπτος, Συρία, Σ.Αραβία, Ιορδανία, Λίβανος, ΗΑΕ 

Αμερική: Καναδάς, ΗΠΑ, Βραζιλία 

Αφρική: Μαυριτανία, Λιβύη, Μάλι, Μαρόκο, Ν.Αφρική 

Αυστραλία: Αυστραλία

Ασία: Τουρκία, Κουβέιτ, Ισραήλ, Πακιστάν, Κορέα, Ιαπωνία, Μπαγκλαντές
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4.4 ΙΔΙΟΤΗΤΕΣ ΚΑΙ ΧΡΗΣΕΙΣ ΤΗΣ Μ ΑΣΤΙΧΑΣ

Η μαστίχα είναι μια ρητινώδης, υγρή ουσία που εξέρχεται από τον κορμό και τα 

κλαδιά του μαστιχόδενδρου μετά από αλλεπάλληλα «κεντήματα» που γίνονται σε 

αυτό από τους μαστιχοπαραγωγούς. Στη φυσική της κατάσταση, σε θερμοκρασία 

περιβάλλοντος αμέσως μετά από την έκκρισή της, απαντάται με τη μορφή 

παχύρευστου, εξαιρετικά κολλώδους και διαυγούς ρευστού. Εάν παραμείνει στο 

δένδρο ή μετά την πτώση της στο έδαφος και με τις θερμοκρασίες που επικρατούν 

κατά την περίοδο συλλογής (Ιούνιος-Σεπτέμβριος), στερεοποιείται σε 15-25 μέρες με 

τη μορφή σταγόνων ή συσσωματωμάτων ακανόνιστου σχήματος (εικόνα 12). Η 

στερεοποίηση οφείλεται στην μερική εξάτμιση του αιθέριου ελαίου που περιέχει και 

στον πολυμερισμό των συστατικών της ρητίνης. Παράλληλα μειώνεται η κολλώδης 

ιδιότητά της, πράγμα που επιτρέπει την ευχερέστερη συλλογή της. Η πυκνότητα της 

μαστίχας είναι 1,06 και ο βαθμός οξύτητας 50-75.

Εικόνα 12: Καθαρισμένοι κρύσταλλοι μαστίχας 

Αρχικά το χρώμα της μαστίχας είναι υποκίτρινο ή ωχρό πράσινο, επειδή περιέχει 

ίχνη χλωροφύλλης, όμως με την πάροδο του χρόνου το χρώμα αυτό αλλάζει και σε 

12- 18 μήνες γίνεται κιτρινωπή, πιθανότατα λόγω της οξείδωσης. Εξωτερικά 

δημιουργείται μία σκληρότερη κρούστα, η οποία προστατεύει τα εσωτερικά 

τοιχώματα από την περαιτέρω οξείδωση. Η γεύση του εκκρίματος στην αρχή είναι 

υπόπικρη, αλλά αργότερα η πικράδα εξαφανίζεται. Η σκληρότητα της ρητίνης 

εξαρτάται από το βαθμό πολυμερισμού της, ο οποίος με τη σειρά του εξαρτάται από 

τους εξής παράγοντες: 1) θερμοκρασία περιβάλλοντος, 2) χρόνος έκθεσης, 3) μέγεθος 

«δακρύων». Όταν η ροή είναι συνεχής το δάκρυ είναι μεγάλο και παραμένει σχετικά 

μαλακό λόγω προστασίας της εσωτερικής μάζας από τους παράγοντες πολυμερισμού.
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Αντίθετα όταν η ροή δεν είναι συνεχής το δάκρυ είναι μικρό και πιο σκληρό εξαιτίας 

του ευκολότερου πολυμερισμού.

Η μαστίχα είναι προϊόν με ισχυρή κολλητική ικανότητα. Είναι διαλυτή στην 

βενζίνη, στον αιθέρα, στην αιθυλική αλκοόλη, στην ακετόνη, στο χλωροφόρμιο, στο 

τερεβινθέλαιο, στην ξυλόλη και σε άλλους οργανικούς διαλύτες. Το σημείο τήξης 

είναι από 96 °C. Με την θέρμανση ή την καύση της αναδύεται ένα ευχάριστο άρωμα, 

για αυτό χρησιμοποιείται ως προσθετικό στο θυμίαμα.

Χημική σύσταση

Οι ρητίνες γενικότερα, είναι ένα άμορφο μίγμα από πτητικές και μη-πτητικές 

ενώσεις που εκρίνονται από τα φυτά. Τα μίγματα αυτά συνήθως είναι αδιάλυτα στο 

νερό και συνίστανται κυρίως από διτερπένια με τη μορφή των ρητινικών οξέων. Από 

τις πιο γνωστές ρητίνες στον ελληνικό χώρο είναι αυτή του πεύκου και η ρητίνη από 

το φυτό λάδανο (Cistus creticus). Σε πολλά γένη της οικογένειας Anacardiaceae το 

εκρινόμενο υλικό από τους ρητινοφόρους αγωγούς αποτελείται από τερπένια, 

πολυσακχαρίτες και μικρά σταγονίδια λιπιδίων.

Όταν η μαστίχα βρίσκεται σε υγρή κατάσταση, τη στιγμή της εκροής από το δένδρο, 

περιέχει 17-20 % μαστιχέλαιο ενώ 3 ημέρες μετά τη συλλογή της το μαστιχέλαιο 

είναι περίπου 14%. Η παραμονή της μαστίχας για μεγάλα χρονικά διαστήματα 

συνεπάγεται σημαντική μείωση του μαστιχελαίου. Για την καλύτερη διατήρησή της 

και την κατακράτηση για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα του μαστιχελαίου, θα πρέπει 

να αποθηκεύεται σε ψυχρούς χώρους.

Τα αιθέρια έλαια και οι ρητίνες περιέχουν μια μεγάλη ποικιλία τερπενίων. Είναι 

δύσκολο να γίνει διάκριση ανάμεσα στα αιθέρια έλαια και στις ρητίνες, καθώς τα 

πρώτα περιέχουν πτητικά τερπένια μικρού μοριακού βάρους, ενώ οι ρητίνες είναι 

μίγμα πτητικών και μη-πτητικών τερπενίων. Εκτός βέβαια από τα τερπένια είναι 

δυνατόν να εκρίνονται και άλλες ουσίες.

Στη ρητίνη της P istacia lentiscus προσδιορίστηκαν τέσσερα νεοφανή τριτερπενοειδή 

στο ουδέτερο κλάσμα. Σε αναλύσεις που έγιναν στο όξινο κλάσμα της ρητίνης του 

μαστιχόδενδρου της Χίου προσδιορίστηκαν πειραματικά δέκα τριτερπενικά οξέα με 

τη μορφή των μεθυλικών τους εστέρων. Η χημική ανάλυση της ρητίνης του 

μαστιχόδενδρου παραδίδεται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 1).
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Ο Ν Ο Μ Α  Σ Υ Σ Τ Α Τ ΙΚ Ο Υ Π Ο Σ Ο Σ Τ Ο

Αιθέριο Έλαιο (Μαστιχέλαιο) 

(C 10H16)
2%

α-Μαστιχινικό οξύ (C23H36O4) 

β- Μαστιχινικό οξύ (C23H36O4)
4%

Μαστιχολλικόν οξύ Κρυσταλλικό 

(C23H36O4)
0,5%

α-Μαστιονικόν οξύ (C32H48O4) 20%

β-Μαστιονικόν οξύ (C32H48O4) 18%

α-Μαστιχορεζένη (Μαστιχορητίνη) 

(C35H56O4)
30%

β-Μαστιχορεζένη (Μαστιχορητίνη) 

(C35H56O4)
20%

Πικρές Ουσίες και Ακαθαρσίες 5,5%

ΣΥΝ Ο Λ Ο 100%

Τέφρα 0,21-0,14

Υγρασία 0,97-1,46

Σημείο Τήξης 50-56

Δείκτης Σαπωνοποίησης 73-79

Αριθμός Κετστόρφερ 23-23-10

Πίνακας 1: Χημική ανάλυση της μαστίχας Χίου (P istac ia  lentiscus).

Τα τερπένια που βρίσκονται στη χιώτικη μαστίχα είναι υδρογονάνθρακες φυτικής 

προέλευσης με ανθρακικό σκελετό ισοπρενίου H2C=C(CH3)-CH=CH2 

(2-μεθυλοβουταδιένιο1,3) ανοικτής αλύσου ή κυκλικό (μόνο- ή δικυκλικό). Η 

ταξινόμησή τους γίνεται με κριτήριο τον αριθμό ατόμων άνθρακα που περιέχουν στο 

μόριό τους. Ορισμένα από τα τερπένια που έχουν ανιχνευθεί στη μαστίχα της Χίου 

(Papageorgiou et. a l, 1997; Daifas et. al, 2004; Koutsoudaki et. a l, 2005) είναι τα 

εξής: μαστιχαδιενονικό οξύ, μαστιχαδιενολικό οξύ, ισο-μαστιχαδιενονικό οξύ,
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ολεανονικό οξύ, τιρουκαλλόλη, β-αμυρόνη, β-αμυρίνη, ολεανονική αλδεϋδη, 

γερμανικόλη, λουπεόλη, διπτεροκαπρόλη, μορονικό οξύ, ολεανολικό οξύ, 3-επι- 

ισομαστιχαδιενολικό οξύ, κα. Η στερεοχημική διάταξη του μαστιχαδιενονικού και 

του μαστιχαδιενολικού οξέος περιγράφεται στο σχήμα 2.

Παρομοίως και στο αιθέριο έλαιο έχουν απομονωθεί διάφορα τερπένια (Magiatis et. 

al, 1999) ορισμένα από τα οποία είναι τα εξής: α-θουτζένιο, α-πινένιο, φενχένιο, 

καμφένιο, εξανάλη, β-πινένιο, σαμπινένιο, βερμπενένιο, μυρκένιο, λεμονένιο, 

δ-3-καρένιο, α-φελλανδρένιο, α-τερπινένιο, 1,4κινεόλη, γ-τερπινένιο, εποξείδιο 

του οκιμενίου, εννεανάλη, καμφορά, περιλλένιο, οξικός λιναλυλεστέρας, 

β-καρυοφυλλένιο, κα. Στον πίνακα 2 αναφέρονται ορισμένα από τα συστατικά του 

μαστιχελαίου.

ΟΝΟΜ Α Σ Υ Σ Τ Α Τ ΙΚ Ο Υ Π Ο ΣΟ ΣΤ Ο

α-πινένιο 77,10%

Καμφένιο 1,04%

β-πινένιο 2,46%

Μυρκένιο 12,27%

Λιμονένιο 0,95%

γ-τερπινένιο 0,08%

π-κυμένιο 0,13%

Τερπινολένιο 0,05%

6-μεθυλ- 5 -επτεν-2-ονη 0,01%
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ο-κρεζόλ-μεθυλ-αιθέρας 0,44%

Περιλλέν 0,34%

Καρυοφυλλένιο 1,47%

Πίνακοκ: 2 : Ορισμένα από τα συστατικά του μαστιχελαίου

Η μεγάλη ποικιλία των τερπενίων και των άλλων χημικών ενώσεων που βρίσκονται 

στη ρητίνη της μαστίχας προϋποθέτει έναν τεράστιο αριθμό ενζύμων για τη 

βιοσύνθεσή τους, με αποτέλεσμα το μαστιχόδενδρο να αποτελεί ένα μοναδικό 

παράδειγμα στο φυτικό βασίλειο. Η βιοσύνθεση όλων αυτών των μορίων απαιτεί 

μεγάλα ποσά ηλιακής ενέργειας, τα οποία εξασφαλίζει η εγκατάσταση του φυτού στο 

μεσογειακό και μόνο οικοσύστημα. Η μοναδικότητα στον μεγάλο αριθμό συστατικών 

της μαστίχας, των οποίων η πλήρης ταυτοποίηση θα απαιτήσει αρκετό χρόνο και 

προσπάθεια ακόμα, αποδίδεται στον πολύπλοκο μηχανισμό της έκκρισης.

Προϊόντα της μαστίχας

Η μαστίχα χρησιμοποιείται ως βασικό συστατικό για την παρασκευή διαφόρων 

προϊόντων, μερικά από τα οποία αναφέρονται παρακάτω:

S  Τσίχλα

Η τσίχλα Ε Α Μ Α  (ΕΛΛΗΝΙΚΗ Μ ΑΣΤΙΧΑ) παράγεται σήμερα σε σύγχρονα 

εργοστάσια και περιέχει φυσική ρητίνη, ζάχαρη και μαλακτικές ουσίες. Είναι 

μοναδική στον κόσμο καθώς παρασκευάζεται με φυσικές πρώτες ύλες. Πρωτοπόρος 

στην δημιουργία της τσίχλας ΕΛΜ Α το 1950 ήταν ο Ευάγγελος Μενδωνίδης, 

ιδρυτικό μέλος της Ένωσης Μαστιχοπαραγωγών.

Εικόνα 13: Η τσίχλα ΕΛΜ Α classic, στην εμπορική της μορφή.
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Αργότερα στις 16 Ιανουάριου του 1959, δώρισε την εφεύρεσή του και το σήμα 

ΕΛΜΑ στην ΕΜΧ και από τότε η τσίχλα συνεχίζεται να παράγεται μέχρι σήμερα. 

Στο εμπόριο μπορεί κανείς να την βρει σε τρεις τύπους: την κανονική (εικόνα 13), 

χωρίς ζάχαρη και την Dental. Επίσης υπάρχει και η τσίχλα SMILE, στην οποία δε 

χρησιμοποιείται μαστίχα αλλά gum base (ΕΝΑ Χίου 2003).

S  Μαστιχέλαιο

Το μαστίχελαιο αποτελεί αιθέριο έλαιο και παράγεται μετά από απόσταξη της 

μαστίχας. Είναι υψηλής ποιότητας προϊόν και χρησιμοποιείται απο φαρμακευτικές 

εταιρίες καθώς και από εταιρίες καλλυντικών και αρωμάτων. Ανάλογα με την 

ποιότητα της μαστίχας η απόδοση σε μαστιχέλαιο κυμαίνεται από 1 έως 3%. Το 

αιθέριο αυτό έλαιο ήταν γνωστό από την αρχαιότητα για τις θεραπευτικές και 

καλλυντικές δράσεις του. Μαστιχέλαιο μπορεί επίσης να απομονωθεί και από κλαδιά 

και φύλλα του μαστιχόδενδρου.

S  Μοσχολίβανο

Το μοσχολίβανο παρασκευάζεται από μαστίχα, κολοφώνιο μαστίχας και διογκωτικά 

τρίμματα. Επίσης, εμπλουτίζεται και με φυσικά αρώματα. Χρησιμοποιείται κυρίως 

από την ορθόδοξη εκκλησία ως θυμίαμα στους ναούς. Όταν καίγεται αναδίδει 

αρωματικούς ατμούς, πολύ ανώτερους από τα γνωστά λιβάνια. Ακόμα και 

μωαμεθανικοί λαοί, όπως αυτοί της Ασίας, Αραβίας και της Αφρικής το 

χρησιμοποιούν στις τελετές τους.

S  Αγιο Μύρο

Οι παλαιότερες πληροφορίες για τη σύσταση του αγίου Μύρου ανάγονται στον 8° 

αιώνα. Ο κατάλογος των υλικών παρασκευής περιλαμβάνει 12 είδη και φυλάσσεται 

στη βιβλιοθήκη του Βατικανού. Μεταγενέστερος κατάλογος (Ευχολόγιο Γκόαρ) 

περιλαμβάνει εκτός του ελαίου 32 συστατικά μεταξύ των οποίων και μαστίχα. Από 

τον 14° αιώνα μόνο ο Πατριάρχης Κωνσταντινουπόλεως παρασκεύαζε και καθαγίαζε 

το άγιο Μύρο, το οποίο διένειμε στη συνέχεια στις άλλες Ορθόδοξες Εκκλησίες. 

Αυτό συμβόλιζε την ενότητα των Ορθόδοξων Εκκλησιών. Τα διάφορα υλικά για την 

παρασκευή του αγίου Μύρου ποικίλουν στις διάφορες εποχές ποσοτικά και ποιοτικά. 

Από τον 19° αιώνα έγιναν συστηματικές προσπάθειες από το Οικουμενικό
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Πατριαρχείο για την κωδικοποίηση των διαφόρων συστατικών του. Η επιλογή της 

μαστίχας, ως κύριο συστατικό του αγίου Μύρου, πιθανότατα οφείλεται στο ότι 

περιέχει άριστης ποιότητας έλαιο (μαστιχέλαιο) και ποικίλες αρωματικές ουσίες.

S  Κολοφώνιο

Το κολοφώνιο είναι η ρητινώδης ουσία που απομένει μετά την απομάκρυνση του 

αιθέριου ελαίου από την μαστίχα. Το όνομά του προέρχεται από την πόλη Κολοφών 

της Μικράς Ασίας όπου από τα κωνοφόρα δένδρα παραγόταν ρητίνη γνωστή ως 

«κολοφώνια πίσσα». Χρησιμοποιείται για την παρασκευή χειρουργικών νημάτων, 

συνθετικού καουτσούκ, ελαστικών πλαστικών, τεχνητών δερμάτων, βερνικιών, 

χρωμάτων, κλπ.

Χρήσεις της μαστίχας

❖  Ιατρική -  Φαρμακευτική

Από την αρχαιότητα οι άνθρωποι χρησιμοποιούσαν την μαστίχα, εξαιτίας των 

πολλαπλών θεραπευτικών ιδιοτήτων της. Στα νεότερα χρόνια η μαστίχα 

χρησιμοποιείται από διάφορες φαρμακοβιομηχανίες, οι οποίες εκμεταλλεύονται τις 

ευεργετικές της δράσεις. Διάλυμα σκόνης της μαστίχας σε βενζόλιο (ΜΑΣΤΙΣΟΛ) 

δημιουργεί αντισηπτική κόλλα, με την οποία στερεώνουν τον επίδεσμο σε 

εγχειρητικό τραύμα (Σαββίδης, 2000). Επίσης, χρησιμοποιείται στην Παρασκευή 

αλοιφών κατά των εγκαυμάτων και των πληγών, λόγω των επουλωτικών της 

ιδιοτήτων. Από την αρχαιότητα είναι γνωστές οι θεραπευτικές ιδιότητες της φυσικής 

ρητίνης στα στομαχικά και κοιλιακά άλγη. Θεραπεύει το πεπτικό έλκος που οφείλεται 

στο ελικοβακτηρίδιο του πυλωρού {H elicobacter pylori) και προστατεύει το ήπαρ 

μετά από πρόκληση υπατοτοξικότητας και την ανάπτυξη καρκινικών κυττάρων. 

Χρησιμοποιείται επίσης στις παιδικές διάρροιες που εκδηλώνονται κατά την 

οδοντοφυΐα, έχει αποχρεμπτικές, αντιθρομβωτικές και αντιφλεγμονώδεις ιδιότητες.

Τα μονοτερπένια που περιέχει η μαστίχα φαίνεται ότι έχουν αντινεοπλασματική 

δράση in vitro και έχουν την ικανότητα να εμποδίζουν το σχηματισμό αλλά και την 

εξέλιξη του καρκίνου (Crowell et. a l, 1999). Επίσης είναι γνωστά για την 

αντιμικροβιακή τους δράση (Inouye et. al, 2001) και την ικανότητά τους να
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δεσμεύουν τις ελεύθερες ρίζες (Choi et. al, 2000). Η μεγαλύτερη τάξη τερπενίων 

είναι τα τριτερπένια και έχει βρεθεί ότι έχουν αντινεοπλασματικές ιδιότητες (Tanaka 

et. a l, 2001; Akihisa et. a l, 2001) αλλά και αφροδισιακή δράση, κυρίως τα 

τριτερπένια του Panax ginseng (Blumenthal et. al, 2001; Shin et. al, 2002).

Οι πολυφαινόλες που περιέχει η μαστίχα έχουν επωφελείς δράσεις για την υγεία του 

ανθρώπου. Συγκεκριμένα είναι γνωστές για την καρδιοπροστατευτική τους δράση, 

την αντικαρκινική τους δράση κυρίως στον εντερικό σωλήνα, την αντιφλεγμονώδη 

δράση τόσο in vivo όσο και in vitro καθώς επίσης και για την αντιοξειδωτική τους 

δράση. Μελέτες έχουν δείξει ακόμη, ότι οι φαινολυκές ενώσεις είναι 

αποτελεσματικές στην καταπολέμηση της παχυσαρκίας (Πατσάλη Π. 2008).

Στο ελεανολικό οξύ της μαστίχας αποδίδουν ισχυρή αντιφλεγμονώδη δράση 

(Σαββίδης, 2000). Έτσι η μαστίχα δρα επουλωτικά λύοντας τις φλεγμονές 

συγκεκριμένων οργάνων αρχίζοντας από περιοδοντίτιδες, οισοφαγίτιδες, γαστρίτιδες, 

δωδεκαδακτυλικό έλκος μέχρι τις κολίτιδες και τις αιμορροΐδες.

