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ΓΕΝΙΚΗ ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 

 Ένα από τα πιο ενδιαφέροντα χαρακτηριστικά του γονιδιώµατος των 

ευκαρυωτικών οργανισµών είναι η παρουσία επαναληπτικών αλληλουχιών. Μια 

κατηγορία αυτών των αλληλουχιών είναι οι µικροδορυφόροι. Πρόκειται για επαναλήψεις 

δι- τρι- ή τετρανουκλεοτιδίων που βρίσκονται διάσπαρτες στο γονιδίωµα των 

ευκαρυωτικών οργανισµών. Οι αλληλουχίες αυτές αποτελούν σηµαντικούς µοριακούς 

γενετικούς σηµαντές λόγω του αυξηµένου πολυµορφισµού σε σχέση µε αλλους 

γενετικούς σηµαντές όπως τα αλλοένζυµα  ή το µιτοχονδριακό DNA. 

 

 Η σηµαντικότητα αυτών των αλληλουχιών άρχισε να γίνεται ορατή στις αρχές 

της δεκαετίας του 1990 οταν διάφορες µελέτες αποκάλυψαν τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά 

τους (Tautz 1989, Scloeterrer και Tautz 1992). Από τότε οι µικροδορυφόροι εχουν 

χρησιµοποιηθεί για µελέτες πληθυσµιακής δοµής γενικότερα για την µελέτη 

πληθυσµιακών φαινοµένων όπως µετανάστευση, στενωπό κ.α.. Ολες αυτές οι µελέτες 

υποθέτουν οτι αυτές οι αλληλουχίες εχουν συγκεκριµένο τρόπο µεταλλαγής. Είναι πολυ 

σηµαντικό να είναι γνωστός  ο τρόπος µε τον οποίο δηµιουργείται ο πολυµορφισµός, 

προκειµένου να είναι σωστή η ερµηνεία των αποτελεσµάτων που αποκτούνται από τη 

µελετη µοριακών γενετικών δεικτών σε διάφορους πληθυσµούς. 

 

 Οι µικροδορυφόροι έχουν καποια ιδιαιτερα χαρακτηριστικά τα οποία έχουν 

επισηµανθεί από διάφορους ερευνητές και διάφορες µελέτες. Το πιο ξεκάθαρο ήταν ο 

ρυθµός µεταλλαγής. Έχει υπολογιστεί ότι ο ρυθµός µεταλλαγής των µικροδορυφόρων 
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είναι στα επίπεδα του 10 –3 µε 10 –5. Ο ορισµός αυτού του ρυθµού µεταλλαγής είναι η 

αλλαγή του αριθµού των επαναλήψεων σε µια αλληλουχία ανα αντιγραφή. Φυσικά ο 

ρυθµός αυτός δεν µπορεί άµεσα να συγκριθεί µε αυτόν των µοναδικών αλληλουχιών 

αφού η φύση των µεταλλαγών στις µοναδικές αλληλουχίες είναι αρκετά διαφορετική και 

ο µηχανισµός ακόµη περισσότερο. Οι µικροδορυφόροι φαίνεται οτι µεταλλάσσονται µε 

δύο κυρίως µηχανισµούς, το γλίστρηµα κατα την αντιγραφή (replication slippage) και 

τον άνισο επιχιασµό (unequal crossing-over). Το γλίστρηµα κατα την αντιγραφή είναι ο 

πιο συνήθης τρόπος και δηµιουργεί αλληλόµορφα που διαφέρουν κυρίως κατά µία 

επανάληψη, και σπανια κατά περισσότερες. Αυτός είναι και ο κύριος λόγος που οι 

µικροδορυφόροι πιστεύεται οτι ακολουθούν το µοντέλο µεταλλαγής κατα βήµατα 

(stepwise mutation model, Ohta και Kimura 1973) σε αντίθεση µε τις µοναδικές 

νουκλεοτιδικές αλληλουχίες που κυρίως ακολουθούν το µοντέλο µεταλλαγής απείρων 

αλληλοµόρφων (infinite alleles mutation model, Kimura και Crow 1964). 

 

 Τα παραπάνω µοντέλα υποθέτουν ότι η εξέλιξη των µικροδορυφόρων είναι 

ουδέτερη και υπόκειται µόνο στις ιδιότητες του µηχανισµού µεταλλαγής που περιγράφω 

παραπάνω. Παρόλαυτά υπάρχουν αρκετές µελέτες που αναφέρουν µεροληψία στον 

τρόπο µε τον οποίο οι µικροδορυφόροι εξελίσσονται και µεταλλάσσονται. Η µία πλευρα 

αυτής της µεροληψίας έχει να κανεί µε το ότι οι µεταλλαγές που έχουν παρατηρηθεί 

πειραµατικά δείχνουν µία τάση προς αύξηση του αριθµού των επαναλήψεων (Weber και 

Wong 1993, Rubinsztein et al. 1995) και όχι συµµετρικές µεταλλαγές και προς τις δύο 

κατευθύνσεις (αύξηση ή µείωση). 
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 Από την άλλη πλευρά το µέγεθος των επαναλήψεων δεν είναι όσο µεγάλο όσο θα 

περίµενε κανένας από τυχαίες µεταλλαγές προς κάθε κατεύθυνση. Αυτό γίνεται ακόµα 

πιο αξιοσηµείωτο αν το µοντέλο της µεροληπτικής µεταλλαγής προς αύξηση είναι 

αληθινό. Θα περίµεναµε οι µικροδορυφόροι να αποκτούν τεράστια µεγέθη, κάτι που δε  

συµβαίνει (Garza et al. 1995). Η εξήγηση που έχει δοθεί είναι οτί υπάρχουν περιορισµοί 

στο µέγεθος που µπορεί να αποκτήσει ένας µικροδορυφόρος, και αυτοί οι περιορισµοί 

καθορίζονται είτε από κάποιο µηχανισµό φυσικής επιλογής είτε από κατευθυνόµενες 

µεταλλαγές που τείνουν να µειώνουν τον αριθµό των επαναλήψεων. Επίσης έχει 

προταθεί και το µοντελο της γενετικής µετατροπής αλλά µέχρι στιγµής δεν υπάρχουν 

στοιχεία που να το υποστηρίζουν. Ο µηχανισµός αυτός, όποιος και αν είναι, φαίνεται ότι 

ενεργoποιείται όταν ο µικροδορυφόρος έχει αποκτήσει µεγάλο µέγεθος, κάτι που 

θεωρείται δηλητηριώδες για τον οργανισµό που το φερει (Charlesworth et al. 1994).  

 

 Όλα τα παραπάνω µοντέλα δείχνουν ότι η µεταλλαγή και η εξέλιξη των 

µικροδορυφόρων δεν είναι ένας απλός µηχανισµός όπως τον είχαν σκεφτεί οι πρώτοι 

ερευνητές. Πρόκειται, πιθανότατα, για πολύπλοκο µηχανισµό που εξαρτάται από την 

κατάσταση του µικροδορυφόρου (µέγεθος, πλευρικές µοναδικές αλληλουχίες κ.α.). Σε 

αυτή την εργασία θα προσπαθήσω να προσεγγίσω το θέµα της εξέλιξης των 

µικροδορυφόρων από την παρακάτω σκοπιά. Θα συζητήσω για τη µελέτη δύο ιδιαίτερα 

πολυµορφικών µικροδορυφόρων που έχουν πολλή στενή φυσική σύνδεση (75 

νουκλεοτίδια) στην τσιπούρα (Sparus aurata). Θα προσπαθήσω να αποκαλύψω µερικές 

από τις ιδιότητες των συνδεδεµένων µικροδορυφόρων και τι πληροφορίες µας δίνουν για 

τους περιορισµούς στη µεταλλαγή, µελετώντας το πρότυπο ανισορροπίας σύνδεσης των 
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αλληλοµόρφων των δύο συνδεδεµενων µικροδορυφόρων. Θα εφαρµόσω επίσης διάφορα 

µοντέλα προκειµένου να εξηγήσω το πρότυπο πολυµορφισµού που παρατηρούµε 

σήµερα. 
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ΑΡΝΗΤΙΚΗ ΣΥΜΕΤΑΒΛΗΤΟΤΗΤΑ ΜΕΤΑΞΥ ∆ΥΟ ΣΥΝ∆Ε∆ΕΜΕΝΩΝ 

ΜΙΚΡΟ∆ΟΡΥΦΟΡΩΝ: ΜΕΡΟΛΗΨΙΑ ΣΤΗ ΜΕΤΑΛΛΑΓΗ Η ΦΥΣΙΚΗ 

ΕΠΙΛΟΓΗ; 