Οι ταννίνες που περιέχονται στη μαστίχα συμβάλλουν στη μείωση των επιπέδων 

σακχάρου και χοληστερόλης στο αίμα καθώς αυξάνονται τα επίπεδα της HDL 

χοληστερόλης και μειώνονται τα επίπεδα της LDL χοληστερόλης (Andrikopoulos et. 

al, 2003; Triantafyllou et.al, 2007).

Έρευνες που έχουν γίνει αποκαλύπτουν την αντιμικροβιακή δράση του 

μαστιχελαίου ενάντια σε βακτήρια και παθογόνους μικροοργανισμούς. Συγκεκριμένα 

όταν σε υποστρώματα ανάπτυξης προστέθηκε μαστιχέλαιο, παρατηρήθηκε σημαντική 

μείωση στον ρυθμό αύξησης των μικροοργανισμών (Tassou et. a l, 2006).

Η περιλλύλ-αλκοόλη (ΡΟΗ), συστατικό του μαστιχελαίου (σε ποσοστό περίπου 

0,84%) παρουσιάζει τα τελευταία χρόνια μεγάλο κλινικό ενδιαφέρον. Από μελέτες 

που έχουν γίνει (Belanger et. al, 1998; Crowell et. a l, 1999) φαίνεται να ασκεί 

χημειοπροστατευτική και χημειοθεραπευτική δράση σε ποικιλία μοντέλων καρκίνου 

τόσο σε πειραματόζωα όσο και σε κυτταρικές καλλιέργειες. Επιπλέον έχει δειχθεί ότι 

παρεμποδίζει την διαδικασία της αγγειογένεσης (Loutraki et. al, 2004) και αναστέλλει 

τον κυτταρικό πολλαπλασιασμό και την επιβίωση διαφόρων καρκινικών κυττάρων 

(Loutraki et. al, 2006; Πατσάλη Π. 2008).

Εκτός από τις παραπάνω δράσεις η μαστίχα έχει ακόμη αγχολυτικές, διεγερτικές, 

αντηλιακές, αντιγηραντικές, λευκαντικές και αρωματικές ιδιότητες.
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Στην οδοντιατρική η μαστίχα χρησιμοποιείται ως συστατικό του σφραγίσματος των 

δοντιών και των εκμαγείων οδοντοστοιχειών (Σαββίδης, 2000). Το μάσημά της 

συμβάλλει στην αντισηψία του στόματος και στην ενδυνάμωση των ούλων. Επίσης 

προκαλεί εφύγρανση της στοματικής κοιλότητας, λόγω του παραγόμενου σιέλου, με 

συνέπεια τον καθαρισμό και αρωματισμό.

Στην ορθοδοντική βοηθάει στην βελτίωση των ατελείων της οδοντοστοιχίας, ενώ η 

μάσηση της σκληρής φυσικής μαστίχας δραστηριοποιεί τους περιοδοντικούς ιστούς 

με αποτέλεσμα την ορθότερη ανάπτυξη του οστεϊκού συστήματος της μασητικής 

συσκευής (Σαββίδης, 2000). Αυτό έχει ως αποτέλεσμα τη μείωση της συχνότητας 

εμφάνισης ορθοδοντικών προβλημάτων.

Η συστηματική μάσηση μαστίχας περιορίζει επίσης το σχηματισμό μικροβιακών 

πλακών κυρίως με μηχανικό τρόπο. Έτσι προλαμβάνεται η τερηδόνα και οι 

περιοδοντικές παθήσεις. Ερευνητές παρατήρησαν ότι μασώντας μαστίχα μειώνεται ο 

κίνδυνος εμφάνισης πλάκας καθώς δρα ανασταλτικά στην δράση των μικροβίων που 

την προκαλούν (Aksoy et. a l, 2006). Οι ιδιότητες αυτές την καθιστούν απαραίτητο 

συστατικό οδοντόκρεμας για την στοματική καθαριότητα, αντισηψία και υγιεινή.

❖  Βιομηχανία

Η ρητίνη του μαστιχόδενδρου είναι μερικώς διαλυτή στην αλκοόλη και πλήρως 

διαλυτή στον αιθέρα και άλλους οργανικούς διαλύτες. Η ιδιότητά της αυτή την 

καθιστά χρήσιμο συστατικό διαφόρων βιομηχανικών προϊόντων. Στην αρωματοποιία 

χρησιμοποιείται στην παρασκευή αρωμάτων, κρεμών προσώπου, βερνικιών νυχιών. 

Στην υφαντουργία χρησιμοποιείται ως σταθεροποιητής χρωμάτων και για το 

κολλάρισμα των υφασμάτων, κυρίως των μεταξωτών.

Στη βυρσοδεψία βρίσκει πολλές εφαρμογές στην παραγωγή ελαστικών και 

πλαστικών, χρωμάτων, κόλλας και κολλοειδών ουσιών, αλλά και ως σταθεροποιητής 

χρωμάτων στη λιθογραφία. Επίσης χρησιμοποιείται στην παραγωγή βερνικιών 

ανώτερης ποιότητας (κατασκευή αεροσκαφών, μουσικών οργάνων, επίπλων, κα.) 

αλλά και στην παρασκευή «ισπανικού κεριού» (βουλοκέρι).
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❖  Μαγειρική -  Ζαχαροπλαστική

Η μαστίχα χρησιμοποιείται ως πρόσθετη ύλη στην Παρασκευή αρτοσκευασμάτων, 

γλυκισμάτων και ποτών. Ιδιαίτερη θέση κατέχει το γλυκό μαστίχα («υποβρύχιο») που 

σερβίρεται βυθισμένο σε ποτήρι με νερό. Επίσης χρησιμεύει στο λουστράρισμα της 

σοκολάτας, στα μπισκότα, στα παγωτά, κα.

Στην μαγειρική αποτελεί ιδιαίτερο μπαχαρικό, που προσδίδει διακριτικό άρωμα στο 

κρέας και το τυρί. Πολλές μεσογειακές χώρες έχουν εντάξει τη μαστίχα στις κουζίνες 

τους είτε ως σκόνη ή σε μικρά τεμάχια. Επίσης αποτελεί σημαντικό διαιτητικό 

συμπλήρωμα, κυρίως σε περιπτώσεις έλλειψης ιχνοστοιχείων.

Τα πιο γνωστά μονοτερπένια της μαστίχας όπως είναι η γερανιόλη, το λεμονένιο, η 

μενθόλη και το α-πινένιο, χρησιμοποιούνται ως βελτιωτικά γεύσης και χρώματος. 

Ενώ οι διάφορες ενώσεις που περιέχει την καθιστούν πολύ καλό συντηρητικό για τα 

τρόφιμα, καθώς αναστέλλεται η ανάπτυξη διαφόρων παθογόνων μικροοργανισμών 

(κολοβακτηρίδια, σαλμονέλα, σταφυλόκοκκο) (Tassou et.al, 1996).

Στην ποτοποιία χρησιμοποιείται για την παρασκευή ούζου, ηδύποτων και στον 

αραβικό κόσμο (κυρίως στο Ιράκ) για την παραγωγή του «αράκ» (είδος ρακής). Με 

την προσθήκη της μαστίχας το ποτό αποκτά το ιδιαίτερο άρωμά της ενώ περιορίζεται 

η βλαπτική δράση της αλκοόλης στο στομάχι. Ιδιαιτέρως γνωστό είναι και το λικέρ 

μαστίχα που παράγεται στη Χίο και πίνεται είτε πριν το φαγητό για όρεξη είτε μετά 

το φαγητό για καλύτερη χώνεψη.

4.5 ΕΞΕΛΙΞΗ ΚΑΙ ΜΟΡΙΑΚΗ ΤΑΞΙΝΟΜΗΣΗ

Η πιο ολοκληρωμένη μελέτη όσον αφορά τη συστηματική κατάταξη του γένους 

Pistacia, έγινε από τον Zohary (1972), ο οποίος με βάση τη μορφολογία των καρπών, 

των ανθών και τα χαρακτηριστικά των φύλλων, διαχώρισε 11 είδη “πιστακιάς” σε 4 

ομάδες. Οι ομάδες ήταν οι εξής:

1) Lentiscella Zoh.: περιείχε τα είδη P.mexicana ΗΒΚ, P.texana Swingle

2) Eu-Lentiscus Zoh.: περιείχε τα είδη P.lentiscus L., P.weinmanmfolia 

Poisson, P.saportae Bumat

3) Butmela Zoh.: περιείχε το είδος P.atlantica Desf.
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4) Eu-Terebinthus Zoh.: περιείχε τα είδη P .v e r a  L., P .p a la e stin a  Boiss, 

P .c h in e n s is  Bge, P .k h in ju k  Stocks, P .tereb in th u s

Τα παραπάνω είδη απαντώνται σε διαφορετικές περιοχές λιγότερο ή περισσότερο 

απομονωμένες. Στην περιοχή του Μεξικού, στη λεκάνη της Μεσογείου, στην περιοχή 

Ιραν-Ισραήλ-Συρία-Παλαιστίνη, στην ευρωπαϊκή Τουρκία και Κριμμαία, στην ΒΑ  

Αφρική και στην περιοχή Κίνας-Ιαπωνίας. Οι δύο πρώτες ομάδες περιλαμβάνουν 

αειθαλείς θάμνους ή δένδρα. Κατά τον Zohary το είδος P .in te g e rrim a  Stewart είναι 

ποικιλία του P .c h in e n s is . Επίσης σύμφωνα με στοιχεία από απολιθώματα, ο Zohary 

υποστηρίζει ότι η P .le n iis c u s  εμφανίστηκε πριν από περίπου 40.000.000 χρόνια και 

το γένος P is ta c ia  πιθανότατα πάνω από 80.000.000 χρόνια πριν. Από ότι φαίνεται τα 

είδη του γένους P is ta c ia  εξελίχθηκαν με σχετικά αργούς ρυθμούς. Ωστόσο τα είδη 

αυτά έχουν μεγάλο κύκλο ζωής, χρειάζονται τουλάχιστον 10 χρόνια για να ανθήσουν 

πρώτη φορά και η διάρκεια ζωής τους μπορεί να φτάσει και τα 400 χρόνια σε 

ορισμένες περιπτώσεις. Ο μέσος όρος αντικατάστασης ενός σπορίου στη φύση είναι 

περίπου 50-200 χρόνια, επομένως δεν είναι τυχαίο ότι ο ρυθμός εξέλιξης των ειδών 

αυτών είναι σχετικά αργός σε σχέση με άλλα φυτά.

Ένα επιπλέον είδος το P is ta c ia  a e th io p ic a  Kokwaro, που αναφέρθηκε από τους 

Kokwaro και Gillett (1980), με βάση τη μορφολογία των φύλλων και το μέγεθος του 

δένδρου, θεωρήθηκε από τους συγγραφείς ότι είναι συνώνυμο με δείγματα που 

αναφέρονται ως P .le n tis c u s  L.var. em a rg in a ta  Engl. Ωστόσο βασιζόμενοι στις 

περιγραφές τους το είδος αυτό θα μπορούσε να είναι ποικιλία της P .a tla n tica ,  

υπόθεση την οποία υποστηρίζουν και άλλοι ερευνητές (AL-Saghir, 2010).

Μετέπειτα μελέτες (Parfitt and Badendes, 1997) που έγιναν με βάση μορφολογικά 

χαρακτηριστικά (μέγεθος δένδρου, μορφολογία φύλλων, καρπών, ανθών), 

γεωγραφική κατανομή και τεχνικές μοριακής ταξινόμησης (χλωροπλαστικό DNA, 

cpDNA) υποστηρίζουν ότι τα είδη του γένους P is ta c ia  διανέμονται σε δύο 

μονοφυλετικές ομάδες: 1) την “L e n tiscu s” που περιέχει τα είδη P .len tiscu s,  

P .w ein m a n n ifo lia , P .m e x ica n a , P .te x a n a  και 2) την “ T ereb in th u s” που περιέχει τα 

υπόλοιπα έξι είδη (Εικόνα 14).
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P. vera

a

1

Εικόνα 14: Φυλογενετικό δένδρο που αναπαριστά τις σχέσεις μεταξύ των ειδών του 

γένους P ista cia , από αναλύσεις του χλωροπλαστικού DNA. Οι αριθμοί υποδηλώνουν 

τον αριθμό μεταλλάξεων/κλάδο (Parfitt and Badendes, 1997).

Τα είδη της ομάδας L en tiscu s είναι αειθαλή με ζυγό αριθμό πτεροειδών φυλλαρίων, 

ενώ τα είδη της ομάδας Terebinthus είναι φυλλοβόλα και ο αριθμός των πτεροειδών 

φυλλαρίων τους είναι μονός καθώς φέρουν τελικό φυλλάριο. Επίσης το μέγεθος των 

σπόρων της πρώτης ομάδας είναι μικρότερο σε σχέση με εκείνο της δεύτερης ομάδας. 

Από τις μελέτες αυτές υποστηρίζεται ότι τα είδη Ρ .khinjuk  και P .v e r a  είναι 

πρωτόγονα είδη του γένους P ista cia , υπόθεση που είχε γίνει και από τον Zohary. Και 

τα δύο αυτά είδη έχουν μεγάλους και εδώδιμους καρπούς και έχουν παρόμοια 

τριαδική κατανομή πτεροειδών φυλλαρίων.

Πιθανότατα η εξέλιξη προς ένα μικρότερο σπόρο με σκληρό ενδοκάρπιο έχει να 

κάνει με την αλλαγή στη στρατηγική αναπαραγωγής από την διανομή του σπέρματος 

από τους σκίουρους του εδάφους στη διασπορά του από τα πουλιά. Για το λόγω αυτό 

το σπέρμα θα πρέπει να είναι μικρό ώστε να περνάει μέσα από το έντερο των 

πουλιών. Τα υπόλοιπα είδη που εξελίχθηκαν λίγο αργότερα έχουν μικρότερα φύλλα 

με περισσότερα φυλλάρια και μικρότερα πιο σκληρά σπόρια, παρόλο που πιθανότατα 

εξελίχθηκαν ανεξάρτητα. Τα μικρότερα φύλλα, που είναι πιο αποδοτικά στην 

απομάκρυνση του νερού μπορεί να είναι εξελικτική προσαρμογή των φυτών που ζουν 

σε περιοχές με υψηλές βροχοπτώσεις.

Οι Yi et.al, το 2008 μελέτησαν τις εξελικτικές σχέσεις μεταξύ των ειδών του γένους 

P ista cia  χρησιμοποιώντας ως μοριακά εργαλεία ταξινόμησης τις περιοχές ITS. Οι 

περιοχές αυτές γνωστές ως Εσωτερικά Μεταγραφόμενες Περιοχές (Internal 

Transcribed Regions, ITS) αποτελούνται από δύο μη κωδικεύουσες περιοχές που
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εδράζονται μεταξύ των εξελικτικά συντηρημένων και επαναλαμβανόμενων περιοχών 

του ριβοσωμικού DNA (rDNA) (Εικόνα 15). Οι επαναλαμβανόμενες περιοχές του 

rDNA έχουν συντηρηθεί εξελικτικά και κωδικεύουν τα 18S, 5,8S και 26S rRNA που 

αποτελούν τμήματα των υπομονάδων του ριβοσώματος. Σε αντίθεση με τις αυστηρά 

συντηρημένες περιοχές των ριβοσωμικών γονιδίων οι περιοχές ITS υφίστανται 

μεταλλάξεις που ενδεχομένως καθίστανται πλέον μοναδικές και κατά συνέπεια 

χαρακτηριστικές για κάθε είδος. Η μελέτη λοιπόν αυτών των περιοχών μπορεί να 

βοηθήσει στην ανίχνευση των φυλογενετικών σχέσεων τόσο μεταξύ ειδών του ίδιου 

γένους όσο και μεταξύ πληθυσμών (White et al. 1990; Alvarez and Wendel, 2003).

K E

Εικόνα 15: Σχηματικό διάγραμμα του πυρηνικού ριβοσωμικού DNA, στο οποίο 

αναπαρίστανται οι περιοχές ITS. Υπάρχουν δύο περιοριστικές θέσεις EcoR l 

(σημειωμένες ως Ε) βρισκόμενες εκτός των περιοχών ITS (White et al. 1990, 

τροποποιημένο).

Η ενίσχυση της περιοχής ITS του rDNA με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, 

ακολοθούμενη από κλωνοποίηση και ταυτοποίηση της αλληλουχίας του DNA  

προσφέρουν αρκετά πλεονεκτήματα σε σχέση με την κλωνοποίηση και την 

ταυτοποίηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας κωδικών περιοχών των rRNA 

γονιδίων. Πιο συγκεκριμένα η μέθοδος αυτή: 1) απαιτεί μικρή ποσότητά 

χρωμοσωμικού DNA, (0.1 έως 10 ng) για την ενίσχυση της περιοχής ITS, 2) 

επιτρέπει να αναλυθούν και οι δυο αλυσίδες της περιοχής κατά την ταυτοποίηση της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, οπότε μειώνονται τα λάθη και 3) είναι συμβατή με την 

αυτόματη ταυτοποίηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του DNA (White et al. 

1990).

Μελέτες που έγιναν (Yi et.al, 2008) για την ανίχνευση των σχέσεων μεταξύ των 

ειδών του γένους P istac ia  χρησιμοποιώντας σύγχρονα εργαλεία μοριακής 

ταξινόμησης (περιοχές ITS) έδειξαν να συμφωνούν με τον διαχωρισμό τους σε 2 

ομάδες (εικόνα 16). Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω η μία ομάδα “Lentiscusw
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περιέχει αειθαλή δένδρα και χωρίζεται σε δύο υποομάδες. Η μία υποομάδα 

περιλαμβάνει τα είδη P .len tiscu s, P .len tiscu s var. C h ia  (που αποτελεί ποικιλία της 

προηγούμενης και διαφέρει από αυτή μορφολογικά και μοριακά) και P .sa p o rta e. Ενώ 

η δεύτερη υποομάδα αποτελείται από τα είδη P .tex a n a  P .m exica n a .

Το είδος P.w ein m an n ifolia  αποτελεί μία μονοφυλετική ομάδα από μόνο του και 

θεωρείται ότι είναι το πιο αρχαίο, συγγενικό του προγονικού είδους από το οποίο 

εξελίχθηκαν ανεξάρτητα τα υπόλοιπα είδη του γένους P ista cia  (Yi et.al, 2008). 

Μορφολογικά η P.w ein m an n ifolia  εμφανίζει περισσότερες ομοιότητες με την 

P .m exica n a  παρά με την P .len tiscu s (AL-Saghir, 2010).

Οι αναλύσεις των ITS (Yi et al., 2008) περιοχών έδειξαν ότι το είδος P .sa p o rta e  

είναι πιθανότατα υβρίδιο του P .len tiscu s  (μητρικό) και του P .terebin th u s (πατρικό) 

άποψη με την οποία συμφωνούν και άλλοι ερευνητές (Zohary, 1952, Kafkas et.al, 

2009; AL-Saghir, 2010).

Η δεύτερη ομάδα “ Terebinthus”  περιλαμβάνει φυλλοβόλα είδη και χωρίζεται σε 

δύο υπο-ομάδες (σύμφωνα με τα δεδομένα των ITS και του cpDNA): η μία περιέχει 

τα είδη P.atlantica, P .vera , P .k h in ju k  και η άλλη περιλαμβάνει τα είδη P .ch in en sis, 

P .in tegerrim a P .p a la estin a  και P .terebin thus.

Τα είδη P.terebin thu s και P .pa laestin a . μοιάζουν πολύ μεταξύ τους όσον αφορά στη 

μορφολογία των φύλλων τους. Σύμφωνα με αυτό το χαρακτηριστικό αρκετοί 

ερευνητές υπέθεσαν ότι το είδος P .p a la estin a  μάλλον είναι υποείδος του 

P.terebin thus, υπόθεση που υποστηρίζεται από, τις μελέτες των Katsiotis et. al., 2003; 

Golan-Goldhirsh et. al, 2004; Kafkas, 2006 (δεδομένα AFLP, RAPD). Τα είδη αυτά 

παρουσιάζουν σημαντικές οικολογικές, γενετικές και μορφολογικές ομοιότητες και 

είναι δύσκολο να διακριθούν. Τα φύλλα και των δύο είναι ακανόνιστα πτεροειδή ή 

πτεροειδή και μεμβρανώδη, και τα φυλλάριά τους (6- 11) ωοειδή με μυτερή κορυφή 

και τελικό φυλλάριο που είναι συνήθως μικρότερο από τα πλευρικά (AL-Saghir, 

2010).
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typ<'2

P. otlanlica # 1 

P. otlanlica £2 
P. otlanlica #3 
P wra 0 I 
P. wra #2  c 1 (1)

P. wra 02 c2 (2)
P wra ttl c3 (3)
P khinjuk cl (3)
P khin/uk c2 (I)
P chinensis ΗI 

P chinensls #2 cl (5)
P. chincnsis #3 
P integerrinui 
P. palaeslina #1 cl (4)
P palaeslina *1 c2 (I)
P. tcrvhinihus 
P. palaeslina <*2 cl (6)
P. ptilacsiina 01 cl (4)
P sapor tae *2 c l  ( I )

P palaeslina 03 c2 < 1)
P. Ionise us HI cl (4)
P tcniiscux VI c2 < I )

P. Icntiscus «2 cl (6)
P. saportae H| cl (3)
P .uiportat' 02 c2 ( 11)

P sapstriaeHI c2 (3)
P sa/mriae #2 c3 ( I )

P sa/>orfae #2 c4 (3)
P mexicana 
P lexana #\
P. lexana *2
P. weinmannifolia cl (2)
P. weinmannifolia c2 ( I)

P. weinmannifolia c3 (3) 
Rhus aromatica 
Rhus virvnx 
Rhus chinemis 
Rhus glabra 
Malostna laurina 
Schinus mode 
Sears ia quartiniana 
Searsia undulata 
Toxhodentlron diwrsilobtm 
Toxicodendron radicans 
Toxicodendron vernix 
Actinocheitafilicina

s
f

typo I

r

Εικόνα 16: To φυλογενετικό δένδρο που αναπαριστά τις σχέσεις μεταξύ των 

ειδών του γένους P istacia , από αναλύσεις των περιοχών ITS. # = αύξων αριθμός, c= 

ο αριθμός του κλώνου, οι αριθμοί στις παρενθέσεις = συνολικός αριθμός 

συγκεκριμένων κλωνικών αλληλουχιών (Yi et.al, 2008).
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Επίσης μεγάλη φυλογενετική συγγένεια φαίνεται να υπάρχει ανάμεσα στα είδη 

P .v e r a  και P .k h in ju k . Μοριακά δεδομένα που προέρχονται από αναλύσεις των ITS 

περιοχών (Yi et a l ,  2008) καθώς και του χλωροπλαστικού DNA (Parfitt and 

Badendes, 1997), υποστηρίζουν αυτή την άποψη. Το είδος P .v e r a  είναι από τα πιο 

αρχαία καλλιεργούμενα είδη P is ta c ia , έχει σκληρά ακανόνιστα πτεροειδή φύλλα 

αποτελούμενα από 3-5 ωοειδή φυλλάρια (AL-Saghir, 2010), και πιθανότατα από αυτό 

προέκυψε το είδος P .k h in ju k .

Ένα ακόμα ζευγάρι ειδών P is t a c ia  με σημαντικές ομοιότητες είναι αυτό των 

P .te x a n a  και P .m e x ic a n a . Με βάση μοριακά δεδομένα (cpDNA, ITS) τα δύο αυτά 

είδη είναι δύσκολο να διαχωριστούν και μάλλον πρόκειται για αδερφές ταξινομικές 

ομάδες. Οι Yi e t  a l., 2008 υποστηρίζουν ότι με βάση τα μορφολογικά τους 

χαρακτηριστικά μάλλον πρόκειται για δύο διαφορετικά, ωστόσο υψηλής συγγένειας 

είδη. Σε σχέση με την P .m e x ic a n a  η P .t e x a n a  έχει μικρότερα και λιγότερα φύλλα, τα 

οποία κατανέμονται πάνω σε άξονα και τα φυλλάριά τους έχουν επίπεδο μίσχο και 

τελικό φυλλάριο. Επίσης η P .t e x a n a  είναι δένδρο αειθαλές και οι διακλαδώσεις του 

αρχίζουν από τη βάση, ενώ η P .m e x ic a n a  είναι δένδρο ημι-φυλλοβόλο (ρίχνει τα 

φύλλα την άνοιξη) και ο κορμός του δε φέρει διακλαδώσεις. Επειδή από τα μέχρι 

τώρα δεδομένα είναι δύσκολο να γίνει ξεκάθαρος διαχωρισμός των σχέσεων μεταξύ 

των δύο αυτών ειδών χρειάζεται περεταίρω έρευνα.

Ο Zohary (1952) σε μελέτες του υποστηρίζει ότι το είδος P .in te g e r r im a  είναι 

ποικιλία του P .c h in e n s is . Ωστόσο η άποψη αυτή δεν γίνεται αποδεκτή από τους 

Parfitt και Badenes (1997) οι οποίοι με βάση τα δεδομένα τους από αναλύσεις του 

χλωροπλαστικού DNA θεωρούν ότι πρόκειται για δύο διαφορετικά είδη. Με τους 

τελευταίους συμφωνούν και οι Yi e t a l ,  (2008), ενώ ο AL-Saghir (2010) 

παρατηρώντας τα δύο είδη μορφολογικά συμφωνεί με τον Zohary. Το είδος Ρ .  

c h in e n s is  εμφανίζει μεγάλη ετερογένεια, τα φύλλα του είναι μεγάλα και μακριά, με 

μακριά και λογχοειδή φυλλάρια όμοια με εκείνα του P .in te g e r r im a . Επίσης σύμφωνα 

με τον AL-Saghir η γεωγραφική κατανομή των δύο αυτών ειδών συνηγορεί υπέρ της 

άποψης ότι το P .in te g e r r im a  αποτελεί υποείδος και όχι ποικιλία του P .c h in e n s is .

Η μεγάλη ετερογένεια σε μορφολογικό, περιβαλλοντικό, γεωγραφικό και γενετικό 

επίπεδο, που παρατηρείται μεταξύ των ειδών του γένους P is t a c ia  παίζει σημαντικό 

ρόλο στην ευρεία κατανομή των ειδών σε διάφορα γεωγραφικά πλάτη του πλανήτη. 

Στη φύση είναι δυνατόν να πραγματοποιηθεί υβριδισμός μεταξύ δύο διαφορετικών 

ειδών (π.χ P .s a p o r t a e) και να προκύψουν νέοι γόνιμοι απόγονοι (Parfitt 2003).
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Υβριδισμοί όμως μπορούν να γίνουν και τεχνητά από τους καλλιεργητές, με στόχο να 

βελτιώσουν τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά των καλλιεργειών και να αυξήσουν την 

παραγωγή. Συνεπώς σε ορισμένες περιπτώσεις η διάκριση των φυλογενετικών 

σχέσεων μεταξύ των ειδών του γένους Pistacia αποτελεί μια επίπονη διαδικασία, η 

οποία απαιτεί μια πληθώρα δεδομένων. Ακόμα και σε φυτά του ίδιου είδους 

παρατηρούνται διαφορές σε μορφολογικό και γενετικό επίπεδο, οι οποίες μπορεί να 

είναι αποτέλεσμα προσαρμογής των φυτών στα εκάστοτε περιβάλλοντα.

Συγκεκριμένα η P.lentiscus λόγω της ποικιλίας γονοτύπων και φαινοτύπων που 

εμφανίζει αποτελεί χαρακτηριστικό φυτό της Μακκίας βλάστησης της Μεσογείου. 

Έχει αναπτύξει μηχανισμούς που την προστατεύουν από την ξηρασία, τα φυτοφάγα 

ζώα και έχει την ικανότητα να αναγεννάται γρήγορα μετά από πυρκαγιά (Barazani 

et.al, 2003).

Επίσης μελέτες που έγιναν στο Ισραήλ και στην Κύπρο (Nahum et.al, 2008) σε είδη 

της P.lentiscus όσον αφορά την επιβίωσή της στα περιβάλλοντα αυτά έδειξαν ότι 

υπάρχουν αρκετές μορφολογικές και οικοφυσιολογικές διαφορές σε φυτά του ίδιου 

είδους. Οι διαφορές αυτές φαίνεται ότι οφείλονται είτε σε φαινοτυπική ποικιλομορφία 

(ένας γονότυπος που εκφράζεται με διαφορετικό τρόπο) είτε σε γονοτυπική 

ποικιλομορφία (οικότυποι -  διαφορετικοί γονότυποι). Συνεπώς η περιβαλλοντική 

ετερογένεια και η φυσική επιλογή μπορεί να οδηγήσει σε γονοτυπική και 

φαινοτυπική ετερογένεια σε πληθυσμούς του ίδιου είδους.
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5. Σκοπός της εργασίας

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η μελέτη της γενετικής ποικιλότητας που 

εμφανίζεται μεταξύ διαφορετικών «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου της Χίου, 

P.lentiscus var. Chia. Μεταξύ των αρσενικών και των θηλυκών δένδρων υπάρχουν 

σημαντικές γονοτυπικές διαφορές οι οποίες εκφράζονται ως φαινοτυπικές 

παραλλαγές. Για να επιτευχθεί ο μερικός γονοτυπικός χαρακτηρισμός ομάδας 

«ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου, χρησιμοποιήθηκε ως εργαλείο μοριακής 

ταξινόμησης η αναζήτηση μεταλλάξεων στις ITS περιοχές. Όπως αναφέρθηκε και 

παραπάνω οι περιοχές αυτές εδράζονται μεταξύ των υψηλά συντηρημένων και 

επαναλαμβανόμενων περιοχών του ριβοσωμικού DNA (rDNA) και χρησιμοποιούνται 

για την ανίχνευση φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των ειδών.
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6. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

6.1. ΥΛΙΚΑ-ΟΡΓΑΝΑ 

Τα όργανα που χρησιμοποιήθηκαν:

Αυτόματες πιπέτες: Gilson Ρ2 (0.2-2 μΐ), Ρ20 (2-20μ1), Ρ200 (20-200 μΐ), Ρ1000 

(200-1000 μΐ)

Φυγόκεντροι: Biofuge Stratos Aeraus, Costar, Universal 16A, Hettich

ZENTRIFUGEN MICRO 12-24, Thermo ELECTRON CORPORATION IEC 

MICROMAX RF Refrigerated Microcentrifuge 

Ζυγοί: KERN

Ανακινούμενος επωαστήρας: EDMUND BLIHLER TH30 

Θερμοαποξηραντής: Thermo Savant ISS110 Speedvac System 

Υπερκαταψύκτης (-80 °C): Thermo Forma model 994 

Καταψύκτης (-20 °C): Whirlpool Easytronic 

Ψυγειοκαταψύκτης (4 °C, -20 °C): Bosch 

Συσκευή ανάδευσης: Maxi Rocket UNITWIST RTDuoSystem 

Αυτόκαυστο: ASTELL SCIENTIFIC AMB 430

Συσκευές ηλεκτροφόρησης DNA τροφοδοτικά: Cansort E844, Roth Karlsrune 

HU6, HU 10, HU13

Dry bath incubator: Kisker MD-02N, Kisker CHI00 

Υδατόλουτρο: BIOLINE SCIENTIFIC WB5020 

Πεχάμετρο: inoLab pH Level 2 WTW 

Συσκευή ακτινοβολίας UV: VILBER LOURMAT

Εστία νηματικής ροής: BIOAIR INSTRUMENTS ELECTRONIC AYTOSPEED 

CONTROL m/sec

Αναδευτήρας (Vortex): VELP SCIENTIFICA

Φωτόμετρα: U-1500 Spectrophotometer HITACHI, Quawell DNA/Protein Analyzer 

Ηλεκτροδιατρητής (electroporator): BIORAD GenePulser Xcell 

Φωτογραφική μηχανή: Kodak EDAS 290 

Επωαστήρες: Memmert, Incucell MMM Medcenter

Θερμοκυκλοποιητές: eppendorf Mastercycler gradient, MJ Research MiniCycler 

New
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6.2. ΦΥΤΙΚΟΙ ΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ, ΒΑΚΤΗΡΙΑΚΑ ΣΤΕΑΕΧΗ ΚΑΙ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑ

Οι φυτικοί οργανισμοί που μελετήθηκαν ήταν οι «ποικιλίες» του Pistacia lentiscus 

var Chia: Βότομος, Μαρουλίτης, Μαυρόσχινος, Στενόφυλλος και Φαρδύφυλλος. 

Χρησιμοποιήθηκαν ακόμα κύτταρα E.coli DH5a και το πλασμίδιο pBluescript.

6.3. ΕΚΧΥΛΙΣΗ ΓΟΝΙΔΙΩΜΑΤΙΚΟΥ DNA ΑΠΟ ΦΥΤΙΚΟΥΣ ΙΣΤΟΥΣ

Το πρωτόκολλο που χρησιμοποιήθηκε ήταν τροποποίηση του πρωτοκόλλου Doyle 

J.J and Doyle J.L 1990 από τους Χατζηλουκά Ε. και Πήλιου Κ. (2006) 

(αδημοσίευτο):

1. Προθέρμανση σε υδατόλουτρο στους 65 °C, 10 ml ρυθμιστικού διαλύματος 

εκχύλισης CTAB στο οποίο προστέθηκε 0,15 g PVP για κάθε δείγμα.

2 . Λειοτρίβηση 1 g κατεψυγμένων φύλλων με υγρό άζωτο μετά από προσθήκη 

στο γουδί 0,15 g PVP, μέχρι να γίνουν σκόνη.

3. Μεταφορά της σκόνης προσεκτικά στο προθερμασμένο διάλυμα εκχύλισης 

CTAB και ήπια ανάδευση.

4. Προσθήκη 25 μΐ Proteinase Κ [C= 20mg/ml] και 20 μΐ β-μερκαπταιθανόλη 

(στον απαγωγό) σε κάθε δείγμα.

5. Επώαση στους 65 °C για μία ώρα, με περιστασιακή ήπια ανάδευση.

6. Εκχύλιση απευθείας με χλωροφόρμιο-ισοαμυλική αλκοόλη (24:1 ν/ν) σε ίσο 

όγκο και τα τοποθέτηση για 15 min στον αναδευτήρα για ήπια και σταθερή 

ανάδευση.

7. Φυγοκέντρηση στις 3500 rpm για 30 min σε θερμοκρασία δωματίου για 

διαχωρισμό των φάσεων.

8. Απομάκρυνση της υδατικής φάσης με πιπέτα με φαρδύ στόμιο (κομμένο) και 

μεταφορά σε καθαρό σωλήνα φυγοκέντρησης. Προσθήκη 2/3 του όγκου κρύα 

ισοπροπανόλης και ήπια ανάδευση προκειμένου να κατακρημνιστούν τα 

νουκλεϊκά οξέα (προτιμάται η επώαση overnight στους -20 °C).

9. Φυγοκέντρηση στις 8250 rpm σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min.

10. Προσεκτική απόρριψη του υπερκείμενου.

11. Προσθήκη 10 ml διαλύματος έκπλυσης (wash buffer) και ανάδευση για την 

απομάκρυνση υδατοδιαλυτών προσμείξεων.

12. Φυγοκέντρηση για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου στις 8250 rpm.

13. Απόρριψη του υπερκείμενου και ξήρανση του δείγματος στην εστία 

νηματικής ροής σε θερμοκρασία δωματίου.
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14. Προσθήκη στο ίζημα 400 μΐ ΤΕ και τοποθέτηση του falcon σε υδατόλουτρο 

στους 65 °C για επαναδιαλυτοποίηση. Διαχωρισμός σε 2 eppendorf του 

διαλύματος, προσθήκη επιπλέον 100 μΐ ΤΕ στο falcon και διαχωρισμός εκ 

νέου στα eppendorf.

15. Προσθήκη 1,25 μΐ RNaseA [0,1 pg/ml] και επώαση για 1 ώρα στους 37 °C.

16. Προσθήκη οξικού αμμωνίου 7,5 Μ (pH 7,7) σε τελική συγκέντρωση 2,5 Μ 

και προσθήκη 2,5 όγκων απόλυτης αιθανόλης (κρύα). Απαλή ανακίνηση για 

κατακρήμνιση του DNA.

17. Φυγοκέντρηση για 15 λεπτά σε 8500 rpm στους 4 °C.

18. Απομάκρυνση του υπερκείμενου και 2 πλύσεις με 1 ml αιθανόλη 70% (κρύα). 

Φυγοκέντρηση για 15 min σε 10000 rpm στους 4 °C.

19. Ξήρανση του ιζήματος στον αέρα εν κενώ (speed-vac) και 

επαναδιαλυτοποίηση σε 100 μΐ ΤΕ στους 65 °C για περίπου 15min.

Τα δείγματα διατηρούνται στους -20 °C.

Υλικά και διαλύματα:

•  Ρυθμιστικό διάλυμα εκχύλισης CTAB [διατηρείται σε θ> 15° C, διότι άλλως 

κατακρημνίζεται]

4% w/v CTAB (Cetyl-trimethyl ammonium bromide),

1,4 MNaCl,

20 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) pH 8,

100 mM Tris-HCl pH 8,

0,2% 2-mercaptoethanol (η οποία προστίθεται λίγο πριν τη χρήση)

•  PVP [πολυβινυλική πυρολιδόνη (polyvinylpyrrolidone), αδιάλυτη]

•  Proteinase Κ [20 mg/ml]

•  Β-μερκαπταιθανόλη (προστίθεται στον απαγωγό)

•  Χλωροφόρμιο- Ισοαμυλική αλκοόλη (24: 1, ν/ν)

•  Ισοπροπανόλη (η οποία χρησιμοποιείται κατευθείαν από το ψυγείο)

•  Ρυθμιστικό διάλυμα έκπλυσης (Wash buffer)

76% (ν/ν) ethanol,

10 mM οξικό αμμώνιο (ammonium acetate) σκόνη

•  Ρυθμιστικό διάλυμα ΤΕ (10 mM Tris-HCl pH 7,4,1 mM EDTA pH 8)
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•  RNAse A [1 pg/ml]

•  7,5 Μ οξικό αμμώνιο (ammonium acetate) (pH 7,7)

•  Απόλυτη αιθανόλη (-20 °C)

•  Αιθανόλη 70% (-20 °C)

6.4. ΑΝΤΙΔΡΑΣΕΙΣ PCR

Η ενίσχυση του γονιδιωματικού DNA πραγματοποιήθηκε σε διάφορους 

θερμοκυκλοποιητές (MiniCycler MJ Research New, Mastercycler gradient) σε 25 μΐ 

τελικό όγκο αντίδρασης με τη μέθοδο Hot Start αρχικά και σε επόμενα δείγματα 

χωρίς Hot Start.

ΠΙΝΑΚΑΣ 1. Σύσταση της αντίδρασης PCR

Συστατικά

αντίδρασης
Δείγμα 1 Δείγμα 2

Δείγμα 3

(αρνητικός μάρτυρας)

DNA 25-125 ng 25-125 ng -

Μίγμα Εκκινητών 5 μΐ 5 μΐ 5 μΐ

Βασικό διάλυμα
8 μΐ 8 μΐ 8 μΐ

αντίδρασης

dH20  ster add to 25 μΐ add to 25 μΐ add to 25 μΐ

Τελικός όγκος 25 μΐ 25 μΐ 25 μΐ

Στην περίπτωση που ακολουθήθηκε Hot Start τα δείγματα τοποθετήθηκαν στον 

θερμοκυκλοποιητή ο οποίος βρισκόταν ήδη σε θερμοκρασία 80 °C. Στην 

θερμοκρασία αυτή προστέθηκαν 8 μΐ του βασικού διαλύματος αντίδρασης σε κάθε 

φιαλίδιο και αναδεύσαμε απαλά με την πιπέτα. Στην περίπτωση που δεν 

ακολουθήθηκε Hot Start τα δείγματα τοποθετήθηκαν απευθείας στον 

θερμοκυκλοποιητή.

Προφίλ ενίσχυσης θερμοκυκλοποιητή:

1. Αρχικό στάδιο αποδιάταξης στους 94 °C για 7 min

2. 94 °C για 3 min (αποδιάταξη)

3. 94 °C για 30 sec

- 5 4 -



4. 63 °C για 1 min (αναδιάταξη)

5. 72 °C για 2 min (επιμήκυνση)

το βήμα 3 επαναλαμβάνεται για 30 κύκλους

6. Τελικό στάδιο επιμήκυνσης 72 °C για 10 min

7. 4 °C χωρίς χρονικό περιορισμό

8 .

Διαλύματα:

Βασικό διάλυμα αντίδρασης για κάθε δείγμα:

3 X 5 μΐ 5Χ HF Phusion buffer + 10% = 16,5 μΐ 

3 X 2 μΐ dNTPs (2,5 mM each) + 10% = 6,6 μΐ 

3 X 0,75 μΐ DMSO + 10% = 2,47 μΐ 

3 X 0,25 μΐ Phusion Taq DNA polymerase = 0,82 μΐ 

Μίγμα Εκκινητών:

3 X 2,5 μΐ 18S + 10% = 8,25 μΐ 

3 X 2,5 μΐ 26S + 10% = 8,25 μΐ

Επιλογή εκκινητών:...

Εκκινητής
Μοριακό

βάρος

Tm

(thermo­

dynamic)

Συγκέντρωση

(1ml)

Τελική

Συγκέντρωση

18S: 5’- GTG AAC CTG 

CGG AAGGATC-3’

5878

g/mol
51.7 °C 18,0 pmol/μΐ 0,5 μΜ

26S: 5’- GTA ATC CCG 

CCT GAC CTG -3’

5436

g/mol
50,0 °C 62,5 pmol/μΐ 0,5 μΜ

6.5. ΗΛΕΚΤΡΟΦΟΡΗΣΗ ΔΕΙΓΜΑΤΩΝ ΣΕ ΠΗΓΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 

Για την ηλεκτροφόρηση των δειγμάτων χρησιμοποιήθηκε πήγμα αγαρόζης 1% τόσο 

για μεγαλομοριακά DNA όσο και για το ενισχυμένο με PCR DNA σε διάλυμα ΤΑΕ.