 

ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

 
 Η χρήση των µικροδορυφορικών επαναλήψεων για την εξαγωγή συµπερασµάτων 

σχετικά µε την ιστορία ενός πληθυσµού απαιτεί την κατανόηση του τρόπου µεταλλαγής 

που δηµιουργεί το µεγάλο πολυµορφισµό και τις σηµαντικές αποκλίσεις µεταξύ 

πληθυσµών. ∆ιάφορα µοντέλα έχουν προταθεί για τη εξέλιξη των µικροδορυφόρων 

(Zhivotovsky and Feldman 1995, Zhivotovsky et al. 1997, Goldstein et al. 1995, 

Pritchard and Feldman 1996), αλλά σχετικά λίγες πειραµατικές µελέτες έχουν 

ποσοτικοποιήσει την εξελικτική δυναµική αυτών των αλληλουχιών (Garza et al. 1995, 

Schug et al. 1997, Schloetterer et al. 1997, Estoup et al. 1995). Τα δύο κύρια µοντέλα 

γέννησης πολυµορφισµού που έχουν προταθεί, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, είναι το 

µοντέλο της µεταλλαγής κατά βήµατα (stepwise mutation model, Ohta and Kimura 1973) 

και το µοντελο των απείρων αλληλοµόρφων (infinite allele model, Kimura and Crow 

1964). Και τα δύο µοντέλα καταφέρνουν να εξηγήσουν κάποιες από τις ιδιότητες αυτών 

των αλληλουχιών, αλλά το πιο πιθανό µοντέλο είναι αυτό που υποθέτει κυρίως 

µεταλλαγές µίας επανάληψης, µε περιστασιακές µεταλλάγες περισσοτέρων 

επαναλήψεων (Valdes et al. 1993, Di Rienzo et al. 1994). Επιπρόσθετα, διάφορες 

µελέτες έχουν προτείνει µεροληψία στον τρόπο που µεταλλάσσονται οι µικροδορυφόροι 

µε τάση να αυξάνονται σε µέγεθος παρά να µειώνονται (Weber and Wong 1993, 
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Rubinsztein et al. 1995, Amos et al. 1996), όµως αυτή η ιδιότητα είναι ακόµη υπό 

αµφισβήτηση. 

 

 Ο Garza και οι συνεργάτες του (1995) µελέτησαν τη µεταλλαγή και εξέλιξη 

µικροδορυφόρων συγκρίνοντας το εύρος και την ποικιλοµορφία των ίδιων τόπων σε 

ανθρώπους και χιµπατζήδες. Τα συµπεράσµατα τους είναι οτι πρέπει να υπάρχουν 

κάποιοι περιορισµοί σε αυτές τις αλληλουχίες, βασιζόµενοι στο γεγονός ότι οι διαφορές 

στο µέσο µέγεθος µεταξύ των δύο ειδών ήταν πολύ µικρές για την εξελικτική τους 

απόσταση, µε δεδοµένο το υψηλό ρυθµό µεταλλαγής. Η υπόθεση που προτείνουν είναι 

ότι η πιθανή εξήγηση για τα αποτελέσµατα τους είναι µεροληπτικές µεταλλαγές, 

γενετική µετατροπή ή φυσική επιλογή. Ο Slatkin (1995) και ο Goldstein και συνεργάτες 

(1995) προτείναν µεθόδους για τη µέτρηση γενετικών αποστάσεων µεταξύ πληθυσµών, 

αλλα οι Takezaki και Nei (1996) και ο Feldman και συνεργατες (1997) έδειξαν ότι αυτές 

οι µέθοδοι είναι πληροφοριακές µόνο για πολύ συγγενικούς πληθυσµούς. Οι περιορισµοί 

στο µέγεθος του αριθµού των επαναλήψεων προσεγγίζει ένα πλατώ για σηµαντικά 

µακρινούς πληθυσµούς. Παρόλο που είναι πιθανό να εκτιµήσουµε αποστάσεις παρουσία 

τέτοιων περιορισµών, οι ειδοειδικές και τοπο-ειδικές ιδιότητες των περιορισµών κάνει 

ιδιαίτερα περίπλοκο τον υπολογισµό τέτοιων αποστάσεων. 

 

 Kατα τη διάρκεια της µελέτης πληθυσµιακής δοµής της τσιπούρας (Sparus 

aurata) της Μεσογείου, αποµονώσαµε δύο µικροδορυφορικούς τόπους (επαναλήψεις 

GT) που διαχωρίζονται από 75 νουκλεοτίδια µοναδικής αλληλουχίας, κάθε ένα από τα 

οποία παρουσιάζει ιδιαίτερα µεγάλο πολυµορφισµό. Είχαµε τη δυνατότητα να 
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πολλαπλασιάσουµε µε αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (PCR) καθένα από τους δύο 

τόπους καθώς και τους δύο µαζί, και εποµένως µπορέσαµε να ταυτοποιήσουµε 

απλότυπους για κάθε χρωµόσωµα κάθε ψαριού ξεχωριστά. Αυτό µας επέτρεψε να 

ποσοτικοιποιήσουµε τη συσχέτιση των αλληλοµόρφων σε καθε τόπο και στους δύο µαζί 

στο επίπεδο του ζυγώτη καθώς και στο γαµετικό (απλοειδές) επίπεδο. Το πρότυπο 

ανισορροπίας σύνδεσης µεταξυ των αλληλοµόρφων των δύο τόπων µας τροφοδοτεί µε 

σηµαντικές πληροφορίες για το τρόπο µε τον οποίο περιορίζονται οι µικροδορυφόροι σε 

µια χρωµοσωµική περιοχή.  

 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ. 

 

∆ειγµατοληψία 

 
Συλλέξαµε δείγµατα τσιπούρας από πέντε γεωγραφικά διαφορετικές περιοχές στη 

Μεσόγειο και τον Ατλαντικό ωκεανό: α) IMBC-1: άγρια άτοµα συλέχτηκαν το 1993 από 

διάφορες περιοχές των Ελληνικών θαλασσών (n = 32). Αυτά τα άτοµα διατηρήθηκαν 

στις εγκαταστάσεις του Ινστιτούτου Θαλάσσιας Βιολογίας Κρήτης (IMBC) για 

πειραµατικούς σκοπούς. β) G2: δείγµα που συλλέχτηκε το 1996 από τη λιµνοθάλασσα 

του Μεσολογγίου ( n = 40). γ) Ι2: δείγµα που συλλέχτηκε το 1996 από τη Βόρεια 

Αδριατική στην Ιταλία (n = 40). δ) S4: δείγµα που συλλέχτηκε το 1996 από το Alicante 

στη Μεσογειακή ακτή της Ισπανίας (n = 51). ε) S3: δείγµα που συλλέχτηκε το 1996 από 

το Cadiz στην Ατλαντική πλευρά του Γιβλαρτάρ (n= 48). Τα δείγµατα καταψύχθηκαν το 

συντοµότερο δυνατό µετά από τη συλλογή και µεταφέρθηκαν στο εργαστήριο για 

εξαγωγή ιστού. Η εξαγωγή DNA έγινε από καταψυγµένο συκώτι ή από τους µύες που 
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είχαν διατηρηθεί σε 70% αιθανόλη. Και στις δύο περιπτώσεις ακολουθήθηκε το 

πρωτόκολο εξαγωγής των Pogson και Zouros (1994). 

 

Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης 

 
O Batargias και συνεργάτες (1998) ανέπτυξαν µια οµάδα µικροδορυφορικών 

σηµαντών για την τσιπούρα. Οι δύο µικροδορυφόροι που χρησιµοποιήθηκαν στην 

παρούσα µελέτη ήταν επαναλήψεις (GT)n που διαχωρίζονταν από 75 νουκελοτίδια 

µοναδικής αλληλουχίας. Ονοµάστηκαν SA41a και  SA41b και ολόκληρος ο τόπος 

ονοµάστηκε SA41. Τέσσερις (4) εκκινητές σχεδιάστηκαν για την αλυσιδωτή αντίδραση 

πολύµεράσης που πολλαπλασιάζουν τον κάθε τόπο ξεχωριστά και τους δύο µαζί 

(ΕΙΚΟΝΑ 1). Για τον πολλάπλασιασµό του SA41a οι εκκινητές που χρησιµοποιήθηκαν 

είναι οι pSA41Fa  και pSA41Ra, για τον τόπο SA41b οι εκκινητές pSA41Fb και 

pSΑ41Rb και για τον SA41 (οι δύο µικροδορυφόροι µαζί) οι εκκινητές pSA41Rb και 

pSA41Fa. Για την οπτικοποίηση των προιόντων της αντίδρασης ένας από τους δύο 

εκκινητές είχε σηµανθεί στο 5’ άκρο µε γ-32ATP. Οι εκκινητές pSA41Ra και pSA41Rb 

σηµάνθηκαν για τους τόπους SA41a και SA41b αντίστοιχα, ενώ ο εκκινητής pSA41Fa  

σηµάνθηκε για το προίον και των δύο τόπων µαζί (SA41). 