•  Ζύγιση της κατάλληλης ποσότητας αγαρόζης για την επιθυμητή τελική 

συγκέντρωση σε κωνική φιάλη και προσθήκη κατάλληλης ποσότητας 

ρυθμιστικού διαλύματος ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ για την εκάστοτε φόρμα 

υποδοχής του πήγματος.

•  Θέρμανση του διαλύματος μέχρι να διαλυθεί η αγαρόζη και να γίνει διαυγές.
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•  Προσθήκη κατάλληλης ποσότητας βρωμιούχου αιθιδίου για τελική συγκέντρωση 

0,5pg/ml (w/v), εφόσον το διάλυμα έχει κρυώσει.

•  Συναρμολόγηση της φόρμας υποδοχής κατάλληλα ώστε να δημιουργηθεί 

ορθογώνιο πήγμα όταν κρυώσει, μαζί με ειδικά χτένια που θα δημιουργήσουν 

οπές στις οποίες θα τοποθετηθεί το DNA.

•  Προσθήκη διαλύματος ηλεκτροφόρησης ΤΑΕ μέχρι να καλυφθεί όλη η επιφάνεια 

του πήγματος.

•  Προσθήκη στα δείγματα DNA διάλυματος φόρτωσης (gel loading buffer, GLB) 

σε αναλογία 5:1.

•  Εισαγωγή κάθε δείγματος σε διαφορετικό φρεάτιο με αυτόματη πιπέτα με 

προσοχή. Εισαγωγή επίσης και των μαρτύρων.

•  Σύνδεση της συσκευής στη μονάδα τάσης όπου εφαρμόζονται 5 V/cm.

•  Όταν τα δείγματα διήνυσαν την επιθυμητή απόσταση σταμάτησε η παροχή 

ρεύματος, αφαιρέθηκε το πήγμα από τη συσκευή και τοποθετήθηκε πάνω σε 

πλάκα με λάμπες υπεριώδους ακτινοβολίας όπου και φωτογραφήθηκε με ειδική 

φωτογραφική μηχανή. Το ειδικό πρόγραμμα επεξεργασίας εικόνων που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν το Kodak ID ν. 3.6.0.

Διαλύματα:

ΤΑΕ (Tris -  acetate): Tris 40mM, EDTA 1 mM, pH 8.0 με οξικό οξύ 

Βρωμιούχο αιθίδιο: EtBr 3 mg/ml (w/v)

Διάλυμα φόρτωσης GLB: 0,25 % (w/v) κυανούν βρωμοφαινόλης, 0,25 % (w/v) 

κυανολικό ξυλένιο, 30% (ν/ν) γλυκερόλη.

6.6. ΑΠΟΜΟΝΩΣΗ ΖΩΝΩΝ DNA ΑΠΟ ΠΗΓΜΑ ΑΓΑΡΟΖΗΣ 

Χρησιμοποιήθηκε το πακέτο με έτοιμα αντιδραστήρια Geneclean®KIT ΒΙΟ 101 

Systems, για την απομόνωση των ζωνών DNA από το πήγμα αγαρόζης (gel 

extraction).

Ποοετοιαασία

•  Ζύγιση των eppendorf που θα χρησιμοποιηθούν

•  Ρύθμιση του υδατόλουτρου στους 55 °C

1. Αποκοπή της ζώνης από το πήγμα με αποστειρωμένο νυστέρι κάτω 

από λάμπα UV.
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2. Τοποθέτηση του πήγματος σε eppendorf πολυπροπυλαινίου (ποτέ σε 

γυάλινο) και υπολογισμός του βάρους του σε mg και στη συνέχεια του 

όγκου του (κατά προσέγγιση 100 mg = 100 μΐ).

3. Προσθήκη 3 όγκων διαλύματος N al (Ctea Nai >4 Μ).

4. Επώαση στους 55 °C για 1 min μέχρι να λιώσει το πήκτωμα.

5. Ήπια ανάδευση.

6. Επώαση μέχρι το πήγμα να διαλυθεί τελείως (~ 5 min).

7. Υπολογισμός του όγκου του Glassmilk

Final volume Max amount of DNA Glassmilk

< 500 μΐ <5pg 5 μΐ

500-1000 μΐ < 7,5 pg 10 μΐ

1 μΐ < 12,5 pg 20 μΐ

3 μΐ < 50 pg 100 μΐ

8. Ισχυρή ανάδευση του δοχείου του Glassmilk για 1 λεπτό (όταν χρειάστηκε 

επαναδιαλυτοποιήσαμε το Glassmilk σε ΤΕ).

9. Προσθήκη του υπολογισμένου όγκου Glassmilk στο διάλυμα DNA/NaL

10. Επώαση σε θερμοκρασία δωματίου για 5 λεπτά. Ανάδευση ανά 1 -  2 

λεπτά.

11. Φυγοκέντρηση για 5 sec σε 14.000 x g και απόχυση του υπερκείμενου. 

(Το ίζημα έχει τα σφαιρίδια με το DNA δεσμευμένο εκεί).

12. Προσθήκη 500 μΐ προετοιμασμένου διαλύματος New Wash και 

επαναδιαλυτοποίηση απαλά με την πιπέτα.

13. Φυγοκέντρηση για 5 sec σε 14.000 x g και απόρριψη του υπερκείμενου.

14. Επανάληψη των βημάτων 13 και 14.

15. Απομάκρυνση του υπερκείμενου, φυγοκέντρηση ξανά για 30 sec σε 

14.000 χ g και απομάκρυνση με την πιπέτα όλων των υπολειμμάτων 

υπερκειμένου.

16. Προσθήκη ίσου όγκου ΤΕ ή νερού με τον όγκο του Glassmilk που είχε 

προστεθεί στο βήμα 9. Επαναδιαλυτοποίηση με την πιπέτα προσεκτικά.

17. Φυγοκέντρηση στα 14.000 x g για 30 sec και μεταφορά του υπερκείμενου 

σε νέο eppendorf.
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18. Προσθήκη επιπλέον 10 μΐ ΤΕ και επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος.

19. Φυγοκέντρηση σε 14.000 χ g για 30 sec και μεταφορά του υπερκείμενου 

στο eppendorf του βήματος 17.

Διαλύματα:

[6,0 Μ] Nal

New Wash: Η20/ Ethanol/ NaCl/ Tris/ EDTA.

6.7. ΚΛΩΝΟΠΟΙΗΣΗ ΑΛΛΗΛΟΥΧΙΩΝ DNA ΣΕ ΠΛΑΣΜΙΔΙΑΚΟ ΦΟΡΕΑ

Αντίδραση δεσμοποίησης (ligation) της ένθεσης με τον φορέα κλωνοποίησης 

pBluescriptSV/ml :

Η αντίδραση δεσμοποίησης πραγματοποιήθηκε με τη βοήθεια του ενζύμου Τ4 DNA 

λιγάση (TakaRa), η οποία μπορεί να συνδέει μόρια DNA με προεξέχοντα ή αμβλεία 

άκρα που είναι συμβατά μεταξύ τους (ενδομοριακά ή διαμοριακά). Για να είναι 

επιτυχής η αντίδραση θα πρέπει να υπολογιστεί η συγκέντρωση των μορίων DNA 

τόσο της ένθεσης όσο και του φορέα. Η ευνοϊκότερη αναλογία άκρων φορέα: ένθεσης 

κυμαίνεται από 1:3 έως 1:5. Για να επιτευχθεί μια τέτοια αναλογία φωτομετρήθηκαν 

τα δείγματα και υπολογίστηκε πόσα μΐ ένθεσης και φορέα θα προστεθούν ώστε να 

είναι επιτυχής η αντίδραση. Επομένως σε τελικό όγκο 20 μΐ προστέθηκαν: x μΐ DNA 

ένθεσης, y μΐ DNA φορέα, 2 μΐ Τ4 DNA ligase Buffer 10Χ, 1 μΐ Τ4 DNA ligase και z 

μΐ νερό (έως τα 20 μΐ).

Ακολούθησε επώαση στους 16 °C overnight.

Το πλασμίδιο που χρησιμοποιήθηκε ως φορέας κλωνοποίησης είναι το pBluescript 

το οποίο είχε προηγουμένως υποστεί πέψη με το περιοριστικό ένζυμο Sma\ ώστε να 

γίνει γραμμικό με αμβλεία άκρα (pBluescriptS/rarl) (εικόνα 6.1).
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Εικόνα 6.1: Γενετικός και περιοριστικός χάρτης του πλασμιδιακού φορέα 

κλωνοποίησης pBluescript SK+.

Κατακρήμνιση με αιθανόλη και οξικό αμμώνιο

Μετά το πέρας της αντίδρασης δεσμοποίησης εφαρμόστηκε το παρακάτω 

πρωτόκολλο ώστε να γίνει απομάκρυνση του ένζυμου.

1. Στο eppendorf της ligation προσθήκη οξικού αμμωνίου 7,5Μ ώστε η τελική 

συγκέντρωση να είναι 2,5Μ

2. Προσθήκη 3 όγκων απόλυτης αιθανόλης (-20 °C)

3. Επώαση για μία ώρα στους-80 °C

4. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 30 min στους 4 °C και απόρριψη του 

υπερκείμενου

5. Προσθήκη 1ml αιθανόλης 70% (-20 °C)

6. Φυγοκέντρηση στις 12000 rpm για 15 min στους 4 °C

7. Επανάληψη των βημάτων 5 και 6

8. Απόρριψη του υπερκείμενου

9. Ξήρανση του ιζήματος στον αέρα εν κενώ (speed-vac)

10. Επαναδιαλυτοποίηση σε 10 μΐ ΤΕ στους 65 °C για περίπου 15min.

6.8 ΜΕΤΑΣΧΗΜΑΤΙΣΜΟΣ ΚΥΤΤΑΡΩΝ E .co li DH5a ΜΕ ΜΟΡΙΑ DNA

Για να ελεγχθεί εάν η αντίδραση δεσμοποίησης ήταν επιτυχής πραγματοποιήθηκε 

μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων E .coli DH5a με το προϊόν της αντίδρασης.

- 5 9 -



Παρασκευή επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων

Ημέρα 1η: Διασπορά βακτηριακών κυττάρων E .co li DH5a σε στερεό υπόστρωμα 

LBA, έτσι ώστε να εμφανιστούν μονές αποικίες. Επώαση στους 37 °C overnight.

Ημέρα 2η: Διαλογή μίας μονής αποικίας από το τρυβλίο και «επιμόλυνση» 10 ml 

υγρού θρεπτικού μέσου LB. Επώαση με ανάδευση στους 37 °C overnight.

Ημέρα 3η: Από την υγρή καλλιέργεια της προηγούμενης μέρας προστέθηκαν 2 ml σε 

200 ml LB σε κωνική φιάλη. Επώαση με ανάδευση στους 37 °C με πώμα, εωσότου η 

οπτική της πυκνότητα ανέλθει σε ΟΌόοο -  0,35-0,40. Στη συνέχεια ακολουθήθηκε η 

παρακάτω διαδικασία:

^ Τοποθέτηση της βακτηριακής καλλιέργειας στον πάγο για περίπου 25 min, με 

ήπια ανάδευση, έτσι ώστε να εξασφαλιστεί ότι κρυώνει ομοιόμορφα.

> Διαμοιρασμός της καλλιέργειας σε 4 ψυγμένους σε πάγο φυγοκεντρικούς 

σωλήνες των 50 ml.

> Φυγοκέντρηση για 15 min στις 5000 rpm στους 4 °C

> Προσεκτική απόχυση του υπερκείμενου και ήπια επαναδιαλυτοποίηση σε 40 

ml κρύο υπερκάθαρο Η2Ο

> Φυγοκέντρηση για 15 min στις 5000 rpm στους 4 °C

>  Προσεκτική απόχυση του υπερκείμενου και ήπια επαναδιαλυτοποίηση σε 20 

ml κρύο υπερκάθαρο Η2Ο

> Συγχώνευση της ποσότητας από δύο φυγοκεντρικούς σωλήνες σε έναν ώστε να 

υπάρχουν 40 ml δείγματος σε κάθε φυγοκεντρικό σωλήνα

>  Φυγοκέντρηση για 15 min στις 5000 rpm στους 4 °C

> Προσεκτική απόχυση του υπερκείμενου και προσθήκη 8 ml κρύας 

αποστειρωμένης γλυκερόλης 10% στον κάθε ένα φυγοκεντρικό σωλήνα

>  Προσεκτική επαναδιαλυτοποίηση και συγχώνευση του περιεχομένου δύο 

φυγοκεντρικών σωλήνων σε έναν, ώστε να υπάρχουν τελικά 16 ml δείγματος 

σε κάθε σωλήνα

> Φυγοκέντρηση για 20 min στις 5000 rpm στους 4 °C

>  Προσεκτική απόρριψη του υπερκείμενου με σιφώνι και με τη βοήθεια 

ψυγμένης αποστειρωμένης πιπέτας παστέρ απομάκρυνση όσο το δυνατόν 

περισσότερης ποσότητας.
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> Προσθήκη 0,2 ml κρύας αποστειρωμένης γλυκερόλης 10% και ήπια 

επαναδιαλυτοποίηση.

> Διαμοιρασμός του αιωρήματος των κυττάρων σε ίσους όγκους των 20 μΐ σε 

ψυγμένα αποστειρωμένα eppendorf και ρίψη σε υγρό άζωτο

> Τα επιδεκτικά πλέον κύτταρα αποθηκεύονται για μελλοντική χρήση σε κουτί 

στους -80 °C

** Όλα τα υλικά που χρησιμοποιήθηκαν ήταν αποστειρωμένα και βρίσκονταν στους

4 °C. Επίσης όλες οι διαδικασίες έγιναν στον πάγο υπό ασηπτικές συνθήκες.

Μετασχηματισμός επιδεκτικών κυττάρων E .c o li  DH5a μέσω ηλεκτροδιάτρησης 

(electroporation)

Προετοιμασία:

ν'' Καθαρισμός των κυβεττών πολύ καλά, πλύσεις με αιθανόλη και αφού 

στεγνώσουν τοποθετούνται σε θάλαμο με U V ακτινοβολία για περίπου 5 min

5  Τοποθέτηση του θρεπτικού «ανάρρωσης» (S.O.C medium) από τους -20 °C όπου 

φυλάσσεται σε θερμοκρασία δωματίου

I. Τοποθέτηση στον πάγο των επιδεκτικών κυττάρων E .coli DH5a, καθώς και το 

μίγμα δεσμοποίησης

Π. Προσθήκη 3 μΐ μίγματος στα κύτταρα και προσεκτική ανάδευση με την πιπέτα

III. Όλο το παραπάνω τοποθετήθηκε σε κυβέττα στον πάγο και εισήχθει σε ένα 

ειδικό όργανο που ονομάζεται ηλεκτροδιατρητής (electroporator)

IV. Έκθεση των κυττάρων σε ηλεκτρικές εκκενώσεις της τάξης των 2,5 V  και 

κατόπιν τοποθέτηση στην κυβέττα του θρεπτικό S.O.C (1 ml). Μεταφορά του 

διαλύματος σε νέο eppendorf

V. Επώαση με ανάδευση στους 37 °C για μία ώρα

VI. Σε τρυβλία με LBA, αμπικιλλίνη και X-gal επίστρωση κατάλληλης ποσότητας 

(100-300 μΐ) από τα μετασχηματισμένα κύτταρα E .coli DH5a

VII. Επώαση στους 37 °C overnight.
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Διαλύματα:

S.O .C medium: σε 100 ml SOB medium προσθήκη 2 ml γλυκόζη 1M 

(αποστειρωμένη με φιλτράρισμα)

SOB medium: 0,2ml NaCl 5M, 2g Tryptone, 0,5g Yeast Extract, 0,25ml KC1 1M ; 

διαλυτοποίηση σε 90ml H2O και προσαρμογή του pH στο 7 σε τελικό όγκο 100ml. 

Αποστείρωση στο αυτόκαυστο και προσθήκη 1ml αποστειρωμένου M gCh 1Μ και 

lml αποστειρωμένου MgS04 1Μ.

LB A : 2g NaCl, 2g Tryptone, lg  Yeast Extract, 4g Agar 200 ml H2O (αποστειρωμένο) 

LB: 2g NaCl, 2g Tryptone, lg  Yeast Extract, 200 ml H2O (αποστειρωμένο)

6.9 ΕΠΙΛΟΓΗ ΑΝ ΑΣΥ Ν ΔΥ ΑΣΜ ΕΝ Ω Ν  ΑΠΟΙΚΙΩΝ ΚΑΙ ΔΙΑΛΟΓΗ  

Α Ν ΑΣΥ Ν ΔΥ ΑΣΜ ΕΝ Ω Ν  ΠΛΑΣΜΙΔΙΩΝ

Η επιλογή των κυττάρων που έχουν προσλάβει τον φορέα κλωνοποίησης 

pBluescript (ανασυνσυασμένο ή μη) έγινε με τη βοήθεια του αντιβιοτικού 

αμπικιλλίνη. Ο φορέας φέρει μεταξύ άλλων και το γονίδιο bla  το οποίο προσδίδει 

ανθεκτικότητα στην αμπικιλλίνη. Επομένως τα κύτταρα που έχουν προσλάβει το 

πλασμίδιο θα αναπτυχθούν στα τρυβλία που περιέχουν αμπικιλλίνη.

Η διάκριση μεταξύ αποικιών που έχουν προσλάβει το ανασυνδυασμένο με την 

ένθεση πλασμίδιο έναντι αυτών που έχουν προσλάβει το πλασμίδιο 

επανακυκλοποιημένο γίνεται μέσω της δράσης του ενζύμου β-γαλακτοσιδάση. Ο 

φορέας κλωνοποίησης που χρησιμοποιήσαμε μεταξύ άλλων φέρει τη ρυθμιστική 

περιοχή (υποκινητής, χειριστές) του οπερονίου της λακτόζης και ένα τμήμα του 

γονιδίου lacZ  που κωδικεύει τα πρώτα 146 αμινοξέα του αμινοτελικού άκρου της β- 

γαλακτοσιδάσης. Επιπλέον στο τμήμα του lacZ  υπάρχει μια θέση πολυκλωνοποίησης 

(πολυσυνδέτης) η οποία φέρει θέσεις αναγνώρισης διαφόρων περιοριστικών ενζύμων. 

Ανάμεσα σε αυτές τις θέσεις βρίσκεται και η αλληλουχία που αναγνωρίζει το 

περιοριστικό ένζυμο Sm al.

Ο φορέας που χρησιμοποιήσαμε είχε υποστεί προηγουμένως πέψη με το ένζυμο 

Sm al έτσι ώστε να γίνει γραμμικός και να μπορέσει να δεχθεί την ένθεση. Στην 

περίπτωση που η αντίδραση δεσμοποίησης είναι επιτυχής περιμένουμε τα 

ανασυνδυασμένα κύτταρα να αναπτύξουν λευκές αποικίες. Όταν συμβεί αυτό στην 

περιοχή του πολυσυνδέτη έχει εισαχθεί η ένθεση, η οποία καταστρέφει το πλαίσιο 

ανάγνωσης του lacZ , αδρανοποιείται το γονίδιο και δεν παράγεται η β-
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γαλακτοσιδάση. Εφόσον δεν παράγεται η β-γαλακτοσιδάση τα ανασυνδυασμένα αυτά 

κύτταρα δε μπορούν να υδρολύσουν το X-gal που υπάρχει στο θρεπτικό μέσο. Στην 

αντίθετη περίπτωση, όπου τα κύτταρα έχουν προσλάβει το φορέα χωρίς την ένθεση, 

το γονίδιο lacZ  είναι λειτουργικό, παράγεται β-γαλακτοσιδάση και υδρολύεται το X- 

gal, με αποτέλεσμα να εμφανίζονται κυανές αποικίες.

Στα τρυβλία που περιείχαν τα μετασχηματισμένα κύτταρα E .coli DH5a 

αναπτύχθηκαν τόσο κυανές όσο και λευκές αποικίες. Αναλογικά οι κυανές αποικίες 

ήταν περισσότερες σε αριθμό από τις λευκές. Από τις αποικίες αυτές επιλέχθηκαν 

τρεις λευκές και μία κυανή και «επιμολύνθηκαν» 5 ml υγρού θρεπτικού μέσου LB, 

στο οποίο είχαν προστεθεί επίσης 10 μΐ αμπικιλλίνης [25 mg/ml]. Οι υγρές αυτές 

καλλιέργειες τοποθετήθηκαν για επώαση με ανάδευση στους 37 °C overnight.