 

 Όλες οι αντιδράσεις έγιναν σε σωλήνες αντίδρασης των 0.2ml µε 10µl όγκο 

αντίδρασης που περιείχε 1x PCR buffer (Gibco BRL), 0.6µM από κάθε νουκλεοτίδιο 

(dNTPs), 1mM συγκεντρωση σε MgCl2, 0.04 µΜ από τον σηµασµένο εκκινητή και 0.25 

µοναδες (units) απο τον ένζυµο Taq polymerase και περίπου 10 ng ολικού γενωµικού 

DNA. Οι συνθήκες ανίδρασης για τον πολλαπλασιασµό ήταν: 95οC για 2 λεπτά (hot 
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 start) για ένα κύκλο, και µετά 95οC για 45 δευτερόλεπτα, 52οC για 30 δευτερόλεπτα, 

72οC για 30 δευτερόλεπτα για 35 κύκλους, και 72οC για 10 λεπτά στο τέλος. 

 

Ηλεκτροφόρηση και ταυτοποίηση µεγέθους 

 
Τα προιόντα του πολλάπλασιασµού PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε αποδιατακτικό 

gel πολυακρυλαµίδης 6%. Η αλληλουχία του φαγικού πλασµιδίου Μ-13 

χρησιµοποιήθηκε ως δείκτης µεγέθους για τη ταυτοποίηση των γονοτύπων 

συγκεκριµένων ατόµων που στη συνέχεια χρησιµοποιήθηκαν ως δείκτες µεγέθους. Για 

να εξασφαλιστεί η ακρίβεια στην ταυτοποίηση του µεγέθους οι δείκτες-γονότυποι 

κάλυπταν το πλήρες εύρος των προιόντων της PCR. 

 

 Η ταυτοποιήση του µεγέθους από τις αυτοραδιογραφίες έγινε τουλάχιστον τρεις 

φορές για καθε περίπτωση και πολλά από τα άτοµα γονοτυπήθηκαν παραπάνω από µία 

φορα σε διαφορετικά gels. Η πληροφορία που αποκτήθηκε αποτελούνταν από τριακόσια 

είκοσι επτά (327) ζεύγη συνδεδεµένων αλληλοµόρφων των δύο τόπων, τα περισσότερα 

από τα οποία εξήχθυσαν από την κατευθείαν παρουσία του σύνθετου προϊόντος στο gel 

(SA41). Σε µερικές περιπτώσεις (περίπου 10% των χρωµοσωµάτων που αναλύθηκαν) ο 

ένας από τους δύο απλότυπους ταυτοποιήθηκε µε αφαιρετική µέθοδο, όταν µόνο ένα από 

τα δύο προιόντα ήταν εµφανές (υπέθεσα ότι το άλλο ζέυγος αλληλοµόρφων ήταν 

συνδεδεµένο, παρόλο που δεν µπορούσαµε να δούµε το σύνθετο προϊόν). Αυτή η 

µέθοδος χρησιµοποιήθηκε µόνο στις περιπτώσεις που η γονοτύπηση των δύο τόπων 

ξεχωριστά ήταν αναµφισβήτητη. Αποκτήσαµε εκατόν πενήντα επτά γονοτύπους (που 
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αντιστοιχούν σε 314 απλοτύπους) λόγω του ότι µόνο για ένα χρωµόσωµα από τα δύο 

ταυτοποιήθηκε ο απλότυπος για 13 άτοµα. 

 

 Είχαµε τη δυνατότητα να επιβεβαιώσουµε την σύνδεση όλων των αλληλοµόρφων 

για τον πληθυσµό IMBC-1 (60 απλότυποι: 18.3% του ολικού αριθµού των απλοτύπων 

που αναλύθηκαν), ταυτοποιώντας το γονότυπο των απογόνων πειραµατικών 

διασταυρώσεων µεταξύ αυτών των ατόµων (Κώστας Μπαταργιάς, προσωπική 

επικοινωνία) και παρατηρώντας την συγκληρονόµηση των αλληλοµόρφων των δύο 

τόπων στην επόµενη γενιά. Σε όλες τις 60 περιπτώσεις το συνδεδεµένο ζεύγος που 

παρατηρήθηκε στην επόµενη γενιά συνέπιπτε µε αυτό που αποκτήσαµε µε τη µέθοδο που 

περιγράψαµε παραπανω (PCR). 

 

Τεστ αναδιάταξης (permutation test) 

 

∆ιάφορες δοκιµές εφαρµόστηκαν µε σκοπό να εκτιµήσουµε την στατιστική 

σηµαντικότητα των ιδιοτήτων της της ποικιλοµορφίας των υπο µελέτη µικροδορυφορων. 

Αρχικές παρατηρήσεις των πληροφοριών υποδείκνυαν ότι η µεταβλητότητα στο µήκος 

του σύνθετου προϊόντος ήταν µικρότερη από την αναµενόµενη από τυχαίο συνδυασµό 

των αλληλοµόρφων των δύο τόπων. Το γεγονός αυτό ενθαρύνει ενα τεστ για τη 

σύγκριση της παρατηρούµενης µεταβλητότητας στο αριθµό των επαναλήψεων µε τιµές 

που αποκτούµε από τυχάια αναδιάταξη των αλληλοµόρφων και δηµιουργία τυχαίων 

ζευγών από τα παρατηρούµενα. Ειδικότερα, δηµιουργήσαµε χίλια (1000) δείγµατα απο 

327 ζεύγη αλληλοµόρφων, αναδιατάσσοντας τα αλληλόµορφα του ενός τόπου απέναντι 
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στον άλλο. Επισης, εφαρµόσαµε το ίδιο τεστ για να συγκρίνουµε την παρατηρούµενη 

συµεταβλητότητα του αριθµού των δινουκλεοτιδικών επαναλήψεων µε αυτή που 

αναµένουµε από τύχη, όπως προτάθηκε από τους Pritchard  και Feldman (1996). 

 

 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

 
 Συχνότητες αλληλοµόρφων και γονοτύπων: Οι Μεσογειακοί πληθυσµοί της 

τσιπούρας δε δείχνουν σηµαντική γενετική ετερογένεια ως αναφορά τα αλλοένζυµα και 

το µιτοχονδριακό DNA (Μαγουλάς, προσωπική επικοινωνία, Magoulas et al. 1995, 

αντίστοιχα). Η µηδενική υπόθεση αλληλικής οµοιογένειας για τα πέντε δείγµατα 

(χρησιµοποιώντας το πρόγραµµα GENEPOP από τους Raymond και Rousset 1995) δεν 

απορρίπτεται για τον τόπο SA41b (Ρ = 0.248) αλλά απορρίπτεται για το τόπο SA41a (P = 

0.0065). Ο µεγάλος αριθµός των αλληλοµόρφων (n = 43) και τα σχετικά µικρά δείγµατα 

από τους διάφορους πληθυσµούς παίζουν πιθανότατα σηµαντικό ρόλο σε αυτή την 

ετερογένεια. Η ετερογένεια αυτή δεν επηρεάζει την ανάλυση µας για σύνδεση 

αλληλοµόρφων των δύο τόπων, αφού τυχαία ανισόρροπία σύνδεσης από την ένωση 

δειγµάτων µπορεί να προκύψει µόνο αν τα δείγµατα είναι ετερογενή και για τους δύο 

τόπους (παράρτηµα από Prout στο Mitton  και Koehn 1973). Εποµένως οµαδοποιήσαµε 

τα δείγµατα σε ένα. Οι συχνότητες των αλληλοµόρφων φαίνονται στην ΕΙΚΟΝΑ 2. Στο 

οµαδοποιηµένο δείγµα οι συχνότητες δεν αποκλίνουν από ισορροπία Hardy-Weinberg σε 

καθένα από τους τόπους (P = 0.232 και P = 0.0564 για  SA41a και SA41b αντίστοιχα 

όπως ελέγχθηκαν από το ακριβές τεστ του Fisher χρησιµοπιώντας το πρόγραµµα των 

Raymond και Rousset 1995). 
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Ανισορροπία σύνδεσης 

 
Παρόλο που δεν υπάρχει κατευθείαν εκτίµηση του ρυθµού ανσυνδυασµού µεταξύ 

των δύο των δύο τόπων, η απόσταση των 75 νουκλεοτιδίων σηµαίνει ότι ο 

ανασυνδυασµός πρέπει να είναι σπάνιος. Μία ένδειξη του χαµηλού ρυθµού 

ανασυνδυασµού είναι το γεγονός ότι δεν υπάρχει ούτε µία περίπτωση στην οποία ένας 

απλότυπος να αποτελείται από τα δύο πιο συχνά αλληλόµορφα  (SA41a99  και  SA41b152). 