6.10 ΕΠΙΒΕΒΑΙΩΣΗ ΤΗΣ ΠΑΡΟΥΣΙΑΣ ΑΝΑΣΥΝΔΥΑΣΜ ΕΝΩΝ ΠΛΑΣΜΙΔΙΩΝ  

ΣΤΙΣ ΕΠΙΛΕΧΘΕΙΣΕΣ ΑΠΟΙΚΙΕΣ

Για να επιβεβαιωθεί η παρουσία ανασυνδυασμένων πλασμιδίων στις αποικίες που 

επιλέχθηκαν, απομονώθηκε από τις υγρές καλλιέργειες το πλασμιδιακό DNA. Το 

πρωτόκολλο εκχύλισης πλασμιδιακού DNA σε μικροκλίμακα (plasmid miniprep) που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν το παρακάτω:

Εκχύλιση πλασμιδιακού DNA σε μικροκλίμακα (plasmid miniprep)

Ποοετοιαασία:

S  Ξεπάγωμα λυσοζύμης [50mg/ml]

S  Νερό να βράζει στους 100 °C

1. Σε νέο eppendorf προσθήκη 1500 μΐ από τις υγρές καλλιέργειες

2. Φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για lmin σε θερμοκρασία δωματίου και 

απόρριψη του υπερκείμενου

3. Στο ίδιο eppendorf προσθήκη επιπλέον 1000 μΐ από τις ίδιες υγρές καλλιέργειες

4. Φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για lmin σε θερμοκρασία δωματίου και 

απόχυση του υπερκείμενου

5. Προσθήκη 200 μΐ STET buffer και προσεκτική επαναδιαλυτοποίηση με την 

πιπέτα
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6. Προσθήκη 4 μΐ λυσοζύμης [50mg/ml] και επώαση για 5 min σε θερμοκρασία 

δωματίου

7. Τοποθέτηση των eppendorf σε σφουγγαράκι και ρίψη σε νερό που βράζει 

(στους 100 °C) για 45 sec

8. Φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου

9. Απομάκρυνση του ιζήματος με οδοντογλυφίδα και προσθήκη 8 μΐ διαλύματος 

CTAB (5%)

10. Φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για 5min σε θερμοκρασία δωματίου και 

απόχυση του υπερκείμενου

11. Προσθήκη 300 μΐ NaCl (1,2Μ) και ισχυρή επαναδιαλυτοποίηση σε Vortex

12. Προσθήκη 750 μΐ κρύας απόλυτης αιθανόλης (-20 °C)

13. Φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για lOrnin σε θερμοκρασία δωματίου και 

απόρριψη του υπερκείμενου

14. Προσθήκη 1 ml κρύας αιθανόλης 70% (-20 °C)

15. Φυγοκέντρηση στις 15000 rpm για 5min σε θερμοκρασία δωματίου και 

απόχυση του υπερκείμενου

16. Επανάληψη των βημάτων 14 και 15

17. Ξήρανση του ιζήματος στον αέρα εν κενώ (speed-vac)

18. Επαναδιαλυτοποίηση σε 20 μΐ ΤΕ στους 60 °C για περίπου 15min

Στη συνέχεια ακολούθησαν πέψεις με τα περιοριστικά ένζυμα B am R l και £coRI 

ώστε να απομονωθεί η ένθεση από το πλασμίδιο.

Για μια αντίδραση πέψης σε νέα eppendorf προστέθηκαν:

>  5 μΐ πλασμιδιακού D N A

> 1 μΙΚ  buffer 10Χ

> 1 μΐ RNase

> 0,5 μΐ ΒαηϊΆΙ

> 0,5 μΐ E co B l

>  2 μΐ αποστειρωμένου νερού

Επώαση στους 30 °C για 2 ώρες και ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1%.
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Εφόσον διαπιστώθηκε ότι υπάρχει ένθεση στις επιλεχθείσες αποικίες, προχωρήσαμε 

στην παρασκευή «καθαρών» αποικιών έτσι ώστε να εξασφαλιστεί ότι 

χρησιμοποιήθηκαν μονές αποικίες.

Από τις υγρές καλλιέργειες που διαπιστώθηκε ότι περιείχαν την ένθεση, με τη 

βοήθεια κρίκου, «μολύνθηκαν» νέα τρυβλία με LBA + Amp + X-Gal (διαδικασία 

striking) και ακολούθησε επώαση στους 37 °C overnight. Την επόμενη μέρα, από τα 

τρυβλία αυτά επιλέχθηκαν μονές αποικίες και «μολύνθηκε» υγρό θρεπτικό 

υπόστρωμα με Amp. Ακολούθησε επώαση με ανάδευση στους 37 °C overnight. Από 

τις υγρές αυτές καλλιέργειες απομονώθηκαν τελικά, με τη βοήθεια πακέτου 

εκχύλισης πλασμιδιακού DNA (NucleoSpin Plasmid Macherey-Nagel Kit), οι 

ανασυνδυασμένοι φορείς. Κατόπιν, ακολούθησαν πέψεις με Bam H l και EcoRI έτσι 

ώστε να απομονωθεί η ένθεση από τον φορέα και στο τέλος τα δείγματα 

ηλεκτροφορήθηκαν για να εξασφαλιστεί η παρουσία της ένθεσης.

Οι μονές αποικίες που περιείχαν ενθέσεις μετά από προσθήκη κατάλληλης 

ποσότητας αποστειρωμένης γλυκερόλης 100% φυλάσσονται σε ειδικά φιαλίδια 

(cryovials) ως stock στους -80 °C για μελλοντική χρήση.

6.11 ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΝΟΥΚΛΕΟΤΙΔΙΚΗΣ ΑΛΛΗ ΛΟΥΧΙΑΣ ΕΝΘΕΣΕΩΝ ΚΑΙ 

ΒΙΟΠΛΗΡΟΦΟΡΙΚΗ ΑΝΑΛΥΣΗ

Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που απομονώθηκαν από τις ανασυνδυασμένες μονές 

αποικίες στάλθηκαν στην Αθήνα στην εταιρία Labsupplies και από εκεί σε 

εργαστήριο του εξωτερικού (VBC-BIOTECH Service GmbHBrehmstrasse 14a Α- 

1110 Wien) όπου έγινε ανάγνωση των νουκλεοτιδίων (sequencing).

Στη συνέχεια, μετά από κατάλληλη επεξεργασία των αρχείων που περιείχαν τις 

αναγνωσμένες πλέον αλληλουχίες και με τη βοήθεια του εργαλείου BLAST  

nucleotide(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastH 

ome) βρέθηκε η ομολογία των αλληλουχιών μας με άλλες συγγενικές που υπήρχαν 

στην ηλεκτρονική βάση δεδομένων του NCBI.

Τελικά, από την ηλεκτρονική σελίδα του ΕΒΙ και με τη χρήση του εργαλείου 

ClustalW2(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2Λπpαγματoπoιήθηκαv 

πολλαπλές στοιχίσεις (multiple sequence alignment) των αλληλουχιών των δειγμάτων 

μας με αλληλουχίες της Ηλεκτρονικής Γενετικής Βιβλιοθήκης του NCBI. Για την
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περιγραφή των εξελικτικών δρόμων και σχέσεων μεταξύ των οργανισμών, 

κατασκευάστηκαν εξελικτικά δένδρα τα οποία αναπαριστούν τις φυλογενετικές 

σχέσεις μεταξύ των ατόμων των διαφορετικών «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου Ρ. 

lentiscus var. Chia, ... ,·.*

1 ■ : . w ■{ψ '&.&Υ'"'' X . -'X.l'] '.!■·■ ' . jr*̂ f ; · '

$■': ·"■ ‘f:X • · ■ ' : ' . · · " / ; r ; i

£ .> ·; ί  $ ■.,■;* ; > ; * : » A

■ m k ‘5 Β » < κ : r  ■ ■ k M : ■: ' ■' -«* ·

m r : ^ 0 k . ' k r .: k ;.. ; 'v, ·. <
rX ' ' Λ » Η ί ' ' ^ ν ^ ί | Α 1 ? ί ; ■':·=. • ^ a »v .· ' i t e m ; )K ?vvF  pr*·'·'

A ' ' : ’ ■·■ : a'· ■ \

M k , S ■ ■' n l -■ · ί · · : ' rt .

% - r ; \ k n :' y  "  , W W '  M k

'X f  r ^
< v - < ή l i i t i f  ■

k · : · ' ' k i t i i d k ; - . f). A ‘. v*.'ν ·:ί ’ " . i l - f e & W •fe:· M  A  A  Μ Λ  r · ^ . « A ;  / O

' ' Λ· ί̂ ΐ; ̂ itvS '
$ fe ’ - : ;K i ?

"i-v ·.
Vs-ff 4.V■ A O ^ U .C  · · - ' :  r

- - - /  · ύ  
U » ' : ’ : ·  ; ·; ·.·■*.

r . ' n . ' V ^ V i ^
•̂Xv ·'■■■. · ϊ ' · · ν χ χ · ί Ι ί ' ΐ > , 4 - 0 :.'-i , ' ■: · ν ο  .·.

, k - . % Φ ^ Χ · \ ·  l · :

i k % " K f t / ' i  T - ' / x ,  γ  l i W A
■‘V £ ) f & k  · Ϊ Ώ Η 0 ί Ι · ί · Γ χ ν · .  !' I ί η

s ■>. l : - ‘· ■■■·■.ν α · :  :^i.. ; a : ' . .: ’:''' ■: 5 v. j,X ■!>! ; ' X
Υ ί κ Κ ' κ β Α : A i i / ν Π Ο ί Η

i l ' M h ' r ,
- -  N

;) ’ν ·̂γ ^
ϊ ' 8  '?'* : ·■ ’·

;. ϊυ  A  : W
-s; . Y ' i x i ’ A S f i f e t v i

- .5»:.
.·> ;

,ΥΪ; -Y 
Γ > v x - ; v  ·■■'■X : ; ; ' χ ϋ ' ’ . ' V i t T o  ■■ >/■ ' v ? · : ^ χ:Α · ·λ >̂ -ft -

- ι Α : * ί  .:Λ*Τ,;Χ :i >■ \ i f :  /  - - X't X - r r - O A ' T .  xs

·Ά ·ν ■' ’ ' :'''· .. ... 1,·:
■y;; ··.··■.■■..■. ·Λλ,: · < ί ^  j F :  ;'V , \ M ) ΐ 0 &  * Ά ;>. Χ ϊ : Χ :  °

*.. “·!ί!'ί Fry. t ■ ' ’ ■ .
Τ:'·?: ■· .j jr, : .·

■ ί.:; *  · ; ν  . f V v V 't 'i ' .r -  ■

ί; ,;πίΛ̂  . v ^ :*Λ: r ^ ,.
’* v .' 'w ?l· . ;■ ; >·',..

‘ A >/; V

··*>·»: ii'i :A;r :'· t; -■ ■; /Ά- -V i.
*' 4 .,.,; <v >

v*« 2 : -0>- is·»" ’ ■■ '
■‘} Φ % ψΙ:^ »«,» :-.·.( A: =' 7·: ^

i pu, '%άΜ:

: ■*■ v.x ·,' ?Ή:··:ι ■■ .
av  ,'.-μήχ mSf |-0-

·■ - ■ ,  -·:· .2?'· .. ·.
v-o:\ii'irvi

I ;%*ur·»r f  - ■>-

- 6 6 -



7. ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΑ ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

Οι φυτικοί οργανισμοί που μελετήθηκαν ήταν άτομα των «ποικιλιών» του Pistacia 

lentiscus var Chia: Βότομος (άτομα Βο6, Βο7, Βο8 & Βο9), Μαρουλίτης (άτομο 

Μγ5), Μαυρόσχινος (άτομα Μχ3 & Μχ5), Στενόφυλλος (άτομο S4) και 

Φαρδύφυλλος (άτομα F4 & F5).

Αρχικά πραγματοποιήσαμε εκχύλιση του γονιδιωματικού DNA από φύλλα των 

φυτικών οργανισμών ακολουθώντας το πρωτόκολλο των Doyle J.J and Doyle J.L 

1990 τροποποιημένο από τους Χατζηλουκά Ε. και Πήλιου Κ. (2006) (αδημοσίευτο). 

Τα δείγματα που προέκυψαν ηλεκτροφορήθηκαν σε πήγμα αγαρόζης 1% και τα 

αποτελέσματα φαίνονται στις εικόνες 7.1α και 7.1 β.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13.

Εικόνα 7.1α: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1 % (w/v) του γονιδιωματικού 

DNA των ποικιλιών S4, F5, F4, Βο6 & Βο7 του Pistacia lentiscus var Chia

Διαδρομές:

1. 7 μΐ XONAJHindlll

2. 5 μΐ DNA S4-1 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ

3. 5 μΐ DNA S4-2 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ

4. 7 μΐ λΌΝΑ/HindlU

5. 5 μΐ DNA F5-1 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ

6. 5 μΐ DNA F5-2 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ

7. 10 μΐ Xm AJHindlll

8. 5 μΐ DNA F4-1 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ

9. 5 μΐ DNA F4-2 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ

10. 5 μΐ DNA Βο6-1 + 4 μΐ Η20  + 1 μΐ loading buffer 10Χ
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11. 5 μΐ DNA Βο6-2 + 4 μΐ Η2Ο + 1 μΐ loading buffer 10Χ

12. 5 μΐ DNA Βο7-1 + 4 μΐ Η2Ο + 1 μΐ loading buffer 10Χ

13. 5 μΐ DNA Βο7-2 + 4 μΐ Η2Ο + 1 μΐ loading buffer 10Χ

Εικόνα 7.1β: Ηλεκτροφόρηση σε πήγμα αγαρόζης 1 % (w/v) του γονιδιωματικού 

DNA των ποικιλιών Βο8, Βο9, Mr5, Μχ5 & Μχ3 του Pistacia lentiscus var Chia

Διαδρομές:

1. 10 μΐ X D N A J H i n d l l l

2. 5 μΐ DNA Β08-Ι + 4 μΐ Η2Ο + 1 μΐ loading buffer 10Χ

3. 5 μΐ DNA Bo8-2 + 4 μΐ H2O + 1 μΐ loading buffer 10X

4. 5 μΐ DNA Bo9-l + 4 μΐ H2O + 1 μΐ loading buffer 10X

5. 5 μΐ DNA Bo9-2 + 4 μΐ H20  + 1 μΐ loading buffer 10X

6. 10 μΐ X O N A J H in d U l

7. 5 μΐ DNA Mr5-1 + 4 μΐ H2O + 1 μΐ loading buffer 10X

8. 5 μΐ DNA Mr5-2 + 4 μΐ H20  + 1 μΐ loading buffer 10X

9. 5 μΐ DNA Mx5-1 + 4 μΐ H2O + 1 μΐ loading buffer 10X

10. 5 μΐ DNA Mx5-2 + 4 μΐ H2O + 1 μΐ loading buffer 10X

11. 7μ1 X O N A J H in d lU

12. 5 μΐ DNA Mx3-1 + 4 μΐ H20  + 1 μΐ loading buffer 10X

13. 5 μΐ DNA Mx3-2 + 4 μΐ H2O + 1 μΐ loading buffer 10X

Στη συνέχεια τα δείγματα φωτομετρήθηκαν στο φωτόμετρο Quawell DNA/Protein 

Analyzer έτσι ώστε να υπολογιστεί η ποσότητα του DNA που θα προστεθεί στην 

αντίδραση της PCR. Γνωρίζουμε ότι τα νουκλεϊκά οξέα προσροφούν σε μήκος
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κύματος 260 nm, ενώ  ο ι πρω τεΐνες στα  280nm. Ε πομ ένω ς η καθαρότητα του D N A  

προσδιορίζεται μέσω  τω ν κλα σ μ α τικώ ν μετρήσεω ν Α 26θ/Α28οκα ι αποδίδεται σε ng/μΐ. 

Α κ ο λο ύ θ η σ α ν αντιδράσεις P C R , κατά τις οποίες ενισχύθηκε η περιοχή IT S  του 

rD N A  τω ν γονιδιω ματικώ ν D N A  τω ν διαφ ορετικώ ν π ο ικ ιλιώ ν του μαστιχόδενδρου. 

Στα  φυτά οι IT S  α λληλουχίες ποικ ίλουν σε μέγεθος, το  οποίο κυμ α ίνετα ι από 500-700 

bp περίπου στα  αγγειόσπερμα (B ald w in  et.a l., 1995), μέχρι 1500-3700 bp σ ε  μερικά  

γυμνόσπερμα (B o b o la  et.al., 1992; G erm ano and K le in , 1999; L isto n  et al., 1996; 

M aggin i e t al., 2000; M arrocco et al., 1996).

Η  ενίσχυση του γονιδιω ματικού D N A  πραγματοποιήθηκε σ ε  διάφ ορους 

θερμοκυκλοποιητές (M in iC y cler  M J R esearch N ew , M a stercycler gradient) σ ε  25 μΐ 

τελικό όγκο αντίδρασης με τη μέθοδο H ot Start σε ο ρ ισ μ ένα  δείγματα κ α ι σ ε  ά λλ α  

δείγματα χω ρίς H ot Start. Γ ια  κάθε δείγμα πραγματοποιήθηκαν 2 αντιδρά σεις / 

άτομο. Σ το τέλος τα  προϊόντα της P C R  ηλεκτροφ ορήθηκα ν σ ε πήγμα α γα ρόζης 1 %  

και τα  αποτελέσματα φαίνονται σ τις εικόνες 7.2α  κ α ι 7.2β.

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.

Ε ικόνα  7.2α: Ε νίσχυση τω ν α λλη λου χιώ ν IT S  του r D N A  τω ν γονιδ ιω μ α τικ ώ ν D N A  

τω ν ποικ ιλιώ ν S4, F4, F 5, Β ο 6  &  Β ο 7  του  μα στιχόδενδρου με P C R . Η λεκτρ οφ όρ ησ η

σε πήγμα α γα ρόζης 1 %  (w/v)

Δ ια δ ρ ο μ ές:

1. 7  μΐ X D N A /H in d U l

2. Α ρ νη τικ ό ς μάρτυρας (δείγμα χω ρίς D N A )

3. D N A S 4

4. 10 X D N A /H in d ltt

5. D N A F 4

6. 10 X O N A J H in d lll
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7 . D N A F 5

8. 10 λ Ό Ν Α / H in d lll

9. D N A  B o 6

10. D N A  B o 7

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8 .9 . 10. 11 .

Ε ικ ό ν α  7 .2 β : Ε ν ίσ χ υ σ η  τω ν  α λ λ η λ ο υ χ ιώ ν  IT S  του  r D N A  τω ν γο νιδ ιω μ α τικ ώ ν D N A  

τω ν  π ο ικ ιλ ιώ ν  Β ο 8 , Β ο 9 , M r5 , M x 5  &  Μ χ 3  του μ α στιχόδενδρ ου με P C R . 

Η λεκ τρ ο φ ό ρ η σ η  σ ε  π ή γμ α  α γα ρ όζη ς 1 %  (w /v)

Διαδρομές:

1. 10 μ ΐ λ Ό Ν Α / H in d ill

2. D N A  Β ο 8

3. Α ρ ν η τ ικ ό ς  μ ά ρ τυ ρ α ς (δείγμ α  χω ρ ίς  D N A )

4. 10 μ ΐ λ Ό Ν Α / H in d lll

5. D N A  Β ο 9

6. 10 μ ΐ X O N A J H in d lU

7. D N A  M r5

8. Α ρ ν η τ ικ ό ς  μ ά ρ τυ ρ α ς (δείγμ α  χω ρ ίς  D N A )

9. D N A  Μ χ 5

10. 7  μ ΐ X D N A J H in d lU

1 1 . D N A  Μ χ 3

Μ ε τά  τις  α ντιδρ ά σ εις  P C R  α κ ο λ ο ύ θ η σ ε  α π ομ όνω σ η τω ν  ζω ν ώ ν  -  ενθ έσ εω ν D N A  

από το πή γμ α  τη ς α γα ρ όζη ς, μ ε τη βοήθεια  ειδ ικού  K it. Ό π ω ς αναφ έρθηκε και 

παραπάνω  ο ι ζώ ν ε ς  εμ φ α νίζοντα ι σ τις 600 bp περίπου. Μ ετά  τη ν α π ομ όνω σ η τα
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δείγματα φω τομετρήθηκαν στο φ ω τόμετρο Q u aw ell D N A /Protein  A n a ly z e r  έτσ ι ώ σ η  

να  υπολογιστεί η ποσότητα του D N A  που περιέχεται σ το  διάλυμα.

Κ ατόπιν α κολούθησε κλω νοποίηση τω ν προϊόντω ν της αντίδρασης P C R  στσ\ 

πλασμιδιακό φορέα pB luescript, ο οποίος έχει υ π οσ τεί περιοριστική πέψ η με τ( 

ένζυμο Sm al. Α ρ χ ικ ά  πραγματοποιήθηκε δεσμοποίηση της ένθεσης με τοι 

πλασμιδιακό φορέα, με τη βοήθεια του  ενζύμ ου Τ4 D N A  λιγά σ η και στη συνέχεια  το 

προϊόν της αντίδρασης δεσμοποίησης μέσω  ηλεκτροδιά τρησ ης εισήχθη σ ε  κύτταρα 

D H 5a του E sch erich ia  coli.

Γ ια  να επιβεβαιωθεί η παρουσία της ένθεσης D N A  στα  μ ετασχηματισμένα  κύτταρα 

πραγματοποιήθηκε απομόνω ση του πλασμιδια κού D N A  από τους α νασ υνδυα σ μ ένους 

κλώ νους. Ε πιλέχθηκαν 4 λευκές κ α ι μία μπλε αποικία  γ ια  κάθε άτομο. Κ α τόπ ιν  

ακολούθησαν πέψεις με τα περιοριστικά  ένζυμ α  B a m H I  κ α ι E c o R l  για  κάθε μία 

ποικιλία  του μαστιχόδενδρου, οι οποίες ηλεκτροφ ορήθηκα ν σε πήγμα α γα ρόζης 1%  

(εικόνες 7.3α, 7.3β, 7.3γ, 7.3δ, 7.3.ε).

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 1 1 .1 2 .1 3 .1 4 .1 5 . 1 6 .1 7 . 18 .19 .2 0 .2 1.2 2

Ε ικόνα  7.3α: Π εριοριστικές πέψ εις τω ν α να σ υνδυα σ μ ένω ν κ λ ώ ν ω ν  με τα  ένζυ μ α  

B am H I  κ α ι E c o R l,  τω ν π οικ ιλιώ ν S4 &  F 4 του μαστιχόδενδρου. Μ ε τα  κ ό κ κ ινα  βέλη

σ ημ ειώ νοντα ι ο ι ενθέσεις.

Διαδρομές:

1. 7  μΐ X O N A JH in d H I 1 1 . 10 μΐ X D N A / H in d lll

2. D N A p S 4 - l  άκοπο 12. D N A  p F 4 -B lu e  άκοπο

3. D N A  p S 4 -l κομ μ ένο 13. D N A  p F 4 -B lu e  κομ μ ένο

4. D N A  pS4-2  άκοπο 14. D N A  p F 4 -l άκοπο

5. D N A  pS4-2 κομ μ ένο 15. D N A  p F 4 -l κομ μ ένο
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6. DNA pS4-Blue άκοπο

7. DNA pS4-Blue κομμένο

8. 7 μΐ λΌΝΑ/Hindlll

9. DNA pS4-3 άκοπο

10. DNA pS4-3 κομμένο

16. DNA pF4-2 άκοπο

17. DNA pF4-2 κομμένο

18. DNA pF4-3 άκοπο

19. DNA pF4-3 κομμένο

20. DNA pF4-4 άκοπο

21. DNA pF4-4 κομμένο

22. 10 μΐ λΌΝΑ/Hindlll

1. 2. 3.4. 5. 6. 7. 8. 9.10.11.12 13.14.15.16.17.18.19.20.21.22.23.24.

Εικόνα 7.3β: Περιοριστικές πέψεις των ανασυνδυασμένων κλώνων με 

τα ένζυμα BcnriHl και EcoRl, των ποικιλιών F5 & Βο6 του μαστιχόδενδρου. Με τα

κόκκινα βέλη σημειώνονται οι ενθέσεις.

Διαδρομές:

1. 10 μΐ XONAJHindlll

2. DNA pF5-Blue άκοπο

3. DNA pF5-Blue κομμένο

4. DNA pF5-l άκοπο

5. DNApF5-l κομμένο

6. DNA pF5-2 άκοπο

7. DNA pF5-2 κομμένο

8. DNA pF5-3 άκοπο

9. DNA pF5-3 κομμένο

10. DNA pF5-4 άκοπο

11. DNA pF5-4 κομμένο

12. 10 μΐ XDNAJHindlU

13. 10 μΐ λΌΝΑ/Hindlll

14. DNA pBo6-Blue άκοπο

15. DNA pBo6-Blue κομμένο

16. DNA ρΒο6-1 άκοπο

17. DNApBo6-l κομμένο

18. DNA ρΒο6-2 άκοπο

19. DNA ρΒο6-2 κομμένο

20. DNA ρΒο6-3 άκοπο

21. DNA ρΒο6-3 κομμένο

22. DNA ρΒο6-4 άκοπο

23. DNA ρΒο6-4 κομμένο

24. 10 μΐ XDNAJHindUl
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1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18. 19. 20.21.22.

Εικόνα 7.3γ: Περιοριστικές πέψεις των ανασυνδυασμένων κλώνων με τα ένζυμι 

ZtomHI και £coRI, των ποικιλιών Βο7 & Βο8 του μαστιχόδενδρου. Με τα κόκκυ

βέλη σημειώνονται οι ενθέσεις.

Διαδρομές:

1. 10 μΐ XDNAJHindlll

2. DNA pBo7-Blue άκοπο

3. DNA pBo7-Blue κομμένο

4. DNA ρΒο7-1 άκοπο

5. DNA ρΒο7-1 κομμένο

6. DNA ρΒο7-2 άκοπο

7. DNA ρΒο7-2 κομμένο

8. DNA ρΒο7-3 άκοπο

9. DNA ρΒο7-3 κομμένο

10. DNA ρΒο7-4 άκοπο

11. DNA ρΒο7-4 κομμένο

12. 10 μΐ XDNAJHindlH

13. 15 μΐ XDNAJHindill

14. DNA pBo8-Blue άκοπο

15. DNA pBo8-Blue κομμένο

16. DNApBo8-l άκοπο

17. DNA pBo8-l κομμένο

18. DNA pBo8-2 άκοπο

19. DNA pBo8-2 κομμένο

20. DNA pBo8-3 άκοπο

21. DNA pBo8-3 κομμένο

22. 15 μΐ XDNAJHindiU
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Εικόνα 7.3δ: Περιοριστικές πέψεις των ανασυνδυασμένων κλώνων με τα ένζυμα 

BamHl και EcoRl, των ποικιλιών Βο9 & Μγ5 του μαστιχόδενδρου. Με τα κόκκινα

βέλη σημειώνονται οι ενθέσεις.

Διαδρομές:

1. 10 μΐ XDNAdHindlll

2. DNA pBo9-Blue άκοπο

3. DNA pBo9-Blue κομμένο

4. DNA ρΒο9-1 άκοπο

5. DNA ρΒο9-1 κομμένο

6. DNA ρΒο9-2 άκοπο

7. DNA ρΒο9-2 κομμένο

8. DNA ρΒο9-3 άκοπο

9. DNA ρΒο9-3 κομμένο

10. DNA ρΒο9-4 άκοπο

11. DNA ρΒο9-4 κομμένο

12. 10 μΐ λΟΝΑ/ΗΐηάΙΙΙ

13. 10 μΐ XDNPJHindlll

14. DNA pMr5-Blue άκοπο

15. DNA pMr5-Blue κομμένο

16. DNA pMr5-l άκοπο

17. DNA pMr5-l κομμένο

18. DNA pMr5-2 άκοπο

19. DNA pMr5-2 κομμένο

20. DNA pMr5-3 άκοπο

21. DNA pMr5-3 κομμένο

22. DNA pMr5-4 άκοπο

23. DNA pMr5-4 κομμένο

24. 10 μΐ XONAJHindlll

1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9.10.11.12.13.14 15.16.17. 18. 19.20. 21.22.23.

Εικόνα 7.3ε: Περιοριστικές πέψεις των ανασυνδυασμένων κλώνων με τα ένζυμα 

BamHl και EcoRl, των ποικιλιών Μχ3 & Μχ5 του μαστιχόδενδρου. Με τα κόκκινα

βέλη σημειώνονται οι ενθέσεις.
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Διαδρομές:

1. 7 μΐ λΌΝΑ/Hindill 15.13 μΐ XDNAJHindlU

2. DNA pMx3-Blue άκοπο 16. DNA pMx5-Blue άκοπο

3. DNA pMx3-Blue κομμένο 17. DNA pMx5-Blue κομμένο

4. DNApMx3-l άκοπο 18. DNA ρΜχ5-1 άκοπο

5. DNApMx3-l κομμένο 19. DNA pMx5-l κομμένο

6. DNA ρΜχ3-2 άκοπο 20. DNA ρΜχ5-2 άκοπο

7. DNA ρΜχ3-2 κομμένο 21. DNA pMx5-2 κομμένο

8. DNA ρΜχ3-3 άκοπο 22. DNA ρΜχ5-3 άκοπο

9. DNA ρΜχ3-3 κομμένο 23. DNA pMx5-3 κομμένο

10. DNA ρΜχ3-4 άκοπο

11. DNA ρΜχ3-4 κομμένο

12. DNA ρΜχ3-5 άκοπο

13. DNA ρΜχ3-5 κομμένο

14. 7 μΐ XONA/HindiU

Από τις αποικίες που περιείχαν ένθεση επιλέχθηκαν δύο οι οποίες, με τη βοήθεια 

λούπας, μεταφέρθηκαν σε τρυβλία με LBA + Amp + X-Gal (διαδικασία striking) έτσι 

ώστε να προκόψει μονή αποικία. Στη συνέχεια επιλέχθηκε μονή αποικία για κάθε 

δείγμα, η οποία μεταφέρθηκε σε υγρή καλλιέργεια με σκοπό να πραγματοποιηθεί 

απομόνωση του ανασυνδυασμένου πλασμιδιακού DNA. Μετά την απομόνωση των 

ανασυνδυασμένων φορέων ακολούθησαν περιοριστικές πέψεις με Bam HI και iscoRI, 

ώστε να πιστοποιηθεί ότι φέρουν την ένθεση και τελικά τα πλασμιδιακά αυτά DNA 

απεστάλησαν σε εξωτερικό εργαστήριο για ανάγνωση της νουκλεοτιδικής τους 

αλληλουχίας (sequencing).

Μετά την ανάγνωση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών και έπειτα από κατάλληλη 

επεξεργασία των αποτελεσμάτων, εντοπίστηκαν οι αλληλουχίες ITS1 και ITS2 για 

κάθε δείγμα. Στη συνέχεια η περιοχή ITS1 + 5,8S + ITS2 (654 βάσεις) κάθε 

δείγματος εισήχθη στο πρόγραμμα BLAST nucleotide του NCBI (εικόνα 7.4) και 

μέσα από τη βάση δεδομένων βρέθηκε η ομολογία της με αντίστοιχες ITS περιοχές 

συγγενικών ειδών του γένους Pistacia. Οι αλληλουχίες που αντιστοιχούν στις ITS 

περιοχές κάθε δείγματος παρατίθενται στο ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1.
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Εικόνα 7.4: BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) nucleotide, εργαλείο 

εύρεσης ομολογιών μεταξύ νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του NCBI.

Κατόπιν από την ηλεκτρονική σελίδα του ΕΒΙ και με τη βοήθεια του εργαλείου 

ClustalW2 (εικόνα 7.5) πραγματοποιήθηκε πολλαπλή στοίχιση (multiple sequence 

alignment) των αλληλουχιών (ITS1 + 5,8S + ITS2) των δειγμάτων. Τα αποτελέσματα 

της πολλαπλής στοίχισης παρατίθενται στο ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2.

luslalW? | I HI Windows Internet U plore iBHffflilflBBB
» - ,· - *  i  ets.ee.if.

Αρχοο EreEcpyoda npcffcAA / *  *  O  EAVivuii ·> AryAno » ©  * 9  ErxArti (o French

Λ  ^ |< b A M « 2

luB ©·
P '

X |Q  · abdutol m2 i^,AVIRA C  we^Protection ©  ΡβΑτφά*· BMc IdentityMr*o>nQ * 0  teowter Secufty ·  (JParatoek ·  Q e-tm* »

Αγοττμ<νο ^  i t  

< Μφι Sequence* xsnQ OjltiW 2|EM

p_ AmpoS- Hotmel

K
F*0
Ousts: netsrte1 JS'^ert
Programmatic Access 

1 Donntoad

■ iterated *opt.ca»on$ 
Pairvnse Sequence 
Uignment

SeauenceHigiimenl
Ph.'ogen»

C )uau lW 2 -M u lt ip le  S a q u tn c ·  A lignm ent

Clusta«<.V2 is a general purpose mutepte sequence attpnmeru program lot DMA or protatns

Hot· OustalW? I« no tonger being malniaineq Please consider using the now version Instead Ckistai 
Omega

nn>M>H Fiptorvi users It button pr*>s*«·* (>r>:lirtny coin pevtr* np««rabuns) dunl appear lo woffc r#*a*e 
try eoabtinq CompatiOthty Wow

Use th h  tool

STEP 1 · Enter your input sequences

Enter or paste a sat of E3BB £* sequence» in any supported tormal_________

$M'Cf tor Cteelsl reMMO 
■*rate<t m UMlne
wort

AvoChriWTi l

STEP i  · S*l your Perwis* AhgnmwV OpOon*

*jignm*nt T»pe (*)Slo* C'Fast

· c re · ΐίλιδο · Αοο6λοο * Cpyoî do · β  *

Εικόνα 7.5: ClustalW2 εργαλείο πολλαπλής στοίχισης νουκλεοτιδικών αλληλουχιών

του ΕΒΙ.
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Προηγούμενη μελέτη

Στη μελέτη της, η κα. Πήλιου Κ. (2006) ασχολήθηκε με τον μερικό γονοτυπικό 

χαρακτηρισμό μιας ομάδας «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου με τη μέθοδο της 

«τυχαίας ενίσχυσης του πολυμορφικού DNA», γνωστή ως RAPD. Πραγματοποιήθηκαν 

αντιδράσεις RAPD με 5 άτομα από την κάθε μία από τις «ποικιλίες»: Μαυρόσχινος, 

Βότομος, Μαρουλίτης, Στενόφυλλος, Φαρδύφυλλος και χρησιμοποιήθηκαν 3 

διαφορετικοί εκκινητές (OPG2, ΟΡΗ 13 και ΟΡΑ2).

Ο εκκινητής OPG2 παρείχε ευδιάκριτα δεδομένα για τις «ποικιλίες» Μαυρόσχινο, 

Μαρουλίτη, και Βότομο ενώ τα αποτελέσματα για τους Φαρδύφυλλο και Στενόφυλλο 

δεν ήταν επαναλήψιμα. Οι πρώτες εικόνες έδειξαν ότι οι τρεις «ποικιλίες» 

εμφανίζουν ευκρινώς διαφορετικά πρότυπα ζώνωσης, άρα και αντίστοιχη γενετική 

ποικιλότητα, ενώ στον Βότομο, φαίνεται να υπάρχει περαιτέρω διαφοροποίηση σε 

περισσότερους του ενός γονότυπους. Για τις «ποικιλίες» Στενόφυλλο και 

Φαρδύφυλλο, ο εκκινητής OPG 2 έδωσε πολυμορφισμούς μεταξύ των ατόμων της 

ίδιας ποικιλίας. Αυτό αποτελεί ένδειξη ότι και οι δύο αυτές «ποικιλίες», όπως και ο 

Βότομος, δεν είναι ενδεχομένως μία ομοιογενής «ποικιλία», αλλά αποτελούνται από 

διαφορετικούς γονότυπους. Ενώ για τις «ποικιλίες» Μαρουλίτη και Μαυρόσχινο, ο 

εκκινητής OPG 2 δεν έδωσε πολυμορφισμούς ένδειξη ότι μάλλον πρόκειται για 

ομοιογενείς «ποικιλίες».Οι εκκινητές ΟΡΗ 13 και ΟΡΑ2 δεν απέφεραν επαναλήψιμα 

αποτελέσματα και διερευνάται η βελτιστοποίηση των συνθηκών αντίδρασης.

Αργότερα στη μελέτη της κας.Μυλωνά Αν. (2008)και της κας.Πάσχου-Ζέκα Κ. 

επιχειρήθηκε η μερική μοριακή ταξινόμηση μορφολογικών «ποικιλιών» του 

μαστιχόδενδρου της Χίου Ρ. lentiscus var. Chia, χρησιμοποιώντας ως εργαλείο 

μοριακής ταξινόμησης τις ITS περιοχές. Πραγματοποιήθηκε ενίσχυση του, γνωστού 

πλέον, ριβοσωμικού DNA με PCR και ακολούθησε κλωνοποίηση της αλληλουχίας σε 

κατάλληλο πλασμιδιακό φορέα. Στη συνέχεια μετασχηματίστηκαν κύτταρα 

Escherichia coli από τα οποία απομονώθηκε τελικά το ανασυνδυασμένο πλασμίδιο 

του οποίου η αλληλουχία απεστάλη σε εξωτερικό εργαστήριο, ώστε να αναγνωστεί η 

νουκλεοτιδική του αλληλουχία.

Τα δείγματα που μελετήθηκαν ήταν τα εξής: Βότομος (άτομα Βοΐ, Βο2, Βο3, Βο4, 

Βο5), Μαρουλίτης (άτομα Mrl, Mr2, Mr3, Mr4), Φαρδύφυλλος (άτομα FI, F2, F3), 

Στενόφυλλος (άτομα SI, S2), Μαυρόσχινος (άτομα Mxl, Μχ2, Μχ4).
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Οι αλληλουχίες (ITS1 + 5,8S + ITS2) των ατόμων αυτών μαζί με τις αλληλουχίες 

των ατόμων που προέκυψαν από την παρούσα μελέτη και με αλληλουχίες συγγενικών 

ειδών του γένους Pistacia που υπάρχουν σε Ηλεκτρονικές Βάσεις Δεδομένων, 

χρησιμοποιήθηκαν για την κατασκευή εξελικτικών δένδρων. Με τη βοήθεια του 

εργαλείου ClustalW2 Phylogeny του ΕΒΙ προέκυψαν τα παρακάτω εξελικτικά δένδρα 

στα οποία αναπαρίστανται οι φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των ατόμων των 

διαφορετικών «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου Ρ. lentiscus var. Chia.

Στο κλαδόγραμμα (cladogram) (εικόνα 7.6.1) απεικονίζονται οι εξελικτικές σχέσεις 

μεταξύ των διαφορετικών ατόμων καθώς και οι μεταξύ τους εξελικτικές αποστάσεις, 

ωστόσο τα μήκη των κλάδων του δεν αναπαριστούν τον αριθμό των αλλαγών των 

ITS αλληλουχιών. Αντίθετα στο φυλογενετικό δένδρο (plylogram) (εικόνα 7.6.2) 

απεικονίζονται οι φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των διαφορετικών οργανισμών και 

τα μήκη των κλάδων του είναι ανάλογα με τον αριθμό μεταλλάξεων που έχουν 

υποστεί οι ITS αλληλουχίες κάθε δείγματος.

friTS .SM : 0.00000 
■ MstaciaJenUscus_voucher_Golan_1.1009_ci 

PITS S4-1:0.00000 
PITS MM-2 03)0000 
plTS_Mr4-1:0.00000 
pfTS_Mr5-1:0.00000 
plTS_S2-4:0.00000 
PITS F I-1:0.00000 
plTS_Mr3-3:0.00153 
p)TSJ2~4:03)0000 
plTS_F5-1:03)0000 
PITS 1*2-10:03)0000 
p(TS_Mx2 1:03)0000 
plTS_F3-1:03)0000 
p(TS_Mx1-1:03)0000 
plTS_Bo1-203)0016 
piTS_Bo4-6: -03)0016 
PITS MX3-203M149 
plTS_Bo2-2 03)0000 
plTS_Bo5-1:03)0000 
plTS_Bo71:03)0000 
p<TS_Bo81:0.00000 
Pistacia_x_saport3e_vmjcher_T lO_ctone3: Ol 
plTS_Mx51:03)0208 
pTTS_F4-1:03)1478 
Pistacia jntegerrima_youchef_ParfittJ>4:03) 
Pistacia je re b irth us .sub sp ja la estra jn u c l 
Pistadajwera: 03)1432 
Pistacia weinmanilfolia_w)uchet_L) 1630_di 
pHS_Mx43:03)0599 
PITS Bo9-1:03)0308 
plTS_Bo3 2 :03)0286 
Pistacia lentiscus: voucher 
plTS_S3-2:03)0153 
PITS Βοβ-2 03W000

Εικόνα 7.6.1: Κλαδόγραμμα (cladogram) των περιοχών ITS των ατόμων 

διαφορετικών «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου Ρ. lentiscus var. Chia
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Από τα εξελικτικά δένδρα που προέκυψαν φαίνεται ότι υπάρχει γενετική 

ποικιλομορφία τόσο μεταξύ διαφορετικών «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου όσο και 

μεταξύ διαφορετικών ατόμων της ίδιας «ποικιλίας». Επίσης παρατηρώντας τα 

αποτελέσματα της πολλαπλής στοίχισης αλληλουχιών (βλ. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2) είδαμε 

ότι η περιοχή 5,8S είναι αυστηρά συντηρημένη και ταυτίζεται απολύτως για όλα τα 

δείγματα, ενώ οι ITS αλληλουχίες παρουσιάζουν διαφορές από άτομο σε άτομο. Οι 

διαφορές αυτές έχουν ως αποτέλεσμα την εμφάνιση διαφορετικών γονοτύπων και 

φαινοτύπων μεταξύ των ατόμων «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου, οι οποίες 

αποτυπώνονται στα εξελικτικά δένδρα.

Παρατηρώντας τα εξελικτικά δένδρα βλέπουμε ότι:

1) όσον αφορά στην «ποικιλία» Βότομος φαίνεται ότι υπάρχει διάσπαση 

γονοτύπων, γεγονός που συμφωνεί με την μελέτη της κας.Πήλιου και 

Μυλωνά, από τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τις αντιδράσεις RAPD. 