Με δεδοµένη αυτή τη στενή σύνδεση. Η ανισορροπία σύνδεσης µεταξύ των 

αλληλοµόρφων στους δύο τόπους πρέπει να διαταράσσεται από µεταλλαγές, που 

µπορούν να δηµιουργήσουν πολλαπλούς συνδυασµούς του ίδιου µήκους σε καθένα από 

τους δύο τόπους, όµως αυτοί οι συνδυασµοί δεν θα είναι όµοιοι λόγω καταγωγής. 

 

Συνολικά η ανισορροπία σύνδεσης µεταξύ αλληλοµόρφων βρέθηκε πολύ 

σηµαντική από το τεστ Χ2 (Raymond και Rousset 1995). Το ίδιο αποτέλεσµα είχαµε και 

όταν εφαρµόσαµε το τεστ Χ2 που προτάθηκε από τον Weir (1979, χρησιµοποιώντας το 

πρόγραµµα POPGENE από τον Yeh et al. 1997). Με την παραπάνω µέθοδο (Weir 1979) 

είχαµε τη δυνατότητα να ταυτοποιήσουµε απλότυπους στον σύνθετο τόπο που είναι σε 

περίσσεια ή έλλειψη. Με δεδοµένη τη στενή σύνδεση, η παρατήρηση της υψηλής 

ανισορρόπίας σύνδεσης ήταν αναµενόµενη. Παρόλαυτα, παρατηρήσαµε ότι υπήρχε 

δυνατή συσχετιση µεταξύ του σύνθετου µήκους των αλληλοµόρφων στους δύο τόπους 

και της πιθανότητας ότι αυτός ο συνδυασµός θα ήταν σε περίσσεια ή έλλειψη. Οι 

υψηλότερες τιµές ανισορροπίας σύνδεσης (όπως ορίζεται από τον τύπο  
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D = Pij – PiPj  

 

όπου Pi είναι η συχνότητα του αλληλοµόρφου i στο τόπο SA41a, Pj η συχνότητα 

του αλληλοµόρφου j στον τόπο SA41b και Pij  η συχνότητα του απλοτύπου µε 

αλληλόµορφα i του τόπου SA41a και j του τόπου SA41b),  βρέθηκε να οµαδοποιείται σε 

δύο κυρίως περιοχές του πεδιόυ που ορίζεται από τα αλληλικά µεγέθη των δύο τόπων. 

Επίσης, ήταν σηµαντικό ότι οι δύο οµάδες είχαν περίπου το ίδιο συνολικό µήκος 

(ΕΙΚΟΝΑ 3). Οι συνδυασµοί σε υψηλότερη περίσσεια ήταν SA41a99-SA41b182 (σύνθετο 

µήκος 236 νουκλεοτίδια) και  SA41a133-SA41b152 (σύνθετο µήκος 240 νουκλεοτίδια). 

Συνολικά υπήρχε ισχυρή αρνητική συσχέτιση µεταξύ των µεγεθών των αλληλοµόρφων 

των δύο τόπων (r = -0.229, P = 0.001). 

 

Τεστ αναδιάταξης για τυχαία σύνδεση αλληλοµόρφων των τόπων SA41a και Sa41b 

 

Η αρνητική συσχέτιση του µήκους των αλληλοµόρφων των δύο τόπων ενθαρύνει 

ένα τεστ που θα συνέκρινε την µεταβλητότητα και συµεταβλητότητα των 

παρατηρούµενων στοιχείων µε αυτά που µπορούµε να αποκτήσουµε από 1000 

επαναλήψεις αναδιάταξης των αλληλοµόρφων του ενός τόπου απέναντι στον άλλο, όπως 

περιγράφεται στις µεθόδους. Η κατανοµή της µεταβλητότητας του µεγέθους (ΕΙΚΟΝΑ 

5) και της συµεταβλητότητας µεταξύ των αλληλοµόρφων των δύο τόπων (ΕΙΚΟΝΑ 6) 

από τις 1000 επαναλήψεις δεν έχει καθόλου συγκάλυψη µε τις παρατηρούµενες τιµές, 

κάτι που δείχνει ότι η πιθανότητα να αποκτηθεί τέτοια τιµή κατά τύχη είναι µικρότερη 

από 0.001. Η σηµαντική αρνητική συµεταβλητότητα µπορεί να δηµιουργηθεί από  
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διάφορους µηχανισµούς, κάποιοι από τους οποίους ερευνώνται µε τις 

προσοµοιώσεις που περιγράφονται παρακάτω. 

 

Προσοµοιώσεις γενεαλογικής σύγκλισης (Coalescent simulations) 

 

Προκειµένου να εκτιµήσουµε τη σηµαντικότητα κάποιων παρατηρήσεων σε 

πληθυσµιακό επίπεδο, είναι απαραίτητο να γνωρίζουµε πόσο πιθανό είναι να 

παρατηρήσουµε ένα τέτοιο φαινόµενο. Ένα δείγµα από ένα πληθυσµό αποτελεί κάτι 

παραπάνω από µία στιγµή στο χρόνο. Κάθε γονίδιο που διαλέγουµε από τον πληθυσµό 

έχει τη δική του ιστορία και προέρχεται από κάποιο προγονικό µερικές εκατοντάδες ή 

χιλιάδες γενιές πριν. Κάποια από τα γονίδια που έχουµε σε κάποιο δείγµα έχουν σε 

κάποιο σηµείο της γενεαλογίας τους κοινό πρόγονο. Εποµένως µπορούµε να 

αναπαράξουµε την ιστορία κάποιου αριθµού γονιδίων, πηγαίνοντας πίσω στο χρόνο εως 

ότου φτάσουµε στο σηµείο που όλα τα γονίδια µας έχουν ένα κοινό πρόγονο (ΕΙΚΟΝΑ 

7).  

 

Αυτή η διαδικασία της αναπαραγωγής της γενεαλογίας των γονιδίων ονοµάζεται 

γενεαλογική σύγκλιση (coalescence) και περιγραφηκε για πρώτη φορα σαν ιδέα από τον 

Kingman (1980). Φυσικά για να µπορέσουµε να αναπαράξουµε αυτή την ιστορία είναι 

σηµαντικό να ξέρουµε αρκετά στοιχεία για τις συνθήκες που επικρατούσαν την περίοδο 

της διαδικασίας στον πληθυσµό. Από την άλλη πλευρά µπορούµε δοκιµάζοντας διάφορα 

σενάρια, και µελετώντας τα αποτελέσµατα του καθενός και συγκρίνοντας τα µε τα 

παρατηρούµενα, να υποθέσουµε κάτω από ποιές συνθήκες δηµιουργήθηκε το 
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 παρατηρούµενο πρότυπο της πληροφορίας που αποκτήσαµε από τη 

δειγµατοληψία στην παρούσα χρονική στιγµή. Αυτό ακριβώς επιχειρώ παρακάτω, µε τις 

προσοµοιώσεις που περιγράφονται, προκειµένου να εξηγήσω την αρνητική συσχέτιση 

µεταξύ των µεγεθών των αλληλοµόρφων των δύο τόπων. 

 

Προσοµοιώσεις µοντέλων εξέλιξης µικροδορυφόρων 

 
Θεωρούµε τρία κυρίως µοντελα που κατ’ αρχήν θα περιµέναµε να 

δηµιουργήσουν αρνητική συσχέτιση: πέρασµα του πληθυσµού από στενωπό, µεροληψία 

κατα τη µεταλλαγή, και φυσική επιλογή. ∆εν εξετάζουµε την υπόθεση γενετικής 

µετατροπής, που προτάθηκε από τους Garza  και συνεργάτες (1995), αφού το ίδιο 

µέγεθος του σύνθετου αλληλοµόρφου δηµιουργείται από διαφορετικούς συνδυασµούς 

αλληλοµόρφων των δύο τόπων, και εποµένως έχουν διαφορετικές αλληλουχίες. 

Προσοµοιώσαµε και τα τρία µοντέλα όπως περιγράφεται παρακάτω και τα συγκρίναµε 

µε τα µηδενικά µοντέλα που υποθέτουν ότι κανένας από τους µηχανισµούς που 

περιγράφηκαν παραπάνω δεν ισχύει. 

 

 Οι προσοµοιώσεις των µοντελων κάνουν χρήση της συγκλίνουσας διαδικασίας 

(coalescent process) για τη δηµιουργία των γενεολογιών των γονιδίων χωρίς 

ανασυνδυασµό (Hudson 1990, Valdes et al. 1993). Σε αυτές τις ουδέτερες γενεολογίες 

γονιδίων οι µεταλλαγές τοποθετούνται ακολουθώντας κατανοµή Poisson µε µέση τιµή 

µεταλλάγών µt για κάθε κλαδί µήκους t. Αν το µοντέλο υποθέτει αυστηρά µεταλλάγες 

κατά βήµα (stepwise) για κάθε τόπο, και δεν υπάρχουν περιορισµοί στο µήκος, οι 

προσοµοιώσεις παράγουν αναµενόµενη µηδενική συσχέτιση (όπως δέιχνεται από το 
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άκρως αριστερό σηµείο στην ΕΙΚΟΝΑ 9 και το ακρως δεξιο στην ΕΙΚΟΝΑ 8Α). Και τα 

τρία µοντέλα υιοθετούν το παρατηρούµενο µέγεθος δείγµατος των 327 ζευγών 

αλληλοµόρφων και όλα χρησιµοποιούν την παράµετρο θ = 4Nµ = 30 και για τους δύο 

τόπους. Αυτή η τιµή επιλέχτηκε γιατί παράγει κατανοµή της µεταβλητότητας µε µέση 

τιµή ίση µε την παρατηρούµενη µε τη χρήση του µηδενικού µοντελου (χωρίς στενωπό, 

µεροληψία στη µεταλλαγή ή επιλογή). Αν ο ρυθµός µεταλλαγής είναι 10-4, τότε το θ =  

4Νµ = 30 αντιστοιχεί σε µέγεθος πληθυσµού 75.000, που είναι πιθανό. 

 

 Το πρώτο µοντέλο υποθέτει πληθυσµιακή στενωπό νωρίς στο δένδρο που µειώνει 

το πληθυσµιακό µέγεθος σε ποσοστό Β («παράγοντας στενωπού») του προηγούµενου 

µεγέθους για την περίοδο από τον κόµβο 40 µέχρι τον κόµβο 320 (όπου ο νωρίτερος 

κόµβος ορίζεται σαν 1). Μετά τη στενωπό ο πληθυσµός αφήνεται να επανέλθει στο 

αρχικό µέγεθος. Αυτές οι αλλαγές στο πληθυσµιακό µέγεθος µοντελοποιούνται ως 

αλλαγές στην ένταση της σύγκλισης (coalescence), κάτι που επηρεάζει το µήκος των 

κλαδιών του δένδρου. Στην ΕΙΚΟΝΑ 8Α παρουσιάζεται η συσχέτιση µεταξύ των δύο 

επαναλήψεων για διαφορετικής έντασης στενωπούς. Η σηµαντική παρατήρηση είναι ότι 

δεν υπάρχει συσχέτιση στο µήκος των αλληλοµόρφων ακόµη και όταν ο πληθυσµός 

µειώνεται σε ποσοστό 1% του τρέχοντος µεγέθους. Αν ο πληθυσµός µειωθεί σε σηµείο 

ώστε µόνο δύο γενεολογίες επιβιώνουν, τότε από τύχη αυτές µπορούν να δωσουν την 

αρνητική συµεταβλητότητα, αλλα τέτοιος βαθµός στενωπού είναι απίθανος για την 

τσιπούρα µε βάση την διαθέσιµή πληροφορία από µιτοχονδριακό DNA κια αλλοένζυµα 

(Magoulas et al. 1995, Μαγουλάς προσωπική επικοινωνία). Η κατανοµή της 

συµεταβλητότητας των αλληλοµόρφων για τον αριθµό των 1000 επαναλήψεων των  
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προσοµοιώσεων είναι σηµαντικά όµοια ανεξάρτητα αν ο πληθυσµός υπόκειται σε 

στενωπό ή όχι (ΕΙΚΟΝΑ 8Β). Συνολικά, η πληθυσµική στενωπός αποτυγχάνει να 

εξηγήσει το παρατηρούµενο φαινόµενο. 

 

 Στο δεύτερο µοντέλο, υποθέτουµε ότι υπάρχει µεροληψία στο τρόπο που γίνονται 

οι µεταλλάγές (κατά τη διάρκεια της αντιγραφής), έτσι ώστε οι µεταλλάγές αυξάνουν το 

µήκος της επανάληψης µε πιθανότητα µ[1/2 – α (L-T)], όπου µ είναι ο ρυθµός 

µεταλλάγής, α ο βαθµός της µεροληψίας, L το άθροισµα των επαναλήψεων των 

αλληλοµόρφων των δύο τόπων και T το όριο για το µήκος L (ΕΙΚΟΝΑ 9Α). Με βάση 

αυτό το µοντέλο, όταν το σύνθετο µήκος των αλληλοµόρφων είνια µικρότερο από Τ, 

τότε οι δύο επαναλήψεις τείνουν να µεταλλάσονται σε µικρότερο µέγεθος, ενώ όταν το 

σύνθετο µήκος είναι µεγαλύτερο από Τ τότε τείνουν να µεταλλάσσονται προς µικρότερο 

µέγεθος. Μια άλλη µορφή µεροληψίας κατα τη µεταλλαγή µπορεί να συµβεί µετά από 

την αντιγραφή DNA. Αυτό το µοντέλο υποθέτει ένα µηχανισµό ανίχνευσης µετά από την 

αντιγραφή, ο οποίος αφαιρεί µία ή περισσότερες επαναλήψεις από τον ένα ή τον άλλο 

τόπο όταν το µήκος γίνεται µεγάλο (ΕΙΚΟΝΑ 9Β). Αν το σύνθετο µήκος των δύο 

επαναλήψεων είναι µεγαλύτερο από από το όριο Τ, τότε µε πιθανότητα s (η 

«αυστηρότητα» του µηχανισµού αφαίρεσης), ένας από τους δύο µικροδορυφόρους 

µικραίνει σε µέγεθος κατά µία επανάληψη. 

 

 Το τρίτο µοντέλο υποθέτει ότι η φυσική επιλογή δρα στο σύνθετο µήκος των δύο 

επαναλήψεων (µε τις µεγαλες επαναλήψεις να έχουν µικρότερη αρµοστικότητα), µαζί µε 

ένα µηχανισµό µεροληψίας στη µεταλλαγή που ευνοεί την αύξηση της επανάληψης  
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(ΕΙΚΟΝΑ 9C). Σε όλες τις προσοµοιώσεις αυτού του µοντέλου, προστέθηκε µεροληψία 

στη µεταλλαγή της τάξεως του 2%, έτσι ώστε 52% των µεταλλαγών αυξάνουν το µήκος 

των επαναλήψεων και 48% το µειώνουν. Η αρµοστικότητα που συνδέεται µε κάθε 

αλληλόµορφο ήταν w = 1- (L – Opt)s όπου L είναι το σύνθετο µήκος των δύο 

αλληλοµόρφων στους δύο τόπους, Opt είναι το ιδανικό µήκος και s είναι ο συντελεστής 

αρµοστικότητας. Η επιλογή µοντελοπιήθηκε ως απλοειδής διαδικασία, που είναι όµοια 

µε φαινόµενο προσθετικής αρµοστικότητας σε διπλοειδές µοντέλο. Έγινε µια προσέγγιση 

απλοειδούς επιλογής έχοντας κάθε κόµβο στο δένδρο να δηµιουργεί ένα αριθµό από 

απογόνους, καθένας των οποίων είχε αρµοστικότητα w. Οι απόγονοι επιλέχθηκαν µε 

πιθανότητα ίση µε την αρµοστικότητα τους. Και µε αυτό το µοντελο µπορούµε να 

παράξουµε αρνητική συσχέτιση µεταξύ των αλληλοµόρφων. 