Οι ITS αλληλουχίες των ατόμων Βο2, Βο5, Βο7, Βο8 είναι ταυτόσημες με τις 

αντίστοιχες αλληλουχίες των ατόμων Mxl και P istacia  χ saportae voucher 

Τ10 clone3, ενώ διαφέρουν μόλις σε 2 βάσεις από εκείνες των ατόμων Βοΐκαι 

Βο4. Όσον αφορά στα άτομα Βο9 και Βο3, οι ITS αλληλουχίες τους 

διαφέρουν σε 4 μόλις βάσεις και εμφανίζουν υψηλή συγγένεια με το 

P.lentiscus. Ο Βο6 διαφέρει αρκετά από τα υπόλοιπα άτομα της ίδιας 

«ποικιλίας» και η αλληλουχία του είναι ταυτόσημη με εκείνη του P.lentiscus 

voucher G olan 1.1009  clone 1. Επομένως θα μπορούσαμε να πούμε ότι στην 

«ποικιλία» Βότομος παρατηρούνται 5 διαφορετικοί γονότυποι.

2) όσον αφορά στην «ποικιλία» Μαυρόσχινος παρατηρούμε επίσης διάφορους 

γονοτύπους, γεγονός που δε συμβαδίζει με τα αποτελέσματα των αντιδράσεων 

RAPD. Τα άτομα Mxl και Μχ3 εμφανίζουν υψηλή ομολογία στις ITS 

περιοχές τους, καθώς διαφέρουν μόλις κατά μια βάση. Οι ITS αλληλουχίες 

του Μχ5 σε σχέση με τις αντίστοιχες του Mxl είναι κατά 99% ομόλογες, 

καθώς διαφέρουν σε 3 βάσεις από τις 654. Όπως αναφέρθηκε και παραπάνω 

τα άτομα Mxl, Μχ3 και Μχ5 εμφανίζουν υψηλή συγγένεια τόσο μεταξύ τους 

όσο και με το P istac ia  χ saportae voucher Τ10 clone3. Αντίθετα οι Μχ2 και 

Μχ4 διαφέρουν αρκετά από τα υπόλοιπα άτομα της «ποικιλίας». Τελικά θα 

μπορούσαμε να πούμε ότι στην «ποικιλία» Μαυρόσχινος απαντώνται 5 

διαφορετικοί γονότυποι.
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3) όσον αφορά στην «ποικιλία» Μαρουλίτης παρατηρούμε επίσης διάφορους 

γονοτύπους, γεγονός που δε συμβαδίζει με τα αποτελέσματα των αντιδράσεων 

RAPD. Οι ITS αλληλουχίες των ατόμων Mrl, Mr4 και Mr5 είναι 

πανομοιότυπες μεταξύ τους και είναι ίδιες με εκείνες των ατόμων SI, S4, Βο6 

και Ρ. lentiscus voucher Golan clone 1. Τα άτομα Mr2 και Mr3 διαφέρουν 

αρκετά από τα υπόλοιπα άτομα της ίδιας «ποικιλίας», ωστόσο μεταξύ τους 

διαφέρουν μόλις κατά μία βάση. Συνεπώς στην «ποικιλία» Μαρουλίτης 

παρατηρούνται 3 διαφορετικοί γονότυποι.

4) όσον αφορά στην «ποικιλία» Στενόφυλλος παρατηρούμε ότι οι ITS περιοχές 

των ατόμων S1 και S4 είναι πανομοιότυπες και εμφανίζουν υψηλή συγγένεια 

με τα άτομα Mrl, Mr4, Mr5, Βο6 και Ρ. lentiscus voucher Golan clone 1. To 

άτομο S2 διαφέρει από τα άτομα S1 και S4 κατά μία μόλις βάση, ενώ το S3 

διαφέρει από το S2 κατά δυο βάσεις. Συμπεραίνουμε λοιπόν ότι μεταξύ των 

ατόμων της «ποικιλίας» Στενόφυλλος δεν παρατηρούνται σημαντικές 

διαφορές στον γονότυπο, ωστόσο δεν μπορούμε να πούμε ότι πρόκειται για 

μία ομοιογενή «ποικιλία», γεγονός που συμφωνεί και με τα αποτελέσματα των 

αντιδράσεων RAPD.

5) όσον αφορά στην «ποικιλία» Φαρδύφυλλλος παρατηρούμε ότι οι ITS 

αλληλουχίες των ατόμων FI, F2 και F5 είναι πανομοιότυπες τόσο μεταξύ τους 

όσο και με εκείνη του Mr2, ενώ διαφέρουν μόλις κατά μία βάση από την ITS 

αλληλουχία του Mr3. Το άτομο F3 παρουσιάζει την ίδια ακριβώς αλληλουχία 

με εκείνες των S2 και Μχ2, ενώ το F4 διαφέρει σημαντικά από τα υπόλοιπα 

άτομα της «ποικιλίας» του. Συνεπώς στην «ποικιλία» Φαρδύφυλλος φαίνεται 

να υπάρχουν 3 διαφορετικοί γονότυποι. Πρόκειται λοιπόν για μια ακόμα 

ανομοιογενή «ποικιλία» του μαστιχόδενδρου, όπως φαίνεται και από τους 

πολυμορφισμούς που προέκυψαν από τις αντιδράσεις RAPD.

6) όσον αφορά στις ITS αλληλουχίες των συγγενικών ειδών του γένους P istac ia : 

P.integerim a voucher Parfitt, P. terebinthus subsp. p alaestin a , P. vera, P. 

weinmaniifolia voucher L i 1630 clonel, αυτές σχηματίζουν μεταξύ τους μια 

ξεχωριστή ομάδα (outgroup). Πρόκειται για μία μονοφυλετική ομάδα 

οργανισμών που λειτουργεί ως σημείο αναφοράς για τον καθορισμό των 

φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των υπολοίπων ομάδων οργανισμών. Όπως 

φαίνεται από τα εξελικτικά δένδρα τα άτομα που ανήκουν στην εξωτερική
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ομάδα, βρίσκονται ανάμεσα από τα άτομα F4 και Μχ4, τα οποία διαφέρουν 

αρκετά από τα υπόλοιπα άτομα της «ποικιλίας»τους αντίστοιχα.

Ιδιαίτερη εντύπωση προκαλεί το γεγονός ότι ενώ ο Βότομος 6 εμφανίζει την ίδια 

ακριβώς αλληλουχία με το Ρ. lentiscus voucher Golan clone 1, στο φυλογενετικό 

δένδρο βρίσκεται μακριά από το δεύτερο. Πιθανότατα αυτό συμβαίνει είτε επειδή δεν 

έχει γίνει πλήρης ανάγνωση της ITS 2 περιοχής του Ρ. lentiscus voucher Golan clone 

1, είτε επειδή η ITS 2 περιοχή του τελευταίου είναι μικρότερη από εκείνη του 

Βότομου 6.

Κάτι ανάλογο παρατηρείται και στα άτομα S2, Μχ2 και F3 τα οποία ενώ 

εμφανίζουν ταυτόσημες αλληλουχίες, στο φυλογενετικό δένδρο το S2 βρίσκεται λίγο 

πιο μακριά από τα υπόλοιπα. Ομοίως και στην ομάδα ατόμων FI, F2, F5, Μγ2, το 

άτομο F1 είναι πιο μακριά από τα υπόλοιπα, καθώς και στην ομάδα Mxl, Βο2, Βο5, 

Βο7, Βο8, Pistacia χ saportae voucher Τ10 clone3, το άτομο Mxl είναι λίγο πιο 

απομακρυσμένο.

- 8 2 -



8. ΣΥΖΗΤΗΣΗ -  ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ

Τα αποτελέσματα της μοριακής ανάλυσης των περιοχών ITS του ριβοσωμικού DNA 

προσφέρουν χρήσιμες πληροφορίες για τη συστηματική κατάταξη των διαφορετικών 

ατόμων «ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου και συνεισφέρουν στην κατανόηση των 

μεταξύ τους εξελικτικών σχέσεων. Η μοριακή αυτή μέθοδος επιτρέπει μεγαλύτερη 

ακρίβεια στην επεξήγηση των αποτελεσμάτων, συγκριτικά με άλλες μεθόδους.

Η ενίσχυση της περιοχής ITS του rDNA με την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης, 

ακολοθούμενη από κλωνοποίηση και ταυτοποίηση της αλληλουχίας του DNA 

προσφέρει αρκετά πλεονεκτήματα σε σχέση με άλλες μεθόδους. Πιο συγκεκριμένα η 

μέθοδος αυτή: 1) απαιτεί μικρή ποσότητα χρωμοσωμικού DNA, (0.1 έως 10 ng) για 

την ενίσχυση της περιοχής ITS, 2) επιτρέπει να αναλυθούν και οι δυο αλυσίδες της 

περιοχής κατά την ταυτοποίηση της νουκλεοτιδικής αλληλουχίας, οπότε μειώνονται 

τα λάθη, 3) είναι συμβατή με την αυτόματη ταυτοποίηση της νουκλεοτιδικής 

αλληλουχίας του DNA 4) τα αποτελέσματα που δίνει είναι επαναλήψιμα (White et al. 

1990) και 5) επιτρέπει την αποθήκευση των τελικών κλώνων.

Τα εξελικτικά δένδρα που προέκυψαν μετά την πολλαπλή στοίχιση των 

αλληλουχιών (ITS1 + 5,8S + ITS2) των δειγμάτων μας, έδειξαν ότι υπάρχει 

γονοτυπική ποικιλομορφία τόσο μεταξύ διαφορετικών «ποικιλιών» του 

μαστιχόδενδρου Ρ. lentiscus var. Chia, όσο και μεταξύ διαφορετικών ατόμων της 

ίδιας «ποικιλίας».

Οι πέντε κύριοι γονότυποι που απαντώνται στο μαστιχόδενδρο της Χίου Ρ. lentiscus 

var. Chia: Βότομος, Μαρουλίτης, Μαυρόσχινος, Στενόφυλλος-Σιδερακικός και 

Φαρδύφυλλος, εμφανίζουν διακριτούς φαινοτύπους και μπορούν εύκολα να 

ταυτοποιηθούν. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα των περιοχών ITS που προέκυψαν από 

την παρούσα και προηγούμενες μελέτες, φαίνεται ότι μεταξύ των παραπάνω 

διακριτών γονοτύπων υπάρχει γονοτυπική ποικιλομορφία (Πίνακας 8.1).

Σε ορισμένα άτομα της ίδιας «ποικιλίας» η διάκριση περισσοτέρων του ενός 

γονοτύπων είναι διακριτή, καθώς οι ITS αλληλουχίες τους διαφέρουν σε αρκετά 

σημεία. Αντίθετα σε άτομα «ποικιλιών», όπως είναι ο Στενόφυλλος, οι διαφορές 

μεταξύ των ITS αλληλουχιών είναι πολύ μικρές (1 με 2 βάσεις), γεγονός που δεν 

οδηγεί απαραίτητα στο συμπέρασμα ότι υπάρχουν περισσότεροι του ενός γονότυποι. 

Στην δεύτερη περίπτωση, είναι απαραίτητο να γίνει περαιτέρω έρευνα για την 

εξακρίβωση του αποτελέσματος, καθώς οι διαφορές που παρατηρούνται στις περιοχές
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ITS μπορεί να οφείλονται σε πειραματικό λάθος ή μπορεί να είναι αποτέλεσμα 

σημειακών μεταλλάξεων, οι οποίες οδηγούν σε γενετική ποικιλομορφία. Σε επόμενη 

μελέτη θα μπορούσε να ερευνηθεί μεγαλύτερος αριθμός ατόμων, είτε να μελετηθούν 

διαφορετικές περιοχές του ριβοσωμικού DNA.

Τα περισσότερα άτομα εμφανίζουν υψηλή φυλογενετική συγγένεια με το Ρ. 

le n tiscu s v o u c h e r  G o la n  1 .1 0 0 9  clone 1, ενώ τα υπόλοιπα με το Ρ . χ  sa p o rta e  v o u ch er  

Τ 1 0  clone3. To γεγονός αυτό επιβεβαιώνει την υπόθεση ότι το μαστιχόδενδρο της 

Χίου αποτελεί παραλλαγή του είδους P is ta c ia  len tiscu s και μάλιστα αρκετές από τις 

«ποικιλίες» του (αυτές που εμφανίζουν υψηλή συγγένεια με το Ρ . sa p orta e)  

αποτελούν υβρίδια του Ρ . len tiscu s  (μητρικό) και του P .tere b in th u s  (πατρικό). Επειδή 

η ιστορία της καλλιέργειας του μαστιχόδενδρου χάνεται στα βάθη των αιώνων και η 

καταγραφή των καλλιεργητικών τεχνικών είναι πολύ πρόσφατη, ίσως κάποια στιγμή 

στο μακρινό παρελθόν να χρησιμοποιήθηκαν τεχνικές πολλαπλασιασμού που να 

επέτρεπαν την διασταύρωση γονιδίων διαφορετικών ειδών. Η καταγεγραμμένη 

τεχνική πολλαπλασιασμού είναι η κλωνοποίηση επιλεγμένων φυτών με μοσχεύματα. 

Έως τώρα δεν υπάρχουν στοιχεία που να στηρίζουν την άποψη ότι ο κλωνικός 

πολλαπλασιασμός (με μοσχεύματα) μπορεί να οδηγήσει σε επαναδιάσπαση του 

υβριδίου σε ποικιλίες με περισσότερα πατρικά ή μητρικά χαρακτηριστικά.

Κωδικός φυτού % ταυτότητα Συγγενές είδος

B o t o u o c

Βότομος 1 99% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher Τ10 clone 3
Βότομος 2 100% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher T10 clone 3

Βότομος 3 99% P is ta c ia  len tiscu s

Βότομος 4 99% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher T10 clone 3

Βότομος 5 100% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher T10 clone 3

Βότομος 6 100% P is ta c ia  len tiscu s voucher Golan 1.1009 
clone 1

Βότομος 7 100% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher T10 clone 3

Βότομος 8 100% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher T 10 clone 3

Βότομος 9 99% P is ta c ia  x sa p o rta e  voucher T10 clone 3

Μαοουλίττκ
Μαρουλίτης 1 100%

P is ta c ia  len tiscu s voucher Golan 1.1009 
clone 1

Μαρουλίτης 2 99% P is ta c ia  len tiscu s voucher Golan 1.1009 
clone 1
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Μαρουλίτης 3 99%
P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Μαρουλίτης 4 100% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Μαρουλίτης 5 100% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Μαυοόστινος
Μαυρόσγινος 1 100%

P istacia  x saportae  voucher T10 clone 3

Μαυρόσχινος 2 99% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Μαυρόσχινος 3 99% P istacia  x saportae  voucher T10 clone 3

Μαυρόσχινος 4 99% P istacia  x saportae  voucher T10 clone 3
Μαυρόσγινος 5 99% P istacia  x saportae  voucher T10 clone 3

Στενόφυλλος
Στενόφυλλος 1 100% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 

clone 1

Στενόφυλλος 2 99% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Στενόφυλλος 3 99% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Στενόφυλλος 4 100% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

ΦαοδύΦυλλος
Φαρδύφυλλος 1 99%

P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Φαρδύφυλλος 2 99% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Φαρδύφυλλος 3 99% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 
clone 1

Φαρδύφυλλος 4 98% P istacia  x saportae  voucher T10 clone 3

Φαρδύφυλλος 5
99% P istacia lentiscus voucher Golan 1.1009 

clone 1

Πίνακας 8.1: Ταυτότητα (%) των ITS αλληλουχιών των ατόμων διαφορετικών 

«ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου Ρ. lentiscus var. Chia, με αντίστοιχες αλληλουχίες

συγγενικών ειδών.

Συμπεράσματα:

1) παρατηρείται γενετική ποικιλομορφία μεταξύ των ατόμων διαφορετικών 

«ποικιλιών» του μαστιχόδενδρου Ρ. lentiscus var. Chia

2) επιβεβαιωθήκαν τα αποτελέσματα των RAPD για τις «ποικιλίες» Βότομος, 

Στενόφυλλος και Φαρδύφυλλος και ενισχύθηκαν από τα αποτελέσματα των
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ITS περιοχών, όσον αφορά την ύπαρξη γενετικής ποικιλομορφίας μεταξύ των 

«ποικιλιών» αυτών

3) τα δεδομένα των RAPD, όσον αφορά τις «ποικιλίες» Μαυρόσχινος και 

Μαρουλίτης, ήρθαν σε σύγκρουση με τα αποτελέσματα που προέκυψαν από 

τη μελέτη των περιοχών ITS. Απ’ ότι φαίνεται οι «ποικιλίες» αυτές δεν είναι 

ομοιογενής.

4) μια ομάδα ατόμων του Ρ. lentiscus var. Chia εμφανίζει υψηλή φυλογενετική 

συγγένεια με το Ρ. saportae, ενώ μία άλλη ομάδα εμφανίζει υψηλή 

φυλογενετική συγγένεια με το Ρ. lentiscus

Περαιτέρω έρευνα

Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι ο αριθμός των ατόμων που μελετήθηκε δεν είναι 

τόσο μεγάλος ώστε να αποκλείσει στατιστικά λάθη που τυχόν παρουσιάστηκαν σε 

όλες τις πειραματικές διαδικασίες. Επομένως, είναι δόκιμο να μελετηθεί μεγαλύτερος 

αριθμός ατόμων ανά «ποικιλία» έτσι ώστε να αναδειχθεί πιο ξεκάθαρα ο τρόπος που 

χωρίζονται οι ομάδες των γονοτύπων.

Για την τεκμηρίωση και τον περαιτέρω εμπλουτισμό των αποτελεσμάτων, θα 

μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν και άλλοι εκκινητές για τις ITS αλληλουχίες, έτσι 

ώστε να προκύψει ευκρινέστερη εικόνα όσον αφορά στην γενετική ποικιλομορφία 

μεταξύ των διαφόρων «ποικιλιών» του Ρ. lentiscus var. Chia. Επίσης θα μπορούσαν 

μελλοντικά να ερευνηθούν και ολόκληρες οι περιοχές του 18S και 26S rDNA, οι 

οποίες αν και είναι συντηρημένες εξελικτικά, μπορεί να μας δώσουν επιπλέον 

πληροφορίες σχετικά με τις φυλογενετικές σχέσεις μεταξύ των διαφόρων ατόμων του 

μαστιχόδενδρου.

Σε επόμενο στάδιο θα μπορούσε να μελετηθεί το χλωροπλαστικό (cpDNA) ή το 

μιτοχονδριακό DNA (mtDNA) των οργανισμών, καθώς είναι ιδανικοί μοριακοί 

δείκτες για την ανίχνευση φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ συγγενικών οργανισμών.

Το γενετικό υλικό των χλωροπλαστών είναι ιδιαίτερα συντηρημένο εξελικτικά και 

βρίσκεται σε αφθονία στα φυτικά κύτταρα. Η διαδικασία απομόνωσής του είναι 

σχετικά εύκολη και μπορεί να αποφέρει μεγάλες ποσότητες DNA. Υπάρχουν εκτενείς 

πληροφορίες σχετικά με την δομή και την νουκλεοτιδική αλληλουχία του, επομένως 

η εύρεση αλλαγών σε επίπεδο γονιδιώματος και δομικής οργάνωσης, μπορεί εύκολα 

να επιτευχθεί. Ο ρυθμός μεταλλάξεων που εμφανίζει είναι αρκετά μικρός, γεγονός
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που το καθιστά κατάλληλο εργαλείο μοριακής ταξινόμησης για απομακρυσμένα 

συγγενικά είδη (Caputo 1997).