 

 Συνολικά, η ΕΙΚΟΝΑ 9 δείχνει ότι τα πιθανά µοντέλα µε µεροληψία στη 

µεταλλαγή (πριν ή µετά την αντιγραφή) ή µε φυσική επιλογή µπορούν να παράξουν 

αρνητική συσχέτιση παρόµοια µε την παρατηρούµενη. Περισσότερη πειραµατική 

δουλειά χρειάζεται, όπως απ’ευθείας ταυτοποίηση µεταλλαγών, για να διαχωρίσουµε 

ποιοί είναι οι πραγµατικοί µηχανισµοί που δρουν, αλλά ο κοινός χαρακτήρας των 

µοντέλων που παρουσιάζονται είναι η αλληλεξάρτηση των αλλαγών στους δύο 

συνδεδεµένους µικροδορυφόρους. 

 

Τεστ αναδιάταξης για ισορροπία Hardy Weinberg 

 

Ένα τεστ που θα µπορούσε να αναγνωρίσει ποικιλοµορφία στην αρµοστικότητα 
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διαφορετικών γονοτύπων του SA41 είναι η εξέταση του κατά πόσο οι συχνότητες των 

γονοτύπων αντιστοιχούν σε αυτές που περιµένει κανείς από τυχαία ενοποίηση των 

γαµετών. Ειδικότερα, θέλουµε να δούµε αν τα αλληλόµορφα που συνθέτουν τους 

διπλοειδείς γονοτύπους επιλέγονται στην τύχη. Επιχειρήσαµε να απαντήσουµε αυτή την 

ερώτηση µε δύο διαφορετικά τεστ. 

 

 Η αρνητική συσχέτιση που είδαµε µεταξύ αλληλοµόρφων σε ένα χρωµόσωµα 

µπορεί να επεκτείνεται σε µη τυχαία ενοποίηση των απλοτύπων σε γονότυπους. Τέτοια 

µη τυχαία συσχέτιση µπορεί να προκύψει αν η γονοτυπική αρµοστικότητα επηρεάζεται 

µε κάποιο τρόπο. Χρησιµοποιήσαµε ένα τεστ αναδιάταξης (permutation test) για την 

ταυτοποίηση αποκλίσεων τέτοιου τύπου. Υπολογίσαµε την µεταβλητότητα του 

αθροίσµατος των δύο απλοτύπων (το άθροισµα των σύνθετων µηκών του SA41 στα δύο 

χρωµοσώµατα) και τη µεταβλητότητα της διαφοράς τους για όλους τους 157 γονοτύπους 

των οποίων η αλληλική σύνθεση ήταν αδιαµφισβήτητη (βλέπε µεθόδους). Έπειτα 

δηµιουργήσαµε τυχαία ζεύγη απλοτύπων, µε το να ανακατέψουµε τους 

παρατηρούµενους απλοτύπους, συνθέτοντας 1000 οµάδες 157 γονοτύπων και 

υπολογίσαµε τη µεταβλητότητα του αθροίσµατος και της διαφοράς για κάθε οµάδα. Στη 

συνέχεια αποκτήσαµε την κατανοµή της µεταβλητότητας για τις δύο περιπτώσεις και τη 

συγκρίναµε µε την παρατηρούµενη. Και στις δύο περιπτώσεις, οι παρατηρούµενες τιµές 

βρίσκονταν στον πυρήνα των κατανοµών (Ρ > 0.3, ΕΙΚΟΝΑ 10), κάτι που δείχνει ότι η 

σχέση των απλοτύπων σε διπλοειδείς γονοτύπους ήταν τυχαία. 

 

 Επίσης δοκιµάσαµε το τυπικό τεστ για ισορροπία Hardy-Weinberg (Raymond και  
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Rousset 1995) συσχέτισης των σύνθετων αλληλοµόρφων και η µηδενική υπόθεση για 

ισορροπία δεν απορίφθηκε (Ρ > 0.05), κάτι που επίσης υποστηρίζει την τυχαία συσχέτιση 

απλοτύπων. 

 

ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

Αυτή η µελέτη δείχνει ότι δύο στενά συνδεδεµένοι µικροδορυφόροι, των οποίων 

ο αριθµός των επαναλήψεων αναµένεται να εξελίσσεται ανεξάρτητα, µπορούν στην 

πραγµατικότητα να παρουσιάσουν αλληλεξάρτηση τέτοια ώστε να υπάρχει ένα 

«προτιµόυµενο» µέγεθος του σύνθετου µήκους. Τα τεστ αναδιάταξης έδειξαν πρώτα ότι 

υπάρχει σηµαντική αρνητική συµεταβλητότητα µεταξύ των επαναλήψεων των τόπων 

SA41a και SA41b. Θεωρούµε τρία µοντέλα που θα µπορούσαν να εξηγήσουν αυτό το 

πρότυπο µεταβλητότητας τα οποία είναι η πληθυσµιακή ιστορία (στενωπός), µεροληψία 

κατά τη µεταλλαγή και φυσική επιλογή. 

 

Στο πρώτο µοντέλο (πληθυσµιακή ιστορία) υποθέτουµε ότι τα δύο πιο κοινά 

ζεύγη αλληλοµόρφων (SA41a99-Sa41b182 και SA41a133-SA41b152) αντιπροσωπεύουν 

προγονικούς απλοτύπους στον τόπο SA41 των οποίων η πληθώρα σήµερα στον 

πληθυσµό της τσιπούρας υπάρχει είτε γιατί αυτοί οι απλότυποι ήταν οι αρχικοί στον 

πληθυσµό που εξελίχθηκε στο είδος της τσιπούρας ή γιατί σε κάποια άλλη στιγµή το 

είδος, συνολικά, πέρασε από σοβαρή στενωπό µέσα από την οποία αυτοί ήταν που 

επιβίωσαν. Μία δυσκολία µε αυτή την εξήγηση είναι ότι η αρχική πληθώρα των δύο 

εναλλακτικών απλοτύπων υποτίθεται ότι προέκυψε κατά τύχη. Παρόλο που αυτό είναι 
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τυπικά δυνατό, οι προσοµοιώσεις δείχνουν ότι αυτό είναι σχετικά απίθανο εκτός αν η 

στενωπός ήταν πολύ σοβαρή κάτι που δεν φαίνεται να ισχύει από άλλες πληροφορίες 

(Magoulas et al. 1995, Μαγουλάς προσωπική επικοινωνία). Μια άλλη δυσκολία µε αυτή 

την υπόθεση ότι οι δύο απλότυποι ήταν οι µόνοι αρχικοί στον πληθυσµό της τσιπούρας, 

είναι το γεγονός ότι ο ρυθµός µεταλλαγής των µικροδορυφόρων είναι αρκετά µεγάλος 

ώστε να διαβρώσει τους προσωρινά κυρίαρχους απλότυπους. Επίσης ο µόνος τρόπος που 

µπορεί να εξηγηθεί το παρατηρούµενο φαινόµενο µε στενωπό είναι αν η στενωπός ήταν 

πολλή σοβαρή (περίπου µείωση του πληθυσµού σε λιγότερο από 1%) , γιατί µόνο έτσι θα 

µπορούσαν να επιβιώσουν µόνο δύο κύριοι απλότυποι. 

 

Τα άλλα δύο µοντέλα (φυσική επιλογή και µεροληψία κατά τη µεταλλαγή) 

µοιράζονται την πρόβλεψη ότι θα έπρεπε να παρατηρήσουµε περισσότερους απλότυπους 

µε το ίδιο σύνθετο µήκος αλλά ενδιάµεσοι των δύο οµάδων που παρατηρήθηκαν. 

Επιλεκτική πίεση σε επαναληπτικές αλληλουχίες έχει προταθεί από τον Charlesworth και 

συνεργάτες (1986 και 1993) και από τον Stephan (1989). Το µοντέλο επιλογής που 

εφαρµόστηκε υποθέτει ότι τα άτοµα που έχουν σύνθετα αλληλόµορφα µεγαλύτερα από 

µήκος 236 νουκλεοτίδια έχουν επιλεκτικό µειονέκτηµα σε σύγκριση µε τα άτοµα µε 

µικρότερα αλληλόµορφα. Αυτό βασίζεται στο γεγονός ότι µεγάλες σε µέγεθος 

αλληλουχίες επαναλήψεων γενικά έχουν σαν αποτέλεσµα την αστάθεια των περιοχών 

του DNA που τις φέρουν (για παράδειγµα Fragile X στον άνθρωπο). Η παρατήρηση ότι 

οι απλότυποι στο δείγµα συντίθενται σε γονοτύπους τυχαία δεν συµφωνεί µε αυτή την 

υπόθεση, παρόλο που αποκλίσεις από την µηδενική υπόθεση µη επιλογής είναι 

αναµενόµενες µόνο όταν υπάρχουν ισχυρές διαφορές στην αρµοστικότητα των 
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γονοτύπων. Η επιλογή µπορεί να είναι πολύ πιο αδύναµη από αυτή που µπορεί να 

ανιχνευθεί από το τέστ για ισορροπία Hardy-Weinberg. Παρόλαυτά, προσοµοιόνωντας 

ένα µοντέλο επιλογής καταλήξαµε στο συµπέρασµα ότι για να αποκτήσουµε την 

αρνητική συσχέτιση που παρατηρήσαµε, ο συντελεστής αρµοστικότητας s πρέπει να 

είναι µεγάλος. Εποµένως, φαίνεται απίθανο τετοια επιλογή να δρα στην αλληλουχία 

αυτή, εκτός αν η αλληλουχία έχει ειδικές ιδιότητες κάτι που δεν µοιάζει πιθανό από την 

τυχαία σύνθεση των απλοτύπων σε γονότυπους. Άρα η υπόθεση της επιλογής είναι 

λιγότερο πιθανή για την εξήγηση του παρατηρούµενου φαινοµένου, αλλά δεν µπορεί να 

αποριφθεί. 

 

Το µοντέλο της µεροληψίας κατά τη µεταλλαγή (πριν ή µετά την αντιγραφή) 

υποθέτει ότι όταν το σύνθετο µήκος ξεπεράσει κάποιο όριο επαναλήψεων (που σε αυτή 

τη περίπτωση µπορεί να είναι κοντά στο 236), είτε ο µηχανισµός αντιγραφής ευνοεί την 

µείωση του αριθµού των επαναλήψεων, είτε υπάρχει καποιος άλλος µηχανισµός που 

αφαιρεί επαναλήψεις από τον ένα ή τον άλλο τόπο. Το µόνο πρόβληµα µε αυτή την 

εξήγηση είναι το γεγονός ότι δεν µπορεί να εξηγηθεί η οµαδοποίηση των απλοτύπων που 

παρατηρήθηκε. Αντίθετα θα έπρεπε να είχαµε παρατηρήσει πολλούς απλότυπους µε το 

ίδιο σύνθετο µήκος. 

 

Παρόλαυτά, µε βάση την υπάρχουσα πληροφορία για τους µικροδορυφόρους 

µπορεί να προταθεί ένα µοντέλο για το πως θα µπορούσε να προκύψει η οµαδοπίηση. 

Έχει προταθεί και υποστηριθχεί από εµπειρικές µελέτες (Weber και Wong 1993, 

Rubinsztein et al. 1995, Amos et al. 1996), ότι οι µεταλλαγές στους µικροδορυφόρους 
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είναι µεροληπτικές µε τάση να δηµιουργούν µεγαλύτερες επαναλήψεις. Την ίδια στιγµή 

είναι λογικό να υποθέσουµε ότι µεγαλύτερες επαναλήψεις ευνοούν περισσότερα 

γεγονότα γλιστρήµατος κατά την αντιγραφή (replication slippage). Για αυτό υπάρχουν 

ενδείξεις από το ότι συνήθως η µεταβλητότητα ενός µικροδορυφόρου είναι θετικά 

συσχετιζόµενη µε το µήκος (Goldstein και Clark 1995). Ξεκινώντας µε ένα απλότυπο 

που συντίθεται από δύο µικρές επαναλήψεις, ας πούµε ίδιου µεγέθους, τότε από τύχη 

µερικοί από αυτούς αυξάνονται σε µήκος είτε στον SA41a και άλλοι στον SA41b. Αυτοί 

οι απλότυποι θα µεταλλάσσονται µε τα µεγάλα αλληλόµορφα να µεταλλάσσονται 

γρηγορότερα από τα µικρότερα σε µήκος. Όταν ο µηχανισµός περιορισµού του µήκους 

(µεροληψία στη µεταλλαγή ή φυσική επιλογή) αρχίσει να δρα, αφαιρεί επαναλήψεις 

τυχαία από τον ένα ή τον άλλο τόπο µε ίση πιθανότητα. Εποµένως η µεγάλη επανάληψη 

θα χάνει επαναλήψεις µε τον ίδιο ρυθµό όπως και η µικρή αλλά θα αποκτά µε 

µεγαλύτερο ρυθµό από τη µικρή. Αν ο µηχανισµός αυτός αφεθεί να δράσει για µεγάλο 

διάστηµα, θα δηµιουργήσει δύο οµάδες απλοτύπων ίδιου µήκους αλλά στα δύο άκρα 

ενός τριγώνου (ΕΙΚΟΝΑ 11). 

 

Παρόλο που η φυσική επιλογή δεν µπορεί να απορριφθεί ως πιθανή εξήγηση για 

τα αποτελέσµατα, η µεροληψία κατά τη µεταλλαγή φαίνεται πιο πιθανή, γιατί ταιριάζει 

περισσότερο µε τις υποθέσεις και τα µοντέλα που είναι παραδεκτά αυτή τη στιγµή για 

τους µικροδορυφόρους. Η υπόθεση µεροληψίας κατά τη µεταλλαγή είναι σύµφωνη µε 

διάφορες µελέτες που προτείνουν περιορισµούς στο µήκος για τους µικροδορυφόρους 

(Garza et al. 1995, Feldman et al. 1997, Goldstein και Pollock 1997). H Wierdl και 

συνεργάτες (1997) παρατήρησαν διάφορα γεγονότα αφαίρεσης επαναλήψεων από  

 35



 

 36



µικροδορυφόρους (GT) n στο σακχαροµύκητα, όταν ήταν πολύ µεγάλοι σε µήκος. Σε µια 

πρόσφατη µελέτη  (Schug et al. 1998) µελετήθηκαν και συγκρίθηκαν οι περιορισµοί στο 

µήκος των µικροδορυφόρων σε διάφορα είδη και φαίνεται ότι είναι ειδοειδικοί ή 

τουλάχιστον ειδικοί για ταξονοµικές οµάδες. Ο πολύ µικρός ρυθµός µεταλλαγής που 

παρατηρήθηκε στη Drosophila melanogaster (Schug et al. 1997) δείχνει ότι οι 

µηχανισµοί που είνια υπεύθυνοι για τη µεταλλαγή και εξέλιξη των µικροδορυφόρων δεν 

είναι εντελώς τυχαίοι. 

 

Οι παρατηρήσεις  στην παρούσα µελέτη µπορεί να είναι αποτέλεσµα µεροληψίας 

στη µεταλλαγή ή φυσικής επιλογής και το ποιος από τους δύο είναι ο πραγµατικός 

µηχανισµός θα ξεκαθαριστεί σε µελλοντικές µελέτες που θα παράξουν περισσότερη 

πληροφορία για στενά συνεδεµένους µικροδορυφόρους. Εδώ παρουσιάζονται µοντέλα 

για την εξέλιξη στενά συνεδεµένων µικροδορυφόρων βασιζόµενα σε παρατηρήσεις στο 

είδος Sparus aurata (τσιπούρα). Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν ότι το πρότυπο 

ανισορροπίας σύνδεσης στενά συνδεδεµένων µικροδορυφόρων µπορεί να δώσει πολλές 

πληροφορίες για τους µηχανισµούς µεταλλαγής και εξελιξης αυτών των επαναληπτικών 

αλληλουχιών. 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 

Πρώτα και πάνω από όλους θα ήθελα να ευχαριστήσω τον καθηγητή Ελευθέριο 

Ζούρο για την υποστήριξη του σε όλη τη διάρκεια αυτής της δουελιάς και για την 

καθοδήγηση του στα τρία χρόνια που δούλεψα στο εργαστήριο του. Τα αυστηρά σχόλια 

του, η έντονη κριτική του και η επιστηµονική του προσωπικότητα αποτέλεσαν για µένα 

πηγές αυήπνησης σε στιγµές αδράνειας αλλά και έµπνευσης για την δουελιά µου και την 

µετέπειτα πορεία µου. 

Φυσικά µαζί µε τον κύριο Ζούρο πρέπει να ευχαριστήσω τον Αντώνη Μαγουλά 

για τον ρόλο του σαν δεύτερο καθοδηγητή µου. Ο χρόνος που διέθεσε για µένα αλλά και 

τα σηµαντικά σχόλια του ήταν πολύ βασικά για την ολοκλήρωση αυτής της δουλειάς.  

Πολλές επίσης ευχαριστίες στον Γιώργο Κωτούλα που όχι µόνο διέθεσε χρόνο 

για µένα επιστηµονικά µε τις προτότυπες και συναρπαστικές ιδέες (ίσως µη ρεαλιστικές 

για τα Ελληνικά δεδοµένα!) αλλά και για τις ευχάριστες συζητήσεις µέσα και έξω από το 

εργαστήριο. 