Το γενετικό υλικό των μιτοχονδρίων είναι επίσης συντηρημένο εξελικτικά, ωστόσο 

στην πράξη δεν βοηθάει τόσο στη μοριακή ταξινόμηση συγγενικών ειδών. Το μεγάλο 

του μέγεθος, οι γενετικοί ανασυνδυασμοί, η ταχύτητα της αναδιοργάνωσης και ο 

αργός ρυθμός σημειακών μεταλλάξεων, το καθιστούν ακατάλληλο εργαλείο για την 

κατανόηση των φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ συγγενικών ειδών (Caputo 1997).
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 1

Αποτελέσιιατα tt ic  ανάγνωση c των νουκλεοτιδικών αλληλουτιών κάθε δείναατοα

>  S4-1 (Στενόφυλλος)

Name: pITSS4 M13R
Report run date: Sat Aug 7 2010 Time: 05:55:37 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
TGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTC AAGG AA ATCTT AACG AGAGAGCTCG ATCCTGTT
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATG
CGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAAC
GCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTC
ACG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTTTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGACTCTTTGACCCTTGAGAGGAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCCAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

>  F4-1 (Φαρδύφυλλος)

Name: pITSF4 M13F
Report run date: Sun Sept 26 2010 Time: 3:3:25 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

- 8 9 -



TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTATCATAACATTGG
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTATGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
CGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGGCTCGTCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTGTC
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGAGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGTGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGTGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTAGCCCAAATCTGAGTTCTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTCGTGGGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGACTCTTTGACCCTCGAGAGCAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCC
CAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

ITS1

>  F5-1 (Φαρδύφυλλος)

Name: pITSF5 M13F
Report run date: Sun Sept 26 2010 Time: 3:3:25 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
TGGTCGT ATGTTTGCGC ATGCGACT GCCTCGTCGTT GCGC ATT AACG AACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATTTTAACGAGAGAGCTCGATCCTGTT
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATCAAT
AACGACTCT

5 8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CG
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CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTTGTGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTTTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTCGTGCGGTTGCGTCTCCTGTCTATGGACTCTTTGACCCTTGAGAGCAAG
CGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCC
CAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

ITS2

>  B6-2 (Βότομος)

Name: pITSB6 M13F
Report run date: Wed Oct 13 2010 Time: 5:41:25 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
TGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTGTT
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTTTCGGT
GAT GCTT CCC ACG AC AAT CGGTGGT GTTT G AAAC AG A ACCT AGT G ATCCT
GTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGACTCTTTGACCCTTGAGAGGAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC
AGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

-91  -



>  Β7-1 (Βότομος)

Name: pITSB7 M13F
Report run date: Wed Oct 13 2010 Time: 5:41:25 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
CGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTGTC
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGC A ACGG AT ATCTCGGCT CTCGC ATCG AT G AAG AACGT AGCGAA ATGC 
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG 
CAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA 
CG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTCTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGACTCTTTGACCCTCGAGAGCAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCC
CAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

>  B8-1 (Βότομος)

Name: pITSB8 M13R
Report run date: Frid June 29 2012 Time: 12:32 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA
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TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT 
CGGTCGT ATGTTT GTGC ATGCGACTGCCTC AT CGTTGCGCATT A ACG AACC 
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTGTC 
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATCAAT 
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC 
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG 
C AAGTTGCGCCCC AAGCCTTTAGGCCG AGGGC ACGTCT GCCT GGGT GTC A 
CG

ITS1

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTCTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGACTCTTTGACCCTCGAGAGCAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCCAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

>  B9-1 (Βότομος)

Name: pITSB9 M13F
Report run date: Sun Sept 26 2010 Time: 3:3:25 
Sample remarks:

18S
GTG A ACCTGCGG A AGGATC A 

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
TGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTGTC
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC 
GAT ACTTGGTGTG AATTGCAG AAT CCCGT GA ACC ATCGAGTCTTT GA ACG 
C AAGTTGCGCCCC AAGCCTTT AGGCCG AGGGC ACGTCTGCCT GGGTGTC A 
CG
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CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTCTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGACTCTTTGACCCTCGAGAGCAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC
AGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

ITS2

>  Mr5-1 (Μαρουλίτης)

Name: pITSMr5 M13F
Report run date: Frid June 29 2012 Time: 12:32 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
TGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTGTT
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA 
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTTTCGGT 
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT 
GT CGT GCGGTT GCGTT CTCCT GTCT AT GG ACT CTTT G AC CCTT G AG AGG AA 
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCCAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC
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>  Μχ3-2 (Μαυρόσχινος)

Name: pITSMx3 M13F
Report run date: Frid Sept 14 2012 Time: 10:25
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA

ITS1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
CGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTGTC
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGACCTTCTTTCATTATCAAT
AACGACTCT

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTCTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGACTCTTTGACCCTCGAGAGCAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCCAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC

>  Mx5-1 (Μαυρόσχινος)

Name: pITSMx5 M13F
Report run date: Frid June 29 2012 Time: 12:32 
Sample remarks:

18S
GTGAACCTGCGGAAGGATCA
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TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTGT
CGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAACC
CCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTGTC
GCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATCAAT
AACGACTCT

ITS1

5.8S
CGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGTAGCGAAATGC
GATACTTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCGAGTCTTTGAACG
CAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCTGCCTGGGTGTCA
CG

ITS2
CATCGTTGCCCCCCTCCCAAATCCTATGATCTTGTGGCGGTGGGCGGAAAA
TGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCCCAAATCTGAGTTCTCGGT
GATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAAACAGAACCTAGTGATCCT
GTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGACTCTTTGACCCTTGAGAGCAA
GCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCCAGGTCAGGCG

26S
GGATTAC
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 2

Αποτελέσιιατα πολλαπλά οτοίγισικ αλληλουχιών (multiple sequence alignment) 

ιιε τη βοήθεια του εργαλείου ClustalW2 του ΕΒΙ.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

pITS_Bol-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Bo4-6
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Mxl-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Mx3-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Bo2-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Bo5-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_Bo7-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Bo8-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Mx5-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_F4-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTATCATAACATTGG 50 
pITS_Fl-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_Mr3-3
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_F2-4
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_F5-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Mr2-10
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_S2-4
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_Mx2-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
pITS_F3-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_Sl-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 PITS_S4-1
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 pITS_Mrl-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 pITS_Mr4-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 pITS_Mr5-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 pITS_Bo6-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0 pITS_S3-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0
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Pistacia_lentiscus
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_Bo3-2
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 5 0
pITS_Bo9-l
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
pITS_Mx4-3
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGTGAACCTGTCATAACATCGG 50 
Pistacia_integerrima_voucher_P
TTGTCGAAACCTGCCGAGCAGAACGACCCGCGAACCTGTCATCACATCGG 50 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
TTGTCGAAACCTGCCGAGCAGAACGACCCGCGAACCTGTCATCACATCGG 50 
Pistacia_vera
TTGTCGAAACCTGCCGAGCAGAACGACCCGCGAACCTGTCATCACATCGG 50 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
TTGTCGAAACCTGCCAAGCAGAACGACCCGCGAACCTGTGATAACATCGG 50
** *★ ** * *

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

pITS_Bol-2
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo4-6
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mxl-l
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mx3-2
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo2-2
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo5-l
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo7-l
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo8-l
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mx5-l
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_F4-l
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTATGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Fl-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mr3-3
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_F2-4
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_F5-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mr2-10
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_S2-4
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mx2-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_F3-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Sl-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
PITS_S4-1
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mrl-2
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mr4-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100

* * * * * *  *
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pITS_Mr5-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo6-2
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_S3-2
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
Pistacia_lentiscus
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo3-2
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Bo9-l
GGGCCCATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
pITS_Mx4-3
GGGCCTATGGGCTTCGTGCCTGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
Pistacia_integerrima_voucher_P
GGGCCTGCGGGCTTCGTGCCCGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
GGGCCTGCGGGCTTCGTGCCCGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
Pistaciavera
GGGCCTGCGGGCTTCGTGCCCGTGTGCCTCCACCCGTGCTTCGTCGGGTG 100 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
GGGCCTGCGGGCTTCGTGCCCGTGTGCCTCCACCCGTGCTTTGTCGGGTG 100

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

pITS_Bol-2
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo4-6
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mxl-l
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mx3-2
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo2-2
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo5-l
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo7-l
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo8-l
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mx5-l
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCATCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_F4-l
TCGGTCGTATGTTTGTGCATGCGACTGGCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Fl-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mr3-3
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_F2-4
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_F5-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTGGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mr2-10
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_S2-4
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mx2-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_F3-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Sl-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150



PITS_S4-1
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mrl-2
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mr4-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mr5-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo6-2
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS__S3-2
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_lentiscus
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo3-2
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Bo9-l
TTGGTCGTATGTTTGCGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
pITS_Mx4-3
TCAGTTGTATGTTTGTGCATGCGACTGCCTCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_integerrima_voucher_P
TCGGTCGCACGCTTGTGCCTGCGGTTGCCCCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
TCGGTCGCACACTTGTGCCTACGGCTGCCCCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_vera
TCGGTCGTATGCTTCTGCATGCGATTGCCCCGTCGTTGCGCATTAACGAA 150 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
TCGGTCGTACGCTTGTGCGTGCGGCTGCCCTGTCGTTGCGCATTAACGAA 150

★  ★ ★  ★  vt ★ ★  ★  ★  ★ ** ★  ★  ★

pITS_Bol-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Bo4-6
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Mxl-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Mx3-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Bo2-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Bo5-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Bo7-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Bo8-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
P i s t ac i a_x_s apo r t ae_vouche r__T 1
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Mx5-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_F4-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Fl-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATTTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Mr3-3
CCCCGGCGCGAATTGCATCAAGGAAATTTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_F2-4
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATTTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_F5-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATTTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Mr2-10
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATTTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_S2-4
CCCCGGCGCG7VATTGCGTCAAGGA7VATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Mx2-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200

- 1 0 0 -



pITS_F3-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Sl-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
PITS_S4-1
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Mrl-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Mr4-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Mr5-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Bo6-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_S3-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
Pistacia_lentiscus
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200 
pITS_Bo3-2
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGATCCTG 200
pITS_Bo9-l
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
pITS_Mx4-3
CCCCGGCGCGAATTGCGTCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGGTCCTG 200 
Pistacia_integerrima_voucher_P
CCCCGGCGCGAATTGCGCCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGCTCCCG 200 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
CCCCGGCGCGAATTGCGCCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGCTCCCG 200 
Pistacia_vera
CCCCGGCGCGAATTGCGCCAAGGAAATCTTAACGAGAGAGCTCGCTCCCG 200 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
CCCCGGCGCGAATTGCGCCAAGGAAATATAAACGAGGGAGCCCGCTCCCG 200
**** ** *** *

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

pITS_Bol-2
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Bo4-6
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Mxl-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Mx3-2
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGACCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Bo2-2
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Bo5-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Bo7-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Bo8-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Mx5-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_F4-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGAGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Fl-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Mr3-3
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_F2-4
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_F5-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250
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pITS_Mr2-10
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_S2-4
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Mx2-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_F3-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Sl-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
Pistacia lentiscus voucher Gol
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
PITS_S4-1
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Mrl-2
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Mr4-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Mr5-l
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Bo6-2
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_S3-2
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
Pistacia_lentiscus
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Bo3-2
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATAATC 250 
pITS_Bo9-l
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACGGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
pITS_Mx4-3
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTACAGGATGTGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
Pistacia_integerrima_voucher_P
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGCGCGGGATGCGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
TCGCCCCGGACACGGTGCGTGCGCGGGATGCGTGGCCTTCTTTCATTATC 250 
Pistacia_vera
TCGCCCCGGACACGGTGCGCGTGCGGGATGGGTAGCCTTCTTTCATTATC 250
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
TTGCCCCGGACACGGTGCGCGTGCGGGATGCGTGGCCTTCTTTCATTATC 250

★ ★ ★
* * * *  **

pITS_Bol-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo4-6
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mxl-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mx3-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo2-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo5-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo7-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo8-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mx5-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_F4-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Fl-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300
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pITS_Mr3-3
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_F2-4
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_F5-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mr2-10
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_S2-4
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mx2-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_F3-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Sl-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
PITS_S4-1
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mrl-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mr4-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mr5-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo6-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_S3-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_lentiscus
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo3-2
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Bo9-l
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
pITS_Mx4-3
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_integerrima_voucher_P
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_vera
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
AATAACGACTCTCGGCAACGGATATCTCGGCTCTCGCATCGATGAAGAAC 300 
******** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *  * * * *

pITS_Bol-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo4-6
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mxl-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mx3-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo2-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo5-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo7-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo8-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_x__saportae_voucher_Tl
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350

ii.
i
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pITS_Mx5-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGCGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_F4-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Fl-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mr3-3
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_F2-4
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_F5-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mr2-10
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_S2-4
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mx2-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_F3-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Sl-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
PITS_S4-1
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mrl-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mr4-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mr5-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo6-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS S3-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_lentiscus
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo3-2
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Bo9-l
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
pITS_Mx4-3
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_integerrima_voucher_P
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_vera
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
GTAGCGAAATGCGATACTTGGTGTGAATTGCAGAATCCCGTGAACCATCG 350
★  ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ ★ i t *

pITS_Bol-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Bo4-6
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mxl-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mx3-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Bo2-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Bo5-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400
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pITS_Bo7-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Bo8-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mx5-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_F4-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGTGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Fl-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mr3-3
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_F2-4
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_F5-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mr2-10
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_S2-4
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mx2-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_F3-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Sl-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
PITS_S4-1
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mrl-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mr4-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mr5-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Bo6-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_S3-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_lentiscus
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Bo3-2
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITSJ3o9-l
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
pITS_Mx4-3
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_integerrima_voucher__P
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_vera
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
AGTCTTTGAACGCAAGTTGCGCCCCAAGCCTTTAGGCCGAGGGCACGTCT 400

• A T * * * * * * * * * * * * * * * * * *

pITS_Bol-2 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Bo4-6 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mxl-l 
TCCTATG-ATCTTG 448

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA
GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA



pITS_Mx3-2
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Bo2-2
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Bo5-l
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Bo7-l
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Bo8-l
TCCTATG-ATCTTG 448
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Mx5-l
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_F4-l
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Fl-l
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mr3-3 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_F2-4
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_F5-l
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mr2-10 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_S2-4
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mx2-l 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_F3-l
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Sl-l
TCCTATG-ATCTTG 448 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol 
TCCTATG-ATCTTG 448 
PITS_S4-1
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mrl-2 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mr4-l 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Mr5-l 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_Bo6-2 
TCCTATG-ATCTTG 448 
pITS_S3-2
TCCTATG-ATCTTG 448
Pistacia_lentiscus
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Bo3-2
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Bo9-l
TCCTATG-ATCTTG 448
pITS_Mx4-3
TCCTATG-ATCTTG 448
Pistacia__integerrima_voucher_P
TCCTACG-ATCTTG 448
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
TCCTACG-ATCTTG 448

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTQCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCTCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCGCCCAAA-

GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCGCCCGGA-

Pistacia_vera
GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCCGCCCAAAATCTTGCG-ATCTTG 449
Pi s t ac i a_we i nman i i f oli a_vou che GCCTGGGTGTCACGCATCGTTGCCCCCT-CCCAAG-
TCCTACGGATCTTG 448 ★
★  ******
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pITS_Bol-2
TGGCGGTGGGCAGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo4-6
TGGCGGTGGGCAGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mxl-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mx3-2
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo2-2
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo5-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo7-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 4 S 8 
pITS_Bo8-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mx5-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_F4-l
TGGTGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTAGCC 498 
pITS_Fl-l
TTGTGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mr3-3
TTGTGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_F2-4
TTGTGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_F5-l
TTGTGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mr2-10
TTGTGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_S2-4
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mx2-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_F3-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Sl-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
PITS_S4-1
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mrl-2
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mr4-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mr5-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo6-2
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_S3-2
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
Pistacia_lentiscus
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo3-2
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Bo9-l
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
pITS_Mx4-3
TGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
Pistacia_integerrima_voucher_P
AGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
CGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 4 98 
Pistacia_vera
CGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCCTGCGCCCGCGGTTGGCC 499



Pistacia_weinmaniifolia_vouche
CGGCGGTGGGCGGAAAATGGCCTCCCGTGTGCTTGCGCCCGCGGTTGGCC 498* * * * * * * *  * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

pITS_Bol-2
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo4-6
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mxl-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mx3-2
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo2-2
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo5-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo7-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo8-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mx5-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_F4-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Fl-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mr3-3
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_F2-4
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_F5-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mr2-10
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_S2-4
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mx2-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_F3-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Sl-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
PITS_S4-1
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mrl-2
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mr4-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mr5-l
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo6-2
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_S3-2
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
Pistacia_lentiscus
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo3-2
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Bo9-l
CAAATCTGAGTTCTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548 
pITS_Mx4-3
CAAATCTGAGTTTTCGGTGATGCTTCCCACGACAATCGGTGGTGTTTGAA 548
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Pistacia_integerrima_voucher_P
CAAATCCGAGTTCTCGGTGACGCTTCCCGCGACAATCGGTGGCGTTTGAA 548 
Pi stacia_terebinthus_subsp.pal
CAAATCCGAGTTCTCGGTGACGCTTCCCGCGACAATCGGTGGCGTTTGAA 548 
Pistacia_vera
CAAATCCGAGTTCTCGGTGACGCTTCCCGCGACAATCGGTGGCGTTCGAA 549 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
CAAATCCGAGTTCTCGGTGACGCTTCCCGCGACAATCGGTGGCGTTTGAA 548

★  •kick
k k k k k k  k k k k k  k k k k k k k k k k k k k k

pITS_Bol-2
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Bo4-6
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Mxl-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Mx3-2
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Bo2-2
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Bo5-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA-- 596
pITS_Bo7-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Bo8-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596
pITS_Mx5-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
pITS_F4-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGGGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596
pITS_Fl-l ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGT
CTCCTGTCTATGGA—  595

ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTpITS_Mr3-3
CTCCTGTCTATGGA—  595 
pITS_F2-4
CTCCTGTCTATGGA—  595 
pITS_F5-l
CTCCTGTCTATGGA—  595 
pITS_Mr2-10 
CTCCTGTCTATGGA—  595 
pITS_S2-4
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
pITS_Mx2-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596

ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGT
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGT
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGT

pITS_F3-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596
pITS__Sl-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596
Pistacia lentiscus voucher Gol
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
PITS_S4-1
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
pITS_Mrl-2
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA-- 596 
pITS_Mr4-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596
pITS_Mr5-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
pITS_Bo6-2
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
pITS_S3-2
ACAGCACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA-- 596 
Pistacia lentiscus
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596



pITS_Bo3-2
ACAGAACCTAGTGATCCTGTTGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA—  596 
pITS_Bo9-l
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTTTATGGA-- 596 
pITS_Mx4-3
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTATGGA—  596 
Pistacia_integerrima_voucher_P
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTACGGA—  596 
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
ACATAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTACGGA-- 596 
Pistacia_vera
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTACTGTCTACGGA—  597 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
ACAGAACCTAGTGATCCTGTCGTGCGGTTGCGTTCTCCTGTCTACGGATG 598***  * * * * * * * * * * * * * * *  * **  * * * * *
★ ★ ★ ★  ★ ★  ★ ★ ★

pITS_Bol-2 — CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAG
GCACTCGCATTGCGACCCC 643
pITS_Bo4-6
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mxl-l
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mx3-2
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Bo2-2
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Bo5-l
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Bo7-l
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Bo8-l
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
Pistacia_x_saportae_voucher_Tl
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mx5-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_F4-l
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Fl-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 643 
pITS_Mr3-3
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 643 
pITS_F2-4
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 643 
pITS_F5-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 643 
pITS_Mr2-10
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 643 
pITS_S2-4
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mx2-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_F3-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Sl-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
Pistacia_lentiscus_voucher_Gol
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
PITSS4-1
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mrl-2
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mr4-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mr5-l
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644



pITSJ3o6-2
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_S3-2
CTCTTTGACCCTTGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
Pistacia_lentiscus
CTCTTTGACCCTCGAGAGGAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Bo3-2
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Bo9-l
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
pITS_Mx4-3
CTCTTTGACCCTTGAGAGCAAGCGAAAGCGCACTCGCATTGCGACCCC 644 
Pistacia_integerrima_voucher_P
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCGCTCGCATTGCGACCCC 644
Pistacia_terebinthus_subsp.pal
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCGCTCGCATTGCGACCCC 644 
Pistacia_vera
CTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCGCTCGCATCGCGACCCC 645 
Pistacia_weinmaniifolia_vouche
GACTCTTTGACCCTCGAGAGCAAGCGAAAGCGCGCTCGCATTGCGACCCC 648
******* ********

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

pITS Bol-2 AGGTCAGGCG 653
pITS Bo4-6 AGGTCAGGCG 654
pITS Mxl-1 AGGTCAGGCG 654
pITS Mx3-2 AGGTCAGGCG 654
pITS Bo2-2 AGGTCAGGCG 654
pITS Bo5-l AGGTCAGGCG 654
pITS Bo7-l AGGTCAGGCG 654
pITS Bo8-l AGGTCAGGCG 654
Pistacia x saportae voucher T1 AGGTCAGGCG 654
pITS Mx5-1 AGGTCAGGCG 654
pITS F4-1 AGGTCAGGCG 654
pITS Fl-1 AGGTCAGGCG 653
pITS Mr3-3 AGGTCAGGCG 653
pITS F2-4 AGGTCAGGCG 653
pITS F5-1 AGGTCAGGCG 653
pITS Mr2-10 AGGTCAGGCG 653
pITS S2-4 AGGTCAGGCG 654
pITS Mx2-1 AGGTCAGGCG 654
pITS F3-1 AGGTCAGGCG 654
pITS Sl-1 AGGTCAGGCG 654
Pistacia lentiscus voucher Gol AGGTC----- 649
PITS S4-1 AGGTCAGGCG 654
pITS Mrl-2 AGGTCAGGCG 654
pITS_Mr4-l AGGTCAGGCG 654
pITS_Mr5-l AGGTCAGGCG 654
pITS Bo6-2 AGGTCAGGCG 654
pITS S3-2 AGGTCAGGCG 654
Pistacia lentiscus AGGTCAGGCG 654
PITS Bo3-2 AGGTCAGGCG 654
pITS Bo9-l AGGTCAGGCG 654
pITS_Mx4-3 AGGTCAGGCG 654
Pistacia integerrima voucher P AGGTCAGGCG 654
Pistacia terebinthus_subsp.pal AGGTCAGGCG 654
Pistacia vera AGGTCAGGCG 655
Pistacia weinmaniifolia vouche AGGTCAGGCG 658
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