Ο Κώστας Μπαταργιάς υπήρξε σηµαντική πηγή πληροφοριών και γνώσεων αφού 

τους δικούς του µικροδορυφόρους χρησιµοποίησα αλλά και πολλή ευχάριστη φιλική 

συντροφιά σε κάτι µοναχικά βράδυα στο παλιό εργαστήριο όπου σχεδιάζαµε µεγαλόπνοα 

πειράµατα που ποτέ δε δούλεψαν! 

Ο ισπανός του εργαστηρίου µας ο Carlos Saavedra προσέθεσε κάτι το «διεθνές» 

στη όλη παρέα και πολλές φορές µε συνέφερε όταν το µυαλό µου πήγαινε πολύ γρήγορα 

(και συχνά σε λάθος κατεύθυνση). ‘Ηταν από τους βασικότερους συµβούλους µου σε 

αυτή τη δουλειά αφού τον ενοχλούσα συνέχεια µε ερωτήσεις (οι πιο πολλές χωρίς 

νόηµα!). 
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Φυσικά δε θα µπορούσα να ξεχάσω τη Βασω Τερζόγλου και την Κατερίνα 

Οικονοµάκη που µε βοήθησαν πάρα πολύ σε διάφορα στάδια της δουλειάς µου, και ας 

µην τους άρεσε η µουσική µου (που συχνα ήταν πολύ δυνατά!). Επίσης πολλές 

ευχαριστίες στο Στέλιο που παρόλο που ήρθε στο εργαστήριο µας αργά είχα την ευκαιρία 

να συνεργαστώ µαζί του. 

Θα ήθελα επίσης να ευχαριστήσω όλα τα µέλη του εργαστηρίου Πληθυσµιακής 

Γενετικής και Εξέλιξης που πέρασαν από το εργαστήριο όσο καιρό ήµουνα εκεί, για την 

ευχάριστη και δηµιουργική συνεργασία. 

‘Εξω από το εργαστήριο πρώτα από όλα θα ήθελα να πω ένα µεγάλο ευχαριστώ 

τις γραµµατείς του τµήµατος Χαρά Σφακιανάκη και Βάνα Μαρκάκη που µε άντεξαν 

τόσα χρόνια µε τις φωνές και τις αντιρρήσεις µου. Πέρασα πολλές καλές στιγµές µαζί 

τους που δεν ξεχνώ. 

Επίσης θα ήθελα να ευχαριστήσω το εργαστήριο Αλιευτικής Βιολογίας για 

διάφορες µορφές βοήθειας και ιδιαίτερα το φίλο µου Γιάννη Κωστίκα που τόσα 

περάσαµε µαζί στα έξι χρόνια που ήµουνα στο Πανεπιστήµιο Κρήτης. 

∆ε θα ήθελα όµως να αφήσω απ’ έξω δύο άλλα άτοµα που υπήρξαν πηγές 

έµπνευσης και προβληµατισµού. Ο καθ. Νίκος Μοσχονάς που µε βοήθησε πολύ και όταν 

έκανα το rotation µου αλλά και κατά τη διάρκεια της δουλειας µου. Από την άλλη 

πλευρα ο Αλέξανδρος Αργυροκαστρίτης υπήρξε καλός φίλος και σύµβουλος σε πολλά 

θέµατα που αφορούν την επιστήµη και µη. Ακόµα, ευχαριστώ το εργαστήριο Μοριακής 

Γενετικής του Ανθρώπου (Αγγέλα, Ελεωνόρα, Μαρία, Ηλία κ.τ.λ.) για τη φιλία τους και 

τη βοήθεια τους. 

Επιπρόσθετα, πολλά ευχαριστώ στον τωρινό σύµβουλο καθηγητή µου Andrew 
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Clark για την πολύπλευρη βοήθεια του στην ανάλυση των αποτελεσµάτων και που µου 

επέτρεψε να αφιερώσω χρόνο σε αποτελέσµατα που δεν αποκτήθηκαν στο εργαστήριο 

του. 

Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω το Ίδρυµα Κρατικών Υποτροφιών (Ι.Κ.Υ.) που 

µε υποστήριξε σε αυτή την διατριβή. 

Ζητώ συγγνώµη αν ξεχασα πολλούς άλλους που στά9ηκαν δίπλα µου σε όλη 

αυτή την περίοδο αλλά τους διαβεβαιώ ότι τους θυµάµαι εδώ που βρίσκοµαι. 

Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω το Ίδρυµα Κρατικών Υποτροφιών (Ι.Κ.Υ.) που 

µε υποστήριξε σε αυτή την διατριβή. 
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ΛΕΖΑΝΤΕΣ ΕΙΚΟΝΩΝ: 

 

ΕΙΚΟΝΑ 1: Η αλληλουχία του τόπου SA41. Στα κουτάκια συµβολίζονται οι εκκινητές 

που χρησιµοποιήθηκαν µε την κατεύθυνση προς την οποία γίνεται η αντιγραφή. 

 

ΕΙKΟΝΑ 2: Οι συχνότητες των αλληλοµόρφων για τους τόπους SA41a, SA41b και 

SA41. 

 

EIKONA 3: ∆ιάγραµµα των ζευγών των αλληλοµόρφων που συνθέτουν τους 

απλότυπους για τους τόπους SA41a και SA41b. Ο συντελεστής συσχέτισης είναι r = -

0.229, µε P = 0.001. 

 

EIKONA 4: Ο σχεδιασµός του τεστ αναδιάταξης. ∆ηµιουργήθηκαν για κάθε περίπτωση 

1000 οµάδες από 327 απλότυπους. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 5: Η κατανοµή της µεταβλητότητας από το τεστ αναδιάταξης. Με το βέλος 

ενδεικνύεται η παρατηρούµενη τιµή. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 6: Η κατανοµή της συµεταβλητότητας από το τεστ αναδιάταξης. Με το βέλος 

ενδεικνύεται η παρατηρούµενη τιµή. 
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ΕΙΚΟΝΑ 7: ∆είγµα από δενδρο που προκύπτει από τη µέθοδο της γενεαλογικής 

σύγκλισης (coalescent process). 

 

ΕΙΚΟΝΑ 8: Α) Οι τιµές του συντελεστή συσχέτισης για διάφορες τιµές του παράγοντα 

στενωπού (Β), που προέκυψαν απο τις προσοµοιώσεις. Β) Οι κατανοµές της 

συµεταβλητότητας για δύο διαφορετικές τιµές του παράγοντα στενωπού (100% και 5%). 

Παρατηρήστε ότι οι δύο κατανοµές είναι σχεδόν πανοµοιότυπες. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 9: Οι τιµές του συντελεστή συσχέτισης για: Α) το µοντέλο της µεροληψίας 

κατα τη µεταλλαγή, Β) το µοντέλο του µηχανισµού αφαίρεσης, C) και το µοντέλο της 

επιλογής. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 10: Οι τιµές µεταβλητότητας από το τεστ αναδίαταξης των γονοτύπων. Με το 

βέλος ενδεικνύεται η παρατηρούµενη τιµή. 

 

ΕΙΚΟΝΑ 11: Το µοντέλο που προτείνεται για την οµαδοποίηση των απλοτύπων. 

Ξεκινώντας µε ένα απλότυπο που συντίθεται από δύο µικρές επαναλήψεις, ας 

πούµε ίδιου µεγέθους, τότε από τύχη µερικοί από αυτούς αυξάνονται σε µήκος 

είτε στον SA41a και άλλοι στον SA41b. Αυτοί οι απλότυποι θα µεταλλάσσονται 

µε τα µεγάλα αλληλόµορφα να µεταλλάσσονται γρηγορότερα από τα µικρότερα 

σε µήκος. Όταν ο µηχανισµός περιορισµού του µήκους (µεροληψία στη 

µεταλλαγή ή φυσική επιλογή) αρχίσει να δρα, αφαιρεί επαναλήψεις τυχαία από 

τον ένα ή τον άλλο τόπο µε ίση πιθανότητα. Εποµένως η µεγάλη επανάληψη θα 
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χάνει επαναλήψεις µε τον ίδιο ρυθµό όπως και η µικρή αλλά θα αποκτά µε 

µεγαλύτερο ρυθµό από τη µικρή. Αν ο µηχανισµός αυτός αφεθεί να δράσει για 

µεγάλο διάστηµα, θα δηµιουργήσει δύο οµάδες απλοτύπων ίδιου µήκους αλλά 

στα δύο άκρα ενός τριγώνου. 
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